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INTRODUZIONE

Canine parvovirus (CPV-2) è l’agente eziologico della gastroenterite
emorragica del cane, malattia infettiva caratterizzata da febbre, vomito,
diarrea, prevalentemente emorragica, associata a leucopenia che si os-
serva di norma nei cuccioli di 6-12 settimane di età1,2. CPV-2 è stato
segnalato per la prima volta alla fine degli anni ’70 in Europa e Nord
America in cuccioli con gastroenterite emorragica e miocardite3,4. Nel
corso degli anni il virus ha subito modificazioni genetiche che hanno
determinato la comparsa di nuove varianti, indicate come CPV-2a, -2b
e 2c, le quali hanno completamente sostituito il ceppo originale, pre-
sente attualmente solo nelle formulazioni vaccinali5,6,7,8,9.
Dal momento che i sintomi della parvovirosi non sono differenziabili
dalle altre forme di enterite, le indagini di laboratorio risultano essen-
ziali per confermare il sospetto clinico. In particolare, negli ultimi anni
l’avvento della biologia molecolare ha reso disponibili sistemi diagno-
stici per la parvovirosi, basati sia su protocolli convenzionali di PCR
che su metodiche di tipo quantitativo (real-time PCR), più sensibili e
specifici rispetto alle tecniche tradizionali7,10,11. La metodica di real-ti-
me PCR, inoltre, risulta ancora più sensibile delle tecniche di PCR con-
venzionale, riuscendo a evidenziare quantità inferiori a 102 copie di
DNA virale, oltre a fornire il vantaggio di poter processare un nume-
ro maggiore di campioni contemporaneamente e in tempi più brevi12,13.
Un’ulteriore evoluzione delle tecniche di real-time PCR, basate sull’im-
piego di sonde minor groove binder (MGB)14, ha permesso di mettere a
punto nuove metodiche più rapide e precise per la caratterizzazione
delle varianti antigeniche di CPV-2, in precedenza identificabili solo me-
diante l’impiego combinato di anticorpi monoclonali e tecniche gene-
tiche di analisi di restrizione7,5,15,16. Il test di real-time PCR con sonde
MGB, inoltre, permette non solo di identificare le diverse varianti del
virus associate all’infezione ma anche di differenziare quest’ultime da-
gli stipiti vaccinali CPV-217.
In Italia, la parvovirosi rappresenta ancora una patologia molto diffusa
nella popolazione canina, nonostante l’impiego della vaccinazione, e le
indagini condotte finora hanno evidenziato come la maggior parte dei
focolai sia associata alla presenza delle varianti CPV-2a e CPV-2c. Que-
st’ultima è stata identificata per la prima volta in Puglia nel 2000 e da
allora la sua diffusione nel corso degli anni sembra aumentare progres-
sivamente7,18. Al contrario, la variante CPV-2b è scarsamente rappre-
sentata e la sua diffusione sta gradualmente diminuendo8,19,20,21. In
Abruzzo, in particolare, i dati disponibili sono frammentari e relativi al-
la sola circolazione di stipiti CPV-2a mentre non esistono segnalazioni
relative alla presenza di CPV-2b e CPV-2c18.
Scopo del presente lavoro, pertanto, è stato quello di valutare la pre-
senza e la diffusione delle varianti di CPV-2 nella popolazione canina
presente nella regione Abruzzo in corso di focolai sospetti di gastro-
enterite emorragica.

RIASSUNTO

Obiettivi - In questo studio vengono riportati
i risultati delle indagini diagnostiche condotte in
cani con gastroenterite emorragica al fine di va-
lutare la presenza e la diffusione delle diverse
varianti di canine parvovirus tipo 2 (CPV-2) in
Abruzzo.
Materiali e metodi - Sono stati prelevati n.
104 campioni fecali dai quali è stata eseguita la
ricerca e la tipizzazione delle varianti di CPV-2
mediante PCR convenzionale e real-time PCR
con sonde minor groove binder (MGB).
Risultati - Complessivamente sono risultati
positivi per CPV-2 n. 55 campioni (52,8%). Da
questi, la tipizzazione virale mediante sonde
specifiche MGB ha permesso di caratterizzare
n. 31 ceppi (56,3%) come CPV-2a, n. 1 ceppo
(1,8%) come CPV-2b e n. 23 (41,8%) come
CPV-2c. Rispetto all’anno di campionamento, la
distribuzione di CPV-2 risulta differente in base
alla variante considerata.
Conclusioni - La parvovirosi del cane rappre-
senta una patologia di interesse nella popola-
zione canina in Abruzzo. Nonostante CPV-2a
sia prevalente nel campione in esame, la circo-
lazione della nuova variante CPV-2c risulta in
rapido aumento, mentre la variante CPV-2b
sembra destinata a scomparire. In tal senso, il
monitoraggio continuo nei confronti della par-
vovirosi risulta essenziale per evidenziare even-
tuali cambiamenti nella distribuzione geografica
delle varianti di CPV-2 nel tempo e le possibili
ripercussioni sull’efficacia degli interventi di
profilassi adottati.

