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Introduzione

La diversita biologica riscontrabile nei virus e dran lunga superiore rispetto a quella
complessivamente mostrata dagli altri organismiebiai, vegetali e animali. Questa situazione e
determinata dalla capacita dimostrata dai virupatassitare tutti i gruppi di organismi viventi
conosciuti, e la conoscenza di tale diversita@hlave per comprendere l'interazione dei virus icon

loro ospiti.

Oggi si conoscono numerose malattie ad eziologialeyi e sono di origine virale alcune delle
malattie emergenti negli ultimi anni (SARS, inflzenda ceppi ad alta patogenicita) o che
potrebbero avere, nei prossimi anni, un ampiamelaoloro bacino di diffusione (West Nile

Disease e altre patologie trasmesse da vettorijteMip esse, considerate emergenti o riemergenti,
sono delle zoonosi, il cui studio € reso complicd@la presenza serbatoi animali, spesso
asintomatici, per cui l'infezione e identificabiolo con un attento piano di monitoraggio e

sorveglianza.

Inoltre, i dati epidemiologici e clinici dimostranche i virus stanno assumendo una crescente
importanza come causa di malattie trasmesse caliglenti. Il primato dei batteri quali causa di
gastroenteriti legate al consumo di alimenti vieh@nno in anno ridimensionato rispetto al ruolo
emergente dei virus, primi tra tutti i noroviruscui ruolo € ancora largamente sottostimato, e il

virus dell’epatite E.

Gia nel 2004, nel rapporto sulle zoonosi in Eurefeborato dal RIVM (National Institute for
Public Health and the Environment, Olanda) sonti stdicati alcuni criteri che devono essere

utilizzati per la prioritizzazione nel caso di ntélmemergenti, in particolare:

- presenza attuale o futura di uno o piu fattoristihio;
- velocita di trasmissione;

- trasmissione persona-persona;

- incidenza-prevalenza-presenza;

- disponibilita di trattamenti preventivi o vaccinazg;
- costo;

- percezione del rischio.
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Appare chiaro che molte zoonosi virali soddisfamiaggior parte di tali criteri.

Gia nel documento programmatico della Commissiom®fiea (DG SANCO) del 2006 in tema di
zoonosi e nella Direttiva Comunitaria relativa at@veglianza delle zoonosi (Dir. 2003/99/EC), é
stata riconosciuta I'importanza dell’attuazionepéini di monitoraggio delle zoonosi, includendo
per la prima volta anche i calicivirus. Similmeme]la redazione dei nuovi criteri di inclusiona tr
le malattie denunciabili stabilite dall’OIE (Offidaternational des Epizooties Annual Reports; OIE,

2006) il virus dell’Epatite E € stato incluso ndlkte del Terrestrial Animal Health Code.

Alla luce di cio, il lavoro sperimentale condottordnte il Dottorato di Ricerca in Epidemiologia e
Controllo delle Zoonosi € stato focalizzato sulpegfondimento di aspetti epidemiologici e
molecolari dell'infezione da virus dell’epatite HEV) e dei calicivirus, responsabili entrambi di
casi di malattia clinica nelluomo e segnalati coscente frequenza nel mondo. E’ stata in
particolare investigata la correlazione filogeretoi ceppi circolanti negli animali e nelluomo
nell’ambito dello stesso territorio geograficooasicopo di valutare il potenziale zoonotico di ques

virus.

L'ultima parte della tesi e stata focalizzata suornous umano, con particolare riguardo alla
risposta immunitaria indott@x vivo in cellule mononucleate del sangue periferico (FBM
Peripheral Blood Mononuclear Cells) e alla risp@stticorpale indott@n vivo, nei topi. L'assenza
di colture cellulare per questo virus ha fino adjidgnitato I'acquisizione di nuove conoscenze
sulla risposta immunitaria nel corso dell'infezionaturale. Gli studi presentati hanno ovviato a

questo limite utilizzando antigeni ricombinanti.

Le informazioni acquisite dal progetto del dottoranno contribuito a chiarire i meccanismi della
risposta immunitaria attivata dal virus, e la dsffane dell’infezione dei virus studiati soprattuitio
ambito nazionale, anche al fine di fornire indicezielementi conoscitivi utili a definire il risahi
sanitario connesso alla presenza di queste infenegli allevamenti, nei macelli e in campioni

ambientali (acque reflue).
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Parte generale:
VIRUS DELL'EPATITE E
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CAPITOLO 1: HEV

1.1 CENNI STORICI

L'infezione da virus dell’epatite E & attualmemtensiderata un problema emergente di sanita
pubblica. Si stima che 2.3 milioni di persone siastate infettate nel mondo (World Health
Organization: Viral hepatitis, 2010). L’epatite fifima riconosciuta tra le epatiti virali acute nan-
non-B, non-C, € una malattia infettiva con caratiehe cliniche di epatite acuta non soggetta a
cronicizzazione. La prima segnalazione si e avatd 855 a New Delhi (Viswanathat al., 1957);

il focolaio epidemico coinvolse 30.000 persone edéusato dal consumo di acqua contaminata.
L’agente eziologico, identificato nelluomo all'mip degli anni '80, fu denominato virus
dell'epatite E (Hepatitis E Virus - HEV) (HEV, E ®enterico, epidemico e endemico”), in

conformita con gli standard di nomenclatura deflatii virali.

La prima identificazione del virus dell’epatite Eelfuomo, avvenuta tramite ['utilizzo del
microscopio elettronico, risale alla meta degli iaim® (Feinstoneet al., 1975); tale virus fu
temporaneamente classificato nella famigliaornaviridae(Pandaet al., 2007). La conferma che
'agente eziologico fosse un virus a RNA venne atopo, nel 1990, quando I'RNA del virus
dell’epatite E fu clonato per la prima volta (Reysal., 1990). Il genoma di HEV, di 7,6 Kb,
differiva da tutti quelli fino a quel momento idditati, e il virus fu inizialmente riclassificato
come un nuovo genere della famiglaliciviridae (Tamet al.,1991), poi modificato. Oggi, il virus
HEV e l'unico membro appartenente al genldepevirusdella famigliaHepeviridae(Emersonet
al., 2004). L'agente eziologico dell’epatite E € ungoio virus a RNA privo di envelope, trasmesso
principalmente per via oro-fecale (Purcell & Emers@001; Menget al., 2010). Negli ultimi
decenni sono stati fatti grandi progressi sullaosagenza dell’epidemiologia, sui serbatoi animali,
sulla patogenesi, sulla struttura e biologia mdereodi HEV. La messa in evidenza del genoma di
HEV nei suini (Meng, et al. 1997), polli (Hagshenetsal.,2001), conigli (Zhaet al.,2009), cervi
(Takahashiet al., 2004) e manguste (Nakamuea al., 2006), e il rilevamento della presenza di
anticorpi specifici anti-HEV in altre specie animah topi, polli, cani, vacche, pecore, capre,

scimmie, manguste, cavie, suini, cinghiali, cegatti, cavalli, uccelli, bufali (Mengt al., 2010)
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portano a ritenere che lo spettro degli ospiti kaddiversita di HEV sia anche piu ampia di quanto

fino ad oggi scoperto.

Il primo ceppo di HEV di origine suina fu identiéito nel 1997 negli Stati Uniti. Il virus si rivelo
simile ma non identico ai ceppi circolanti nell’'uomello stesso territorio: il gene ORF2 mostrava
il 79-80% d’identita a livello nucleotidico e il 982% a livello amminoacidico con la stessa regione
dei ceppi umani (Menget al., 1997). Dal momento della sua scoperta, swine-HE$tao
identificato in suini provenienti da tutto il mong8chlaudeet al.,1999; van der Poglt al.,2001;
Nishizawaet al.,2003; Bankst al.,2004a; Preisst al.,2006; Zhenget al., 2006; Caprioliet al.,
2007; Daltoret al.,2007a; Jungt al.,2007; Di Bartoloet al.,2008; Seminatet al.,2008; Ninget

al., 2008; Di Bartolcet al.,2011), e si &€ sempre rivelato molto simile ai ¢emeolanti nel’'uomo
nelle stesse aree, tranne che in India, dove iicgpmlanti nelle due specie sembrano essere
distinti (Arankalle et al., 2002; Shuklaet al., 2007). Alcuni studi hanno riportato un’elevata
prevalenza anticorpale anti-HEV anche in soggetfgssionalmente esposti al contatto con suini
(Drobeniucet al.,2001; Mengget al.,2002; Witherset al.,2002). L’evidenza diretta della possibilita
di trasmissione zoonosica di HEV é infine arrivael 2003 dal Giappone, dove alcuni casi di
epatite E sono stati associati all'ingestione dheab organi crudi di suino, cinghiale e cervo poch
settimane prima dell'inizio dei sintomi (Matsudga al., 2003; Tamadat al., 2004; Yazakiet al.,
2003). L'epatite E € ora riconosciuta come una msgrcome di recente sottolineato in un Report
redatto dal panel di esperti sui pericoli biologigl'EFSA (EFSA Panel on Biological Hazards,
2011). I suini domestici e selvatici (cinghialel) eervo sono considerati serbatoi per il virus (ige

et al., 2003, Meng et al., 2010). Inoltre, la costruzione di cloni infettisi HEV e lo sviluppo di
modelli animali quali suini e polli offrono oggi eime I'opportunita di investigare le basi molecolari
della replicazione di HEV e la sua patogenesi (Hiad al.,2001; Billamet al.,2005).

1.2 MORFOLOGIA, ORGANIZZAZIONE
GENOMICA E REPLICAZIONE

1.2.1 MORFOLOGIA E PROPRIETA’ CHIMICO-FISICHE

HEV € un virus sferico con un diametro di circa®BRnm, presenta simmetria icosaedrica ed &
privo di envelope. Il genoma € costituito da undemala di RNA a singolo filamento con polarita

positiva, che presenta wap all'estremita 5’ ed una coda poly-(A) all’estree®’. | virioni sono
5
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costituiti dalla proteina maggiore del capsideduinensioni di 72 kDa, e da una piccola proteina
(1,5 kDa), la cui funzione € tuttora sconosciutaudguetet al.,2005).

Le particelle di HEV sono sensibili a basse temfoeeadi conservazione e a disinfettanti iodati
(Purcell e Emerson, 2001).

Si ritiene che HEV sia in grado di tollerare cambémti di pH da condizioni moderatamente
alcaline ad acide, assicurando la sopravvivenzdragb gastrointestinale durante la trasmissione
oro-fecale, ma non sembra tollerare elevate corecdnhi di sali (Pand&t al., 2007; Purcell e
Emerson, 2001).

Per quanto riguarda la resistenza del virus alrealesistono diversi studi a riguardo. In uno di
guesti, e stata comparata la stabilita termica iderdi ceppi di HEV tramite incubazione di
sospensioni fecali del virus a differenti tempematue successiva infezione in colture cellulari
permissive. Sono stati esaminati diversi ceppi, ba@no mostrato un’inattivazione totale a
temperature superiori ai 60°C (Feageisal., 2008), anche se la crescita vitro scarsamente
efficiente del virus ha reso difficili prove conslue. E’ stato comunque dimostrato che solo
campioni di fegato incubati a 56°C contenevanosvacora infettante. Questo ha dimostrato che
linfettivita di HEV presente in fegati suini commogalizzati € completamente inattivata mediante
adeguata cottura. Sebbene HEV si sia dimostratmrstabile al calore rispetto al virus dell’epatite
A, alcuni ceppi di HEV potrebbero sopravvivere atemperature interne della carne non

adeguatamente cotta (Emersdral.,2005).

1.2.2 ORGANIZZAZIONE GENOMICA

Il genoma virale & costituito da una molecola diARE singolo filamento con orientamento
positivo, di circa 7,2 kb (Meng, 2009; Taehal.,1991). La regione codificante & preceduta da una
corta regione non codificante (UTBntranslated regiondi circa 25 nucleotidi, ed é seguita da una
seconddJTR piu lunga (65-74 nucleotidi) e da una estremaB-(A) (Okamoto2007). La regione
codificante € costituita da t®pen Reading Framg®©RFs), denominate ORF1, ORF2 e ORF3,
parzialmente sovrapposte (Tamnal.,1991; Wanget al.,2002) (Figura 1.1).
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Organizzazione genomica del virus HEV

Structure of the hepatitis E virus-like particle

................ Capside virale 27-33nm ¥ ' | RNAa singolo filamento positivo (7300 basi)
------- ¥ =
U EX S g wr R
" nmmmnmme—— R _ . |
/ Non-strutturali ' Strutturali !
ORF3 (369 nt)

I y 5 " Cistein- RNA RNA polimerasi Proteina capsidica

|I\Ie(iltl ansferasi [Y-dominiol proteasi | X-dominio elicasi | RNA- dipendente i

ORF1 (5079 nt) ORF2 (1981 nt)

Figura 1.1: Rappresentazione schematica del genoma di HEVP@deet al.,2007, modificata).

Il gene della ORF1, che misura approssimativamemde, e localizzato all’estremita 5’ del genoma
virale e codifica per una poliproteina di circa 368mminoacidi, comprendente proteine non
strutturali, coinvolte nella replicazione del gereom nella maturazione delle proteine virali. In
particolare, la sequenza di tale poliproteina @m&idomini caratteristici per una metiltransferasi
virale, una cisteina proteasi papaina-simile, ulieag e una RNA polimerasi RNA-dipendente
(Aggarwal e Krawczynski, 2000; Koongt al., 1992). In aggiunta, la ORF1 possiede due regioni
chiamate domini X e Y, di funzione sconosciuta.

La ORF2 misura approssimativamente 2 kb, & localizall'estremita 3' del genoma virale e
codifica per la proteina strutturale del capside6@D amminoacidi. Si tratta di una glicoproteina
con un peso molecolare di 72 kDa, caratterizzalia gaesenza di aminoglicani e da una regione
ricca di arginina e lisina all'estremita N-termieala quale costituisce il sito di aggancio ala@t
endoplasmatico. Inizialmente sintetizzata come pssre, la proteina capsidica viene in seguito
processata tramite clivaggio in una proteina magughcosilata in tre siti (fenomeno frequente aell
proteine dell’envelope, ma raro per una proteir@sichca). La proteina capsidica codificata dalla
regione ORF2 (pORF2) contiene epitopi immunogemigiesponsabile della risposta anticorpale, e
rappresenta il bersaglio per lo sviluppo di vac¢iieng 2009; Aggarwal e Krawczynski, 2000).

La ORF3 & una regione di circa 366-369 nucleotidi si sovrappone alla ORF2. Codifica per una
piccola fosfoproteina immunogenica di 123 ammindia@ORF3), di funzione ancora non ben

7
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definita ma che sembra interagire con la pORF2 f@ka, 2007). E’ stato ipotizzato che pORF3
sia in grado di associarsi al citoscheletro dedlibute epatiche fungendo da sito di ancoraggio nel
guale la pORF2 e I'RNA possono avviare il proceds@ssemblaggio del nucleocapside virale
(Wang e Zhuang, 2004).

Solo negli ultimi anni, sono stati descritti interatura sistemi di crescita del virusvitro, i quali
risultano tuttavia poco efficienti (Okamotsd al.,2011). Conseguentemente, ad oggi la diagnosi e la
caratterizzazione dei ceppi sono basate sull'analisl’RNA virale mediante tecniche

biomolecolari (Pandat al.,2007).

1.2.3 CICLO REPLICATIVO

Recentemente, una rassegna dei diversi sistemoltlire cellulari utilizzati per isolare ceppi di
HEV é stata presentata da Okamoto e colleghi (Okambal., 2011). Gia nel 2006 Tanaka e
colleghi (Tanakaet al.,2006) avevano condotto uno studio comparativantktodi di coltivazione

di HEV su 21 linee cellulari epatiche di derivazammana, di scimmia o suina. Nel 2007, gli stessi
autori (Tanakaet al., 2007) hanno dimostrato che € possibile svilupparesistema colturale
adeguato per HEV, anche se questo rimane un viffisled da coltivare con rese accettabili.

La strategia replicativa del virus HEV resta infatt larga misura ancora sconosciuta, proprio a
causa della mancanza di un sistema di colturalasdludoneo. Poco € noto sui recettori virali per
HEV e sul meccanismo di ingresso del virus allintedelle cellule. Il modello proposto si basa
sulle somiglianze e I'omologia di sequenza coni alitus a RNA a filamento positivo meglio
caratterizzati, come gli alphavirus (Reyetsal., 1993; Chandrat al., 2008). Le cellule in cui
avviene la replicazione virai@ vivo sono prevalentemente gli epatociti, ma sono &tatitificati
anche altri siti di replicazione extraepatica,duail piccolo intestino, la milza, i linfonodi, dolon

e i monociti del sangue periferico (de Deusl.,2007; Leblanet al.,2010; Williamset al.,2001).
Una volta penetrato in una cellula permissiva, IRbenomico virale & decapsidato e tradotto in
una poliproteina non strutturale codificata dallRR(nsP, Figura 1.2), nel citosol della cellula
infettata. Ad opera di proteasi cellulari, la potifeina € quindi processata nelle unita funzionali
individuali, che sono le proteine non strutturaktiitransferasi, proteasi, elicasi e RNA polimerasi
RNA dipendente (RdRP). Grazie all’enzima virale RgR filamento genomico positivo & trascritto
in un filamento a orientamento negativo. Questidtirappresenta un intermedio replicativo e, per
analogia con gli alphavirus, é stato postulato &b possa servire come stampo per la sintesi di

copie addizionali di filamenti di RNA positivo. Carmavviene per gli alphavirus, infatti, questo

8
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RNA intermedio presenta una sequenza che agiscee qmmmmotore subgenomico. L'RNA
subgenomico a filamento positivo € quindi tradotétle proteine strutturali, che a loro volta vanno
a circondare il genoma virale per formare la progeei nuovi virioni infettanti. Nonostante queste
conoscenze, il meccanismo e la sintesi delle pretstrutturali a partire dal’/RNA subgenomico
necessita di ulteriori chiarimenti. Inoltre, la nadith di uscita del virus dalla cellula infettatmme
anche la sua presenza nel sangue e nella bilendessere maggiormente indagate (Pagida.,
2007).

| filamenti genomici a polarita positiva sono statrovati con maggiore abbondanza rispetto ai
filamenti negativi. Entrambi i filamenti si ritrowa nel fegato, organo principale della replicazione
di HEV, mentre nel siero e nella bile si ritrovasmamente i filamenti positivi di RNA (Nanadd
al., 1994).

Infectious HEV 3@' 1. Entry Cel auffacs ﬁﬁniﬁa Progeny virions
mmmmmmmmmm < (3355) Cytoplasm o iﬁ’
2 Uncoating J-ﬂ

~—~— Positive strand RNA

N 6. Assembly
e Raplmy 3. Translation
\ “a

}—_ m Non structural proteins
_-\_ m Capstd
Negatve strand
RNA \ ‘"
48. Replication e 6 pgserntty
/\‘ i = 6. Assembly
__-\__ —~——
— — e~
r-.\—/
N
Genomic positive
Subgenomic posiive \‘
strand RNAs strand RNAs
Optimization of the host
5. Transiation cell environment

Figura 1.2: Modello proposto per il ciclo di replicazione di MEda Chandrat al.,2008).
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1.2.4 GENOTIPI VIRALI

| diversi ceppi di HEV sono classificati sulla baggle omologie nella sequenza nucleotidica, in
particolare nella regione dellORF2. Fino ad ogona stati identificati 4 maggiori genotipi virali
(Lu et al., 2006) ed € riconosciuto un solo sierotipo (Waatgal., 2004). Sebbene siano stati
proposti vari schemi per la classificazione delsiErkeret al., 1999; Schlaudeet al., 1999;
Schlauder e Mushahwar, 2001), finora lo schemapogttato prevede la classificazione dei diversi
isolati di HEV sulle omologie nucleotidiche tra esidui 5185-7178 nellORF2, distinguendo i
diversi genotipi in base a differenze di almena0% nella sequenza nucleotidica (&ual., 2006;
Wanget al.,2004). Mentre i ceppi dei genotipi 1 e 2 sonaoi statati solo dall'uomo (tranne il caso
del ceppo suino cambogiano identificato da Caraolleghi nel 2006, e appartenente al genotipo
1), quelli appartenenti ai genotipi 3 e 4 sonoi stintificati sia nel’'uomo sia in diverse specie
animali, tra cui il suino domestico, il cinghiaiéconiglio, il ratto e il cervo (Menggt al., 1997;
Goens e Perdue, 2004; Okamoto, 2007; Pahdh,2007; Zhao (et al.,2009; Johnet al.,2010 )
(Figura 1.3).

E’ anche largamente adottata l'ulteriore suddivision sottotipi all’interno dei 4 genotipi, basata
sulle sequenze dei 300-450 nucleotidi terminaliededgione genomica dellORF2. Secondo questo
studio, il genotipo 1 comprende ad oggi 5 subtipentre i genotipi 2, 3 e 4, contengono 2, 10, e 7
subtipi, rispettivamente (Let al.,2006).

La maggior parte delle infezioni in Asia e in Aliicono causate da ceppi di HEV di genotipo 1,
mentre in Messico e in Nigeria prevale il genoti@p che regioni appare meno diffuso
geograficamente rispetto al genotipo 1 @fwal.,2006). Nei paesi industrializzati, dove fino a poc
tempo fa l'infezione era considerata sporadicapssiati individuati i genotipi 3 e 4 (Aggarwait

al., 2000; Emersoret al.,2002; Emersomet al.,2004; Wanget al.,2004; Luet al.,2006). Virus di
genotipo 3 prevalgono in USA e in Europa, mentgeilotipo 4 e tipicamente riscontrato in Cina e
Taiwan (Wanget al.,2004) (figura 1.4).
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Figura 1.3: Albero filogenetico indicante la distanza dei 4 gfini, basato sulla sequenza
genomica completa di 30 ceppi umani, suini, e adaHEV. La barra in scala indica le distanze
genetiche relative (Mengt al.,2009).

Il primo ceppo animale di HEV é stato identificatel suino nelle regioni centro-occidentali degli
USA nel 1997. Il virus, denominato Swine Hepattisirus, apparteneva al genotipo 3 e presentava
un’omologia del’lORF2 con ceppi umani. In particela’ ORF2 del ceppo suino presentava il 92%
di identita nucleotidica e il 98-99% di identita manoacidica con 2 ceppi americani di HEV di
origine umana (ceppi US1 E US2); tale analogia dindol’appartenenza dei ceppi suini € umani

alla medesima famiglia (Mergj al.,1997).

Ceppi di HEV sono stati isolati anche nei polli (j3henast al., 2001; Heet al., 2002). L'HEV

aviare e, pero, filogeneticamente distinto dagdiii aeppi di HEV animali e umani. L’'omologia
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nucleotidica del’lHEV aviare con ceppi umani e swénsoltanto del 48-60% (Hagshereisal.,

2001). Inoltre, la malattia causata nei polli naima epatite, ma una epato-spleno megalia.

Human HEV Swine HEV
Genotype 1 Genotype 3 w Genotype 3

Genotype 2 Genotype 4 i Genotype 4

Figura 1.4: Distribuzione geografica dei genotipi di HEV digirie umana e suina (da Aggarwal e
Naik, 2009).

1.3 EPIDEMIOLOGIA

1.3.1 EPIDEMIOLOGIA NELL'UOMO

Le caratteristiche epidemiologiche dei focolai epnici di HEV sono, come gia rilevato nel corso
della prima epidemia in New Delhi, I'alta percen&udi rischio d’infezione nei giovani e la letalita
molto elevata nelle donne in gravidanza, che afin@al 20% (Khurocet al., 1994; Navaneethan
et al.,2008). Pochi studi hanno quantificato I'incidemted’epatite E nella popolazione. Labrique e
colleghi (Labriqueet al., 2010) hanno descritto un’epidemia comprendente} kigjgetti nel sud
del Bangladesh, dove la prevalenza di anticorgildBV era del 22,5%. Durante i primi 12 mesi
del follow up, fu rilevata un’incidenza sierologidal 60,3/1000. Sono stati condotti numerosi studi
sulla prevalenza di HEV in differenti gruppi di mdazione; in Francia, Boutrouille e colleghi
12
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(2007) hanno descritto che una prevalenza di apii@nti-HEV in campioni di sangue di donatori
pari al 3,20%, valore simile a quello riscontratoaltri paesi industrializzati (Boutrouille et al,
2007). Tuttavia, le informazioni ad oggi disponibitelativamente alla reale diffusione
dellinfezione nelle popolazioni umane sono ancerarse. |l motivo € da imputare alla mancanza
di test standard con sensibilita e specificitd adég inoltre, i test sierologici sviluppati per i
genotipi 1 e 2 potrebbero non essere in graddediaie con uguale efficienza gli anticorpi prodotti
nei confronti degli altri genotipi, nonostante siaora accertata I'esistenza di un solo sierotipo.
Nonostante cio, la sieroprevalenza € elevata pel@lazione anche in quei contesti in cui le forme
cliniche di epatite E sono rare o non segnalaten@\v al.,2010).
Si possono riconoscere due distinti pattern epidkmici di infezione da HEV nell'uomo (Figura
1.5):
* endemico con focolai epidemici, che si manifestavpglentemente nelle aree tropicali e
subtropicali;
» sporadico, proprio invece dei paesi industrializ¢g@temente-Casarest al., 2003; Teoet
al., 2006; Pandat al.,2007).

La malattia e considerata endemica nei paesi idivgailuppo, dove si manifesta anche con episodi
epidemici generalmente associati al consumo diacqutaminata da feci (Panefaal.,2007; Teo,
2006). L'infezione da HEV é diffusa in prevalenzei paesi tropicali e sub-tropicali in via di
sviluppo: gran parte dell’Asia, Nord Africa, Med@riente e America centro-meridionale. In queste
aree, i casi coinvolgono ampie fasce d’eta, ma icpipiti sono gli adulti. Infatti, la sieroprevalea

e di circa il 5% nei bambini al di sotto di 10 aeniende ad aumentare fino al 10-40% negli adulti
(Aggarwal et al., 2000; Emerson e Purcell, 2003; &t al., 2011; Taniguchi et al. 2009). La
trasmissione interumana diretta e ritenuta rama,bassi tassi di infezione secondaria, attorndal 5
all'interno dei nuclei familiari di soggetti malaghggarwalet al., 2000; Clemente-Casares al.,
2003; Emerson e Purcell, 2003; lj&t al., 2005; Li et al., 2006a). Questo quadro sembra
compatibile con una trasmissione indiretta di #pobientale, anche in relazione alle caratteristiche
di resistenza del virus escreto con le feci nelbaente (Aggarwallet al., 2000; Emersoret al.,
2002).

L’infezione da HEV é oggi ritenuta un problema egegite nei paesi industrializzati, compresa
I'ltalia (Orru et al., 2004; Cacciolaet al., 2011; La Rosat al., 2011; Romancet al., 2011), nei
qguali di recente sono stati descritti diversi cgsoradici e piccole epidemie (Aggarwall R., 2000;
Meng, 2010; Rosest al., 2010; Motteet al., 2011; Nelsonet al., 2011; Bouquetet al., 2011
Pfefferleet al.,2011; Daltoret al.,2011). Fino a pochi anni fa, la maggior parteadei di malattia
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erano registrati in viaggiatori provenienti da ade¢ mondo endemiche per HEV. Tuttavia, gia nel
1999 (Zanettet al., 1999) venne identificata una nuova variante vicaesiderata autoctona nelle
feci di un paziente che non aveva viaggiato né/eraito a contatto con individui di ritorno da zone
a rischio. Questo virus presentava analogie nudiebe con ceppi americani del genotipo 3, ma
non sufficienti a sostenerne I'importazione daglAJ Per i casi autoctoni nei Paesi industrializzati
la via di trasmissione piu probabile é quella zamaoda specie animali serbatoio (Acharya e
Panda, 2006; Aggarwalt al., 2000; Butiet al., 2004; Clemente-Casares al., 2003; Emerson e
Purcell, 2003; Lewigt al.,2006; Pandat al.,2007; Teo, 2006).

1.3.2 L’INFEZIONE NEI PAESI IN VIA DI SVILUPPO

Nelle principali epidemie descritte, HEV rislutasmesso principalmente attraverso il consumo di
acqua contaminata da feci. Nel sud-est dell’Aga&pidemie sono per lo piu concentrate durante le
stagioni di piogge, quando pioggie torrenziali kenabni possono, in condizioni igienico-sanitarie
generalmente scarse, creare gravi problemi alifagharie e conseguente contaminazione delle
acque chiare (Khuroet al., 1994; Corwinet al., 1996; Balayan, 1997; Emerson e Purcell, 2003;
Ippagunteet al.,2007; Pandat al.,2007; Boccieet al.,2006; Teo, 2006; Pan@#d al.,2007).

Recenti evidenze in queste epidemie suggeriscoctreaima trasmissione persona-persona (Teshale
et al.,2010).

Come altra possibilita di trasmissione di HEV datanche considerata la via parenterale tramite
trasfusioni, ma le probabilita che questa trasmissigiochi un ruolo importante appaiono molto
basse sia nei paesi in via di sviluppo che in quedustrializzati (Pandat al.,2007; Kaufmanret

al., 2011; Rostamzadeh Khamenehal., 2011; Bajpaiet al., 2011). Tuttavia, sono stati riportati
casi di trasmissione diretta da donatore di saingfedto da HEV (Matsubayaskt al.,2008), e non
vanno sottovalutate le sieroprevalenze elevate5%2di soggetti positivi per 1IgG anti HEV)
riscontrate tra i donatori di sangue nel sud-elsa dfgancia (Mansugt al.,2001).

A tale proposito, le informazioni disponibili sortattavia discordanti. In Svizzera, un lavoro
condotto da Kaufmann e colleghi ha riscontrato Ulm@ssa sieroprevalenza per HEV nella
popolazione normale (5,4% negli uomini e 4,1% nelene). Questa differenza con quanto
descritto in Francia potrebbe sia essere spiegatauoa bassa sensibilita dei test commerciali
utilizzati nello studio Svizzero, ma gli autori pangono che possa anche dipendere dalla

regolamentazione rigorosa degli animali e delledrtazioni di carne (Kaufmanet al.,2011). La
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trasmissione verticale dalle donne in gravidanzdetiie stata ben documentata da Khuroo e
colleghi, i quali hanno indagato la presenza diidee di HEV in donne gravide, sia sintomatiche
che asintomatiche, concludendo che la causa deliterdel feto era ascrivibile a un danno epatico
causato dalla replicazione di HEV (Khur@b al., 2009). Ad oggi, nhon e stata dimostrata la

trasmissione dell'infezione per via venerea.

In alcune regioni dell’Africa (Sudan, Chad, Kenya&Semalia), un numero maggiore di casi di
epatite E sono stati descritti in soggetti che mvan campi profughi o in accampamenti (Tesledle
al., 2010), in scarse condizioni igienico-sanitarieti Adttori di rischio per le popolazioni dei paesi
in via di sviluppo potrebbero essere rappreserdatle condizioni di mal nutrizione, con
conseguente compromissione del sistema immunit@uesto potrebbe spiegare in parte anche
l'alta letalita registrata durante le epidemie dEVH in Africa (Bocciaet al., 2006). Focolai
epidemici di HEV sono stati segnalati anche inpgrudi lavoratori che si spostavano dalle citta e

andavano a vivere in baraccopoli affollate (Shidretal.,1994).

B Areecon >25% di epatiti causate da HEV

[0 Aree considerate non endemiche per HEV

Figura 1.5: Aree endemiche e non endemiche per la presenzeyizite E.
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1.3.3 L’ INFEZIONE NEI PAESI INDUSTRIALIZZATI

La sieroprevalenza di anticorpi anti-HEV varia itr60% in comunita rurali del sud della Cina (Li
et al., 2006), dove HEV rappresenta la maggiore causpatite, al 4-10% in Europa (Benda

al., 2010; Mansuet al.,2008; Haagsmaet al.,2007) e USA (Kuniholnet al.,2009; Mengget al.,
2002). In queste ultime aree, i casi di epatiteoBossporadici (La Roset al.,2011; Brostet al.,
2010; Romancet al., 2011), sebbene siano state descritte alcune pi@mbemie (Colsoet al.,
2010).

Molti dei casi umani di epatite E descritti in Epeosono causati da virus del genotipo 1 (gl), e
vengono messi in relazione a individui con anamdegiaggi in aree endemiche. Recentemente, un
incremento del numero di casi sporadici di infeeian stato riportato in Europa e in altri Paesi
industrializzati (Butiet al., 2004; Borgeret al., 2008; Daltonet al., 2008; Mansuyet al., 2009;
Vasikovaet al.,2011; La Rosat al., 2011), nei quali il virus implicato appartenevagal Dei 4
genotipi di HEV messi in evidenza anche nell’'uonhgenotipo 3 (g3) € quello che circola anche
nelle popolazioni di suini (Rosa al.,2010). Sono stati riportati casi sporadici di épdE causati

da ceppi di HEV apparteneti al genotipo g3 in tuttmondo (Menget al., 1997; Zanettiet al.,
1999; Clemente-Casaresal.,2003; Taharet al.,2003; Bankst al.,20044a; Butiet al.,2004; ljaz

et al., 2005; Daltoret al., 2007b; Teo, 2006; Herremaesal., 2007; Panda&t al.,2007; Lewiset

al., 2008; Norderet al., 2009; Fogedat al., 2009; Reuteet al., 2009; Dell’Amicoet al., 2011,
Krattgenet al., 2011) in soggetti senza anamnesi di viaggi altlestsuggerendo che questi casi di
malattia siano ascrivibili a virus endemici sulriterio (Hsiehet al., 1999; Zanettiet al., 1999;
Emerson e Purcell, 2003; Nishizaetaal.,2003;Acharya e Panda, 2006; Baeksl.,2007).

1.4 EPIDEMIOLOGIA NELLE SPECIE
ANIMALI

Molte specie animali si sono rivelate recettivéretzione, per dimostrazione diretta della presenz
del virus o per la messa in evidenza di anticomi-HEV nel siero (Goens e Perdue, 2004). La
presenza di anticorpi anti-HEV é stata riscontriatatopi, polli, cani, vacche, pecore, capre,
scimmie, manguste, cavie, suini, cinghiali, cegaiti, cavalli, uccelli, bufali (Mengt al., 1997;
Favorovet al., 2000; Arankalleet al., 2001; Hagshenast al., 2001; Kunoet al., 2003; Goens e
Perdue, 2004; Vitrakt al., 2005;Heet al., 2006; Nakamuraet al., 2006;de Deust al., 2007;
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Michitaka et al., 2007; Saackt al., 2007; Shuklaet al., 2007; Yuet al., 2007). Vi sono anche
evidenze sulla presenza di anticorpi anti-HEV iaedse specie di ratti, e un recente lavoro ha
confermato la presenza di RNA genomico di HEV a#br Rattus norvegicush Germania (Johne
et al., 2010). Una osservazione simile & stata riportatentemente anche in California, e la
sequenza nucleotidica del ceppo di HEV di rattorazaro era sostanzialmente identica a quella del
ceppo isolato in Germania (Purcetlal.,2011).

La prevalenza di HEV in suini e in cinghiali in Bpa, misurata in base alla presenza dellRNA
genomico mediante PCR, varia dal 5,9% al 76%, S@% al 25%, rispettivamente (Levas al.,
2010). Le sequenze di HEV da queste specie angoab strettamente correlate con quelle di ceppi
umani. Inoltre, la presenza di anticorpi e/o dehayea virale & stata anche riscontrata in
popolazioni di cervi, con valori che oscillano &b al 13% (Boadell@t al., 2010; Rutje<et al.,
2010). Recentemente, e stata riportata I'identifmae di un ceppo di HEV in un allevamento di
conigli in Cina. Gli autori del lavoro hanno esaatm 335 campioni di siero di coniglio, prelevati
da due diversi allevamenti, per la presenza dcargi anti-HEV e di RNA genomico di HEV. La
ricerca anticorpale ha rilevato una siero-prevademei due allevamenti del 7,5 e il 57%,
rispettivamente; la caratterizzazione del genommalevidei campioni positivi mediante RT-PCR
suggerisce che il ceppo di HEV isolato dal coniglppartenga ad un nuovo genotipo (Zkaal.,

2009).

In Giappone, diversi casi di epatite E sono stassnin relazione al consumo di fegati crudi di
suino e di carne di cinghiale: la stessa sequengkeaotidica e stata infatti identificata nei sogget
affetti dalla malattia e nei residui di alimentaecuesti avevano consumato (Matsetal., 2003;
Yazakiet al.,2003). Il cervo potrebbe avere un ruolo importargta trasmissione del virus nella
fauna selvatica; infatti, non solo e stata rip@artana circolazione del virus in questa specie
(Boadellaet al.,2010; Rutjest al., 2010), ma sembra che vi possa essere anche gnagséine
del virus dal cinghiale al cervo, come suggeritt’elavata omologia delle sequenze dei virus

messi in evidenza in cinghiali e cervi all'interdello stesso parco (Tet al.,2003).

La maggior parte di dati su HEV e animali selvaéciuttavia riferita ai cinghiali, che sembrano
essere un altro serbatoio asintomatico del vimisaggiunta al maiale domestico (Megrg al.,
2009). In ltalia, e stata indagata la presenzakN kh una popolazione di cinghiali del parco dei
Gessi Bolognesi. L'RNA virale e stato identificatn22 campioni (35%) da 88 animali esaminati.
L’analisi filogenetica delle sequenze ottenute hdidato che solo un ceppo di HEV stava
circolando nella popolazioni di cinghiale considaranche se le sequenze confrontate erano molto

brevi. Le sequenze avevano un’identita nucleotigicavicina a quelle di ceppi di HEV suini e

17



Eleonora Ponterio, Dottorato di Ricerca in Epiddog@ e Controllo delle Zoonosi XXIV ciclo Tesi di Dottorato

umani che circolano in Europa piuttosto che a sergiettenute da cinghiali esaminati in Giappone
(Martelli et al.,2008). Anche in Germania sono stati isolati diveeppi di HEV nei cinghiali, con
prevalenze variabili dal 5% al 68% (Kaatial.,2008; Adlhochet al., 2009; Schielkeet al.,2009),
mentre la prevalenza di HEV nei cinghiali in Spagndel 19.6% relativamente alla presenza di
genoma virale, e del 42.7% in termini di sieroptenaa anticorpale (de Deasal.,2008).

Inoltre, é stata segnalata la presenza di HEV aicheanguste (Nakamut al., 2006) e cavalli
(Saacet al.,2007).

Incluso nello stesso genere famiglia, ma appartenarun differente genotipo, 'HEV aviario é
responsabile della sindrome di epatomegalia/splegaiia nel pollo (sindrome HS, o HSS).
L’'HEV aviario infetta anche i tacchini (Suet al., 2004), e mostra solo il 50% di identita
nucleotidica con i ceppi identificati nei mammifepur condividendone la stessa organizzazione
genomica (Huangt al., 2002). Come per i ceppi di HEV nei suini, I'infeme di HEV aviario e
diffusa nei polli, con circa il 30% di polli positiper anticorpi anti-HEV di tipo 1gG in USA (Sun
et al.,2004). In Europa, epidemie di HSS sono state tap@rgia in passato, ma solo recentemente
le sequenze di ceppi virali sono state descrittgpalli asintomatici, in Spagna. Comunque, la
possibile trasmissione di questi virus ad altrecgpaviarie e un loro potenziale passaggio di peci
non possono essere minimizzate. Come dimostratacami di altri virus ad RNA (influenzale,
Norovirus, Rotavirus, ecc.), anche ceppi emergdntHEV potrebbero evolvere rapidamente,
facilitando un loro possibile adattamento alla iegadione in specie diverse, da animali selvatici a

domestici e alluomo.

Gli studi epidemiologici e le informazioni sullagmalenza di HEV nelle diverse specie di animali
domestici e selvatici (cinghiali, cervi, coniglice) sono importanti per poter studiare le eventual
interazioni tra i diversi ceppi di virus e i difearti ospiti, e per valutare il rischio di trasmase
zoonosica. La mancanza di un’efficiente sistemacaltura cellulare per HEV e di modelli
sperimentali di piccoli animali, non ha aiutatorileerca di base e i meccanismi patogenetici sono
ancora oggi poco conosciuti. Recentemente, & adsiderwun incremento dei dati sui ceppi animali
di HEV, ma tutto resta da chiarire il ruolo everduadegli animali selvatici come serbatoi di HEV in
natura. Nella popolazione di animali che vivonolanstessa area geografica, I'abilita del virus di
evolvere accumulando rapidamente mutazioni, comeslirato per altri virus a RNA, potrebbe
portare a nuove varianti virali piu virulente chatnebbero essere responsabili di gravi problemi di
sanita pubblica per 'uomo.
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1.5 PATOGENESI E SINTOMATOLOGIA

1.5.1 LA MALATTIA NELL'UOMO

Nella maggior parte degli individui I'infezione c#fEV esita in una malattia di lieve entita, eccetto
che per le donne in gravidanza, per le quali aitatpud raggiungere il 20%., almeno in paesi non
sviluppati. La possibilita di aborti, nascite préora e mortalita neonatale possono inoltre essere
elevati. Il motivo per il quale questa malattiaatirolarmente grave nelle donne in gravidanza non
e chiaro (Aggarwalkt al.,2000). Sembrerebbe che HEV danneggi le celluléidmariducendo la
loro resistenza alle endotossine prodotte dai thattel tratto intestinale. La stessa reazione
inflammatoria evocata dal virus provocherebbe taesi di prostaglandine e altri mediatori ad
azione chemiotattica. L'azione combinata delle ¢oskine e dei prodotti dell’infiammazione
porterebbe all’occlusione delle vie biliari con seguente colestasi (Jameglal., 1999). Dalla
comparsa dei primi sintomi epatici, nei soggetli gravi, la morte sopravviene in 4-8 settimane a
causa di un’encefalopatia fulminante, diatesi eagioa o collasso renale (Paretal.,2007).

Nel corso di ulteriori studi & stato constatato timéezione si puo trasmettere verticalmente dalla

madre al feto, mentre non e stata segnalata Iamisa®mne per via venerea (Emersdral.,2002).

Non e ancora chiaro se I'immunita acquisita nekoati infezione da HEV sia permanente, come
nel caso dell’epatite A (Pan@aal.,2007).

L’epatite E si manifesta con diverse forme clinichepatite acuta itterica e la forma piu comune
ed é caratterizzata da una fase prodromica chepshata giorni, nella quale si manifestano sintomi
simil-influenzali come febbre, tremori, anoressiaysea, vomito, dolori addominali, diarrea, dolori
articolari e astenia. Questi sintomi sono segwpalpochi giorni da ittero, con iscurimento delle
urine e feci ipocoliche. Con la comparsa dell’'htela febbre e gli altri sintomi prodromici tendono
a diminuire o a scomparire del tutto. Le indaginidhoratorio mostrano bilirubinuria, bilirubinemia
(principalmente coniugata), elevazione degli enzymatici. Con il regredire della malattia, che in
genere ha una durata di 1-4 settimane, i valorit@chamici tornano gradualmente alla normalita. In
alcuni pazienti la sintomatologia puo perdurare persistenza di ittero e intenso prurito, e in tjues
casi e presente un innalzamento della fosfatasiliaéc e una persistente bilirubinemia, anche

guando i valori delle transaminasi ritornano allemalita. La prognosi € normalmente di 2-6 mesi
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(Aggarwall et al., 2000; Emerson e Purcell, 2003). Nei pazienti clanifastano sintomi simil-
influenzali, la malattia & riconoscibile solo cardagini di laboratorio. L’infezione da HEV puo
essere del tutto asintomatica, ma la frequenzaektg forme non e nota, anche se potrebbe elevata
essere molto comune, considerati gli alti valori sieroprevalenza riscontrati in molti paesi
industrializzati contro la sostanziale rarita dasicdi malattia accertata clinicamente. L’infezione
stimola una risposta immunitaria di tipo umoralen ¢éa comparsa nel siero di anticorpi IgM, che
sono riscontrabili tra una settimana e due megirdaio della malattia in oltre il 90% dei pazient
Anticorpi IgG sono invece riscontrabili nel sierals successivamente, aumentando di titolo tra la
fase acuta e la convalescenza (sieroconversionendbt al.,1998a; Menget al., 1998b; Williams

et al.,2001; Halburet al.,2001). ultimi Anticorpi IgG possono persistere periodi molto lunghi,
fino e oltre 14 anni (Aggarwadit al.,2000; Emersoet al.,2002).

