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Introduzione 

 

I parvovirus ed i circovirus sono tra i più piccoli virus in grado di infettare e causare 

patologie negli animali e possiedono un genoma molto semplice, formato da una sola, 

breve molecola di DNA a singolo filamento (ssDNA), lineare nei primi e circolare nei 

secondi (MacLachlan e Dubovi, 2017).  

I virus con genoma a ssDNA presentano tassi di mutazione e sostituzione nucleotidica 

più elevati rispetto ai virus a DNA a doppio filamento (dsDNA) e più simili a quelli dei 

virus a RNA (Shackelton et al., 2005). Questa caratteristica è alla base dell’emergenza e 

dell’evoluzione del parvovirus canino tipo 2 (CPV-2), originatosi alla fine degli anni ’70 

probabilmente da un parvovirus circolante nei carnivori selvatici, e poi evolutosi molto 

rapidamente con la comparsa di tre varianti antigeniche (CPV-2a, CPV-2b e CPV-2c) che 

hanno completamente soppiantato la variante originaria. Le nuove varianti avevano 

inoltre acquisito la capacità di infettare il gatto, il cui ruolo nell’epidemiologia del CPV-

2, non è ancora stato del tutto chiarito (Clegg et al., 2012). 

L’elevata variabilità genetica è una caratteristica propria anche dei circovirus ed è stata 

estensivamente studiata nel Porcine circovirus 2, il quale presenta delle dinamiche 

evolutive strettamente connesse alla pressione selettiva esercitata dall’utilizzo di vaccini 

negli allevamenti suinicoli (Franzo et al., 2016). Negli ultimi anni, l’avvento delle 

tecniche di sequenziamento di nuova generazione ha permesso l’identificazione di 

numerosi nuovi circovirus, tra cui il Canine circovirus (CanineCV), un virus in grado di 

infettare il cane ed i canidi domestici (Kapoor et al., 2012; Bexton et al., 2015). Fin dalla 

prima identificazione del CanineCV, numerosi studi ne hanno indagato l’eventuale ruolo 

patogeno nella specie canina, senza tuttavia giungere a risultati conclusivi (Caddy et al., 

2018). A conferma della variabilità genetica esistente all’interno del genere Circovirus, 

notevoli differenze sono state evidenziate a livello di sequenze nucleotidiche tra i 

CanineCV rilevati nei cani e quelli rilevati nelle volpi (Zaccaria et al., 2016). E’quindi 

necessario, nell’ambito di indagini epidemiologiche e diagnostiche, utilizzare metodiche 

di rilevamento del virus che non siano inficiate da tali differenze genetiche.  
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1. ANALISI MOLECOLARE DEI PROTOPARVOVIRUS 

DEI CARNIVORI RILEVATI NEI LEUCOCITI DI GATTI 

NATURALMENTE INFETTI 

 

1.1 I protoparvovirus dei carnivori  

 

1.1.1 Introduzione 

I parvovirus (dal latino parvus, piccolo; Figura 1.1) sono piccoli virus che infettano 

un’ampia varietà di ospiti vertebrati ed invertebrati, compresi numerosi membri 

dell’ordine Carnivora (Steinel et al., 2001; Liu et al., 2011). 

All’interno della specie Carnivore protoparvovirus 1 sono contemplati alcuni virus 

strettamente correlati tra loro in grado di causare gravi patologie nei carnivori domestici 

e selvatici (Balboni et al., 2018; ICTV, 2018). Due di questi virus, il virus della 

panleucopenia felina (FPV) ed il parvovirus canino tipo 2 (CPV-2), rappresentano una 

seria minaccia per la salute di gatti e cani non adeguatamente immunizzati (Clegg et al., 

2012). 

La panleucopenia felina, sostenuta da FPV, è una patologia nota da più di cento anni ed 

è stata la prima malattia infettiva del gatto di cui è stata riconosciuta l’eziologia virale; 

infatti, sebbene l’agente eziologico sia stato isolato in coltura solo nel 1965, le prime 

evidenze che la malattia fosse causata da un agente filtrabile risalgono agli anni ‘20 del 

secolo scorso (Verge e Christoforoni, 1928; Johnson et al., 1967; van Vuuren et al., 2000). 

Il FPV mostra uno spettro d’ospite limitato al gatto ed ai felidi selvatici e non colpisce i 

canidi, sebbene nel cane sia stata osservata, in condizioni sperimentali, l’infezione del 

timo e del midollo osseo senza diffusione sistemica ed eliminazione virale (Parrish, 1999; 

Steinel et al., 2000).  

Alla fine degli anni ’70 un parvovirus strettamente correlato al FPV è emerso nella 

popolazione canina e si è rapidamente diffuso in tutto il mondo (Appel et al., 1979). Tale 

virus venne denominato CPV-2 al fine di distinguerlo dal virus minuto del cane (MCV), 

chiamato anche parvovirus canino tipo 1 (CPV-1). Il CPV-2 causava enteriti emorragiche 

e miocarditi nei cani ma non infettava i gatti (Clegg et al., 2012). Il processo evolutivo 
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del CPV-2 originale è poi proseguito con notevole rapidità, portando all’emergenza di 

nuove varianti antigeniche (CPV-2a, 2b e 2c) che si sono diffuse in tutto il mondo fino a 

soppiantare completamente il ceppo originario, ad oggi estinto in natura. Le nuove 

varianti, a differenza del CPV-2 originale, avevano acquisito la capacità di infettare e 

replicare anche nell’ospite felino (Truyen et al., 1996a).  

 

 

 

Figura 1.1: numerosi virioni di parvovirus in una immagine ottenuta tramite microscopia elettronica a 

trasmissione (modificato da https://phil.cdc.gov) 

 

 

1.1.2 Tassonomia 

La tassonomia dei parvovirus può generare confusione poiché è basata principalmente 

sulle caratteristiche molecolari dei virus piuttosto che sul loro ospite di origine 

(MacLachlan e Dubovi, 2017). Inoltre, nel 2013 è avvenuta una profonda 

riorganizzazione della nomenclatura e della tassonomia della famiglia Parvoviridae che 

ha portato alla definizione di nuovi generi e specie ed al conseguente abbandono di quelli 

storicamente utilizzati (Cotmore et al., 2014; MacLachlan e Dubovi, 2017; ICTV, 2018).  

La classificazione adottata nel 2013 ha mantenuto la suddivisione della famiglia 

Parvoviridae nelle due sottofamiglie Densovirinae e Parvovirinae in base allo spettro 

d’ospite: alla prima sottofamiglia appartengono i parvovirus infettanti gli artropodi, 

mentre nella seconda vengono inclusi quelli infettanti i vertebrati (Cotmore et al, 2014). 
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L’organizzazione dei generi e delle specie all’interno delle due sottofamiglie ha invece 

subito modifiche sostanziali (Cotmore et al., 2014).  

Attualmente nella sottofamiglia Densovirinae sono inclusi cinque generi, mentre nella 

sottofamiglia Parvovirinae otto (Tabella 1.1) (ICTV, 2018).  

 

Sottofamiglia Genere 

Densovirinae 

Ambidensovirus 

Brevidensovirus 

Hepandensovirus 

Iteradensovirus 

Penstyldensovirus 

Parvovirinae 

Amdoparvovirus 

Aveparvovirus 

Bocaparvovirus 

Copiparvovirus 

Dependoparvovirus 

Erythroparvovirus 

Protoparvovirus 

Tetraparvovirus 

 

Tabella 1.1: classificazione tassonomica della famiglia Parvoviridae (modificato da: 

https://talk.ictvonline.org/)  

 

 

Il genere Protoparvovirus (Parvovirus secondo la classificazione precedente) include la 

maggior parte dei parvovirus patogeni per gli animali e comprende undici specie virali: 

Carnivore protoparvovirus 1, Chiropteran protoparvovirus 1, Eulipotyphla 

protoparvovirus 1, Primate protoparvovirus 1, Primate protoparvovirus 2, Primate 

protoparvovirus 3, Rodent protoparvovirus 1, Rodent protoparvovirus 2, Rodent 

protoparvovirus 3, Ungulate protoparvovirus 1 e Ungulate protoparvovirus 2  

(MacLachlan e Dubovi, 2017; ICTV, 2018).  

Secondo l’attuale classificazione, il virus della panleucopenia felina, il parvovirus canino 

tipo 2, il virus dell’enterite del visone (MEV) ed il parvovirus del procione (RPV) sono 
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considerati come varianti d’ospite di un’unica specie: il Carnivore protoparvovirus 1 

(Cotmore et al., 2014). 

 

1.1.3 Struttura virale   

I parvovirus sono piccoli virus (25 nm di diametro) sprovvisti di envelope e con un 

capside a simmetria icosaedrica. Il loro genoma è costituito da un singolo filamento di 

DNA di circa 5000 basi, all’interno del quale sono presenti due ORF principali (Cotmore 

e Tattersall, 1987; Chapman e Rossmann, 1993). L’ORF posto nella metà 3’ del genoma 

codifica, mediante splicing alternativo degli RNA messaggeri, per le proteine non 

strutturali (NS1 e NS2) mentre quello posto nella metà 5’ codifica, mediante lo stesso 

meccanismo di splicing, per le proteine strutturali (VP1 e VP2). Entrambe le estremità 

del genoma terminano con sequenze palindromiche di circa 150 basi ripiegate a formare 

delle strutture a forcina. Tali sequenze sono fondamentali per la replicazione del DNA 

virale (Figura 1.2) (Reed et al., 1988; Parrish, 1999).  

 

 

 

Figura 1.2: rappresentazione schematica dell’organizzazione genomica del Carnivore protoparvovirus 1 

(modificato da MacLachlan e Dubovi, 2017). 

 

 

Il capside dei parvovirus presenta una struttura a simmetria icosaedrica T=1 ed è costituito 

da 60 subunità costituite in larga parte dalla proteina virale VP2 (54-55 copie) ed in minor 

misura dalle proteine VP1 (5-6 copie) (Tsao et al., 1991). Le sequenze amminoacidiche 

delle proteine VP1 (727 residui) e VP2 (584 residui) differiscono solo per la presenza di 

143 amminoacidi aggiuntivi all’estremità N-terminale della VP1 (Agbandje et al., 1993). 

Nei virioni maturi (chiamati “full” poiché possiedono il genoma) si rinviene anche una 

terza proteina, la VP3, derivante dalla proteina VP2 attraverso un processo di clivaggio 

enzimatico (Weichert et al., 1998).  
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Le proteine strutturali e non strutturali svolgono numerose funzioni biologiche, come 

controllare il processo di replicazione virale e determinare il tropismo d’ospite e 

l’antigenicità dei parvovirus (Tabella 1.2) (Kailasan et al., 2015).  

La cristallografia a raggi X ha permesso di determinare la struttura tridimensionale dei 

parvovirus. La superficie esterna del capside è resa irregolare dalla presenza di 

protrusioni, dette spike, lungo agli assi di simmetria ternari, depressioni definite dimple-

like in corrispondenza degli assi di simmetria binari e altre depressioni circolari, i canyon, 

attorno gli assi di simmetria quinari (Figura 1.3) (Agbandje et al., 1993; Tsao et al., 1991; 

Xie e Chapman, 1996).  

 

 

Tabella 1.2:  Proteine strutturali e non strutturali dei parvovirus e loro funzioni (modificato da Parrish e 

Kawaoka, 2005). 

 

 

Proteina Funzione 

NS1 Proteina nucleare coinvolta nel controllo del processo di replicazione 

del DNA virale: riconosce il DNA virale durante la replicazione, forma 

i “nicks” ed è dotata di attività elicasica. Controlla inoltre 

l’impacchettamento del genoma virale all’interno del capside e 

l’apoptosi cellulare.  

NS2 Si rinviene nel nucleo e nel citoplasma, dove viene attivamente 

trasportata dalla proteina Crm1 e facilita un efficiente assemblaggio 

del capside. 

VP2 Forma il capside. Presiede l’interazione virale con i recettori cellulari 

per la transferrina (TfR) e con l’acido sialico, determinando il tropismo 

d’ospite e le proprietà emoagglutinanti; controlla l’impacchettamento 

del DNA virale nel capside. Presenta gli epitopi antigenici principali. 

VP1 Oltre a funzioni strutturali simili alla VP2, presenta attività 

fosfolipasica A2 importante per il processo di infezione cellulare. 
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Figura 1.3: Rappresentazione schematica di un virione di CPV-2 da analisi cristallografiche (modificato 

da Xie e Chapman, 1996) 

 

 

1.1.4 Tropismo tissutale e spettro d’ospite 

I parvovirus non contengono né codificano una DNA polimerasi virale; di conseguenza 

per poter copiare il proprio genoma utilizzano la DNA polimerasi delle cellule ospiti, 

replicando esclusivamente nel nucleo di cellule in attiva divisione (Cotmore e Tattersall, 

1987). Questo aspetto della replicazione virale è alla base del tropismo tissutale dei 

protoparvovirus dei carnivori e dei diversi esiti che l’infezione può avere a seconda 

dell’età dell’ospite. Nella vita fetale o neonatale, in cui tutti i tessuti sono in piena attività 

mitotica, si osservano infezioni generalizzate; in animali di età superiore alle quattro 

settimane, invece, il virus manifesta uno spiccato tropismo per i tessuti emopoietici e per 

l’epitelio intestinale, poiché questi ultimi mantengono un’elevata attività mitotica anche 

nell’età adulta (Parrish, 1995; Kailasan et al., 2015). 

La penetrazione dei protoparvovirus dei carnivori all’interno delle cellule ospiti è legata 

all’interazione tra i siti di legame presenti sul capside virale ed i TfR esposti sulla 

superficie cellulare; l’indisponibilità dei recettori per la transferrina impedisce 

l’adsorbimento virale (Parker et al., 2001; Ros et al., 2017). I virus presentano siti di 

legame anche per i residui di acido sialico presente sulla superficie di alcuni tipi cellulari, 

come ad esempio gli eritrociti. Tale legame, seppur importante nel meccanismo di 



 

15 
 

emoagglutinazione, non sembra avere un ruolo fondamentale nel determinare l’infezione; 

ciò è confermato dal fatto che i virioni privati dei recettori per l’acido sialico mantengono 

la capacità infettante (Barbis et al., 1992). La specificità dei siti di legame capsidici per i 

recettori della transferrina delle varie specie animali è alla base delle differenze nello 

spettro d’ospite tra i diversi membri della specie Carnivore protoparvovirus 1 (Goodman 

et al. 2010); proprio l’acquisizione della capacità di legare i recettori della transferrina 

canina da parte di un parvovirus strettamente correlato al FPV avrebbe portato 

all’emergenza del CPV-2 (Parrish and Kawaoka, 2005). 

 

1.1.5 Proprietà emoagglutinanti 

I ceppi di Carnivore protoparvovirus 1 presentano la capacità di agglutinare gli eritrociti 

di diverse specie animali a determinate condizioni di temperatura e di pH. Tale capacità 

è legata all’interazione tra i virioni e i residui di acido sialico presenti sulla superficie 

delle emazie. In particolare, il CPV-2 manifesta la capacità di agglutinare gli eritrociti di 

suino, macaco reso, cavallo e gatto a valori di pH compresi tra 6.0 e 7.2.  Il FPV possiede 

capacità emoagglutinanti nei confronti degli eritrociti di suino, macacao reso e cavallo a 

valori di pH inferiori a 6,8 (Carmichael et al., 1980; Senda et al., 1986; Barbis et al., 

1992).  

Questa proprietà di determinare emoagglutinazione è frequentemente sfruttata in 

laboratorio a scopo diagnostico, sia per rilevare il virus che per valutare l’immunità 

umorale di un soggetto mediante il test dell’inibizione dell’emoagglutinazione (HI).  

 

1.1.6 Resistenza  

I parvovirus mostrano elevata resistenza alle condizioni ambientali e ad un’ampia varietà 

di agenti fisici e chimici (Scagliarini et al., 2013). Il riscaldamento a 56 °C non comporta 

una diminuzione del titolo virale e se conservati a 4 °C o a temperatura ambiente 

all’interno di materiale organico i virioni mantengono la capacità infettante per oltre un 

anno (Poole, 1972; Scagliarini et al., 2013). I parvovirus resistono al trattamento con 

calore secco per 10 minuti ad 80 °C e 1 minuto a 90 °C; sono stabili a valori di pH 

compresi tra 3 e 9 e non vengono inattivati da solventi lipidici, tripsina, cloroformio, 

alcoli, fenoli e sali quaternari dell’ammonio (Eterpi et al., 2009; Scagliarini et al., 2013) 
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I virioni risultano invece suscettibili ai raggi ultravioletti, alla formalina, al beta-

propriolattone, all’idrossilamina e a numerosi agenti ossidanti, come il cloro e l’acido 

paracetico. Il calore umido determina l’inattivazione virale in 10 minuti ad 80 °C e 1 

minuto a 90 °C (Siegl et al., 1985; Eterpi et al., 2009; Scagliarini et al., 2013).
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1.2 Le infezioni da FPV nel gatto 

 

1.2.1 Patogenesi 

Come detto in precedenza, i parvovirus non contengono al loro interno l’enzima DNA 

polimerasi né presentano geni atti a codificarla. A causa di questa limitazione hanno 

bisogno di sfruttare i meccanismi replicativi delle cellule nella fase S del ciclo cellulare 

per potersi replicare; ciò spiega lo spiccato tropismo dei protoparvovirus per i tessuti con 

intensa attività mitotica, quali ad esempio il midollo osseo, l’epitelio intestinale ed il 

tessuto linfoide (Stuetzer e Hartmann, 2014).  

La trasmissione dei protoparvovirus dei carnivori avviene per via oro-fecale, sia 

direttamente, a seguito del contatto con animali infetti, sia indirettamente, tramite 

ambienti o fomiti contaminati (Stuetzer e Hartmann, 2014).  

La patogenesi della parvovirosi nel gatto è stata chiarita per quanto riguarda la variante 

specifica per la specie felina (FPV) (Csiza et al., 1971a; Csiza et al., 1971b). Dopo 

l’ingresso per via oro-nasale, il virus va incontro ad una prima replicazione nel tessuto 

linfatico oro-faringeo; questa fase avviene dalle 18 alle 24 ore post-infezione ed è seguita, 

nell’arco di 2-7 giorni, da una fase di viremia (Csiza et al., 1971a; Csiza et al., 1971b). 

Sebbene la viremia comporti la disseminazione del virus in tutto l’organismo, le lesioni 

più importanti si rinvengono nei tessuti caratterizzati da maggiore attività mitotica. 

L’infezione dei tessuti linfoidi causa necrosi e citolisi con conseguente linfopenia, 

aggravata dal passaggio dei linfociti nei tessuti. L’interessamento delle cellule 

progenitrici mieloidi nel midollo osseo comporta una drastica diminuzione anche delle 

restanti cellule della linea bianca, causando panleucopenia e grave immunosoppressione 

(Parrish, 1995).   

A livello intestinale il virus infetta le cellule germinali poste più in profondità nelle cripte 

Lieberkühn, poiché, a differenza delle cellule mature che rivestono i villi, possiedono una 

intensa attività mitotica. La distruzione delle cellule delle cripte intestinali inficia il 

fisiologico turnover dell’epitelio intestinale portando all’accorciamento dei villi (con 

conseguente malassorbimento) e ad aumento della permeabilità della mucosa. La perdita 

di integrità della mucosa favorisce inoltre la traslocazione batterica dal lume intestinale 



 

18 
 

al torrente ematico, aumentando così il rischio di sviluppare setticemia (Stuetzer e 

Hartmann, 2014). 

Il virus è inoltre in grado di attraversare la barriera placentare ed infettare i feti, causando, 

a seconda della fase della gravidanza, un’ampia varietà di disturbi. Infezioni precoci 

possono portare a morte, aborto, riassorbimento o mummificazione dei feti, mentre 

infezioni più tardive causano generalmente danni al cervello, cervelletto, retina e nervi 

ottici. Le infezioni tardive esitano frequentemente in ipoplasia cerebellare (Aeffner et al., 

2006). 

Malgrado gli animali infetti eliminino il virus attraverso tutte le secrezioni, la quantità 

maggiore di virioni viene eliminata attraverso le feci (Greene, 2012). 

La patogenesi dell’infezione da FPV è riassunta nella Figura 1.4. 

 

 

 

  

Figura 1.4: Patogenesi dell’infezione da FPV (modificato da Greene, 2012) 
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1.2.2 Sintomatologia 

L’infezione da FPV nel gatto può decorrere in forme cliniche differenti a seconda dell’età 

dell’animale, della presenza di infezioni concomitanti e dell’immunità nei confronti del 

virus (Foley et al., 1999). 

La forma acuta è la più comune nei gatti non vaccinati di età compresa tra i 3 ed i 5 mesi 

ed è caratterizzata da elevata morbilità e letalità (Addie et al., 1996; Greene, 2012). 

I gatti infetti, dopo un periodo di incubazione della durata di 2 – 10 giorni, possono 

manifestare segni clinici aspecifici, come depressione, anoressia ed ipertermia a cui 

generalmente fa seguito la comparsa di vomito non connesso all’assunzione di alimento. 

Un numero limitato di soggetti, nelle fasi più avanzate dell’infezione, può sviluppare 

diarrea acquosa o emorragica. Negli stadi finali i gatti possono presentarsi ipotermici, 

deboli, disidratati e gravemente depressi. Lo sviluppo di setticemia o coagulazione 

intravasale disseminata concorre ad aggravare il quadro clinico impattando 

negativamente sulla prognosi. I gatti che riescono a sopravvivere i primi 5 giorni dalla 

comparsa dei segni clinici generalmente superano la malattia nell’arco di alcuni giorni o 

settimane (Greene, 2012; Sykes, 2014). 

Una forma di panleucopenia felina iperacuta caratterizzata da morte improvvisa senza 

sviluppo di segni clinici è stata descritta in gattini di età compresa tra 4 settimane e 12 

mesi (Addie et al., 1998). 

I gattini nati da madri infettatesi nell’ultima fase della gravidanza possono presentare 

numerosi segni neurologici, come atassia, ipermetria, cecità, incoordinazione, tremori, 

convulsioni o alterazioni del comportamento (Greene, 2012; Sykes, 2014) 

Nei gatti adulti immunocompetenti, invece, l’infezione può decorrere in maniera 

asintomatica o paucisintomatica (Sykes, 2014). 

 

1.2.3 Lesioni anatomopatologiche 

Nei gatti affetti da panleucopenia felina le lesioni macroscopiche più evidenti si 

rinvengono a carico dell’intestino tenue. Le anse intestinali si presentano dilatate, 

ispessite ed iperemiche; sia la superficie sierosa che quella mucosa possono essere 

interessate da lesioni emorragiche. Il contenuto intestinale è generalmente liquido, 

emorragico e con odore fetido. I linfonodi mesenterici possono apparire megalici, 

edematosi ed emorragici (Marcato, 2002; Greene, 2012; Sykes 2014). 
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I gattini infettatisi durante la vita fetale possono presentare ipoplasia cerebellare, 

idrocefalia ed idranencefalia (Greene et al., 2012). 

Le lesioni istopatologiche nel tratto intestinale si concentrano a carico del digiuno e 

dell’ileo e consistono in una dilatazione delle cripte di Lieberkuhn con necrosi delle 

cellule epiteliali che le rivestono, accumulo di detriti cellulari, infiltrazione neutrofilica, 

perdita dei villi e edema della sottomucosa. Nei tessuti linfoidi si notano deplezione 

linfocitaria causata da linfocitolisi. Il midollo osseo emopoietico può presentarsi 

ipoplastico (Marcato, 2002; Greene, 2012; Sykes 2014). 
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1.3 Il CPV-2: emergenza ed ampliamento dello spettro d’ospite 

al gatto 

 

1.3.1 Emergenza ed evoluzione del CPV-2 

Il parvovirus canino tipo 2 venne identificato per la prima volta nel 1978 negli Stati Uniti 

d’America associato ad una malattia ad elevata mortalità caratterizzata da enterite 

emorragica nei cani giovani e miocarditi nei cuccioli (Appel et al., 1979). Dal momento 

della prima descrizione, il virus si diffuse rapidamente in tutto il mondo (Carmichael et 

al, 1994; Carmichael, 2005). Indagini sierologiche successive condotte in Europa hanno 

permesso di evidenziare come il virus circolasse in Belgio dal 1976 e probabilmente in 

Grecia dal 1974; questi risultati confermano quanto indicato da recenti analisi 

filogenetiche, che datano l’emergenza del CPV-2 nella prima metà degli anni ’70 

(Schwers et al., 1979; Koptopoulos et al., 1986; Hoelzer et al., 2008). Secondo l’ipotesi 

più accreditata, il CPV-2 deriverebbe dal FPV o più probabilmente da un parvovirus 

“FPV-like” circolante nei carnivori selvatici (Hoelzer e Parrish, 2010). Il ruolo della fauna 

selvatica nell’emergenza del CPV-2 è confermato da analisi filogenetiche condotte su 

diversi virus “FPV-like” campionati negli ’60, 70’ e 80’, le quali hanno evidenziato come 

il CPV-2 sia strettamente correlato ad un ceppo virale derivante da una volpe artica 

proveniente da un allevamento in Finlandia (Truyen et al., 1995). Inoltre, una sequenza 

parziale di DNA di un parvovirus con caratteristiche intermedie tra FPV e CPV-2 è stata 

identificata da una volpe rossa in Germania (Truyen et al., 1998; Steinel et al., 2001).  

Il CPV-2 ed il FPV sono identici a livello genomico per oltre il 98%, ma presentano 

spettro d’ospite, antigenicità e proprietà emoagglutinanti differenti, riconducibili a 

limitate differenze nel gene codificante per le proteine del capside (VP1 e VP2) (Chang 

et al., 1992; Shackelton et al., 2005). Tali differenze hanno permesso al CPV-2 di 

acquisire la capacità di legare i recettori per la transferrina canina e quindi infettare il 

cane, ma allo stesso tempo hanno determinato la perdita della capacità di infettare il gatto 

(Truyen et al., 1996a; Shackelton et al., 2005). Le differenze tra la proteina VP2 dell’FPV 

e del CPV-2 sono limitate a sei amminoacidi posti a livello dell’asse di simmetria ternario 

del capside (Truyen et al., 1995). Le sostituzioni a carico degli amminoacidi 93 (da Lys 

a Asn), 103 (da Val a Ala), 323 (da Asp a Asn) sono considerate alla base 
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dell’acquisizione della capacità di infettare la specie canina, mentre quelle a carico degli 

amminoacidi 80 (da Lys a Arg), 564 (da Asn a Ser) e 568 (da Ala a Gly) sarebbero 

responsabili dell’impossibilità di causare infezione nel gatto (Chang et al., 1992; Truyen 

et al., 1994; Truyen et al., 1995).  

