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RIASSUNTO

La crescente presenza di cani in ambito domestico e della necessita di gestione di questa specie animale in
ambito urbano/sub-urbano rende necessaria una maggiore attenzione all’interfaccia che connette uomo ed
animali e di perseguire gli obiettivi di sorveglianza e di controllo delle malattie attraverso un approccio One
Health. Infatti, anche gli animali da compagnia possono rappresentare fonti di infezioni zoonotiche, fungere
da ospiti intermedi tra specie animali e I’'uomo, o essere considerate specie sentinella per la sorveglianza
delle malattie emergenti. Attraverso un modello di studio biomolecolare multi-target dei virus classici
(CPV-2, CAdV-1e -2, CDV, CCoV) ed emergenti (NoV ed altri calicivirus, RoV, HEV, AstV) a tropismo
enterico o epatico del cane, la presente tesi di dottorato ha avuto 1’obiettivo di aggiornare i dati sui ceppi
circolanti, valutare le correlazioni genomiche tra i virus del cane e quelli potenzialmente rilevanti nella
specie umana. E stato adottato un approccio basato sull’analisi biomolecolare dei genomi virali e dei dati
ad essi associati, comparandoli con quelli disponibili in database internazionali, in relazione ai segni clinici
o0 a lesioni d'organo, all'origine dei campioni ed alla rappresentativita temporale. I risultati hanno descritto
la circolazione dei virus target nella popolazione canina, evidenziando il ruolo dei cani quali sentinelle per
lo studio della loro epidemiologia ed evoluzione. Tra i risultati piu rilevanti, quelli riguardanti I’evidenza di
agenti zoonotici (norovirus, astrovirus e rotavirus) e le loro correlazioni con i ceppi da altre specie animali.
Nel suo complesso, questo studio fornisce un contributo nella caratterizzazione multi-target di virus rilevanti
per la specie e potenzialmente rilevanti nell’interfaccia uomo-animale, offrendo un modello di studio per la
comprensione del ruolo degli animali da compagnia secondo una prospettiva coerente con I’approccio One
Health.

Parole chiave: cane; virus; One Health; parvovirus del cane di tipo 2; adenovirus del cane; coronavirus
enterico del cane; virus del cimurro; norovirus; calicivirus; rotavirus; astrovirus; virus dell’epatite E.

ABSTRACT

The growing presence of dogs in domestic environments and the need to manage this animal species in
urban/suburban environments, makes it necessary a greater attention to the human-animal interface and to
promote the objectives of disease surveillance and control through a One Health approach. Indeed, even
pets can represent sources of zoonotic infections, act as intermediate hosts between animal species and
humans, or be considered sentinel species for the surveillance of emerging diseases. Through a multi-target
biomolecular study model of classical (CPV-2, CAdV-1 and -2, CDV, CCoV) and emerging (NoV and other
caliciviruses, RoV, HEV, AstV) enteric or hepatic tropism viruses of the dog, this doctoral thesis aimed to
update the data on circulating strains, evaluate the genomic correlations between dog viruses and those
potentially relevant in the human species. An approach based on the biomolecular analysis of viral genomes
and associated data was adopted, comparing them with those available in international databases, in relation
to clinical signs or to organ lesions, the origin of the samples and their temporal representativeness. The
results described the circulation of target viruses in the canine population, highlighting the role of dogs as
sentinels in the study of their epidemiology and evolution. Among the most notable findings were those
regarding the presence of potentially zoonotic agents (noroviruses, astroviruses, and rotaviruses) and their
correlations with strains from other animal species. Overall, this study contributes to the multi-target
characterization of species-relevant and potentially relevant viruses at the human-animal interface, offering
a study model for understanding the role of companion animals from a perspective consistent with the One
Health approach.

Keywords: dog; virus; One Health; canine parvovirus type 2; canine adenovirus; canine coronavirus; canine
distemper virus; norovirus; calicivirus; rotavirus; astrovirus; hepatitis E virus.
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INTRODUZIONE

Secondo una stima del 2024, in Italia si registra una popolazione di cani di proprieta pari a circa 9 milioni
di animali, una delle pitt numerose tra i paesi d’Europa (Rapporto ASSALCO-ZOOMARK 2025). Si stima
infatti che oltre il 20% dei cittadini residenti in Italia possieda almeno un cane (Diverio et al., 2016) e che
questa specie animale rappresenti il 37% tra gli animali domestici ospitati nelle case italiane (37° Rapporto
Italia 2025 dell’Eurispes). Difatti, oggi i cani sono per lo piu tenuti come animali da compagnia, essendo la
relazione uomo-cane in grado di determinare effetti positivi reciproci misurabili e quindi di migliorare le
condizioni sociali, emotive e fisiche delle persone (Diverio et al., 2016; Serpell, 2003). La crescita numerica
degli animali da compagnia ed in particolare quella dei cani di proprieta ¢ stata progressiva nel corso degli
anni, con un incremento di 1,7 milioni di soggetti solamente negli ultimi quindici anni (Rapporto ASSALCO-
ZOOMARK 2022). Appare invece ancora oggi indefinita la popolazione di cani non di proprieta/randagi,
piu consistente e talvolta incontrollata in alcune regioni del meridione d’Italia.

Parallelamente a questa rapida crescita ed all’evoluzione della relazione tra uomo e cane, I’attenzione ¢ stata
posta alla necessita di fornire nuovi e adeguati strumenti normativi e regolatori, soprattutto per cio che
attiene la gestione ed il contenimento della popolazione canina vagante, con particolare riferimento alle aree
o regioni dove questo fenomeno ¢ diventato e continua ancora oggi ad essere rilevante.

Inoltre, questo stretto legame tra I’'uomo e la specie canina evidenzia anche la necessita di porre sempre
maggiore attenzione, da un punto di vista sanitario, all’interfaccia che li connette, in funzione della crescente
presenza di cani in ambito domestico e della necessita di gestione di questa specie animale in ambito
urbano/sub-urbano e nelle strutture di accoglienza pubbliche e private. Infatti, anche nell’interfaccia uomo-
animale si ¢ sviluppata una crescente necessita di un approccio One Health alla sorveglianza ed al controllo
delle malattie, in particolare per quelle a carattere zoonotico o emergenti (Bowser et al., 2018). L’approccio
One Health, inteso come un approccio olistico, integrato ed unificato, ha come scopo quello di bilanciare
ed ottimizzare in maniera sostenibile la salute di persone, animali ed ambiente. Questa visione integrata pud
contribuire ad indirizzare verso un approccio globale al controllo delle malattie note o emergenti, dalla
prevenzione ed individuazione precoce alla preparazione, responsivita e gestione di queste (“preparedness,
response and management”) (WHO).

La maturata relazione uomo-cane e 1’approccio One Health rinnovano I’importanza del ruolo del medico
veterinario e della ricerca scientifica in questa interfaccia. Infatti, il paradigma One Health riconosce
limportanza delle informazioni su malattie infettive, zoonosi e sui fattori predittivi correlati nelle
popolazioni animali, ivi comprese quelle di animali domestici, talvolta poco definite, per poter adottare
adeguate politiche di sanita pubblica riguardanti, tra gli altri, la progettazione di piani di sorveglianza, la
gestione del benessere canino e del fenomeno del randagismo, la salvaguardia della fauna selvatica (Carvelli
etal., 2020).

Un obiettivo chiave del paradigma One Health include la sorveglianza delle malattie infettive negli animali

domestici e selvatici, per anticipare l'insorgenza di nuove zoonosi, attraverso sistemi di sorveglianza e
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segnalazione delle malattie piu efficaci che includano professionisti della salute ambientale, umana e
veterinaria (Day et al., 2012). Secondo questo approccio permangono pero alcune lacune, in particolare la
mancanza di una sorveglianza che includa gli animali da compagnia (Day et al., 2012). In una prospettiva
One Health, gli animali da compagnia possono rappresentare fonti di infezioni zoonotiche, fungere da ospiti
intermedi tra la fauna selvatica e gli esseri umani, o essere considerate specie sentinella per la sorveglianza
delle malattie emergenti (Halliday et al., 2007).

In tal senso, un esempio ¢ rappresentato dalla densita numerica dei cani in ambito urbano e dalla loro
concentrazione nei rifugi e nei canili, fattori che forniscono condizioni ideali per la diffusione di malattie,
tra cui quelle di origine virale. Infatti, I’alloggio di cani a stretto contatto nelle strutture sanitarie pubbliche
e private, talvolta con storie vaccinali sconosciute o potenzialmente esposti a fonti di stress, come anche la
condivisione degli spazi urbani (strade e parchi) da parte dei cani di proprieta o randagi, creano le condizioni
potenziali in cui le malattie di origine virale possono essere prevalenti, diffusive e difficili da controllare
(Pesavento & Murphy, 2014). A questi fattori si aggiungono quelli connessi alla movimentazione o al
trasporto dei cani e relativi attrezzi di governo, che facilitano la diffusione di agenti patogeni anche a lunghe
distanze, oltre a quelli relativi alle caratteristiche intrinseche di alcuni patogeni, tra cui I’elevata resistenza
nell’ambiente o sulle superfici inanimate. In questo contesto, occorre considerare che alcuni virus enterici
del cane (parvovirus del cane di tipo 2, virus del cimurro, coronavirus enterico, adenovirus di tipo 1) hanno
uno spettro d’ospite esteso anche ad altri mammiferi domestici o selvatici, che per altri (norovirus, rotavirus)
¢ stata evidenziata una piu stretta correlazione genetica tra i ceppi umani e canini, ¢ che per alcuni
(astrovirus, virus dell’epatite E) deve ancora essere chiarito il ruolo del cane nella sua
diffusione/trasmissione o il relativo potenziale zoonotico.

Pertanto, stabilita la necessita di una maggiore definizione di questi aspetti in relazione alla loro crescente
rilevanza sanitaria, diventa quanto mai basilare rivolgere 1’attenzione verso le malattie enteriche ed epatiche
di origine virale del cane, allo scopo di approfondire le conoscenze sugli agenti patogeni coinvolti, in
particolare chiarendone 1’ecologia, le caratteristiche genomiche e la correlazione con altre specie virali e
animali, per contribuire al contenimento della loro diffusione e trasmissione e offrire nuovi modelli di studio

basati sull’evidenza scientifica.
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CAPITOLO1

VIRUS CLASSICI DEL CANE A TROPISMO ENTERICO ED EPATICO

Tra i molteplici virus descritti nel cane, alcuni sono una comune causa di malattia enterica, soprattutto nei
soggetti piu giovani, mentre per altri € stato descritto uno specifico tropismo per il tessuto epatico, come ad
esempio I’adenovirus del cane di tipo 1 (specie Canine adenovirus type 1, CAdV-1) causa di una forma
clinica di epatite (la cosi detta epatite di Rubarth). Ad oggi I’infezione da CAdV-1 resta 1’unica forma
infettiva virale del cane con una chiara e riconosciuta correlazione ad una manifestazione clinica legata a
lesioni d’organo primarie a carico del tessuto epatico. Le malattie da virus a tropismo enterico sono
caratterizzate da segni clinici comuni, come quelli gastroenterici, talvolta indistinguibili in relazione
all’agente eziologico. Tra questi, il parvovirus del cane di tipo 2 (specie Protoparvovirus carnivoranl, gia
descritto come canine parvovirus type 2, CPV-2) ed il virus del cimurro (Morbillivirus canis, gia descritto
come canine distemper virus, CDV) sono stati segnalati frequentemente nella specie canina, mostrando una
rapida diffusione globale, ridotta solo con 1’uso dei vaccini. Per questi virus ¢ stata descritta una chiara
correlazione con le lesioni all’apparato gastro-enterico, o in altri distretti, e con specifici segni clinici.
Altri virus, quali il coronavirus enterico del cane (Alphacoronavirus 1, gia descritto come canine
coronavirus, CCoV) e I’adenovirus del cane di tipo 1, sono stati riportati meno frequentemente,
principalmente in determinati contesti correlati alle movimentazioni di animali o di sovraffollamento, spesso
in associazione con altri virus piu noti come il CPV-2. Inoltre, le caratteristiche e le implicazioni cliniche e
patologiche di virus come il CCoV sono ancora da approfondire.

I virus enterici hanno mostrato avere una diffusione globale e, negli ultimi anni, per alcuni di loro (CPV-2)
sono stati descritti casi clinici conseguenti all’introduzione di cani importati da altre nazioni o continenti,
evidenziando come la diffusione dei virus rifletta anche dinamiche legate alla globalizzazione, come gia
ampiamente osservato per molti virus patogeni per la specie umana.

Inoltre, la maggior parte di questi virus (CPV-2, CDV, CCoV e CAdV-1) sono stati descritti sia nei carnivori
domestici che negli animali selvatici, rinnovando I’interesse nei confronti dei rapporti tra le diverse specie.
E proprio questa interfaccia che assume un ruolo rilevante nel favorire la diffusione dei virus o i salti di
specie, sottolineando la necessita di approfondire le conoscenze sulle infezioni nelle differenti specie
animali.

Infine, la recente evidenza di casi clinici di malattia nell’'uomo o in primati non umani associati a virus del
cane, quali il coronavirus o il virus del cimurro, hanno rinnovato gli interrogativi sul potenziale ruolo degli
animali da compagnia come reservoir o come ospiti intermedi di varianti virali soggette a mutazioni o
ricombinazioni oppure esposte ad altri fattori che possano favorire la trasmissione tra specie diverse.

Le caratteristiche delle principali malattie enteriche ed epatiche del cane e dei relativi agenti infettivi di

origine virale che le causano, vengono quindi di seguito descritte come base del presente studio.



PARVOVIRUS DEL CANE DI TIPO 2

Definizione

La parvovirosi canina o gastroenterite emorragica virale ¢ una malattia infettiva, caratterizzata da alta
morbilita e mortalita, sostenuta dal parvovirus canino di tipo 2 (canine parvovirus type 2, CPV-2). Questa
malattia colpisce principalmente i cani giovani, maggiormente quelli di eta compresa tra le sei settimane ed
i sei mesi (Pollock & Coyne, 1993; Marenzoni, 2023); i cani adulti sono comunemente immuni al virus,
grazie alla vaccinazione o all'infezione naturale (Pollock & Coyne, 1993), seppure occasionalmente siano
stati riportati casi clinici anche in eta avanzata. La malattia ha un decorso acuto, con segni clinici
prevalentemente gastroenterici e leucopenia (Pollock & Coyne, 1993; Marenzoni, 2023). In passato ¢ stata
descritta anche una forma clinica di miocardite fatale in neonati, ma che risulta oggi praticamente scomparsa
grazie all'immunita passiva materna che li rende refrattari all’infezione nelle prime settimane dopo la nascita
(Pollock & Coyne, 1993).

Il CPV-2 si ¢ evoluto come nuovo agente patogeno nei cani a partire dalla fine degli anni 70 ed ha avuto
origine dal virus della panleucopenia felina (FPV) o da un virus a questo correlato (FPV-like). Questo nuovo
virus ha quindi interessato una popolazione priva di protezione, causando una drammatica pandemia che ha
colpito tutte le popolazioni di carnivori domestici e selvatici del mondo (Hueffer et al., 2004; Carmichael,
2005). Studi sierologici hanno indicato che il virus era presente in Europa gia nel 1976 (Carmichael, 2005).
Nonostante il ricorso alla profilassi vaccinale abbia notevolmente ridotto I’incidenza della parvovirosi,
questa malattia ha acquisito un carattere endemico ed ancora oggi ¢ la principale causa di malattia

gastroenterica di origine virale del cane (Marenzoni, 2023).

Eziologia ed Epidemiologia

11 virus della parvovirosi canina, comunemente noto come parvovirus canino, ¢ stato da subito definito come
CPV-2, essendo il secondo parvovirus descritto nei cani, distinguibile dal CPV-1 o virus minuto del cane
(oggi tassonomicamente incluso nella specie Bocaparvovirus carnivoranl) che ¢ causa di riassorbimento
ed aborto nelle cagne gravide (Pollock & Coyne, 1993). 1l parvovirus del cane ¢ oggi tassonomicamente
incluso dalla International Committee on Taxonomy of Viruses (/CTV, 2024) nella famiglia Parvoviridae,
genere Protoparvovirus, specie Protoparvovirus carnivoranl.

Si tratta di un virus di piccole dimensioni (18-26 nm), tra i piu piccoli conosciuti, con un capside di
simmetria icosaedrica, privo di envelope e con un genoma di DNA a filamento singolo (ssDNA)
(Marenzoni, 2023; Hoelzer & Parrish, 2010). 11 genoma di CPV-2 contiene due frame di lettura aperti (open
reading frames, ORFs), di cui uno che codifica per le due proteine non strutturali (NS), NS1 e NS2, mentre
il secondo per le due proteine strutturali, le proteine virali (VP)1 e VP2 (Capozza et al., 2023). 1l capside &
composto da tre proteine strutturali (VP1, VP2 e VP3), di cui la VP2 ¢ la proteina piu abbondante
(rappresenta il 90% del capside virale) ed il principale determinante dello spettro d’ospite e dell’interazione

virus-ospite (Decaro & Buonavoglia, 2012). Ci sono almeno sei o sette cambiamenti di aminoacidi tra FPV



e CPV-2, per lo pit accumulati nel dominio VP2 che interagisce con il recettore della transferrina della
cellula ospite (TfR) (Decaro & Buonavoglia, 2012; Martella et al., 2006), responsabili quindi
dell’adattamento del virus tra le due specie. Inoltre, il CPV-2 ha da subito mostrato un tasso evolutivo
maggiore rispetto a quello di FPV, simile a quello dei virus a RNA (Decaro & Buonavoglia, 2012). Questa
caratteristica, insieme alla pressione immunitaria, pud avere contribuito alla rapida emersione di nuove
varianti del virus gia nei primi anni *80, portando alla scomparsa del tipo virale originale CPV-2 (oggi
presente solo in alcune formulazioni vaccinali) e la sostituzione da parte delle varianti CPV-2a e CPV-2b,
a cui si ¢ aggiunta nel 2000 la variante CPV-2c (Carmichael, 2005; Decaro & Buonavoglia, 2012; Martella
et al., 2006; Buonavoglia et al., 2001). Tali varianti sono distinte tra loro da mutazioni nella sequenza che
codifica per la proteina VP2, in particolare al residuo amminoacidico 426. Nel corso degli anni, studi basati
sul genoma completo di CPV-2 hanno descritto diversi genotipi e lineages di CPV-2, da una parte
riconducibili ad un’unica variante (CPV-2a) distinta dal tipo originale CPV-2 (Hoelzer & Parrish, 2010) e
da un’altra riflettenti maggiormente 1’origine geografica e quindi I’epidemiologia del virus (Grecco et al.,
2018; Franzo et al., 2023; Bahoussi et al., 2022). 11 CPV-2 ancora oggi ha una diffusione su scala mondiale,
con continue variazioni dei genotipi circolanti a seconda delle aree geografiche e dei periodi di analisi
epidemiologica (Franzo et al., 2023; Bahoussi et al., 2022; Miranda & Thompson, 2016). Le varianti di
CPV-2 sono anche globalmente diffuse tra i gatti, avendo queste riacquisito la capacita di infettare questa
specie rispetto al tipo CPV-2 originario, ed in molte specie di animali selvatici, principalmente ma non
esclusivamente carnivori, mostrando la capacita di determinare forme asintomatiche/paucisintomatiche o

con manifestazioni cliniche simili a quelle osservate nel cane (Capozza et al., 2023; Zhou et al., 2024).

Patogenesi

La via di trasmissione piu comune del CPV ¢ il contatto oro-fecale, tramite contatto diretto con animali
eliminatori del virus o indiretto con le loro feci, oppure con I'esposizione a materiali/strumenti (fomiti) o
superfici contaminate (Zhou et al., 2024; Mylonakis et al., 2016). La trasmissione indiretta riflette le
caratteristiche di elevata resistenza ambientale del virus, essendo questo estremamente resistente alle
variazioni di pH e temperatura, al trattamento con solventi lipidici, tripsina e la maggior parte dei
disinfettanti (Decaro & Buonavoglia, 2012). Dopo il suo ingresso, il virus replica dapprima nei tessuti
linfoidi associati all'apparato gastroenterico e nel timo; successivamente, gli animali diventano viremici
entro 1-5 giorni dall'esposizione (Mazzaferro, 2020; Decaro & Buonavoglia, 2012). Nei cuccioli
sieronegativi di 2-3 settimane di eta, il CPV ¢ anche in grado di replicarsi nelle cellule cardiache, inducendo
una miocardite fatale, sebbene questa forma non sia piu osservata grazie agli anticorpi derivati dalla madre
(Decaro & Buonavoglia, 2012). L'infezione dei leucociti, principalmente linfociti circolanti e associati ai
tessuti, induce linfopenia acuta (Pollock, 1982; Decaro & Buonavoglia, 2012).

La moltiplicazione virale nelle cellule epiteliali intestinali in rapida divisione porta a iperdinamismo

intestinale, inflammazione e necrosi tissutale, risultando in una enterite emorragica, mentre la replicazione



virale nel midollo osseo e nei tessuti linfoidi puod portare a leucopenia, compromettendo ulteriormente la
funzione immunitaria dell'ospite (Mylonakis et al., 2016; Decaro & Buonavoglia, 2012).

La mancanza di immunita, combinata con la batteriemia da traslocazione di batteri intestinali, espone gli
animali colpiti ad un rischio elevato di sviluppare sepsi ed endotossiemia, shock settico, sindrome da
risposta infiammatoria sistemica (systemic inflammatory response syndrome, SIRS), insufficienza
multiorgano (multiple organ dysfunction syndrome, MODS) e morte (Mylonakis et al., 2016; Mazzaferro,
2020).

Segni clinici e Lesioni
Dopo un periodo di incubazione che puo variare da 3 a 7 giorni, in conseguenza delle lesioni al tratto gastro-
enterico si osserva la comparsa dei principali segni clinici quali febbre, prostrazione, inappetenza, vomito e
diarrea emorragica o mucosa (Mazzaferro, 2020; Decaro & Buonavoglia, 2012). Ne consegue uno stato di
disidratazione e di malassorbimento delle sostanze nutritive. La distruzione della corteccia del timo e dei
precursori dei leucociti nel midollo osseo determinano una significativa leucopenia (Mazzaferro, 2020). La
traslocazione di batteri intestinali o di loro tossine determina segni ed alterazioni ematologiche riferibili a

shock settico, endotossiemia e SIRS.

Diagnosi

La diagnosi di parvovirosi si basa comunemente sull’utilizzo di test diagnostici rapidi (test
immunocromatografici), disponibili anche per la pratica ambulatoriale o per effettuare test in campo, /o
test di biologia molecolare (PCR o Real Time PCR) presso laboratori piu attrezzati. I test molecolari,
insieme all’analisi della sequenza di CPV-2 consentono sia la genotipizzazione del ceppo virale in esame
(CPV-2 o le sue varianti CPV-2a, -2b e -2c¢), che la discriminazione tra i ceppi vaccinali e quelli di campo.
Nell’ambito della ricerca si possono effettuare anche prove diagnostiche dirette di emoagglutinazione ed
isolamento virale o anche di microscopia elettronica. I test immunocromatografici si basano comunemente
su campioni fecali, mentre i test biomolecolari possono essere effettuati sia intra-vitam su feci, tamponi
rettali o fecali, sia post-mortem su campioni di tessuto d’organo (pit comunemente intestino, linfonodi
mesenterici, milza).

La determinazione degli anticorpi anti-CPV-2 si basa su esami sierologici allestiti tramite prove di inibizione
dell’emoagglutinazione oppure tramite test ELISA (su sangue, siero o plasma, in funzione delle indicazioni

della casa produttrice).

Profilassi e Controllo
La profilassi nei confronti della parvovirosi si basa su adeguate misure di biosicurezza finalizzate a
prevenire 1’introduzione e la diffusione del virus negli ambienti in cui vengono ospitati i cani, attraverso
idonee pratiche di pulizia e disinfezione degli ambienti (ipoclorito di sodio) (Cavalli et al., 2018),

separazione degli animali malati dai sani, gestione dei cuccioli e determinazione degli anticorpi di
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derivazione materna per la programmazione della vaccinazione. Quest’ultima si basa sull’utilizzo di vaccini
vivi attenuati, di cui sono disponibili in commercio diverse formulazioni allestite con ceppi CPV-2 o CPV-
2b. Recentemente ¢ stato immesso in commercio in Italia un vaccino vivo ricombinante (ceppo 630a), che
esprime la proteina VP2 la cui sequenza codificante del gene ha origine da un ceppo CPV-2c. Ad oggi non
sono disponibili test commerciali per la discriminazione di questo ceppo vaccinale dai ceppi di campo dello

stesso genotipo.

Terapia
11 tasso di sopravvivenza pud risultare molto basso (fino al 9%) se I’animale malato non viene sottoposto ad
una terapia, solitamente di tipo supportivo (Mylonakis et al., 2016). 11 trattamento medico si basa su fluido
terapia, controllo della glicemia e dell’ipoalbuminemia, trattamento antiemetico, supporto nutrizionale,

analgesia, utilizzo di fattori stimolanti il midollo osseo e, se occorre, trattamento antibiotico.
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ADENOVIRUS DEL CANE

Gli adenovirus patogeni per il cane sono due distinti tipi, I’adenovirus del cane di tipo 1 (canine adenovirus
type 1, CAdV-1) che ¢ responsabile dell’epatite infettiva del cane e 1’adenovirus del cane di tipo 2 (canine
adenovirus type 2, CAdV-2) che ¢ responsabile della tracheobronchite infettiva (Decaro et al., 2008). Questi
due virus sono correlati antigenicamente e geneticamente, ma mostrano differente tropismo: CAdV-1
colpisce le cellule endoteliali vasali e del parenchima epatico e renale, mentre CAdV-2 replica nel tratto
respiratorio e, solo limitatamente, nell’epitelio intestinale (Decaro et al., 2008; Zhu et al., 2022). In questa

tesi, per le sue finalita, si intende trattare specificatamente del CAdV-1.

Definizione
L’epatite infettiva del cane (infectious canine hepatitis, ICH) ¢ una malattia infettiva di origine virale
descritta nei Canidi, Ursidi e Mustelidi, a carattere sistemico, che si manifesta con un'epatite necrotico-
emorragica acuta causata dalla replicazione del CAdV-1 nelle cellule endoteliali vascolari e negli epatociti,
piu grave negli animali di giovane eta (Decaro et al., 2008). L’infezione da CAdV-1 fu descritta per la
prima volta agli inizi del ‘900 nelle volpi in Nord America e la malattia fu definita come encefalite
epizootica delle volpi (Green et al., 1930). Successivamente, nel 1947, questa malattia fu descritta nei cani
in Svezia dal medico veterinario Carl Swen Rubarth (Rubarth, 1947) e, per tale motivo, ¢ ancora oggi nota

anche come “epatite di Rubarth”.

Eziologia ed Epidemiologia

Il CAdV-1 ¢ tassonomicamente incluso dalla International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV,
2024) nella famiglia Adenoviridae, genere Mastadenovirus, specie Mastadenovirus canidae.

Si tratta di un virus di grandi dimensioni (70-90 nm), tra i piu grandi virus a DNA, privo di envelope e con
un capside di simmetria icosaedrica composto da 252 capsomeri di cui 240 esoni (hexons), che formano la
superficie dell’icosaedro e rappresenta la principale proteina bersaglio degli anticorpi neutralizzanti
dell'ospite (Ji et al., 2020), e 12 pentoni ai vertici dell’icosaedro (Zhou et al., 2022; Balboni et al., 2025).
Ciascun pentone ha una struttura proteica chiamata fibra (fiber), che & responsabile del tropismo virale (ZAu
et al., 2022; Balboni et al., 2025), essendo determinante per il legame ad uno specifico recettore della
superficie cellulare (Ji et al., 2020). 11 capside racchiude un genoma di DNA lineare a doppio filamento
(dsDNA) (Zhu et al., 2022; Balboni et al., 2025). 11 genoma include la regione E3, una regione non
essenziale per la replicazione ma i cui prodotti svolgono un ruolo importante nell'inibire la difesa
immunitaria antivirale dell'ospite (Zhu et al., 2022). 1l numero di paia di basi della regione E3 differisce tra
i due tipi di adenovirus del cane e, per tale motivo, I’amplificazione tramite PCR di questa regione determina
due prodotti di differenti dimensioni, tali da consentire la discriminazione tra i due tipi virali (Hu et al.,

2001), utile ai fini diagnostici.
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Sebbene la vaccinazione abbia ridotto la sua diffusione, il CAdV-1 continua ad essere rilevato nel mondo,
sia in animali domestici che selvatici delle famiglie dei canidi (cani, volpi, lupi), degli ursidi e dei mustelidi
(Mira et al., 2022). Anche in Italia, le sporadiche descrizioni dell’ultimo ventennio evidenziano una
continua circolazione di CAdV-1, con casi clinici correlati principalmente alla bassa copertura vaccinale
nei cani da allevamento, all'importazione incontrollata di cani, alle popolazioni di cani randagi, spesso in
co-infezione con altri agenti patogeni (Pratelli et al., 2001; Decaro et al., 2007, 2008; Balboni et al., 2014;
Pintore et al., 2016; Mira et al., 2022), mentre sporadiche appaiono le segnalazioni in cuccioli di proprieta
(Dall’Ara, 2023).

Patogenesi
La via di infezione del CAdV-1 ¢ oro-nasale, ed avviene sia per contatto diretto con animali malati che
indiretto attraverso I'esposizione a saliva, feci, urina o secrezioni respiratorie infette oppure superfici o
materiali contaminate (Decaro et al., 2008). 11 CAdV-1 risulta molto resistente e quindi in grado di
contaminare 1’ambiente esterno. Inoltre, 1’ampio spettro d’ospite del CAdV-1, che include specie animali
domestiche e selvatiche che possono condividere gli stessi ambienti, non consente di definire con chiarezza
le dinamiche di trasmissione e diffusione tra questi animali in questi contesti, ivi compreso il ruolo dei cani
randagi (Balboni et al., 2025). 1l virus replica principalmente negli endoteli vasali e nel tessuto epatico,
producendo lesioni tissutali diffuse caratterizzate da permeabilitd degli endoteli (emorragie, versamenti
cavitari, congestione d’organo e versamenti cavitari), da lesioni epatiche (necrosi epatica) e da alterazioni
ematologiche (leucopenia, aumento delle transaminasi e disordini della coagulazione). Il tasso di mortalita
risulta variabilmente basso (10-30%), sebbene co-infezioni con altri agenti patogeni possano esacerbare le

manifestazioni cliniche ed il tasso di mortalita (Decaro et al., 2008; Sykes, 2013).

Segni clinici e Lesioni
Il periodo di incubazione post-infezione varia tra 4 ¢ 9 giorni. Il segno clinico piu precoce € rappresentato
da ipertermia (>40 °C) a decorso bifasico, seguito da depressione, perdita di appetito, vomito e diarrea,
dolore e distensione addominale (per accumulo di liquido siero-sanguinolento e per 1'aumento di volume
del fegato) e, meno frequentemente, segni neurologici (associati a danno vascolare nel sistema nervoso
centrale), opacita corneale (il cosi detto ‘‘occhio blu’’), nefrite interstiziale, disturbi della coagulazione
associati a coagulazione intravascolare disseminata (Decaro et al., 2008; Sykes, 2013; Zhu et al., 2022;

Balboni et al., 2025).

Diagnosi
La diagnosi di epatite infettiva si basa comunemente sull’utilizzo di test di laboratorio basati su prove dirette
(PCR, isolamento virale su linee cellulari permissive, immunofluorescenza) su campioni di feci o di tessuti
d’organo oppure su prove indirette (sieroneutralizzazione, ELISA) su emosiero per il rilievo degli anticorpi

anti-adenovirus (Balboni et al., 2025). 1 test di PCR consentono una rapida identificazione del DNA di
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CAdV e la discriminazione tra CAdV-1 ed CAdV-2. I test sierologici non consentono di discriminare gli
anticorpi verso I’uno o 1’altro tipo virale, né di discriminare tra gli anticorpi di derivazione vaccinale e quelli
derivati da infezione naturale. Nella comune pratica clinica vengono quindi utilizzati test di laboratorio
diretti, principalmente test di PCR. Inoltre, per finalita di ricerca, sono disponibili protocolli di PCR che
utilizzano primers che consentono il sequenziamento dei geni Hexon e Fiber (Balboni et al., 2017), al fine

di valutarne la variabilita e mettere a confronto i ceppi virali.

Profilassi e Controllo
La profilassi si basa principalmente sull’igiene degli ambienti, attraverso 1’utilizzo di calore umido, i sali
quaternari di ammonio e I’ipoclorito di sodio, e sull’utilizzo di vaccini efficaci nei confronti del CAdV-1. 1
primi vaccini vivi attenutati allestiti con ceppi di CAdV-1 si sono dimostrati efficaci ma talvolta associati
ad episodi di nefrite interstiziale, opacita corneale o encefalite post-vaccinale. Pertanto, sono stati sostituiti
con vaccini allestiti con ceppi di CAdV-2, correntemente in uso ed indicati come vaccini “core” (Dall’Ara,
2023), in grado di fornire cross-protezione nei confronti anche del CAdV-1 ma senza indurre danni renali o

oculari (Decaro et al., 2008).

Terapia
11 trattamento medico € principalmente sintomatico e di supporto, attraverso la somministrazione di fluidi,
trasfusioni di plasma o di sangue intero, utilizzo di anticoagulanti, farmaci per contrastare I'iperammoniemia

attribuibile a danni epatici e renali (Greene, 1990; Decaro et al., 2008; Sykes, 2013).
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CORONAVIRUS ENTERICO DEL CANE

I coronavirus degli animali hanno uno spettro d’ospite molto ampio e, in funzione del genere, interessano
numerose specie di mammiferi (uomo compreso) e di volatili. I coronavirus appartenenti ai generi
Alphacoronavirus e Betacoronavirus sono causa di infezione per lo pit dei mammiferi, mentre quelli degli
altri generi (Gammacoronavirus € Deltacoronavirus) infettano principalmente gli uccelli, sebbene questa
separazione talvolta non appaia ben netta, essendo stati segnalati dei salti tra animali di specie diverse
(spillover) (Domanska-Blicharz et al., 2020).

