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The antigenic relationships among the original canine

parvovirus type 2 (CPV-2) and the variants CPV-2a,
CPV-2b and CPV-2c were evaluated by hemagglu-
tination-inhibition (HI) and sero-neutralization (SN)
using the sera of immune dogs and rabbits. Marked
differences between the homologous and heterologous
antibody titres were appreciated only when using SN.
Dogs inoculated with CPV-2, which is still largely em-
ployed in vaccine formulations, developed relatively
low SN antibody titres against the variants CPV-2a,
CPV-2b and CPV-2c. These results were confirmed by
cross-neutralization assays with mono-specific sera
raised in immunized rabbits.

The results suggest that the vaccines based on the ori-
ginal type-2 of CPV are not able to elicit a strong pro-
tection against the new variants and that the vaccines
should be updated taking into account the current epi-
demiology of CPV-2.

Key words: Canine parvovirus; antigenic variants;
protection
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LE VARIANTI ANTIGENICHE
DEL PARVOVIRUS DEL

INTRODUZIONE

Il parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) & responsabile di
C ANE TIPO 2 ( C PV' 2) TRA una grave gastroenterite altamente contagiosa che

colpisce i cuccioli di cane. La malattia & comparsa per
la prima volta, quasi contemporaneamente in Europa

PRESENTE E FUTU RO DELLA e Nord America verso la fine degli anni 70 ed ¢ oggi

diffusa in tutto il mondo.617.19)

PROF"_ASSI VACCINALE Mediante andlisi di sequenza & stato dimostrato che
CPV-2, insieme ad dltri parvovirus isolati da procione,
visone e volpe artica, & strettamente correlato al par-
vovirus felino (FPV)®2534 con il quale ha una omologia

di sequenza pari al 95%. Verso la meta degli anni 80,
due nuove varianti antigeniche, denominate CPV-2a e
CPV-2b, hanno completamente sostituito, nella popo-
lazione canina mondidle, lo stipite originario CPV-2
che & ormai presente solo in alcune formulazioni vac-
cinali. Le differenze tra FPV e CPV-2 sono legate alla
sostituzione di 6 o 7 aminoacidi nella sequenza della
VP2, mentre CPV-2 si differenzia dalle varianti 2a/2b
per altre 5 o 6 sostituzioni.22)

Le varianti CPV-2a e CPV-2b si differenziano tra loro
per un singolo aminoacido Asn—Asp localizzato in
posizione 426, nel sito antigenico principale (Tab.1).262)
Dopo la comparsa di CPV-2a e CPV-2b, ulteriori mu-
tazioni sono state osservate a livello di importanti resi-
dui della VP2 (Tab.1), mettendo in evidenza che il virus
& tuttora in continua evoluzione. 41639
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Residu’o 80 87 93 101 232 265 297 300 305 323 426 555 564 568
. Origine,
Virus Stipite Ospite
anno
FPV USA, 1967 FPV-b Gatto Lys Lys Val Asp Asn  Ala
MEV USA, 1975 MEV-b Visone  Lys Lys Val Asp Asn  Ala
CPV-2 USA, 1978 CPV-b Cane  Arg  Met Asn e le  Thr Ser Ala Asp Asn Asn Vol  Ser Gly
CPV-2 USA, 1978 CPV-Norden Cane
Cornell
CPV-2 USA Cane
780916

CPV-2 USA 154 Cane
CPV-2a USA, 1984 CPV-15 Cane Leu Thr Gly  Tyr - - lle
CPV-2a USA, 1983 CPV-31 Cane Leu Thr Gly  Tyr - - lle
CPV-2b USA, 1984 CPV-39 Cane Leu Thr Gly  Tyr Asp
CPV-2b USA, 1990 CPV-133 Cane Leu Thr Gly  Tyr Asp
CPV-2¢ Italia, 2000 56/00 Cane Leu Thr Ala  Gly Tyr Glu