Dalla sua emergenza, il CPV-2 è andato incontro ad un processo evolutivo estremamente 

rapido che ha portato alla comparsa nel 1979 di una nuova variante antigenicamente e 

geneticamente distinta, chiamata CPV-2a (Parrish et al., 1988). A differenza del ceppo 

originario, la nuova variante era in grado di infettare anche la specie felina e sostituì a 

livello globale il CPV-2 nell’arco di appena due o tre anni, dimostrando di possedere un 

notevole vantaggio epidemiologico (Parrish et al., 1988). Dal punto di vista 

amminoacidico il CPV-2 e CPV-2a si distinguono per cinque o sei sostituzioni a carico 

della proteina VP2; le sostituzioni in posizione 87 (da Met a Leu), 300 (da Ala a Gly) e 

305 (da Asp a Tyr) permettono alla variante CPV-2a di infettare e causare malattia nel 

gatto (Truyen et al., 1996a). 

Nel corso degli anni successivi sono state descritte due nuove varianti antigeniche, 

entrambe patogene per il cane e per il gatto: CPV-2b e CPV-2c. Il CPV-2b venne 

identificato per la prima volta nel 1984 negli USA mentre la variante CPV-2c fu descritta 

in Italia nel 2000, sebbene studi successivi ne abbiano accertato la circolazione in 

Germania già nel 1996 (Parrish et al., 1991; Buonavoglia et al., 2001; Decaro et al., 2007). 

Le differenze antigeniche tra le tre varianti dipendono dal residuo 426 della proteina del 

capside VP2 (Asn nel CPV-2a, Asp nel CPV-2b e Glu nel CPV-2c) (Organtini et al., 

2015). In alcuni CPV-2a e CPV-2b, talvolta definiti come “nuovi” CPV-2a e 2b, è stata 

inoltre descritta un’ulteriore sostitutione (da Ser to Ala) in posizione 297 (Martella et al., 

2006). 

Le tappe dell’evoluzione del CPV-2 sono riassunte nella Figura 1.5. 

Il rapido processo evolutivo del CPV-2, accompagnato dalla comparsa di tre varianti 

antigeniche e dall’acquisizione della capacità di infettare anche il gatto contrasta con la 

notevole stabilità evolutiva di numerosi altri virus a DNA (Shackelton et al., 2005). La 

replicazione dei virus a DNA, infatti, avviene mediante DNA polimerasi, di conseguenza 

dovrebbero presentare tassi di mutazione sovrapponibili a quelli delle cellule ospiti. Tale 

assunto risulta essere vero per i virus a DNA a doppio filamento (dsDNA) con genoma 

di grandi dimensioni ed in parte per quelli con genoma di piccole dimensioni, ma non per 
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i virus a DNA a singolo filamento (ssDNA), come appunto i parvovirus (Shackelton et 

al., 2005).  

 

 

 

Figura 1.5: schema del processo evolutivo che ha portato all’emergenza del CPV-2 e relative varianti. Lo 

spettro d’ospite, l’anno di emergenza, le relazioni genetiche e mutazioni caratteristiche dei diversi ceppi 

sono riportate in figura. (modificato da Hoelzer e Parrish, 2010). 

 

 

Numerose analisi di regressione condotte su sequenze CPV-2 ottenute nel corso del tempo 

hanno evidenziato come questi parvovirus presentino tassi di mutazione più elevati dei 

virus a dsDNA e più simili a quelli dei virus a RNA (Parrish et al., 1991; Truyen et al., 

1995; Horiuchi et al., 1998). Il CPV-2, inoltre, evolve più rapidamente del FPV: i suoi 

tassi di mutazione si presentano infatti più elevati, con una media di sostituzioni per sito 

per anno di 2 × 10-4 contro una media dell’8 × 10-5 per l’FPV (Truyen et al., 1995; Hoelzer 

et al., 2008; Hoelzer and Parrish 2010). In particolare, per la regione del genoma che 

codifica le proteine del capside, è stato stimato un tasso di mutazione prossimo a quelli 

osservati per virus a RNA in rapida evoluzione (Shackelton et al., 2005). 
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L’elevata variabilità genetica manifestata dal CPV-2 e dalle relative varianti ha fatto 

supporre che tali virus possano replicare all’interno dell’ospite secondo una dinamica di 

quasispecie virale, tipica dei virus a RNA (Domingo et al., 1998). Questa possibilità è 

stata confermata dalla scoperta di un gatto infetto da dieci differenti popolazioni virali 

contemporaneamente (Battilani et al., 2006).  

 

 

1.3.2 Infezioni da CPV-2a, CPV-2b e CPV-2c nel gatto 

Il CPV-2 originale, che non infettava la specie felina, è stato rapidamente soppiantato 

dalle nuove varianti virali (CPV-2a, CVP-2b, CPV-2c), ancora oggi circolanti, in grado 

di infettare tanto il cane quanto il gatto (Martella et al., 2006).  

Il ruolo patogeno delle varianti del CPV-2 nella specie felina è stato oggetto di numerosi 

studi, condotti sia nell’ambito di infezioni naturali che sperimentali.  

Ripetuti isolamenti di CPV-2a e CPV-2b dalle feci di gatti asintomatici hanno fatto 

supporre che queste varianti fossero scarsamente patogene (Mochizuki et al., 1993a; 

Miyazawa et al., 1999; Ikeda et al., 2000). Gatti SPF infettati sperimentalmente con CPV-

2a e CPV2-b hanno sviluppato una sintomatologia molto lieve o sono rimasti 

completamente asintomatici (Goto et al., 1984; Chalmers et al., 1999; Nakamura et al., 

2001; Gamoh et al., 2003). E’importante considerare che, spesso, nei gatti SPF anche il 

FPV non provoca alcuna patologia e che in uno studio condotto su gatti SPF e gatti 

convenzionali infettati con lo stesso ceppo di CPV-2a, i gatti convenzionali hanno 

sviluppato una sintomatologia molto più grave rispetto ai gatti SPF (Carlson et al., 1977; 

Goto et al., 1983; Goto et al., 1984). Tuttavia, altri studi condotti su gatti e felini selvatici 

naturalmente infetti indicano che le varianti del CPV-2 siano responsabili di una patologia 

indistinguibile da quella sostenuta dall’FPV (Steinel et al., 2000; Battilani et al., 2006; 

Battilani et al., 2011; Miranda et al., 2014). I risultati contrastanti ottenuti in studi basati 

sull’infezione sperimentale di gatti SPF rispetto a quelli condotti in corso di infezioni 

naturali sottolineano l’importanza delle infezioni secondarie e dello stato di salute degli 

animali nella patogenesi delle infezioni parvovirotiche (Ikeda et al., 2002). 

Nel gatto inoltre sono stati descritti episodi di co-infezione tra le diverse varianti di CPV-

2 o tra queste e l’FPV, che potrebbero favorire fenomeni di ricombinazione genetica 

(Battilani et al., 2007; Ohshima e Mochizuki, 2009; Battilani et al., 2011). 
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1.3.3 Il gatto come carrier di CPV-2 

Uno studio recente condotto su gatti provenienti da due rifugi in Inghilterra ha mostrato 

che questi animali possono infettarsi con le nuove varianti di CPV-2 ed eliminare il virus 

per via fecale senza manifestare alcun sintomo (Clegg et al., 2012). Questo studio ha 

inoltre evidenziato che l’eliminazione virale può durare dalle 4 alle 6 settimane anche in 

assenza di contaminazione ambientale, suggerendo che i gatti possano sviluppare 

infezioni persistenti non associate ad alcuna sintomatologia clinica e di conseguenza 

rappresentare una possibile fonte di disseminazione virale sia per altri gatti che per il cane 

(Clegg et al., 2012). 
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1.4 Obiettivi dello studio 

 

Le varianti del CVP-2 possano causare nel gatto infezioni asintomatiche accompagnate 

da una prolungata eliminazione virale (Clegg et al., 2012). È stato inoltre dimostrato che 

il FPV ed il CPV-2 possono essere isolati dalle cellule mononucleate ematiche anche in 

presenza di elevati titoli anticorpali (Miyazawa et al., 1999; Ikeda et al., 2000).  

Sulla base di queste evidenze si è ipotizzato che il gatto possa agire come portatore ed 

eliminatore asintomatico a lungo termine delle varianti di CPV-2 e che i PBMC possano 

giocare un ruolo importante nella persistenza del virus. 

Alla luce di tali ipotesi, gli obiettivi di questo studio retrospettivo condotto su campioni 

di sangue e siero di 54 gatti sono stati: 

• Indagare la presenza del DNA di virus appartenenti alla specie Carnivore 

protoparvovirus 1 negli strati leucocitari-piastrinici (buffy coat) utilizzando una 

metodica di Real-Time PCR 

• Caratterizzare i virus identificati, valutarne la diversità genetica ed effettuare 

indagini filogenetiche  

• Rilevare l’eventuale presenza di anticorpi anti-protoparvovirus nei soggetti 

risultati positivi alla Real-Time PCR mediante il test dell’inibizione 

dell’emoagglutinazione
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1.5 Materiali e metodi 

 

1.5.1 Disegno dello studio  

Questo studio retrospettivo è stato condotto su campioni di sangue e siero di 54 gatti 

originari della provincia di Sassari (Sardegna). Tali campioni erano stati prelevati per 

indagini diagnostiche di routine nel periodo compreso tra Ottobre 2011 e Marzo 2012 e 

stoccati presso il Dipartimento di Medicina Veterinaria dell’Università di Sassari.  

Il buffy coat ottenuto dai 54 gatti oggetto dello studio è stato testato per la presenza del 

DNA di Carnivore protoparvovirus 1 mediante una metodica di Real-Time PCR. La 

caratterizzazione dei virus rilevati è stata effettuata mediante il sequenziamento di una 

porzione del gene codificante per la proteina VP2 e le sequenze nucleotidiche ottenute 

sono state utilizzate per indagini statistiche e filogenetiche. Inoltre, i gatti risultati positivi 

alla Real-Time PCR sono stati testati per la presenza di anticorpi anti-protoparvovirus 

mediante inibizione dell’emoagglutinazione. 

 

1.5.2 Fonte del virus e campionamento 

Lo studio è stato condotto su 54 gatti eterogenei per età, sesso, habitat e stato di salute 

(Tabella 1.3). I gatti sono stati divisi in 6 gruppi (A, B, C, D, E, F). Il gruppo A (gatti n° 

4, 5, 6, 7, 8, 52), il gruppo B (gatti n° 11, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 23, 31, 32, 33) ed il 

gruppo C (gatti n° 20, 21, 22 e 55) corrispondevano a tre distinte colonie feline 

appartenenti a tre diversi proprietari. I soggetti 42, 43, 44, 45 e 46 sono stati inclusi nel 

gruppo D poiché provenienti dal medesimo gattile. Il gruppo E era formato da 5 gatti 

randagi rinvenuti sul territorio (gatti n° 9, 25, 30, 40, 47) e condotti presso il Pronto 

Soccorso del Dipartimento di Medicina Veterinaria dell’Università di Sassari per 

patologie di varia natura, principalmente di origine traumatica. Tutti i soggetti restanti 

sono stati inclusi nel gruppo F: si trattava di gatti di proprietà condotti presso il 

Dipartimento di Medicina Veterinaria dell’Università di Sassari per motivi diversi. 

Ventidue dei 54 (40,7%) gatti oggetto dello studio erano clinicamente sani, 26 (48,1%) 

presentavano segni clinici attribuibili a varie patologie, 3 (5,6%) mostravano 

sintomatologia gastro-enterica, mentre per i restanti 3 gatti (5,6%) lo stato clinico era 

ignoto. Nessuna informazione era disponibile in merito allo stato vaccinale dei gatti 

inclusi nello studio, tuttavia è ipotizzabile che i gatti randagi non fossero vaccinati.
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Gatto 

N° 

Data di 

campionamento 
Gruppo Razza Sesso Età 

Motivo della 

visita  
Habitat 

01 06/10/2011 F Europeo mc 2A Letargia, dispnea, 

dimagramento 

All’aperto 

02 11/10/2011 F Europeo mc 3A Dimagramento, 

ittero, CKD 

In casa 

03 13/10/2011 F Europeo f 6A Visita di controllo All’aperto 

04 12/10/2011 A Siamese f 10A Visita di controllo All’aperto 

05 12/10/2011 A Siamese m 4A Visita di controllo All’aperto 

06 13/10/2011 A Europeo m ND Visita di controllo ND 

07 13/10/2011 A Europeo ND ND Visita di controllo ND 

08 13/10/2011 A Europeo ND ND Visita di controllo ND 

09 20/10/2012 E Europeo f 8M Frattura esposta 

arto anteriore 

destro 

All’aperto 

10 25/10/2011 F Europeo f 15A Visita di controllo In casa 

11 27/10/2011 B Europeo fs 10A Visita di controllo All’aperto 

12 27/10/2011 B Europeo fs 4A Visita di controllo All’aperto 

13 03/11/2011 B Europeo f 7A Visita di controllo All’aperto 

14 08/11/2011 F Europeo f 3A Vomito, diarrea In casa 

15 20/09/2011 B Europeo f ND ND All’aperto 

16 10/11/2011 B Europeo m 6A Segni respiratori All’aperto 

17 10/11/2011 B Europeo f 6A Segni respiratori All’aperto 

18 10/11/2011 B Europeo f 5A Visita di controllo All’aperto 

19 17/11/2011 B Europeo f 5A Visita di controllo All’aperto 

20 12/10/2011 C Europeo m 2A Crescita stentata, 

segni respiratori 

All’aperto 

21 11/10/2011 C Europeo m 3A Visita di controllo All’aperto 

22 22/11/2011 C Europeo f 6A Visita di controllo All’aperto 

23 13/12/2011 B ND ND ND ND ND 

24 11/10/2011 F Europeo m 2A Trauma da 

investimento 

In casa 

25 12/01/2011 E Europeo m 3A Massa 

intracranica, 

sindrome di 

Horner 

All’aperto 

26 24/01/2012 F Europeo mc 4A Visita di controllo In casa 

27 30/01/2012 F Persiano f ND Inappetenza, 

disturbi 

comportamentali 

In casa 

28 30/01/2012 F Europeo ms 6A Anoressia, perdità 

di peso, ptosi della 

terza palpebra 

All’aperto 

29 09/02/2012 F Europeo m 12A Vomito, diarrea In casa 

30 13/02/2012 E Europeo f 7A Fratture ossee 

multiple 

All’aperto 

31 17/02/2012 B Europeo m ND Visita di controllo ND 
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Gatto 

N° 

Data di 

campionamento 
Gruppo Razza sesso ETÀ 

Motivo della 

visita 
Habitat 

32 21/02/2012 B Europeo fs 5A Ittero All’aperto 

33 21/02/2012 B Europeo m 3A Visita di controllo All’aperto 

34 27/02/2012 F Europeo mc 7A Anoressia, 

dimagramento, 

anemia, lesioni 

cutanee 

In casa 

35 28/02/2012 F Europeo fs 2A Granuloma 

eosinofilico 

In casa 

36 07/03/2012 F Europeo fs 2A Alopecia e lesioni 

crostose su naso, 

orecchie ed arti 

In casa 

37 08/03/2012 F Europeo mc 5A Lesioni gengivali, 

mastocitoma 

mucocutaneo 

In casa 

38 09/03/2012 F Europeo fs 1A Prurito senza 

lesioni cutanee 

All’aperto 

39 09/03/2012 F Europeo fs 13A Neoformazioni 

toraciche 

In casa 

40 01/12/2011 E Europeo fs 6A Carcinoma 

squamo-cellulare 

su naso, orecchie e 

occhi 

All’aperto 

41 29/11/2011 F Europeo ms 15A CKD In casa 

42 13/03/2012 D Europeo f 8A Visita di controllo ND 

43 12/03/2012 D Europeo f 10A Visita di controllo All’aperto 

44 13/03/2012 D Europeo m 7A Visita di controllo ND 

45 12/03/2012 D Europeo m 7A Visita di controllo ND 

46 12/03/2012 D Europeo f 6A Visita di controllo ND 

47 14/03/2012 E Europeo f 7A Cecità All’aperto 

48 14/03/2012 F Europeo f 5A Disuria, ematuria All’aperto 

49 15/03/2012 F Europeo mc ND Disuria, stranguria In casa 

50 21/03/2012 F Europeo mc 9A Granuloma 

eosinofilico, otite 

monolaterale 

In casa 

52 26/03/2013 A Europeo f 2A Lesioni cutanee All’aperto 

54 23/03/2012 F Europeo m ND ND In casa 

55 27/03/2012 C ND m ND Visita di controllo All’aperto 

56 27/03/2012 F ND ND ND Visita di controllo In casa 

 

Tabella 1.3: Gatti inclusi nello studio (m: maschio; f: femmina; mc: maschio castrato; fs: femmina 

sterilizzata; A: anni; M: mesi; CKD: malattia renale cronica; ND: dato non disponibile) 
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Per ogni gatto era disponibile un campione di sangue periferico in provette contenenti 

anticoagulante (EDTA) ed un campione di siero. I campioni di sangue EDTA e di siero 

sono stati conservati rispettivamente a + 4 °C e a – 20 °C fino al momento dell’uso. 

 

1.5.3 Separazione del buffy coat ed estrazione del DNA 

La separazione del buffy coat è stata effettuata mediante centrifugazione del sangue 

EDTA con l’aggiunta del reagente Histopaque-1077 (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo, 

USA) secondo il seguente protocollo: 

1. 3 ml di Histopaque-1077 e 3 ml di sangue EDTA sono stati miscelati all’interno 

di una provetta a fondo conico tipo Falcon da 15 ml; 

2. la miscela di sangue e Histopaque è stata centrifugata a 400 RCF per 30 minuti a 

temperatura ambiente; 

3. il buffy coat è stato delicatamente prelevato e trasferito in una nuova provetta tipo 

Falcon da 15 ml; 

4. nella provetta contenente il buffy coat sono stati aggiunti 10 ml di PBS 1X. La 

provetta è stata agitata delicatamente e sottoposta a centrifugazione per 10 minuti 

a 250 RCF, al termine della quale il surnatante è stato rimosso; 

5. il pellet ottenuto è stato quindi sottoposto a due ulteriori lavaggi con PBS come 

riportato al punto 4. 

Al termine dei lavaggi, il pellet è stato sottoposto ad estrazione del DNA mediante il kit 

DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN, Hilden, Germany) secondo le istruzioni del 

produttore. Il DNA estratto è stato eluito in 100 µl di acqua ultrapura priva di enzimi 

DNasi e RNasi e conservato a - 20 °C fino al momento del suo utilizzo. 

 

1.5.4 Diagnosi di infezione da protoparvovirus mediante SYBR green Real-Time PCR  

Per la ricerca del DNA di Carnivore protoparvovirus 1 è stata utilizzata una metodica di 

SYBR green Real-Time PCR utilizzata di routine presso il laboratorio di Diagnostica 

delle Malattie Infettive (INFLAB) del Servizio di Patologia Clinica (CLINLAB) del 

Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie (DIMEVET). Tale saggio impiega una 

coppia di primer (A-for e B-rev, Tabella 1.4) aventi come target un tratto di 99 paia di 

basi del gene codificante per la proteina VP2 e permette di rilevare tutte le varianti virali 

incluse nella specie Carnivore protoparvovirus 1.  
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Il limite di detection della Real-Time PCR impiegata corrisponde a 1 copia di DNA per 

µl di estratto. 

Per la reazione di amplificazione è stato utilizzato il kit SYBR Premix Ex Taq II (Takara 

Bio inc., Shiga, Japan) ed il sistema Rotor-Gene 3000 (QIAGEN, Hilden, Germany). 

L’acquisizione del segnale fluorescente è avvenuta sul canale FAM al termine di ogni 

fase di estensione. 

La mix di reazione ed il ciclo di amplificazione sono riportati nella Tabella 1.5. 

 

Primer Sequenza primer 5’-3’ Posizione Amplicone 

A-for AGCTACTATTATGAGACCAGCTGAG 3767-3791 
99 bp 

B-rev CCTGCTGCAATAGGTGTTTTAA 3844-3865 

 

Tabella 1.4: Primer utilizzati per la Real-Time PCR. La posizione dei primer si riferisce alla sequenza 

nucleotidica del ceppo di referenza di FPV CU-4 (numero di accesso GenBank M38246). 

 

 

Mix di reazione 

Reagente Concentrazione iniziale Volume Concentrazione finale 

Master Mix 2X 12,5 µl 1X 

Primer A-for  10 µM 1 µl 0,4 µM 

Primer B-rev  10 µM 1 µl 0,4 µM 

H2O ultrapura - 8,5 µl - 

DNA templato - 2 µl - 

Volume finale             25 µl 

Ciclo di reazione 

Fase del ciclo Temperatura Tempo  

Attivazione della Hot-Start polimerasi 95 °C 30 sec  

Denaturazione  95 °C 

60 °C 

72 °C 

10 sec 

20 sec 

30 sec 

 

   40X 

 

Annealing 

Estensione 

Determinazione Tm Da 65 °C a 95 °C con incrementi di 1°C/min 

 

Tabella 1.5: Mix e ciclo di reazione riferiti alla Real-Time PCR (Primer A-for e B-rev) 
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La curva standard, necessaria per la quantificazione del DNA rilevato, è stata generata 

utilizzando diluizioni seriali in base 10 di un plasmide pCR 4 (Invitrogen) ricombinante 

contenente una copia della sequenza target.  

Per ogni reazione sono state testate in duplicato: 6 diluizioni in base 10 dello standard 

plasmidico (106, 104, 103, 102, 101, 100), i campioni ignoti ed un bianco di reazione (mix 

di reazione più H2O ultrapura). 

I campioni sono stati considerati positivi se per entrambi i replicati la curva di 

fluorescenza registrata durante la reazione mostrava un incremento esponenziale e se la 

curva di melting era caratterizzata da un picco ad una temperatura specifica (81,8 - 82 

°C). 

 

1.5.5 Amplificazione e sequenziamento di una porzione del gene codificante per la 

proteina VP2 

Al fine di poter differenziare tra i vari ceppi di Carnivore protoparvovirus 1 si è proceduto 

ad amplificare e sequenziare, per tutti i virus identificati, un frammento di 569 bp del 

gene codificante per la proteina VP2. Il frammento selezionato conteneva i codoni 

codificanti per i residui 297, 300, 305, 323 e 426, fondamentali per la differenziazione 

dei vari ceppi virali. 

L’amplificazione di tale porzione genica è stata effettuata mediante una metodica di semi-

nested PCR basata sui primer C-for, D-rev ed E-rev (Tabella 1.6). Nella prima reazione, 

utilizzando i primer C-for e D-rev, si ottiene un amplicone di 881 bp, mentre nella 

seconda, con i primer C-for ed E-rev, uno di 569 bp. L’amplicone ottenuto nella seconda 

PCR è stato successivamente sequenziato. 

 

Primer Sequenza primer 5’-3’ Posizione primer Amplicone 

C-for (P3a) CCATTTCTAAATTCTTTG 3651-3668 
C-D: 881 bp 

C-E: 569 bp 
D-rev (VPrevb) TTTCTAGGTGCTAGTTGAG 4513-4531 

E-rev (P4a) AAGTCAGTATCAAATTCTT 4201-4219 

 

Tabella 1.6: Primer utilizzati per la semi-nested PCR. La posizione dei primer si riferisce alla sequenza 

nucleotidica del ceppo di referenza di FPV CU-4 (numero di accesso GenBank M38246). (Mochizuki et 

al., 1993b)a, (Battilani et al., 2001)b. 
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Entrambe le reazioni sono state effettuate utilizzando la Taq DNA polimerasi (Qiagen) 

ed il termociclatore Applied Biosystems 2720 (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA). 

Le mix di reazione ed i cicli di amplificazione delle due PCR sono riportati nelle Tabelle 

1.7 e 1.8. La prima reazione è stata effettuata su un volume finale di 25 µl, mentre la 

seconda reazione su 50 µl al fine di ottenere una maggiore quantità di prodotto di PCR 

per il successivo sequenziamento. 

In entrambe le reazioni è stato incluso un controllo positivo, costituito dal ceppo FPV 

1033/09, ed un controllo negativo, costituito da acqua ultrapura (Battilani et al., 2011). 

 

Mix di reazione 

Reagente Concentrazione iniziale Volume Concentrazione finale 

Buffer 10X 2,5 µl 1X 

Qsolution 5X 5 µl 1X 

dNTP mix 2,5 mM ognuno 2 µl 0,2 mM ognuno 

Primer C-for  20 µM 0,5 µl 0,4 µM 

Primer D-rev  20 µM 0,5 µl 0,4 µM 

Taq polimerasi 5 unità/µl 0,5 µl 2,5 unità/reazione 

H2O ultrapura - 11,5 µl - 

DNA templato - 2,5 µl - 

Volume finale             25 µl 

Ciclo di reazione 

Fase del ciclo Temperatura Tempo  

Denaturazione iniziale 94 °C 5 min  

Denaturazione  94 °C 

48 °C 

72 °C 

30 sec 

1 min 

1 min 

 

   45X 

 

Annealing 

Estensione 

Estensione finale 72 °C 10 min  

 

Tabella 1.7: Mix e ciclo di amplificazione riferiti alla prima reazione della PCR semi-nested (primer C-for 

e D-rev) 
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Tabella 1.8: Mix e ciclo di amplificazione riferiti alla seconda reazione della PCR semi-nested (primer C-

for ed E-rev). (Il DNA templato consisteva nel prodotto della 1° PCR)a  

 

 

Per verificare la presenza dei frammenti delle dimensioni attese, i prodotti delle reazioni 

(5 μl ciascuno) sono stati sottoposti a corsa elettroforetica in un gel di agarosio al 2% in 

standard TAE buffer e visualizzati mediante raggi UV dopo colorazione con bromuro di 

etidio. 

