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@25 oo Famiglia Flaviviridae (+ssRNA) 4 generi:
Flavivirus, Pestivirus Pegivirued®epacivirus

Pegqivirus:

— Virus spesso presenti in co-
infezione con altri virus;

Tick-borne
— infettano un ampio range di ospiti dgehi: v_%?a; _ Mammatn

(principalmente mammiferi);
at

Unknown
vector

Rio

— NoN Ci Sono ancora chiare evidenze
di patogenicita associata a infezioni oonden

SpeCifiChe. M_gsquito

orne

' Arthro#_od
-specific

Hepacivirus:

— Piccoli virus epatotropici (epatiti
acute e croniche in varie specie di
ospiti es. uomo, roditori, mammiferi,
uccelli);

—II' Virus dellEpatite C (HCV) e
incluso in questo genere.
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struttura genetica simile a tutti |
membri della famiglia Flaviviridae.

Pegivirus genome

— — 3'NCR
5 Non-Structural (NS) 3'OH

Polyprotein

/4

--*l*-v'-'-'——

E1 E2 p7/p13NS2

NS3 NS4ANS4B  NS5A NS5B

\

PEGIVIRUS E HEPACIVIRUS

classificazione e morfologia

Posseggono un solo ORF (Opening
Reading Frame) e, in sequenza,
proteine strutturali e non strutturali
(NS).

Le proteine  strutturali  (E1/E2)
intervengono nell’interazione con la
cellula ospite.
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5N — — 3NCR
5 Non-Structural (NS) 3'CH

Polyprotein
vy

]
I -U-V'-'-'—'—\

E1  E2 p7/p13NS2 NS3  NS4ANS4B  NS5A NS5B

P
-

H[

Capsid protein

(relfonesr - T=3-like organization
of surface dimers

v NS3 protease * Signal peptidase + Signal peptide peptidase ¥ NS2/NS3 protease
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7 T— PEGIVIRUS e THEILER’S DISEASE VIRUS

sintomatologia
-Vengono attualmente riconosciuti 2 distinti Pegivirus equini:

EPgV-1 o0 Pegivirus E
*EPgV-2 0 Pegivirus D (prima TDAV)

Causano infezioni persistenti (> 6 mesi); grado di patogenicita ancora sconosciuto
(Tomlinson et al., 2020)

Tessuto elettivo: midollo osseo (Tomlinson et al., 2020);

- Come nell’'uomo spesso presenti co-infezioni con altri virus (es. hepacivirus)

TDAV (oggi EPgV-2) inizialmente riconosciuto come agente causale di epatiti severe
(Chandriani et al., 2013) associate alla forma clinica definita «Theiler’s Disease»
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PARVOVIRUS (EqPV-H) associato a Theiler’s Disease in horses

PLOS PATHOGENS
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Since pegiviruses gencrally are not associated with clinical disease, it was a surprise when
TDAY was found in an outhreak of acute serum hepatitis | 13]. No additinnal links between
EPgV-2 and dinical cases of equine liver disease have been reported; instead a recently discov-
ered parvovirus (EgPV-H) appears responsible for a number of Theiler's disease cases in
horses [36—11]. 5o tar, however, the possible link between equine pegiviruses and hepatitis has
not been formally examined. With the aim to investigate the natural history of EPgV infection
and any further relation between TDAV/EPgV-2 and liver disease in horses, we here com-
pared viral load, sequence diversity, persistence. tissue tropism, course of infection, and associ-
ation to liver disease for EPgV-1 and -2 in horses.
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- Prima segnalazione nel 2012 (Burbelo, 2012);

- causa infezioni generalmente non gravi con
decorso subclinico o asintomatico.

- Puo provocare:

- epatiti acute con lieve incremento dei valori
degli enzimi epatici quali GGT (gamma-glutamil
transferasi) e SDH (sorbitolo deidrogenasi).
Raramente descritti stanchezza e calo delle
performance nei cavalli infetti (Pacchiarotti,
2022);

 occasionalmente epatite cronica con
alterazione degli enzimi epatici e persistenza
dell’infezione anche oltre i 6 mesi;

erari | casi gravi con exitus (naturale o per
eutanasia) dei soggetti per grave
compromissione dello stato di salute (es. in
caso di co-morbidita o debilitazione).