Leop-
Asp-300° Vietnam, 2000  LCPV-V203 4 Leu Thr Ala  Asp  Tyr Asp

feo
Asp-300 b Vietnam, 2000 LCPV-V140 Leu Thr Ala  Asp  Tyr

pardo
Pro-265* Italia, 2000 CPV-616 Cane Lev Thr Pro Gly  Tyr Asp
CPV-2 Italia, 1980 17/801SS¢° Cane - - - - - - - - - - - - - -
CPV-2a ltalia, 1998 192-98¢ Cane Leu Thr Ala  Gly Tyr
CPV-2b ltalia, 1997 29/97 ¢ Cane Leu Thr Ala  Gly Tyr Asp
CPV-2¢ Italia, 2000 136/00¢ Cane Leu Thr Ala  Gly Tyr Glu

e Stipiti utilizzati nel presente studio.

b Stipiti CPV-2 identificati sporadicamente e di scarsa importanza epidemiologica.

Tab. 1. Differenze aminoacidiche nella proteina capsidica VP2 tra gli stipiti FPV, MEV, CPV-2, CPV-2a, CPV-2b e CPV-2c

In particolare una nuova variante denominata inizial-
mente Glu-426 e, successivamente, CPV-2c & stata
isolata in Italia nel 2000 e poi in molti Paesi in Euro-
pa1220, Asia e USA.142329

Le minime variazioni di sequenza esistenti nelle protei-
ne capsidiche di FPV, CPV-2 e CPV-2a/b sono respon-
sabili di drastiche modificazioni delle caratteristiche
antigeniche e biologiche di questi virus, come lo spet-
tro d’ospite in vivo e in vitro,?%3637) |e interazioni con il
recettore cellulare transferrina('*24 e la virulenza.”
Esiste pertanto il fondato sospetto che i vaccini cor-
rentemente in uso per la profilassi dell’'infezione da
CPV-2, possano risultare scarsamente profettivi nei
confronti delle nuove varianti del virus.1%?

In effetti, la maggior parte dei vaccini commerciali
sono ancora oggi dllestiti con lo stipite originario CPV-
2 che & ormai scomparso da molti anni dalla popola-
zione canina.

Uno studio fatto su due gruppi di cani vaccinati con
CPV-2 e con CPV-2b ha effettivamente messo in evi-
denza che i titoli degli anticorpi neutralizzanti indofti
dal CPV-2 sono significativamente inferiori nei con-
fronti di CPV-2b rispetto ai titoli nei confronti del vi-
rus omologo. In pratica i vecchi vaccini, preparati con
la variante CPV-2, inducono buoni livelli di anticorpi
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neutralizzanti solo nei confronti del virus non piu cir-
colante nella popolazione canina.®"

Altri autori”133238) tyttavia, hanno riportato che i vac-
cini CPV-2 sono pienamente protettivi nei confronti
delle varianti. Tali conclusioni sono state formulate ef-
fettuando prove di infezione di cani dopo un brevissi-
mo periodo (20-30 giorni) dalla vaccinazione.
Volendo apportare un ulteriore contributo su questo
importante e delicato aspetto della profilassi vaccinale
della parvovirosi del cane, nella presente nota ven-
gono riportati i risultati di prove sierologiche crociate
effettuate sui sieri di cani e di conigli vaccinati o infetti
con le singole varianti di CPV-2.

Cellule

Per la coltivazione degli stipiti virali e per le prove
di neutralizzazione (SN) sono state utilizzate cellule
di cane in linea continua A-72 coltivate in terreno di
Dulbecco (D-MEM) con il 10% di siero fetale bovino
(SFB).

Virus
Sono stati utilizzati 4 stipiti virali CPV-2. Lo stipite
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17/80 1SS¥, con titolo pari a 3.2 x 10° dosi citopa-
tiche medie per tessuto colture (TCID,,/50ul), & stato
utilizzato come prototipo del virus originario CPV-2.
Come variante CPV-2a é stato invece utilizzato lo sti-
pite 192/98 (3.2 x 10° TCID,,,/50ul) isolato a Bari
nel 1998, dalle feci di un cucciolo morto.

Gli stipiti 29/97 (3.2 x 10* TCID,,/50ul) # % e
136/00 (3.2 x 10° TCID,,/50ul) ¥ sono stati infine
utilizzati rispettivamente come stipiti prototipi CPV-2b
e CPV-2c.