1.5.2 LA MALATTIA NEL SUINO

Lo studio della malattia nel suino domestico, reltaente infetto, come anche nel suino inoculato
sperimentalmente, ha dimostrato che HEV provocaedola infezioni subcliniche con segni di
epatite rilevabili solo a livello istologico; quessi caratterizza per la presenza di modesti nafilt
linfoplasmocitari multifocali sinusoidali e perigali, distribuzione irregolare di vacuolizzazione e
necrosi epatocellulare (Mergg al., 1998b; Halbuet al., 2001; Williamset al., 2001; Menget al.,
2002).

La via principale di trasmissione per i suini € lipéecale-orale (Mengt al., 1998a; Menget al.,
1998b;Aggarwalkt al.,2000; Emersoet al.,2002; Kasomdorkbuet al.,2004; Bouwkneggt al.,
2009), e non ci sono evidenze di trasmissionecadei(Menget al.,1998). In uno studio condotto
in Olanda da Bouwknegt e colleghi sono state esatidue diverse vie di trasmissione nel suino,
I'inoculo per via endovenosa verso I'esposiziorsugni infetti. Il corso dell'infezione differiva &r

le due, suggerendo che il contatto con suini intjuindi la trasmissione orizzontale rappresenti
un’efficiente via di trasmissione. | campioni dina e la carne sono stati identificati come poéisibi
fonti di HEV nella trasmissione tra suino e suinwaesuino e uomo (Bouwknegt al.,2009).

Anche nel suino non é ancora chiaro in che modo HE¥ volta penetrato nell'ospite, raggiunga il
fegato né quali siano i siti iniziali di replicani®. Evidenze di replicazione del virus, oltre cleé n
fegato, si ritrovano soprattutto nel tratto inteske e nei linfonodi (Williamet al., 2001; Choiet

al., 2003; de Deust al.,2008; Leblanet al., 2010). Si ritiene che 'immunita materna protegga
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suinetti per circa 2 mesi e che questi siano a imassschio di infezione naturale trai 2 e i 3 mes
di vita (Menget al.,1997).

La viremia nel suino inizia subito dopo linfezior® ha una durata di circa 2 settimane.
L’escrezione del virus attraverso le feci si pretper circa 3-7 settimane (fino ai 3-5 mesi di,eta)
successivamente si manifesta sieroconversione meseguente graduale eliminazione del virus ad
opera del sistema immunitario (Hagsheetal.,2002; Hsietet al.,1999; Mencget al.,1998).

Come nell'uomo, l'infezione induce anche negli aalimo sviluppo di anticorpi anti-virus, con
immediata produzione di IgM, seguita dopo circgeatsettimana da un innalzamento delle 1gG. Le
IgM decrescono rapidamente nel giro di 1-2 settenanentre le IgG incrementano costantemente
per diverse settimane. La sieroconversione avviemeralmente intorno ai 3-4 mesi di vita (picco
anticorpale a 4 mesi) e gli animali restano nornegite siero-positivi fino ad almeno 5-6 mesi di
vita, quando anche le IgG cominciano lentamentecasdcere (Hagsheneisal.,2002; Hsielet al.,
1999; Menget al.,1997).

Va tuttavia puntualizzato che in recenti lavorirflendez-Barredet al., 2007; Di Bartoloet al.,
2008) il virus é stato rinvenuto anche in animabgsimi all'eta di macellazione (circa 6 mesi), e
nei riproduttori (animali con eta superiore agliesi). Il virus e stato rinvenuto nel fegato di
animali macellati (Feaginst al.,2007; Di Bartoloet al.,2011), quindi al di sopra dei 3-5 mesi di
eta indicati nei primi studi di infezione sperimalet Se si tratti di un’infezione prolungata nel
tempo o acquisita tardivamente, o di reinfeziom@&ora da chiarire. Non si puo inoltre escludere la
possibilita di infezioni acquisite in sequenza, @@ da ceppi verso cui la immunita
precedentemente instaurata verso un primo ceppée\potrebbe non essere totalmente protettiva
(Fernandez-Barredet al.,2007).

1.6 ASPETTI ZOONOTICI

Numerosi lavori indicano che l'epatite E € una mtiala trasmissione zoonotica € numerosi esempi
di trasmissione alimentare sono stati descrittgriti al consumo di alimenti crudi o poco cotti:
fegato, carne o salsiccia di suino, di cinghialdi @ervo (Matsudaet al., 2003; Teiet al., 2004,
Takahashet al., 2004; Liet al., 2005; Masudat al., 2005; Matsubayaslat al., 2008; Colsoret

al., 2010).
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Attualmente, il potenziale zoonotico di HEV é statmmprovato attraverso prove di infezione
sperimentale, che hanno dimostrato la possibilitinfeéttare efficientemente il suino con ceppi
umani e i primati non umani con ceppi suini. | degyani di HEV in grado di infettare le scimmie
appartengono fino ad ora esclusivamente al gen@&igblenget al., 1998). Tali virus causano
infezioni asintomatiche nei primati ma, considexaadche la notevole variabilita genetica, non puo
essere escluso che alcuni ceppi possano causarenaladtia piu o meno grave. Il potenziale
zoonotico di HEV e anche confermato da studi diginesi di ceppi suini € umani isolati in varie
regioni del mondo (Mengt al.,1997; Hsielet al., 1999; Hagshenast al., 2001 ; Williamset al.,
2001; Bankst al.,2004).

Numerosi studi hanno, infatti, dimostrato l'esigt@ndi elevate identitd nucleotidiche e
amminoacidiche tra i virus suini e umani isolatllmetessa area geografica (Meeigal., 1997,
Hsiehet al., 1999; Hagshenast al., 2001; Williamset al., 2001; Bankset al., 2004a; Luet al.,
2006; Okamotcet al., 2007). Ceppi di HEV identificati nelluomo tendormopresentare elevate
omologie nucleotidiche se circolanti nello stessoitorio formando dei gruppi (clusters) geografici
(Okamoto, 2007) (Figura 1.6). | ceppi appartenantgenotipi 1 e 2 mostrano tra loro minori
differenze nucleotidiche rispetto a quelli appaeten ai genotipi 3 e 4, e questo sembra essere
dovuto alla contemporanea circolazione di quesitnuldue genotipi sia negli animali sia nel’'uomo
(Lu et al.,2006). Mentre i genotipi 1 e 2 hanno una trasmissdi tipo oro-fecale, prevalentemente
sostenuta da contaminazione fecale delle acquébipotasembrano in grado di infettare quasi
esclusivamente lI'uomo con un ciclo inter-umano, atri due genotipi (3 e 4) hanno un ciclo
epidemiologico piu complesso, che puo coinvolgeexie diverse dall'uomo.

Nel complesso, le informazioni presenti in lettaratcontribuiscono a sostenere l'ipotesi che vi sia
una trasmissione interspecifica di ceppi di virgd'épatite E appartenenti ai genotipi 3 e 4 dagli
animali, in particolare dal suino alluomo, e dapg@ndi esistano delle vie di trasmissione di tipo
zoonaotico.

Singolare € un caso umano di epatite E di origintecona descritto in Francia, in cui la fonte di
infezione e stata individuata nel suino “minipighn il quale il paziente aveva stretto contatto
mantenendolo come animale da compagnia (Reha@l, 2007; Renotet al., 2008). In Giappone,
anche nei gatti domestici & stata dimostrata lagmea di anticorpi anti-HEV: 44 di 135 animali
esaminati sono risultati sieropositivi (Okamaogd al., 2004). Queste evidenze, che sembrano
indicare la possibile trasmissione di HEV alluomaoche mediante contatto con animali da

compagnia qualora necessitano di adeguata confaedeante altri studi.
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Figura 1.6: Vicinanza filogenetica tra ceppi umani e suini alanti sullo stesso territorio (da
Bankset al.,2004a).

1.6.1 INFEZIONE INTERSPECIFICA: CROSS-SPECIE

Ceppi appartenenti ai genotipi 3 e 4 di HEV suinggono superare le barriere di specie infettando
primati non umani, quali le scimmie e gli scimparik#enget al., 1998; Arankalleet al., 2006).
Evidenze, ottenute da sperimentazioni in animainodtrano che ceppi umani di HEV appartenenti
ai genotipi 3 e 4 sono in grado di infettare i s(alburet al.,2001; Feaginst al.,2008). Grazie a
gueste sperimentazioni e stato quindi possibileodinare che HEV, e in particolare i ceppi
appartenenti a genotipo 3, possono essere trasgebgbomo al suino e viceversa, dando cosi la
prima conferma dell'ipotesi che gli animali, in peolare il suino, giochino un ruolo importante
nella trasmissione zoonotica dell'infezione da HE@prattutto nei casi autoctoni di infezione
(Pandaet al., 2007). Al contrario, ceppi umani di HEV apparteten genotipi 1 e 2 hanno uno
spettro d’ospite apparentemente limitato all'uoradentativi di infettare sperimentalmente suini
con ceppi di questi tipi non sono riusciti (Meetgal., 1998). Infezioni di cross-specie di HEV sono
stati riportati in altre specie animali; per esemnagnelli e ratti sono stati infettati con ceppiamn

di HEV (Usmanovet al., 1994; Maneeragt al., 1996), anche se i risultati di questi studi restan
controversi. Anche nel caso dell’HEV aviario, l&sfficita d'ospite appare piuttosto elevata. Infatt
il virus del pollo puo infettare con successo ddiaino (Suret al.,2004), ma il tentativo di infettare
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sperimentalmente due scimmie con un ceppo aviaftEY non ha avuto successo (Huagtgal.,
2004), suggerendo che il ceppo aviario di HEV dilifinente potrebbe infettare 'uomo.

L’epatite E € ora riconosciuta come zoonosi e ilh@wome altre specie animali potrebbero essere
considerati dei serbatoi d’'infezione (Roppal., 2000; Meng, 2009; Mengt al., 2010). Persone
che hanno contatti frequenti e stretti con i susoime gli allevatori e i veterinari, sia nei paesvia

di sviluppo che nei paesi industrializzati, sont¢egarie professionali che mostrano un rischio
d’infezione di HEV piu elevato. Questo € stato eonfato da diversi studi sieroepidemiologici
(Drobeniucet al.,2001; Witherset al.,2002; Menget al.,2002; Vulcancet al.,2007 Adjeiet al.,
2009; Suwannakarat al., 2010; Viveket al., 2011) che hanno rilevato prevalenze anticorpali pe
HEV significativamente piu elevate in persone pssienalmente esposte al contatto con suini
(allevatori, veterinari, macellatori, addetti aghimali, commercianti) rispetto alle popolazioni di
controllo. Sono stati anche diagnosticati casipditiée E messi in relazione con I'esposizione alle
carcasse di suini infetti durante la macellazionka éavorazione delle carni (Jast al., 2005;
Mateoset al.,2005), e piu recentemente, € stata testimoniaf@zione con un ceppo di HEV suino

in un gestore di macelleria in Spagna (FernandezeBaet al.,2007).

Si ritiene che la comprensione della biologia elagia di HEV sara la chiave per l'effettiva

conoscenza e il controllo delle infezioni di HEMI®wmo (Menget al.,2010).

1.7 SICUREZZA ALIMENTARE E
AMBIENTALE

La via principale di trasmissione di HEV e quell@-fecale e I'acqua contaminata e la maggiore
fonte dinfezione di HEV. E’ stato dimostrato cheirs e altri animali infetti eliminano
nell’lambiente, attraverso le feci, grandi quantiiaHEV (Meng et al., 2009), ponendo cosi un
possibile grave problema di sicurezza alimentaranwientale (Kasorndorkbuat al., 2004).
Nelllambiente, i ceppi di HEV di origine suina e ana sono stati identificati in campioni di residui
fognari ( Ahmadet al., 2010; La Faucet al.,2010; La Rosat al., 2010; Guerrero-Latorret al.,
2011; Kokkinoset al.,2011; Kamelet al.,2011). Come descritto in precedenza, casi sparddic
HEV sembrano per lo piu essere legati al consunuaie cruda o poco cotta di suino e cinghiale
(Menget al.,2009; Yazaket al.,2003). Le sequenze nucleotidiche di HEV identtBcaei fegati al

commercio sono simili e in alcuni casi identici @etie dei ceppi identificati in pazienti (Yazakd
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al., 2003). Indagini effettuate in Giappone, poi confate in altri paesi, hanno rivelato che alla
base di un numero considerevole di casi di infeziomana da HEV che si sono verificati, vi &
verosimilmente la trasmissione alimentare (Matseidal., 2003; Teiet al., 2003; Luet al., 2006,
Colsonet al.,2010.). In particolare, episodi di malattia si saerificati dopo il consumo di carne
di cinghiale alla griglia o bollita (Tamadsa al., 2004) e, piu frequentemente, di fegato crudo di
cinghiale (Matsudat al.,2003). Nonostante la bollitura dovrebbe inattividrgrus, resta possibile

la cross-contaminazione dell’alimento cotto in dase successiva. In Giappone, un uomo di 53
anni ha manifestato una severa epatite E dopoaresumato carne di cinghiale (Matsustaal.,
2003), mentre un altro paziente, di 70 anni, chevawonsumato la stessa carne di cinghiale e
morto di epatite fulminante (Matsueaal.,2003). Anche in questi casi, le sequenze dei capgi
identificati nel siero dei pazienti presentavanevate percentuali di omologia con quelle presenti

nella carne che avevano consumato (Tanea@d#,2004).

Altri pazienti hanno manifestato sintomatologiatacun seguito attribuita all’epatite E, dopo aver
consumato carne cruda di cergaccessivamente, le indagini molecolari condotia sarne hanno
rilevato in quest’ultima la presenza di sequenzalivcon elevate percentuali di omologia con
guelle rinvenute nelle persone che I'avevano cordarfTeiet al.,2003; Takahaskhet al.,2004). In
uno di questi episodi di trasmissione alimentareceppo di HEV geneticamente identico a quello
identificato nei casi umani e stato ritrovato netrne di cervo implicata nel focolaio umano,
rimasta in parte conservata nel congelatore daepazTei et al., 2003). In aggiunta a cio, uno
studio successivo ha reso evidente, sempre in Giegpche consumatori di selvaggina cruda

presentano valori di sieroprevalenza piu elevagigito a gruppi di controllo (Teo, 2006).

In un recente studio condotto negli USA, e statodditrato che fegati di suino in vendita in un
supermercato erano positivi per la presenza di HBvhogenati di questi fegati sono stati
somministrati a suini SPF (Specific Pathogen Frieg)ali hanno sviluppato infezione dimostrando
linfettivita del virus HEV riscontrato nei tessuton metodi molecolari (Feagies al.,2007).

Nel suino si ritiene che HEV si replichi soprattutiel fegato e nel tratto intestinale (Ha e Chae,
2004), e un’indagine svolta su fegati di maialevendita in alcune macellerie di Hokkaido ha
rilevato la presenza di elevate cariche viralipreldotto (Yazaket al.,2003). Nel 2010, in Corsica

e stata descritta un’epidemia di HEV in soggett elvevano consumato una specialita locale, a
base di fegato di maiale, il “figatellu” (Colsat al., 2010). Da una ricerca di anticorpi IgM anti-
HEV e di RNA genomico di HEV, 7 individui su 13 cla@evano consumato il “figatellu” sono
risultati positivi per HEV, mentre nessun posit@cstato riscontrato tra i 5 individui che non ne

avevano consumato. Inoltre RNA di HEV di genotipce Ftato anche identificato in 7 di 12
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“figatellu” campionati nei supermercati della zonsypportando il nesso di causalita con
l'ingestione di salsicce di fegato crude (Colsbral.,2010).

Il muscolo invece non sembra essere una sedevalatélla replicazione del virus, anche se e
comunque possibile che virus infettante possa p@eee restare presente in queste sedi in
conseguenza della viremia (Teo, 2006). Deve essmiére considerata la possibilita di una
contaminazione secondarie delle parti edibili detlecassa e dei risultanti prodotti carnei duréamte
fasi di macellazione.

Un fattore di rischio di trasmissione alimentare HiEV potrebbe anche essere il consumo di
molluschi crudi, come dimostrato dalle piu elevsigroprevalenze per HEV riscontrate in persone
che hanno questa abitudine alimentare (Cacopetrdb, 1997; Liet al.,2007; Renowet al.,2008),

o tra persone che vivono in zone costiere (@gal.,2005).
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Parte generale:
CALICIVIRUS
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CAPITOLO 2: CALICIVIRUS
2.1 CENNI STORICI

Le prime conoscenze sui calicivirus coincidono tamlescrizione di diversi focolai di esantema
vescicolare suino (VES) in California negli anni0.7La causa di questi casi venne piu tardi
ricondotta ad animali marini infetti, i cui restiucli venivano frequentemente usati come cibo per i
suini (Smithet al.,1998). L'agente eziologico venne infatti denomm&an Miguel sea lion virus
type |1 (SMSV) prototipo dell’attuale genevesivirus

Questo e altri virus animali che mostravano unafohagia simile, con depressioni coppa-simili

sulla superficie del capside virale, vennero intlicame calicivirus, famiglia€Caliciviridae.

Nell'uomo, i calicivirus sono associati a patologjastroenteriche, e in particolare i Norovirus
rappresentano la principale causa di gastroenteniéde nellluomo. Vennero scoperti nel 1972
durante le indagini su un focolaio originatosi imawscuola elementare a Norwalk, Ohio. Dopo aver
escluso un’eziologia batterica, filtrati fecali giersone affette vennero somministrati a volontari,
quali svilupparono la medesima sintomatologia. Anai immuno-microscopia elettronica (IEM)
dei filtrati fecali lasciati reagire con sieri calgscenti misero in evidenza la presenza di pédice

simil-virali non rivestite (27 nm) dell “agente Norwalk” (NV) (Kapikianet al.,1972).

Studi successivi, sia su casi di gastroenteritdespica che sporadica, mostrarono la presenza di
agenti morfologicamente simili tra loro nominatiniall round structured virus” (SRSV), che come

il ceppo NV, non risultavano in grado di replicarscolture cellulari o in modelli animali.

Nel 1976, per la prima volta, furono riconosciwlicivirus umani nelle feci di bambini affetti da
gastroenterite sporadica (Madeley, 1979). Negli anocessivi, la caratterizzazione di diversi ceppi
virali umani porto al raggruppamento di tutti questus sotto il nome di “calicivirus enterici
umani” meglio noti come “Norwalk-like virus” (NLV)Un secondo focolaio epidemico importante,
oltre a quello di Norwalk, fu quello di una scudiaSapporo (Japan) nel 1977 (Chitaal., 1979);

il virus allora identificato, differente da Norous, divenne il ceppo prototipo dei “calicivirus

classici umani”, successivamente rinominati Sapfi@eovirus (SLV).
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Agli inizi degli anni ‘90, il clonaggio e il sequeiamento di alcuni ceppi rivoluzionarono lo studio
dei calicivirus umani (Estes et al. 2000; Lambedeal., 1993).

Le nozioni sullorganizzazione del genoma di quegtappo virale portarono allimmediato
sviluppo di metodiche di diagnostica molecolare {f|ROR, sonde d’ibridazione), che permisero una
piu dettagliata comprensione dell'epidemiologia vdels (De Leoret al., 1992), e consentirono di
giudicare in una prospettiva globale quei focolae ¢én passato erano stati considerati limitati e

geograficamente isolati.

Inoltre, la possibilita d’individuare questi viruselle matrici alimentari, tramite metodiche
diagnostiche molecolari, ha offerto la possibiliiadefinire in modo specifico I'origine di molti
focolai, promuovendo norme piu accurate per il cditt di alimenti e acqua al fine d’evidenziarne
I'eventuale contaminazione e prevenire la diffusidiel virus e 'originarsi di epidemie (Kukkugd
al., 1999).

2.2 CLASSIFICAZIONE

La famiglia delle Caliciviridae comprende quattro generiiagovirus Vesivirus Norovirus e
SapovirugPringle, 1998; Greeet al.,2000; Maycet al.,2002). | generi di calicivirus che infettano
in modo predominante 'uomo sond\iorovirus e | Sapovirus mentre iLagoviruse i Vesivirus
infettano esclusivamente gli animali. Recentemeéngtato proposto un quinto genere che include
virus che infettano i bovini, per ora denomin&teboviruso Becovirus(Oliver et al., 2006) che
include Newbury Agent 1 e Nebraska, due ceppi cbstrano significative differenze con gli altri

guattro generi appartenenti alla famiglaliciviridae.

La classificazione e basata sulla comparazionéodgdinizzazione genomica e delle sequenze tra i
singoli genomi. Tutti i genomi dei calicivirus casi®no di un RNA a singolo filamento (ss) a
polarita positiva di 7-8 kilobasi (kb) (Bla&k al.,1978).

Al loro interno, i norovirus sono ulteriormente @ivin 5 genogruppi, in base all’analisi delle
regioni del genoma codificanti il capside e la parasi RNA-dipendente (Katayamtal., 2002).
Genogruppi diversi presentano differenze nella sega nucleotidica di almeno il 30%.

29



Eleonora Ponterio, Dottorato di Ricerca in Epiddog@ e Controllo delle Zoonosi XXIV ciclo Tesi di Dottorato

| calicivirus bovini ed il norovirus murino, di rente scoperta (MNV-1), rispettivamente assegnati
al genogruppo Il e V (Oliveet al.,2006) (Fig. 2.1), mostrano con i norovirus umaanogruppi |,

I, IV) una differenza maggiore del 55% nella seggeeamminoacidica del capside.

Come i norovirus, anche i virus del gen&apoviruscausano gastroenterite acuta nell’'uomo.
Esistono diversi genogruppi di sapovirus in gradandettare 'uomo e, ceppi appartenenti a
genogruppi distinti sono stati identificati anchegh animali.

Tra i Vesivirus il Calicivirus felino (FCV) & noto come causa ionfante di malattie respiratorie e
vescicazione/ulcerazione dell’epitelio della cawtale nei gatti (Studdert, 1978). Entro lo stesso
genere, il virus dell’esantema vescicolare suing{V) e il virus del leone marino di San Miguel
(SMSV) causano rispettivamente febbre e formazéinvesciche orali nei maiali e nei leoni marini.
VESV e SMSV sono anche associati ad aborti preterifsmithet al.,1973).

Il virus emorragico del coniglio (RHDV)Lagovirus € la causa di una malattia altamente

contagiosa che causa necrosi del fegato, emoreagia letalita (Greggt al.,1991).

Complessivamente, nonostante le somiglianze majidie e genetiche, i membri della famiglia
Caliciviridae si caratterizzano per la grande diversita di argatessuti bersaglio nelle diverse
specie ospite, dei meccanismi patogenetici e nialatdotte.
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Figura 2.1 Classificazione filogenetica della famigli€aliciviridae basate sull'identita
nucleotidica dellORF2 Le diversita tra i generi si basano sulla compare tra le sequenze
geniche del capside (Scipiome al., 2007). Le sequenze nucleotidiche derivano da No)ano
Alphatron (AF195847), NoV murino 1 (AY228235), NainoSW918 (AB074893), NoV umano
Hawaii (U07611), NoV bovino Jena (AJ011099), NoWino Newbury Agent 2 (AF097917),
ceppo NoV bovino Newbury Agent 1 (DQ013304), NoWino Nebraska (NC_004064), NoV
umano Norwalk (M87661), ceppo virus della malagilmorragica del coniglio (RHDV; M67473),
Calicivirus felino (FCV; L40021), Sapovirus suineWwden (AF182760).

31



Eleonora Ponterio, Dottorato di Ricerca in Epiddog@ e Controllo delle Zoonosi XXIV ciclo Tesi di Dottorato

2.3 ORGANIZZAZIONE DEL GENOMA

Nonostante la somiglianza di base, I'organizzazidak genoma differisce nei diversi generi di
Calicivirus (Fig. 2.2).

| virus dei generNMesiviruse Norovirus contengono tre regioni codificanti (ORF); le pro&einon
strutturali (proteine virali che non partecipania atruttura della particella infettiva) sono cachte
dalla ORF1, mentre le proteine strutturali VP1 e\48no codificate rispettivamente dalla ORF2 e
dalla ORF3.

| generi Sapoviruse Lagovirushanno invece un genoma organizzato in due ORF, topeima
codifica le proteine non strutturali e la VP1, nrerla seconda codifica la VP2 (Clarke e Lambden,
2000).

A
. 765
vP2 |
ORF1 VP1 ORF3
ORF2
B . — 743
|
|
ORF1 ORF2

Figura 2.2: Organizzazione del genoma defBaliciviridae. A: organizzazione del genoma dei
Noroviruse Vesivirus B: organizzazione del genoma &sipoviruse Lagovirus
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NV (Norwalk) é il ceppo prototipo dilorovirus e il suo genoma e composto di 7,7 kb di RNA a
singolo filamento (ss) positivo. L'ORF1 codificagpeine non strutturali, e queste sono tradotte

come una singola poliproteina poi tagliata dalletg@asi virale durante la traduzione.

| siti di clivaggio post-traduzionale delle proteinon strutturali della ORF1 sono state descrite p
molti calicivirus (Belliotet al., 2003), e le singole proteine rilasciate, nellelftwrme mature e

attive, svolgono 11 diverse funzioni nella replioae del genoma e nell’assemblaggio virale.

VP1 e VP2 sono codificate da un RNA subgenomico &€te-terminale con la porzione in 3’
dellRNA genomico (Jiangt al.,1993).

Le ORF 1 e 3 hanno lo stesso schema di lettur&FDOsi estende nellORF2 mentre 'ORF3 inizia
all'interno della porzione codificante del’ORF2l&tke e Lambden, 2000).

Entrambi gli RNA, genomico e subgenomico, hanno coda di poly-(A) di 110 nucleotidi (Jiang
et al.,1993).

L’organizzazione del genoma dei calicivirus li rendifferenti dagli altri virus a ssRNA positivo,
come ad esempio i poliovirus, poiché le protein@ trutturali sono codificate dalla regione

terminale al 5’ del genoma, piuttosto che al 3'a&e e Lambden, 2000).

Molti genomi di calicivirus sono stati sequenzi@€atpally et al., 2011) e, a parte le somiglianze

nella sequenza, le caratteristiche strutturali//BIA virale sono comuni.

Tutti i genomi sono poliadenilati alla terminazioire 3'. La regione al 5’ non tradotta (UTR)

del’lRNA genomico e subgenomico é piuttosto difféeeda quella dei tipici messaggeri eucariotici.
La prima AUG nel giusto contesto di Kozak (KozaR86), sul’lRNA genomico e subgenomico di
NoV - FCV e RHDV, e rispettivamente al nucleotide 20 e 10 (Cartest al.,1992).

L’'UTR al 5’ dei calicivirus non sembra contenereawsequenza interna di legame per il ribosoma
(IRES), e poiché la porzione N-terminale della pird codificata dal’ORF1 é prodotta a partire da
guesta AUG, vicina alla terminazione in 5’ (Cladkd.ambden, 2000), non e da escludere che una

regione di legame possa in futuro venir riscont(ei@rdy e Estes, 1996).

L'UTR in 5’ del’lRNA genomico e subgenomico € praimente identica (Hardy e Estes, 1996),

suggerendo cosi una probabile funzione di quesitigia nella traduzione o nella replicazione.
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2.4 EPIDEMIOLOGIA DEI CALICIVIRUS

Numerosi studi longitudinali hanno stimato l'incid® delle malattie gastrointestinali infettive
verificatisi nella comunita (Monto e Koopman, 198@)ttavia solo pochi studi recenti hanno
utilizzato un protocollo diagnostico in grado dilividuare i NoV e SaV (Koopmares al.,2008)

Lo studio Sensor ha seguito due gruppi di pers@fia domunita Olandese per 6 mesi ciascuno, da
dicembre 1998 a dicembre 1999 (de Wital., 2001b). L'incidenza delle forme enteriche di
gastroenterite (GE) e stata estimata in 283 casi@@0 persone/anno. Su un totale del 34% delle
gastroenteriti enteriche virali riconosciute, i N@@no risultati il patogeno virale piu frequente

(11% dei casi), mentre i SaV sono stati riscontratic% dei casi.

Recentemente, in un lavoro di Rasane e collegho stati esaminati, per la presenza di virus,

campioni di feci provenienti da 50 bambini ricoveper gastroenterite acuta dopo aver consumato
acqua contaminata da liquami in una comunita fidme. E stata riscontrata la presenza di diversi
patogeni virali tra cui calicivirus umani in 3180 campioni (62%). Tra questi, 20/31 (65%) erano

Norovirus e 11 (35%) Sapovirus (Rasa@eal.,2010).

Uno studio condotto in Inghilterra ha dimostrat@ ¢a frequenza dei calicivirus enterici, misurata
in base alle notifiche dei medici di medicina geter € approssimativamente il 16% di quella
riscontrata in studi di comunitd (Tompkiret al., 1999) quali ospedali, istituti residenziali,
universita, prigioni (Wheelegt al., 1999; Martinelliet al., 2004; Mattnert al., 2005; Centers for
Disease Control (CDC) and prevention 2007; Leuegdret al.,2007).

Un sistema di sorveglianza generale sui focolal@pici € stato sviluppato in Inghilterra e Galles,
dal Centro per la sorveglianza delle malattie infet(CDSC) a partire dal 1992. Dopo 3 anni,
erano gia disponibili informazioni su 2154 focol@edmanet al., 1998). | test di laboratorio

tramite microscopia elettronica (EM) confermarome @09 (33%) dei focolai totali erano causati

da NoV, mentre solo pochi focolai I'anno eranoikittibili a SaV (Evan®t al.,1998).

Anche la sorveglianza condotta in Svezia dal 19988 ha messo in evidenza l'alta proporzione
di focolai gastroenterici attribuibili a NoV (Hedld et al., 2000), precisamente 407 focolai su 676
totali. Successivi studi hanno poi confermato i NeVSaV quali causa principale di focolai
epidemici di AGE anche in Finlandia (Maunwa al., 1999), Germania (Schreiet al., 2000) e
Olanda (Koopmanst al.,2000).
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Relativamente pochi studi riguardano la frequenkacalicivirus umani come singoli agenti
eziologici di gastroenterite acuta sporadica oodbfai intraospedalieri tra bambini. In uno studio
recente, é stato esaminato un totale di 1.129 bardbeta inferiore a 5 anni, ospedalizzati a causa
di diarrea acuta. | campioni sono stati prelevatitce principali ospedali di Citta del Messicoun
periodo di 3 anni (marzo 1998- Dicembre 2000). Daper analizzato tutti i campioni di feci per
diversi enteropatogeni, 396 campioni risultati riegasono stati ulteriormente esaminati per
calicivirus utilizzando il metodo di RT-PCR usanpiemer specifici per Norovirus e Sapovirus. |
Calicivirus umani sono stati rilevati nel 5,6% (226) dei bambini (Gutiérrez-Escolam al.,
2010), dimostrando che i Calicivirus sono una inguatie causa di diarrea acuta pediatrica che

richiede ospedalizzazione (Gutiérrez-Escolanal.,2010).

Sin dall’'originale descrizione di Zahorsky di “mtia invernale scatenante vomito”, & stato chiaro
che la AGE indotta dai Calicivirus umani aveva unarcata stagionalita (Zahorsky, 1929). I
lavoro di Mounts e colleghi, basato su 12 studifedenti, ha dimostrato che i NoV sono
predominanti durante i mesi piu freddi dell’anno diiwits et al., 2000). In Europa, il picco
epidemico di infezioni da Norovirus viene osservat novembre-aprile, con una diminuzione
dell'incidenza tra maggio e giugno (Mourgt al., 2000; Pratcet al., 2004; Mattneret al., 2005;
Kronemaet al., 2006; Mediciet al., 2006; Centers for Disease Control (CDC) and preeen
2007; Mladenovat al.2008; Werbeket al.,2009; Sheret al.,2011).

Le infezioni da NoV e SaV possono verificarsi adiogta, ma la piu alta incidenza di infezioni da
sapovirus si riscontra nei bambini di eta inferiar® anni (de Wiet al.,2001b), mentre i norovirus
sono la seconda causa di infezione nella stessiafd'gta, dopo rotavirus. In genere, i sintomiedel
infezioni da norovirus nei bambini sono meno gmivquanto accade nelle infezioni da rotavirus;
tuttavia possono anche determinare sintomi adutldgarichiedere ospedalizzazione.

In uno studio condotto nel 2002 nel Nord Italia, agitori ricercarono norovirus e rotavirus in 426
campioni di feci di bambini di eta inferiore ai Bra, ricoverati per gastroenterite e negativi per
patogeni batterici. | risultati dimostrarono umela frequenza di norovirus, implicato nel 10,4%
dei casi, e frequentemente associato a rotavirumfezioni miste. | risultati di questo studio
confermarono che i rotavirus erano la causa prateigi infezione (21,1%). | sintomi meno gravi
nelle infezioni da norovirus e il picco invernalesultarono in linea con quanto descritto in
precedenza (Medi@t al.,2006).
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Studi di sieroprevalenza dimostrano che la magggote dei bambini sotto i 5 anni € normalmente
gia stata esposta ad un'infezione da caliciviroBeei NoV, a differenza dei SaV, sono un patogeno
comune tra gli adulti (de Wt al.,2001b; Gutiérrez-Escolaret al.,2010).

Va tuttavia ricordato, che gli studi basati sulletiiche dei medici di medicina generale
essenzialmente misurano le frequenze di consuitazéonon le frequenze d’infezione. Dato che i
calicivirus enterici causano tipicamente infezi@oin sintomi piuttosto lievi, € possibile che la

sottostima delle infezioni che colpiscono la popmae sia molto elevata (Katpaky al.,2011).

In aggiunta al miglioramento della pratica diagmast lo sviluppo delle moderne tecniche
virologiche molecolari ha permesso di comprendeeglio le vie di trasmissione, I'evoluzione e le

caratteristiche epidemiologiche dei norovirus.

Nel mondo, inclusa I'Europa, i NoV di GlI risultapoedominanti (>75%) sia nei casi sporadici che
nei focolai epidemici di gastroenterite (Folet al., 2000; Donaldsoret al., 2008), anche se la
distribuzione dei genotipi puo differire tra i dirgepaesi nel tempo. Nel Regno Unito, tra il 1992 e
il 1998 (Haleet al., 2000), due ceppi di GlI (Grimsby-like e Mexicodikhanno predominato per
l'intero periodo di studio, alternandosi tuttavia dn anno all’altro. Un andamento simile fu
riscontrato anche in Olanda (Koopmans, 2001), teirus Mexico-like quale principale causa di
epidemie nel 1994 e una diffusione di virus Grimbkg dal 1995 fino alla meta del 1996
(Donaldsoret al.,2008).

Alcuni ceppi di NoV sono piu comuni nei casi spacadhe non nei focolai epidemici, suggerendo
che essi possano essere meno virulenti (Koopm&04) 2 avere minore capacita di trasmissione. |
meccanismi che regolano l'insorgenza di un ceppalesipredominante non € al momento
spiegabile e una serie di motivi sono probabilmewoiavolti. L'infezione da NoV sembra generare
solo un'immunita a breve termine, ma non si puduelsre una pressione selettiva di tipo ceppo-
specifico o cross-reattiva esercitata dallo statmunitario della popolazione, tale da permettere

'emergenza di un nuovo ceppo epidemico (Donaldgai.,2011).
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2.5 RELAZIONI FILOGENETICHE NEL GENERE NOROVIRUS

| Norovirus (NoV) sono un ampio gruppo di virusechi diversificano sia sotto il profilo genetico
che antigenico. In base alle sequenze della regiapsidica, i NoV vengono suddivisi in cinque
distinti genogruppi (Gl, GlI, GllI, GIV e GV) (Andet al., 2000). La diversita nucleotidica che

intercorre tra di essi € stimata approssimativaemamnorno al 50% (Vinjé e Koopmans, 2000).

| virus appartenenti al Gl ed al Gll sono stativdiati nell’'uomo, mentre i virus di Glll sono &ta
identificati solo nei bovini. Questi sono comunemeeidentificati comeBovine Enteric Calicivirus
(BECs) (Fig. 2.3).

Fino a poco tempo fa si riteneva che i NoV fossergrado d’infettare solamente 'uomo, ma studi
piu recenti hanno invece dimostrato che diverspcépfettano normalmente bovini, suini e altre
specie animali (van Der Poet al., 2000; Martella et al. 2007). Sebbene non sia fiedgata la
trasmissione zoonotica dei NoV, e stato tuttavigppsto che gli animali possano rappresntare un
potenziale serbatoio per l'insorgenza di nuovi ceppuovi genotipi (van Der Poel al.,2000). E’
stato inoltre descritto un quinto genogruppo (GVie ccomprende i ceppi murini di norovirus
(MNV), MNV-1 e MNV-2, riscontrati in animali di lafiratorio (Karstet al.,2003), che presentano
la capacita unica nel genere di replicarsi effi@ementdn vitro.

All'interno dei genogruppi | e Il, i ceppi di NoWpossono essere suddivisi rispettivamente in
almeno 15 e 18 genotipi (Shioth al., 2007), in base all'identita di sequenza dell'iat€dRF2.
Identita maggiori dell’85% consentono di attribuihée ceppi virali ad uno stesso genotipo (Artio
al., 2000). | diversi genotipi, con differenze di seagee nucleotidica superiore al 15% sono
classificati usando numeri progressivi per ogniaggappo: GI1.1-Gl.14, GIl.1-Gll.17, e GlII.1 (Fig.
1.3). La diversita nucleotidica tra genogruppi §l&/invece superiore al 30%.

L’alto tasso di mutazione e la ricombinazione ganiche nei NoV puo avvenire al livello della
giunzione tra 'ORF1 e I'ORF2 mediante un meccanisimile al crossing-over (Vinjét al.,

2008), rendono spesso la classificazione alquaatoptessa poiché, oltre all’individuazione di
nuovi genotipi e specie, € anche frequente isaappi con caratteristiche intermedie, difficili da

classificare (Vinjéet al.,2000).
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Figura 1.3: Relazioni filogenetiche e nomenclatura dei NoValbero € stato costruito allineando
68 sequenze di NoV. La nomenclatura dei ceppi sqgasto ordine: Nome, Codice della nazione e

Anno. | numeri nei riquadri indicano il numero dgdnotipo in ogni genogruppo (Huelsenbetk
al., 2001).

2.5.1 RELAZIONI ANTIGENICHE

In aggiunta alla suddivisione dei ceppi virali @glnereNorovirus in differenti genotipi € anche

possibile distinguere clusters virali mediante mdatioe immunologiche, anche se non sono stati
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tuttora identificati veri e propri sierotipi. Laadsificazione piu dettagliata resta ancora quella

possibile con i metodi molecolari (Jiaagal.,2002).

A causa della mancanza di un sistema efficientere$cita viralan vitro e in vivo (Duizeret al.,
2004), la sierotipizzazione mediante test di ndaizazione non e infatti attuabile, e resta dunque

da chiarire se ciascun genotipo rappresenti o marsierotipo distinto.

E’ tuttavia da sottolineare che alcuni genotipiNbV sono stati caratterizzati grazie all'uso di
antisieri iperimmuni, di sieri provenienti da pazieconvalescenti e per mezzo di studi di cross-

esposizione.

| dati raccolti hanno evidenziato una rispostactegya all’infezione con genotipi noti (Belliet al.,
2001), ma questa cross-reattivita sarebbe perdalianiai genotipi appartenenti ad uno stesso
genogruppo. Tuttavia, sembra esserci cross-rdattanche tra i ceppi NV (Gl.1) e HV (Hawaii

virus) (Gll.1) seppure filogeneticamente lontaaidi loro (Madoreet al.,1990).

In un lavoro recente e stato dimostrato che urcamdo monoclonale generato contro la proteina
capsidica assemblata (VLP) del ceppo GIl.4 eraradg di riconoscere il capside di diversi
genogruppi e genotipi, in particolare GI.1,.4,.8%e GIl.L1 a 7 e 12 a 15, mostrando anche una
debole affinita per GI.3. L'individuazione di al¢uanticorpi monoclonali ampiamente reattivi
suggerisce la presenza di epitopi comuni tra i Nxpyartenenti a genotipi distinti (Shicea al.,
2007).

2.5.2 REPLICAZIONE DI NOROVIRUS ED ESPRESSIONE DEL GENOMA

La conoscenza del meccanismo di base della remivazli Norovirus, come il legame al recettore,
la penetrazione, I'espressione genica e la matmazlel virione e stata ostacolata dalla mancanza
di un sistema di colture cellulari permissive. Graarte delle informazioni riguardo il
processamento e la maturazione delle proteinei woalo pervenute da studi proteolitiai vitro.
Molte analogie funzionali sono state messe in exdadecon virus del genekéesivirus che cresce in
coltura cellualre, mentre informazioni riguarddeigame alla cellula sono state dedotte dagli studi
effettuati attraverso I'espressione del gene ccailifie le proteine del capside (ORF2) di NoV in

sistemi ricombinanti.
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In sistemi d’espressione eucariotici, come il baecuus ricombinante in cellule d’insetto, le
proteine codificate dallORF2 si auto-assemblanbciteplasma cellulare in particelle simil-virali

prive di genoma, o virus-like particles (VLP), chgsomigliano morfologicamente ai capsidi virali.
Grazie all’'uso della criomicroscopia elettronic& Q&) e all'ausilio di tecniche di ricostruzione e
analisi computerizzata dellimmagine, si & potutetedminare che le VLP mimano anche

antigenicamente il capside del virus nativo, resutto quindi molto utili per stud vitro.

| meccanismi molecolari della replicazione di naros, rimangono in maggior parte sconosciuti;
tuttavia la comparazione delle sequenze e gli ssudcalicivirus coltivabili hanno portato alla

descrizione di molte caratteristiche funzionali gehoma virale dell'intera famiglia di virus.

Il genoma € costituito da un singolo filamento dNAR positivo covalentemente legato, nella

terminazione in 5’, con la proteina virale VPg (Bwghs e Brown, 1978).

Esperimenti di trasfezione hanno evidenziato I'im@oza di questa proteina per l'infettivita del
genoma in considerazione del fatto che la sua lionez ad opera della proteina chinasi K, riduce la

capacita traduzionale del’lRNA in vitro (Burrough®8rown, 1978).

In base ai dati ottenuti sperimentalmente, il geaamale non sembra essere tradotto per mezzo di
un sito di inserimento ribosomiale interno, ma enga piuttosto che sia la VPg a giocare un ruolo

nella traduzione dell’RNA.

Studi sul potenziale ruolo di VPg nei NoV hannodeviziato come questa proteina leghi il fattore
traduzionale 3 (elF3) direttamente nel lisato dafle, e sia anche in grado di complessarsi con altr
elF, inclusi la proteina legante il capside elFiéEgrande proteina d'impalcatura elF4G, la proteina

ribosomiale S6, e ell62 componente del complesso ternario (Daughenbatigh,2003).

La VPg inibisce anche la traduzione degli RNA répoin vitro, suggerendo che l'interazione
osservata tra questa proteina e gli elF sia rilevpar il processo traduzionale (Hershey e Merrick.
2000).

In ultimo, la recente scoperta di Norovirus mugnltivabili (MNV-1) e stata sfruttata per chiarire
se si verifichino interazioni tra VPg e gli elF leetellule infette. E’ stato cosi evidenziato che |
VPg di MNV-1 co-precipitava con elF4Gl, con la soivé di elF3, e con elF4E nelle cellule
infette, e che questa VPg aveva caratteristichdisaita proteina corrispondente di NV (Karst
al., 2003).
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Tutti questi dati supportano lipotesi che VPg diocan ruolo nella traduzione del’lRNA virale
durante 'infezione, e suggeriscono un terzo meiscam di reclutamento ribosomiale dipendente da

interazioni proteina-proteina tra la stessa VP4 elf.

Questi studi hanno inoltre messo in luce la polssildi usare MNV-1 come un modello molecolare

per lo studio delle infezioni di Norovirus umanigiighenbaught al.,2003).

In un recente lavoro di McFadden e colleghi € stiacritta una nuova proteina di norovirus
murino (MNV), 'ORF4. Questa proteina e prodottarahte l'infezione e si localizza nei
mitocondri. E' stato dimostrato che I'espressicglE@RF4 non € necessaria per la replicazione del
virus in coltura cellulare ma che la stessa furaigrobabilmente da fattore di virulenza,
ostacolando la risposta immunitaria innata, atnmswel’inibizione dell’espressione di alcune

proteine tra cui l'interferone-Beta (McFaddsral.,2011).

