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SUMMARY

Objective. During the 2004/2005 influenza season an active virological surveillance of influenza viruses and res-
piratory syncytial virus (RSV) was carried out to monitor the epidemiologic trend of acute respiratory infec-
tions (ARI) in the paediatric community.

Materials and methods. 100 patients (51 males, 49 females; mean age: 19 months), either treated at the
Emergency Unit or hospitalized in the Pediatric Unit of “San Carlo Borromeo Hospital” (Milan), reporting symp-
toms related to ARI were enrolled. Pharyngeal swabs were collected for virological investigation by: |) multiplex-
nested-PCR for the simultaneous identification of both influenza A and B viruses and RSV; 2) multiplex-nested-
PCR for the subtyping of influenza A viruses (HI and H3).

Results. 12% (12/100) subjects were infected with influenza A virus, 4% (4/100) with influenza B virus and 14 (14%)
with RSV. Of all the 12 influenza A positive samples 4 (33.3%) belonged to subtype HI and 8 (66.7%) to subtype H3.
Bronchiolitis and bronchitis episodes were significantly higher among RSV-infected subjects than among influen-
za-infected subjects (42.8% vs 6.2%; p<0.05 and 35.7% vs 6.2%; p<0.05, respectively). Pneumonia episodes
occurred similarly both in influenza-infected children and in RSV-infected ones.

Conclusions. During the 2004/2005 influenza season, influenza viruses and RSV were liable for high morbidity among
paediatric subjects.The present study underlies the importance of planning an active surveillance of respiratory viral
infections among paediatric cases requiring hospitalization due to ARI.A thorough analysis of target population fea-
tures, of viruses antigenic properties and seasonality will be decisive in the evaluation of each clinical event.
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INTRODUZIONE

Le ARI (Acute Respiratory tract Infections) costi-
tuiscono un problema sanitario di grande rilevan-
za, poiché sono una delle principali cause di mor-
bosita e mortalita a livello mondiale (7).

Sono infezioni ubiquitarie, altamente contagiose,
trasmissibili per via aerea che colpiscono sogget-
ti di diverse eta. Inoltre si possono presentare piu
volte nell’arco della vita in quanto determinate da
una molteplicita di microrganismi. I virus sono di
gran lunga gli agenti patogeni pii comunemente
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in causa: attualmente sono noti piu di 200 sieroti-
pi, antigenicamente differenti, correlati ad infe-
zioni respiratorie (7,9,15).

In base al distretto interessato, alte o basse vie
aeree, le infezioni respiratorie possono differen-
ziarsi in URI (Upper Respiratory tract Infections),
quali raffreddore, faringite, laringite, tracheite e in
LRI (Lower Respiratory tract Infections), come
bronchite, bronchiolite e polmonite (9-15).

Nelle fascia di eta pediatrica, le infezioni respirato-
rie acute rappresentano una patologia molto comu-
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ne e diffusa, frequentemente di natura virale. Le
infezioni pitt comuni riguardano le alte vie respira-
torie, mentre le LRI, pur essendo meno frequenti,
causano quadri clinici pit severi con maggiori
rischi di complicanze ed ospedalizzazioni. E stato
stimato che circa un terzo dei bambini sviluppa
un’infezione virale del basso tratto respiratorio
entro il primo anno di vita (9). A causa dell’eleva-
ta probabilita di reinfezioni, nonche¢ di sovrainfe-
zioni batteriche, il rischio di complicanze in questa
fascia d’eta risulta molto elevato. La percentuale di
LRI diminuisce fino al 5-10% nei bambini in eta
scolare, mentre negli adulti risulta inferiore al 5%,
per poi aumentare di nuovo negli anziani (13).
Dato I’ampio spettro di sintomi comuni causati da
molti agenti eziologici responsabili di ARI, non ¢
possibile effettuare una diagnosi precisa basando-
si solamente sulla sintomatologia. E noto, infatti,
come lo stesso agente possa causare quadri clini-
ci diversi e come il medesimo quadro possa esse-
re attribuito a differenti agenti. Per tale motivo la
precisa definizione del ruolo eziologico puo avve-
nire solo tramite indagini di tipo virologico-mole-
colare (8).

Nei bambini di eta inferiore ai 5 anni gli agenti
eziologici virali maggiormente implicati nelle LRI
sono gli Ortomyxovirus (Virus influenzali di tipo A
e B) (4,14), i Paramyxovirus (Virus parainfluenza-
li 1-4) (1,3), il Virus Respiratorio Sinciziale (10) ed
il Metapneumovirus (17).

