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Influenza virus: a protean virus causing a new pandemic behind the corner?

SUMMARY

Differently from other viral diseases, like measles, smallpox and polyomielitis, influenza is caused by a virus that
undergoes continuous antigenic changes, and has several animal reservoirs.

Influenza virus is an enveloped virus, with a segmented negative RNA strand genome, belonging to the family
Orthomyxoviridae. Influenza viruses are grouped in three different genotypes:A, B and C. Only genotype A viruses
are able to cause relevant outbreaks, and are capable of infecting both humans and animal species.
Antigenicity of surface glycoproteins (hemagglutinin, HA, and neuraminidase, NA) stimulate a protective immune
response. The emergence of small antigenic changes determined on HA and NA by point mutations (antigenic
drift) is on the basis of the seasonal outbreaks, whose spread is allowed by the incomplete protection provided
by immunity against the previous infecting viral strains. The reassortment of genome segments that may occur
after mixed infection with different antigenic types is on the basis of the appearance of new antigenic
combinations (antigenic shift), leading to the emergence of vaste outbreaks, possibly involving most of the human
world population (pandemics).

Two classes of drugs are available against influenza: inhibitors of viral entry into the host cell and inhibitors of
viral release (neuraminidase inhibitors). As a common phenomenon accompanying the usage of selective drugs,
the emergence of resistant viral strains is a problem that is to be considered when planning the large use of
antiviral drugs to restrict the spread of a possible pandemic.

The recent appearance of a paper describing the complete sequence of the virus causing the tremendous
pandemic called “spanish flu” in 1918, and of a paper reporting the in vitro reconstruction of this virus through
reverse genetic methods, raised some concern about the possibility that the new information could be used in
an offensive way by bioterrorists. On the other hand, thanks to these scientific achievements, the first steps have
been accomplished towards the elucidation of pathogenic mechanisms underlying the high pathogenicity of this
virus, so rendering more realistic the possibility of preparing appropriate tools to cope with the next pandemic
expected to be behind the corner.

INTRODUZIONE

A differenza di altre malattie, quali il morbillo, il
vaiolo e la poliomielite, I’influenza ¢ causata da
virus che vanno incontro a continue modificazio-
ni antigeniche, e per i quali esistono serbatoi ani-
mali.

Numerose epidemie di dimensioni mondiali (pan-
demie), emerse a seguito di cambiamenti genetici
radicali del virus (antigenic shift), hanno in pas-
sato causato milioni di morti. Anche se ¢ impossi-
bile prevedere quando si verifichera la comparsa
di un nuovo ceppo di virus influenzale con poten-
ziale pandemico, ¢ sicuro che tale evento si veri-
fichera.

La recente emergenza di ceppi di virus influenza-
le di origine aviaria ad elevata patogenicita, la
massiccia disseminazione a volatili domestici e
selvatici che, dalle zone di origine in Sud Est asia-
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tico, si sta trasferendo verso occidente, la ripetuta
trasmissione ad esseri umani esposti ad alleva-
menti infetti e la elevata letalita dell’infezione che
ne ¢ derivata, hanno alimentato, nell’ambito sani-
tario e nella popolazione generale, una crescente
preoccupazione per la possibilita che il temuto
evento sia prossimo a verificarsi.

I recenti successi scientifici, che hanno consenti-
to di ottenere la sequenza completa del virus che
ha causato la spaventosa pandemia del 1918 ¢ la
sua ricostruzione in vitro, da una parte hanno
suscitato timori che le nuove informazioni possa-
no essere utilizzate a scopo offensivo per opera-
zioni di terrorismo biologico, dall’altra hanno rin-
saldato la fiducia nella scienza e la speranza che
le nuove conoscenze possano chiarire i meccani-
smi alla base della elevata letalita del virus pan-
demico che ha causato la spaventosa epidemia
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denominata “spagnola”, fornendo una opportunita
senza precedenti per approntare una risposta ade-
guata per una futura emergenza pandemica (5).
La presente rassegna ¢ dedicata agli aspetti viro-
logici, diagnostici e terapeutici dell’influenza
umana.

