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Inaffidabilita di un test rapido
per la valutazione della
protezione anticorpale
verso 1 vaccini core
del cane e del gatto

Paola Dall’Ara™,

Introduzione. Le attuali linee guida per la corretta vaccinazione del cane e MedD‘lc":\ghD’
del gatto raccomandano la somministrazione delle vaccinazioni core con

vaccini vivi attenuati (MLV) a tutti i cani e a tutti i gatti con una cadenza ge- Camilla Vital?,
neralmente triennale, ma molti sono i fattori che possono incidere sul suc- Med Vet
cesso di una vaccinazione: testare quindi la protezione vaccinale titolando Cecilia Lasagna?,
gli anticorpi specifici & sicuramente una pratica migliore del richiamo vac- Med Vet

cinale di routine effettuato alla cieca.

Scopo del lavoro. Lo scopo di questo studio € stato quello di analizzare
T-Check®, un test in-clinics in commercio in ltalia per la determinazione della
protezione del cane e del gatto verso le malattie prevenibili mediante vac-
cinazioni core.

Materiali e metodi. Sono state eseguite diverse prove di validazione (prova
quantita, tempo lettura, tempo dal prelievo, intertest) per confermare I'at-
tendibilita dei risultati ottenuti, che sono poi stati confrontati con quelli di
un altro test in-clinics di riferimento (VacciCheck) considerato il gold stan-
dard dei test rapidi.

Risultati. Il test ha restituito in ogni prova risultati discordanti tra loro e con
quelli del VacciCheck, in quest’ultimo caso con una percentuale di con-
cordanza nulla o modesta per tutte le malattie considerate. Inoltre, il test uti-
lizza una soglia di positivita molto alta (peraltro non riportata sulle istruzioni
del kit) per cui risultano non protetti cani e gatti che invece lo sono con tutti
gli altri test disponibili.

Discussione. A fronte dei risultati ottenuti dal nostro studio relativi all’affi-
dabilita del T-Check® in entrambe le sue versioni cane e gatto, se ne scon-
siglia I'utilizzo nella pratica veterinaria.
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INTRODUZIONE

Le attuali linee guida per la corretta vaccinazione del cane
e del gatto pubblicate dalla WSAVA' e sostenute da mol-
te altre associazioni veterinatie (AAHA? ABCD?,
AAFP?) raccomandano la somministrazione delle vac-
cinazioni ¢core a tutti i cani e a tutti i gatti con una cadenza
generalmente triennale una volta completata la prima se-
rie vaccinale dei cuccioli e dei gattini e aver eseguito il
richiamo annuale. Tuttavia, nella quasi totalita dei casi
queste vaccinazioni vengono eseguite con vaccini vivi at-
tenuati (Modified Live U accines, MLLV) che, proprio per le
loro caratteristiche intrinseche, sono in grado di confe-
rire una protezione di durata anche maggiore, come di-

mostrato da numerosi studi>!’.

La vaccinazione subisce I'influenza di diversi fat-
tori (legati al vaccino utilizzato, al’animale im-

munizzato o al patogeno responsabile) e non sem-
pre funziona come dovrebbe.
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Allo stesso tempo, pero, molti sono i fattori legati al vac-
cino (Box 1), all’'animale (Box 2) o al patogeno (Box 3) che
possono incidete sul successo di una vaccinazione (Tabella
1), e di conseguenza anche un soggetto vaccinato pud non
risultare correttamente protetto. Le vaccinazioni, infatti, non
sono mai efficaci al 100% e, anche quando somministrati
correttamente, i vaccini non inducono la stessa efficace im-
munita in tutti gli animali che li ricevono. Poiché 'immu-
nita ¢ influenzata da diversi fattori, il 7ange della risposta an-
ticorpale in una grande popolazione casuale di animali se-
gue una distribuzione normale: questo significa che la mag-
gior parte degli animali rispondera alla vaccinazione mon-
tando una risposta anticorpale adeguata, qualcuno avra una
risposta eccellente e qualcun altro scarsa, rimanendo quin-
di privo di protezione nonostante la vaccinazione®'”

BOX 1
Cause di insuccesso vaccinale
legate al vaccino

Alcuni dei casi di insuccesso vaccinale possono essere
il risultato di una scorretta manipolazione del vacci-
no: un vaccino vivo potrebbe infatti inattivarsi per una
impropria conservazione o per la disinfezione del sito
di inoculo prima dell’iniezione, oppure ancora per il
ricorso a una dose inferiore a quella raccomandata®.
Inoltre, tutti i vaccini devono essere mantenuti a una
temperatura refrigerata (2-8 °C, ottimale 5 °C) dal mo-
mento della produzione a poco prima del loro utiliz-
zo negli ambulatori veterinari, non interrompendo mai
la cosiddetta “catena del freddo”, pena una possibi-
le perdita di efficacia®'>'®.
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BOX 2
Cause di insuccesso vaccinale
legate all’animale

Per il buon successo di una vaccinazione gioca un ruo-
lo chiave I'eta al momento del primo ciclo di vaccina-
zioni del cucciolo e del gattino. In questi animali, infatti,
il trasferimento degli anticorpi di derivazione materna
(Maternally-Derived Antibodies, MDA) puo essere consi-
derato un’arma a doppio taglio: da un lato, infatti, que-
sti sono essenziali per la loro sopravvivenza, e senza di
essi i neonati andrebbero rapidamente incontro a infe-
zioni spesso letali; dall’altro, pero, la presenza di eleva-
te concentrazioni di MDA inibisce lo sviluppo di una
risposta immunitatia attiva (come quella conseguente a
vaccinazione) fino a quando la loro quantita non scen-
de a un livello sufficiente da permettere una corretta sti-
molazione immunitaria. 1l tasso di crescita corporea con-
tribuisce alla velocita di degradazione dell'immunita ma-
terna: i cuccioli di grossa taglia eliminano gli MDA piu
velocemente fispetto ai cuccioli di taglia piccola®.