HEPACIVIRUS equino

sintomatologia




Bas o HEPACIVIRUS equino

- Prima segnalazione nel 2012 (Burbelo) sintomatologia

-causa infezioni generalmente non gravi con
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Lstituto Locproflattico Spedmentale
VIE DI TRASMISSIONE

——~ Peqivirus:
dimostrata la via parenterale,
TRAMITE D
INIEZIONE O non quella tramite insetti.

» VETTORE Sm—
: Hepacivirus:

VERTICALE confermata la via parenterale e verticale

(Pronost, 2019),

— non ancora dimostrata quella mediante insetti.

Riportata in alcuni da lavori, ancora in fase
di studio (Pronost et al., 2016, 2018; Altan et
al., 2019; Gather et al., 2016)

ORIZZONTALE ——
«nose to nose»

SESSUALE —— Da indagare

: =yl Y )
44 ‘?\ . 'ﬂ \{S:x A=



7" T Lstitato Zooprohlattico Speomentale
N A el Lazio o della Toscana M. Adeandes
9

EMODERIVATI

)

L)

s La somministrazione di plasma iperimmune

e una pratica spesso utilizzata per trattare
puledri con sistema immunitario immaturo,
o compromesso, al momento della nascita.

La presenza di potenziali patogeni all’interno
di pool di siero equino e prodotti
commerciali emoderivati, sottolinea
I'importanza di verificare la loro innocuita
prima dell'immissione sul mercato, onde
evitare la trasmissione di patogeni.

L'IMPORTANZA
DELLA SICUREZZA
DEI PRODOTTI AD
USO VETERINARIO

N
/
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@5 i as Tossna 1. londs
CONSIDERAZIONI EPIDEMIOLOGICHE

- EPgV-1 e 2: non sembra esistere un pattern preferenziale di infezione, o
individui piu suscettibili di altri;

- EgHV: alcune categorie mostrano prevalenze piu alte es. cavalli
sportivi, femmine e puledri: questi gruppi sembrano essere i piu
suscettibili alle infezioni da EqHV, con decorsi acuti ad evoluzione spesso
benigna; solo nei puledri la durata si protrae per periodi piu lunghi che
possono superare | 6 mesi (Pacchiarotti et al., 2022).




EQUINE CORONAVIRUS

classificazione e morfologia
* Virus a +ssRNA;

« Fam. CORONAVIRIDAE, Gen. Beta-
coronavirus.

« 2014: 1”a segnalazione in Europa
(Miszczak, 2014).

Ne esistono molti sottotipi, ognuno
tendenzialmente specifico per il suo ospite
e le cellule bersaglio possono essere
quelle del tratto o gastrointestinale
respiratorio;

“ /2.7
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Genoma del Coronavirus Equino

+

Zhang et al., 2007 — Genomlc characterlzatlon of Equine coronavirus.
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sintomatologia

- Trasmissione oro-fecale (ipotizzata anche mediante
secrezioni nasali - Pusterla 2015 e 2019);

- Colpisce prevalentemente [l'intestino causando
diarrea, sindromi febbrili e manifestazioni enteriche.
Rari i sintomi respiratori. Con il protrarsi della malattia
possono comparire letargia, dimagrimento e apatia.
Decorso generalmente benigno, rari i casi gravi.

- Matrici di elezione per le analisi: feci/tamponi rettali.

Available online at www.sciencedirect.com

Characterization of a Coronavirus Isolated from a *.” ScienceDirect VIROLOGY
Diarrheic Foal Virology 369 (2007) 92— 104
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Department of Microbiology, Pathology and Parasitology' and Department of Clinical Sciences,” College of Veterinary
Medicine, North Caroling State University, Raleigh, North Carolina 27606
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Genomic characterization of equine coronavirus
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Peter J. Timoney *, Udeni B.R. Balasuriya **

A coronavirus was isolated from feces of a diarrheic foal and serially propagated in human rectal adeno-
carcinoma (HRT-18) cells. Antigenic and genomic characterizations of the virus (isolate NC99) were based on
serological comparison with other avian and mammalian coronaviruses and sequence analysis of the nucleo-
capsid (N) protein gene. Indirect fluorescent-antibody assay procedures and virus neutralization assays
demonstrated a close antigenic relationship with bovine coronavirus (BCV) and porcine hemagglutinating
encephalomyelitis virus (mammalian group 2 coronaviruses). Using previously described BCV primers, the N
protein gene of isolate NC99 was amplified by a reverse transcriptase PCR (RT-PCR) procedure, The RT-PCR s "
product was cloned into pUCIY9 and sequenced; the complete N protein of NC99 (446 amino acids) was then ELSEVIER
compared with published N protein sequences of other avian and mammalian coronaviruses. A high degree of
identity (89.0 to 90.19%) was observed between the N protein sequence of NC99 and published sequences of BCV