In Tabella 1 sono riportate le differenze aminoacidi-
che nella proteina capsidica VP2, tra i 4 stipiti CPV-2
utilizzati nel presente studio.

La titolazione di ciascun virus & stata effettuata su
cellule A-72 in micropiastre a 96 pozzetti inoculan-
do 4 pozzetti con ciascuna dilvizione log,, del vi-
rus. Dopo 4 giorni di incubazione a 37°C, le piastre
sono state congelate e scongelate 3 volte e il crioli-
sato non diluito di ciascun pozzetto & stato saggiato
in prove di emoagglutinazione (EA) con emazie di
suino all’1%. Il titolo virale & stato espresso, usando
la formula di Karber, come la pit alta dilvizione del
virus che evidenzia attivita EA nel 50% dei pozzetti
inoculati.

Sieri di cane

Sono stati esaminati 21 sieri prelevati da cani pa-
dronali appartenenti a diverse razze e suddivisi in 3
gruppi diversi. Nel Gruppo A sono stati inclusi 8 sieri
prelevati da 8 soggetti inoculati per via sottocutanea
con 1 ml di CPV-2 (17/80 ISS) vivo modificato (ML)
non diluito. Da ciascun soggetto & stato effettuato, 30
giorni dopo la vaccinazione (T,), un prelievo di san-
gue per la determinazione del titolo anticorpale. Nel
Gruppo B sono stati inclusi 9 sieri prelevati, 30 giorni
dopo la vaccinazione (T,), da 9 cani inoculati con 1
ml di CPV-2b (29/97) ML non diluito. Nel Gruppo C
sono stati inclusi 4 sieri prelevati da 4 cani non vacci-
nati, 30 giorni dopo l'insorgenza (T,) di un episodio di
infezione naturale da CPV-2c. | cani dei gruppi A e B
sono risultati negativi sia ai test di IEA e SN effettuati
sui sieri prelevati al momento della vaccinazione (T,),
sia alla real-time PCR' eseguita sui campioni di feci
raccolti per 7 giorni consecutivi, prima della vaccina-
zione (T).

Non & stato possibile reperire sieri di cane contenenti
anticorpi monospecifici diretti esclusivamente contro la
variante CPV-2a.

Sieri di coniglio
Otto conigli di razza New Zeland del peso di 2.5 Kg
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sono stati utilizzati (2 soggetti per virus) per la produ-
zione di antisieri monospecifici nei confronti di CPV-2,
CPV-2a, CPV-2b e CPV-2c.

L'antigene utilizzato per I'immunizzazione dei conigli
& stato preparato su cellule A-72. Il surnatante di cia-
scuna coltura infetta & stato centrifugato a 5000 x g
x 20 min e quindi emulsionato con adiuvante MON-
TANIDE ISA 740 (Seppic, France) nel rapporto di 2:3
(v/v) ed utilizzato per inoculare due conigli (CPV-2 nei
conigli A,, A,; CPV-2a nei conigli B,, B,; CPV-2b nei
conigli C,, C,; CPV-2c nei conigli D,, D,). A ciascun
soggetto sono stati inoculati per via sottocutanea 3 ml
di virus in 3 punti diversi. Dopo 30, 50 e 70 giorni
dalla prima inoculazione sono state effettuate ulteriori
inoculazioni di richiamo utilizzando lo stesso protocol-
lo. Da ciascun soggetto sono stati prelevati campioni
di sangue per la determinazione dei titoli anticorpali,
al momento della prima inoculazione (T) nonché 30
giorni (T,) e 80 giorni (T,) dopo T,. Al tempo T, tutti
i conigli sono risultati sieronegativi nelle prove di IEA
e SN per le varianti CPV (2, 2a, 2b, 2c). Al termine
della sperimentazione i conigli sono stati sottoposti ad
eutanasia.

| sieri di cane e di coniglio sono stati utilizzati in prove
sierologiche crociate di IEA e SN nei confronti delle
quatto varianti CPV (CPV-2, 2q, 2b, e 2c).

