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RIASSUNTO

La recente pandemia di Coronavirus disease 19 (COVID-19) ha avuto un impatto enorme sulla
salute umana e, fin dai primi mesi, positivita al severe acute respiratory syndrome-related
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) sono state individuate anche tra gli animali. Come riportato in
diversi paesi, numerose specie animali sono risultate suscettibili all'infezione, sia naturale che
sperimentale e, tra queste, spiccano in modo particolare furetti e visoni.

| furetti, gia impiegati come modello animale nello studio di numerose patologie respiratorie
dell’'uomo, appaiono estremamente suscettibili all’infezione sperimentale da parte di SARS-
CoV-2, mentre numerosi allevamenti di visoni sono stati duramente colpiti dall'infezione
trasmessa dagli addetti ai lavori, con alcuni casi di successiva trasmissione del virus dagli
animali all'uomo. Questi riscontri hanno costretto vari paesi a procedere con I'abbattimento
degli animali negli allevamenti presenti sul territorio.

In letteratura sono tuttavia disponibili informazioni ancora preliminari riguardo alla suscettibilita
degli animali domestici a SARS-CoV-2 in ambiente naturale; le indagini svolte sulla specie
furetto contano attualmente numeri irrisori e nessuno studio & stato ancora condotto per
valutare la circolazione del virus in questa specie, in ltalia.

Durante il presente progetto di tesi, & stata ricercata la presenza di anticorpi contro SARS-
CoV-2 in campioni di siero prelevati da furetti portati a visita presso ambulatori specialistici. |
campioni sono stati testati con metodica ELISA e di sieroneutralizzazione, per conferma
diagnostica e i risultati sono stati interpretati alla luce dei dati anamnestici relativi alla possibile
esposizione a COVID-19 del nucleo familiare di provenienza dell’animale, raccolti attraverso
un apposito questionario. Tutti i campioni sono risultati negativi, un dato in contrasto con
lipotesi iniziale, avanzata in seguito agli studi sperimentali, che il furetto sia un animale
estremamente suscettibile a SARS-CoV-2. Questo studio preliminare rappresenta la prima
indagine sierologica sulla circolazione di SARS-CoV-2 in furetti italiani, sara percio
interessante mettere in atto un campionamento strutturato, che possa contare su ampi numeri
di animali e fornire risultati piu solidi. In questo modo, sara possibile acquisire dati che
permettano di comprendere in modo approfondito I'interazione tra il virus, 'uomo e gli animali
da compagnia, per controllare o ridurre il rischio che questa patologia rappresenta per una

delle specie apparentemente piu suscettibili tra i nostri “pets”.






ABSTRACT

The recent Coronavirus disease 19 (COVID-19) pandemic had a huge impact on human
health and, since the beginning, severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2
(SARS-CoV-2) detections were confirmed even among animals. In fact, many studies reported
the susceptibility of a variety of animal species to the viral infection, both natural and
experimental.

Among these species, the most notable are ferrets and minks. Ferrets are commonly
employed as animal models for many human respiratory diseases due to a certain
physiopathologic affinity and proved to be highly susceptible to experimental infection. On the
other hand, many mink farms were heavily affected by the pandemic, with some reported
cases of virus transmission from minks back to humans. These findings forced some countries
to resort to mink culling in order to contain the viral spreading.

In literature, however, information about the susceptibility of domestic animals to SARS-CoV-
2 is still lacking, and research data on ferrets are particularly scarce. To this day, no
investigation has yet evaluated the virus circulation among ferrets in Italy.

In this study, the presence of SARS-CoV-2 antibodies was evaluated in serum samples
obtained from ferrets brought to specialist clinics. The samples were tested by double antigen
multispecies enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and seroneutralization for
diagnostic confirmation, and the results were interpreted in light of the anamnestic information
of a possible COVID-19 exposure, collected by questionnaire. All samples were negative, in
contrast to the initial hypothesis of ferrets being extremely susceptible to SARS-CoV-2. This
study represents the first serological investigation concerning the circulation of SARS-CoV-2
among ltalian ferrets and for this reason, it will be interesting to implement a future structured
sampling, relying on large numbers of animals and yielding solid results. In this way, it will be
possible to acquire data allowing a deeper understanding of the interaction between the virus,
humans, and pets, and controlling or reducing the risk that this pathology poses for one of the

most susceptible species among our pets.
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1. INTRODUZIONE
1.1 -IL FURETTO

1.1.1 - TASSONOMIA E STORIA

Il furetto (Mustela putorius furo, Linnaeus 1758) &€ un mammifero carnivoro appartenente al
genere Mustela, famiglia Mustelidae, che comprende 67 specie distribuite tra Africa, Eurasia
e Americhe (Koopman et al., 1981). Nessun’altra famiglia di carnivori mostra una capacita di
adattamento cosi spiccata, con esemplari che prosperano all'interno degli ecosistemi piu vari,
dalla tundra artica alle foreste tropicali (Fox and Marini, 2014). | mustelidi mantengono molte
caratteristiche primitive, come la taglia ridotta, arti corti e tozzi dotati di 5 dita, una calotta
cranica allungata e un rostro corto (Anderson, 1989).

La famiglia Mustelidae comprende svariate sottofamiglie, tra cui la sottofamiglia Mustelinae, i
cui membri piu noti sono la donnola (Mustela nivalis), il visone europeo (Mustela lutreola) e la
puzzola europea (Mustela putorius), di cui il furetto (Mustela putorius furo) rappresenta una
sottospecie. Il visone americano (Neovison vison) appartiene alla medesima sottofamiglia, ma
costituisce un genere distinto (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser).

Il furetto € un animale domestico, frutto dell'addomesticamento e della selezione della puzzola
europea (Thomson, 1951; Grzimek and Hutchins, 2011), che scritti greci daterebbero ad oltre
2000 anni fa (Thomson, 1951; Davison et al., 1999; Tynes, 2010). Lo scopo della
domesticazione viene imputato al controllo dei roditori e alla caccia, in particolare del coniglio
(Price, 2002), grazie alle caratteristiche fisiche del furetto che lo rendono perfetto per stanare
la preda anche in spazi angusti (Kaufman, 1980). Questa pratica, conosciuta con il nome di
ferreting, trova le sue origini in Nord Africa (Sato et al., 2003) ed & stata successivamente
introdotta in Europa ed in Asia dove viene tuttora praticata (Fox, 2014).

Alternativamente, € stato proposto che il furetto discenda dalla puzzola delle steppe (Mustela
eversmanii, Lesson, 1827), con cui condivide molte caratteristiche nella morfologia del cranio
(Ashton et al., 1955; Bays et al., 2006; Yalden and Harris, 2008). Il furetto € inoltre parente
del furetto dai piedi neri (Mustela nigripes, Audubon e Bachman, 1851) (Fox and Marini, 2014)
ed é interfertile con la puzzola europea, a conferma della loro stretta correlazione genetica
(Bednarz, 1960).

1.1.2 - MORFOLOGIA

Il furetto € un animale dal corpo allungato, con arti corti e muscolosi dotati di cinque artigli non

retrattili e possiede una lunga coda (Anderson, 1989). Il peso dell’esemplare € influenzato dal
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dimorfismo sessuale in quanto i maschi, che pesano generalmente tra 1,2 e 2,1 kg,
presentano dimensioni notevolmente maggiori rispetto alle femmine, che rimangono tra 0,7 e
1,2 kg (Tynes, 2010; Fox et al., 2014). Durante 'anno, il peso di un furetto pud variare
considerevolmente in quanto, in autunno, I'assunzione di cibo aumenta almeno del 30%
rispetto ai mesi caldi. In questo modo, il peso pud aumentare anche del 40%, con la
deposizione di tessuto adiposo sottocutaneo. In primavera invece, la quantita di cibo assunto
viene progressivamente ridotta e il tessuto adiposo in eccesso metabolizzato. Se la lunghezza
del fotoperiodo non varia durante I'anno, non si verificano neppure cambi nella quantita di cibo
assunto, rendendo il peso dell’animale pressoché costante (Koopman et al., 1981; Lewington,
2007a).

Gli esemplari di furetto possiedono generalmente una pelliccia bruna o nera, ma esistono
diverse colorazioni e combinazioni ottenute grazie alla selezione (Fox, 2014). La caratteristica
dell’albinismo ad esempio, insieme ad altre colorazioni bianche, & molto frequente, poiché &
stata selezionata dai cacciatori, in quanto rende gli animali piu facilmente individuabili. Queste
colorazioni tuttavia sono spesso associate a gravi problematiche, come una netta riduzione
del campo visivo e sordita. Quest’'ultima appare piu frequentemente associata a colorazioni
bianche diverse dall’albinismo, colpendo circa il 30% di questi animali, nel 22% dei casi
monolateralmente e nel restante 8% bilateralmente (Garipis and Hoffmann, 2003; Lewington,
2007a; Piazza et al., 2014). Alcune organizzazioni, come I’American Ferret Association, hanno
classificato molte colorazioni di pelliccia come standard di razza (https://www.ferret.org »
events > colors » colorchart).

La cute del furetto & piuttosto spessa, priva di ghiandole sudoripare ben sviluppate (Evans
and Quoc An, 2014), percio la dissipazione del calore in eccesso avviene con 'aumento della
frequenza respiratoria, in modo simile al cane. Come molti altri mustelidi, il furetto possiede
delle ghiandole perianali ben sviluppate, utilizzate per inviare segnali olfattivi e le cui
secrezioni hanno un odore molto forte, soprattutto in soggetti interi. La maggior parte dei furetti
venduti negli Stati Uniti viene sottoposta a una procedura chirurgica di rimozione delle
ghiandole (Mitchell and Tully, 2009), mentre in Europa questa pratica &€ considerata una
mutilazione non necessaria (European Convention for the Protection of Pet Animals,
Strasburg, 14 August 1991).

La formula dentaria del furetto adulto € 2 (13/3 C1/1 P3/3 M1/2), per un totale di 34 denti con
canini molto sviluppati, in particolare quelli superiori (Lewington, 2007b).

A supporto delle sue caratteristiche etologiche e dell'istinto di scavare, il furetto possiede un
lungo collo e si ritiene che la posizione delle arterie carotidi possa aiutare I'animale a
mantenere un flusso ematico cerebrale adeguato nelle fasi di orientamento in spazi molto
ristretti (Fox, 2014). |l torace, la capacita polmonare e la riserva respiratoria, ampie per le

dimensioni di questo animale, sono anch’esse considerate adattamenti anatomici. Unite al
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diametro relativamente ampio delle vie aeree e alla lunga trachea, queste caratteristiche
comportano infatti inferiori resistenze al passaggio dell’aria rispetto a quelle di altri animali di
dimensioni simili (Boyd and Mangos, 1981).

Il cuore € in posizione piu caudale rispetto a cane e gatto, tra la sesta e I'ottava costa, possiede
una forma maggiormente globosa e la disposizione dei grossi vasi &€ sovrapponibile a quella
degli altri carnivori (Powers and Brown, 2012).

Il tratto digerente del furetto & corto, una caratteristica propria dei carnivori, tuttavia cieco ed
appendice sono del tutto assenti in questa specie. Inoltre, anche il grosso intestino possiede
caratteristiche uniche, dal momento che non & presente alcuna divisione anatomica esterna
tra ileo e colon (Bueno et al., 1981).

Dal punto di vista riproduttivo, le femmine raggiungono la maturita sessuale tragli8 e i 12
mesi di eta, generalmente durante la prima primavera dopo la nascita (O’Malley, 2005;
Lindeberg, 2008; Hrapkiewicz et al., 2013; Fox et al., 2014), mentre i maschi raggiungono la
puberta a circa 9 mesi (Lindeberg, 2008). Il furetto € un animale a ciclo poliestrale stagionale
(lvey and Morrisey, 1999; Hrapkiewicz et al., 2013) e richiede periodi alternati di giornate
lunghe e brevi per avere un ciclo annuale funzionale (Lindeberg, 2008). In entrambi i sessi, la
fertilitd aumenta con l'allungarsi delle giornate (Fox et al., 2014).

L’ovulazione € indotta dalla penetrazione e avviene 30-36 ore dopo il coito, durante il quale il
maschio morde la femmina a livello del collo (lvey and Morrisey, 1999; Hrapkiewicz et al.,
2013). La gestazione dura in media 41 giorni, con un intervallo tra i 39-42 giorni. Se dopo
l'ovulazione non avvengono fecondazione e impianto, pud instaurarsi uno stato di
pseudogravidanza con durata di 40-42 giorni (lvey and Morrisey, 1999; Lindeberg, 2008;
Hrapkiewicz et al., 2013).

Se invece I'ovulazione non viene indotta, la femmina rimarra in estro fino al successivo cambio
di fotoperiodo. Uno stato di estro prolungato predispone al rischio di anemia da soppressione
midollare, causata dall’iperestrogenismo prolungato (O’Malley, 2005; Lewington, 2007b;
Rosenthal, 2015).

Per evitare che cid accada, se non si intende far riprodurre il furetto, € possibile intervenire
chirurgicamente sterilizzando I'animale oppure, piu frequentemente, tramite un controllo
ormonale del ciclo. A questo scopo vengono utilizzati impianti sottocutanei, ad esempio a base

di agonisti del GnRH, come deslorelina acetato (Schoemaker, 2002; Risi, 2014).

1.1.3 - GESTIONE E DIETA

Al giorno d'oggi, il ruolo del furetto & prevalentemente quello di animale da compagnia.

Grazie alla sua crescente popolarita, pud essere reperito anche in allevamenti privati di piccole
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dimensioni. Se adeguatamente gestito, il furetto pud vivere allinterno delle abitazioni,
all'esterno oppure alternando le due sistemazioni senza controindicazioni (Hillyer, 1994). La
durata media della vita in cattivitda & approssimativamente di 6-8 anni (Fox et al., 2014), ma
alcuni esemplari arrivano a superare i 10 anni (Ducatelle and Zwart, 1993).

In natura, la puzzola europea & un animale solitario e le uniche relazioni sociali tra gli adulti
avvengono durante il periodo dell’accoppiamento o per territorialita, e il furetto dai piedi neri
mostra un comportamento non dissimile (Richardson et al., 1987; Norbury et al., 1998; Yalden
and Harris, 2008).

Non & scorretto quindi tenere un furetto da solo (Bays et al., 2006; Lewington, 2007a).
Quest'ultimo tuttavia possiede sostanziali differenze rispetto alle proprie controparti
selvatiche, come una attivita maggiormente diurna che si concentra prevalentemente nelle
ore crepuscolari, anziché in quelle notturne e la capacita di accettare di buon grado
l'introduzione di altri conspecifici nel proprio ambiente (Poole, 1972).

Si ritiene che questi siano effetti dovuti a familiarita ed abitudine, che giocano un ruolo
sostanziale nella risposta sociale del furetto sia al’'uomo che ai propri simili. A dimostrazione
di quest’affermazione, vi & il fatto che giovani puzzole seguono le loro madri durante le
spedizioni di caccia, e allo stesso modo furetti cresciuti a mano seguono prontamente gli
esseri umani, secondo un classico meccanismo di imprinting (Poole, 1972).

Queste caratteristiche consentono al proprietario di interagire piuttosto agevolmente con
questo animale, tuttavia la scelta di tenere un furetto da solo potrebbe rivelarsi impegnativa,
in quanto il proprietario sara I'unica fonte degli stimoli necessari ad una sana attivita sociale.
Potrebbe dunque risultare vantaggioso alloggiare piu furetti insieme, che soddisferanno
autonomamente il proprio bisogno etologico di gioco, con comportamenti predatori, esploratori
e sessuali. Alcuni autori consigliano I'adozione di una coppia, possibilmente maschio-femmina
o maschio-maschio (Staton and Crowell-Davis, 2003), mentre altri suggeriscono la
compresenza di almeno 3 furetti, in quanto i legami che formano tra loro sono molto profondi,
e la perdita di un compagno pud avere effetti negativi sulla salute dell’animale (Harris, 2015).
In questi casi non sono rari episodi di anoressia o di ulcerazione gastrica, per i quali pud anche
essere necessario un ricovero ospedaliero (Harris, 2015; Judah and Nuttall, 2016). Va tuttavia
sottolineato che possono verificarsi manifestazioni di aggressivita nei confronti di conspecifici,
che possono essere molto violente ed esitare anche in lesioni (Poole, 1973, 1974; Staton and
Crowell-Davis, 2003).