I prodotti della seconda PCR sono stati successivamente purificati mediante il kit High 

Pure PCR Product Purification (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) secondo le 

istruzioni fornite dal produttore e sequenziati. La sequenza nucleotidica dei prodotti di 

PCR purificati è stata ottenuta, sia con il primer C-for che con il E-rev, utilizzando il 

sequenziatore ABI 3730xl 96-capillary DNA Analyzer (Applied Biosystem, CA, USA). 

 

Mix di reazione 

Reagente Concentrazione iniziale Volume Concentrazione finale 

Buffer 10X 5 µl 1X 

Qsolution 5X 10 µl 1X 

dNTP mix 2,5 mM ognuno 4 µl 0,2 mM ognuno 

Primer C-for  20 µM 1 µl 0,4 µM 

Primer E-rev  20 µM  1 µl 0,4 µM 

Taq polimerasi 5 unità/µl 0,5 µl 2,5 unità/reazione 

H2O ultrapura - 23,5 µl - 

DNA templatoa - 5 µl - 

Volume finale             50 µl 

Ciclo di reazione 

Fase del ciclo Temperatura Tempo  

Denaturazione iniziale 94 °C 5 min  

Denaturazione  94 °C 

49 °C 

72 °C 

30 sec 

1 min 

45 sec 

 

   35X 

 

Annealing 

Estensione 

Estensione finale 72 °C 10 min  



 

35 
 

L’elettroferogramma di uno dei virus identificati (41/2011) mostrava numerose 

ambiguità, suggerendo la presenza di una popolazione virale mista. Per meglio 

caratterizzare tale popolazione, il prodotto di PCR è stato clonato mediante il vettore 

plasmidico pCR4/TOPO con il TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

ed inserito in cellule di Escherichia coli DH5-alpha, secondo il protocollo fornito dal 

produttore. Dieci cloni ricombinanti sono stati quindi sequenziati utilizzando sia il primer 

C-for che il primer E-rev. 

 

1.5.6 Caratterizzazione ed analisi molecolare delle sequenze virali  

Le sequenze nucleotidiche parziali del gene codificante per la proteina VP2 ottenute sono 

state assemblate e tradotte in sequenze aminoacidiche utilizzando il programma BioEdit 

sequence alignment editor version 7.0.5 (Hall, 1999). Gli amminoacidi in posizione 300, 

305, 323 e 426 sono stati utilizzati per la classificazione dei vari ceppi virali. Le sequenze 

nucleotidiche assemblate sono state analizzate con l’interfaccia web dell’applicativo 

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ed allineate con sequenze di referenza di 

FPV e CPV-2, incluse quelle di ceppi vaccinali, disponibili nel database di GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). L’allineamento è stato effettuato utilizzando il 

metodo ClustalW implementato nel programma BioEdit. 

Le sequenze nucleotidiche sono state organizzate in 2 differenti gruppi (FPV e CPV-2) a 

seconda del ceppo di appartenenza, mentre i 10 cloni ottenuti dal campione 41/2011 sono 

stati inseriti in un terzo gruppo distinto. Per ogni gruppo di sequenze sono stati valutati, 

mediante il software DnaSP versione 5.10.01 (Librado e Rozas, 2009), i seguenti 

parametri: numero totale di mutazioni (η), diversità nucleotidica (π) ed errore standard 

(SE), numero totale delle mutazioni sinonime (SynDif) e non-sinonime (NSynDif). La 

frequenza delle mutazioni (numero totali delle mutazioni/numero totale di basi 

sequenziate) e la percentuale di cloni mutati sono state usate come indicatori di diversità 

genetica per il gruppo del virus (41/2011).  

Le relazioni filogenetiche tra i ceppi virali identificati in questo studio e le sequenze di 

referenza sono state valutate utilizzando il software MEGA versione 7.0.20 (Kumar et al., 

2016). Il miglior modello di sostituzione nucleotidica è stato determinato mediante 

l’apposita funzione presente nel software MEGA. Gli alberi filogenetici sono stati 
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costruiti con il metodo Maximum Likelihood ed i valori di bootstrap, indicativi del livello 

di confidenza di ogni nodo, sono stati determinati su 1000 replicati.  

 

1.5.7 Valutazione del titolo anticorpale mediante inibizione dell’emoagglutinazione  

Il titolo anticorpale nei confronti dei protoparvovirus dei carnivori dei gatti risultati 

positivi alla reazione di amplificazione in Real-Time PCR è stato valutato mediante HI. 

A tal scopo è stato usato come antigene virale un ceppo di CPV-2b (115/2010) isolato (7° 

passaggio) su cellule CRFK (Crandell Rees feline Kidney) presso il Laboratorio di 

Virologia del DIMEVET a partire dalle feci di un cane affetto da gastroenterite. Le cellule 

CRFK sono state ottenute dalla Biobanca Veterinaria dell’IZSLER 

(http://www.ibvr.org/Services/CellCultures.aspx).  

Per effettuare la prova di HI è necessaria una quantità standardizzata di virus 

corrispondente ad 8 unità emoagglutinanti. Al fine di ottenere tale quantità standardizzata 

è stata effettuata una prova di emoagglutinazione utilizzando il surnatante cellulare 

ottenuto dalla coltura virale su cellule CRFK in tre differenti concentrazioni: tal quale, 

diluito 1:10 e diluito 1:100. 

Per la prova di emoagglutinazione sono stati utilizzati:  

• BTBS (pH 6,2 a 4 °C, Tabella 1.9) 

• Eritrociti di suino 

• Piastra da 96 pozzetti con fondo a V 

• Ceppo virale CPV-2b 115/10 

 

 Reagente Quantità  

 Bis-Tris Base 4,184 g  

 NaCl 8,88 g  

 Albumina sierica bovina 1 g  

 Acqua 950 ml  

 Soluzione contenente 1M MgCl2 e 0,3M CaCl2 2,5 ml  

 Volume finale 1000 ml  

 

Tabella 1.9: composizione del BTBS 
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Gli eritrociti di suino sono stati preparati secondo il seguente protocollo: 

1. 2 ml di sangue suino in EDTA sono stati addizionati di 10 ml di BTBS (pH 6,2 a 

4 °C); 

2. la miscela ottenuta è stata centrifugata per 10 min a 400 RCF e il surnatante è stato 

rimosso; 

3. il lavaggio con PBS (punti 1 e 2) è stato ripetuto per almeno 3 volte, o comunque 

fino a che il surnatante non è divenuto limpido; 

4. il pellet ottenuto dopo l’ultima centrifugazione è stato utilizzato per preparare una 

soluzione allo 0,5% di eritrociti suini in BTBS: 40 ml di BTBS + 200 µl di RBC 

(pellet). 

La reazione di emoagglutinazione è stata effettuata in una piastra da 96 pozzetti con fondo 

a V secondo il seguente protocollo: 

1. 25 μl di BTBS sono stati distribuiti in ciascun pozzetto;  

2. 25 μl di surnatante della coltura virale del CPV-2b 115/10 sono stati aggiunti al 

primo pozzetto di ogni fila e quindi diluiti in base 2 lungo la piastra; 

3. il processo è stato ripetuto per 3 diluizioni del virus: 1:1, 1:10 (10 μl di virus + 90 

μl di BTBS), 1:100 (1 μl di virus + 99 μl di BTBS); 

4. 50 μl della soluzione allo 0,5% di eritrociti sono stati aggiunti ad ogni pozzetto, 

successivamente la piastra è stata sottoposta ad agitazione; 

5. la piastra è stata incubata una notte a 4°C per consentire ai globuli rossi di 

precipitare. 

Il titolo emoagglutinante è stato determinato come la più alta diluizione del virus capace 

di provocare una emoagglutinazione evidente (> 50% delle cellule agglutinate). 

I titoli emoagglutinanti rilevati per le 3 diluizioni virali sono stati utilizzati per calcolare 

la diluizione necessaria ad avere 8 UHA sulla base della formula: (diluizione virale x 

titolo HA)/8. Le 8 UHA sono state calcolate utilizzando la media dei valori delle 3 

diluizioni. 

I sieri da testare sono stati decomplementati, poiché le proteine del complemento possono 

inficiare la reazione di HI. La decomplementazione è stata ottenuta mediante il seguente 

protocollo:  

1. i sieri sono stati incubati 30 min a 56 °C;  
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2. per ogni 100 µl di siero sono stati aggiunti 300 µl di Caolino al 25% in BTBS, la 

soluzione è stata quindi vortexata; 

3. la soluzione è stata incubata 20 min a temperatura ambiente e successivamente 

centrifugata 15 min a 600 RCF; 

4. il surnatante è stato raccolto e per ogni 100 µl di surnatante sono stati aggiunti 25 

µl di eritrociti suini; il prodotto ottenuto è stato incubato per una notte a 4 °C; 

5. dopo l’incubazione, il prodotto è stato centrifugato per 15 min a 600 RCF ed il 

surnatante ottenuto è stato utilizzato per le reazioni di HI. 

La piastra per la reazione di HI è stata allestita utilizzando il seguente protocollo: 

1. 25 µl di BTBS sono stati distribuiti in ciascun pozzetto; 

2. 25 µl di siero decomplementato sono stati aggiunti al primo pozzetto e diluiti in 

base 2 lungo la piastra; 

3. 25 µl di 8 HAU sono state aggiunte ad ogni pozzetto, la piastra è stata agitata e 

poi incubata a temperatura ambiente per 1 ora; 

4. 50 µl della soluzione allo 0,5% di RBC sono stati aggiunti ad ogni pozzetto e la 

piastra di nuovo agitata; 

5. La piastra è stata incubata a 4 °C per una notte. 

Tutti i sieri dei gatti risultati positivi alla Real-Time PCR sono stati testati in duplicato in 

due piastre differenti. Diluizioni in base due di un siero iperimmune commerciale canino 

contenente anticorpi anti-CPV-2, anti-CDV e anti-CAdV-1 (Stagloban, ATI, Ozzano 

Emilia, BO, Italia) sono state utilizzate come controllo positivo. 

Per ogni campione di siero è stato calcolato il valore medio dei due risultati; per i valori 

medi inclusi tra due successive diluizioni, è stato riportato il titolo inferiore. I gatti con 

un titolo HI ≥ 1:8 sono stati considerati positivi, mentre i gatti con un titolo HI ≥ 1:80 

sono stati considerati, come tradizionalmente riportato, protetti dall’infezione.   
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1.6 Risultati 

 

1.6.1 Diagnosi di infezione da protoparvovirus mediante SYBR green Real-Time PCR 

Gli estratti di DNA ottenuti dal buffy coat di 54 gatti sono stati testati in duplicato per la 

presenza di Carnivore protoparvovirus 1 utilizzando un saggio SYBR Green Real-Time 

PCR. 

Nove dei 54 soggetti testati (16,7%) sono risultati positivi (gatti n° 18, 21, 22, 38, 41, 46, 

52, 55 e 56; Tabella 1.10). I gatti positivi appartenevano ai gruppi A, B, C, D e F. Dei 9 

soggetti risultati positivi, 4 erano clinicamente sani (4 su 22 gatti sani, il 18,2%), 3 

mostravano segni clinici di varia natura (3 su 26 gatti con segni clinici, l’11,5%) e per 2 

gatti i dati inerenti allo stato clinico al momento del campionamento non erano 

disponibili. Nessuno dei gatti risultati positivi mostrava sintomatologia gastro-enterica.  

 

Gatto Gruppo Razza Sesso Età Motivo della 

visita 

Habitat 

18 B Europeo F 5a Visita di controllo All’aperto 

21 C Europeo M 3a Visita di controllo All’aperto 

22 C Europeo F 6a Visita di controllo All’aperto 

38 F Europeo FS 1a Prurito All’aperto 

41 F Europeo MC 15a CKD In casa 

46 D Europeo F 6a Visita di controllo ND 

52 A Europeo F 2a Lesioni cutanee All’aperto 

55 C ND M ND ND All’aperto 

56 F ND ND ND ND In casa 

 

Tabella 1.10: Gatti risultati positivi in Real-Time PCR (M: maschio intero, F: femmina intera, MC: 

maschio castrato, FS: femmina sterilizzata, a: anni, ND: non disponibile, CKD: malattia renale cronica). 

 

 

Nei campioni risultati positivi la quantità di DNA di protoparvovirus dei carnivori era 

compresa tra 100 e 102 copie di DNA per µl di estratto. L’analisi della curva di melting 
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mostrava un unico picco tra 81,8° e 82 °C per le diluizioni plasmidiche utilizzate come 

standard e tra 81° e 82 °C per i campioni ignoti risultati positivi. 

 

1.6.2 Caratterizzazione molecolare delle sequenze virali 

Le sequenze nucleotidiche parziali del gene per la proteina VP2 sono state ricavate da 

tutti i campioni positivi e dai 10 cloni ricombinanti ottenuti del campione 41/2011. Tali 

sequenze presentavano una lunghezza di 532 paia di basi codificanti per 177 

amminoacidi, corrispondi ai residui 295-471 del ceppo FPV di referenza CU-4 (Numero 

di accesso GenBank M38246).  

Sulla base dell’analisi della sequenza amminoacidica parziale del gene VP2 è stato 

possibile determinare che i protoparvovirus rilevati nei gatti 21, 22, 38, 52 appartenessero 

alla variante FPV, quelli rilevati nei gatti 18, 55, e 56 a quella CPV-2b, mentre quello 

rilevato nel gatto 46 apparteneva alla variante CPV-2c.  

Nel gatto 41 è stato possibile evidenziare la presenza di 6 differenti popolazioni virali. I 

cloni C02, C05, C06, C08 e C10 mostravano le stesse caratteristiche nucleotidiche degli 

FPV rilevati nei gatti 21, 22, 38 e 52. I cloni C01 e C03, pur essendo della variante di 

ceppo FPV, mostravano sostituzioni peculiari: il clone C01 in posizione 312 (da Lys a 

Arg) ed il clone C03 in posizione 391 (da Thr ad Ala) e 461 (da Pro a Ser). Il C09 è 

risultato essere un tipico CPV-2c mentre il C04, pur essendo un CPV-2c, presentava una 

sostituzione in posizione 437 (da Gly ad Arg). Il clone C08 presentava i residui tipici di 

FPV in posizione 297, 300, 305 e 323 ma in posizione 426 era presente un residuo di 

acido glutammico (da Asn a Glu), peculiare del CPV-2c. 

Le sostituzioni amminoacidiche a carico della proteina VP2 nei protoparvovirus 

identificati in questo studio sono riassunte nella Tabella 1.11. 

Dalla comparazione delle sequenze sono emerse numerose sostituzioni sinonime e non 

sinonime, come riportato nella Tabelle 1.12 e 1.13. I virus appartenenti alla variante FPV 

mostravano un numero totale di mutazioni leggermente superiore a quello esibito dai 

CPV-2; tuttavia in questi ultimi le mutazioni erano principalmente non sinonime, mentre 

negli FPV prevalevano quelle sinonime.  
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Campione Gruppo 297 300 305 312 323 359 371 375 391 418 426 437 461 Ceppo 

FPV  Ser Ala Asp Lys Asp Ala Ala Asp Thr Ile Asn Gly Pro  

CPV-2b  - - - - Asn - - Asn - - - - -  

CPV-2ac  - Gly Tyr - Asn - - - - - - - -  

CPV-2bd  - Gly Tyr  - Asn - - - - - Asp - -  

CPV-2ae  Ala Gly Tyr - Asn - - - - - - - -  

CPV-2bf  - Gly Tyr - Asn - - - - - Asp - -  

CPV-2cg  Ala Gly Tyr - Asn - - - - - Glu - -  

18/2011 B Ala Gly Tyr - Asn - Gly - - Thr Asp - - CPV-

2b 

21/2011 C - - - - - Gly - - - - - - - FPV 

22/2011 C - - - - - - - - - - - - - FPV 

38/2012 F - - - - - - - - - - - - - FPV 

46/2012 D Ala Gly Tyr - Asn - - - - - Glu - - CPV-

2c 

52/2012 A - - - - - - - - - - - - - FPV 

55/2012 C Ala Gly Tyr - Asn  Gly - - Thr Asp - - CPV-

2b 

56/2012 F Ala Gly Tyr - Asn - Gly - - Thr Asp - - CPV-

2b 

41/2011-

C01 

F - - - Arg - - - - - - - - - FPV 

41/2011-

C02 

F - - - - - - - - - - - - - FPV 

41/2011-

C03 

F - - - - - - - - Ala - - - Ser FPV 

41/2011-

C04 

F Ala Gly Tyr - Asn - - - - - Glu Arg - CPV-

2c 

41/2011-

C05 

F - - - - - - - - - - - - - FPV 

41/2011-

C06 

F - - - - - - - - - - - - - FPV 

41/2011-

C07 

F - - - - - - - - - - - - - FPV 

41/2011-

C08 

F - - - - - - - - - - Glu - - FPV 

41/2011-

C09 

F Ala Gly Tyr - Asn - - - - - Glu - - CPV-

2c 

41/2011-

C10 

F - - - - - - - - - - - - - FPV 

 

Tabella 1.11: sostituzioni amminoacidiche a carico dei residui della proteina VP2 nei virus identificati in 

questo studio (aprototipo FPV: ceppo FPV-b (M38246); bprototipo CPV tipo 2: ceppo  CPV-b (M38245); 
cprototipo CPV tipo 2a: ceppo CPV-15 (M24003); dprototipo CPV tipo 2b: ceppo CPV-39 (M74849); 
eceppo di referenza CPV tipo 2a: CPV-677 (AF306445); fceppo di referenza CPV tipo 2b: CPV-637 

(AF306450); gceppo di referenza CPV tipo 2c: CPV-695 (AF01519)) 
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Gruppo ηa πb SynDifc NSynDifd 

FPV (ne = 4) 6 0,00627 (SE 0,00149) 5 1 

CPV-2 (n = 4) 4 0,00376 (SE 0,00199) 1 3 

41/2011 (n =10) 15 0,01032 (SE 0,00281) 5 10 

 

Tabella 1.12: Analisi statistiche condotte sulle sequenze nucleotidiche ottenute in questo studio. (aη: 

numero totale di mutazioni; bπ: diversità nucleotidica; cSynDif: numero totale delle mutazioni sinonime; 
dNSynDif: numero totale delle mutazioni non sinonime; en: numero sequenze). 

 

 

Gruppo % Cloni 

mutati 

Mutazioni totali/basi 

sequenziate 

Frequenza di 

mutazione 

FPV (na = 4) - - - 

CPV-2 (n = 4) - - - 

41/2011 (n 

=10) 

60 (6/10) 15/5320 2,8 x 10-3 

 

Tabella 1.13: Analisi statistiche condotte sulle sequenze nucleotidiche ottenute in questo studio. (an: 

numero sequenze). 

 

 

Il campione 41/2011 mostrava un’elevata complessità genetica generatasi all’interno 

dell’ospite e la sua variabilità di sequenza era più alta rispetto agli altri dati di sequenza 

analizzati in questo studio, come testimoniato dai valori del parametro π. Il campione 

41/2011, inoltre, presentava una frazione non sinonima più ampia, indicante una chiara 

prevalenza del numero di sostituzioni non sinonime nel campione: su 15 mutazioni totali, 

10 erano non sinonime. La proporzione di cloni virali mutati nel campione 41/2011 è 

risultata essere del 60%, con una frequenza di mutazioni del 2.8 x 10-3. 

L’albero filogenetico costruito sulla base delle dell’allineamento delle sequenze 

nucleotidiche ottenute in questo studio con sequenze di referenza mostrava l’esistenza di 

due cluster principali riferibili a FPV e CPV-2 (Figura 1.7); la sequenza del clone 

41/2011-C8 formava un ramo monofiletico all’intero della clade FPV. Le sequenze 

nucleotidiche dei ceppi di FPV vaccinali utilizzati come vaccini vivi attenuati disponibili 

in GenBank sono risultate distinguibili da tutte le sequenze di FPV e CPV-2 ottenute in 
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questo studio e l’albero filogenetico non aveva messo in evidenza alcuna relazione tra di 

loro.  

 

1.6.3 Valutazione del titolo anticorpale mediante inibizione dell’emoagglutinazione 

I titoli emoagglutinanti per le 3 differenti concentrazioni di surnatante della coltura virale 

cellulare sono riportati nella Tabella 1.14. Da ognuna dei 3 titoli HA è stata ricavata la 

diluizione necessaria per avere 8 UHA mediante la formula (diluizione virale x titolo 

HA)/8 e dai valori ottenuti è stata ricavata una media, ottenendo come risultato finale la 

diluizione di 1:32 (Tabella 1.14).  

 

Diluizione virale Titolo HA Diluizione per 8 

UHA 

Tal quale 1:256 (1 x 256)/8 = 1:32 

1:10 1:32 (10 x 32)/8 = 1:40 

1:100 1:2 (100 x 2)/8 = 1:25 

Valore medio                 1:32 

 

Tabella 1.14: Titoli emoagglutinanti rilevati per le 3 diluizioni del ceppo virale CPV-2b 115/2010 adattato 

su CRFK.   

 

 

La prova di inibizione dell’emoagglutinazione è stata condotta sui 9 cani risultati positivi 

alla Real-Time PCR e in tutti è stato possibile evidenziare la presenza di anticorpi anti-

prototoparvovirus (Tabella 1.15). Solamente nei soggetti 22/2011 e 56/2012 il titolo 

anticorpale è risultato superiore a 1:80, un titolo tradizionalmente ritenuto proteggente 

nei confronti dell’infezione. 
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Campione Titolo HI 

18/2011 1:32 

21/2011 1:32 

22/2011 1:256 

38/2012 1:16 

41/2011 1:64 

46/2012 1:32 

52/2012 1:32 

55/2012 1:256 

56/2012 1:16 

Stagloban 1:256 

 

Tabella 1.15: Titolo HI dei gatti risultati positivi alla Real-Time PCR, media dei valori ottenuti su due 

piastre di reazione 
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Figura 1.7: Albero filogenetico non radicato costruito con le sequenze nucleotidiche parziali del gene VP2 

ottenute in questo studio e con sequenze di referenza di FPV e CPV-2 disponibili in GenBank. L’albero è 

stato costruito con il metodo del Maximum Likelihood e utilizzando il modello Tamura 3-parametri che è 

risultato il più adatto per il set di sequenze considerate nell’analisi (incluse le sequenze di referenza). I 

valori di bootstrap maggiori del 50%, calcolati su 1000 replicati, sono indicati sui rispettivi rami. Le 

sequenze di FPV e CPV-2 identificate in Italia ed incluse nell’analisi filogenetica ma non rilevate in questo 

studio sono caratterizzate dalla sigla IT. In grassetto: sequenze nucleotidiche ottenute in questo studio. 

Evidenziato in nero: sequenza del clone 41/2011-C8. 
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1.7 Discussione 

 

Il presente studio ha indagato la presenza di DNA del Carnivore protoparvovirus 1 in una 

popolazione di gatti, valutando inoltre la risposta anticorpale al virus da parte degli ospiti 

felini. 

Cinquantaquattro gatti sani ed affetti da varie patologie, campionati in Sardegna durante 

il periodo 2011-2012, sono stati testati per la presenza del DNA di protoparvovirus dei 

carnivori utilizzando un saggio di Real-Time PCR; la sequenza parziale del gene 

codificante per la proteina VP2 di tutti i parvovirus rilevati è stata poi sequenziata e 

caratterizzata. 

I parvovirus vengono comunemente isolati dalle feci degli animali infetti in quanto 

l’eliminazione di virioni infettati riflette la replicazione virale in atto nell’ospite; in questo 

studio si è però scelto di ricercare il DNA virale nei leucociti, poiché queste cellule, 

insieme alle cellule delle cripte intestinali, al midollo osseo ed ai tessuti linfoidi, 

rappresentano i maggiori target virale sia nel gatto che nel cane (Greene, 2012). Inoltre, 

dato che i parvovirus possono essere isolati da gatti con alti titoli anticorpali virus-

neutralizzanti, il titolo anticorpale nei confronti dei virus è stato valutato nei gatti risultati 

positivi alla Real-Time PCR mediante HI, una metodica che mostra un’elevata 

correlazione tra il titolo rilevato e la presenza di anticorpi neutralizzanti. 

Nove (16,7%) dei 54 gatti testati in questo studio sono risultati positivi per la presenza 

del DNA di protoparvovirus, con quantità di DNA virale compreso tra 102 e 100 copie/µl 

di estratto. Il genoma virale era quindi rilevabile in un numero relativamente elevato di 

soggetti, anche se in quantità piuttosto basse; inoltre, tutti i gatti risultati positivi alla Real-

Time PCR presentavano anticorpi anti-parvovirus.  

I gatti positivi comprendevano sia gatti sani che gatti affetti da varie patologie, però, 

nessuno dei soggetti con sintomi gastro-enterici è risultato positivo alla Real-Time PCR.  

La presenza del DNA di FPV e CPV-2 in campioni di feci e sangue periferico di gatti sani 

è stata riportata in studi precedenti, facendo nascere numerosi interrogativi in merito al 

ruolo del gatto nell’epidemiologia del Carnivore protoparvovirus 1 (Mochizuki et al., 

1993a; Miyazawa et al., 1999; Ikeda et al., 2000; Nakamura et al., 2001; Battilani et al., 

2011). In questo studio, l’assenza di segni clinici compatibili con parvovirosi nei gatti 

risultati positivi alla Real-Time PCR e la bassa quantità di DNA virale rilevato, 
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suggeriscono che gli animali possano aver sviluppato un’infezione asintomatica oppure 

che una piccola quantità di DNA virale possa rimanere nell’organismo dopo il 

superamento dell’infezione acuta. Inoltre, il riscontro del DNA virale nei leucociti rivela 

la presenza del virus nel midollo osseo o in altri tessuti linfoidi, il che potrebbe riflettere 

un’infezione cronica o latente.  

