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Riassunto

Si riportano i risultati del confronto tra metodiche tradizionali ed innovative per la identificazione e la caratterizzazione del
parvovirus del cane tipo 2 (CPV-2). Campioni di feci raccolti da cani con diarrea sono stati analizzati mediante test immuno-
cromatografico (IC), emoagglutinazione (EA), isolamento su cellule, polymerase chain reaction (PCR) e real-time PCR con
sonda TagMan. Degli 89 campioni testati, 41 sono risultati positivi al test IC, 50 in EA, 54 mediante isolamento su cellule, 68 in
PCR e 73 in real-time PCR. La caratterizzazione degli stipiti CPV-2 ¢ stata effettuata mediante inibizione dell’emoagglutinazione
(IEA) con anticorpi monoclonali, analisi di restrizione dei prodotti PCR (PCR-RFLP), analisi di sequenza e real-time PCR con
sonde basate sulla tecnologia minor groove binder (MGB). | test real-time con sonde MGB si sono dimostrati molto affidabili
(concordanza del 100% rispetto ai risultati combinati delle altre tecniche di tipizzazione), permettendo una caratterizzazione ra-
pida ed altamente specifica delle varianti CPV-2. Mediante analisi con sonde MGB dei 68 campioni risultati positivi in PCR, 26
campioni sono stati caratterizzati come CPV-2a, 18 come CPV-2b e 24 come CPV-2c. Inoltre, dei 5 campioni risultati negativi
in PCR e positivi al test real-time PCR con sonda TagMan, 3 sono risultati stipiti 2a e 2 sono stati tipizzati come 2c.

Summary

Conventional and innovative methods were employed for the detection and characterization of canine parvovirus type 2
(CPV-2). Fecal samples collected from dogs with diarrhea were analyzed by immunochromatographic (IC) test, hemagglutina-
tion (HA), virus isolation on cell cultures, polymerase chain reaction (PCR) and TaqgMan real-time PCR. Out of 89 specimens
tested, 41, 50, 54, 68 and 73 samples tested positive by IC test, HA, virus isolation, PCR and TaqMan real-time PCR, respecti-
vely. CPV-2 characterization was carried out by means of hemagglutination inhibition (HI) with- monoclonal antibodies, PCR-
restriction fragment polymorphism length (PCR-RFLP) and real-time PCR using minor groove binder (MGB) probe techno-
logy. The MGB probe assay were found highly reliable (100% concordance with the results of the combined conventional
methods), allowing rapid and unambiguous typing of the CPV-2 variants. By MGB probe assay carried out on the 68 PCR-po-
sitive specimens, 26 samples were characterized as type 2a, 18 as type 2b and 24 as type 2c. MGB analysis of the 5 samples
tested negative by conventional PCR and positive by TagMan PCR showed that 3 samples contained type-2a DNA and 2 sam-
ples contained type-2¢ DNA.

INTRODUZIONE

A circa 30 anni dalle prime segnalazioni la parvovirosi
rappresenta, ancora oggi, una delle piti importanti infezio-
ni virali del cane. Caratterizzata da una grave sintomatolo-
gia gastroenterica'?’, si osserva pitl frequentemente in
cuccioli di eta compresa tra 45 giorni e 3 mesi.

L’agente eziologico ¢ il parvovirus del cane tipo 2 (CPV-
2), antigenicamente non correlato al parvovirus del cane
tipo 1 (CPV-1) o virus minuto del cane (MVC), isolato da

“Articolo ricevuto dal Comitato di Redazione il 6/11/2005 ed accettato
per pubblicazione dopo revisione il 2/3/2006”.

Binn nel 1970*. CPV-2 ¢& un virus a DNA monocatenario,
privo di envelope e molto resistente nell’ambiente. I ca-
pside, a simmetria icosaedrica, & costituito da una combi-
nazione di due proteine, VP1 e VP2, prodotte mediante
splicing alternato a partire dallo stesso mRNA”.

CPV-2 ¢ strettamente correlato ad altri parvovirus dei
carnivori, come il parvovirus della panleucopenia felina
(FPLV), il parvovirus dell’enterite del visone (MEV)® il
parvovirus del procione (RPV) e, insieme a questi, ¢ stato
inserito nel sottogruppo dei parvovirus felini (FPV)’.