Nei soggett adulti possono invece influire negativamente
sull’efficienza vaccinale stati di immunodepressione
(immunodeficienze primarie o secondatie), malnutti-
zione (obesita o denutrizione), stress o condizioni pa-
tologiche croniche, ma anche I'eta avanzata. Vi sono
infine dei soggetti cosiddetti #on-responder congeni-
tamente incapaci di riconoscere determinati antigeni (di
campo o vaccinali) e quindi non in grado di sviluppa-
re una risposta protettiva verso uno o, molto piu rara-
mente, pit patogeni o piu valenze vaccinali: due razze
che frequentemente hanno questa caratteristica sono il
Dobermann (scarsa risposta soprattutto verso la pat-
vovirosi) e il Rottweiler (scarsa risposta soprattutto ver-
so la patvovitrosi e la rabbia)" 618192021,

BOX 3

Cause di insuccesso vaccinale legate al patogeno
Anche quando un buon vaccino stimola un’efficace im-
munita in un animale immunocompetente, un patoge-
no puo a volte superare le difese immunitarie. Una ca-
rica molto elevata o ceppli insolitamente virulenti di un
patogeno possono infatti causare malattia in animali che
sarebbero stati immuni a cariche inferioti o a ceppi meno
virulenti. Inoltre, nonostante le vaste ed approfondite
ricerche che vengono effettuate prima della messa in com-
mercio di un vaccino per assicurare la protezione di
un’elevata percentuale dei soggetti vaccinati, in alcuni casi
'emergere di derive genetiche nei microrganismi wild type
puo influire negativamente sull’efficacia vaccinale’*: Iat-
tuale pandemia di Covid-19 rappresenta un esempio cal-
zante di una situazione di questo tipo.
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Oggi il medico veterinario dispone di vali-
di strumenti rapidi, economici e affidabili
che gli permettono una vaccinazione su mi-
sura per ogni singolo paziente, evitando di

vaccinare alla cieca cani e gatti verso le
malattie prevenibili mediante vaccinazio-
ni core.

Date queste premesse, testare la protezione vaccinale ti-
tolando gli anticorpi specifici di ogni singolo animale ¢
sicuramente una pratica migliore rispetto al richiamo vac-
cinale di routine effettuato alla cieca. In questi ultimi anni
sono stati sviluppati diversi test rapidi cosiddetti “/-c/i-
nies”, molti dei quali disponibili anche in Italia, proprio
per determinare in modo veloce il titolo anticorpale spe-
cifico e decidere di conseguenza se vaccinare o rivacci-
nare un cane o un gatto per le patologie considerate core.
Lo scopo di questo studio ¢ stato quello di valutare le
performances di T-Check®, uno di questi nuovi test in-c/-
nics in commercio in Italia per la determinazione della
protezione del cane e del gatto verso le malattie preve-
nibili mediante vaccinazioni core. Per far cio abbiamo ese-
guito diverse prove di validazione per confermare I’at-
tendibilita dei risultati ottenuti, confrontandoli poi con
quelli di un altro test rapido di riferimento.

MATERIALI E METODI

11 kit preso in esame ¢ il T-Check® (versione Dog e vet-
sione Cat), sviluppato dall’azienda statunitense Life Scien-
ce-DX. Tale test permette la ricerca semiquantitativa de-
¢li anticorpi IgG specifici per epatite infettiva (Canine
Adenovirns-1 — CAV-1), la parvovirosi (Canine Parvovirus
tipo 2 — CPV-2) e il cimurro (Canine Distemper Virus —
CDV) per il cane, e per la panleucopenia (Feline Panlen-
kopenia Virus — FPV), la rinotracheite virale (Fe/ine Her-
pesvirns-1—FHV-1) e la calicivirosi (Feline Calicivirns — FCV)
per il gatto.

T-Check puo essete usato esclusivamente con sangue fre-
sco intero (1 goccia) prelevato da non piu di 10 minu-
ti; non puod quindi essere usato né con plasma né con
siero. Si tratta di un test basato sulla tecnica immuno-
cromatografica con migrazione a flusso laterale, ma il suo
funzionamento ricorda piu un dipstick che un immu-
nocromatografico classico. Una goccia di sangue fresco
viene infatti inserita in una provetta contenente un tam-
pone nella quale, dopo una delicata agitazione, si inse-
risce la striscia reattiva con adesi gli antigeni dei pato-
geni di interesse: inizia cosi la migrazione del campio-
ne. Quando gli eventuali anticorpi in esso contenuti in-
contrano I'antigene per il quale sono specifici, si formano
degli immunocomplessi che, continuando a migrare, in-
contrano un anticorpo marcato (coniugato) dando cosi
origine a delle bande colorate nella tonalita del grigio, la
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Tabella 1 - Fattori legati al vaccino, all’animale e
al patogeno in grado di interferire con la vaccinazione.