Le dimensioni raccomandate di una gabbia per uno o due furetti sono 1,5-2 m? + 0,5 m? per
ogni furetto aggiunto (Tully and Mitchell, 2001). La temperatura del’ambiente dovrebbe essere
mantenuta tra i 4°C e i 25°C, con umidita al 40-60% e gli animali dovrebbero essere esposti
ad almeno 12-16 ore di luce (Kiefer and Johnson, 2006; Fox and Broome, 2014).

Per soggetti giovani e in salute, sono consigliate strutture che si sviluppano in verticale, su piu
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livelli, che permettono all’animale di arrampicarsi e di esplorare. Con 'avanzamento dell’eta
aumentano i rischi dovuti a cadute per un fisiologico calo dell’agilita e della vista, e diminuisce
I'attivita locomotoria, per cui si rivelano piu adatte strutture su un solo piano.

| furetti tendono a nascondersi in tane per il riposo, attivita a cui dedicano tra le 18-20 ore al
giorno (Poole, 1972; Bays et al., 2006), quindi all'interno della gabbia & necessario
predisporne una e, nel caso in cui piu furetti condividano uno stesso spazio, questi tendono a
riposare insieme.

Come i loro antenati, anche i furetti sono carnivori obbligati, con una capacita di assorbimento
intestinale limitata. Una dieta altamente digeribile composta da elevate quantita di proteine
(30-40%) e grassi (15-20%) animali rappresenta la soluzione ideale per un soggetto adulto
(Tully TA and Mitchell MA., 2001; Willard, 2002; Powers and Brown, 2012; Johnson-Delaney,
2014), mentre soggetti giovani o in riproduzione necessitano di percentuali maggiori di grassi,
anche oltre il 25% (Willard, 2002; Johnson-Delaney, 2014), con un ridotto apporto di
carboidrati e fibre, il cui eccesso pu0 infatti esitare in un indesiderato aumento del volume
delle feci e un deficit nel rapporto tra proteine e calorie (Lewington, 2007c).

A causa di queste particolarita, sono state sviluppate numerose diete commerciali apposite
per furetti (Willard, 2002). E infatti fortemente sconsigliato l'utilizzo di diete commerciali
formulate per cani, ed € discusso I'utilizzo di diete formulate per gatti, in quanto diete di alta
qualita potrebbero essere considerate appropriate ma la maggior parte di quelle in commercio
non riesce a soddisfare i bisogni di questo animale (Tully and Mitchell, 2001). Vengono talvolta
adottate diete whole prey, perché ritenute in grado di mimare la dieta naturale dell’animale e
che prevedono la somministrazione di carcasse di prede tipiche, come conigli o roditori, ma
anche sottoprodotti di origine animale (Oyarzun et al., 1995).

| furetti non sotterrano le loro feci, contrariamente ai gatti, e a volte si esibiscono in un
comportamento definito anal drag, trascinando I'ano per alcuni secondi sul pavimento dopo
aver defecato. Cid & probabilmente correlato alla natura territoriale di questo animale, e
allimportanza che rivestono le ghiandole perianali come segnale olfattorio; & stato stabilito
infatti che i furetti possono riconoscere altri conspecifici dal’'odore delle secrezioni di queste
ghiandole, unico per ogni animale (Clapperton et al., 1988).

E fortemente raccomandato di garantire almeno un paio d’ore di attivita al giorno all’esterno
della gabbia per poter soddisfare i bisogni etologici del furetto; un insufficiente numero di ore
di gioco puo indurre un comportamento iperattivo e portare a problematiche comportamentali
(Chivers and Einon, 1982).

Il furetto discende da un animale ad attivita prevalentemente notturna e possiede il tapetum
lucidum, una particolare struttura a livello oculare che consente una vista ottimale quando la
luce & soffusa, tuttavia la sua capacita visiva €& piuttosto scarsa, e fa affidamento

principalmente su udito ed olfatto (Powers and Brown, 2012), necessitando di tempo per
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adattarsi a luci intense.

| furetti hanno una visione binoculare con pupille a fessura orizzontale, un tratto comune in
animali che cacciano prede con andature a saltelli, e questa caratteristica li rende
estremamente attratti da oggetti che rimbalzano. Possiedono un’acuita visiva molto buona per
gli oggetti vicini, ma questa diminuisce man mano che aumenta la distanza, rendendoli piu
sensibili al movimento (Matulich, 1998). Per soddisfare il bisogno di esplorare & consigliato di
portarli in nuovi ambienti, come ad esempio la residenza di un altro proprietario di furetti,
tuttavia questa pratica potrebbe rivelarsi problematica per la salute dell’animale: va

considerata infatti la loro suscettibilita a malattie infettive trasmissibili.

1.1.4 - PRINCIPALI MALATTIE INFETTIVE DEL FURETTO

Il furetto & un animale suscettibile a svariate patologie infettive, alcune delle quali comuni
anche ad altre specie di animali domestici. Tra le patologie di origine virale possono essere
annoverate cimurro, rabbia, influenza, Aleutian disease ed enterite catarrale epizootica
(Langlois, 2005; Kiupel and Perpifian, 2014), mentre sono comuni infezioni batteriche
sostenute da Bordetella bronchiseptica, Helicobacter mustelae, Pseudomonas spp,
Campylobacter spp, Chlamydia spp, Mycobacterium bovis, Salmonella enterica, Escherichia
coli, Clostridium botulinum e molti altri (Lewington, 2007a; Powers, 2009; Quesenberry and

Carpenter, 2011; Swennes and Fox, 2014).

1.1.4.1 CIMURRO

Il cimurro & una patologia ubiquitaria, che colpisce specie appartenenti a numerose famiglie
dell'ordine Carnivora (Deem et al., 2000; Beineke et al., 2015) ed €& infatti una problematica
sanitaria di particolare importanza nel cane (Elia et al., 2006; Martella et al., 2008), ma non
solo. Sono stati riscontrati casi di cimurro anche in grandi felini (Beineke et al., 2015), pecari
dal collare (Pecari tajacu, Linnaeus 1758) (Appel et al., 1991), macachi giapponesi (Macaca
fuscata, Blyth 1875) (Yoshikawa et al., 1989), macachi reso (Macaca mulatta, Zimmermann
1780) (Qiu et al., 2011) e vari mammiferi marini, tra cui la foca del Bajkal (Pusa sibirica, Gmelin
1788) (Butina et al., 2010; Wilson et al., 2014), a testimonianza del’ampiezza dello spettro
d’ospite di questo virus.

L’agente eziologico del cimurro & il Canine morbillivirus, comunemente conosciuto come
canine distemper virus (CDV), appartenente al genere Morbillivirus, famiglia Paramyxoviridae
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser),  strettamente correlato al virus
responsabile del morbillo nelluomo (Measles morbillivirus, MeV). E un virus dotato di

envelope con genoma a singolo filamento di RNA negativo non segmentato (Greene, 2006),
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e sulla superficie del’envelope sono esposte due glicoproteine, 'emoagglutinina e la proteina
di fusione, responsabili rispettivamente del legame con il recettore e della fusione con la
membrana cellulare (Lamb and RA, 2001).

Nel furetto, la modalita di trasmissione & simile a quella riscontrata nel cane ed avviene
principalmente per via aerogena, o tramite il contatto con fluidi corporei infetti, infatti il virus
viene eliminato in secreti ed escreti (oculari, nasali, saliva, urina, feci) (Williams, 2008). CDV
possiede una scarsa resistenza nel’ambiente, ed & quindi necessario un contatto diretto
perché avvenga l'infezione (Williams, 2008).

Il virus infetta inizialmente le cellule del sistema immunitario nel tratto respiratorio (von
Messling et al., 2004; Lemon et al., 2011), cui segue un periodo di incubazione di 7-10 giorni
durante i quali avviene la diffusione attraverso il sistema linfatico (von Messling et al., 2003).
| segni clinici si manifestano solamente in seguito all'infezione sistemica, con iniziale
ipertermia oltre i 40°C ed un rash eritematoso su labbra e mento. Man mano che la patologia
progredisce il rash e il prurito peggiorano e le mucose del tratto respiratorio, rettale e la
congiuntiva si presentano inflammate (Stephensen et al., 1997; von Messling et al., 2003),
con presenza di scolo oculo nasale (Perpifian et al., 2008). L’'inflammazione, insieme ad uno
stato di immunosoppressione, facilita linstaurarsi di infezioni batteriche secondarie,
principalmente gastrointestinali e respiratorie, che aggravano il quadro e si assiste alla
comparsa di polmoniti, mentre lo scolo oculo nasale diventa mucopurulento (von Messling et
al., 2003; Perpifian et al., 2008). Alcuni ceppi di CDV mostrano scarso tropismo per il sistema
nervoso e provocano una patologia piu lieve, che pud ugualmente comportare il decesso a
seguito di polmoniti (Kauffman et al., 1982; Bonami et al., 2007), mentre in caso di ceppi molto
virulenti 'animale pud iniziare a manifestare sintomi neurologici, quali mioclono, paresi,
tremori muscolari, convulsioni e coma (Stephensen et al., 1997; Bonami et al., 2007). La
mortalita in animali colpiti da ceppi virulenti € molto elevata, quasi del 100% (Lewington,
2007a; Kiupel and Perpifian, 2014).

Se il furetto viene colpito da un ceppo adattato a questa specie la malattia € piu grave e puo
portare piu rapidamente al decesso, mentre se il ceppo coinvolto & un ceppo canino il decorso
e piu lento, ma con esito comunque fatale (Langlois, 2005). Il trattamento, di supporto,
dovrebbe essere iniziato il prima possibile, tuttavia € improbabile che furetti con sintomatologia
grave o neurologica risultino responsivi (Perpifan et al., 2008).

A causa della gravita e della diffusione di questa patologia, sono stati sviluppati numerosi
vaccini, e il loro uso estensivo ha contribuito a rendere il cimurro una patologia sempre meno
frequente (Kiupel and Perpifian, 2014), tuttavia & stato dimostrato che vaccini inattivati
forniscono una protezione inferiore rispetto agli altri (Pavlacik et al., 2007), mentre I'utilizzo di
ceppi vivi attenuati comporta il rischio di patogenicita residua (Appel, 1978). Negli USA, per il

furetto sono stati approvati vaccini ricombinanti (Tanner et al., 2000), che si dimostrano efficaci
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e sicuri, tuttavia non sono ancora disponibili in commercio in Europa, dove vengono

attualmente utilizzati in deroga vaccini destinati al cane (Moore et al., 2005).

1.1.4.2 RABBIA

La rabbia & una patologia che pud colpire la maggior parte dei mammiferi (Rupprecht et al.,
2002; Ding et al., 2017), con esito invariabilmente fatale se non trattata tempestivamente
(Hemachudha et al., 2002).

L’agente eziologico responsabile di questa patologia & il Rabies lyssavirus (RABV),
appartenente al genere Lyssavirus, famiglia Rhabdoviridae
(https://lwww.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy/Browser), ed € un virus dotato di genoma a singolo
filamento di RNA negativo non segmentato (Champoux et al., 2004). |l capside ¢ ricoperto da
envelope, sul quale sono presenti le glicoproteine G, la cui funzione & quella di legare il
recettore della cellula bersaglio (Greene, 2006)

Il virus & presente in elevate concentrazioni nella saliva degli animali infetti, e la trasmissione
avviene principalmente tramite il morso (Jackson, 2008). A seguire, il virus migra attraverso il
sistema nervoso periferico dell’ospite per invadere il sistema nervoso centrale con un periodo
di incubazione medio di 2-3 mesi, ma che pud variare da 1 settimana ad 1 anno (Rupprecht
et al., 2002). Nei furetti il periodo di incubazione medio & di 33 giorni (Niezgoda et al., 1997).
La sintomatologia provocata da RABV & stata ampiamente studiata nel cane, ed &
caratterizzata da 3 fasi (Laothamatas et al., 2008). Inizialmente si ha una fase prodromica di
1-3 giorni, con alterazioni del comportamento. In seguito si assiste alla fase furiosa, di 3-4
giorni in cui 'animale dimostra ipersensibilita a stimoli esterni con manifestazioni aggressivita
immotivata, anche nei confronti di oggetti. In questa fase sono presenti anche ipersalivazione,
aritmie, e idrofobia. L'ultima fase, di 2-4 giorni € definita paralitica, ed & caratterizzata da
incoordinazione, paralisi della laringe, degli arti, depressione, coma ed infine morte per paralisi
respiratoria, dovuta ad un danno progressivo ai motoneuroni (Hemachudha et al., 2002).

Nel furetto la rabbia si manifesta principalmente nella sua forma paralitica con sintomi simili a
quelli del cane (Vos et al., 2004) e, in infezioni sperimentali, solamente nel 10% dei casi si
sono verificate manifestazioni di aggressivita (Lackay et al., 2008). Come nelle altre specie,
le uniche lesioni individuabili sono a carico del sistema nervoso centrale, e sono caratterizzate
da polioencefalomielite virale non suppurativa (Barnes et al., 2003; Lackay et al., 2008; Kiupel
and Perpifian, 2014).

Una volta instaurata la sintomatologia, ogni trattamento si rivela inefficace e I'esito &€ sempre
fatale (Lackay et al., 2008), per cui la prevenzione gioca un ruolo fondamentale nel controllo
di questa patologia. Nei furetti, la vaccinazione viene effettuata generalmente tramite vaccini
inattivati, e risulta efficace nel 90% dei casi (Kiupel and Perpifian, 2014). Dopo la

somministrazione della prima dose di vaccino, si assiste ad una rapida comparsa di anticorpi
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neutralizzanti, e il soggetto viene considerato coperto dopo 28 giorni, con un’immunita
dimostrata per almeno 7 mesi (Hoover et al., 1989; Brown et al., 2016). La risposta ad iniezioni
successive, che devono essere ripetute annualmente, € immediata e 'animale & protetto da
subito (Brown et al., 2016).

Come parte della strategia per combattere la diffusione di questa patologia, per la
movimentazione di un furetto a scopi non commerciali, &€ necessario che questo sia provvisto
di microchip e passaporto (o certificato sanitario), sia stato sottoposto alla vaccinazione
antirabbica da almeno 21 giorni e, per lingresso da Stati non comunitari, che sia stato
effettuato un test per valutare il livello  di anticorpi neutralizzanti
(https://ec.europa.eu/food/animals/pet-movement/eu-legislation/non-commercial-non-

eu_en).

1.1.4.3 ALEUTIAN DISEASE

L’Aleutian disease & una patologia cronica e progressiva che colpisce diversi mustelidi,
causata dall’Aleutian mink disease virus (AMDV), un parvovirus appartenente al genere
Amdoparvovirus, specie Carnivore amdoparmovirus 1
(https://lwww.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy/Browser). La patologia prende il home dal gene
Aleutian, responsabile della colorazione blu del mantello dei visoni nei quali & stata descritta
per la prima volta (Maclachlan and Dubovi, 2010). Successivi studi hanno dimostrato che
animali omozigoti per questo gene sono piu sensibili all'infezione da parte del virus e
manifestano una forma piu grave della patologia, dato che 'omozigosi &€ associata ad
un’anomalia lisosomiale del tipo Chediak-Higashi, che inibisce la distruzione di
immunocomplessi fagocitati, i quali sono alla base del meccanismo patogenetico dell’ Aleutian
disease (Langlois, 2005; Maclachlan and Dubovi, 2010; Kiupel and Perpifian, 2014).