2.5.3 PROTEINE STRUTTURALI

Il virione di Norovirus € composto da 90 dimerildgbroteina capsidica maggiore VP1 e da una o
due copie della proteina strutturale minore VP2$Rdet al.,1994) (Fig. 4). Entrambe le proteine

sSono sintetizzate a partire dal’lRNA subgenomicotenente le ORF 2 e 3.

VP1. La VP1 é costituita da 530-555 amminoacidi a seaat® ceppi virali, che conferiscono alla
proteina un peso che oscilla tra 55 e 60 kDa ®)ig.

La struttura del capside di Norovirus (genogruppeeppo Norwalk) é stata risolta per mezzo della
cristallografia a raggi X (Prasa al.,1999), mostrando, che 180 copie di VP1 sono orgate a
formare un virione icosaedrico con simmetria T=3& YP1 appariva ripiegata in due domini
maggiori che costituiscono rispettivamente la sfigerdi rivestimento (dominio S) e le porzioni
che da questa si estendono (dominio P) (Prasaal., 1999). | 225 amminoacidi N-terminali

costituiscono il dominio S e contengono elemergeagiali per la formazione dell'icosaedro.
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Figura 2.1: La struttura delle VLP di NV é stata visualizzantige crio-microscopia elettronica
a22A (porzione alta della figura) e tramite cristallafig a raggi X a 3.4. Le VLP di NV sono
costituite da 90 dimeri della proteina capsidicaigtra) assemblati in T ¥ 3 con simmetria
icosaedrica. Ogni monomero (destra) e diviso irbratcio N-terminale (verde) che si affaccia
all'interno della VLP, in un dominio di rivestimen{S-domain, giallo) che forma la superficie
continua della VLP, e in un dominio che protrudedffnain) e si estende dalla superficie del
dominio S. Il dominio P e ulteriormente diviso iued subdomini, P1 e P2 (rosso e blu
rispettivamente), con il subdominio P2 nella pongi@iu distale delle VLP. (Hardy, 2005).
mini
1a le
tipiche protrusioni osservate tramite EM. Il domirP2 e un'inserzione di 127 aa (aa 27-405)
all'interno del dominio P1 che si colloca nella pione piu distale della superficie del monomero
ripiegato. P2 € il dominio piu variabile e si ip& che esso giochi un ruolo importante nel legame
con il recettore e nell'induzione della rispostamonitaria. Inoltre si pensa anche che P2 sia il
responsabile primario delle interazioni con gliigemi ABO del gruppo sanguigno noti per essere

determinanti nella suscettibilita individuale aifézione da norovirus (Taret al., 2003).
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Comunque, lidentificazione dei domini di VP1 coatt nel legame alle cellule e la definizione di
un autentico recettore funzionale restano limitkita mancanza di linee cellulari permissive con
recettori adeguati. Per ora I'unica informazion¢ane la similitudine di P2 con il dominio 2 del
fattore di allungamento-Tu (EF-Tu) legante 'RNAu&3ta € una proteina legante GTP coinvolta
nel trasporto degli aminoacyl tRNA al ribosoma (Taaet al.,2000).

VP2. La VP2 mostra anch’essa una rilevante variabilitéssehuenza tra i diversi ceppi, ed &
composta da 208-268 amminoacidi con un peso maexche oscilla tra 22-29 kDa (Sesthal.,
1999). Il ruolo della VP2 nel ciclo replicativo nan conosciuto, ma sembra chiaro che essa
rappresenti una proteina strutturale minore, prtesenuna o due copie per virione. La VP2 venne
inizialmente descritta in RHDV (Glags al.,2000), ed e stato recentemente osservato cheopur
essendo necessaria per I'assemblaggio delle Videlianle di insetto, essa appare essenziale per la
produzione di virus infettivo (Sosnovtseat al., 2005). VP2 €& una proteina basica in grado
probabilmente di legare e promuovere I'impacchettaim del genoma virale (Glass al., 2000).
Studi di espressione della VP2 hanno messo in exa& presenza di un RNA subgenomico che
codifica sia la VP1 che la VP2 (Neill e Mengeliri§88), facendo ipotizzare che VP1 svolga un
ruolo regolatorio nella sintesi di VP2, e che pesuo ruolo regolatorio nell’infezione naturale

guesta proteina necessiti di una produzione cdateo{Hardy, 2005).
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2.5.4 NOROVIRUS, MALATTIA E PATOLOGIA

»
»

Massima espressione

degli antigeni di
superficie

cellule del
calice

Differenziazione crescente

staminali della cripta

~ cellule di Paneth v
Figura 2.5: Sezione d’intestino che mostra le cripte ed ii villolti verso il lumen (alto). Nelle

cripte si trovano le cellule staminali dell'intesti tenue che si differenziano in cellule di Paneth,
cellule del calice ed enterociti. Queste sono tellthe esprimono la maggior quantita e la piu

ampia varieta di carboidrati, inclusi ABH e LewiSréenet al., 1988).

| Norovirus che infettano 'uomo sono un gruppo ulius geneticamente e antigenicamente

eterogeneo suddiviso in molteplici genotipi distagpartenenti quasi tutti a Gl e GlI.

L’infezione da NoV ha solitamente un periodo d’ibemione di 24-48 ore (Hardy, 1999), e i

sintomi tipici che insorgono sono diarrea e/o vamiébbricola e nausea (Pagigal.,2000).

L’infezione e auto-limitante e le manifestazioniegba correlate durano generalmente dalle 12 alle
60 ore (Hardy, 1999).

La patologia associata ai NoV é stata descritta wma certa ricchezza di dettagli sin dalla sua
iniziale identificazione. Nei soggetti infetti genbnente non si riscontrano lesioni gastriche
(Widerlite et al., 1975), ma non mancano manifestazioni patologichtesiinali come:

accorciamento dei villi mucosali, ipertrofia delleripta, danneggiamento nell’assorbimento
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cellulare, aumento della mitosi delle cellule epte (Widerlite et al., 1975), alterazione delle
attivita enzimatiche cellulari (Agust al.,1973) (Fig. 2.5).

| sintomi si risolvono generalmente del tutto ircpogiorni (Aguset al.,1973).

Le lesioni dell'intestino tenue sopra riportate @omipiche delle gastroenteriti virali, e

apparentemente ceppi diversi di NoV causano laatesatologia (Schreibet al.,1974).

Informazioni sullimmunita associata all'infezioma norovirus sono state ottenute a seguito della
scoperta che i norovirus potevano essere trasrifaEsinente per somministrazione orale di filtrati
fecali infetti (Dolinet al.,1971).

A giocare un ruolo nella resistenza all'infezioreng tuttavia altri fattori, quali ad esempio gli
antigeni ABO, dato che non tutti gli individui swdpano anticorpi a seguito dell'infezione (Johnson
et al.,1990).

Due forme d’'immunita, di breve e lunga durata, sapparentemente associate all'infezione da
norovirus. E’ stato osservato come esposizioni eegali a ceppi virali differenti siano in grado
d’'indurre risposte immunitarie maggiori se comparabn quelle indotte da infezioni sequenziali
omologhe. E’ stato cosi ipotizzato che un’infezigrenaria di NoV sia in grado d’indurre una
memoria anticorpale piuttosto eterogenea capaceahoscere sia epitopi del dominio S (cross-

reattivi) che del dominio P (specie-specifici).

Quando ad essa segue una seconda infezione cappa eterologo, questa potrebbe indurre una
risposta immune secondaria verso epitopi crossirga una risposta immune primaria contro gli
epitopi ceppo-specifici. Le cellule B specificher pgli epitopi cross-reattivi vengono cosi
selettivamente mantenute, mentre quelle direttetraoapitopi ceppo-specifici si perderebbero
(Brehmet al.,2002).

Nonostante I'ovvio vantaggio dell'insorgenza di ursposta immune secondaria, la possibilita che
da questa si generino anticorpi in grado di neatrate ceppi diversi e piuttosto ridotta
(Mongkolsapayeet al., 2002). Sembra certo che I'immunita indotta da wous non conferisce
un’adeguata protezione rispetto a una seconda iggEpws a virus appartenenti a genogruppi
differenti. Studi di cross-esposizione, infattimdistrano che infezioni con NoV non conferiscono
protezione I'uno rispetto all’altro (Johnsat al., 1990). | casi di AGE (gastroenterite acuta) da
NoV nella popolazione adulta suggeriscono che I'imita permanente verso i Norovirus non sia
largamente diffusa nella popolazione, e che i livehticorpali riscontrati siano piuttosto da

ricondursi a ripetuta esposizione al virus.
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E’ stato anche possibile fare chiarezza sulla gspgpecifica indotta da norovirus sfruttando come
modello l'infezione da SMV. Da questi studi é risth una predominante risposta immunitaria
cellulo-mediata tipo CD4+ -Th1l (Lindesmigh al.,2003).

Le informazioni circa la risposta immunitaria asate ai norovirus derivano anche da studi con
Virus-Like Particles (VLPSs).

Come gia riportato, le VLP sono capsidi ricombimnaithmunologicamente e morfologicamente
indistinguibili dal virus nativo (Jiangt al., 1992). Queste sono immunogeniche nei topi quando
somministrate oralmente senza adiuvanti, ed indu¢amproduzione di IgG e IgA (Stefano, 1984).
Se somministrate alluomo, le VLP generano un $ellesincremento di IgA specifiche anti-VLP
nelle secrezioni mucose e nel 90% dei casi auntengG anti-norovirus nel siero (Tacket al.,
2003).

Questi studi, oltre a consentire una maggiore cemgione delle basi dellimmunita verso i

norovirus, hanno rappresentato un punto d’iniziolpesviluppo di un possibile vaccino.

Finché la distribuzione dei genotipi continueragparvariare col tempo, la vaccinazione non sara
tuttavia utile su vasta scala (Donaldsdral.,2008). Percio € essenziale che ai processi difgyil
di candidati vaccini si affianchi il monitoraggicidceppi umani di NoV circolanti, includendo

ceppi bovini e suini a potenziale trasmissione ntica. (Scipioniet al.,2008).

2.5.5 EPIDEMIOLOGIA NELL'UOMO

All'inizio degli anni 90 era tendenza comune calesiare una possibile eziologia virale delle
epidemie gastroenteriche o delle tossinfezioni afitari limitatamente ai casi in cui era esclusa con

certezza la presenza di un agente eziologico diwilgatterica o parassitica (Hardy, 1999).

La vicenda della nave Aurora, dove oltre 800 pezgpasseggeri e personale) sono state coinvolte
in un’epidemia di vomito-diarrea durante una croxieel Mediterraneo nell’Ottobre del 2003, ha
richiamato I'attenzione dei mass-media europeiabaiti sul ruolo emergente dei norovirus nelle
patologie acute gastrointestinali a carattere epide Negli ultimi anni, questi patogeni sono
risultati responsabili di un numero crescente didemie in Italia, in villaggi turistici, case di @y
scuole o nella popolazione (Boc@aal., 2002; Le Guyadeet al., 2006; Goglioet al., 2008; Di
Bartoloet al.,2011; Rimoldiet al.,2011).
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Nel mondo, i norovirus sono oggi ritenuti la pripaie causa di gastroenterite epidemica, ruolo
essendo inoltre secondi solo ai rotavirus nellérgasteriti sporadiche in pediatria. L'infezione da
norovirus ha un decorso acuto ed é autolimitantey sintomi che solo di rado sono
sufficientemente gravi da richiedere il ricovergpedaliero, specie negli adulti. Tuttavia, la carica
infettante molto ridotta e I'elevata resistenzafugsione nell’ambiente sono in grado di scatenare
epidemie anche molto vaste, per passaggio persemsasa e/o per esposizione a una fonte
comune. Sebbene reali largamente sottostimati tigagsnti rivestono universalmente un ruolo di
primo piano come causa di patologie gastroenterichelo reso ancor piu rilevante dalla
trasmissione dell'infezione attraverso alimenti cléraversano i circuiti del mercato globale
(Widdowsonet al., 2005). Tra questi, particolare importanza assumdnatti di mare consumati
crudi o poco cotti, in particolare ostriche, mafade verdure fresche e i frutti di piante a basso
fusto, quali lamponi e altri “berries”. In entramhgasi, un ruolo considerevole appare giocatcedall
acque, rispettivamente di coltivazione o irrigagpoontaminate con feci umane, evidenza ulteriore
dell'impatto che le attivita del’'uomo e lo sviluppncontrollato delle comunita abitative possono
avere sull'ambiente (Widdowsaat al.,2005; Di Bartolcet al.,2010).

Diversi sistemi sono stati sviluppati per I'estaa® e la concentrazione dei norovirus da acque e
alimenti, ma nella maggior parte dei casi 'assziciae di un veicolo a un fatto epidemico e
soltanto di tipo epidemiologico, e non ha conferthalaboratorio. In aggiunta alla notevole
diluizione dei virus nei campioni alimentari o amiali, la bassa sensibilita dei sistemi diagnostic
molecolari € anche legata all’elevata variabiliglal sequenze genomiche virali target utilizzate
nelle tecniche di amplificazione (RT-PCR) (Virgéal.,2000).

Per gli stessi motivi, anche gli attuali sistemmuomologici non sono in grado di fornire dati uéli

fini di studiare le relazioni epidemiologiche triaetsi casi clinici o distinti focolai epidemicit&li
sulla variabilita e sull’evoluzione dei ceppi, e ok epidemiologici sono invece resi possibililda
identificazione del genotipo e genogruppo viraleagpartenenza mediante analisi di sequenza e
confronto in database. L'impiego di queste tecnidrale possibile lo studio evolutivo degli agenti
virali e la loro diffusione a livello transnazioealanche in relazione con i flussi dei prodotti
alimentari dalle zone di origine, attraverso sistéimsorveglianza integrati costituiti sia a livell
europeo che negli USA (Vinjé e Koopmans, 2000; Boet al.2002; Centers for Disease Control
and prevention - CDC - , 2007). In particolare,dinersi paesi hanno partecipato al consorzio
Europeo Food Borne Virus in Europe (FBVE), attraeeProgetti di ricerca e sorveglianza, per la
messa a punto di sistemi integrati medico-veteriregggidemiologici e virologici, operando

attraverso database condivisi via web. In tale exiot i risultati di un’esperienza pilota di
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sorveglianza condotta in Italia negli ultimi anrarimo dimostrato la circolazione nel paese di
popolazioni eterogenee di norovirus e la loro stiamga genetica con ceppi virali diffusi in altri
paesi Europei. In particolare, tra la fine del 2@0H4inizio del 2005, € stata riscontrata in divers
focolai epidemici nel Nord Italia la presenza daurariante del ceppo Gll.4 Lordsdale, evolutasi
nel settembre 2004 in Olanda da un ceppo predomarEnanni in gran parte d’Europa (Lopnen
al., 2004). Queste osservazioni mostrano come andadid’Frientri nel’ambito della circolazione
dei ceppi di norovirus maggiormente attivi in arokturopeo, consistentemente sia con il mercato
globale dei prodotti alimentari che con il creseespostamento di persone in ambito comunitario.
Cio puo in particolare essere desunto da alcusiepepidemici descritti negli ultimi anni.

2.5.6 TRASMISSIONE DI NOROVIRUS

| NoV causano focolai attraverso diverse vie dsitnassione che coinvolgono 'uomo, gli alimenti e
'acqua. Negli ultimi anni € stato in particolanédenziato come la contaminazione ambientale e la
contaminazione di frutta e verdura cruda, giochunmoruolo importante nella diffusione di questi
virus. La trasmissione diretta uomo-uomo € la viagfficiente e frequente, sia attraverso il ciclo
oro-fecale sia per diffusione di particelle volattontaminate (aerosol) generate in particolare
durante il vomito (Lopmaet al.,2002). | focolai epidemici sono spesso il risdtdt piu di una via

di trasmissione. Ad esempio, il personale addelf® @areparazione di alimenti puo essere |l
responsabile primario di un focolaio epidemico, @@ quindi amplificarsi tramite trasmissione

uomo-uomo e/o per contaminazione ambientale (Koogm2008).
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Alimenti

Figura 2.3 Vie di trasmissione deiorovirus.

Trasmissione “persona-persona’.

La trasmissione “persona-persona” e consideratagrad in Europa, la via piu comune per i NoV
(EFSA Panel on Biological Hazards, 2011). Dal 19921995, é stata riconosciuta la via di
trasmissione principale nel 72% dei focolai di NoVIinghilterra e Galles (Dedmaat al., 1998),
accompagnandosi a elevati tassi di attacco (50B6heain conseguenza della bassa dose infettiva
di NoV e dagli intervalli di escrezione virale (%0, sino a piu a 2 o piu settimane dopo la
scomparsa dei sintomi (Glass al., 2009). In aggiunta al ciclo oro-fecale classicdagSet al.,
2009), anche la trasmissione per via aerogena gingaolo importante nella diffusione del virus.
La frequenza di vomito associata all'infezione daVNeé infatti elevata, e i virus dispersi
nell'aerosolizzazione resistono a lungo nelllambeesenza perdita di infettivita (Cheesbrowggh
al., 1997). | numerosi focolai epidemici negli ambiecsttiusi, come negli istituti di riposo e scuole,
sono probabilmente correlati alla presenza di vormei pazienti (Caul, 1994). La via di
trasmissione principale resta quella persona-pardottavia negli ultimi anni sono stati decritti u

numero crescente di focolai di gastroenterite dauda norovirus e conseguenti al consumo di
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alimenti contaminati. Gli alimenti piu spesso inegli sono i molluschi, in particolar le ostriche, |
piante a basso fusto, come i lamponi, ma anchengemo di acqua potabile contaminata (Kingsley
et al.,2002; Doyleet al.,2004; Maunuleet al.,2009) o acqua potabile (Werberddal.,2009; Di
Bartolo et al., 2011). Nell'ambito dell’attivita della rete di sorvegliamzEuropea FBVE sui
norovirus, tra il 2000 e il 2006 vennero raccoliicsu 7637 epidemie di gastroenterite causate da
norovirus. Tra quelle in cui era nota la via distrassione 1f= 5.036), 1'88% 1§ = 4,429) erano
epidemie dovute a trasmissione persona-personaQ% ¢ = 506) epidemie a trasmissione
alimentare e il 2% = 76) erano causate dal consumo di acqua contéan{Kaonemanret al.,
2008).

Epidemie dovute a NoV sono spesso collegate allipukazione di alimenti, che possono essere
contaminati da persone infette e causare AGE ssucaati crudi o poco cotti (Baeet al., 2008).

In molti focolai descritti, in cui erano implicaton alimento, l'origine dell’epidemia era
riconducibile a un addetto alla preparazione dedimenti con una anamnesi recente di
gastroenterite (Andersaat al.,2001; Boxmaret al.,2007; Ledereet al.,2005; Sakoret al.,2005).
Verosimilmente, la contaminazione secondaria daigienti € riconducibile a scarse condizioni
igieniche delle maestranze. Un esempio di questatealita € I'epidemia di origine alimentare
dovuta a norovirus che si verifico dopo un pranzBNatale in un ristorante in Austria nel dicembre
2007. Ventuno soggetti su 63 che parteciparon@mathmetto si infettarono dopo aver consumato un
alimento contaminato durante la manipolazione (kKti@l., 2009). Lavoratori asintomatici sono
stati implicati come fonte in focolai di norovirusolto piu frequentemente che lavoratori
sintomatici. Cio aiuta a spiegare la difficolta iddividuare e bloccare le epidemie causate da
alimenti contaminati da lavoratori infetti asintamoa (Todd et al., 2009). Ozawa e colleghi in
Giappone hanno dimostrato che il 19% dei lavoraésintomatici e sintomatici coinvolti nella
manipolazione di alimenti risultavano positivi peorovirus, principalmente di genotipo Gll.4.
Inoltre, la carica virale nelle feci risultava essesimile sia in lavoratori sintomatici che
asintomatici. Questo dato evidenzia il potenziadaqgwlo di trasmissione di questi virus, altamente

contagiosi, attraverso la manipolazione degli afith@zawaet al.,2007).

Trasmissione alimentare.Stime del ruolo della trasmissione alimentare ngifezioni da NoV
variano nei diversi paesi. In Svezia, il 16% desdiai di gastroenterite da NoV (1994-1998) e
risultato associato ad alimenti o a campioni diuacopfetti. Nel Regno Unito, gli alimenti sono stat
ritenuti responsabili del 5% delle infezioni (199299), e in Olanda del 17% (Koopmagisal.,

2000). Rispetto all’Europa, negli Stati Uniti, lmgmissione alimentare di NoV e invece ritenuta la
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via di trasmissione principale (Verhoatfal.,2011). Probabilmente la differenza puo esserddega

differenze nei sistemi di sorveglianza.

Molluschi e bivalvi. Sebbene i NoV non si replichino nei tessuti deahiy questi animali filtratori
sono in grado di accumulare e concentrare i viresgnti nelle acque e, se consumati crudi 0 poco
cotti, possono diventare una fonte d’infezione (Adw Committe on the Microbiological Safety
of Food, 1998). In Europa, la direttiva 2003/99/EBGta come “direttiva zoonosi”, per la prima
volta indica i Calicivirus tra i patogeni con pot@le zoonotico da includere nei piani di
sorveglianza. Da allora, sebbene la legislaturaas@ora lontana dal determinare i parametri di
sicurezza alimentare per norovirus, questo virusrm@ai richiamato in diversi Regolamenti
Comunitari come virus emergente probabile causadiaminazione negli alimenti. La hormativa
non prevede ancora la ricerca di virus enteriai €ui NoV) nei bivalvi, anche se l'art. 11 comma 5
lett. B del REG 853/2004 CE, in materia di igigyex gli alimenti di origine animaléascia aperta

la possibilita di “stabilire requisiti igienico-sigari supplementari per i molluschi bivalvi vivi in
collaborazione con il laboratorio comunitario derimento permanente, comprese le procedure per
le analisi virologiche e le relative norme virololge”. 1l principale problema, ad oggi, risiede aell
limitate conoscenze sulla dose infettante legdéerabncanza di sistemi di cresditavitro e nella
mancanza di standardizzazione dei metodi diagnolkagli ultimi anni, ad opera del Centro per la
Normazione Europeo (CEN), sono stati sviluppatiadebasati sulla real-time PCR, per aumentare
la sensibilita dei metodi diagnostici, e fornire tot standardizzati che consentano la
guantificazione del virus. Anche il Comitato SciGob per le Misure Veterinarie in materia di
Sanita Pubblica (CSMVSP) nel 2002 ha emesso unrepagei virus Norwalk-simili (NLV,
Norovirus), concludendo che “gli indicatori fecabnvenzionali non sono affidabili per dimostrare
la presenza o assenza di NLV e che non & una @tiara basarsi sulla rimozione degli indicatori
batterici fecali per determinare i tempi di depivae dei frutti di mare. Il comitato ha
raccomandato inoltre 'utilizzo dt. coli piuttosto che dei coliformi fecali, quando si aizlno

indicatori batterici per rilevare la contaminazideeale nelle zone di raccolta dei frutti di mare ”

Molluschi che soddisfano gli standard di contamioae batterica possono quindi essere
contaminati da patogeni virali (Lees, 2000), e tecpdure di depurazione che rimuovono con
successo i batteri sono generalmente inadeguateralbzione dei virus, come richiamato anche nel
regolamento CEE 2073/05.
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La contaminazione dei siti di allevamento con acduscarico fa si che i molluschi diventino un
serbatoio per i molteplici ceppi infettivi circokamella comunita (Leest al.,2000), e indagini su

focolai epidemici associati a crostacei crudi hamfatti evidenziato la presenza d’infezioni miste
con diversi genotipi virali (Le Guyadest al., 2006). Queste co-infezioni pongono inoltre le
condizioni per eventi di ricombinazione genica (€irt al., 2000), favorendo potenzialmente

'emersione di ceppi virali con maggiore virulenza.

Frutta e verdura. Lo sviluppo di tecniche sensibili per la tipizzazéomolecolare ha contribuito a
chiarire focolai epidemici di AGE di grandi dimeosi e con diffusione anche internazionale, in
particolare dovuta al consumo di frutta e verddrai prodotti possono essere contaminati dalle
acque d’irrigazione o da concimi naturali non @aftper contatto con acqua contaminata prima del
congelamento o direttamente dagli operatori infdttnomento del raccolto e nelle successive fasi

della filiera degli alimenti.

Nell’era della globalizzazione, la diffusione imarionale di alcuni prodotti pone problemi

rilevanti nel controllo della filiera, nella traediilita e nella diagnostica virologica.

In Finlandia, sono stati riportati diversi focoldii gastroenterite da norovirus che hanno coinvolto
circa 200 persone. Tutti i focolai si verificarodopo il consumo di lamponi importati dei quali fu
possibile identificare il lotto destinato al seétati ristorazione. Norovirus di genotipo Gl.4 venne
trovato in lamponi congelati, in due pazienti el@élacche. Sulla base dei risultati epidemiologici,
si poté concludere che un unico lotto di lamporigslati era stato la fonte di tutti i focolai
(Maunulaet al.,2009).

In Canada, tra aprile e novembre 2009, 328 campibnierdure a foglia verde confezionati
sofurono esaminati per la presenza di NoV e rataviin totale, 275 campioni risultarono positivi
per la presenza di virus, 148 (54%) erano posen NoV e 1 (0,4%) per rotavirus. La maggior
parte dei NoV rilevati apparteneva al genogruppbuttavia, nello stesso periodo dello studio, non
vi furono denunce di gastroenterite associate astgudimenti e non furono segnalati focolai
epidemici, suggerendo una scarsa notifica deidiagastroenterite anche in quel paese (Matteton
al., 2009).

Oltre che nei frutti di bosco, norovirus e stat@lan ritrovato in pomodorini (40%) e insalate di
frutta (20%), come evidenziato in un lavoro esegyuit Belgio su 75 prodotti di frutta prelevati a
campione, e probabilmente contaminati nelle fasbsdarie di manipolazione. Anche in questo
caso, nello stesso periodo non vi furono segnat@ziopepidemie o di picchi di casi sporadici di

gastroenterite (Stakt al.,2011).
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Contaminazione secondaria degli alimentiAnche se i NoV vengono inattivati quando esposti
alle alte temperature (1 min a 90°C), in aggiurgk @imenti contaminati all’origine e consumati
crudi (molluschi), qualunque piatto puo essere amitiato dal personale di cucina nelle fasi di

manipolazione dopo la cottura (Hedberg e Osterhd83; Kilgoreet al.,1996).

Un esempio é rappresentato dal caso di un parettier aveva avuto episodi ripetuti di vomito e
diarrea sia prima che durante il turno lavoratisaJsando un’epidemia che coinvolse piu di 3000

persone (Kuritskyet al.,1984).

La potenzialita di contaminazione alimentare da worm stata anche accertata da analisi effettuate
durante un focolaio epidemico in un hotel nel Nortbirkshire, Inghilterra (Pattersaat al., 1997).
L’ambiente contaminato, nonostante fosse statanféisato con un prodotto contenente cloro,
conservo un gquantitativo di NoV sufficiente a pettere la diffusione dell'infezione nei giorni

successivi.

Data I'elevata trasmissibilita di norovirus (Dasiek al., 2000), le generali regole di prevenzione
suggeriscono che un lavoratore convalescente nareloloe essere riammesso al lavoro prima delle
48-72 ore successive alla scomparsa dei sintomogi@ns e Duizer, 2004 ). Indagini sui focolai
di NoV hanno pero individuato la presenza di vinedle feci di lavoratori anche 10 giorni dopo la
scomparsa dei sintomi (Parastedral., 1998). In diversi focolai, & stato inoltre risoatb che il
personale di cucina durante la fase d’incubazioreva contaminato piatti di portata prima di
sviluppare sintomi ( Stolle e Sperner, 1997).

Applicare misure di controllo nella fase pre-sinadiva del lavoratore € impossibile; occorre quindi
rispettare scrupolosamente le comuni pratiche idng personale e le procedure HACCP (Hazard

Analysis and Critical Control Point).

Acque contaminate e ambientela capacita dei norovirudi infettare soggetti appartenenti a tutti i
gruppi di eta, la loro diversita genetica e l'ineeipa nell'uomo di sviluppare una immunita duratura
fanno dei norovirus un rischio per la popolazionendiale. In particolare, le acque potabili e
superficiali rappresentano una fonte di rischio omignte. Epidemie spesso si originano per
contaminazione di pozzi privati e pubblici e destsmi idrici urbani (Brughat al., 1999). Le
riserve d’acqua possono contaminarsi nel corso rdindazioni, per infiltrazioni d’acqua
contaminata durante piogge massive (Caretal.,1991), specialmente in prossimita di impianti di

depurazione (de Silva et.aP007). Focolai epidemici possono anche verificarscausa di
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sversamenti dalle acque di scarico urbano in stirgeiscelli e acquedotti (Hedberg e Osterholm,
1993).

Numerose epidemie da norovirus sono state assamthi@cque ricreative. Tra queste la prima,
documentata nel giugno 1977 e associata alla babreain una piscina (Kappus, 1982) di una

scuola elementare in Ohio, ha portato all’idengifione del virus di Norwalk.

Nel periodo 1971- 2000, norovirésrisultato responsabile del 4% dei focolai epidgm@ssociati ad
acque ricreative negli Stati Uniti; successivamdatg@ercentuale é salita al 10% (Craeinal.,
2005).

In un lavoro di Di Bartolo e colleghi (Di Bartolet al., 2011), & stata descritta un’epidemia di
gastroenterite che ha coinvolto piu di 300 persongna localita vicina al lago di Garda nel 2009.
L'indagine epidemiologica e quella virologica evidrono il coinvolgimento dell'acqua
municipale, possibilmente contaminata a seguito dwl funzionamento e insufficiente
manutenzione dei sistemi di filtrazione. La zoriafatti servita dall'acqua del lago di Garda, paevi
depurazione e filtrazione. Da 5 campioni ambientatique e sedimento) e dalle feci dei soggetti
affetti (40) da gastroenterite, furono individuatdistinti rotavirus e cinque genotipi di norovirus
due di questi erano presenti sia in campioni digrdzsia in campioni ambientali (Di Bartoét al.,
2011).

Negli USA, nel biennio 2003-2004, norovirus ha eaasl 16,7% dei casi di gastroenteriti associati
ad acque ricreative. Di 5 focolai epidemici desiciit dettaglio, uno coinvolse 140 persone durante
una gara regionale di nuoto svolta in una piscoraunale nello stato dell’ldaho, nel Marzo 2004.
Un altro focolaio si verifico in una scuola elenmamet durante I'utilizzo degli scivoli ad acqua: i
bambini si infettarono dopo che uno di essi, gidatoae affetto da diarrea, aveva utilizzato gl
scivoli. La trasmissione secondaria ai familiaaratteristica distintiva dei norovirus, portatodec

poi salire a 42 il numero totale di casi (CentersDisease Control and Prevention - CD@0G01).

La frequenza di epidemie da noroviassociate ad acque ricreative mette in luce lassééedello
sviluppo di tecniche che rendano possibile il mmaiggio ambientale, data la bassa dose infettante

del virus.

| NoV sono inoltre particolarmente resistenti siallen acque che all’essiccazione. Quando
comparati con un pannello di tipici inquinanti pgeai delle acque (incluso poliovirus di tipo 1,
rotavirus umano, rotavirus di scimmia e batteriofdg), i NoV sono risultati piu resistenti degli

altri all'inattivazione da cloro (Keswicét al.,1985; Shiret al.,2008; Nowalket al.,2011).
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Poiché le tecniche di indagine molecolare non pt#one di determinare la presenza di virus
infettivo, una delle priorita principali della ric@ resta la messa a punto di metodi colturali. Ad
0ggi, la conferma del rischio legato alla contarmioae ambientale e data dalla presenza di casi di

malattia associati (EFSA Panel on Biological Hagzaf11).

Trasmissione negli ospedali e case di cur®er diverse ragioni i NoV rappresentano un rischio
particolarmente alto per la salute negli ospedaleie case residenziali/di cura. Il virus puo esse
introdotto negli istituti tramite alimenti, acquda medici e paramedici o da visitatori infetti
(Chadwicket al., 2000). Dato che in queste strutture gli spazilivgano ristretti e che l'igiene
personale potrebbe essere ridotta, le condiziseuitano anche favorevoli per la trasmissione uomo-
uomo. Poiché l'infezione va a colpire persone amzia malati, € piu frequente che, in queste
strutture, i NoV causino una malattia grave o atldia letale (Centers for Disease Control and
Prevention — CDC -, 2001), e i focolai risultanidili da controllare (Mayorakt al.,2000).

Gli alti tassi d’attacco tipici dei focolai di NokRon coinvolgono di norma i soli residenti e pazient
ma i casi possono rappresentare il 30-50% delei@athe tra il personale (Mayostlal., 2000).

Cio causa due problemi differenti: (1) gli spostamelel personale facilitano la trasmissione del
virus verso nuove aree; e (2) I'assenza dal lagbheone consegue causa riduzione del personale per

la gestione dei pazienti e perdite economiche (@se¢ al.,1998).

Il sistema di sorveglianza sui casi di gastroetagaregli ospedali ha messo in evidenza la presenza
della sintomatologia tipica dell'infezione da NoVoley et al., 2000) e I'importanza della
trasmissione nosocomiale (Traoeé al., 2000). La reale frequenza dei focolai negli istitdi
ricovero e cura rimane pero ancora da determipaiehé queste strutture sono state finora escluse
dagli studi longitudinali (de Wit al.,2001a).

Anche se nel corso degli ultimi anni sono statorigti un numero crescente di segnalazioni di
epidemie da norovirus a livello ospedaliero ( Matit al.,2005; Caracciet al.,2007; Centers for
Disease Control and Prevention — CDC -, 2007; Lbergeret al.,2007), il nodo della gestione dei
pazienti con tale infezione & quello dell'applica® delle misure di prevenzione mediante misure
igieniche. Infatti, nella maggior parte delle epide nocosomiali, € implicata una trasmissione
persona-persona con trasporto del virus alla batt@yverso le mani contaminate da vomito o feci
e per inalazione di aerosol prodottosi duranteoinito stesso, o per utilizzo di spazi comuni

contaminati ( Mattneet al.,2005; Centers for Disease Control and PreventobB€ -, 2007).
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2.5.7 EPIDEMIOLOGIA NEGLI ANIMALI

La diffusione dei Calicivirus pressoché in tutte dpecie animali note ha introdotto un’altra
guestione che resta ancora da chiarire:la possragenissione zoonotica dell’infezione (Lopnetn
al., 2004). | norovirus sono stati riconosciuti quakuga di infezione intestinale nel bovino, e
analisi di sequenza hanno mostrato analogie cappiccircolanti nelluomo, anche se gli isolati
bovini sinora descritti sono classificati all'inter di un specifico genogruppo (ll), distinto deetju
che includono i ceppi umani (1, II, IV) (Smilest al.,2003). In Olanda, il 31,6% degli allevamenti
bovini da latte esaminati presentava almeno un arepdi feci positivo e il 4,2% dei campioni
fecali individuali era positivi per Glll NoV similal Newbury Agent 2 (van der Paatlal.,2003). In
UK, NoV é stato messo in evidenza nel 11% dei dadiarrea esaminati (Milnest al., 2007). In
USA, la prevalenza dei calicivirus nei vitelli edal 72% in Ohio (Smileet al., 2003), 80% in
Michingan e il 25% in Wisconsin (Wiset al., 2004). In Germania, il 9% di campioni di feci da
bovini diarroici era positivo per Jena virus; il%ei campioni di siero provenienti da vacche da
latte positivo mostrava anticorpi verso lo stessosvGlll (Denget al.,2003). Queste osservazioni

dimostrano I'elevata prevalenza dei norovirus bowirdifferenti Paesi.

Analisi condotte su campioni di feci di bovini déesamenti del Nord Italia hanno confermato la
complementarieta di tratti di sequenza dei ceppirbb@on i primer impiegati comunemente per la
diagnostica umana, nella regione target della RN#merasi (RdRp, ORF1) (Smilest al., 2003).

Tuttavia, le sequenze genomiche amplificate sosaltate molto diverse dalle sequenze dei
norovirus umani nei database disponibili, incluseeltp FBVE, che annovera la maggiore

collezione di sequenze recenti di norovirus Europei

Al contrario, le sequenze ottenute dai bovini ¢éaliapparivano strettamente correlate con quelle di
due diverse linee evolutive di norovirus bovingspsettivamente appartenenti a ceppi OHIO e
Newbury-agent 2descritti negli USA e in Gran Bretagna. A ulteeacconferma della tipicita dei
ceppi di norovirus bovino, I'analisi di alcune seqae effettuate nella regione ORF2, codificante la
proteina capsidica, ha dimostrato per questi stegmi virali differenze sostanziali con le sequenz
nucleotidiche e aminoacidiche note per i ceppi unf@ando et al.,2000). Sebbene i dati attuali non
appaiono a favore di una ipotesi di trasmissior@atica dei norovirus, almeno dal bovino, recenti
acquisizioni dimostrano I'elevata capacita di nanos; sia umani sia animali, di ricombinare a
livello della sequenza di giunzione tra ORF1 e ORf&averso un meccanismo similecedssing-

over, con frequenze dell’'ordine del 10%, nel corsordezioni multiple con diversi ceppi virali
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(Nayak,et al.,2008). Questshift genetici sono stati al momento descritti solovtras di una stessa
specie, ma i dati restano ancora limitati (Lopnedral., 2004). Conseguentemente, ne deriva la
necessita di approfondire gli studi su ceppi vidalorigine diversa estendendo I'analisi di seqaenz
anche allORF2, prima di escludere una trasmissietieevoluzione zoonotica dei norovirus. |l
rischio di adattamento e salto di specie, soptattugl caso di virus ad RNA ad elevata diffusione e
resistenza ambientale, deve essere consideratsticmalanche alla luce di quanto riportato
recentemente per altri sistemi virali, quali condnas e virus influenzali (Oliveet al., 2003).
Inoltre, studi piu recenti sembrano suggerire tisaiino potrebbe giocare un ruolo di serbatoio per

ceppi di norovirus di genogruppo Il, potenzialmegod¢ogeni per 'uomo (Souza et al. 2008).

Ad oggi, nel suino sono stati identificati ceppipapenenti solo ai genotipi Gll.11 e GI1.18, mai
identificati nel’'uomo (Mijovskiet al.,2010). Nei vari paesi in cui i NoV sono stati itlBoati nei
suini [Giappone (Sugiedat al.,1998), Olanda (van der Paatlal.,2000), USA (Wangt al.,2005)

e anche in Ungheria (Reutetral.,2010)], la prevalenza é risultata bassa, oscitlaral lo 0,35% in
Giappone e il 2% in Olanda (van der Peelal., 2003). La sieroprevalenza di anticorpi anti
norovirus GllI nei suini appare invece elevata, saipego anche il 70% in USA (Farkesal.,2005),

suggerendo che il virus circoli molto di frequentdla popolazione dei suini.

Recentemente ¢ stata descritta la presenza diingsawel tratto intestinale nel cane (Martedtaal.,

2008), e in un leone morto per enterite emorragiaao zoo di Pistoia (Martellat al.,2007).

Negli ultimi anni e stato evidenziato che i NoV mmursono molto diffusi e che linfezione é
comune nella popolazione murina. Una sieroprevaleet 22% é stata trovata in topi di laboratorio
nel Nord America, (Hswet al., 2005). Avendo il virus una contagiositd molto eliey esso viene
trasmesso rapidamente tra i topi e questo spiegehgdl norovirus murino sia praticamente

endemico negli stabulari (Kiret al.,2010).

2.5.8 MALATTIA NEGLI ANIMALL.

Nei bovini, il virus € una causa frequente di diarrsebbene sia stato ritrovato anche in animali
asintomatici. Ceppi appartenenti a genotipi distpassono determinare lesioni pit 0 meno gravi; il

ceppo Newbury agent-2, ad esempio, induce anoredisizsiea e malassorbimento di xilosio dopo

un’incubazione di 12-24 ore (Scipioet al., 2008). Istologicamente, & stata riscontrata ardéi

villi nel piccolo intestino. Dal secondo giorno dopinizio della malattia clinica il virus viene

ritrovato nelle feci (Dastjerdit al.,1999).
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Norovirus suino é stato esclusivamente messo iteexia in campioni fecali di suini adulti senza
segni clinici di malattia (van der Poel et al, 208@igiedaet al., 1998; Scipioniet al., 2008). Nel
corso di infezione sperimentale in suini gnotoluiote stata riscontrata la presenza di lieve daarre
(Wanget al., 2005). Norovirus é stato identificato nel contenimtestinale di un cucciolo di cane
affetto da vomito e diarrea, insieme ad un pares/ganino (CPV-2a). Il virus venne ritrovato per
22 giorni confermando la replicazione virale net@alo (Martellaet al.,2008). Considerando che

il parvovirus del cane puo causare severi sintéanpatogenicita di norovirus canino resta ancora

sconosciuta poco documentata.

2.6 PROFILASSI VACCINALE E DISINFEZIONE

L’'alto numero di infezioni da norovirus identifieatn tutto il mondo ha enfatizzato il bisogno di
sviluppare protezione contro la malattia utilizzandsaccini. Approcci per lo sviluppo di vaccini
contro la malattia indotta da norovirus sono statidotti immunizzando conigli con RHDV e con
la proteina capsidica di RHDV espressa utilizzafdsistema di baculovirus. Gli esperimenti
condotti hanno dimostrato un’elevata risposta imenumorale e un effetto di protezione per gli
animali stessi contro la malattia. Vaccini per hum sono stati anche testati in topi, in vitelli
gnotobiotici e in fase | nelluomo. Il maggior ostdo per lo sviluppo di un vaccino é l'alta
eterogeneita di norovirus. Infatti € stato dimdstrehe I'immunita di norovirus € complessa e
probabilmente dovuta a pre-esistenti esposizionivials e dalla variabilita della risposta
immunitaria (Donaldsoet al.,2008).

Come per gli altri virus privi di envelope, i calitus hanno un’elevata resistenza ai trattameinti d
disinfezione. Il virus permane per molte settimaef#’ambiente, resiste a temperature superiori ai
60°C e a 10 ppm di cloro, usato per disinfettaedua potabile. In genere, norovirus risulta
maggiormente resistente, rispetto agli atri virabe normali dosi di ipoclorito di sodio, che

comungue risulta essere la misura piu efficacadilnfézione. Di recente alcuni detergenti basati su
ammine quaternarie sono stati indicati dall'agepeiala protezione ambientale americana (EPA’s
Registered Antimicrobial Products Effective Agaihkirovirus, 2009) e sono risultati efficaci nella

rimozione del virus dall'ambiente (Duizer at aD02).
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2.7 EZIOLOGIA: Sapovirus

2.7.1 INTRODUZIONE

| Sapovirus (SaV) sono stati identificati per lanpa volta, mediante il microscopio elettronico
(ME), nelle feci diarroiche di bambini nel 1976 @hkleyet al.,1979). Due anni dopo, campioni di
feci contenenti questi virus che causarono unaeepi@ in una scuola a Londra vennero esaminati
in microscopia elettronica, e fu dimostrata unailsita con i Calicivirus. | sapovirus sono
attualmente considerati un gruppo distinto di ¢alias enterici della famigli&€aliciviridae (Green

et al.,2000).

| SaV, virus a RNA a singolo filamento, vengonoisiiin 5 genogruppi (GI-GV), dei quali Gl, GlI,
GIV e GV infettano 'uomo, mentre Glll infetta |pecie suina (Figura 2.6). Nel corso degli ultimi
30 anni, sono stati compiuti notevoli progressizggaa diversi studi sui calicivirus e il genoma del
ceppo Cowden, rappresentativo di SaV, e statoteartato (Hansmaaet al.,2007). Il ceppo suino

di SaV Cowden é stato adattato alla cregaoitétro in una linea cellulare di rene di suino. Grazie a
studiin vitro e stato dimostrato che gli acidi biliari attivamo segnale di trasduzione che garantisce
la replicazione irvitro e potenzialmente inivo nel duodeno (Changt al., 2004; Wobuset al.,
2004).
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Figura 2.6. Albero filogenetico di SaV basato squemze intere di VP1. | vari genogruppi e
genotipi sono indicati. La scala rappresenta s@stini nucleotidiche per sito (Hansma al.,
2007).