FATTORI LEGATI A:

Vaccino Animale Patogeno
Tipo (infettivo - Eta Procedure di
non infettivo) sanitizzazione
Specifici Sesso Flusso d’aria
antigeni/ceppi
Adiuvanti Taglia Sovraffollamento
Condizioni di Stato di salute Virulenza
ricostituzione del ceppo
Modalita di Genetica Carica infettante

somministrazione

(non-responder)

Dose

Stress

Somministrazione

Stato nutrizionale

contemporanea
di piu vaccini

Immunodeficienze
primarie

[Dall’Ara, 2020]

cui intensita viene letta confrontandola con la banda di
controllo: se le bande del campione sono piu scure del-
la banda di controllo, 'animale risulta protetto. I risul-
tati si leggono dopo 5-10 minuti (Figura 1). I kit sono
singoli, contenuti in scatole da 10. Nella Tabella 2 sono
riportati i criteri interpretativi del T-Check®, mentte nel-
la Tabella 3 sono riportati i valori di sensibilita e speci-
ficita del test riportati dalla ditta produttrice. E oppor-
tuno sottolineare che questo ¢ I'unico test sul mercato
italiano che non riporta i valori soglia utilizzati per la de-
finizione della protezione, fondamentali invece per la cor-
retta interpretazione dei risultati ai fini dell’impostazio-
ne dell’approccio vaccinale piu corretto.

La sensibilita di un test & la sua capacita di iden-
tificare i soggetti che presentano la malattia (re-
almente positivi), mentre la specificita di un test &

la sua capacita di identificare i soggetti che non
presentano la malattia (realmente negativi).

Per la validazione del dispositivo sono state condotte di-
verse prove con 18 campioni di cane (uno poi non con-
siderato in quanto il dispositivo T-Check non si ¢ atti-
vato) e con 12 campioni di gatto utilizzando 30 dispo-
sitivi della versione cane e altrettanti della versione gat-
to; la maggior parte delle prove ¢ stata eseguita su en-
trambe le versioni del kit (cane e gatto), mentre alcune
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Figura 1 - T-Check® Dog e Cat.

Tabella 2 - Criteri interpretativi del T-Check®.
Valore scala .
. . Colore Interpretazione
colorimetrica
Controllo + Campione Inferiore a quellltl) Negativo o sgarsa r|§posta
del controllo positivo Assenza di protezione
. I rior Il . .
Controllo + Campione Uguale o superiore a gueflo Risposta positiva
del controllo positivo
[Dall’Ara, 2020]

Il valore soglia di un test rappresenta il cut-off del test: in caso di test per valutare la prote-
zione, valori al di sopra del cut-off indicano che gli animali sono ben protetti, mentre valori

al di sotto del cut-off indicano che gli animali non hanno una buona protezione verso quel
patogeno e sono quindi a rischio di contrarre la malattia.

sono state realizzate solo con una delle due versioni (Box
Tabella 3 - Sensibilita e specificita del T-Check®. 4 e Box 5).

Per ogni campione erano disponibili i dati di segnalamento
(specie, razza, sesso, eta, stato di salute) e 'anamnesi vac-
CANE cinale. Tali campioni rappresentano la parte rimanente
di campioni raccolti da cani e gatti di proprieta a scopo
diagnostico o per controlli sanitati di routine con il con-
Cimurro (CDV) 94% 97% senso informato del proprietario. Non ¢ quindi neces-
saria un’approvazione formale del Comitato Etico sul-
la base delle linee guida dell’'Universita degli Studi di Mi-
GATTO lano (Decisione CE 29 Ottobre 2012, rinnovata con pro-
tocollo n® 02-2016).

L’elenco delle prove eseguite (con specifica della tabel-
Rinotracheite (FHV-1) 94% 97% la corrispondente dei Risultati), lo scopo e le modalita
di realizzazione e i campioni utilizzati per ciascuna di que-
ste sono tiassunti nella Tabella 4.

Sensibilita | Specificita

Parvovirosi (CPV-2) 96% 98%

Epatite infettiva (CAV-1) 97% 95%

Panleucopenia (FPV) 94% 97%

Calicivirosi (FCV) 96% 96%
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BOX 4
Prova immersione

Con l'esecuzione dei primi test di validazione, si sono
ottenuti risultati poco convincenti che hanno solle-
vato dei dubbi riguardo Iaffidabilita del kit e hanno
portato a chiedere la consulenza del Prof. Pierantonio
Biondi (illustre chimico, che cogliamo 'occasione per
ringraziare) che ha consigliato di effettuare diverse
prove mirate, allo scopo di identificare quali potes-
sero essere i fattori condizionanti gli anomali risul-
tati ottenuti. Oltre a quelle descritte nel testo, ef-
fettuate su entrambe le tipologie di kit, un’altra pro-
va ¢ consistita nell’'immergere completamente la stri-
scia reattiva (dipstick) nella soluzione di sangue e tam-
pone per controllare 'eventuale comparsa di bande
reattive indipendentemente dalla corretta migrazione
del campione.

