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Riassunto

Sono riportati i risultati di uno studio di tipizzazione antigenica con anticorpi monoclonali (MoAbs) di 28 stipiti CPV isolati
da feci di cani con sintomi di gastroenterite emorragica. Venticinque isolati sono risultati CPV-2a e solo 3 CPV-2b. La situazio-
ne epidemiologica evidenziata risulta paragonabile a quella del Regno Unito e Australia, ove esiste una prevalenza della varian-

te CPV-2a.

Summary

Antigenic characterization, using four monoclonal antibodies, of twenty-eight isolates of canine parvovirus type-2 from

dogs with haemorrhagic gastroenteritis is reported.

Twenty-five isolates were characterized as CPV-2a and the other 3 viruses were CPV-2b.
A similar epidemiological pattern has been reported in the United Kingdom and Australia, where CPV-2a is more prevalent

than the CPV-2b variant.

I parvovirus del cane tipo 2 (CPV-2) comparve quale
nuovo patogeno nel 1978, allorché, quasi contemporanea-
mente in Europa e Nord America, furono segnalate nei
cuccioli forme di miocardite e di gastroenterite
emorragical?3+,

Lorigine di CPV-2 rimane tutt’ora oscura, anche se la
stretta correlazione antigenica e genetica (omologia di
sequenza pari al 98%) esistente tra CPV-2 e il virus della
panleucopenia felina (FPV) ha fatto ipotizzare che il par-
vovirus del cane possa essere derivato da FPV per un pro-
cesso di mutazione naturale’.

In base ad altre ipotesi formulate, CPV sarebbe derivato
da un parvovirus della volpe blu (Arctic fox)®, o da una
mutante di FPV, presente quale contaminante nelle cellule
di cane utilizzate per la produzione di vaccini e quindi
successivamente diffuso nella popolazione canina’.

Nel 1985 Parrish et al., mediante I'impiego di anticorpi
monoclonali (MoAbs) e I’analisi con enzimi di restrizione,
hanno dimostrato che I'originale tipo antigenico era stato
sostituito, tra il 1979 e il 1981, da una variante antigenica,
denominata CPV-2a e che, intorno al 1984, era comparsa
una seconda variante antigenica, denominata CPV-2b e

diversa dalla precedente per la sostituzione di un aminoa-
cido (Asn - Asp)®>10,

Nel giro di pochi anni CPV-2a e CPV-2b hanno pratica-
mente sostituito 'originale tipo antigenico (CPV-2), pre-
sente ormai solo nei vaccini (Fig. 1),

CPV-2a e CPV-2b oltre a presentare differenze antigeni-
che rispetto allo stipite originale presentano un amplia-
mento dello spettro d’ospite, potendo infettare anche il
gatto, specie non colpita da CPV-2'2,

La insorgenza di piccole modificazioni antigeniche, rile-
vabili con 'ausilio di anticorpi monoclonali, costituisce
una evenienza abbastanza comune tra i virus, mentre &
inusuale la sostituzione, in cosi breve tempo, di uno stipite
originale da parte di varianti antigeniche da esso derivate®.

I meccanismi che sono alla base della evoluzione antige-
nica della maggior parte dei virus sono tutt’ora oscuri, tut-
tavia & stato ipotizzato che la formazione di CPV-2a e
CPV-2b possa essere stata indotta da un processo di sele-
zione immunitaria. Questa teoria trova giustificazione
nella constatazione che, a partire dal 1980, la maggior
parte della popolazione canina era diventata immune
verso CPV-2 ed in tale situazione un virus modificato
poteva circolare pil facilmente.

La perdita di un epitopo di neutralizzazione nelle due
varianti antigeniche confermerebbe tale ipotesi evolutiva®.

Secondo altri AA I’evoluzione di CPV-2 potrebbe essere
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Figura 1 - Evoluzione di CPV-2, CPV-2a e CPV-2b nella popolazione
canina mondiale.

stata la conseguenza di un tropismo selettivo del virus per
le cellule delle cripte intestinali del cane. In effetti I'immu-
nita colostrale verso CPV-2 ha determinato la scomparsa
delle forme miocardiche, tipiche dei cuccioli di poche set-
timane di etd e prevalenti negli anni in cui la parvovirosi
fece il suo esordio (assenza di immunita colostrale),
lasciando al virus I'intestino come principale organo
target™,

Attualmente CPV-2b ¢, in generale, prevalente nella
popolazione canina mondiale, anche se, nei vari Paesi, esi-
stono differenti situazioni riguardo alla distribuzione delle
2 varianti: negli USA prevale CPV-2b, nel Regno Unito e
in Australia domina CPV-2a, mentre in Germania e in
Spagna si assiste ad un equilibrio tra le 2 varianti*>-1¢,

Nella presente nota gli Autori riportano i risultati di
uno studio di tipizzazione antigenica di stipiti CPV isolati
da feci di cani della Puglia con sintomi di gastroenterite
emorragica.

MATERIALI e METODI
Cellule

Lisolamento e la coltivazione degli stipiti virali sono
stati realizzati su cellule in linea continua di fibroma di
cane A-72 sviluppate in terreno Dulbecco-Minimal

Essential Medium (D-MEM ) arricchito con il 10% di
siero fetale bovino.

Anticorpi monoclonali (MoAbs)

Ciascun virus ¢ stato testato con 4 MoAbs nei confronti
di CPV: A4E3, B4A2, C1D1, B4E1, prodotti dal dr.
Parrish ( Cornell University - Ithaca - New York - USA ).