2.7.2 ORGANIZZAZIONE GENOMICA

L’organizzazione genomica dei sapovirus varia tdaversi genogruppi. Il genoma dei genogruppi
Gl, GIV e GV contiene tre Open Reading Frames (QRfsntre il genoma del genogruppo Gl ne
ha solo due (Figura2.7).
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Figure 2.7. Rappresentazione schematica del genoma di Sa®I@le GV (contenente 3 ORF) e
del genoma di SaV Gl (contenente 2 ORF) (Hansetaat.,2007).

La ORF1 codifica per le proteine non strutturalclusa la RNA polimerasi RNA-dipendente
(RdRp), e la proteina capsidica maggiore (VP1).RF2 codifica una piccola proteina, simile alla
VP2 di NoV (Atmaret al.,2001), e 'ORF3 codifica una proteina con funziegenosciuta. | ceppi
umani di SaV non replicano in colture cellularirped stato osservato che l'espressione della
proteina ricombinante VP1 in un sistema d’espressill baculovirus o in un sistema d’espressione
di mammifero assembla in VLPs che sono morfologmate simili alle particelle virali native
(Hansmaret al.,2007).

2.7.3 STUDI EPIDEMIOLOGICI E AMBIENTALI.

SaV causa gastroenterite nell'uomo, con sintomilisina generalmente piu blandi di quelli causati
da norovirus. Le infezioni da SaV colpiscono pnramente bambini al di sotto dei 5 anni, tuttavia
negli ultimi anni un numero crescente di casi sgred epidemie sono state descritte anche tra la
popolazione adulta, sottolineando un ruolo piu angei SaV nell'insorgenza delle gastroenteriti
(Hansmaret al.,2007).
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Negli ultimi anni, diversi studi condotti su bambaspedalizzati hanno dimostrato un‘incidenza piu
elevata di gastroenteriti (AGE) legate alle infezida sapovirus in soggetti immunocompromessi,
come i bambini sottoposti a chemioterapia. In Geimauno studio condotto su 58 pazienti
oncologici pediatrici, affetti da AGE, ha evidertpida presenza di sapovirus in 2 casi. Dalla
sequenza nucleotidica, 1 virus sono stati iderdificome Gl.1 e GII.3, ceppi in genere poco
frequenti. Il contributo dell’infezione di sapovealla morbilita dei pazienti oncologici pediatreci

la sua possibile diffusione nosocomiale potreblggooare un ruolo importante nella diffusione del
virus, richiedendo quindi che anche questi aspettigano presi in considerazione (Moséral.,
2011).

Altri recenti lavori di epidemiologia nelluomo sorstati condotti in Giappone dove sono state
studiate 71 epidemie di AGE nel periodo tra lugiid®7 e maggio 2010 nella cittd Hiroshima. In 61
epidemie causate da virus, solo il 3,3% dei caso Stati confermati positivi per SaV (Shigemeto
al., 2011). Contemporaneamente, in Tunisia, in unoistsdolto da Sdiri-Loulizi e colleghi sono
stati riscontrati 6 campioni positivi per SaV (G)lsu 788 campioni fecali di bambini (Sdiri-Loulizi
et al.,2011).

La prevalenza di sapovirus nei bambini appare oglptesso significativa, come dimostrano anche
numerosi studi effettuati in diverse nazione eueopeali Danimarca, Germania, Francia, UK, e
Italia, dove la percentuale di prevalenza riscaatraggiungeva il 12,7% (Iket al.,2008; Iturriza-
Gomareet al.,2009; Johnseat al.,2009; Lorrotet al.2011; Mediciet al.,2012).

La trasmissione alimentare di Sapovirus € stat@riesin diverse epidemie, coinvolgendo sia
bambini in mense scolastiche che adulti. Non eostattavia descritto il link diretto con un
alimento, ed e stato ipotizzato che la contamimezidegli alimenti fosse legata alla manipolazione
da parte dei cuochi che risultarono positivi pgrosérus ( Yamashitat al.,2010). La trasmissione
alimentare di sapovirus e stata dimostrata raraeng@nbbabilmente perché la diagnostica di questo
virus e poco frequente. In Giappone, SaV sono stdividuati in campioni di crostacei destinati al
consumo alimentare ma, diversamente da noroviras, sono stati identificati in campioni di
ostriche. Inoltre, i ceppi di SaV ritrovati nellecue, avevano sequenze simili, ai ceppi ritrovati n
crostacei e in pazienti affetti da AGE, suggeremthe contaminazioni di SaV nellambiente
naturale potrebbero essere legate a infezioniuzgtio tramite trasmissione alimentare (Hansetan
al., 2007). SaV e stato inoltre identificato in divefsati d’acqua potabile, come fontane pubbliche
e ghiaccio (Hoebet al.,2004; Hansmast al.,2007; Sanet al.,2011).
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Sebbene la prevalenza di sapovirus risulti piudaispetto ai norovirus, forse anche a causa della
scarsita degli studi specifici, va sottolineato dhericerca del virus in campioni fognari o in
campioni d’acqua potenzialmente contaminati daurefibgnari, rivela comunemente positivita
nell’ordine del 10%. Inoltre, il virus viene idefitiato durante tutti i mesi dell'anno, ed é statole
dimostrato attraverso l'analisi di sequenza cheté&sso virus veniva rilevato anche a distanza di

mesi, dimostrandone la lunga persistenza nell’anméiraturale (Hansmaeat al.,2007).

2.7.4 SAPOVIRUS NEGLI ANIMALI
Tra gli animali, i sapovirus sono stati sinora itlcati nei suini, visoni e piu recentemente nel

cane. Nei suini, i primi ceppi sono stati messieindenza gia dagli anni ‘80; tra essi il ceppo
prototipo "Cowden" e ad oggi il solo membro allémio del genere in grado di replicanevitro
(Hansmaret al.,2007). Di recente, 'omologia di sequenza di cequpni identificati nella provincia

di Guizhou in Cina con ceppi umani nella stessa Aeesuggerito una possibile trasmissione cross-
specie tra il suino e 'uomo (Shenhal.,2011).

Il sapovirus circola in allevamenti suini, sia imimali sintomatici che non, e in diverse fascetdi e

In Europa, la prevalenza si aggira intorno al 7@¥esiste un’ampia variabilita di genotipi. Infatti
oltre ai ceppi tipici del suino di Glll, sono stalescritti ceppi differenti vicini molto simili aeppi
umani. Va comunque sottolineato che, almeno in jgairoeppi propri del suino non sono mai stati

identificati nelluomo (Reuteet al.,2010).

Il sapovirus enterico del visone, “Mink Enteric @alirus” (MEC), é stato identificato durante
un’epidemia di diarrea in un allevamento di visoniUSA, grazie allimmunoscopia elettronica
condotta sui campioni fecali utilizzando un sieomtenente anticorpi anti PEC. Successive analisi

filogenetiche hanno raggruppato I'agente eziologiebgener&apovirugGuoet al.,2001).

In un recente lavoro, un ceppo di sapovirus e sthetificato nel cane, mostrandosi differente dai
ceppi identificati in precedenza ed essendo pestqueassificato in un nuovo genogruppo éti
al., 2011).

Infine, sequenze di SaV sono state identificateradiente in ostriche, ed € stata riscontrata

un’identita nucleotidica elevata con ceppi idenéfi in feci di pazienti con gastroenterite e inwe

reflue nella stessa area geografica. Questo lakaroiportato la prima segnalazione di SaV in
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ostriche che soddisfacevano i requisiti di leggeilpeonsumo di alimenti crudi in Giappone (Ueki
et al.,2010).

2.7.5 MALATTIA NEGLI ANIMALI

Come descritto in precedenza, il primo ceppo Cowdenne isolato dalle feci di un suinetto affetto
da diarrea. La dimostrazione che i sintomi eranasaf dal virus identificato venne dalla
somministrazione orale delle feci degli animali e#tff in suini gnotobiotici, determinando

insorgenza di diarrea e rilascio del virus. Il damsservato a livello istologico fu I'atrofia deilv

nel piccolo intestino (Sa#t al.,1980).

La scoperta del sapovirus del visone avvenne in WSAn'epidemia di diarrea all'interno di un
allevamento. La causa dell'infezione venne impudhteonsumo da parte dei visoni di fegati e di
reni di suino crudi, sebbene questa sia rimastdpgatasi priva di conferme virologiche (Geobal.,
2001).

2.8 NOROVIRUS E SAPOVIRUS: AGENTI DI ZOONOSI?

L'identificazione di norovirus e sapovirus nel monanimale ha sollevato la questione di una
possibile trasmissione zoonotica di questi virdsi@hno (Bank-Wolfet al., 2010). Ad oggi, non
esistono evidenze dirette di trasmissione daglnahiallluomo. Tuttavia, studi di sieroprevalenza
hanno evidenziato anticorpi contro norovirus anamal’'uomo e anticorpi anti-norovirus umano
in suini (Hanet al., 2005). La questione della trasmissione di quesé drus, NoV e SaV, tra
animali e uomo e viceversa, e la domanda se gfhalhirappresentino un serbatoio di malattie

enteriche per 'uomo (Guet al.,2001 a) restano aperte.

2.8.1 RICOMBINANTI TRA CALICIVIRUS ANIMALI E UMANI.

La ricombinazione e un evento comune in norovirgagovirus (Bulkt al.,2005; Hansmaet al.,

2007), e di regola avviene mediante crossing-oe#a megione compresa tra il gene per la proteina
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capsidica (ORF2 dei Norovirus e ORF1 dei Sapovieis) gene della RNA polimerasi RNA-
dipendente (RdRp). Dalla comparazione delle sequated genomi di due ceppi di sapovirus
umano (SW278 e Ehimel107) é stato osservata ufaetiza nucleotidica dopo la regione RdRp
indicando un possibile sito di ricombinazione nedianzione dellRdRp-VP1 (Hansmaet al.,
2007).

In genere, gli eventi di ricombinazione coinvolgooeppi di genotipi diversi appartenenti allo
stesso genogruppo e hanno una frequenza, almermqu@eto riguarda i norovirus, intorno al 14%
(Phanet al.,2007). Sono stati descritti eventi di ricombina&dra norovirus suino e ceppi umani,

ma una doppia infezione dell'ospite non pud eskdtavia esclusa (Wangt al.,2005a).

Hansman ha descritto la ricombinazione tra cepmliffierenti genogruppi, Gll e GIV del genere
Sapovirus E’ anche possibile che I'evento di ricombinazioneluda anche un rappresentante del
GlII (porcine enetric Sapovirus) (Hansmetnal.,2005).

Comunque, coinfezioni con virus umani e virus atirpatrebbero dare vita attraverso eventi di
ricombinazione a una generazione di nuovi virus dorerso potenziale patogeno e alterato

tropismo sia nelle specie animale che umana.
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VIRUS DELL'EPATITE E

66



Eleonora Ponterio, Dottorato di Ricerca in Epiddog@ e Controllo delle Zoonosi XXIV ciclo Tesi di Dottorato

SEZIONE SPERIMENTALE: VIRUS
DELL'EPATITE E

In questa sezione verranno illustrati i risultatteauti nel corso degli studi relativi al virus
dell’Epatite E (HEV).

In sintesi:

» Ad oggi, non esiste un sistema cellulare per ldicegonein vitro di HEV e cio limita
fortemente gli studi sulla replicazione, patogereegnmunologia di HEV. In alternativa ai
sistemiin vitro, I'espressione del capside virale e la produzainesattivi immunologici
costituiscono una possibilita per la caratterizaagidel virus. Lo scopo del lavoro é stato la
produzione di antigeni virali attraverso il clonag@ 'espressione in sistemi ricombinanti
(sistema ricombinante di baculovirus e il sistenmaaniki Forest Virus Replicon) della
proteina del capside di un ceppo di HEV di origgugna identificato in Italia. L’antigene
espresso e stato utilizzato per la produzioneeti policlonali e anticorpi monoclonali utili

ai fini diagnostici e per la caratterizzazione rgCAPITOLO 3).

» Ricerca del virus HEV, in campioni di feci, bilefegato prelevati, da suini al macello. Lo
scopo di questo lavoro e stato lo studio delleetamioni tra ceppi suini e umani mediante
analisi di sequenza, fornendo elementi utili a taatk il potenziale zoonosico di HEV e i

rischi di cross-contaminazione nelle fasi di maatine del suino (CAPITOLO 4).

» Messa a punto di test diagnostici per la ricercandiicorpi contro HEV nel suino, basati su
antigene espresso in sistemi ricombinanti. Utilizi® test sviluppati (ELISA, Western
blotting e immunocitochimica) per uno studio dire@evalenza in suini e in cinghiali
(CAPITOLO 4).
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CAPITOLO 3: Caratterizzazione antigenica e
molecolare di HEV

La diagnosi clinica dell'epatite E umana e stata &d oggi limitata dal numero ridotto di laborator
elo strutture ospedaliere che effettuano i test quezsta malattia, ma soprattutto dalle poche

conoscenze che si hanno sul virus, dovute anchemnahcanza di un sistema di cresiitaitro.

| sintomi clinici di epatite E umana spesso noncsdistinti da altri tipi di epatite virale acutajae
diagnosi definitiva quindi deve basarsi su provdathoratorio, eseguite di norma mediante test
ELISA e/o PCR. Lo stesso approccio viene utiliazagr la diagnosi di infezione da HEV nei suini.

Proprio per la mancanza di sistema di credaitaitro, grossi passi in avanti sono stati fatti nella
messa a punto di metodi molecolari, quali trasoneiinversa e PCR (RT-PCR) e real-time RT-
PCR (Huanget al.,2002; Bankst al.,2004; Jothikumaet al.,2006; Pandat al.,2007), sia per il
suino che per l'uomo. Tuttavia, sebbene questactezmpermettano di evidenziare la presenza di
genoma virale e di quantificarlo, esse non consentb determinare la presenza di virus infettante
nei campioni saggiati (Mushahwat al., 2008). Inoltre, I'ampia variabilita nucleotidicliaterno

dei ceppi umani e suini pone dubbi sulla capacitguwksti metodi di identificare tutti i ceppi

circolanti, e richiede attenzione allo sviluppandovi primer.

La diagnosi sierologica viene effettuata di fregeemn particolare, nei casi clinici umani, viene
eseguita la ricerca di IgM anti-HEV. La diagnogrsiogica si basa sull'utilizzo di antigene virale
ricombinante, la proteina capsidica, espressasiersi cellulari diversi. Stante I'appartenenza dei
guattro genotipi di HEV, sia di origine umana ch&a ad un unico sierotipo, la proteina capsidica
ricombinante umana di HEV cross-reagisce con armicanti-HEV suino, e viene per questo
utilizzata in molti lavori di valutazione sierolagi della prevalenza di anticorpi nei suini (Megig
al., 2002; Huet al.,2008; de Oyeet al.,2009; Roset al.,2010).

In questo capitolo saranno riportati i risultati @cune prove di produzione di antigeni virali
sintetici ottenuti attraverso il clonaggio e I'espsione in sistemi ricombinanti (baculovirus e il
replicone di Semliki Forest Virus, SFVr) della givia del capside di un ceppo di HEV di origine
suina. L'espressione di proteine strutturali virgtie auto-assemblano in virus-like particle (VLP)
utilizzando il sistema baculovirus, e stata detsciper diversi virus a DNA e a RNA (Noad al.,

2003). Le VLP prodotte da questo sistema solitaméainno proprieta fisiche e immunogeniche
simili al virus wild type (Liet al.,1997; Roseet al.,2010). Le sequenze del’lORF2 di ceppi umani
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di HEV sono state efficacemente espresse in ceflihsetto; tuttavia, nel caso dei ceppi di HEV
suino, solo in un caso la proteina ha assemblat¥LiR, e solo dopo aver sostituito diversi
aminoacidi rispetto alla sequenza originale (Retsal.,2010). | primi studi effettuati sulla capacita
della proteina capsidica di auto assemblare in \lgAnero condotti utilizzando un ceppo di HEV
umano. Venne evidenziato che, per ottenere le \ArR,necessaria I'espressione di una forma
deleta di 111 aa all'N-terminale della ORF2. In@ltvenne anche dimostrato che, se espressa dal
gene ORF2 con due delezioni, rispettivamente aiininale e al C-terminale, la proteina
assemblava in VLP che avevano una dimensione paolai (diametro di 23,7 nm invece di 27 nm),
rispetto al virusnaive | risultati nel complesso suggeriscono che latgina del capside viene
processata attraverso delezioni nella porzione GHerminale, forse attraverso proteasi dell’ospite
prima o durante 'assemblaggio del virus étial.,1997). Ed e per questo che nel lavoro presentato
in questo capitolo la proteina capsidica ORF2 dcepo suino di HEV identificato in Italia e stata
espressa sia con una delezione di 111 aa all’Nutetensia con un'ulteriore delezione di 59 aa nella

porzione C-terminale, utilizzando il metodo di blasirus ricombinante e il metodo SFVr.

L’antigene espresso € stato utilizzato per la prmohe di sieri policlonali e anticorpi monoclonali

utili ai fini diagnostici e per la caratterizzazeonwirale.

3.1 ESPRESSIONE DI ANTIGENI VIRALI MEDIANTE IL
SISTEMA BACULOVIRUS E PRODUZIONE DI ANTICORPI
MONOCLONALI.

3.1.1 INTRODUZIONE

Di recente, la presenza di HEV nel suino e statscrittea in numerosi paesi industrializzati
(Aggarwalet al.,2011) compresa ['ltalia (Capriodit al.,2007; Di Bartoloet al., 2008; Di Bartolo
et al.,2011).

Nel 2006, uno studio effettuato su suini clinicateesani provenienti da 6 allevamenti nel nord
Italia ha evidenziato una elevata prevalenza di H&ppartenente al genotipo 3 (Di Barteloal.,
2008). Il genotipo 3 € presente nei paesi industziati, Europa e America compresi, associato a
casi sporadici nell'uomo, ed e stato anche deseréi suini, cinghiali e cervi (De Dees al.,2007;

Boadellaet al., 2010; Di Bartoloet al.,2011). E’ proprio sul genotipo 3, sulla strettaretazione
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dei ceppi identificati nelluomo e in questi animah particolare nel suino, e su una serie di

evidenze epidemiologiche, che si basa l'ipotesadedsmissione zoonotica di HEV.

Data la mancanza di un idoneo sistema cellulardgperescita del virug vitro, I'espressione del
capside virale in sistemi d’espressione ricombinatstituiscono la sola possibilita reale per la

produzione di reattiviimmunologici e la caratteazione del virus.

La proteina del capside virale di un ceppo di HENAe g3, identificato in Italia nel 2006, é stata
clonata ed espressa nel sistema eucariotico ric@nt® di Baculovirus, e utilizzata per produrre
sieri policlonali e anticorpi monoclonali muriniuscessivamente caratterizzati parzialmente. |l
sistema ricombinante di baculovirus & stato sgetta@hé € un sistema eucariotico e perché offre
diversi vantaggi rispetto ai sistemi procariottca i qualila corretta formazione di ponti disolfuro e

modificazioni post-traduzionali (glicosilazione sforilazione e acetilazione).

3.1.2 MATERIALI E METODI

RT-PCR e clonaggio. L'RNA totale e stato estratto da un campione de kdi un suino
clinicamente sano (positivo per HEV, denominaton®&8b/G.3/08/IT), utilizzando il kit Qiamp
Viral (Qiagen). L' RNA ottenuto e stato utilizzater sintetizzare il cDNA mediante oligo(dd e
I'enzima SuperScripf 11l (First-Strand SuperScripf 1l Synthesis System, Invitrogen), sfruttando
qguindi come stampo la regione poli-A del genomaleir I cDNA ottenuto €& stato amplificato
mediante PCR con il primenAB110RF2(5'-GC TCT AGA GAATG GCC GTA TCA CCG GCT
CCC GAT ACA GCC-3), fiancheggiato dal sito enzimcatdi restrizioneXba (sottolineato) che
appaia alla porzione N-terminale dellORF2 esatta®e333 nt a valle del’ATG (il codone di
inizio inserito e indicato in grassetto), e RORB2GAC TCG AGATTA AGA CTC CCG GGT

TTT ACC-3’), fiancheggiato dal sito enzimatico d@istrizioneXhd (sottolineato) che appaia alla

porzione c-terminale dell’ ORF2 (il codone di stogdicato in grassetto). In alternativa, una seconda
PCR é stata effettuata con il primer Rc590RF2GBE TCG AGATTA CGC AAG GGC CGA
ATG TG-3"), fiancheggiato dal sito di restrizioKdd (sottolineato), che appaia 177 nt a monte del

codone di stop della ORF2 e contiene un sito ¢, dtadicato in grassetto. Le due coppie di primer
consentono di amplificare la regione di 1,7 kbrispondente alla ORF2 priva dei primi 111 aa,
oppure una regione di 1,5 kb corrispondente addetezione dei primi 111 amminoacidi e degli
ultimi 59 amminoacidi, della regione capsidica (QREel ceppo suino HEV swine85/G.3/08/IT
(Acc. No. GU117636). Una metionina (in grassettdl’'aiggonucleotide FA1110RF2) é stata
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introdotta traXba e i 112 amminoacidi residui. Il frammento di k@ ottenuto, fiancheggiato da
Xba e Xhd, é stato clonato negli stessi siti di restrizioel vettore donatore pFastBac™1
(Invitrogen), e i costrutti ottenuti, denominati gl BO8AORF2 e pFastBO&9-590RF2, sono
stati trasformati nel ceppo batteri€o coli DH10Bac (Invitrogen). All'interno del batterio dsp
'avvenuta ricombinazione tra il vettore donatop&4stBO8ARORF2 o pFastBO&Y-590RF2) e il
plasmide ricevente presente ha portato alla forom&zidel vettore BacHEML11ORF2 o
BacHEVA111/-590RF2. Questo corrisponde all'intero genoneh lohculovirus, in cui risulta
inserito, a valle del promotore forte della poliedr il frammento della ORF2 clonato. La conferma
dell'avvenuta ricombinazione e del corretto framdettura e stato verificato mediante analisi di
sequenza nucleotidica (Acc. No. GU556929), confedoalidentita del ceppo suino come
genotipo 3 subtipo e (g3e) e verificando ancheritatto frame. Il baculovirus ricombinante estratto
dal ceppo batterico € stato usato per trasfetiiale d’'insetto Sf9 (linea cellulare @podoptera
frugiperdg e Tn5 (BTI-TN -5B1-4 High Five cells), per generaino stock virale ad alto titolo

idoneo per esprimere efficientemente la proteina.

Produzione del bacmide BacHEW1110ORF2-his

In analogia a quanto descritto, lo stesso frammdatia ORF2 e stato utilizzando per generare una
fusione tradizionale all’N-terminale con una codastidine. A tale scopo, e stata condotta una
nuova PCR utilizzando lo stesso stampo, il prim@RR2, e un nuovo primer oligonucleotidico,
denominato B111HEVist (5-GCT CTA GAG @T G CA CCA CCA CCA CCA@®C CGT ATC
ACC GGC TCC CGA TAC AGC C -3), in cui, oltre altsidi restrizioneXba (sottolineato), sono

presenti il codone di inizio ATG (in grassetto)clada di istidine (in corsivo) e la porzione daR11

aminoacido della ORF2. Il frammento di DNA di 1§ &ttenuto, privo dei primi 111 aa e con una
coda di poli-istidine all’N-terminale, e stato chin nel vettore donatore pFastBac™1 (Invitrogen),
generando, come riferito nel paragrafo precedeiitepacmide ricombinante denominato
BacHEVHI?A1110RF2.

Preparazione e purificazione dell’antigene ricombiante
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Dieci fiasche di monostrati cellulari di Sf9 e TABr5 cnf), adattate a crescere in Sf900 medium
(Gibco) e EX-CELL 401 medium (JRH, Lenexa, KS), atate infettate con BacHEX110RF2,
BacHEVA111/-590RF2 o con il BacHEVHM 110RF2. La proteina ricombinante e stata ottenuta
dopo 6 giorni dall’infezione, quando era presemalififuso effetto citopatico. Le cellule sono state
raccolte e lisate mediante 3 cicli di congelamentrongelamento. L'estratto cellulare proteico e
stato poi analizzato mediante SDS-Page. Una peotéin55 kDa e stata prodotta ad alte
concentrazioni nel citoplasma delle cellule, edtaasspecificatamente riconosciuta da un siero
iperimmune, usato come controllo positivo (gentiteefornito da Dr. Nicole Pavio, ANSES-
ENVA-INRA, Maisons-Alfort, France; Roset al., 2010). La proteina e stata parzialmente
purificata mediante cromatografia a scambio iornisando Macro-Prep Hydroxyapatite column

(BIO-RAD), seguendo le istruzioni della ditta prdigice.

Per la purificazione della proteina con la codastidline € stato usato un metodo cromatografico in
cui la resina di acido nitroacetico lega uno iorehel, che a sua volta viene chelato dalle istidine
della proteina (Ni-NTA)(Qiagen).

In dettaglio, I'estratto proteico e stato ottenlisando le cellule mediante impiego di un sonicator
Il sedimento ottenuto e stato risospeso (5 ml/gpetio bagnato) nel tampone di lisi B (8 M urea;
100 mM NaHPQ,;; 10 mM Tris-HCI; 10 mM imidazolo; 20 mM-mercaptoetanolo; pH 8,0) e
lasciato in agitazione a temperatura ambiente pewsrdl Successivamente il lisato e stato
centrifugato a 10000 x g per 20 minuti, e al soptante chiarificato & stata aggiunta la resina Ni-
NTA (QIAGEN) (1 ml di soluzione contenente la resial 50% per 4 ml di lisato) per 1 ora a
temperatura ambiente. La resina e stata lavatavdite con 4 ml del tampone C (8 M urea; 100
mM NaHPQO,; 10 mM Tris-HCI; 10 mM imidazolo; 2 M NaCl, pH 6,3 'eluizione della proteina

e stata infine effettuata mediante i tamponi D (&ida; 100 mM NapPQy; 10 mM Tris-HCI; 10
mM imidazolo, pH 5,9) (quattro eluizioni di 0,5 rmiascuna), ed E (8 M urea; 100 mM N&idy;

10 mM Tris-HCI; 250 mM imidazolo, pH 4,5) (quatietuizioni di 0.5 ml ciascuna).

Dopo visualizzazione su gel di SDS-PAGE (poly-azmyide gel electrophoresis), le frazioni
proteiche sono state dializzate in tampone diunaaione (0,1% Tween 20; 0,1 M Tris-HCI, pH 8;
0,1 M NacCl; 0,1%pB-mercaptoetanolo; 8 M urea; 1 mM EDTA) per 16 oré°eC in agitazione
costante. In seguito, la concentrazione di uretata sidotta lentamente, mediante diluizioni serial
al raddoppio con quantita crescenti di tamponetunaate (50 mM Tris-HCI, pH 8; 150 mM NacCl;
0,1% Tween 20), fino ad arrivare ad una concerdrezdi urea di 0,25 M. La dialisi finale & stata

eseguita nel solo tampone rinaturante.
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Nel testo di questa tesi, la proteina con la cddatidine verra esplicitamente segnalata; dove non

specificato, ci si riferira all’antigene senza tala di istidine.

Immunizzazione di topi Balb/c con la proteina capsilica ricombinante. Tre topi Balb/c di 12
settimane sono stati inoculati per via intrapeete con 0,5 ml di una preparazione 1:1 di proteina
capsidica (15.49) purificata e adiuvante completo di Freund (Signtaue dosi di richiamo sono
state somministrate a intervalli di due settimampiegando adiuvante incompleto di Freund
(Sigma). Dopo 14 giorni dall'ultimo inoculo, campiodi sangue sono stati prelevati dai topi
immunizzati, e 1 sieri sono stati analizzati in BB, Western blotting e colorazione
mmunocitochimica di cellule infette (Immunoperossii per verificare la presenza di anticorpi
anti-HEV, utilizzando la proteina capsidica puifia come antigene e utilizzando il siero

policlonale suino come controllo positivo (Reseal.,2010).

Western blotting. La proteina capsidica espressa di HEV é stataacarsun gel di SDS-PAGE e
quindi trasferita su membrana di nitrocellulosa raeté un apparato per blot semidry (BIO-RAD).
La membrana é stata quindi incubata per 18 tCaid PBS contenente 5% latte. Successivamente,
essa e stata incubata con siero policlonale posftiedi prima), diluito 1:1000 in PBS con 1% di
latte, per 90 min a temperatura ambiente. Dopw&ggi con PBS 0,05%Tween 20, la membrana e
stata incubata per 1 ora, con una diluizione 1:02@iGanticorpo anti-IgG (H+L) di suino coniugato
con fosfatasi alcalina (SIGMA). L'avvenuto legarmal'dnticorpo € stato quindi rilevato mediante
colorazione con NBT/BCIP (nitro blue tetrazoliungbro-cloro-indolilfosfato, Pierce).

ELISA. Piastre da 96 pozzetti in polistirene trattato BeEISA (NUNC) sono state sensibilizzate
con 50ul di una sospensione in PBS di antigene ricombam&®RF2 di HEV (0,01 pg/pozzetto) e
incubate per 18 h &@. Le piastre sono state successivamente incubat®BS al 5% di latte per
1 ha37C. Dopo 2 lavaggi con PBS 0,1% Tween-20, a ciapomzetto sono stati aggiunti p0di
siero alla diluizione di 1:1000 in PBS con 0,5%datDopo 90 min a 3, sono stati eseguiti 3
lavaggi con PBS 0,1% di Tween 20, ed e stato quagdiunto I'anticorpo anti-lgG (H+L) di suino,
coniugato con fosfatasi alcalina (SIGMA), alla dilone 1:12000 in PBS con 2,5% di latte. Dopo 1
h a 37C, la reazione e stata evidenziata con p-nitrofdosfato (Sigma) in tampone 10mM

dietanolammina, pH 10. La densita ottica (OD) éastidevata mediante lettura spettrofotometrica a
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una lunghezza d’onda di 405 nm. Il cut-off e ststibilito per ogni test in accordo con i controlli
interni secondo la formula: (OD controllo positivdDD controllo negativo) x 0,15 + OD controllo

negativo.

Immunocitochimica. La specificita di legame degli anticorpi nei sidrisuino verso la proteina
capsidica del ceppo suino di HEV espressa é satardinata mediante colorazione di cellule Sf9
esprimenti la proteina ricombinante. A tal fineJldle Sf9 sono state cresciute su piastre a 96
pozzetti e infettate con baculovirus ricombinant@cBEVA1110ORF2, che esprime la proteina
capsidicaA111HEV, o con un baculovirus non ricombinante, caraatrollo negativo. Dopo 72
ore, le cellule infettate sono state fissate coa swluzione di PBS e metanolo 1:1, per 3 minuti a
temperatura ambiente, e successivamente con metassbluto per 20 minuti. Dopo 3 lavaggi con
PBS, i monostrati cellulari sono stati incubati ¢ameri (diluizione 1:1000) in PBS all’1% di BSA

e la piastrina é stata incubata per 90 minuti @3T monostrati cellulari sono stati quindi lavati
incubati per 1 ora a 3T con anticorpo secondario anti-lgG (H+L) di suiooniugato con
perossidasi (Sigma), diluito 1:3000, o con I'antpm secondario anti-lgG (H+L) murino coniugato
con perossidasi (Bio-rad), diluito 1:3000 in PB81&b di BSA. La colorazione é stata sviluppata

tramite reazione con amino-ethylcarbazole (AECG30mM di tampone acetato, pH 6.

Analoghi protocolli operativi sono stati effettuatin la proteina contenente la coda di istidine. In
aggiunta, la presenza della coda ha permesso ldzate un anticorpo commerciale che lega in

maniera specifica le istidine.

Fusione. Per la produzione di anticorpi monoclonali (MADb) esfici verso HEV, i topi
immunizzati che mostravano una sieroconversionsovix proteina capsidica di HEV in ELISA
hanno ricevuto un’ulteriore dose di richiamo ped@rena quattro giorni prima di essere sacrificati
per la fusione. Dopo eutanasia, la milza é stat@ssa, risospesa in terreno Dulbecco modificato
(D-MEM) e omogenizzata. La risultante sospensicgikilare € stata trattata per 5 minuti con una
soluzione ipotonica di NiI allo 0,83% in acqua a 4°C per lisare gli erittiod linfociti splenici
sono stati quindi purificati per centrifugazion&aterso un cuscino di FBS (10 ml) a 1.000 rpm per
8 minuti a temperatura ambiente. Decantato il swgdante, il sedimento di linfociti € stato
risospeso in 20 ml di D-MEM, e il numero delle a#dl presenti € stato determinato, con conta al

microscopio ottico, usando un colorante vitale ¥0,Aripan blu in PBS).
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Cellule di mieloma FOX-NY provenienti da topi simgg, in rapporto di 1:5 rispetto al numero
totale di linfociti isolati, sono state lavate cBAMEM senza siero e unite alla sospensione di
linfociti. La sospensione mista di cellule é statecolta mediante centrifugazione a 1.000 rpm per 8
minuti e risospesa per la fusione in 1 ml di pdeetglicole (MW 3700 Sigma) diluito al 50% in
D-MEM. Dopo agitazione per 60 secondi, quantitzssceati di D-MEM sono state aggiunte alla
sospensione ad intervalli di un minuto, fino a iaggere il volume finale di 25 ml. Dopo
un’ulteriore centrifugazione a 1.000 rpm per 8 niinle cellule sedimentate sono state risospese in
terreno selettivo AAT (D-MEM 2x contenente il 15% EBS, e addizionato con 4 x 1M di
amminopterina, 8 x IOM adenina e 1,6 x TOM timidina), seminate in piastrine a 96 pozzet@(2

Wl per pozzetto), e incubate a°87in atmosfera di C©all'8%. Le colture clonali sviluppate in tali
condizioni sono solo quelle originate dalla fusidre cellule parentali di mieloma con linfociti

splenici.

Purificazione degli anticorpi monoclonali e determmazione dell'isotipo.Cinquecento microlitri

di campione contenenti gli anticorpi monoclonalii&fEV sono stati diluiti in 5 ml di tampone di
legame (20 mM tampone fosfato pH 7,0), filtratd@®pum) e sottoposti a cromatografia per affinita,
su una colonna (diametro 0,8 cm, altezza 10 cnymel5 ml) di proteina G immobilizzata su
agarosio (Pierce) precedentemente equilibratanipdae fosfato. La proteina G € in grado di legare

il frammento Fc di tutte le immunoglobuline di igt 19G.

Dopo lavaggio con 50 ml di tampone fosfato, le imwglobuline legate alla proteina G sono state
eluite con tampone 20mM glicina, pH 3,0 in un vo&udi 6 ml. Il pH e stato neutralizzato con 1 M

Tris-HCI pH 8,8, e I'anticorpo eluito e stato quinlializzato in tampone fosfato.

Il livello di purezza dell’anticorpo purificato @ado verificato mediante separazione elettrofoeetic
su gel di SDS-Page 12%. La concentrazione dellteipia € stata determinata con il metodo di
Bradford (BIO-RAD) e un’immunoglobulina di topo arccentrazione nota, per la costruzione di

una curva standard di riferimento.

La determinazione dell'isotipo degli anticorpi matanali € stata effettuata tramite saggio ELISA
usando urkit per anticorpi prodotti in topo (Mouse Monoclonahthody Isotyping Reagents,
Sigma).
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Produzione di MADb verso un ceppo di HEV suino di agine francese.Topi Balb/c sono stati
immunizzati con 25 pug di VLP prodotte a partire da ceppo di HEV suino francese (gentilmente
fornito da Dr. Nicole Pavio, ANSES-ENVA-INRA, Maise-Alfort, France; Roset al., 2010)
usando adiuvante di Freundt i.p. La proteina ORFRIENV (Acc. No. AY585859), subtipo 3a, &
stata espressa utilizzando il sistema baculoviagnbinante, producendo VLP come descritto nel

lavoro di Rose e colleghi (2010).

3.1.3 RISULTATI

Espressione della proteina capsidica di HEV suinoemotipo 3.L’espressione della proteina del
capside virale e stata condotta infettando celldieinsetto Sf9 o Tn5 con il baculovirus
ricombinante BacHEX1110ORF2, contente la delezione N-terminale deltaoree della proteina

capsidica, o con BacHEAM 11/-590RF2, che contiene anche una seconda dededidb9 aa nella
porzione C-terminale. Dopo 7 giorni dallinfezionemonostrati cellulari mostravano evidente
effetto citopatico e le cellule sono state raccoligate ed esaminate mediante SDS-PAGE e
Western blotting (WB) (Fig. 3.1). Per la proteimanda sola delezione all’N-terminale, i risultati
sono riportati nella figura 3.1. Sia le cellule T(fig 3.1 A-B) che le cellule Sf9 (fig. 3.1 C)
esprimevano una proteina di 55kDa, presente siatatho delle cellule (fig. 3.1 C linea 2: celljile
che nel sovranatante di coltura (fig. 3.1 lineari&dium), sebbene il livello di espressione fosse
superiore nelle cellule Sf9 (fig.3.1 C). La protewisualizzata al microscopio elettronico mediante
colorazione negativa non assemblava Virus-like particles (VLP), risultando insolubile,
nonostante diversi tentativi fatti, utilizzando danoni di crescita diverse (dati non riportatija L
proteinaA1110RF2 é stata quindi parzialmente purificata deasromatografia a scambio ionico
(vedi Materiali e Metodi 3.1.2). Per quanto rigumarth proteina con la doppia delezione,
HEVORF2A111/-590RF2, sono stati ottenuti risultati moltmgi, riportati nella figura 3.2. La
proteina non assemblava, ma veniva espressa efficade ed era riconosciuta dai reattivi
immunologici disposizione utilizzati, compresoig® suino ottenuto con il virus wild-type. Le due

proteine espresse, apparivano quindi simili altagina nativa dal punto di vista antigenico.

76



Eleonora Ponterio, Dottorato di Ricerca in Epiddog@ e Controllo delle Zoonosi XXIV ciclo Tesi di Dottorato

A Mw 1 2 3 B Mw 1 2 3 C Mmw1 2 3 a4
97 100 -
’ 75- o7
664 66
--r;=;; —
504 45100
45+
37, ==
QR p—
-
31— a5 1
214 -
204 o

Figura 3.1 Analisi della proteina capsidica ricombnante di un ceppo suino HEVW1110RF2
ottenuta da cellule Sf9 e Tn5 infettate con BacHEN1L110ORF2 A) SDS-PAGE di estratti
proteici di cellule Tn5 infettate con BacHBY110ORF2. B) Western blotting su membrana di
nitrocellulosa contenente le proteine totali deldlule Tn5, ibridizzata con siero policlonale suin
anti-HEV. La freccia indica la banda proteica atésh-kDa). C) Analisi di cellule Sf9 infettate con
alto titolo di BacHEVA1110RF2. Linea 1: pellet cellulare; linea 3: lisa®lulare infetto; linea 4:

supernatante di coltura. MW: marker di peso moleo(Low Range, Biorad).

104 kda
83 kda

49kda

37kda

29kda

15kDa

Figura 3.2 Analisi della proteina capsidica ricombnante di un ceppo suino HEWA111/-
590RF2 ottenuta da cellule Sf9 infettate con BacHEA111/-590RF2 Western blotting:
membrana di nitrocellulosa contenente le protentalitdelle cellule Sf9 infettate con baculovirus
BacHEVA111/-590RF2 incubata con siero policlonale suingld&V. Le frecce indicano la banda
proteica attesa (50-kDa) e la banda del controtisitvo di (55 kDa). Linea 1: lisato cellulare

infetto con BacHEYA1110ORF2 (usato come controllo positivo); linea Z&rker di peso molecolare
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(Low Range prestained, Biorad); linea 3: lisatolutate non infetto; linea 4: supernatante di
coltura; linea 5: lisato cellulare di cellule irtege con BacHEX111/-590RF2.

Anticorpi monoclonali (MAbs). | sieri dei topi immunizzati con la proteina capsid
HEVA1110RF2 sono stati analizzati in esperimenti di Mfes blotting utilizzando antigene
ricombinante purificato. | sieri riconoscevano ww@a banda relativa alla proteina con la taglia
attesa (55 kDa) (fig. 3.3, A), identica alla prageiriconosciuta da un siero iperimmune suino di
controllo contenente anticorpi anti-HEV (fig. 3B). Confermata la positivita dei sieri, gli animali
sono stati sacrificati per produrre un pannell@amticorpi monoclonali (MAbs), secondo protocolli
consolidati presso il Laboratorio. | MAbs sono istsaminati mediante ELISA e WB, utilizzando la
proteina capsidica di HEV parzialmente purifica@uattro dei 10 MAbs sono risultati positivi in
ELISA e in WB, essendo verosimilmente diretti congpitopi lineari della proteina (Fig. 3.4 A).
Infine, il legame dei MAbs alla proteina capsiditiaHEV € stato saggiato mediante colorazione
immunocitochimica di monostrati di cellule Sf9 itiegi con baculovirus ricombinante
BacHEVA1110RF2, utilizzando come controlli positivi unrsiesuino e uno murino positivi per
anticorpi contro HEV (Fig. 3.4 BC). Otto MAbs hanpoodotto una colorazione specifica negli
esperimenti di immunocitochimica (Fig. 3.4 D, teshdotto con uno dei 10 MAbs), confermando il

riconoscimento specifico della proteina capsidsaressa da parte degli anticorpi prodotti.

K+ K- K+ K-
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Figura 3.3 Western Blotting con estratto proteico di cell&#® infettate (K+) e non infette (K-),

immuno-colorato con sieri policlonali murini (A)ogn siero suino positivo per HEV (B)

-..4 ;

:
i

Figura 3.4 A) Esperimenti di WB condotti utilizzando proteicapsidica di HEV parzialmente
purificata e i MAbs prodotti. B), C), D). Immunoad¢himica su monostrati di cellule Sf9 infettati
con BacHEW1110RF2, colorati con sieri policlonali suino (B)neurino (C), come controlli

positivi, € con gli anticorpi monoclonali generd)).

MADbs ottenuti contro VLP di HEV di un ceppo di HEV suino francese.Topi Balb/c sono stati
immunizzati con 25 pg di VLP di un ceppo suino dt\H(Dr. Nicole Pavio, ANSES-ENVA-
INRA, Maisons-Alfort, France; Ros al.,2010).

Quattro anticorpi monoclonali (MAbs) sono stati gati dalla fusione di splenociti con cellule
murine di mieloma (FOX, vedi materiali e metodi.2)le caratterizzati mediante Western blotting
e ELISA.

MAbs  Western blotting Elisa HEV
2H4 - +
1H10 - +
1B5 - +
1A8 - +

Tabella 3.1 Quattro degli anticorpi monoclonali ottenuti cante VLP di HEV di un ceppo francese sono
stati caratterizzati mediante ELISA e WB.
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Caratterizzazione degli anticorpi monoclonali proddti. Tutti gli anticorpi monoclonali prodotti
sono stati purificati e quantizzati (fig.3.5), ®kati mediante ELISA. Il test ha confermato il éege
specifico degli anticorpi purificati alla proteir@apsidica di HEV, ma non alle VLP di un virus
eterologo (VLP di BEC, Zakhouwst al., 2010); inoltre, gli anticorpi monoclonali direttontro la
proteina lineare del ceppo suino italiano mostravama efficienza di legame anche per le VLP del
ceppo suino francese di HEV (tabella 3.2) sempg8di

1 2 3 4 5
i e s —_——
P— 106.9kDa
93.6kD
B e P— - . a
T i
52.2kDa
i,
- — 37.2kDa
—
- 28.2kDa

Figura 3.5: Analisi mediante SDS-PAGE dell'anticorpo 2B1 nevetsi stadi di purificazione.
Linea 1: campione originale (0,1 pl di 500 ul); &mn2: effluente (10ul di 15 ml); Linea 3: eluato
(10 pl di 7 ml); Linea 4: eluato concentrato (1duR ml); Linea 6: marker di peso molecolare (Low

Range, Biorad).
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Proteina capsidica ceppo  VLP ceppo HEV suino

HEV suino italiano francese
MADbs Isotipo ELISA WB IPA ELISA WB
2B1 1gG1 + + + + +
3E12 lgG1 + + ; + +
1D3 1gG1 + + + + +
2F2 + + + + +

Tabella 3.2 Quattro degli anticorpi monoclonali ottenuti soatiscaratterizzati mediante ELISA e
WB. Gli anticorpi reagivano sia con la proteinasida ricombinante di HEV del ceppo italiano,
sia con le VLP di HEV prodotte in Francia (Redel.,2010).