Questa prova, ripetuta su 3 campioni ematici di cane
solo con il kit T-Check® Dog, non ha fornito alcun
risultato, in quanto i dispositivi non si sono attiva-
ti, producendo un risultato non leggibile.
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BOX 5
Prova del tempo lettura

Durante lo svolgimento dello studio con T-Check® Cat
¢ stato notato che all’aumentare del tempo trascorso
dal momento dell'inserimento della striscia reattiva nel-
la soluzione sangue-tampone al momento della lettura
della stessa, talvolta la linea controllo e/o le linee test
modificavano la propria colorazione. Per alcuni cam-
pioni, la lettura ¢ stata ripetuta in 3 moment differenti
(a 5,7 e 10 minuti dallinserimento della striscia nel-
la soluzione sangue-tampone), comunque sempre ri-
spettando le indicazioni del kit che prevedono una let-
tura trai 5 e 1 10 minuti dall'inserimento. Per questa
prova sono stati valutati 8 soggetti, 5 dei quali han-
no testituito risultati discordanti tra loro, confermando
che all’aumentare del tempo puo aumentare l'inten-
sita di grigio di una o pit bande, compresa quella del
controllo: quindi leggere a 5 minuti 0 a 10 minuti puo
dare risultati ben diversi tra loro. Anche se non ¢ sta-
to eseguito uno studio ad hoe, ¢ stato possibile esten-
dere questo concetto anche al T-Check® Dog,

Tabella 4 - Elenco delle prove eseguite (con specifica della tabella corrispondente dei Risultati),
scopo e modalita di realizzazione e campioni utilizzati.

Nome della prova e tabella
corrispondente

Scopo e modalita di realizzazione

N° di campioni

Prova preliminare

Valutare la validita dei risultati ottenuti seguendo alla lettera

7 campioni di cane

(Tabella 5)

le istruzioni del kit:
- pipetta monouso fornita nel kit
- lettura entro i 10 minuti dal prelievo

7 campioni di gatto

Prova quantita
(Tabella 6)

Testare 4 differenti quantita di sangue di un medesimo

soggetto prelevate e dispensate con strumenti diversi:

- una goccia prelevata con la pipetta del kit

- 10 pl, 20 pl e 30 pl prelevati con una pipettatrice da laboratorio

3 campioni di cane
3 campioni di gatto

Prova tempo dal prelievo
(Tabella 7)

Valutare se il fattore tempo interferisce sui risultati del test:

- inserimento della goccia di sangue nella soluzione tampone
dopo 1, 5 e 9 minuti dal momento del prelievo

- lettura sempre allo scadere dei 10 minuti

3 campioni di cane
3 campioni di gatto

Prova intertest
(Tabella 8)

Valutare la ripetibilita dei risultati ottenuti:
- stesso campione testato su 3 dispositivi diversi alle condizioni
d’uso del kit

1 campione di cane
3 campioni di gatto

Prova immersione
(Box 4)

Controllare I'eventuale comparsa di bande reattive
indipendentemente dalla corretta migrazione del campione:
- totale immersione della striscia reattiva nella soluzione

di sangue e tampone

3 campioni di cane

Prova del tempo lettura
(Box 5)

Valutare se all’aumentare dei minuti aumenta I'intensita di grigio
di una o piu bande - le indicazioni del kit prevedono una lettura
trai 5 ei 10 minuti;

- 3 letture diverse a 5, 7 e 10 minuti

8 campioni di gatto

Confronto con VacciCheck
(Tabelle 9 e 10)

Valutare la corrispondenza dei risultati ottenuti con quelli
di un test rapido di riferimento (gold standard)
- calcolo della concordanza con la K di Cohen

17 campioni di cane
12 campioni di gatto
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Al controllo positivo di ogni singolo dipstick, pari al va-
lore soglia di ogni singola malattia, ¢ stato assegnato di
volta in volta un valore espresso con diversi “+” (da 1
a 3). Un animale ¢ stato quindi considerato protetto per
una malattia quando la banda corrispondente del cam-
pione (valutata anch’essa con un punteggio da 1 a 3 “+7)
aveva un’intensita di grigio maggiore o uguale rispetto
al controllo; un animale € stato invece considerato non
protetto quando la banda del campione aveva un’intensita
di grigio inferiore rispetto a quella della banda del con-
trollo, indicando il risultato con “*” (banda presente ma
molto pallida) oppure con “~” (banda non visibile).

11 kit purtroppo non tiporta il titolo anticorpale del con-
trollo positivo considerato come soglia di protezione: di
conseguenza, gli animali sono stati considerati sempli-
cemente protetti 0 non protetti. In una seconda fase del-
lo studio ¢ stato contattato il produttore del kit e sono
stati richiesti i valori soglia per ogni singola malattia. La
discussione dei risultati alla luce dei valori soglia noti ¢
riportata piu avanti.

Tutti i risultati ottenuti nelle prove del T-Check® sono
stati poi confrontati con quelli ottenuti mediante Im-
munoComb VacciCheck® (pitt semplicemente Vacci-
Check) nella sua versione Canine o Feline. VacciCheck
¢ un test zn-clinies di comprovata validita (prodotto dal-
I'azienda israeliana Biogal e commercializzato in Italia
in esclusiva da Agrolabo), ed ¢ 'unico oggi ad essere sta-
to approvato da diverse autorita regolatorie nel mondo*
per la valutazione della protezione del cane e del gatto
verso le loro tre specifiche malattie prevenibili median-
te vaccinazioni core.