“Articolo ricevuto dal Comitato di Redazione il 03/09/2009 ed accettato per la pubbli-
cazione dopo revisione il 19/11/2009”.
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MATERIALI E METODI 

Raccolta dei campioni
Nel periodo compreso tra gennaio 2004 e dicem-
bre 2008 sono stati raccolti n. 96 campioni di feci,
n. 6 tamponi rettali da cani con sintomatologia ri-
feribile a infezione da CPV-2 e n. 2 porzioni di in-
testino tenue prelevate da soggetti deceduti in se-
guito a sintomi gastroenterici, per un numero
complessivo di n. 104 campioni.
I prelievi sono stati effettuati presso canili, cliniche
e ambulatori veterinari della regione Abruzzo in
cui gli animali erano stati ricoverati o portati a vi-
sita in seguito all’insorgenza dei sintomi.
Per ogni soggetto, quando possibile, sono state
raccolte le informazioni relative all’età, alle vacci-
nazioni eseguite e alla sintomatologia osservata
(Tab. 1). I campioni sono stati trasportati e conser-
vati alla temperatura di +4°C fino al momento del
loro conferimento in laboratorio. Successivamen-
te, tutti i campioni sono stati omogenati al 10%
(p/v) in soluzione salina tamponata (PBS, pH 7,2) e
centrifugati a 2000 rpm per 20 minuti, in modo da
eliminare i detriti più grossolani. Il surnatante così
ottenuto è stato conservato alla temperatura di
−20°C fino al momento dell’esecuzione delle pro-
ve di laboratorio.

PCR

Per l’esecuzione della prova, i surnatanti dei cam-
pioni in esame sono stati sottoposti a estrazione
degli acidi nucleici utilizzando il kit Spin Cells (Spin
Cells Mini kit: INVITECK, Germania) che permet-
te di estrarre il DNA totale a partire da campioni
di cellule, tamponi, sieri e plasma.
La sequenza target per la reazione di PCR è rap-
presentata da un frammento di 583 bp del gene
che codifica per la proteina VP2, conservato in
tutte le varianti antigeniche del virus, delimitato
dai primers 555 For e 555 Rev7. Ciascuna prova
è stata eseguita in 25 µl di volume totale conte-
nente 4 µl di DNA, 12,5 µl di Go Taq® Green Ma-
ster Mix 2X (Promega, Italia) e 50 picomol di
ogni primer secondo il protocollo descritto in
precedenza7.

Per ciascuna reazione è stato aggiunto un control-
lo positivo, rappresentato da un estratto di cellule
A72 infettate con un ceppo di CPV-2, ed un con-
trollo negativo, costituito da un campione di feci di
un cane adulto non infetto.
Al termine della reazione, il prodotto di amplifica-
zione è stato sottoposto a elettroforesi in gel di
agarosio all’1% e visualizzato alla luce UV median-
te transilluminatore.

Quantificazione e tipizzazione virale
Tutti i campioni in esame sono stati analizzati in
real-time PCR con sonda TaqMan tradizionale, se-
condo il protocollo descritto in precedenza11, al fi-
ne di confermare e verificare i risultati ottenuti in
PCR convenzionale. I risultati della prova sono
stati espressi come valori di Ct. I ceppi di CPV-2
così identificati sono stati sottoposti a tipizzazio-
ne virale mediante real-time PCR con sonda MGB
secondo quanto descritto da Decaro et al.14,17. Per
entrambe le prove sono stati impiegati i surnatan-
ti dei campioni sottoposti a bollitura per 10 minu-
ti e successivamente diluiti 1:10 in acqua distillata
sterile.