Il riscontro del DNA di CPV-2 in gatti apparentemente sani conferma quanto emerso da 

uno studio precedente, in cui il CPV era stato rilevato nel 37% dei gatti sani campionati 

in due differenti rifugi nel Regno Unito (Clegg et al, 2012). Il DNA di virus CPV-2 like 

è stato rilevato anche in tessuti di carnivori selvatici che non mostravano alcun sintomo 

riconducibile all’infezione, di conseguenza è probabile che questi virus siano in grado di 

causare infezioni latenti o persistenti non solo nei gatti domestici (Allison et al., 2014).  

Alcuni parvovirus animali, come il Rodent protoparvovirus 1 ed il parvovirus della 

malattia del visone aleutino, possono causare infezioni persistenti nell’ospite (Best e 

Bloom, 2005; Janus et al., 2008).  La capacità di persistere nell’ospite è stata dimostrata 

anche per quanto riguarda il parvovirus umano B19; il DNA di tale virus è stato infatti 

rilevato in un’ampia varietà di tessuti e nel midollo osseo di adulti asintomatici, sebbene 

nella maggior parte dei casi il virus non fosse in una forma in grado di replicare 

attivamente (Cassinotti et al., 1997; Söderlund-Venemo et al., 2002; Corcioli et al., 2008).  

Il sequenziamento e la caratterizzazione della sequenza parziale del gene codificante per 

la proteina VP2 hanno permesso di evidenziare che dei 9 gatti risultati positivi per la 

presenza del DNA di protoparvovirus dei carnivori, 4 albergavano DNA di FPV, 4 di 

CPV-2 (3 CPV-2b e 1 CPV-2c), mentre il gatto 41/2011 mostrava una complessità 

genetica insolita, dovuta alla contemporanea presenza del DNA riferibile a FPV e CPV-

2.  

La patogenicità delle varianti del CPV-2 nella specie felina non è ancora stata chiarita 

completamente. Alcuni studi suggeriscono che queste varianti abbiano lo stesso 

potenziale patogeno del FPV, mentre in altri studi sono state osservate infezioni 

clinicamente asintomatiche caratterizzate solo da una transitoria leucopenia (Mochizuki 

et al., 1996; Truyen et al., 1996b; Decaro et al., 2010; Battilani et al., 2011; Decaro et al., 

2011). Questi risultati contrastanti hanno portato a speculare che il CPV-2, rispetto al 

FPV, possa causare più frequentemente infezioni asintomatiche e persistenti. In questo 

studio è stata rilevata una eguale prevalenza di CPV-2 e FPV nei campioni esaminati; 
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questo risultato potrebbe essere correlato al tipo di popolazione felina campionata, 

costituita principalmente da gatti sani e da gatti con segni clinici non riconducibili alle 

infezioni da parvovirus. In alternativa ciò potrebbe essere dovuto al fatto che in questo 

studio sono stati analizzati i buffy coat, mentre generalmente questo tipo di indagini 

vengono condotte sulle feci.  

I tassi di variazione delle sequenze nucleotidiche di FPV e CPV-2 analizzate in questo 

studio erano simili, sebbene la differenza genetica nelle sequenze di FPV fosse 

riconducibile principalmente a mutazioni sinonime che non hanno prodotto sostituzioni 

amminoacidiche. Tale risultato appare congruente con il comportamento evolutivo di 

FPV, il quale, fin dalla sua identificazione nel 1920, non è andato incontro a modifiche 

sostanziali riguardanti le caratteristiche antigeniche e biologiche. Il FPV infatti mostra un 

basso tasso di mutazioni dovute a casuali drift genetici che non ne hanno modificato lo 

spettro d’ospite (Shackelton et al., 2005). 

Per quanto riguarda le sequenze di CPV-2 ottenute in questo studio, le maggior parte delle 

mutazioni rilevate era di tipo non sinonimo. Anche questo risultato è compatibile con il 

pattern evolutivo osservato per il CPV-2: fin dalla sua emergenza negli anni ’70 il virus 

ha subito un’evoluzione guidata da una forte selezione positiva, che ha portato 

all’emergenza di nuove varianti che hanno completamente soppiantato il CPV-2 originale 

(Shackelton et al., 2005). 

Un’inusuale complessità genetica è stata rilevata nel campione 41/2011, con 6 differenti 

DNA virali riconducibili a FPV e CPV-2c. Malgrado le co-infezioni sostenute da più 

parvovirus siano rare, un simile caso è stato descritto in un gatto che è risultato 

contemporaneamente infettato da FPV e CPV-2a (Battilani et al., 2013). La frequenza di 

mutazione rilevata nel campione corrispondeva a circa 2,8 x 10-3, un valore alla base della 

dinamica di popolazione “a quasispecie” tipica di alcuni virus a RNA. Questo risultato, 

assieme con il rilevamento di CPV-2c, che è stato già riportato in infezioni multiple 

caratterizzate da elevata complessità genetica, conferma che le co-infezioni con vari 

protoparvovirus in ospiti felini possano portare ad un’elevata variabilità genetica e alla 

potenziale emergenza di nuovi virus (Battilani et al., 2006; Battilani et al., 2007; Battilani 

et al., 2011). 

Malgrado le informazioni inerenti alla storia vaccinale dei gatti testati non fossero 

disponibili, la presenza di mutazioni distintive tra le sequenze di DNA di FPV rilevate in 
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questo studio e quelle dei vaccini vivi attenuati disponibili permette di escludere la 

possibilità che il DNA virale rilevato sia di origine vaccinale e non consente di speculare 

riguardo una possibile persistenza di ceppi vaccinali di FPV nei leucociti felini. 

Quest’ultima possibilità può quindi essere esclusa anche se nei cani vaccinati con ceppi 

attenuati di CPV-2 è stata riportata una viremia persistente della durata di 24 giorni 

(Decaro et al., 2014).  
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1.8 Conclusioni 

 

L’identificazione del DNA di FPV e CPV-2 nei leucociti di gatti apparentemente sani, 

malgrado la presenza di anticorpi anti-parvovirus, e la notevole variabilità genetica 

rilevata in uno dei campioni, suggeriscono che il gatto possa avere un ruolo rilevante 

nell’epidemiologia dei virus appartenenti alla specie Carnivore protoparvovirus 1. 

Tuttavia, ulteriori studi sono necessari al fine di chiarire completamente la natura ed il 

significato clinico di tali risultati e l’effettivo ruolo del gatto come carrier di CPV-2.  

Studi futuri dovrebbero indagare la presenza del virus nelle feci al fine di valutare 

l’eliminazione virale, testare la vitalità e l’infettività dei virus rilevati mediante 

l’isolamento in coltura e tentare di determinare se i virus siano in attiva replicazione 

utilizzando RT-PCR aventi come target gli mRNA virali. 
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2. INDAGINE MOLECOLARE SULLA DIFFUSIONE DEL 

CIRCOVIRUS CANINO IN CANIDI DOMESTICI E 

SELVATICI  

 

2.1 I circovirus ed il circovirus canino 

 

2.1.1 Introduzione 

Il genere Circovirus comprende numerose specie virali ospite-specifiche, alcune delle 

quali di notevole interesse veterinario, come il Porcine circovirus 2 (PCV-2) ed il Beak 

and feather disease virus (BFVD) degli psittacidi (Rosario et al., 2017). 

Recentemente è stato descritta una nuova specie, il Canine circovirus (CanineCV), in 

grado di infettare i canidi domestici e selvatici (Kapoor et al., 2012; Bexton et al., 2015). 

Le informazioni attualmente disponibili in merito alle caratteristiche biologiche, fisiche 

ed epidemiologiche del CanineCV sono scarse, di conseguenza per questi aspetti si fa 

generalmente riferimento alle specie virali più studiate del genere Circovirus, come PCV-

2 e BFVD. 

 

2.1.2 Storia 

La prima descrizione di un circovirus risale al 1974, quando Tischer e colleghi 

identificarono il circovirus suino (PCV) in linee cellulari di rene suino PK-15 

contaminate; i virioni vennero inizialmente descritti come particelle virali papovavirus-

like e picornavirus-like (Tischer et al., 1974). Il nome circovirus venne proposto nel 1982, 

poiché si evidenziò che tali virus possedevano un genoma costituito da singola molecola 

di DNA monocatenario chiuso a formare una struttura circolare (Tisher et al., 1982). Il 

PCV venne considerato apatogeno fino al 1997, anno in cui una nuova specie virale, il 

PCV-2, venne isolata da suini affetti da una sindrome da deperimento (Allan et al., 1998; 

Fields et al., 2013). Al fine di poterli distinguere, il ceppo originale venne denominato 

PCV-1, mentre quello patogeno PCV-2 (Fields et al., 2013).  

Parallelamente all’identificazione nella specie suina, nuovi circovirus patogeni vennero 

isolati da varie specie di uccelli (Fields et al., 2013). Nel 1979 venne isolato il Chicken 
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anaemia virus (CAV), mentre, nel 1989, il BFDV venne identificato nei pappagalli 

cacatua (Yuasa et al., 1979; Ritchie et al., 1989).  

Negli ultimi anni, l’impiego di tecniche di sequenziamento di nuova generazione (NGS) 

e PCR con primer degenerati hanno permesso l’identificazione di numerose nuove specie 

di circovirus infettanti pesci, uccelli e mammiferi, tra cui il cane.  

Il CanineCV è stato rilevato per la prima volta nel 2012 negli Stati Uniti d’America in 

campioni sierici di cani di cui non era noto lo stato clinico e negli anni seguenti è stato 

identificato anche in cani affetti da varie patologie sistemiche e gastro-intestinali (Kapoor 

et al., 2012; Li et al., 2013a; Dowgier et al., 2017). Successivamente alla sua 

identificazione nel cane domestico, il CanineCV è stato rilevato anche nei lupi e nelle 

volpi rosse (Bexton et al., 2015; Zaccaria et al., 2016). Numerosi studi hanno evidenziato 

un possibile ruolo patogeno del CanineCV nei canidi domestici e selvatici, tuttavia 

l’effettivo potenziale patogeno e spettro d’ospite del virus devono ancora essere 

definitivamente elucidati (Li et al., 2013a; Decaro et al., 2014; Bexton et al., 2015; 

Thaiwong et al., 2016; Zaccaria et al., 2016) 

 

2.1.3 Classificazione 

Fino al 2015 all’interno della famiglia Circoviridae erano annoverati due generi: 

Circovirus, contenente varie specie infettanti uccelli e suini e Gyrovirus, contenente il 

solo CAV. In tempi recenti, tuttavia, l’impiego di tecniche di sequenziamento di nuova 

generazione (NGS) e PCR con primer degenerati ha permesso l’identificazione di nuovi 

circovirus in un’ampia varietà di specie ospiti, tra cui pesci, mammiferi ed invertebrati. 

Tali metodi, inoltre, hanno portato alla scoperta di un ulteriore tipo di virus strettamente 

correlato ai circovirus ed inclusi in un genere di nuova creazione, denominato Cyclovirus. 

Contemporaneamente, nuove indagini inerenti alla struttura e alle caratteristiche 

genomiche del CAV hanno evidenziato come questo virus sia in realtà più simile ai 

membri della famiglia Anelloviridae, alla quale, di conseguenza, il genere Gyrovirus è 

stato riassegnato. Attualmente, quindi, la famiglia Circoviridae comprende il genere 

Circovirus, composto da 29 specie (Tabella 2.1), ed il genere Cyclovirus, composto da 

45 specie (MacLachlan e Dubovi, 2017; Rosario et al., 2017; ICTV, 2018).  
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Specie Abbreviazione 

Porcine circovirus 1 PCV-1 

Porcine circovirus 2 PCV-2 

Porcine circovirus 3 PCV-3 

Beak and feather disease virus BFVD 

Duck circovirus DuCV 

Finch circovirus FiCV 

Gull circovirus GuCV 

Pigeon circovirus PiCV 

Starling circovirus StCV 

Zebra finch circovirus ZfiCV 

Raven circovirus RaCV 

Swan circovirus SwCV 

Goose circovirus GoCV 

Canary circovirus CaCV 

Canine circovirus CanineCV 

Mink circovirus MiCV 

Bat associated circovirus 1 BatACV1 

Bat associated circovirus 2 BatACV2 

Bat associated circovirus 3 BatACV3 

Bat associated circovirus 4 BatACV4 

Bat associated circovirus 5 BatACV5 

Bat associated circovirus 6 BatACV6 

Bat associated circovirus 7 BatACV7 

Bat associated circovirus 8 BatACV8 

Bat associated circovirus 9 BatCV-9 

Chimpanzee associated circovirus 1 ChimpACV 

Human associated circovirus 1 HuACV1 

European catfish circovirus EcatfishCV 

Barbel circovirus BarCV 

Tabella 2.1: Specie incluse nel genere Circovirus (modificato da https://talk.ictvonline.org/ictv-

reports/ictv_online_report/ssdna-viruses/w/circoviridae/659/genus-circovirus) 
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Il criterio di demarcazione della specie attualmente utilizzato per la famiglia Circoviridae, 

si basa sul grado di similarità nucleotidica dell’intera sequenza genomica, con un valore 

di cut-off corrispondente all’80% (Rosario et al., 2017). 

 

2.1.4 Struttura virale e caratteristiche genomiche 

I circovirus (Figura 2.1) sono virus di piccole dimensioni (15-20 nm), privi di envelope, 

con un capside a simmetria icosaedrica T=1 costituito da 60 copie proteiche organizzate 

in 12 unità morfologiche pentameriche piatte (Crowther et al., 2003). 

 

 

 

Figura 2.1: (Sinistra) ricostruzione 3D di un virione di PCV-2 basata su microscopia crio-elettronica 

(modificato da Crowther et al., 2003). (Destra) Virioni di PCV-2 al microscopio elettronico a trasmissione 

con colorazione negativa (modificato da https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/ssdna-

viruses/w/circoviridae/659/genus-circovirus). 

 

 

I circovirus sono dotati un genoma molto semplice di circa 2000 basi, costituito da una 

molecola di DNA a singolo filamento (ssDNA) saldata alle estremità da legami covalenti 

a formare una struttura circolare (Rosario et al., 2017).  

Tutti i genomi dei membri del genere Circovirus presentano due ORF principali. Questi 

ultimi sono disposti, in direzione opposta, sui due filamenti complementari di un 

intermedio replicativo di DNA a doppio filamento (dsDNA). Il primo ORF (ORF1) è 

localizzato sul filamento di DNA presente nel virione e codifica per una o più proteine 

associate alla replicazione (Rep) tradotte mediante splicing alternativo, mentre il secondo 

(ORF2) è disposto sul filamento di DNA complementare dell’intermedio replicativo e 

codifica per la proteina del capside (Cap) (Figura 2.2; Rosario et al., 2017).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14645560
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Nel genoma dei circovirus sono inoltre presenti due regioni intergeniche (IR) non 

codificanti, una posta tra le estremità 5’ dei due principali ORF ed una  tra le estremità 3’ 

(Biagini et al., 2011). La prima di queste due regioni non codificanti presenta una 

caratteristica sequenza di 9 nucleotidi (TAGTATTAC), che funge da origine (ori) del 

meccanismo replicativo a cerchio rotante (rolling circle replication); questa sequenza è 

localizzata all’apice di un segmento “ad ansa” (stem-loop) termodinamicamente stabile 

(Cheung, 2012). 

 

 

Figura 2.2: rappresentazione schematica del genoma di CanineCV. Cap: ORF codificante per la proteina 

del capside; Rep: ORF codificante per la proteina associata alla replicazione; Ori: origine della 

replicazione a cerchio rotante (modificato da Rosario et al., 2017). 

 

 

Il CanineCV presenta un genoma della lunghezza di 2063 nt, di cui 912 compongono 

ORF 1 e 813 l’ORF 2. La IR posta tra le estremità 3’ dei due ORF si estende per 204 nt, 

mentre quella posta tra le estremità 5’ per 135 (Kapoor et al., 2012).  
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I circovirus sono caratterizzati da notevole variabilità genetica, evidente soprattutto nei 

due ORF principali, riconducibile anche a fenomeni di ricombinazione (Franzo et al., 

2016; Piewbang et al., 2018). 

 

2.1.5 Proprietà fisiche e biologiche 

La maggior parte delle informazioni disponibili sulle caratteristiche fisiche e biologiche 

dei circovirus derivano da ricerche effettuate su PCV-1 e PCV-2. Ciò è dovuto al fatto 

che questi due virus, oltre ad essere conosciuti da decenni e possedere notevole impatto 

economico sull’allevamento suinicolo, sono gli unici membri del genere Circovirus 

isolabili in coltura (Fields et al., 2013). Ad oggi, infatti, i tentativi di coltivazione del 

CanineCV su linee cellulari MDCK (Madin-Darby canine kidney), D17 (cellule di 

osteosarcoma canino), A-72 (cellule di fibroma canino), VERO (cellule di rene di 

scimmia verde africana), WRCC (Walter Reed canine cells), CRFK (Crandell Rees feline 

Kidney) e FCWF (felis catus whole foetus) oppure su omogenati di fegato di cane e 

linfonodo di lupo non hanno avuto successo (Decaro et al., 2014; Zaccaria et al., 2016). 

I virioni dei circovirus presentano elevata stabilità e resistenza alla degradazione in 

condizioni ambientali (Todd, 2000). Il PCV-1 mantiene la sua infettività a pH 3 e dopo 

un trattamento a 70 °C per 15 minuti, è inoltre resistente ai solventi organici (Allan e 

Ellis, 2000). I virioni di PCV-1 mostrano un coefficiente di sedimentazione di 57 

Svedberg e una densità di galleggiamento in cloruro di cesio di 1.33–1.37 g cm−3 (Tischer 

et al., 1982, Allan and Ellis 2000). Sebbene nessuna informazione sia attualmente 

disponibile in merito alla resistenza dei virioni di CanineCV, è ipotizzabile che essa sia 

paragonabile a quella dei circovirus suini. 

 

2.1.6 Epidemiologia 

La principale via di trasmissione dei circovirus è quella oro-fecale, sia diretta che 

indiretta, quest’ultima favorita dalla notevole resistenza dei virioni alle condizioni 

ambientali (Biagini et al., 2011). La possibilità di una trasmissione verticale è stata inoltre 

evidenziata per il PCV-2 e per alcuni circovirus degli uccelli e dei pesci (Duchatel et al., 

2005, Rose et al., 2012, Li et al., 2014; Lőrincz et al., 2011).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7057875
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7057875
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10690769
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16199776
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16199776
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22178804
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25263494
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21525210
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Nessuno studio sperimentale ha fino ad oggi indagato le modalità di trasmissione del 

CanineCV; è tuttavia probabile che, come gli altri circovirus, si trasmetta principalmente 

per via oro-fecale.  

Tutte le informazioni disponibili in merito alla diffusione del CanineCV derivano da 

indagini condotte con metodiche molecolari, in particolare Real-Time PCR, poiché ad 

oggi non sono state descritte altre tecniche, dirette o indirette, in grado di rilevare il virus. 

Lo spettro d’ospite del CanineCV comprende canidi domestici e selvatici. Nel cane 

domestico il virus è stato rilevato in USA, in Europa ed in Asia, con prevalenze comprese 

tra il 2,9% ed il 32,4% (Kapoor et al., 2012; Li et al., 2013a; Dowgier et al., 2017; 

Piewbang et al., 2018).  

Per quanto riguarda i canidi selvatici il virus è stato identificato nel lupo (Canis lupus) in 

Italia e nelle volpi rosse (Vulpes vulpes) nel Regno Unito e in Croazia (Bexton et al., 

2015; Lojkic et al., 2016; Zaccaria et al., 2016).  

Il riscontro del DNA di CanineCV in un campione di intestino di un tasso (Meles meles) 

in Italia suggerisce che lo spettro d’ospite del virus possa essere più ampio di quanto 

precedentemente ipotizzato e non limitato esclusivamente ai canidi (Zaccaria et al., 2016). 

 

2.1.7 Aspetti clinici e patologici 

Nel corso degli ultimi anni numerosi studi hanno indagato l’impatto del CanineCV sulla 

salute dei cani domestici, malgrado ciò l’effettivo ruolo patogeno del virus non è ancora 

stato completamente chiarito. 

La prima associazione tra il virus e lo sviluppo di stati patologici è stata riportata nel 

2013: il DNA del CanineCV venne riscontrato nel fegato di un cane con gastroenterite 

emorragica, vasculite necrotizzante e linfoadenite granulomatosa (Li et al., 2013a). Il 

cane risultò infetto anche da un nuovo bocavirus canino, di conseguenza l’effettivo ruolo 

del CanineCV nel determinare le patologie descritte non è stato accertato (Li et al., 

2013b). Gli autori, tuttavia, rilevarono il DNA di CanineCV in altri 3 cani con lesioni 

anatomo-patologiche simili a quelle del primo cane positivo (Li et al., 2013a).  

A seguito di quella prima descrizione, diverse indagini molecolari sono state condotte per 

valutare l’importanza del CanineCV come causa di gastroenteriti nel cane, indagando la 

prevalenza del DNA virale in gruppi di cani malati rispetto a gruppi di controllo costituiti 

da soggetti sani. Tre studi, condotti rispettivamente negli USA, in Germania ed in Italia, 

https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unibo.it/science/article/pii/S1090023317302526#bib0185
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unibo.it/science/article/pii/S1090023317302526#bib0190
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unibo.it/science/article/pii/S1090023317302526#bib0190
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non hanno evidenziato differenze statisticamente significative nella prevalenza del virus 

tra i cani affetti da sindromi gastroenteriche ed i cani sani, mentre due studi condotti a 

Taiwan ed in Germania sono giunti a conclusioni opposte, rilevando una prevalenza 

dell’infezione significativamente più alta nei cani affetti da gastroenterite (Li et al., 

2013a; Hsu et al., 2016; Anderson et al., 2017; Dowgier et al., 2017; Gentil et al., 2017).  

Nel corso di alcuni studi venne evidenziata una maggiore prevalenza del CanineCV in 

cani contemporaneamente positivi anche per altri virus, quali CPV-2, coronavirus canino 

(CCoV) e virus del cimurro (CDV) (Zaccaria et al., 2016; Dowgier et al., 2017). Questi 

risultati, assieme al riscontro di una mortalità più alta nei cani con co-infezioni da CPV-

2 e CanineCV rispetto ai cani infettati dal solo CPV-2, hanno permesso di ipotizzare che 

il CanineCV manifesti il proprio potere patogeno soprattutto in corso di co-infezioni, 

analogamente a quanto avviene per il PCV-2 (Segalés, 2012; Anderson et al., 2017). 

Il ruolo del CanineCV come agente causale di patologie nervose nel cane non è mai stato 

indagato, benchè nelle volpi sia stata rilevata una maggiore prevalenza del DNA di 

CanineCV nel siero di soggetti con sintomatologia neurologica rispetto a soggetti sani 

(Bexton et al., 2015) 
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2.2 Obiettivi degli studi 

 

La prima descrizione del CanineCV nel 2012 in sieri di cani senza alcuna storia clinica 

ha determinato un notevole interesse verso la comprensione dell’effettivo ruolo patogeno 

del virus nella specie canina (Kapoor et al., 2012). Diversi studi sono stati condotti al fine 

di rilevare un’eventuale associazione tra la positività molecolare nei confronti del virus e 

lo sviluppo di sintomatologia gastroenterica, raggiungendo tuttavia conclusioni 

discordanti (Li et al., 2013a; Hsu et al., 2016; Anderson et al., 2017; Dowgier et al., 2017; 

Gentil et al., 2017). Alcuni di questi studi hanno evidenziato una elevata prevalenza 

dell’infezione da CanineCV in soggetti infetti da CPV-2 (Anderson et al., 2017; Dowgier 

et al., 2017). Anderson e colleghi hanno inoltre riscontrato una più alta mortalità nei cani 

con co-infezione CanineCV+CPV-2 rispetto a quelli infettati dal solo CPV-2. Sulla base 

di questi risultati è stato ipotizzato che il CanineCV possa aggravare gli stati patologici 

causati dal CPV-2 piuttosto che agire come agente patogeno primario (Anderson et al., 

2017). 

I circovirus sono considerati strettamente ospite-specifici, e mentre in Italia la ricerca del 

virus nelle volpi rosse non ha dato risultati positivi, il CanineCV è stato recentemente 

rilevato anche in volpi rosse nel Regno Unito ed in Croazia (Bexton et al., 2015; Lojkic 

et al., 2016). Tuttavia, l’analisi delle sequenze nucleotidiche di referenza disponibili nel 

database di GenBank, ha evidenziato l’esistenza di notevoli differenze genetiche tra i 

CanineCV circolanti nelle volpi rispetto a quelli circolanti nei cani (Zaccaria et al., 2016). 

Se tali differenze siano riconducibili all’esistenza di due o più popolazioni virali deve 

essere ancora chiarito, però esse devono essere tenute in considerazione nell’ambito di 

programmi di sorveglianza epidemiologica per il CanineCV nei canidi domestici e 

selvatici, impiegando metodiche diagnostiche la cui efficacia non risenta di questa 

variabilità genetica. 

Alla luce di queste evidenze, la presente ricerca si è posta i seguenti obiettivi: 

1. Mettere a punto un saggio di SYBR Green Real-Time PCR avente come target 

una regione genomica altamente conservata tra i CanineCV circolanti nei canidi 

domestici e selvatici (Studio 1); 

2. Determinare la prevalenza dell’infezione da CanineCV in cani affetti da 

parvovirosi e confrontare i dati relativi ai parametri clinico-patologici, ai giorni di 
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ricovero e alla mortalità tra i soggetti che presentavano una co-infezione da 

CanineCV e CPV-2 rispetto a quelli infetti dal solo CPV-2, al fine di evidenziare 

differenze statisticamente significative tra i 2 gruppi in grado di confermare 

l’ipotesi che il CanineCV possa aggravare il decorso clinico delle infezioni da 

CPV-2 (Studio 2); 

3. Indagare la circolazione del CanineCV in una popolazione di volpi rosse italiane 

(Studio 2).  