* USDA (United States Department of Agriculture)/FDA (Food and Drug Admi-
nistration) negli USA, CFIA (Canadian Food Inspection Agency in Canada), MAFF
(Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries) in Giappone, ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilincia Sanitiria) in Brasile e molte altre.
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La concordanza tra i due test ¢ stata misurata in base
alla K di Cohen. La K di Cohen ¢ un indice statisti-
co che permette di calcolare 'accordo reale oltre il caso
tra due test: il calcolo restituisce valori compresi tra
-1 (massimo disaccordo) e +1 (massimo accordo): la
concordanza puo quindi essere nulla, scarsa, modesta,
moderata, buona o eccellente (http://www.quadet-
nodiepidemiologia.it/)

Per calcolare la concordanza tra due
test, dei quali nessuno dei due rappre-
senta il gold standard, & possibile ri-

correre alla K di Cohen, coefficiente sta-
tistico che stima I’accordo oltre il caso
tra i risultati ottenuti.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Prova preliminare su alcuni campioni di cane e di
gatto

Inizialmente il test ¢ stato provato su 7 campioni di cane
e 7 di gatto allo scopo di valutare la validita dei risulta-
tl ottenuti seguendo alla lettera le istruzioni del kit: il quan-
titativo di sangue fresco inserito nella provetta contenente
il tampone ¢ stato misurato con la pipetta monouso for-
nita nel kit ed ¢ stato testato entro i 10 minuti succes-
sivi al prelievo (in un tempo compreso trai5 ei9 mi-
nuti dal prelievo) (Tabella 5).

Risultato atteso: risultati variegati dipendenti dal diverso
stato vaccinale dei singoli animali (al momento non noto).
Risultato ottenuto: per diversi campioni di cane e di gat-
to i risultati hanno mostrato la stessa strana tenden-
za, ovverosia un’intensita di grigio, a livello delle singole
bande di reazione, direttamente proporzionale alla vi-
cinanza con il “pad” assorbente immerso nel campio-

Tabella 5 - Prova preliminare sui primi 7 campioni di cane e di gatto.
CANE C+ CPV-2 cbv CAV-1 GATTO C+ FPV FHV-1 FCV
CN1 + + ++ +++ GT1 + ++ - ++
CN2 + ++ +++ +++ GT4 + + + +
CN3 + + ++ +++ GT6 + + ++ +++
CN4 + ++ +++ +++ GT7 + + ++ +++
CN5 + ++ +++ +++ GT8 + = ++ ++
CN6 + + ++ +++ GT9 + + - +
CN13 ++ + +++ +++ GT11 + ++ = +++

Grigio chiaro = banda con un’intensita di colore inferiore a quella del corrispondente controllo.
Grigio scuro = assenza di una banda visibile.
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3 2 10C
cv: EE=00 T
CN2 ml_ C = controllo
cn: SNSRI T | 1-crv2
= CAV-1

CN5 =
CN6

1
=l C = controllo
GT2 1=FPV
GT3 2 = FHV-1
GTa 3=FCV

Figura 2 - Esempi di risultati ottenuti con il T-Check® Dog (sopra) e Cat (sotto): come si puod vedere le bande piu intense sono sempre
quelle piu vicine al pad che viene immerso nella soluzione tampone contenente il campione, indipendentemente dalla malattia.

ne diluito nel tampone: in altre parole, la banda piu scu-
ra (corrispondente al CAV-1 per il cane e a FCV per il
gatto) era sempre quella pit vicina al pad, e la piu chia-
ra quella pit lontana (corrispondente al CPV-2 per il cane
e FPV per il gatto); la banda intermedia (corrispondente
al CDV per il cane e FHV-1 per il gatto) aveva un’intensita
di grigio intermedia (Figura 2).

Conclusione: il test non ha quasi mai restituito risul-
tati dipendenti dai singoli soggetti in quanto la vici-
nanza con il pad assorbente ha spesso rappresentato il
fattore responsabile della maggiore intensita di colore

delle bande.

Prova quantita

In questa prova sono state testate 4 differenti quantita
di sangue di un medesimo soggetto prelevate e dispen-
sate con strumenti diversi.

Le istruzioni del T-Check® richiedono inserimento di
una goccia di sangue appena prelevato all’interno della
soluzione tampone utilizzando la pipetta fornita dal kit;
dal momento pero che le dimensioni di una goccia di san-
gue non sono mai perfettamente identiche, abbiamo vo-
luto provare a utilizzare, oltre alla pipetta del kit, anche
pipettatrici di precisione (da laboratorio) tarate su 3 di-
verse quantita (10 ul, 20 pl e 30 pl), allo scopo di evi-
denziare eventuali cambiamenti nei risultati al mutare del-
la quantita di sangue testata. Questa prova ¢ stata ese-
guita con campioni di 3 cani e di 3 gatti (Tabella 6).
Risultato atteso: nessun cambiamento utilizzando
strumenti diversi.

Risultato ottenuto: inaspettatamente, utilizzando dif-
ferenti quantita di sangue di uno stesso soggetto, sem-
pre nell’ordine di una goccia, il test ha restituito risul-
tati differenti tra loro.
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Tabella 6 - Prova quantita.
CANE Quantita C+ CPV-2 Ccbv CAV-1
1 goccia ++ +++ + +++
10 pl ++ e +++ +++
CN15
20 pl ++ +++ + +++
30 pl ++ ++ +++ +++
1 goccia ++ + +++ +++
10 pl +++ + +++ +++
CN16
20 pl ++ +++ +++ +++
30 ul + ++ +++ +++
1 goccia +++ +++ +++ +++
10 pl ++ + +++ +++
CN18
20 pl +++ +++ +++ +++
30 pl ++ +++ +++ +++
GATTO | Quantita C+ FPV FHV-1 FCV
1 goccia + + + +
10 pl + + + +
GT4
20 pl + + + +
30 pl + - ++ ++
1 goccia + + - +
10 pl + + + +
GT9
20 pl + + + +
30 pl + - ++ +++
1 goccia + ++ + +++
10 pl + + =+ ++
GT11
20 gl + + ++ ++
30 pl + — ++ +++

Grigio chiaro = banda con un’intensita di colore inferiore a quella del corrispondente

controllo.