Nel visone la patologia si manifesta rapidamente, ed & caratterizzata da un’imponente
reazione anticorpale contro le proteine virali, che a lungo termine porta alla formazione di
immunocomplessi che si depositano e provocano lesioni in vari organi, inclusi reni, fegato,
arterie ed encefalo, esitando in una forma clinica di scadimento generalizzato (Bloom et al.,
1982; Aasted et al., 1998). Il furetto si & dimostrato suscettibile all'infezione da AMDV, tuttavia
la progressione della patologia € piu lenta, e pud durare fino a 2 anni. La trasmissione avviene
per contatto diretto con feci, urine, saliva o sangue, ma anche per via indiretta data la spiccata
resistenza del virus nellambiente (Langlois, 2005). In questa specie €& stato identificato un
gruppo di virus geneticamente distinto dal virus circolante nei visoni, in linea con I'elevata
variabilita genetica tipica dei parvovirus (Knuuttila et al., 2009). In casi estremamente rari,
alcuni allevatori di visoni sono risultati positiviad AMDV con sintomi e lesioni simili a quelli dei
visoni e la persistenza di anticorpi anti-AMDV per lunghi periodi, ponendo degli interrogativi

sulla possibile natura zoonotica di AMDV (Jepsen et al., 2009).
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I vaccini finora studiati non si sono tuttavia dimostrati sufficientemente efficaci (Aasted et al.,
1998; Castelruiz et al., 2005) e la natura immunomediata di questa patologia complica lo

sviluppo di una valida strategia di immunizzazione.

1.1.4.4 INFLUENZA

| virus dell'influenza sono virus con genoma a singolo filamento di RNA negativo, segmentato,
appartenenti alla famiglia Orthomyxoviridae. Esistono 4 generi di influenzavirus,
Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus, Gammainfluenzavirus e Deltainfluenzavirus. Ogni
genere include una sola specie, rispettivamente Influenzavirus A, B, C e D (Pringle, 1999).

| virus conosciuti come influenzavirus A e B sono responsabili dell'influenza stagionale, mentre
quello appartenente alla specie C comporta una patologia piu lieve, spesso priva di sintomi.
Solamente linfluenza A virus €& stato ulteriormente diviso in sottotipi, determinati dalle
caratteristiche del’emoagglutinina (HA), una glicoproteina presente sulla superficie delle
particelle virali responsabile dell'ingresso del genoma virale nella cellula bersaglio, e della
neuroaminidasi (NA), altra glicoproteina responsabile del rilascio delle particelle virali dalla
cellula stessa. Le varie differenze in queste proteine determinano la nomenclatura del virus
(Belser et al., 2011).

Questo virus in particolare ha infatti dimostrato una capacita di mutazione piu rapida rispetto
alle altre specie di influenzavirus, caratteristica che lo rende notevolmente piu virulento
(Eccles, 2005). Il fatto che possa colpire un ampio spettro d’ospiti, tra cui equini, suini,
mammiferi acquatici ed uccelli, oltre alluomo, contribuisce a renderlo ancor piu pericoloso in
quanto, se introdotto all'interno di una popolazione priva di immunita nei suoi confronti, pud
avere la capacita di provocare in breve tempo un’epidemia (Khanna et al., 2008).

Ad esempio, studi molecolari hanno dimostrato che il sottotipo H1N1 di influenza A virus
responsabile della recente pandemia del 2009 nell’'uomo, possiede una stretta correlazione
genetica con ceppi rinvenuti nel suino, confermando il salto d’ospite all’'origine della pandemia
(Girard et al., 2010).

La trasmissione del virus avviene per contatto diretto tra individui, tramite goccioline (droplets)
prodotte con colpi di tosse o starnuti (Killingley and Nguyen-Van-Tam, 2013) ed ¢ stata
documentata anche da uomo a furetto (Enkirch and von Messling, 2015), mentre la
trasmissione da furetti ad umani non & mai stata riportata, eccetto un unico caso risalente al
1930 in cui un operatore di laboratorio ha mostrato sintomi dopo uno stretto contatto con un
furetto precedentemente sottoposto ad infezione sperimentale (Smith and Stuart-harris,
1936). Al contrario, furetti infetti si sono dimostrati ampiamente in grado di trasmettere il virus
a conspecifici alloggiati nella stessa gabbia o in gabbie adiacenti (Jayaraman et al., 2011).
Come per gli umani, la morbilita & elevata, mentre la mortalita & ridotta, e questa patologia ha

esito fatale soprattutto in soggetti giovani o immunocompromessi (Langlois, 2005). | segni
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clinici dovuti all'infezione da parte di questo virus variano in base al ceppo virale e alle
caratteristiche dell’ospite. Generalmente il decorso & acuto, in media 3-5 giorni in assenza di
complicazioni (Maher and DeStefano, 2004), caratterizzato dalla presenza di rinite che pud
progredire a tracheobronchite (Maher and DeStefano, 2004). Tra i sintomi piu comuni si
annoverano starnuti, scolo nasale, abbattimento ed ipertermia, che si manifestano 48 ore
dopo linfezione, e si risolvono spontaneamente (Collie et al., 1980; Kiupel and Perpifan,
2014). Raramente si assiste allo sviluppo di polmoniti interstiziali, solamente in soggetti colpiti
da ceppi pneumotropi del virus (Maher and DeStefano, 2004).

Vista 'elevata contagiosita di questa patologia, € fondamentale evitare il contatto tra animali
suscettibili ed animali o esseri umani con sintomi respiratori, in quanto la prevenzione diretta
gioca un ruolo importante nel limitarne la diffusione (Langlois, 2005; Quesenberry and
Carpenter, 2011). Non esistono in commercio vaccini approvati per furetti, tuttavia la patologia
ha un decorso generalmente lieve ed & generalmente sufficiente un trattamento di supporto

(Lewington, 2007a; Kiupel and Perpinan, 2014)

1.1.4.5 CORONAVIROSI

Sono stati descritti due distinti coronavirus che colpiscono il furetto. Entrambi appartengono
al genere Alphacoronavirus, sottogenere Minacovirus, di cui sono gli unici rappresentanti
insieme alla specie Mink coronavirus 1 e sono conosciuti come ferret enteric coronavirus
(FRECV) e ferret systemic coronavirus (FRSCV) (Stout et al., 2021). Ufficialmente, all'interno
della tassonomia & possibile individuare solamente Mink coronavirus 1
(https://talk.ictvonline.org/taxonomy), e i coronavirus del furetto vengono categorizzati come
varianti di questa specie, sebbene siano recentemente state avanzate diverse proposte per
un’effettiva distinzione di specie tra i due virus (Stout et al., 2021).

FRECV é responsabile di una patologia chiamata inizialmente enterite epizootica catarrale,
non dissimile dalle forme di enterite provocate da coronavirus in altre specie, come la
gastroenterite trasmissibile del suino (TGE) (Williams et al., 2000), ed analisi approfondite
hanno individuato una stretta correlazione con feline coronavirus (FeCoV) e canine
coronavirus (CCoV) anche a livello genetico (Wise et al., 2006).

Questa patologia, descritta per la prima volta in America nel 1993, & caratterizzata da
un’elevata morbilita che spesso raggiunge anche il 100% della popolazione esposta, tuttavia
fortunatamente la mortalita risulta bassa, inferiore al 5% (Williams et al., 2000). | soggetti
colpiti si presentano inizialmente letargici ed anoressici, successivamente sviluppano sintomi
gastrointestinali quali vomito e diarrea mucosa che si risolvono in media entro 5-7 giorni
(Williams et al., 2000). La quasi totalita degli animali guarisce entro 21 giorni, ma I'eliminazione
del virus pud durare per lunghi periodi, fino ad 8 mesi (Williams et al., 2012).

Piu recentemente, a partire dal 2004, & stata tuttavia segnalata in vari furetti la presenza di
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un’altra patologia, causata da un coronavirus distinto, FRSCV, caratterizzata da
inflammazione piogranulomatosa sistemica, molto simile alla peritonite infettiva felina (FIP)
(Martinez et al., 2006). | soggetti colpiti presentano sintomi aspecifici, quali perdita di peso,
letargia, anoressia, diarrea e presenza di masse addominali palpabili (Garner et al., 2008),
non sono responsivi a trattamenti e la progressione della patologia appare invariabilmente
fatale, come avviene per la FIP (Hartmann, 2005; Garner et al., 2008). Le lesioni causate da
queste due patologie sono quasi sovrapponibili e caratterizzate dalla presenza di foci nodulari
disseminati sulla superficie delle sierose e nel parenchima degli organi addominali, con
un’importante componente perivascolare. L'infiammazione pud progredire fino a coinvolgere
il sistema nervoso centrale (Garner et al., 2008).

Sebbene sia stato dimostrato che FRSCV & geneticamente piu simile a FRECV che a
qualsiasi altro Alphacoronavirus (Wise et al., 2010), non & stato tutt'oggi individuato un legame
tra questi due virus paragonabile alla teoria della “mutazione interna” che avverrebbe tra i
patotipi di FeCoV responsabili della forma enterica e di FIP (Stout et al., 2020). Come nel caso
dei coronavirus felini, non esiste tutt'ora un vaccino efficace contro FRECV e FRSCV, e la
prevenzione diretta rimane fondamentale per evitare il contagio (Lewington, 2007a; Perera et
al., 2018).

1.1.4.6 INFEZIONI BATTERICHE

Nei furetti, le infezioni primarie da parte di batteri sono piu rare rispetto a quanto avviene nelle
altre specie animali domestiche, dato che vengono tenuti prevalentemente in casa e
conducono generalmente uno stile di vita piu protetto (Rosenthal, 2007). Il ruolo di questi
organismi come patogeni € infatti quello di infezioni secondarie a condizioni debilitanti oppure
a polmoniti da aspirazione (Powers, 2009). Tra i microorganismi individuati come responsabili
di polmoniti batteriche secondarie ad influenzavirus possono essere citati Streptococcus equi
zooepidemicus, Streptococcus pneumoniae ed altri streptococchi (Bell and Dudgeon, 1948;
Andrews et al., 1979; Swennes and Fox, 2014). Da lesioni polmonari in furetti sono anche
state isolate numerose specie di Mycobacterium spp. (Lunn et al., 2005; Powers, 2009), vari
Gram-negativi come Escherichia coli, Kleibsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa
(Liberson et al., 1983; Martinez et al., 2012; Swennes and Fox, 2014), oltre a Bordetella
bronchiseptica e Listeria monocytogenes (Quesenberry and Carpenter, 2011). E stato inoltre
dimostrato un effetto sinergico tra questi patogeni ed influenza, la cui compresenza in un
ospite condiziona il decorso della patologia e la prognosi (Jakeman et al., 1991; McCullers et
al., 2010). Un trattamento antibiotico & generalmente efficace contro questi agenti patogeni
(Swennes and Fox, 2014), tuttavia in soggetti molto giovani spesso I'esito pud essere fatale
(Collie et al., 1980; Smith and Sweet, 1988). Specie di Mycobacterium spp. possono inoltre

essere responsabili di patologia gastrointestinale, con comparsa di enterite e diarrea, insieme
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a Salmonella enterica, Campylobacter jejuni e Clostridium perfringens (Marini R P et al., 1989;
Lugton et al., 1997; Lucas et al., 2000; Powers, 2009). Un altro importante patogeno
gastroenterico nel furetto € Helicobacter mustelae, spesso causa di lesioni ed ulcere gastriche
in animali immunodepressi (Johnson-Delaney, 2005). Le infezioni cutanee sono rare nel
furetto, generalmente secondarie a graffi o morsi, e i principali agenti responsabili sono
Staphylococcus aureus e Streptococcus spp. (Paterson, 2008). Una volta instaurata
l'infezione, si pud manifestare con cellulite, pioderma o ascessi (Pilny and Hess, 2004).
Ascessi dovuti ad Actinomyces spp si possono riscontrare anche in seguito a lesioni della
mucosa del cavo orale, generalmente localizzati a livello cervicale, e possono raggiungere
dimensioni tali da causare dispnea rendendo necessaria l'incisione e l'applicazione di un

drenaggio (Pilny and Hess, 2004).
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1.2 - IL FURETTO COME MODELLO ANIMALE NELLA
SPERIMENTAZIONE SCIENTIFICA

Il furetto trova impiego anche come animale da laboratorio nella ricerca scientifica,
prevalentemente in ambito medico.

Nonostante la sua antica domesticazione, il furetto non & stato preso in considerazione per
questo scopo prima del 1900, e la sua importanza & rimasta marginale per parecchio tempo
(Pyle, 1940).

Le dimensioni di questo animale, la facilita di gestione e il suo ciclo biologico, insieme al
possesso di caratteristiche anatomiche, metaboliche e fisiologiche simili a quelle della specie
umana, hanno portato ad un maggior utilizzo del furetto come modello animale nella ricerca
in svariati ambiti medici, come cardiologia, pneumologia, neurologia e gastroenterologia
(Pearson R C and Gorham J R, 1987).

1.2.1 - CARDIOLOGIA

L’interesse nell'utilizzo del furetto nello studio di patologie cardiovascolari deriva
principalmente dal fatto che l'apparato cardiocircolatorio di questo animale funziona in
maniera comparabile a quella di mammiferi di taglia superiore, incluso 'uomo, fornendo in
questo modo un modello per studiare stati fisiologici e fisiopatologici in quest’ultimo (Morgan,
2014).

Inoltre, il cuore di furetto & in grado di mantenere condizioni emodinamiche e metaboliche
stabili ex vivo per un periodo di tempo sensibilmente superiore rispetto al cuore di ratto,
caratteristica che rende questa specie preziosa nell’ambito di studi che prevedano l'uso di
cuore isolato e perfuso secondo Langendorff (Neubauer and Ingwall, 1991; Morgan, 2014).

Il miocardio possiede un rapporto forza/frequenza positivo, come nel’'uomo, e la struttura
anatomica del nodo senoatriale inoltre si avvicina maggiormente a quella umana se
paragonata ad altri modelli animali (Brahmajothi et al., 2010).

I muscoli papillari possono essere agevolmente isolati a partire da entrambi i ventricoli, grazie
al loro numero elevato e alle dimensioni ridotte, rendendo possibile lo studio dell'effetto di un
elevato numero di sostanze, quali cocaina (Qiu and Morgan, 1993), cocaetilene (Qiu and
Morgan, 1993), metilecgonidina (Huang et al., 1997), endotelina (Wang et al., 1991), ATP (Qu
etal., 1993), insulin-like growth factor-1 (Cittadini et al., 1998) e idralazina (Hurrell et al., 1993).
Singoli cardiomiociti possono inoltre essere isolati ed utilizzati in studi elettrofisiologici
(Morgan, 2014).

Come cane e gatto, anche questo animale & soggetto a numerose patologie cardiache e tra

esse le piu frequenti sono cardiomiopatia dilatativa (Lipman, 1987; Weiss and Scott, 1997),
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aritmie e disordini vascolari acquisiti (Kottwitz et al., 2006). La presentazione clinica di queste
patologie & sovrapponibile a quella di cane e gatto (Ensley and Winkle, 1982; Lipman, 1987)
sebbene, a differenza di questi ultimi, una delle manifestazioni piu significative sia debolezza
degli arti posteriori, non necessariamente correlata ad eventi trombotici (Quesenberry and
Carpenter, 2011)

Data l'efficacia di tecniche radiografiche (Stepien et al., 1999), elettrocardiografiche (ECG)
(Bublot et al., 2006), ed ecografiche (Vastenburg et al., 2004; Dudas-Gyoérki et al., 2011) nella
diagnosi e nello studio di tali condizioni patologiche e grazie alla taglia relativamente grande
del furetto se paragonato alla maggior parte dei roditori utilizzati come modello animale,
questo animale & stato sfruttato anche per studi concernenti lo sviluppo di tecniche chirurgiche

e approcci terapeutici invasivi, quale I'impianto di pacemaker (Morgan, 2014).

1.2.2 - PNEUMOLOGIA

Tutt’'oggi vengono utilizzate numerose specie animali per lo studio di patologie respiratorie,
per l'efficacia di terapie antivirali nel loro trattamento, per lo sviluppo di vaccini e per la
sicurezza di questi ultimi.

| piccoli roditori presentano il vantaggio di poter essere utilizzati agevolmente in numero
elevato e cido rende queste specie indispensabili, sebbene esistano alcune sostanziali
differenze tra il loro apparato respiratorio e quello umano (Persson and Gelfand, 2002). Allo
stesso tempo, le misure di contenimento richieste per accedere a laboratori con livello di
biosicurezza 3 (BSL3) rendono complicato I'utilizzo di animali di dimensioni maggiori (Guo et
al., 2019).