Circa l'origine di CPV-2 sono state avanzate diverse ipo-
tesi, ma la pitl accreditata ipotizza che CPV-2 derivi da un
processo di mutazione naturale di FPLV attraverso un pas-
saggio intermedio in carnivori selvatici®.
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CPV-2 ¢& un patogeno in continua evoluzione antigenica.
Infatti, nel 1985 Parrish’, mediante I'impiego di anticorpi
monoclonali (MoAbs) e I'analisi con gli enzimi di restrizio-
ne, ha dimostrato che I'originale tipo antigenico era stato
sostituito, tra il 1979 e il 1981, da una variante antigenica,
definita CVP-2a, e che, intorno al 1984, era comparsa una
seconda variante antigenica, denominata CPV-2b, diversa
dalla precedente per la sostituzione di un aminoacido in
posizione 426 della proteina VP2 (Asn — Asp, Tab. 1).
Queste nuove varianti, a differenza del ceppo originario,
hanno acquisito la capacita di replicare e indurre malattia
anche nel gatto'®1112,

Attualmente il tipo originario CPV-2 non circola pit
nella popolazione canina, ma ¢& presente solo nei vaccini.
Le due varianti sono invece variamente distribuite su scala
mondialeu,14,15,16,17,18,19,20.

Nel 2001 ¢& stata identificata in Italia una nuova variante
che differisce dagli stipiti “classici” 2b per la sostituzione
del residuo Asp-426 con Glu (Tab. 1)%. Questa variante,
designata come CPV-2 mutante Glu-426, ¢ stata ripetuta-
mente segnalata in Italia???*?*? e, recentemente, ¢ stata
anche identificata in Vietnam?. La messa a punto di
MoAbs in grado di differenziare gli stipiti Glu-426 dai
classici stipiti CPV-2b? ha permesso di definire questa
mutante come nuova variante antigenica, per la quale ¢&
stata proposta la denominazione di CPV-2¢%2%,

La diagnosi clinica di parvovirosi del cane non & sempre
facile da formulare, tenendo presente che altre patologie
di origine virale o batterica possono determinare sintomi
pitt 0 meno sovrapponibili.

A questo si aggiunge che, molto spesso, i cani possono
presentare forme subcliniche o completamente asintoma-
tiche, pur eliminando il virus con le feci. La diagnosi di
laboratorio ¢ quindi indispensabile come supporto alla
diagnosi clinica, ma anche come strumento per poter mo-
nitorare eventuali evoluzioni genomiche del virus impor-
tanti da un punto di vista epidemiologico, patogenetico e
immunologico.

Nella presente nota vengono descritte e messe a con-
fronto le metodiche diagnostiche tradizionali ed innovati-
ve utilizzate per la diagnosi e la caratterizzazione degli sti-
piti CPV-2 in campioni di feci di cani.

MATERIALI E METODI
Preparazione dei campioni

Sono stati esaminati 89 campioni di feci diarroiche di
cuccioli, di eta compresa tra 45 giorni e 7 mesi, provenien-
ti da diverse regioni d’Italia. Ciascun campione ¢ stato
omogenato al 10% (p/v) in soluzione salina tamponata
(PBS, pH 7,2) e centrifugato a 1500 x g per 15 min. Il sur-
natante ¢ stato utilizzato per i test diagnostici.

Tecniche per la identificazione di CPV-2
Test immunocromatografico (IC test)

Il test IC ¢ stato eseguito utilizzando un kit commerciale
(SNAP® Canine Parvovirus Antigen Test, IDEXX Labora-
tories, Inc., Westbrook, Maine, USA) secondo le istruzioni
fornite dalla casa produttrice.

Emoagglutinazione (EA)

II test EA ¢ stato allestito in piastre a 96 pozzetti con
fondo a V, effettuando diluizioni per raddoppio del surna-
tante di ciascun omogenato di feci, a partire dalla diluizio-
ne 1:2. In ciascun pozzetto & stato aggiunto un eguale vo-
lume di una sospensione di globuli rossi di suino allo
0,8% contenente ’1% di siero fetale bovino (SFB).

La lettura dei risultati & stata effettuata dopo due ore
d’incubazione a +4°C.

Tabella 1
Differenze aminoacidiche tra le varianti CPV-2 a livello della proteina capsidica VP2

Variazioni aminoacidiche al residuo?