Grigio scuro = assenza di una banda visibile.
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Conclusione: anche con vatiazioni minime della quan-
tita di sangue testato, T-Check® restituisce spesso ri-
sultati discordanti tra loro sia nella versione cane sia
in quella gatto.

Prova tempo dal prelievo

Per valutare se il fattore tempo potesse interferire sui ri-
sultati del test, in questa prova uno stesso campione di
cane o di gatto ¢ stato testato secondo tempistiche dif-
ferenti rispetto al momento del prelievo, ma comunque
sempre entro e non oltre i 10 minuti dal prelievo, come
richiesto dal kit.
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Le analisi sono state condotte inserendo una goccia di
sangue nella soluzione tampone dopo 1, 5 e 9 minuti dal
momento del prelievo; per tutti, la lettura ¢ stata eseguita
allo scadere dei 10 minuti. Questa prova ¢ stata esegui-
ta con campioni di 3 cani e di 3 gatti (Tabella 7).
Risultato atteso: nessun cambiamento utilizzando
tempi diversi entro i 10 minuti dal prelievo.

Risultato ottenuto: utilizzando tempi diversi rispetto
al momento del prelievo per uno stesso soggetto, il test
ha restituito risultati differenti tra loro.

Conclusione: pur rimanendo sempre entro i 10 minu-
ti dal momento del prelievo, T-Check® restituisce spes-
so risultati discordanti tra loro sia nella versione cane
sia in quella gatto.

Prova intertest

In questa prova uno stesso campione ¢ stato testato su
pit dispositivi T-Check® (3 per ogni soggetto) seguen-
do le condizioni d’uso imposte dal test stesso. Questa
prova ¢ stata eseguita con campioni di 1 cane e di 3 gat-
ti (Tabella 8).

Risultato atteso: medesimo risultato su tutti i kit uti-
lizzati per un singolo soggetto.

Risultato ottenuto: i risultati sono stati concordanti per
il cane e per 1 dei due gatti, mentre sono stati discordanti
per gli altri 2 gatti, in un caso (GT1) passando addirit-
tura da non protetto a ben protetto per FHV-1. Put-
troppo per il cane, avendo in precedenza eseguito pro-
ve aggiuntive rispetto al gatto (es., prova immersione),
avevamo terminato i test a disposizione: visti i risultati
del gatto, tuttavia, non ci saremmo stupite di ottenere
risultati discordanti anche per questa specie.
Conclusione: pur mantenendo le stesse condizioni ope-
rative, T-Check® restituisce spesso risultati discor-
danti quando si testa lo stesso campione su dispositivi
diversi.

Confronto con VacciCheck

Tutti i risultati ottenuti con il T-Check® Dog e Cat sono
stati confrontati con quelli ottenuti con il Vacci-
Check® rispettivamente Canine e Feline che, ricordia-
mo, ¢ l'unico kit #n-c/inics ufficialmente approvato dal-
le autorita regolatorie di diversi paesi (vedi Introduzione)
grazie alla sua attendibilita. Come gia anticipato, pero,
il T-Check®™ (versione cane o gatto) non riporta i va-
lori soglia utilizzati per la definizione della protezione,
ma solo i criteri interpretativi che permettono solo la
distinzione dei soggetti positivi (protetti) da quelli ne-
gativi (non protetti) senza una quantificazione, nean-
che approssimativa, del titolo anticorpale relativo.
Conoscere i valori soglia di un kit, qualunque esso sia,
¢ invece fondamentale per la corretta interpretazione
dei risultati ai fini dell’approccio vaccinale piu corret-
to. Abbiamo quindi deciso di contattare I’azienda Life
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Science-DX chiedendo di conoscere i valori soglia uti-
lizzati nel kit e li abbiamo messi a confronto con quel-
li del VacciCheck® e di diversi altri kit in-clinies in com-
mercio in Italia per la valutazione della protezione vac-
cinale del cane e, quando possibile, del gatto (Tabella
9). Come si puo vedere, i valoti soglia del T-Check® sono
molto piu elevati (almeno di un titolo, a volte addirit-
tura di due) rispetto a quelli di tutti gli altri kit analo-
ghi e a quelli suggeriti da tutte le linee guida vaccina-
li a livello mondiale. Ne consegue che i soggetti con-
siderati “protetti” dal T-Check® lo saranno anche con
tutti gli altri test, mentre quelli considerati “non pro-
tetti” dal T-Check® potrebbero invece avere comunque
una piu che buona copertura anticorpale come soste-
nuto da diverse fonti autorevoli'****17 ¢ da tutti gli al-
tri kit rapidi: questi soggetti rappresentano di fatto dei
“falsi negativi”, che indurrebbero il veterinario ad agi-
re di conseguenza eseguendo delle vaccinazioni core non
necessarie.

Nella Tabella 10 (10a cane, 10b gatto) ¢ riportato il nu-
mero di soggetti risultati protetti o non protetti in base
ai valori soglia dei due test e la concordanza tra questi
calcolata in base alla K di Cohen. Come si puo vede-
re, in tutti i casi i due test hanno mostrato una con-
cordanza nulla o modesta: in particolare, per le malattie
del cane modesta per parvovirosi ed epatite infettiva
e nulla per cimurro, per tutte e tre le malattie del gat-
to sempre nulla. Per meglio valutare I'affidabilita del T-
Check®, abbiamo voluto provare, a titolo puramente spe-
culativo, ad alzare i valoti soglia del VacciCheck® e uti-
lizzare anche per questo quelli molto piu elevati utiliz-
zati dal T-Check®: a seguito di questa prova, i dati di-
scordanti tra T-Check®™ e VacciCheck® sono addirittu-
ra aumentati e la concordanza ¢ diventata nulla per tut-
te le malattie considerate.