1) Inibizione dell’emoagglutinazione (IEA)

E stata eseguita a 4°C utilizzando diluizioni seriali per
raddoppio in PBS di ciascun siero, eritrociti di suino
all'1% e 10 unita EA di ciascuna variante CPV. Il fito-
lo IEA ¢ stato espresso come reciproco della massima
diluizione del siero in grado di inibire completamente
Iaftivita EA del virus.

2) Sieroneutralizzazione (SN)

E stata eseguita in micrometodo, utilizzando diluizioni
per raddoppio dei sieri in DMEM (partendo da 1:10),
100 TCID,,/50ul di ogni singola variante e cellule
A-72. Dopo 4 giorni di incubazione a 37°C, le pia-
stre sono state congelate ed il criolisato non diluito di
ciascun pozzetto & stato utilizzato in prove di EA per
monitorare la crescita virale. Il titolo neutralizzante dei
sieri & stato espresso come il reciproco della piv alta
dilvizione in grado di neutralizzare completamente il
virus (assenza di attivitd HA) nel 50% dei pozzetti ino-
culati.

Analisi statistica
Uanalisi statistica & stata realizzata utilizzando il sof-
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tware Statistical Analysis System (SAS release 8.01,
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). | risultati sono stati
presentati come medie quadratiche dei titoli anticor-
pali diretti verso le quattro varianti del virus e la varia-
bilita dei dati & stata espressa come errore standard
della media.

Sono stati ritenuti significativi valori di P< 0.05.

E stato effettuato un confronto tra le medie dei titoli IEA
ed SN diretti verso il virus omologo e i virus eterologhi
per valutare I'esistenza di una differenza statistica-
mente significativa.

Sieri di cane.

In Tabella 2 sono riportati i valori delle medie quadro-
tiche e geometriche dei titoli anticorpali valutati me-
diante IEA e SN e diretti contro le quattro varianti, nei
cani vaccinati/infetti con CPV-2, CPV-2b e CPV-2c.
Nei cani immunizzati con CPV-2 (gruppo A), le medie
quadratiche dei titoli IEA hanno evidenziato una diffe-
renza statisticamente significativa tra il titolo omologo
e i fitoli eterologhi diretti verso CPV-2b e CPV-2c. Nelle
prove di SN, la media geometrica dei titoli omologhi,
é risultata pari a 18780, mentre i titoli SN eterologhi
diretti verso CPV-2a, CPV-2b e CPV-2c sono risultati
statisticamente inferiori (P < 0.001), 354, 842 e 348,
rispettivamente.

Nei cani immunizzati con CPV-2b (gruppo B), il fitolo

GRUPPO DI CANI

) CPV-2a cPV-2b cPV-2¢
10.82:0.39  1048:037  0:32:0.42
11.82:0.39 a0l a5 {1395)
. EA  (3620) o) oo (P=0014)
(CPV-2) 8.46:0.48
SN 1420s044 8442045 9.54:0.42 oas)
(18780) (354) 842) (P<0.001) ***
(P<0.001)***  (P<0.001)*** -
11.20£0.23
10212022 11.32:0.22
A (1185) (2593) n éﬁ%m ((,327,?5))
8 (P<0.001) *** (P=ns)
(CPV-2b) 10.76+0.54 9.60+0.53 11.02+0.52 9.38+0.58
SN (1741) (766) (2282) (723)
(P=ns) (P=ns) (P=0.042) *
11.57:0.34
(3044) ! 2(3(7)2%35 1 ég'ggi“ 11.3240.40
C EA  (P=ns) (ol (22 (3044)
(CPV-20) 13.82:0.42  1057:043  11.92:039  10.32:0.50
SN (14481 {1522) (5120) {1280)
P<0.001)**  (P=ns) (P=0.026) *

ns = non significativa
* = significativa
** / *** = dltamente significativa

Tab. 2. Medie quadratiche dei titoli IEA ed SN nei sieri di cane pre-
levati 30 giorni (T,) dopo la vaccinazione o l'infezione con CPV-2
(gruppo A), CPV-2b (gruppo B) e CPV-2c (gruppo C). In parentesi
sono indicate le medie geometriche. Le medie dei titoli omologhi sono
riportate in grassetto. E riportata anche la significativita statistica delle
differenze tra titolo omologo e titoli eterologhi (valore di P)
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IEA & risultato statisticamente diverso solo da quello
ottenuto verso CPV-2 (P<0.001), mentre il titolo an-
ticorpale SN ¢ risultato significativamente diverso da
quello ottenuto verso CPV-2c (P=0.042).