IL VIRUS: CARATTERISTICHE GENERALI
I virus influenzali, appartenenti alla famiglia
Orthomyxoviridae, (dal Greco orthos: corretto, e
myxa: muco), all’osservazione ultramicroscopica
appaiono in una forma rotondeggiante, dotata di
grande eterogeneita e pleomorfismo, con un dia-
metro di 80-120 nm (figura I) (8).

Sin dal primo isolamento di un virus influenzale
dall’uomo, ottenuto nel 1933 ad opera dei ricer-
catori del National Institute for Medical Research
di Londra, questi virus sono stati oggetto di enor-
me interesse scientifico. Il genoma virale ¢ costi-
tuito da RNA a singola elica a polarita negativa,
organizzato in 8 segmenti per i tipi Ae B, e in 7
per il tipo C (vedi: Nomenclatura e tipi antigeni-
ci), complessato con la nucleoproteina, a formare
un nucleocapside a simmetria elicoidale. Il
nucleocapside ¢, a sua volta, avvolto da un invo-
lucro pericapsidico, il cui componente principale
¢ un doppio strato lipidico in cui sono inseriti due
tipi di proiezioni glicoproteiche radiali di diversa
struttura ed attivitda biologica: emagglutinina
(HA) e neuraminidasi (NA), oltre alla proteina
M2 (canale ionico). Al di sotto del pericapside vi
¢ uno strato interno (matrice) contenente princi-
palmente M1 (figura II).

Il ciclo replicativo degli ortomixovirus si puo sud-
dividere in fasi comuni ad altri virus: adsorbi-
mento, penetrazione, trascrizione del genoma e
traduzione delle proteine, assemblaggio e matura-
zione della progenie virale.

Durante la fase di adsorbimento, tramite le mole-
cole di HA il virus si lega ai residui di acido siali-
co presenti nelle glicoproteine o nei glicolipidi
esposti sulla membrana cellulare. 1 differenti
virus influenzali, a seconda dei residui aminoaci-
dici presenti nel sito di legame dell’HA, hanno
una diversa specificita per il tipo di legame con
cui I’acido sialico terminale ¢ connesso al residuo
preterminale di galattosio (02,3 o ¢2,6). Nelle
cellule della mucosa degli uccelli I’acido sialico ¢
legato al galattosio prevalentemente con un lega-
me 02,3, nella trachea del maiale il legame ¢ di
tipo sia 02,3 che 02,6, mentre nell’uomo il lega-
me ¢ prevalentemente di tipo 2,6 (2); pertanto, il
tropismo per la specie umana o per gli uccelli ¢
determinato dall’affinita di legame dell’HA per
queste diverse strutture glucidiche terminali, le
specie suine, invece, sono normalmente suscetti-
bili sia a virus di tropismo aviario che a virus di
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tropismo umano.

Una volta adsorbito, il virus entra, mediante feno-
meni di endocitosi mediata dal recettore, nella
cellula ospite, dove, nel citoplasma, avviene 1’a-
pertura del nucleocapside ed il rilascio del mate-
riale genetico e dell’RNA-polimerasi-RNA-
dipendente necessaria per la trascrizione
dell’RNA genomico. La fase di trascrizione uti-
lizza sia enzimi virali sia enzimi cellulari ed
avviene nel nucleo della cellula. Il meccanismo di
traduzione delle catene nascenti di RNA virale
sfrutta le sequenze cap degli mRNA cellulari per
essere trasportato nel citoplasma. Ogni gene da
origine ad un singolo trascritto, ma i trascritti di
due geni (M ed NS) subiscono processi di splicing
che portano alla formazione di mRNA codificanti
proteine diverse (es: M1 e M2; NS1 ed NS2)
(tabella 1). Avvenuta la produzione delle proteine

Figura l. Inmagine al microscopio elettronico delle particelle di
virus influenzale di tipo A (tratta dal manuale: Avian influenza:
assessing the pandemic threat, WHO gennaio 2005)

NEURAMINIDASI
(NA)

EMAGGLUTININA
(HA)

NUCLEOPROTEINA (NP)
E POLIMERASI (P)

PROTEINA M2
(M2)

Figura Il. Raffigurazione schematica di una particella di virus
influenzale
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virali, le copie del genoma virale a polarita posi-
tiva assumono una nuova funzione, fungendo da
stampo per la sintesi dei corrispondenti segmenti
di RNA genomico a polarita negativa, sempre ad
opera della trascrittasi virale. I segmenti del
genoma virale, replicati in migliaia di copie, sono
quindi “impacchettati” nel nucleocapside. La
maturazione completa del virione avviene a livel-
lo della membrana cellulare da cui ¢ rilasciato per
gemmazione.