A supportare Iinattendibilitd del T-Check® vi & anche
’analisi dei risultati in base all’anammnesi vaccinale (qui
non riportata per motivi di spazio): soggetti non vacci-
nati o vaccinati da oltre 10 anni, risultati non protetti con
il VacciCheck® come ci si poteva aspettare, sono risul-
tati invece ben protetti con il T-Check®.

Sulla carta, il test in-clinics presente sul mercato italia-
no T-Check® Dog o Cat consente di valutare in maniera
semplice e rapida la copertura anticorpale dei cani e dei
gatti nei confronti delle malattie prevenibili mediante
vaccinazioni core. Ma fin dalle prime prove eseguite, il
test ¢ risultato poco affidabile, producendo risultati di-
scordanti quando ripetuti su campioni dello stesso sog-
getto e quasi identici per campioni prelevati da soggetti
con anamnesi e segnalamento molto diversi: sembra in-
fatti poco realistico che un cane vaccinato 4 mesi pri-
ma possa avere la stessa protezione anticorpale di un
cane mal vaccinato, o che un gatto giovane possa ave-
re la stessa protezione di un gatto anziano che nella vita
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Tabella 7 - Prova tempo dal prelievo.
CANE Tempo C+ CPV-2 Cbv CAV-1
1 minuto ++ +++ + +++
CN10 5 minuti +++ +++ +++ +++
9 minuti ++ +++ + +++
1 minuto +++ + +++ +++
CN12 5 minuti + + +++ 4+
9 minuti ++ + +++ 4+
1 minuto +++ +++ +++ +++
CN13 5 minuti - - +++ o+
9 minuti ++ + +++ +++
GATTO | Tempo C+ FPV FHV-1 FCV
1 minuto + + ++ ++
GT5 5 minuti + - ++ 4
9 minuti + + ++ ++
1 minuto + + ++ +++
GT7 5 minuti + + ++ +++
9 minuti + + ++ +++
1 minuto + + ++ ++
GT12 5 minuti + - ++ ++
9 minuti + + ++ ++

Grigio chiaro = banda con un’intensita di colore inferiore a quella del corrispondente

controllo. Grigio scuro = assenza di una banda visibile.

Tabella 8 - Prova intertest.
CANE Tempo C+ CPV-2 Cbv CAV-1
kit n. 1 +++ +++ +++ +++
CN18 kit n. 2 +++ +++ +++ +++
kit n. 3 +++ +++ +++ +++
GATTO | Tempo C+ FPV FHV-1 FCV
kit n. 1 + ++ - ++
GT1 kit n. 2 + + + +
kitn. 3 + + ++ ++
kit n. 1 + + ++ +++
GT6 kit n. 2 + + ++ +++
kitn. 3 + + ++ +++
kit n. 1 + - ++ ++
GT8 kit n. 2 + + + +
kitn. 3 + + + ++

Grigio chiaro = banda con un’intensita di colore inferiore a quella del corrispondente

controllo. Grigio scuro = assenza di una banda visibile.
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Tabella 9 - Valori soglia dei diversi test in-clinics in commercio in Italia
per la valutazione della protezione vaccinale del cane e del gatto.

Cimurro -

Patogeno T-Check'? VacciCheck? TiterChek3®° Parvovirus Abe< | CADP AbS¢°
CPV-2 1:320 1:80 1:80 1:80 1:80
CANE CDhV 1:64 1:32 1:16 1:32 1:16
CAV-1 1:32 1:16 // // 1:16

Patogeno T-Check'? VacciCheck? | TiterChek3° CDV-CPV#*be CADP AbS*

FPV 1:320 1:80 1/ 1/l /1
GATTO FHV-1 1:32 1:16 1/ /! /1
FCV 1:64 1:32 1/ 1/l 1/

' Life Science-DX (USA). 2 Biogal (Israele) con distribuzione in esclusiva in Italia da parte di Agrolabo. ® Zoetis (USA).

4 Fassisi (Germania) con distribuzione in esclusiva in Italia da parte di DiagnosticaVet.

5 VetAll (Korea) con distribuzione in esclusiva in Italia da parte di AlphaVet. @ Valori non dichiarati nel kit ma richiesti all’azienda produttrice.
°® Non viene valutata la valenza epatite infettiva del cane. © Non esiste un analogo test per il gatto.

