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INTRODUZIONE

All’inizio degli anni ’70 una nuova malattia infettiva del
cane caratterizzata da gastroenterite e miocardite, si diffuse
in tutto il mondo. L’osservazione al microscopio elettronico
dei campioni di feci e dei tessuti dei cuccioli ammalati, mise
in evidenza un parvovirus che, successivamente, fu isolato
sia su linee cellulari di gatto che di cane (Kelly, 1978; Appel
et al., 1979; Burtonboy et al., 1979; Johnson and Sprad-
b r o w, 1979). Il virus, chiamato parvovirus del cane tipo 2
(CPV2) per distinguerlo dal parvovirus tipo 1 (CPV1) o vi-
rus minuto del cane (MVC) precedentemente descritto qua-
le patogeno dei cuccioli neonati, risultò antigenicamente e
genomicamente non correlato a quest’ultimo (Carmichael
and Binn, 1981; Carmichael et al., 1994). L’analisi della se-
quenza di CPV2 ha messo in evidenza la sua stretta correla-
zione con il virus della panleucopenia felina (FPLV), dal
quale è presumibilmente originato, e con il parvovirus del
procione, della volpe artica e del visone (Truyen et al., 1995;
Parrish, 1999). CPV è un virus a DNA monocatenario con
polarità negativa di circa 5200 nucleotidi, a simmetria ico-
saedrica, il cui capside, di 26 nm di diametro, è rappresenta-
to dalla combinazione di due proteine VP1 e VP2. La fre-

quenza con cui il genoma di CPV va incontro a mutazioni
non è stata determinata, tuttavia, poiché il DNA del parvo-
virus replica utilizzando la DNA polimerasi della cellula
ospite (Cotmore and Tattersall, 1987) che ha basse percen-
tuali di errore, le mutazioni del genoma virale che possono
alterare le sue proprietà biologiche si verificano piuttosto
raramente. Approssimativamente la percentuale temporale
di mutazione varia da 1 x 10- 4 a 4 x 10- 4/ n u c l e o t i d i / a n n o
(Parrish et al., 1991; Truyen et al., 1995) .

Intorno agli anni 1979-1980, con l’impiego degli anti-
corpi monoclonali (MoAbs), è stata identificata una va-
riante antigenica di CPV chiamata CPV2a (Parrish et al.,
1985; 1991). Verso la metà degli anni ’80 il virus ha ulte-
riormente subito delle modificazioni antigeniche, dando
origine alla nuova variante CPV2b (Parrish et al., 1991).
Attualmente le varianti CPV2a e CPV2b hanno completa-
mente sostituito l’originale CPV2, distribuendosi in ma-
niera differente nella popolazione canina mondiale (Mo-
chizuki et al., 1993; De Ybanez et al., 1995; Greenwood et
al., 1996; Truyen et al., 1996; 2000; Steinel et al., 1998;
2000; Sagazioet al., 1998; Buonavoglia et al., 2000; Pereira
et al., 2000). Le varianti antigeniche CPV2a e CPV2b dif-
feriscono dall’originale tipo antigenico CPV2 in 5 o 6 ami-
noacidi della proteina VP2, mentre la variante CPV2b dif-
ferisce da CPV2a solo in due posizioni aminoacidiche: una
in posizione 426 [asparagina (Asn)→acido aspartico
(Asp)] e una in posizione 555 [isoleucina (Ile)→v a l i n a
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(Val)] (Parrish et al., 1991). L’aminoacido 426 è localizzato
in uno dei maggiori siti antigenici (epitopo A) e la sostitu-
zione Asn→Asp non solo differenzia CPV2b da CPV2 e
CPV2a, ma anche da FPV e MEV. Diversamente l’aminoa-
cido in posizione 555 risiede in un sito antigenico minore
e la mutazione Ile→Val rappresenta una reversione verso
l’originale tipo antigenico CPV2 (Parrish et al., 1991; Ag-
bandje et al., 1995; Strassheim et al., 1994). 

Dopo la rapida diffusione nella popolazione canina delle va-
rianti antigeniche CPV2a e CPV2b, non sono state segnalate
ulteriori evoluzioni antigeniche. A parte poche eccezioni (Ike-
da et al., 2000; Steinel et al., 2000; Truyen et al., 2000), l’analisi
dei ceppi CPV2 isolati negli ultimi 15 anni, tanto dai carnivori
domestici quanto dai selvatici, ha dimostrato che sia CPV2a
che CPV2b hanno conservato la configurazione antigenica del
tipo originale descritto da Parrish et al. (1985; 1991).

Nella presente nota è descritta la caratterizzazione anti-
genica e genomica di due stipiti “atipici” CPV2b isolati in
Italia durante l’anno 2000, da campioni di feci di due cani
con enterite emorragica. 