In base al pattern di reattivita ¢ stato possibile tipizzare gli
isolati come CPV-2, CPV-2a e CPV-2b.

Virus

Sono stati esaminati 28 stipiti patogeni CPV, isolati da
cani con gastroenterite emorragica e 1 stipite attenuato
vaccinale (Parvodog-stipite Cornell-Merieux) come
variante CPV-2 di controllo.

Per I'isolamento di CPV i campioni fecali sono stati
diluiti al 20% in D-MEM e centrifugati a 6.000 r.p.m. x
20’. 11 surnatante, dopo filtrazione, & stato utilizzato per
infettare le cellule subito dopo la tripsinizzazione.

La crescita del virus ¢& stata valutata con la emoaggluti-
nazione (EA) effettuata sul surnatante delle colture cellu-
lari, utilizzando globuli rossi di suino all'1% e una tempe-
ratura di + 4°C. E stato anche allestito il test di immuno-
fluorescenza indiretta (IFI) su cellule sviluppate su vetrini,
utilizzando un siero di cane monospecifico per CPV e anti
IgG di cane marcate con isotiocianato di fluoresceina.

Inibizione della emoagglutinazione

La tipizzazione antigenica mediante i MoAbs ¢ stata
effettuata sul criolisato del 3° passaggio su cellule di cia-
scun virus, impiegando la tecnica di inibizione della
emoagglutinazione (IEA) con 6 Unita Emoagglutinanti
(UEA) di virus.

11 pattern di reattivita dei MoAbs, in base ai titoli anti-
corpali, risulta essere il seguente:

- =< 15,

+ =1:5/1:10.

+ =1:80/1:160.

++ = 1:640 / 1:1.280.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Le prove di isolamento su cellule non hanno evidenziato
sostanziali differenze fra gli stipiti CPV-2a e CPV-2b
riguardo alla capacita di adattamento alla coltivazione
vitro. In tutti i casi 'isolamento di CPV ¢ stato ottenuto al
primo passaggio.

In base alla caratterizzazione antigenica effettuata con i
quattro anticorpi monoclonali (Tab. 1), 25 stipiti patogeni
sono risultati CPV-2a e tre sono stati tipizzati come CPV-
2b. Lo stipite vaccinale, come previsto, ¢ risultato CPV-2.

I risultati hanno evidenziato una prevalenza della
variante antigenica CPV-2a rispetto alla variante CPV-2b
nella popolazione canina presa in esame. Per quanto
riguarda I’area geografica considerata (Puglia), si pud con-
figurare una situazione epidemiologica sovrapponibile a
quella riportata nel Regno Unito e in Australia®.

La tipizzazione con MoAbs degli stipiti CPV, oltre alla
“curiosita” epidemiologica relativa alla diffusione delle
varianti, pud fornire utili informazioni per ottimizzare la
diagnosi e la profilassi della parvovirosi del cane.

In effetti la possibilita di differenziare gli stipiti CPV-2
vaccinali dagli stipiti patogeni CPV-2a e CPV-2b mediante
I'impiego della tecnica IEA con MoAbs puo risultare di



Tabella 1
Risultati della tipizzazione con MoAbs di stipiti CPV
Anticorpi monoclonali Tipo
A4E3 | B4A2 | C1D1 | B4E1 | antigenico
stipiti
CPV
patogeni | 3 + | = | ++ | £ | cPv-ap
stipite _ .
vaccinale 1 + + ++ CPV-2
-=<15 +=1:80/1:160
+=1:5/1:10 ++ =

utile impiego allorché, in cuccioli vaccinati da pochi giorni
con CPV-2, si sviluppi una forma di enterite non causata
da CPV (coronavirosi, salmonellosi, parassitosi, etc.).
Nelle feci di questi soggetti potrebbe essere presente lo
stipite vaccinale CPV che, come ¢ noto, viene eliminato
con le feci, insieme al reale agente patogeno responsabile
della enterite. Gli usuali test utilizzati per la diagnosi di
parvovirosi (emoagglutinazione, immunofluorescenza,
ELISA, etc.) non permettono di differenziare lo stipite
vaccinale dal patogeno: a fronte di un risultato positivo
potrebbe quindi essere formulata una falsa diagnosi di
gastroenterite da parvovirus.

La tipizzazione antigenica delle varianti riveste, inoltre,
importanti ripercussioni sulla profilassi vaccinale. La note-
vole plasticita antigenica evidenziata da CPV-2 sin dalla
sua comparsa lascia prevedere che, in futuro, possano
emergere stipiti CPV talmente modificati sul piano antige-
nico da non essere pill correlati con gli stipiti vaccinali
attualmente in commercio. Questo dato avrebbe ripercus-
sioni di natura epidemiologica talmente importanti da sug-
gerire un continuo monitoraggio antigenico degli stipiti
patogeni circolanti.
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Abbreviazioni

CPV-2: Parvovirus del cane tipo-2. FPV: virus della
panleucopenia felina.

MoAbs: Anticorpi monoclonali. Asn: asparagina. Asp:
acido aspartico. D-MEM: Dulbecco-Minimal-Essential-
Medium. r.p.m: rotazioni per minuto. EA:
Emoagglutinazione. IFI: Immunofluorescenza Indiretta.
IgG: Immunoglobuline classe G. IEA: Inibizione della
emoagglutinazione. UEA: Unita emoagglutinanti.
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