87 101 297 300 305 375 426 555
...Posizione nucleotidica 3045-3047  3087-3089  3675-3677  3684-3686  3699-3701  3909-3911  4062-4064° 4449-4451°
..Codone osservato ATG (Met) ATT (lle) TCT (Ser) GCT (Ala) GAT (Asp) AAT (Asn) AAT (Asn) GTA (Val)
TTG (Leu) ACT (Thr) GCT (Ala) GGT (Gly) TAT (Tyr) GAT (Asp) GAT (Asp) ATA (lle)
GAA (Glu)
CPV-2 Met lle Ser Ala Asp Asn Asn Val
CPV-2a Leu Thr Ser Gly Tyr Asp Asn lle
CPV-2b Leu Thr Ser Gly Tyr Asp Asp Val
Nuovi CPV-2b Leu Thr Ala Gly Tyr Asp Asp Val
Nuovi CPV-2a Leu Thr Ala Gly Tyr Asp Asn Val
Asp-300 (CPV-2a/CPV-2b) Leu Thr Ala Asp Tyr Asp Asn val
Asp
CPV-2¢ Leu Thr Ala Gly Tyr Asp Glu Val

La posizione ¢ riferita alle sequenze aminoacidiche e nucleotidiche dello stipite CPV-2 CPV-b (numero di accesso M38245).
® Nucleotidi inclusi nel frammento amplificato dai primer 555for/555rev e dalle sonde MGB tipo-specifiche.



Isolamento su cellule

Per le prove di isolamento 7z vitro, il surnatante di
ciascun campione ¢& stato trattato con antibiotici
(5000 Ul/ml penicillina, 2500 pg/ml streptomicina,
10 pg/ml amfotericina B) per 30 min a 37°C ed ino-
culato su cellule A-72 (fibroma di cane) appena tripsi-
nizzate, coltivate in terreno minimo essenziale di Dul-
becco (D-MEM) con 'aggiunta del 5% di SFB. Dopo
5 giorni di incubazione a 37°C, le cellule inoculate so-
no state tripsinizzate e rimesse in coltura, allestendo,
in parallelo, vetrini per le prove di immunofluore-
scenza indiretta (IFI).

11 test TFT ¢ stato eseguito dopo ulteriori 5 giorni di
incubazione a 37°C, utilizzando un siero di cane positi-
vo per CPV-2 ed un siero anti-IgG di cane marcato
con isotiocianato di fluorosceina (Sigma Aldrich srl,
Milano).

I campioni positivi sono stati amplificati su cellule in
modo da ottenere uno stock virus da utilizzare nelle al-
tre prove diagnostiche.

Polymerase chain reaction (PCR)

Per le prove di PCR, il DNA virale ¢ stato estratto
mediante bollitura per 10 min del surnatante di cia-
scun campione, in modo da inattivare gli inibitori
della DNA polimerasi eventualmente presenti nelle
feci®’.

Gli estratti sono stati diluiti ulteriormente 1:10 in ac-
qua bidistillata sterile per ridurre gli eventuali residui
di inibitori a concentrazioni inefficaci®.

La PCR ¢ stata eseguita con la coppia di primer
555for/555rev?!, in grado di amplificare un frammen-
to di 583 bp del gene della proteina capsidica di
CPV-2 (Tab. 2).

Real-time PCR con sonda TagMan

Gli stessi estratti utilizzati per le prove PCR sono
stati analizzati in un test di real-time PCR in grado di
riconoscere tutte le varianti di CPV-2, in quanto sia i
primer che la sonda TagMan si legano ad una regione
molto conservata del genoma virale?.

Come DNA standard ¢ stato utilizzato il plasmide
pGEM®-3Z (Promega U.S., Madison, WI, USA) con-
tenente quasi I'intero genoma (5076 nucleotidi) di uno
stipite CPV-2, gentilmente fornito da C. R. Parrish
(Cornell University, Ithaca, NY, USA). In ciascuna rea-
zione sono stati analizzati, simultaneamente ed in du-
plicato, le diluizioni logaritmiche del DNA standard
(contenenti da 10° a 10? copie di DNA plasmidico/10
pl) ed i DNA estratti dai campioni fecali, in modo da
assicurare una corretta quantificazione del DNA virale.