Per la loro anatomia, i furetti si sono dimostrati un prezioso supporto nello studio di virus
respiratori che colpiscono 'uomo, ed inoltre rappresentano un’eccellente alternativa all’utilizzo
di primati non umani per tali studi. Sono infatti suscettibili ad un elevato numero di virus
respiratori, inclusi influenza A virus (IAV) (Maher and DeStefano, 2004), severe acute
respiratory syndrome-related coronavirus (SARS-CoV) (Martina et al., 2003), human
respiratory syncytial virus (hRSV) (Chan et al., 2017) e human metapneumovirus (hMPV)
(Schildgen et al., 2007), nonché ad altre patologie.

Un problema per la ricerca consiste nel fatto che molti patogeni che colpiscono il tratto
respiratorio negli umani hanno la capacita di infettare piccoli animali senza tuttavia provocare
in essi segni o sintomi che possano essere correlati a quelli causati nei primati (Martina et al.,
2003; MacPhail et al., 2004; Bossart et al., 2009). Al contrario, il furetto si dimostra un modello
animale particolarmente adatto, poiché il suo apparato respiratorio condivide numerose

proprieta con i tessuti e l'architettura del medesimo apparato nell’essere umano, e cid
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comporta una manifestazione sintomatologica sovrapponibile in queste due specie (Taylor,
2014; Enkirch and von Messling, 2015).

Inoltre, sia il volume polmonare che il diametro delle vie aeree si dimostrano elevati in
relazione alla taglia del furetto; basti pensare che la capacita polmonare del furetto supera del
297% il valore che ci si aspetterebbe di norma in un mammifero di tali dimensioni, peculiarita
probabilmente dovuta ad un adattamento ad una vita all'interno di tane sotterranee (Vinegar
et al., 1985).

Le dimensioni dei polmoni del furetto si dimostrano quindi estremamente vantaggiose per
studi di uptake, clearance e deposizione di aerosol, e sulla meccanica del flusso ematico
polmonare (Whary, 2014). La quantita di ghiandole sottomucose nella parete bronchiale (Hyde
et al.,, 1979; Robinson et al., 1986) e la presenza di una o due diramazioni dei bronchioli
terminali (Robinson et al., 1986; Johnson-Delaney and Orosz, 2011) sono altre affinita con
I'anatomia umana, unite alla lunghezza della trachea, che nel maschio adulto misura in media
10 cm, appena 2 cm piu corta rispetto a quella umana che misura in media 12 cm (Ben-Jebria
et al., 1995). La dimensione dei polmoni comporta la possibilita di ricavare diversi preparati
da un singolo animale, che possono in questo modo anche fungere da controllo nel caso di
misurazioni simultanee di risposte fisiologiche a varie condizioni sperimentali in vitro (Whary,
2014).

1.2.3 - INFLUENZA

Il furetto viene attualmente utilizzato come modello animale per studi sull'influenza, soprattutto
dopo il rinnovato interesse verso il ceppo H1N1 come patogeno umano, che continua a
rivelarsi una minaccia per la salute (Belser et al., 2011).

In questo scenario il furetto si & dimostrato un eccellente modello, essendo altamente
suscettibile a ceppi di influenzavirus umani e aviari (Belser et al., 2011). Sintomatologia e
distribuzione delle lesioni provocate da questo virus sono infatti del tutto simili in uomo e
furetto. Questa caratteristica & dovuta alla distribuzione dei recettori dell’acido sialico nel tratto
respiratorio quasi sovrapponibile in queste due specie (Shinya et al., 2006; van Riel et al.,
2007). Questi recettori fungono infatti da sito di legame per gli influenzavirus determinando
cosi le differenze nella manifestazione della patologia. Influenzavirus stagionali mostrano una
maggior affinita verso i recettori localizzati nel tratto respiratorio superiore e la patologia in
questo caso ¢ lieve, caratterizzata da un’infezione pressoché limitata alle prime vie aeree
(Huang et al., 2011; van den Brand et al., 2012), mentre influenzavirus ad alta patogenicita
mostrano una selettivita nei confronti dei recettori piu profondi, con un esteso coinvolgimento

polmonare ed una sintomatologia nettamente piu grave (van Riel et al., 2007; Kumlin et al.,
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2008; Enkirch and von Messling, 2015).

Oltre allimportanza rivestita nello studio della patogenesi dellinfluenza, il furetto & stato
ampiamente utilizzato per lo studio della risposta immunitaria e per testare I'efficacia di terapie
e vaccini (Smith and Sweet, 1988; Sweet et al., 2002; Maher and DeStefano, 2004; Svitek et
al., 2008). Studi condotti su questo animale hanno infatti evidenziato l'importanza che
rivestono i linfociti citotossici nel decorso della patologia (McLaren and Butchko, 1978), hanno
approfondito la natura immunomediata delle lesioni (Svitek et al., 2008) e hanno portato allo
sviluppo di vaccini efficaci contro influenza, fondamentali per combatterne la diffusione (Baras
et al., 2008; Mahmood et al., 2008; Chen et al., 2009).

1.2.4 - SEVERE ACUTE RESPIRATORY SYNDROME-RELATED CORONAVIRUS
(SARS-CoV)

Come per altre patologie respiratorie, il furetto si &€ dimostrato estremamente utile nello studio
della Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS).

Questa patologia € una zoonosi emersa nel 2002 nel sud della Cina, nella provincia del
Guangdong, ed ha causato un’epidemia che ha colpito piu di 8000 persone in meno di un
anno, con un tasso di mortalita che si approssima al 10% (Cherry, 2004). L’agente eziologico
e stato individuato in un coronavirus, denominato SARS-related coronavirus (SARS-CoV), la
cui origine é stata attribuita a pipistrelli del genere Rhinolophus spp., ospiti naturali di vari
coronavirus (Li et al., 2005). In particolare, sono state riscontrate forti omologie con
coronavirus SARS-like (SL-CoV) nei pipistrelli, e si ritiene che uno di questi abbia acquisito la
capacita di infettare 'uomo dopo il passaggio ad un ospite intermedio, la civetta delle palme
mascherata (Paguma Larvata, Hamilton-Smith 1826), dando origine a SARS-CoV (Guan et
al., 2003; Cheng et al., 2007).

La trasmissione del virus avviene solamente dopo l'instaurarsi dei sintomi, per contatto diretto
tra individui, principalmente tramite escrezioni dell’apparato respiratorio (Anderson et al.,
2004). Vista 'emergenza causata da questa epidemia, numerose ricerche sono state condotte
utilizzando modelli animali (Gautam et al., 2020).

Nello studio della patogenesi di SARS-CoV, il topo si € tuttavia dimostrato un modello
inadeguato, in quanto questa specie animale & in grado di supportare la replicazione del virus
allinterno delle proprie vie aeree senza tuttavia sviluppare la patologia ad esso correlata
(Roberts et al., 2007). Il furetto si & dimostrato invece suscettibile allinfezione da parte di
SARS-CoV (Martina et al., 2003; Cameron et al.,, 2012), manifestando inoltre una
sintomatologia respiratoria simile a quella umana, sebbene con una letalitd notevolmente

inferiore (Darnell et al., 2007; Cameron et al., 2012).
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1.2.5 - ALTRI CORONAVIRUS UMANI

A causa della loro rapida evoluzione, i coronavirus rappresentano una minaccia per la salute
umana, e I'epidemia di SARS del 2002 ha portato allo sviluppo di numerosi programmi di
sorvegdlianza nei confronti di questo gruppo di virus (To et al., 2013). A dimostrazione del loro
potenziale, altre problematiche sanitarie dovute a coronavirus di origine animale sono emerse
negli ultimi anni (Guarner, 2020).

Tra queste, la Middle East respiratory syndrome (MERS) ha attirato I'attenzione globale a
partire dal 2012, quando € emersa causando un’epidemia originata in Arabia Saudita (Mackay
and Arden, 2015), con casi ad oggi riscontrati in almeno 27 diversi paesi
(https://lwww.who.int/health-topics).

Come la SARS, la MERS ¢ sostenuta da un coronavirus denominato Middle East respiratory
syndrome-related coronavirus (MERS-CoV). Studi scientifici affermano che MERS-CoV derivi
da coronavirus (HKU4 e HKU5) endemici in pipistrelli, rispettivamente dei generi Tylonycteris
e Pipistrellus (Woo et al., 2012b), tuttavia in questo caso I'ospite intermedio & stato individuato
nei camelidi (Azhar et al., 2014; Corman et al., 2014). Il genoma di MERS-CoV che colpisce
'essere umano ¢ infatti simile al 99,9% a quello di MERS-CoV che colpisce i dromedari
(Hemida et al., 2014), tuttavia non & stato ancora chiarito il passaggio del virus dal pipistrello
all'ospite intermedio. Le proteine S di HKU4 e MERS-CoV si legano entrambe al medesimo
recettore (Raj et al., 2013), tuttavia solamente MERS-CoV ¢ in grado di infettare I'essere
umano, in quanto HKU4 non riesce ad utilizzare le proteasi umane per mediare il suo ingresso
nella cellula (Yang et al., 2014).

La trasmissione di questa patologia avviene principalmente in ambito nosocomiale (Chowell
et al.,, 2015), probabilmente poiché I'eliminazione virale avviene solamente in seguito alla
manifestazione dei sintomi (Cowling et al., 2015), tuttavia il tasso di mortalita € elevato (34,4%)
(M. Park et al., 2020), con il 50-89% dei soggetti colpiti che necessitano il ricovero in terapia
intensiva (Assiri et al., 2013; Saad et al., 2014). A settembre 2019, erano stati riportati 2494
casi di MERS (Al-Omari et al., 2019), con 858 decessi (https://www.who.int/health-topics).
Diverse ricerche sono state condotte su MERS utilizzando il furetto come modello animale,
che tuttavia non si & dimostrato adatto allo studio di questa patologia. Cio € dovuto al fatto che
MERS-CoV utilizza un recettore diverso da quello di SARS-CoV (Raj et al., 2014), e il furetto
non € in grado di supportare la replicazione virale (Gretebeck and Subbarao, 2015). Al
contrario, si € dimostrato un modello efficace per un altro coronavirus di recente comparsa,
SARS-CoV-2 (Gautam et al., 2020; Kim et al., 2020).
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1.3 - SARS-CoV-2

18 anni dopo la comparsa di SARS in Cina e 8 dopo la comparsa di MERS in Arabia Saudita,
una nuova epidemia causata da un coronavirus minaccia la salute umana (Hasdksiiz et al.,
2020). L’insorgenza di tre coronavirus altamente patogeni di origine zoonotica in meno di due
decenni evidenzia il ruolo degli animali nella trasmissione di questa specie di virus, insieme

allimportanza del lavoro dei veterinari per controllarne la diffusione.

1.3.1 - TASSONOMIA E MORFOLOGIA

Con il termine coronavirus si identificano virus appartenenti all'ordine Nidovirales, sottordine
Cornidovirineae famiglia Coronaviridae, sottofamiglia Orthocoronavirinae
(https://lwww.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy/Browser). Vengono ulteriormente suddivisi in
quattro generi, Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus in
base ad analisi genetiche (Brian and Baric, 2005). Sono virus dotati di envelope, di circa 100
nm di diametro, caratterizzati dalla presenza di peplomeri di grosse dimensioni (180-200 kDa),
che ne ricoprono la superficie (Holmes, 1999). Possiedono un genoma a singolo filamento di
RNA positivo di 26-32 kilobasi, che contiene 6 open reading frame (ORF), ovvero geni che
codificano per proteine (Sieber et al., 2018).

Il primo ORF costituisce all'incirca due terzi dell’intero genoma, e codifica due polipeptidi,
chiamati pp1a e pp1ab, associati al gene replicasi. Dopo la trascrizione, questi polipeptidi
vengono scissi in un complesso di 15-16 proteine non strutturali, necessarie alla replicazione
del’RNA virale e alla produzione di RNA messaggero (Gorbalenya et al., 1989). La maggior
parte del materiale genomico restante codifica invece 4 proteine strutturali, E (proteina
envelope, del rivestimento del virione), M (proteina di membrana), N (proteina del
nucleocapside) ed S (proteina Spike). Alcuni coronavirus appartenenti al genere
Betacoronavirus codificano un’emoagglutinina-esterasi, (HE), non necessaria per la
replicazione virale (Lissenberg et al., 2005).

La glicoproteina S, che costituisce i peplomeri presenti sulla superficie virale (Holmes, 1999),
riveste un ruolo di particolare rilevanza in quanto & I'unica proteina di membrana responsabile
per l'ingresso del virus allinterno della cellula (Cavanagh, 1995), ed & grazie a differenze a
questo livello che i coronavirus possono infettare un’ampia varieta di ospiti (Guan et al., 2003).
Questa glicoproteina & costituita da 2 subunita: S1 € la subunita periferica e responsabile del
legame ai recettori, S2 & la parte di proteina transmembrana che regola la fusione del virus
con la membrana cellulare. La proteina Spike stimola inoltre le risposte immunitarie cellulo-
mediata ed anticorpale da parte dell’'ospite infetto (Bosch et al., 2003).

| coronavirus sono caratterizzati da un’eccezionale capacita di evolvere rapidamente,
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cambiando il loro profilo antigenico, il tropismo tissutale e lo spettro d’ospite (Decaro and
Lorusso, 2020), grazie ad un elevato tasso di sostituzione nucleotidica e alla ricombinazione
genetica (Banner and Mc Lai, 1991; Decaro and Lorusso, 2020). Grazie alla loro capacita di
adattamento, i coronavirus oggi sono in grado di colpire un ampio spettro di ospiti (Holmes,
1999). A questo proposito, studi scientifici individuano l'origine di coronavirus appartenenti ai
generi Alphacoronavirus e Betacoronavirus nei pipistrelli, e quella di Deltacoronavirus e
Gammacoronavirus in uccelli (Woo et al., 2012a). Da questi primi ospiti, i virus si sono poi
evoluti riuscendo ad adattarsi a diverse specie animali, ad esempio tutt'oggi allinterno della
specie Alphacoronavirus 1 ritroviamo virus in grado di causare patologie in numerosi animali
domestici, tra cui transmissible gastroenteritis virus (TGEV) del suino (Threats et al., 2004),
canine coronavirus (CCoV) e feline coronavirus (FeCoV) (Tekes and Thiel, 2016).

Anche all'interno del genere Betacoronavirus sono annoverate specie in grado di causare
patologia in un’ampia varieta di animali, tra cui bovine coronavirus (BCoV), canine respiratory
coronavirus (CRCoV) e murine coronavirus (MCoV) (Zappulli et al., 2020), tuttavia questo
genere assume particolare rilevanza per la sanita pubblica in quanto tutte le specie di
coronavirus in grado di provocare patologia grave nel’'uomo appartengono proprio ad esso.
Negli esseri umani sono state infatti individuate ad oggi 7 specie di coronavirus in grado di
causare patologia. Human coronavirus HCoV-229E e HCoV-NL63 (Alphacoronavirus), come
pure HCoV-HKU1 e HCoV-OC43 (Betacoronavirus), hanno un comportamento stagionale e
provocano generalmente una sintomatologia lieve simil-influenzale (Richman et al., 2009). |
restanti, che appartengono tutti al genere Betacoronavirus, sono invece agenti zoonotici in
grado di causare patologia grave con esito anche fatale. Questi sono SARS-CoV, MERS-CoV
e SARS-CoV-2 (Fehr and Perlman, 2015; Hasdkslz et al., 2020).

1.3.2 - STORIA DELLA PANDEMIA

Il 31 dicembre 2019, la sede cinese dell’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) & stata
allertata sulla presenza di svariati casi di polmonite ad eziologia sconosciuta sviluppatisi a
Wuhan, citta situata nella provincia cinese di Hubei (Riou and Althaus, 2020).