NOMENCLATURA E TIPI ANTIGENICI

In base alla differente antigenicita della nucleopro-
teina e della matrice 1 virus influenzali sono suddi-
visi in tre diversi genotipi: A, B e C. I virus di tipo
A sono associati ad epidemie e sono capaci di dare
infezione sia nell’'uomo che in altre specie animali.
I virus di tipo B sono presenti solo nell’'uomo e
causano una forma di malattia piu lieve del tipo A.
11 tipo C infetta solo gli umani e generalmente da
un’infezione asintomatica o paucisintomatica.

I virus influenzali di tipo A sono suddivisi in sot-
totipi e classificati in base alla specificita antige-

Tabella I. Segmenti di RNA del genoma del virus influenzale di
tipo A e proteine codificate
Segmento Proteina

| Polimerasi (PB2)

Funzione

Riconoscimento della sequen-
za cap dellRNA della cellula
ospite, attivita polimerasica

2 Polimerasi (PBI) Endonucleasi, attivita polime-
rasica

3 Polimerasi (PA) Componente del complesso
di trascrittasi del’RNA e repli-
casi

4 Emagglutinina (HA) Principale glicoproteina di

superficie, legame al recettore
cellulare, attivazione della pro-
teolisi, principale determinan-
te antigenico

5 Nucleoproteina (NP) Formazione delle ribonucleo-
proteine (RNP), switch dalla
sintesi di MRNA ad RNA tem-
plato ed RNA virionico

6 Neuraminidasi (NA) Glicoproteina di superficie,
attivita neuraminidasica, deter-
minante antigenico

7 Matrice M1 Principale proteina virionica,

intragisce con le RNP e con
NS2
M2 Proteina di membrana, essen-
ziale per il distacco dalla cellula
8 Non Strutturale NSI Inibisce la formazione degli
mRNA cellulari, sequestra le
dsRNA riducendo la capacita
di risposta da parte dell’inter-
feron
NS2 Interagisce con Ml ed favori-
sce il trasporto delle RNP dal
nucleo al citoplasma
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nica delle glicoproteine di superficie (HA ed NA),
identificate con un numero. Attualmente si cono-
scono sedici differenti sottotipi di HA e nove dif-
ferenti tipi di NA (tabella 2).

Il sistema corrente di nomenclatura dei virus
influenzali prevede 1’ospite di origine, la colloca-
zione geografica del primo isolamento, il numero
di ceppo, I’anno di isolamento e tra parentesi la
descrizione antigenica dell’HA e della NA [es.:
A/Swine/lowa/15/30 (HIN1)]; per convenzione
I’ospite per la specie umana € omesso.

FENOMENI GENETICI

Uno degli aspetti piu importanti e caratteristici
dell’infezione da virus influenzale ¢ quello relati-
vo all’estrema variabilita antigenica del virus. Gli
studi virologici ed epidemiologici condotti hanno
indicato che I’elevata variabilita ¢ legata alla man-
canza di fedelta dell’enzima replicativo, e costitui-
sce una strategia per evadere le difese dell’ospite.
E stato calcolato che la frequenza di mutazioni
per HA del tipo H3 si aggira su 6.7x10° sostitu-
zioni per sito per anno. Questo fenomeno da
luogo al cosiddetto antigenic drift (“deriva antige-
nica”), che designa la variabilita che si osserva a
carico dei geni che codificano per ’HA e I'NA, e
che si traduce in leggere alterazioni della struttu-
ra primaria delle proteine corrispondenti, con la
conseguente possibile modificazione della strut-
tura terziaria e dell’antigenicita.

Tale fenomeno ¢ alla base dello sviluppo delle
epidemie stagionali. Infatti, consente la circola-
zione di ceppi di virus influenzali lievemente
diversificati, ed € caratterizzato dal fatto che i
lievi cambiamenti rendono le difese immunitarie
pre-esistenti nella popolazione non pienamente
efficaci verso i nuovi ceppi formati.