MATERIALI E METODI

Casi clinici e isolamento virale

Due cani, rispettivamente di 2 anni (56/00) e due mesi
(136/00) di età, sono stati sottoposti a visita clinica agli ini-
zi dell’anno 2000 in quanto presentavano una grave ga-
stroenterite emorragica. I campioni di feci di entrambi i
soggetti sono stati diluiti 1:10 (p/v) in tampone salino fo-
sfato (pH 7,2), e centrifugati a 3000 rpm per  30’  alla
temperatura  di +4°C. Per la ricerca di CPV2 è stato effet-
tuato il test di emoagglutinazione (EA) utilizzando globuli
rossi di suino all’1% a +4°C. Le sospensioni di feci, dopo
trattamento con antibiotici (5000 UI/ml penicillina, 2500
µg/ml streptomicina, 10 µg/ml anfotericina) sono state se-
minate su colture cellulari di cane in linea continua A-72
coltivate in terreno minimo essenziale di Dulbecco (D-
MEM) arricchito con il 10% di siero fetale bovino. La cre-
scita virale sui monostrati cellulari infetti è stata monitora-
ta con il test EA e il test di immunofluorescenza indiretta
(IFI) utilizzando un siero di cane positivo per CPV.

Caratterizzazione antigenica

La caratterizzazione antigenica degli isolati è stata effet-
tuata con il test di inibizione dell’emoagglutinazione (IEA)
utilizzando un panel di 4 anticorpi monoclonali (A4E3,
B4A2, C1D1 e B4E1) gentilmente forniti dal prof. C.R. Par-
rish (Cornell University, Ithaca, NY). L’analisi con gli anti-
corpi monoclonali è stata effettuata sia sulla sospensione dei
campioni di feci che sui virus isolati dopo 1, 3 e 5 passaggi su
c e l l u l e .

Caratterizzazione mediante PCR e analisi 
di sequenza

Per la caratterizzazione antigenica dei due ceppi 56/00 e
136/00 è stata anche eseguita la polymerase chain reaction

(PCR) secondo quanto riportato da Pereira et al. (2000) e
Senda et al. (1995). Sono state utilizzate diverse coppie di
p r i m e r s: P a b s / P a b a s, che riconoscono le varianti CPV2a e
CPV2b, P 2 s / P 2 a s, che riconoscono l’originale tipo antigeni-
co CPV2, e P b s / P b a s, che riconoscono selettivamente la va-
riante CPV2b. La PCR è stata effettuata tanto sui campioni
di feci che sui virus isolati dopo 1, 3 e 5 passaggi su cellule.

Per  l’analisi  di sequenza due coppie di p r i m e r s ,
H f o r / H rev ( 5 ’ - C A G G T G AT G A AT T T G C TA C A - 3 ’ / 5 ’ -
CATTTGGATAAACTGGTGGT-3’) e 555for/555rev (5’-
C A G G A A G ATAT C C A G A A G G A - 3 ’ / 5 ’ - G G T G C-
TA G T T G ATAT G TA ATAAACA-3’), sono state apposita-
mente selezionate per amplificare un largo frammento del
gene che codifica per la proteina capsidica di CPV com-
prensivo di almeno 6-7 aminoacidi in cui risiedono impor-
tanti caratteristiche biologiche del virus, come la specifi-
cità antigenica, lo spettro d’ospite in v i t r o e l’attività
emoagglutinante. Gli amplificati sono stati quindi purifica-
ti su colonnine U l t r a f ree (Amicon, Millipore, Bedford) e
sottoposti a sequenziamento diretto per due volte median-
te ABI PRISM 377 (Perkin Elmer, Applied Biosystem, Eu-
rope). Per il confronto delle sequenze sono state seleziona-
te, nel database, diverse sequenze di ceppi CPV2 (CPV-b,
M38245, CPV-Norden, M19296), CPV2a (CPV- 1 5 ,
M24003, CPV-31, M24000), CPV2b (CPV-39, M74849,
CPV-133, M-74852). 

Analisi con enzimi di restrizione

Per la rapida identificazione delle varianti 2c senza ef-
fettuare il sequenziamento degli amplificati, gli amplificati
di 583bp ottenuti con la coppia di primers 555for/555rev,
sono stati sottoposti a digestione con l’endonucleasi di re-
strizione MboII che riconosce selettivamente la sequenza
G A A G A ( N )8 presente solo nei ceppi 56/00 e 136/00 in
posizione nucleotidica 4062-4066.

RISULTATI

I ceppi 56/00 e 136/00 sono stati caratterizzati come
CPV2b sia con il test di IEA che con la PCR. Tuttavia, il
confronto con le sequenze dei classici CPV2, CPV2a e
CPV2b ha messo in evidenza, in entrambi i ceppi, due va-
riazioni aminoacidiche, una in posizione 297 [serina
(Ser)→alanina (Ala)], e l’altra, più importante, in posizio-
ne 426 [acido aspartico (Asp)→acido glutammico (Glu)].
Entrambe le variazioni sono il risultato della sostituzione
di un unico nucleotide, T in G in posizione 3674 e T in A
in posizione 4064. L’analisi comparativa effettuata con FA-
STA e BLASTA ha messo in evidenza che la sostituzione
in posizione 297 (Ser→Ala) è stata recentemente messa in
evidenza in ceppi isolati in diverse parti del mondo
(Truyen et al., 2000). Diversamente la sostituzione in posi-
zione 426 (Asp→Glu) non è mai stata riportata sia nei
ceppi CPV che in altri parvovirus correlati. Inoltre, la Glu
in posizione 426 determina la sostituzione di un residuo
unico di CPV2b situato in un sito antigenico maggiore
(epitopo A) della proteina capsidica (Parrish et al., 1991;
Parrish, 1994; Agbandje et al., 1995). La caratterizzazione
antigenica e genomica effettuata sui virus dopo passaggi



seriali in colture cellulari, ha confermato le modificazioni
osservate sui campioni originali.