ELISA= enzyme-linked immunosorbent assay; WB = Wesblotting; IPA = immunocitochimica,

colorazione di cellule Sf9 infettate con BacHEM 10RF2;

Produzione del bacmide BacHEWW1110RF2-his.La proteina capsidica del ceppo suino italiano
di HEV espressa con il sistema del baculovirusnigsimante non e risultata nella produzione di
VLP, e per questo é stato possibile ottenerne wato parziale purificazione. Successivamente, la
proteina e stata espressa con lo stesso sistemproghacendo una proteina di fusione contenente
una coda di istidina nella porzione N-terminalejliagatale per la purificazione mediante

cromatografia di affinita.

hY

L'espressione della proteina capsidica in Sf9 tafet con BacHEX111ORF2his € stata
confermata con IPA e WB, usando un anticorpo coroialer anti-istidina (fig. 3.6 A) e un siero
iperimmune anti-HEV (fig. 3.6 B e fig. 3.7). Il teé risultato nella colorazione di una proteina
presente nell’estratto cellulare, con il peso mulee atteso di 55 kDa. La proteina & stata
purificata in condizioni denaturanti, essendo esgaan forma insolubile (fig. 3.8) (vedi materiali
metodi 3.1.2). Nonostante la proteina rinaturataisge riconosciuta dal siero iperimmune anti-
HEV (fig. 3.8 B) in WB, non era invece riconosciutediante ELISA, possibilmente per un folding

non corretto durante la procedura di rinaturazione.
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Figura 3.6 Immunocitochimica usando MAb anti-His and unaigoliclonale suino specifico per il ceppo
suino di HEV (Roset al.,2010) .

Poly Suino

Anti-HEV MAb Anti-His

- 116

- 518

- 347

Figura 3.7 Analisi di Western blotting della proteina HE¥11ORF2-his. Linee 1-2: siero policlonale suino
anti-HEV; linee 3-4: anti-His MADb. Il marker moleleme € mostrato. La freccia indica la posiziondadel
proteina ricombinante HEV ORF2.
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Figura 3.8 SDS-PAGE e Western blottingPannello A: SDS-PAGE e pannello B: Western blgttin

utilizzando un siero policlonale suino anti-HERoseet al.,2010).Linea 1: marker di peso molecolare (Low

Range, Biorad); Linea 2: lisato cellulare ottenddocellule infettate (controllo positivo); Linea@oteina

purificata.

3.1.4 DISCUSSIONE

Per molti virus, i test immunoenzimatici (ELISA)ramerciali sono risultati una buona alternativa
ai metodi molecolari per lo screening di campiolmici, data la loro semplicita, rapidita e la

possibilita di essere utilizzati per studi con lgvato numero di campioni.

Nel caso di HEV, sono presenti in commercio vati diagnostici ELISA, che, a fronte di una
specificita elevata, appaiono tuttavia solo pam@ite adeguati in termini di sensibilita (Blacksell
et al., 2007; Peraltaet al., 2009). La scarsa efficienza e verosimilmente tataealla variabilita

antigenica di HEV.

Questo studio e stato condotto al fine di valutarpossibilita di sviluppare reagenti impiegalili i

nuovi test diagnostici ELISA per la ricerca di aotipi anti-HEV in campioni biologici, attraverso
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la produzione e la caratterizzazione di anticogdigbonali e monoclonali (MAD) diretti contro la
proteina capsidica ORF2, che rappresenta I'antigemrcipale del virus. Come riportato nel
capitolo 4, l'antigene prodotto e risultato un mibi reattivo per gli studi sierologici. Per la
produzione di antigene virale, & stato clonatoeihg corrispondente alla regione del’lORF2 di un
ceppo di HEV di genotipo g3 (suino) identificato lialia, mediante il sistema ricombinante di
Baculovirus. Il ceppo suino utilizzato nello studswine85/G.3/08/IT) (Di Bartolet al., 2008) e
derivato da un campione di bile suina, ed era similceppi g3 tipicamente circolanti nei suini sia
in Europa che nel resto del mondo. La proteina g@itadera riconosciuta in maniera specifica da

sieri di suini infetti, dimostrandosi simile antrgeamente alla proteina capsidica del vinasve

Questa e stata parzialmente purificata e utilizzaga generare anticorpi monoclonali in topi
immunizzati per via parenterale. La milza dei tolpe presentavano sieroconversione verso 'ORF2
di HEV é stata utilizzata per la produzione di MAK.O MAb ottenuti hanno evidenziato reattivita
sia in Western blotting che in ELISA e in IPA, tlisti compatibili con il riconoscimento di epitopi
lineari. Quattro dei 10 anticorpi monoclonali prttdosono stati in parte caratterizzati, e
riconoscevano un epitopo lineare della proteinanecaivelato dal loro legame alla proteina in
Western blotting. Inoltre, le analisi mediante EAISranno dimostrato che questi anticorpi
monoclonali riconoscevano sia I'antigene linearecéepo suino italiano, sia le VLP ottenute da un

ceppo francese.

Risulati simili sono stati anche ottenuti con amz monoclonali prodotti utilizzando le VLP del
ceppo suino francese (Roskal., 2010), che riconoscevano in test ELISA sia lagnat ORF2

prodotta del ceppo italiano con una sola delezisizele VLP di HEV .

Inoltre, € stato dimostrato, mediante test ELISWestern blotting sia contro le VLP di HEV con
doppia delezione, (Roset al., 2010) che contro la proteina lineare con delezionea all'N-
terminale, che gli anticorpi monoclonali riconosae® non solo gli epitopi immunodominanti
presenti sulla superficie di VLP di HEV suino frese (Roset al., 2010), ma anche un epitopo
immunodominante presente nella regione 111-60taat6lo IV di questa tesi). Inoltre la proteina
prodotta non assemblata in VLP risultava antigenarae simile al capside virale nella sua forma
strutturata. Infatti gli anticorpi prodotti riconmsvano anche le VLP di un ceppo g3 suino

identificato in Francia.

Questo studio preliminare fornisce informazionil@wdtruttura antigenica delle particelle di HEV,
implicando che tra i residui 111-601 aa della pratecapsidica € presente un epitopo

immunodominante riconosciuto dai MAb anche sullaesficie delle VLP.
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Gli anticorpi monoclonali descritti in questo stodisultano utilizzati in successivi studi per la
caratterizzazione molecolare di HEV, attraversogsdglISA di competizione epitopica, per
individuare gli amminoacidi coinvolti nel riconoseénto Ag-Ab di anticorpi diversi mediante

tecniche di epitope-mapping.

Nell'ultima parte di questo studio, poiché la pige ottenuta dal ceppo di HEV suino italiano
appartenente al g3 € risultata non assemblatargigubn facilmente purificabile, la stessa é stata
espressa con un coda di istidina ed e stata patdfin condizioni denaturanti. Tuttavia la proteina
purificata e rinaturata ha mostrato bassa effi@emz ELISA, probabilmente dovuta ad errato

folding durante la rinaturazione.

3.2 SISTEMA D’ESPRESSIONE: SEMLIKI FOREST VIRUS
REPLICON

3.2.1 INTRODUZIONE

In questo studio la proteina capsidica di un cefigdEV di origine suina é stata espressa in cellule
di mammifero utilizzando il sistema ricombinanterfi&i Forest Virus replicon (SFVr).

E’ stato utilizzato un plasmide contenente il cDgénomico di SFV, che presenta il promotore
dalla DNA polimerasi SP6 da cui avviene la trasorie in vitro delle sequenze clonate, i geni
codificanti il complesso della replicasi di SFV,glomotore subgenomico interno di SFV e |l

segnale di poliadenilazione.

La regione che codifica le proteine strutturaliStiV € sostituita con un sito di clonaggio a livello
del quale vengono inseriti i geni eterologhi, lai @spressione e regolata dal promotore
subgenomico ad elevata efficienza di SFV (Liljestret al., 1994). 1l costrutto SFV viene trascritto

in vitro e I'RNA ottenuto viene utilizzato per trasfettaedlule fibroblastoidi di criceto (BHK-21).

La proteina del capside del virus dell'epatite EEYHI € codificata dalla open reading frame 2 (ORF
2) e presenta un’espressione variabile quando €spiia cellule d’'insetto, e ancora non sono del

tutto chiari i meccanismi della sua maturazionecéllule permissive. Il sistema SFVr é stato
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pertanto valutato come possibile alternativa alulmagrus ricombinante sia per I'ampia gamma di

cellule di mammifero utilizzabili come ospite cheralto livello di espressione.

3.2.2 MATERIALI E METODI

Cellule. Cellule BHK-21 sono state coltivate in terreno @@as minimal essential medium MEM)
con il 5 % di siero fetale di bovino (FBS), 10%fadsfato di triptosio, e 10 mM HEPES. Le cellule
di BSR (un clone di BHK-21) sono state coltivateGdlasgow MEM supplementato con 10% FBS,

penicillina (5 U/ml) e streptomicina (5 pg/ml). tellule sono state incubate a 37°C in 5%,CO

Costrutto del pSFV ricombinante. Sono stati clonati sia il gene ORF2 di HEV coma ulelezione
all’N-terminale priva dei primi 111 aminoacidi delproteina capsidica sia un secondo frammento
che la presenta anche seconda delezione di 59 acnilhoella porzione C-terminale. Per ottenere il
prodotto di PCR é stato utilizzato il ceppo swin€33/08/IT. Il cDNA ottenuto dalla coda poli-A
del virus é stato utilizzato in una reazione di P&R primers B1110RF2 (5-GC AGATCT GC
ATG GCC GTA TCA CCG GCT CCC GAT ACA GCC-3), fianchegtp dal sito enzimatico di
restrizioneBglll (sottolineato), e RORF2 (5-GAC TCG AGATA AGA CTC CCG GGT TTT
ACC-3), fiancheggiato dal sito enzimatico di régtyne Bglll (sottolineato), o alternativamente
con il primer Rc590RF (5GAC TCG AGATTA CGC AAG GGC CGA ATG TG-3'). Le due
coppie di primer consentono di amplificare la regi@i 1,7 kb, corrispondente alla ORF2 priva dei

primi 111 aa, oppure una regione di 1,5 kb cormsjgmte a delezioni dei primi 111 amminoacidi e
degli ultimi 59 amminoacidi nella regione capsid{€RF2) del ceppo swine HEV. | frammenti
ottenuti sono stati clonati in un vettore commdecipGEM (Promega), per essere poi recuperati
mediante una digestione con I'enzima di restriziBaeHI e successivamente clonati nello stesso
sito del vettore donatore pSFV-1 (Invitrogen). btatti ottenuti pSFV-1 BO@SORF2 e pSFV-1

BO8X/-590RF2 sono stati linearizzati con I'enzima ditrzioneSpé.

Trascrizione in vitro ed elettroporazione | virus ricombinanti sono stati prodotti in cellUBHK-
21 seguendo il protocollo di Liljestrom e Garoffef@@lundet al., 1993; Liljestrom e Garoff, 1991;
Liljlestrom e Garoff, 1994) usando pSFV-1 e il plagenhelper pSFV-H2. | costrutti lineari ottenuti

sono stati utilizzati in una reazione vitro, mediante I'enzima SP6 (Promega) a partire dal
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promotore corrispondente, per generare un trasgititetico. Questo e stato inserito nelle cellule
permissive BHK-21 mediante elettroporazione (Bia@Rall titolo virale € stato determinato
utilizzando un test di immunocitochimica usandosigro policlonale suino positivo (Rose al.,

2010).

Analisi delle proteine delle cellule infettate corSFVr. Cellule BHK-21 trasfettate, sono state
replicare lasciate in coltura per 16 ore, e suceasgente sono state mediante sottoposte a
centrifugazione a 3.000 rpm per 20 min@ia il supernatante che il pellet delle colturdutafi
infettate sono stati usati per la purificaziondalploteine. Il sovranatante € stato ultracentafog
35.000 rpm per 2 ore a 4° C, e il sedimento € statspeso in tampone PBS e conservatoCa #
pellet cellulare e stato invece risospeso in tarapBiPA (20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM
NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM EGTA, 1% NP-40, 1% sodiwaoxycholate, 2.5 mM sodium
pyrophosphate, 1 mM b-glycerophosphate,) per gaeard completa lisi delle cellule. La
sospensione é stata chiarificata per centrifugazéeih pellet e stato utilizzato per I'estrazioredl@
proteine. Frazioni del pellet e del supernatantaosstate raccolte per essere analizzate in

elettroforesi su gel di poliacrilamide in condizialenaturanti (SDS-PAGE) (fig. 3.9 B).

ELISA. La metodica ELISA impiegata € la stessa desarétgparagrafo 3.1.2.

Western blotting. La metodica WB impiegata € la stessa desardtgparagrafo 3.1.2.

Immunocitochimica. La metodica impiegata € la stessa desanitgparagrafo 3.1.2.
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3.2.3 RISULTATI

Analisi del prodotto purificato con un siero policlbnale suino anti-HEV

L’estratto proteico ottenuto da cellule BHK-21 ittéte € stato analizzato mediante SDS-PAGE e

WB utilizzando come controllo positivo siero ipenmane suino (Roset al.,2010).

Segnali specifici, corrispondenti per peso moleeoklla banda proteica di peso molecolare atteso
di 55 kDa, relativa a\1110RF2 HEV/ BOS85, e ad una piu piccola di 45 kBarrispondente a
A111/-59aa ORF2 HEV/BOS85, sono stati osservati in \®nfermati in SDS-PAGE (fig. 3.9).

-104

-83

- 37

|| ‘Superpellet pellet Super  neg  [mwy

A111-59aa A1

A111.5%a A111

Figura 3.9 Western blotting e SDS-PAGE della proteina capaidion una o due delezioni, espressa con |l

sistema di SFVr

Immunoperossidasi (IPA) delle cellule BHK-21 infetaite con SFVrA1110RF2 HEV/BO85 e SFVr
A111/-59aa ORF2 HEV/BO85

Per confermare ulteriormente la specificita di lagadei sieri iperimmuni é stato eseguito un test di
colorazione immunocitochimica, mediante immunop&dssi, Su monostrati di cellule BSR (4,8 x
10° cellule/pozzetto) infettati con SFVr esprimentetateina ricombinante con una o entrambe le

delezioni. Questo esperimento ha evidenziato laatgpdel siero iperimmune di legare in maniera
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efficiente e specifica entrambe le proteine prajotnettendo in evidenza una colorazione

intracitoplasmatica in corrispondenza dei focigplicazione virale (Fig.3.10).

..‘. " L]

VRN, < S

A111-59aa

Figura 3.10: Colorazione mediante immunoperossidasi di celluBRBnfettate con SFVr esprimente le

proteine ricombinanti del ceppo suino di HEV e naggacon il siero iper-immune (1:1000).

3.2.4 DISCUSSIONE

Il sistema SFVr permette di ottenere particellalviad elevato titolo, grazie alla alta efficienza
trascrizionale tipica dell'alphavirus (Lundstremal.,1994; Lundstronet al.,1995).

L'infezione da parte di SFV e citolitica e induceonte cellulare per apoptosi. E’ prevedibile
ipotizzare che i corpi apoptotici possano esserenasciuti da cellule APC favorendo cosi il
processamento e la presentazione dell’antigenessocéazione a molecole MHC-I e MHC-II,
aumentando il “cross-priming”. Inoltre, poiché leplicazione di SFV avviene esclusivamente a
livello citoplasmatico, questo metodo consenteldniaare i problemi di riduzione d'espressione
genica legati alla disponibilita dei fattori traigoonali nucleari, ai fenomeni di splicing e di

trasporto nucleo-citoplasma.

Poiché la proteina nativa del capside di particeitali di HEV non e stata caratterizzata, non e
chiaro se modificazioni post-traduzionali (matuceE proteolitica e assemblaggio in cellule
d’insetti, glicosilazione in cellule di mammiferedno rilevanti per il ciclo di replicazione del w&

in epatociti. Per iniziare ad affrontare questobpgma, pud essere utilizzata la proteina ORF2
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espressa nel sistema SFV replicon (SFVr). La raplome di SFVr avviene esclusivamente a livello
citoplasmatico, pertanto questo metodo puo comnreediiridurre i problemi di modificazione post-
traduzionale, inclusa la eventuale glicosilazioipentata da altri lavori per la proteina di ORF2 di
HEV (Tamet al., 1991). Questi aspetti specifici saranno studiatulteriori studi sul successivo
destino intracellulare della proteina ORF2 glicaisile non. A tale scopo, I'SFVr ORF2 HEV potra
esser utilizzato in cellule di epatociti (HepG2) panalisi di meccanismi cellula-specifici implica

nei processi di maturazione e assemblaggio.

3.3 DISCUSSIONE DEI RISULTATI RIPORTATI NEL CAPITOL O

La diagnosi sierologica di infezione da HEV vieffiettuata generalmente con test ELIBAmMeno
comunemente, con Western blottigg)i antigeni usati nei test sono proteine ricomhina peptidi
sintetici che corrispondono ad epitopi immunodomtnéelle proteine strutturali del virus ORF2 e
ORF3 (Menget al.,1997; Emersomet al.,2003). Antigeni ricombinanti derivati da ORF2 hann
genere una sensibilitd e specificita maggiore.ttapkepitopi della proteina ORF2 possono indurre
anticorpi neutralizzanti, i quali sono maggiormeotmservati tra i differenti ceppi virali (90,5%)
rispetto a quelli di ORF3 (73,5%) (Wibavea al., 2004). Fino ad oggi, ORF2 o suoi frammenti
sono stati espressi con successo in diversi sigieombinanti quali cellule procariotiche, lieviti,
cellule animali (particolarmente utilizzate quallésetto) e cellule vegetali (Wibawet al., 2004).

| test sierologici sono in grado di differenziara tgM e IgG, utile permettendo di distinguere
un’infezione acuta da pregressa, dal momento diealgfi-HEV si ritrovano nel siero solo durante
le prime due settimane dall'inizio della sierocorsiene, a differenza degli anticorpi di classe IgG,

piu persistenti.

| test sierologici attualmente presenti in comnmersono molto diversi tra loro con differenti
sensibilita e specificita, rendendo talvolta difécl’interpretazione e la comparazione dei ristilta

riportati nei diversi studi.

| ceppi di HEV di origine suina sono geneticament@ntigenicamente correlati a quelli umani, e in
letteratura € ampiamente riportato come molti g@piton particolare quelli di ORF2, siano condivisi
tra ceppi anche di diversa origine (Meeigal., 1997; Hagshenast al., 2002; Engleet al., 2002;
Choi and Chae, 2003; Huaegal.,2004; Wibaweet al.,2004). Per I'individuazione degli anticorpi
anti-HEV nel siero suino sono comunemente utilizzaitiche antigeni virali derivanti da ceppi
umani, sostituendo l'anti-anticorpo marcato di lazéone (Menget al.,1997), a riprova che i ceppi

di origine umana condividono uno o piu epitopi cprlli suini.
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Il lavoro presentato in questo capitolo ha rigutoda produzione del capside virale di un ceppo di
HEV suino, e la sua successiva utilizzazione pedymre antisieri e anticorpi monoclonali, idonei
per caratterizzare i virus e per la messa a puntestidiagnostici per il suino (vedi Capitolo &a
proteina capsidica ORF2 di HEV é critica per limthne della risposta anticorpale, quale
costituente strutturale del capside virale (Pagtdal.,2007; Aggarwal e Jameel, 2008). La proteina
capsidica € stata espressa in forma deleta, @iildz diversi sistemi d’espressione. Lo scopo era
guello di ottenere la proteina nella sua forma rakdata, VLP, che tuttavia non sono state ottenute
con il sistema del baculovirus. Come alternativata#o successivamente utilizzato il sistema di
Semliki Forest Virus replicon, ma una conferma 'dellenuto assemblaggio della proteina,

sicuramente espressa in grandi quantita in talernseésnon € ancora stata ottenuta.

Le difficolta incontrate nellassemblaggio dellaofmina ORF2 di g3 HEV suino meritano
approfondimenti. Infatti, VLP sono state efficieminte ottenute da altri autori impiegando lo
stesso sistema baculovirus di questo lavoro dj tegizzando seppure a partire da un ceppo virale
di genotipo 1, di derivazione umana. Questo suggeifiesistenza di differenze importanti tra virus
suino e umano o di diverso genotipo nei procesdoldiing e di assemblaggio all'interno della

cellula ospite.

L'importanza di un corretto folding della proteioapsidica € anche avuto suggerita dai risultati
ottenuti purificando la proteina ricombinante, dancoda di istidine, in condizioni denaturanti.
Dopo la sua rinaturazione questa appariva infanosciuta efficientemente da alcuni anticorpi in
WB, che viene effettuato in condizioni denaturanigntre risultava scarsamente antigenica con
altri anticorpi in test ELISA, sensibili alla comfoazione dei siti antigenici. Queste osservazibni a
suggeriscono che la procedura di rinaturazioneadpibteina purificata non ha assicurato il
recupero completo defolding originale, forse anche per interferenza della cddastidine.
Nonostante una parziale compromissione della gtaittecondaria della proteina, e di alcuni siti
antigenici, la generale conservazione delle prégpraatigeniche della proteina ricombinante e stata
tuttavia confermata dai saggi ELISA, Western bhgite di immunocitochimica. Sieri policlonali
prelevati da topi inoculati con la proteina ricomdote e anticorpi monoclonali prodotti contro la
proteina, con una sola o due delezioni, erano tiniiatgrado di riconoscere anche la proteina

capsidica ORFRaon purificata.
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CAPITOLO 4: Epidemiologia di HEV

L’epatite E e un problema emergente di sanita podlvion solo nei Paesi in via di sviluppo, dove
le condizioni igienico-sanitarie sono inadeguat@, amche nei Paesi industrializzati, come quelli
Europei, considerati fino a poco tempo fa a bagsthio. L’infezione nei Paesi industrializzati e
correlata soprattutto a viaggi nelle zone endemicha piu recentemente viene riscontrata con
crescente frequenza anche in soggetti senza anamine$aggi all’estero. Diverse evidenze
suggeriscono che i casi di infezione autoctona digmababilmente origine zoonotica (Aggarveal
al., 2000; Clemente-Casares al., 2003; Emerson and Purcell, 2003; Lewisal., 2006; Luet al.,
2006; Pandat al.,2007; Teo, 2006; Daltoat al., 2007; Nordert al., 2009; Rutjest al., 2009;
Changet al., 2009). Sebbene le vie di trasmissione di HEV siancora relativamente poco
documentate, un numero crescente di studi indg#ini come principale serbatoio, in particolare
per i genotipi 3 e 4, a cui appartengono ceppilivaeamuni all'uomo e al suino (Daltost al.,
2008). In guesto capitolo verranno riportati i Hati di diversi lavori che portano un contributo
significativo alle conoscenze relative all’'epidefogia delle infezioni di HEV nel suino, nel

cinghiale e in parte nell’'uomo, con particolarerifmento alla situazione italiana.

4.1 PRESENZA DI HEV IN SUINI AL MACELLO IN ITALIA.

4.1.1 INTRODUZIONE

Il primo ceppo animale di HEV e stato identificatoun suino negli USA nel 1997 (Meng et al.
1997), risultando strettamente correlato a ceppnindentificati sullo stesso territorio. Da allpra
molti lavori pubblicati hanno descritto casi umaporadici di epatite E, supportando l'ipotesi che
la trasmissione di HEV all’'uomo dai suini, dai diai e dai cervi, sia legata al consumo di carne
(e salsicce) cruda o poco cotta. Le sequenze gehennilentificate negli alimenti coinvolti (carne
di cinghiale e cervo, salsiccia di fegato di syim)direttamente negli animali, hanno un’elevata
identita di sequenza tra di loro (Matsuda et a0 0rei et al. 2003; Yazalkit al.,2003; Liet al.,
2005, Colsoret al.,2010). In Giappone e in USA, il 2% e I'11% di fégd suino commercializzati
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sono risultati positivi per la presenza di RNA dt¥ (Yazakiet al.,2003; Feaginst al.,2007). In
Italia, il primo caso autoctono di epatite E vemlescritto (Zanettet al., 1999) nel 1997, e il virus
identificato apparteneva al genotipo 3. Successiudi sono stati condotti su suini allevati nel tlor
Italia (Caprioliet al.,2007; Di Bartoloet al.,2008) indicando un’ampia circolazione di HEV negli

allevamenti di maiali.

Lo studio che viene di seguito descritto intendeafaitare la presenza di HEV in suini al macello e
la correlazione genetica tra virus riscontratiumsitaliani con altri ceppi, umani e suini, citaati

in Europa. Anticorpi contro HEV sono stati deteratirutilizzando un ELISA commerciale adattato
alla ricerca di anticorpi nel siero dei suini. lime] 'RNA di HEV é stato ricercato in campioni di
bile, fegato e feci di animali macellati.

4.1.2 MATERIALI E METODI

Campioni. Nei mesi di Novembre e Dicembre 2008, mami di bile, feci, fegato e sieri sono stati
raccolti in parallelo da 48 suini clinicamente saniin macello della provincia di Bologna. Gli
animali analizzati provenivano da 10 allevamenliadgtessa area geografica e appartenevano a due

classi di eta:

* Animali giovani (3-4 mesi): 20 animali

» Animali adulti (9-10 mesi): 28 animali

| campioni di feci sono stati raccolti con tampgterili dopo aver praticato una breccia nel tratto
distale del grosso intestino, e conservati a -80ifi€ al momento del loro impiego. Per I'analisi,
sono state preparate sospensioni fecali al 10%dunasterile; dopo agitazione per circa 2 min al
vortex, il materiale grossolano € stato elimindtoagerso centrifugazione a 3000 rpm per 20 min a
4°C. | sopranatanti chiarificati sono stati utibtizper I'estrazione di RNA genomico virale.

| campioni di bile sono stati raccolti mediante iessgione con una siringa sterile posizionata
all'interno di un’apertura praticata nella parewla cistifellea. Per I'analisi, sono state prepara
diluizioni 1:10 in acqua sterile. Sia le biti toto che le soluzioni diluite sono state conservate a -
80°C. | campioni di fegato sono stati prelevatidmate forbici sterili, dai bordi del'organo meatr

i sieri sono stati ricavati per spremitura del adagntracardiaco. Anche questo materiale & stato
conservato a -80°C dopo il prelievo.
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Estrazione di RNA e RT-PCR enestedPCR

Per I'estrazione di RNA virale dai campioni di fecdi bile (140ul di sospensione fecale o di bile
diluita) e stato utilizzato il kit commerciale QlAg Viral RNA Extraction (QIAGEN, Hilden,
Germany), seguendo le istruzioni del produttore.

Ad una quantita di 250 mg di fegato, precedenteentagliato a piccole fette sottili con un bisturi
sterile, & stato aggiunto 1 mL di tampone di lisiessuto e stato dissolto con un omogeneizzatore
Tissue Lyser (QIAGEN, Hilden, Germany). Il lisatst&to centrifugato per 3 minuti a 13000 rpm
per due volte, e il sopranatante chiarificato éostatilizzato per I'estrazione di RNA virale
utilizzando il kit RNeasy Mini Kit (QIAGEN, HildenGermany), seguendo le indicazioni del
produttore.

Per entrambi i protocolli di estrazione, controkigativi sono stati inseriti ogni cinque campiai,

fine di controllare eventuali contaminazioni.

L'RNA di HEV estratto é stato immediatamente ratstritto in cDNA e amplificato in un’unica
reazione, utilizzando il kit SuperScript 1ll OneetRT-PCR, utilizzando Platinum Taq (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Per identificare il gene deRE2, codificante la proteina capsidica, sono stati
applicati due protocolli di RhestedPCR che utilizzavano ciascuno due diverse coppie d
oligonucleotidi, disegnati da Erket al.,1999a (protocollo 1; primers A1/S1 e A2/S2) e deahkh

et al., 2002 (protocollo 2; primers 3156/3157 e 3158/31%9) posizione degli oligonucleotidi

utilizzati é riportata nella Figura 4.1.
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Figura 4.1: Posizione delle diverse coppie di oligonucleo&d/Al; S2/A2 (Erkert al., 1999);
3156/7; 3158/9 (Huanet al.,2002) sul gene de(DRF2di HEV.

Le sequenze degli oligonucleotidi utilizzati perréazioni di RT-PCR sono riportate nella tabella
4.1:

NOME PRIMER  |SEQUENZA PRIMER
Al CTTGTTCRTGYTGGTTRTCATAATC
s1 GACAGAATTRATTTCGTCGGCTTGG
3156 AAT(C)TATGCC(A)CAGTACCGGGTTG
3157 CCCTTATCCTGCTGAGCATTCTC

Tabella 4.1: Nomi e sequenze degli oligonucleotidi utilizzagrpla reazione di RT-PCR nel
protocollo 1 (A1/S1) e nel protocollo 2 (3156/3157)

Il programma di amplificazione consisteva di unaziene di RT a 45°C per 30 min, seguita da un
ciclo di denaturazione a 94°C per 2 minuti, e deac#ll di PCR come segue: 30 secondi a 94°C
(denaturazione), 55 secondi a 48°C (appaiamento)mihuto e 20 secondi a 68°C

(polimerizzazione), seguiti da un’estensione firdil®& minuti a 72°C.

Per aumentare la sensibilita diagnostica, un’aligutei campioni amplificati mediante RT-PCR ¢
stata successivamente analizzata con un testesiedPCR. Gli oligonucleotidi utilizzati per

entrambi i protocolli sono riportanti nella tabell2:

NOME PRIMER SEQUENZA PRIMER
A2 GTTCRTGYTGGTTRTCATAATCCTG
S2 GTYGTCTCRGCCAATGGCGAGC
3158 GTT(C)ATGC(T)TT(C)TGCATACATGGCT
3159 AGCCGACGAAATC(T)AATTCTGTC

Tabella 4.2: Nomi e sequenze degli oligonucleotidi utilizzpér la reazione dnestedPCR nel
protocollo 1 (A2/S2) e nel protocollo 2 (3158/3159)
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L’amplificazione é stata eseguita utilizzando costempo il DNA ottenuto dalla precedente RT-
PCR. Dopo una prima denaturazione a 94°C per 1Qutmisono stati effettuati 38 cicli nelle
seguenti condizioni: 15 secondi a 94°C, 30 secand2°C, 1 minuto a 72°C, seguiti da uno step

finale di polimerizzazione a 72°C di 7 minuti.

Per evitare contaminazioni crociate, in ogni reagidi RThestedPCR sono stati inseriti adeguati

controlli positivi e negativi.

Sequenziamento e analisi filogenetica

I DNA degli ampliconi positivi & stato prelevataldyel con un bisturi monouso e sottoposto ad una
procedura di purificazione, utilizzando il QIAquiglel extraction kit (QIAGEN, Hilden, Germany),
seguendo le specifiche del produttore. Il DNA eacstaluito in un volume di 3Ql di acqua e
successivamente quantificato per la reazione duesefiamento nucleotidico di entrambi i
filamenti. Trenta ng di ciascun campione purificatno stati sequenziati (ABI Prism 310 DNA
sequenze, Applied Biosystems, Foster City, CA, U8#&) ABI PRISM BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Kit (version 3.1, Applied Biosyse Foster City, CA, USA), utilizzando gli
oligonucleotidi A2/S2 o 3158/3159. Le sequenze mite (Acc. No. HM769970; HM769971,
HM769972; HM769973; HM769974; HM769975;, HM769976 M6A977; HM769978;
HM769979; HM769980; HM769981; HM769982; HM769988ne state allineate con software
DNASIS (Hitachisoft) a sequenze di ceppi di rifegimio, suini e umani, presenti nella banca dati
(NCBI, http://www.ncbi.nnm.nih.goy L'analisi filogenetica e stata condotta con dftware

Bionumerics (Applied Maths, Kortrijk, Belgium), edendrogramma é stato ottenuto con il metodo
UPGMA.

Statistica

Per determinare possibili differenze nella prevadedi HEV in relazione alle due diverse classi di
eta degli animali, giovani (3-4 mesi) e adulti (@+hesi), e in relazione ai differenti tessuti eamig
esaminati (bile, feci, fegato, siero), e stata adtaduna regressione logistica. In via preliminae,
proporzione di animali positivi € stata valutatando il test dej2. | fattori che presentavano un
valore di P<0,15 sono stati successivamente inseitmodello di regressione logistica. Il modello

e stato basato sul simultaneo ingresso di tuttadiebili, e la sua efficacia é stata stabilitdbase al

96



Eleonora Ponterio, Dottorato di Ricerca in Epiddog@ e Controllo delle Zoonosi XXIV ciclo Tesi di Dottorato

valore di likelihood-ratio e al test di Hosmer-Leshew. | valori di odds ratio (OR) e l'intervallo di
confidenza al 95% (95% CI) sono stati calcolab@se ai valori finali di regressione logistica.

Tutte le analisi statistiche sono state condotikzzano il software SPSS 12.0.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).

4.1.3 RISULTATI

Identificazione di RNA genomico di HEV mediante RTPCR

RNA di HEV e stato identificato in 31 dei 48 suasaminati (64,4%), in almeno una delle matrici
esaminate; i risultati sono stati ottenuti inizialme con unanestedRT-PCR amplificando un
frammento di 145 nucleotidi dellORF2 (Erketal.,1999).

| risultati dell'identificazione della presenza dgnoma virale nelle feci, bile e fegato, in fumao
dell’eta degli animali sono riportati in tabellé84.

La bile risultava la matrice piu frequentementeitpas per la presenza di RNA di HEV (23/45),
seguita dalle feci (16/48) e dai fegati (10/48)RNA genomico di HEV é stato riscontrato in
entrambi i gruppi di suini: 3-4 mesi d’eta (19/29)10 mesi di eta (12/28). Nei suini giovani, la
prevalenza di HEV nella bile o nelle feci era sigaitivamente piu alta che nei suini di eta
superiore £2=3.94, p=0.047y*=15.47, p=0.001). Al contrario, la proporzione eijti positivi per
HEV nelle due classi di eta non € risultata stiaastente differente (p>0.05).

La prevalenza osservata in suini di 3-4 mesi egmifétativamente piu elevatay{=13.87;

p=0.001), essendo infatti risultati positivi 19241 animali esaminati (95%); in animali adulti (9-10
mesi), invece, la prevalenza era del 42,9% (12ipodi 28 esaminati).

Inoltre, 17 animali sono risultati positivi per énge matrici (tabella 4.4). In un solo suino, I'RNHA
HEV é stato identificato in tutte e tre le matesiaminate, mentre 9 suini sono risultati positellan
bile e feci, 5 nella bile e fegato e 2 per fegatece.

Per ottenere frammenti di DNA piu lunghi, 33 canmpi¢l4 bili, 12 feci e 7 fegati), positivi in
prima analisi, sono stati analizzati usando un sgo@rotocollo dinestedRT-PCR (Huanget al.,
2002), che amplifica un frammento dellORF2 di 32cleotidi. In 18 dei 33 campioni, i positivi

sono stati confermati con i due metodi di RstedPCR.
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Tabella 4.3.Presenza di RNA di HEV in bile, feci e fegato dagper eta

Numero di campioni esaminati/ HEV positivi (%)

Matrice Giovani Adult Totale
(3-4 mesi) (9-10 mesi)
Bile, feci e fegato 0/20 (0,0) 1/28 (3,6) 1/48 (2,2)
Bile e feci 9/20 (45,0) 0/28 (0,0) 9/48 (18,8)
Bile e fegato 2/20 (20,0) 3/28 (20,7) 5/48 (10,4)
Feci e fegato 2/20 (10,0) 0/28 (0,0) 2/48 (4,2)
Solo bile 2/20 (20,0) 6/28 (21,4) 8/48 (16,7)
Solo feci 2/20 (20,0) 2/28 (7,1) 4/48 (8,3)
Solo fegato 2/20 (10,0) 0/28 (0,0) 2/48 (4,2)
Totale bili® 13/19 (68,4) 10/26 (38,5) 23/45 (51,1)
Totale feci 13/20 (65,0) 3/28 (10,7) 16/48 (33,3)
Totale fegato 6/20 (30,0) 4/28 (14,3) 10/48 (20,8)

Suini positivi in almeno un campior  19/20 (95,0) 12/28 (42,9) 31/48 (64,6)

Suini positivi in pit campioni 1/20 (5,0) 16/28 (57,1) 17/48 (35,4)

@ Per 3 dei 48 animali, la bile non era disponibile
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Tabella 4.4.Presenza di RNA di HEV in differenti campioni dirsusieropositivi e sieronegativi.

Campioni positivi per RNA HEV in: No. di suini
Bile Fegato Feci
- - - (15)?
+ : . W)
+ + : 3)
. . + + + Q)
HEV Sieropositivi
+ - + (8)
- - + 3
- + + (1)
- + - 2
Totale 19 7 13 (40)
- - - 2
+ - - 0)
+ + - (2)
. o + + + 0)
HEV Sieronegativi
+ : + ©)
: : + (@)
: + + (1)
: + : ©)
Totale 2 3 2 (6)
TOTALE 21° 10 15 (46¥

%In parentesi é indicato il numero di suini positper RNA di HEV nella linea corrispondente.
®In grassetto é indicato il numero dei campioniathpioni positivi per RNA di HEV, nel gruppo di ariin
° Due dei 48 suini totali analizzati in questo studian sono stati inclusi, perché i loro sieri noaner

disponibili per I'analisi sierologica.

Sieroprevalenza di anticorpi anti-HEV in suini.

Quaranta di 46 sieri suini esaminati (87%) sonaltasi positivi utilizzando un ELISA commerciale
(paragrafo 4.2.2) adattato all'identificazione dtieorpi IgG di suino. Sieri policlonali suini sono
stati utilizzati come controllo positivo e negatiiaa sieroprevalenza é risultata piu elevata nei
suini di 9-10 mesi (25 positivi/27 totali; 96,6%0he in animali di 3-4 mesi, nei quali la siero
prevalenza di anticorpi nei sieri era 78,9% (15/1@Je differenza non €& tuttavia risultata
statisticamente significativa (p>0.05). La propora di campioni RNA positivi di bile, feci e fegati
non era significativamente diversa (p>0.05) tranissieronegativi e sieropositivi per Ig. Tuttavia,

99



Eleonora Ponterio, Dottorato di Ricerca in Epiddog@ e Controllo delle Zoonosi XXIV ciclo Tesi di Dottorato

25 di 40 (62,5%) suini sieropositivi per Ig eramzlae positivi per la presenza di genoma di HEV in
bile, fegato e/o feci, mentre 15 (37,5%) erano tiegper la presenza di RNA virale in tutti i
campioni (Tabella 4.4).

Due dei 6 (33,3%) animali sieronegativi erano nggger la presenza di RNA virale in tutti i
campioni, mentre i rimanenti 4 (66,7%) suini ergogitivi per il genoma di HEV nella bile, fegato
elo feci (tabella 4.4).

Per due animali, i campioni di siero non sono statcolti.

Sequenziamento e analisi filogenetica

Sequenze del frammento diagnostico (320 nucleotidi)gene della proteina capsidica di HEV
sono stati ottenuti da 14 campioni (5 da bile, 3edae 4 da fegato) e depositati in NBCI GenBank.
Le sequenze di HEV sono state ottenute dal fegatalla bile prelevati da uno stesso animale, in
un caso, e da bile e feci di altri tre suini. Iregtil casi, sono state ritrovate identita nucleotididel
100% tra sequenze di HEV ottenute dalle differentatrici dello stesso suino. Dopo
sequenziamento e analisi comparativa con i 4 ganotinosciuti di HEV, tutte le sequenze sono
risultate appartenere al genotipo g3, raggruppeitsubtipi ¢ o f, in analogia a quanto riportato pe
HEV umano e suino in altre aree dell’'Europa (Fig)4l due cluster g3c e g3f mostravano tra loro
identita nucleotidica del 79%. Gli otto ceppi di YiEEhe formano il cluster g3c presentavano tra
loro un’identita nucleotidica del 98,9-100%.

Ulteriori sequenze sono state ottenute da 12 camgideci e 5 di fegato, usando un protocollo di
nestedRT-PCR che amplifica un frammento di 121 nucledtittker et al., 1999); anche questo
gruppo di sequenze ha confermato che tutti i cdpguino appartenevano al genotipo g3 subtipi c e
f. per Rispetto ad altri ceppi di HEV suino di gpbtf descritti in Italia precedentemente (Di
Bartolo et al., 2008), quelli qui riportati mostravano un’identitéacleotidica dall’'85% al 100%. |
ceppi appartenenti al subtipo ¢ mostravano inveddentita nucleotidica dell’80,9% con un ceppo

suino recentemente riportato in Italia da Di Maotat al. 2010.
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Pairwise (OG:100%,U5:0%) (FAST:2,2) Gapcost:0x

g ® =]
s LA, A_.J.;_%.M._J...ﬁ._._uM.I,.A,-..z.ml..‘.;..u.l.u.-aaiawa.nuﬁ_

I HuHEV/Fr-26/36Fr06  EUS55183 HuHEV g3
HUHEVVH1/Spag AF195061 HuHEV g3t
L SwHEVMNLSW2BMNL  AF336296 SwHEV g3f
SWHEVMNLSw1SML  AF332620 SwHEV g3f
SWHEV/Fr-6b/Fr/06 EF113905 SwHEV ga3f

+ SWHEV30F/ITOZ HM7E997T7 SwHEW Feces

4 SWHEV31F/ITO2 HM789978 SwHEV Feces

4 SWHEV28F/IT08 HM7689975 SwHEV Feces

¢ SWHEV28yB/IT0S HM769976 SwHEV Bile

- # SWHEV26F/IT08 HM769974 SwHEV Feces

L # SWHEV19yL/TO08 HM769972 SwHEV Liver
— HEVSw/BO139/T/E  GU178998 SwHEV gle
HEWVSwW/BOBNTIOG GUITES98 SwHEY gle
[ ] —|: SWHEVJES1/JP ABO73910.1 SwHEV g3b
HuHEVHE-JF2JP02  ABO78763 HuHEV g%b
; HUHEVMaR7307574/Fr EU1163361 HuHEV gde
L L SWHEVMNLSW20NL  AF338200 SwHEV gle

- # SWHEV15yBITOS HM769970 SwHEV Bile

- # SWHEV15yL/ATOS HMT769971 SwHEV Liver

- # SWHEV25yLAT0S HM769973 SwHEV Liver

- ¢ SWHEVGYB/ITO0S HM769980 SwHEV Bile

- ¢ SWHEVEYFITO8 HM7689981 SwHEV Feces

- # SWHEV7yB/T08 HM769982 SwHEV Bile

# SWHEVOYL/ITOS HM769983 SwHEV Liver

- # SWHEV36yBITO8 HM789979 SwHEV Bile
SWHEVMeng/USA/S8  AF082843 SwHEV g3a

HEWV/BvianAl3a EF20869 AvianHEY

Figura 4.2 Dendrogramma, disegnato utilizzando il metodo UPG&AN ceppo aviario di HEV
(Stati Uniti, Acc. No. AY535004), comeutgroup Il dendrogramma €& basato sulla parziale
sequenza del frammento ORF2. Il numero di accd'ssimine e il genotipo sono stati riportati per
tutti i ceppi, l'origine dei ceppi identificati iquesto studio e stata riportata nel dendrogramma. |

ceppi relativi al presente lavoro di tesi sono éatiicon il simbolos in grassetto.

