Prevalence of swine Hepatitis
E virus in Europe and its role
as emerging zoonosis and
food-borne pathogen

Eleonora Sarno,? Adriano ML Santoro,’
Nicola Costanzo®

'Dipartimento di Scienze Zootecniche e
Ispezione degli Alimenti di Origine
Animale, Universita degli Studi di Napoli
Federico I, Italy; 2Institut fiir
Lebensmittelsicherheit und hygiene der
Universitat Ziirich, Zirich, Switzerland;
3Dipartimento di Scienze della Salute,
Universita Magna Grecia di Catanzaro,
Italy

Abstract

Hepatitis E virus (HEV) is responsible for
enterically-transmitted acute hepatitis, a self-
limiting disease in humans occurring via
fecal-oral route. Hepatitis E virus is classified
in the Hepeviridae family and consists of at
least four genotypes. Genotypes 1 and 2 are
restricted to humans and associated with epi-
demics in developing countries, whereas geno-
types 3 and 4 are responsible for sporadic
cases worldwide. Among all hepatitis (A, B, C
and D), HEV is the only one with animal reser-
voirs. Swine HEV is widespread among pig
population and several studies show phyloge-
netic relatedness between human and swine
strains supporting the zoonotic hypothesis.
Sporadic cases have also been linked to con-
sumption of raw or undercooked food from
infected animals. Therefore, swine strains of
HEV pose not only a zoonotic risk but also food
safety concerns. To assess this hypothesis, fur-
ther investigations are required. The aim of
the present article is to present a short over-
view on the HEV knowledge with respect to pig
and human prevalence and its role as emer-
ging zoonosis.

Introduzione

Il virus dell’epatite E (HEV) e I'agente ezio-
logico responsabile nell'uomo di una forma
acuta e auto-limitante di epatite non-A e non-
B con sintomatologia gastroenterica, non sog-
getta a cronicizzazione. Nella maggior parte
dei casi la forma clinica ¢ di lieve entita con un
tasso di mortalita dell'1-4% che puo pero rag-
giungere il 20% in donne in gravidanza
(Purcell e Emerson, 2008) ed essere letale per
soggetti immunocompromessi.

La trasmissione avviene per via oro-fecale.
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Nei Paesi in via di sviluppo I'infezione & ende-
mica e rappresenta un importante problema di
sanita pubblica. In queste aree, infatti, si
manifesta con focolai epidemici e la trasmis-
sione & dovuta alla contaminazione delle fonti
d’acqua.

Fino a qualche anno fa, i Paesi industrializ-
zati erano considerati indenni e i casi di
malattia erano registrati in soggetti al ritorno
da viaggi in zone endemiche. Attualmente
nelle aree sviluppate dove I'infezione ha carat-
tere sporadico, si registrano sempre pit di fre-
quente casi di epatite E autoctona contratta a
seguito del contatto con animali infetti (cate-
gorie professionali a rischio come veterinari e
allevatori) (Meng et al., 2002) oppure acquisi-
ta per via alimentare.

Di tutti i virus noti per essere causa di epa-
tite (A, B, C e D) HEV & I'unico a riconoscere
nella specie suina (e in altri animali) il princi-
pale reservoir in natura. Nel 1997 fu per la
prima volta isolato e caratterizzato negli USA
un ceppo animale proveniente dal suino deno-
minato swine HEV (Meng et al., 1997).
Successivamente, la presenza di anticorpi
anti-HEV & stata documentata in altre specie
animali: cinghiale in primo luogo, pollo, coni-
glio, ratto, cervo, bovino e ovino (Sonoda et al.,
2004; Payne et al., 1999; Zhao et al., 2009;
Johne et al., 2010; Tei et al., 2003; Hu e Ma,
2010; Wang e Ma, 2010).

Nel suino la patologia ha un decorso subcli-
nico e asintomatico. L'infezione avviene gene-
ralmente a 6-8 settimane di eta e coincide con
il declino dell'immunita passiva acquisita
attraverso il colostro. La sieroconversione
awviene tra le 14 e le 17 settimane di vita cor-
rispondenti al picco di viremia. Il picco di
immunoglobuline G (Ig G) anti-HEV si registra
intorno alla ventiduesima settimana (de Deus
et al., 2008) quando le immunoglobuline M (Ig
M) iniziano a diminuire.