Gli amplificati PCR, pari a 583bp, ottenuti con la cop-
pia di primers 555for/555rev e digeriti con l’enzima MboII
hanno generato due frammenti di 500 e 80bp solo nei cep-
pi isolati 56/00 e 136/00, permettendo così di distinguere
questi dai classici CPV2b.

DISCUSSIONE

I campioni di feci 56/00 e 136/00 sono stati raccolti nel-
l’anno 2000 in tempi diversi e in due differenti cliniche ve-
terinarie. Questo aspetto può far ipotizzare che ceppi
CPV con mutazioni simili a quelle osservate nei campioni
56/00 e 136/00 siano circolanti in Italia già dagli inizi del
2000. La sostituzione dell’aminoacido 426-Asp→Glu  rap-
presenta un evento importante nella dinamica evolutiva di
CPV e permette di classificare gli stipiti 56/00 e 136/00
come variante CPV2c. 

Dopo pochi anni dall’identificazione di CPV2, le due
varianti antigeniche CPV2a e CPV2b hanno completa-
mente sostituito l’originale tipo antigenico CPV2. Le due
varianti attualmente coesistono nella popolazione canina,
anche se con una diversa distribuzione nelle diverse nazio-
ni. In Italia la variante CPV2a è prevalente rispetto a
CPV2b (Sagazio et al., 1998; Buonavoglia et al., 2000) e,
presumibilmente, anche la nuova variante CPV2c coesiste
con le altre varianti antigeniche. 

L’aspetto di maggior interesse è che tutti i test diagnosti-
ci correntemente utilizzati in laboratorio per differenziare
gli stipiti CPV, non riescono a mettere in evidenza la va-
riante CPV2c con la sostituzione dell’aminoacido in posi-
zione 426. La differenziazione tra CPV2a e CPV2b con i
MoAbs si basa infatti su un unico MoAb (B4A2) che rico-
nosce solo CPV2a, dal momento che la sostituzione 426-
A s p→Glu  altera l’epitopo riconosciuto da quel MoAb
(Parrish et al., 1991). La tipizzazione come 2b è quindi
fornita da una mancata reattività del MoAb. Questo dato
può spiegare perché, al momento, non si hanno altre se-
gnalazioni di isolamento di variante CPV con la sostituzio-
ne dell’aminoacido 426-Asn→Asp e permette di ipotizzare
che, mediante analisi di sequenza o esami con l’enzima di
restrizione MboII, stipiti CPV recentemente isolati e carat-
terizzati come 2b con i MoAbs e la PCR, possano risultare
variante 2c, confermando una più ampia distribuzione del-
la stessa.

L’evoluzione antigenica di CPV2 pone diversi intriganti
quesiti sul ruolo patogeno delle varianti (modificazioni
dello spettro d’ospite, aumentata virulenza, ecc.) e, soprat-
tutto, sulla capacità dei “vecchi” vaccini, preparati cioè
con lo stipite originale CPV2, di assicurare una buona
protezione anche nei confronti delle varianti.

Questo aspetto è stato molto dibattuto e, a fronte di po-
sizioni scientifiche che sostenevano la perfetta capacità dei
vaccini di conferire protezione anche nei confronti delle
varianti (Appel and Carmichael, 1987; Greenwood et al.,
1995), recentemente (Pratelli et al., 2000) è stato dimostra-
to che cuccioli vaccinati con lo stipite originale (attual-
mente in uso) sviluppano un alto grado di immunità solo
nei confronti del virus omologo (vaccinale). In altri termi-
ni, i titoli anticorpali nei confronti della variante CPV2b
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sono significativamente inferiori rispetto a quelli verso il
virus presente nel vaccino. 

Tenendo presente che lo stipite originale CPV2 non cir-
cola più nella popolazione canina, questi dati hanno solle-
vato serie perplessità circa la reale capacità protettiva dei
vaccini tradizionali nei confronti delle varianti.

In effetti in USA sono da tempo in commercio vaccini
per la parvovirosi del cane allestiti con le varianti 2a e 2b.

L’isolamento di due stipiti con le caratteristiche genomi-
che ulteriormente modificate, amplia il dibattito scientifi-
co sulle capacità di evoluzione genetica del parvovirus del
cane e sul significato biologico, patogenetico ed immuno-
logico che può assumere una nuova variante antigenica.

Riveste quindi particolare importanza conoscere la reale
diffusione della nuova variante nella popolazione canina e
valutare le sue caratteristiche biologiche ed antigeniche
con particolare riferimento allo spettro d’ospite e alle cor-
relazioni immunologiche con gli stipiti vaccinali attual-
mente in uso.
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