Un controllo interno esogeno, costituito da 5000 co-
pie del DNA dell’herpesvirus ovino tipo 2 (OvHV-2)*°
per ml di sospensione fecale, ¢ stato aggiunto a ciascun
campione prima della estrazione del DNA virale ed ¢
stato amplificato utilizzando il protocollo messo a pun-
to da Hiissy et al.’!
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Tabella 2
Sequenza, posizione e specificita degli oligonucleotidi utilizzati nel presente studio

Test Primer/sonda Sequenza (5*- 3) Polarita  Specificita  Posizione Ampiezza
amplificato
PCR 555-for CAGGAAGATATCCAGAAGGA + Tutte 4003-4022¢ 583 b
convenzionale? 555-rev GGTGCTAGTTGATATGTAATAAACA - le varianti ~ 4561-4585¢ p
Real-time PCR CPV-For AAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTA + Tutte 4104-4135¢
con sonda TagMan® CPV-Rev AAATTTGACCATTTGGATAAACT - le varianti 4176-4198¢ 93 bp
a CPV-Pb FAM - TGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTAGC - TAMRA + 4143-4172¢
Test MGB CPVa/b-For AGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGA + Tutte 1719-1744¢!
specifico per le CPVa/b-Rev CCAATTGGATCTGTTGGTAGCAATACA - le varianti ~ 1785-1811¢f 93b
V‘;riami 22 oy CPVa-Pb VIC - CTTCCTGTAACAAATGATA - MGB " CPV-2a  1765-1783¢ P
CPVb1-Pb FAM — CTTCCTGTAACAGATGATA - MGB + CPV-2b 1765-1783'
Test MGB CPVb/c-For GAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCA + 1721-1748'
specifico per le Tutte 1155-1182¢
varianti 2b/2¢° CPVb/c-Rev  ATGCAGTTAAAGGACCATAAGTATTAAATATATTAGTATAGTTAATTC - le varianti ~ 1823-1870f 150 b
1257-13049 p
CPVb2-Pb FAM — CCTGTAACAGATGATAAT - MGB + CPV-2b 1768-1785
CPVc-Pb VIC — CCTGTAACAGAAGATAAT - MGB + CPV-2c  1202-1219°
2Amplificazione per il test PCR-RFLP.
23,
©27,28.

defg | a posizione degli oligonucleotidi é riferita alla sequenza di ¢ CPV-2 (tipo originario) stipite CPV-b (numero di accesso M38245), ¢ CPV-2a stipite
CPV-15 (M24003), fCPV-2b stipite CPV-39 (M74849), ¢ CPV-2c stipite 56/00 (AY380577).

Tecniche per la caratterizzazione di CPV-2
Caralterizzazione antigenica

Gli stipiti CPV-2 con titolo EA 21:64 (surnatante dell’o-
mogenato del campione di feci o surnatante delle colture
cellulari inoculate) sono stati sottoposti a tipizzazione anti-
genica utilizzando il test di inibizione dell’emoagglutina-
zione (IEA) mediante impiego di un panel di 5 MoAbs
(A4E3, B4A2, C1D1, B4E1, 21C3)%%, In base alla reatti-
vita di ciascun MoAb, & stato possibile tipizzare gli stipiti
virali come CPV-2, CPV-2a, CPV-2b e CPV-2c.

Analisi di restrizione e di sequenza

Tutti i campioni risultati positivi in PCR e negativi o
con basso titolo in EA (<1:32), pertanto non tipizzabili
con MoAbs, sono stati sottoposti ad analisi genetica me-
diante tecnica PCR-RFLP (polymerase chain reaction-re-
striction fragment length polymorphism), secondo quanto
descritto in precedenza®??, Gli amplificati ottenuti con la
coppia di primer 555for/555rev sono stati tagliati con
I’enzima di restrizione Mboll, che riconosce selettivamen-
te la sequenza GAAGA (nucleotidi 4062-4066) presente
solo nella variante CPV-2c. Gli amplificati digeriti genera-
no due frammenti di 500 e 80 bp solo nei ceppi 2c?? che
possiedono, nel tratto di genoma amplificato, il sito di ta-
glio per 'enzima.

I campioni non riconosciuti come CPV-2c mediante
PCR-RFLP sono stati sottoposti ad analisi di sequenza in
modo da stabilire la specificita 2a o 2b. Gli amplificati
PCR sono stati purificati su colonnine DA (Amicon, Milli-

pore, Bedfore, USA) e sottoposti a sequenziamento diretto
(Genome Express, Meylan, Francia). Le sequenze ottenu-
te sono state confrontate con analoghe sequenze di stipiti
CPV-2 disponibili in banche dati accessibili on-line.