Appropriati studi epidemiologici risultano necessa-
ri per una programmazione di piani di prevenzione
e di sorveglianza epidemiologico-molecolare dei
virus respiratori, al fine di individuare eventuali
emergenze sanitarie, allestire strategie terapeuti-
che, preventive e diagnostiche sempre piu mirate e,
conseguentemente, correlare le manifestazioni cli-
niche con I’assetto genetico dei virus coinvolti.
Allo scopo di monitorare I’andamento epidemiolo-
gico delle ARI in eta pediatrica, ¢ stata condotta
una sorveglianza virologica attiva degli agenti
eziologici piu rilevanti, quali virus influenzali ed
RSV. Lo studio, condotto da novembre 2005 ad
aprile 2005, ha previsto I’arruolamento di bambini
di eta compresa tra 0 e 10 anni, afferenti presso il
Pronto Soccorso Pediatrico e "UOC Pediatria
dell’AO “Ospedale San Carlo Borromeo” di
Milano con sintomatologia riconducibile alla defi-
nizione di ARI. Gli obiettivi dello studio compren-
devano: 1) la diagnosi virologica di infezione da
influenzavirus e virus respiratorio sinciziale (RSV)
e la successiva identificazione dei sottotipi dei
virus influenzali di tipo A; 2) la correlazione dei
parametri virologici e di quelli clinici dei soggetti
in studio; 3) I’analisi epidemiologica della circola-
zione temporale degli agenti virali indagati duran-
te il periodo in studio.
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MATERIALI E METODI

Pazienti. Da dicembre 2004 ad aprile 2005 sono
stati raccolti tamponi faringei da 100 pazienti (51
maschi e 49 femmine), di etd compresa tra i 12
giorni e i 10 anni (eta media: 19 mesi), con sinto-
matologia correlabile ad infezione respiratoria
acuta, afferenti al Pronto Soccorso Pediatrico ed
all’UOC Pediatria dell’AO “Ospedale San Carlo
Borromeo” di Milano.

Al momento dell’arruolamento di ciascun pazien-
te, previo consenso informato da parte dei genito-
ri, veniva effettuato un tampone faringeo e veniva
compilata una scheda di ingresso riportante: a)
indicazioni anagrafiche (eta e sesso), b) diagnosi
clinica (rinite, bronchite, bronchiolite, polmonite,
asma e/o altro), ¢) sintomatologia (febbre, tosse,
secrezioni respiratorie, dispnea e/o altro) e d)
informazioni di natura epidemiologica, quali
I’eventuale copertura vaccinale contro 1’influenza.
I tamponi faringei sono stati conservati a —80°C,
in appropriato terreno di coltura.

Le indagini virologico-molecolari sono state ese-
guite presso i laboratori della Sezione di Virologia
del Dipartimento di Sanita Pubblica, Microbiologia,
Virologia dell’Universita degli Studi di Milano.
Metodi molecolari

Estrazione del genoma virale. 1 campioni biologici
sono stati sottoposti ad estrazione di RNA median-
te l’utilizzo di un kit commerciale (QIlAamp
MinElute Virus Spin, Qiagen, Germany).
Retrotrascrizione a cDNA. Aliquote da 15 pL di
RNA estratto sono state sottoposte a retrotrascri-
zione a DNA complementare (cDNA) mediante
utilizzo di random examer primer (Amersham
Biosciences, Uppsala-Sweden) a 42°C per 1h e
quindi ad inattivazione enzimatica a 99°C per 10’
in termociclatore (GeneAmp® PCR System 9700
— Applied Biosystems, USA).
Multiplex-nested-PCR per Virus influenzali A, B
ed RSV. La simultanea identificazione dei virus
influenzali A e B e del virus respiratorio sincizia-
le (RSV) ¢ stata condotta mediante una multiplex-
nested-PCR in house. Sono state sottoposte ad
amplificazione regioni geniche, rispettivamente
di 169 pb e 310 pb, del gene di Matrice M dei
virus influenzali A e B, e di un frammento di 218
pb del gene codificante la proteina di fusione F di
RSV. La reazione ¢ stata condotta in termociclato-
re (GeneAmp® PCR System 9700 — Applied
Biosystems, USA) alle seguenti condizioni: dena-
turazione a 95°C per 1°, annealing a 52°C per 1°,
estensione a 72°C per 1’ per 35 cicli nel primo
step; denaturazione a 95°C per 1°, annealing a
53°C per 1’, estensione a 72°C per 1’ per 35 cicli
nel secondo step di amplificazione.
Multiplex-nested-PCR per la sottotipizzazione
del virus influenzale A.Multiplex-nested-PCR
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per la sottotipizzazione del virus influenzale A. 1
campioni risultati positivi per la presenza di virus
influenzale di tipo A sono stati quindi sottoposti a
sottotipizzazione mediante multiplex-nested-PCR
in house per I’identificazione di frammenti del
gene dell’emoagglutinina (HA), rispettivamente
di 944 pb per il sottotipo 1 (H1) e di 591 pb per il
sottotipo 3 (H3).