Accanto al fenomeno di progressiva variazione
antigenica a carico di uno o piu geni superficiali,
il virus influenzale ¢ soggetto ad un altro fenome-
no genetico, denominato antigenic shift (variazio-
ni maggiori), responsabile di cambiamenti ben
piu radicali che sono alla base dell’insorgenza di
ceppi con caratteristiche antigeniche a carico
dell’HA e/o della NA molto diverse dai ceppi cir-
colanti in un determinato periodo.

Questo fenomeno si origina quando nella stessa
cellula si trovano due virus dello stesso tipo ma
con costituzione genetica differente. La progenie
puo presentare combinazioni di segmenti genici
diversi rispetto ai due virus parentali, generando
virus che, in un “background” proveniente da un
parentale, contengono HA e/o NA provenienti
dall’altro parentale. Questo fenomeno di riassorti-
mento pud avvenire anche tra virus di tipo A con
differente tropismo.

I virus influenzali di tipo A sono stati isolati in
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Tabella 2. Sottotipi di emagglutinina e neuraminidasi di virus influenzale di

tipo A isolati dalluomo, da altri mammiferi e dagli uccelli

INFLUENZA E PANDEMIE

Recentemente sono stati pubblicati, quasi

contemporaneamente, due lavori in cui,

Sottotipi Specie di origine e ceppo prototipo grazie a tecniche innovative, un team di
Uomo Suino Cavallo Avispecie diverse . oL . « . -
Emagglutinina ricercatori ¢ riuscito a : resuscitare” il
HI PRI&/34__ Swlla/15/30 : DWAbs/76  Virus che ha causato la piu grande e mor-
H2 Sing/1/57 R R Dk/Ger/1215/73  tale pandemia del secolo scorso, la pan-
H3 HK/1/68  SwiTaiwan/70 Eq/Miami/|/63 Dk/Ukr/1/63 demia del 1918-1919, denominata “spa-
H4 - - - Dk/Cz/56 gnola”, permettendo lo studio molto
H5 - - - Tern/S.A/6I accurato delle proprieta associate con la
Hé - - - Ty/Mass/3740/65  sya straordinaria virulenza.
H7 = = Eq/Prague/1/56 _FPV/Dutch/27 In particolare, utilizzando frammenti del
H8 - - - Ty/Ont/6118/68 .
m - - - Ty Wis/ /66 genoma virale estratto dal tessuto polmg—
HI0 . . - Cl/Ger/N/49 nare di cadaveri sepolti nel permafrost in
Al N N N Dk/Eng/56 Alaska e da materiale autoptico fissato ed
HI2 B B - DI/AIb/60/76 archiviato ¢ stato possibile sia effettuare
HI3 - - - GullMD/704/77  una caratterizzazione molecolare ed
Hl4 - - - Dk/Gurjev/263/82  un’analisi filogenetica di questo virus, sia
HIS - - - Dk/Austral/i341/83  generare virus ricombinanti contenenti
Hle - - - BHG/Sweden/2/99  yno o piu geni completi del virus della
Neuraminidasi pandemia del 1918, sino ad ottenere un
NI PRI&I34__ Swila/13/30 - CldScot59 virus influenzale esprimente tutti gli otto
N2 Sing/1/57  Sw/Taiwan/70 - Ty/Mass/3740/65 . g . .
N3 . . - Tern/SAJ6] segmenti di geni attraverso la combina-
N4 - - ; Ty/Ond6l18/6g  2ione di analisi di sequenza e tecniche di
N5 _ _ - Sh/Austral/ 1172 ingegneria genetica (reverse genetics).
Né - - - Dk/Cz/56 Dagli studi di sequenza e dall’analisi filo-
N7 - - Eq/Prague/1/56  FPV/Dutch/27 genetica del genoma completo del virus ¢
N8 - - Eq/Miami/1/63 Dk/Ukr/1/63 stato dimostrato che il virus del 1918 non
N9 - - - Dk/Mem/546/74

¢ stato generato da fenomeni di riassorti-

diversi animali fra cui anatre, polli, maiali, bale-
ne, cavalli, e foche. Gli uccelli selvatici sono con-
siderati serbatoi naturali di tutti i sottotipi di
influenza A e si pensa che siano la sorgente dei
virus influenzali di tutti gli altri animali.