I coronavirus noti per essere patogeni per il cane sono due, il coronavirus enterico ed il coronavirus
respiratorio del cane, ed appartengono, rispettivamente, al genere Alphacoronavirus ed al Betacoronavirus.
Questi due virus oltre ad appartenere a due diversi generi, mostrano ampia divergenza genetica, presentano
tropismo d’organo e determinano quadri clinici ben distinti. Il coronavirus respiratorio del cane (CRCoV) &
stato identificato per la prima volta nel 1978 (Binn et al., 1979) e causa malattia respiratoria da solo o, in
associazione ad altri. Fa parte del complesso di patogeni che determinano la sindrome respiratoria endemica
definita “malattia respiratoria infettiva canina” (canine infectious respiratory disease, CIRD),
precedentemente nota come tosse dei canili (Erles et al., 2003). 1l coronavirus enterico ha tropismo per
I’apparato gastroenterico, segnatamente 1’intestino, dove causa una malattia generalmente da asintomatica
a moderata, sebbene alcuni ceppi ipervirulenti abbiano causato malattia sistemica, talvolta grave. In questa

tesi, per le sue finalita, si intende trattare specificatamente del coronavirus enterico del cane.

Definizione
Il coronavirus enterico del cane (CCoV, talvolta definito in letteratura anche con I’acronimo CeCoV) ¢ stato
segnalato per la prima volta da un focolaio di enterite acuta in un gruppo di cani militari nel 1971 in
Germania (Binn et al., 1974). Da subito si sono quindi susseguite numerose segnalazioni in tutto il mondo,
definendo il carattere enzootico di questo virus nella popolazione canina. Oggi risulta essere uno dei virus
enterici prevalenti nel cane (Dowgier et al., 2017) responsabile anche di enterite in carnivori selvatici (tra
cui lupi e volpi) e potenzialmente in grado di colpire altri animali, in relazione al suo potenziale intrinseco
di ricombinazione (Dong et al., 2022; Buonavoglia et al., 2023). 11 CCoV ¢ un patogeno enterico canino
che causa comunemente un’enterite autolimitante con diarrea lieve o di maggiore rilevanza negli animali
giovani, sebbene alcuni ceppi piu virulenti o 1’associazione con altri virus enterici possano determinare

segni clinici piu rilevanti, talvolta gravi e con exitus infausto.

Eziologia ed Epidemiologia
Il CCoV ¢ stato tassonomicamente incluso dalla International Committee on Taxonomy of Viruses (/CTV,
hitps.//ictv.global/taxonomy) in un’unica specie virale, insieme ad altri coronavirus degli animali domestici
(il coronavirus del gatto, FCoV, ed i coronavirus del suino, il virus della gastroenterite trasmissibile del

suino (transmissible gastroenteritis virus, TGEV) ed il coronavirus respiratorio suino (porcine respiratory
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coronavirus, PRCoV), denominata Alphacoronavirus 1 (subgenere Tegacovirus del genere
Alphacoronavirus) (Whittaker et al., 2018; Olarte-Castillo et al., 2025).

Si tratta di un virus di forma sferica, di grandi dimensioni (circa 100-120 nm di diametro), provvisto di
envelope e con genoma a singolo filamento di RNA (ssRNA). Il genoma di CCoV ¢ composto da una
sequenza di circa 30.000 paia di basi (il piu grande tra i virus a RNA) che formano una serie di finestre di
lettura (open reading frames, ORFs), di cui due parzialmente sovrapposte (la ORFla e la ORF1b) ed altre
che codificano per proteine non strutturali o per le quattro proteine strutturali maggiori:la proteina spike (S),
dell’envelope (E), di membrana (M) e del nucleocapside (N) (Pratelli, 2011).

Tra queste, la glicoproteina S ¢ il principale induttore della produzione di anticorpi neutralizzanti il virus e
determina la fusione del virus con la cellula ospite (Pratelli, 2011). 11 gene che codifica per la proteina spike
si compone di due subunita, S1 e S2, e la subunita S1 include il dominio N-terminale (NTD) e il dominio C
(Tyrrell et al., 1975). Inoltre, la proteina S risulta essere la piu variabile e, sulla base delle divergenze nella
sequenza del gene che la codifica, sono stati distinti due differenti genotipi di CCoV: il coronavirus del cane
di tipo I (canine coronavirus type I, CCoV-I) ed il coronavirus del cane di tipo II (canine coronavirus type
I, CCoV-II) (Decaro & Buonavoglia, 2011). Inoltre, sulla base di studi evolutivi ed in accordo alle
differenze evidenziate a livello di NTD, per il genotipo II del CCoV ¢ stata documentata la circolazione e
distinzione dei due sub-genotipi CCoV-Ila e CCoV-IIb, originati attraverso meccanismi di ricombinazioni
ed evoluzioni geniche (Decaro et al., 2009; Erles e Brownlie, 2009; Pratelli et al., 2022). Questi meccanismi
di ricombinazione hanno riguardato anche altri alphacoronavirus, ponendo relazioni evolutive comuni tra
ceppi di CCoV e di FCoV (entrambi i genotipi FCoV-1 e FCoV-II) e TGEV (correlato al CCoV-IIb). Piu
recentemente, ¢ stato ipotizzato che fenomeni di ricombinazione tra CCoV-Ila e FCoV possano essere
all’origine del ceppo FCoV-23, che ha causato un grande focolaio di peritonite infettiva del gatto (FIP)
nell’isola di Cipro (Attipa et al., 2025). Gia da prima, nel cane, infezioni miste dei due genotipi I e II di
CCoV negli stessi individui potrebbero avere favorito la comparsa di ceppi con caratteristiche intermedie
tra i due (Escutenaire et al., 2007; Pratelli et al., 2004; Regan et al., 2012), rafforzando I’ipotesi che questo
fenomeno possa avere un ruolo importante nella generazione di nuovi ceppi virali o nuove varianti
genomiche. Recentemente, sono stati inoltre descritti due ceppi virali di CCoV, di cui uno (denominato
HuCCoV_Z19Haiti) isolato dalle urine di un team medico di ritorno negli Stati Uniti d’America da Haiti
(Centro America), a marzo 2017 (Lednicky et al., 2022), mentre I’altro (denominato CCoV-HuPn-2018) ¢
stato identificato in tamponi rinofaringei di bambini con polmonite in Malesia nel 2017-2018 (Viasova et
al., 2022), evidenziando ancora una volta come anche il CCoV possa essere oggetto di mutazioni,
ricombinazioni o pilt 0 meno confermati salti di specie.

Ceppi di CCoV sono stati segnalati in molti paesi del mondo, maggiormente nella popolazione canina
domestica dell’Europa e, piu recentemente, dell’ Asia (Olarte-Castillo et al., 2025); con minore frequenza,
sono stati segnalati anche in carnivori non domestici (lupo, volpe, procione) (Wang et al., 2006; Molnar et
al., 2014; East et al., 2017; Alfano et al. 2019). Studi comparativi hanno evidenziato la circolazione di ceppi

di CCoV con le stesse caratteristiche del genoma tra i carnivori domestici e animali selvatici.
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Patogenesi
L’infezione da CCoV ¢ comune tra gli animali domestici, in particolare tra i cani ospitati in strutture o
ambienti dove talvolta risulta difficile limitare i contatti diretti tra gli individui (Stavisky et al., 2012; Licitra
et al., 2014), o tra quelli randagi. La patogenesi dell’infezione da CCoV non ¢ ancora ben documentata,
poiché solo pochi ceppi virali sono adattati alla crescita su monostrati cellulari permissivi e questo
condiziona le prove sperimentali. Il virus si trasmette, direttamente o indirettamente, per via oro-fecale,
essendo eliminato attraverso le feci (Keenan et al., 1976; Roseto et al., 1980). Dopo I’infezione, il CCoV
penetra e replica nel citoplasma degli enterociti maturi (apicali e laterali) dei villi intestinali, determinando
atrofia e fusione dei villi, approfondimento delle cripte intestinali, con appiattimento delle cellule epiteliali
ed aumento della cellularita della lamina propria, e secrezione delle cellule caliciformi. Inoltre, le attivita
enzimatiche intraepiteliali sono generalmente depresse (Keenan et al., 1976, Licitra et al., 2014). La co-
infezione con altri virus enterici, descritta in molti casi, pud condurre ad una sovrapposizione ed
aggravamento del quadro clinico e della prognosi. L'eliminazione attraverso le feci, valutata attraverso la
microscopia, perdura per 6-9 giorni dopo l'infezione (Keenan et al., 1976), sebbene piu recenti tecniche di
analisi biomolecolari abbiano rilevato I’RNA di CCoV anche fino a 6 mesi post-infezione (Pratelli et al.,
2001, 2002). Alcuni ceppi del genotipo Il possono mostrare maggiore virulenza ed il virus e le lesioni
possono essere rilevate anche in organi extra-intestinali (cosi detto “coronavirus pantropico”) (Decaro et

al., 2012).

Segni clinici e Lesioni
Il periodo di incubazione post-infezione varia tra 4-7 giorni. Esiste una forma asintomatica oppure i segni
clinici possono essere di grado moderato (in particolare per il CCoV-I) e limitati al tratto gastro-enterico
(Keenan et al., 1976). Alcuni ceppi piu virulenti (CCoV pantropico) possono determinare manifestazioni
cliniche di grado da moderato a grave, principalmente a carico dell’apparato gastroenterico (Decaro e
Buonavoglia, 2011). 1 segni clinici associati a questi ceppi sono ipertermia (39,540 °C), letargia, anoressia,
vomito, diarrea emorragica e segni neurologici. Inoltre, si possono riscontrare leucopenia e lesioni anche
gravi a livello di tratto digerente, polmoni, fegato, milza e reni, tessuti in cui ¢ stato rilevato I'RNA del
CCoV-II (Decaro e Buonavoglia, 2011). In ogni caso, i segni clinici non sono specifici del CCoV, risultando

comuni alla maggior parte dei virus enterici o altri quadri patologici del cane.

Diagnosi
Essendo 1 segni clinici non specificamente riferibili all’infezione da CCoV ed in considerazione delle
limitazioni nell’isolamento del virus, la diagnosi si basa sul sospetto clinico e la conferma attraverso test di
laboratorio basati su prove dirette (test immunocromatografici e/o prove di RT-PCR o Real Time RT-PCR)
su campioni di feci o di tessuti d’organo. Sono anche disponibili coniugati fluorescenti per le prove di

immunofluorescenza; presso laboratori attrezzati, ¢ possibile identificare il virus tramite microscopia
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elettronica. Per le finalita di ricerca sono disponibili protocolli per lo studio della sequenza dei ceppi virali,
attraverso prove di biologia molecolare che hanno comunemente come target il gene M ed il gene S, utili

per lo studio e la comparazione del genoma di CCoV.

Profilassi e Controllo
La profilassi si basa quasi esclusivamente sull’igiene degli ambienti e sulla gestione degli animali. Non sono
disponibili, quantomeno in Italia, vaccini nei confronti del CCoV. In assenza di strategie profilattiche
specifiche, considerata la frequenza di coinfezioni con CPV-2 e CAdV, virus per cui esistono vaccini
efficaci, e con potenziali azioni sinergiche nella patogenesi e nella depressione immunitaria, si suggerisce

la profilassi vaccinale contro questi altri virus per ridurre il rischio di forme gravi.

Terapia
Il trattamento medico ¢ esclusivamente sintomatico e di supporto, attraverso la somministrazione di fluidi

ed antiemetici.
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VIRUS DEL CIMURRO

Definizione
Il cimurro (canine distemper) ¢ una malattia virale del cane e di altri animali selvatici altamente contagiosa
e spesso fatale, caratterizzata da segni respiratori, gastrointestinali e nervosi (Elia et al. 2006). Le prime
segnalazioni attendibili di cimurro nei cani risalgono al 1735 in Sud America, in seguito all'introduzione del
virus del morbillo con I'arrivo dei naviganti dall’Europa. Le successive epidemie di morbillo che hanno
interessato le popolazioni indigene sudamericane hanno probabilmente facilitato la trasmissione del
morbillo e I'adattamento del virus ai cani (Wilkes, 2022). Nel nostro continente, la malattia fu segnalata per
la prima volta in Spagna nel 1761, dove probabilmente era stata introdotta attraverso le rotte di navigazione,
e da li si ritiene che si sia diffusa, probabilmente con le stesse dinamiche di diffusione, in tutto il mondo
(Blancou, 2004; Karki et al., 2022), ivi compreso nel Nord America (Kennedy et al., 2019; Uhl et al., 2019).
I primi studi sul cimurro, nel 1905, sono riferiti ad Henri Joseph Carré, per cui la malattia in passato ¢ stata
anche definita “malattia di Carre” (Carre, 1905; Appel e Robson, 1973). Delle malattie infettive del cane, il
cimurro & probabilmente tra le pitt note da maggior tempo ed ancora oggi temuta. Il virus del cimurro (canine
distemper virus, CDV) risulta tra i piu documentati patogeni che interessano un ampio spettro d’ospite,
capaci di adattamenti e ripetuti salti di specie. Un esempio ¢ rappresentato da uno specifico lineage di CDV,
il lineage Artico (Arctic-like), isolato per la prima volta alla fine degli anni '80, quando sono stati segnalati
un ceppo virale (PDV-2) identificato nel 1988 nelle foche del lago Bajkal in Siberia (Russia) (Visser et al.,
1990) ed un ceppo (GR88) rilevato, nello stesso anno, da una popolazione di cani da slitta nella Groenlandia
settentrionale (Blixenkrone-Moller et al., 1992). Da questa area si ¢ poi rapidamente diffuso in altre regioni

e continenti lontani dall’ecosistema artico.

Eziologia ed Epidemiologia

11 virus del cimurro ¢ stato tassonomicamente incluso nella specie denominata Morbillivirus canis (famiglia
Paramyxoviridae, genere Morbillivirus) (Colina et al., 2024). 11 genere include il virus del morbillo di umani
e primati non umani, il virus della peste dei piccoli ruminanti di pecore e capre, il virus del morbillo delle
foche e dei cetacei, ed anche il virus della peste bovina degli artiodattili, quest’ultimo ormai estinto (Wilkes,
2022).

I1 CDV ¢ un virus con envelope ed un genoma a singolo filamento di RNA (ssRNA) di circa 15.690
nucleotidi, che codifica per sei proteine strutturali ¢ due proteine non strutturali: le proteine strutturali
includono 1'RNA polimerasi (L), associata alla proteina del nucleocapside (N) e ad una fosfoproteina (P), la
proteina della matrice (M) e le due proteine che compongono I’envelope, 'emoagglutinina (H) e la proteina
di fusione (F) (Martella et al., 2008; Lanszki et al., 2022; Wilkes, 2022). Tra queste, la glicoproteina H ¢ la
proteina piu variabile dell'envelope e media il legame del virus ai recettori della cellula ospite durante le
prime fasi dell’infezione (Martella et al., 2008; von Messling et al., 2001). In funzione di questa variabilita,

i ceppi di CDV sono stati quindi raggruppati e messi in relazione tra loro secondo “lineage”, ciascuno
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definito sulla base di un’identita di sequenza della proteina del gene H maggiore del 95% (Sarute et al.,
2014). Ad oggi si riconoscono almeno 18 lineage, nominati principalmente in relazione all’area geografica
dei ceppi di origine: America 1-America 5, Asia 1-Asia 4, India-1/Asia-5, Europe/South America 1, South
America 2 e South America 3, Europe wildlife, Arctic, Rockborn-like, Africa 1 ed Africa 2 (Karki et al.,
2022).

Ceppi di CDV sono stati segnalati in tutto il mondo, in cani ed in oltre 20 famiglie di carnivori e non-
carnivori, secondo lineage che riflettono I’origine geografica e supportano la definizione dell’epidemiologia
del virus. Essendo il CDV ampiamente diffuso tra specie animali diverse, si suppone che vi siano continue
e costanti dinamiche di trasmissione che coinvolgono queste specie, senza una netta distinzione o
definizione di un unico reservoir, sebbene alcuni lineage sembra che abbiano una maggiore diffusione, o
quantomeno vengano pit comunemente identificati, tra gli animali selvatici (ad esempio 1’Europe wildlife)
mentre altri nei cani (Europe/South America 1 o Arctic) che convivono negli stessi territori. In Italia sono
stati segnalati tre lineage di CDV: Il primo ad essere rilevato, sia nei cani domestici che nei carnivori
selvatici, ¢ stato I'Europe/South America 1 mentre, degli altri due, il lineage Europe wildlife ¢ stato isolato
prevalentemente nella fauna selvatica e solo sporadicamente nei cani domestici, a differenza dell’ Arctic
che, viceversa, ¢ stato segnalato principalmente nei cani e meno frequentemente nella fauna selvatica (Mira

et al., 2018; Guercio et al., 2023).

Patogenesi
I1 CDV infetta le specie ospiti e si diffonde nei tessuti attraverso 1’interazione con recettori cellulari, di cui
alcuni noti (SLAM, nectin-4) e altri ancora non definiti. Dopo un periodo di incubazione variabile tra 1 e 4
settimane, la viremia iniziale determina una febbre transitoria che raggiunge il picco 3-6 giorni dopo
l'infezione (Beineke et al., 2009). Attraverso il circolo, l'infezione si diffonde a tutti i tessuti linfoidi,
determinando un'immunosoppressione generalizzata. A questa fase segue una seconda viremia, 6-9 giorni
dopo I’infezione, con un secondo picco febbrile e I’infezione delle cellule epiteliali, in particolare
dell’apparato respiratorio, gastrointestinale e tegumentario; in ultimo, sono infettate le cellule del sistema
nervoso centrale. Dai tessuti epiteliali il virus viene poi eliminato attraverso tutte le secrezioni ed escrezioni
corporee (Beineke et al., 2009; Rendon-Marin et al.,2019). Per tale motivo, CDV si trasmette facilmente tra
gli ospiti suscettibili attraverso il contatto diretto con fluidi orali, respiratori e oculari e/o essudati e feci

(Guercio et al., 2023; Candela et al., 2025).

Segni clinici e Lesioni
Alla febbre bifasica seguono segni clinici correlati alle lesioni prodotte dall’infezione virale, che si
associano a risentimento generale come letargia e perdita di appetito. La diffusione dell’infezione ai tessuti
linfoidi determina immunosoppressione generalizzata e conseguente linfopenia (Schobesberger et al., 2005,
Sykes, 2010), oltre a favorire le infezioni batteriche secondarie, che esacerbano i segni clinici. L’infezione

delle cellule epiteliali conduce alla comparsa di segni clinici a carico della cute, quali ipercheratosi del naso
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e dei cuscinetti plantari (definita in letteratura come “hard pad disease”) (Martella et al., 2008; Outerbridge,
2013), dell’apparato respiratorio, quali scolo oculo-congiuntivale, tosse, polmonite interstiziale e
bronchiolite necrotizzante (Chludzinski et al., 2022), e dell’apparato gastroenterico, quali vomito e diarrea
(Grant e Troy, 2007). All’ulteriore progressione del virus al SNC seguono segni neurologici quali
convulsioni, segni cerebellari e vestibolari, paraparesi, tetraparesi e mioclono, movimenti ritmici di
masticazione e salivazione a vuoto (i cosiddetti “chewing gum fits”): questi ultimi due segni sono stati per

lungo tempo considerati patognomonici di questa malattia (Grant e Troy, 2007).

Diagnosi

Per quanto alcuni segni clinici possano apparire come fortemente suggestivi del sospetto di cimurro, la
diagnosi clinica necessita della conferma attraverso esami di laboratorio. I test di laboratorio si basano
principalmente su prove dirette (test immunocromatografici e/o prove di RT-PCR o Real Time RT-PCR) su
campioni di feci o di tessuti d’organo (Elia et al., 2006; Mira et al., 2018). Sono anche disponibili coniugati
fluorescenti per le prove di immunofluorescenza diretta (Fairchild et al., 1967).

Le prove di laboratorio indirette si basano sulla determinazione degli anticorpi anti-CDV: la
sieroneutralizzazione ¢ considerata il gold standard tra queste prove, sebbene richieda un laboratorio ben
attrezzato; sono disponibili in commercio alcuni test da potere allestire nella pratica ambulatoriale,
comunemente utilizzati per determinare il titolo anticorpale, utile alla gestione della profilassi vaccinale
(Meazzi et al., 2022; Ad et al., 2023).

Per le finalita di ricerca e per la determinazione del lineage di appartenenza sono stati messi a punto
protocolli di biologia molecolare per lo studio della sequenza del gene H e di discriminazione con i ceppi

vaccinali (Demeter et al., 2007, 2010).

Profilassi e Controllo

La profilassi si basa quasi esclusivamente sull’igiene degli ambienti e sulla gestione degli animali. Essendo
il CDV un virus a RNA provvisto di envelope, la sua resistenza nell’ambiente esterno risulta limitata, come
anche quella ai comuni disinfettanti (sali quaternari, ipoclorito di sodio). Pertanto, una razionale gestione
dei cani malati, attraverso opportune pratiche di isolamento che evitano il contatto con i loro aerosol e fluidi
corporei, insieme ad opportune operazioni di pulizia e disinfezione degli ambienti, possono contribuire a
limitare la diffusione dell’infezione.

La strategia piu efficace per la prevenzione del cimurro ¢ la vaccinazione. Nel corso degli anni sono stati
prodotti e resi disponibili in commercio diversi vaccini allestiti con ceppi del lineage America I o Rockborn-
like. Mentre i ceppi del lineage America I sono stati adattati in vitro su cellule embrionate di pollo (come,
ad esempio, i comuni ceppi Onderstepoort), i ceppi del lineage Rockborn sono stati adattati su linee cellulari
di origine canina: questi ultimi ceppi, seppure maggiormente immunogeni, sono stati associati ad episodi di

encefalite post-vaccinale. Solo recentemente sono stati immessi in commercio vaccini ricombinanti con il
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canarypoxvirus, piu indicati per gli animali selvatici che possono risultare suscettibili ai ceppi vaccinali

utilizzati per il cane (Marenzoni, 2023).

Terapia
I1 trattamento medico ¢ esclusivamente sintomatico e di supporto, attraverso la somministrazione di

soluzioni elettrolitiche, antiinfiammatori ed anticonvulsivanti, vitamina A ed antibiotici (Marenzoni, 2023).
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VIRUS EMERGENTI POTENZIALMENTE RILEVANTI NELL’INTERFACCIA UOMO-CANE

Gli esseri umani coesistono con gli animali in vari modi, in stretta interdipendenza con l'ambiente.
L’evoluzione della relazione con gli animali, storicamente fondata sulla produzione, il cibo ed il
sostentamento, oggi vede anche legami basati sulla compagnia ed il benessere, in particolare con gli animali
da compagnia. L'interfaccia di connessione e condivisione tra esseri umani, animali ed ambiente puo essere
fonte di infezioni che potrebbero avere, o che concretamente hanno, un impatto sulla salute pubblica. Queste
malattie, quelle trasmissibili dagli animali all'uomo, sono definite zoonosi e si diffondono attraverso il
contatto diretto o indiretto (ad esempio, il cibo, I’acqua e I’ambiente) (WHO, Animal-human interface for
health).

In questo contesto, anche ’interfaccia tra cane, uomo e ambiente acquisisce un esempio di interdipendenza
che, se da un lato apporta notevoli reciproci benefici dall’altro potrebbe esporre a fonti di infezione, alcune
delle quali di non trascurabile rilevanza. Un esempio tra tutti ¢ la rabbia, che puo colpire sia i cani domestici
che gli animali selvatici ed ¢ trasmessa all'uomo attraverso la saliva degli animali infetti (WHO, Animal-
human interface for health). A fianco di infezioni cosi rilevanti, per cui si stanno compiendo grandi sforzi
per eradicarle, se ne possono annoverare numerose altre che sollevano diversi interrogativi relativamente al
ruolo del cane: nella trasmissione diretta o indiretta all’'uomo; nella diffusione in ambienti condivisi con
altre specie animali; come potenziale ospite intermedio di agenti infettivi delle stesse famiglie con elevato
potenziale rischio di riassortimenti o ricombinazioni.

Un esempio eclatante ¢ rappresentato dalla recente pandemia COVID-19, durante la quale si ¢ disquisito a
lungo sui rischi della stretta convivenza tra cani e persone, in riferimento alla suscettibilita del cane al SARS-
CoV-2 e della possibile trasmissione dello stesso (Decaro et al., 2021). Permangono ancora molti
interrogativi sul potenziale patogeno o di trasmissione di alcuni agenti virali tra specie animali, tali da fare
apparire queste malattie “neglette” o piu probabilmente ancora poco studiate nel mondo animale e, in
particolare, nel cane. Tra questi, possono essere annoverati alcuni tra i pit noti agenti di malattia
gastroenterica acuta di origine non batterica dell’uomo, quali rotavirosi o norovirosi (Franco e Greenberg,
2012). Ad esempio, ceppi di rotavirus del cane (genotipo A, sierotipo G3) sono stati identificati in casi
umani di grave enterite acuta, suggerendo la possibilita che questi ceppi, descritti nel cane, possano indurre
forme cliniche gravi nell’vomo (De Grazia et al., 2007; Luchs et al., 2012; Wu et al., 2012). Meno chiari
appaiono invece le demarcazioni di specie e di trasmissione interspecie dei norovirus, dati gli occasionali
rilievi nell’'uomo e nel cane di ceppi virali tra loro strettamente correlati (come, ad esempio, quelli del
genogruppo 1V) (4zevedo et al., 2024) oppure il riscontro nell’uomo di anticorpi verso i norovirus del cane
(Mesquita et al., 2013), elementi che pongono interrogativi che necessitano di ulteriori approfondimenti.
Ancora meno documentati appaiono il ruolo e la rilevanza di altri virus nel cane, notoriamente patogeni per
la specie umana, ed ancor meno la significativita del cane nella loro diffusione diretta o indiretta, in ambienti
condivisi. Tra questi, gli astrovirus sono stati occasionalmente descritti nel cane, ma la loro associazione

inequivocabile con segni clinici o lesioni enteriche appare ancora da definire (Martella et al., 2011,
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Mihalov-Kovdcs et al., 2017). Inoltre, ’ampia diffusione tra diverse specie animali di astrovirus
caratterizzati da una stretta correlazione genetica, suggerisce la necessita di definire le barriere di specie
ospiti e le opportunita di ricombinazione di questi virus. Ancora indefinita rimane, infine, la specificita del
cane come ospite del virus dell’epatite E, uno dei piu rilevanti ed emergenti patogeni dell’uomo a livello
mondiale, causa di oltre tre milioni di casi clinici ogni anno (WHO, Hepatitis E). Sebbene la presenza di
anticorpi per il virus dell'epatite E nei cani dimostri un'esposizione al virus, il suo potenziale patogeno e il
ruolo del cane come ospite sono ancora oggetto di approfondimento (Bernardini et al., 2022; Kenney et al.,
2019).

Lo studio di queste infezioni virali e delle malattie correlate pud contribuire ad acquisire nuovi dati,
elevando il cane a potenziale modello di studio. Sono molteplici gli esempi di virus rilevanti per ’'uomo e
la cui diffusione ¢ imprescindibilmente correlata con I’ambiente, rendendo necessario quindi un approccio
multi disciplinare per il loro studio (Fauziah et al. ,2024). In questo scenario, il cane potrebbe rappresentare
un utile modello di studio soprattutto epidemiologico. Un esempio in tal senso ¢ rappresentato dal rilievo
nel cane degli anticorpi verso il virus della West Nile (Purpari et al., 2012) o il virus dell’encefalite delle
zecche (Topp et al., 2023), che conferma l'importanza di questo animale domestico come sentinella per il
rilievo precoce o il monitoraggio di virus che possono rappresentare potenziali minacce per la salute umana.
Pertanto, verranno qui di seguito descritte alcune tra le caratteristiche principali di virus considerati
emergenti, quali norovirus ed altri calicivirus, rotavirus, astrovirus e virus dell’epatite E, allo scopo di

introdurre le conoscenze scientifiche utili per il presente studio.
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NOROVIRUS - CALICIVIRUS

I calicivirus sono agenti infettivi considerati tra le principali cause di malattie trasmesse da alimenti
nell’uomo (EFSA, Malattie zoonotiche veicolate da alimenti), capaci di infettare anche molte specie animali,
compreso il cane. Tra questi virus comuni all’'uomo ed al cane, la famiglia Caliciviridae include quelli
appartenenti ai generi Norovirus e Sapovirus.

I norovirus sono stati identificati nel 1972, da feci di persone raccolte durante un focolaio di gastroenterite
verificatosi nel 1968 a Norwalk, USA (Kapikian et al., 1972). 11 focolaio fu segnalato, pertanto, come
“gastroenterite di Norwalk™ ed i virus osservati al microscopio descritti come “Norwalk virus”, in relazione
al luogo di origine. Solo successivamente questi virus sono stati distinti nel genere Norovirus (Martella et
al., 2011). I norovirus sono ormai riconosciuti come la causa principale delle epidemie di gastroenterite nel
mondo, sia nei bambini che negli adulti, una malattia talvolta grave per soggetti vulnerabili (bambini piccoli
ed anziani), oltre ad essere una comune causa di ricovero ospedaliero per gastroenterite (Glass et al., 2009).
Si stima che i norovirus siano ogni anno causa di pit di 1 milione di ricoveri ospedalieri e fino a 200.000
decessi nei bambini di eta inferiore ai 5 anni (Patel et al., 2009).

Similmente, i sapovirus sono stati rilevati per la prima volta in campioni di feci diarroiche umane nel 1976
nel Regno Unito, tramite microscopia elettronica (Madeley & Cosgrove, 1976). Successivamente, il virus
identificato fu riconosciuto come un nuovo agente patogeno della gastroenterite. Tuttavia, il ceppo piu
ampiamente studiato per le sue caratteristiche e quindi riconosciuto come prototipo del genere Sapovirus
proveniva da un'altra epidemia nel 1982 a Sapporo, in Giappone (Nakata et al., 2000; Oka et al., 2015) e,
per tale motivo, tali virus sono stati per lungo tempo definiti come “Sapporo-like viruses”. Come i norovirus,
i sapovirus causano nell’'uvomo sintomi gastroenterici, quali vomito e diarrea, seppure comunemente
autolimitanti e di gravita inferiore ai norovirus.

Anche nel cane, sia norovirus che sapovirus, sono stati associati ad episodi di gastroenterite, frequentemente

in coinfezione con altri virus enterici. Di seguito, verranno separatamente trattati.

NOROVIRUS NEL CANE

Eziologia ed Epidemiologia

I norovirus (NoV) sono virus rotondi, di piccole dimensioni (30-35 nm), privi di envelope, con un genoma
a RNA a singolo filamento (ssSRNA), della lunghezza di circa 7.000-8.500 paia di basi, che include 3 distinti
frame di lettura aperti (open reading frames, ORFs): la ORF1 codifica per 6 proteine non strutturali, tra cui
la RNA polimerasi RNA-dipendente (RdRp); la ORF2 codifica la principale proteina componente del
capside (VP1); la ORF3 codifica una piccola proteina basica (VP2) che ¢ stata associata alla stabilita del
capside (Martella et al., 2011; Bodnar et al., 2017).

I NoV sono geneticamente e antigenicamente altamente eterogenei, la cui evoluzione ¢ guidata

dall’accumulo di mutazioni puntiformi e dalla ricombinazione del genoma, che generano una notevole
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diversita. Il sito preferenziale per la ricombinazione dei NoV ¢ la regione di giunzione tra le ORF1 ¢ ORF2
(Martella et al., 2011). Questa variabilita si riflette anche sulla classificazione dei NoV che si basa sulla
sequenza completa degli amminoacidi che codificano per la proteina capsidica VP1 e riconosce almeno 7
genogruppi (da GI a GVII) e 40 genotipi (Vinjé, 2015; Bodnar et al., 2017). 1 genogruppi GI, GII e GIV dei
NoV infettano gli esseri umani; tra questi, i ceppi GII sono i piu diffusi a livello mondiale (Green, 2007).
Nel cane sono stati descritti almeno 4 genotipi da tre genogruppi distinti, ovvero GIV.2, GVI.1 e GVI.2, ¢
GVII (Bodnar et al., 2017). L’evidenza di NoV nei cani appartenenti a genogruppi comuni a quelli dei
norovorus patogeni per I’'uomo (specificamente GIV) ha quindi sollevato preoccupazioni per la salute
pubblica, riguardo alla potenziale trasmissione interspecie ed alle intersezioni evolutive a causa delle strette
interazioni sociali tra esseri umani ed animali domestici (Martella et al., 2011; Bodnar et al., 2017). A tal
sostegno, sono stati identificati sia anticorpi contro i NoV umani (GII.4 e GIV.1) nei sieri dei cani, come
anche di quelli verso i NoV dei cani (GVI) nei sieri umani, suggerendo 1’esposizione a NoV omologhi ed
eterologhi (Mesquita et al., 2013, 2014; Di Martino et al., 2017). L’esposizione dei cani ai NoV umani GII
e GIV ¢ stata anche dimostrata dal rilievo del genoma di questi in campioni animali (Summa et al., 2012,
Caddy et al., 2015; Charoenkul et al., 2020; Matamoros et al., 2023; Azevedo et al., 2024), nonostante
alcuni autori abbiano recentemente ipotizzato la possibilita che alcune caratteristiche del genoma possano
potenzialmente limitare questa trasmissione interspecie (Ford-Siltz et al., 2019).

I norovirus nel cane sono stati identificati occasionalmente in diverse aree geografiche, suggerendo
un’ampia diffusione di questi ceppi virali. Recentemente, al pari di altri virus enterici, i norovirus del cane

sono stati anche identificati in acque reflue domestiche (Lizasoain et al., 2015).

Patogenesi e segni clinici
La patogenicita dei NoV del cane non ¢ stata determinata attraverso infezioni sperimentali in animali
gnotobiotici o privi di patogeni specifici (SPF), pertanto i dati disponibili si riferiscono alle infezioni naturali
descritte da parte di vari autori (Martella et al., 2011). Verosimilmente, la via di infezione ¢ quella oro-
fecale; I’eliminazione del virus ¢ stata documentata fino a 3 settimane in cuccioli guariti pochi giorni dopo
i segni clinici enterici (Martella et al., 2008). La maggior parte dei cani positivi a norovirus mostravano co-
infezioni con altri virus, principalmente CPV-2. Tuttavia, il numero ridotto di casi descritti non consente di
determinare segni o lesioni patognomoniche o specificamente riferibili al norovirus. Inoltre, norovirus sono

stati rilevati anche in cani adulti ed asintomatici (Stamelou et al., 2022).

Diagnosi
Il norovirus non ¢ comunemente incluso nel panel diagnostico di cani che mostrano segni clinici o lesioni a
carico dell’apparato gastroenterico. Oltre alla microscopia elettronica, un metodo riservato a pochi
laboratori attrezzati, il rilievo di NoV nel cane avviene comunemente attraverso prove di RT-PCR o Real
Time RT-PCR. Molti protocolli sono stati sviluppati utilizzando la regione RdRp come target; 1’analisi di

sequenza di questa regione consente una iniziale genotipizzazione dei ceppi rilevati, che necessita del
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sequenziamento del gene che codifica per la proteina capsidica, per una maggiore accuratezza. Presso alcuni
laboratori impegnati nella ricerca in medicina veterinaria sono stati sviluppati dei test per il rilievo degli
anticorpi verso NoV, alcuni dei quali utili a discriminare gli anticorpi verso specifici genotipi di NoV sia

umani che del cane.