L’amplificazione ¢ stata condotta in termociclato-
re (GeneAmp® PCR System 9700 — Applied
Biosystems, USA) alle seguenti condizioni: dena-
turazione a 94°C per 1°, annealing a 50°C per 1’,
estensione a 72°C per 1’ per 35 cicli per il primo
step; denaturazione a 94°C per 1°, annealing a
60°C per 1’, estensione a 72°C per 1’ per 35 cicli
per il secondo step di amplificazione.

I prodotti di amplificazione genica sono stati rile-
vati in seguito a corsa elettroforetica su gel d’aga-
rosio 2% e visualizzati ai raggi UV mediante
colorazione con bromuro di etidio.

Analisi statistica. 11 confronto della frequenza di
infezione da RSV e Virus influenzali ¢ stato effet-
tuato mediante test y% mentre il confronto tra le
eta medie dei soggetti con infezioni da RSV e da
Influenzavirus mediante test ¢ di Student.

RISULTATI

Diagnosi virologica. Durante la stagione 2004-
2005, 16 soggetti (16%), nessuno dei quali vacci-
nato contro I’influenza nella medesima stagione,
sono risultati positivi alla diagnosi virologico-
molecolare di infezione da virus influenzali. Di
questi, il 75% ¢ risultato positivo per la presenza di
virus A e il 25% di virus B. Dalle indagini di sotto-
tipizzazione dei 12 campioni biologici di influenza
A, 8 (66.7%) sono risultati infetti con il sottotipo
A/H3 mentre 4 (33.3%) con sottotipo A/H1.
Infine, il 14 (14%) dei tamponi respiratori analiz-
zati ha dato esito positivo per la presenza di
sequenze geniche di virus respiratorio sinciziale.

Analisi delle caratteristiche demografiche e cli-
niche dei soggetti con infezione da influenzavi-
rus ed RSV,

E stata effettuata una correlazione tra le caratteri-
stiche demografiche e cliniche del gruppo di bam-
bini risultati infetti da virus influenzali o RSV.

I soggetti con infezione da virus influenzale presen-
tavano un’eta media di 37.4 mesi (range: 3 mesi -9
anni), piu elevata (p<0.05) rispetto a quella riscon-
trata tra i soggetti con infezione da RSV (11.7 mesi,
range: 12 giorni-46 mesi). Il 54% ed il 46% dei sog-
getti di sesso femminile € stato riscontrato rispetti-
vamente influenzavirus o RSV positivo.

Come si puo rilevare in figura I, si € osservata una
differente distribuzione degli eventi clinici segna-
lati in associazione all’agente eziologico diagno-
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sticato. E risultata infatti significativamente pit
elevata la frequenza di bronchiolite (42.8% vs
6.2%; p<0,05) e di bronchite (35.7% vs 6.2%;
p<0,05) nei casi di infezione da RSV rispetto a
quelli di influenza. I casi di polmonite sono risul-
tati numericamente simili in entrambi i tipi di
infezione, mentre 1’unico caso di asma € stato
riscontrato in un bambino di 9 mesi con diagnosi
di infezione da virus influenzale A/H3.

Le manifestazioni cliniche a carico dell’alto tratto
respiratorio (URI) sono risultate piu frequente-
mente associate alle infezioni da virus influenzali.

Distribuzione delle infezioni da influenza e RSV
nella stagione influenzale 2004-2005.

In Italia, il picco di incidenza dell’influenza sta-
gionale ¢ stato segnalato tra la quinta e la sesta
settimana del 2005 (6), cio¢ nelle prime due setti-
mane di febbraio.