I maiali sono facilmente suscettibili all’infezione
sia dei ceppi di tropismo aviario che dei ceppi di
tropismo umano, oltre che dei ceppi di tropismo
suino.

Questo porta alla possibile coesistenza nello stesso
animale di ceppi con tropismo differente che per
fenomeni di antigenic shift possono riassortire cau-
sando la produzione di un nuovo virus con caratte-
ristiche antigeniche e di fitness completamente
diverse da quelle del virus umano ed aviario di par-
tenza.

Il virus neoprodotto potrebbe essere capace di
infettare I’'uomo e di essere trasmesso da persona a
persona, inoltre potrebbe avere caratteristiche anti-
geniche di HA ed NA del tutto diverse, verso le
quali la popolazione non possiede difese immuni-
tarie. Questi virus sono fonte di nuove pandemie
pit 0 meno gravi (figura III).

I recenti episodi di trasmissione all’uomo di virus
influenzale aviario ad alta patogenicita hanno
ridestato I’interesse, dei ricercatori per i virus
influenzali legato alla possibile minaccia di una
nuova pandemia.
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mento, come ¢ invece avvenuto per le

altre due pandemie mondiali del 1957 e
del 1968. Infatti, la sequenza aminoacidica della
polimerasi del virus della pandemia del 1918 si
differenzia dalla sequenza della polimerasi del
virus aviario corrispondente solo per dieci residui
aminoacidici.
Verosimilmente un virus interamente aviario ¢
passato all’uomo e si ¢ adattato al nuovo ospite
senza eventi di ricombinazione con virus gia cir-
colanti nella popolazione umana e senza passag-
gio in altri ospiti animali (figura [V).
Il fatto che alcune delle differenze osservate nel
virus del 1918 sono presenti anche nei ceppi di
virus aviario ad alta patogenicita HSN1 e H7N7
che hanno causato casi di malattia spesso fatali
nell’uomo, ha suggerito, destando molto interesse
nella comunita scientifica, che questi cambiamen-
ti possono facilitare la replicazione del virus nelle
cellule umane aumentandone la patogenicita (6).
In netto contrasto con i contemporanei virus
umani HINT1, il virus del 1918 ha la capacita di
replicarsi in assenza di tripsina, causa morte nel
topo e nelle uova embrionali di pollo, e mostra un
elevato tropismo per le cellule dell’epitelio bron-
chiale umano.
11 taglio proteolitico dell’HA ¢ un prerequisito per
una replicazione multiciclica e la capacita per un
virus influenzale di replicarsi in assenza di tripsi-
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na ¢ una caratteristica rilevante nel determinare il
grado di patogenicita nei mammiferi. Tuttavia,
dal momento che la sequenza genica dell’HA del
virus del 1918 non presenta le stesse caratteristi-
che genetiche associate con I’alta patogenicita dei
ceppi aviari HSN1 e H7N7, ¢ stata ipotizzata la
presenza di un meccanismo nuovo ed ancora sco-
nosciuto di taglio proteolitico dell’HA (7).
Inoltre, mediante tecniche di emoadsorbimento ed
emoagglutinazione, alcuni ricercatori hanno
dimostrato che il virus del 1918 lega preferenzial-
mente 1’acido sialico legato con legame 02,6 al
precedente residuo di galattosio (recettore
umano), un ceppo di quel sottotipo (A/NY/1/18)
lega sia I’acido sialico umano che 1’aviario (lega-
to con legame 0.2,3). Gli studi di comparazione
della sequenza aminoacidica dell’HA degli isolati
umani con la sequenza consensus dell’HA aviaria
corrispondente hanno dimostrato che la sostitu-
zione di un singolo aminoacido ¢ sufficiente per il
cambio di tropismo da avario ad umano del virus.
L’elevata patogenicita del virus del 1918, la man-
canza nella popolazione mondiale di difese