4.1.4 DISCUSSIONE

Il presente studio € stato pianificato per apprdi@nle osservazioni emerse da precedenti studi in
ltalia, che dimostravano un’elevata circolazione FEV in animali clinicamente sani in
allevamento (Capriolet al.,2007; Di Bartoloet al.,2008). E’ stata quindi valutata la presenza del
virus HEV in animali in fase di macellazione, o laefase immediatamente precedente alla
commercializzazione dei prodotti carnei di origem@male. In questo lavoro, il 64,6% (31 di 48
suini esaminati) sono risultati positivi per la ggaza del genoma di HEV mediamestedRT-
PCR, con alcune differenze in base all’eta dei stiggnei suini giovani (3-4 mesi d’eta), la

prevalenza era del 95% (19 di 20), mentre neglite®110 mesi di eta) la prevalenza era piu bassa,
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pari al 42,9% (12/28). E’ stato recentemente rggorthe in molti paesi Europei, compresa I'ltalia
(Di Bartolo et al., 2008), animali positivi per HEV sono stati risaatit in tutte le fasce d'eta
(Fernandez-Barredo et al. 2006; de Detual.,2007; Leblaneet al.,2007; McCrearyet al., 2008;
Breumet al.,2010). La prevalenza di HEV piu elevata dimostreggli animali giovani rispetto agli
adulti & in linea con l'ipotesi che, come accadegtee malattie infettive, gli animali giovani sia

piu recettivi. Cio potrebbe essere dovuto ad unanumita passiva di origine materna non
completamente o non piu protettiva oppure a subaessginfezioni (Fernandez-Barredz al.,
2006). Uno dei risultati piu significativi di quesstudio € la simultanea identificazione del genoma
virale in tessuto (fegato) e escreti (bile e fel@)o stesso suino. | risultati ottenuti confermahe

la bile era il campione piu di frequente riscordgraisitivo (23/45), seguita da campioni fecali
(16/48) e fegato (10/48).

Halbur e colleghi hanno dimostrato che I'RNA di HEVpresente per periodi piu lunghi e con
frequenza piu elevata nella bile rispetto a fegkeoi, e siero (Halbuet al.,2001). Questo risultato
suggerisce che, in sede di macellazione, la bilssgpaappresentare un importante veicolo di
trasmissione per il personale che lavora le cainmdiale, e un’importante fonte di cross-
contaminazione. E' da considerare tuttavia cheottura accidentale della cistifellea in sede di
macellazione €& un evento non particolarmente freigue

La prevalenza piu bassa riscontrata nei campiofagiito, rispetto a bile e feci, puo essere spgegat
ipotizzando che la distribuzione del virus si rezlin modo differente e non omogeneo all'interno
del fegato (infezione focale), e che probabilmeittecampionamento non sia stato sempre
rappresentativo dell'intero organo, soprattuttccamsiderazione della quantita modesta (250 mg)
prevista al metodo di campionamento, a differenzguento avviene per le altre due matrici, bile e
feci (Rutjeset al.,2009).

In questo studio, tutti gli animali apparivano aemente sani, in linea con i dati presenti in
letteratura, i quali sostengono che l'infezione si@ho evolve in maniera asintomatica (Clemente-
Casareset al., 2003; Bankset al., 2004a; Zhenget al., 2006; Fernandez-Barredo et a., 2006).
L’apparente apatogenicita del virus non esclude),da possibilita di una sua evoluzione in forme
piu virulente, in grado di causare forme clinichardlattia, in analogia con quanto & accaduto in
passato per il PCV2 (Porcine Circo Virus 2) (de &&tal.,2007; Martinet al.,2007).

La maggiore prevalenza del genotipo 3 di HEV ritavia questo studio (64,4%) rispetto a quanto
osservato precedentemente in ltalia (5,8%, Capidi.,2007; 42%, Di Bartolet al.,2008; 7,3%,
Di Martino et al., 2010; 29,9%, Martellet al., 2010), puo essere dovuta in parte al numero di

campioni analizzati dallo stesso animale, che ms@atito di incrementare la sensibilita diagnostica
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per l'identificazione di RNA di HEV. La numerositiei campioni ottenuti ed analizzati dal singolo
soggetto potrebbe essere cruciale per I'efficiashléa diagnosi molecolare (de Deeisal., 2007;
Vasickovaet al., 2009). Anche il metodo d’identificazione potrebbssere cruciale. Infatti, i
risultati confermano una differente sensibilita diversi metodi, suggerendo che l'uso di piu
protocolli potrebbe aumentare la sensibilita diagica molecolare (Vasickowt al.,2009).

Come aiuto alla diagnosi per studi epidemiologiailles prevalenza di HEV, diversi test
immunologici sono stati sviluppati per la ricercaatiticorpi contro HEV. Tuttavia, I'utilizzo di
peptidi dei genotipi 1 e 2 come antigeni e probmbiite piu idoneo alla diagnosi sierologica
nell'uomo che non nell’animale. Studi piu recentijgeriscono che antigene del genotipo 3 derivato
da ceppi suini potrebbe essere un migliore candligat analizzare i sieri di suino (Roseal.,
2010). Infatti, sebbene si consideri la presenzardisolo sierotipo di HEV (Lwet al., 2006),
suggerita dalle differenze solo minime tra protedi®F2 di origini umane e suine (Arankadieal.,
2007), non si puo escludere il raggiungimento di oraggiore specificita e sensibilita dall’utilizzo
di antigene di origine suina. Ad oggi, i test ELIS®ommerciali per sieri umani vengono
comunemente utilizzati anche per esaminare sieinan previa sostituzione dell'anticorpo
secondario anti-immunoglobuline con uno specifieo |p specie animale in analisi. Con un simile

approccio, sono stati investigati i sieri suinguesto studio.

La presenza di anticorpi diretti contro HEV e stdvata in 40 dei 46 sieri suini (87%) esaminati,
risultando piu alta in confronto alla presenzagltoma virale (64,4%). Questo essere pud essere
giustificato dalla presenza di anticorpi ricondulci pregresse infezioni. Inoltre, la sieroprevela
aumenta con l'eta, passando da 78,9% nei suinidin®si a 92,6% in suini di 9-10 mesi. Come
descritto in altri lavori (de Dewet al.,2008; Seminatet al.,2008), la sieroprevalenza di Ig aumenta
con la probabilita di contatto con il virus nel sordella vita dell’animale. In questo studio, leedu
differenti fasce d’eta hanno mostrato una modedéfarenza nella sieropositivita, indicando che
gia nei suini d'etd 3-4 mesi I'esposizione al virasstata frequente, in linea con una larga

circolazione dei HEV negli allevamenti.
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4.2 VALUTAZIONE DI METODI PER LA DIAGNOSI
SIEROLOGICA DI INFEZIONE DA HEV IN SUINI DOMESTICI E
SELVATICI

4.2.1 INTRODUZIONE

Diversi studi supportano lipotesi di trasmissiar@onotica di HEV da suini domestici e selvatici
alluomo. 1 virus circolanti nei suini e nelluomdella stessa area geografica sono geneticamente
correlati (van der Poadt al., 2001; Menget al., 2003; Widdowsoret al., 2003), e casi di epatite
acuta sono stati descritti in soggetti che avevarsumato carne cruda di cervo, suino o cinghiale
(Matsudaet al.,2003; Teiet al., 2004), cosi come e stata descritta la presengardima virale in
fegati di suino commercializzati (Bouwknegtal.,2007; Feaginst al.,2007). La mancanza di un
sistema efficiente di coltura cellulare ha forteteelimitato le conoscenze sulla replicazione del
virus e poche informazioni sono disponibili sulféaione nelluomo, sulla durata della viremia di
HEV e sull'eliminazione del virus che comunque @nsidera di breve durata (Purcell e Emerson,
2001; Pandeat al.,2007; Mushahwaet al.,2008; Peraltat al.,2009), mentre le IgG perdurano per
diversi anni. Si ipotizza che anche negli animélagticorpi specifici per HEV possano permanere
a lungo mentre il periodo di tempo durante il qualpossibile evidenziare la presenza di RNA
virale e piu breve (Panda et al. 2007; Kaaiaal., 2010). Il corso dell’infezione sperimentale di
HEV in suini é stato studiato in maggior dettagle Bouwknegt e colleghi. L'escrezione fecale di
HEV iniziava dal settimo giorno post-infezione (p.durando mediamente 23 giorni (range: 19-
28); la viremia era evidenziabile 13 (p.i.) (ran@e17) perdurando 11 giorni (range: 8-13). La
presenza di anticorpi € stata rilevata a partitfdl8agiorno (p.i.) (range: 10-16) (Bouwknegjtal.,
2009).

Nel suino, la valutazione della presenza di anpicgpecifici anti-HEV viene di solito eseguita
utilizzando kit commerciali che impiegano la proteicapsidica di HEV umano come antigene.
Recenti studi (Peraltat al., 2009; Roseet al., 2010) hanno tuttavia dimostrato che I'impiego di
uno specifico antigene di derivazione suina coresantincremento della sensibilita del test.

Nel corso del presente studio, la proteina capsidiaun ceppo italiano di HEV, isolato da suino e
appartenente al genotipo 3 (capitolo Il di questsi), e stata utilizzata come antigene per il
riconoscimento di specifici anticorpi anti-HEV inisi e cinghiali in Italia. A questo scopo, sono
stati raccolti 112 sieri di suini da 5 allevamentia un macello e 22 sieri di cinghiali a vita tdee

la presenza di anticorpi anti-HEV é stata valutatadiante test ELISA e Western blotting, messi a

punto in questo lavoro con antigene suina ricomiimal efficienza dei test € stata valutata
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confrontando i risultati ottenuti con un test dilBA commerciale basato su un antigene umano e

adattato per la ricerca di anticorpi nei sieriidghiale e suini.

4.2.2 MATERIALI E METODI

Produzione e purificazione dell'antigene, e immunizazioni di topi Balb/c. Sono state impiegate

le stesse tecniche descritte nel capitolo 11l disia tesi.

Campioni: sieri di suino e di cinghiale.Sono stati esaminati 133 sieri. Sessantaquattrossiro
stati prelevati da suini appartenenti a 5 allevaimardiverse localita della Sardegna (Mastaal.,
2009), 22 sieri sono stati raccolti da cinghialilmstessa Regione, e 47 sieri da suini macehati i
uno stabilimento del Nord ltalia (Di Bartoket al., 2011). Tutti i sieri provenivano da animali

clinicamente sani. | sieri sono stati conservaf@GC prima dell’'uso.

Western blotting. La proteina capsidica ricombinante di HEV é statarsa su gel di
poliacrilammide in condizioni denaturanti (SDS-PAGE quindi trasferita su membrana di
nitrocellulosa, mediante un apparato per blot sgm(dio-rad). La membrana & stata bloccata per
18 h a 4C in PBS contenente 5% latte, e successivamengteeiscubata con i sieri animali, diluiti
1:500 in PBS con I'1% di latte per 90 min a tempai@ ambiente. Dopo lavaggi con PBS 0.05%
Tween 20, la membrana e stata incubata per 1 onajmrca diluizione 1:12000 di anticorpo anti-lgG
(H+L) di suino coniugato con fosfatasi alcalina@®A). L'avvenuto legame dell’anticorpo € stato
quindi rilevato mediante colorazione con NBT/BCIRitro blue tetrazolium/bromo-cloro-
indolilfosfato, Pierce). Un siero iperimmune di rsui (Roseet al., 2010) e stato usato come

controllo positivo.

Allestimento della metodica ELISA per la ricerca dianticorpi (IgG) anti-HEV in suini e
cinghiali. Piastre da 96 pozzetti in polistirene trattato PelSA (NUNC) sono state sensibilizzate
con 50pl di una sospensione in PBS di antigene ricombsm&@®RF2 di HEV (0,01 pg/pozzetto) ed
incubate per 18 h &@. Le piastre sono state bloccate con PBS al 5ittdiper 1 h a 3. Dopo

2 lavaggi con PBS 0,1% Tween 20, a ciascun pozsetto stati aggiunti 50l di ciascun siero, in
triplicato, alla diluizione di 1:80 in PBS con 0,3%dte. Dopo 90 min a 3T, sono stati eseguiti 3
lavaggi con PBS 0,1% di Tween 20, ed e stato quagdiunto anticorpo anti-IgG (H+L) di suino,
coniugato con fosfatasi alcalina (SIGMA), alla dilone 1:12000 in PBS con 2,5% di latte. Dopo 1
h a 37C, la reazione e stata evidenziata con p-nitrofdosfato (Sigma) in tampone 10mM

dietanolammina, pH 10. La densita ottica (OD) éastidevata mediante lettura spettrofotometrica a
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una lunghezza d’onda di 405 nm. Il cut-off e ststibilito per ogni test in accordo con i controlli
interni secondo la formula: (OD: controllo positivdDD controllo negativo) x 0,15 + OD controllo

negativo.

Immunocitochimica. Cellule Sf9 sono state coltivate su piastre a 98zeiti e infettate con
baculovirus ricombinante BacHEAL110RF2, che esprime la proteina capsiditalHEV, o con

un baculovirus non ricombinante, come controlloateg. Dopo 72 ore, le cellule infettate sono
state fissate con una soluzione di PBS e metandlopkr 3 minuti a temperatura ambiente, e
successivamente con metanolo assoluto per 20 miDofpo 3 lavaggi con PBS, i monostrati
cellulari sono stati incubati con i sieri animalilgizione 1:20) in PBS all’1% di BSA, e la piasiai

e stata incubata per 90 minuti 837 | monostrati cellulari sono stati quindi lavatincubati per 1
ora a 37C con anticorpo secondario anti-lgG (H+L) di suinoniugato con perossidasi (Sigma),
diluito 1:3000 in PBS all'1% di BSA. La coloraziogestata sviluppata tramite reazione con amino-
ethylcarbazole (AEC) in 50mM di buffer di acetghél6.

Valutazione dell’accuratezza dei due test ELISA del Western blotting. In assenza di un test di
riferimento @old standardl per la diagnosi sierologica dell'infezione da HE&/stato utilizzato un
approccio statistico di tipo bayesiano (Joseplal., 1995) ai fini di determinare la prevalenza di
HEV nelle popolazioni di suini e cinghiali e dirstre le proprieta dei test diagnostici utilizzaa.
procedura di valutazione ha confrontato i risultathiti da 2 differenti test ELISA, consideratatr
loro dipendenti in quanto strutturalmente simili @RF2-ELISA, messo a punto utilizzando
'antigene derivato da un ceppo di HEV g3; e ii.l&A-kit, kit commerciale adattato all'impiego
sul suino, con impiego di anticorpo secondario gpspecifico), con quelli forniti da un terzo test
(Western blotting), condizionalmente indipendentegld altri due test. Questo modello €&
un’estensione del modello di dipendenza condizenahyesiano (Branscurat al., 2005), e

consente la valutazione dell’accuratezza diagrmsti@ssenza di ugold standard

La distribuzionebeta[Be(a, b)] a priori & stata utilizzata per i parametri dieresse (sensibilita,
specificita e proporzione di animali sieropositivih teoria delle probabilita e in statistica, la
distribuzioneB (Beta) e una distribuzione di probabilita contirdefinita da due parametsie b
sull'intervallo unitario [0,1]. Questa distribuzmitrova particolare utilizzo nella statistica bagea
perché governa la probabiligadi un processo di Bernoulli a posteriori dell'assgione dia — 1
"successi" @ — 1 "fallimenti”, quand@ € a priori distribuita uniformemente tra 0 e 1llaléeoria
delle probabilita, un processo di Bernoulli € umtipalare processo aleatorio discreto di variabili

indipendenti. Un processo di Bernoulli puo ess@msitlerato come una sequenza infinita di lanci
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di una moneta (non truccata). Ogni singolo lancite®o prova di Bernoulli. In particolare, essendo
le variabili indipendenti, la probabilita di unaopa di Bernoulli non e influenzata dal risultatdlele

precedenti (che quindi non possono fornire alcaf@imazione sulla nuova prova).

Per la sensibilita e la specificita di entramlesttELISA é stata usata una distribuzibesasimile

a quella impiegata nel lavoro di Rose et al. (2010)

Per ORF2-ELISA sono stati assunti i seguenti valori
* sensibilita: >0,9
0o moda: 0,95
0 95% di probabilita che la distribuzione dei valggnga descritta dalla distribuzione
Be(99,70, 6,19);
» specificita >0.95
0o moda: 0,99
0 95% di probabilita che la distribuzione dei valggnga descritta dalla distribuzione
Be(88.28, 1.88).

Per ELISA-kit sono stati assunti i seguenti valori:
» sensibilita >0.6
o moda: 0,9
0 95% di probabilita che la distribuzione dei valeenga descritta dalla distribuzione
Be(8.30, 1.81)
* specificita >0.95
0o moda: 0.99
0 95% di probabilita che la distribuzione dei valeeinga descritta dalla distribuzione
Be(88.28, 1.88).

| sieri di suino e cinghiale sono stati ulteriorreersaminati per la presenza di anticorpi anti-HEV
con un terzo test, di Western blotting, al quala ettribuita una specificita del 100%. Per la
modellizzazione dei valori di sensibilita, é statdizzata una distribuzione Beta con moda=0,85 e
5° percentile=0,70. Per la modellizzazione dei wmald specificita, e stata utilizzata una
distribuzione Beta con moda=0.98 e 5° percenti@5.0

Per i suini, i dati di sieroprevalenza individudiesunti da precedenti valutazioni (Di Barteloal.,
2011; Jiménez de Oyt al.,2011), indicavano che la proporzione di sieropas# >20 con una
moda di 0,35, che consente di stimare una distioineza priori descritta da Be(7,30, 12,71).
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Per i cinghiali, in accordo con quanto riportato Rlatjes et al. (2010), e stato assunto che la
proporzione attesa di animali sieropositivi sia ¥2® una moda di 0,25, che consente di stimare

una distribuzione a priori descritta da Be(3,1397.

L’analisi bayesiana e stata condotta utilizzato &jagnosticTests Version 2.1 Software Package
(http://www.medicine.mcgill.ca/epidemiology/Josepayesian-Software-Diagnostic-Testing.html),
che utilizza i metodi descritti da Joseph et £998).

Il grado di associazione tra i risultati dei dusttELISA é stato valutato calcolando il coefficent

di correlazione non parametrico di Spearman (rho).

4.2.3 RISULTATI

Espressione della proteina capsidica di HEV suinoegotipo 3.1 risultati sono gia stati riportati

nel capitolo Il di questa tesi.

Western blotting. Un totale di 123 sieri sono stati prelevati da s(i 111) e cinghiali (n° 22), e
analizzati mediante WB, usando la proteina capsidicombinante del ceppo suino di HEV.
Ottantuno dei 111 sieri suini (77%) riconoscevana banda corrispondente alle dimensioni attese
(55kDa) per la proteina capsidisd 110RF2. La stessa banda proteica era riconostsutm siero
suino di controllo, contenente anticorpi contro HEM. 4.3). Al contrario, nessuno dei 22 sieri di

cinghiale esaminati € risultato positivi a questst.t
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Fig. 4.3.Western blotting. | sieri suini riconoscono specificatamente un@alia proteina del peso

molecolare di 55kDa. Linea 14: controllo positiiopa 15: controllo negativo.
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Test ORF2-ELISA basato sulla proteina capsidica deteppo suino di HEV.La concentrazione
ottimale di cattura dell'antigene usata nel testFQHELISA e stata stabilita combinando diluizioni
di un siero suino iperimmune anti-HEV e della prmdecapsidica ricombinante (dati non riportati).
La concentrazione ottimale dell'antigene e statanotta con 0.01 pg/per pozzetto di antigene.
Dopo gli esperimenti preliminari, i sieri suini eainghiale sono stati diluiti 1:20, e analizzadincil
test ORF2-ELISA. Novantotto sieri di suino su 1Eaminati sono risultati positivi (88,3%, tab.1);
75 di essi reagivano positivamente anche in WB. talDiciotto dei 22 sieri di cinghiale esaminati
sono risultati positivi (81,8%) mediante ORF2-EL|Sisultato contro I'assenza gia riportata di
risultati positivi in WB (tab.4.5).

Western blotting

+ -
ORF2-ELISA ORF2-ELISA
Animali + - + -
+ 71 6 21 5
ELISA kit
Suini - 4 0 2 2
Totale 75 6 23 7
+ 0 0 8 0
ELISA kit
Cinghiali - 0 0 10 4
Totale 0 0 18 4

Tabella 4.5. Risultati dei campioni di siero suini e di cinghianalizzati con i test: Western
Blotting, ELISA-kit e ORF2-ELISA.
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Figura. 4.4. Correlazione tra i valori di OD di ORF2-ELISA e EHA-kit (Nonparametric
Spearman’s rho = 0.317).

Test commerciale (ELISA-kit). | sieri raccolti sono stati esaminati usando un KkItISA
commerciale (BioChain. Inc. USA) sviluppato perdéntificazione di anticorpi anti-HEV
nelluomo e adattato per analizzare i sieri di suin

Centotre sieri, compresi i 48 sieri di suino esatiprecedentemente (vedi paragrafo 4.1 in questo
stesso capitolo; Di Bartolet al.,2011) sono stati riconfermati positivi con il ELISA (91,8%).

Solo 8 dei 22 sieri di cinghiale (34,4%) analizzetino risultati positivi; per altri 10 sieri di

cinghiale la positivita riscontrata nel test ORH2EA non é stata confermata con il test

commerciale (tab. 4.5).

Immunocitochimica. Per ulteriore conferma della specificita dei ta#itazati, € stato condotto un
test di colorazione immunocitochimica indirettolimiando cellule Sf9 infettate con baculovirus

ricombinante che esprimevel110RF2. | sieri raccolti in questo studio sondi sttilizzati per la

110



Eleonora Ponterio, Dottorato di Ricerca in Epiddog@ e Controllo delle Zoonosi XXIV ciclo Tesi di Dottorato

colorazione delle cellule infette. | risultati hanmostrato una colorazione indicativa di una
reazione antigene-anticorpo per 20 dei 133 sienngsati (Fig. 4.5). Nessuna cross-reattivita degli

anticorpi e stata osservata con antigeni eterologhi

- .
< 2 a

Fig. 4.5 colorazione immunocitochimica di cellule Sf9 iéde con BacHEX1110ORF2. Dopo
aver fissato le cellule, queste sono state incutxataun siero policlonale suino (A), un campione di
siero (B) e un siero negativo suino (C). Dopo irezibne con anticorpo secondario anti-suino IgG-

HRP, la reazione e stata sviluppata con AEC.

Stima bayesiana di sensibilita e specificita dei @utest ELISA (ELISA-ORF2 e ELISA-kit) e
del WB.
Relativamente ai sieri suini (tab. 4.6) i risultsdno stati i seguenti:

e test WB
» valore medio stimato di sensibilita: 0,786 [0,11,852]
» valore medio stimato di specificita: 0,973 [0,92.893]

* ORF2-ELISA

» valore medio stimato di sensibilita: 0,938 [0,9M068]

» valore medio stimato di specificita: 0,975 [0,9B8997]
e ELISA-kit

» valore medio stimato di sensibilita: 0,935 [0,88973]

» valore medio stimato di specificita: 0,643 [0,39867]

La media stimata della distribuzione di probabiléa posteriori della proporzione di suini

sieropositivi, date le caratteristica dei test yptenza stimata), era di 0,851 [0,782-0,910].

Gli intervalli di credibilita (Credibility Interval risultavano elevati in considerazione della grande

incertezza delle informazioni a priori. La sensilildel’ELISA-kit risultava comunque piu bassa
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rispetto a quella del’lORF2-ELISA, mentre i valdi specificitd erano sensibilmente piu elevati
nellELISA-ORF2.

Relativamente ai sieri di cinghiale (tab. 4.6)suttati sono stati i seguenti:

 test WB
» valore medio stimato di sensibilita: 0,521 [0,3¥%,668]
» valore medio stimato di specificita: 0,975 [0,92993]

* ORF2-ELISA

» valore medio stimato di sensibilita: 0,949 [0,90381]

» valore medio stimato di specificita: 0,969 [0,91,297]
* ELISA-kit

» valore medio stimato di sensibilita: 0,599 [0,40492]

» valore medio stimato di specificita: 0,875 [0,87,885]

La media stimata della distribuzione di probabiléa posteriori della proporzione di suini
sieropositivi, date le caratteristica dei test yptenza stimata), era di 0,61 [0,414-0,790].

Anche in questo caso, gli intervalli di credibilif&redibility Interva) risultavano elevati in
considerazione della grande incertezza delle irdaiami a priori. | valori di sensibilita e specific
dellELISA-kit sono risultati sensibilmente inferiaispetto a quelli del’lORF2-ELISA.

L’analisi dei valori di densita ottica forniti daitest ELISA ha messo in evidenza una significativa
correlazione (rho di Spearman = 0,317; p < 0,0B1D. @.6).
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Animale  test media  S.D. 95% Credibility
interval @
Suini Prevalenza stimata 0,851 0,033 0,782-0,910
Sensibilita 0,938 0,017 0,900-0,968
ELISA ORF2 Specificita 0,975 0,018 0,931-0,997
. Sensibilita 0,935 0,023 0,882-0,973
ELISA kit Specificita 0,643 0,122 0,396-0,867-
Western Blot Sensibilita 0,786 0,036 0,712-0,852
Specificita 0,973 0,013 0,943-0,993
Cinghiali Prevalenza stimata 0,612 0,096 0,414-0,790
Sensibilita 0,949 0,0200 0,903-0,981
ELISA ORF2 Specificita 0,969 0,023 0,911-0,997
. Sensibilita 0,599 0,099 0,404-0,792
ELISA kit Specificita 0,875 0,082 0,676-0,985
Western Blot Sensibilita 0,521 0,075 0,376-0,668
Specificita 0,975 0,012 0,945-0,993

@ equivalente bayesiano dell'intervallo di confidanz

Tabella 4.6. Stima bayesiana delle caratteristiche diagnosta#lEELISA kit, ORF2-ELISA e

Western blotting nelle popolazioni di suini e cirghstudiate.

4.2.4 DISCUSSIONE

In questo studio, la proteina capsidica di HEV wliceppo suino italiano g3 (dettagli nel capitolo 3
di questa tesi) e stata utilizzata per la messaurdopdi test immunologici ELISA e WB,
successivamente impiegati sieri di suino e cinghratcolti in Sardegna e in Emilia-Romagna. In
assenza di un test sierologico di riferimergold standar{l per la diagnosi di infezione da HEV nel
suino, un’analisi comparativa della sensibilitaeflalspecificita dellORF2-ELISA, del’ELISA-kit

e del WB é stata realizzata mediante un modellediago. La sensibilita di ORF2-ELISA per
'esame di sieri suini risultava simile a quellal&A-kit commerciale (93,8% vs 93,5%) mentre la
specificita era sicuramente migliore (97,5% vs &d),3La maggiore specificita diagnostica e
verosimilmente da imputare all'origine dell'antigenutilizzato, strutturalmente piu simile (in

guanto appartenente al genotipo 3) ai ceppi di ldEsblanti, nella popolazione suina Italiana.
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Nell’esame dii sieri di cinghiale, 'accuratezzaginostica dellORF2-ELISA risultava nettamente
superiore a quella del’ELISA-kit commerciale snatermini di sensibilita (94,9% vs 59,9%) che di
specificita (96,9% vs 87,5%). Queste osservazianino ipotizzare parziali differenze antigeniche

dei ceppi di HEV circolanti nelle popolazioni diisudomestici e selvatici.

Il test Western blotting mostrava una elevata djp#éi sia nell’esame dei sieri suini (97,3%) sia d
cinghiale (97,5%). La sensibilita diagnostica ertialvia piu elevata per i sieri suini (78,6% vs

52,1%). Anche in questo caso, le spiegazioni pbeebessere quelle precedentemente espresse.

La generale minore sensibilita diagnostica (siadoehestico, sia nel selvatico) del WB rispetto ai 2
test ELISA potrebbe essere spiegata dal fatto eheipa reazione positiva al WB & necessaria una

piu alta concentrazione di anticorpi.

In conclusione, il test ELISA messo a punto nelsoodella prova (ORF2-ELISA) e un test piu
accurato rispetto allELISA commerciale. L'utilizzi antigeni maggiormente rappresentativi dei
ceppi di HEV circolanti in Italia potrebbe risulégauno strumento utile per gli studi di siero

prevalenza anticorpale nel suino in Italia. In agig, 'ORF2 ELISA e un test a basso costo.

Le differenze tra i risultati ottenuti esaminanderisdi cinghiali e di suini potrebbero essere anch
relazionate ai differenti ceppi infettanti le dygesie animali o a differenze nella biologia della
popolazione dei cinghiali considerati. Studi futualutare potranno valutare I'efficienza di una
proteina capsidica di HEV di cinghiale come antgepecie-specifico per test ELISA. ORF2-
ELISA basato sull'antigene della proteina capsidiea suini appare in generale un test efficiente
per la ricerca di anticorpi IgG specifici anti-HEW sieri di suino e di cinghiale, e puo essere
utilizzato per la diagnosi di infezione, per stddisieroprevalenza ed epidemiologici. Nonostante
I'esiguita campionaria dei sieri di cinghiale,akt sembra tuttavia funzionare efficientemente anch
in questa specie. Nell'insieme i dati confermana gieroprevalenza molto elevata, 97% (129/133)
confermando I'ampia circolazione del virus HEV dle@lénfezioni in suini e cinghiali nelle aree
studiate della Sardegna e dellEmilia-Romagna (Klesal.,2009; Di Bartolcet al.,2008; Caprioli

et al.,2007; Martelliet al.,2008).
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4.3 RICERCA DI ANTICORPI ANTI HEV IN SIERI UMANI
UTILIZZANDO LA PROTEINA CAPSIDICA RICOMBINANTE
DEL CEPPO ITALIANO SUINO g3

4.3.1 INTRODUZIONE

In molti paesi industrializzati, € segnalato un ewmcrescente di casi autoctoni di infezione da
HEV, causati da ceppi virali appartenenti al ggymtg3 (Butiet al., 2004; Daltonet al., 2008;
Herremanset al., 2007; ljaz et al. 2009; Manswet al., 2004; Péerez-Gracit al., 2004; Preiset

al., 2006), largamente circolanti in Europa anche nagimali (suini, cinghiali e cervi). | ceppi di
HEV g3 rilevati nei casi umani di epatite E e neins della stessa area geografica sono spesso
risultati strettamente correlati geneticamente (@anPoelket al., 2001; Menget al., 2003; Péerez-
Graciaet al., 2004; ). La possibilitd di trasmissione zoonosied’HEV dal suino all'uomo e
confermata dalle descrizioni di casi di epatitetaén soggetti che avevano consumato carne cruda
di cervo, fegati di suino, o fegati di cinghiale g§ddudaet al., 2003; Teiet al., 2003), ed e
significativo a tal fine il recente ritrovamentoRINA genomico di HEV e virus infettivi in fegati in
commercio in USA, Olanda e Giappone (Bouwkredgil.,2007; Feaginst al.,2007).

La mancanza di un sistema di coltura cellularelpeeplicazione del virug vitro ha ostacolato
'uso di antigeni virali naturali per la diagnosemlogica, quindi, differenti peptidi sintetici e
polipeptidi ricombinanti sono stati esaminati peintessa a punto di sistemi diagnostici in grado di
evidenziare gli anticorpi specifici anti HEV, siall’'uomo sia negli animali (Emersat al.,2003;
Pintd et al., 2007). Attualmente, sono disponibili kit commelicidisegnati per la diagnosi
sierologica in sieri e plasma umani, che utilizzaoone antigene corti frammenti delle proteine
ricombinanti ORF2 e ORF3 di ceppi di HEV apparténah gl e g2, ma non al g3, genotipo
comune nei suini e nell’'uomo nei paesi industriadiz (Menget al., 2003; Pintcet al.,2007). Vari
lavori suggeriscono che i test commerciali non sotionizzati per la ricerca di anticorpi nei sidri

pazienti con infezione da HEV g3 (Danetlal.,2004; Herremanet al.,2007).

Lo scopo di questo lavoro é stato I'utilizzo dgilateina ricombinante di un ceppo suino g3 italiano

(capitolo 3, e paragrafo 4.2 in questo capitola)laeicerca di anticorpi anti-HEV in sieri umani.
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4.3.2 MATERIALI E METODI

Campioni. | sieri umani in esame derivano da uno studio otindoresso ['Istituto Nazionale per le
Malattie Infettive “Lazzaro Spallanzani” di Romappenienti relativo a soggetti affetti da epatite
acuta non A, non B, non C, precedentemente esdrpirala ricerca di anticorpi anti-HEV con test
ELISA commerciale (La Rosat al., 2011). Sono stati utilizzati 12 sieri umani posit@l test
ELISA commerciale per HEV. Un ulteriore siero (r8) lveva fornito esito negativo ai test per la
diagnosi di tutte le forme di epatite.

GENOTIPI HEV gl g3
SIERI UMANI positivi n°1; n°8; n°9; n°10: n°2; n°3; n°4; n°5;
n°11; n°12 n°6; n°7;

Tabella 4.7 Campioni sieri umani.

Produzione e purificazione dell’antigeneSono state utilizzate le stesse metodiche deserit

capitolo 3 di questa tesi (materiali e metodi 3.1.2

Western blotting. E’ stata utilizzata la stessa metodica descrittgpaegrafo 4.2.2 di questa tesi. |
sieri umani sono stati utilizzati alla diluizione t100 in PBS con 1% di latte, e in ultimo la
membrana € stata incubata con una diluizione 1:3@0@nticorpo anti-lgG (H+L) umane,

coniugato con fosfatasi alcalina (SIGMA).

ELISA-ORF2 per la ricerca di anticorpi (IgG) anti-H EV in sieri umani. E’ stata utilizzata la
stessa metodica descritta nel paragrafo 4.2.2 etguesi. | sieri sono stati esaminati in trighca
alle diluizioni di 1:50; 1:100; 1:200; 1:400 in PB8n 2,5% latte; successivamente la piastra € stata
incubata con Il'anticorpo anti-lgG (H+L) umane, agyato con fosfatasi alcalina (SIGMA), alla
diluizione di 1:3000 in PBS con 2,5% di latte.
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4.3.3 RISULTATI

Western blotting

Undici sieri umani dei 12 esaminati (fig. 4.6) hanmconosciuto in maniera specifica la stessa
proteina delle dimensioni attese (55kDa), confemoala presenza di anticorpi anti HEV diretti

contro la proteina capsidica e i risultati del t&dtISA commerciale. Queste osservazioni
confermano la presenza di epitopi comuni tra lagina capsidica di HEV suino g3 espressa in
baculovirus ricombinante e quelle di HEV gl e gZzanmpresenti nel test commerciale.

MW 1 23 4 5 6 7 8 9 1011 12 K-- pos

Figura 4.6. Analisi di 12 sieri umani, esaminati contro lafeina ricombinante ORF2 di un ceppo
suino g3, mediante Western blotting. La frecciaidadle bande corrispondenti alla proteina
ricombinante. Linee 1-12 sieri umani, siero 13 oolid negativo linea 14 controllo positivo (siero

policlonale suino anti-HEV), MW= marker.

ELISA-ORF2. Undici dei 12 sieri esaminati sono risultati pesiinche al test ELISA basato
sull’antigene del ceppo HEV g3 di suino; peraltrnaalori di OD ottenuti confermavano i risultati
del Western blotting. Il segnale piu marcato nel Wrispondeva ad un valore di assorbanza piu

alto. Il siero umano risultato negativo in WB sianfermato tale anche nel test ELISA-ORF2.

4.3.4 DISCUSSIONE

La proteina capsidica del ceppo suino di HEV g3aéasriconosciuta in maniera specifica dai sieri

umani precedentemente risultati positivi ad un EsiSA commerciale che impiega antigeni di
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HEV di genotipo 1 e 2. | sieri in esame erano amchdtati positivi alla ricerca di RNA di HEV g3
0 g1, come riportato in Tabella 4.5 (La Radaal., 2010). Gia studi precedenti (Masit al. 1998;

Meng et al., 1997) hanno dimostrato che la proteina ricombma@RF2 g3, utilizzata come
antigene in ELISA, riconosce efficientemente ampc@anti-HEV in sieri umani, di scimpanzé e in

suini.

L'antigene g3 ricombinante descritto in questo favdi tesi &€ stato riconosciuto in maniera
specifica dai sieri di pazienti infettati con emtfa i genotipi g1 e g3, supportando ulteriormente
I'esistenza di un unico sierotipo di HEV. Tuttawan si pud escludere che la positivita anticorpale
riscontrata nei sieri dei pazienti possa origirdaeun’infezione pregressa con un genotipo di HEV
diverso da quello identificato all’atto dell’arr@whento del paziente.

| risultati ottenuti con I'ELISA-ORF2 utilizzante Iproteina ricombinante del ceppo di origine suina
italiano dimostrano la validita del test sia imtémi di sensibilita che di specificita. Confrontaton

un test commerciale basato su antigeni di g1 & ¢&st messo a punto in questo lavoro test risulta
essere un test sensibile e idoneo per la ricere@atitorpi sia in sieri di suino che in sieri umani
specialmente quando si ipotizzi il coinvolgimenioHEV g3. | dati qui riportati confermano che
I'antigene g3 reagisce con livelli simili di sensith sia con anticorpi stesso verso il genotipang3
suini sia con anticorpi verso i genotipi g1 e g8’'memo. Conseguentemente, il test ELISA-ORF2
potrebbe essere utile per investigare anticorpiroonrus di diversi genotipi, sia per il basso toos
che per la facilita di utilizzo. In un lavoro corittbda Engle e colleghi, nel quale sono stati usati
antigene di origine umana (Sar-55) e uno suinop@equino identificato da Meng) mediante test
ELISA, gli autori hanno dimostrato che entrambiagitigeni erano intercambiabili rispetto allo loro

abilita di riconoscere gli anticorpi anti-HEV iresi umani e di suino (Engkt al.,2002).

Tuttavia, il numero di sieri umani esaminati in gieelavoro € esiguo, e non consente di escludere
una maggiore specificita di antigene e anticorpoblmghi per genotipo, e ulteriori analisi su un

campione piu ampio saranno necessarie.
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4.4 DISCUSSIONE DEI RISULTATI RIPORTATI NEL CAPITOL O

Gli studi condotti confermano l'elevata circolazodel virus HEV all'interno degli allevamenti
suini italiani, sia in animali giovani che in anilindi eta piu avanzata. In sede di macellazione |l
genoma di HEV é stato evidenziato nella bile eenfddti, ma anche nel fegato, sito d’elezione della
replicazione del virus ma, soprattutto, organo phe essere destinato al consumo umano. A fronte
di questa larga diffusione all'interno dell’allevanto suinicolo intensivo, non e stata evidenziata
alcuna presenza di alterazioni patologie macroseopente evidenti negli animali, che risultavano
essere clinicamente sani. Cio potrebbe confernigmatdsi che I'infezione da HEV evolva, nel
suino, in modo asintomatico. Questo aspetto e dicpéare rilievo in quanto animali infetti ma
clinicamente sani vengono inoltrati al macello,enis nella filiera produttiva potendo quindi
rappresentare una potenziale fonte di infezionettdio indiretta, mediante cross-contaminazioni di

alimenti consumati crudi, per il consumatore.

E’ stata valutata anche la presenza di anticangii HEV in sieri suini. Come antigene e stata
utilizzata la proteina capsidica di un ceppo suitndHEV, codificata dal’ORF2, che ad oggi e
ritenuta la regione piu importante ai fini dellspdsta anticorpale, essendo 'unica componente
accertata del capside virale (Paretaal., 2007; Aggarwal e Jameel, 2008). Lo screening ha
evidenziato una sieroprevalenza media di Ig d&%4 con valori piu bassi (60%) negli animali piu

giovani (3-4 mesi) e piu elevati (68%) negli anintal9-10 mesi.

Nell'ambito del progetto di Dottorato di Ricercastato messo a punto e utilizzato un antigene
espresso a partire da un ceppo suino italiano (veditolo 3 di questa tesi). Questo antigene
sintetico deriva da un ceppo di HEV apparteneng8abenotipo riscontrato tipicamente nel suino e
nei casi umani nei paesi industrializzati. Taldgerie e stato utilizzato per la messa a puntedi t
ELISA (ELISA-ORF2) e Western blotting. Lo scopo imb del lavoro era la valutazione
dell'efficienza diagnostica di questi test in altiva ai test commerciali, basati su antigeni di
genotipo gl o g2, mai identificati nel suino. Ldwazione della validita dei test ELISA e Western
Blotting messi a punto € stata realizzata esammaieri di suino e cinghiale provenienti dalla
Sardegna e sieri di suino prelevati in un mace#lbNbrd Italia (4.2, capitolo 1V). | sieri sono #ta

esaminati utilizzando 3 distinti test sierologia): ELISA-ORF2, b) Western blotting e, c) ELISA
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commerciale per la diagnosi di infezione nell'uonadattato per 'uso nel suino. Per la messa a
punto dei primi due test é stato utilizzato I'aetig ricombinante prodotto nello studio. In assenza
di ungold standard per la valutazione dell’accuratezza diagnostiea3dtest € stato utilizzato un
approccio bayesiano. Il test commerciale ha evidémzpositivita in 110/133 sieri (87%), tultti
confermati positivi anche in ELISA-ORF2. Tuttavemlo 85 sieri sono stati confermati positivi in
WB. Utilizzando il test ELISA commerciale, la siprevalenza nei cinghiali e risultata pari al 27%
(6/22); solo per 2 sieri, la positivita & stataornifermata anche dagli altri due test. Presumibitaen

i test per la ricerca degli anticorpi anti-HEV mahghiale necessitano di ulteriore messa a punto, e
conseguentemente i dati riferiti ai cinghiali quegpentati da necessitano di ulteriore conferma. La
valutazione bayesiana dell'accuratezza diagnodgicd test impiegati ha evidenziato la validita del
test ELISA-ORF2 per la ricerca di anticorpi spexifili suino. Il test basato sull'antigene g3 é
maggiormente sensibile rispetto al test commerahé&impiega antigeni di derivazione umana (gl
e g2), e il suo utilizzo potrebbe quindi migliordeepossibilita diagnostiche relative alla ricedia
anticorpi anti-HEV nei suini e possibilmente ancte® casi umani di probabile origine zoonotica,

causati da ceppi di HEV appartenenti al genotipo 3.

| dati ottenuti evidenziano un’elevata sieropremade di immunoglobuline anti-HEV nei suini
confermando quindi la circolazione endemica di H&YWhe negli allevamenti italiani, come nel

resto d’Europa.

L'utilizzo della proteina ricombinante capsidicalEV quale antigene per la ricerca di anticorpi
anti-HEV in sieri umani ha confermato la versdililell'antigene espresso, e ha confermato la
cross-reattivita tra genotipi diversi, essendcerisimani risultati positivi anche per RNA di HEV

appartenenti a gl e g3.
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Parte sperimentale:
CALICIVIRUS
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SEZIONE SPERIMENTALE: CALICIVIRUS

In questa sezione sperimentale verranno presentaultati ottenuti nel corso delle ricerche

condotte sui calicivirus (norovirus e sapovirug)sintesi:

>

>

Ricerca, mediante tecniche di biologia molecolate,norovirus e sapovirus in suini
clinicamente sani, e ricerca di norovirus in vitedffetti da diarrea. E’ stata condotta
un’analisi filogenetica sui ceppi virali suini, bave umani identificati in Italia, attraverso il
confronto con ceppi virali identificati in altri pai. Lo scopo é stato quello di valutare la
diffusione dell'infezione e di acquisire maggianfarmazioni sulla distribuzione dei diversi
ceppi di questi virus circolanti sul territorio mazale (CAPITOLO 5 e CAPITOLO 6).
Messa a punto di esperimenti di immunoprecipitazioutilizzando un anticorpo
monoclonale (MAb) generato contro le VLP di un cefpll.4 di norovirus umano. Scopo
di questo lavoro é stato quello di valutare il legadel MADb a diversi genotipi e varianti di

norovirus e di investigare possibili metodi pectamcentrazione del virus (CAPITOLO 7).

Valutazione dell'attivazione del sistema immuniadumano utilizzando VLP di norovirus
umano Gll.4 su cellule umane mononucleate del sarggriferico (PBMC, Peripheral
Blood Mononuclear Cells). Lo scopo di questo lavérstato quello di studiare la risposta
immunitaria di norovirus utilizzando PBMC e prot@incombinante assemblata in VLP per

sopperire all’assenza di tecniche per la coltivagim vitro di norovirus (CAPITOLO 8).