| cani con infezione naturale da CPV-2c¢ (gruppo C),
nelle prove di IEA non hanno evidenziato alcuna diffe-
renza statisticamente significativa tra il titolo omologo
e i titoli eterologhi. Nelle prove di SN le differenze nei
confronti di CPV-2 (P<0.001) e di CPV-2b (P=0.026),

sono risultate statisticamente significative.

Sieri di coniglio.

Nelle Tabelle 3 e 4, sono riportati i risultati ottenuti
dalle prove sierologiche crociate effettuate rispettiva-
mente sui sieri prelevati al tempo T, (30 giorni dopo
la immunizzazione) e al tempo T, (80 giorni dopo la
immunizzazione).

CONIGLI

cPv-2 CPV-2a cPV-2b cPV-2c
7.82:0.50
8.821+0.50 (226) 7'8[%2550 7'8(%2550
1EA (452) (P=ns) (P=n.s.) (P=n.s.)
A| ‘AI
7.8240.40
(CPV-2) ! 10.82:0.40 e 8.82:0.40 7.8240.40
SN (1810) (P=0.003) ** 452) (226)
- (P=0.022)*  (P=0.003)*
9.8240.47 9.8240.47
8'3(%85“7 9.82+0.47 (905) (905)
N e (905) (P=ns) (P=n.s)
Bl BZ
10.3240.13 11074013 9.3240.13
(CPV-2a) SN (1280) 10.32+0.13 (2217) (640)
(P=nas) (1280) (P=0.003) ™  (P<0.001) ***
7.8240.47 9.8240.47
(226) ! Oi?gfgi‘” 10.3240.47 (905)
A (P=0.005) " (Pone) (1357) (P=ns)
Cl CZ
(CPV-2b) | gn 8.8210.57 10.82:0.57  12.82+0.57 8'8(%%57
(452 (1810) (7240) < ioat) -
(P<0.001)***  (P=0.017)* -
10.82:0.35  11.8240.35
9'8[332535 (1810) (3620) 11.8210.35
IEA ( P=0.004) ** (P=n.s) (P=n.s.) (3620)
I)I D2
11.32:0.10
(€PV-29 | ¢ a0l 103256010 14321010 4, 20 010
) (1280) (20480) i2380)
=n (P<0.001) ™ (P<0.001) ***

ns = non significativa
* = significativa
** / *** = altamente significativa

Tab.3. Medie quadratiche dei fitoli IEA ed SN nei sieri di coniglio
prelevati 30 giorni (T,) dopo I'inoculazione con CPV-2 (A A,), CPV
2a (B,B,), CPV-2b (C,C)) e CPV-2¢ (D,D,). In parentesi sono indica-
te le medie geometriche. Le medie dei titoli omologhi sono riportate
in grassetto. E riportata anche la significativitd statistica delle diffe-
renze fra titolo omologo e titoli eterologhi (valore di P)

Nei sieri prelevati dai conigli A, e A, inoculati con
CPV-2, le prove di IEA non hanno evidenziato diffe-
renze significative tra titolo omologo e titoli eterologhi,
con la sola eccezione della risposta ottenuta nei con-
fronti della variante 2b al tempo T..