L’agente eziologico & stato individuato il 7 gennaio 2020 e denominato inizialmente novel
coronavirus 2019 (2019-nCoV) (WHO/2019 nCoV/Surveillance/2020.2, 2020), poi rinominato
Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2 (SARS-CoV-2) il 13 febbraio 2020
(http://www.salute.gov.it/portale/news/). La patologia da esso causata & stata chiamata
COVID-19.

Il 30 gennaio 2020 'OMS ha dichiarato questa patologia un'emergenza sanitaria pubblica di

portata internazionale (https://www.who.int/news). Il 31 gennaio, i primi 2 casi di COVID-19
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sono stati registrati in Italia. | pazienti positivi totali confermati al tempo erano 9826, 9720 dei
quali in Cina (https://www.who.int/docs). Un mese dopo, I'1 Marzo 2020, i casi confermati
erano salitia 87137, con 2977 decessi correlati a questa patologia (https://www.who.int/docs).
L’11 Marzo 'OMS ha dichiarato COVID19 una pandemia, con 118319 casi confermati e 4292

decessi (https://www.who.int/director-general/speeches).

1.3.3 - SPETTRO D’OSPITE E TROPISMO

SARS-CoV-2 & un Betacoronavirus, apparente al sottogenere Sarbecovirus
(https://lwww.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy/Browser), strettamente correlato ai SARS-like
coronavirus dei pipistrelli e a SARS-CoV, con cui condivide nhomenclatura e sottogenere.
Come quest'ultimo, si presume che SARS-CoV-2 derivi da coronavirus dei pipistrelli
(Benvenuto et al., 2020), e sono stati indagati anche altri possibili ospiti intermedi, sebbene
non ci sia ancora certezza su quale animale abbia ricoperto questo ruolo (Wan et al., 2020).
Dopo le fasi iniziali della pandemia, & stata resa pubblica la sequenza genetica del patogeno
(Lu et al., 2020), che si & rivelata identica al’'88% a quella di due coronavirus trovati nei
pipistrelli, bat-SL-CoVZC45 e bat-SL-CoVZXC21, nonché simile al 79% a quella di SARS-CoV
(Lu et al., 2020). Successive analisi hanno evidenziato un’identita del 96% tra SARS-CoV-2 e
il virus RaTG13, campionato da pipistrelli Rhinolophus affinis in Cina gia nel 2013 (Rahalkar
and Bahulikar, 2020), ma le caratteristiche di RaTG13 a livello di receptor binding domain
(RBD) impedirebbero la replicazione nell’ospite uomo, indebolendo lipotesi di uno spillover
diretto. Altre ipotesi sono state avanzate a partire da campionamenti effettuati su pangolini,
nei quali sono stati rinvenuti coronavirus con una minore identita con SARS-CoV-2, ma con
maggiore affinita del’lRBD per i recettori umani. Queste evidenze suggerirebbero una
circolazione virale e un adattamento al nuovo ospite promosso da pressioni selettive naturali
(Andersen et al., 2020).

Allo stesso tempo, la sequenza nucleotidica di SARS-CoV-2 ¢ identica circa al 91% a quella
di pangolin-CoV-2020, un coronavirus che trova come ospite il pangolino del Borneo (Manis
javanica, Desmarest 1822) (T. Zhang et al., 2020).

Per quanto riguarda l'ospite serpente, il suo ruolo & stato suggerito sulla base di una
similitudine con il codon usage bias di SARS-CoV2 (Ji et al., 2020), che pud indicare
'adattamento di un virus al suo ospite attraverso I'utilizzo preferenziale di determinati codoni
in favore di quelli maggiormente utilizzati dall’'ospite (Bahir et al., 2009).

Tuttavia, come gia accennato, la variabilita in regioni chiave per il legame al recettore della
cellula ospite pud determinare la capacita del virus di replicare o0 meno in un determinato

ospite. Tra queste, 'RDB della proteina Spike lega I'enzima 2 convertitore dell'angiotensina
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(Angiotensin-converting enzyme 2, ACEZ2), lo stesso recettore utilizzato da SARS-CoV
(Hoffmann et al.,, 2020). Nel caso di SARS-CoV-2, questo dominio tuttavia assume una
conformazione piu compatta rispetto a quella di SARS-CoV, caratteristica che gli consente di
legare i recettori ACE2 con un’affinitd maggiore rispetto a quella degli altri coronavirus
conosciuti (Kirchdoerfer et al., 2016; Shang et al., 2020). Nell’'essere umano, questo recettore
e localizzato principalmente a livello di pneumociti di tipo 1 € 2, ma anche di cellule endoteliali
in numerosi tessuti e sulla superficie di tutto il tratto enterico (Hamming et al., 2004). La
distribuzione di ACE2 nel furetto & lievemente differente e i recettori sono assenti a livello di
pneumociti di tipo 1 (Zamoto et al., 2006), ma la loro affinita verso SARS-CoV-2 € pari a quella

nelluomo (Sun et al., 2021).

1.3.4 - PATOGENESI E SEGNI CLINICI

La sintomatologia causata dall'infezione da SARS-CoV-2 &€ generalmente respiratoria (febbre,
tosse, dispnea), talvolta associata ad episodi di diarrea e pud essere molto variabile, da casi
subclinici a polmoniti di varia gravita (Habas et al., 2020). | casi critici sono caratterizzati da
acute respiratory distress syndrome (ARDS), shock settico e insufficienza multiorgano (Wu
and McGoogan, 2020), ma in generale la letalita di SARS-CoV-2 ¢ inferiore a quella di SARS-
CoV e MERS-CoV (Ruan, 2020). Questa caratteristica tuttavia contribuisce anche all’elevata
capacita di diffusione del virus (Cleary et al., 2020). La mortalita varia in base al paese preso
in considerazione, attestandosi tra I'1 e il 2%, dal momento che & influenzata da misure di
prevenzione, controllo e livello di assistenza sanitaria (Ruan, 2020), ma esistono numerosi
altri fattori di rischio relativi al paziente, come eta, obesita, diabete, immunodepressione e
sesso maschile (Cleary et al., 2020) (Ruan, 2020).

Il decorso clinico & caratteristico di una risposta immunitaria incontrollata contro I'agente virale,
con lo sviluppo di ARDS in seguito ad un’infezione persistente (Gattinoni et al., 2020). Le
lesioni provocate da ARDS sono eterogenee, e possono coinvolgere sia aree di scambio
gassoso che spazi morti polmonari, con diversa estensione (Gattinoni et al., 2020). Inoltre,
l'attivita del sistema immunitario pud esitare in una sovrapproduzione di citochine (cytokine
storm), che pud coinvolgere diversi altri organi ed aggravare le stesse lesioni polmonari, fino
a causare la morte per insufficienza multiorgano (Blanco-Melo et al., 2020).

In questo caso, linflammazione & stata anche associata a coagulopatia caratterizzata da
elevati livelli di fibrinogeno e D-dimeri, che suggeriscono un’aumentata produzione di trombina
e fibrinolisi (L. Zhang et al., 2020; Tang et al., 2020). | pazienti sono quindi in una condizione
protrombotica, contro la quale la terapia anticoagulante si & dimostrata solo parzialmente

efficace (Llitjos et al., 2020). Piastrine, autoanticorpi e neutrofili potrebbero essere inoltre
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coinvolti nel processo (Bikdeli et al., 2020).

Rispetto a SARS-CoV, SARS-CoV-2 replica molto piu rapidamente nelle vie aeree superficiali
(Zou et al., 2020), dimostrando la capacita di essere trasmesso anche da ospiti asintomatici
(Chau et al., 2020; Yu and Yang, 2020). Questo virus pud essere trasmesso sia per contatto
diretto che tramite contatto indiretto (Chan et al., 2020). Particolare importanza riveste la
trasmissione tramite goccioline (droplets) prodotte con colpi di tosse o starnuti, ed & stato
dimostrato che SARS-CoV-2 pud rimanere sospeso in aria fino a 3 ore (van Doremalen et al.,
2020). La resistenza di questo virus € stata studiata su diverse superfici e varie condizioni
ambientali, ed é risultata simile a quella di SARS-CoV, rimanendo infettivo fino a 72 ore su
plastica e acciaio (van Doremalen et al., 2020), e fino a 14 giorni a temperature inferiori a 4°C
(Chan et al.,, 2020). Diversi solventi dei lipidi (alcol etilico) si sono dimostrati efficaci
nellinattivazione di SARS-CoV-2, distruggendo /l'envelope virale e rendendo impossibile

l'ingresso del virus nelle cellule (Hasoksuz et al., 2020; van Doremalen et al., 2020).

1.3.5 - DIAGNOSI

Data la diffusione ormai ubiquitaria del virus, la corretta identificazione dei soggetti infetti
assume un ruolo di particolare rilevanza, in quanto consente in primo luogo un loro
monitoraggio e un trattamento tempestivo, ed allo stesso tempo risulta indispensabile per
limitare la diffusione del virus (Kevadiya et al., 2021). L’elevato numero di pazienti asintomatici
rende infatti complicata I'attuazione di efficaci misure di contenimento nel caso in cui questi
non vengano individuati (Oran and Topol, 2020) e la sintomatologia inoltre, quando lieve, &
aspecifica ed ascrivibile a numerose patologie respiratorie (Udugama et al., 2020).

Ad oggi, il test principalmente utilizzato per la diagnosi ufficiale e riconosciuta dal’lOMS di
COVID-19, consiste nell'individuazione del’lRNA di SARS-CoV-2 tramite real-time reverse
transcription—polymerase chain reaction (RT-PCR). Questo test & infatti dotato di elevate
specificita e sensibilita (Sethuraman et al., 2020; Udugama et al., 2020). Questo genere di
test tuttavia incorre in alcune limitazioni, in quanto utilizza primer specifici per determinate
porzioni del genoma di SARS-COV-2, che potrebbero non dimostrarsi efficaci qualora fossero
presenti mutazioni in queste regioni. Inoltre, 'esecuzione di una real time RT-PCR richiede
tempistiche e costi superiori a quelli di altri test diagnostici (Kevadiya et al., 2021).

Per ovviare a questi problemi, sono stati messi a punto test piu rapidi e meno costosi, volti
alla ricerca diretta dell’antigene virale. Questo genere di test si basa su una metodica di /ateral
flow immunochromatographic assay (LFT), e viene gia impiegato nel caso di altri virus
respiratori, come influenzavirus € Human respiratory syncytial virus. Oltre a richiedere tempi
d’esecuzione di pochi minuti e costi estremamente contenuti, possiedono inoltre il vantaggio

di essere semplici da eseguire. La specificita di questo test, inoltre, risulta simile a quella
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evidenziata dalla RT-PCR, sebbene la sensibilita invece appaia inferiore (Candel et al., 2020).
Gli antigeni virali vengono infatti espressi solamente quando il virus & in attiva replicazione,
durante le prime fasi della patologia (Kevadiya et al., 2021), e 'accuratezza del test risulta
massima in concomitanza con la comparsa della sintomatologia, periodo nel quale la carica
virale é piu alta. Grazie alle loro caratteristiche, i test antigenici rapidi si sono dimostrati utili
nel controllo della diffusione del virus rispetto a test piu sensibili, che purtroppo impongono
costi e tempistiche superiori (Candel et al., 2020).

La sintesi di anticorpi neutralizzanti in seguito all'infezione avviene nel 50% dei pazienti entro
7 giorni, ed entro 14 giorni piu del 90% sieroconverte (Theel et al., 2020; Kevadiya et al.,
2021). l livelli di IgM, che costituiscono la prima linea di immunita umorale, aumentano a partire
da 3 giorni post-infezione e rimangono elevati fino a 3 settimane, periodo oltre il quale non
sono piu rilevabili, mentre le IgG possono essere individuate a partire da 1 settimana post-
infezione, ma mantengono livelli elevati per un lungo periodo, assumendo un ruolo di spicco
nella protezione contro eventuali reinfezioni (Hou et al., 2020). Grazie a questa caratteristica,
i test sierologici sono un ottimo strumento per la valutazione della circolazione virale a livello
di popolazione, per I'individuazione di infezioni asintomatiche pregresse e per la valutazione
della risposta allimmunizzazione. Attualmente, sono utilizzati diversi test in grado di
individuare la presenza di anticorpi tramite differenti metodologie, tra cui /lateral-flow
immunoassay (LFA), fluorescence immunoassay (FIA), chemiluminescence immunoassays
(CLIA) (Kevadiya et al., 2021) ed enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Tré-Hardy et
al., 2021). Un'ulteriore fonte di variabilita & dovuta alla possibilita di utilizzare diversi antigeni
per identificare gli anticorpi, e sebbene quello maggiormente utilizzato attualmente risulti la
proteina spike del virus, bersaglio principale degli anticorpi neutralizzanti (Jiang et al., 2020),
una valida alternativa sembra essere I'utilizzo della proteina N (Tré-Hardy et al., 2021),
prodotta in quantita elevata nelle prime fasi dell'infezione (Roy et al., 2020). Alla luce del fatto
che la maggior parte dei vaccini finora prodotti contro SARS-CoV-2 trova come bersaglio
proprio la proteina spike (Creech et al., 2021), utilizzando la proteina N sarebbe teoricamente
possibile distinguere un’immunita vaccinale da un’avvenuta esposizione (Tré-Hardy et al.,
2021). Questi test sono dotati di una sensibilita variabile tra I'80 ed il 100% (Hou et al., 2020;
Kevadiya et al., 2021), e di una buona specificita (J. Zhao et al., 2020), dimostrando tuttavia
un certo numero di falsi positivi dovuti a cross-reattivita nei confronti di anticorpi prodotti contro

altri coronavirus respiratori (Lv et al., 2020).

1.3.6 - INFEZIONE NATURALE NEGLI ANIMALI

Il 28 febbraio 2020 & stato individuato il primo caso di positivita a SARS-CoV 2 in un cane ad
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Hong Kong, riportato dall’Agriculture, Fisheries, and Conservation Department
(https://www.info.gov.hk). Da allora hanno iniziato ad emergere sporadiche positivita in questa
specie, in assenza tuttavia di manifestazioni cliniche (Sit et al., 2020).

Il 31 marzo 2020 SARS-CoV-2 é stato individuato in un gatto, sempre ad Hong Kong, anche
in questo caso in assenza di sintomatologia (https://www.info.gov.hk/gia). Successivamente,
il 21 aprile il Center for Disease Control e 'US Veterinary Services Laboratories hanno
annunciato due casi di COVID19 in gatti (https://www.aphis.usda.gov/aphis/ourfocus/). In
quest’occasione entrambi gli animali manifestavano sintomi respiratori, di diversa entita.
Anche in questa specie, sono iniziate ad emergere nuove positivita (Newman et al., 2020). Il
siero di 102 gatti analizzati a Wuhan ha rivelato che il 14,7% dei campioni presentava anticorpi
neutralizzanti (Q. Zhang et al., 2020).

Il 5 aprile dello stesso anno € stata riscontrata una positivita a SARS-CoV-2 in una tigre
(Panthera tigris jacksoni, Luo et al. 2004) nel Bronx Zoo di New York che presentava tosse e
appetito diminuito. Inizialmente si pensod che il contagio fosse avvenuto per mezzo di un
lavoratore asintomatico (Wang et al., 2020). 1l 22 aprile, 'RNA virale di SARS-CoV-2 é stato
individuato in campioni fecali, tamponi nasali e orofaringei di altre 4 tigri (Panthera tigris
altaica, Temminck 1844) e 3 leoni (Panthera leo krugeri, Roberts 1929) presenti nello stesso
zoo. Da analisi filogenetiche &€ emerso come i virus identificati in tigri e leoni appartenessero
a cladi diverse, per cui I'infezione di questi animali &€ avvenuta presumibilmente in due
occasioni distinte. Tutti gli esemplari mostravano una sintomatologia respiratoria simile, che
si & risolta spontaneamente in 5 giorni (McAloose et al., 2020).