Real-time PCR con sonde MGB

Gli estratti DNA sono stati anche analizzati mediante
due test real-time PCR basati sulla tecnologia 7zznor groo-
ve binder (MGB), recentemente messi a punto da Decaro
et al.?’?® per la caratterizzazione degli stipiti CPV-2. Le
sonde MGB sono sonde TagMan costituite da sequenze
oligonucleotidiche molto corte in modo da aumentare la
specificita, consentendo I"appaiamento solo su sequenze
nucleotidiche perfettamente complementari. ’aggiunta di
un gruppo chimico MGB a tali sonde assicura una mag-
giore stabilita termodinamica del complesso sonda-target,
riducendo la dissociazione della sonda dalla sequenza
complementare, che sarebbe altrimenti inevitabile’?. Le
sonde MGB, contrariamente alle sonde TagMan tradizio-
nali, permettono la discriminazione dei single nucleotide
polymorphism (SNP), per cui, pur essendo originariamen-
te destinate alla discriminazione allelica, trovano una buo-
na applicazione nella genotipizzazione dei virus. Utiliz-
zando primer comuni e sonde genotipo-specifiche marca-
te con differenti fluorofori (FAM e VIC) ¢& possibile valu-
tare (ed eventualmente quantificare) la presenza dell’aci-
do nucleico di due differenti genotipi virali nei campioni
biologici.

Due diversi test MGB sono stati messi a punto utiliz-

zando primer e sonda specifici per le varianti 2a e 2b (test
2a/2b) o per le varianti 2b e 2c (test 2b/2c). T DNA stan-



dard per le varianti 2a, 2b e 2c sono stati ottenuti da cam-
pioni di campo contenenti elevati titoli di DNA virale (cir-
ca 10'°-10" copie di DNA/mg di feci).

RISULTATI

I risultati ottenuti con i 5 test utilizzati per la ricerca di
CPV-2 nei campioni fecali sono riassunti nella Tabella 3.
Degli 89 campioni testati, 41 sono risultati positivi al test
1C € 9 ulteriori campioni (in totale 50) sono risultati positi-
vi al test EA, 33 con titoli =1:64 e 17 con titoli <1:32. Le
prove su cellule hanno permesso di isolare CPV-2 da 54
campioni di cui 50 erano risultati positivi al test EA e 4
campioni erano risultati negativi.

Mediante PCR convenzionale, sono risultati positivi
per CPV-2 68 campioni comprendenti i 54 campioni ri-
sultati positivi alle prove di isolamento. In real-time PCR
sono risultati positivi 73 degli 89 campioni esaminati. Nei
campioni con elevato titolo EA sono state evidenziate
quantita di DNA virale comprese tra 1,63 x 107 e 7,43 X
10" copie/mg di feci. Come gia dimostrato?, non si &
avuta alcuna inibizione dell’amplificazione durante la rea-
zione di real-time PCR, poiché tutti i campioni nei quali
era stato aggiunto il controllo interno prima dell’amplifi-
cazione, hanno prodotto valori di C; inferiori al valore so-
glia di 34,25.

I risultati delle metodiche classiche ed innovative utiliz-
zate per la tipizzazione degli stipiti CPV-2 sono riassunti
nella Tabella 4. La caratterizzazione mediante MoAbs, ese-
guita su un totale di 54 campioni, ha fornito i seguenti ri-
sultati: 24 campioni sono stati caratterizzati come CPV-2a,
16 come CPV-2b e 14 come CPV-2c.

Mediante PCR-RFLP eseguita sui 14 campioni risultati
negativi in EA e alle prove di isolamento, ma positivi in
PCR, 10 campioni sono stati tagliati dall’enzima Mboll e
sono stati caratterizzati come CPV-2¢, mentre, con ’analisi
di sequenza degli amplificati non digeriti dall’enzima, 2 so-
no stati tipizzati come CPV-2b e 2 come CPV-2a.