Dal punto di vista tassonomico inizialmente
fu identificato come Calicivirus, quindi come
Togavirus. Rivisitata questa classificazione a
tutt'oggi HEV e il solo membro del genere
Hepevirus, famiglia Hepeviridae (Emerson et
al., 2004). 1l virus presenta un capside a sim-
metria icosaedrica ed € privo di envelope. 1l
genoma virale e un singolo filamento positivo
di RNA con dimensioni di 7,2 kb. Include due
brevi regioni non codificanti che circondano la
regione codificante che a sua volta contiene
tre open reading frames (ORFs). Le regioni
ORF1, ORF2 e ORF3 codificano rispettivamen-
te per una proteina non strutturale, per la pro-
teina strutturale del capside responsabile della
risposta anticorpale e candidata come possibi-
le vaccino (Emerson e Purcell, 2003), e per una
piccola proteina la cui funzione non e ancora
ben chiara ma che sembra coadiuvare I'attivita
della proteina codificata dalla regione ORF2
(Okamoto, 2007).

Benché sia noto un solo sierotipo (Emerson
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e Purcell, 2003), sono attualmente riconosciu-
ti quattro genotipi nei mammiferi, con diffe-
rente distribuzione geografica e di ospite (Lu
et al., 2006), pit uno aviario il cui genoma
mostra il 48-60% di omologia nucleotidica con
ceppi umani e la sua collocazione non e ben
chiara (Hagshenas et al., 2001). I genotipi 1 e
2 sono isolati nell'uomo e distribuiti in Asia,
Africa e Messico, rispettivamente. Il genotipo 3
e quello circolante in Europa e USA mentre il 4
ha per lo piu distribuzione asiatica. Entrambi
sono isolati nell'uomo e nelle diverse specie
animali.

Oggigiorno la natura ubiquitaria del virus
nella popolazione suina & testimoniata dai
numerosi studi di sieroprevalenza (Ig G anti-
HEV), dagli studi di omologia filogenetica tra i
ceppi suini e umani e dai casi clinici segnalati
di epatite E autoctona nell'uomo. Tali evidenze
sollevano sempre pill preoccupazione per la
salute pubblica in termini di rischio zoonotico
e di sicurezza alimentare (Lewis et al., 2010;
Meng, 2010).

Lo scopo di tale rassegna e di fornire una
breve sintesi sulle attuali conoscenze scientifi-
che del virus, con particolare riferimento alla
prevalenza nella popolazione suina in ambito
europeo, e di inquadrare tale patologia, cosid-
detta emergente, come zoonosi e malattia a
trasmissione alimentare (MTA).

Prevalenza del virus
dell’epatite E

A causa della mancanza di metodi standard per
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I'isolamento del virus da campioni e da matri-
ci alimentari che consentano un’adeguata
comparazione dei dati sperimentali presenti in
letteratura e, considerando che la coltura cellu-
lare in vitro sembra essere poco efficiente e
richiedere elevati titoli anticorpali, una stima
precisa della prevalenza di HEV non & di sem-
plice esecuzione. Tuttavia, kit immunoenzima-
tici come l'enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) per l'identificazione diretta
degli anticorpi anti-HEV sono disponibili in
commercio e, unitamente a tecniche di biolo-
gia molecolare come la reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR), trovano
ampio impiego per scopi diagnostici.

In Italia si stima che la sieroprevalenza nella
popolazione umana, che attesta I'avvenuto
contatto con il virus attraverso la produzione di
anticorpi, varia secondo la regione geografica
ma si mantiene su valori concordanti: 3,3% al
Nord (Romano et al., 2011), 2,9% al Centro
(Vulcano et al., 2007), 3,8% al Sud (Cacciola et
al., 2011), e 4,3% nelle isole (Sardegna)
(Masia et al., 2009). Non molto distante & il
valore del 4,9 % riportato in Svizzera
(Kaufmann et al., 2011).

Una prevalenza maggiore in soggetti appar-
tenenti alle categorie professionali a rischio,
come veterinari e allevatori suini, e stata
osservata da Vulcano et al. (2007) con un valo-
re indicato del 3,3% e da Galiana et al. (2008)
con un valore indicato del 19%.