SAPOVIRUS NEL CANE

Eziologia, Epidemiologia, Diagnosi

I sapovirus sono virus rotondi, di piccole dimensioni (30-38 nm), privi di envelope, con un genoma a RNA
a singolo filamento (ssRNA), della lunghezza di circa 7.100-7,700 paia di basi, che include 2 distinti frame
di lettura aperti (open reading frames, ORFs): la ORF1 codifica per una grande poliproteina contenente le
6 proteine non strutturali e per la proteina capsidica VP1; la ORF2 codifica per la proteina strutturale minore
VP2 (Oka et al., 2015).

La regione codificante la proteina capsidica VP1 ¢ la regione piu diversificata del genoma e sulla base delle
divergenze in questa regione i sapovirus sono suddivisi in 5 genogruppi (GI-GV), a cui si aggiungono altri
9 genogruppi ancora in via di proposta. Attualmente, i sapovirus umani noti appartengono ai genogruppi
GI, GII, GIV e GV (Oka et al., 2015). Gli studi disponibili sui sapovirus del cane sono rari, mostrando tassi
di positivita variabile tra I’1% ed il 2% dei cani in esame. Alcuni degli animali infetti erano asintomatici e
I’infezione era associata con altri virus enterici del cane. Non ¢ stata possibile una chiara definizione del
genogruppo di appartenenza, seppure ci sia convergenza nel considerare i sapovirus del cane come
appartenenti ad uno dei nuovi genogruppi, in ogni caso separati da quelli dell’uomo (Li et al., 2011; Soma
et al., 2015; Bodnar et al., 2016; Stamelou et al., 2022; Matamoros et al., 2023).

La diagnosi della presenza dell’RNA di sapovirus nel cane, nei pochi studi disponibili, si basa su prove di
RT-PCR che utilizzano una coppia di primers che ha come target un frammento della regione RdRp comune

ai norovirus ed ai sapovirus (Jiang et al., 1999) o su metodi SYBR-green Real Time RT-PCR.
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ROTAVIRUS

I rotavirus (RoV) sono la causa principale di diarrea grave e disidratante nei bambini di eta inferiore ai 5
anni a livello globale: si stima che ogni anno oltre 25 milioni di visite ambulatoriali e piu di 2 milioni di
ricoveri ospedalieri siano attribuibili alle infezioni da rotavirus (WHO, Rotavirus). In Italia, i dati di
letteratura indicano che alle infezioni da rotavirus sono attribuite una percentuale variabile dal 17% al 69%
circa delle ospedalizzazioni per gastroenterite acuta e 1’84% delle ospedalizzazioni per gastroenterite di
origine virale (Istituto Superiore di Sanita, EpiCentro. Rotavirus — aspetti epidemiologici). 1 rotavirus
causano enterite, da moderata a grave, anche in altre specie animali, tra cui principalmente bovini, suini ed
equini, specie giovani dopo lo svezzamento.

Nel cane, invece, il rilievo di rotavirus nei casi di diarrea appare ancora sporadico, probabilmente perché
non viene comunemente ricercato in quanto il suo ruolo nel determinismo di questi eventi clinici &
considerato di minore importanza rispetto ad altri virus a tropismo enterico. I primi rilievi di RoV nel cane
risalgono ai primi anni ’80, principalmente attraverso indagini di microscopia elettronica in campioni fecali
diarroici (Tzipori, 1976; Pollock e Carmichael, 1979; McNulty et al., 1980; Roseto et al., 1980). L’avvento
delle indagini di biologia molecolare nella ricerca veterinaria ha ampliato le opportunita di rilievo e di studio
dei rotavirus anche nel cane, permettendo di integrare le informazioni sulle correlazioni di questi virus nelle
diverse specie animali, uomo compreso. Similmente ad altre specie animali, anche nel cane i RoV

determinano manifestazioni cliniche enteriche, seppure con un decorso subclinico o di lieve entita.

ROTAVIRUS NEL CANE

Eziologia ed Epidemiologia

Il nome rotavirus origina dal tipico a spetto di ruota che si rileva quando li si osserva alla microscopia
elettronica dopo una colorazione negativa. I rotavirus (RoV), tassonomicamente inclusi nella specie
Rotavirus alphagastroenteritidis (RVA) e precedentemente noti come rotavirus di gruppo A o specie A,
hanno un diametro di circa 75 nm, forma icosaedrica e possiedono un triplo capside (Diaz Alarcon et al.,
2025). Hanno un genoma di RNA a doppio filamento (dsSRNA), segmentato, che consiste di 11 segmenti
che codificano sei proteine strutturali virali (da VP1 a VP4, VP6 e VP7) e sei proteine non strutturali (da
NSP1 a NSP6) (Guglielmini et al., 2011; Pesavento et al., 2006).

Le proteine strutturali VP7 e VP2 compongono la superficie esterna del capside e, pertanto, inducono la
produzione di anticorpi neutralizzanti (Diaz Alarcon et al., 2025; Omar et al, 2025). Pertanto, le
caratteristiche degli antigeni di neutralizzazione maggiore G (glicoproteina) e minore P (proteasi-sensibile),
espressi da queste due proteine, costituiscono la base del sistema di genotipizzazione duale (G/P) utilizzato
per la classificazione dei rotavirus (Matthijnssens et al., 2011; Omar et al., 2025): globalmente sono stati
descritti 42 G e 58 P genotipi. I ceppi descritti nel cane appartengono al sierotipo G3, comune anche in altre

specie animali domestiche quali gatti, suini, conigli e cavalli (Diaz Alarcon et al., 2025). Nello specifico, i
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ceppi identificati nel cane appartengono al genotipo G3P[3] (Martella et al., 2001a, 2001b; Luchs et al.,
2012; Azevedo et al., 2023; Chamsai et al., 2024). 1 genotipi di RoV piu comuni negli esseri umani a livello
mondiale sono G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], GIOP[8] e G12P[8] (Doro et al., 2014). Ceppi di rotavirus
G3P[3], tipici del cane, sono stati associati a casi clinici di enterite umana (De Grazia et al., 2007; Tsugawa
etal., 2008; Grant et al., 2011; Wu et al., 2012; Papp et al., 2015), ponendo I’attenzione sulla possibilita di
trasmissione dal cane e di manifestazione clinica anche nell’uomo. A tal proposito, a causa della natura
segmentata del genoma virale, sono possibili fenomeni di riassortimento di uno o piu segmenti, alla base
della diversita genetica dei RoV e della possibilita di trasmissione interspecie tra animali o tra questi e
I’'uomo e dell’emergere di nuove varianti virulente (Watanabe et al., 2001; Donato et al., 2014; Diaz

Alarcon et al., 2022).

Patogenesi e segni clinici

Le descrizioni di rotavirosi nel cane sono molto limitate e, pertanto, i dati disponibili. Le prime indagini
sierologiche hanno evidenziato la presenza di anticorpi verso i rotavirus in molti dei cani adulti indagati
(Mochizuki et al., 1986). L’infezione nel cane determina una forma enterica subclinica, associata talvolta
ad anoressia e vomito, per lo piu nei cuccioli di eta inferiore a 2 settimane di eta, piu raramente nei cani di
eta superiore (Pollock e Carmichael, 1990). L’elevata positivita sierologica a fronte dell’esiguo numero di
manifestazioni cliniche suggerisce che la malattia ¢ clinicamente poco rilevante nel cane, contrariamente a
quanto osservato nei suini e nei bovini (Pratelli et al., 1999).

L’infezione da rotavirus nel cane mostra caratteri comuni a quelli di altre specie animali, con una
localizzazione del virus nel tratto digerente del piccolo intestino e la conseguente replicazione che causa
atrofia dei villi e sostituzione delle cellule epiteliali cilindriche con cellule cuboidi, alla base delle alterazioni

funzionali causa della diarrea (Pollock e Carmichael, 1990).

Diagnosi
Probabilmente in conseguenza della poca rilevanza che viene attribuita al rotavirus, questo non &
comunemente incluso nel panel diagnostico di cani che mostrano segni clinici o lesioni a carico
dell’apparato gastroenterico in cuccioli di poche settimane di eta. Inoltre, le co-infezioni con altri virus
enterici evidenziate in letteratura supportano I’opportunita di eseguire esami specifici anche per il rilievo
del rotavirus. Seppure esistano dei test cromatografici rapidi ad uso ambulatoriale per la ricerca del rotavirus
nelle feci del cane, test piu specifici richiedono laboratori di analisi e di ricerca specializzati. Questi saggi
si basano su prove di microscopia elettronica dopo colorazione negativa, isolamento su monostrati cellulari
permissivi (come, ad esempio, la linea cellulare MA-104, derivata da cellule epiteliali del rene di scimmia
rhesus), prove di identificazione e caratterizzazione basati su tecniche di biologia molecolare (RT-PCR,
Real Time RT-PCR, RFLP-PCR), sequenziamento ed analisi delle sequenze per la determinazione del

genotipo, oppure indagini sierologiche.
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ASTROVIRUS

Gli astrovirus sono virus a RNA a singolo filamento a polarita positiva, identificati per la prima volta
nell'vomo nel 1975, quando furono isolati dalle feci di bambini affetti da vomito e diarrea lieve (dppleton
& Higgins, 1975). Nello stesso anno ¢ stato coniato il termine astrovirus (AstV), per descrivere i piccoli
virus rotondi con un caratteristico aspetto a stella ("astron" in greco significa stella) osservati nelle feci di
neonati con gastroenterite (Madeley & Cosgrove, 1975). Gli studi epidemiologici su questo virus hanno
dimostrato che gli astrovirus umani (HAstV) “classici”, che includono otto sierotipi distinti (HAstV-1-8),
sono una delle principali cause di gastroenterite virale pediatrica nel mondo; a questi si aggiungono altri
clade che includono ceppi HAstV definiti “non classici”, “atipici” o “animal-like”, tra cui i ceppi Melborune
e Virginia/Human-mink-ovine (VA/HMO), geneticamente distinti dai precedenti e maggiormente correlati
agli astrovirus animali (Hargest et al.,2021; Lanave et al., 2022). Diversamente dagli AstV classici, i virus
umani VA possono causare infezioni sistemiche che coinvolgono il tratto respiratorio ed il sistema nervoso
centrale (SNC) (Hargest et al.,2021).

Sebbene inizialmente rilevati nelle feci dei bambini, gli AstV sono stati poi riscontrati anche nelle feci di
un'ampia varietd di specie di mammiferi, tra cui cani, gatti, bovini e suini, cosi come in specie aviarie
domestiche ed altri uccelli acquatici selvatici (Bosch et al., 2014). Gia alla fine degli anni *70, sono stati
descritti AstV prima nelle feci di ruminanti domestici (Snodgrass & Gray, 1977; Woode & Bridger, 1978)
e, successivamente, in molte altre specie animali, dove generalmente replicano nelle cellule epiteliali
dell'intestino tenue, inducendo una diarrea di tipo lieve. Piu recentemente, similmente agli AstV umani,
anche tra gli AstV animali € stato osservato un tropismo non limitato al tratto gastro-enterico ma esteso
anche al fegato ed al rene, in alcuni volatili, ed al SNC ed all’apparato respiratorio, in alcuni mammiferi
(Reuter et al., 2018; Janowski, 2021). Questi diverso potenziale tropismo tissutale apre la via verso future

ricerche sperimentali (Janowski, 2021).

ASTROVIRUS NEL CANE

Eziologia ed Epidemiologia
Inizialmente, la famiglia Astroviridae era costituita da un singolo genere, Astrovirus, definito sulla base dei
primi studi basati sulla morfologia del virione. In seguito, sono stati stabiliti due generi, in relazione alla
specie ospite di origine, i Mamastrovirus (MAstV) e gli Avastrovirus (AAstV), che infettano
rispettivamente specie di mammiferi e uccelli (Bosch et al., 2014). Gli astrovirus del cane, precedentemente
inclusi nella specie Mamastrovirus 5, sono stati piu recentemente inclusi nella specie virale Mamastrovirus
canis (genere Mamastrovirus, famiglia Astroviridae) (ICTV, 2024).
Si tratta di virus di piccole dimensioni (circa 25-35 nm), di forma arrotondata, privi di envelope, con un

genoma a RNA di circa 6.400-7.300 paia di basi, contenente 3 ORF, di cui due (ORFla ¢ ORF1b),
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all’estremita 5°, che codificano per proteine non strutturali e I’altra (ORF2), all’estremita 3°, che codifica
per la proteina capsidica (Martella et al., 201 1a).

Nel corso della fine degli anni *90, i casi descritti di astrovirosi nel cane risultano sporadici e limitati alla
diagnosi attraverso la microscopia elettronica (Toffan et al., 2009). Anche in Italia le descrizioni di
astrovirus nel cane sono limitate. I primi casi sono stati descritti in cani con diarrea, guariti dopo 5-7 giorni,
introdotti a scopo commerciale dai paesi dell’est Europa nel 2005 (Toffan et al., 2009). Altri casi in Italia
sono stati successivamente descritti nel 2011, quando ¢ stato evidenziato un certo grado di eterogeneita tra
1 virus identificati; alcuni di questi sono stati anche isolati su monostrati cellulari MDCK (Martella et al.,
2011b). Studi successivi hanno confermato che (i) gli astrovirus dei cani, come quelli umani, mostrano un
certo grado di eterogeneita, (ii)circolano, in Italia come in altri paesi Europei, dei ceppi virulenti anche verso
cani adulti e (iii) che ¢ ipotizzabile una trasmissione interspecie (Martella et al., 2012; Mihalov-Kovdcs et
al., 2017). Da un altro studio effettuato in Italia, da campioni fecali di 39 cani con un quadro compatibile
con enterite virale, collezionati nel nord della Sardegna nel 2013-2014, il 20,5% dei campioni ¢ risultato

positivo ad AstV, di cui la maggior parte (6/8) in co-infezione con altri virus enterici (Zobba et al., 2021).

Patogenesi e Segni clinici

Le descrizioni di astrovirosi nel cane sono molto limitate e, pertanto, i dati disponibili. Gli insuccessi
nell’isolamento del virus hanno ulteriormente limitato le possibilita di studio. I rari studi sierologici indicano
una sieroprevalenza maggiore in cani di eta superiore ai 3 mesi di eta, probabilmente in relazione al declino
degli anticorpi di origine materna (Martella et al., 2011a, 2011b). Gli AstV sono stati identificati sia in casi
clinici di enterite da lieve a moderata, spesso in associazione ad altri virus enterici (principalmente, CPV-
2) sia in cani asintomatici, non consentendo una conclusiva associazione tra la positivita diagnostica ed i
segni di enterite. Gli AstV sono stati segnalati prevalentemente, ma non esclusivamente, nei cuccioli,
sebbene siano stati documentati casi clinici di enterite associata all’infezione da AstV anche in soggetti
adulti (Martella et al., 2012). 1 segni clinici ad oggi documentati sono esclusivamente enterici, caratterizzati
da diarrea acquosa solitamente autolimitante, sebbene 1’eliminazione fecale del virus possa proseguire oltre
la remissione dei segni clinici (Martella et al., 2012). L’eliminazione del virus protratta dopo l'infezione
acuta e la sua resistenza intrinseca negli ambienti potrebbero facilitarne la diffusione (Martella et al.,
2011D).

Questi studi sono stati eseguiti selezionando campioni di feci di cani con segni clinici di enterite o
asintomatici. In altre specie di mammiferi domestici, gli AstV sono stati rilevati in altri organi ed apparati,
quali quello respiratorio o il sistema nervoso centrale, verosimilmente associati a segni clinici respiratori o
neurologici, suggerendo quindi un differente tropismo tissutale. Sono stati difatti associati a segni respiratori
in bovini (Gaudino et al., 2023) e suini (Rahe et al., 2023) e neurologici in ruminanti ( Giannitti et al., 2019,
Kauer et al., 2019), in suini (Boros et al., 2017) e visoni (Lu et al., 2022). Ad oggi, nel cane non risultano

ricercati gli AstV in tessuti diversi da quello del tratto gastrointestinale.
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Diagnosi
Il rilievo di astrovirus nel cane si basa su prove di microscopia elettronica dopo colorazione negativa e prove
di biologia molecolare (RT-PCR, Real Time RT-PCR). I tentativi di isolamento del virus sono apparsi ad
oggi infruttuosi, seppure in rari casi abbiano dato esito positivo su linea cellulare Madin-Darby Canine
Kidney (MDCK) (Martella et al., 2011a). La genotipizzazione e lo studio si basa su analisi di
sequenziamento del genoma virale, attraverso il sequenziamento della regione RdRp, come nella maggior

parte degli studi, o con maggiore accuratezza attraverso il sequenziamento dell’ORF2.
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VIRUS DELL’EPATITE E

11 virus dell'epatite E (HEV) ¢ un agente patogeno causa di epidemie e di casi sporadici localizzati di epatite
acuta, considerato un problema di salute pubblica in tutto il mondo (7ene et al., 2025). A livello mondiale
si stima infatti che ogni anno HEV causi oltre tre milioni di casi clinici (WHO, Hepatitis E), risultando la
causa piu comune o la seconda pit comune di epatite virale acuta tra gli adulti in gran parte dell'Asia, del
Medio Oriente e dell'Africa (Purcell & Emerson, 2008; Kamar et al., 2012). In Italia ¢ stato osservato un
trend positivo di incidenza a partire dal 2020; nel corso del 2024, sono stati segnalati 70 casi di epatite E,
principalmente verificatisi nelle regioni Abruzzo ¢ Lombardia (SEIEVA-ISS).

I virus appartiene alla famiglia Hepeviridae, di cui fanno parte due sottofamiglie, Orthohepevirinae (in
grado di infettare mammiferi e uccelli) e Parahepevirinae, ¢ cinque generi (Avihepevirus, Chirohepevirus,
Paslahepevirus, Rocahepevirus e Piscihepevirus) (ICTV, 2024). 11 virus dell’epatite E ¢ incluso nella specie
Paslahepevirus balayani, che comprende otto genotipi (da HEV-1 a HEV-8) con una distribuzione mondiale
molto eterogenea e un'ampia gamma di ospiti (7ene et al., 2025): i genotipi HEV-1/-4 ¢ HEV-7 causano
I'epatite negli esseri umani, mentre HEV-3 e HEV-4 sono presenti piu frequentemente negli animali, tra cui
maiali domestici, cinghiali, cervi e conigli (Priemer et al., 2019; Zahmanova et al., 2023). 11 genotipo HEV-
3 ¢ quello maggiormente diffuso in Europa (Izopet et al., 2019). Dei genotipi HEV-1/-4 si riconoscono 24
sub-genotipi (cinque (a-e), due (a-b), dieci (a-)) e sette (a-g) rispettivamente per ciascun genotipo) (Lu et
al., 2006).

L'HEV ¢ un virus di piccole dimensioni (27-34 nm), privo di envelope, con un genoma a RNA a singolo
filamento (ssRNA) di circa 7.200 paia di basi che codifica per tre ORF: la ORF1 codifica una proteina
contenente motivi e domini funzionali, la ORF2 codifica la proteina del capside virale e la ORF3 codifica
una piccola proteina coinvolta nella morfogenesi e nel rilascio del virione (Kamar et al., 2012).

La sua trasmissione avviene attraverso un ciclo oro-fecale; sono comunemente considerate fonti di infezione
I’ingestione di cibi non cotti o di acque contaminate. Il virus nell’'uomo puo essere causa di epatite acuta e,

nei pazienti immunosoppressi, la malattia pud progredire in epatite cronica e cirrosi.

HEV NEL CANE

I dati sul’HEV nel cane sono limitati ed abbastanza recenti. Il crescente interesse nei confronti di questo
virus, in relazione alla sua rilevanza nell’'uomo, ha probabilmente contribuito ad estendere gli studi anche
ad altre specie animali diverse da quelle maggiormente note (suidi e conigli), includendo in questi studi
anche il cane ed altri carnivori.

Le indagini sierologiche hanno quindi determinato la presenza di anticorpi anti-HEV, evidenziando tassi di
sieropositivita variabile, sulla base dei quali sono state avanzate varie ipotesi, come I’ingestione di avanzi
di cucina oppure di alimenti crudi di origine animale contaminati (Adrankalle et al., 2001; Liu et al., 2009;
Liang et al., 2014; McElroy et a., 2015). Questi dati sono quindi suggestivi dell’esposizione del cane a

questo virus.
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Sono invece limitati gli studi che si basano sulla ricerca diretta dell’RNA del virus, nessuno dei quali ha
identificato I’RNA di HEV in campioni di intestino o nel contenuto intestinale dei cani (Liu et al., 2009,
Veronesi et al., 2021; Caballero-Gomez et al., 2022; Azevedo et al., 2024, Ferrara et al., 2024; Shun et al.,
2024).

Diversamente dal cane, recentemente ¢ stato descritto il rilievo di HEV in carnivori selvatici, come le volpi
e lupi. In questi animali, che condividono con il cane un comune spettro di patogeni di origine virale, il
rilievo di HEV ¢ stato associato alla probabile ingestione di prede come ratti o suidi, pit comunemente

serbatoio di HEV del genotipo 3 (Bodewes et al., 2013; Lanszki et al., 2020; Sarchese et al., 2021).

Diagnosi
Le indagini nel cane hanno attualmente solo una finalita di ricerca. A tal fine, in letteratura sono disponibili
protocolli di RT-PCR e Real Time RT-PCR ad ampio spettro, in grado di identificare tutti i genotipi di HEV
(“pan-orthohepeviruses” o “pan-hepevirus”) e, attraverso I’esame di sequenza, determinare a quale genotipo
appartenga il ceppo in esame. Parte di questi protocolli sono stati comunemente utilizzati anche per la ricerca

di HEV nelle matrici alimentari, quali mitili, muscoli e prodotti carnei.
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PREMESSA ALLO STUDIO

In uno scenario globale di continui cambiamenti, determinati dai cambiamenti climatici, dalle attivita sociali
ed economiche umane, dagli spostamenti individuali o di massa a notevoli distanze ed in tempi rapidi, che
coinvolgono sia le persone che gli animali e che incidono sulla diffusione di agenti patogeni noti o
emergenti, si assiste ad un costante assottigliamento dei confini dell’interfaccia uomo-animale in relazione
all’ambiente in cui questi co-esistono. Il modificato e rilevante ruolo sociale del cane, la crescente stretta
convivenza tra questo e 1’'uomo, la necessita di gestione igienico-sanitaria dei cani urbanizzati privi di
proprietario e quindi le necessita correlate alla tutela della sanita pubblica, aggiungono ulteriori elementi di
assottigliamento e fragilita di questa linea di separazione, rendendo necessari ulteriori elementi di
valutazione per lo sviluppo di nuove strategie di intervento.

Infatti, anche nella interfaccia uomo-animale, compresa la relazione con il cane, si € sviluppata una crescente
necessita di un approccio integrato ed unificato, in particolare per le malattie a carattere zoonotico o
emergenti (Bowser & Anderson, 2018). Da qui la possibilita di riconsiderare il cane come un potenziale
modello di studio secondo questo approccio e la necessita di comprendere meglio 1’epidemiologia ed il
potenziale di trasmissione degli agenti infettivi di origine virale, sia di quelli classici — che hanno mostrato
nel tempo un piu ampio spettro d’ospite e nuovi mezzi di diffusione e trasmissione — sia di altri emergenti
e potenzialmente rilevanti nell’interfaccia cane-uomo. Secondo questo approccio, il cane potrebbe essere
considerato sia una sentinella di agenti patogeni in relazione all’ambiente e ai cambiamenti sociali, che un
potenziale modello di studio evoluzionistico di questi in relazione ad altre specie animali o all’ambiente in
cui si diffondono. In tal senso, un esempio recente ¢ stato offerto durante la pandemia COVID-19, quando
¢ emersa la necessita di comprendere la significativitd dell’infezione da SARS-CoV-2 nel cane, la
potenzialita di trasmissione all’uomo od altre specie animali, oltre che la validita di questo come modello
di studio dell’infezione virale nell’uomo (Decaro et al., 2021; Piewbang et al., 2024).

I recenti mutamenti sociopolitico globali, come ad esempio le rotte migratorie umane e la fuga dalle aree di
conflitto, insieme agli spostamenti globali sempre piu rapidi ed a lunga distanza o il sempre piu frequente
commercio/trasporto di animali domestici, hanno ulteriormente posto attenzione su nuovi potenziali driver
di trasporto e diffusione di virus. In tal senso, un esempio recente & rappresentato dai rischi paventati a
seguito del conflitto in Ucraina, uno tra i territori con il maggior numero di casi di rabbia nei cani (1718 casi
totali segnalati in animali domestici e selvatici nel 2024, di cui il 62,8% in animali domestici (WHO). La
presenza di un elevato numero di cani vaganti in larga parte dei territori colpiti dal conflitto (WHO, 2023)
unitamente al trasporto di cani di proprieta al seguito dei rifugiati verso nazioni ufficialmente indenni dalla
malattia (Cobby & Eisler, 2024) ha imposto 1’immediato intervento delle autorita sanitarie per 1’attuazione
di strategie di sorveglianza e controllo (FAO, 2022). Anche la Direzione generale della sanita animale e dei
farmaci veterinari (DGSAF) del Ministero della Salute italiano ha tempestivamente disposto misure e

raccomandazioni da rispettare al fine di prevenire e controllare eventuali rischi per la salute sia dei profughi
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che dei loro animali al seguito, oltre che delle persone sul territorio nazionale (Direzione generale della
sanita animale e dei farmaci veterinari).

A tal fine, nella presente tesi dottorale si ¢ deciso di indagare la diffusione e le caratteristiche di agenti
infettivi di origine virale a tropismo enterico o epatico, classici ed emergenti, per approfondire le conoscenze
epidemiologiche e il loro ruolo nel determinismo dei quadri clinici, studiando i genotipi e le caratteristiche
del genoma dei ceppi individuati, con particolare interesse verso quei virus emergenti e potenzialmente
rilevanti nell’interfaccia uomo-animale o che possano offrire elementi di studio comparativo con i virus

correlati d’interesse nella specie umana.
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CAPITOLO 1T

SCOPO DELLO STUDIO

Sulla base di queste premesse, lo scopo del progetto ¢ stato lo studio di virus classici (CPV-2, CAdV-1 e -
2,CDV, CCoV) ed emergenti (NoV ed altri calicivirus, RoV, HEV, AstV) a tropismo enterico o epatico del
cane e dell’epidemiologia genomica dei ceppi circolanti in Italia tra gennaio 2023 e febbraio 2025,

attraverso:

1. laraccolta di campioni prelevati da cani (di proprieta e/o da rifugi/canili/ospedali veterinari ovvero i
c.d. "multi-host settlements") e delle informazioni anamnestiche e cliniche correlate, per la definizione
delle variabili e dei co-fattori individuali ed ambientali;

2. lo studio della diversita genomica dei ceppi circolanti sul territorio e le analisi filogenetiche, con
individuazione dei clusters e loro caratterizzazione in relazione all’origine geografica e temporale,
tenendo conto del contesto nazionale ed internazionale;

3. lo studio delle correlazioni tra virus del cane e quelli potenzialmente rilevanti per altre specie animali
e, in particolare, per I’uomo;

4. laselezione e I’eleggibilita di nuovi modelli di studio dei virus secondo un approccio One Health.

Ci si prefigge quindi di pervenire alla definizione di nuove informazioni sull’epidemiologia ed il ruolo dei
virus enterici ed epatici del cane, aggiornando i dati sui ceppi circolanti, valutando le correlazioni genomiche
tra i virus della stessa specie ed 1 virus circolanti o potenzialmente rilevanti nella specie umana, ottenendo

risorse biologiche utili per studi comparativi.
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MATERIALI E METODI

Disegno dello studio

Per questa ricerca sono stati condotti:

(1) uno studio prospettico, basato sull’analisi dei campioni ricevuti nel periodo da gennaio 2023 a
febbraio 2025 durante 1’ordinaria attivita diagnostica dei laboratori del Dipartimento Attivita
Diagnostiche dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sicilia “A. Mirri” (1.Z.S. della Sicilia);

(i1) uno studio retrospettivo, basato sull’analisi di una collezione di genomi mantenuti a -80°C presso
gli stessi laboratori. L’analisi riguardava le sequenze dei virus archiviate presso gli stessi laboratori
e quelle depositate dagli stessi nei database di dominio pubblico (GenBank del National Center for
Biotechnology Information, NCBI; DNA DataBank of Japan (DDBJ); European Nucleotide
Archive (ENA), ed i relativi dati associati.

I campioni disponibili per lo studio sono stati raccolti durante le attivitd medico-cliniche di medici veterinari

pubblici o liberi professionisti del territorio regionale o nazionale. I campioni analizzati sono stati

collezionati da cani che mostravano segni clinici o lesioni post-mortem per cui € stato avanzato il sospetto

di malattia gastro-enterica di probabile origine infettiva che rendeva necessari approfondimenti diagnostici,

sia anatomo-patologici che di laboratorio. Ciascun campione, a cui sono stati associati i metadati

identificativi ed anamnestici relativi, ¢ stato identificato con un codice univoco corrispondente al numero di

registrazione, sostituito nell’elaborato con un numero progressivo corrispondente a ciascun cane.

La selezione dei campioni su cui effettuare le analisi del presente studio ¢ stata operata tenendo conto dei

seguenti criteri di inclusione:

(1) segni clinici/lesioni d’organo: i campioni analizzati provenivano esclusivamente da cani che
mostravano segni clinici o lesioni post-mortem di malattia gastro-enterica di probabile origine
infettiva,

(i1) origine dei campioni: per lo studio prospettico erano inclusi i campioni collezionati da cani
provenienti dal territorio della regione Sicilia; per lo studio retrospettivo sono stati inclusi anche
alcuni campioni provenienti dal territorio nazionale;

(ii1) rappresentativita temporale: i campioni considerati per lo studio prospettico sono stati raccolti nel
periodo di svolgimento delle attivita del dottorato e sottoposti al set di test previsti e sviluppati per
le specifiche indagini di laboratorio, mentre lo studio retrospettivo ¢ stato svolto per offrire
informazioni di background e con una maggiore profondita temporale ma utilizzando un set esami

limitato alla maggior parte di virus target (CPV-2, CAdV-1 e 2, CCoV, CDV, NoV, RoV).

Tutti i campioni sono stati prelevati dai medici veterinari di riferimento seguendo le raccomandazioni fornite

dall’Istituto per la raccolta e I’invio del materiale biologico da sottoporre ad indagine diagnostica. I campioni
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pervenuti sono stati quindi stoccati a temperature controllate (-20°C i campioni e -80°C i genomi) fino

all’inizio delle analisi e successivamente alle stesse, per garantire ulteriori studi o impieghi futuri.

Estrazione del genoma totale e virus target
I genomi totali sono stati estratti a partire dai surnatanti ottenuti come descritto in Purpari et al. (2018) e
purificati utilizzando i kit commerciali DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen S.p.A., Hilden, Germania) e
QIAmp Viral RNA Mini Kit (Qiagen S.p.A.), rispettivamente per 1’estrazione del DNA e dell’RNA,
secondo le istruzioni fornite dal produttore. I campioni di DNA ed RNA sono stati quindi conservati a -
80°C, fino ai successivi utilizzi.
I virus target delle indagini molecolari effettuate per questo studio sono qui di seguito elencati:
- Canine parvovirus type 2 (CPV-2)
- Canine adenovirus type 1 and 2 (CAdV-1 and -2)
- Canine distemper virus (CDV)
- Canine coronavirus (CCoV)
- Norovirus (NoV)
- Calicivirus
- Rotavirus (RoV)
- Astrovirus (AstV)
- Hepatitis E virus (HEV).

Screening dei virus
La presenza dei virus target nei campioni in esame ¢ stata indagata attraverso un set di prove di biologia
molecolare (PCR, RT-PCR o Real Time RT-PCR), messe a punto utilizzando i primer qui di seguito

descritti:

Canine parvovirus type 2*:

Target gene VP2
Test di

PCR/genoma PCR/DNA
Kit di

GoTaq® G2 DNA Polymerase (Promega)

VP2-850-Forward GAGCATTGGGCTTACCA
VP2-1550-Reverse GCAAGATGCATCAGGATC
*questo protocollo ed i relativi primers consentono di amplificare un frammento di DNA comune al CPV-
2 del tipo di origine, alle sue varianti (CPV-2a, CPV-2b e CPV-2c) ed al virus della panleucopenia felina
(FPV).

amplificazione

Primers (5'—3") Touihri et al., 2009
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Canine adenovirus type 1 and 2:

Target gene E3
Test di
PCR/genoma PCR/DNA
Kit di GoTaq® G2 DNA Polymerase (Promega)
amplificazione q y g
. v ar HAI CGCGCTGAACATTACTACCTTGTC
Primers (5°=3) 1), CCTAGAGCACTTCGTGTCCGCTT Hu et al., 2001

Canine distemper virus:

Target gene P

;ésltlldglenoma RT-PCR/RNA

f;:p?iiﬁcazione QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN)

Primers (5'—3") gﬁgg iﬁé{%ﬁ%‘&%ﬁ%ﬁ%% Barrett et al., 1993

Canine coronavirus:

Target gene M
Test di
PCR/genoma RT-PCR/RNA
Kit di .
amplificazione QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN)
. . s CCVl1 TCCAGATATGTAATGTTCGG .
Primers (5'—3") CCV2 TCTGTTGAGTAATCACCAGCT Pratelli et al., 1999
Norovirus:
Target regione RdRp
Test di
PCR/genoma RT-PCR/RNA
Kit di SuperScript™ One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA
amplificazione Polymerase (ThermoFisher Scientific)

JIV12Y ATACCACTATGATGCAGAYY

Primers (5'—3) JVI3I  TCATCATCACCATAGAAIGAG

Vennema et al., 2002

Calicivirus:

Target regione RdRp

Test di

PCR/genoma RT-PCR/RNA

Kit di SuperScript™ One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA

amplificazione Polymerase (ThermoFisher Scientific)

. ;v p290 GATTACTCCAAGTGGGACTCCAC .

Primers (5°=3) 59 TGACAATGTAATCATCACCATA Jiang et al., 1999
Rotavirus:

Target gene NSP3

Test di .