Veterinary Microbiology

Volume 171, Issues 1-2, 25 June 2014, Pages 206-209

(Mebus and F15 strains) and human coronavirus (strain OC43); only limited identity (<25%) was observed Short Communication
with group 1 and group 3 coronaviruses. Based on these findings, the virus has been tentatively identified as 2 L . > ( ) »
equine coronavirus (ECV). ECV NC99 was determined to have close antigenic and/or genetic relationships with FlrSt dEtECtlon Ofequlne coronavirus ECOV i 6]

mammalian group 2 coronaviruses, thus identifying it as a member of this coronavirus antigenic group.
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LO STUDIO

Hepacivirus
¢ Popolazione distribuita nell’intero territorio nazionale

¢ Tipologia aziende: 4 categorie produttive piu rappresentate in Italia
(vedi tabella: EQ, IPP, PCL, RIP)

¢ N° campioni attesi: 2000 - Criterio: ES 5%; IC 95%
** N° campioni raccolti e analizzati (al 2022): 1801

INDIRIZZO

PRODUTTIVO SIGLA

Equestre con fattrici
Equestre senza fattrici EQ
Maneggio

Ippico con fattrici
Ippico senza fattrici IPP
Ippodromo

Carne con fattrici

Carne senza fattrici

Produzione senza fattrici PCL
Lavoro

o Riproduzione RIP

B =\ A%
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RC IZSLT 10/18

Hepacivirus genome

| s—{ v |

Non-Structural (NS)

Hepacivirus
ANCR * _Hepacivirus (EqHV):
ot Metodo: Real Time PCR

Polyprotein

/

A1 I 1 LA
-

vy

E1 E2 p7/p13NS2  NS3  NS4ANS4B  NSS5A

\4 \
Y| || — —

¥ NS3 protease *Signal peptidase * Signal peptide peptidase 7 NS2/NS3 protease

| ==  Target: frammento 5’UTR
Riferimento: Burbelo et al., 2012

NS5B

** Matrice: siero
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| DATI IN ITALIA

Equine Hepacivirus

Yo

Prevalenza: 4,27% (77/1801)

@ PP
A PCL

.RIP

- EQ: 17/77 (22%)
- IPP: 23/77 (30%)
- PCL: 17/77 (22%)
- RIP: 20/77 (26%)

% POSITIVITA

RISCONTRATE IN LINEA CON
DATI RIPORTATI IN
LETTERATURA (4, 7% - Elia et

al., 2017).
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| DATI IN ITALIA
| dati del sequenziamento per Equine Hepacivirus

— — —_ ——

7

—

o
1

@I :

&

13 TOS(PI) IPP
14 TAA(TN) RIP
10 SAR(OR) PCL
22 LAZ(RM) IPP
35 TOS(PI) IPP
34 CAM(BN) EQ
21 SAR(OR) IPP
25 SAR(OR) PCL
30 SAR(SS) RIP
20SAR(OG) PP
27 SAR(SS) PCL
6PUG(BR) IPP
15 LAZ(RI) RIP
18 LAZ(RI) RIP
2BAS(PZ) PCL
24 SIC(PA) PCL

JQ434005.1 Subtype HepacivirusAK-2012isolateNPHV-F8-068polyprotein gene partial cds *

7 SAR(SS) IPP

31 SIC(ME}EQ

JG434002.1 Subtype HepacivinusAK-201 2isolateNPHV.G1-073polyprotein gene complete cds Yy

18 TOS(FI) IPP

8 SAR(OR) EQ

12 SIC(PA) IPP

32 SIC(ME) PCL

1 ABR(AQ) IPP
9 LAZ(VT) EQ

26 SAR(SS) PCL

9 SAR(VS) EQ

33 SIC(ME) EQ

5MOL(CB) EQ

11 SIC(PA) PCL

3FVG(UD IPP

J@434001 3 Subtype HepacivirusAK-2012isolateNPHV-NZP-1polyprotein gene complete cns*