Per contro, utilizzando il test di SN, tali differenze
sono risultate molto piv marcate e/o significative in
entrambi i sieri T, eT,.
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CONIGLI

CPV-2 CPV-2a CPV-2b CPV-2c
8.8240.50
9.82:0.50 8'8(%%)50 7'?%‘;50 (452)
IEA  (905) . (P=ns.)
(P=ns) (P=0.022)
AIAZ
8.8240.40 10.8240.40 9.8240.40
(CPV-2) | oN  11.82+0.40 (452) (1810) (905)
(3620) (P=0.003) ** (P=n.s.) (P=0.022) *
11.32+0.47
9'3(38;‘7 11.32:047 oua%gju (2560)
IEA (P=ns) (2560) (P=ns) (P=n.s)
Bl BZ
11.3240.13 12.3240.13 9.3240.13
(CPV-2a) | gN (2560) 12.07+0.13 (5120) (640)
(P=0.003)*  (4434) (P=ns) (P<0.001) ***
8.82:047  11.82:047  10.82:0.47 ‘Oﬁggi”
EA (452) (3620) (2715) (P=n.s)
(P<0.017)* (P=ns) =n
Cl CZ
(CPV-2b) | gy 1082:0.57  1282:057  1432:057 TGS
(1810) (3620) (2080 |, 00 ...
(P<0.001)***  (P=0.005) ** :
n tg?’z&as 1 2&21258'35 1332035 1335,0,35
IEA ) (10240) (10240)
oD (P=0.004)*  (P=ns) (P=ns)
D,
(CPV-2¢) | gx ‘3(-]352{‘%)10 12.32:0.10 14326010 1545 010
(P<0.001) *** (5120) (20480) "% (5y90)
(P=n.s) (P<0.001)

ns = non signiticativa
* = significativa
** [/ *** = gltamente significotivo

Tab. 4. Medie quadratiche dei titoli IEA ed SN nei sieri di coniglio
prelevati 80 giorni (T,) dopo l'inoculazione con CPV-2 (AA),
CPV-2a (B,B,), CPV-QE (C,C,) e CPV-2¢ (D,D,). In parentesi sono
indicate le medie geometriche. Le medie dei titoli omologhi sono
riportate in grassetto. E riportata anche la significativita statistica
delle differenze tra titolo omologo e titoli eterologhi (valore di P)

Nei conigli inoculati con CPV-2a (B,, B,), il confron-
fo tra le medie oftenute in IEA a T, eT,, ha messo in
evidenza una risposta diversa solo nei confronti dello
stipite originale CPV-2, mentre nelle prove di SN ese-
guite suglli stessi sieri, sono emerse differenze signifi-
cative nei confronti della variante 2c.

Nelle prove di IEA eseguite sui sieri T, e T, dei conigli
inoculati con CPV-2b (C, e C,), solo il titolo eterologo
verso CPV-2 ¢ risultato significativamente diverso da
quello omologo. Per contro nelle prove di SN, tutti i
titoli eterologhi (verso CPV-2, 2a e 2c) sono risultati
sempre significativamente piv bassi rispetto a quello
omologo.

Nei conigli inoculati con CPV-2¢ (D, e D,), i titoli IEA
verso il virus omologo hanno mostrato una differenza
statisticamente significativa solo rispetto ai titoli ottenu-
i verso il tipo originale CPV-2. Le prove di SN hanno
invece fornito un risultato apparentemente paradossa-
le: in entrambi i sieri T, e T, il titolo omologo & risultato
significativamente piu basso rispetto a quello eterolo-
go diretto verso la variante 2b e lo stesso fenomeno
& stafo osservato nei sieri T, anche nei confronti dello
stipite originario CPV-2.
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In questo studio sono state effettuate prove di IEA e
SN su sieri immuni di cane e di coniglio per valutare
le correlazioni antigeniche esistenti tra le varianti del
parvovirus del cane. Poiché la risposta sierologica del
cane (ospite naturale dell'infezione da CPV-2) pud tal-
volta essere influenzata da un precedente “priming”
con l'antigene, i fitoli anticorpali osservati in questa
specie sono stati confrontati con quelli rilevati nei co-
nigli. In questi ultimi inoltre, le prove sierologiche sono
state effettuate dopo la 19 (sieri T,) e la 4° (sieri T,) ino-
culazione, per valutare se le differenze di titolo osser-
vate nei confronti dei virus eterologhi persistono anche
dopo  ripetute somministrazioni dell’antigene.