PCR/genoma Real Time RT-PCR/RNA
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Kit di Taq DNA Polymerase PCR Buffer (Invitrogen); '/RANDOM Primers

amplificazione (Invitrogen); 'MMLV Reverse Transcriptase (Invitrogen).
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystem)
Primers (5'—3") NVP3-FDeg ACCATCTWCACRTRACCCTC
NVP3-R1 GGTCACATAACGCCCCTATA
Freeman et
6-FAM- al., 2008
Sonda NVP3-Probe ATGAGCACAATAGTTAAAAGCT N
AACACTGTCAA-MGB
'Reagenti usati per la retrotrascrizione del’RNA.
Astrovirus:
Target regione RdRp
1T>Es1tz/dglenoma heminested RT-PCR /RNA
Kit di SuperScript™ One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase
amplificazione (ThermoFisher Scientific); 2GoTaq® G2 DNA Polymerase (Promega)
'Forl GARTTYGATTGGRCKCGKTAYGA
'Forl GARTTYGATTGGRCKAGGTAYGA
Primers (5'—3°) For2 CGKTAYGATGGKACKATHCC Chu et al., 2008
For2 AGGTAYGATGGKACKATHCC
2Rev GGYTTKACCCACATNCCRAA

IKit e primers utilizzati per la prima reazione (RT-PCR); %Kit e primers utilizzati per la seconda reazione
(nested-PCR).

Hepatitis E virus:

Target regione RdRp
IT,ESIt{/dg‘enoma heminested RT-PCR /RNA
Kit di SuperScript™ One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase
amplificazione (ThermoFisher Scientific)
2HEV-F4228 ACYTTYTGTGCYYTITTTGGTCCITGGTT Drexl
Primers (5’—3")  'HEV-R4598 GCCATGTTCCAGAYGGTGTTCCA ’l’exzf)’};’
’HEV-R4565 CCGGGTTCRCCIGAGTGTTTCTTCCA ar

Primers utilizzati 'per la prima reazione (RT-PCR) e *per la seconda reazione (nested-PCR).

I risultati sono stati riportati come frequenze di rilevamento (valore percentuale) e, per alcuni, con i relativi

intervalli di confidenza (IC 95%) calcolati utilizzando il metodo binomiale esatto (Clopper-Pearson).

Analisi di sequenza
I campioni di DNA risultati positivi alla ricerca del genoma target di CPV-2, sono stati sottoposti a due
ulteriori saggi di PCR per I’amplificazione della sequenza quasi completa del gene codificante la proteina
capsidica VP2 e della sequenza quasi completa del genoma di CPV-2, che include le sequenze dei geni

codificanti le proteine non strutturali (NS1 ed NS2) e le proteine strutturali (VP1 e VP2).

52



Le sequenze parziali del gene VP2 e del genoma quasi completo di CPV-2 sono state ottenute attraverso

due separati set di prove di PCR, messe a punto a partire dai protocolli ed utilizzando i primers qui di seguito

descritti:
Target gene VP2 di CPV-2
Test di
PCR/genoma PCR/DNA
Kit di GoTaq® G2 DNA Polymerase (Promega)
amplificazione d y &
12p] ATGAGTGATGGAGCAGTTC
Primers 'VPR TTTCTAGGGTGCTAGTTGAG Battilani et al.. 2019
(5"-3) 241-FOX2 GCCCTTGTGTAGACGC v
2353 CCTGGATTAAACCAAACTCC

Primers utilizzati 'per la fase di amplificazione e *per il sequenziamento del gene VP2 di CPV-2.

Target sequenza quasi completa di CPV-2
Test di
PCR/genoma PCR/DNA
ffl:p(};ﬁcazione GoTaq® G2 DNA Polymerase (Promega)
1INS-Fext GACCGTTACTGACATTCGCTTC
LINS-Rext GAAGGGTTAGTTGGTTCTCC
2161F TTGGCGTTACTCACAAAGACGTGC
Primers (5'—3") 24823R ACCAACCACCCACACCATAACAAC Pérez et al. 2014
12NS-Fint GTTGAAACCACAGTGACGACAG v
1INS-Rint CATCATCCAGTCTTCAGGTG
R2 TTTTGAATCCAATCTCCTTCTGGAT
23475R GTTGGTGTGCCACTAGTTCCAGTA

I campioni di DNA risultati positivi alla ricerca del genoma target di CAdV, sono stati sottoposti a due
ulteriori saggi per ’amplificazione della sequenza completa dei geni codificanti le proteine capsidiche
Hexon e Fiber, attraverso due separati set di prove di PCR, messe a punto a partire dai protocolli ed

utilizzando i primers qui di seguito descritti:

Target gene Hexon di CAdV
Test di
PCR/genoma PCR/DNA
Kit di GoTag® G2 DNA Polymerase (Promega)
amplificazione 4 ym g
2CAdV-Hexon- GAAGTTTGCCGACCCTGTC
Forl
2CAdV-Hexon- ACTATGGCTCGCAGCTCTTC
Primers Revl Balboni et al.,
(5"-3) 2CAdV-Hexon- CTGATGCCTWTAAATACACACCTGA 2017
For2
2CAdV-Hexon- GACCTGAATATGGAACGAGCA
Rev2

Primers utilizzati 'per la fase di amplificazione € *per il sequenziamento del gene Hexon di CAdV.
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Target

Test di
PCR/genoma
Kit di
amplificazione

Primers
(5-3)

gene Fiber di CAdV
PCR/DNA

GoTaq® G2 DNA Polymerase (Promega)

2CAdV-Fiber-Forl ATGTGGTCTCTCCCRACAGC

2CAdV-Fiber-Revl ACTTTTCCTGAAGGCGGYAG
*CAdV-Fiber-For2 ACCATATAACTCTAAGTGCTGGGAG
*CAdV-Fiber-Rev3 TATGGGAAAGTCCAGGTCCA

Balboni et
al., 2017

Primers utilizzati 'per la fase di amplificazione e *per il sequenziamento del gene Fiber di CAdV.

I campioni di RNA risultati positivi alla ricerca del genoma target di CCoV sono stati sottoposti ad ulteriori

saggi di RT-PCR: due saggi per la genotipizzazione di CCoV (genotipi e sub genotipi CCoV-1I, CCoV-Ila,

CCoV-IIb) attraverso I’amplificazione di un frammento della sequenza dei geni di matrice (M) e spike (S);

ulteriori due saggi sono stati quindi impiegati per ottenere le sequenze parziali del gene S dei ceppi di CCoV-

I e CCoV-Ila. Questi saggi sono stati messi a punto a partire dai primer qui di seguito descritti:

Target gene M di CCoV (genotipizzazione)
Test di
PCR/genoma RT-PCR/RNA
Kit di .
amplificazione QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN)
CCoV-I CCoVla GTGCTTCCTCTTGAAGGTACA
Primers CCoV2 TCTGTTGAGTAATCACCAGCT Pratelli et
(5-3) CCoV-II CanlF TAACATTGCTCTCAGGGAATTTG al., 2004
CCoV2 TCTGTTGAGTAATCACCAGCT
Target gene S di CCoV (genotipizzazione)
Test di
PCR/genoma RT-PCR/RNA
Kit di .
amplificazione QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN)
CAAGTTGACCGTCTTATTACTG
ELIF
CCoV-I GTAG
ov- ELIR TCATATACGTACCATTATAGCT  Pratelli et
Primers GAAGA al., 2004
(53" CCoV-Ila S5 TGCATTTGTGTCTCAGACTT
S6 CCAAGGCCATTTTACATAAG
CEPol-1 TCTACAATTATGGCTCTATCAC Erles &
CCoV-IIb TAATCACCTAAMACCACATCTG  Brownlie,
TGSP-2
2008
Target gene S di CCoV-I (sequenziamento)
Test di RT-PCR/RNA
PCR/genoma
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Kit di SuperScript® IV One-Step RT-PCR system (ThermoFisher Scientific)
amplificazione

. s v PolEnd CTAAGGAAGGGTAAGTTGCTCA
Primers G—3)  1060dR  ATCAGCAGATGCTTGRGGACA Niafis et al., 2013
Target gene S di CCoV-Ila (sequenziamento)

Test di PCR/genoma RT-PCR/RNA

Kit di amplificazione SuperScript® IV One-Step RT-PCR system (ThermoFisher Scientific)

Primers (5'—3") 20179  GGCTCTATCACATAACTCAGTCCTAG Decaro et al.. 2010
INS-R-dg  GCTGTAACATAKTCRTCATTCCAC ’

I prodotti di amplificazione ottenuti dai saggi di PCR/RT-PCR classica (PCR, RT-PCR ed heminested RT-
PCR) per lo screening dei virus in esame e per il sequenziamento di CPV-2, CAdV e CCoV, sono stati
purificati utilizzando il kit commerciale Illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare Life Sciences) ed inviati alla BMR Genomics srl (Padova, Italia) per il sequenziamento diretto
di tipo Sanger, utilizzando i primers esterni ed i primers addizionali interni (specificamente quelli descritti
per le PCR di sequenziamento di CPV-2).

Le sequenze ricevute sono state visualizzate e verificate utilizzando i1 software Chromas 2.6.4
(Technelysium Pty Ltd, Australia) e BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999), assemblate ed analizzate utilizzando i
software Geneious Prime 2022.0.2 (Biomatters, USA) e BioEdit 7.2.5. Le matrici di identita di sequenza
sono state generate attraverso il software BioEdit 7.2.5.

Le sequenze nucleotidiche assemblate sono state inoltrate a BLASTn (Zhang et al., 2000) per ricercare le
sequenze maggiormente correlate nei database di dominio pubblico e per la creazione dei set di sequenze
(dataset) necessari alle successive analisi di filogenesi (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, ultimo
accesso il 4 agosto 2025). La discriminazione tra il tipo (CPV-2 di origine/FPV) e le varianti di CPV-2
(CPV-2a, CPV-2b, CPV-2¢) ¢ stata basata sull’analisi del residuo amminoacidico 426 della sequenza del
gene VP2 (Martella et al., 2005). La determinazione dei ceppi vaccinali di CPV-2 ¢ stata basata sulla
comparazione con sequenze note dei ceppi vaccinali (Schiro et al., 2023). Per tale scopo e ad integrazione
delle sequenze dei ceppi vaccinali disponibili, ¢ stata prodotta la sequenza di un ceppo vaccinale

(Parvovirus canino vivo ricombinante ceppo 630a) di piu recente immissione in commercio.

Analisi filogenetica
Per valutare le relazioni con le sequenze correlate e precedentemente depositate nei database di dominio
pubblico, le sequenze ottenute sono state allineate con quelle raggruppate nei dataset ottenuti da GenBank,
utilizzando 1 software Geneious Prime 2022.0.2 e BioEdit 7.2.5. Da GenBank sono stati anche raccolti i
metadati associati per potere descrivere la data di collezione dei campioni, la specie ospite/matrice ¢ la
nazione di origine, e potere annotare questi dati alle sequenze. Ciascun dataset di sequenze prodotto ¢ stato
sottoposto ad analisi filogenetica con metodo Maximum Likelihood, utilizzando il software MEGA X
(Kumar et al., 2018) ed il piu appropriato modello evoluzionario (di sostituzione), determinato attraverso

la funzione “Find Best DNA/Protein Models (ML)” e selezionando quello con il piu basso criterio di
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informazione Bayesiana (Bayesian Information Criterion, BIC). L'affidabilitad dei clades dedotti dalla
filogenesi ¢ stata quindi valutata eseguendo I’analisi di bootstrap su 1000 repliche. Per annotare ed editare
gli alberi filogenetici sono stati utilizzati i software MEGA X e FigTree v.1.4.4 (Molecular evolution,

phylogenetics and epidemiology; http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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RISULTATI E CONSIDERAZIONI

Lo studio prospettico, basato sull’analisi dei campioni ricevuti nel periodo da gennaio 2023 a febbraio 2025

e relativi ad un campione totale di 51 cani (Tabella 1), ha prodotto i risultati qui di seguito riportati e discussi.

Con I’eccezione del campione (tampone rettale) del cane id. 26, tutti i campioni analizzati (campioni di

tessuto d’organo: intestino, fegato, polmone) sono stati collezionati post-mortem. Da questi ultimi n=50

cani, ¢ stato possibile analizzare tutti e tre i tessuti d’organo oggetto d’esame collezionati da n=14 soggetti,

mentre per i restanti 36 cani sono stati effettuati test diagnostici su n=32 campioni di fegato e n=20 campioni

di polmoni. I campioni relativi al tratto/contenuto intestinale (tampone rettale/intestini) erano

rappresentativi di 49 dei 51 cani oggetto d’esame. Maggiori dettagli relativi ai campioni analizzati sono

riportati in Tabella 1.

Tabella 1. Dettagli dei cani presi in esame nello studio prospettico.

Id. data Eta Razza Origine Prov  Segni clinici/lesioni
1 05/01/2023 Adulto meticcio randagio SR morte improvvisa
2 10/01/2023 Adulto meticcio canile sanitario PA stato comatoso; epatomegalia
3 26/01/2023 <2m meticcio di proprieta TP morte improvvisa
4 22/02/2023 <2m Cirneco dell'Etna di proprieta PA morte improvvisa
5 21/04/2023 4 mesi meticcio di proprieta PA sospetto avvelenamento; enterite
6 21/04/2023 4 mesi meticcio di proprieta PA sospetto avvelenamento; enterite
7 11/05/2023 40 giorni meticcio randagio SR enterite; disidratazione
8 11/05/2023 40 giorni meticcio randagio SR enterite; disidratazione
9 17/05/2023 giovane meticcio randagio SR enterite catarrale; disidratazione
10 22/05/2023 5 giorni Border Collie di proprieta TP mortalitd neonatale
11 31/05/2023 2 mesi n.d. di proprieta CT versamento siero-emorragico addominale
12 05/06/2023 Adulto Dobermann di proprieta RG  morte improvvisa
13 27/06/2023 8 giorni n.d. di proprieta PA  mortalita neonatale
14 03/07/2023 3 mesi Chihuahua di proprieta PA enterite e degenerazione epatica
15 26/07/2023 3 mesi meticcio canile sanitario RG  enterite emorragica
16 26/07/2023 3 mesi meticcio canile sanitario RG  enterite emorragica
17 26/07/2023 2 mesi meticcio canile sanitario RG  enterite emorragica
18 31/08/2023 2 mesi meticcio canile sanitario PA  morte improvvisa
19 31/08/2023 2 mesi meticcio canile sanitario PA morte improvvisa
20 09/10/2023 4 mesi meticcio canile sanitario PA diarrea emorragica
21 11/10/2023 Adulto meticcio canile sanitario PA ittero
22 30/10/2023 2 mesi Maltese di proprieta PA  vomito, diarrea emorragica
23 30/10/2023 1 mese Shih Tzu di proprieta PA  vomito, diarrea emorragica
24 02/11/2023 Adulto n.d. di proprieta RG  enterite catarrale
25 09/11/2023 Adulto meticcio canile sanitario PA epatomegalia-ritenzione fetale
26 11/12/2023 2 mesi meticcio canile sanitario PA gastroenterite emorragica
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27 18/12/2023 2 mesi Boston Terrier di proprieta ME  morte improvvisa/diarrea e vomito

Cavalier King

28 05/02/2024 2 mesi Charles spaniel di proprieta RG  enterite

29 13/02/2024 3 mesi meticcio canile sanitario PA emorragie al fegato

30 08/02/2024 2 mesie meticcio di proprieta ME  mortalita neonatale

12

31 19/02/2024 2 mesi meticcio randagio RG  gastroenterite

32 19/02/2024 2 mesi meticcio randagio RG  gastroenterite

33 27/02/2024 4 mesi meticcio di proprieta EN  gastroenterite/sospetto avvelenamento

34 19/04/2024 4 anni Chihuahua di proprieta TP morte improvvisa

35 09/05/2024 8 mesi pastore di proprieta PA gastroenterite emorragica

australiano

36 17/05/2024 6 mesi meticcio randagio SR enterite, polmonite

37 26/06/2024 2 mesi Chihuahua di proprieta RG  gastrite

38 02/07/2024 7 anni pastore tedesco di proprieta PA morte improvvisa

39 02/07/2024 2 mesi meticcio randagio TP enterite emorragica; disidratazione

40 15/10/2024 3 mesi meticcio randagio PA diarrea emorragica; disidratazione

41 15/10/2024 3 mesi meticcio randagio PA diarrea emorragica; disidratazione

42 15/10/2024 3 mesi meticcio randagio PA diarrea emorragica; disidratazione

43 15/10/2024 3 mesi meticcio randagio PA diarrea emorragica; disidratazione

44 18/11/2024 2 mesi meticcio randagio CT versamento siero-emorragico addominale

45 22/11/2024 giovane meticcio canile sanitario PA  melena

46 04/12/2024 40 giorni meticcio canile sanitario PA gastroenterite emorragica e
broncopolmonite

47 07/01/2025 2 mesi meticcio canile sanitario RG  enterite catarrale

48 09/01/2025 adulto meticcio canile sanitario TP cachessia e gastroenterite emorragica

49 09/01/2025 adulto meticcio canile sanitario TP cachessia e gastroenterite emorragica

50 10/01/2025 2 mesi meticcio canile sanitario RG sgiz;ﬁentoe;?e(;gigril C:rragfco polmonite;

51 24/02/2025 1 anno meticcio canile sanitario RG  enterite emorragica

n.d.: dato non disponibile.

I cani di cui sono stati testati i campioni erano prevalentemente soggetti di eta inferiore ad un anno di vita
(41/51), di cui 22 cani di eta uguale o inferiore ai 2 mesi di eta (43,14%; IC 95%: 29,35-57,75%), 14 cani
di eta compresa trai 2 ed i 6 mesi (27,45%; IC 95%: 15,89-41,74%) e 5 cani di etd compresa tra gli 8 ed i
12 mesi (9,8%; IC 95%: 3,26-21,41%). Dieci cani (19,61%; IC 95%: 9,82-33,12%) avevano un’eta
superiore all’anno di vita, di cui uno (id. 38) aveva 7 anni di eta.

Dei cani testati, 36 erano meticci, 12 di razza (prevalentemente di taglia piccola, eccetto 4 soggetti di taglia
media), mentre di 3 cani non erano disponibili dati identificativi relativi alla razza. Una percentuale
leggermente maggiore dei cani (60,78%) erano soggetti non di proprieta, tra cui cani randagi vaganti oppure
introdotti in canile sanitario per cure o sterilizzazione, rispetto alla restante parte (39,22%) che era

rappresentata da 20 cani di proprieta.
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Circa la meta dei cani (45,1%) provenivano dalla provincia di Palermo, mentre gli altri cani provenivano
dalle provincie di Ragusa (23,5%), Trapani (11,8%), Siracusa (9,8%), Messina e Catania (3,9%), Enna (2%)
e nessun cane ¢ stato campionato dalle provincie di Agrigento e Caltanissetta.

Dei n=51 cani in esame, n=12 (23,53%) sono risultati negativi alla ricerca di ciascuno dei virus ricercati,
mentre nel restante numero di cani (n=39; 76,47%; IC 95%: 62,51-87,21%) sono state individuate infezioni
singole (CPV/FPV=17; CCoV=4; CAdV-1=1) o multiple (CPV/CCoV=10; CPV/AstV=5; CCoV/AstV=1,
CPV/CCoV/AstV=1), confermando la correlazione tra la presenza di uno o piu agenti virali nei campioni
di cani ed i sintomi/lesioni di malattia gastro-enterica.

Sono stati registrati risultati positivi nell’80,49% (33/41) dei cani di eta inferiore all’anno di eta e nel 60%
(6/10) dei cani di eta superiore all’anno: considerando i soggetti risultati positivi (n=39) in rapporto a queste
due classi di eta, un piu elevato tasso di positivita (84,61%; IC 95%: 69,47-94,14%) ¢ stata osservato nei
cani di eta inferiore all’anno di eta rispetto ai cani adulti (15,39%; IC 95%: 5,86-30,53%). Questi risultati
riflettono una maggiore suscettibilita dei cani giovani a contrarre infezioni virali rispetto agli adulti,
plausibilmente attribuibile ad una mancanza o insufficiente immunita protettiva.

I cani positivi erano rappresentati per la maggior parte da cani randagi/accolti nei canili sanitari (27/39;
69,23%; 1C 95%: 52,43-82,98%), tra i quali i tassi di positivita interessavano 1’87,09% (27/31) dei cani
appartenenti a questa categoria, mentre il 30,77% (12/39; IC 95%: 17,02-47,57%) dei cani risultava di
proprieta e, tra loro, il 60% (12/20) dei cani ha dato esito positivo ai test. Il tasso di positivita maggiore
registrato per i cani randagi riflette la diffusione ambientale e tra i cani vaganti di questi virus, specie in un
territorio dove il fenomeno del randagismo risulta marcato. Pertanto, questo potrebbe essere considerato
come un soddisfacente campione di osservazione per la valutazione della diffusione dei virus in relazione
all’ambiente ed ai territori in esame, sottolineando che la totalita di questi cani provenivano da contesti
urbani e che, insieme ai cani di proprieta, questi cani risultano conviventi a piit 0 meno stretto contatto con

I’uomo. I principali risultati ottenuti sono riassunti e schematizzati nella Tabella 2.

Tabella 2. Sintesi dei principali risultati dello studio prospettico.
Id CPV-2 CAdV-1 CAdV-2 CDhV CCoV NoV Caliciv. RoV AstV HEV

1 CPV-2c neg neg neg neg neg neg neg neg neg
2 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
3 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
4 CPV-2¢ neg neg neg neg neg neg POS neg
5 CPV-2b neg neg neg neg neg neg POS neg
6 CPV-2b neg neg neg neg neg neg POS neg
7 CPV-2¢ neg neg neg POS neg neg neg neg neg
8 CPV-2¢ neg neg neg neg neg neg neg neg neg
9 CPV-2¢ neg neg neg neg neg neg neg neg neg
10 neg neg neg neg neg neg neg neg neg
11 CPV-2c neg neg neg POS neg neg neg neg
12 neg neg neg neg POS n.e. n.e. neg neg
13 neg neg neg neg neg neg neg neg neg
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14 neg neg neg neg CCoV-I neg neg neg neg

15 CPV-2c neg neg neg neg neg neg POS neg
16 CPV-2c neg neg neg neg neg neg neg neg
17 CPV-2c neg neg neg neg neg neg POS neg
18 neg neg neg neg POS neg neg POS neg
19 neg neg neg neg POS neg neg neg neg
20 CPV-2c neg neg neg POS neg neg neg neg
21 CPV-2c neg neg neg neg n.e. n.e. neg neg
22 neg neg neg neg neg neg neg neg neg
23 neg neg neg neg neg neg neg neg neg
24 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
25 CPV-2c neg neg neg CCoV-1 neg neg neg neg neg
26 CPV-2c neg neg neg CCoV-1 neg neg neg neg
27 neg neg neg neg CCoV-1 neg neg neg neg
28 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
29 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
30 CPV-2c neg neg neg neg neg neg neg neg neg
31 CPV-2c neg neg neg neg neg neg neg neg neg
32 CPV-2c POS neg neg neg neg neg neg neg neg
33 CPV-2c neg neg neg neg neg neg neg neg
34 CPV-2b neg neg neg neg neg neg neg neg neg
35 CPV-2c neg neg neg neg neg neg neg neg
36 CPV-2 neg neg neg CCoV-1 neg neg POS neg
37 CPV-2c neg neg neg CCoV-1 neg neg neg neg
38 neg neg neg neg neg neg neg neg neg
39 CPV-2c neg neg neg CCoV-1 neg neg neg neg
40 CPV-2c neg neg neg CCoV-Ila neg neg neg neg
41 CPV-2c neg neg neg neg neg neg neg neg
42 CPV-2c neg neg neg CCoV-Ila neg neg neg neg
43 CPV-2c neg neg neg neg neg neg neg neg
44  CPV-2c neg neg neg neg neg neg POS neg
45 neg neg neg neg neg neg neg neg neg
46 FPV neg neg neg neg neg neg neg neg neg
47 CPV-2c neg neg neg neg neg neg neg neg
48 neg neg neg neg neg neg neg neg neg
49 CPV-2 neg neg neg CCoV-1 neg neg neg neg
50 neg POS neg neg neg neg neg neg neg
51 CPV-2 neg neg neg neg neg neg neg neg

I risultati dello studio prospettico vengono qui di seguito dettagliati ed argomentati, comparandoli con quelli
derivati dallo studio retrospettivo, basato su un numero variabile di cani in funzione dei campioni disponibili
presso il laboratorio e dei target virali in esame (CPV-2: 346 cani; CCoV: 284; CadV-1 e 2: 291; Norovirus:

268; Rotavirus: 170). I dati vengono quindi analizzati e discussi, suddividendo la trattazione in due paragrafi
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separati, includono rispettivamente (i) la trattazione relativa ai virus classici a tropismo enterico ed epatico

e (ii) quella relativa ai virus emergenti potenzialmente rilevanti nell’interfaccia uomo-cane.
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VIRUS A TROPISMO ENTERICO ED EPATICO CLASSICI

Canine parvovirus type 2 (CPV-2)

I test di screening per la ricerca del DNA di Protoparvovirus carnivoranl ha dato esito positivo nei
campioni collezionati da 33/51 cani (64,70%). La determinazione del tipo virale (CPV-2/virus della
panleucopenia felina, FPV) e delle varianti di CPV-2 (CPV-2a, CPV-2b ¢ CPV-2c¢), basato sull’analisi di
sequenza del genoma e dei residui amminoacidici che li discriminano, ha distinto i 33 ceppi virali individuati
come appartenenti al genotipo originario CPV-2 (n=3; 9,09%), al genotipo FPV (n=1, 3,03%) ed alle
varianti CPV-2b (n=3; 9,09%) ¢ CPV-2¢c (n=26; 78,79%). La determinazione dei tassi di positivita per
genotipo e riferita al numero totale dei cani testati (n=51) ha prodotto i seguenti valori: CPV-2= 5,88%
(3/51), FPV=1,96% (1/51), CPV-2b= 5,88% (3/51) e CPV-2c= 50,98% (26/51).

La variante CPV-2c ¢ stata pertanto quella maggiormente individuata durante il periodo di studio da tutte le
provincie in esame, potendosi definire quindi la variante attualmente piu diffusa nel territorio. La variante
CPV-2b, osservata nel 5.88% dei cani in esame, ¢ stata individuata ad aprile 2023 in due cani (id. 5 e 6) di
origine dallo stesso luogo di prelievo ed in un cane (id. 34) approdato ad aprile 2024 sulle coste della
provincia di Trapani al seguito dei proprietari, dichiaratisi partiti dalle coste della Tunisia. Questi risultati
riflettono la continua dinamicita dello scenario epidemiologico, condizionato da molti aspetti, tra cui quello
della gestione dei cani (in particolare dei cani randagi) e della loro movimentazione, delle note
caratteristiche intrinseche di resistenza del virus e quindi il suo trasporto passivo, o anche da alcune
ipotizzate caratteristiche di maggiore virulenza di alcune varianti, come la CPV-2c, o di riduzione/fallimenti
della protezione vaccinale. Tutti questi aspetti potrebbero favorire la fitness evolutiva e la diffusione di
questo virus, come anche di alcune varianti rispetto ad altre. In particolare, 1’analisi di sequenza dei ceppi
della variante CPV-2¢ ha evidenziato elevati gradi di identita nucleotidica con i ceppi di CPV-2c¢ classici
(sequenza del gene VP2: 99,94% con i ceppi 56/00, primo ceppo CPV-2c¢ descritto in letteratura
(Buonavoglia et al., 2001), e CPV_1ZSSI 2323 11, descritto in Sicilia nel 2011 (Mira et al., 2019a)),
descritti a partire dal 2000 in Italia (Buonavoglia et al., 2001; Decaro & Buonavoglia 2012) e poi
rapidamente diffusisi in tutto il mondo (Decaro et al., 2007; Miranda et al., 2016), in 2 delle 26 sequenze
di CPV-2c.

Per tutti gli altri ceppi di CPV-2¢ (n=24) ¢ stata rilevata un’elevata identita nucleotidica con ceppi di questa
variante ma di piu recente individuazione (nel 2008) (Franzo et al., 2023) e di recente descrizione in Europa
(dal 2017) (Mira et al., 2018), definiti nella letteratura scientifica corrente come “CPV-2¢ di origine
asiatica” o “CPV-2c Asian-like” (Franzo et al., 2023; Mira et al, 2018), per evidenziarne 1’origine
geografica. Le sequenze in esame hanno mostrato il 100% di identita nucleotidica con ceppi individuati
nell’ultimo decennio in Asia (Indonesia nel 2013; Tailandia nel 2016 e 2020; Cina nel 2017 ¢ 2019-2023;
Vietnam nel 2017-2020; Corea del Sud nel 2017; India nel 2022), in Africa (Nigeria nel 2018; Gabon nel
2019), in Europa (Italia nel 2017 (Mira et al., 2018) e nel 2021 (Mira et al., 2019b); Spagna nel 2024) ed
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America (Canada nel 2018). Difatti, questo /ineage (CPV-2c Asiatico) ha mostrato una rapida diffusione
globale e la progressiva sostituzione dei ceppi circolanti, con una tendenza a diventare il ceppo virale
prevalente di CPV-2 nei territori Asiatici dove sono stati condotti studi estensivi (Chen et al., 2021; Mon et
al., 2022; Nguyen et al., 2022). Similmente, lo studio retrospettivo condotto sui genomi di CPV-2
collezionati in Sicilia tra il 2019 ed il 2022 ha evidenziato importanti cambiamenti nelle frequenze relative
delle varianti e dei lineages (CPV-2¢c Europei ed Asiatici), con una progressiva riduzione delle varianti
CPV-2a e CPV-2b, diversamente dall’incremento proporzionale della variante CPV-2c, che rimane in ogni
caso la variante maggiormente individuata durante I’intero periodo di studio (Mira et al., 2024). Inoltre, il
progressivo incremento di individuazione della variante di CPV-2¢ Asiatico ha determinato una definitiva
sostituzione della variante di CPV-2¢ Europea nel 2021 e nel 2022 (Mira et al., 2024). L’analisi filogenetica
evidenzia la progressiva evoluzione di questo lineage e la segregazione delle sequenze sulla base
dell’origine geografica e dell’anno di individuazione, piuttosto che sul solo residuo amminoacidico 426
della proteina VP2, classicamente valutato per la definizione della variante di CPV-2 (CPV-2a, CPV-2b o
CPV-2c) (Mira et al., 2024) (Figura 1). Per I’analisi filogenetica (Figura 1) ¢ stato incluso un numero totale
di 12 sequenze quasi complete del genoma di CPV-2 (la sequenza include le ORF 1 e 2), insieme a tutte le
sequenze di parvovirus dei carnivori (CPV-2, feline panleukopenia virua — FPV — e mink enteritis virus -
MEV) della stessa lunghezza disponibili in GenBank (n=824; download: 08-08-2025): le sequenze di CPV-
2 e di FPV/MEV risultano in grandi clades separati tra loro (evidenziati nella figura rispettivamente con lo
sfondo blu ed arancione), che dipartono da una radice comune a sottolineare 1’origine evolutiva; le sequenze
in esame sono segregate in 5 sub-clades separati dell’albero filogenetico (Figura 1), di cui due (Figura 1A
e 1B) che includono le sequenze dei ceppi CPV-2¢ “Asiatici”, altri due (Figura 1C e 1D) che includono i
tre ceppi della variante CPV-2b, anche loro appartenenti al lineage “Asiatico”, mentre uno (Figura 1E), che
include il ceppo CPV-2c¢ “Europeo”, clusterizza con altri ceppi italiani e circolanti nel primo decennio degli
anni 2000. I sub-clades sono stati evidenziati rispetto all’albero filogenetico generale per descriverne la

topologia.
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Figura 1. Albero filogenetico costruito con metodo Maximum-likelihood, modello statistico General Time
Reversible, distribuzione Gamma e siti Invariati (GTR+G+I), basato su 837 sequenze quasi complete del
genoma di CPV-2 (valori di bootstrap determinati su 1000 replicati; sono mostrati i valori di bootstrap
superiori a 60). I clade delle figure 1A-D sono riferiti ai ceppi appartenenti al lineage “Asiatico” di CPV-2,
mentre il clade della figura 1E appartiene al gruppo dei CPV-2¢ “Europei”. La miniatura in basso a destra
evidenzia in celeste le sequenze dei CPV-2 ed in arancione quelle di FPV. I ceppi di CPV-2 analizzati in
questo studio sono stati contrassegnati dal simbolo (e). Ciascuna sequenza ¢ indicata con: accession
number-specie ospite-paese ed anno di identificazione.

I ceppi di CPV-2b individuati dal 2023 al 2025 hanno mostrato caratteristiche differenti tra loro. Un ceppo,
individuato in due cani (id. 5 e 6) conviventi nello stesso luogo di origine e campionati ad aprile 2023, ha
mostrato elevata omologia (Tabella 3) con ceppi CPV-2b circolanti in Ungheria (2020-2022) ed in
Slovacchia (2022), con ceppi individuati in Veneto da cani illegalmente introdotti dall’est-Europa e con
ceppi individuati per la prima volta in Sicilia nel 2022 (Schiro et al., 2022), suggerendo una possibile
ricorrente introduzione dello stesso ceppo da Paesi dell’est-Europa in Sicilia o la sua diffusione sul territorio
regionale dopo il 2022. Questo ceppo mostra i residui amminoacidici che discriminano i ceppi di origine
Asiatica da quelli Europei (NS1: 60Val, 545Val, 630Pro; VP2: 5Gly, 267Tyr, 324lle) ed altri residui
raramente riportati in ceppi CPV-2b di origine Asiatica (NS1: 588N; VP2: 370Arg), suggerendo un’origine
ed un’evoluzione comune ai ceppi CPV-2c¢ Asiatici (Schiro et al., 2022) e che la sua diffusione possa essere

stata facilitata dal trasporto di cani verso territori distanti (Leopardi et al., 2022).
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Tabella 3. Identita nucleotidiche con ceppi CPV-2b correlati.

Identita (%) Accession number Paese ed anno di origine Bibliografia
100% ON733252 Ungheria, 2021 Boros et al., 2022
99,94% ON185542 Ungheria, 2022 Non disponibile
“ ON677437 Italia (Sicilia), 2022 Schiro et al., 2022
“ OR463607 Italia (Sicilia), 2022 Mira et al., 2024
99,89% OP588003 Italia (Veneto), 2022 Leopardi et al., 2022
“ 0Q108903 Ungheria, 2022 Non disponibile
99.83% OR825360 Slovacchia, 2022 Pelegrinova et al., 2024
“ 0Q108899 Ungheria, 2020 Non disponibile

Un altro ceppo, individuato dall’analisi dei campioni del cane id. 34, approdato ad aprile 2024 sulle coste
della provincia di Trapani al seguito dei proprietari, ha evidenziato caratteristiche del genoma distinte da
quelle dei ceppi circolanti ad oggi in Europa e la correlazione con ceppi virali recentemente descritti in
Turchia ed Egitto (2019-2021), e con ceppi descritti precedentemente (2010) in Thailandia (Tabella 4,
Figura 1). L’analisi di questo ceppo ha infatti stimato la probabile origine di questo ceppo nel 2007 da ceppi
provenienti dal Medio Oriente, correlati con quelli di probabile origine dalla Cina (Mira et al., 2025).
L’evidenza di un ceppo divergente introdotto in un nuovo territorio attraverso il trasporto del cane sottolinea
ancora una volta come la movimentazione degli animali e i fenomeni di migrazione rappresentino un driver
di diffusione di CPV-2 su larga scala, come gia precedentemente documentato in Italia (Carrino et al., 2022;
Leopardi et al., 2022; Mira et al., 2018; Urbani et al., 2022), un fenomeno questo che andrebbe

ulteriormente monitorato.