Virus riassortante \ .
Virus umano
’% l

< (e 50

Virus aviario

Figura Ill. Antigenic shift, riassortimento di segmenti genici tra
due virus provenienti da specie diverse, in una specie suscettibile

ad entrambi.
[ _
H5NI1

spagnola

Virus umano

Virus aviario

Figura IV. Passaggio diretto di virus aviari alluomo senza even-
ti di ricombinazione con virus circolanti nella popolazione umana.
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immunitarie specifiche, il suo possibile uso come
arma biologica ha suscitato non poche polemiche
sull’utilita di condurre esperimenti con tale virus.
In accordo con le linee guida del National Intitute
of Health a del Centers for Disease Control and
Prevention gli studi sono stati condotti in labora-
tori di biosicurezza di livello 3 avanzato ed in
accordo con il National Science Advisory Board
for Biosecurity le ricerche sono state pubblicate
per permettere alla comunita scientifica interna-
zionale di ampliare le conoscenze sull’argomento.
Gli studi condotti in tale direzione possono dare
concrete indicazioni sull’identificazione di nuove
molecole target per lo sviluppo di nuove terapie e
vaccini per il trattamento e la prevenzione di
nuove pandemie influenzali.

DIAGNOSI

La diagnosi precoce dell’influenza riduce 1’uso

eccessivo ed inappropriato degli antibiotici e da la

possibilita, se necessario, di trattare il paziente
con una terapia antivirale mirata. Inoltre, si sente
sempre piu la necessita di porre rapidamente dia-
gnosi, soprattutto negli episodi di emergenze epi-
demiche, come ci ha insegnato la passata espe-
rienza della SARS, ed in relazione alla minaccia

di emergenza di future epidemie (es. influenza

pandemica).

La diagnosi eziologica delle infezioni respiratorie

di origine virale ¢ un campo complesso e per lo

piu poco esplorato anche dai laboratori di micro-

biologia di livello piu elevato. A cid concorrono la
concomitantanza di piu fattori:

a) al di fuori degli episodi epidemici piu concla-
mati, la diagnosi eziologica su base clinica ¢
resa difficile dalla non specificita della sinto-
matologia (febbre, dolori muscolari, emicrania,
stanchezza, tosse secca, mal di gola e spesso
raffreddore);

b) le infezioni respiratorie di origine virale sono
per lo piu di breve durata ed autolimitanti; que-
ste caratteristiche non invogliano i clinici a
richiedere una diagnosi eziologica;

c) i virus che causano infezioni respiratorie acute
sono numerosi e scarsamente correlati tra di
loro.

Inoltre ¢ importante sottolineare che 1’approccio
diagnostico al paziente ¢ ben diverso dall’approc-
cio di sorveglianza, in quanto la sintomatologia
delle affezioni respiratorie, come gia detto, non
presenta caratteristiche distintive a seconda all’e-
ziologia.

Pertanto, la diagnosi va impostata come diagnosi

differenziale, considerando un’ampia lista di micror-

ganismi, tra cui batteri (Clamidie, Coxiella burneti,

Mycoplasma  pneumoniae, Legionella  spp,

Haemophilus influenzae) e virus, oltre ai virus
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influenzali di tipo A ¢ B (incluso i ceppi ad alta pato-
genicita, come H5N1), bisogna tenere in considera-
zione 1 virus parainfluenzali (di gruppo 1, 2 e 3), il
virus Respiratorio Sinciziale, il Metapneumovirus,
gli Adenovirus, Coxsackievirus ed ECHO virus,
Rhinovirus, e coronavirus umani (inclusi NL63,
0C43, 229E e SARS-CoV).

I campioni appropriati per la diagnosi di influen-
za sono: il tampone nasofaringeo o faringeo, aspi-
rato nasale in base al tipo di test utilizzato (tabel-
la 3). I campioni dovrebbero essere raccolti entro
i primi quattro giorni di malattia.

Inoltre bisognerebbe raccogliere due campioni di
siero, uno durante la fase acuta ed un altro duran-
te la fase di convalescenza (2-4 settimane dopo la
fase acuta).

I metodi virologici disponibili per la diagnosi
comprendono la dimostrazione diretta del virus o
la evidenziazione della risposta anticorpale.

I metodi per la ricerca del virus sono di tipo
molecolare:

* RT-PCR specifica o real-time PCR

* Caratterizzazione molecolare mediante
sequenziamento genico dei prodotti di ampli-
ficazione ottenuti nella prima fase della
ricerca diretta

biologici:

* [solamento virale su uova embrionate di
pollo o e su colture cellulari idonee, quali ad
esempio le MDCK, in presenza di tripsina.
La tipizzazione del virus isolato viene ese-
guita mediante inibizione dell’emoagglutina-
zione, immunofluorescenza utilizzando anti-
corpi monoclonali specifici, o sequenzia-
mento virale o analisi dei frammenti prodot-
ti da enzimi di restrizione (RFLP).