Complessivamente, i risultati hanno contribuitoaadpliare le conoscenze sull’epidemiologia, la

filogenesi e la biologia dell'infezione causate dalicivirus sia umani che animali, verificare aach

in relazione alle possibili correlazioni tra ceppaani e animali.
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CAPITOLO 5: NOROVIRUS E SAPOVIRUS:
EPIDEMIOLOGIA

Sapovirus (SaV) e norovirus (NoV), virus della fgha Caliciviridae, sono noti quali causa
importante di gastroenterite acuta (AGE) nell'uorf@ereen et al., 2001; Vinje et al., 2000;
Koopmanset al., 2001). | due virus differiscono nella loro epideingia e nello spettro d’ospite.
Le infezioni da NoV sono comuni in tutte le fas¢etaél e vengono considerati responsabili di oltre
il 60% di tutte le gastroenteriti acute in USA (&at al.,2009), ma anche in alcuni paesi europei
come I'Olanda (Svrakat al.,2010). Le infezioni causate da sapovirus sono nfi@uenti, e cio
dovuto probabilmente anche al fatto che il virusméno noto e raramente ricercato in maniera
specifica. In genere, i SaV sono riconosciuti gpatmente quale causa di AGE nei bambini al di
sotto dei 5 anni (Hansmaat al.,2006; Pharet al.,2006; Hansmaaet al.,2007; Ikeet al.,2008). A
partire dalla scoperta dei SaV nel suino nel 1988if(et al., 1980), solo pochi studi sono stati
condotti per studiarne I'epidemiologia molecolaBapovirus ricombinanti sono stati descritti in
entrambe le specie umana e suina (Hansetaal., 2005; Wanget al., 2005). E’ stato dimostrato
che i ceppi sapovirus del suino Cowden e LL/14/@&/Wappresentativi del genogruppo Ill,
inducono malattie enteriche e lesioni in suini ite#e sperimentalmente (Flyret al., 1988; Guoet

al., 2001). In un primo momento, tutti i ceppi di susano stati raggruppati nel Glil, molto distanti
dagli altri genogruppi che includono i ceppi in&giti 'uomo. Tuttavia, recentemente sono stati
identificati ceppi di SaV nel suino che all’analiBisequenza sono risultati non appartenere al GlI|
e appaiono geneticamente piu vicini ai ceppi un@re GV (Martellaet al.,2008).

| norovirus umani sono virus ad elevata variabilifanetica e vengono classificati in cinque
genogruppi (Gl - GV). Il Gll raccoglie i ceppi pfeequenti nel'uomo (Donaldsoat al., 2008).
Nello stesso genogruppo, sono racchiusi i 3 genalgntificati nel suino GlI.11, GIl.18, e GII.19
(Wang et al., 2006). La presenza di ceppi di norovirus nel suingtata descritta in Europa,
Giappone, Stati Uniti (Sugiedat al., 1998; van der Pole t al., 2000; Waaigal., 2005). Ceppi di
NoV sono stati rilevati in campioni di feci e inrdenuti intestinali in suini adulti, al momento ldel
macellazione. Ceppi di NoV suino non sono stati ma@ntificati nelluomo, mentre e stata
segnalata l'identificazione di un ceppo Gll.4-likkepiu frequente nelle infezioni nelluomo, in un
ceppo suino in Canada (Mattisehal., 2007). Inoltre, sono state condotte con succaseaioni

sperimentali con un ceppo di Gll.4 di norovirus mman suini gnotobiotici; in questi esperimenti,
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sono stati effettuati diversi passaggi di norovitusano in suini, i quali presentavano diarrea e
rilascio del virus. La presenza di replicazionendiovirus umano in questi suini & stata dimostrata
con prove di immunofluorescenza, che hanno confiertaapresenza di proteine virali strutturali e
non strutturali negli enterociti (Soueaal.,2007). Il lavoro di Souza e colleghi ha dimostrete i
suini sono recettivi all'infezione causata da namev umano Gll.4 e manifestano i sintomi,
suggerendo che i suini potrebbero essere consideragatoi d’infezione per norovirus trasmissibili

per via zoonotica.

La potenziale trasmissione di questi virus dal s@luomo ha destato diverse preoccupazioni per
la Sanita Pubblica, rendendo necessari studi deridequale sia I'epidemiologia di questi virus e
per identificare gli eventuali serbatoi animali.

Nel presente capitolo saranno descritte la diéergienetica, l'incidenza, e I'epidemiologia

molecolare di questi virus in allevamenti di sunei Nord Italia.

5.1 IDENTIFICAZIONE DI CEPPI DI SAPOVIRUS E NOROVIR US
IN SUINI ASINTOMATICI IN ALLEVAMENTI DELL’EMILIA
ROMAGNA.

5.1.2 INTRODUZIONE

Norovirus e Sapovirus hanno un genoma ad RNA mdapeaao e, sebbene l'organizzazione
genomica vari tra i due generi, in entrambi il geaocodifica per un repertorio simile di proteine
non strutturali (inclusa la RNA polimerasi RNA digente), per una proteina capsidica principale e
per una proteina le cui funzioni restano sconosciulNoV e SaV sono la seconda causa di ricovero
ospedaliero per gastroenterite (AGE) pediatricaN®V da soli sono responsabili di oltre il 50%
delle epidemie di AGE nell'adulto. NoV e SaV ing&ib anche animali domestici e da reddito, e in

particolare i suini e i bovini sono potenziali s di infezione per 'uomo.

Durante il primo semestre del 2006 e del 2008, @&tpioni fecali sono stati prelevati da suini

clinicamente sani provenienti da 10 allevamenticaimpioni fecali sono stati analizzati per
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Norovirus e Sapovirus mediante un saggio di trasuore inversa e PCR utilizzando la coppia di
primer p289-p290 (Jangt al., 1999), amplificando una regione conservata adlind del’RNA
polimerasi RNA dipendente (RARP). Il metodo permeti individuare sia ceppi di Sapovirus
(PEC) che di Norovirus suino.

5.1.2 MATERIALI E METODI

Campioni. Durante il primo semestre del 2006 e del 2008, &itipioni fecali sono stati prelevati
da altrettanti suini clinicamente sani provenigailO allevamenti, di cui 5 localizzati nella rewo
Emilia-Romagna e 5 nella regione Sicilia.

Estrazione del’lRNA e RT-PCR.L'RNA genomico totale é stato estratto da sosmemdecali al
10% (in acqua) mediante il kit Qiamp-Viral RNA (@&n). L'RNA ottenuto e stato retrotrascritto
(RT) e amplificato mediante il kit Superscript @ine Tube (Invitrogen), utilizzando la coppia di
primer p289-290, che appaiano in una regione dd@p conservata nei Calicivirus, e amplificano
un frammento di 319 bp per NoV e di 331bp per idvaps.

Primers:
- Forward: p290 5'-GATTACTCCAAGTGGGACTCCAC-3' (Jiamgal., 1999)

- Reverse: p289 5-TGACAATGTAATCATCACCATA-3' (Jiang &., 1999)

Analisi di sequenza.Gli amplificati ottenuti sono stati sequenziailimtando ABI PRISM BigDye
Terminator kit version 2.0 (Applied Biosystems);skequenze ottenute sono state analizzate con il
software DNASIS Max 2.0 (Hitachi) e il dendrogramnéastato costruito con il software
Bionumerics (Applied Maths, Kortrijk, Belgium) carmetodo UPGMA.

5.1.3 RISULTATI
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Dall’analisi dei campioni condotta mediante RT-PQR,di 201 suini sono risultati positivi per la
presenza di RNA virale (Tab. 5.1). Nel complessa@|l&vamenti sono risultati positivi con una
prevalenza che variava dal 2,7% al 25%. La differerumerosita campionaria degli allevamenti
non ha permesso di stabilire una prevalenza medistcamente significativa. Confrontando le
prevalenze tra le varie classe di eta solo anidiata compresa tra i 3-4 mesi e animali adulti con
eta uguale o superiore a 1 anno sono risultatitipopier Sapovirus all’analisi per RT-PCR. In
particolare, come confermato dall'analisi di se@#&mun solo campione di eta compresatrai 3 ei 4
mesi é risultato positivo per la presenza di RNAaeico corrispondente a un ceppo suino di

Norovirus.

m_

Eta neg pos Totale campioni
analizzati
1 mesi 13 13
1-3 mesi 2 2
3-4 mesi 27 8 (+1 Norovirus) 36
6-8 mesi 30 30
8-10 mesi 16 16
>12 mesi 52 2 54
Nd a7 3 50
Totale complessivo 187 14 201

Tabella 5.1Prevalenza di sapovirus e norovirus in campiorfiédi raccolti da suini asintomatici tra
il 2006 e il 2008.

L’analisi di sequenza (vedi materiali e metodi B)1dei campioni positivi ottenuti (indicati nei
dendrogrammi di fig.5.1 in grassetto con asterisha) evidenziato un’ampia variabilita di
genogruppi di sapovirus circolanti negli allevamesgaminati. Tre ceppi di sapovirus identificati
appartenevano al genogruppo GVIII, mentre i restaatceppi, SwSaVv34 2IT, swSaVvV36_6IT e
swSaV17_5IT mostravano un’identita nucleotidica®&B% con ceppi di sapovirus suino descritti
in Canada, a cui non é stato ancora attribuitoemogruppo definitivo. Nessun ceppo apparteneva

al genogruppo prototipo suino, Glll, generalmeniegomune.

E’ stato identificato un solo campione di norovirdenominato swNoV40_1IT, il quale dall'analisi

di sequenza é risultato appartenere al Gll.11, timalentificato solo in campioni suini.
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Figura 5.1 Analisi filogenetica di sapovirus e norovirus suimessi in evidenza nel corso dello
studio, sulla base di 289 nt nella regione dell&ARMpendent RNA polymerase. Il dendrogramma

e costruito con il metodo UPGMA.

5.1.4 DISCUSSIONE

Gli RNA provenienti da 13 campioni fecali suini somisultati positivi al test di RT-PCR,
mostrando una banda di DNA delle dimensioni ate8&9bp per norovirus e 331bp per PEC). Per
confermare i risultati ottenuti e caratterizzareeppi coinvolti, sei campioni positivi sono stati
sequenziati. L’analisi delle sequenze ottenute trafexmato che cinque ceppi appartenevano al
genere Sapovirus, mostrando un’identita di sequanekeotidica tra il 79% e '85% con altri ceppi
suini descritti in Europa. Uno dei ceppi sequemzétinvece risultato appartenere al genere

Norovirus, in particolare al tipo Gll.11, che é genotipo comune sinora riscontrato tra i soli ceppi
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suini, sebbene appartenga allo stesso genogrupipp d& ceppi umani di norovirus. Lo studio
condotto, se pur preliminare, ha mostrato una peeza del 13% (tra NoV e SaV) in suini sani,
indicando che questi virus stanno circolando in isr@anendemica negli allevamenti suini italiani.
L’'assenza di sintomatologia in questi soggetti giutbe essere correlata ad parziale immunita
protettiva acquisita da precedenti contatti covirils. Nel suino sembra piu comune la presenza di
sapovirus, in particolare in animali di pochi mdseta, come gia evidenziato in altri lavori (Barry
et al.,2008; Jeongt al.,2007; Martinezt al.,2006; Wanget al., 2006). L'analisi di sequenza ha
dimostrato che i ceppi di PEC e NoV individuati gatorrelati e vicini geneticamente ai ceppi
umani. Infatti, il genogruppo GVIII occupa una siéE posizione tra i sapovirus, essendo
generalmente correlato ai sapovirus umani (speeiatenquelli del genogruppo GV e GI) piuttosto
che ad altri genogruppi (Martelkt al., 2008; Wanget al., 2005). Il genogruppo GVIII potrebbe
essere un crossing-point tra i sapovirus umandresaome mostrato dall’analisi delle sequenze.
Quindi sebbene non dimostrata, la possibile originenotica non puo essere esclusa. Ulteriori
studi condotti sono necessari per meglio carattarez flogeneticamente i ceppi identificati.
Considerando i risultati di questo studio, la pnesedi norovirus e sapovirus in allevamenti di suin
lascia ipotizzare che questa specie possa rappaesemn potenziale serbatoio di questi virus.
Anche se la malattia clinica associata a NoV e 8alMsuini € poco conosciuta, appare comunque
opportuno caratterizzare questi agenti, possibitmgratogeni per 'uomo, in quanto presenti in
animali destinati all'alimentazione umana. In paotare, la conoscenza del loro potenziale di
diffusione e del loro contributo a eventi di ricoméwzione € importante per avere una maggiore
informazione sul ruolo del suino come potenzialba®io di sapovirus e norovirus a trasmissione

zoonosica.
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CAPITOLO 6: Norovirus bovino (BEC): possibile
agente di zoonosi?

La stretta relazione genetica tra i norovirus ctiettano gli animali e quelli che infettano l'uoina
sollevato la questione sul potenziale zoonoticqudisti virus che, se fosse dimostrato con certezza,
avrebbe conseguenze di vasta portata per I'epidiegrace la sicurezza alimentare. L’ipotesi della
trasmissione zoonotica € avvalorata anche dalltifieszione nelluomo di anticorpi diretti contro
norovirus animale e viceversa, ovvero identificagiali anticorpi diretti contro norovirus umani nel
suino (Farka®t al.,2005). | primi ceppi animali di norovirus venneswoperti nel bovino (Scipioni

et al., 2008), e venne anche osservata una sieropreval@nzaelevata nei veterinari
professionalmente esposti (Widdowsah al., 2005). Tuttavia, negli anni la possibilita di
trasmissione zoonotica dal bovino all'uomo é imgrarte svanita, non essendo mai stata riportata
l'identificazione di ceppi bovini nell'uomo (Olivet al.,2003). Sebbene non si possa escludere che
animale possa funzionare da serbatoio per I'gemmra di nuove varianti virali, le distanze
genetiche (Oliveet al.,2003) e le differenze tra i recettori (Farlesl.,2005; Hutsoret al.,2003)
osservate nei ceppi umani e animali non supportgmatesi di permissivita del’'uomo ai ceppi
bovini. La recente identificazione di sequenze kimiGll.4 di NoV umano nei suini e bovini in
Canada potrebbe tuttavia modificare la valutazidelepossibile rischio zoonotico (Mattisen al.,
2007).

| ceppi di norovirus che infettano il bovino (BE€g¢ngono classificati tutti nel genogruppo I,
distinto filogeneticamente dai genogruppi che idolo i ceppi umani (Oliveet al., 2006).
L'infezione da BEC é stata descritta in molti pa@dauroy et al., 2009; Yilmazet al., 2010;
Kaplonet al.,2011), in animali di diverse fasce di eta (van &aelet al.,2003); i soggetti giovani
sembrano tuttavia essere i piu colpiti e in gemaostrano diarrea e sintomi piu severi rispetto a
guelli osservabili negli animali adulti. L'infeziene stata anche descritta in animali totalmente
asintomatici (van der Poet al.,2000).

Nel presente capitolo sara descritto uno studiative alla ricerca di BEC in bovini affetti da
diarrea allevati nel Nord Italia. Nella secondat@adel capitolo, verra riportato uno studio di
sieroprevalenza di anticorpi anti-NoV in mediciemari, realizzato utilizzando come antigene la

proteina capsidica assemblata in VLP di ceppi dovious umano e bovino.
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6.1 RICERCA DI NOROVIRUS IN BOVINI ALLEVATI NEL
NORD ITALIA

6.1.1 INTRODUZIONE
| ceppi di norovirus bovino appartengono al genpguaulll (Glll) di norovirus, che comprende due

genotipi. | virus geneticamente correlati ai cejpgna sono stati assegnati al genotipo 1 (Glil.1) e
guelli geneticamente correlati a Newbury-2 sont sisegnati al genotipo 2 (Glll.2) (Ando al.,
2000). Sono state descritte differenze nella sevelei sintomi in relazione all'eta degli animali
colpiti, evidenziando un quadro clinico piu grawveanimali di 3 settimane di vita piuttosto che in
neonati. Differenze erano anche relative al genadipBEC coinvolto, il genotipo GlII.2 risultando

in genere meno virulento (Scipioet al., 2008). L'infezione da norovirus negli bovini puoche
risultare asintomatica (van der Paalal., 2000; Mijovskiet al., 2010). Non esiste ad oggi una

spiegazione sulle differenze osservate (Scipabail., 2008).

Questo studio descrive I'identificazione di noromgrin bovini con diarrea acuta allevati in ltalia,.

6.1.2 MATERIALI E METODI

Campionamenta | campioni sono stati raccolti da animali proesti da allevamenti bovini da
latte del Nord Italia (Lombardia ed Emilia-Romagn@)i animali deceduti a seguito di gravi forme
gastrointestinali sono stati sottoposti ad autopsgsso I'lstituto Zooprofilattico Sperimentale ldel
Lombardia e del’Emilia Romagna (IZSLER). In questle, sono stati raccolti i campioni di feci,
che sono stati conservati a -80°C fino al momemdtedanalisi. | bovini analizzati avevano un’eta

che variava trai 7 e i 20 giorni di vita.

Processazione dei campioni e RT-PCR.'RNA totale & stato estratto da 101 sospensiccalife
mediante il kit Qiamp-RNeasy Mini Kit (QIAGEN). Lacerca del genoma di norovirus bovino &
stata effettuata mediante una reazione di RT-PQRgScript 11l one-step, Invitrogen), utilizzando
una coppia di primer che amplificano un frammernitdI# nt del’lORF1 (Smileyt al., 2003). II
programma di RT-PCR utilizzato e stato: retrotrasmne per 45 minuti a 45 ° C, seguita da 40
cicli di PCR: 94° C per 30 secondi, 48° C per 4€oseli, 72° C per 1 minuto, e una fase finale di
10 minuti a 72° C.
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Analisi di sequenzeGli ampliconi di DNA, con la taglia attesa 514 nt, sateti sottoposti ad analisi
di sequenza (Macrogen), e le sequenze ottenute Stat® confrontate con quelle dei norovirus

bovini disponibili in GenBank NCBIwww.ncbi.nlm.nih.goy. Analisi filogenetiche sono state

effettuate con il software Bionumerics v6.0 (ApdliMaths), e il dendrogramma é stato ottenuto
utilizzando il metodo UPGMA.

6.1.3 RISULTATI

Tra il 2004 e il 2005, durante un’indagine per tasenza di rotavirus (Monimt al., 2008), sono
stati raccolti, nel Nord lItalia, campioni di fedilsbvino (tra 7 e 20 giorni di eta) affetti da diza
acuta. Centouno campioni positivi per rotaviruscsstati ulteriormente analizzati per la presenza di
norovirus bovino. Ventuno di 101 campioni (20,8%a risultati positivi per norovirus bovino,
indicando che negli animali era in atto una co4idae con i due virus. La percentuale di positivita
per BEC (20,8%) osservata in questo studio € soge quella esaminata in una precedente
indagine condotta in animali asintomatici in Itajéati non riportati), e in altre indagini condoiie
Europa (van der Poet al.,2003; Mauroyet al.,2009; Reuteet al., 2009; Mijovskiet al.,2010).
Tuttavia, occorre considerare da un lato la ridottanerosita campionaria e dall’altro che nello
studio sono stati campionati solo un ristretto itk bovini con diarrea positivi per rotavirus. La
co-infezione con norovirus e rotavirus osservagsgcdtta piu volte nei bovini (Maurogt al.,
2009), non permette di stabilire quale dei due syimorovirus o rotavirus, o entrambi, abbia
realmente causato i sintomi. Non é stata identdiedcuna correlazione tra particolari genotipi G o
P di rotavirus e norovirus, né e stato possibisimjuere diversi score di gravita dei segni cliimic
animali infettati con entrambi i virus rispetto sdlo rotavirus. Undici campioni positivi alla RT-
PCR sono stati sequenziati e analizzati filogeaatente, per confermare l'identita nucleotidica con
altri Calicivirus Bovini Enterici (BEC) (HM7459034745913) (Fig. 6.1). Sono stati identificati
entrambi i genotipi (Glll.L1 e GlIl.2). Tre ceppialiani (BEC429/IT04, BEC548/IT04,
BEC545/IT04) hanno mostrato una identita nuclectidiell'87,1% rispetto al ceppo di riferimento
di GlIl.1 (AJ011099), e del 90,8 % con ceppi bovdhi norovirus GlIl.1 isolati di recente in
Ungheria (EU360814) e in Francia (FJ974131). |lamstotto ceppi, appartenenti al genotipo
Glll.2, hanno mostrato tra loro un’identita nucldata compresa tra 1'88,3 e il 98,9%, e tra il 90 e
95,2 % con altri ceppi GII.2 isolati in Europa @iAcia FJ974136; Belgio AY686492, EU877970;
Ungheria EU360813.2). La maggior parte delle ddfere nucleotidiche identificate,

corrispondevano a mutazioni silenti nella proteib@entita tra i ceppi italiani appartenenti ai
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genotipi GlIl.1 e GIII.2 risultava del 91,8 % a déilo amminoacidico e del 75,5% a livello

nucleotidico.
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Figura 6.1 Dendrogramma, ottenuto con il metodo UPGMA, basat 466 bp della ORF1 di 11
ceppi di norovirus bovino, isolati in Italia nelrso del 2004 al 2005. | ceppi individuati in questo
studio sono evidenziati in grassetto. Sono indigcatfigura: il numero di accesso di GenBank,

l'origine e il Paese di provenienza.

6.1.4 DISCUSSIONE

Questo lavoro, che riporta la prima descrizionadatovirus bovino (BEC) in Italia, dimostra che |l
virus puo essere presente in bovini giovani affddtidiarrea, almeno in forma di co-infezione con
rotavirus. E interessante notare che la situazimseritta in Italia @ molto simile a quella degarit
di recente in Ungheria, dove negli allevamenti hovisultavano presenti sia Glll.1 che GIlIl.2
(Reuteret al., 2009). In altri studi condotti in Europa, in gemer risultato prevalere il genotipo
Glll.2 (Mauroy et al., 2009), che viene considerato predominante (Saipabnal., 2008). Al
contrario, in ltalia diversi ceppi di norovirus bow circolano contemporaneamente. | risultati di

sequenza non hanno evidenziato alcuna correlazi@n@orovirus bovino e i ceppi umani di
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norovirus circolanti in Italia. Questo sembra confare la scarsa probabilita che i bovini possano
rappresentare un serbatoio importante per la tessome zoonotica di norovirus, confermando le

ipotesi riportate in precedenza (van der Roell.,2003).

6.2 RICERCA DI ANTICORPI DIRETTI CONTRO NOROVIRUS
BOVINO E UMANO IN SIERI DI VETERINARI ITALIANI

6.2.1 INTRODUZIONE

In uno studio di prevalenza condotto su sieri dexiaari che lavorano in Olanda, e stata studeta |
possibilita che ceppi di origine animale di NoV melese potessero infettare significativamente
anche l'uomo. | sieri sono stati analizzati perréattivitd di IgG e IgA utilizzando proteina
ricombinante del capside di norovirus bovino (BEE)di norovirus umani, in particolare di un
ceppo Lordsdale (rLDV) di genotipo Gll.4, e di ueppo Norwalk virus (RNV) di genotipo GL.I. |
valori di sieroprevalenza tra i veterinari sonaistanfrontati con quelli ottenuti dall’esame di un
campione di soggetti non professionalmente es@bstontatto con i bovini per determinare se i
veterinari fossero maggiormente a rischio. La gimrealenza per BEC riscontrata tra veterinari

olandese e risultata piu elevata che nella popmta&zin genere (van der Palal.,2005).

Nel lavoro che verra presentato, la presenza di@pi diretti contro norovirus umano e bovino e
stata valutata nei sieri di 84 veterinari espastnaniera non esclusiva al contatto professionate c

i bovini, mediante un test ELISA basato su antigendotti nei laboratori dell’ISS.

6.2.1 MATERIALI E METODI

Campioni. Sono stati analizzati 84 sieri di veterinari italieclinicamente sani, che lavorano
prevalentemente ma non esclusivamente con suiprelievo dei sieri & stato effettuato, su base

volontaria, nel corso di un congresso svolto ihdta

VLP di HuNoV e di BEC. Le VLP ottenute dalla proteina capsidica sono sta¢eedentemente
prodotte nei laboratori dell’ISS utilizzando il ®ma di espressione baculovirus (Materiali e
Metodi, capitolo 3.1.2), a partire da un ceppo howuli Glll.1 (Zakhouret al.,2010) e da un ceppo
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umano di norovirus Gll.4, identificati in Italiagpitolo 7 di questa tesi, materiali e metodi 7Ny
corso di questo studio, l'antigene € stato prodotassivamente, verificandone prima dell’'uso
sperimentale il corretto assemblaggio in particalenil-virali (VLP) mediante microscopia

elettronica.

ELISA per la ricerca di anticorpi specifici diretti contro norovirus. Piastre ELISA (NUNC)
sono state sensibilizzate con @0di una sospensione di VLP del ceppo BEC o depoagmano,

ad una diluizione di 1:500 in PBS, e incubate [&otke a 4C. Per evitare il successivo legame non
specifico degli anticorpi con la plastica non satardall’antigene, le piastrine sono state bloccate
con PBS al 10% di FBS per 1 ora &£37A ciascun pozzetto sono stati successivamergirati

50 ul dei sieri umani alla diluizione 1:1000, o di uers iperimmune di coniglio anti-NoV umano
(fornito dal professor Svensson, Universita di ®otg, Gothenburg, Svezia), come controllo
positivo. Dopo incubazione di 2 ore a’87e lavaggi con PBS 0,1% Tween 20, € stato aggumto
anticorpo anti-lgG (H+L) umane, coniugato con fte$a alcalina (Pierce), diluito 1:2000 in PBS
allo 0,5% di BSA. Dopo incubazione per 1 ora &Q@7la reazione e stata evidenziata con p-
nitrofenol fosfato (Sigma 104) in tampone dietanui@na 10mM, pH 10. Dopo 1 ora di
incubazione a 3T, la densita ottica & stata misurata medianterketspettrofotometrica a una

lunghezza d’onda di 405 nm.

6.2.3 RISULTATI

Riconoscimento di antigeni di NoV in sieri umani mdiante ELISA

La ricerca di anticorpi contro norovirus umano &ibho e stata condotta su 84 campioni di siero
ottenuti da veterinari clinicamente sani. | sieshg stati analizzati inizialmente in ELISA per
determinarne l'efficienza di riconoscimento deltigene (VLP di norovirus umano e VLP di
norovirus bovino) a diverse diluizioni d’'uso. Dopari test, € stata scelta la diluzione di 1:1000,
risultata ottimale. Nella Fig. 6.2, sono riportédetture ODgs ottenute per i singoli sieri contro le
VLP di norovirus umano. Il 63% dei sieri mostravaualore ORQps superiore a 0,3 (range 0,3-1,5)

considerato significativamente superiore al vatbreut-off.

Non risultavano differenze consistenti nei valoellel letture degli Ok)s tra i sieri dei diversi
veterinari contro le VLP di HuNoV. La sieroprevatananticorpale contro norovirus umano é
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complessivamente risultata del 63%, mentre unaqueagne inferiore di sieri, circa 10,71% (9/84),
risultava positiva contro le VLP di BEC. Gli espeéanti hanno messo in evidenza un certo grado di
cross-reattivita degli anticorpi presenti nei dsresieri verso i due differenti virus, testimoniata
una tendenza a correlare tra i valori di assorbasladivi ai due distinti test, anti-BEC e anti-
HuNoV. Inaspettatamente, tuttavia, nessuna assoo@£ stata trovata tra sieropositivita IgG e

numero di anni di attivita dei veterinari.

ELISA

OD 405 B Sieri umani

Figura 7.2: Valori di assorbanza (Qjg) ottenuti con il test ELISA utilizzando gli 84 si@mani e

le VLP di HuNoV come antigene. | sieri con i divieralori di OD4o5 SOno state raggruppati in base
alla presenza di un segnale significativamente rsangerispetto al valore di cut-off. Nel riquadro
sono mostrati i campioni confermati positivi, coralore ODgps > 0,3. Sulle colonne

dell'istogramma e riportato il numero di campionrigispondenti a ciascun intervallo.

6.2.4 DISCUSSIONE

In questo lavoro é stata valutata la sieroprevaledizanticorpi diretti verso norovirus umano e

bovino in un gruppo di veterinari clinicamente sani

| risultati hanno mostrato una sieroprevalenzat@éb di Ig dirette verso norovirus umano Gll.4; la
prevalenza scendeva al 10,7% ricercano relativaerashianticorpi anti BEC; tali valori concordano
con guanto descritto in precedenti lavori (Horehal.,1998; Peloset al.,1999; van der Poett al.,

2000). La bassa prevalenza di anticorpi contro vinas bovino nel siero dei veterinari esaminati

suggerisce che questi ceppi non sono in gradofelitame 'uomo in modo efficace o che i ceppi
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animali sono scarsamente trasmissibili all'intedatla popolazione umana (van der Peglal.,
2000). Va tuttavia ricordato che i risultati otténmon consentono di stabilire se, anche in ltalia,
I'esposizione professionale ai bovini costituiscefattore di rischio, non essendo stato condotto un
confronto con una popolazione di controllo non etpol risultati rivelano solamente una
significativa presenza (> 10%) di anticorpi direttntro BEC nel siero dei soggetti esaminati,
confermando una possibile esposizione al virus. &wosi studi di confronto tra norovirus umano e
bovino hanno mostrato che tutti i ceppi di BEC apgegono al genogruppo Glll, distinto dai
genogruppi a cui appartengono i ceppi umani (Smetegl., 2003). Tuttavia, i norovirus umani
sono geneticamente molto eterogenei (Aretoal., 2000), e la bassa identita di sequenza
nucleotidica e amminoacidica riscontrata tra norgvibovini e umani (Oliveet al., 2003) e
sostanzialmente paragonabile alle basse identitdeotidiche presenti tra i diversi ceppi di

norovirus umano.

6.3 DISCUSSIONE DEI RISULTATI RIPORTATI NEL CAPITO LO

La dimostrazione della possibile trasmissione zemaodi norovirus avrebbe diverse implicazioni
per la comprensione dell’epidemiologia del virugllal sua trasmissione e sulla sicurezza

alimentare.

Come gia riportato, ceppi bovini di NoV non sonoi rstati identificati nelluomo, tuttavia non si

puo escludere la possibilita di arrangiamenti genpranche in considerazione del fatto che il 14%
dei ceppi umani sono ricombinanti. Tali arrangiatn@otrebbero in teoria consentire a ceppi di
norovirus bovino di adattarsi all'infezione nell'mo@, come ipotizzato per i ceppi di norovirus suino
Gll (Cheethamet al., 2006). Attualmente, ci sono pero ancora pocheriméaioni disponibili su

norovirus bovino, e studi ulteriori di epidemiolagnolecolare per norovirus bovino in Italia e in
Europa, analizzando un numero maggiore di campenili sequenze genomiche, appaiono

opportuni.

Per quanto riguarda lo studio di sieroprevalenzanedici veterinari, come presentato nel presente
capitolo, un suo limite e rappresentato dalla mapaadi dati relativi ad una popolazione umana
non esposta al contatto con bovini. Sebbene il nordesieri esaminati sia limitato, i dati ottenuti
confermano tuttavia una sieroprevalenza molto ¢édegaconseguentemente un’elevata esposizione
delluomo a norovirus. Inoltre, i risultati indicanun rischio di esposizione professionale

relativamente basso a norovirus bovino, considerand anticorpi diretti contro il ceppo bovino
136



Eleonora Ponterio, Dottorato di Ricerca in Epiddog@ e Controllo delle Zoonosi XXIV ciclo Tesi di Dottorato

sono stati riscontrati solo nel 10.7% dei sierilaaati. Va anche considerata la possibilita di una
pariziale cross-reattivita tra anticorpi direttirse NoV umano e l'antigene norovirus bovino

impiegato nel test.

Attivita future potranno completare lo studio ddreiprevalenza per norovirus sia di origine animale
che umana, confrontando i rischi di esposizionébb8ee I|'approccio molecolare e l'analisi di
sequenza abbiano ampliato le conoscenze su questmeneo gruppo di virus, non sSono ancora
disponibili protocolli diagnostici armonizzati e ehliengano conto della continua emersione di

nuove varianti di ceppi virali (Verhoet al.,2008; Verhoett al.,2009).
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Capitolo 7. Produzione di un anticorpo
monoclonale per esperimenti di immuno cattura

7.1 INTRODUZIONE

| norovirus (NoV) sono considerati a livello mondiaina delle cause principali di gastroenterite
acute di origine virale nelluomo (Kaa al.,2010). Tuttavia, i dati relativi alla prevalenzai 8loV
sSono ancora scarsi e probabilmente sottostimatvidai trasmissione di questi virus e oro-fecale,
tramite contatto diretto con persone infette (Vefhet al., 2008), o attraverso il consumo di
alimenti e acque contaminate. Non essendo ad agguibili sistemi di crescita in colture cellulari

o modelli animali, le conoscenze sulla replicazjovieulenza e immunologia dei NoV restano
limitate. Lo sviluppo di adeguati strumenti diagtids in particolare la biologia molecolare, ha
rappresentato un passo importante per il miglioramelella diagnosi di questi virus (Escobar-
Herreraet al., 2006). Sebbene l'approccio molecolare e l'andlisiequenza abbiano ampliato le
conoscenze su questo eterogeneo gruppo di virassamo ancora disponibili protocolli diagnostici
che tengano conto della costante emersione di nuemienti virali (Verhoetkt al.,2008; Verhoett

al., 2009). Inoltre, l'alta infettivita fa si che siasafficienti poche particelle virali per causare
l'insorgenza dei sintomi (Glagt al., 2009). Molte matrici, in particolare l'acqua, pmss essere
contaminate con quantita cosi basse di virus,dalirendere molto complicata l'identificazione
dell'agente eziologico se non dopo concentrazialecdmpione. Per l'analisi delle acque, in cui la
concentrazione del virus e in genere molto bassayrb essere analizzati grossi volumi, rendendo
necessarie procedure di concentrazione, che poggsaa@omportare anche la concentrazione degli
eventuali inibitori presenti, influenzando la séilgh dellRT-PCR, con possibili risultati falsi

negativi.

In alternativa ai comuni metodi di filtrazione, $®&parazione immunomagnetica (IMS), offre la
possibilita di un arricchimento del virus nel caon®, quale unica alternativa all'assenza di un
sistema di replicazioni@ vitro per norovirus per la produzione di stock viralncentrati. L'IMS &

basata sull'utilizzo di sfere magnetiche rivestiten la proteina G, a cui e legato I'anticorpo

pY

specifico. Questa metodica, € uno strumento utde lp separazione e l'isolamento del virus,
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eliminando il problema della presenza di inibitiMonceyron e Grinde 1994; Gilpatrickt al.,
2000; Myrmelet al.,2000), e permettendo di catturare selettivamegtaeentrare il virus.

Nel lavoro presentato in questo capitolo, € stabutata la possibilita di utilizzare reattivi
immunologici, un siero policlonale e un anticorpomaclonale, prodotti nei laboratoridell’'lSS, per
la messa a punto di un protocollo di IMS. | reattitilizzati erano diretti contro la proteina del
capside di un ceppo Lordsdale (Gll.4) di noroviassemblata sotto forma di VLP. La scelta e stata
diretta al genotipo GllI.4, che € in assoluto il feguente in Europa e nel mondo (Donaldsbal.,
2010).

L'esperimento di IMS € stato svolto utilizzando diieersi genotipi di norovirus, e l'avvenuta
cattura del virus e stata valutata mediante esgatindi RT-PCR convenzionale o real-time e
mediante test ELISA.

7.2 MATERIALI E METODI

Preparazione VLP di NoV. Cellule di insetto Sf9, sono state infettate conbdculovirus
BacHu/GGII.4/00/IT, precedentemente ottenuto néotatori dell'ISS e contenente la regione
capsidica del ceppo di norovirus umano Gll.4. D@Rwre, osservato un effetto citopatico diffuso,
i monostrati di Sf9 infettate sono stati raccolil Bsato cellulare e stato trattato per purificarle
VLP, mediante ultracentrifugazione attraverso uscow di saccarosio al 30% (peso/vol), seguito
da un gradiente di densita CsCl (1,362 djcihcorretto assemblaggio delle VLP di NoV purite

e stato visualizzato mediante microscopia elettiani

Produzione di anticorpi monoclonali anti-NoV.Topi Balb/c sono stati immunizzati con 25 pg di
VLP di HuNoV con adiuvante di Freundt, per via aperitoneale. Un pannello di anticorpi

monoclonali (MADb) e stato generato dalla fusionglideplenociti con cellule di mieloma murine

Fox con procedure convenzionali (materiali e me®di2). | MAb sono stati selezionati mediante
ELISA utilizzando VLP di HuNoV come antigene.

Produzione di sieri iperimmuni diretti contro un ceppo Gll.4 di NoV. Due conigli sono stati
immunizzati con 100 pg di VLP di HuNoV in adiuvantempleto di Freund (SIGMA), e tre

iniezioni di richiamo di 70-100 pg di VLP di HuNodbn adiuvante incompleto, a intervalli di tre
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settimane. Campioni di sangue sono stati raccothgdell'immunizzazione. Test di WB ed ELISA

sono stati utilizzati per valutare il titolo antrpale nei sieri.

Campioni. | campioni di feci utilizzati in questo studio, penivano da soggetti affetti da AGE
causata da norovirus, ed erano stati raccolti aedocdi focolai epidemici studiati nel laboratorio
ISS (Boccieet al.,2002; Mladenovat al.,2008).

Precipitazione immunomagnetica.Proteina G coniugata a sfere magnetiche (IgG Dyadde
Lifetechnologies) e stata incubata con un sierginpaune anti-HuNoV-VLP di coniglio o con
I'anticorpo monoclonale anti-HUNoV-VLP (1H2), seqgule il protocollo del produttore. Una volta
rimosse le IgG non legate, le beads, conententapt legati alla proteina G, sono state incubate
con diluizioni seriali (1 ml) di estratto fecale ntenente norovirus. Dopo 2 h a temperatura
ambiente con rotazione costante, le sfere immunoetadpe sono state raccolte per separazione
magnetica e le particelle virali recuperate daflatgina G mediante eluzione in 100 pl, seguendo il
protocollo del produttore. Tutti gli esperimentincie sfere immunomagnetiche sono stati eseguiti in
triplicato, includendo sempre come controllo negatuna sospensione fecale negativa per

norovirus e, come controllo positivo, le VLP di Ho

Estrazione di RNA. L'RNA virale e stato estratto dalle diverse diloizi dei campioni di
sospensione fecale prima dellIMS e dagli eluatcoéti dopo IMS, utilizzando QlAamp-RNeasy
Mini Kit (QIAGEN). L'RNA totale e stato eluito indD pl di acqua.

RT-PCR. L'RNA virale e stato amplificato in una reazioneRII-PCR (SuperScript ® One-Step
RT-PCR System con Platinum ® Tag DNA, Lifetechn@sy con la coppia di oligonucleotidi
GIISKR-GIISKF (Kojimaet al.,2002), che amplificano un frammento d@lRF2di HuNoV (338

bp).

Real-time RT-PCR. L'RNA estratto e stato analizzato in una reazioneedl-time RT-PCR con
sonda TagMan, utilizzando il kit One-step RT-PCRstea mix (Lifetechnologies) seguendo le
indicazioni del produttore e il protocollo desaitla de Silva e coll. (2007) (tab. 7.1), utilizzand
0,25 uM di ogni primer, 0,1 uM probe HuNoV-P (mdaceon FAM). La reazione e stata effettuata
in un volume finale di 20 pl, utilizzando 5 pl dNR. Il programma di amplificazione e stato: 15
min at 48°C, 2 min at 95°C, per 45 cicli di 15 s€85 C, 15 sec a 60°C e 60 sec.
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GENOGRUPPO PRIMER SONDA SEQUENZA POLARITA
QNIF4 5'- CGC TGG ATG CGN TTC CAT -3’ Forward
Gl NV1LCR 5'- CCT TAG ACG CCATCATCATITAC-3' Reverse

NVGG1p | 5-FAM-TGG ACA GGA GAY CGC RAT CT-TAMRA-3*

QNIF2 5'-ATGTTC AGR TGG ATG AGR TTC TCW GA -3’ Forward

Gll COG2R 5'-TCG ACG CCATCT TCATTC ACA -3’ Reverse

QNIFS | 5- FAM- AGC ACG TGG GAG GGC GAT CG-TAMRA-3’

Tabella 7.1Primer e sonde utilizzate nel saggio di real-tP@R.

ELISA. Piastre per ELISA (NUNC) sono state sensibilizastkzzando come antigene 2,5 pl di
virus raccolto dopo IMS o 2 pl HuNoV VLP 69 ng/idnse controllo positivo. Le piastre sono state
incubate con I'anticorpo monoclonale prodotto cont VLP di HuNoV (1H2) o con il siero
iperimmune anti-VLP HuNoV prodotto in coniglio. Uanticorpo secondario, anti-topo o anti-
coniglio, coniugato a fosfatasi alcalina anti-lgg+() (SIGMA) e stato aggiunto alla diluizione
1:3000 in PBS contenente 2,5% latte, e incubatd.pex 37°C. La reazione e stata evidenziata con
p-nitrofenol fosfato (SIGMA) in tampone 10mM dietdammina, pH 10.

Analisi delle sequenzele sequenze delle regioni nucleotidiche codificd@RF2 di norovirus
sono state allineate con quelle presenti nel dataiNCBI, e le analisi filogenetiche sono state

effettuate con il software Bionumerics V. 6.5 (Appl Maths, Kortrijk, Belgio).

7.2 RISULTATI

Produzione di reattiviimmunologici contro le VLP del ceppo Gll.4

Sono stati prodotti sieri iperimmuni di coniglioamticorpi monoclonali murini (MADb) contro la
proteina capsidica virale VP1 di un ceppo di nawviumano, da impiegare per lo sviluppo di test
diagnostici. Per ottenere i sieri iperimmuni, dwigli sono stati immunizzati con le VLP di
HuNoV purificate, utilizzando adiuvante di Freuntsieri sono stati analizzati in esperimenti di
Western blotting utilizzando I'antigene ricombinargurificato. | sieri iperimmuni riconoscevano

una sola banda relativa alla proteina con la tagliesa (50 kDa) (dati non mostrati), identica alla
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proteina riconosciuta da un siero umano di cordrabntenente anticorpi anti-HuNoV Gll.4
(gentilmente fornito dal professor Svensson, Ursardi Géteborg, Gothenburg, Svezia).

Le VLP di HuNoV sono state anche utilizzate pesWuppo di MAb in topi immunizzati per via
parenterale. | cloni di ibridoma ottenuti dallaifuge degli splenociti murini con cellule di mieloma
sono stati analizzati per la produzione di MAb s$fiEctramite saggio ELISA contro VLP di
norovirus e le colture riscontrate positive soraiesselezionate e subclonate. Le colture stabiézza
sono state successivamente caratterizzate in bassaggi ELISA, Western blotting e

Immunoperossidasi (dati non mostrati).

Separazione immunomagnetica (IMS) di norovirus di gnogruppo Il da campioni di feci

Gli esperimenti di IMS sono stati condotti con caonp di feci positivi per un ceppo NoV Gll.4
(Lordsdale), dello stesso genotipo del ceppo viuéilezzato per produrre le VLP, identificato in un
focolaio epidemico dieci anni piu tardi (2010). lied ceppi, anche se appartenenti allo stesso
genotipo, sono, infatti, due diverse varianti viralbase alla corrente classificazione dei nonair

La tabella 7.2 riporta i risultati ottenuti medianmmuno-cattura del virus dalle sospensioni fecali
(prima riga) o utilizzando le stesse sospensionisaitoposte a IMS (seconda riga). | due metodi di
concentrazione sembrano essere entrambi senagihilalla diluizione di 18il virus veniva rilevato
solo nell'esperimento di cattura mediante IMS, daddo una maggiore concentrazione virale di

circa 10 volte.

Metodo Diluente Volume Diluizioni delle sospensioni fecal?

(mi)

10! 10% 10° 10*° 10° 10° 10’ 10°

Con IMS, sfere con Acqua 1 + + + + + + - -
PADb
Senza IMS Acqua 1 + + + + + - - -

Tabella 7.2IMS. Diluizioni seriali in base 10 delle sospemsifecali positive per norovirus Gll.4.
2 Virus ¢ stato identificato da RT-PCR e Real-tid@R dopo IMS.

P+ positivo RT-PCR; -, negativo RT-PCT.
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Per verificare se lo stesso esperimento di cafiatasse essere effettuato con un genotipo diverso
rispetto al Gll.4, I'esperimento di IMS e statoetiyto utilizzando sospensioni fecali positive per i
ceppo GII.3. La tabella 7.3 riporta i risultati extuti utilizzando siero iperimmune o anticorpo
monoclonale diretti contro le VLP del ceppo GIlI@li anticorpi catturavano anche il ceppo

eterologo GI1.3, come confermato dai risultati pesottenuti in ELISA e in real-time PCR.