Il 26 aprile in Olanda sono state individuate numerose positivita in due allevamenti di visoni.
Gli allevamenti in questione ospitavano rispettivamente 13700 e 7500 animali, ed erano situati
a 14km di distanza I'uno dall’altro. Gli animali avevano iniziato a manifestare sintomatologia
respiratoria con scolo nasale e dispnea, in alcuni casi estremamente grave. Gli animali
deceduti sono stati sottoposti a necroscopia e testati per influenza A, adenovirus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e SARS-CoV-2, con esito negativo per tutti i patogeni, tranne
SARS-CoV-2. Allesame istologico tutti gli animali presentavano polmonite interstiziale
(Oreshkova et al., 2020). La mortalita registrata al 30 Aprile era pari al 2,4% nel primo
allevamento, e 1,2% nel secondo (Oreshkova et al., 2020). |l siero di 24 gatti nelle prossimita
degli allevamenti & stato testato, e 7 di essi presentavano anticorpi contro SARS-CoV-2
(Oreshkova et al., 2020).

L’analisi filogenetica dei virus circolanti nei visoni ha mostrato la comparsa di varianti virali
adattate a questi animali (Hammer et al., 2021; Munnink et al., 2021). L’ipotesi iniziale fu che
il contagio avesse avuto origine da lavoratori infetti e si fosse diffuso poi tra i visoni,
suggerendo la capacita di questo animale di trasmettere il virus. Studi successivi hanno

confermato quest’ipotesi, dimostrando la sua capacita di trasmissione intra-specie (Shuai et
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al., 2021). Diversi lavoratori impiegati in questi allevamenti sono risultati positivia SARS-CoV-
2, e I'analisi del genoma virale ha dimostrato per la prima volta una direzionalita del contagio
da visone a uomo (Oreshkova et al., 2020; Munnink et al., 2021). La pandemia ha coinvolto
almeno 290 dei 1147 allevamenti di visoni in Olanda, con circa 4000 casi umani risultati positivi
alla variante derivata dal visone di questo virus (Larsen et al., 2021) e il governo del paese ha
quindi risposto all’emergenza con l'abbattimento di circa 17 milioni di animali, tutti quelli
presenti nel paese, per limitare la diffusione di SARS-CoV-2 (Koopmans, 2021). Ad oggi gli
allevamenti di visone colpiti da SARS-CoV-2 sono piu di 400, con positivita riscontrate in
numerosi paesi europei, ovvero Olanda (64), Danimarca (290), Grecia (22), Svezia (13),
Lituania (2), Italia (1), Francia (1), Spagna (1), Polonia (1) e, recentemente, anche il Nord
America, con positivita negli Stati Uniti (17) e in Canada (2) (Boklund et al., 2021; Fenollar et
al., 2021). Alcuni studi hanno inoltre supposto come la presenza di allevamenti di visone possa
aver influenzato la distribuzione a livello regionale di questa patologia, in particolare riguardo
alla comparsa di varianti, come la mutazione D614G presente in Lombardia (Fenollar et al.,
2021).

In seguito a questi eventi, le autorita britanniche hanno inoltre sollecitato i proprietari di
mustelidi, in particolare di furetti e visoni, a registrare i propri animali in anagrafe, in modo da
poterli monitorare per poter garantire un intervento tempestivo nel momento in cui emerga un

focolaio in queste specie (https://www.gov.uk/government/publications).

1.3.7 - INFEZIONE SPERIMENTALE NEGLI ANIMALI

I modelli animali sono purtroppo ancora necessari per lo studio approfondito di agenti patogeni
in vivo e per lo sviluppo di terapie efficaci. La pandemia di COVID-19 ha portato alla
valutazione di numerosi modelli animali, che hanno fornito un enorme contributo allo studio di
questa patologia (Cleary et al., 2020; Shi et al., 2020). L’infezione sperimentale & stata
effettuata con modalita differenti nei vari studi, ma le vie principalmente utilizzate sono quelle
intranasale ed endotracheale (Cleary et al., 2020; Shi et al., 2020).

| primati non umani sono filogeneticamente simili al’'uomo, e questa caratteristica li rende
estremamente importanti, in particolare per lo sviluppo di vaccini (Barnhill et al., 2016).
Indagini sulla patogenicita di SARS-CoV-2 sono state condotte in macaco reso (Macaca
mulatta, Zimmermann 1780) (Munster et al., 2020) e macaco di Giava (Macaca fascicularis,
Raffles 1821) (Rockx et al., 2020), animali che si sono dimostrati in grado di supportare la
replicazione virale, con sintomatologia e lesioni simili a quelle riscontrate nel’'uomo, incluso
un certo grado di ARDS (Munster et al., 2020; Rockx et al., 2020). Gli studi che coinvolgono

primati non umani sono tuttavia sottoposti a notevoli limitazioni, e possono contare solo su un
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numero ridotto di esemplari (Barnhill et al., 2016).

E stata indagata la suscettibilita a SARS-CoV-2 anche in cane e gatto, dal momento che
queste due specie vivono a stretto contatto con 'uomo e tra di essi erano gia emerse alcune
positivita. Tra i mammiferi non primati, inoltre, il gatto presenta la sequenza genetica di ACE2
piu simile a quella umana, con un’omologia dell'85,2% (Stout et al., 2020). | risultati di questi
studi hanno dimostrato che SARS-CoV-2 ¢ in grado di replicare efficientemente nel gatto, e
che questo € in grado di trasmettere il virus a conspecifici per via aerea. Al contrario, il cane
si & dimostrato scarsamente suscettibile all'infezione da parte di questo virus, sebbene siano
state riscontrate alcune positivita (Shi et al., 2020).

Ulteriori indagini hanno coinvolto suino, pollo e anatra. Dopo I'inoculazione, tuttavia, in nessun
esemplare € stato individuato RNA virale in tamponi e non sono stati individuati anticorpi
neutralizzanti tramite test ELISA, per cui sono state ritenute specie non suscettibili all'infezione
da parte di SARS-CoV-2 (Shi et al.,, 2020). Analisi genetiche sul recettore ACE2 di vari
mammiferi suggeriscono inoltre che questo sia in grado di legare SARS-CoV-2 in bovino,
bufalo, capra, pecora e piccione, quindi sarebbero da considerare specie potenzialmente
suscettibili all'infezione (Qiu et al., 2020). Successive indagini ex vivo condotte sul’apparato
respiratorio di vari ruminanti domestici hanno dimostrato che il virus & in grado di replicare nei
tessuti di queste specie (di Teodoro et al., 2021), ed un recente studio ha confermato che cio
avviene, seppur in maniera limitata, anche in vivo (Ulrich et al., 2020).

Per comprendere meglio il passaggio dall’ospite naturale alluomo, e per tentare di identificare
il possibile ospite intermedio, alcuni recenti studi hanno coinvolto pipistrelli (Rosettus
aegyptiacus, E. Geoffroy 1810) (Schlottau et al., 2020) e la tupaia settentrionale (Tupaia
belangeri chinensis, Anderson 1879) (Zhao et al., 2020), ma entrambe le specie si sono
rivelate solo parzialmente suscettibili all'infezione.

Nel topo, animale ampiamente utilizzato in ricerca grazie al rapido ciclo vitale e alla possibilita
di impiegarne grandi numeri negli studi, il recettore ACE2 non possiede sufficiente affinita per
SARS-CoV-2, come per SARS-CoV. Ne deriva che il topo non sia un modello efficiente per lo
studio di questa patologia (Wan et al., 2020; Sun et al., 2021). Per lo studio di SARS-CoV,
tuttavia, sono stati prodotti topi transgenici che esprimono la proteina ACE2 umana (hACE2)
(McCray et al., 2007). In questi soggetti, allinoculazione di SARS-CoV-2 & seguita la
manifestazione di sintomatologia respiratoria, sebbene non siano stati registrati decessi dovuti
allinfezione (Bao et al., 2020). Anche questi tuttavia si dimostrano un modello incompleto, in
quanto I'espressione tissutale di ACE2 & concentrata a livello bronchiale, mentre nelluomo
questo recettore € molto piu diffuso, distribuendosi anche nelle vie aeree profonde (Sun et al.,
2021). Piu promettente si € rivelato il criceto siriano, animale suscettibile all'infezione che
mostra inoltre lesioni a livello polmonare simili a quelle umane (Imai et al., 2020).

Il furetto si &€ dimostrato utile nello studio di varie patologie respiratorie, in particolare di origine
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virale. Si & dimostrato un ottimo modello per lo studio di SARS-CoV (Enkirch and von
Messling, 2015), percid é stato fin da subito ampiamente impiegato anche nello studio di
SARS-CoV-2. Inizialmente non erano presenti report di eventuali infezioni naturali in questo
animale (Abdel-Moneim and Abdelwhab, 2020), quindi & stata indagata la sua suscettibilita al
patogeno. In una prima infezione sperimentale, il virus & stato rinvenuto con alte cariche nei
turbinati nasali, in palato molle e tonsille (Shi et al., 2020), mentre in un secondo studio, il virus
e stato identificato e isolato da tamponi nasali, mentre da tamponi rettali & stato ottenuto solo
RNA virale, senza capacita infettante. Tutti i soggetti coinvolti nello studio sono risultati positivi
a test ELISA e di sieroneutralizzazione per la ricerca di anticorpi contro SARS-CoV-2 (Shi et
al., 2020).

Successivamente € stata indagata la trasmissione del virus da parte di questo animale a
conspecifici, dimostrando I'avvenuta trasmissione sia a soggetti posti a contatto diretto sia
indiretto, tramite il rinvenimento del’RNA virale e |a sieroconversione di tutti i soggetti, seppure
a titoli differenti (Kim et al., 2020).

Ulteriori studi hanno consolidato questi risultati (Richard et al., 2020), evidenziando come la
trasmissione di SARS-CoV-2 tra furetti possa avvenire per via indiretta anche in soggetti
alloggiati a distanze superiori ad 1 metro. In questo caso, & stato installato un condotto
ventilato, lungo 118cm, a collegare le gabbie, e 'RNA virale & stato individuato nel 50% dei
soggetti posti a contatto indiretto. In seguito ad ELISA sono stati inoltre individuati anticorpi in
tutti i soggetti risultati positivi alla PCR (Kutter et al., 2021). L’'RNA virale & stato individuato in
tamponi nasali di furetto a partire da 2 giorni post-infezione fino a 20 giorni, con la carica virale
massima al quarto giorno (Kim et al., 2020; Ryan et al., 2021). Successivamente & stato
individuato anche nel tessuto renale (Kim et al., 2020), intestinale (Kim et al., 2020; Schlottau
et al., 2020), muscolare e nervoso (Schlottau et al., 2020), nonché nelle vie aeree profonde
(Schlottau et al., 2020) di animali infettati sperimentalmente, sebbene il sito principale di
replicazione virale rimanga il tratto superiore delle vie aeree (Zaeck et al., 2021). Dai dati
ricavati & stato inoltre possibile evincere che il furetto € in grado di trasmettere l'infezione
anche nel caso in cui il soggetto manifesti sintomatologia lieve o persino in assenza di sintomi
(Kim et al., 2020; Schlottau et al., 2020), caratteristica analoga a quanto avviene nella fascia
giovane-adulta della popolazione umana (Davies et al., 2020).

Questi aspetti si sono rivelati di fondamentale importanza, poiché hanno permesso di indagare
I'efficacia di diversi trattamenti antivirali in soggetti colpiti (Park et al., 2020), gli effetti dei vari
trattamenti nel ridurre la trasmissione del virus (Cox et al., 2021), l'infezione in soggetti
asintomatici ed il ruolo che questi giocano nella diffusione della patologia (Beale et al., 2021;
Everett et al., 2021). In uno di questi studi inoltre & stata per la prima volta evidenziata la
presenza di SARS-CoV-2 a livello di mucosa olfattoria e tessuto nervoso associato,

caratteristica che potrebbe essere alla base dell’anosmia riferita come sintomo precoce
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dell'infezione (Everett et al., 2021).

Numerosi studi hanno quindi dimostrato la capacita di SARS-CoV-2 di replicare efficacemente
nelle vie aeree superiori di questo animale (Hossain et al., 2020; Schlottau et al., 2020),
nonché la presenza di anticorpi neutralizzanti in animali infetti. Grazie a queste caratteristiche,
il furetto & stato ampiamente utilizzato per indagare il ruolo degli stessi anticorpi durante
l'infezione da parte di SARS-CoV-2 e la protezione che questi sono in grado di conferire al
soggetto anche in caso di re-infezione (Kim et al., 2021b; Patel et al., 2021). Lo studio della
risposta immunitaria di questo animale ha permesso inoltre il suo impiego nello sviluppo di
vaccini, come ad esempio “ChAdOx1 nCoV-19”, prodotto dalla collaborazione AstraZeneca-
Oxford e attualmente noto con il nome commerciale Vaxzevria (Wu et al., 2020; Kim et al.,
2021a; Marsh et al., 2021), e piu recentemente ha permesso di valutare I'efficacia delle
vaccinazioni nei confronti delle nuove varianti di SARS-CoV-2 (McAuley et al., 2020). La
maggior parte dei vaccini attualmente sviluppati infatti bersaglia la glicoproteina Spike del
virus, codificata da una regione estremamente variabile del genoma di SARS-CoV-2, le cui
mutazioni possono favorire trasmissibilita, patogenicita e la capacita di evadere il sistema

immunitario dell’ospite (Zhang et al., 2020).
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2. SCOPO DELLA TESI

In letteratura sono presenti numerosi esempi di infezioni naturali in animali sostenute da
SARS-CoV-2 e appare evidente come le specie appartenenti alla sottofamiglia Mustelinae, in
particolare visoni e furetti, siano particolarmente suscettibili all'infezione da parte di questo
virus. Numerosi allevamenti di visone sono stati infatti duramente colpiti dalla pandemia e
questi animali si sono dimostrati in grado di trasmettere in maniera efficiente il virus, in alcuni
casi anche all’'uomo, assumendo in questo modo un ruolo di rilievo nella diffusione del virus
stesso.

Anche i furetti hanno dimostrato sperimentalmente un’elevata suscettibilita all'infezione e i dati
finora raccolti evidenziano come, in questa specie, la diffusione di SARS-CoV-2 abbia un
comportamento non dissimile da quanto avviene nel visone e nella specie umana.

Al giorno d’oggi il ruolo del furetto € prevalentemente quello di animale domestico, vivendo a
stretto contatto con l'uomo, condizione che ne facilita I'esposizione a SARS-CoV-2.
Nonostante cid, sono attualmente disponibili pochissime informazioni sul’andamento
dell'infezione naturale in questa specie animale e le ricerche condotte in questo senso contano
numeri irrisori. In Italia, la presenza di SARS-CoV-2 all'interno della popolazione furetto non &
stata ancora indagata.

Alla luce di cio, questa tesi ha I'obiettivo di valutare la presenza di anticorpi contro SARS-CoV-
2 in furetti da compagnia, per approfondire le dinamiche di infezione a livello domestico.
Durante lo studio sono stati quindi raccolti dei campioni di siero da furetti di proprieta, grazie
alla collaborazione con veterinari liberi professionisti, per la ricerca di anticorpi contro SARS-
CoV-2 con metodica ELISA e di sieroneutralizzazione, per conferma diagnostica. | risultati
ottenuti sono stati messi in relazione alle informazioni anamnestiche relative agli animali e ai
nuclei familiari, raccolte mediante un questionario sottoposto ai proprietari.

Questindagine preliminare permettera una prima valutazione del rischio che questo virus
rappresenta per una delle specie piu suscettibili tra i nostri “pets”, esaminando possibili
ripercussioni sul controllo della pandemia e sulla gestione sanitaria della convivenza tra

proprietari e animali da compagnia particolarmente vulnerabili.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 - CAMPIONI

Per la raccolta dei campioni si & proceduto reclutando una rete di contatti tra veterinari liberi
professionisti, specializzati nella cura di animali da compagnia non convenzionali.

Prima dell’inizio del progetto, sono stati redatti:

a) un documento contenente le informazioni relative al progetto, incluse le finalita dello studio
e le metodiche diagnostiche utilizzate (Allegato 1) da sottoporre ai proprietari, a supporto della
spiegazione dei veterinari aderenti all'iniziativa;

b) un modulo per la raccolta del consenso informato del proprietario all’'utilizzo di un’aliquota
di materiale prelevato dall’'animale (Allegato 2);

¢) un questionario redatto in forma anonima, a tutela della privacy, per la raccolta dei dati di
segnalamento e anamnestici, relativi al’animale e al nucleo familiare, al fine di riportare
eventuali focolai domestici di COVID-19 (Allegato 3).