11 test con sonde MGB effettuato sui 68 campioni PCR
positivi ha identificato 26 stipiti 2a, 18 stipiti 2b e 24 stipi-
ti 2¢, mostrando una concordanza del 100% rispetto ai ri-
sultati combinati dei tre test classici (IEA con MoAbs,
PCR-RFLP ed analisi di sequenza). Inoltre, dei 5 campioni
risultati negativi in PCR e positivi al test real-time PCR
con sonda TagMan, 3 sono risultati stipiti 2a e 2 sono stati
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Tabella 3
Risultati dei 5 test diagnostici utilizzati per la ricerca di CPV-2
in 89 campioni fecali

Campioni Ic EA Vi PCR®  Real-time®
Positivi 41 50 54 68 73
Negativi 48 39 35 21 16
a1,

2,

IC, test immunocromatografico; EA, emoagglutinazione; VI, isola-
mento su colture cellulari.

tipizzati come 2c. In totale, mediante analisi con sonde
MGRB dei 73 campioni, nei quali il DNA di CPV-2 ¢ stato
evidenziato con sonda TagMan PCR, 29 sono stati ricono-
sciuti come CPV-2a, 18 come CPV-2b e 26 come CPV-2c.

DISCUSSIONE

Una diagnosi rapida e affidabile di infezione da CPV-2 &
importante specialmente nei canili e negli allevamenti in
quanto si ha la possibilita di isolare i soggetti infetti limi-
tando la diffusione dell’infezione. I risultati del presente
studio hanno evidenziato che non sempre ¢ facile ottenere
questo risultato poiché molti test attualmente utilizzati
hanno bassa sensibilita.

L’IC & un test rapido, di facile esecuzione e viene comu-
nemente utilizzato nella pratica clinica®’; la positivita al te-
st ¢ tuttavia fortemente legata al titolo virale presente nel
campione di feci. 'EA e le prove di isolamento iz vitro
presentano un grosso limite in quanto possono essere ese-
guite solo in laboratori specializzati. I’approvvigionamen-
to di eritrociti freschi richiede la disponibilita di suini do-
natori, con tutte le difficolta connesse al mantenimento di
questi animali. Inoltre, per una precisa lettura del test EA
occorre impiegare eritrociti di buona qualita, prelevati da
maiali in ottimo stato di salute. Se si considera che talvolta
circolano ceppi CPV-2 non emoagglutinanti***>, aumenta-
no le possibilita di avere risultati falsi negativi. Nonostante
cio, il test ¢ di facile esecuzione, permette di processare
pitt campioni contemporaneamente e di ottenere i risultati
in tempi rapidi (2-4 ore).

Tabella 4
Caratterizzazione dei ceppi CPV-2 mediante MoAbs, RFLP, analisi di sequenza e real-time PCR con sonde MGB

Specificita MoAbs PCR-RFLP® Analisi di sequenza  Test MGB su campioni ~ Test MGB su campioni
. (54)2 (14)2 (4)2¢ PCR+ (68)? real-time + (73)?
CPV-2a 24 NA 26 29
CPV-2b 16 NA 18 18
CPV-2¢ 14 10 NE 24 26

2|n parentesi & indicato il numero di campioni testati.
b Campioni negativi al test EA o con titoli EA < 1:32.
¢Campioni non tipizzati con PCR-RFLP.

NA, non applicabile; NE, non effettuata.
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L’isolamento su colture cellulari richiede personale spe-
cializzato, disponibilita di colture cellulari sensibili e, so-
prattutto, tempi piuttosto lunghi (5-10 giorni) in contrasto
con la necessita di dare una risposta diagnostica rapida.

11 piu significativo limite delle metodiche tradizionali
(test IC, EA, isolamento virale) & rappresentato dalla bassa
sensibilita dovuta non solo alla scarsa quantita di virus in
alcuni campioni fecali, ma anche alla presenza di elevati ti-
toli anticorpali nel lume intestinale dei cani infetti. Tali an-
ticorpi, complessando il virus, interferiscono con la reazio-
ne di EA ed impediscono il legame del virus ai recettori
cellulari nelle prove di isolamento. E stato dimostrato, in-
fatti, che in corso di infezione sia naturale’® che sperimen-
tale’’, CPV-2 ¢& evidenziabile mediante test EA e/o isola-
mento su cellule solo per pochi giorni dopo I'infezione. In-
dagini condotte in precedenza®®?, confermate nel presen-
te studio, hanno infatti evidenziato la bassa correlazione
tra EA e real-time PCR: campioni con titoli EA bassi risul-
tano avere titoli di DNA virale elevati e campioni risultati
negativi sia al test EA che al test IC possono risultare posi-
tivi in real-time PCR.