RISULTATI

Complessivamente sono risultati positivi alla pro-
va di PCR convenzionale n. 38 campioni (36,5%),
la totalità dei quali confermati in real-time PCR
con sonda TaqMan. La prova di real-time PCR con
sonda TaqMan ha identificato n. 17 ulteriori cam-
pioni positivi per un numero complessivo di n. 55
ceppi di CPV-2 (52,8%), con valori di Ct variabili
tra un minimo di 10,1 ad un massimo di 38,2.
La tipizzazione virale, eseguita mediante sonde
specifiche MGB, ha permesso di caratterizzare n.
31 ceppi (56,3%) come CPV-2a, n. 1 ceppo (1,8%)
come CPV-2b e n. 23 (41,8%) come CPV-2c. In ba-
se ai dati raccolti relativi all’età e alla vaccinazione
degli animali risultati positivi, n. 31 soggetti (56,3%)
erano di età inferiore a 6 mesi e n. 17 (30,9%) era-
no stati sottoposti a regolare vaccinazione (Grafi-
ci 1 e 2). In relazione alle varianti virali identifica-
te, il 70,9% dei ceppi CPV-2a e il 78,3% dei ceppi
CPV-2c sono risultati distribuiti nella fascia di età
di 0-12 mesi (Grafico 3).
Rispetto all’anno di campionamento i ceppi iden-
tificati sono variamente distribuiti nel tempo con
il 52% dei ceppi CPV-2a presenti nei campioni pre-
levati nel 2004, e il 70% della variante CPV-2c pre-
sente tra gli anni 2007 e 2008 (Grafico 4).

DISCUSSIONE

L’indagine condotta in questo studio ha permesso
di evidenziare come la parvovirosi del cane rap-
presenti anche in Abruzzo un problema sanitario
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TABELLA 1
Informazioni relative alla vaccinazione e 

alle classi di età degli animali oggetto di studio

Età 0-6m > 6m n.d.

Vaccinati 7 37 1

Non vaccinati 25 10 –

n.d. 9 7 8

Totale 41 (39,4%) 54 (51,9%) 9 (8,6%)

n.d. = non disponibile; m = mesi.
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GRAFICO 2 - Stato vaccinale degli animali risultati positivi per CPV-2.

GRAFICO 1 - Classi di età degli animali risultati positivi per CPV.
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importante nonostante l’uso, ormai diffuso, della
vaccinazione. Infatti, su un campione di n. 104 sog-
getti con sintomi gastroenterici, indipendente-
mente dalla variante antigenica tipizzata, la presen-
za di CPV-2 è stata dimostrata nel 52,8% dei casi
per un numero complessivo di 55 animali.
In base ai dati raccolti relativi all’età degli animali
oggetto di studio è stato possibile osservare co-
me l’infezione da CPV-2, indipendentemente dalla
variante identificata, sia più frequente nei soggetti
con età inferiore ai 12 mesi, in accordo con quan-
to precedentemente riportato da altri Autori1,2.
Rispetto alla storia vaccinale degli animali, nono-
stante in alcuni casi non sia stato possibile ottene-
re informazioni in tal senso, è interessante sotto-
lineare come il 30% dei soggetti positivi sia stato
comunque sottoposto a regolare vaccinazione.
Questo dato solleva interessanti interrogativi sul-
la reale efficacia dei protocolli vaccinali adottati e
sulla possibilità che altri fattori, come l’età troppo
precoce del soggetto, patologie immunodepressi-
ve concomitanti o la conservazione non corretta
dei vaccini, possano impedire l’instaurarsi di una
protezione immunitaria duratura nei confronti
della parvovirosi, in seguito all’intervento vaccina-
le. L’impiego di vaccini allestiti solo con il ceppo
originale CPV-2 o, comunque, con varianti non
presenti in un determinato territorio, potrebbe
essere considerato un altro fattore in grado di in-
fluenzare la capacità di proteggere gli animali nei
confronti dei nuovi stipiti virali. Nel nostro studio
i dati raccolti non permettono di dimostrare alcu-
na relazione tra le varianti di CPV-2 individuate,
associate all’infezione, e il tipo di vaccino impiega-
to per la profilassi immunizzante dei cani. Inoltre,
gli studi condotti finora in tal senso non fornisco-
no risultati univoci anche se è stato evidenziato
come cani vaccinati con il ceppo originale CPV-2
abbiano titoli anticorpali più elevati nei confronti
del virus omologo piuttosto che della variante an-
tigenica CPV-2b22. Tuttavia, è possibile affermare
che nonostante sia auspicabile adeguare i presidi
immunizzanti alla reale distribuzione delle varianti
di CPV-2 nel territorio, i vaccini disponibili in com-
mercio, se impiegati in maniera corretta, sono co-
munque efficaci nel proteggere i cani dalla parvo-
virosi23,24,25.
La tipizzazione dei ceppi effettuata mediante real-
time PCR con sonda MGB dimostra come la va-
riante antigenica CPV-2a sia quella prevalente nel
campione oggetto di studio. Indagini condotte ne-
gli anni precedenti al 2004, su n. 157 cani prove-
nienti dalla stessa area geografica, avevano già indi-
cato questa variante come quella più diffusa men-
tre CPV-2c era stato identificato in un solo cam-
pione26. Tuttavia, rispetto al passato, i dati ottenuti
in questo studio indicano come la diffusione di en-
trambe le varianti abbia subito delle modificazioni
nel corso degli anni. Infatti, la presenza di CPV-2a,
identificato nella totalità dei campioni positivi pre-