Nella Tabella 1 sono indicati gli studi di pre-
valenza (2009-2012) nel suino domestico e nei
prodotti da esso derivati. Da quanto emerge e
tenendo conto che sono stati presi in conside-
razione studi condotti negli ultimi tre anni, la
prevalenza del virus ottenuta da campioni di
succo muscolare varia dal 49% del centro
Europa (Wacheck et al., 2012) al 64% del sud-
ovest Europa (Casas et al., 2011). Una preva-
lenza del 31% e stata evidenziata in Francia
(Rose et al., 2011), mentre in Italia uno studio
condotto su campioni di siero suino da Di
Bartolo ef al. (2011) ha mostrato una positivi-
ta dell'87%. Gli studi di biologia molecolare a
partire da campioni di bile rivelano dati contra-
stanti in Italia: mentre Masia et a/. (2009) ha
segnalato una prevalenza del 6,3%, Di Bartolo
et al. (2011) ha individuato una positivita del
51,1%. Similmente, in Belgio, indagini di bio-
logia molecolare su campioni di feci evidenzia-
no la presenza del virus nel 7% dei casi
(Hakze-Van Der Honing et al., 2011), e nel 49%
(Breum et al., 2010) in Danimarca. I campioni
di fegato risultati positivi in Germania e
Francia si sono attestati al 4% (Wenzel et al.,
2011; Rose et al., 2011), mentre in Ungheria al
31% (Forgach et al., 2010).

Negli ultimi anni si e inoltre registrato un
aumento del numero di casi clinici nell'uomo.
In Gran Bretagna il virus & stato isolato da una
donna in corso di epatite acuta che riferiva di
aver ingerito salsicce poco cotte e non avere
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viaggiato in aree endemiche. Il virus mostrava
piena omologia con quello isolato e circolante
nella popolazione suina sullo stesso territorio
(Banks et al., 2004). In Portogallo un paziente
con infezione acuta che riferiva di non avere
viaggiato in aree endemiche e di non aver
avuto contatto con animali ma piuttosto di aver
ingerito salsicce poco cotte, in corso di diagno-
si differenziale, risultava positivo per Ig M e Ig
G anti-HEV mediante test ELISA (Duque et al.,
2012). 11 primo caso di epatite autoctona in
Francia e riportato da Tesse ef al. (2012) in
una giovane donna immunocompromessa.
Nonostante la paziente riferisse di non avere
viaggiato in zone endemiche e di non aver
avuto contatto con animali né di aver consu-
mato cibo poco cotto, veniva isolato il genotipo
4 che normalmente ¢ circolante in Asia e non
in Europa. Casi autoctoni di epatite da HEV
sono stati descritti anche in Germania (Veitt et

al., 2011) e Italia (Zanetti et al., 1999).

Discussione

[ virus a trasmissione alimentare rappre-
sentano la seconda causa principale di focolai
di tossinfezione nell’'Unione Europea (UE)
dopo Salmonella spp. (EFSA, 2011). Nel 2009
essi hanno provocato il 19% di tutti i focolai
sviluppatisi in UE (FAO/WHO, 2008).
Ciononostante, le informazioni e le conoscen-
ze del virus dell’epatite E e la diffusione del-
I'infezione nella popolazione umana e in quel-
la suina sono ancora relativamente insuffi-
cienti. Tuttavia, I'ipotesi che l'infezione da
HEV possa rappresentare una zoonosi emer-
gente nei Paesi industrializzati nasce dalle
numerose osservazioni riportate dalla lettera-
tura recente.

In primo luogo importanti evidenze che sup-
portano la possibilita di trasmissione zoonoti-
ca provengono dagli studi di correlazione filo-

Tabella 1. Studi di prevalenza in Europa (2008-2012) del virus dell’epatite E mediante
test immunoenzimatici (enzyme-linked immunosorbent assay) e metodiche molecolari
(real time polymerase chain reaction) nel suino e prodotti da esso derivati.

Wacheck et al., 2012 Svizzera ELISA (succo muscolare) 49
Casas et al., 2011 Spagna ELISA (succo muscolare) 64
Casas et al., 2011 Spagna ELISA (siero) 64
Di Bartolo et al., 2011 [talia ELISA (siero) 87
Rose et al., 2011 Francia ELISA (siero) 31
Breum et al., 2010 Danimarca ELISA (siero) 732
Baechlein et al., 2010 Germania ELISA (siero) 498
Martinelli et al., 2011 [talia ELISA (siero) 50,2
Di Bartolo et al., 2011 [talia RT-PCR (bile) 51,1
Masia et al., 2009 Italia RT-PCR (bile) 6,3
Kosinova et al., 2012 Repubblica Ceca RT-PCR (bile) 34,9
Kosinova et al., 2012 Repubblica Ceca ~ RT-PCR (feci) 22,2
Hakze-Van Der Honing et al., 2011 Olanda RT-PCR (feci) 15
Hakze Van Der Honing et a/., 2011  Belgio RT-PCR (feci) 1
McCreary et al., 2008 Gran Bretagna RT-PCR (feci) 21,5
Steyer et al., 2011 Slovenia RT-PCR (feci) 20,3
Widen ez al., 2011 Svezia RT-PCR (feci) 29,6
Breum et al., 2010 Danimarca RT-PCR (feci) 495
Di Martino et al., 2010 Italia RT-PCR (feci) 73
Berto et al., 2012 Portogallo RT-PCR (feci) 22
Di Bartolo et al., 2011 [talia RT-PCR (feci) 33,3
Forgach et al., 2010 Ungheria RT-PCR (feci) 21
Di Bartolo et al., 2011 Italia RT-PCR (fegato) 20,8
Forgach et al., 2010 Ungheria RT-PCR (fegato) 31
Wenzel et al., 2011 Germania RT-PCR (fegato) 4
Kaba et al., 2010 Francia RT-PCR (fegato) 2.5
Rose et al., 2011 Francia RT-PCR (fegato) 4

ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; RT-PCR, real time polymerase chain reaction.
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genetica tra ceppi umani e suini isolati sullo
stesso territorio geografico e dalle consistenti
analogie nucleotidiche e amminoacidiche esi-
stenti tra di essi. Il ceppo umano isolato da
Banks et al. (2004) mostrava ben il 100%
d’identita amminoacidica con il ceppo suino
circolante sullo stesso territorio. Cio induce
fortemente a pensare a un possibile passaggio
da una specie a un’altra. Tuttavia, la capacita
del virus di superare la barriera di specie
uomo-animale non ¢ stata ancora dimostrata.
Quello che invece € stato dimostrato e confer-
mato da infezioni sperimentali ¢ la capacita di
HEV di superare la barriera suino-primati non
umani (Meng et al., 1998).

A confermare l'origine zoonotica della
malattia vi & anche la piu alta sieroprevalenza
osservata nelle categorie esposte direttamente
al contatto con animali infetti e/o utensili con-
taminati da feci (veterinari, allevatori, perso-
nale di allevamento, ecc.) rispetto alla popola-
zione generale.

Per quanto concerne l'ipotesi di MTA biso-
gna ricordare che le forme autoctone di epati-
te E citate dalla letteratura sono per lo pil
associate al consumo di alimenti di origine
suina. Cio e testimoniato dai vari casi clinici
in cui HEV e stato isolato da pazienti senza
anamnesi di viaggio in zone endemiche e che
avevano riferito di aver ingerito alimenti poco
cotti.

Perché l'ipotesi della trasmissione zoonoti-
ca sia definitivamente confermata sono ancora
necessari, in campo veterinario, approfonditi
studi circa i meccanismi e i fattori di rischio
coinvolti nell'infezione per via alimentare, cosi
come € necessario un miglioramento dei test
diagnostici per I'isolamento e I'identificazione
del virus stesso (Wilhelm et al., 2011).

Inoltre, la crescente prevalenza nella popola-
zione animale corrisponderebbe a un rischio
maggiore di trasmissione all'uomo qualora
tale ipotesi fosse valida.

Conclusioni

Considerando quanto detto finora, ulteriori
studi sono necessari in previsione della valuta-
zione e gestione del rischio per la salute pub-
blica. Secondo il gruppo di esperti scientifici
sui pericoli biologici [panel on biological
hazards (BIOHAZ)| dell’EFSA, misure efficaci
volte a contenere la diffusione del virus
dovrebbero incentrarsi sulla prevenzione della
contaminazione a tutti i livelli della produzio-
ne, anziché sull’eliminazione o inattivazione
dagli alimenti contaminati. Alimenti che tra
l'altro non vanno in contro a modificazioni
organolettiche visibili né a deterioramento
poiché, a differenza dei batteri potenzialmente
patogeni e responsabili di MTA, i virus sono
parassiti endocellulari obbligati e necessitano
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della cellula ospite per la replicazione e non del
substrato alimentare. Inoltre, essendo privo di
envelope, HEV resiste bene a valori estremi di
pH (alcalini e acidi), all’essicazione e persiste
a lungo nell’ambiente esterno. Tuttavia, I'inat-
tivazione € stata comunque dimostrata a 71°C
per 20 min (Bernaud et al., 2012) per cui
attualmente la cottura accurata a cuore del
prodotto & I'unica misura efficace per elimina-
re o inattivare il virus dell’epatite E. La preven-
zione deve basarsi inoltre sulla corretta infor-
mazione tecnico-scientifica e il gruppo di
esperti BIOHAZ raccomanda di dissuadere le
persone con malattie epatiche o deficienze
immunitarie e le donne in stato di gravidanza
dal consumare carne e fegato di maiale o cin-
ghiale poco cotti.
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