| risultati hanno chiaramente evidenziato che le dif-
ferenze genetiche esistenti tra le varianti CPV-2, an-
che se limitate alla sostituzione di pochi aminoacidi,
si traducono di fatto in una sostanziale differenza tra
i titoli anticorpali diretti verso il virus omologo e i virus
eterologhi. E stato ulteriormente confermato che tale
differenza & piv evidente se si usa il test SN e che, al
contrario, la IEA, considerata a tutt'oggi il golden test
per la diagnosi sierologica della parvovirosi, pud for-
nire risultati che tendono a sovrastimare il reale stato
immunitario degli animali esaminati. Le differenze piv
significative dei titoli anticorpali sono state evidenziate
tra lo stipite originario CPV-2 e le sue varianti. Questo
risultato, gid osservato in precedenza,®3" & proba-
bilmente associato alla sostituzione di 5-6 aminoacidi
nella sequenza della VP2.124)

Tuttavia differenze significative dei titoli anticorpa-
li sono state osservate anche tra le varianti CPV-2aq,
CPV-2b e CPV-2c che differiscono tra loro in un sin-
golo aa.??

Negli animali immunizzati con CPV-2 (virus larga-
mente utilizzato ancora oggi nella preparazione dei
vaccini), & stato evidenziato che i titoli SN diretti verso
il virus omologo sono statisticamente piu elevati rispet-
to a quelli diretti verso le varianti CPV-2a, CPV-2b e
CPV-2c.

Occorre tuttavia precisare che nei cuccioli, dopo una
efficace vaccinazione con CPV-2, tali differenze non
influenzano lo stato di protezione verso I'infezione.
Questi soggetti infatti, presentano titoli anticorpali su-
periori ai livelli minimi considerati protettivi (>1:80).
Questo pud spiegare perché alcuni autori33238 han-
no osservato protezione nei cani sottoposti ad infe-
zione con le varianti circolanti, 20-30 giorni dopo la
vaccinazione con CPV-2. Se tuttavia, si prendono in
considerazione i cuccioli che possiedono solo gli an-
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ticorpi di derivazione materna (MDA), la differenza
dell’efficacia protettiva degli anticorpi nei confronti
delle varianti eterologhe pud essere determinante al-
lorché i titoli di MDA scendono sotto i valori soglia
considerati protettivi. In effetti, in piv occasioni, sono
stati osservati gravi episodi di parvovirosi in cuccioli
con titoli anticorpali ritenuti pienamente protettivi nei
confronti dell’infezione (>1:80) o della malattia (1:40-
1:80) (Buonavoglia, osservazioni personali).

Episodi di infezione sono stati inoltre osservati in cani
adulti regolarmente vaccinati,“® (Buonavoglia, os-
servazioni persona/i) e, piv recentemente, la variante
CPV-2c & stata isolata in un grave focolaio di infezione
che ha colpito un intero gruppo di cani adulti ripetuta-
mente vaccinati con CPV-2.110

Queste osservazioni hanno generato serie perplessi-
ta circa la durata ed il livello di immunita indotta nei
cani dai vaccini CPV-2, soprattutto alla luce dei nuovi
orientamenti in tema di profilassi vaccinale del cane
che suggeriscono una frequenza triennale dei richiami
vaccinali.®

In questo studio, come gid osservato in precedenza, &
stata osservata una evidente differenza tra i titoli an-
ticorpali IEA e quelli SN, confermando che il test SN
& sicuramente piv affidabile del test IEA per valutare il
reale stato immunitario nei confronti degli stipiti etero-
loghi in un cane vaccinato con CPV-2.

Il risultato sicuramente piv difficile da interpretare &
stato osservato nei sieri dei cani e dei conigli infetti/
vaccinati con la variante CPV-2c. Il pattern di reazione
di questi sieri & stato anomalo in quanto i titoli verso
il virus omologo sono risultati inferiori rispetto a quelli
eterologhi.

La variante 2c & stata identificata nel 2000 in Puglia
ed & ormai stabilmente presente in tutta Italia.2022
Successivamente & stata segnalata anche in altri Paesi
Europei, in Asia e negli Stati Uniti.®1423.27)

E possibile ipotizzare che la mutazione Asn/Asp—Glu
insorta nel residuo 426, dll’interno di un epitopo im-
munodominante di CPV, abbia fornito al virus mutante
un sostanziale vantaggio evolutivo favorendone la ra-
pida diffusione.?"