Durante le visite, i veterinari reclutati si sono impegnati a descrivere in maniera approfondita
il progetto al proprietario che portasse in visita un furetto, valutandone attentamente la
disponibilita. In seguito alladesione al progetto, al proprietario & stata sottoposta la
compilazione dei moduli ed €& stata garantita la tracciabilita del materiale grazie
all’assegnazione di un numero abbinato in maniera univoca a campione e questionario.

I campioni utilizzati per lo studio sono frutto di un campionamento di convenienza e sono stati
ottenuti a partire da aliquote di siero prelevate da soggetti portati a visita presso ambulatori
veterinari specialistici, per accertamenti diagnostici e monitoraggi clinici indipendenti dal
presente progetto. Il prelievo & stato effettuato in maniera asettica individuando come siti la
vena giugulare oppure la vena cava craniale, in base alle necessita cliniche del caso. Il
campione prelevato & stato centrifugato presso I'ambulatorio, il siero & stato separato dalla

parte corpuscolata e inviato presso il Laboratorio di Malattie infettive del Dipartimento MAPS.

3.2 - ANALISI SIEROLOGICA CON METODICA ELISA

La ricerca degli anticorpi contro SARS-CoV-2 & stata effettuata con un kit commerciale basato
su metodica enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (ID Screen® SARS-CoV-2 Double
Antigen Multi-species ELISA, Innovative Diagnostics, Grabels, FR). Questo kit diagnostico &
di particolare interesse, in quanto utilizza la proteina N ricombinante del virus sia come

antigene ancorato al fondo del pozzetto, sia come antigene coniugato. Questa caratteristica

41



permette quindi di identificare la presenza di anticorpi nel siero esaminato indipendentemente
dalla tipologia (IgM oppure IgG) e ne permette I'utilizzo in diverse specie animali (quali visone,
furetto, cane, gatto, bovino, pecora, capra, equino e ogni altra specie suscettibile a SARS-
CoV-2), in quanto l'unica condizione necessaria per consentire I'individuazione degli anticorpi
€ che essi possiedano almeno 2 domini in grado di legare la proteina N del virus,
indipendentemente dal resto della loro struttura.

All'interno di ognuno dei pozzetti sono stati quindi aggiunti 25 pl di Diluition Buffer 13. Nei primi
quattro pozzetti sono stati aggiunti 25 ul di controllo negativo e controllo positivo, inclusi nel
kit e testati in doppio, mentre nei pozzetti successivi sono stati aggiunti 25 ul di campione da
indagare. La piastra e stata sottoposta ad una prima incubazione per 45 minuti ad una
temperatura di 37°C.

In questa fase, se sono presenti anticorpi in grado di legare la proteina N all'interno del
campione, questi formano un complesso anticorpo-antigene, depositandosi sul fondo del
pozzetto. A questo punto, & stato effettuato un lavaggio della piastra con Wash Solution, e
sono stati aggiunti ad ogni pozzetto 100 ul di coniugato, un complesso costituito dalla proteina
N ricombinante purificata e legata all’enzima horseradish peroxidase. La piastra & stata
nuovamente incubata per 30 minuti a 21°C.

Durante questa incubazione, a livello dei complessi antigene-anticorpo, la proteina N del
coniugato occupa il dominio libero dell’anticorpo, legandosi ad esso. In seguito ad un ulteriore
lavaggio con Wash Solution, ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 100 pl di substrato, e la
piastra € stata incubata un’ultima volta per 20 minuti a 21°C, in completa oscurita. In questa
fase, nei pozzetti contenenti campioni positivi avviene la reazione enzimatica tra horseradish
peroxidase e substrato e la presenza di anticorpi viene evidenziata grazie ad una variazione
di colore del pozzetto, che assume una colorazione blu. Al termine della procedura, la
reazione € stata arrestata tramite I'aggiunta di 100 pl di Stop Solution. Il colore dei campioni
positivi vira quindi al giallo, il valore di assorbanza viene valutato tramite una lettura
spettrofotometrica a 450 nm e la positivita dei campioni viene calcolata tramite un confronto
con i valori medi dei controlli positivi (ODpc) e negativi (ODnc) ed espressa in S/P ratio.

La S/P ratio di ogni campione & stata calcolata con la formula:

S/P%=[(ODsample-ODnc)/(ODpc-ODnc)x100];

con risultati inferiori 0 uguali a 50% considerati negativi, risultati compresi tra 50-60%
considerati dubbi, e risultati superiori o uguali a 60% positivi.

Perché il test sia considerato valido, il valore medio di densita ottica del campione positivo
deve essere superiore a 0,350, e il rapporto tra i valori medi dei controlli positivi e di quelli

negativi deve essere superiore a 3.
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3.3 - ANALISI SIEROLOGICA CON METODICA DI
SIERONEUTRALIZZAZIONE

Il plaque reduction neutralization test (PRNT50) (Padoan et al., 2021) & stato svolto presso |l
Laboratorio BSL3 dell'lstituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie.

Per la preparazione dei campioni sono state predisposte delle diluizioni seriali 1:2 di ogni
campione e sono state sottoposte ad inattivazione del complemento a 56°C per 30 minuti.
Ad ogni diluizione & stata aggiunta una soluzione contenente 25 focus forming units (FFUs)
di SARS-CoV-2, con un rapporto 1:1. | campioni cosi preparati sono stati incubati per 1 ora a
37°C. In questa fase, se sono presenti anticorpi anti-SARS-CoV-2 all’interno del campione,
questi formano un complesso con I'antigene virale, neutralizzando il virus. La presenza della
particella virale completa, non in fase di attiva replicazione, implica che gli anticorpi individuati
tramite questa metodica avranno come bersaglio antigeni virali superficiali, come ad esempio
la glicoproteina S, e dimostrino capacita neutralizzanti nei confronti del virus.

Da ognuna delle preparazioni, sono stati prelevati 50 ul e sono stati aggiunti ad un monostrato
di cellule Vero EB6, all’interno di una piastra a 96 pozzetti, e nuovamente posti in incubatore
per un’ora a 37°C con 5% di COax.

Dopo aver rimosso I'inoculum, ad ognuno dei pozzetti sono stati aggiunti 100 ul di soluzione
di terreno semisolido composta da Minimum Essential Medium (MEM), 2% siero fetale bovino
(FBS), 100 Ul/ml di penicillina, 100 Ul/ml di streptomicina e 0.8% carbossimetilcellulosa, per
impedire un’eccessiva propagazione del virus, controllando cosi l'effetto citopatico e la
formazione delle placche. La piastra é stata quindi incubata per 26 ore. In questa fase, il virus
aggiunto al campione infetta le cellule, creando le caratteristiche lesioni a placca. Se sono
tuttavia presenti anticorpi all'interno del campione, non si assistera alla comparsa delle
placche, o esse saranno in numero ridotto. Al termine dell’incubazione, le cellule sono state
fissate con una soluzione di paraformaldeide al 4%.

Per poter mettere in evidenza I'eventuale presenza di placche, si & proceduto con una
colorazione immunocitochimica. Sono stati quindi aggiunti alla piastra anticorpi di topo
monoclonali anti-dsRNA (1:10’000), e questa & stata incubata per un’ora. Questi anticorpi
individuano I’'RNA virale, e si concentrano a livello di cellule infette, se queste sono presenti.
In seguito, alla piastra sono stati aggiunti anticorpi di capra (1:1000) marcati con perossidasi,
in grado di individuare e legare gli anticorpi di topo aggiunti precedentemente, agendo come
coniugato. Dopo un’ulteriore incubazione di un’ora, & stato infine aggiunto il substrato, True
Blue™ (KPL) peroxidase, e la piastra & stata incubata un’ultima volta per 7 minuti. A questo
punto si & proceduto contando il numero di placche virali formatesi in ogni pozzetto.

Il titolo anticorpale neutralizzante per ogni campione € stato quindi definito come il valore

reciproco del fattore di diluizione massimo dello stesso campione in grado di ridurre di piu del
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50% la formazione di placche virali, se confrontato con il controllo positivo (PRNTS0).

Campioni con titoli uguali o superiori a 1:10 sono stati considerati positivi.
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE

4.1 - CARATTERISTICHE DELLA POPOLAZIONE INDAGATA

Il numero esatto di furetti in Europa & attualmente sconosciuto, tuttavia nel 2018 in Gran
Bretagna ne risultavano registrati circa 100.000 (https://www.pfma.org.uk/pet-population-
2018), mentre in Spagna nel 2015 erano registrati 143.000 furetti tra “pet” e animali da caccia
(https://www.mapa.gob.es). Anche in ltalia la diffusione di questa specie non & nota, ma é
ritenuta ancora piu sporadica, con appena 2053 di questi animali registrati in Anagrafe nel
2021 (https://www.salute.gov.it). A partire da questi numeri e dalla loro distribuzione
territoriale, appare evidente la difficolta nel pianificare uno studio rigoroso e rappresentativo,
con una dimensione campionaria cospicua e sufficiente ad effettuare un’analisi di
sieroprevalenza.

Il presente studio non si & avvalso di una ricerca attiva di animali provenienti da nuclei familiari
colpiti da COVID-19 o di una chiamata su larga scala di proprietari di furetti, per le quali
sarebbe stato necessario ottenere il parere favorevole dell’Organismo Preposto al Benessere
Animale (OPBA) dell’'Universita di Padova, trattandosi di procedure mediche effettuate sugli
animali a fini di ricerca scientifica. La raccolta dei campioni si &€ basata invece su un
campionamento di convenienza, permettendo una prima indagine esplorativa sull'impatto
del’lampia circolazione di SARS-CoV-2 in ltalia e della conseguente esposizione diretta o
indiretta dei nostri “pets”, per valutare la necessita e 'urgenza di studi dedicati e di larga scala.
Per ottenere i campioni, sono stati contattati ambulatori veterinari siti in diverse regioni, che si
occupano di animali da compagnia non convenzionali. La numerosita dei campioni & stata
inoltre condizionata dal numero di animali venuti a visita, per i quali fosse richiesto un prelievo
di sangue a fini clinici e di monitoraggio, da cui ottenere un’aliquota e dalla disponibilita dei
proprietari ad aderire al progetto.

Al termine del periodo dedicato allo studio, sono stati acquisiti un totale di 15 campioni di siero
di furetti provenienti da Piemonte, Veneto e Lazio. Dieci campioni provenivano dalla regione
Piemonte (Ambulatorio Veterinario Associato, Novara), due dalla regione Veneto (Clinica
Veterinaria Euganea, Padova) e i restanti tre provenivano dalla regione Lazio (Centro
Veterinario Specialistico, Roma).

La popolazione di furetti esaminata €& costituita da 8 esemplari maschi e 7 femmine, di eta
compresa tra gli 11 mesi e gli 8 anni (Tabella 1). Tutti gli esemplari sono registrati come animali
da compagnia e 8 di essi hanno accesso ad aree esterne. Tutti gli esemplari, eccetto uno,
convivono almeno con 1 altro animale domestico. Per quanto riguarda I'esposizione a SARS-
CoV-2, sono presenti 2 conferme diagnostiche di avvenuta infezione, rispettivamente ad Aprile

2020 e Febbraio 2021, e due proprietari hanno indicato un avvenuto contatto a rischio, a cui
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perd non sono seguite ulteriori indagini diagnostiche. Uno degli esemplari con anamnesi
remota di contatto a rischio da parte del proprietario (ma con datazione mancante nel

questionario) manifestava sintomatologia respiratoria al momento del prelievo.

Data Accesso Altri Patologie Sintomatologia Esposizione a

. Localita Eta Sesso o . Proprietario
prelievo esterno  animali pregresse al prelievo SARS-CoV-2
Venezia .
1 |19/04/2021 (VE) 5aa M Sl furetto Giardiasi NO NO A
Padova . .
2 101/04/2021 (PD) 7 aa F NO NO Cardiopatia NO NO B
Galliate furetti, cani,
3 |24/02/2021 6 aa M S| i NO NO NO C
(NO) gatti
Borgo Ticinc X ) X contatto a
4 112/03/2021 7 aa M NO furetti, cane Sl Respiratoria L D
(NO) rischio
Galliate furetti, cani, . X
5 |24/02/2021 7 aa F SI K Dimagrimento NO NO C
(NO) gatti
Galliate furetti, cani,
6 ]24/02/2021 4 aa M NO i NO NO NO C
(NO) gatti
Galliate furetti, cani,
7 |24/02/2021 4 aa F NO ) NO NO NO C
(NO) gatti
Galliate furetti, cani,
8 124/02/2021 7 aa F Sl i NO NO NO C
(NO) gatti
Novara
9 |22/02/2021 (NO) 1,5aa F NO furetto NO NO NO E
Novara
10]22/02/2021 (NO) 1,5 aa M NO furetto NO NO NO E
Novara M . positivita
11]05/05/2021 11 mm Sl cani NO NO F
(NO) (intero) 01/02/2021
Oleggio ositivita
12]17/03/2021 88 la F Sl cani NO NO P
(NO) 01/04/2020
Roma contatto
13]14/05/2021 8 aa M NO cane, gatto NO NO
(RM) (feb-mar 2020)
Fiumicino furetti, cani,
14]15/05/2021 2aa M Sl } NO NO NO |
(RM) gatti
Fiumicino furetti, cani,
15]15/05/2021 la F S| i NO NO NO |
(RM) gatti

Tab. 1 — Nella tabella sono inseriti i dati forniti dai proprietari. | soggetti 3-5-6-7-8 provenivano
dallo stesso nucleo familiare, tuttavia i soggetti 6 e 7 erano stati introdotti in casa da 4 mesi
prima del prelievo, tramite affido da parte di un’associazione. Anche i soggetti 9-10 e 14-15
provenivano da due nuclei familiari. Il soggetto 11 & l'unico non sottoposto a controllo
dell’attivita riproduttiva.
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4.2 - ANALISI SIEROLOGICA

Per la validazione del test ELISA, & stata considerata la densita ottica media dei controlli
positivi (1,014; ODpc>0,350) e negativi (0,0775) e il loro rapporto é risultato 13,084 (>3), per
cui i risultati del test sono stati considerati validi. Il valore di densita ottica soglia per indicare
una positivita & stato calcolato pari a 0,64. | campioni esaminati sono risultati tutti negativi, con

valori ottenuti compresi tra 0,09 e 0,248, ben al di sotto della soglia.

Sample oD SIP%

C- 0,08 /

C- 0,075 /

C+ 1,072 /

C+ 0,956 /
1 0,113 3,7907101
2 0,209 14,041644
3 0,113 3,7907101
4 0,092 1,5483182
5 0,165 9,3432995
6 0,248 18,206086
7 0,09 1,3347571
8 0,09 1,3347571
9 0,119 4,4313935
10 0,178 10,731447
11 0,134 6,0331020
12 0,135 6,1398825
13 0,107 3,1500267
14 0,219 15,10945
15 0,171 9,9839829

Tab. 2 - S/P ratio di ogni campione. Con risultati inferiori o uguali a 50% i campioni sono
negativi, con risultati compresi tra 50-60% sono dubbi, e con risultati superiori o uguali a 60%
sono positivi. In questo caso tutti i valori sono compresi tra 1,33% e 18,21%, € non ¢é stata
evidenziata alcuna positivita.

L’analisi tramite sieroneutralizzazione ha confermato i risultati ottenuti con il test ELISA, e tutti
i campioni sono risultati negativi. Questo risultato non consente di effettuare alcuna ulteriore
valutazione sulle performance del test ELISA. Eventuali disaccordi nei risultati avrebbero
permesso una valutazione delle caratteristiche dei test (specificita e sensibilita), in funzione
anche dei diversi antigeni utilizzati nei due test, per rilevare un avvenuto contatto con SARS-

CoV-2 nella specie furetto. Sara necessario ampliare la popolazione da sottoporre ad analisi
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per poter trarre conclusioni in merito, individuando almeno un soggetto positivo.