JQ434003 3 Subtype Hey 012isolateNPHV-A in gene complete cdyk

28 SAR(OT) PCL

29 SAR(SS) PCL

4 LAZ(RI) RIP

17 LOM(CO) EQ

2434004 2 Sublype HepacivirusAK-2012isolate NPHV-B10-022polypratein gene complete cd:

23 LAZ(VT) IPP

Q434007 2 Subtype H 012 -H10-094polyp

INS3 HCV Human

KC411778 1Rodent i H U10-

gene pariial cds

. Sottotipo 1

-
-

—- Sottotipo 3

-

Sottotipo 2
wr P

ngoepanacss | Altre

Dati non pubblicati

s EqHV:
Metodo: PCR endpoint
Target: frammento NS3

Riferimento: Schlottau et al.,
2019




RC IZSLT 09/20

Lstituto Locproflattico Spedmentale
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Popolazione distribuita sull’intero territorio nazionale. ;

**N° soggetti registrati: 1103
**N° soggetti sottoposti a prelievo: 1068

“*Matrici utilizzate: siero (EPgV) e tampone rettale (EcoV)

l

SCENARI DI NUMEROSITA” CAMPIONARIA SU 1068
INDIVIDUI:

1) Con un ES del 5% e una IC del 95%, da testare : 443
2) Con un ES del 10% e una IC del 95%, da testare : 161
3) Con un ES del 10% e una IC del 90%, da testare : 116

(selezione random per ogni infezione considerata)
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Pegivirus
Pegivirus genome
3'NCR
Non-Structural NS} Fon < Pegivirus (EPgV-1, EPgV-2):
| EoyproEn ' Metodo: Duplex Real Time PCR
-+-+l+- Y | [l ==  Target: frammento 5’UTR
* * E1 + E2 p*'ﬂprNSZ NS3 NS4ANS4B NS5A NS5B f ) I l
l---.---_v Riferimento: Postel et al., 2016
NS4A NS4B NS5A NS5B
¥ NS3 protease *Signal peptidase V NS2/NS3 protease
** Matrice: siero
"'& o s = !
' A £ e '
:
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@5 e i e s omcaca ¥t o I DATI IN ITALIA
Equine Pegivirus (EPgV-1, EPgV-2)

= Primi dati riportati per I'ltalia

= Dati di prevalenza coerenti con quelli descritti in letteratura

EPgV - 1: 8,58% (38/443) EPgV - 2 : 2,03% (9/443)

1 campione (MO)

4
‘ - . .
B2 comoioni )

23 campioni (RM) 2

o 7 campioni (TA) ® 2 campioni (PZ)
8 campioni (PZ)

1 campione (PA) Py

N°2 campioni, uno proveniente da Grosseto e uno da Potenza hanno
mostrato positivita per entrambi i Pegivirus;

-
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| DATI IN ITALIA
Equine Pegivirus - dati preliminari del sequenziamento
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Equine pegivirus 1 isolate M8 NS3 gene, partial cds Equine ivirus 1 121 121 21% 1e-22 94.74% 313 KT795388.1
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Al momento confermati

RS -

In sequenziamento 9 campioni, gli altri in corso




7 T RC IZSLT 09/20
== METODI DI ANALISI E-Cov
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+* Coronavirus (Eq-Cov):
Metodo: Real Time PCR
Target: gene N

Riferimento: Pusterla et al., 2013

** Matrice: tampone rettale
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Equine Coronavirus

| campioni risultati positivi dall’analisi in Real-Time PCR (tamponi rettali) sono in
fase di conferma attraverso sequenziamento (Drzewniokova et al., 2021):

4= E-Cov: 3,61% (16/443)

Amplification Plot

SEQUENZIAMENTO
= Campionamenti su popolazioni apparentemente IN CORSO
sane/asintomatiche si attestano su percentuali simili
(Nemoto 2015: 2,5%).

Molti altri studi hanno analizzato individui
sintomatici/focolai con % piu alte.
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CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI

= Pegivirus: raccolta di dati preliminari sulla presenza delle
infezioni da EPgV 1 e 2 nel territorio nazionale

= Coronavirus: prima indagine sulla presenza di infezione
sul territorio nazionale

= Hepacivirus: disponibilita dei primi dati di prevalenza a
livello nazionale e per indirizzo produttivo

= Possibilita di aggiornamento dei protocolli diagnostici

* |nserimento dei protocolli acquisiti nello screening degli
emoderivati
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