Tabella 4. Identita nucleotidiche con ceppi CPV-2b correlati.

Identita (%) Accession number Paese, ospite ed anno di origine Bibliografia

99,83% ON733252 Turchia, cane, 2021 Abayli et al., 2022
« OM937914 Egitto, gatto, 2019 Ndiana et al., 2022

99,77% KP715703 Thailandia, cane, 2010 Inthong et al., 2020
« MW539053 Turchia, cane, 2020 Temizkan et al., 2023
« 0Q366405 Turchia, cane, 2020 Temizkan et al., 2023
« 00366402 Turchia, cane, 2021 Temizkan et al., 2023

99.72% KP715690 Thailandia, cane, 2010 Inthong et al., 2020
« KP715700 Thailandia, cane, 2010 Inthong et al., 2020
« KP715712 Thailandia, cane, 2010 Inthong et al., 2020
“ MZ056882 Egitto, cane, 2019 Adly et al., 2024

L’analisi dei campioni del cane id. 46 ha evidenziato un ceppo virale della specie Protoparvovirus
carnivoranl tipizzato come virus della panleucopenia felina (feline panleukopenia virus, FPV). L’analisi
della sequenza parziale del gene VP2 ha infatti evidenziato un’elevata identita nucleotidica con ceppi di
FPV identificati nei gatti in Sicilia nel 2019 (identita: 100%; accession number: PP351396) e nel nord-est
d’Italia nel 2011 e nel 2017 (identita: 99,57%; accession number: MW847188 ¢ MW847187). Questo raro
risultato (rilevato solo nell’1,96% dei cani testati nel periodo 2023-2025 ed in nessuno dei campioni raccolti
negli anni precedenti) non appare sorprendente, poiché il rilievo di ceppi di FPV nel cane ¢ stato

recentemente documentato, anche se in maniera inusuale, sia in cuccioli/soggetti giovani (1-5 mesi) in Cina
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(Wen et al., 2024) che in soggetti subadulti (1 e 3 anni) in Egitto ed Italia centrale (Diakoudi et al., 2022).
I ceppo in questione ¢ stato individuato nell’intestino, fegato e polmone di un cucciolo di circa 40 giorni,
randagio nel comune di Palermo, deceduto dopo aver mostrato un grave quadro clinico di gastro-enterite
emorragica e di bronco-polmonite. Il FPV ¢ stato I’unico tra i virus oggetto dello studio rilevato in questo
soggetto. Per quanto sia stata osservata una associazione tra FPV ed il quadro clinico/anatomo-patologico
descritto in questo cucciolo, la disponibilita di ulteriori saggi, come ad esempio esami isto-patologici,
avrebbe potuto fornire informazioni aggiuntive al quadro osservato.

Infine, in n=3 cani (id. 36, 49 e 51) sono stati rilevati ceppi virali identificati come il ceppo CPV-2 di origine
(Tabella 5), non piu circolante sul campo ma contenuto in alcuni vaccini. Dopo la somministrazione di
questi vaccini vivi attenuati, i ceppi vaccinali di CPV-2 replicano nei tessuti linfoidi e nella mucosa
intestinale, venendo eliminati attraverso le feci (Carmichael et al., 1981; Decaro et al., 2014), similmente
ai ceppi di campo. Inoltre, il loro genoma persiste in alcuni tessuti d’organo dopo la somministrazione
(Schiro et al., 2023). Attraverso 1’analisi di sequenza dei prodotti di amplificazione e la comparazione con
le sequenze note ¢ pertanto possibile ricondurre la positivita alla prova di PCR utilizzata per questo studio
alla presenza di ceppi di origine vaccinale. Questi casi includevano soggetti giovani sottoposti ad
accertamenti diagnostici e per cui la causa di decesso ¢ stata ricondotta ad altre cause (chimici, parassitosi,
altro), confermando il rilievo di CPV-2 come esclusivamente legato alla recente effettuazione della
vaccinazione nei confronti dello stesso virus. Questo approccio consente quindi di evidenziare i ceppi
vaccinali di CPV-2 e di descrivere con maggiore precisione 1’epidemiologia dei ceppi CPV-2 di campo,
risolvendo ogni potenziale misinterpretazione del risultato di laboratorio. La recente immissione in
commercio di un vaccino vivo attenuato, allestito con un ceppo di parvovirus del cane ricombinante (ceppo
630a), che mostra una sequenza del gene VP2 sovrapponibile a quella dei ceppi classici CPV-2c, evidenzia

ancora una volta la necessita di discriminare, in questo caso, i ceppi CPV-2¢ di campo da quello vaccinale.

Tabella 5. Variazioni amminoacidiche nella sequenza VP2 dei ceppi di CPV-2 di origine vaccinale.

Residuo amminoacidico

Tipo/ Origine Nome ceppo/ Accession | 519 597 300 305 316 321 375 386 418 426
variante Isolato number

CPV-2 CPV-b M38245 | I S A D V N N Q I N
CPV-2b  Campo CPV-411bus.98  EU6%9I121| - A G Y - - D - - D
CPV-2¢ CPV I1ZSSI 2323 11 KX434458| - A G Y - - D - - E
CPV-2 NL-35-D oN479057 | - - - - - - E - - -
CPV-2 154 ON479058 | V. - - - - . K - -
CPV-2 CPV780916 ON479059 | - - - - 1 - - -
CPV-2 L CAG2 ON479060 | - - - - 1 - - - -
CPV-2b SAH FI22282 | - A G Y - K D - - D
CPV-2b CPV39 ON479062| - - G Y - - D - - D
CPV-2b CPV-2bBio12/B  ON479061 | - A - Y - - D - - D
CPV-2¢ 630a V A G Y - - D K - E
CPV-2 Questo Dog id. 36 nd. - - - 1 - - - - -
CPV-2 rtudio Dog id. 49 nd. - - - - - - K - -
CPV-2 Dog id. 51 nd - - - . - p - T -

n.d.: non disponibile
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Questi risultati nel loro insieme evidenziano le dinamiche evoluzionistiche del CPV-2, caratterizzato da rate
di mutazioni del genoma maggiore rispetto a quello dei classici virus a DNA, che si avvicinano piuttosto a
quelle dei virus a RNA: la sua diffusione globale, la sua epidemiologia in continua evoluzione ¢ la
disponibilita di un numero consistente di sequenze disponibili portano a ritenere CPV-2 un modello di studio
interessante tra 1 virus del cane. Lo spettro d’ospite esteso al gatto ed ai carnivori selvatici, insieme alle
recenti evidenze del virus della panleucopenia felina nel cane, conferiscono al CPV-2 un grado di interesse
scientifico di rilievo ancora dopo 45 dalla sua comparsa, anche in relazione all’influenza di nuovi drivers
“sociali” di diffusione (globalizzazione, trasporti rapidi e su larga scala, spostamento dei cani al seguito del
nucleo familiare con cui convivono, necessita di gestione dei cani vaganti) tali da non far limitare questo
crescente interesse scientifico alla sola specie canina ma offrendo maggiori basi scientifiche alle nuove

sfide che I’interfaccia uomo-animale oggi vede dover affrontare.
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Canine adenovirus (CAdYV)

La PCR di screening per il CAdV ha dato esito positivo nei campioni di due cani, id. 32 e 50 (2/51; 3,92%).
Tutti gli organi testati di entrambi i cani sono risultati positivi al test molecolare. La prova di PCR utilizzata
consente la discriminazione tra CAdV-1 e CAdV-2 e, pertanto, tutti i campioni positivi rilevati sono stati
tipizzati come adenovirus del cane di tipo 1 (CAdV-1).

In entrambi i casi, si trattava di cuccioli di circa due mesi di eta, meticci, randagi o appena accolti nel canile
sanitario, che mostravano principalmente segni gastroenterici da moderati a gravi, oltre a polmonite e
versamenti siero-emorragici cavitari in un caso (id. 50). Uno dei due cuccioli (id. 32) mostrava una co-
infezione con CPV-2c, mentre il secondo (Id. 50) non mostrava co-infezioni con altri virus ricercati in questo
studio.

Recenti studi condotti nel territorio nazionale (Balboni et al., 2014; Cardillo et al., 2020, Mira et al., 2022),
tra cui uno condotto sul territorio della regione Sicilia, hanno mostrato bassi tassi di positivita (2-8%)
similari a quello di questo studio (3,9%), evidenziando quindi una bassa prevalenza di CAdV-1 nella
popolazione canina nazionale. La maggior parte dei cani risultati positivi negli studi precedenti hanno
mostrato co-infezioni con CAdV-2, CPV-2 o CCoV, con rari singoli casi di infezioni unicamente
determinate da CAdV-1, similmente a quanto qui osservato.

Per quanto sia rilevato sporadicamente, talvolta come unico agente virale, € possibile ritenere che il CAdV-
1 continui a circolare sul territorio nazionale e ad essere causa o concausa di malattia anche severa nel cane.
In questo studio, come in altri precedenti, non ¢ stato possibile determinare 1’origine dell’infezione. La
presenza della malattia in cani randagi verosimilmente privi di un’immunita protettiva sembra indicare che
il virus circoli nella popolazione canina e solo occasionalmente venga rilevato. Per tali motivi, si suggerisce
di considerare questo target virale nel panel diagnostico di cani con enterite/malattia epatica, soprattutto se
randagi/introdotti in canili o di altre categorie a rischio (ad esempio, soggetti sprovvisti di copertura
vaccinale, di importazione, con edema corneale).

Sarebbero da suggerire, inoltre, opportune misure di biosicurezza, da mettere in atto in particolare presso le
strutture sanitarie di ricovero e cura, per evitarne la diffusione e trasmissione. La prova di PCR utilizzata
consente di ottenere risultati sia da campioni in-vivo (feci, tamponi fecali o rettali, urine) che post-mortem.
Nello studio sono stati registrati risultati positivi da tutti i tessuti d’organo in esame, verosimilmente per il
tropismo del virus nei confronti delle cellule endoteliali vascolari e degli epatociti, sede naturale di
replicazione virale (Decaro et al., 2008). Questi stessi meccanismi patogenetici potrebbero essere alla base
dei versamenti siero-emorragici cavitari osservati nel cane id.50, come delle ecchimosi e petecchie alle
sierose, lesioni comunemente descritte nei casi di epatite di Rubarth (Decaro et al., 2008; Mira et al., 2022).
L’analisi di sequenza del prodotto di PCR utilizzato per lo screening ha confermato la specificita
dell’amplificato (frammento del gene E3 e regioni fiancheggianti), mostrando una identita nucleotidica tra
i due ceppi in esame del 99,60%. Le stesse sequenze hanno mostrato un’identita del 100-99,40% con ceppi

di CAdV-1 isolati da cani in Giappone nel 1954 (LC557010) (Ochi et al., 1956), in Gran Bretagna nel 1996
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(NC_001734) (Morrison et al., 1997), in Australia nel 2013 (KT853096, KT853097) (Wong et al., 2017),
in India nel 2020 (PV743826) (Syamily et al., 2023) e da un lupo grigio eurasiatico in Francia nel 2015
(accession number MHO048659) (Dowgier et al., 2018).

Per uno studio piu approfondito dei ceppi virali in esame si ¢ proceduto con il sequenziamento e 1’analisi
dei geni che codificano per due proteine maggiori (Hexon e Fiber) che compongono il capside di superficie
e determinano la virulenza ed il tropismo del CAdV-1. Infatti, alcune differenze aminoacidiche delle
sequenze dei geni Hexon e Fiber hanno mostrato variabilita tra i ceppi identificati in differenti specie animali
ed aree geografiche (Balboni et al., 2017; Balboni et al., 2025). Le sequenze dei geni Hexon e Fiber hanno
mostrato, rispettivamente, percentuali di identita nucleotidica variabili tra il 99,96-99,85% ed il 99,88-
99,69% con sequenze di riferimento di CAdV-1 da cani e da altri carnivori selvatici (volpi, lupi) di diversa

origine geografica e temporale, compresi ceppi gia individuati in Sicilia (Mira et al., 2022) (Tabella 1).

Tabella 1. Valori di identita nucleotidica con le sequenze dei geni Fiber ed Hexon dei ceppi di riferimento
disponibili in GenBank.

Ceppi di campo
(% identita — Paese, specie, anno — acc.nr)
99,75% - Italia (Sicilia), cane, 2017 — MW650928
Italia, cane, 2013 — KP840548
Canada, lupo grigio, 2011 — OK546124
99,69% - Francia, lupo grigio, 2015 — MH048659
Italia, lupo grigio, 2015 - KX545420
Fiber Giappone, cane, 1954 - LC557010
Italia (Sicilia), cane, 2017 - MW650923
Gran Bretagna, cane, 1996 - NC 001734
Italia, volpe, 2011 - KP840544
Italia (Sicilia), cane, 2019 - MW650927
Cina, volpe, 2021 - ON164651
99,96% - Italia, lupo, 2015 - KX545420
Giappone, cane, 1954 - LC557010
Italia (Sicilia), cane, 2017 - MW650911
Italia, cane, 2013 - KP840549
99,93% - Italia (Sicilia), cane, 2019 - MW650915
Italia (Sicilia), cane, 2020 - MW650916
Italia, cane, 2013 - KP840547
Gran Bretagna, cane, 1996 - NC 001734

Cane Gene

id. 32

Hexon

99,88% - Italia (Sicilia), cane, 2017 - MW650923
99,82% - Italia (Sicilia), cane, 2020 - MW650928
Italia, cane, 2013 - KP840548
Canada, lupo grigio, 2011 - OK546124
id. 50 99,89% - Giappone, cane, 1954 - LC557010
Italia (Sicilia), cane, 2017 - MW650911
Italia (Sicilia), cane, 2019 - MW650914
99,85% - Italia (Sicilia), cane, 2019 - MW650915
Italia (Sicilia), cane, 2020 - MW650916
Gran Bretagna, cane, 1996 - NC 001734

Fiber

Hexon
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L’analisi delle sequenze ha evidenziato il profilo amminoacidico e specifiche mutazioni nelle sequenze in

esame rispetto ai ceppi di riferimento, sia nella sequenza del gene Hexon che in quella del gene Fiber. In

particolare, sono state osservate differenze nei profili amminoacidici del gene Hexon (Tabella 2), nei residui

amminoacidici 182Thr/Asn, 388Ser/Asn e 514Val/Ala.

Tabella 2. Variazioni nella sequenza aminoacidica delle sequenze Hexon dei ceppi CAdV-1 analizzati in

questo studio.

Amminoacido
Ceppo Ospite Paese Anno 182 388 514
LC557010 Cane Giappone 1954 Thr Asn Val
NC 001734 Cane Gran Bretagna 1996 -
KP840547 Cane Italia 2013 Ser
KP840549 Cane Italia 2013 Ser
KX545420 Lupo grigio Italia 2015 Ser
MW650911 Cane Italia (Sicilia) 2017 -
MW650914 Cane Italia (Sicilia) 2019 Asn -
MW650915 Cane Italia (Sicilia) 2019 -
MW650916 Cane Italia (Sicilia) 2020 -
Cane Id. 32 Cane Italia (Sicilia) 2024 Ser
Cane Id. 50 Cane Italia (Sicilia) 2025 Asn - Ala

Differenze nei profili amminoacidici del gene Fiber (Tabella 3) sono state osservate nei residui

amminoacidici 23Pro/Thr, 110GIw/Asp, 321Thr/Ser, 376Ala/Thr, 3881le/Val e 487Ala/Val.

Tabella 3. Variazioni nella sequenza aminoacidica delle sequenze Fiber dei ceppi CadV-1 analizzati in

questo studio.

Amminoacido

Ceppo Ospite Paese Anno 23 110 321 376 388 487

LC557010 Cane Giappone 1954 Pro Glu Thr Ala Ile Ala
NC 001734 Cane Gran Bretagna 1996 - - - Thr - -
OK546124  Lupo grigio Canada 2011 - - - - - -
KP840544 Cane Italia 2013 Thr - - - - -
KP840548 Cane Italia 2013 -  Asp - - - -
MHO048659 Lupo grigio Francia 2015 Thr - - - - -
KX545420 Lupo grigio Italia 2015 Asp - - -

MW650923 Cane Italia (Sicilia) 2017 - - - - - Val
MW650927 Cane Italia (Sicilia) 2019 - - - - Val -
MW650928 Cane Italia (Sicilia) 2020 - - - - - -
ON164651 Volpe Cina 2021 - - - Thr - -
Cane Id. 32 Cane Italia (Sicilia) 2024 - - Ser - - -
Cane Id. 50 Cane Italia (Sicilia) 2025 - - - - - -

L’analisi filogenetica, effettuata attraverso 1’analisi delle sequenze dei geni Hexon (Figura 1A) e Fiber

(Figura 1B), ¢ stata condizionata dal ridotto numero di sequenze disponibili € ha mostrato un unico clade

che raggruppa le sequenze di CAdV-1 del cane e dei selvatici, senza una netta distinzione in funzione delle
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aree geografiche o dell’epoca temporale di rilievo. E chiara quindi la stretta correlazione dei ceppi virali,

privi di una netta distinzione (in funzione dei valori di bootstrap) in funzione dei genotipi considerati.

CAdV-1 KPBAOSAS - 113-5L - volps, ltalia 2011
& | CAGV-1 MH10580% - 874-2014-Tongue - lupo, Halia 2014
GAQV-1 KPBADS47 - 417-2013L - cane. alia 2013

CAAV.1 MHO48650 - WAITBISZ01SITRA - upo, Francia 2015
CAdy-1 KXBd5420 - CAdv-1 ITL2015 - lupo, ltalia 2016

A1 KPB40348 - ST42015RS - cane, ol 201

@ CAqV.1 Cane 14, 52. Hai (Sicia) 2024

f—— CAdV-1 MWB50915 - (7SS PA34446 19 - cane, Halia (Sicilia) 2019

CAdV-1 MWBS0911 - 2551 CLE747 17 - cane. halia (Sicila) 2017

GAGY.1 NWES0812 - 2651 PASTTS 16 - cane, sk (Siciia) 2010

CAGV.1 MWES0913 - 2SS PAT1822 19 - cana, lal (Siiks) 2010

CAdV-1 LESET010 - D43 - cane, Giappone 1954

CAQV-1 EF208692 - India - cane, India 2007

CAGU-1 USSO01 - CLL - vaccino, Canada 1096
CAIV-1 NC_001734 - RIZ61 - cane, Gran Brelagna 1966
—‘— CAdV-1 EF553282 - CCC-VE - cane, Cina 2007
@ CAGV.1 Cane k. 50- lala (Siciia) 2025
ﬂ—W MWE50914 - 2881 RG17627 19 - cane, Italia (Sicila) 2019

L—— CAdV-1 MWBE0916 - 12881 PABB748 20 - cane, talla (Siclia) 2020

CAGV.1 MWBETBEE1 - Civetlindia Assam/20180188 - zbetio, India 2018

w CAdV- 1 ORABAEY - CAV-11BoariCADT 22:22/VRI - oreo, India 2022

CAQY-1 MF344667 - 603-06-1997/88-iver - volpe artica, Norvegia 18571998
GAGV 1 MFI44856 - 602 07 2008 splecn - volpe rosse, Norvegia 2008

CAGV-1 MF344868 - 603-10-1888/00-spleen - volpe artica, Naregia 1886-2000

—

e

1A

CAQV-1 MF344675 - 503-10-1999/00-spieen - volpe ariica, Narvegia 1998-2000
;EMNJ MF344672 - 802-07-2008-spiean - volpe rossa, Norvegia 2008

CAdV-1 MF344673 - 603-06-1997/98-liver - volpe artica, Norvegia 1997-1998

CAdV-1 OR46G090 - GAV-1/Bear/CADIT22/22/IVR - orso. India 2022
= CAAV-1 MWST8861 - Civet/India-Assam/2018/01 89 - zibetio, India 2013
& CAdv-1 MTB80782 - ¥ 3 7589 - care, India 2018

[— CAGY-1 MWE50928 - PASB748 20 - cane, Italia (Sicila) 2020

[—— CAQV-1LG557010 - D43 - cane, Giappone 1954

|—— GAdV-1 MWES027 - [ZSS| PAI4446 19 - cana, Itsha (Siciia) 2018
CAdV-1 YOT760 - RI261 - cane, Gran Bretagna 1996

__E CAV-1 ON164651 - CAdV-1-JL2021 - volpe, Cina 2021

@ CAav-1 Gane ld. 50 - italia (Sicilia) 2025

@ CAdv-1 Cane id. 32 - Halia (Sicilia) 2024
CAAV-1 MWB60923 - 1ZSS| CLETA7 17 - cane, halia (Sicilia) 2017
CAAV-1 MWB50924 - IZ551 PABT7S 16 - cane, Italia (Sicifia) 2018
CADV-1 MWS50825 - 17881 PAT1822 16 - cane, ltalia (Sicilia) 2018
CAAV-1 MWB50926 - 12551 RG17627 18 - cane, Italia (Sicika) 2019
s — CAAV-1 KXE45420 - CAGV-1 ITL2015 - lipo: Italia 2015
_EM\M KPBAG543 - 574-2013-RS - cane, ltalia 2013

CAdV-1 US5001 - CLL - vactino, Canads 1998

& I: CAdV-1 ME0D37 - GLAXO - cane, Canada 1991

|—— CAV-1 MH105810 - 874-2014-Tongue - lupo, Italia 2014

CASH-1 MHO48659 - Woi(335/2015/FRA - lupo, Francia 2015

CAZ-1 KPB40544 - 113-50 - volpe, italia 2011

' ' CAc-1 KP8AD546 - 417-2013-L - cane, Halia 2013

e

1B

Figura 1. Albero filogenetico costruito con metodo Maximum-likelihood, basato su 25 sequenze del gene
Hexon (modello statistico Kimura 2-parameter; Figura 1A) e su 21 sequenze del gene Fiber (modello
Hasegawa-Kishino-Yano con siti Invariati; Figura 1B) degli adenovirus del cane di tipo 1 e del CAV-2
come outgroup (valori di bootstrap determinati su 1000 replicati; sono mostrati i valori di bootstrap superiori
a 60). I ceppi di CAdV-1 analizzati in questo studio sono stati contrassegnati dal simbolo (®). Ciascuna
sequenza ¢ indicata con: accession number-nome del ceppo virale-specie ospite, paese ed anno di
identificazione.
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Questi dati mostrano pertanto la circolazione di ceppi virali di CAdV-1 con un’elevata correlazione, gia
segnalati in aree geografiche ed in periodi molto distanti tra loro, comuni al cane ed altri carnivori selvatici
come il lupo e la volpe, seppure con specifiche mutazioni nelle sequenze delle principali proteine formanti
il capside, in particolare ai residui 182 ¢ 388 del gene Hexon e 23, 110, 388 e 487 del gene Fiber (Mira et
al., 2022), che confermano il minimo grado di eterogeneita nel genoma di CAdV-1. Inoltre, I’elevata
correlazione tra i ceppi del cane e dei carnivori selvatici evidenzia quanto lo spettro d’ospite e quindi la
condivisione degli stessi spazi abitativi ed ambiente possa incidere sulle dinamiche epidemiologiche di
questo virus, un dato utile per la tutela dell’ambiente e della biodiversita di specifici ecosistemi (Balboni et
al., 2025).

La profilassi vaccinale, in particolare dove questa ¢ routinariamente praticata, ha consentito di ridurre la
casistica dell’epatite infettiva nel cane ma, come evidenziato anche da questo studio, ancora oggi si possono
riscontrare casi clinici, anche fatali, associati all’infezione da CAdV-1, sia in animali domestici (Balboni et
al., 2014, 2022; Cardillo et al., 2020) che selvatici (Balboni et al., 2025; Magliocca et al., 2024; Ndiana et
al., 2022). Per tali motivi, la vaccinazione contro il CAdV ¢ considerata una componente “core”
nell’immunizzazione dei cani (Ford et al., 2017; Squires et al., 2024), da mantenersi con razionali strategie
di richiamo (Dall’Ara, 2024; Mira et al., 2022). Infatti, dopo la vaccinazione con vaccini allestiti con virus
vivi attenuati specifici per I’epatite infettiva & stato osservato che I’immunita perdura per un lungo periodo
di tempo di 9 anni o piu, similmente a quanto osservato dopo 1’infezione naturale ed il superamento della
malattia (Dall’Ara, 2024).

Questo studio evidenzia (i) la circolazione di CAdV-1, seppure con bassi tassi di positivita, (ii) ’occorrenza
di casi di epatite infettiva e di co-infezioni virali con esito infausto, e (iii) definisce le caratteristiche di
eterogeneita della sequenza delle proteine maggiori del capside. Per tale motivo ed a salvaguardia della
salute dei cani e dei carnivori selvatici sensibili all’infezione, questo studio sottolinea ancora una volta la
necessita di non sottostimare il CAdV-1 quale causa di infezione a tropismo epatico ed enterico e di attuare

strategie integrate di prevenzione e gestione che tengano conto della sua epidemiologia.
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Canine coronavirus (CCoV)

L’RNA del CCoV ¢ stato individuato nei campioni di intestino di 16 (31,37%) dei 51 cani campionati. In 8
di questi animali (8/16, 50%) solo questa, tra le matrici in esame, € risultata positiva al test; nei casi rimanenti
(8), non si disponeva degli altri tessuti (fegato, polmone). Questa limitazione non ha consentito quindi di
evidenziare/escludere eventuali infezioni sistemiche (CCoV c.d. “pantropico”).

Questo tasso di positivita risulta superiore a quanto da noi precedentemente rilevato dall’esame di 284 cani,
i cui campioni sono stati raccolti tra gennaio 2019 e dicembre 2021, che si attesta al 13,7% (Mira et al.,
2024). Si avvicina di piu a quanto riportato recentemente in altre regioni dell’Italia meridionale, come la
Campania (31,1%) (Zobba et al., 2021), ed insulare, come la Sardegna (22,2%) (Cardillo et al., 2020).

In quattro cani (25%) il CCoV ¢ stato rilevato come unico agente virale (cani id. 12, 14, 19 e 27),
diversamente dalla maggior parte dei cani risultati positivi (n=12; 75%) che mostravano co-infezioni con
altri virus: 10 cani mostravano co-infezioni (doppie) con il CPV-2, di cui un ceppo risultava essere di origine
vaccinale, ed un cane con un ceppo di astrovirus (AstV), mentre un solo cane mostrava una co-infezione
(tripla) con astrovirus e CPV-2, sebbene quest’ultimo ceppo risultasse di origine vaccinale. Le co-infezioni
con altri virus, in particolare CPV-2, prevalevano rispetto alle infezioni singole, confermando il dato
osservato nei campioni precedenti (Mira et al., 2024) e quanto osservato in Sardegna (Cardillo et al., 2020),
in cui la maggior parte delle infezioni erano in associazione tra CCoV e CPV-2.

Similmente agli studi precedenti, i dati di questo studio confermano un tasso di positivita maggiore (81,25%)
tra 1 soggetti di eta inferiore ai 6 mesi, di cui 12 cani di etd compresa tra i 40 giorni ed i 4 mesi, rispetto ai
soli 3 adulti (18,75%) risultati positivi. I cani positivi erano n=5 di proprieta e n=11 randagi: questo dato,
insieme all’alto tasso di co-infezioni con CPV-2 evidenzia la necessita di approfondire il ruolo dei virus in
co-infezione e, eventualmente, delle possibili strategie di controllo indiretto attraverso la vaccinazione nei
confronti del CPV-2, come anche nei confronti di altri potenziali stressors che possano incidere sulla
diffusione e persistenza del CCoV, come gia in parte osservato (Cardillo et al., 2020; Godsall et al., 2010;
Stavisky et al., 2012). Difatti, la gestione di strutture sanitarie per la cura e per la custodia dei cani randagi
potrebbe beneficiare di ulteriori specifici studi, finalizzati a valutare i fattori di rischio correlati, utili a
definire nuove indicazioni di biosicurezza da integrare ai pochi protocolli attualmente formulati ed applicati,
al fine di garantire ulteriormente la salute ed il benessere di questi animali presso questa tipologia di

strutture.

Screening di CCoV

I campioni risultati positivi alla RT-PCR per lo screening, che amplifica un frammento target del gene M
del CCoV e del coronavirus felino (feline coronavirus, FCoV), sono stati sottoposti successivamente a
sequenziamento mediante metodo Sanger, al fine di definire e confermare la specificita del prodotto di
amplificazione. Sei amplificati sono stati quindi scartati dalle analisi successive perché hanno prodotto un
risultato di bassa qualita, verosimilmente indicativo di una scarsa quantita/qualita di genoma target nel

campione.
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L’analisi della sequenza del frammento del gene M dei restanti 10 ceppi di CCoV ha evidenziato un elevato

grado di identita con il genotipo CCoV-I per 8 di loro (cani id. 14, 25, 26, 27, 36, 37, 39, 49) e con il genotipo

CCoV-Ila per 2 di loro (cani id. 40 e 42). Nello specifico, i ceppi mostravano rispettivamente un’identita

nucleotidica di 97,56-96,22% con il frammento di 409 paia di basi corrispondente della sequenza di

riferimento del genotipo CCoV-I (ceppo 23/03) e di 96,22-93,26% con quello corrispondente delle sequenze
di riferimento del genotipo CCoV-II (ceppi CB/05, NA/09, 450/07, BGF10 ¢ INSAVC-1). Maggiori

percentuali di identita nucleotidica sono state osservate con ceppi individuati tra i campioni collezionati in

Sicilia nel 2019-2021 (marcati con “Italia (Sicilia)” in Tabella 1) e con ceppi individuati recentemente in

Turchia, Giappone, Cina, Taiwan e Brasile. I dettagli sono riportati nella seguente Tabella 1.

Tabella 1. Valori di identita nucleotidica con le sequenze parziali del gene M di CCoV-I e CCoV-II di ceppi
di campo e di ceppi di riferimento.

Id. Genot. Ceppi di campo Ceppi di riferimento
cane CCoV (% identita — Paese, anno — acc.nr) (% identita — ceppo di rif. — acc.nr)
14  CCoV-I 98,11% - Turchia, 2018 — MK507579 96,22% - ceppo 23/03 - KP849472
97,84% - Turchia, 2018 — MK507576
97,57% - Cina, 2018 — MT136073
25  CCoV-l 99,18% - Giappone, 2019 — LC753485 97,30% - ceppo 23/03 - KP849472
98,38% - Italia (Sicilia), 2019 — 0Q565679
98,22% - Brasile, 2009 — GU300121
26  CCoV-l 98,65% - Italia (Sicilia), 2020 — 0Q565687 97,30% - ceppo 23/03 - KP849472
98,37% - Brasile, 2012 — KP322068
98,10% - Brasile, 2012 — KP322066
27  CCoV-l  99,19% - Italia (Sicilia), 2020 — 0Q565688 97,56% - ceppo 23/03 - KP849472
97,69% - Cina, 2019 — OP422887
97,69% - Cina, 2020 — OP422889
36 CCoV-l 98,11% - Italia (Sicilia), 2019 — 0Q565684 96,76% - ceppo 23/03 - KP849472
97,93% - Brasile, 2009 — GU300121
97,84% - Cina, 2021 — 0Q623731
37 CCoV-l 97,84% - Brasile, 2012 — KF309017 97,03% - ceppo 23/03 - KP849472
97,84% - Italia (Sicilia), 2019 — 0Q565684
97,65% - Cina, 2020 — OP422894
39 CCoV-l 97,27% - Turchia, 2012-2014 — MN913446 96,49% - ceppo 23/03 - KP849472
97,04% - Brasile, 2009 — GU300121
49  CCoV-l 98,11% - Italia (Sicilia), 2021 — 0Q565695 96,76% - ceppo 23/03 - KP849472
97,62% - Cina, 2014 — KT192644
97,36% - Cina, 2020 — OP422894
40 CCoV-Il 96,76% - Turchia, 2018 — MN732565 96,22% - ceppo CB/05* — KP981644
96,76% - Turchia, 2018 — MN732563 96,22% - ceppo NA/09* — JF682842
96,49% - Italia (Sicilia), 2020 — 0Q565708 96,22% - ceppo 450/07* — GU146061
96,22% - Grecia, 2009 — HQ450377 93,78% - ceppo BGF10 — AY342160
93,26% - ceppo INSAVC — D13096
42  CCoV-I 96,76% - Turchia, 2018 — MN732565 96,22% - ceppo CB/05* — KP981644

96,76% - Turchia, 2018 — MN732563
96,49% - ltalia (Sicilia), 2020 — 0Q565708
96,22% - Grecia, 2009 — HQ450377

96,22% - ceppo NA/09* — JF682842
96,22% - ceppo 450/07* — GU146061
93,78% - ceppo BGF10 — AY342160
93,26% - ceppo INSAVC-1 — D13096

*ceppi di CCoV c.d. “pantropici”.
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Inoltre, nella sequenza del gene M del ceppo CCoV-I dal cane id. 25 ¢ stata osservata la mutazione
Ile126Val, non evidenziata negli altri ceppi CCoV-I in esame. In entrambe le sequenze del ceppo CCoV-II
dai cani id. 40 e 42 sono state osservate tre mutazioni rispetto alle sequenze dei ceppi CCoV-II pantropici

di riferimento: Vall24lle, Ile127Val e Lys223GlIn. Queste mutazioni sono state dettagliate nella Tabella 2.

Tabella 2. Sostituzioni non sinonime nella sequenza parziale del gene M dei ceppi di CCoV ed in relazione
a sequenze di CCoV-I e CCoV-II di riferimento* ottenute dal database GenBank (NCBI).