Tabella 10 - Confronto dei risultati tra T-Check® e VacciCheck® e percentuali di concordanza
per le 3 malattie del cane (10a) e del gatto (10b) prevenibili mediante vaccinazioni core.
10a - CANE
PARVOVIROSI (CPV-2) T-Check
+ - TOT
VacciCheck + 5 0 5 Concordanza complessiva 0,529
- 8 4 12 K di Cohen 0,227
TOT 13 4 17 concordanza MODESTA
CIMURRO (CDV) T-Check
+ - TOT
VacciCheck + 8 2 10 Concordanza complessiva 0,471
- 7 0 7 K di Cohen -0,224
TOT 15 2 17 concordanza NULLA
EPATITE INFETTIVA (CAV-1) T-Check
+ - TOT
VacciCheck + 11 0 11 Concordanza complessiva 0,706
- 5 1 6 K di Cohen 0,206
TOT 16 1 17 concordanza MODESTA
10b - GATTO
PANLEUCOPENIA (FPV) T-Check
+ - TOT
VacciCheck + 6 2 8 Concordanza complessiva 0,500
- 4 0 4 K di Cohen -0,286
TOT 10 2 12 concordanza NULLA
INF. DA HERPESVIRUS (FHV-1) T-Check
+ - TOT
VacciCheck + 7 0 7 Concordanza complessiva 0,583
- 5 0 5 K di Cohen 0,000
TOT 12 0 12 concordanza NULLA
INF. DA CALICIVIRUS (FCV) T-Check
+ - TOT
VacciCheck + 9 0 9 Concordanza complessiva 0,750
- 3 0 3 K di Cohen 0,000
TOT 12 0 12 concordanza NULLA
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ha ricevuto numerose rivaccinazioni. 1l confronto
con il VacciCheck®, test in-clinics di comprovata validita,
ha ampiamente confermato l'inaffidabilita del T-
Check®, mostrando una notevole discrepanza tra i ri-
sultati ottenuti.

Un ulteriore punto a sfavore di questo kit ¢ 'assenza,
nelle istruzioni dello stesso, dei valori soglia di pro-
tezione delle diverse malattie, essenziali per la corretta
interpretazione dei risultati ai fini dell’approccio vacci-
nale piu corretto.

Contattando il produttore del test per chiedergli infor-
mazioni riguardo ai valori di riferimento utilizzati, i va-
loti soglia del test T-Check® sono risultati tutti molto pit
clevati rispetto a quelli di tutti gli altri test analoghi e di
quelli suggeriti da tutte le linee guida internazionali e da-
gli esperti di settore.

Ne consegue che i soggetti considerati “non protetti”
da questo test potrebbero di fatto avere comunque una
copertura anticorpale sufficiente, se non addirittura buo-
na, e rappresentare quindi dei “falsi negativi’: questo por-
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terebbe a decidere di vaccinare animali che non ne han-
no assolutamente bisogno, rischiando cosi una sovra-
vaccinazione e lo sviluppo di reazioni avverse evitabili.
In conclusione, a fronte dei risultati ampiamente nega-
tivi ottenuti dal nostro studio, seppur condotto su un cam-
pione di numerosita limitata, relativi all’affidabilita del
T-Check® in entrambe le sue versioni cane e gatto, ci sen-
tiamo di sconsigliarne P'utilizzo nella pratica vete-
rinaria.
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¢ | test sierologici ambulatoriali cosiddetti in-clinics possono valutare la presenza di anticorpi
protettivi specifici per i tre patogeni principali del cane (CPV-2, CDV, CAV-1) e del gatto (FPV,
FHV-1 e FCV) per i quali sono previsti i vaccini core.

Test molto sensibili non si fanno sfuggire soggetti positivi ma sono in genere poco specifi-
ci e possono piu facilmente produrre falsi positivi; al contrario, test molto specifici danno
risultati certi sul patogeno coinvolto ma sono in genere poco sensibili e possono piu facil-
mente produrre falsi negativi.

Quando si ricorre a un test per valutare la protezione di un animale, & fondamentale che il
test riporti i valori soglia considerati per le diverse malattie, per agevolare I'interpretazione
dei risultati.

Il gold standard ¢ un test di riferimento definito come la migliore approssimazione possibi-
le della presenza o dell’assenza di una determinata malattia: la validita di un test, come quel-
lo oggetto di questo studio, viene espressa dalla casa produttrice come il confronto dei ri-
sultati ottenuti con quelli che si sarebbero ottenuti con il gold standard.

Purtroppo ad oggi manca in Italia una normativa sui dispositivi medici veterinari quali sono
i test rapidi (diagnostici o di prevenzione): le uniche leggi spiegano come importarli e quali
sono i requisiti minimi previsti dalla normativa generale sulla sicurezza dei prodotti com-
mercializzati in Unione Europea, ma niente di piu: quindi chi produce o distribuisce sul mer-
cato italiano dispositivi medici veterinari deve garantire che i prodotti siano sicuri, ma non
deve dimostrarne I'efficacia scientifica.
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Unreliability of a rapid test for the evaluation of antibody protection against the core
vaccines in dogs and cats

Summary

Introduction. Current guidelines for the correct vaccination of dogs and cats recommend the administration of ML core vacci-
nes to all dogs and cats generally every three years, but there are many factors that can affect the success of a vaccination. lLesting the-
refore vaccine protection by titrating specific antibodies is certainly a better practice than blind routine booster vaccination.

Aim of the study. The purpose of this study was to analyze T-Check®™, an in-clinics test on the market in Italy for the determi-
nation of the protection of dogs and cats against diseases preventable through core vaccinations.

Materials and methods. Several validation assays (quantity, reading time, time from sampling, intertest assays) were perfor-
med to confirm the reliability of the obtained results, which were then compared with those of another reference in-clinics test (1 ac-
ctCheck) considered the gold standard rapid test.

Results. The test returned results in each test discordant with each other and with those of the VacciCheck, in the latter case with
a virtually gero percentage of agreement for all the diseases considered. Furthermore, the test uses a very high positive threshold (not
reported in the kit instructions), that make to consider as unprotected dogs and cats which are instead well protected.

Discussion. Due to the results obtained in our study relating to the reliability of the T-Check®™ in both its dog and cat versions,
we strongly advise against ifs use in veterinary practice.
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