4. Ottenere e caratterizzare le sequenze genomiche dei circovirus rilevati ed 

analizzarle filogeneticamente al fine di evidenziare le relazioni esistenti con le 

sequenze depositate nelle banche dati (Studio 2). 
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2.3 Studio 1: messa a punto di un saggio di SYBR Green Real-

Time PCR specifico per CanineCV 

 

2.3.1 Introduzione 

L’evidenza che il CanineCV possa infettare, oltre al cane domestico, anche i canidi 

selvatici, ha reso necessario lo sviluppo di una metodica molecolare in grado di rilevare i 

virus circolanti tanto nei primi quanto nei secondi (Zaccaria et al., 2016). La messa a 

punto di tale metodica è stata effettuata presso il Laboratorio di Diagnostica delle Malattie 

Infettive (INFLAB) del Servizio di Patologia Clinica (CLINLAB) del Dipartimento di 

Scienze Mediche Veterinarie (DIMEVET). 

 

2.3.2 Materiali e metodi 

2.3.2.1 Disegno dei primer 

Per disegnare una coppia di primer in grado di rilevare il DNA del più elevato numero 

possibile di CanineCV, tutte le sequenze nucleotidiche complete dei due ORF principali 

depositate presso il database GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) sono 

state recuperate (Numeri di accesso delle sequenze utilizzate: MG737386; MG737385; 

MG737384; MG737383; MG737382; MG737381; MG737380; MG737379; MG737378; 

MF797786; MG266899; KF887949; JQ821392; NC_020904; MF457592; KT734828; 

KT734827; KT734826; KT734825; KT734824; KT734823; KT734822; KT734821; 

KT734820; KT734819; KT734818; KT734817; KT734816; KT734815; KT734814; 

KT734813; KT734812; KT946839; KT283604; KJ530972; KC241984; KC241983; 

KC241982; KP260927; KP260926; KP260925; KP941114). Le sequenze sono state 

quindi allineate sfruttando l’algoritmo ClustalW implementato nel software BioEdit 

sequence alignment editor versione 7.0.5. (Hall, 1999). Grazie all’allineamento prodotto, 

è stato possibile identificare un target genomico altamente conservato, corrispondente alla 

regione intergenica posta tra le estremità 3’ dei due ORF principali (Figura 2.3). È stata 

quindi disegnata una coppia di primer amplificante un frammento di 132 basi nella 

regione conservata (Tabella 2.2). 
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Figura 2.3: Allineamento della regione intergenica posta tra le estremità 3’ dei due ORF principali delle sequenze di riferimento utilizzate per sviluppare il saggio di 

Real-Time SYBR Green PCR effettuato mediante il software BioEdit 7.0.5 (Nella colonna di sinistra sono riportati i numeri di accesso GenBank delle sequenze; i 

numeri in alto indicano la posizione dei singoli nucleotidi rispetto alla sequenza di referenza JQ821392; i puntini indicano che il nucleotide in quella determinata 

posizione è conservato rispetto alla sequenza di referenza JQ821392).
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La coppia di primer è stata analizzata in silico mediante l’interfaccia web dell’applicativo 

Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) al fine di predirne la 

temperatura di melting e la tendenza a formare strutture secondarie o dimeri così come 

ad amplificare sequenze target diverse da quella attesa. Sulla base di queste prove in 

silico, la coppia di primer è stata ritenuta idonea per lo sviluppo del saggio di Real-Time 

PCR.  

 

Primer Sequenza Posizionea Amplicone 

qCanineCV-For 5’-CTGAAAGATAAAGGCCTCTCGCT-3’ 909-931 
132 

qCanineCV-Rev 5’-AGGGGGGTGAACAGGTAAACG-3’ 1020-1040 

 

Tabella 2.2: Primer utilizzati per la messa a punto della SYBR Green Real-Time PCR. (aposizione dei 

primer rispetto alla sequenza di referenza JQ821392). 

 

 

Una copia del frammento target di 132 nucleotidi è stata sintetizzata dalla ditta BioFab 

Research (Roma, Italia) sulla base della sequenza di referenza JQ821392 ed utilizzata per 

le successive fasi del processo di messa a punto.  

 

2.3.2.2 Allestimento dello standard di riferimento 

Per allestire lo standard della reazione di Real-Time PCR è stato prodotto un vettore 

plasmidico pCR4 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) contenente una copia della sequenza 

target. Il frammento di DNA da inserire nel vettore è stato ottenuto amplificando la copia 

sintetica della sequenza target mediante PCR convenzionale. Per la reazione di PCR è 

stata utilizzata la Taq DNA Polymerase (Qiagen, Hilden, Germany) e la coppia di primer 

precedentemente selezionata. Il ciclo di amplificazione utilizzato prevedeva una fase di 

estensione finale particolarmente lunga (20 minuti), ciò era necessario per ottenere un 

frammento dotato di estremità poliadenilate, indispensabili per le successive fasi del 

clonaggio. La composizione della mix di reazione ed il ciclo di amplificazione utilizzati 

sono riportati rispettivamente nelle Tabelle 2.3a e 2.3b. 

Il prodotto della reazione è stato purificato mediante il kit High Pure PCR Product 

Purification (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) e quindi clonato mediante il 

TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), secondo le istruzioni fornite dai 

produttori. Il plasmide ricombinante ottenuto è stato purificato utilizzando il PureLink 
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Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in accordo con le istruzioni 

fornite dal produttore e la purezza del prodotto è stata valutata mediante spettrofotometro 

sulla base del rapporto 260/280 nm. 

Allo scopo di evitare la presenza di DNA plasmidico superavvolto, il plasmide è stato 

linearizzato mediante l’enzima di restrizione FastDigest Bcul (Waltham, Massachusetts, 

Stati Uniti) sfruttando il sito di restrizione a monte dell’inserto. Il plasmide linearizzato è 

stato visualizzato mediante elettroforesi su gel di agarosio all’1% colorato con bromuro 

di etidio in buffer TAE; il GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Waltham, Massachusetts, Stati 

Uniti) è stato utilizzato come marker di peso molecolare.  

Il DNA plasmidico è stato quantificato misurandone l’assorbanza allo spettrofotometro 

ed il numero di copie dello standard plasmidico è stato calcolato usando l’equazione 

descritta dall’US Enviromental Protection Agency protocol (2004).  

Il DNA plasmidico è stato quindi diluito in acqua ultrapura fino ad ottenere uno stock 

contenente 108 copie di DNA/µl. Dallo stock sono state ottenute le diluizioni seriali in 

base 10 da 1x108 fino a 1x10-2 copie di DNA/µl. 

 

Mix di reazione 

Reagente Concentrazione iniziale Volume Concentrazione finale 

Buffer 10X 5 µl 1X 

Qsolution 5X 10 µl 1X 

dNTP mix 2,5 mM ognuno 4 µl 0,2 mM ognuno 

qCanineCV-For 20 µM 1 µl 0,4 µM 

qCanineCV-Rev 20 µM  1 µl 0,4 µM 

Taq polimerasi 5 unità/µl 0,5 µl 2,5 unità/reazione 

H2O ultrapura - 27,5 µl - 

DNA templato - 1 µl - 

Volume finale            50 µl 

 

Tabella 2.3a: Mix amplificazione riferito alla PCR convenzionale utilizzata per amplificare la sequenza 

nucleotidica da inserire nel plasmide per allestire lo standard di riferimento. 
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Ciclo di reazione 

Fase del ciclo Temperatura Tempo  

Denaturazione iniziale 94 °C 5 min  

Denaturazione  94 °C 

59 °C 

72 °C 

30 sec 

30 sec 

30 sec 

 

   40X 

 

Annealing 

Estensione 

Estensione finale 72 °C 20 min  

 

Tabella 2.3b: Ciclo amplificazione riferito alla PCR convenzionale utilizzata per amplificare la sequenza 

nucleotidica da inserire nel plasmide per allestire lo standard di riferimento. 

 

 

2.3.2.3 SYBR Green Real-Time PCR 

La Real-Time PCR è stata eseguita usando la PowerUp SYBR Green Master Mix 

(Applied Biosystems, Foster City, California, Stati Uniti) ed il sistema StepOnePlus Real-

Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, California, Stati Uniti). Il ciclo termico di 

amplificazione è stato stabilito sulla base della temperatura di melting predetta in silico 

per i primer selezionati, delle istruzioni fornite dal produttore della PowerUp SYBR 

Green Master Mix e della possibilità di poter effettuare la reazione contemporaneamente 

ad altre metodiche diagnostiche utilizzate presso il laboratorio INFLAB. Il segnale 

fluorescente è stato acquisito sul canale FAM/SYBR Green con la lettura della 

fluorescenza alla fine di ogni fase di estensione. La temperatura di melting specifica per 

l’amplicone atteso è stata determinata sperimentalmente al termine dell’ultima fase di 

estensione, mediante un aumento della temperatura da 55 °C a 99 °C con incremento di 

2 °C/min e acquisizione in continuo del segnale fluorescente. La composizione della mix 

di reazione ed il ciclo di amplificazione sono riportati nella Tabella 2.4. 
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Mix di reazione 

Reagente Concentrazione iniziale Volume Concentrazione finale 

Master Mix 2X 10 µl 1X 

qCanineCV-For 10 µM 1 µl 0,5 µM 

qCanineCV-Rev 10 µM 1 µl 0,5 µM 

H2O ultrapura - 8 µl - 

DNA templato - 2 µl - 

Volume finale 20 µl 

Ciclo di reazione 

Fase del ciclo Temperatura Tempo  

Attivazione della Hot-Start polimerasi 95 °C 5 min  

Denaturazione 

Annealing ed Estensione 

95 °C 

60 °C 

15 sec 

60 sec 
40X 

Determinazione Tm Da 55 °C a 99 °C con incremento di 2 °C/min 

 
Tabella 2.4: Mix e ciclo di amplificazione riferiti alla SYBR Green Real-Time PCR 
 

 

2.3.2.4 Determinazione dell’efficienza, della sensibilità e della specificità della Real-

Time PCR  

L’efficienza della reazione è stata determinata utilizzando diluizioni seriali in base 10 del 

plasmide ricombinante a concentrazione nota ottenuto precedentemente. Tali diluizioni 

(da 1x108 a 1x10-2 copie/μl) sono state testate in triplicato nella stessa reazione ed 

utilizzate come standard di quantificazione per costruire una retta di regressione lineare 

che esprime il rapporto fra concentrazione virale iniziale e ciclo soglia (Ct). La soglia di 

fluorescenza è stata determinata usando l’apposita funzione presente nel software del 

sistema StepOnePlus Real-Time PCR. L’efficienza è stata calcolata mediante la formula: 

Eff =10(-1/slope)-1. Nella reazione è stato testato in duplicato anche un no-template 

control, costituito dalla mix di reazione più 2 microlitri di acqua ultrapura. 

La sensibilità della metodica è stata valutata calcolando il limite di detection (LOD), 

definito come la concentrazione più bassa di DNA target che può essere rilevata nel 95% 

dei replicati (Qurollo et al., 2017). A tale scopo, venti replicati contenenti 3 copie DNA 

target/µl e 20 contenenti 5 copie di DNA target/µl sono stati testati e la quantità risultata 
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rilevabile in almeno 19 replicati su 20 è stata assunta come LOD. Contemporaneamente 

sono stati testate 8 diluizioni (da 1x108 a 1x101) seriali in base 10 dello standard 

plasmidico per verificare la corretta riuscita della reazione ed un no-template control per 

valutare la presenza di eventuali contaminazioni. 

La specificità dell’amplificato è stata valutata analizzando la temperatura di melting di 

tutti i replicati delle diluizioni plasmidiche utilizzati nella reazione effettuata per stabilire 

l’efficienza del saggio molecolare.  

Gli ampliconi ottenuti sono stati inoltre sottoposti ad elettroforesi per verificare la 

presenza di bande delle dimensioni attese. A tal scopo, cinque microlitri di ogni prodotto 

di reazione sono stati caricati su gel di agarosio al 2% colorato con bromuro di etidio in 

TAE all’1% e visualizzati con luce ultravioletta (UV); il GeneRuler 100 bp DNA Ladder 

(Waltham, Massachusetts, Stati Uniti) è stato utilizzato come marker di peso molecolare.  

Gli ampliconi sono stati inoltre purificati mediante il kit High Pure PCR Product 

Purification (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) e sequenziati utilizzando il 

sequenziatore ABI 3730xl 96-capillary DNA Analyzer (Applied Biosystem, CA, USA). 

Le sequenze nucleotidiche ottenute sono state confrontate con le sequenze di referenza 

del CanineCV mediante l’interfaccia web dell’applicativo BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSear

ch&LINK_LOC=blasthome). 

Un’ulteriore prova di specificità è stata effettuata testando in duplicato estratti di DNA 

precedentemente risultati positivi con metodiche biomolecolari per patogeni di interesse 

veterinario (CPV-2, FPV, Babesia spp, Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, 

Leishmania infantum, Canine adenovirus 1 e Canine herpesvirus 1) e mai testati per 

CanineCV. 

 

 

 

 

 

 

 



 

76 
 

2.3.3 Risultati 

L’efficienza del saggio di SYBR Green Real-Time PCR è stata valutata sulla base di una 

curva standard ottenuta testando 11 diluizioni seriali in base 10 (da 1x108 a 1x10-2) di un 

plasmide ricombinante a concentrazione nota contenente il frammento target di una 

regione genomica altamente conservata di CanineCV. Per ognuna delle diluizioni sono 

stati testati 3 replicati.  

Uno solo dei 3 replicati della diluizione 1x100 è risultato positivo, mentre nessuna 

amplificazione è avvenuta nei 3 replicati delle diluizioni 1x10-2 e 1x10-1 (Figura 2.4). Di 

conseguenza tali replicati sono stati esclusi dalle successive analisi e la curva standard è 

stata costruita con 8 punti. Nessuna amplificazione è stata inoltre evidenziata nel no-

template control, evidenziando l’assenza di contaminazioni. 

 

 

 

Figura 2.4: Tracciato di amplificazione delle diluizioni plasmidiche da 1x108 a 1x101. Il grafico mostra 

l’entità del segnale fluorescente normalizzato generato in ogni ciclo di amplificazione (ΔRn) in funzione 

del ciclo (Cycle).  

 

 

La retta ottenuta (curva standard, Figura 2.5) ha mostrato di avere una relazione lineare 

per 8 diluizioni plasmidiche in base 10 consecutive. La pendenza della retta (slope) era 

di -3,48 con un coefficiente di determinazione (R2) > 0,99 ed una efficienza di reazione 

del 94%.  

Nella reazione effettuata per determinare il LOD, si è osservata una corretta 

amplificazione delle 8 diluizioni plasmidiche utilizzate come standard e nessuna 

amplificazione è stata generata dal no-template control. Il LOD è risultato essere di 5 

copie di DNA target per reazione, poiché 19 su 20 (95%, Figura 2.6) replicati contenenti 
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tale quantità sono risultati positivi, mentre la positività si è avuta in soli 14/20 (70%) 

replicati contenenti 3 copie di DNA target.  

 

 

 

Figura 2.5: Curva standard della SYBR Green Real-Time PCR. Ct: Ciclo soglia; Quantity: Quantità 

rilevata. 

 

 

 

 

Figura 2.6: Tracciato di amplificazione della reazione utilizzata per determinare il LOD della metodica. 

In grigio gli standard da 1x108 a 1x101; in rosso i 20 replicati con 5 copie DNA target/µl di estratto. 

 

 

L’analisi delle curve di melting di tutti i replicati delle diluizioni plasmidiche risultate 

positive nella reazione effettuata per stabilire l’efficienza del saggio ha evidenziato 
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l’esistenza di un unico picco, corrispondente ad una temperatura di 93,5 ± 0,3 °C; tale 

temperatura è stata quindi assunta come temperatura di melting specifica per questo 

saggio molecolare (Figura 2.7).  

 

 

 

Figura 2.7: Grafico della curva di melting delle diluizioni plasmidiche testate per stabilire l’efficienza 

della reazione. Il grafico mostra il segnale fluorescente del reporter derivativo (-R’) in funzione della 

temperatura. 

 

 

Gli ampliconi ottenuti sono stati testati mediante elettroforesi su gel di agarosio colorato 

con bromuro di etidio in buffer TAE e una chiara e ben definita banda specifica di 

approssimativamente 132 bp è stata visualizzata con luce UV per tutti i replicati delle 
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diluizioni plasmidiche, ad eccezione della diluizione 1 x 100 (Figura 2.8). Gli ampliconi 

sono stati inoltre sequenziati e le sequenze ricavate presentavano un’identità del 100% 

con il tratto della sequenza di referenza JQ821392 utilizzata come matrice per sintetizzare 

il frammento target. 

 

 

 

Figura 2.8: Elettroforesi dei prodotti della Real-Time PCR effettuata al fine di valutare l’efficienza della 

metodica. La banda specifica di 132 bp è visibile in tutte le diluizioni plasmidiche testate, con l’eccezione 

della 1 x 100. MK: marker di peso molecolare, il peso in bp è riportato in corrispondenza delle bande. PL8 

– PL0: diluizioni seriali in base 10 dello standard plasmidico da 1 x 108 a 1 x 100 copie di DNA/µl. W: 

bianco di reazione 

 

 

La specificità diagnostica della metodica sviluppata è stata confermata dalla assenza di 

amplificazione nei campioni positivi per altri patogeni di interesse veterinario (CPV-2, 

FPV, Babesia spp, Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, Leishmania infantum, 

Canine adenovirus 1 e Canine herpesvirus 1). 
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2.3.4 Discussione 

In questo studio è stato messo a punto un saggio di SYBR Green Real-Time PCR in grado 

di rilevare il DNA di CanineCV con elevata sensibilità (5 copie di DNA target/µl di 

estratto), specificità ed efficienza. 

Per sviluppare il saggio è stato prodotto un allineamento con tutte le sequenze di 

CanineCV, complete dei due ORF principali, disponibili nel database di GenBank. 

L’allineamento ha permesso di evidenziare una regione altamente conservata posta tra le 

estremità 3’ dei due ORF principali; sono stati quindi disegnati due primer amplificanti 

un frammento di 132 basi posto in questa regione.  

Nessuna delle metodiche molecolari atte a rilevare il CanineCV attualmente disponibili 

in letteratura presenta le caratteristiche necessarie per essere utilizzata a scopo 

diagnostico o di sorveglianza epidemiologica sia nei canidi domestici che selvatici. Ciò è 

dovuto principalmente al fatto che esse siano state sviluppate nell’ambito di indagini 

condotte esclusivamente sui cani oppure esclusivamente sulle volpi; di conseguenza nel 

disegnare i primer non è stata considerata la diversità genetica esistente tra i CanineCV 

circolanti nei canidi domestici e selvatici.  

In un recente studio condotto in Italia, due di queste metodiche di Real-Time PCR (Li et 

al., 2013a e Bexton et al., 2015) sono state utilizzate per rilevare il DNA virale da 

campioni di carnivori domestici e selvatici e le loro performance diagnostiche sono state 

confrontate (Zaccaria et., 2016). La metodica sviluppata da Li e colleghi (rtPCRDogCV) è 

stata disegnata su una sequenza nucleotidica di CanineCV ottenuta da un cane mediante 

pirosequenziamento, mentre quella di Bexton e colleghi (rtPCRFoxCV) su 3 sequenze 

ottenute da volpi rosse con la medesima metodica. Zaccaria e colleghi hanno testato con 

entrambe le metodiche 389 campioni di cani, lupi, volpi rosse e tassi. Mediante la 

metodica rtPCRDogCV 32 campioni prelevati da 9 lupi, 8 cani ed 1 tasso sono risultati 

positivi. Di questi 32, solo 25 sono risultati positivi impiegando la rtPCRFoxCV e nessuno 

dei 389 campioni è risultato positivo alla rtPCRFoxCV ma negativo alla rtPCRDogCV 

(Zaccaria et al., 2016). Analizzando le sequenze nucleotidiche virali ottenute nel corso 

dell’indagine insieme a quelle ricavate dal database di GenBank, gli autori hanno 

evidenziato l’esistenza di mismatch multipli tra i primer impiegati nella rtPCRFoxCV e le 

sequenze nucleotidiche dei CanineCV rilevati nei cani e nei lupi, ipotizzando che le scarse 

performance della metodica nel rilevare i virus in questi animali possano essere 
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riconducibili proprio a tali mancate corrispondenze (Zaccaria et al., 2016). Purtroppo, 

Zaccaria e colleghi non hanno rilevato il DNA di CanineCV in nessuna delle 24 volpi 

testate nella loro indagine, di conseguenza non sono disponibili dati circa le performance 

delle due metodiche con le sequenze virali circolanti in questa specie. Le analisi in silico 

hanno però mostrato fino a 5 mismatch tra i primer e la probe utilizzati per la rtPCRDogCV 

e le sequenze di CanineCV ottenute da volpi rosse in UK, evidenziando, nella regione 

target del saggio, una notevole variabilità che ne inficia l’applicabilità in questa specie 

(Zaccaria et al., 2016).  

La metodica di Real-Time PCR sviluppata nel presente studio ha come target molecolare 

una regione del genoma del CanineCV altamente conservata e questo fa sì che il primer 

forward (qCanineCV-For) non presenti alcun mismatch con nessuna delle sequenze di 

referenza, mentre il reverse (qCanineCV-Rev) mostri un singolo mismatch con la sola 

sequenza KP941114. Questo saggio molecolare si presta, quindi, ad essere utilizzato ai 

fini di indagini diagnostiche e di sorveglianza tanto nei canidi domestici quanto in quelli 

selvatici, anche alla luce di possibili trasmissioni del virus tra le due popolazioni, senza 

dover ricorrere all’utilizzo di più metodiche differenti con il conseguente aggravio di costi 

e tempi che ne deriverebbe.    
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2.4 Studio 2: indagine sulla circolazione del CanineCV in cani 

positivi per CPV-2 e in una popolazione di volpi rosse  

 

2.4.1 Introduzione 

Ad oggi, l’effettivo ruolo patogeno del CanineCV nella specie canina non è stato del tutto 

chiarito, tuttavia è stato ipotizzato che possa mostrare un sinergismo con il CPV-2, 

aggravando le sindromi cliniche causate da quest’ultimo (Anderson et al., 2017). 

La circolazione del CanineCV è stata dimostrata anche nelle volpi rosse in Gran Bretagna 

ed in Croazia (Bexton et al., 2015; Lojkic et al., 2016). Fino ad ora un solo studio ha 

indagato la circolazione del virus nelle volpi rosse in Italia, senza rilevare alcun soggetto 

infetto (Zaccaria et al. 2016). La circolazione del CanineCV tra le volpi rosse presenti in 

Italia non è quindi ancora stata accertata. 

 

2.4.2 Materiali e Metodi 

2.4.2.1 Disegno dello studio 

In questo studio retrospettivo sono stati testati, mediante un saggio di SYBR Green Real-

Time PCR atto a rilevare la presenza del DNA di CanineCV, estratti di DNA di cani 

risultati PCR positivi per CPV-2. I dati relativi ai parametri clinico-patologici, ai giorni 

di ricovero e alla mortalità dei cani positivi sia per CanineCV che CPV-2 sono stati 

confrontati con quelli positivi solo per CPV-2. 

Il CanineCV è stato inoltre ricercato in estratti di DNA ottenuti da 32 volpi rosse 

provenienti dall’Italia. 

Il genoma dei circovirus eventualmente identificati è stato amplificato mediante PCR 

convenzionali e quindi sequenziato. Le sequenze nucleotidiche ottenute sono state 

analizzate mediante strumenti bioinformatici. 

 

2.4.2.2 Cani: popolazione di studio 

Lo studio è stato condotto su estratti di DNA di 162 cani risultati positivi per CPV-2 

mediante PCR. Tali estratti di DNA erano stati ottenuti in un periodo di tempo compreso 

tra il 1994 ed il 2017 e costituivano la ceppoteca stoccata presso il Laboratorio di 

Diagnostica delle Malattie Infettive (INFLAB) del Dipartimento di Scienze Mediche 



 

83 
 

Veterinarie (DIMEVET). Tutti gli estratti erano stati ottenuti a partire da campioni di feci 

o tamponi rettali nell’ambito dell’attività diagnostica di routine o di ricerca condotta 

presso il laboratorio INFLAB. 

Dal momento della loro processazione per rilevare il DNA del CPV-2, gli estratti erano 

stati conservati a -20 °C. 

I cani da cui sono stati ottenuti gli estratti di DNA oggetto del presente studio, unitamente 

alle informazioni inerenti al segnalamento ed alla data di campionamento sono riportati 

nella Tabella 2.5. 

 

N° CAMPIONE DATA PROVENIENZA RAZZA SESSO ETÀ 

1 580/94 1994 Emilia-Romagna N.D. N.D. N.D. 

2 581/94 1994 Emilia-Romagna N.D. N.D. N.D. 

3 582/94 1994 Emilia-Romagna N.D. N.D. N.D. 

4 583/94 1994 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

5 584/94 1994 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

6 586/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. 3M 

7 589/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. 3M 

8 590/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

9 591/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. 1A 

10 592/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. N.D. 

11 598/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. N.D. 

12 601/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. 6M 

13 602/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. 1A 

14 603/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. 6M 

15 604/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

16 609/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. 1A 

17 610/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. 9M 

18 611/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. N.D. 

19 613/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. 5A 

20 615/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. 1A 

21 616/95 1995 Friuli Venezia Giulia N.D. N.D. 6M 

22 618/95 1995 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

23 620/96 1996 Emilia-Romagna N.D. N.D. 3M 



 

84 
 

24 621/96 1996 Emilia-Romagna N.D. N.D. 5M 

25 622/96 1996 Emilia-Romagna N.D. N.D. 3M 

26 627/96 1996 Emilia-Romagna N.D. N.D. 6M 

27 628/96 1996 Emilia-Romagna N.D. N.D. 4M 

28 1138B/96 1996 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

29 631/96 1996 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

30 632/96 1996 Emilia-Romagna N.D. N.D. N.D. 

31 633/96 1996 Emilia-Romagna N.D. N.D. N.D. 

32 634/96 1996 N.D. N.D. N.D. N.D. 

33 635/96 1996 N.D. N.D. N.D. N.D. 

34 636/96 1996 Emilia-Romagna N.D. N.D. 9M 

35 637/96 1996 Piemonte N.D. N.D. 6M 

36 639/96 1996 N.D. N.D. N.D. N.D. 

37 649/97 1997 N.D. N.D. N.D. N.D. 