Genotipo CCoV-I Genotipo CCoV-II
aa aa
ceppo acenr.  —o o ceppo acenr. o os 13
CCoV 23/03* KP849472 Ile CB/05*  KP981644 Val 1Ile Lys

NA/09* JF682842 Val lIle e
450/07*  GU146061 Val Ile Ile

Cane id. 14 Ile Cane id. 40 Ile Val Gin
Cane id. 25 Val Cane id. 42 Ile Val GIn
Cane id. 26 Ile
Cane id. 27 Ile
Cane id. 36 Ile
Cane id. 37 Ile
Cane id. 39 Ile
Cane id. 49 Ile

L’analisi filogenetica (Figura 1) basata sul frammento del gene M di CCoV ha confermato la
clusterizzazione dei ceppi dei cani id. 14,25,26,27,36,37,39 e 49 nel clade che include i ceppi del genotipo
CCoV-I, mentre i ceppi dei cani id. 40 e 42 nel clade che include i ceppi del genotipo CCoV-IL
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Figura 1. Albero filogenetico basato sul metodo Maximum-likelihood (modello Tamura-Nei +
distribuzione Gamma; bootstrap su 1000 replicati: sono mostrati i valori superiori a 60) e su 26 sequenze
parziali del gene M (368 nucleotidi) di ceppi di coronavirus del cane (CCoV-I e CCoV-II, come indicate in
figura) analizzati in questo studio (indicati con i cerchi neri), di ceppi di campo individuati in Sicilia e di
ceppi di riferimento (indicati con i quadrati neri). Ciascuna sequenza di campo e di riferimento ¢ stata
indicata con accession number — nome del ceppo — luogo ed anno di origine (se di campo).

Genotipizzazione di CCoV

La RT-PCR utilizzata per distinguere i genotipi/sub genotipi (CCoV-I, CCoV-Ila e CCoV-IIb) ha dato esito
positivo per 7 dei 16 campioni analizzati, confermando il risultato negativo ottenuto con la RT-PCR di
screening, dovuto verosimilmente alla bassa quantita di genoma di CCoV, a cui si aggiunge quello per i
campioni dei cani id.36, 40 e 42, probabilmente legato anche a divergenze del genoma target nel sito di
legame dei primers utilizzati. Il differente target e la maggiore variabilita nella sequenza del gene S rispetto
a quella del gene M potrebbe infatti spiegare la discordanza tra i due risultati, suggerendo che la RT-PCR
di screening possa avere una maggiore sensibilita, probabilmente per la minore divergenza della sequenza

del gene M rispetto a quella del gene S, sottoposto a una costante selezione positiva.
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I risultati hanno confermato il risultato ottenuto dal sequenziamento del frammento del gene M, ovvero che
i ceppi appartenevano al genotipo CCoV-I, eccetto che per il campione del cane id. 49 che ha dato esito
positivo per il genotipo CCoV-Ila. Per verificare il dato, i prodotti di amplificazione sono stati sottoposti a
sequenziamento di tipo Sanger, mostrando un’elevata identita nucleotidica con ceppi CCoV-I di campo del
Giappone, Cina, Taiwan, Egitto e Brasile (99,01-97,23%) e con i ceppi CCoV-I di riferimento Elmo/02
(97,69-95,66%) e 23/03 (96,53-93,93%) (Decaro et al., 2015a), diversamente dal ceppo CCoV-Ila del cane
1d.49 che mostrava elevata omologia con ceppi CCoV-Ila di campo del Brasile (Costa et al., 2014), con un
ceppo CCoV-II ricombinante isolato negli U.S.A. (Regan et al., 2012), con un ceppo FCoV della Cina del
2018, e con il ceppo CCoV-Ila di referenza CB/05 (Decaro et al., 2015b). 1 risultati qui descritti sono
condizionati dalle sequenze disponibili nei database di pubblico dominio per il gene S, di numero e da aree
geografiche piu ridotte rispetto alle sequenze comparabili per il gene M, ma in ogni caso suggeriscono una
elevata identita tra i ceppi circolanti nei diversi Paesi descritti e I’identita sia verso CCoV che FCoV per il

ceppo del cane id. 49. I dettagli sono riportati nella seguente Tabella 3.

Tabella 3. Valori di identita nucleotidica con le sequenze parziali del gene S di CCoV-I e CCoV-II di ceppi
di campo e di ceppi di riferimento.

Id. Genot. Ceppi di campo Ceppi di riferimento

cane  CCoV (% identita — Paese, anno — acc.nr) (% identita — ceppo di rif. — acc.nr)

14 CCoV-I 98,28% - Giappone, 2019 — LC753475  97,69% - ceppo EImo/02 — AY307020
98,04% - Cina, 2019 — OP422906 95,09% - ceppo 23/03 - KP849472

25 CCoV-I 97,40% - Brasile, 2012 — KF312728 95,95% - ceppo Elmo/02 — AY307020
97,23% - Egitto, 2022 — 0Q974949 93,93% - ceppo 23/03 - KP849472

26 CCoV-I 97,40% - Brasile, 2012 — KF312728 95,95% - ceppo Elmo/02 — AY307020
97,23% - Egitto, 2022 — 0Q974949 93,93% - ceppo 23/03 - KP849472

27 CCoV-I 98,03% - Taiwan, 2015 — MK986768 97,11% - ceppo Elmo/02 — AY307020
97,40% - Brasile, 2012 — KF312728 94,51% - ceppo 23/03 - KP849472

37 CCoV-1 99,01% - Taiwan, 2016 — MK986770 96,53% - ceppo 23/03 - KP849472
98,59% - Cina, 2020 — OP422907 95,66% - ceppo Elmo/02 — AY307020

39 CCoV-I 97,69% - Italy, 2002 — AY307020 97,69% - ceppo Elmo/02 — AY307020
97,40% - Brasile, 2012 — KF312728 95,09% - ceppo 23/03 - KP849472

49  CCoV-Ila 93,55% - Brasile, 2011 — KF312734 91,64% - ceppo CB/05 — DQ112226
93,40% - USA, 1976 — IN856008
92,82% FCoV — Cina, 2018 - MQ316848

Inoltre, in questo frammento della sequenza del gene S dei ceppi CCoV-I dai cani id. 14, 25, 26 e 37 sono
state osservate le mutazioni Thr1267Met e Asp1276His, non evidenziata negli altri ceppi CCoV-I in esame
e nei ceppi di riferimento Elmo/02 e 23/03. Nello stesso frammento del ceppo del cane id. 49 sono state
osservate sei mutazioni rispetto al ceppo CCoV-Ila di riferimento CB/05. Queste mutazioni sono state

dettagliate nella Tabella 4.
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Tabella 4. Sostituzioni non sinonime nella sequenza parziale del gene S dei ceppi di CCoV ed in relazione
a sequenze di CCoV-I (EImo/02 e 23/03) e di CCoV-Ila (CB/05) di riferimento*.

Genotipo CCoV-I

Genotipo CCoV-Ila

aa aa
CePPO  actl- 67 1276 CePPO  ACCAT- Tir26 1247 1302 1304 1334 1370
Elmo/02*  AY307020 Thr Asp CB/05* DQ112226 Val Asp Val Glu Glu Val
23/03* KP849472 Thr Asp
Cane id. 14 Met Asp Cane id. 49 Leu Asn Thr Asp Asp Ile
Cane id. 25 Thr His
Cane id. 26 Thr His
Cane id. 27 Thr Asp
Cane id. 37 Met Asp
Cane id. 39 Thr Asp

L’analisi filogenetica ha mostrato la segregazione dei ceppi del genotipo CCoV-I sequenziati in questo

studio (caniid.14, 25,26, 27,37 e 39) con altri dello stesso genotipo ed in prossimita del ceppo di riferimento

Elmo/02, mentre il ceppo del sub-genotipo CCoV-Ila (cane id. 49) ha segregato con un gruppo di ceppi che

comprende sia CCoV che FCoV, in un ramo con un ceppo identificato in un cane in India ed un altro in una

volpe in Ungheria, prossimo ai rami che raggruppano i ceppi di riferimento CCoV-Ila CB/05, NA/09 e
450/07 (Figura 2).
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Figura 2. Albero filogenetico basato sul metodo Maximum-likelihood (modello Tamura 3-parameter;
bootstrap su 1000 replicati: sono mostrati i valori superiori a 60) e su 58 sequenze parziali del gene S (296
nucleotidi) di ceppi di coronavirus del cane (CCoV) e del gatto (FCoV), come indicati in figura, analizzati
in questo studio (indicati con i cerchi neri), di ceppi di campo e di riferimento (indicati con i quadrati neri)
ottenuti da GenBank. Ciascuna sequenza di campo e di riferimento ¢ stata indicata con accession number —
nome del ceppo — specie animale, luogo ed anno di origine (se di campo).

Analisi di sequenza del gene S di CCoV

I campioni risultati positivi alla RT-PCR di screening ed a quella di genotipizzazione sono stati infine

sottoposti alle specifiche RT-PCR per il sequenziamento del frammento della sequenza del gene Spike
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(corrispondente alla porzione 5’ della regione N-terminale della subunita S1, la regione responsabile
dell’unione del virus al recettore dell’ ospite).

I campioni dei cani id. 14, 25, 26, 27, 37 e 49 hanno dato esito positivo alla RT-PCR di sequenziamento per
il genotipo CCoV-I e lo stesso campione del cane id. 49 ha dato esito positivo anche alla RT-PCR di
sequenziamento per il genotipo CCoV-II. I prodotti di amplificazione dei campioni dei cani id. 25, 27 e 37
hanno prodotto sequenze di bassa qualita, probabilmente in relazione alla qualitd/quantita di RNA di CCoV
del campione in esame, per cui sono stati scartati dalle analisi successive.

L’analisi di sequenza dei ceppi di CCoV-I dei cani id. 14, 26 e 49 ha mostrato le piu elevate identita
nucleotidiche con le sequenze di ceppi gia identificati da cani in Italia nel 2020-2021, in Cina nel 2021 ed
in Grecia nel 2008-2009; valori leggermente inferiori sono stati registrati dal confronto con la sequenza del

ceppo di riferimento 23/03 (Tabella 5).

Tabella 5. Valori di identita nucleotidica tra le sequenze parziali del gene S di CCoV-I analizzate in questo
studio e quelle di ceppi di campo e di riferimento.

Ceppi di campo Ceppo di riferimento

CCoV-I- Caneid. 14

92,80%- JQ422555 - cane, Grecia, 2009 79,29% - KP849472 - ceppo 23/03
91,61%- OK340205 - cane, Cina, 2021
91,03%- OQ565721 - cane, Italia (Sicilia), 2020

CCoV-I - Caneid. 26

93,66% - OQ565732 - cane, Italia (Sicilia), 2021 83,07% - KP849472 - ceppo 23/03
87,25% - JQ422522 - cane, Grecia, 2008
84,21% - OK340206 - cane, Cina, 2021

CCoV-I - Cane id. 49

90,51%- 0Q565731 - cane, Italia (Sicilia), 2021 87,13% - KP849472 - ceppo 23/03
89,82% - JQ422558 - cane, Grecia, 2009
89,09% - OK340204 - cane, Cina, 2021

L’analisi filogenetica (Figura 3) basata sul frammento della sequenza del gene Spike (corrispondente alla
porzione 5’ della regione N-terminale della subunita S1) ha evidenziato una clusterizzazione delle sequenze
secondo il genotipo virale (CCoV-I, CCoV-Ila, CCoV-IIb, FCoV, TGEV). Le sequenze dei ceppi in esame
(cani id. 14, 26, 49) risultano frapposte tra quelle dei CCoV-I di campo, di cui una (cane id. 14) nel clade
formato dalle sequenze vicine al ceppo di riferimento Elmo/02, mentre le altre (cani id. 26 e 49) nel clade
delle sequenze correlate al ceppo di riferimento 23/03. Questo dato conferma la presenza del genotipo
CCoV-I nella maggior parte dei campioni per cui € stato possibile effettuare studi di sequenziamento, con

una elevata omologia ed una stretta clusterizzazione con i due ceppi di riferimento (23/03 ed Elmo/02).

83



CCaV-l - JO422557 - THI101/08/FGR - Grecia 2008
. CCaV-l - AY307021 - 23/03 - ceppeo di riferimento

CCaV-1 - JQ422560 - TH/10/09/1/GR - Grecia 2000
CCoV-1- JQ422554 - THIE90S/IGR - Grecia 2008
CCaV- - JQ422562 - TH/24/08/1/GR - Grecia 2008
CCoV-l - JQ422561 - THI25/08//GR - Grecia 2008
CCoV-I - JQ422565 - TH/83/08//GR - Grecia 2008
CCoV-l - JQ422556 - LAMZ/08/I/GR - Grecia 2008
CCoV-1- JQ422551 - LAMO/QBI/GR - Grecia 2008
CCaV-l - JQ422563 - THIZ7/0BNIGR - Grecia 2008
CCoV-1- OQ565716 - IZSS1 2020PAT4191 - Italia (Sicilia) 2020

CCaVel - 00565715 - 1IZ881 2020PA45728 - Italia (Sicilia) 2020

CCaoV-I- 0Q565727 - IZ5S1 2021PA33557 idRosett - Italia (Sicilia) 2021
CCoV-1- 00565724 - 1IZSSI 2021PA33557 idMaddal - Italia (Sicilia) 2021
CCaoV-l- OQ565725 - |7551 2021PA33557 idMiele - talia (Sicilia) 2021

CGoV-l - OK340204 - SWU-S5X1/2021/GCovI - Gina 2021 Clade 23/03
CCaV-l - OQ565731 - IZSS1 2021PA43935 id873 - Italia (Sicilia) 2021

@ ccovi-caneid a9 2005

CCoV-l - JO422558 - VOI34/00/I/GR - Greeia 2008

CCoV-l - JQ422553 - THI24/09/1/GR - Grecia 2009
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CCaV-l- 0Q565714 - IZ5S1 2019PA13632 - Italia (Sicilia) 2019

CCoV-1- 00565732 - 1IZSSI 2021PA65740 - ltalia (Sicilia) 2021

@ ccovi-caneid. 26 2023
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[ CCaV-I - JQ422559 - ATMOS/0HIGR - Grecia 2009
CCoV-l - OQ565733 - 1755 2019PA26636 - Italia (Sicilia) 2019

CCoV-l - DQ565723 - IZSSI 2020PA120181 idBianca - Italia {Sicilia) 2020

a7

63 CCoV-l - 0QB65726 - IZSS1 2020PA120181 idPanna - Italia (Sicilia) 2020
2E CCoV-1- 00565728 - IZSSI 2020PA120181 idTerza - Italia (Sicilia) 2020
CCoV-1- 0Q565717 - 175581 2020PA120181 idBianc - Italia (Sicilia) 2020

CGoV-1- 00565719 - 1ZSSI 2020PA120181 idNefo - Italia (Sicilia) 2020

CCaV-l- 00565718 - IZS51 2020PA120181 idJane - Italia (Sicilia) 2020

— CCoV-l - 00565720 - 12851 2020PA120161 idTrico - ltalia (Sicilia) 2020

@ o
99 [ CCoV-l - 0Q565728 - 1IZS5I 2021PA43313 idAkira - Italia (Sicilia) 2021
CCoV-l - 0Q585730 - IZS81 2021PA43313 idAltea - Italia (Sicilia) 2021
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CCoV- - JQ422564 - THIE2/DAGR - Grecia 2009

100 CCoV-1- 00565721 - 17851 2020RG22201 id. 10 - Htalia (Sicilia) 2020 Clade Elmo/02
o8 GoV-1 - O0B65722 - IZ6S| 2020RG22201 id.14 - alia (Sicilia) 2020
COoV-1 - OK340205 - SWU-SSX2/2021/GCoVI - Cina 2021

CCoV-l - JQ422555 - ATO21091/GR - Grecia 2009

@ coovi-ceneid 14 202

CCoV - JN856008 - A76 - USA 1976

@ CCov-liarlib, FCov-I, TGEY
100

Figura 3. Albero filogenetico basato sul metodo Maximume-likelihood (modello General Time Reversible
+ distribuzione Gamma; bootstrap su 1000 replicati: sono mostrati i valori superiori a 60) e su 64 sequenze
parziali del gene S (1074 nucleotidi) di ceppi di coronavirus del cane (CCoV) e del gatto (FCoV), come
indicati in figura, analizzati in questo studio (indicati con i cerchi rossi), di ceppi di campo e di riferimento
(i ceppi di riferimento CCoV-1 23/03 ed Elmo/02 sono indicati con i quadrati neri) ottenuti da GenBank. I
rami corrispondenti alle sequenze dei ceppi CCoV-Ila (CCoV/NTU336/F/2008, GQ477367; 1-71,
JQ404409; K378, KC175340; S378, KC175341; INSAVC, D13096; BGF10, AY342160; CB/0S,
DQ112226; TN-449, JQ404410), CCoV-IIb (UCD-1, AF116248; 430/07, EU924790; 174/06, EU856362;
341/05, EU856361; 119/08, EU924791), FCoV-I (Black, EU186072; UCD1, AB088222), FCoV-II (79-
1146, NC007025; WSU 79-1683, JN634064), coronavirus enterico felino (79-1683, X80799) e virus della
gastroenterite trasmissibile del suino (TGEV) (Purdue, DQ811789; TS, DQ201447) sono stati raggruppati
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(“collassati”) (indicati con i rombi neri). Le sequenze CCoV-I di campo e di riferimento sono state indicate
con I’accession number, il nome del ceppo virale, la nazione e 1’anno di origine.

L’analisi di sequenza del ceppo di CCoV-II del cane id. 49 ha mostrato le piu elevate identita nucleotidiche
(90,37-83,80%) con sequenze di ceppi di CCoV identificati da cani (di cui due in Italia da cani importati
nel 2017 dall’Ungheria (Alfano et al., 2020), da volpi e con i ceppi di riferimento INSAVC-1, 1-71, NVSL

e BGF10, di cui alcuni considerati come potenziali ceppi ricombinanti (Tabella 6).

Tabella 6. Valori di identita nucleotidica tra le sequenze parziali del gene S di CCoV-II analizzate in questo
studio e quelle di ceppi di campo e di riferimento.

Ceppi di campo Ceppo di riferimento
CCoV-II - Cane Id. 49
90,37% - MN086813 - cane, Italia, 2017 84,36% - D13096 - ceppo INSAVC-1
89,87% - MN086812 - cane, Italia, 2017 83,83% - AF116246 - ceppo 1-71
87,43% - PQ177897 - volpe, Ungheria, 2021-2022 83,83% - AF116244 — ceppo NVSL
84,18% - AY862143 - volpe, Cina, 2004 83,80% - AY342160 - ceppo BGF10

84,08% - 0X335623 - cane, UK, 2022
84,01% - AY390342 - cane, Cina, 2003
83,83% - KC175341 - cane, USA, 1978
83,83% - KC175340 - cane, USA, 1978

L’analisi filogenetica (Figura 4) basata sul frammento della sequenza del gene Spike ha evidenziato la
clusterizzazione separata dei ceppi in relazione al genotipo (FCoV/CCoV) e, in maggiore dettaglio, la
separazione tra i clade formati da (i) sequenze vicine al ceppo CCoV-Ila di riferimento CB/05, (ii) quelle di
CCoV-II/FCoV da cani e gatti in Asia, animali selvatici (iena macchiata e procione) in Cina e Tanzania, e
(ii1) quelle di CCoV da cani ed animali selvatici (iena macchiata, volpe, panda gigante) vicine ai ceppi di
riferimento 1-71, INSAVC-1, BGF 10 e NVSL: la sequenza del ceppo CCoV-II del cane id. 49 si colloca
in un ramo separato ma prossimo a quest’ultimo clade.

Questo dato conferma la probabile co-infezione di due ceppi di CCoV nel cane id. 49, di cui uno
appartenente al genotipo CCoV-I ed un altro al genotipo CCoV-II, apparentemente divergente dai CCoV-
[la/b pit comunemente segnalati nel cane. Ulteriori studi sarebbero necessari per confermare questo dato e

definire in maggiore dettaglio le caratteristiche di questo ceppo virale.
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R 3 :[ CCoV-lla Grecia ed Italia (2008, 2009, 2011, 2021)
. CCoV-lla - GU1480%1 - 450107 - ceppo ¢ ierimento
I COovHla - KPSBIES - GBHDS - oeppodirerments
GGav-la - 02267 - AR - cane Grecia 2008
*
L 4

CCatla - MHIBSESS - SBJ3 211 -scacallo dalla gualdrapea Tanzania 20°1

] CCoV-lla Italia {Sicilia) (2020-2021)

GOVl - MFO95653 - SH15T 2012 -iena macehiata Tanzania 2011
CCab/la - MFADSE51 - SHEO 2011 - fena macehiata Tanzanis 201

ol - MFISEBG2 - SH143 2011 -iana macohiats Tanzanis 2071

CCavla - JOB2E041 - 108410 - cara falia 2010

OCal Il - MFOG5854 - SBJ12 2007 - sclacallc cal s gualdiappa Tanzania 2007
GGaY-I1a - MHOF5E47 - S1132 2001 - 1593 raceniata lanzani 2631

CCablla - MW14 OB - Ceol/lla'SandiniaiGrets - cane Falia 2013

GOV | ABHITTBA 5821 Giappone 999

CCaV11 - ARTEATS0 -fol - cana Giappana 201%

I oo X079 - 781685 - seppo i ermento
B oo me0s S 761683 - caspa il rimaa

GCal-I| - KYDE3618 - HLLO73 - cans Cna 2016

GCAV-I1 - KYDE3617 -1 ILL72 - cane Cna 2016
GCM-II - KY 3616 -HLLO71 - cane Cna 2018

I Cosv 004410 T ceppo i enmento

CCaV-I| - AF 116247 - LICD-2 - cane LS4 1999

* 7] FCoV

GCaV-II - WIT114553 - BE1F ZJ 2070 - can Cina 2010 —_

GCak-I1 - 11114548 - BEZS £) 2078 - cane Cina 2018

FGaV - MW316849 - FOOVCNNa‘SAILL0Q 71 4i208 - gatto Gina 2018
Feol MAB16343 - FCOWEhina/SHU CO13:2018 - gatto Cina 2015
FGolf - MIG16850 - FORONINa/SMLLCR 182018 - gatto Gina 2018
FCol/ - MING 18852 - FOOMChinadSKL-CDE 142015 - gatto Cira 2018
FGo - MING18B51 - FCoMChinarSNL-COES2018 - gatto Cira 2018

FGov - GA152141 - FGaViN U1 S6/PIZ007 - galle | amwan 2007

GOaY-I| - MITD45848 - SH35 2904 - iena macchiata Tanzan 2604

CCaY || EF192155 GZ432003 aracione Cina 2003

CCob-11 - MT1 14540 - Bed? 7. 2018 - cane Cina 7018

GCaV-I| - MIT1 14552 - B AH 2018 - cane Cina 2018
CCalI| - WIT114530 - BEDO ZJ 2010 - cana Cina 2010
GCaY- 11 - MT114541 - BI63 20 2013 - cane Ciia 2019
GCoV| - WIT119548 - D148 GZ 2014 - cane Cina 2014

GCa¥ || MT114538 BE3SZ) 2018 cane Cina 2019

GGV MT114551 - ROZ0 H1J 2018 - an Gina 2018
CCakt| MT114542 - BI0A 62 3013 - cane Cina 2018

FGoV - MT236130 - ZAU1617 - gatto Cina 201

GOV - MITE18267 - BMIS - cana Ciia 2018

GOAY| - LGT80806 - COBVIAALHOME( 12014 - eane Viemanm 2014
GO0 1| MT114545 - B793 20 2010 - cane Cing 2019

GCaW11 - MT114545 - B795 7. 2019 - cane Cina 2019

GGav-1| - MIT114543 - B194 GZ 2019 - aane Cina 2019
CCalt | - KIT114547 - BA5E ZJ 2012 - cane Cina 2018

GGaV-I| - NIT114544 - B135 JS 2015 - tane Cina 2018

GCoN-1| - KX136832 - 51 2008 - fena macch iaia Tanzania 2008
GOAY.I1 - MIFD95850 - SH110 2007 - iena pracehiata Tanzania 2097

CCab 1| - MFDA5340 - SH3% 2007 - fena maschiats Tenzania 2007

CCabI1 - FI00G713 - 03-3884 - Gran Rretagna %003

T e —

I Cotl- AYS12160 - BGF10 - ceppad mento

GCav-1| - AYBE2143 - HFS - velpo Gina 2004

I coovl- ATiisass - 401 - ceppo diriterimento

[l Coovl AF1182:4 - NUSL- ceapo diferimento
COMII-KCATE340 - K378 - cane USA 078

CCaill - KC1TEM ! - G378 - eane IS4 1978

CCa¥|| - AY/3E53T - caning coranauiris giant panda stain - panda gigante Cina 2002
GGVl - AYIEIAZ - 1 - Cina 2003

GOAY-| - AYEE2134 - DF & - volne Cina 2004

GCab/ 1| - AYE64553 - DF - valpe Cina 2004

@ cooviicane e s

Figura 4. Albero filogenetico basato sul metodo Maximum-likelihood (modello Tamura 3-parameter +
distribuzione Gamma + siti invariati; bootstrap su 1000 replicati: sono mostrati i valori superiori a 60) e su
101 sequenze parziali del gene S (560 nucleotidi) di ceppi di coronavirus del cane (CCoV-II) e del gatto
(FCoV), come indicati in figura, analizzati in questo studio (indicato con il cerchio rosso), di ceppi di campo
e di riferimento (i ceppi di riferimento sono indicati con i quadrati neri) ottenuti da GenBank. I rami
corrispondenti alle sequenze dei ceppi CCoV-Ila ed una parte dei ceppi FCoV sono stati raggruppati
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(“collassati”) (indicati con i rombi neri). Le sequenze CCoV-I di campo e di riferimento sono state indicate
con ’accession number - il nome del ceppo virale - la specie animale, la nazione e I’anno di origine (se
disponibili).

I risultati ottenuti dalle prove di RT-PCR utilizzate e relativi ai genotipi di coronavirus rilevati, unitamente

alle co-infezioni virali, sono quindi riassunti nella seguente Tabella 7.

Tabella 7. Dati di genotipizzazione dei CCoV analizzati in questo studio.
Genotipo/Sub-genotipo CCoV

Cizclll.le Gene M Gene S Gene S A::tl:‘tle‘:il;?s
(RT-PCR screen.) (RT-PCR genot.)) (RT-PCR seq.)
14 I I I No
25 I I POSmanoseq.® CPV-2¢
26 I I I CPV-2c
27 I I (ma no seq)* POS ma no seq.’ No
CPV-2 vacc.

36 I NEG NEG AstV
37 I I POSmanoseq.® CPV-2¢
39 I I (ma no seq)* NEG CPV-2c
40 11 NEG POSmanoseq” CPV-2¢c
42 11 NEG POSmanoseq.® CPV-2¢
49 I ITa JUIE CPV-2 vacc.

Note: *per questi campioni ¢ stato possibile determinare il genotipo di appartenenza ma non ¢ stato possibile
effettuare ’analisi della sequenza relativa; °per questi campioni & stato ottenuto un risultato positivo alla
prova di PCR ma non ¢ stato possibile effettuare 1’analisi di sequenza del prodotto di amplificazione.

Probabilmente i risultati ottenuti sono stati condizionati dalla quantita o dalla qualita del’RNA di CCoV
disponibile oppure dalla variabilita intrinseca del virus, condizionando 1’affinita dei primers per il target in
esame. Da un punto di vista metodologico, questo dato sottolinea come lo studio del CCoV sia complesso
e che richiede un approccio basato sull’utilizzo di pitt metodiche di biologia molecolare (a tal fine le tecniche
di sequenziamento di ultima generazione — NGS — possono apportare un valido contributo, come gia
evidenziato per i coronavirus umani nella recente pandemia COVID-19) o verso differenti target del
genoma. Nella maggior parte dei casi si sono rilevate co-infezioni principalmente con CPV-2¢ ed in un caso
una probabile co-infezione tra CCoV-I e CCoV-II. Le infezioni multiple da differenti genotipi di CCoV o
quelle miste ad altri virus enterici, come in questo caso CPV-2 ed AstV, sono state correlate ad una
potenziale sinergia in grando di determinare una maggiore gravita dei segni clinici (Costa et al., 2014,
Decaro et al., 2006; Pratelli et al., 1999); ¢ stata anche dimostrata la capacita di ceppi ipervirulenti di CCoV
di determinare malattia sistemica con linfopenia acuta (Decaro et al., 2008) o consecutiva deplezione delle
cellule T CD4+ prolungata nel tempo, che potrebbero potenzialmente determinare una maggiore esposizione

ad altre infezioni opportunistiche (Marinaro et al., 2010).
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Questo studio non ha rilevato ceppi appartenenti al sub-genotipo CCoV-IIb, descritto per la prima volta nel
2009 da Decaro et al. e successivamente in altri Paesi europei (Decaro et al., 2010), in particolare in
Ungheria, ma altrettanto non rilevato in un piu recente studio di Zobba et al. (2021), limitato pero al territorio
della regione Sardegna. Questo sub-genotipo (CCoV-IIb) ¢ stato descritto come un ceppo che puod avere
avuto origine dalla ricombinazione tra i ceppi di CCoV-II del cane e il virus della gastroenterite trasmissibile
del suino (porcine transmissible gastroenteritis virus, TGEV) (Decaro et al., 2009), documentando ancora
una volta come i ceppi nuovi ceppi di CCoV possano avere origine da ricombinazioni con ceppi di
Alphacoronavirus noti in specie animali diverse, oltre che da mutazioni del genoma. Questi eventi hanno
verosimilmente dato origine a nuovi ceppi di CCoV, alcuni dei quali dotati di un potenziale patogenetico
piu pronunciato (Pratelli et al., 2022). Gli studi sui coronavirus del cane negli ultimi 20 anni hanno infatti
consentito di definire le caratteristiche genetiche e patobiologiche dei ceppi di CCoV circolanti e le sue
correlazioni con altri Alphacoronavirus (coronavirus del gatto e del suino): definendo quelle di Elmo/02,
evidenziando le correlazioni con il genoma del coronavirus felino (FCoV) e designandolo come prototipo
del genotipo CCoV-I; descrivendo nel 2005 le caratteristiche di una nuova variante altamente virulenta che,
a differenza del classico coronavirus enterico del cane, ¢ in grado di causare una malattia sistemica, talvolta
con esito fatale, e designata come ceppo CCoV-II “pantropico” (il cui prototipo & il ceppo CB/05)
(Buonavoglia et al., 2006); descrivendo nel 2009 le caratteristiche della nuova variante sub-genetica CCoV-
IIb, caratterizzata da particolare virulenza e verosimilmente originata dalla ricombinazione tra ceppi di
CCoV-Il e TGEV (Decaro et al., 2009).

Questo studio ha evidenziato un rilievo di CCoV-I maggiore di CCoV-Ila, parimenti a quanto osservato nei
ceppi collezionati negli anni precedenti (Mira et al., 2024), ed un certo grado di divergenza con i ceppi di
riferimento ed un grado di omologia piu elevato con ceppi circolanti in Paesi di continenti diversi tra loro.
In un caso ¢ stato possibile identificare una infezione mista tra due genotipi di CCoV, di cui il ceppo del
genotipo CCoV-II mostrava un certo grado di divergenza dai piu comuni CCoV-Ila ed una correlazione con
ceppi per cui sono stati ipotizzati eventi di ricombinazione tra genotipi differenti e identificati anche in
animali selvatici.

La recente evidenza di virus correlati al CCoV, evidenziati da bambini con polmonite in Malesia (ceppo
HuPn-2018) o da adulti con febbre di ritorno da un viaggio ad Haiti (ceppo HuCCoV_Z19Haiti), ha fatto
ipotizzare la potenziale origine di questo virus dal cane (Buonavoglia et al., 2023). Piu recentemente, nel
2023 ¢ stato identificato un ceppo di coronavirus felino di tipo 2 (ceppo FCoV-23) che ha causato un grande
focolaio di peritonite infettiva del gatto (FIP) nell’isola di Cipro ed alcuni casi in Gran Bretagna, in gatti
importati da Cipro (Attipa et al., 2025). L’analisi della sequenza di questo ceppo virale ha consentito di
osservare un frammento del gene S di un ceppo di CCoV “pantropico” gia circolante in Grecia nel 2009
(ceppo NA/09) (Ntafis et al., 2012), correlato al ceppo CCoV-Ila “pantropico” CB/05 (Decaro et al. 2009).
I ceppi CCoV-II analizzati in questo studio hanno mostrato gradi di identita nucleotidica con il ceppo FCoV-

23 ed i ceppi CCoV-Ila di riferimento CB/05 e NA/09 piu bassi (gene M: 81,46-80,49% con FCoV ¢ 96,59%
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con CB/05 e NA/09 - gene S: 90,32-89,59% con FCoV e 91,64-91,20% con CB/05 ¢ NA/09) rispetto a
quelli mostrati con i ceppi di campo descritti, mostrando quindi una maggiore correlazione con questi ultimi.
In conclusione, il monitoraggio e 1’analisi dei ceppi circolanti di CCoV puo offrire uno strumento utile per
valutare ulteriormente 1’evoluzione di questo virus, al fine di mitigare eventuali rischi posti da varianti
caratterizzate da maggiore virulenza, in grado di ricombinarsi con altre specie di coronavirus o saltare ad

altre specie animali.
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Canine distemper virus (CDV)

L’RNA del CDV non ¢ stato individuato in alcuno dei campioni in esame. La ricerca del genoma del virus
del cimurro ¢ stata effettuata sia per aderire agli scopi prefissati da questo studio ma anche in ragione del
fatto che alcuni segni clinici del cimurro, nello specifico quelli gastro-enterici, non sono chiaramente ed
univocamente distinguibili da quelli di altri agenti virali. Il risultato ottenuto puod avere varie interpretazioni.
11 virus del cimurro, a differenza degli altri virus precedentemente trattati (CPV-2 e CCoV), ¢ caratterizzato
da una limitata resistenza nell’ambiente esterno per via della sua labilita (sopravvivenza inferiore alle 24
ore a temperatura ambiente e rapida inattivazione da calore, essiccamento e comuni disinfettanti) e per la
sua trasmissione necessita uno stretto contatto tra i cani, essendo trasmesso per via diretta attraverso
principalmente 1’aerosol di essudati respiratori ed altri secreti, come le urine o il materiale fecale
(Marenzoni, 2023). Questo aspetto risulta pertanto condizionante I’epidemiologia del CDV, necessitando
quindi per la sua diffusione la prossimita di soggetti malati con altri appartenenti ad una popolazione canina
priva di immunita nei suoi confronti. L’ampia disponibilita di formulazioni vaccinali, allestite con ceppi
vivi attenuati di CDV (oggi comunemente il ceppo Onderstepoort), ed il loro uso estensivo hanno
contribuito all’immunizzazione dei cani, producendo una robusta protezione nei confronti della malattia che
risulta essere di lunga durata (Schultz, 2006; Schultz et al., 2010). Questo aspetto spiegherebbe la ricorrenza
di casi clinici in popolazioni canine non immunizzate ¢ la loro occorrenza piu limitata e con minore
frequenza in quelle che hanno superato 1’infezione naturale od a cui si applica la profilassi immunizzante.
In Italia la piu recente circolazione del CDV nel cane ¢ stata documentata dal 2013 e negli anni successivi
(Alfano et al., 2022; Di Sabatino et al., 2016; Mira et al., 2018; Ricci et al., 2021), principalmente sostenuta
dai lineage Arctic ed Europe. Negli stessi anni (2015-2016) la circolazione del CDV ¢ stata documentata
anche in Sicilia (Mira et al., 2018), dove i ceppi circolanti erano correlati a ceppi documentati in Svizzera
in cani introdotti dall’Est Europa (Willi et al., 2015). Gia nei primi anni 2000 era stata documentata la
possibile diffusione del CDV in territori distanti attraverso 1’introduzione di cani con infezione in atto,
sostenuta dal commercio incontrollato di cani da compagnia appartenenti a razze ad alto valore commerciale
(Demeter et al., 2007; Martella et al., 2000).