levati nel 2004, si riduce negli anni successivi a fa-
vore della variante CPV-2c la cui circolazione sem-
bra aumentare gradualmente. Infine, il rilevamento
di un solo stipite della variante CPV-2b nei campio-
ni esaminati rinforza l’ipotesi che la diffusione di ta-
le ceppo stia progressivamente diminuendo8,18,19.
Le prove di laboratorio rappresentano uno stru-
mento indispensabile per confermare il sospetto
clinico di parvovirosi, dal momento che i sintomi
gastroenterici non sono specifici per CPV-2 ma
possono essere riscontrati anche in corso di altre
patologie a diversa eziologia. In questo lavoro, so-
no state impiegate tecniche molecolari sia in PCR
convenzionale che con metodiche di tipo quantita-
tivo. Pur essendo entrambi più specifici rispetto al-
le prove tradizionali i due test hanno tuttavia for-
nito prestazioni differenti in termini di sensibilità,
confermando come la prova di real-time PCR con
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GRAFICO 3 - Distribuzione delle varianti antigeniche di CPV-2 identificate rispet-
to alla fascia di età degli animali risultati positivi.

sonda TaqMan permetta di identificare un maggior
numero di campioni positivi. È probabile che que-
sto risultato sia stato influenzato anche dal mo-
mento del prelievo delle feci. Infatti, in corso di in-
fezione, l’eliminazione del virus attraverso le feci
raggiunge valori elevati ancora prima della compar-
sa della sintomatologia, per poi decrescere pro-

gressivamente2. Ne consegue che, se si interviene
nelle fasi più precoci dell’infezione, la probabilità di
ottenere un risultato positivo è molto elevata sia
in PCR convenzionale che con sonda TaqMan, men-
tre con il progredire della malattia il virus può es-
sere evidenziato solo con quest’ultima27.
In conclusione, il monitoraggio condotto finora
nei confronti della parvovirosi rappresenta uno
strumento utile non solo per conoscere la reale
diffusione dell’infezione nel territorio ma anche
per evidenziare eventuali cambiamenti nella distri-
buzione delle varianti di CPV-2 nel tempo. In par-
ticolare, la conoscenza della reale distribuzione
delle nuove varianti di CPV-2 risulta di notevole
interesse per monitorare l’effettiva efficacia della
vaccinazione e verificare l’opportunità di allestire
nuovi vaccini con i ceppi realmente presenti nel
territorio.

Parole chiave
Cane, gastroenterite emorragica, CPV-2, PCR, varianti.

❚ Occurrence of canine parvovirus-2
variants in Abruzzo region

Summary
Aim of the study - The diagnostic investigation
results for canine parvovirus type 2 (CPV-2) infec-
tion in symptomatic dogs are reported, in order
to evaluate the presence and the distribution of
the viral variants in the canine population of
Abruzzo region.
Materials and methods - One hundred and
four faecal samples were analyzed by convention-
al and real-time PCR with minor groove binder
(MGB) probes.
Results - CPV-2 DNA was detected in 55
(52,8%) samples and 31 (56,3%) CPV-2a, 1 (1,8%)
CPV-2b and 23 (41,8%) CPV-2c strains were iden-
tified by real-time PCR with MGB probes. The dis-
tribution of CPV-2 over the sampling years ap-
pears different in relation to each variant.
Conclusions - CPV-2 is an important causative a-
gent of gastroenteritis in dogs of the Abruzzo re-
gion and the CPV-2a was the most prevalent vari-
ant. However, it appears that the CPV-2c occur-
rence is growing, while CPV-2b is poorly wide-
spread. In conclusion, the monitoring of the par-
vovirus infection in dogs population is useful to
verify the evolution of the geographic distribution
of the CPV-2 variants and to evaluate the efficacy
of the prophylactic measures performed to con-
trol the disease.

Key words
Dog, haemorrhagic enteritis, CPV-2, PCR, variants.
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GRAFICO 4 - Distribuzione delle varianti antigeniche di CPV-2 identificate rispet-
to all’anno di prelievo dei campioni.
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