38 660/97 1997 Emilia-Romagna N.D. N.D. 1M 

39 662/97 1997 N.D. N.D. N.D. 3M 

40 663/97 1997 N.D. N.D. N.D. 4M 

41 669/97 1997 N.D. N.D. N.D. 2M 

42 670/97 1997 Emilia-Romagna N.D. N.D. 3M 

43 671/98 1998 N.D. N.D. N.D. 2M 

44 677/98 1998 Emilia-Romagna N.D. N.D. 6A 

45 679/98 1998 Emilia-Romagna N.D. N.D. 3M 

46 683/99 1999 Emilia-Romagna N.D. N.D. 3M 

47 684/99 21.05.1999 Emilia-Romagna N.D. N.D. 4M 

48 685/99 21.05.1999 Emilia-Romagna N.D. N.D. 1,5M 

49 686/99 1999 Emilia-Romagna N.D. N.D. 1M 

50 687/99 1999 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

51 689/99 1999 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

52 690/00 2000 Emilia-Romagna N.D. N.D. 8M 

53 691/00 2000 Emilia-Romagna N.D. N.D. 3M 

54 694/00 2000 Emilia-Romagna N.D. N.D. 1,5M 

55 697/00 2000 Emilia-Romagna N.D. N.D. 1A 

56 701/00 2000 Basilicata N.D. N.D. 2M 

57 704/00 2000 Emilia-Romagna N.D. N.D. 6M 
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58 706/00 2000 Abruzzo N.D. N.D. 4M 

59 707/01 2001 Emilia-Romagna N.D. N.D. 7M 

60 709/01 2001 Lazio N.D. N.D. 6M 

61 714/01 2001 Veneto N.D. N.D. N.D. 

62 305/02 10.04.2002 Emilia-Romagna Barbone Toy N.D. 2M 

63 581/03 2003 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

64 1387/03 01.09.2003 Emilia-Romagna Maltese f 2M 

65 1450/03 09.10.2003 Emilia-Romagna Meticcio N.D. 3M 

66 113/05 2001 Abruzzo N.D. N.D. 4M 

67 630/05 14.04.2005 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

68 1805/05 15.12.2005 Veneto Cocker spaniel  N.D. 1,5M 

69 258/06 10.02.2006 Emilia-Romagna Pinscher  N.D. 1,5M 

70 425/06 16.03.2006 Emilia-Romagna Bracco italiano f 10M 

71 691/06 02.05.2006 Toscana N.D. N.D. N.D. 

72 1281/06 19.09.2006 Emilia-Romagna Y. T. N.D. N.D. 

73 1401/06 26.09.2006 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

74 158/07 19.01.2007 Emilia-Romagna Meticcio f 2A 

75 241/07 05.02.2007 Marche Meticcio M 7M 

76 481/07 28.03.2007 Emilia-Romagna N.D. N.D. N.D. 

77 995/07 03.07.2007 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

78 996/07 03.07.2007 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

79 59/08 07.01.2008 Emilia-Romagna Meticcio f 2M 

80 97/08 02.11.2007 Emilia-Romagna Meticcio m 7M 

81 192/08 06.02.2008 Emilia-Romagna Bassotto  f 2A 

82 331/08 26.03.2008 Emilia-Romagna Meticcio f 2M 

83 332/08 21.02.2008 Veneto L.C. m 2M 

84 947/08 10.10.2008 N.D. N.D. N.D. 2M 

85 89/09 02/10/2009 Emilia-Romagna Rottweiler m 3M 

86 109/09 16.02.2009 Est Europa C. K. C. S. f 4M 

87 212/09 23.03.2009 Est Europa Maltese m 2M 

88 250/09 31.03.2009 Est Europa Carlino N.D. 2M 

89 272/09 03.04.2009 Est Europa Rottweiler N.D. 2M 

90 314/09 23.04.2009 Emilia-Romagna Pointer N.D. 2M 

91 326/09 24.04.2009 N.D. N.D. N.D. N.D. 
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92 461/09 13.05.2009 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

93 462/09 13.05.2009 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

94 463/09 13.05.2009 Emilia-Romagna N.D. N.D. 2M 

95 800/09 23.07.2009 Emilia-Romagna J. R.T. f 11M 

96 115/10 27.01.2010 Emilia-Romagna W.H.W.T. m 4M 

97 118/10 08.01.2010 Emilia-Romagna Meticcio f 1M 

98 120/10 12.01.2010 Emilia-Romagna P.T. m 10A 

99 121/10 16.01.2010 Emilia-Romagna Meticcio m 3M 

100 393/10 22.04.2010 Emilia-Romagna Bolognese N.D. 2M 

101 409/10 29.04.2010 Emilia-Romagna Meticcio f 9M 

102 540/10 16.06.2010 Emilia-Romagna Maltese f 2M 

103 541/10 16.06.2010 Emilia-Romagna N.D. f 1M 

104 04/11 2011 Sicilia N.D. N.D. N.D. 

105 53/11 12.05.2011 Emilia-Romagna P.T. m 1M 

106 88/11 2011 Emilia-Romagna N.D. f 3M 

107 128/11 05.12.2011 Emilia-Romagna C.K.C.S. f 4M 

108 134/12 09.01.2012 Emilia-Romagna Rottweiler f 3M 

109 138/12 2012 Emilia-Romagna Bassotto nano m 5M 

110 149/12 06.02.2012 Emilia-Romagna B.B. f 3M 

111 151/12 13.02.2012 Emilia-Romagna Cane corso  m 4M 

112 210/12 17.04.2012 Emilia-Romagna E.B. f 2A 

113 263/12 18.05.2012 Campania Bulldog  m 9M 

114 294/12 07.06.2012 Emilia-Romagna Meticcio m 4M 

115 304/12 19.06.2012 Emilia-Romagna Lagotto f 4M 

116 334/12 03.08.2012 Emilia-Romagna A.S.T. m 5M 

117 340/12 11.08.2012 Emilia-Romagna A.S.T. f 5M 

118 341/12 13.08.2012 Emilia-Romagna A.S.T. m 5M 

119 386/12 18.11.2012 Campania Maltese m 4M 

120 392/13 31.12.2012 Emilia-Romagna Corso m 7M 

121 397/13 13.01.2013 Emilia-Romagna Setter inglese f 7M 

122 509/13 12.06.2013 Emilia-Romagna Labrador  m 2M 

123 517/13 05.07.2013 Emilia-Romagna Chihuahua m 2M 

124 538/13 26.08.2013 Emilia-Romagna C.P.M.A. m 2A  

125 545/13 2013 Spagna M.S. f 3M 
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126 546/13 2013 Spagna M.S. f 3M 

127 547/13 2013 Spagna Alano m 2M 

128 548/13 2013 Spagna Beagle m 2M 

129 549/13 2013 Spagna Barbone nano m 1,5A  

130 550/13 2013 Spagna Meticcio f 5M 

131 551/13 2013 Spagna Levriero f 3M 

132 552/13 2013 Spagna Levriero f 3M 

133 553/13 2013 Spagna Levriero f 3M 

134 554/13 2013 Spagna Levriero f 3M 

135 555/13 2013 Spagna Labrador m 5M 

136 556/13 2013 Spagna M.S. f 10M 

137 557/13 2013 Spagna M.T. m 5M 

138 558/13 2013 Spagna Meticcio m 3M 

139 570/13 07.11.2013 Emilia-Romagna Shih-tzu f 6M 

140 577/14 29.12.2013 Emilia-Romagna A.P.B.T. f 5M 

141 595/14 02.01.2014 Emilia-Romagna Meticcio m 6A  

142 596/14 30.01.2014 Emilia-Romagna P.T. f 8A 

143 608/14 28.02.2014 Emilia-Romagna Setter inglese m 3M 

144 673/14 21.05.2016 Emilia-Romagna Maltese m 2M 

145 791/14 03.11.2014 Emilia-Romagna Pinscher  f 3M 

146 1149/15 06.11.2015 Emilia-Romagna Dobermann m 2M 

147 1151/15 20.11.2015 Emilia-Romagna Meticcio f 3M 

148 1154/15 01.12.2015 Emilia-Romagna Bulldog  f 3M 

149 1203/16 17.02.2016 Emilia-Romagna Meticcio m 6M 

150 1244/16 21.04.2016 Emilia-Romagna Meticcio m 4M 

151 1247/16 24.04.2016 Emilia-Romagna C.P.M.A. m 2M 

152 1251/16 28.04.2016 Toscana Meticcio m 3M 

153 1305/16 30.06.2016 Emilia-Romagna Meticcio f 9M 

154 1367/16 20.08.2016 Emilia-Romagna Bulldog  f 2M 

155 1378/16 28.09.2016 Toscana Bloodhound m 4M 

156 1410/16 31.10.2016 Emilia-Romagna Meticcio m 6M 

157 1418/16 16.11.2016 Emilia-Romagna Meticcio f 2M 

158 847/17 01.06.2017 Emilia-Romagna E.B. m 3M 

159 848/17 21.04.2017 Emilia-Romagna Meticcio f 2M 
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160 850/17 09.08.2017 Emilia-Romagna P.T. m 3M 

161 851/17 14.08.2017 Emilia-Romagna A.S.T m 4M 

162 934/17 03.09.2017 Emilia-Romagna J.R.T. m 3M 

 

Tabella 2.5: Cani positivi per CPV-2 inclusi nello studio. (m: maschio; f: femmina; M: mesi; A: anni; N.D: 

non disponibile; Y.T: Yorkshire terrier; L.C: Lupo cecoslovacco; C.K.C.S: Cavalier King Charles Spaniel; 

J.R.T: Jack Russell terrier; W.H.W.T: West Highland white terrier; B.B: bovaro del bernese; E.B: 

Epagneul Breton; A.S.T: American Staffordshire terrier; C.P.M.A: Cane da pastore maremmano 

abruzzese; M.S: Mastino spagnolo; A.P.B.T: American Pit Bull Terrier; M.T: Manchester terrier) 

 

 

L’estrazione del DNA dalle feci e dai tamponi rettali era avvenuta mediante varie 

metodiche che sono state impiegate presso in laboratorio nel corso degli anni, dal metodo 

della bollitura ai moderni kit commerciali a colonnine. 

La ricerca del DNA del CPV-2 era stata effettuata utilizzando una metodica di PCR 

convenzionale basata su una coppia di primer (VP2_2684-2705_For 5’-ACC AAC TAA 

AAG AAG TAA ACC A-3’ e VP2_4544-4570_Rev 5’-GTA ATA AAC ATA AAA 

ACA TAG TAA GTA-3’) che è in grado di amplificare l’intero gene VP2, producendo 

ampliconi di circa 1800 paia di basi. Le reazioni sono state effettuate con i diversi kit di 

reagenti e termociclatori in uso presso l’INFLAB tra il 1994 ed il 2017.  

Il ciclo termico impiegato per la reazione di PCR è invece rimasto invariato ed è riportato 

nella Tabella 2.6. I campioni erano stati considerati positivi a seguito della 

visualizzazione ai raggi UV di bande delle dimensioni attese su gel di agarosio colorato 

con bromuro di etidio dopo corsa elettroforetica. 

 

Ciclo di reazione 

Fase del ciclo Temperatura Tempo  

Denaturazione iniziale 94 °C 5 min  

Denaturazione  94 °C 

50 °C 

72 °C 

30 sec 

2 min 

2,20 min 

 

   40X 

 

Annealing 

Estensione 

Estensione finale 72 °C 10 min  

 

Tabella 2.6: Ciclo di amplificazione riferito alla PCR convenzionale basata sui primer VP2_2684-

2705_For e VP2_4544-4570_Rev 5’ utilizzata per rilevare il DNA del Protoparvovirus dei carnivori 1. 
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2.4.2.3 Cani: ricerca del DNA di CanineCV 

Tutti gli estratti di DNA dei cani inclusi nello studio sono stati sottoposti ad uno screening 

per la ricerca del DNA di CanineCV mediante un saggio di SYBR Green Real-Time PCR, 

le cui caratteristiche e messa a punto sono riportate nel paragrafo 2.3 (Studio 1: messa a 

punto di un saggio di SYBR Green Real-Time PCR specifico per CanineCV) della 

presente tesi.  

In ogni reazione sono stati testati in duplicato: i campioni ignoti, 8 diluizioni seriali in 

base 10 (da 1x108 a 1x101) dello standard plasmidico ed un no-template control costituito 

dalla mix di reazione più acqua ultrapura. I campioni sono stati considerati positivi se, in 

entrambi i replicati, la curva di fluorescenza registrata durante la reazione mostrava un 

incremento esponenziale corrispondente ad una quantità di DNA target di partenza 

superiore al LOD (quantificata mediante la curva standard ottenuta per ogni reazione con 

le 8 diluizioni dello standard plasmidico), se la curva di melting era caratterizzata da un 

picco specifico (93,5 ± 0,3 °C) e se nessuna amplificazione era evidente nel no-template 

control. 

 

2.4.2.4 Cani: analisi della sopravvivenza, tempo di ricovero e variabili clinico-

patologiche  

I cani sono stati quindi divisi in due gruppi sulla base del fatto che fossero positivi solo 

per CPV-2 (gruppo CPV-2) oppure per CPV-2 e CanineCV (CPV-2 + CanineCV). I dati 

inerenti ai giorni di ricovero, alla sopravvivenza ed ai parametri clinico-patologici dei 

cani inclusi nei due gruppi sono stati quindi confrontati. Tali dati sono stati ricavati dal 

software gestionale FENICE® in uso presso il DIMEVET dal 2005, di conseguenza non 

erano disponibili per i cani campionati in anni antecedenti.   

Le informazioni sulla sopravvivenza e sui giorni di recupero erano disponibili solo per i 

soggetti afferiti e ricoverati presso l’Ospedale Veterinario Universitario (OVU) 

“Giuseppe Gentile” (precedentemente Ospedale Didattico Veterinario) del DIMEVET.  

I parametri clino patologici valutati per i cani inclusi nello studio sono stati: 

eritrociti/mm3, valore ematocrito (%), emoglobina totale (g%), piastrine/mm3, leucociti 

totali/mm3, eosinofili/mm3, neutrofili/mm3, linfociti/mm3, monociti/mm3, basofili/mm3, 

aspartato aminotransferasi (U/L), alanina aminotransferasi (U/L), creatinina (mg/dl), urea 

(mg/dl), proteine totali (g/dl), albumina (g/dl), rapporto albumine/globuline (A/G), 
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bilirubina totale (mg/dl) e proteina C-reattiva (mg/dl). Tutte le misurazioni erano state 

effettuate presso il laboratorio del Servizio di Patologia Clinica (CLINLAB, 

precedentemente SEPAC VET) del DIMEVET. 

I dati ottenuti sono stati analizzati attraverso statistica descrittiva, ed espressi come 

mediana e range (valore minimo e massimo). Le variabili oggetto di studio sono state 

confrontate tra i due gruppi mediante statistica non parametrica (Kruskall Wallis 

ANOVA). La sopravvivenza tra i due gruppi è stata confrontata utilizzando il test chi-

quadrato. Per tutte le analisi effettuate i risultati sono stati considerati statisticamente 

significativi per un valore di P<0,05. I dati sono stati elaborati utilizzando il software 

MedCalc Statistical Software versione 15.6.1 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; 

https://www.medcalc.org; 2015). 

 

2.4.2.5 Volpi: popolazione di studio 

Gli estratti di DNA di 32 volpi rosse erano stati ottenuti in occasione di un precedente 

studio sull’adenovirus canino (Balboni et al., 2013). Le volpi erano state abbattute in 

provincia di Pisa in due differenti periodi della regolare stagione di caccia 2011: 15 a 

febbraio e 17 ad ottobre. Dalle 15 volpi abbattute in febbraio erano stati collezionati 

soltanto campioni fecali, mentre da quelle abbattute ad ottobre anche campioni di milza 

e fegato. La data ed il luogo di abbattimento, il peso e l’età sono state annotate per ogni 

volpe e sono riportate nella Tabella 2.7. L’età delle volpi è stata determinata sulla base 

del peso del cristallino (Cavallini e Santini, 1995). Ai fini dello studio sull’adenovirus 

canino tutte le volpi erano state sottoposte ad un esame post-mortem e, con l’eccezione 

dei soggetti 113-7 e 113-13 affetti da rogna sarcoptica, tutte erano risultate in buona 

salute. Il DNA è stato estratto dalle varie matrici mediante il NucleoSpin Tissue Mini Kit 

(Macherey-Nagel, Duren, Germania) secondo le istruzioni fornite dal produttore e 

conservato a -20°C. 

 

2.4.2.6 Volpi: ricerca del DNA di CanineCV 

La ricerca del CanineCV negli estratti di DNA delle volpi rosse è stata effettuato con le 

stesse modalità descritte per i cani (vedi paragrafo 2.4.1.3). 
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Volpe Data e luogo di abbattimento Sesso Peso (kg) Età (anni) Matrici 

09-1 02/02/2011 Coltano m 4.1 >1 F 

09-2 03/02/2011 Coltano f 3.5 <1 F 

09-3 04/02/2011 Coltano f 4.2 >1 F 

09-4 04/02/2011 Coltano f 3.7 <1 F 

09-5 04/02/2011 Coltano f 4.5 >1 F 

09-6 04/02/2011 Coltano m 4.7 >1 F 

09-7 04/02/2011 Coltano f 3.8 <1 F 

09-8 08/02/2011 San Miniato m 6.4 >1 F 

09-9 08/02/2011 San Miniato f 5.2 >1 F 

09-10 08/02/2011 San Miniato f 5.3 >1 F 

09-11 08/02/2011 San Miniato m 4.3 <1 F 

09-12 08/02/2011 San Miniato m 4.7 <1 F 

09-13 08/02/2011 San Miniato f 6.1 >1 F 

09-15 15/02/2011 Coltano m 4.7 <1 F 

09-16 15/02/2011 Coltano m 4.9 <1 F 

113-1 01/10/2011 Coltano f 4.6 <1 F, L, K  

113-2 01/10/2011 Coltano m 7.6 >1 F, L, K  

113-3 01/10/2011 Coltano f 4.7 <1 F, L, K  

113-4 01/10/2011 San Frediano f 5.3 >1 F, L, K  

113-5 01/10/2011 San Frediano f 4.4 >1 F, L, K  

113-6 01/10/2011 San Frediano f 5 >1 F, L, K  

113-7 01/10/2011 San Frediano f 4.1 <1 F, L, K  

113-8 01/10/2011 San Frediano m 6.2 >1 F, L, K  

113-9 01/10/2011 San Frediano f 4.8 <1 F, L, K  

113-10 01/10/2011 Coltano m 8.1 >1 F, L, K  

113-11 01/10/2011 Coltano f 4.1 <1 F, L, K  

113-12 01/10/2011 Coltano m 7.2 >1 F, L, K  

113-13 01/10/2011 Coltano f 3.8 <1 F, L, K  

113-14 01/10/2011 Coltano m 7 >1 F, L, K  

113-15 01/10/2011 Coltano f 4.7 <1 F, L, K  

113-17 01/10/2011 Coltano f 5.1 >1 F, L, K  

113-19 01/10/2011 Coltano m 5.2 <1 F, L, K  

 

Tabella 2.7: Volpi rosse testate in questo studio (m: maschio; f: femmina; F: feci; L: fegato; K: rene) 
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2.4.2.7 Amplificazione e sequenziamento dei circovirus identificati 

Gli estratti di DNA risultati positivi al saggio di SYBR Green Real-Time PCR sono stati 

sottoposti ad amplificazione mediante 2 diverse PCR convenzionali.  

Una delle due PCR amplificava un tratto corrispondente alla quasi totalità del genoma del 

CanineCV (1931 su 2063 nt), con l’eccezione della regione altamente conservata 

compresa tra le estremità 3’ dei due ORF principali, utilizzando i primer CanineCV-1020-

1040-For e CanineCV-909-931-Rev. Le sequenze nucleotidiche di tali primer erano state 

ottenute mediante reverse-complement delle sequenze dei primer impiegati nel saggio di 

SYBR Green Real-Time PCR (qCanineCV-For e qCanineCV-Rev).  

Per amplificare la regione compresa tra le estremità 3’ dei due ORF principali è stata 

usata una PCR basata sui primer CanineCV-3’-3’-For e CanineCV-3’-3’-R, disegnati 

sulle sequenze di referenza depositate presso GenBank. 

I cicli di amplificazione delle due PCR sono stati impostati sulla base delle temperature 

di melting delle 2 coppie di primer predette attraverso l’interfaccia web di Primer-BLAST 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e sulle istruzioni fornite dal 

produttore del kit di amplificazione utilizzato. 

Le caratteristiche principali dei primer sono riportate nella Tabella 2.8.  

Le reazioni sono state effettuate utilizzando il HotStar HiFidelity Polymerase Kit 

(Qiagen, Hilden, Germania) ed il termociclatore SimpliAmp Thermal Cycler (Waltham, 

Massachusetts, Stati Uniti). Le mix di reazione ed i cicli di amplificazione sono riportati 

nelle Tabelle 2.9 e 2.10.  

Per verificare la presenza dei frammenti delle dimensioni attese, i prodotti delle reazioni 

(5 μl ciascuno) sono stati sottoposti a corsa elettroforetica su gel di agarosio all’1% 

addizionato con bromuro di etidio in buffer TAE standard e visualizzati mediante raggi 

UV.  

I prodotti della seconda PCR sono stati successivamente purificati mediante il kit High 

Pure PCR Product Purification (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) secondo le 

istruzioni fornite dal produttore e sequenziati. Le sequenze nucleotidiche dei prodotti di 

PCR purificati sono state ottenute con tutti e 4 i primer utilizzati per l’amplificazione. Lo 

strumento ABI 3730xl 96-capillary DNA Analyzer (Applied Biosystem, CA, USA) è 

stato utilizzato per il sequenziamento. 
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Primer Sequenza primer 5’-3’ Posizionea  Amplicone 

CanineCV-

1020-1040-For 
CGTTTACCTGTTCACCCCCCT 1020-1040 

1931 
CanineCV-

909-931-Rev 
AGCGAGAGGCCTTTATCTTTCAG 909-931 

CanineCV-3’-

3’-For 
ATGGTGGGATGGCTACGATG 606-625 

936 
CanineCV-3’-

3’-Rev 
CAAGGAAGAGGGAATGCTACAAG 1519-1541 

 

Tabella 2.8: Primer impiegati in questo studio per le due PCR convenzionali utilizzate per amplificare il 

genoma del CanineCV. 

 

 

Mix di reazione 

Reagente C. iniziale Volume C. finale 

Buffer 5X 10 µl 1X 

Qsolution 5X 10 µl 1X 

CanineCV-1020-1040-For 20 µM 2,5 µl 1 µM 

CanineCV-909-931-Rev 20 µM 2,5 µl 1 µM 

Enzima High-Fidelity 2,5 unità/µl 1 µl 2,5 unità/reazione 

H2O ultrapura - 19 µl - 

DNA templato - 5 µl - 

Volume finale 50 µl 

Ciclo di reazione 

Fase del ciclo Temperatura Tempo  

Denaturazione iniziale 95 °C 5 min  

Denaturazione  94 °C 

60 °C 

72 °C 

1 min 

2 min 

2,30 min 

 

   40X 

 

Annealing 

Estensione 

Estensione finale 72 °C 10 min  

 

Tabella 2.9: Mix e ciclo di reazione riferiti alla PCR convenzionale basata sui primer CanineCV-1020-

1040-For e CanineCV-909-931-Rev. (C.: concentrazione) 
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Mix di reazione 

Reagente C. iniziale Volume C. finale 

Buffer 5X 10 µl 1X 

Qsolution 5X 10 µl 1X 

CanineCV-3’-3’-For 20 µM 2,5 µl 1 µM 

CanineCV-3’-3’-Rev 20 µM 2,5 µl 1 µM 

Enzima High-Fidelity 2,5 unità/µl 1 µl 2,5 unità/reazione 

H2O ultrapura - 19 µl - 

DNA templato - 5 µl - 

Volume finale 50 µl 

Ciclo di reazione 

Fase del ciclo Temperatura Tempo  

Denaturazione iniziale 95 °C 5 min  

Denaturazione  94 °C 

56 °C 

72 °C 

30 sec 

1 min 

1 min 

 

   40X 

 

Annealing 

Estensione 

Estensione finale 72 °C 10 min  

 

Tabella 2.10: Mix e ciclo di reazione riferiti alla PCR convenzionale basata sui primer CanineCV-3’-3’-

For e CanineCV-3’-3’-Rev. (C.: concentrazione) 

 

 

2.4.2.8 Rolling Circle Amplification 

Gli estratti risultati postivi al saggio di Real-Time PCR ma negativi alle PCR 

convenzionali sono stati sottoposti a rolling circle amplification (RCA) mediante il kit 

Illustra TempliPhi 100 Amplification (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, 

Regno Unito) secondo le istruzioni fornite dal produttore. La RCA sfrutta una reazione 

enzimatica isotermica per amplificare molecole di DNA circolari ed in questo studio è 

stata utilizzata per aumentare la quantità di DNA di CanineCV presente negli estratti. I 

prodotti della reazione di RCA sono stati quindi amplificati mediante PCR convenzionali 

come riportato al paragrafo 2.4.2.7. 
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2.4.2.9 Analisi bioinformatiche 

Le sequenze ottenute sono state assemblate mediante il software BioEdit Sequence 

Alignment Editor version 7.0.5. (Hall, 1999) e allineate con tutte le sequenze 

nucleotidiche di CanineCV complete dei due ORF principali depositate presso il database 

GenBanK (Numeri di accesso delle sequenze utilizzate: MG737386; MG737385; 

MG737384; MG737383; MG737382; MG737381; MG737380; MG737379; MG737378; 

MF797786; MG266899; KF887949; JQ821392; NC_020904; MF457592; KT734828; 

KT734827; KT734826.1; KT734825; KT734824; KT734823; KT734822; KT734821; 

KT734820; KT734819; KT734818; KT734817; KT734816; KT734815; KT734814; 

KT734813; KT734812; KT946839; KT283604; KJ530972; KC241984; KC241983; 

KC241982; KP260927; KP260926; KP260925; KP941114). L’allineamento è stato 

effettuato mediante l’algoritmo ClustalW implementato nel software BioEdit Sequence 

Alignment Editor version 7.0.5. Lo stesso software è stato utilizzato per il calcolo del 

grado di similarità nucleotidica tra le sequenze ottenute in questo studio e le sequenze di 

referenza. Il grado di similarità nucleotidica è stato inoltre calcolato per le sequenze 

ottenute in questo studio tra di loro. 