Pur rimanendo il cane il principale reservoir del CDV, tanti altri animali selvatici (in particolare le volpi in
Italia) sono suscettibili all’infezione e manifestano segni clinici simili a quelli del cane, talvolta con esito
infausto (4lfano et al., 2025; Coradduzza et al., 2024; Di Francesco et al., 2022; Ricci et al., 2021; Trogu
et al.,, 2022). Alcuni lineages (ad esempio 1’Arctic) hanno mostrato la loro circolazione sia tra cani che
animali selvatici negli stessi territori (Di Sabatino et al., 2016), mentre altri (Europe ed Europe wildlife)
hanno mostrato di circolare principalmente tra i carnivori selvatici suscettibili. Questo sottolinea
I’attenzione che va posta all’interfaccia tra i cani e la fauna selvatica, essendo il virus del cimurro come
anche gli altri virus considerati in questo studio (CPV-2, CAdV, CCoV) comuni alle diverse specie animali.
Infine, I’evidenza del virus del cimurro in primati non umani (scimmie) in Cina ed in Giappone nel 2006-
2008 (Qiu et al., 2011; Sakai et al., 2008; Sun et al., 2010), con manifestazioni cliniche di particolare gravita,

ha reso opportuna la ricerca di questo virus nei campioni in esame. Sebbene abbia dato esito negativo, alla
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luce dell’ampio spettro d’ospite e dei potenziali salti di specie, sarebbero da incoraggiare ulteriori studi su

questo virus, sia nel cane quanto nelle specie selvatiche suscettibili.

Bibliografia

Alfano, F.; Lanave, G.; Lucibelli, M.G.; Miletti, G.; D’Alessio, N.; Gallo, A.; Auriemma, C.; Amoroso,
M.G.; Lucente, M.S.; De Carlo, E.; et al. Canine Distemper Virus in Autochtonous and Imported Dogs,
Southern Italy (2014-2021). Animals (Basel) 2022, 12, 2852, d0i:10.3390/ani12202852.

Alfano, F.; Lucibelli, M.G.; D’Alessio, N.; Auriemma, C.; Rea, S.; Sgroi, G.; Lucente, M.S.; Pellegrini, F.;
Diakoudi, G.; De Carlo, E.; et al. Detection of Canine Distemper Virus in Wildlife in Italy (2022-2024).
Front Vet Sci 2025, 12, 1527550, doi:10.3389/fvets.2025.1527550.

Coradduzza, E.; Stefania, F.M.; Pintus, D.; Ferretti, L.; Ledda, A.; Chessa, G.S.; Rocchigiani, A.M.; Lostia,
G.; Rossi, R.; Cancedda, M.G.; et al. Canine Distemper Virus in Sardinia, Italy: Detection and
Phylogenetic Analysis in Foxes. Animals (Basel) 2024, 14, 3134, doi:10.3390/ani14213134.

Demeter, Z.; Lakatos, B.; Palade, E.A.; Kozma, T.; Forgach, P.; Rusvai, M. Genetic Diversity of Hungarian
Canine Distemper Virus Strains. Vet Microbiol 2007, 122, 258-269, doi:10.1016/j.vetmic.2007.02.001.

Di Francesco, C.E.; Smoglica, C.; Di Pirro, V.; Cafini, F.; Gentile, L.; Marsilio, F. Molecular Detection and
Phylogenetic Analysis of Canine Distemper Virus in Marsican Brown Bear (Ursus Arctos Marsicanus).
Animals (Basel) 2022, 12, 1826, doi:10.3390/ani12141826.

Di Sabatino, D.; Di Francesco, G.; Zaccaria, G.; Malatesta, D.; Brugnola, L.; Marcacci, M.; Portanti, O.; De
Massis, F.; Savini, G.; Teodori, L.; et al. Lethal Distemper in Badgers (Meles Meles) Following
Epidemic in Dogs and Wolves. Infect Genet Evol 2016, 46, 130-137,
doi:10.1016/j.meegid.2016.10.020.

Marenzoni, M.L. Cimurro. In: Malattie infettive degli animali. Point Vétérinaire Italie: Milano, Italy, 2023;
pp. 659-665.

Martella, V.; Cirone, F.; Elia, G.; Lorusso, E.; Decaro, N.; Campolo, M.; Desario, C.; Lucente, M.S.;
Bellacicco, A.L.; Blixenkrone-Mgller, M.; et al. Heterogeneity within the Hemagglutinin Genes of
Canine Distemper Virus (CDV) Strains Detected in Italy. Vet Microbiol 2006, 116, 301-309,
doi:10.1016/j.vetmic.2006.04.019.

Mira, F.; Purpari, G.; Di Bella, S.; Vicari, D.; Schiro, G.; Di Marco, P.; Macaluso, G.; Battilani, M.; Guercio,
A. Update on Canine Distemper Virus (CDV) Strains of Arctic-like Lineage Detected in Dogs in Italy.
Vet Ital 2018, 54, 225-236, do0i:10.12834/Vetlt.1455.7862.2.

Qiu, W.; Zheng, Y.; Zhang, S.; Fan, Q.; Liu, H.; Zhang, F.; Wang, W.; Liao, G.; Hu, R. Canine Distemper
Outbreak in Rhesus Monkeys, China. Emerg Infect Dis 2011, 17, 1541-1543,
doi:10.3201/eid1708.101153.

Riccti, 1.; Cersini, A.; Manna, G.; Marcario, G.A.; Conti, R.; Brocherel, G.; Grifoni, G.; Eleni, C.; Scicluna,
M.T. A Canine Distemper Virus Retrospective Study Conducted from 2011 to 2019 in Central Italy
(Latium and Tuscany Regions). Viruses 2021, 13, 272, doi:10.3390/v13020272.

Sakai, K.; Nagata, N.; Ami, Y.; Seki, F.; Suzaki, Y.; Iwata-Yoshikawa, N.; Suzuki, T.; Fukushi, S.;
Mizutani, T.; Yoshikawa, T.; et al. Lethal Canine Distemper Virus Outbreak in Cynomolgus Monkeys
in Japan in 2008. J Virol 2013, 87, 11051114, doi:10.1128/JVI1.02419-12.

Schultz, R.D.; Thiel, B.; Mukhtar, E.; Sharp, P.; Larson, L.J. Age and Long-Term Protective Immunity in
Dogs and Cats. J] Comp Pathol 2010, 142 Suppl 1, S102-108, doi:10.1016/j.jcpa.2009.10.009.

Schultz, R.D. Duration of Immunity for Canine and Feline Vaccines: A Review. Vet Microbiol 2006, 117,
75-79, doi:10.1016/j.vetmic.2006.04.013.

Sun, Z.; Li, A.; Ye, H.; Shi, Y.; Hu, Z.; Zeng, L. Natural Infection with Canine Distemper Virus in Hand-
Feeding Rhesus Monkeys in  China. Vet  Microbiol 2010, 141, 374-378,
doi:10.1016/j.vetmic.2009.09.024.

Trogu, T.; Castelli, A.; Canziani, S.; Tolini, C.; Carrera, M.; Sozzi, E.; Lelli, D.; Tosi, G.; Fiorentini, L.; Di
Donato, A.; et al. Detection and Molecular Characterization of Canine Distemper Virus in Wildlife from
Northern Italy. Pathogens 2022, 11, 1557, doi:10.3390/pathogens11121557.

Willi, B.; Spiri, A.M.; Meli, M.L.; Grimm, F.; Beatrice, L.; Riond, B.; Bley, T.; Jordi, R.; Dennler, M.;
Hofmann-Lehmann, R. Clinical and Molecular Investigation of a Canine Distemper Outbreak and
Vector-Borne Infections in a Group of Rescue Dogs Imported from Hungary to Switzerland. BMC Vet
Res 2015, 11, 154, do0i:10.1186/s12917-015-0471-0.

92



VIRUS EMERGENTI

Norovirus (NoV) - Calicivirus

La presenza del genoma (RNA) dei norovirus (NoV) e dei Sapovirus (SaVs), entrambi appartenenti alla
famiglia Caliciviridae e causa di malattia enterica nel cane (Bodnar et al., 2016; Li et al., 2011, Lyoo et al.,
2018; Ma et al., 2021; Martella et al., 2008; Soma et al., 2015) e nell’uomo, ¢ stata indagata attraverso una
RT-PCR che utilizza una coppia di primers specifici per i norovirus (Vennema et al., 2002), compresi quelli
umani. Per i soli campioni dello studio prospettico, lo studio ¢ stato approfondito anche attraverso una
seconda RT-PCR che utilizza una coppia di primers in grado di amplificare e discriminare i NoV ed altri
membri della famiglia Caliciviridae (generi Vesivirus e Sapovirus) (Jiang et al., 1999). L’esame dei
campioni del periodo 2023-2025 (studio prospettico), analizzati attraverso entrambe le RT-PCR, ha prodotto
esito negativo per tutti i campioni testati. Diversamente, in campioni di intestini, feci o tamponi rettali
collezionati da n=268 cani nel periodo 2019-2022 sono stati individuati 7/268 (2,6%) campioni positivi,
quasi tutti da cani randagi, di cui n=5 cuccioli, n=1 soggetto giovane e n=1 adulto (Tabella 1). Tutti i cani
positivi hanno mostrato co-infezioni con CPV-2 (principalmente la variante CPV-2c) e, in tre casi, anche

con CCoV-IL.

Tabella 1. Dettagli dei cani positivi al norovirus.

Id. Campione Data di prelievo  Eta Origine Co-infezioni
A Tampone rettale 28-02-2019 7 mesi  Di proprieta CPV-2c

B  Tampone rettale 29-04-2019 2mesi Randagio CPV-2¢/CCoV-I
C Intestino 24-05-2019 3mesi Randagio CPV-2¢

D Tampone rettale 09-11-2020 2mesi  Randagio CPV-2b

E  Tampone rettale 16-03-2021 3mesi Randagio CPV-2¢/CCoV-I
F  Tampone rettale 16-03-2021 3mesi Randagio CPV-2¢/CCoV-I
G Intestino 09-11-2021 3anni  Randagio CPV-2c

La percentuale di positivita (2,6%) ¢ in linea con quanto rilevato dai pochi precedenti studi (2,2%) in Italia
(Martella et al., 2009), (3,9%) in Europa (Bodnar et al., 2017), ed (3,1%) in Korea (Lyoo et al., 2018), e
fornisce un background epidemiologico utile a giustificare il risultato negativo ottenuto per i cani analizzati
negli anni successivi, in relazione al numero dei soggetti testati. Infatti, questi valori di prevalenza attesi
suggeriscono la necessita di un campione d’esame piu ampio, per aumentare la probabilita di rilievo di ceppi
di NoV. L’evidenza di NoV quasi esclusivamente in cani randagi sottolinea anche ’origine e la potenziale
diffusione di questi virus in contesti antropizzati. Precedenti studi hanno mostrato 1’evidenza di anticorpi
verso il norovirus del cane in emosieri di origine umana ed in particolare appartenenti a medici veterinari
(Di Martino et al., 2014; Mesquita et al., 2013) e di norovirus umani in campioni di feci di cani conviventi
con soggetti sintomatici (Summa et al., 2012): questi dati suggeriscono la circolazione di norovirus con una
comune origine, che possono trasmettersi a seguito della stretta convivenza tra uomini e cani, seppure la
significativita clinica dell’evidenza di ceppi eterologhi appaia ancora da determinare.
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I n=7 ceppi di NoV in esame hanno mostrato le piu elevate identita nucleotidiche (n=1) con ceppi
appartenenti al genogruppo GVI (genotipo GVI.2) collezionati in Cina nel 2018/2019 (95,72%) e (n=6) con
ceppi appartenenti al genogruppo GIV (genotipo GIV.2) collezionati in Italia nel 2007 (94,21-93,29%) ed
in Grecia nel 2008 (95,18-93,89%) (Tabella 2).

Tabella 2. Identita nucleotidiche con ceppi CaNoV correlati.

Id. Genot. Identita (%) Accession number Paese, ospite ed anno di origine Bibliografia

A GIV.2 94,21% EU224456 Italia, cane, 2007 Martella et al., 2008
95,18% GU354246 Grecia, cane, 2008 Ntafis et al., 2010
90,83% MKO067289 USA, cane, 2010 Ford-Siltz et al., 2019

B GIV.2 93,60% EU224456 Italia, cane, 2007 Martella et al., 2008
94,89% GU354246 Grecia, cane, 2008 Ntafis et al., 2010
90,21% MKO067288 USA, cane, 2010 Ford-Siltz et al., 2019

C GIvV2 93,29% EU224456 Italia, cane, 2007 Martella et al., 2008
93,89% GU354246 Grecia, cane, 2008 Ntafis et al., 2010
90,21% MW165826 Cina, cane, 2019 Maetal, 2021

D GVI2 95,72% MN897758 Cina, cane, 2018 Maetal, 2021
95,72% MN897760 Cina, cane, 2019 Maetal, 2021
93,58% MK067295 USA, cane, 2017 Ford-Siltz et al., 2019

E GIV.2 93,29% EU224456 Italia, cane, 2007 Martella et al., 2008
93,89% GU354246 Grecia, cane, 2008 Ntafis et al., 2010
90,21% MW165826 Cina, cane, 2019 Maetal, 2021

F  GIV.2 93,29% EU224456 Italia, cane, 2007 Martella et al., 2008
93,89% GU354246 Grecia, cane, 2008 Ntafis et al., 2010
90,21% MW165826 Cina, cane, 2019 Maetal, 2021

G GIV.2 93,29% EU224456 Italia, cane, 2007 Martella et al., 2008
93,89% GU354246 Grecia, cane, 2008 Ntafis et al., 2010
90,21% MW165826 Cina, cane, 2019 Maetal, 2021

I risultati mostrano (i) una netta prevalenza dei ceppi assimilabili al genotipo GIV.2, in linea con i pochi
altri dati disponibili in Italia, rispetto al rilievo di un solo ceppo del genotipo GVI.2, (ii) tutti identificati
come norovirus del cane (canine norovirus, CaNoV) e (iii) senza alcuna evidenza di ceppi di origine umana
(human norovirus, HuNoV): in Italia, i ceppi di CaNoV appartenenti ad entrambi i genotipi sono stati
identificati per la prima volta nel 2007 (GIV.2 (Martella et al., 2008) e GV1.2 (Bodnar et al., 2017)), e,
negli anni successivi, pochi altri studi li hanno descritti in altri paesi e continenti (GIV.2 in Portogallo
(Mesquita et al., 2012), Grecia (Ntafis et al., 2010), Cina (Ma et al., 2021) ed USA (Ford-Siltz et al., 2019);
GVI.2inCina (Ma et al., 2021), USA (Ford-Siltz et al., 2019) e Corea del Sud (Lyoo et al., 2018). Norovirus
appartenenti a questi genogruppi, vicini ai CaNoV, sono stati descritti in Italia anche nel gatto, finanche in
Sicilia, ed in leoni (Di Martino et al., 2016; Martella et al., 2007; Mira et al., 2024). Questi risultati, basati
su un frammento parziale (328 paia di basi) della regione RdRp, sebbene integrino i pochi dati disponibili
in letteratura evidenziando la maggiore circolazione del genogruppo IV, necessitano tuttavia di essere
integrati dal sequenziamento e dall’analisi della proteina (VP1) del capside virale, codificata dalla ORF1
del genoma di NoV, per una piu dettagliata genotipizzazione dei ceppi virali in esame.

L’analisi filogenetica (Figura 1) ha confermato la segregazione dei ceppi in esame tra i ceppi di CaNoV e,
in particolare, nei due subclade che raggruppano i norovirus dei cani rispettivamente appartenenti ai

genogruppi IV e VI 1I subclade che include il ceppo del cane id. D raccoglie sequenze di CaNov GVI
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identificati in Cina, le uniche disponibili in GenBank per il frammento di genoma corrispondente.
Nonostante il limite delle sequenze disponibili, I’analisi filogenetica ha chiaramente distinto i ceppi in esame
nei genogruppi di appartenenza. Questi risultati integrano quelli correnti e la disponibilita di sequenze

aggiornate provenienti dal territorio nazionale.

@ laia019/CaneidB
. Italia’2019/Cane id 6
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Figura 1. Albero filogenetico costruito con il metodo Maximum-likelihood, modello Kimura 2-parameter
(K2) e distribuzione Gamma (+G), bootstrap su 1000 replicati (sono mostrati i valori di bootstrap maggior
di 65) basato su 27 sequenze parziali (328 paia di basi) della regione RdRp (ORF1) di ceppi di norovirus di
cane, gatto e dell’'uomo. I ceppi descritti in questo studio sono marcati con ® (genogruppo IV) e =
(genogruppo VI). Ciascuna sequenza ¢ indicata, ove disponibile il dato, con Paese/anno di
identificazione/specie animale di origine/accession number — nome del ceppo.

11 basso tasso di positivita (2,6% nel periodo 2019-2022) e la discontinuita di rilievo negli anni (3 casi nel
2019, 1 nel 2020, 3 nel 2021 e 0 cani positivi dal 2022 e fino a febbraio 2025) hanno condizionato la
disponibilita di ceppi da esaminare; nonostante cio, i dati ottenuti sono certamente utili. Il genogruppo IV ¢
quello maggiormente rappresentato, a cui si aggiunge un ceppo del genogruppo VI che rappresenta uno dei
piu recenti ed emergenti genotipi in Italia ed in altri paesi del mondo, che coesistono pertanto con i piu
diffusi norovirus del genogruppo IV e descrivendo il grado di eterogeneita dei ceppi circolanti nel cane.

L’evidenza di co-infezioni con altri virus, in particolare il CPV-2 (il principale patogeno enterico virale del
cane), la cui significativita nel determinare enterite nel cane ¢ ampiamente descritta, aggiunge ulteriori
quesiti sul ruolo clinico del norovirus del cane, mentre 1’assenza di casi d’infezione singola non permette di

formulare altre considerazioni.
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Nella specie umana i norovirus sono causa di gravi episodi di enterite, in particolare tra i bambini ed i
soggetti con immunodeficienze, e sono riconosciuti tra le principali cause di epidemie di enterite non
batterica nel mondo (Bodnar et al., 2017; Martella et al., 2008; Patel et al., 2008). Nella specie umana, il
norovirus ¢ un agente infettivo altamente contagioso, trasmesso per contatto diretto o attraverso il consumo
di alimenti o acqua contaminati. Diversamente dalla specie umana, queste caratteristiche non sono state
comunemente osservate nel cane, per cui la fonte di infezione e le modalita di trasmissione sono ancora da
determinare.

I norovirus dell’'uomo sono classicamente appartenenti ai genogruppi I, II e IV: tra questi, il GII risulta
essere quello maggiormente prevalente nel mondo, mentre il GIV ¢ quello identificato solo sporadicamente
nell’uomo, seppur piu frequentemente rilevato in acque reflue di impianti di depurazione, dimostrando in
ogni caso la circolazione di questo genogruppo nella specie umana (Bodnar et al., 2017; Di Martino et al.,
2014; Martella et al., 2008, 2009, 2011). 1 norovirus del cane ad oggi descritti sono inclusi nei genogruppi
IV (genotipo GIV.2), VI (genotipo GVI.1 e GV1.2) e VII (Bodnar et al., 2017). Sebbene i norovirus comuni
all’uomo ed al cane siano ascrivibili al solo genogruppo IV, i genotipi segnalati nel cane appartengono al
genotipo GIV.2 mentre quelli dell’uomo al genotipo GIV.1 (Di Martino et al., 2014; Martella et al., 2008,
2009). Inoltre, anticorpi anti-norovirus del cane dei genogruppi IV e VI sono stati determinati in campioni
di siero umani (Di Martino et al., 2014; Mesquita et al., 2013), evidenziando il contatto dell’uomo con
questi virus. Per tale motivo ¢ stata avanzata un’ipotesi di relazione evoluzionaria tra i NoV dell’'uomo e
degli animali, da cui la necessita di approfondire con studi relativi. La recente evidenza di ceppi di HuNoV
GII in campioni fecali di cani a stretto contatto con pazienti sintomatici ha dimostrato la sopravvivenza di
questi ceppi e la loro eliminazione attraverso il tratto gastrointestinale del cane (Summa et al., 2012),
avanzando nuovi quesiti sul ruolo del cane nella diffusione di norovirus umani.

Per quanto sia stato osservato che norovirus differenti tra loro possano determinare sieroconversione in
specie diverse, gli studi attuali non dimostrano il determinismo di casi clinici dell’'uomo conseguenti
all’infezione del norovirus del cane. In considerazione delle caratteristiche intrinseche dei norovirus (come
ad esempio la basa dose infettante e I’elevata resistenza nell’ambiente, che contribuirebbe all’elevato rischio
di contagio nella specie umana (Lyoo et al., 2018)) e del potenziale di ricombinazione tra ceppi, sarebbe da
suggerire un piu ampio e continuo monitoraggio, orientando la ricerca soprattutto verso siti (strutture

sanitarie di ricovero e cura di cani) e categorie (cani randagi) potenzialmente a maggiore rischio.
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Rotavirus (RoV)

La ricerca del genoma di rotavirus ha dato esito negativo per tutti i campioni testati nel periodo 2023-2025.
Diversamente, I’esame di campioni di intestino, feci e tamponi rettali collezionati ad n=170 cani nel periodo
2020-2022 ha prodotto due risultati positivi (1,1% dei cani testati). Sommando il numero dei cani i cui
campioni sono stati sottoposti ad esame (n=221), il tasso di positivita si attesta allo 0,9%.

Nella letteratura scientifica sono pochi i dati epidemiologici, essendo molti degli studi sui rotavirus del cane
basati sulla descrizione ed analisi di singoli ceppi virali. Un risultato similare (0,78%) ¢ stato ottenuto in
uno studio condotto recentemente in canili del Nord-Est d’Italia (Mazzotta et al., 2024): nessuno dei due
cani positivi di quello studio mostrava segni gastro-intestinali al momento del campionamento ed il genotipo
dei ceppi virali non ¢ stato analizzato. Altri studi epidemiologici condotti in Thailandia hanno mostrato tassi
di positivita differenti tra loro: uno, effettuato su campioni provenienti da cani clinicamente sani a momento
del prelievo (Chamsai et al., 2024), ha evidenziato un tasso di positivita leggermente maggiore (2.75%;
8/290 cani) mentre I’altro (Charoenkul et al., 2021), su campioni ottenuti da cani sia clinicamente sani (n=3)
che con diarrea (n=2), ha evidenziato un tasso dello 0,70% (5/710); in entrambi questi studi ¢ stato rilevato
il genotipo G3P[3], quello predominante tra i cani. In ogni caso, questi ridotti tassi di positivita sottolineano
la bassa incidenza dell’infezione da rotavirus nei cani e quindi la bassa probabilita di rilevare il rotavirus da
questa specie in relazione al campione in esame, se comparato ad altri virus della specie.

In entrambi i casi positivi descritti in questo studio, si tratta di soggetti giovani, di diversa origine ed in un

caso in co-infezione con CPV-2¢ (Tabella 1).

Tabella 1. Dettagli dei cani positivi al rotavirus.

Id. Campione Data di prelievo Eta Origine Co-infezioni lesioni

A Intestino 17-02-2021 10 giorni  Di proprieta nessuno Emop erltogeo;
lieve enterite

B Intestino 02-11-2021 Smesi  Allevamento CPV-2c Emaciazione;

grave enterite

Un caso (cane id. A) ¢ stato riferito come un fatto di mortalita neonatale di una cucciolata, dopo avere
mostrato debolezza e segni clinici enterici, mentre il secondo (cane id. B) come un caso di morte improvvisa.
Questi dati integrano i pochi disponibili sulle manifestazioni cliniche associate al rilievo di rotavirus nel
tratto gastro-enterico del cane. In entrambi i casi non sono stati pero effettuati ulteriori esami per determinare
il G- ed il P- tipo dei ceppi rilevati, limitandone la comparazione con i dati disponibili in letteratura. Nella
maggior parte dei casi descritti negli studi precedenti, i cani positivi non mostrano segni clinici se non
diarrea (raramente); si tratta di soggetti prevalentemente di eta inferiore ai sei mesi di eta (Albuquerque et
al., 2023; Chamsai et al., 2024; Charoenkul et al., 2021; Mosallanejad et al., 2015). La selezione di un
campione target (<6 mesi, senza segni clinici o con segni enterici) potrebbe pertanto orientare ulteriori studi
epidemiologici per determinare con maggiore accuratezza la circolazione di rotavirus nel cane. Inoltre, la
determinazione del genotipo risulta determinante per confermare il rilievo e per determinare le similitudini
con i rotavirus descritti nel cane ed in altre specie animali, uomo compreso, o valutare fenomeni di

riassortimento genico. A tal fine, occorre evidenziare come il crescente interesse verso i rotavirus e, in
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particolare, verso quelli comuni all’uomo ed agli animali, abbia contribuito gia dall’inizio degli anni *90
allo sviluppo di metodologie biomolecolari per la determinazione del genotipo, attraverso protocolli di
retrotrascrizione/amplificazione (RT-PCR) combinati ad analisi attraverso enzimi di restrizione (restriction
fragment length polymorphism, RFLP) o sequenziamento nucleotidico, che utilizzano come target i geni
VP7 e VP4 o, piu recentemente, il gene NSP4 (Bdanyai et al., 2009). Questi stessi protocolli possono quindi
contribuire a trarre piu dettagliate conclusioni sul genotipo di appartenenza dei ceppi di origine canina e,
quindi, sul reale potenziale zoonotico degli stessi, garantendo la metodologia necessaria ad ulteriori studi.
Gli studi sul genoma dei rotavirus hanno evidenziato la similitudine tra quelli del cane e dell’'uomo
(Fujiwara & Nakagomi, 1997; Li et al., 1994; Nakagomi et al., 1990; Nakagomi & Nakagomi 2000),
stimolando ’attenzione sul potenziale zoonotico dei rotavirus del cane e la trasmissione interspecie che
potrebbe indurre fenomeni di riassortimento genico. L’interesse alla potenziale trasmissione interspecie ha
origine nella chiara evidenza del rotavirus nella specie canina gia dai primi anni *80 (Biermann et al., 1989;
Finlaison, 1995; Kélbl et al., 1990; Mochizuki & Hsiian, 1984; Osterhaus et al., 1980) e si ¢ accresciuto,
con lo sviluppo delle tecniche biomolecolari e di analisi del genoma, grazie al piu recente rilievo di rotavirus
del cane in campioni di origine umana (Palombo, 2002; Tsugawa & Hoshino, 2008; Vonsover et al., 1993).
Ceppi di rotavirus del cane (genotipo A, sierotipo G3) sono stati anche identificati e descritti in Italia
(Martella et al., 2001a-b) e questi stessi (ceppo G3P[3]) sono stati anche diagnosticati in un caso di grave
enterite acuta in un bambino a Palermo nel 1997 (De Grazia et al., 2007), rinforzando 1’ipotesi del passaggio
delle barriere di specie ma anche la capacita di questi ceppi virali di indurre forme cliniche gravi nei bambini.
Altri studi hanno evidenziato casi clinici similari (Luchs et al., 2012; Tsugawa & Hoshino, 2008; Wu et al.,
2012) e ribadito questa correlazione tra i ceppi G3P[3] della specie umana e quelli del cane (Grant et al.,
2011; Papp et al., 2015; Tsugawa & Hoshino, 2008). Nel corso degli anni sono stati identificati altri ceppi
di rotavirus G3P[3] in cani in Asia (Chen et al., 2022; Luchs et al., 2012; Tsugawa & Hoshino, 2008; Wu
etal., 2012) e Sud America (4zevedo et al., 2023), evidenziando riassortimenti multipli tra rotavirus umani
ed animali.

Come quelli del cane, anche altri rotavirus (sierotipo G3) di origine animale o derivati dal riassortimento tra
ceppi dell’uomo e degli animali hanno mostrato potenziale zoonotico, tra cui quelli correlati ai rotavirus
degli equini (G3P[8]) (Bonura et al., 2022), dei suini (G3P[6] e G3P[13]) (Kaneko et al., 2018; Yan et al.,
2021), dei gatti (G3P[9]) (Nguyen et al, 2016) e dei pipistrelli (G3P[10]) (Komoto et al., 2021),
sottolineando la possibilita di riassortimento genico tra ceppi di rotavirus originati da specie animali
differenti e di trasmissione a specie diverse tra loro. Anche per i ceppi di rotavirus del cane ¢ stata osservata
la possibilita di derivare verosimilmente da fenomeni di riassortimento con rotavirus di altre specie di
animali domestici come i suini (Yan et al., 2019) o con rotavirus di altre specie, tra cui quelli dell’uomo o
dei pipistrelli (Chamsai et al., 2024; Charoenkul et al., 2021; Chen et al., 2022).

Questi dati evidenziano ancora una volta la necessita di un monitoraggio continuo, sia di tipo clinico che

del genoma, in particolare dei rotavirus circolanti nelle specie animali domestiche e da compagnia, al fine
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di ottenere ceppi virali utili a supportare le misure di sorveglianza umana e a determinarne I’impatto, le

possibili origini e le vie di trasmissione.
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Astrovirus (AstV)
11 genoma (RNA) di AstV ¢ stato riscontrato nei campioni di 8/51 cani in esame (15,68%; IC 95%: 7,02—
28,59%)), risultando uno dei virus maggiormente rilevati dopo il CPV-2 (64,70%) ed il CCoV (31,37%). 1

cani provenivano da quattro province del territorio regionale: n=4 da Palermo (id. 4,5,6 e 18), n=2 da Ragusa
(id. 15 e 17), n=1 da Siracusa (id. 36) e n=1 da Catania (id. 44). Si trattava di soggetti giovani, di eta
compresa tra i 2 ed i 6 mesi (2 mesi=4; 3 mesi=1; 4 mesi=2; 6 mesi=1), di cui 5 meticci ed 1 soggetto di
razza, la maggior parte (n=5) randagi/accolti in canili sanitari rispetto ai soggetti di proprieta (n=3). Tutti i
cani positivi mostravano segni clinici e lesioni riferibili ad una gastro-enterite grave con esito infausto. I
soggetti risultati positivi mostravano in ogni caso co-infezioni con CPV-2 (n=6, tra cui n=4 con CPV-2c ¢
n=2 con CPV-2b), con CCoV (n=1, con genotipo non determinato per scarsa quantitd/qualita del genoma)
o con entrambi CPV-2/CCoV (n=1, con un ceppo CPV-2 di origine vaccinale e con CCoV-I). I dettagli dei

cani risultati positivi alla ricerca di AstV sono inclusi nella Tabella 1.

Tabella 1. Dettagli dei cani AstV positivi.
Provincia Tessuti AstV

Anno Cane Eta ... e . Altri virus identificati
di origine positivi
2023 1d.4 2 mesi Palermo intestino CPV-2¢c
Id.5® 4 mesi Palermo intestino CPV-2b
1d.6* 4 mesi Palermo intestino CPV-2b
Id.15° 3 mesi Ragusa intestino CPV-2¢
1d.17° 2 mesi Ragusa intestino CPV-2c
1d.18 2 mesi Palermo intestino CCoV
2024  1d.36 6 mesi Siracusa intestino-polmone ~ CPV-2 (vacc)/CCoV-I
1d.44 2 mesi Catania intestino CPV-2¢c

a, b: soggetti rispettivamente provenienti dallo stesso luogo di origine.

Questi risultati evidenziano come gli AstV, ad oggi mai ricercati nei cani sul territorio regionale, mostrino
(1) una diffusione territoriale ampia, essendo stati rilevati in cani da province ed in periodi diversi, (ii) la
possibilita di essere rilevati in cani tra loro conviventi e (iii) la capacita di infettare soggetti giovani, con
segni di grave gastro-enterite associata a coinfezioni da parvovirus e coronavirus enterico. Questi risultati
rappresentano il primo contributo alle ricerche epidemiologiche in Sicilia e confermano i dati degli studi
precedenti (Martella et al., 2011a, 2011b; Zhou et al., 2017; Boros et al., 2022), che hanno evidenziato
astrovirus in cuccioli in coinfezione con CPV-2/CCoV.

Astrovirus sono stati individuati in campioni di intestino, come atteso, eccetto che per un cane (id. 36)
risultato positivo anche nel campione di polmone che mostrava un quadro di grave polmonite. Astrovirus &
noto principalmente per causare malattia gastrointestinale nei cani, principalmente con diarrea e vomito
(Martella et al., 2011a, 2011b). Sebbene tradizionalmente associato all'apparato digerente, recenti ricerche
suggeriscono che gli astrovirus nelle diverse specie possono colpire anche altri organi, tra cui il sistema
nervoso centrale, il fegato e l'apparato respiratorio (Janowski, 2021). In particolare, per chiarire se anche

per il cane sussiste un potenziale tropismo per l'apparato respiratorio, sarebbe opportuno approfondire
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ulteriormente le ricerche con esami isto-patologici, per confermare l'associazione della positivita ad
astrovirus con le lesioni polmonari osservate.

E stato effettuato il sequenziamento Sanger di tutti gli amplificati (n=9), con la produzione di sequenze
parziali della regione RdRp di buona qualita. L’identita nucleotidica reciproca tra le 9 sequenze in esame ¢
risultata variabile tra il 99,4% ed il 76,3%, evidenziando minori tassi di identita con i ceppi di AstV dai cani
id. 5 ¢ 6. I ceppi dai cani che provenivano dallo stesso luogo di origine o da organi diversi dello stesso cane
mostravano un’identitd reciproca quasi completa (99,74%), con una sola sostituzione nucleotidica per
ciascuna delle coppie di sequenze comparate. L’analisi di sequenza ha definito sulla base della regione
RdRp che i ceppi di AstV identificati in questo studio erano correlati ai ceppi di astrovirus del cane (canine
astrovirus) (Tassonomia ufficiale della International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) — specie:
Mamastrovirus canis — virus: mamastrovirus 5, MAstV5). Secondo quanto indicato dall’ICTV, per una piu
dettagliata tipizzazione dei ceppi di AstV sarebbe opportuno comparare le identita tra i ceppi sulla base della
ORF2, codificante per il capside virale (Guix et al., 2012); questa comparazione non ¢ stata effettuata in
questo studio.