Esistono anche metodi in grado di dare risposte
piu rapide, basati sulla ricerca diretta degli anti-
geni virali nelle secrezioni respiratorie con immu-
nofluorescenza o con flocculazione. Quest’ultima
categoria di test vengono usualmente identificati
come test rapidi, € possono essere eseguiti diret-
tamente al letto del malato, senza bisogno di stru-
mentazione.

La ricerca di anticorpi specifici viene eseguita
mediante tecniche di: fissazione del complemen-
to, immunofluorescenza indiretta, inibizione del-
I’emagglutinazione e neutralizzazione dell’infet-
tivita. I test sierologici vanno in genere eseguiti su
coppie di sieri intervallati, ¢ pertanto i risultati
sono interpretabili solo in tempi relativamente
lunghi, e sono difficilmente utilizzabili per la
gestione clinica dei pazienti.

FARMACI ANTI-INFLUENZALI
Per 1l trattamento delle infezioni da virus influen-
zale di tipo A sono attualmente disponibili due
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classi di farmaci antivirali specifici: gli inibitori
della proteina virale M2 (amantadina e rimantadi-
na) e gli inibitori della neuraminidasi virale
(zanamivir e oseltamivir).

L’amantadina ¢ un’amina triciclica simmetrica
che a basse dosi inibisce specificatamente le
prime fasi del ciclo replicativo del virus influen-
zale di tipo A. In particolare, essa, si ritrova ad
alte concentrazioni nei lisosomi cellulari, ha come
proteina target la M2 ed ostacola la rimozione
dell’involucro virale ed il rilascio dell’acido
nucleico virale nel citoplasma.

Il meccanismo di azione della rimantadina ¢
sostanzialmente simile a quello dell’amantadina
anche se ha una farmacocinetica sostanzialmente
diversa. Numerosi studi hanno dimostrato I’effi-
cacia dell’amantadina e della rimantadina nella
profilassi dell’infezione.

Entrambi i farmaci prevengono la malattia nel 70-
90% dei casi ma permettono infezioni subcliniche
che stimolano lo sviluppo di una forma di immu-
nita naturale. Sfortunatamente sono stati isolati da
pazienti virus influenzali (anche di tipo B) che
hanno sviluppato una resistenza ad entrambi i far-
maci.

Inoltre in uno studio sulla resistenza all’amantadi-
na condotto su 134 ceppi di virus aviario rappre-
sentativi dei sottotipi H5, H6, H7, ed H9, ¢ stato
dimostrato che nei ceppi isolati nel periodo 1979-
1983 non ¢ stato trovato neanche un ceppo resi-
stente mentre nei virus isolati nel Sud Est Asiatico
tra i1 2000 ed il 2004 ¢ stata trovata una media del
19% di ceppi resistenti ed in particolare il sottotipo
HS5 ¢ stato quello che ha presentato la percentuale
piu alta di isolati resistenti all’amantadina (3).

Tabella 3. Metodi diagnostici disponibili per l'influenza

PROCEDURA TIPO DI CAMPIONI TEMPI DI
VIRUS IDONEI RISPOSTA
Coltura virale AeB Tampone naso
faringeo, lavaggio ~ 5-10 giorni'
nasale, sputo
Ricerca diretta AeB Tampone naso
dell’antigene faringeo, lavaggio 2-4 ore
nasale, sputo
RT-PCR AeB Tampone naso
faringeo, lavaggio I-2 giorni
nasale, sputo
Test diretti rapidi Ae B’ Tampone naso
faringeo, lavaggio o <30 minuti

aspirato nasale

Due campioni di
siero, uno della fase >2 settimane
acuta ed uno dopo

2-4 settimane
'Se disponibile il test di isolamento rapido (shell vial) il tempo di
risposta si riduce a 2-3 giorni
“Solo alcuni test in commercio distinguono tra virus influenzale di
tipo A e di tipo B

Sierologia AeB
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Figura V. Rappresentazione schematica del meccanismo di azione dei farmaci antinfluenzali (da Palese P, Nature Medicine

2004, modificata)

La seconda classe di farmaci comprende gli inibi-
tori della neuraminidasi virale, necessaria per il
rilascio del virus dalla cellula.