Sebbene siano stati effettuati numerosi studi in ambito sperimentale, il numero di pubblicazioni
sulla presenza di SARS-CoV-2 in furetti domestici & ancora irrisorio, contando solamente 2
studi effettuati in Spagna (di cui 1 attualmente in preprint) (Giner et al., 2021; Gortazar et al.,

2021), oltre a un singolo caso riportato in Slovenia (www.oie.int/wahis 2/public)

(https://lwww.avma.org/resources-tools). In Italia al momento non sono presenti dati sulla
diffusione della patologia in questi animali. In un recente articolo 'EFSA (European Food
Safety Authority) sottolinea I'importanza di monitorare la patologia nei mustelidi, anche in
maniera attiva (Boklund et al., 2021). Nonostante i limiti dovuti alla scarsa affluenza di
campioni, i risultati di questo studio si dimostrano in linea con quelli dei lavori simili pubblicati
recentemente. L’assenza di positivita nei 15 campioni esaminati, se messa in relazione alla
popolazione registrata di 2053 furetti in Italia, permette infatti alcune considerazioni.
Statisticamente, questo dato indica che la prevalenza massima possibile di SARS-CoV-2 nella
popolazione non indagata di furetti italiani non sia superiore al 18%. Questa considerazione
dev’essere tuttavia esaminata alla luce del fatto che sono presenti sul territorio animali non
registrati, il che rende complicato valutarne il numero effettivo.

Inoltre, le positivita a SARS-CoV-2 e gli eventuali contatti a rischio riferiti dai proprietari dei
furetti su cui € stata effettuata I'indagine, sono lontane nel tempo rispetto al prelievo. A causa
di cio, & possibile che alcuni degli animali esaminati fossero effettivamente entrati in contatto
con il virus e avessero sieroconvertito ma che, a causa del tempo intercorso tra I'esposizione
e il prelievo, i loro livelli anticorpali siano diminuti al di sotto dei limiti rilevabili dai test. Non
sono ancora infatti disponibili informazioni riguardanti il tempo per il decadimento anticorpale
in seguito ad infezione naturale nel furetto.

Nell’indagine condotta in Spagna, su 127 esemplari esaminati sono state individuate 2
positivita, pari all'1,57%. Nello specifico, 1 dei 2 soggetti soffriva di una patologia neoplastica
trattata con chemioterapici, i quali hanno indotto nel paziente uno stato di
immunosoppressione, mentre 'altro sembrava soffrire di una patologia cronica debilitante, che
non é stata tuttavia ulteriormente indagata (Giner et al., 2021).

Sebbene il furetto dimostri quindi una spiccata suscettibilita all’infezione da parte di SARS-
CoV-2 a livello sperimentale, sembrerebbe avere una minore sensibilita all'infezione naturale.
Uno studio americano non ha rilevato alcuna positivita in 29 furetti che hanno avuto un contatto
diretto e prolungato, convivendo per un tempo approssimativo di 1 mese con 2 persone
sintomatiche, a cui era stata diagnosticata una positivita a SARS-CoV-2 (Sawatzki et al.,
2021). Nello studio in questione si &€ dunque deciso di analizzare e confrontare la sequenza
genetica dei virus responsabili di infezione sperimentale nel furetto e naturale nell’'ospite piu
vicino, il visone, e sono state individuate 2 mutazioni a livello di glicoproteina Spike. Gli autori

quindi ipotizzano che attualmente SARS-CoV-2 necessiti di adattamento anche all’'ospite
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furetto perché linfezione avvenga in maniera efficiente, e che linfezione naturale possa
avvenire solamente a seguito di esposizione ad un’elevatissima carica virale (Sawatzki et al.,
2021).

La discrepanza tra i report di infezione naturale e sperimentale suggerisce come le condizioni
sperimentali non siano sempre rappresentative dell’infezione naturale, in quanto viene ricreato
un optimum per le dinamiche di infezione. Ospite, ambiente e agente patogeno possiedono
infatti caratteristiche differenti e, negli studi sperimentali, vengono spesso utilizzate cariche
infettanti elevate, in un ambiente controllato. Queste condizioni, insieme alla scelta della
modalita di infezione, generalmente favoriscono [linstaurarsi dell'infezione stessa.
Contrariamente, la sintomatologia manifestata puo essere notevolmente influenzata dalle
condizioni di salute dell’ospite. Gli studi sperimentali si avvalgono solamente di animali
appositamente selezionati, in condizioni di salute uniformi e questi soggetti potrebbero
mostrare una suscettibilita variabile e sintomatologia di intensita differente da quanto avviene
nel caso in cui i soggetti colpiti siano debilitati o immunocompromessi, situazione purtroppo

comune negli animali domestici.
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5. CONCLUSIONI

Gli studi sull'infezione da parte di SARS-CoV-2 in furetti domestici effettuati finora sono in
numero esiguo e questo progetto, costituendo la prima indagine sierologica relativa alla
circolazione di SARS-CoV-2 in furetti, svolta in ltalia, rappresenta quindi un contributo
preliminare alle conoscenze sulle dinamiche della diffusione del virus in ambiente domestico.
Dal momento che I'ospite principale di SARS-CoV-2 ¢ infatti 'uomo, ne consegue che il ruolo
del furetto come “pet’ comporta per questo animale una frequente esposizione al virus e,
conferma ancora una volta 'importanza dello studio delle problematiche sanitarie nell’ottica
One Health. Alla luce delle conseguenze che questa pandemia ha avuto sugli allevamenti di
visoni, della suscettibilita a livello sperimentale del furetto e dell’elevata capacita di mutazione
e adattamento che dimostra SARS-CoV-2, con la continua comparsa di nuove varianti, risulta
quindi importante continuare a monitorare anche questa specie, per approfondire i
meccanismi che ne caratterizzano la suscettibilita.

| dati raccolti in questo senso possono aiutare a comprendere meglio I'interazione tra il virus,
'essere umano e gli animali da compagnia, sensibilizzando I'opinione pubblica, i proprietari di
animali e i veterinari. Inoltre, questi lavori sottolineano il ruolo fondamentale che riveste
'analisi congiunta di dati raccolti tramite studi sperimentali, indagini molecolari ed indagini in
ambiente naturale, nel supportare o smentire eventuali ipotesi. In questo caso, i risultati
preliminari ridimensionano l'ipotesi iniziale, assunta in seguito agli studi sperimentali, che il
furetto fosse un animale estremamente suscettibile a SARS-CoV-2, sebbene siano auspicabili
ulteriori indagini in tal senso. Nonostante non siano state individuate positivita in questa
indagine preliminare, risulta interessante proseguire il monitoraggio dellandamento
dell'infezione naturale nel furetto tramite ulteriori progetti. Un importante sviluppo di questo
studio potrebbe essere 'attuazione di un campionamento strutturato, che coinvolga una piu
ampia popolazione campionaria, per il quale sara necessaria I'approvazione da parte
dell’Organismo Preposto al Benessere Animale (OPBA). Questa tipologia di studio sarebbe in
grado di reperire, tramite reclutamento attivo dei proprietari rispondenti a particolari requisiti
(i.e. nuclei familiari con pregressi episodi di COVID-19), un numero elevato di campioni, e
sarebbe in grado di fornire dati piu solidi sul reale impatto dell'infezione da SARS-CoV-2 in
questa specie animale, ovvero effettuando un vero e proprio studio sulla sieroprevalenza di
SARS-CoV-2 in furetti italiani. Nel caso in cui i risultati di studi futuri confermassero le basse
sieroprevalenze finora rilevate, sarebbe inoltre interessante continuare ad indagare in maniera
approfondita i fattori che causano la divergenza tra I'outcome di infezione sperimentale e
naturale, ampliando le nostre conoscenze sulle caratteristiche delle mutazioni nei ceppi di

SARS-CoV-2 in grado di colpire il furetto. Infine, i dati raccolti grazie a questa ed altre indagini
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potrebbero consentire di comprendere in modo piu approfondito le dinamiche di circolazione
e di mantenimento di SARS-CoV-2 in ambito domestico, permettendo di monitorare
'esposizione dei nostri “pets” e di prevenire o contenere il rischio a cui sono esposti proprio a

causa della stretta e irrinunciabile convivenza tra animale e proprietario.
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8. ALLEGATI

Allegato 1 — Descrizione del progetto

Indagine sierologica in furetti durante il periodo pandemico da SARS-CoV-2

La comparsa di SARS-CoV-2 nel dicembre 2019 (Zhu et al. 2020) ha generato la situazione
pandemica che tuttora stiamo vivendo. SARS-CoV-2 & un virus a RNA, responsabile di una
forma respiratoria acuta di varia gravita, con decorso da lieve o asintomatico fino a grave o
fatale (Oran and Topol 2020). Questo virus appartiene al genere Betacoronavirus, famiglia
Coronaviridae, assieme ai virus responsabili di SARS e MERS (Lu et al. 2020), con i quali
condivide anche la natura zoonotica (Dhama et al. 2020). L’origine di SARS-CoV-2 viene
infatti correntemente ricercata all’interno di serbatoi animali, come il pipistrello e il pangolino
proposti inizialmente (Zhang, Wu, and Zhang 2020), i quali ospiterebbero coronavirus simili,
da cui SARS-CoV-2 potrebbe essere originato, per poi effettuare il salto di specie in ospiti
intermedi e verso 'uomo, per continuare la propria evoluzione acquisendo caratteristiche che
ne abbiano determinato I'adattamento alla nostra specie (Andersen et al. 2020), con le note
conseguenze pandemiche.

Fin dai primi studi sulla suscettibilita di varie specie al virus, & emerso come furetti e visoni
fossero tra gli animali piu suscettibili (Hobbs and Reid 2020; Kim et al. 2020; Shi et al. 2020).
Il furetto si & confermato infatti un buon modello animale anche per COVID-19, come gia era
stato per altre infezioni respiratorie nelluomo (Influenza A e virus respiratorio sinciziale
umano) (Enkirch and von Messling 2015), mentre gli allevamenti di visoni sono stati
pesantemente colpiti dalla circolazione di SARS-CoV-2 con qualche caso di trasmissione
uomo-animale-uomo (Munnink et al. 2021), che ha costretto vari paesi a procedere con
'abbattimento degli animali.

Il ruolo zoonotico di SARS-CoV-2 & emerso anche a seguito delle svariate segnalazioni di
positivita in animali domestici come cani e gatti (Gaudreault et al. 2020; Sit et al. 2020),
appartenenti a persone malate di COVID-19. In questi casi, la stretta convivenza tra uomo e
animale ha sottolineato la direzionalita, altrimenti spesso trascurata, della trasmissione del
patogeno dal proprietario al “pet”, con riscontri per ora limitati alla sieroconversione degli
animali esposti o0 a qualche blanda forma respiratoria.

In virtu di queste evidenze e della suscettibilita del furetto a SARS-CoV-2, confermata dalle
infezioni sperimentali, questo progetto vuole valutare la presenza di anticorpi contro SARS-
CoV-2 in furetti domestici, a seguito del periodo di elevata circolazione virale.

Con la collaborazione dei veterinari clinici, sara quindi vagliata la disponibilita dei proprietari
di furetti ad utilizzare un’aliquota di siero ottenuta contestualmente a monitoraggi clinici
programmati sul proprio animale, a fini di ricerca scientifica. Ai proprietari sara illustrato il
presente progetto e sara richiesta la sottoscrizione di un consenso informato all’utilizzo del
materiale biologico prelevato dall’animale e dei relativi dati anamnestici.

Assieme al siero verranno richiesti i dati di segnalamento del furetto e informazioni cliniche
come la presenza di sintomi al momento del prelievo o nell'ultimo anno, specialmente se in
concomitanza con eventuali episodi di COVID-19 avvenuti nel nucleo familiare o di contatti
con persone positive. Tutte le informazioni verranno gestite in forma anonima e nel rispetto
della privacy. Il siero verra processato per la ricerca di anticorpi contro SARS-CoV-2 mediante
un kit sierologico ELISA a doppio antigene multispecie, gia in uso in un altro progetto di ricerca
e, successivamente, i campioni positivi saranno testati con metodiche differenti per conferma
diagnostica.
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La valutazione della sieroconversione nei furetti domestici e I'eventuale correlazione con
forme cliniche rilevate negli animali permetteranno di raccogliere ulteriori elementi a carico
della suscettibilita di questo animale e del rischio che i focolai domestici di COVID-19 possono
comportare per i nostri “pets”. La raccolta di dati contribuira alla descrizione di questo virus e
delle sue implicazioni, aumentando le conoscenze scientifiche riguardo le dinamiche di
infezione in ambiente domestico, ponendo le basi per linee guida volte a gestire il rischio
sanitario per i nostri animali.
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Allegato 2 — Modulo per la raccolta del consenso informato

Dichiarazione di consenso per la conservazione e I'utilizzo di materiale biologico e dati
clinico/anamnestici per finalita di ricerca

Gentile cliente,

durante la visita dal Veterinario possono essere effettuati prelievi di materiale biologico sul
suo animale (sangue, urine, altri fluidi corporei, campioni per esami citologici o istologici) per
il monitoraggio dello stato di salute o per approfondimenti diagnostici. Spesso non é
necessario utilizzare l'intero campione e poiché questo materiale & molto utile per la ricerca
scientifica, Le chiediamo, con il presente modulo di consenso informato, I'autorizzazione a
conservare i campioni prelevati e ad utilizzarli, assieme ai dati clinici e anamnestici del
paziente, a fini di ricerca scientifica.

Consenso

Il sottoscritto/a , con la presente acconsente:

- alla conservazione dei campioni/dati relativi allanimale di mia proprieta fino ad eventuale
revoca dell’autorizzazione;

- all'utilizzo dei campioni/dati relativi al’animale di mia proprieta nellambito di progetti di
ricerca scientifica, purché in forma anonima.

Conferma di:

- aver ricevuto informazioni esaustive sulla raccolta e sull'utilizzo di campioni/dati relativi
all’animale di mia proprieta, per finalita di ricerca;

- di aver avuto la possibilita di porre domande e di aver ricevuto risposte soddisfacenti in merito
alle finalita della ricerca;

- di essere stato/a informato/a che il mio consenso € volontario e che pertanto la mia decisione
di prestare o negare il consenso non comportera per me alcun vantaggio o svantaggio.

Cognome e nome del/della proprietario/a:

Data di nascita: Localita, data:

Firma giuridicamente valida:

Ho provveduto ad informare il/la paziente circa la natura, il significato e le finalita della ricerca
e del fatto che & libero/a di revocare il suo consenso in qualsiasi momento senza dover fornire
alcuna motivazione. Localita, data:

Timbro e firma del veterinario:
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Allegato 3 — Questionario per la raccolta di segnalamento e

anamnesi

Questionario n.: Data:
Comune di residenza del proprietario:

Informazioni riguardanti ’animale
Nome dell’animale:
1- Com'e entrato in possesso del furetto?

2- Qual ¢ I'eta dell’'animale, e da quanto ne € in possesso?

3- Sesso Maschio o Femmina o

4- Stato riproduttivo Intero o Sterilizzato o Con impianto o
5- E stato vaccinato? Slo NO o

6- Ha accesso ad aree esterne (Giardino/passeggiate)? Sl o NO o

7- Convive con altri animali? (se si, specificare quali?) Sl o NO o

8- Nell'ultimo anno, sono stati introdotti nuovi animali nell'ambiente? Slo NO o

9- Nell'ultimo anno, I'animale ha manifestato sintomatologia/comportamenti anormali?

10- Al momento del prelievo, 'animale presenta sintomatologia/comportamenti anormali?

Informazioni riguardanti il nucleo familiare

11- All'interno del vostro nucleo familiare sono stati riscontrati casi di COVID-19?
Slo NO o Se si quando?

12- Siete a conoscenza di possibili contatti a rischio COVID-19 per il vostro nucleo familiare?
Slo NO o Se si quando?

13- All'interno del vostro nucleo familiare, si sono manifestate sindromi simil-influenzali?
Slo NO o Se si quando?
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