Tutto cid permette di affermare che le metodiche di bio-
logia molecolare, messe a punto per la diagnosi di CPV-2,
risultano molto pit sensibili dei test tradizionali. In parti-
colare la real-time-PCR, caratterizzata da elevata sensibi-
lita, specificita e riproducibilita, rappresenta il gold test
per la diagnosi di questa infezione??.

Lidentificazione delle varianti CPV-2 & spesso ardua e
richiede I'utilizzo contemporaneo di molteplici test?. La
caratterizzazione mediante MoAbs puo essere eseguita so-
lo su campioni con titolo emoagglutinante =1:64 o su cep-
pi isolati su cellule. Tuttavia, solo pochi campioni risultati
negativi o debolmente positivi al test EA vengono isolati
su cellule rendendo cosi attuabile la caratterizzazione anti-
genica con i MoAbs. A tale proposito bisogna sottolineare
che la non reattivita del MoAb B4A2 verso la variante 2b
permette di differenziare la stessa dalla variante 2a. Infatti,
un epitopo specifico di CPV-2a ¢ riconosciuto dal MoAb
B4A2, che perd non reagisce con le varianti 2b in quanto
queste presentano la sostituzione di Asn-426 con Asp®®. La
ulteriore mutazione nel residuo 426 (Asp-426 — Glu) non
permette reattivita con lo stesso MoAbs e pertanto gli sti-
piti 2¢c vengono erroneamente considerati come CPV-2b?!,
1l nuovo MoAb 21C32 permette di distinguere la variante
2b dalla variante 2c.

Una strategia alternativa che ¢ stata proposta per la ti-
pizzazione molecolare degli stipiti CPV-2 si basa sull’im-
piego di set di primer tipo-specifici®. Tuttavia, & gia stato
osservato®” che tale sistema di genotipizzazione non ¢& at-
tualmente in grado di discriminare tra varianti 2a e 2b, in
quanto gli stipiti 2a in circolazione (555-Val)?*** sarebbero
caratterizzati erroneamente come 2b (Tab. 1). Inoltre, me-
diante questa strategia gli stipiti 2¢ sono riconosciuti come
2b?!. Per ovviare a questi problemi di caratterizzazione &
stato messo a punto un test PCR-RFLP per la differenzia-
zione tra CPV-2b e CPV-2¢?!, ma tale metodica non ¢ in
grado di differenziare tra le varianti 2a e 2b, poiché in en-
trambi i casi i prodotti PCR non sono tagliati dall’enzima
Mboll. Pertanto, solo I'analisi di sequenza puo individuare
in maniera chiara e definitiva la specificita 2a o 2b per
quei campioni risultati negativi ai test di EA e PCR-RFLP,
con notevole incremento di costi e tempo.

Per superare tali difficolta sono stati messi a punto due
test real-time PCR con sonde MGB, capaci di determinare
la specificita di CPV-2 in poche ore e con costi accettabili.
D’altronde, I’elevato numero di campioni che possono es-
sere processati contemporaneamente con questo test,
compensa i costi accessori e determina un notevole rispar-
mio di tempo e di lavoro e, allo stesso tempo, una riduzio-
ne delle cross-contaminazioni conseguenti alle manipola-
zioni post-PCR.

I numerosi studi condotti su CPV-2 hanno permesso di
acquisire molte informazioni sulle caratteristiche genomi-
che e biologiche di questo virus. Tuttavia, a distanza di cir-
ca 30 anni dalla sua scoperta, restano ancora poco chiari
alcuni aspetti relativi alla diagnosi e alla patogenesi di que-
sta infezione. La diagnosi di infezione da CPV-2 effettuata
con metodiche sensibili e specifiche & diventata ormai un
indispensabile supporto per il medico veterinario. Occor-
re, perd, sottolineare che tali metodiche, parallelamente,
permettono di effettuare un accurato e costante monito-
raggio sulla circolazione delle varianti antigeni che di
CPV-2 nella popolazione canina. Si potra in tal modo va-
lutare I'evoluzione antigenica del virus e le eventuali riper-
cussioni sulla patogenesi e sulla immunita.
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