L’analisi delle sequenze ottenute ha messo in evidenza due mutazioni tra i ceppi dei sei cani (id. 4, 15, 17,
18, 36 e 44) caratterizzati da una maggiore identita nucleotidica reciproca (Asp273Val nei ceppi dei cani id.
17 e 44; His321Asn nel ceppo del cane id. 17) ed un numero maggiore di mutazioni nelle sequenze dei ceppi
dei rimanenti due cani (id. 5 e 6) quando comparate alle precedenti (Ser272Ala, Asp273Lys, Arg292Lys,
Glu303Asp, Asn307Asp, Thr309Tyr, Phe350Ile, Asn354Asp, GIn356Glu, Leu359Ala, Asn360Ser,
Leu376Lys, Ile377Leu, Asn380Asp, Val382Asn, Glu383Thr, Leu387Ala, Lys390Arg), evidenziando
quindi una moderata divergenza di questi ultimi due campioni.

Attraverso il confronto con le sequenze disponibili nei database di dominio pubblico, sono state evidenziate
le piu elevate identita nucleotidiche con ceppi Europei, individuati in Ungheria nel 2012 e nel 2021, in Gran
Bretagna nel 2012 ed in Italia nel 2010, e con ceppi Asiatici, individuati in Thailandia nel 2022 ed in Cina
nel 2019 e nel 2015. I dettagli sono riportati nella seguente Tabella 2.

Tabella 2. Identita nucleotidiche con ceppi AstV correlati.

Cane Identita (%) Accession number Paese ed anno di origine Bibliografia
1d.4 98,99% ON733251 Ungheria, 2021 Boros et al., 2022
98,74% NC 026814 Gran Bretagna, 2012 Caddy & Goodfellow, 2015
98,49% KX599349 Ungheria, 2012 Mihalov-Kovacs et al., 2017
Id.5 97,52% JN193534 Italia, 2010 Martella et al., 2012
97,24% KX599352 Ungheria, 2012 Mihalov-Kovacs et al., 2017
96,98% PQ423910 Thailandia, 2022 Thaw et al., 2025
Id.6 97,52% JN193534 Italia, 2010 Martella et al., 2012
97,49% KX599352 Ungheria, 2012 Mihalov-Kovacs et al., 2017
97,24% PQ423910 Thailandia, 2022 Thaw et al., 2025
Id.15 99,50% ON733251 Ungheria, 2021 Boros et al., 2022
99,25% NC 026814 Gran Bretagna, 2012 Caddy & Goodfellow, 2015
98,99% KX599349 Ungheria, 2012 Mihalov-Kovacs et al., 2017
Id.17 99,50% ON733251 Ungheria, 2021 Boros et al., 2022
99,25% NC 026814 Gran Bretagna, 2012 Caddy & Goodfellow, 2015
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98,99% KX599349 Ungheria, 2012 Mihalov-Kovacs et al., 2017
1d.18 98,23% KX599351 Ungheria, 2012 Mihalov-Kovacs et al., 2017
97,49% MN882009 Cina, 2019 Zhang et al., 2020
97,42% KY271998 Cina, 2015 Zhou et al., 2017
1d.36 99,75% ON733251 Ungheria, 2021 Boros et al., 2022
(int.) 99,50% NC 026814 Gran Bretagna, 2012 Caddy & Goodfellow, 2015
99,25% KX599349 Ungheria, 2012 Mihalov-Kovacs et al., 2017
1d.36 99,50% ON733251 Ungheria, 2021 Boros et al., 2022
(pol.) 99,25% NC 026814 Gran Bretagna, 2012 Caddy & Goodfellow, 2015
98,99% KX599349 Ungheria, 2012 Mihalov-Kovacs et al., 2017
1d.44 99,25% ON733251 Ungheria, 2021 Boros et al., 2022
98,99% NC 026814 Gran Bretagna, 2012 Caddy & Goodfellow, 2015
98,74% KX599349 Ungheria, 2012 Mihalov-Kovacs et al., 2017

Al fine di valutare ulteriormente 1’origine dei ceppi di AstV correlati, sono state prese in considerazione le
sequenze dei database di dominio pubblico, selezionando un cut-off di correlazione uguale o superiore al
95% del frammento della regione RdRp (ORF1b). La maggior parte dei ceppi correlati sono stati identificati
in cani di diverse nazioni di origine. Identita nucleotidiche di vario grado (97-95%) sono state osservate per
la maggior parte dei ceppi di astrovirus di questo studio anche con ceppi identificati in acque reflue di
depuratori (97,19-95,04%), canidi del Sud America (maikong - Cerdocyon thous) (96,23-95,48%) e nel
guano di pipistrelli (95,92-95,04%). Invece, i ceppi dei cani id. 5 e 6 mostravano identita nucleotidiche con
campioni prelevati in allevamenti industriali di suini del Canada (96,93-96,48%), campioni di intestino e di
cervello di procioni in Corea del Sud (96,63%), campioni di microbioma intestinale di ruminanti (yak - Bos
grunniens) (96,48-96,23%) e di primati (macaco rhesus - Macaca mulatta) (96,18%). Questi risultati,
sebbene sembrino indicare una specie-specificita non esclusiva dei ceppi di astrovirus, necessitano di

conferma attraverso 1’analisi di sequenza della ORF2. Dettagli sono riportati in Tabella 3.

Tabella 3. Identita nucleotidiche >95% con ceppi di AstV di origine diversa dal cane.
Identita (%) Accession number Origine Bibliografia
Cani id. 4, 15,17, 18, 36, 44

95,30-95,04% MK966909 Guano di pipistrelli - La Riunione, 2017 Joffrin et al., 2021
MK966914
97,19-95,04% KRO007585 Reflui — Uruguay, 2011 Lizasoain et al., 2015
OP696941 Reflui — Giappone, 2022 Hoque et al., 2023
OP696937 Reflui — Giappone, 2021
OP696936 Reflui — Giappone, 2021
0OP696935 Reflui — Giappone, 2021
96,23-95,48% KY765684 Maikong — Brasile, 2015 Diniz Beduschi Travassos
Alves et al., 2018
Caniid.5¢ 6 |
96,93-96,48% KU954471 Camion suini — Canada, 2011 Lachapelle et al., 2017
KU954460 Silos cereali — Canada, 2011
KU954459 Carro alimentazione — Canada, 2011
KU954457 Camion trasporto — Canada, 2011
96,63% OR043649 Intestino procione — Corea del Sud, 2018 Chae et al., 2023
OR043648 Cervello procione — Corea del Sud, 2018
96,48-96,23% OR367570 Yak — Cina, 2021 Luetal, 2024
96,16% KT599577 Macaco rhesus — Bangladesh, 2013 Anthony et al., 2015
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95,92% KX702344 Guano di pipistrelli - Cina, 2015 Han et al., 2017
95,82% OR752531 Guano di pipistrelli - La Riunione, 2017 Leong et al., 2025

L’analisi filogenetica nei confronti dei ceppi di riferimento (Figura 1), ha evidenziato che i ceppi di questo
studio clusterizzavano in due separati clades: un primo che include un maggior numero di sequenze di ceppi
identificati principalmente nei cani (oltre che in un maikong, in un primate - 1’atele peruviano — ed in un
campione di feci umane) ed un secondo, piu ristretto, che include, oltre alle sequenze dei ceppi ottenuti dai
cani id. 5 e 6, e quelle di ceppi collezionati da cani, da altre specie animali e da mezzi e strumenti di

allevamenti industriali di suini.

PQ423913_Canine_astrovirus_strain_CA stV/THAICU30651/2022_dog_Thailand_2022

OR220029_Canine_astravirus_jsolate_S76_TH_2021_dog_Thailand_2021

MKO26166_Canine_astrovirus_isolate_DF-BCA5-CAV AUS2017_dog_Australia_2017

P@533462_Memastrovirus_sp._isolate_S5_ici+1_12518_Ateles_chamek_Pery_2024

KR349488_Mamastrovirus_5_strain_MASIVS_Saraf?013/BRA_dog_Brazi_2013

Ast¥ cane id. 18 - 2023

KX599351_Canine_astrovirus_strain_HUNI2012/115_deg_Hungary_2012

MF373500_Canine_astrovirus_strain_CHN/2017/44_dog Cmna ;an

MFS73501 _Canine_asirovirus_sirain_CHN/2017158_dog ¢ 017

872088 Momseho vinta. o jaalede_asia. vi A1 0og Vel rid _2014-2016

| OR220025_Canine_sstrovirus jsolste_V138_VN_2022_dog_Vist Nam_2022
MNB8200Z_Canine_astrovirus_strain_B179/China/G2/2019_dog_China_2019

MT894143_Canine _asiravirus_jsolate_PVNRTVU2020_dog_india_2020

MT078247_Canine_astrovirus_isolate_MN1-USAIORF/2017_dog_USA 200t

MT078243 Canine_astravirus_jsolate_W-USA12017_dog_USA_2016-201

KJTT7800_Astrovirus_isolate_Astravirus, dﬂgfaeneslﬁsnmumsmken]aﬂ15?5"7508 Homo_sapiens_Kenya_2008

KYT65684_Mamastravirus_6_strain_Crab-eating_fox/2018/8RA_crab-eating_fox_Brazil_2015

AstV caned. 36 (intestino - 2024

AsiV cane id. 36 (oolmons) - 2024

KXB39353_Canine_astrovirus_strain_HUNI2012/135_dog_Hungary 2012

PQ423913_Canine_astravirus_strain_CAstV[THAICU34551/2023_dog_Thailand_2023
KX599350_Canine_sstrovirus_strain_HUN/2012/6_dog_Hungary 2012

KP 404150_Canine_astrovirus_strain_Lincoln/20121UK_dog_United_Kingdom_2012
KP404149_Canine_astrovirus_strain_Gillingham/2012/UK_dog_| lJm!ed |_Kingdom_2012

KX539345_Canine_astrovirus_strain_HUNI201272_dag_Hungary _30

ON733251_Canine_sstrovirus_strain_FR1/CaASt-2021- Nuniﬂagiﬂungaryi?ﬂiv
AstV caneTd. 17 - 2023

Ast¥ cane id. 4- 2023

KXT56441_Canine_astrovirus_isolate_DD1_dog_Australia_2012

MR 343490 _5_strain_MA stv5 dog_Brazil_2012

OP093957_Canine_astrovirus_strain, CA.ENIPKDE.‘EMSIEEA dug e

PPB71795_Mamastravirus_sp._isclate_astro_, 2018

LC848263 Canine_astravirus_AstV/Raccoon dngmunznza oz _racoon_dog_dapan_2023

. OR367570_ _sp._isolate 1888 _yak_China_2021

0G198033_Canine_astrovirus_isoiste Aimwnﬂasﬂnglsﬂfcv o CAG 2073030

PPBT1917_Mamasirovirus_sp._isclate_astra_vi 19 _Viet Nam_2!

. PPT11854 Coleurs_bat_astrovirus_isolate HAMEﬂya/EATDHJf?B'E rioan. sneam tailed_bat_Kenya_2015

|| KX599352 Canine_sstrowirus_strain_HUN/Z012/126 dog_Hungary 2012
PQ423910_Canine_asirovirus_sirain_CAStY[THAICU29459/2022_dog_Thailand_2022

AstV cane’id. 5 - 2023

Astv cane g, 6- 2023

KU954459_Mamastrovirus_3_isolate_PoAst¥/H114-062_feed_track_Canada_2011

KU954457_Mamasirovirus_3_jsolate_PoAst¥/ET5-081_transporter_track Canada_2011

KUS544T1_Mamastrovirus_3_jsolate_PoAst¥iOA138-045_trailer_truek_Canada_2011

NC_001943_Human_astrovirys_referance_sequence

02

Figura 1. Albero filogenetico costruito con metodo maximum likelihood, basato su 47 sequenze parziali
della regione RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) degli Astrovirus. I rami includono le sequenze dei
ceppi di astrovirus identificati in questo studio, evidenziati con il colore rosso ed inclusi nei due clades
evidenziati in verde ed arancione, e le sequenze di riferimento, identificate con: accession number_specie
virus_nome ceppo_origine nazione_anno. Per annotare e modificare 1'albero filogenetico ¢ stato utilizzato
FigTree v.1.4.4.

In conclusione, i risultati di questo studio hanno messo in evidenza la circolazione di ceppi di astrovirus
associati a segni clinici/lesioni di gastro-enterite grave in cuccioli ed in co-infezione con CPV-2 ¢ CCoV.
Per quanto sia stata osservata una elevata identita tra la maggior parte dei ceppi in esame e ceppi virali
precedentemente segnalati nell’intestino/feci di cani, alcuni degli AstV individuati in questo studio hanno
mostrato (i) un certo grado di divergenza ed un’elevata similitudine con ceppi individuati anche in altre
specie animali, domestiche e selvatiche, e (ii), in un caso, la presenza dell’RNA di AstV in tessuti extra-
intestinali (polmone).

1 ceppi divergenti identificati sono risultati correlati a ceppi virulenti in cani adulti (Martella et al., 2012),
in carnivori selvatici (Chae et al., 2023) ed in specie animali prossime a quella umana, quali le scimmie

(Anthony et al., 2015). Sono stati anche descritti nei pipistrelli, mammiferi noti per avere dato origine o
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essere serbatoio di virus patogeni per I’uomo (Han et al., 2017; Leong et al., 2025). Questi ceppi e le loro
caratteristiche appaiono ancora oggi poco indagate, necessitando quindi di ulteriori approfondimenti.

Questi risultati confermano quindi un certo grado di eterogeneita dei ceppi di AstV circolanti nel cane ¢ la
possibilita che una parte di questi sia diffusa o possa essere tramessa tra specie animali differenti. Pertanto,
andrebbero determinate piu specificamente le correlazioni tra gli astrovirus delle differenti specie animali e

la loro patobiologia.
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Hepatitis E virus (HEV)

Il genoma (RNA) di HEV non ¢ stato riscontrato in alcuno dei campioni in esame. Pertanto, allo stato attuale,
il cane non sembrerebbe rivestire un ruolo attivo nella trasmissione/diffusione di questo virus patogeno per
I’uomo. In particolare, HEV oggi rappresenta in medicina umana un rilevante patogeno a livello mondiale,
causando ogni anno oltre tre milioni di casi di epatite acuta. In Italia, nel corso del 2024, sono stati segnalati
70 casi di epatite E, principalmente verificatisi nelle regioni Abruzzo e Lombardia, con un trend delle curve
di incidenza in aumento a partire dal 2020 (ISS, https://www.epicentro.iss.it/epatite/dati-seieva#e). Si
trasmette attraverso un ciclo oro-fecale e sono comunemente considerate fonti di infezione 1’ingestione di
cibi non cotti o di acque contaminate (WHO, https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/hepatitis-
e). Nei pazienti immunosoppressi, la malattia puo progredire in epatite cronica e cirrosi.

Ad oggi, all’interno dell’unico sierotipo noto, si riconoscono 4 genotipi maggiori di HEV che causano
malattia nell’'uomo (genotipi 1-4) e 24 sub-genotipi (rispettivamente cinque (a-¢), due (a-b), dieci (a-j) e
sette (a-g) per ciascun genotipo) (Lu et al, 2006): mentre i genotipi 1 e 2 determinano infezione
primariamente nell’'uomo, i genotipi 3 e 4 trovano il loro principale reservoir negli animali, causando
occasionalmente infezione nell’uomo, principalmente attraverso 1’assunzione di cibo contaminato o,
verosimilmente, anche dall’ambiente (WHO, https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/hepatitis-
e). Infatti, i genotipi 3 e 4 sono stati identificati sia in animali domestici (suini, ruminanti, conigli) o selvatici
(cinghiali, piccoli roditori come i topi), che in prodotti alimentari a base di carne di suidi domestici o
selvatici cruda o poco cotta (Izopet et al., 2019; Zahmanova et al., 2023). Tra questi ultimi, il genotipo 3 di
HEV ¢ quello piu diffuso in Europa (Izopet et al., 2019). Le vie di trasmissione dagli animali all’'uomo
maggiormente definite sono quelle legate al consumo di carne di suidi domestici e selvatici, ruminanti
selvatici o carne e latte di camelidi, in aree geografiche dove vengono comunemente consumati (/zopet et
al., 2019). La diffusione di HEV in altre specie animali domestiche e quindi la loro potenzialita di agire
come reservoir del virus come anche le eventuali vie di trasmissione, restano ancora da definire, in
particolare nei cani e nei gatti quali animali da compagnia che condividono I’ambiente domestico con
1’uomo. E solo dall’ultimo decennio che si ¢ cominciato a ricercare I’infezione in queste specie, basandosi
sia su tecniche sierologiche per la ricerca di anticorpi anti-HEV sia su tecniche di biologia molecolare.
Questi studi hanno quindi determinato la presenza di anticorpi anti-HEV, o agenti antigenicamente correlati,
in campioni prelevati da animali domestici diversi dal suino, quali bovini, pecore, capre, cavalli, gatti e cani
(Thiry et al., 2017). Tra questi, alcuni studi sierologici sono stati condotti specificatamente nel cane,
evidenziando tassi di sieropositivita variabile. Per I’origine dell’infezione sono state formulate varie ipotesi,
come ad esempio 1’ingestione di avanzi di cucina oppure di alimenti crudi di origine animale contaminati
(Arankalle at al., 2001; Liu et al., 2009; Liang et al., 2014; McElroy et al., 2015). Anche in Italia alcuni
studi hanno determinato la sieroprevalenza di HEV nei cani (Bernardini et al., 2022; Ferrara et al., 2024).
I dati basati sulla sola sieropositivita degli animali domestici, sebbene suggestivi dell’esposizione al virus

in queste specie, rimangono tuttavia inconclusivi nel chiarirne il ruolo (Kenney, 2019).
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L’indagine virologica attraverso saggi di RT-PCR consente di determinare la presenza dell’RNA di HEV
nei campioni in esame. Dei pochi studi precedenti, nessuno ha identificato I’'RNA di HEV in campioni di
intestino o nel contenuto intestinale dei cani (4zevedo et al., 2024; Caballero- Gémez et al., 2022; Ferrara
et al., 2024; Liu et al., 2009; Shun et al., 2024; Veronesi et al., 2021). Per lo studio qui condotto ¢ stata
utilizzato un saggio di RT-PCR in grado di identificare tutti i genotipi di HEV (“pan-orthohepeviruses”) e,
attraverso I’esame di sequenza, determinare a quale genotipo appartiene il ceppo (Drexler et al., 2012).
Questo saggio di RT-PCR ¢ anche utilizzato in letteratura per la ricerca del’RNA di HEV in alimenti di
origine animale, pertanto utile come saggio di screening per questo target virale. Il risultato negativo in
questo studio ¢ quindi in linea con quanto gia riportato in letteratura, corroborando 1’ipotesi di un ruolo
nullo del cane come specie ospite di HEV o nella sua trasmissione verso altri animali o 1’'uomo.

Il rilievo di HEV in carnivori selvatici come le volpi, che condividono con il cane uno spettro di patogeni
di origine virale comuni, ¢ stato ricondotto all’ingestione da parte di questi animali di prede come, ad
esempio, 1 ratti (Bodewes et al., 2013; Lanszki et al., 2020). Anche in Italia ¢ stata recentemente descritta
I’evidenza di un ceppo di HEV da carnivori selvatici, nello specifico da un campione intestinale di lupo
ritrovato morto a seguito di un trauma da collisione con un’automobile, appartenente al genotipo 3, sottotipo
¢, e correlato ai ceppi circolanti in suidi domestici e selvatici del territorio di origine (Sarchese et al., 2021).
Anche questo risultato ¢ stato ricondotto all’attivita predatoria dell’animale verso altre specie con infezione
attiva, quali suidi o ruminanti.

Questo studio, in relazione alla bibliografia corrente, suggerisce quindi un ruolo verosimilmente irrilevante
del cane come ospite naturale e nella trasmissione di HEV, in particolare all’'uomo. L’evidenza di HEV nel
tratto intestinale di carnivori selvatici (verosimilmente conseguenza del naturale comportamento alimentare
di predazione) suggerirebbe la possibilita di potere potenzialmente rilevare I’HEV a seguito dell’ingestione
di alimenti a base di carne non cotta di altri animali naturalmente infetti. Questa ipotesi pero non trova
attualmente riscontro, non essendo specificatamente indagati quei cani che hanno accesso a questi alimenti.
Occorre notare che il campionamento di convenienza di cani randagi utile a questo studio ha offerto la
possibilita di testare campioni di animali le cui risorse alimentari non sono note e che vivono in aree
urbanizzate, notoriamente popolate da specie sinantropiche suscettibili come topi e ratti, quindi potenziale
riflesso dell’ambiente che popolano. Queste attivita di sorveglianza rimangono pertanto determinanti per

sviluppare strategie di controllo basate sulle evidenze.
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Questo studio ha focalizzato 1’attenzione sulle infezioni da virus classici ed emergenti del cane nel territorio
della regione Sicilia, con lo scopo di fornire dati utili da confrontare con lo scenario internazionale.

I risultati della ricerca hanno confermato I’evidenza di positivita in soggetti di giovane etd e con segni
clinici/lesioni post-mortem di enterite/epatite. La positivita associata alla giovane etd ¢ un dato gia
abbastanza consolidato, considerato che vari fattori, tra cui immaturita del sistema immunitario, stato
vaccinale, condizioni di gestione e trasporto, infestazioni parassitarie o altri stressor, possono favorire le
infezioni virali (Cardillo et al., 2020). Questo studio ha incluso i campioni da cani randagi od ospitati presso
i presidi sanitari pubblici o privati, offrendo un campione di una parte della popolazione canina che sarebbe
opportuno monitorare maggiormente. Difatti, questa popolazione di cani rappresenta uno specchio della
circolazione dei virus sul territorio. Tali animali, quindi, possono essere considerati come potenziali
sentinelle dei virus presenti negli ambienti frequentati anche da altre popolazioni animali suscettibili, uomo
compreso, in particolare le figure che si occupano della gestione e 1’assistenza dei cani randagi. Se per alcuni
di questi virus sono state evidenziati possibili motivazioni della persistenza della circolazione virale
nonostante 1’estensivo ricorso alla profilassi vaccinale (Decaro et al., 2020) — tra cui resistenza ambientale
intrinseca di alcuni (es., parvovirus, coronavirus), fenomeni di spillover/spillback nei confronti di ospiti
serbatoio della fauna selvatica, insufficiente copertura vaccinale o fallimenti di induzione dell’immunita
acquisita —, occorre considerare che gli stessi fattori trovano maggiore significativita nei territori dove sono
presenti ampie popolazioni di cani randagi che mantengono/diffondono i virus nel territorio. Inoltre,
sarebbero da chiarire gli effetti di interazione diretta ed indiretta tra le popolazioni dei cani vaganti e quelle
di animali selvatici, i quali agiscono da serbatoi o vettori di agenti patogeni (Bryce, 2021). 1l costante rilievo
di agenti virali nel cane ed in molte specie di animali selvatici suscettibili (Balboni et al., 2013; Calatayud
et al., 2020; Canuti et al., 2025; Costanzi et al., 2021; Guercio et al., 2023; Leopardi et al., 2022; Mira et
al., 2018a; Ndiana et al., 2022), principalmente carnivori, sottolinea il rischio persistente di trasmissione
interspecie e la diffusione, diretta o indiretta, di questi agenti patogeni, rimanendo indefinita quale tra queste
popolazioni possa essere considerata quella reservoir.

Tra i virus indagati, il parvovirus del cane di tipo 2 (CPV-2) ¢ stato quello maggiormente rilevato, da solo
ed in associazione con gli altri virus ricercati. Lo studio sul CPV-2 evidenzia non solo la sua continua
persistenza sul territorio ma anche i cambiamenti sopraggiunti recentemente nel suo genoma e nella sua
distribuzione geografica, talvolta in grado di condizionare la sua epidemiologia. Gli esempi piu significativi
sono stati offerti dalla ulteriore dimostrazione della diffusione e persistenza del lineage “Asiatico” della
variante CPV-2c, di origine piu recente rispetto alla prima variante CPV-2c segnalata in Europa
(Buonavoglia et al., 2001; Franzo et al., 2023; Martella et al., 2006a) che, similmente a questa, ha avuto
una rapida diffusione globale (Franzo et al., 2023), talvolta diventando il genotipo prevalente subito dopo
la sua introduzione, come osservato proprio in Sicilia (Mira et al., 2024a). Altri esempi sono I’evidenza

(Mira et al., 2025) dell’introduzione in Sicilia dalle coste del Nord Africa di un ceppo di CPV-2b divergente
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dai comuni CPV-2b circolanti in Europa e correlato a ceppi di origine asiatica, piu recentemente rilevati in
nazioni del Medio Oriente, e di un ceppo di CPV-2b (Schiro et al., 2022) correlato ai ceppi asiatici,
contemporaneamente rilevato nell’est Europa (Boros et al., 2022; Pelegrinova et al., 2024). Questi dati
sottolineano la costante evoluzione del parvovirus del cane di tipo 2 e della sua epidemiologia, condizionata
dalle caratteristiche di resistenza intrinseca del virus che favoriscono la persistenza ambientale e la
trasmissione indiretta tramite fomiti, ma anche e soprattutto dalla trasmissione diretta tra cani e dal trasporto
di cani a lunga distanza (Mira et al., 2018b; Urbani et al., 2022), un driver questo che necessita di maggiore
monitoraggio e che appare rilevante anche per diversi virus (Decaro et al., 2007; Martella et al., 20006b;
Mesquita & Nascimento, 2012).

Un altro virus isolato frequentemente nei campioni in esame ¢ stato il coronavirus, di cui ancora oggi
risultano limitati i dati epidemiologici in Italia. I risultati qui ottenuti (Mira et al., 2024b) indicano che il
genotipo I (CCoV-I) risulta essere quello maggiormente rilevato nel cane, come osservato nei pochi altri
studi epidemiologici in altre nazioni (Ntafis et al., 2013; Sha et al., 2022), e pertanto verso questo andrebbero
rivolte maggiori ed ulteriori attenzioni. Inoltre, I’evidenza di un caso di co-infezione tra due ceppi di CCoV,
di cui uno appartenente al genotipo I ed un altro appartenente al genotipo Il ma divergente dai classici ceppi
virali di questo genotipo e similare ad altri ceppi CCoV ricombinanti, pone I’attenzione sulle potenziali
sinergie tra ceppi virali dello stesso genere e sui possibili eventi di ricombinazione dei coronavirus del cane.
La ricombinazione, insieme all’alto tasso di mutazioni, rappresenta un meccanismo evolutivo dei
coronavirus, che potrebbe dare origine a virus con nuove caratteristiche, ad escape-mutants o nuove varianti
virali. Inoltre, la recente comparsa del SARS-CoV-2 (un betacoronavirus) ed il rilievo nell’uomo di casi
clinici di malattia associata a distinte varianti del CCoV (alphacoronavirus) (Lednicky et al., 2022; Viasova
et al., 2022) sottolineano ancora una volta come gli eventi di ricombinazione ed i salti di specie nel mondo
animale possano dare origine a nuovi coronavirus trasmissibili all’'uomo, sottolineando la necessita del
monitoraggio dei coronavirus nel mondo animale, comprendendo il cane, al fine di valutare il suo ruolo
come serbatoio o ospite intermedio di nuovi ceppi virali (Decaro et al., 2021; Licitra et al., 2014; Viasova
et al., 2022). Inoltre, 'emergere di un nuovo virus (Attipa et al., 2025) ricombinante tra FCoV ¢ CCoV
(ceppo FCoV-23), responsabile di un'epidemia di peritonite infettiva felina originatasi a Cipro nel 2023
(Attipa et al., 2023; Warr et al., 2023), rappresenta un altro esempio di ricombinazione tra questi due virus,
gia strettamente correlati tra loro e che continuano a dare origine a nuove varianti altamente patogene.
Pertanto, il monitoraggio dei coronavirus nel cane resta prioritario anche come utile modello di studio del
virus.

Questo studio ha confermato il rilievo, sebbene con tassi di positivita bassi, di norovirus noti della specie
ed escluso la presenza di genotipi causa di malattia nell’uomo, altri precedenti studi di sorveglianza sanitaria
hanno evidenziato che determinate categorie professionali, come chi opera nell’ambito della clinica degli
animali da compagnia, possa essere esposto al norovirus del cane (Mesquita et al., 2013) e, per tale motivo,
il monitoraggio dei diversi genotipi di norovirus ¢ da suggerire negli studi successivi. La stretta correlazione

tra NoV del cane e quelli dell’uomo indica una probabile co-evoluzione di questi virus (Di Martino et al.,

112



2017), rendendo pertanto ancora necessaria la definizione di potenziali salti di specie. Inoltre, i norovirus
del cane dei genogruppi IV e VI possono interagire con gli antigeni HBGA (histo-blood group antigens),
similmente a quanto osservato per i ceppi di norovirus umani, mostrando quindi ulteriori elementi sulla
probabile co-evoluzione e sul potenziale di infezione (Huang et al., 2005; Caddy et al., 2014). Questa stretta
correlazione ed il rilievo di anticorpi verso NoV eterologhi ha anche allertato circa il rischio di potenziali
ricombinazioni, con 1’emersione di ceppi con nuove caratteristiche di virulenza, per cui si renderebbe
necessario un costante monitoraggio dei ceppi circolanti (Caddy et al., 2015). Pertanto, anche questo studio
sottolinea la necessita della ricerca del norovirus attraverso routinari screening diagnostici delle enteriti del
cane, in particolare per quegli animali che vivono o lavorano a stretto contatto con persone fragili (es., cani
co-terapeuti negli interventi assistiti o [AA).

L’evidenza di rotavirus nel cane, seppur limitata dalla mancata genotipizzazione dei ceppi individuati in

questo studio, parimenti sottolinea la necessita di approfondire gli studi e di mantenere un monitoraggio

sanitario attivo su questo virus negletto, dato che ¢ chiara e documentata I’evenienza di infezioni da rotavirus
del ceppo G3P[3], il ceppo virale piu frequentemente rilevato nel cane, in soggetti umani di giovane eta (De

Grazia et al., 2007; Luchs et al., 2012; Wu et al., 2012). Di fatto gli studi epidemiologici e clinici sul

territorio nazionale risultano ancora limitati, ma i dati di questa ricerca contribuiscono ad integrare le

necessarie conoscenze di base.

Anche gli astrovirus rilevati hanno mostrato caratteristiche di interesse. Difatti:

(1) ¢ stata rilevata una modesta eterogeneita dei ceppi di astrovirus nel cane. Alcuni dei ceppi in esame
sono risultati correlati a ceppi rilevati da altri Autori in altre matrici o altri campioni biologici
animali (Diniz Beduschi Travassos Alves et al., 2015; Joffrin et al., 2021; Lizasoain et al., 2015)
diversi dal cane, suggerendo la necessita di approfondire gli studi, per meglio comprendere se il
cane possa avere un ruolo biologico nella loro diffusione o trasmissione;

(i1) un paio di ceppi virali, quasi identici tra loro, sono riferibili ad una nicchia di ceppi di astrovirus gia
segnalati nel cane in altri paesi Europei e, pit recentemente, in altri mammiferi, tra cui pipistrelli e
primati (Anthony et al., 2015; Han et al., 2017; Leong et al., 2025). Pertanto, occorre valutare la
specie-specificita di questi ceppi e valutare eventuali mutazioni o eventi di ricombinazione negli
ospiti di rilievo;

(iii) la positivita di un campione di tessuto polmonare pone nuovamente 1’attenzione sul tropismo
d’organo degli astrovirus e la necessita di approfondire le correlazioni con i segni clinici e le
eventuali lesioni d’organo osservate.

Infine, i risultati negativi della ricerca del HEV nei campioni in esame confermano quanto gia osservato in

altri studi. La positivita ai test sierologici (Bernardini et al., 2022; Ferrara et al., 2024) ¢ suggestiva del

contatto del cane con il virus, sebbene il costante rilievo negativo alla ricerca del genoma virale (4zevedo
etal., 2024; Caballero-Gomez et al., 2022; Ferrara et al., 2024; Liu et al., 2009; Shun et al., 2024, Veronesi

et al., 2021) suggerisca di definire verosimilmente irrilevante il ruolo del cane nella diffusione/trasmissione
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di HEV. Pertanto, alla luce dei dati disponibili, il cane non appare essere un valido modello di studio per
questo virus a tropismo epatico, molto rilevante in sanita pubblica.

Questo studio ha utilizzato un approccio multi-target, consentendo a partire dallo stesso campione di
identificare i diversi virus presi in considerazione, da cani con un comune sospetto clinico o anatomo-
patologico e con segni clinici e lesioni sovrapponibili. Questo approccio, che include differenti patogeni
target alla base di manifestazioni cliniche con segni comuni (nella medicina umana definiti anche “test
sindromici”), ha offerto la possibilita di determinare in maggiore dettaglio quali virus fossero presenti e di
valutare la correlazione o le eventuali differenze nei soggetti con infezioni virali singole o miste, nella
morbilitd/mortalita e nella gravita dei segni clinici e delle lesioni: questo approccio pud pertanto contribuire
a determinare il reale impatto clinico di questi virus. Questo approccio diagnostico e di studio potrebbe
rappresentare un modello utile, soprattutto in quei contesti ambientali potenzialmente a maggiore rischio di
diffusione dei virus tra cani (ad esempio, in contesti “multi-ospite” quali canili, allevamenti, rifugi, ospedali
veterinari), in popolazioni canine soggette movimentazione o stressors, o per quei cani a stretto contatto con
I’uomo, in particolare con persone fragili.

In conclusione, questo studio definisce la rilevanza del cane come modello di studio di virus a tropismo
enterico ed epatico, classici ed emergenti, proponendo I’eleggibilita di questa specie per approfondire alcune
conoscenze ¢ dati che necessitano di una maggiore definizione. I cani sono ubiquitari, suscettibili ad un
ampio range di infezioni, talune rilevanti anche per I’'uomo, consentendo una facilita di campionamento,
anche passivo, e di monitoraggio utili a sviluppare strategie di sorveglianza nei confronti di determinati
patogeni (Cleaveland et al., 2001). Inoltre, le popolazioni di cani liberi possono rappresentare un campione
dell’ambiente e delle comunita in cui vivono (Cleaveland et al., 2001). Investimenti strategici e sostegni
futuri nel biobanking di risorse biologiche e dei dati associati (Mira et al., 2021) e nello sviluppo di strumenti
di ricerca specie-specifici sono inoltre essenziali per realizzare appieno il potenziale traslazionale dei

modelli basati su gli animali domestici (Pramond et al., 2025).
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