L’analisi filogenetica è stata eseguita con il software MEGA versione 6.06 (Tamura et 

al., 2013) utilizzando il metodo di massima verosimiglianza (maximum likelihood, ML) 

Mediante l’apposità funzione implementata nel software MEGA i seguenti modelli di 

sostituzione nucelotidica sono risultati i più adeguati per il set di sequernze ottenute: 

General Time Reversible (Tavarè, 1986), TN93 (Tamura e Nei, 1993) e Tamura 3-

parametri (Tamura, 1992). I valori di bootstrap, che permettono di valutare il livello di 

confidenza di ogni ramo dell’albero ottenuto, sono stati ottenuti ripetendo per 1.000 volte 

l’elaborazione dei dati.
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2.4.3 Risultati 

 

2.4.3.1 Cani: popolazioni di studio e ricerca del DNA di CanineCV mediante SYBR Green 

Real-Time PCR 

A causa del carattere retrospettivo dello studio, non tutti i dati erano disponibili per ogni 

cane, pertanto l’analisi statistica descrittiva della popolazione è stata effettuata su di un 

numero limitato di soggetti. 

I 162 cani inclusi nello studio presentavano un’età mediana di 3 mesi (range 1 mese - 10 

anni), 40 erano maschi (51%) e 38 femmine (49%). Il 67% (64/85) dei soggetti era di 

razza, mentre il 33% (21/85) erano meticci. 

Sette dei 162 (4,3%) cani testati sono risultati positivi per CanineCV (Tabella 2.11), con 

quantità di DNA virale comprese tra le 7x100 e le 2x105 copie per microlitro di estratto. 

Tutti i sette cani risultati positivi provenivano dell’Emilia-Romagna e avevano un’età 

compresa tra i 2 e gli 11 mesi. Dal punto di vista temporale il campione positivo più 

vecchio risaliva al 2009. 

 

CANE DATA PROVENIENZA RAZZA SESSO ETÀ 
COPIE 

DNA 

800/09 23.07. 09 Emilia-Romagna J.R.T f 11M 15 

115/10 27.01.10 Emilia-Romagna W.H.W.T m 4M 1,7 x 105 

540/10 16.06.10 Emilia-Romagna Maltese f 2M 13 

517/13 05.07.13 Emilia-Romagna Chihuahua m 2M 7 

570/13 07.11.13 Emilia-Romagna Shih-tzu f 6M 3,5 x 103 

1203/16 17.02.16 Emilia-Romagna Meticcio m 6M 3,7 x 103 

1367/16 20.08.16 Emilia-Romagna Bulldog  f 2M 2 x 105 

 

Tabella 2.11: Cani risultati positivi alla Real-Time PCR per CanineCV (m: maschi; f: femmine; M: mesi; 

J.R.T: Jack russel terrier; W.H.W.T: West Highland white terrier) 

 

 

2.4.3.2 Cani: analisi statistica delle variabili cliniche e clinico-patologiche 

I dati delle variabili cliniche e clinico-patologiche non erano disponibili per tutti i cani 

inclusi nello studio e nessun dato era disponibile per i soggetti campionati prima del 2005, 

pertanto la numerosità campionaria variava a seconda della variabile considerata. 
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Il confronto tra i dati delle variabili clinico-patologiche e dei giorni di ricovero è riassunto 

nella Tabella 2.12 e non ha evidenziato nessuna differenza statisticamente significativa 

tra i due gruppi.  

Anche la mortalità non è risultata significativamente diversa tra i cani positivi per CPV-

2 e quelli positivi per CPV-2 e CanineCV. Dei 59 cani positivi per CPV-2 ne sono morti 

8, mentre dei 7 positivi per entrambi i virus 4 sono sopravvissuti, 2 deceduti e per uno 

non è stato possibile risalire alle informazioni riguardanti il decorso clinico.        
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   CPV-2  CPV-2 + CanineCV  

Parametro  I.R. N Mediana Range N Mediana Range P 

Ematocrito (%) 37-55 57 38,8 18 – 73,3 5 42,4 35,8 – 60 0,28 

Emoglobina (%) 12-18 58 12,8 6,4 – 26,9 5 15,7 11,9 – 20,3 0,16 

Eritrociti (/mm3) 5500000-8500000 58 5700000 157420 – 8650000 4 6350000 5400000 – 8980000 0,27 

Piastrine (/mm3) 60000-500000 58 291000 1940 – 947000 5 297000 179000 – 400000 0,77 

Leucociti (/mm3) 6000-17000 58 4360 133 – 40400 5 1600 360 – 10320 0,17 

Linfociti (/mm3) 1000-4000 50 907 62 – 8250 5 976 220 – 2260 0,65 

Neutrofili (/mm3) 3000-12000 50 5678 17 – 33128 5 224 100 – 7450 0,13 

Eosinofili (/mm3) 0-750 40 65 10 – 635 4 65 10 – 128 0,55 

Monociti (/mm3) 100-1400 48 290 10 – 6868 5 60 20 – 410 0,09 

Basofili (/mm3) 0-180 37 20 0 – 320 3 40 40 – 100 0,16 

Creatinina (mg/dl) 0,65-1,35 52 0,47 0,25 – 2,64 5 0,52 0,34 – 1,87 0,58 

Urea (mg/dl) 18-55 52 25,2 11,23 – 132,3 5 30,9 21,66 – 111,1 0,20 

ALT (U/L) 20-55 52 30 14 – 1610 5 32 17 – 10 0,93 

AST (U/L) 20-42 52 52 14 – 298 5 46 9 – 68 0,34 

Bilirubina (mg/dl) 0,07-0,34 47 0,14 0,05 – 1,45 2 0,175 0,12 – 0,23 0,93 

Proteine Tot (g/dl) 5,60-7,90 52 5,155 3,52 – 8,03 5 4,94 3,99 – 7,58 0,74 

Albumine (g/dl) 2,80-3,70 52 2,355 1,37 – 3,46 5 2,13 1,61 – 3,01 0,62 

A/G 0,60-1,30 52 0,85 0,29 – 1,23 5 0,72 0,66 – 0,9 0,15 

CRP (mg/dl) 0-0,5 23 7,3 1,54 – 31,84 3 9,13 8,94 – 11 0,06 

Giorni di ricovero / 51 6 2 – 33 5 7 5 – 14 0,37 

 

Tabella 2.12: parametri clinico patologici e durata del ricovero nei due gruppi (CPV-2 e CPV-2+CanineCV) espressi come mediana e range; l’unità di misura di 

ciascuna variabile è indicata tra parentesi. Le differenze sono state considerate significative per valori di P ≤ 0,05. (I.R: intervallo di riferimento; N: numerosità 

campionaria; P: significatività statistica; ALT: alanina aminotransferasi; AST: aspartato aminotransferasi; A/G: rapporto albumina/gammaglobuline; CRP: proteina 

C-reattiva). 
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2.4.3.3 Volpi: popolazione di studio 

Delle 32 volpi rosse incluse nello studio 13 (40,6%) erano maschi e 19 (59,4%) femmine, 

17 (53%) avevano un’età superiore all’anno mentre le restanti 15 (47%) avevano un’età 

inferiore. Gli animali presentavano un peso mediano di 4,7 Kg, con un range compreso 

tra 3,5 ed 8,1 Kg. 

 

2.4.3.4 Volpi: ricerca del DNA di CanineCV mediante SYBR Green Real-Time PCR  

Il DNA del CanineCV è stato rilevato in una volpe rossa su 32 testate (3,2%). Il soggetto 

risultato positivo (volpe 09-10) era una femmina del peso di 5,3 Kg di età superiore ad un 

anno, per la quale gli approfondimenti anatomo-patologici condotti al momento del 

campionamento non avevano evidenziato alcun processo patologico in atto. La quantità 

di DNA rilevata nell’estratto ottenuto dal campione fecale (campioni di rene e milza non 

erano stati prelevati per questo soggetto) era di 2x102 copie.  

 

2.4.3.5 Amplificazione e sequenziamento 

Per ottenere gli ampliconi da sequenziare, gli estratti di DNA dei 7 cani e della volpe 

risultati positivi al saggio di Real-Time PCR sono stati amplificati mediante le due PCR 

end-point precedentemente descritte. I campioni N° 115/10, 570/13, 1203/16 e 1367/16 

sono risultati positivi ad entrambi i saggi di PCR, mentre i campioni N° 800/09, 540/10, 

517/13 e 09-10 sono risultati negativi.  Al fine di aumentare la quantità di DNA circolare, 

i campioni risultati negativi sono stati sottoposti a RCA e quindi nuovamente amplificati 

mediante le PCR end-point. Le PCR effettuate sui prodotti di RCA sono risultate positive 

per i campioni 800/09, 540/10 e 09-10, mentre il campione 517/13 si è confermato 

negativo.   

I prodotti delle due PCR risultati positivi sono stati quindi purificati e sequenziati. 

L’assemblaggio delle sequenze nucleotidiche dei due ampliconi prodotti con le PCR end-

point ha permesso di ottenere le sequenze genomiche parziali dei circovirus rilevati nei 

campioni 800/09, 115/10, 540/10, 570/13, 1203/16, 1367/16 e 19-10. Il campione 517/13 

è risultato sempre negativo alle PCR end-point e di conseguenza non è stato possibile 

sequenziarlo.  

I risultati delle PCR end-point e le sequenze nucleotidiche ottenute sono riassunte nella 

Tabella 2.13 
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Campione Copie DNA 
PCR end-

point 
RCA 

PCR post-  

RCA 

Sequenza 

nucleotidica 

800/09 15 Negativo Si Positivo 1879 nt 

115/10 1,7 x 105 Positivo No / 1989 nt 

540/10 13 Negativo Si Positivo 1991 nt 

517/13 7 Negativo Si Negativo / 

570/13 3,5 x 103 Positivo No / 1930 nt 

1203/16 3,7 x 103 Positivo No / 1787 nt 

1367/16 2 x 105 Positivo No / 1978 nt 

09-10 2 x 102 Negativo No Positivo 2001 nt 

 

Tabella 2.13: risultati delle PCR end-point sugli estratti tal quale (colonna PCR end-point) e sui prodotti 

della reazione di RCA (colonna PCR post-RCA). Sono inoltre indicate le copie di DNA di CanineCV 

quantificate mediante Real-Time PCR (Copie DNA),  le sequenze nucleotidiche di CanineCV e le relative 

lunghezze espresse in nucleotidi (nt). 
 

 

2.4.3.6 Risultati analisi bioinformatiche  

Le sequenze nucleotidiche ottenute in questo studio mostravano un’identità superiore 

all’80% con le sequenze di CanineCV depositate presso il database di GenBank (Tabella 

2.14), confermando l’appartenenza di tutti i virus identificati alla specie CanineCV.  

La sequenza nucleotidica 800/09 e 115/10 mostrava la massima similarità con sequenze 

di CanineCV ottenute in Italia da cani e lupi, mentre la 540/10 con una sequenza ottenuta 

da un cane in Germania. Le sequenze 570/13 e 1203/16 erano invece più simili a due 

CanineCV rilevati in altrettanti cani in Italia e negli Stati Uniti d’America. Il CanineCV 

1367/16 aveva il massimo grado di similarità con uno ottenuto da un cane in Italia. La 

sequenza 09-10, l’unica ottenuta da una volpe rossa in questo studio, presentava il 

massimo grado di similarità con tre sequenze ottenute da cani in Thailandia. Tutti i 

CanineCV sequenziati nel presente studio mostravano il minimo grado di similarità con 

la sequenza nucleotidica di un CanineCV ottenuto da una volpe rossa nel Regno Unito. 

Il grado di similarità nucleotidica delle sequenze di CanineCV ottenute in questo studio 

tra di loro è riportata nella Tabella 2.15. 
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Sequenza Posizionea Similarità maxb Similarità minb 

800/09 1 – 1879 nt 
98,8% (KT734827, 

KT734815) 
83,1% (KP260925) 

115/10 1 – 1989 nt 

97,7% (KT734823, 

KT734826, KT734828, 

KT734812) 

83,6% (KP260925) 

540/10 1 –1991 nt 98% (KF887949) 83,1% (KP260925) 

570/13 1 – 1930 nt 
93,4% (KJ530972, 

KC241984) 
83,3% (KP260925) 

1203/16 75 – 1861 nt 
92,8% (KJ530972, 

KC241984) 
82,9% (KP260925) 

1367/16 1 – 1978 nt 96,2% (KJ530972) 83,3% (KP260925) 

09-10 1 – 2001 nt 
96% (MG737383, 

MG737382, MG737378) 
84,8% (KP260925) 

 

Tabella 2: Sequenze nucleotidiche di CanineCV ottenute in questo studio e confronto con le sequenze di 

referenza. a(Posizione nucleotidica della sequenza ottenuta rispetto alla sequenza di referenza JQ821392), 
b(percentuale di similarità nucleotidica massima con le sequenze di referenza depositate presso il database 

di GenBank, le sequenze di referenza che hanno generato il valore sono indicate tra parentesi) 
c(percentuale di similarità nucleotidica minima con le sequenze di referenza depositate presso il database 

di GenBank, le sequenze di referenza che hanno generato il valore sono indicate tra parentesi) 

 

 

Sequenza Similarità maxb Similarità minb 

800/09 97% (540/10) 86,2% (09-10) 

115/10 
95,9% (540/10, 

800/09) 
86,9% (09-10) 

540/10 97% (800/09) 86,2% (09-10) 

570/13 97,8% (1203/16) 86,8% (09-10) 

1203/16 97,8% (570/13) 86% (09-10) 

1367/16 
95,8% (800/09, 

570/13) 
86,3% (09-10) 

09-10 86,9% (115/10) 
86,2% (800/09, 

540/10) 

 

Tabella 2.15: tabella riassuntiva del grado di similirità nucleotidica tra le sequenze di CanineCV ottenute 

in questo studio. La similarità è riportata in percentuale rispetto alle sequenze poste tra parentesi. a(Valore 

di similarità massimo) b(Valore di similarità minimo). 

 

 

 Le relazioni filogenetiche dei CanineCV ottenuti in questo studio con quelli depositati 

presso il database di GenBank sono indicate nell’albero riportato nella Figura 2.9. 
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L’albero è stato ottenuto con il metodo della massima verosimiglianza (ML) ed usando 

il General Time Reversible come modello di sostituzione nucleotidica. La topologia 

dell’albero ottenuto è stata confermata anche con l’utilizzo dei modelli TN93 e Tamura 

3-parametri. 

L’analisi filogenetica ha evidenziato l’esistenza di due cluster principali, in uno si 

raggruppavano la maggior parte delle sequenze di CanineCV, mentre nell’altro le uniche 

4 sequenze di CanineCV ricavate da volpi rosse ad oggi depositate presso il database di 

GenBank più la sequenza canina UCD3-478. Tutte le sequenze di CanineCV ottenute in 

questo studio appartenevano al primo cluster. La sequenza 09-10, originata da una volpe 

rossa, non clusterizzava con le altre sequenze ricavate dalla medesima specie, bensì 

formava un ramo monofiletico strettamente correlato a 8 sequenze nucleotidiche ricavate 

da cani in Thailandia. 
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Figura 2.9: Albero filogenetico costruito con le sequenze nucleotidiche ottenute in questo studio e sequenze 

di referenza dotate dei due ORF principali. Per ogni sequenza è indicato il numero di accesso GenBank, 

la specie ospite, il paese e l’anno in cui è stata ottenuta. Le sequenze generate in questo studio sono 

riportate in grassetto. La sequenza MF497831, appartenente ad un circovirus dei roditori è stata usata 

come outgroup. L’albero è stato costruito con il metodo della massima verosimiglianza ed usando il 

General Time Reversible come modello di sostituzione nucleotidica. 
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2.4.4 Discussione 

Il CanineCV è stato descritto per la prima volta nel 2012 in cani la cui storia clinica era 

sconosciuta ed un anno più tardi è stato rilevato nel fegato di un cane con gastroenterite 

emorragica, vasculite e linfoadenite granulomatosa (Kapoor et al., 2012; Li et al., 2013a).  

Da quella prima descrizione dell’associazione tra il CanineCV e lo sviluppo di processi 

patologici, numerosi studi hanno indagato il potenziale patogeno del virus nella specie 

canina, in particolare come possibile causa di sindromi gastroenteriche. Tali studi sono 

però giunti a conclusioni discordanti, senza rilevare univocamente un’associazione 

statisticamente significativa tra il virus e la presenza di sintomatologia gastroenterica (Li 

et al., 2013a; Hsu et al., 2016; Anderson et al., 2017; Dowgier et al., 2017; Gentil et al., 

2017). Due di questi studi hanno tuttavia rilevato una prevalenza più alta dell’infezione 

da CanineCV in soggetti infetti da CPV-2, suggerendo un possibile sinergismo tra i due 

virus (Anderson et al., 2017; Dowgier et al., 2017). E’stata inoltre rilevata una mortalità 

significativamente più alta nei soggetti positivi per CPV-2 e CanineCV rispetto a quelli 

positivi per il solo parvovirus (Anderson et al., 2017).  

Nel presente studio, gli estratti di DNA di 162 cani risultati PCR positivi per CPV-2 sono 

stati testati mediante un saggio di Real-Time PCR in grado di rilevare il DNA del 

CanineCV ed i dati inerenti ad alcuni parametri clinico-patologici, ai giorni di ricovero 

ed alla percentuale di sopravvivenza sono stati confrontati tra i cani positivi solo per CPV-

2 e quelli positivi per CPV-2 e CanineCV.  Dei 162 cani testati, 7 sono risultati postivi 

per CanineCV, con una prevalenza del 4,3%. La quantità di DNA virale rilevata nei 

campioni variava da molto bassa (7 copie di DNA virale/µl), ad indicare una limitata 

replicazione virale nella mucosa intestinale oppure un passaggio nel lume intestinale 

senza replicazione attiva a quantità invece più alte (fino a 2 x 105 copie di DNA virale/µl), 

suggestive di una intensa replicazione nella mucosa intestinale (Dowgier et al., 2017). 

La percentuale di soggetti positivi per CanineCV riscontrata in questo studio è 

sensibilmente più bassa di quella rilevata in altri 2 studi analoghi, nei quali la percentuale 

dei cani contemporaneamente postivi per CPV-2 e CanineCV sfiorava il 13% (Anderson 

et al., 2017; Dowgier et al., 2017). Tale diversità potrebbe essere dovuta a differenze 

geografiche nella diffusione del CanineCV, in quanto la maggior parte dei soggetti testati 

nel presente lavoro provenivano dell’Emilia-Romagna, mentre gli altri due studi erano 

stati condotti uno in Germania (Anderson et al., 2017) e l’altro nell’Italia meridionale 
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(Dowgier et al., 2017). L’evenienza che il saggio molecolare impiegato nel presente 

studio fosse caratterizzato da sensibilità ed efficienza inferiori rispetto a quelli impiegati 

negli altri due studi appare invece remota, a causa delle ottime performance mostrate dalla 

metodica molecolare nella fase di messa a punto e riportate nel sotto-capitolo 2.3 Studio 

1: messa a punto di un saggio di SYBR Green Real-Time PCR specifico per 

CanineCV. Un’altra ipotesi è che la differenza di prevalenza riscontrata in questo studio 

rispetto ai due disponibili in letteratura possa essere riconducibile al periodo di 

campionamento. Nel presente studio, infatti, sono stati analizzati estratti di DNA ottenuti 

in un periodo di tempo molto vasto, compreso tra il 1994 ed il 2017, e nessuna positività 

antecedente all’anno 2009 è stata rilevata. Negli studi di Anderson e colleghi e di Dowgier 

e colleghi, invece, erano stati analizzati campioni più recenti, risalenti al massimo al 2006 

(Anderson et al., 2017; Dowgier et al., 2017). E’quindi possibile che il CanineCV sia 

emerso nelle popolazioni canine solo in anni recenti, oppure che la sua circolazione sia 

aumenta nel corso degli ultimi 10 anni. Ulteriori studi condotti su vaste collezioni di 

campioni raccolti negli anni antecedenti al 2000 sarebbero necessari per verificare questa 

ipotesi. 

L’analisi statistica non ha evidenziato nessuna differenza significativa tra i cani positivi 

per il solo CPV-2 rispetto a quelli positivi per CPV-2 e CanineCV in merito ai parametri 

clinico-patologici analizzati, alla durata del ricovero ed alla mortalità. Questi risultati non 

confermano l’ipotesi secondo la quale il CanineCV, attraverso un meccanismo di 

sinergismo con il CPV-2, aggraverebbe il decorso clinico della parvovirosi canina con 

conseguente aumento della mortalità (Anderson et al., 2017). Tuttavia, malgrado 

l’assenza di differenze statisticamente significative, i soggetti co-infetti presentavano una 

leucopenia più marcata rispetto a quelli positivi per il solo CPV-2, con valori mediani di 

leucociti totali, neutrofili e linfociti sensibilmente al di sotto dell’intervallo di riferimento, 

aspetto che potrebbe far pensare ad un maggiore consumo dei leucociti nei soggetti co-

infetti, forse per un’aumentata probabilità di sviluppare infezioni batteriche secondarie 

(Schnelle e Barger, 2012). La limitata numerosità del gruppo dei soggetti positivi ad 

entrambi i virus potrebbe aver inficiato l’efficacia dell’analisi statistica e un’indagine su 

un numero più elevato di soggetti sarebbe necessaria per confermare o smentire 

definitivamente il ruolo del CanineCV come co-patogeno in corso di parvovirosi. 
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Pochi anni dopo la prima descrizione del CanineCV, il virus è stato rilevato anche nelle 

volpi rosse in UK e successivamente in Croazia (Bexton et al., 2015; Lojkic et al., 2016). 

In Italia la circolazione del CanineCV nelle volpi rosse non è stata confermata. Nell’ unica 

indagine ad oggi disponibile in letteratura condotta in questa specie nel nostro paese, 

nessuna delle 24 volpi rosse testate per CanineCV mediante un saggio molecolare è 

risultata positiva (Zaccaria et al., 2016). 

Nel presente studio, gli estratti di DNA ottenuti da feci e tessuti di 32 volpi rosse 

provenienti dalla Toscana in occasione di una precedente indagine (Balboni et al., 2013) 

sono stati testati mediante un saggio di SYBR Green Real-Time PCR avente come target 

una regione altamente conservata del genoma dei CanineCV. Delle 32 volpi rosse incluse 

in questa indagine una è risultata positiva per CanineCV, con una prevalenza del 3,2%. 

Del soggetto positivo era disponibile esclusivamente l’estratto di DNA ottenuto da un 

campione di feci e la quantità di virus rilevata era piuttosto bassa, corrispondente a 2 x 

102 copie per microlitro, di conseguenza non è stato possibile accertare se il virus avesse 

avuto una disseminazione sistemica né se stesse attivamente replicando nell’epitelio 

intestinale. Tuttavia, in base alla conoscenza dell’autore, il presente studio fornisce la 

prima evidenza della circolazione del CanineCV tra le volpi rosse presenti sul territorio 

italiano. 

La prevalenza del 3,2% riscontrata nella presente indagine è sensibilmente più bassa di 

quella rilevata in uno studio condotto in UK sui sieri di 32 volpi rosse, in cui 20 animali 

risultarono positivi, con una prevalenza del 62,5% (Bexton et al., 2015). E’quindi 

possibile, anche alla luce dei risultati dello studio di Zaccaria e colleghi (2016), che la 

circolazione del CanineCV nelle volpi rosse sul territorio italiano sia più limitata rispetto 

ad altri paesi d’Europa. 

L’analisi filogenetica condotta sulle sequenze nucleotidiche di CanineCV ottenute in 

questo studio unitamente a quelle depositate presso GenBank, ha confermato, con elevati 

valori di bootstrap, l’esistenza di due cluster principali, così come emerso da una 

precedente indagine condotta da Zaccaria e colleghi (2016). Il cluster più ampio era 

formato dalla maggior parte delle sequenze nucleotidiche ottenute da cani, mentre le 

sequenze ottenute da volpi rosse si disponevano in un cluster più piccolo assieme al 

CanineCV di origine canina UCD3-478. Il CanineCV ottenuto in questo studio dalla 

volpe rossa 09-10, mostrava valori di similarità nucleotidica più elevata con le sequenze 
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di origine canina, con le quali si disponeva nel primo cluster nell’albero filogenetico. 

Questo risultato suggerisce che i cani e le volpi condividano i medesimi circovirus, senza 

alcuna segregazione di specie ospite e che possano agire da fonte d’infezione l’uno per 

l’altro. Tuttavia, le informazioni in merito all’epidemiologia del CanineCV nelle volpi 

sono ancora carenti e ulteriori studi sono necessari per comprendere meglio l’importanza 

dei contatti tra i canidi domestici e selvatici ai fini della trasmissione del virus. 
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2.5 Conclusioni 

 

Il saggio SYBR Green Real-Time PCR messo a punto nello Studio 1 potrebbe essere 

proficuamente utilizzato per scopi diagnostici e di sorveglianza epidemiologica, 

contribuendo a chiarire l’effettivo ruolo patogeno del virus nei canidi domestici e 

selvatici, nonché indagare il ruolo dei primi come fonte d’infezione nei confronti dei 

secondi, anche alla luce dell’evidenza che il CanineCV circoli anche tra le volpi rosse 

presenti sul territorio italiano (Studio 2).  
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Abstract

Background: Cats are susceptible to feline panleukopenia virus (FPV) and canine parvovirus (CPV) variants 2a, 2b
and 2c. Detection of FPV and CPV variants in apparently healthy cats and their persistence in white blood cells
(WBC) and other tissues when neutralising antibodies are simultaneously present, suggest that parvovirus may
persist long-term in the tissues of cats post-infection without causing clinical signs. The aim of this study was to
screen a population of 54 cats from Sardinia (Italy) for the presence of both FPV and CPV DNA within buffy coat
samples using polymerase chain reaction (PCR). The DNA viral load, genetic diversity, phylogeny and antibody titres
against parvoviruses were investigated in the positive cats.