Analisi filogenetica delle sequenze capsidiche deppi Gll.4 e GIl.3

Le sequenze della regione capsidica ottenute dapicetilizzati in questo studio sono state
confrontate mediante analisi filogenetica. Comentgto nel dendrogramma (fig. 7.1), i due ceppi
utilizzati (Lordsdale del 2000 e del 2010, Gll.4pstravano un'identita nucleotidica del 85% che
raggiungeva I'89% a livello amminoacidico. L’ideattra i ceppi Gll.4 e quelli G11.3 era invece del

65% a livello nucleotidico e del 70% a livello amatidico.

Cepoo  Anno Risultati Risultati
PP gRT-PCR/RT-PCR  ELISA

GI.3 2007 + +

Gll4 2010 + +

Tabella 7.3 1 campioni sono stati testati utilizzando protei@aincubata con anticorpi di siero
iperimmune di coniglio antiHuNoV e con I'anticorpoonoclonale 1H2 diretto contro le VLP di
Gll.4.
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§ X 2 v B
HulLYChippingMorton UK 31,404 AYS35028
HuhoViLanzhoul35666/02China Gll. 4Henry DQ364459
cairod - Gl 4064 EUBTE886
MiamiBeach Gll.4-95/96 AF414424
NLYMMOral37IsE Gll.4 AY0DE1134
NLYEuri007/00/10E Gll.4 AF427T11T7 1
cairal . Gll. 406k EILI3TE8G2
HUNUWGII 4iKumarmoto 2/06JP Gll.4 AB44T7460
TnSD J G4 2010
[ Apeldoorn3‘|?Farminglon 511,408 AB445385
Stockholm Gl 408 AB482032
HULVIGIMMDT 24-711 987105 G4 AY030098.1
HuNLYCamberwellkoreads Gl.4-94 AF1458096
Bristolvirus Gll.4 KTIB716
Lordsdale Gll.4 ABBssT
l 3 Gll4 2000
HuNo B Kor0s Gl.3 GLU980585
HunoVHemeHNEIG Gl.3 EFG70649
HuNoVRotterdamPSD0RMLOS Gll.3 AB3B85634
F!uNoVEIgIGB?/ Gl3 2007
Arg32l] 53 AF190817
HuRotterdamP 1 00MLDE G323 ABZIB5626
LE HuRotterdamP 8D 31 MNLIE GIL3 ABZE5642
HunoV Sydney 740CALUS07 GllLb-GIL3 GO249127
HuNLVKoblenz433DE0D Gl.4 AF 394960
HulNoVSagad0031 2JP00 Gl.4 EF547394
Gl.4capsid complete Gl4 2010
HUNLVYalettads Gl4 AJ2TTB16
HubLVBaltimare277US93 Gl4 AF414404
MLV MewOrleans266US33 Gl.4 AF414402
LE HuMLVChibhad 07 P37 Gl.4 ABO42808
HUNLYThigtiehallUKG0 Gl.4 AJ2TTEN
1 HuMoVJKPG_B813WEDT Gl3 FJ711163
1 HuMoVJKPG_B335WEDT GlL3 FI711164

Figura 7.1 Dendrogramma, costruito con il metodo UPGMA, insano confrontate l'intera

regione ORF2 (capsidica) dei ceppi utilizzati iregito studio (in rosso).

7.3 DISCUSSIONE

In questo capitolo e stata presentata la messa rdo pdi

immunomagnetica (IMS) per la cattura di noroviriismetodo e

un metodo di separazione

basato sull'utilizzo di reattivi

immunologici (mono e policlonale) prodotti conteoVLP di un ceppo di norovirus Gll.4 del 2000.

| risultati hanno dimostrato la capacita dei reaithmunologici di catturare un ceppald typedi
Gll.4 identificato nel 2010, con un'identita aminmlca dell'89% con il ceppo GlIl.4 del 2000

utilizzato per produrre le VLP. Inoltre é risultatatturare con gli stessi reagenti particelle di un

ceppo di norovirus GII.3, piu distante filogenetimnte dal ceppo Gll.4 2000, rispetto al quale
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mostra un'identita aminoacidica del 70%. Il metodmmnbinato con la real-time RT-PCR risulta
essere piu efficiente (di 10 volte) rispetto abibsi del campione senza preventiva IMS. Per
evidenziare l'avvenuta cattura del virus, oltrenatodo molecolare, € stato effettuato un test ELISA
che permette di identificare la particella virale@n il genoma o porzioni di esso. Il test di IMS
potrebbe rivelarsi un metodo utile per isolare acemtrare NoV da campioni con bassa carica
virale, di particolare importanza in consideraziole¢fatto che non € ad oggi ancora disponibile un
metodo di coltura cellulare per questi virus. Tuta l'attuale limite per I'utilizzo del’'IMS nella
diagnostica di NoV é rappresentato dall’elevataaldiita antigenica del virus stesso. | reattivi
immunologici utilizzati nel nostro test, ottenuthiunizzando gli animali con VLP di un ceppo
Gll.4 identificato nel 2000 in Italia, riconoscormo catturano un'altra variante del ceppo Gll.4,
identificata di recente e riconoscono anche un gemadistinto il GII.3, riconoscendo quindi
epitopi comuni tra i ceppi GII.3 e Gll.4. In espeenti futuri, verra valutata la capacita di legare
altri genotipi di norovirus tra quelli maggiormergecolanti nelluomo. E' importante sottolineare
che esistono gia in letteratura descrizioni di M#&ie reagiscono con diversi genotipi di Gl NoV e
che reagiscono sia con Gl che GII NoV (Shiettal.,2007). Questo suggerisce che una IMS / RT-
PCR con ampia specificita per NoV puo essere raathe utilizzando reattivi immunologici ad
ampio sgttro, combinati con primer e sonde che consentanitelaazione di piu genotipi di NoV.
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Capitolo 8: Attivazione ex-vivodel sistema
Immunitario con VLP (virus like particle) di
Norovirus umano Gll.4.

8.1 INTRODUZIONE

| Norovirus sono considerati una delle principause di gastroenterite di origine non batterica a
livello mondiale, rappresentando un rilevante peotd per la sanita pubblica (Estsal., 2006;
Bull et al.,2012). In Europa, un recente rapporto della Etangeood Safety Authority (EFSA), ha
riconosciuto il ruolo di questi virus quali impaonta causa di epidemie di gastroenterite acutajila ¢
insorgenza puo essere legata al consumo di alircentaminati, tra i quali frutti di bosco e ostrch
(EFSA Panel on Biological Hazards, 2011).

Sulla base delle sequenze nucleotidiche, i NoV sdassificati in cinque genogruppi (GI, GlI,
Glll, GIV e il GV), tra cui i genogruppi | e Il rabiudono la maggior parte dei genotipi che
infettano I'uomo. Non tutti i genotipi sono ritrdvaon la stessa frequenza, ma alcuni sono molto
piu comuni di altri. Sicuramente il genotipo Gll.Agoto come ceppo Lordsdale, € il ceppo piu
frequente a livello mondiale. Cio é probabilmente@wto alla capacita di questo genotipo di mutare
rapidamente, tanto che di anno in anno sono desarbve varianti virali, che grazie all'insorgenza
di poche mutazioni possono presentare maggiordevza (Glasset al., 2009; Donaldsoret al.,
2011).

| Norovirus infettano individui di tutte le eta probabilmente a causa della grande diversita dei
ceppi, la risposta immunitaria non e duratura e determina cross-protezione verso ceppi tra loro
diversi; cio causa la possibilita che gli adultspono infettarsi piu volte nel corso della vita geo

et al., 2009). Le informazioni sulla risposta immunitasiano ridotte, non essendo disponibile un
sistema di crescitia vitro per Norovirus umano. Per questo, la maggior pdetie informazioni su
guesti virus sono state acquisite utilizzando \Aike particle (VLP) che vengono ottenute
dall'espressionm vitro, attraverso il sistema baculovirus, della protalehcapside virale (Glast

al., 2009; Donaldsoret al., 2010). La proteina cosi espressa assembla aubastitna struttura
VLP, indistinguibile dal virushaive sebbene sia priva al suo interno del materiateetyen. Le

VLP, oltre che morfologicamente simili al virusld-type sono simili a questi anche dal punto di
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vista antigenico, risultando utili anche per la s@esa punto di test diagnostici, per la
caratterizzazione del virus e per studi sulla riss@pammunitaria (Estest al., 2000; Grayet al.,
2007). Le VLP in generale sono riconosciute ddesis immunitario in modo non diverso dai virus
infettanti (Noad et al. 2003) e sono considerateupeuso alternativo a vaccini vivi attenuati, o in
assenza di vaccini altrimenti ottenibili, come a#rapio nel caso del vaccino commerciale per il
papillomavirus (Wheeleet al., 2008). Basse dosi di VLP di Norovirus somminigral topi
stimolano la produzione di IgG e IgA (Guerreioal.,2001). Nell'uomo, e attualmente in fase Il di
sperimentazione clinica un vaccino ricombinantetito® da VLP di un ceppo umano Gll.4
(Atmaret al.,2011). Questa sperimentazione ha confermato atteearel’'uomo le VLP stimolano
efficacemente risposte umorali con produzione anumoglobuline di classe IgA e IgG specifiche
(Tacket et al., 2000; Atmaret al.,2011). L’antigenicita delle VLP di Norovirus diigine umana
(HuNoV) e stata valutata anche nel suino (Saizd.,2007a).

Nel luglio 2000, é stata descritta in Italia untgrinia di gastroenterite, in cui & stato coinvoko u
ceppo di Norovirus di Gll.4 (Bocciet al.,2002). Mediante il sistema del baculovirus, lat@irta
VP1 di questo ceppo Gll.4 é stata espressa (B&tad,2002) producendone VLP. Nel presente
studio, é stata valutata la risposta innata versW Nopo stimolazionex vivodi cellule umane
mononucleate del sangue periferico (PBMC) con € \firodotte GlI.4. L'obiettivo e stato quello
di studiare la risposta immunitaria di Noroviruslizeando PBMC. | PBMC sono rappresentati
principalmente da monociti, linfociti T e linfocit8, piccole quantita di cellule NK e cellule
dendritiche di origine sia mieloide che plasmadioi Le cellule dendritiche sono fattori
determinanti nelle malattie virali in quanto attigala risposta immunitaria durante l'infezione
virale e, in particolare, la risposta di linfocftidi tipo T helper (Steinmaat al., 2007). | risultati
ottenuti hanno dimostrato la capacita di HuNoV \iRndurre l'attivazione e la maturazione delle

cellule dendritiche e dei monociti circolanti dexivda cinque donatori.

8.2 MATERIALI E METODI

Produzione di VLP di HuNoV. | metodi sono riportati nel capitolo 7, paragrafa.

Immunizzazione di topi Balb/c. Topi adulti Balb/c (12 settimane di eta) sonoistamunizzati per
via intraperitoneale a intervalli di 3 settimanen@bug di VLP di HuNoV purificate in presenza di
adiuvante di Freund. Circa 12 giorni dopo l'ultitm@oster, i campioni di siero sono stati prelevati
dagli animali immunizzati e testati per la presenizaanticorpi anti-HuNoV utilizzando il test

ELISA (vedi par. 3.1.2).
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Soggetti reclutati. Cinque volontari sani (4 femmine e 1 maschio), cofeta media di 30 anni
sono stati coinvolti in questo studio. Il sanguefpdco e stato prelevato da ogni soggetto edtatt

presso ['lstituto Nazionale Tumori “G. Pascale’N#poli.

Coltura cellulare. Le PBMC sono state fatte replicare su terreno RP840 (Life Technologies,
Carlsbad, CA) supplementato con 2 mM L-glutamingr(a), 10% siero fetale bovino (Life
Technologies) e 2% di penicillina streptomicinaOC® UI/5 mg per ml, Biomedicals MP). I
terreno di coltura a lungo termine era costituim BPMI 1640 integrato con 75 U/ml di

interleuchina-2 ricombinante (rlL-2, R & D Systems)

Preparazione PBMC. PBMC umani sono stati isolati mediante centrifugae in gradiente di
densita con Ficoll-Hypaque e sono stati piastragéi pozzetti ad una concentrazione di circa 10
cellule/pozzetto. | PBMC isolati sono stati poitifaeplicare per 24 ore o per 6 giorni nel terreno
RPMI 1640 integrato con riL-2.

Trattamento delle cellule. PBMC sono stati trattatton VLP ricombinanti di NoV Gll.4 (10
pg/ml). L'attivita residua di lipopolisaccaride ewgalmente presente nella preparazione di VLP é
stata bloccata mediante preincubazione con 10 pgdindolfato di polimixina B (SIGMA).
L'assenza di interferenza di attivazione dovutasafato di polimixina B nei risultati & stata
verificata precedentemente (Buonagatal.,2006). Come controllo positivo, le cellule sonatst
trattate con 8 mg/ml di lipopolisaccaride (LPS),ntne come controllo negativo é stato usato PBS. |
PBMC sono stati raccolti dopo 24 h, o dopo 6 gigrer l'induzione a lungo termine. Le cellule
raccolte sono state lavate con 1 x PBS senza calamagnesio e poi utilizzate per l'analisi
fenotipica mediante citometria di flusso. | supéané cellulari sono stati raccolti per quantifiear

la produzione di citochine mediante ELISA.

Citometria a flusso. | PBMC sono stati incubati per 30 min a 4° C caricmrpi monoclonali
umani specifici per CD40, CD80, CD83, CD86, HLA-DRD123, CDl1llc e CD14 (BD
Pharmingen, San Diego, CA), lavate ed analizzate wo citofluorimetro FACScalibur (BD

Pharmingen). L'analisi dei dati € stata effettuata il software WinMDI2.8.

ELISA. La descrizione dettagliata della metodica € rggarhel capitolo 3.1.2. In sintesi, le piastre
per ELISA (NUNC) sono state incubate con 2ul di NGW.4 VLP (69 ng/ul), utilizzate come
antigene in tampone PBS, per 18 ore a 4°C. Lerpiasino state poi incubate con i campioni di
siero, in triplicato, a una diluizione 1:100; coomntrollo positivo e stato utilizzato un siero uroa
anti-NoV GIl.4 (L. Svensson, Universita di Linkdgin Linkdping, Svezia). Un anticorpo

secondario anti-umano o anti-topo coniugato a fasfalcalina e stato aggiunto alla diluizione di
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1:3000. Dopo 1 h a 3C, la reazione e stata evidenziata con p-nitrofdosfato (Sigma) in

tampone 10mM dietanolammina, pH 10.

Western blotting. La descrizione dettagliata della metodica é rggarhel capitolo 3.1.2. In sintesi,
1 microgrammo di VLP sono state separate mediabt8-BAGE e trasferite su membrana di
nitrocellulosa. | sieri umani sono stati diluitilDO, e i sieri policlonali murino e umano, utilitiza
come controllo positivo, sono stati diluiti 1:1000anticorpo secondario coniugato a fosfatasi
alcalina é stato aggiunto alla diluizione 1:300Gavicenuto legame dell’anticorpo € stato quindi
rilevato mediante colorazione con NBT/BCIP (nitrlueb tetrazolium/bromo-cloro-indolilfosfato,

Pierce).

8.3 RISULTATI

Analisi sierologiche: test ELISA e Western blotting

VLP di HuNoV sono state somministrate per via ip&atoneale in 3 topi Balb/c con adiuvante
Freundt completo ed incompleto in tre booster.rhg@ni di siero sono stati raccolti da ciascun
topo immunizzato dopo 14 giorni dalla terza somsimizione. Per saggiare la capacita dei sieri
iperimmuni di riconoscere le VLP di NoV nella lorforma strutturata e valutare quindi
immunogenicita delle VLP prodotte, sono stati gasié test ELISA e Western blotting. | risultati
del test Western blotting sono riportati in figuBdl; i tre sieri hanno generato una colorazione
molto marcata di una proteina del peso molecoldes@ di 55 kDa, in corrispondenza delle VLP
Gll.4 (Figura 8.1, linee 5-7). Nessuna banda veniganosciuta utilizzando sieri murini pre-
immunizzazione (fig. 8.1 linee 1-3Jutti i sieri dei topi immunizzati hanno quindi oigosciuto le
VLP in entrambi i test, ELISA e Western blottinggnéermando che le VLP hanno indotto una
risposta umorale, con un significativo incremen& titolo anticorpale anti-HuUNoV nei sieri di

topo.

| sieri prelevati dai 5 soggetti sani coinvoltiguesto studio sono stati analizzati per la ricetica
anticorpi diretti contro Norovirus umano, mediafelSA impiegando le VLP NoV GIll.4 come
antigene (vedi materiali e metodi, 8.2). Tutti mgaoni di siero sono risultati positivi in ELISA, e

tre di essi hanno riconosciuto le VLP anche in \&t@sblotting (Tab. 8.1).
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> S4kDa

P 37kDa

— 29kDa

Pre-lmmune hyperimmune |- 1),
sera sera

Figura 8.1 Sieri iperimmuni di topo (linee 4, 5 e 6) analtzzaediante Western blotting usando le
VLP ricombinanti di HuNoV. | sieri riconoscevanoegificamente una singola banda proteica della

dimensione attesa della proteina del capside di.NoV

Soggetti ELISA Westernblotting
AP Pos Pos
EP Pos Neg
MLV Pos Neg
LG Pos Pos
PP Pos Pos

Tabella 8.1 Immunoreattivita delle VLP di HuUNoV con cinque gaioni di siero umano analizzati

mediante test ELISA e Western blotting.

Maturazione in PBMC indotta da VLP di NoV Gll.4

Le cellule mononucleari umane del sangue perife(RBMC) ottenute dai 5 soggetti sono state
isolate e incubate con gg/ml di VLP di NoV Gll.4. Dopo stimolazione di 24 b stata valutata
I'espressione dei marcatori di maturazione e dietione, quali CD80, HLA-DR, CD83, CD86 e
CD40. | risultati hanno mostrato l'up-regolaziondutti gli indicatori dei monociti CD14+, delle
cellule dendritiche plasmacitoidi CD123+ (pDC) dlelecellule dendritiche mieloidi CD11c +
(mDC) (Fig. 8.2). Anche se la stimolazione con |&Pvdi NoV ha indotto una aumentata
espressione di marcatori di attivazione/maturazian@tti i tipi di cellule, la risposta piu eviden
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valutata in termini di indice medio di fluorescer(4F1) & stata osservata nella popolazione CD11
+ mDC (Fig.8.3).

Produzione di citochine ex-vivo dopo stimolazioneidBMC con le VLP di HuNoV

La maturazione dei PBMC €& caratterizzata dalla ywamhe di citochine per implicate
nell'l'attivazione dei linfociti T. E’ stato valuta il livello di IFN-y, del fattore di necrosi tumorale
alfa (TNF-) e di IL-6 nel supernatante di coltura di PBMC mn@opo stimolazione con VLP di
NoV Gll.4 o con LPS. Le VLP inducevano la maturasamei PBMC insieme alla produzione di
citochine coinvolte nelle risposte Thl e Th2. Ellvdi interferone gamma (IFN}, di TNF-a e di
IL-6 sono state valutate nel supernatante a diatan24 h e di 6 giorni dalla stimolazione delle
colture di PBMC con VLP. Il trattamento delle céfucon VLP induceva un aumento della
produzione di IFNy, IL-6 e TNFeo nei PBMC di tutti i soggetti reclutati (Fig.8.4),l livello medio

basale di tutte le citochine mostrava differengmisicative tra i soggetti.

CD80

CD14+ monocytes M

CD123+ pDCs

PBS
CD11c+ mDCs

[
| L%
M/
LT s

Figura 8.2 Analisi, utilizzando il citofluorimetrometro FAC&kbur, dell’espressione di CD80,
HLA-DR, CD83, CD40 e CD86; sono stati analizzatinooiti CD14 +, CD123 + pDC , CD11c +
MDC.

151



Eleonora Ponterio, Dottorato di Ricerca in Epiddog@ e Controllo delle Zoonosi XXIV ciclo

Tesi di Dottorato

CD30 (CD14+) CD40 (CD144) CD86 (CD14%)
7 05 a0 N
s .
50, 1004 o . —4
i ' 2 75 L 20, !
% L 50 z 1 4 M
n v . \ } 0. ¥
—4 i - i
¢ WP 1¢s c VP 3
D83 (CD144) HLADR (CD14+)
5 000
0 v
_ 75 v _
L . - Lo i '
A\l
— ¥ e
4
S T+
L] \
¢ \Lp [t [ [ 1ps

D80 (CD11cH D40 (CD11eH
5 150
4
' 125 \
P - 0
L \ iy
Ln
B N [ , y
—+ N v 3 } i M
4 P s [ [ Lps
CDg3 (CD11cH) HLADR (CD11c#)
125 2000
10 N '
v A A
7 N v ~ -
N - L N
o -0 v
. ) v
2. -+ Iy —— 4
L]
Il
c wp 1P§ [ 3 LPS

€086 (CDHcH)

Figura 8.3 L’espressione di maturazione di marker di attivagi e/o superficie, indotta da VLP di
NoV Gll.4 e LPS su PBMC provenienti da cinque sdtjgeani, € indicato come Mean

Fluorescence Index (MFI). CD14 + = monociti; CD#s mDC
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Figura 8.4 Analisi di citochine di tipo Thl e Th2 indotte &P di NoV ed LPS in supernatanti di

PBMC da cinque volontari. UN = non trattate.

8.4 DISCUSSIONE

Lo studio della risposta immunitaria di Norovirus milevante ai fini dello sviluppo di una possibile

futura strategia di prevenzione, basata sull'wdizli vaccini.

Fino ad oggi, le conoscenze sulla risposta immdaitehe fa seguito all'infezione da Norovirus

sono ridotte, principalmente a causa della mancdnaa sistema di coltura cellulare.

La maggior parte delle informazioni riguardantrigposta immunitaria verso questi virus derivano
dalle epidemie di Norovirus e da limitati studivivo nell'uomo. In assenza di virus replicairti
vitro, sono normalmente utilizzate VLP di Norovirus ottee con il sistema ricombinante
baculovirus, e che rispecchiano fedelmente morfalag caratteri antigenici dei corrispondenti

ceppi di virus nativo.

In questo studio, sono state utilizzate VLP ottermresso i laboratori dell'lSS da un ceppo Gll.4 di
Norovirus umano, delle quali & stata descrittagagitoli precedenti la capacita immunogenica in
topi Balb/c e di cross-reagire con sieri di soggeth anamnesi di infezione da NoV. In questo
capitolo, & stata dimostrata la capacita dellesstegLP di attivare la maturazione di cellule
dendritiche e monociti derivati da cinque donatathe presentavano anticorpi circolanti anti-
Norovirus. Lo studio ha utilizzato i PBMC, per ilalo chiave che questi per rivestono nei
meccanismi di attivazione delle cellule presentdfgntigene (APC) ai fini della risposta
immunitaria attivata dall’antigene (Noaat al., 2003). Poche informazioni sono disponibili in
merito al ruolo delle cellule T nell'infezione daohvirus. Recentemente, I'infezione sperimentale
di un suino gnotobiotico con un ceppo umano Glkeddimostrato I'induzione di risposte locali e
sistemiche, con produzione sia di anticorpi ant¥NGIl.4 che di citochine, e la presenza di
qguest'ultime ha confermato che il ceppo Gll.4 irelutsposte di tipo Th1/Th2 (Souz al.,
2007b). L'immunogenicita delle VLP di NoV, somminée da sole o con adiuvante, € stata anche
valutata in topi, i quali esibivano risposte immtanie sistemiche e mucosali (intestinale e vag)nale
(Guerreroet al.,2001). Produzione di anticorpi circolanti e ril@sdi interferone gamma sono stati
anche osservati in volontari umani dopo sommirzstrzge di VLP di NoV umano (Tackedt al.,
2003).
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La presentazione di un antigene esogeno al congplasggiore di istocompatibilita (MHC), in
particolare allMHC di classe I, stimola rispost®& generalmente attivate da antigeni sintetizzati
dalla cellula stessa (via endogena), sia nel coefiinfezione da naturale sia attraverso I'impiego
di un vaccino a DNA (Buonaguret al., 2006). Tuttavia, gli antigeni dell'ambiente exgihdare
possono anche essere presentati a molecole MHIagdiecl e stimolare I'immunita delle cellule T
CDS8 (+), processo definito come "cross-presenta&Zion’cross-priming” (Roclkt al., 2005, Heath

et al., 2003). Studi condotti negli ultimi anni su VLP, m@anno dimostrato I'efficacia nello
stimolare risposte CD4 e CTL, oltre a stimolarenfiunita di tipo umorale (Noadt al., 2003,
Moron et al., 2003, Pintcet al.,2003). In questo lavoro, € stato dimostrato chéle di un ceppo

di NoV di genotipo Gll.4 interagiscono con le c@lypresentanti I'antigene (APC) e stimolano la
secrezione di citochine, con la conseguente attwazdelle risposte Th-1 e Th-2, risultando in
grado di indurre la maturazione dei PBMC prelewi 5 diversi volontari sani, con memoria
immunologica di infezione da norovirus. Le VLP hanmdotto espressione di marcatori di
attivazione e molecole co-stimolatorie nelle AP@eaficamente monociti CD14 + e CD11 + DC
mieloidi (mDC), in misura paragonabile al controflositivo (trattamento con LPS). La risposta
indotta riguardava l'espressione di marcatori diturezione di superficie (CD80, CD83, CD86,
CD40 e HLA-DR), nonché la produzione di citochineme TNFe, IL6 e IFN+. In particolare, il
livello di IL-6, sia nei soggetti a bassa ed alaapositivita, risultava circa quattro volte pi@eato
che nel controllo negativo (PBS). E’ noto che lpf@muove la differenziazione Th2 (Dieét al.,
2002) e inibisce la produzione di IFNe la differenziazione in Thl (Diebt al.,2000). | livelli di
IL-6 negli individui studiati suggeriscono una pataazione di tipo Th2, come gia riportato in
precedenza (Buonagueid al., 2009). La risposta Th2 e il rilascio delle citawhi(IL-6) indicano
chiaramente un’induzione da parte delle VLP di NoMentre la bassa concentrazione di N;N-
legata alla risposta di tipo Thl, suggerisce ursipmte stato Th2. Tuttavia, la mancanza di
produzione di TNFe nei soggetti esaminati suggerisce infezione pesgreda NoV o ancora
presente. Infatti, nessuna differenza significatiedla secrezione della citochina TNFTh2) e
stata osservata nei PBMC tra individui positivi payV, come precedentemente riportato per altre
infezioni da Buonaguro e colleghi (2009). In comsatme, questo lavoro ha confermato che le VLP
di NoV Gll.4 sono in grado non solo di stimolaresistema immunitarion vivo nei topi, ma
stimolano anche il sistema immunitario in un sigg@x-vivoumano attivando risposte di tipo Thl e
Th2.

154



Eleonora Ponterio, Dottorato di Ricerca in Epiddog@ e Controllo delle Zoonosi XXIV ciclo Tesi di Dottorato

Capitolo 9. Conclusioni

Gia dagli anni '90 con lo sviluppo di allevamemtignsivi, e con lalobalizzazione del commercio
successivamente, 'aumento delle richieste prodguth livello mondiale e stato accompagnato da
dall’'accumulo di conoscenze e innovazioni tecnichgortanti nella genetica, nell’alimentazione e
nella sanita. In particolare, il miglioramento @elpratiche igienico-sanitarie e l'aumentata
disponibilita di vaccini e farmaci hanno miglioratocontrollo, la prevenzione e la terapia delle
principali patologie infettive delle specie animadd reddito.

Al contempo, si € verificata l'insorgenza di “nubvmalattie infettive, causate da infezioni
principalmente virali che oggi presentano un andamendemico e potenzialita di trasmissione
anche zoonotica.

L’esistenza di malattie in grado di essere natueabm trasmesse dagli animali alluomo € nota da
secoli, e le zoonosi rappresentano oggi una qurespaoritaria di salute pubblica con conseguenze
sociali, economiche e sanitarie rilevanti. La nsitasdi un approccio complesso alle problematiche
ad esse connesse, avente come obiettivo la tdiela salute umana e animale, richiede
'elaborazione di strategie flessibili, di vastartata e capaci di intervenire nei diversi ambiti
produttivi. Sul piano microbiologico, va inoltreni&o in considerazione che gli agenti zoonotici,
specialmente i virus, sono in continua evoluzia@rghe in relazione ai cambiamenti continui nelle
attivita e stili di vita, dai viaggi in paesi a drnsa endemia ai fenomeni di immigrazione, dalle
abitudini alimentari ai commerci internazionaliaimenti e animali, ecc.

Le zoonosi virali sono causate da un gruppo eteregeli agenti trasmissibili. Nella maggior parte
dei casi, 'uomo rappresenta un fondo cieco epid&ygico, incapace cioé di trasmettere I'infezione
nell'ambito della propria specie. In altri casi, progressivo adattamento di un virus alla specie
umana puo invece favorire il contagio interumangseado vere e proprie epidemie.

Gli alimenti possono essere contaminati da virusmhe tutte le fasi della catena di produzione
alimentare, e la trasmissione puo avvenire perattinicon animali e/o prodotti contaminati o
mediante il consumo di alimenti contaminati in orego durante il processo produttivo (produzione
primaria, o durante la lavorazione). | virus, canamente ad alcuni batteri responsabili di zoonosi
alimentari, non si riproducono negli alimenti, maspono persistere per lunghi periodi di tempo
particelle conservando la propria infettivita.

Anche alcuni virus umani, in particolare quelli peasabili di patologie gastroenteriche, possono
contaminare gli alimenti attraverso l'inquinamedtoacque reflue o dellambiente, o mediante la

manipolazione dei prodotti alimentari, attraversadeguate pratiche di igiene degli operatori. Di
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conseguenza, molti prodotti di origine animale getale sostengono la trasmissione di infezioni
virali per via alimentare.

Scopo generale della ricerca svolta durante il @atd di Ricerca in Epidemiologia e Controllo
delle Zoonosi e stato quello di ampliare le conngeesulla biologia, epidemiologia, e diagnosi di
alcuni agenti emergenti di malattie a possibilsmrssione alimentare quali I'epatite acuta umana
da virus dellEpatite E (HEV) e le gastroenteritute (AGE) da calicivirus (Sapovirus e
Norovirus). Inoltre, si & cercato di documentaneakitare la presenza di questi virus negli animali
(suini e bovini), nelle varie fasi della trasforma®e alimentare e, in taluni casi specifici,
nell'ambiente. | dati, anche se preliminari, potraressere utilizzati nella valutazione del risatfio
zoonosi dovuto alla presenza di questi virus nelbeente e negli animali, e in alcuni prodotti di
origine animale, considerando il possibile ruolgldanimali nella trasmissione zoonotica, in
particolare per via alimentare.

La prima parte della tesi ha riguardato la prodogidi antigeni virali attraverso I'espressione in
sistemi ricombinanti (sistema ricombinante di bavirtus e il sistema Semliki Forest Virus
Replicon) della proteina del capside di un cepp&lBEV di origine suina. L’antigene espresso é
stato utilizzato per la produzione di sieri poliwdti e anticorpi monoclonali, impiegabili ai fini
diagnostici e per la caratterizzazione virale (tdpi3). Cio ha permesso di realizzare uno studio d
sieroprevalenza di anticorpi virus-specifici inrsulomestici (sia in allevamento che al macello) e
in cinghiali, impiegando tecniche quali ELISA, Wast blotting e immunocitochimica. E’ stato
inoltre condotto uno studio diagnostico molecolaite a valutare la presenza del genoma di HEV
in campioni di feci, bile e fegato prelevati, predé da animali vivi e al macello. Sono stati imelt
analizzati i fattori di rischio di trasmissioneHlEV nelle diverse fasi della filiera del suino.

| suini utilizzati in questo lavoro apparivano atiamente sani, in linea con i dati presenti in
letteratura, che confermando che l'infezione & radbmmente asintomatica in questa specie animale
(Clemente-Casares et al., 2003; Banks et al., 2(04eng et al., 2006; Femandez-Barredo et al.,
2006).

| ceppi suini messi in evidenza nel corso dellastuisultavano caratterizzati da elevati gradi di
identita nucleotidica, sia tra loro che con al#ppi di origine suina e umana evidenziati in Europa
negli ultimi anni. Questa osservazione confermealacita dei ceppi di HEV di diversa origine di
formare clusters geografici, confermando indirettate la possibilita di trasmissione di ceppi virali
dal suino all'uomo e conseguentemente il potenz@ab@otico di HEV.

Nello studio di siero prevalenza anticorpale, éastalutata la presenza di anticorpi contro HEV nei
sieri dei suini impiegati per la precedente indagi@ome antigene € stata utilizzata la proteina
capsidica codificata dal’lORF @i HEV, che é ritenuta la regione piu importantefini della
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risposta anticorpale (Panda et al., 2007; Aggaemdl Jameel, 2008). La valutazione della validita
dei test ELISA e Western Blotting messi a punto caiso del lavoro di tesi e stata realizzata
esaminando sieri di suino e cinghiale provenieatladSardegna e sieri di suino prelevati in un
macello del Nord ltalia (4.2, capitolo IV). Compdesamente, anche questi risultati hanno
confermato una circolazione endemica di HEV nedBvamenti italiani, con elevati valori di
prevalenza, in particolare negli animali adultielevata prevalenza di HEV nei suini italiani, in
particolare quelli prossimi all’'eta di macellaziopeiO rappresentare un importante fattore di reschi
per la trasmissione zoonosica di questo virus, riq@ercussioni in termini di sanita pubblica. In
particolare, i rischi per la salute umana potrebbessere riconducibili a due ambiti distinti: a)
contatto professionale con animali o carcasse egsppsizione accidentale al virus in ambito
domestico.

Relativamente ai sapovirus, dalle scarse inforrmazsponibili in letteratura si evince che, almeno
apparentemente, le infezioni sostenute da quests Wono poco diffuse, sia in Europa sia in altri
continenti. Questo potrebbe essere ricondotto amlEncanza di un sistema di sorveglianza
epidemiologica delle gastroenteriti virali, ma aadlle difficolta di tipo diagnostico. Nonostante
cio, lincidenza di patologie attribuibili ai sapnws appare in aumento (Medici et al., 2006,
Hansman et al., 2007). Le difficolta diagnosticleeivhno da alcuni aspetti intrinseci all'evoluzione
genetica di questi virus ad RNA dalla bassa caricde presente nei campioni clinici e ambientali
destinati ai controlli di laboratorio. Un elementld ulteriore preoccupazione € rappresentato
dall'insorgenza di ceppi di sapovirus che appaubotati di notevole resistenza ambientale, e quindi
piu efficienti nel diffondersi attraverso la contaezione alimentare e/o ambientale. Altro aspetto
cruciale e la breve durata della patologia i cai@ni sono molto lievi e scompaiono in pochi
giorni, che fa si che la maggior parte dei casi wenga diagnosticata e segnalata. Tutto questo
determina una non appropriata valutazione epidemich delle infezioni da sapovirus nell'uomo,
con la conseguente sottostima degli eventi epidesh&ne sono sostenuti.

Lo studio preliminare riportato in questa tesirib@vato una prevalenza del 13% di calicivirus (tra
NoV e SaV) nei suini clinicamente sani esaminatdigando che questi virus stanno circolando
endemicamente negli allevamenti italiani. | ristiltamdicano che nel suino e piu comune la
presenza di sapovirus, che appare in grado diaméegli animali di pochi mesi di eta, confermando
guanto riportato anche da altri studi (Barry et 2008; Jeong et al., 2007; Martinez et al., 2006;
Wang et al., 2006). Le analisi comparative di segaehanno dimostrato che i ceppi di PEC e NoV
individuati sono correlati e geneticamente vicinceppi umani. Quindi, sebbene non chiaramente
dimostrata, la possibile trasmissione zoonoticaldiini di questi patogeni virali non puo altresi

essere esclusa.
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Nel complesso, i risultati dei lavori eseguiti harsonfermato la presenza di sapovirus sia in suini
di allevamento sia in matrici ambientali; questadernza, associata all’elevato grado di omologia
tra i ceppi di origine animale e i ceppi umani, igad un potenziale rischio di trasmissione
zoonosica.

Nell'ultima parte della tesi sono stati oggettostlidio i norovirus (NoV) animali e umani. | NoV
sono virus molto contagiosi e si diffondono facihteesfruttando molteplici vie di trasmissione, che
comprendono il contatto diretto persona-persoraerdisol, gli alimenti e le acque contaminate,
(capitolo 2).

L’elevata diversita genetica e antigenica di questgppo di virus rappresenta I'ostacolo maggiore
allo sviluppo di test diagnostici rapidi che possassere adottati universalmente al fine di una
diagnosi certa di infezione da NoV. La presenzalaV nelle feci animali (bovini e suini), con o
senza segni clinici di gastroenterite (capitoli &) gé un evento frequente, come gia riportatdtimn a
lavori (Ando et al., 2000; Van der Poel et al., @0Deng et al., 2003). Le analisi molecolari hanno
dimostrato che i ceppi di origine animale e queillbrigine umana sono strettamente correlati. In
particolare, i ceppi di norovirus suino (capitolp $bno inclusi nello stesso genogruppo (Gll) di
alcuni ceppi umani (Oliver et al., 2003; Sugiedaakf 1998; Wang et al., 2005). Per quanto
riguarda il bovino, i risultati dallo studio ripatb nel capitolo 6, non consentono di confermare
l'ipotesi che questi animali possano essere um batoio di norovirus per 'uomo. In effetti, le
distanze genetiche tra i virus (Oliver et al., 2083e differenze tra i recettori umani e animali
(Farkas et al, 2005; Hutson et al,. 2003) non sippo questa ipotesi. Inoltre, la mancanza di
prove certe che ceppi identici siano identificatentrambe le specie (uomo e bovina) non sostiene
la possibilita di rischi effettivi di trasmissiormonosica di calicivirus dal bovino (Oliver et,al.
2003). L'esistenza di parziale cross-reattiviteepaopi di NoV umani e bovini (Batten et al, 2006;
Oliver et al, 2006b) puo invece spiegare il rilewarto di anticorpi contro ceppi di NoV animali
negli esseri umani, come riportato nel capitolo 6.

Gli sforzi futuri saranno quelli di migliorare gltudi di sieroprevalenza anticorpale verso norayiru
per determinare investigare I'eventuale incidenzapbradiche infezioni nelluomo attribuibili a
norovirus di origine bovina o suina. Un’altra nesitgs appare lo sviluppo di protocolli diagnostici
armonizzati per i calicivirus di diversa origine,che tengano conto della costante emersione di
nuove varianti dei ceppi virali (Verhoef et al. 0&) Verhoef et al., 2009).

Per quanto riguarda i norovirus umani, I'obiettoi lavori presentati € stato quello di migliorége
conoscenze su questi virus sia in termini di evole che di una loro possibile origine a seguito di

trasmissione zoonotica.
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Fino a non molti anni fa, la diagnosi di infezictee NoV era eseguita mediante I'osservazione delle
particelle virali con la microscopia elettronicaMs mentre oggi la reazione di retrotrascrizione e
amplificazione polimerasica (RT-PCR) € a tutti gffetti il test di routine per la diagnosi di
infezione.

Data la difficolta di disegnangrimersad ampio spettro, e la natura del genoma, di RNsngola
elica, suscettibile di grande evoluzione, la capadi identificare i NoV con la RT-PCR differisce
marcatamente da laboratorio a laboratorio. Per apgvia questo problema, molti laboratori
impiegano comunemente set multipli ghimers specifici per differenti porzioni del genoma, ma
guesto causa inevitabilmente I'aumento dei costlee tempi diagnostici, specialmente se si
considera la necessita di identificare il prodattaplificato con sequenziamento nucleotidico.
Queste difficolta hanno messo chiaramente in laggecessita di sviluppare metodi diagnostici piu
semplici e rapidi, in grado di agevolare la diagmk studio sia dei casi sporadici che dei focola
epidemici di gastroenterite sostenuti da NoV.

Per molte infezioni virali, i test immunoenzimat{&@LISA) commerciali sono risultati una buona
alternativa ai metodi molecolari per lo screeningainpioni clinici, data la loro semplicita, ragli

e possibilita di essere adattati a studi su nudieampioni elevati.

Nel caso di NoV, sono presenti in commercio daralemni kit diagnostici ELISA che, a fronte di
una specificita elevata, appaiono tuttavia solaziphnente adeguati in termini di sensibilita. Qaest
scarsa efficienza e verosimilmente correlata almiabilita antigenica e all’'evoluzione dei
norovirus, con l'insorgenza di nuovi genotipi o iaati virali. Lo studio riportato nell’'ultima parte
della tesi € stato condotto al fine di valutar@desibilita di sviluppare reagenti impiegabili &st
diagnostici per la ricerca di NoV in campioni bigio, attraverso la produzione e la
caratterizzazione di sieri iperimmuni e anticorpprraclonali (MAb) contro la proteina capsidica
virale VP1 di un ceppo GlI.4 di norovirus isolatoltalia. Questo studio ha dimostrato che un MAb
era in grado di legare varianti diverse del germo@®dl.4 di norovirus identificate negli ultimi anni
suggerendo I'esistenza di siti antigenici crosstig@aQuesti risultati preliminari suggerisconoain
possibile applicazione del MAb investigato ai fidella immuno-concentrazione di virus da
campioni fecali, o da matrici alimentari e da caompidi acqua, dove in particolare i virus sono
generalmente presenti in concentrazioni molto basse

Nell’'ultimo capitolo, sono stati riportati esperinteex-vivosulla possibilita di utilizzare le VLP
Gll.4 per attivare il sistema immunitario umano. toaggior parte delle informazioni disponibili,
riguardanti I'immunita nei confronti di noroviruspno state raccolte durante lo studio di focolai
epidemici e da studn vivo nell'uomo, i quali hanno fornito gli unici strumgerdisponibili per

studiare la risposta immunitaria di Norovirus neggseri umani. In questo assenza dfi sistemi
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vitro di coltivazione di norovirus, diversi strumenti l@oolari sono stati sviluppati, come il sistema
ricombinante baculovirus, che produce grandi qteardi proteina capsica di NoV e ne sostiene
'autoassemblaggio spontaneo in particelle simiiiras (VLP). Le VLP sono antigenicamente e
morfologicamente indistinguibili dal virus native,rappresentano uno strumento importante per lo
studio delle interazioni ligando-virus e della nspa immunitaria, oltre ad essere potenzialmente
utilizzabili come antigeni vaccinali. Le VLP invegte in questo studio sono risultate in grado di
stimolare efficaci risposte immunitarie cellulad emorali. In particolare, le VLP di Nov Gll.4
inducevano anche la maturazione e attivazione dM®Bumani, prelevati da 5 volontari
(CAPITOLO 8).

La sicurezza degli alimenti e I'acqua sono conatilema priorita assoluta all'interno dellUE, ma
attualmente le linee guida disponibili non fornisaanformazioni circa il monitoraggio e I'analisi
del rischio legato alla possibile contaminazione egus., né al riguardo della possibile origine
zoonotica di alcuni agenti virali a trasmissionemahtare. Questa Tesi vuoto contribuisce
informazioni sul ruolo dei Calicivirus e di HEV teeltrasmissione zoonotica, e fornisce dati utili e
strumenti diagnostici per una futura sorvegliandiegastroenteriti causate da questi virus.

In conclusione, la presenza di HEV, Norovirus edvaps € stata riscontrata in animali vivi (suini
e bovini) sia in campioni ambientali confermandonkecessita di condurre studi e ricerche che
possano meglio chiarire la biologia di questi vjrlisnpatto dell'infezione negli allevamenti e
nellambiente, i fattori di rischio ad essa cortela il ruolo degli animali come potenziale sediat
d'infezione e le possibili implicazioni per la salypubblica.

Tutte le ricerche riportate in questa Tesi rapprs® quindi il risultato di un unico filo condut&o
attraverso il quale il virus dell’Epatite E e iicalirus sono stati studiati con molteplici approdc
biologia molecolare, filogenesi, e infine di immulwgia, con il risultato di un miglioramento delle

conoscenze di questi virus.
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