Nelle prove di SN condotte in questo studio, la varian-
te 2c & stata scarsamente riconosciuta dai sieri degli
animali inoculati con i virus eterologhi (CPV-2, CPV-
2a e CPV-2b). Ma il dato piv strano che & emerso &

che i fitoli anticorpali SN sono risultati significativa-
mente piU elevati nei confronti dei virus eterologhi ed
in particolare di CPV-2b, rispetto al virus omologo.

Un simile paradosso immunitario & stato osservato

anche nel corso di uno studio sulle correlazioni an-
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tigeniche esistenti tra diversi stipiti di parvovirus del
suino (PPV). Lo stipite altamente virulento PPV 27a ha
evidenziato nelle prove di SN con sieri immuni di su-
ino e di coniglio, titoli omologhi 100-1000 volte piv
bassi rispetto a quelli eterologhi diretti verso altri stipiti
PPV.39)

In conclusione, i risultati del presente studio permetto-
no di fare alcune importanti considerazioni sulla effi-
cacia dei vaccini attualmente disponibili per la profi-
lassi dell’infezione.

Gli studi condotti durante gli anni 70-80 sulle inte-
razioni virus-ospite in corso di infezione da CPV-2,
hanno permesso di stabilire alcuni parametri immuno-
logici indicativi dello stato di protezione nei confronti
dell’infezione. Convenzionalmente, il titolo HI > 1:80
& stato ritenuto come livello soglia protettivo, mentre
il titolo HI > 1:20 come livello soglia interferente con
la vaccinazione. | titoli anticorpali compresi tra questi
due valori risulterebbero troppo bassi per proteggere
il cucciolo dall’infezione e, nel contempo, sufficiente-
mente alti da impedire in esso la sieroconversione atti-
va dopo la vaccinazione. E stato quindi necessario in-
dividuare dei protocolli vaccinali in grado di superare
in maniera efficace, il ruolo interferente degli MDA e i
migliori risultati sono stati oftenuti utilizzando i vaccini
“alto titolo” o, sperimentalmente, la vaccinazione per
via infranasale.

Tuttavia, a 30 anni di distanza dai primi studi effettuati
sull'immunologia della parvovirosi, si assiste sempre
piv spesso all'insorgenza di gravi episodi di malat-
tia non solo nei cuccioli con titoli anticorpali compresi
tra 1:20 e 1:80, ma anche in animali adulti regolar-
mente vaccinati nonché in cuccioli con titoli MDA su-
periori al livello soglia considerato protettivo. Queste
osservazioni impongono una revisione dei parametri
immunologici determinati nel passato, avendo come
riferimento esclusivamente lo stipite originario CPV-2
ormai presente esclusivamente nei vaccini.

| risultati del presente studio dimostrano che le cagne
vaccinate con questo virus trasmettono ai loro cuccio-
li degli anticorpi colostrali che riconoscono e neutra-
lizzano in maniera completa solo lo stipite vaccinale
omologo. In questi cuccioli pertanto, i titoli anticorpali
richiesti per prevenire |'infezione sostenuta dalle va-
rianti, dovranno essere superiori al valore soglia fino
ad oggi considerato protettivo.

L'insorgenza delle nuove varianti del virus ha provoca-
to nuovi problemi relativi alla profilassi dell’ infezione
rendendo di grande attualita la valutazione dell effica-
cia dei vaccini. | vaccini allestiti con il “vecchio” virus
CPV-2, non piv circolante nella popolazione caning,
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inducono la formazione di anticorpi che risultano

meno efficaci nei confronti delle varianti eterologhe
circolanti. Questo problema, in effetti, ha portato an-
che in ltalia alla commercializzazione di alcuni vacci-

ni, allestiti con la variante 2b che risultano al momen-
to, sicuramente piU vicini alle realta epidemiologiche
di questa grave infezione del cane.
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