Results: Carnivore protoparvovirus 1 DNA was detected in nine cats (16.7%). Viral DNA was reassembled to FPV in
four cats and to CPV (CPV-2b and 2c) in four cats; one subject showed an unusually high genetic complexity with
mixed infection involving FPV and CPV-2c. Antibodies against parvovirus were detected in all subjects which tested
positive to DNA parvoviruses.

Conclusions: The identification of FPV and CPV DNA in the WBC of asymptomatic cats, despite the presence of
specific antibodies against parvoviruses, and the high genetic heterogeneity detected in one sample, confirmed the
relevant epidemiological role of cats in parvovirus infection.

Keywords: Canine parvovirus, Cat, Coinfection, Feline panleukopenia virus, White blood cells, PCR

Background
Parvoviruses are non-enveloped single-stranded DNA vi-
ruses which infect a wide range of mammalian species,
including several members of the order Carnivora. The
Carnivore protoparvovirus 1, belonging to genus Proto-
parvovirus, family Parvoviridae, subfamily Parvovirinae,
includes several closely related autonomous viruses
causing a range of serious conditions, especially in young
animals: feline panleukopenia virus (FPV, the prototype
virus of the former carnivore parvovirus), canine parvo-
virus (CPV), mink enteritis virus (MEV), and raccoon
parvovirus (RaPV) [1].

Feline panleukopenia virus has been known to be a
cause of disease in cats since the beginning of the twen-
tieth century, although there are other similar parvovirus
species affecting cats, such as MEV and CPV. Natural
infections in cats with CPV have been reported but FPV
remains the most prevalent parvovirus causing disease
in cats [2–4]. Since cats are susceptible to FPV and CPV
2a, 2b, 2c variants, superinfection and co-infection with
multiple parvovirus strains associated with high viral
genetic heterogeneity can occur with relatively high fre-
quency in feline hosts [3, 5–7].
Parvoviruses commonly cause acute infection with

high levels of viral shedding which generally ceases
within 1–2 weeks post-infection, after the development
of high titres of virus-neutralising antibody [8, 9]. Never-
theless, parvoviruses can be detected in faeces forup to
6 weeks after recovery, depending on the sensitivity of
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the diagnostic method used [10]. Cats experimentally in-
fected with FPV shed the virus in both urine and faeces
up to day 41–42 post-infection with parvovirus persisting
in the lungs and kidneys for more than 50 weeks in cats
which have recovered [11]. The detection of FPV and
CPV variants in apparently healthy cats suggests that
parvovirus infection may be common in some populations
of clinically normal cats, and that asymptomatic cats may
be able to shed parvovirus for prolonged periods of time
[12–14]. Furthermore, the ability of FPV and CPV to per-
sist in the peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of
cats irrespective of the presence of neutralising antibodies
[13–17] and the presence of parvoviral DNA in the bone
marrow of healthy cats [18], suggests that parvovirus may
persist long term in the tissues of cats post-infection with-
out causing clinical signs.
The aim of this study was to screen a population of 54

cats from Sardinia (Italy) for the presence of both FPV
and CPV DNA within buffy coat samples. The DNA viral
load, genetic diversity, phylogeny and antibody titres against
parvoviruses were investigated in the cats testing positive to
DNA parvoviruses.

Methods
Study design and sampling
This was a retrospective study, carried out on stored
blood samples taken for routine diagnostic investigations
undertaken at the Department of Veterinary Medicine,
University of Sassari - UNISS (Sassari, NO Sardinia, Italy).
Buffy coats from cats sampled between October 2011 and
March 2012 were tested for the presence of feline and
canine parvovirus DNA using real-time polymerase
chain reaction (PCR). The partial VP2 gene of the viruses
identified was sequenced and used for statistical analyses
and phylogenetic comparisons. In addition, the sera of the
cats which were positive to DNA parvoviruses were tested
for the parvovirus antibody using the haemagglutination
inhibition (HI) assay. Samples of owned or stray cats with
different life-style conditions (indoor or outdoor, living
alone or in community) were tested to evaluate different
exposure to parvoviruses. Date of sampling, gender, age,
breed, habitat and the clinical symptoms of the 54 cats
sampled are reported in Table 1. According to these data,
the animals were divided into two groups called A and B.
The cats included in Groups A were predominantly
healthy cats from four multi-cat households. The cats
in Group B were sampled in the Emergency Room of
the Veterinary Teaching Hospital of the Department of
Veterinary Medicine (UNISS) and were predominantly
stray cats showing different clinical signs (sick cats).
Twenty-two of the 54 (40.7%) cats were clinically nor-
mal; 26/54 (48.1%) showed clinical signs attributable to
various diseases; 3/54 (5.6%) showed gastrointestinal
signs, such as vomiting and diarrhoea compatible with

parvovirus infection; clinical status was unavailable for
3/54 (5.6%) cats. The vaccination status of the cats in-
cluded in the study was unknown, although it was
hypothesised that the stray cats were unvaccinated.
Anti-coagulated peripheral blood samples in ethylene-

diaminetetraacetic acid (EDTA) and coagulated blood for
serology were collected from each cat. The blood samples
were stored a + 4 °C and sera at − 20 °C until use.

DNA extraction
Buffy coat-containing mononuclear cells was isolated from
3 ml of EDTA anti-coagulated peripheral blood samples
using Histopaque-1077 (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo,
USA). The DNA was extracted using the DNeasy Blood
and tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), according to
the manufacturer’s instructions. The extracted DNA was
eluted in 100 μl of ultrapure RNasi and DNasi free water,
and was stored at − 20 °C after analysis.

Detection of parvovirus infection using SYBR green real-time
PCR
Parvovirus screening was carried out using real-time PCR
using two conserved primers (A-for and B-rev, Table 2)
targeting a 99 bp fragment of the VP2 gene. Quantitative
PCR (qPCR) was carried out using SYBR Premix Ex Taq II
(Takara Bio inc., Shiga, Japan) and the Rotor-Gene 3000
system (Corbett Research, Mortlake, NSW, Australia).
The fluorescence signal was acquired on the FAM channel
(multi-channel machine, source, 470 nm; detector,
510 nm; gain set to 5) with a fluorescence reading taken at
the end of each elongation step. Each run consisted of an
initial incubation in order to activate the hot-start DNA
polymerase at 95 °C for 30 s followed by 40 cycles of de-
naturation at 95 °C for 10 s, annealing at 60 °C for 20 s
and polymerisation at 72 °C for 30 s. During the melt
cycle, the temperature was increased by increments of 1 °
C from 65 °C to 95 °C. A pCR 4 plasmid (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA) containing one copy of the
VP2 target sequence was produced as the external stand-
ard for the construction of the assay standard curve for
quantitative analysis. Duplicates of six 10-fold dilutions of
the standard plasmid, duplicates of the buffy coat DNA
extracts of the cats sampled and a no template control
were simultaneously analysed. Specimens were considered
positive if the fluorescence curve in the amplification plot
showed an exponential increase, and if a specific melting
peak was observed. Copies of viral DNA were expressed
per microlitre of DNA extract.

Molecular characterisation of viral sequences
Amplification and sequencing of the VP2 gene
In order to differentiate between FPV and CPV variants
2a, 2b and 2c, a fragment of the VP2 gene coding for
critical amino acid residues 297, 300, 305, 323 and 426
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Table 1 Characteristics of the 54 cats sampled

Ma male, Fe female, MaN male neutered, FeS female spayed, Y Years, M months, CRF chronic renal failure, MCT mast cell tumors, SCC Squamous cell carcinoma,
EG Eosinophilic granuloma, ND Not determined
In grey: cats which tested positive for FPV or CPV
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affecting the biological and antigenic proprieties was
amplified and sequenced for each virus identified using
real-time PCR. A hemi-nested PCR assay was developed
by using three conserved primers (C-for, D-rev and E-rev,
Table 2) for this purpose. Both PCR reactions were car-
ried out using Taq DNA Polymerase (QIAGEN, Hilden,
Germany) producing DNA fragments of 881 bp and
569 bp in length for the first and the second reaction,
respectively. The temperature cycling protocol of the
first amplification consisted of 94 °C for 5 min, 45 cycles
with 1 cycle at 94 °C for 30 s, at 48 °C for 1 min, and at
72 °C for 1 min, followed by a final elongation at 72 °C
for 10 min. In the second amplification, the PCR condi-
tions were 94 °C for 5 min, 35 cycles with 1 cycle at
94 °C for 30 s, at 49 °C for 1 min, and at 72 °C for 45 s,
followed by a final elongation at 72 °C for 10 min. In
both PCR reactions, FPV 1033/09 [3] was used as a
positive control while ultrapure water was used in each
experiment to avoid false positive results. The nucleo-
tide sequences were obtained using both forward and
reverse primers.
Direct sequencing of the PCR products of one virus

identified (number 41/2011) showed an unusually high
number of ambiguities, suggesting a mixed viral popula-
tion. Therefore, the amplification product was cloned
into the pCR 4/TOPO vector using the TOPO cloning
kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and was transformed
into Escherichia coli DH5α-competent cells according
to the manufacturer’s protocol. Ten recombinant clones
were sequenced using both forward and reverse primers.

Sequence data
The nucleotide sequences obtained were assembled and
translated into amino acid sequences using BioEdit se-
quence alignment editor version 7.2.5 [19]. The VP2 as-
sembled nucleotide sequences were aligned with reference
sequences of feline and canine parvoviruses available in the
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), includ-
ing the modified live FPV vaccine strains available, using
the ClustalW method implemented with BioEdit software.
A variety of statistical analyses aiming to investigate

nucleotide diversity, sequence variability and natural se-
lection were carried out on the sequence data set using
DnaSP package version 5.10.01 [20]. Statistical analysis

was carried out on the subpopulations, grouping the
sequence data in the FPV, CPV and 41/2011 (all clones
of sample 41/2011) clusters.
The following parameters were estimated for each

cluster: total number of mutations (η), nucleotide diversity
(π) and its standard error, total number of synonymous dif-
ferences (SynDif), and total number of non-synonymous
differences (NSynDif). Mutation frequency (total number
of changes/total number of bases sequenced) and the
percentage of mutated clones were used as indicators of
genetic diversity of the viral population of virus 41/2011.
Phylogenetic relationships among the viruses detected

and the parvovirus reference sequences were evaluated
using MEGA version 7.0.20 [21]. The best-fit model of
nucleotide substitution was determined using the Find
Best DNA/Protein Model function implemented in MEGA,
and the Tamura 3-parameter model was found to be
optimal for all the sequence data (including reference
strains). Phylogenetic trees were constructed using the
Maximum Likelihood method, and bootstrap values were
determined by 1000 replicates to assess the confidence
level of each branch pattern.

Nucleotide sequence accession numbers
The nucleotide sequences obtained in this study have been
submitted to the GenBank under accession numbers
KT151621 to KT151638.

Assessment of antibody titre by haemagglutination
inhibition test
The parvovirus antibody titre was investigated using the
haemagglutination inhibition (HI) test in the sera of the
cats which tested positive to parvovirus DNA by direct
molecular diagnosis. A CPV-2b isolate (number 115/2010),
recovered from the faeces of a dog with non-fatal enteritis,
and isolated by the authors on the Crandell Rees feline-
kidney (CRFK, cell line was obtained from the Biobank-
ing of Veterinary Resources of the Istituto Zooprofilat-
tico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia
Romagna IZSLER “Bruno Ubertini” http://www.ibv-
r.org/Services/CellCultures.aspx) cell line, was used as
the viral antigen. This strain was used in HI experi-
ments because there are no significant differences in
serum titres inhibiting the haemagglutination reaction

Table 2 Primers used

Primer name Primer sequence Nucleotide position Fragment amplified

Real Time-PCR A-for 5’-AGCTACTATTATGAGACCAGCTGAG-3′ 3767–3791 A-B: 99 bp

B-rev 5′- CCTGCTGCAATAGGTGTTTTAA-3’ 3844–3865

Hemi-nested-PCR C-for (P3b) 5’-CCATTTCTAAATTCTTTG −3’ 3651–3668 C-D: 881 bp

D-rev (VPreva) 5’-TTTCTAGGTGCTAGTTGAG −3’ 4513–4531

E-rev (P4b) 5’-AAGTCAGTATCAAATTCTT −3’ 4201–4219 C-E: 569 bp

The primer positions refer to the nucleotide sequence of FPV reference strain CU-4 (GenBank accession number M38246). [41]a, [42]b
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when cats are infected by FPV or CPV, if CPV is used
as an antigen [22]. To calculate 8 haemagglutinating
units (HAU) of the viral antigen, a haemagglutination
(HA) assay was carried out on the CPV-2b isolate fol-
lowing procedures described previously by Carmichael
et al. [22]. Porcine erythrocytes were washed three
times in Bis-Tris Buffered Saline (BTBS, pH 6.2 at 4 °C)
and suspended into 0.5% (v/v) BTBS containing 1% bo-
vine serum albumin. To reveal the haemagglutination
of both viruses, the test was conducted at a pH of 6–
6.8 and was incubated at 4 °C [23, 24].
The HI tests were carried out as previously reported

by Senda et al. [25]. All sera were tested in duplicate on
two different plates; two-fold dilutions of a commercial
canine hyperimmune serum raised against canine distemper,
canine hepatitis and canine parvovirosis (Stagloban, ATI,
Ozzano Emilia, BO, Italy), was used as positive controls.
For all sera, the mean value of the results from the

duplicate HI tests was calculated. If the mean value of
the result from one sera was included between two suc-
cessive dilutions, the lower titre was reported. Cats with
an HI titre ≥1:8 were considered positive and cats with
an HI titre ≥1:80 were considered to be protected from
infection.

Results
Detection of parvovirus in buffy-coat samples
The buffy coat DNA extracts of 54 cats were tested in
duplicate for the presence of parvovirus using a SYBR
Green real-time PCR assay which showed a limit of detec-
tion of 1 copy of the VP2 target DNA per microlitre of ex-
tract. Nine (16.7%) of the cats sampled tested positive: 18/
2011, 21/2011, 22/2011, 38/2012, 41/2011, 46/2012, 52/
2012, 55/2012 and 56/2012. Positive cats were detected in
both groups A and B. Six positive cats were clinically nor-
mal (6 out of 22 clinically normal cats, 27.3%) and three
showed clinical signs of various diseases (3 out of 26 cats
with clinical signs of various diseases, 11.5%) (Table 1); no
cat with gastrointestinal signs tested positive for parvovirus
DNA. In the positive samples, the amount of viral DNA
ranged from orders of magnitude 100 to 102 copies of
DNA/μl of extract.
A melting curve analysis showed a solitary peak between

81.8° and 82 °C for standard plasmid dilutions and be-
tween 81° and 82 °C for each positive cat sample.

Molecular characterisation of viral sequences
The nucleotide sequences of the partial VP2 gene obtained
from positive samples were 532 bp in length (177 amino
acid codons), and corresponded to residue 295–471 of the
FPV reference strain CU-4 (GenBank accession number
M38246). Nucleotide sequences of the VP2 partial gene
were also obtained for ten recombinant clones of sample
41/2011, numbered from C01 to C10, respectively.

Analysis of the deduced amino acid residues at critical
positions allowed the identification of the following car-
nivore protoparvoviruses: FPV (viruses 21/2011, 22/2011,
38/2012, 52/2012 and clones C01, C02, C03, C05, C06,
C07, C08 and C10); CPV-2b (viruses 18/2011, 55/2012
and 56/2012) and CPV-2c (virus 46/2012 and clones C04
and C09). Six main viral populations were detected in cat
41/2011: clones C02, C05, C06, C07 and C10 resembled
the predominant FPV circulating in the sampling area;
clone C01 was an FPV which showed a change located in
residue 312 (Lys→Arg); clone C03 was an FPV which
displayed two coding changes in Thr391-to-Ala and
Pro461-to-Ser; C04 was a CPV-2c with an amino acid
change located at position 437 (Gly→Arg); C09 was a
typical CPV-2c and clone 41/2011-C08 displayed amino
acids identical to FPV in residues 297, 300, 305 and 323
while it showed glutamic acid typical of CPV-2c in position
426. The predicted amino acid sequence changes are
summarised in Table 3.
Several synonymous and non-synonymous substitutions

were detected by comparing the sequences as reported in
Table 4. Feline panleukopenia viruses showed a total
number of mutations slightly higher than CPV viruses,
although synonymous changes predominated in the FPV
sequences while non-synonymous changes were prevalent
in the CPV viruses. Sample 41/2011 showed high genetic
complexity generated within the host, and its sequence
variability was higher than the variability of the other
sequence data analysed as was seen by the values of
parameter π. The non-synonymous fraction was greater
for sample 41/2011, indicating clear prevalence of the
number of non-synonymous mutations in the sample:
10 non-synonymous mutations out of a total of 15 muta-
tions. The proportion of mutated viral clones was 60% for
sample 41/2011 and the mutation frequency was on the
order of 2.8 × 10− 3 (Table 4).
Unrooted phylogenetic trees constructed from align-

ments of the nucleotide sequences obtained in this study
with additional reference sequences showed two main
clusters referable to FPV and CPV. The sequence of
clone 41/2011-C08 formed a monophyletic branch in-
side the FPV clade (Fig. 1). Nucleotide sequences of the
modified live FPV vaccine strains available from GenBank
were distinguishable from all the FPV and CPV se-
quences obtained in this study, and direct relationships
between them were not evident from the phylogenetic
tree.

Haemagglutination inhibition test
The HI titres obtained are reported in Table 5. All the
cats which tested positive for parvovirus DNA were also
positive for antibodies against parvoviruses; cats 22/2011
and 55/2012 showed a titre higher than 1:80.
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Discussion
The present study screened the occurrence of parvovirus
DNA and the feline host-immune status in a cat popula-
tion. Asymptomatic and symptomatic cats sampled in
Sardinia (Italy) during 2011–2012 were tested for the
presence of both FPV and CPV DNA in WBC using
qPCR, and the partial VP2 gene of the viruses identified
was characterised. Parvoviruses have commonly been ti-
trated in the faeces of infected animals, insofar as the vi-
ruses shed in faeces reflect virus replication; the Authors
chose to analyse the WBC for the presence of viral DNA
as, in addition to the intestinal crypt cells, bone marrow

and other lymphoid tissues are also a major target for
parvoviruses in both dogs and cats [9]. Furthermore,
since parvovirus can frequently be isolated in infected
cats, even in the presence of high virus-neutralising anti-
bodies [15, 17], antibody titres against parvovirus were
established in the sera of positive cats using an HI assay.
Nine (16.7%) out of a total of 54 cats tested positive

for parvovirus DNA with viral DNA quantities ranging
from 100 to 102 copies/μl of extract, demonstrating that
the viral genome was detectable, although at low levels,
in the WBC of a relatively large number of cats. All the
cats which tested positive for parvovirus DNA had

Table 3 Change of amino acids to VP2 partial protein

The host-specific amino acids which differentiate FPV and CPV are represented by grey dashes
Deduced amino acid sequences of the VP2 gene were obtained from GenBank
aPrototype FPV: strain FPV-b (M38246)
bPrototype CPV type 2: strain CPV-b (M38245)
cPrototype CPV type 2a: strain CPV-15 (M24003)
dPrototype CPV type 2b: strain CPV-39 (M74849)
eReference strain CPV type 2a: CPV-677 (AF306445)
fReference strain CPV type 2b: CPV-637 (AF306450)
gReference strain CPV type 2c: CPV-695 (AF01519)

Table 4 Statistical analysis of the sequence data set

Sample ηb πc SynDifd NSynDife % Mutated clones Total mutations/bases sequenced Mutation frequency

FPV (na = 4) 6 0.00627 (SE 0.00149) 5 1 ˗ ˗ ˗

CPV (n = 4) 4 0.00376 (SE 0.00199) 1 3 ˗ ˗ ˗

41/2011 (n = 10) 15 0.01032 (SE 0.00281) 5 10 60 (6/10) 15/5320 2.8 × 10−3

Summaries of sample sequence variability and quasispecies variation in the viral populations detected within cat 41/2011
an: sample size
bη: total number of mutations
cπ: nucleotide diversity
dSynDif: total number of synonymous differences
eNSynDif: total number of non-synonymous differences
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antibodies against parvoviruses. Positive cats included
healthy and diseased cats. Although sick cats had a po-
tentially greater probability of being persistently infected,
none of the samples from cats showing signs of gastro-
enteritis tested positive.
The presence of FPV and CPV DNA in the faecal and

peripheral blood samples of healthy cats has previously
been reported [3, 12, 15–17], raising important questions
regarding the role of cats in the epidemiology of parvo-
viruses. In our study, the absence of clinical signs con-
sistent with parvovirosis in the cats which tested
positive, together with the low amount of viral DNA

detected, suggested that the infection was asymptom-
atic or that residual viral DNA remains in the organism
after recovery from acute infection. Furthermore, the
detection of parvoviral DNA in WBC reveals the pres-
ence of the virus in the bone marrow or in other
lymphoid tissues which might reflect chronic or latent
infection. The detection of CPV DNA in apparently
healthy domestic cats confirmed a previous survey in
which a high prevalence (37%) of CPV in apparently
healthy domestic cats living in rescue shelters was iden-
tified [14]. Canine parvovirus-like DNA was also de-
tected in the tissues of wildlife carnivores which had no
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Fig. 1 Unrooted phylogenetic tree. The phylogenetic tree was constructed with the nucleotide sequences of the partial VP2 gene generated in
this study and with feline and canine parvovirus reference sequences available on the GenBank nucleotide database or analysed by the authors
in a previous study (Battilani et al., [3]). Bootstrap values greater than 50%, calculated on 1000 replicates, are indicated on the respective branches.
The feline and canine parvoviruses identified in Italy not detected in this study but included in the phylogenetic analysis are designated by IT. In
bold: Nucleotide sequences generated in this study. Underlined: clone 41/2011-C8
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clinical signs of active infection and, therefore, it was
likely that this virus caused latent or persistent infection
not only in domestic cats [26]. Animal parvoviruses, such
as Rodent protoparvovirus and Aleutian mink disease
parvovirus, have been shown to persist in their host
[27, 28]. Persistence is a common feature also for human
parvovirus B19 (B19V) infection [29]: B19V parvoviral
DNA has been documented in a wide range of tissues and
the bone marrow of asymptomatic adults, although the
majority of people harbour parvoviral DNA in a form
which does not actively replicate [30, 31].
Of the nine cats testing positive for parvovirus DNA,

four showed FPV DNA, four CPV DNA (three CPV-2b
and one CPV-2c), and cat 41/2011 showed unusually
high genetic diversity and evidenced DNA belonging to
two species of parvovirus in the same patient.
The pathogenicity of CPV variants for cats is not fully

understood. Some studies have suggested that CPV had
the same pathogenic potential as FPV in cats [3, 32–35];
in other studies, clinical signs were not observed in in-
fected animals, with the exception of transient leukopenia
[36, 37]. These results led to the speculation that CPV,
compared to FPV, can most frequently cause asymptom-
atic and persistent infection in cats, even if additional
studies are clearly needed to fully understand the potential
of cats as CPV carriers. In our study, an equivalent
prevalence of FPV and CPV was found in the samples
examined; this result might be related to the type of cat
population sampled, which consisted mainly of healthy
cats and cats showing clinical signs not related to par-
vovirosis. Alternatively, it could be due to the biological
matrix analysed since parvoviruses have commonly
been investigated in the faeces of infected animals; in-
stead, in our survey the WBC were analysed.
The rates of variation of the FPV and CPV nucleotide

sequences analysed in this study were similar, although

genetic diversity in the FPV sequences was generated
primarily by synonymous mutations which did not result
in amino acid substitutions. This result was congruent
with the evolutive behaviour of FPV which, since its
emergence in 1920, has not undergone significant changes
in antigenic and biological properties. Feline panleukope-
nia virus varied at a slow rate by random genetic drift and
it maintained host-specificity [38]. Instead, in the CPV se-
quence data set, non-synonymous mutations were pre-
dominant. This finding is compatible with the pattern of
evolution observed for CPV. Since its emergence in the
late 1970s, CPV evolution has been driven by strong posi-
tive selection, giving rise to new antigenic variants which
have replaced the original type [38].
An unusual genetic complexity was reported for sam-

ple 41/2011, with six different viral DNAs ascribable to
two distinct species of parvovirus, FPV and CPV type 2c.
Although co-infection by more than one parvovirus spe-
cies is a rare event, it has already been described in a cat
simultaneously infected by FPV and CPV-2a [7].
Carnivore protoparvoviruses show an estimated annual

substitution rate on the order of 10− 4 to 10− 5 whereas
the mutation frequency detected in sample 41/2011 was
on the order of 2.8 × 10− 3, a value which determines the
quasispecies distribution in RNA virus populations.
Carnivore parvoviruses are very prone to genetic evolu-
tion, showing substitution rates similar to those of
RNA viruses, with values of approximately 10− 4 substi-
tutions per site per year. This result, together with the
detection of CPV-2c, which has already been reported in
multiple infections of high genetic complexity [3, 5, 39],
confirmed that co-infection with different species of
parvovirus in feline hosts led to a high genetic variability
and to the potential emergence of new viruses [3].
The presence of distinctive mutations between the FPV

DNA sequences detected and the sequences of modified
live FPV vaccine strains available, together with the lack of
information regarding the vaccination history of the cats
sampled, allowed the Authors to exclude the possibility
that DNA from vaccine strains was detected and did not
allow speculation regarding the persistence of modified
live vaccine strains in the cats sampled. However, vir-
aemia persisting up to 24 days post vaccination has
been reported in dogs vaccinated with modified live ca-
nine parvovirus [40].

Conclusions
Additional studies are required to investigate the nature
and clinical significance of the presence of parvovirus
DNA in the WBC of healthy cats and the potential of
cats as parvovirus carriers. Ideally, faeces for the examin-
ation of shedding should also be included in the sam-
pling; viral isolation could be useful for testing viral
vitality, and reverse transcription-PCR assay targeting

Table 5 The HI titre of cats which were positive in Real-time
PCR

Sample HI titre

18/2011 1:32

21/2011 1:32

22/2011 1:256

38/2012 1:16

41/2011 1:64

46/2012 1:32

52/2012 1:32

55/2012 1:256

56/2012 1:16

Stagloban 1:256
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viral mRNA could be carried out to determine if there is
active replication.
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