Sia ’oseltamivir per via orale, che lo zanamivir,
somministrato per inalazione, rappresentano un
importante strumento per il trattamento delle infe-
zioni da virus influenzale sia di tipo A che di tipo
B.

Il loro meccanismo d’azione suggerisce che que-
sti farmaci dovrebbero essere attivi su qualunque
sottotipo di virus influenzale: la chiave per il con-
trollo delle pandemie.

L’oseltamivir si puo usare per profilassi sia negli
adulti che negli adolescenti. Gli studi clinici con-
dotti hanno dimostrato un’evidente diminuzione
delle complicanze dovute all’infezione diretta-
mente proporzionale con un inizio precoce del
trattamento.

In studi sul modello murino ¢ stata dimostrata
I’efficacia dell’oseltamivir contro il virus influen-
zale aviario HSN1. Nei topi in cui ¢ stato sommi-
nistrato oseltamavir per 5 giorni, il virus ha rico-
minciato a riprodursi subito dopo I’interruzione
del farmaco. Il trattamento con oseltamavir per 8
giorni ¢ risultato invece ottimale con una ridotta
incidenza di rebound dell’infezione da virus
influenzale aviario dopo interruzione dell’antivi-
rale. Nessuno dei topi infettati con il virus HSN1
e che ha ricevuto il placebo ¢ sopravissuto (9).
Mediante saggi d’inibizione della neuraminidasi
sono stati evidenziati casi di formazione di ceppi
resistenti. I virus resistenti allo zanamivir presen-
tano sostituzioni a livello dei residui aminoacidi-
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ci 119 e 292 della neuraminidasi, i virus resisten-
ti all’oseltamivir ai residui 274 e 292.

I dati clinici raccolti dal trattamento di circa 4000
pazienti con 1’oseltamivir hanno dimostrato
un’incidenza di ceppi resistenti dello 0,4% negli
adulti e del 4% nei bambini di eéta compresa tra 1
e 12 anni. Tutti i ceppi mutati sono stati associati
a caratteristiche di ridotta infettivita e trasmissibi-
lita, ed inoltre non ¢ stata dimostrata la trasmis-
sione ad altri pazienti di virus resistenti agli inibi-
tori della neuraminidasi (4).

Gli scienziati sono attualmente interessati allo
sviluppo di nuove strategie terapeutiche che per-
mettano tempi di intervento piu elastici dal
momento che I’efficacia dei farmaci attualmente
utilizzati ¢ inversamente proporzionale al periodo
intercorso tra la prima somministrazione e I’esor-
dio della malattia.

In particolare, il gruppo del dr. Chen del
Massachussets Institute of Technology sta stu-
diando la possibilita di utilizzare il fenomeno del-
I’interferenza del’RNA (RNAi) per inibire in
maniera selettiva la trascrizione dell’RNA virale
tramite una particolare forma di RNAi gli short
interfering RNA (siRNA) (1).

I benefici di questa rivoluzionaria forma di terapia
sono i seguenti:

* l'utilizzo di un cocktail di siRNA attivi su
geni differenti del virus influenzale previene
la formazione di ceppi resistenti

* nel topo, ¢ stato dimostrato che ¢ possibile
sia prevenire che trattare la malattia
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* dal momento che gli siRNA sono disegnati
su regioni molto conservate del genoma del
virus influenzale, ¢ possibile utilizzarli per la
prevenzione ed il trattamento dell’influenza
causata sia da ceppi di origine umana che
aviaria

Una rappresentazione schematica dei meccanismi
d’azione dei farmaci anti-influenzali ¢ raffigurata
in figura V.
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Links per le linee guida dell’OMS per la diagnosi del-
Pinfluenza

1.

WHO manual on animal influenza diagnosis and sur-
veillance. Geneva, WorldHealth Organization (docu-
ment WHO/CDS/CSR/NCS/2002.5), available at:
http://www.who.int/csr/resources/publications/influe
nza/en/whocdscsrncs20025rev.pdf

Recommended laboratory tests to identify avian influen-
za A virus in specimens from humans, available at:

http://www.who.int/entity/csr/disease/avian_influen-
za/guidelines/avian_labtests2.pdf
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