Nella coorte pediatrica in studio ¢ stato evidenziato
un incremento significativo di casi di infezione da
virus influenzali tra la terza e la quarta settimana del
2005, periodo nel quale sono stati identificati il
56.2% (9/16) dei casi (figura II). Piu in dettaglio, la
prima diagnosi di influenza si ¢ avuta in un campio-
ne prelevato nel corso della prima settimana di gen-
naio e la caratterizzazione virologico-molecolare ha
evidenziato la presenza di un ceppo A/H1, mentre
I’ultimo caso, sostenuto da virus influenzale A/H3,
¢ stato registrato in ottava settimana.

Dal punto di vista temporale, la circolazione di
virus influenzale A/H1 nella popolazione in stu-
dio ha preceduto quella dei virus di tipo A/H3 e B,
identificati a partire dalla seconda settimana del
2005. Inoltre, i virus di tipo B e A/H1 hanno cir-
colato per periodi piu limitati rispetto al tipo A/H3
(rispettivamente 3 e 4 settimane vs 8 settimane).
Per quanto concerne I’infezione da RSV, nel corso
della stagione influenzale indagata non ¢ stato
osservato un picco epidemico, sebbene il maggior
numero (21.4%, 3/14) di casi si sia evidenziato in
seconda settimana. Il primo caso di infezione da
RSV ¢ stato diagnosticato in un soggetto con ARI
nella prima settimana del 2005; nel successivo
periodo di sorveglianza, la segnalazione di casi ¢
avvenuta in modo costante fino all’ottava settima-
na, quando ¢ stato registrato 1’ultimo caso di infe-
zione respiratoria attribuibile ad RSV (figura II).

CONCLUSIONI

Indagini epidemiologiche documentano come i
soggetti in eta pediatrica rappresentino una delle
categorie maggiormente a rischio di infezione del
tratto respiratorio (15). I virus influenzali ed il
virus respiratorio sinciziale sono alcuni dei prin-
cipali agenti di natura virale responsabili di infe-
zione respiratoria acuta (ARI) (5).
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L’epidemiologia delle ARI ¢ legata sia ad aspetti
temporali e spaziali, che alle caratteristiche del-
I’ospite (12). Una delle peculiarita dei virus respira-
tori ¢ infatti la stagionalita con cui si presentano
nella popolazione umana ed, in particolar modo,
nelle fasce d’eta piu suscettibili, quale quella pedia-
trica. In particolare, i virus influenzali e I’'RSV soli-
tamente circolano nel periodo invernale, con varia-
bilita da regione a regione e da anno ad anno riguar-
do intensita e durata dei picchi epidemici (11,12).
Con I’obiettivo di valutare il grado di coinvolgi-
mento dei virus influenzali e di RSV nelle infe-
zioni respiratorie e di monitorare la loro circola-
zione nella popolazione suscettibile, ¢ stata con-
dotta una sorveglianza viro-epidemiologica in
soggetti in eta pediatrica, durante la stagione
influenzale 2005-2006.

Lo studio ha rilevato come il 30% delle sintoma-
tologie respiratorie nella popolazione in studio
fosse riconducibile ad infezioni sostenute da uno
dei due agenti eziologici considerati.

Sebbene la frequenza di infezione da virus
influenzali ed RSV sia risultata paragonabile, le
caratteristiche demografiche e cliniche dei sog-
getti positivi all’indagine virologica presentavano
differenze significative. RSV era presente infatti
in un elevato numero di infezioni del basso tratto
respiratorio (LRI), in particolare nelle bronchioli-
ti e nelle eta piu precoci. I virus influenzali, inve-
ce, risultavano associati principalmente ad infe-
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zioni dell’alto tratto respiratorio (URI) di sogget-
ti piu adulti, compresi principalmente nella fascia
di eta pre-scolare/scolare. Una possibile spiega-
zione a queste differenze, sostenuta da studi euro-
pei (18,19), potrebbe essere riconducibile alla
protezione anticorpale materna, in grado di forni-
re una buona copertura nei confronti dei virus
influenzali (16), ma apparentemente non suffi-
ciente verso I’infezione da RSV (2).

Come atteso sulla scorta dei dati epidemiologici,
la circolazione dei due agenti virali si ¢ verificata
tra gennaio e febbraio 2005. In particolare, dal-
I’analisi della frequenza di infezioni da influenza
ed RSV ¢ stato evidenziato un diverso trend tem-
porale. Infatti, i virus influenzali erano caratteriz-
zati da un andamento epidemico nella popolazio-
ne, rappresentato da un picco di casi durante le
settimane centrali di gennaio, mentre RSV pre-
sentava un trend endemico, monitorato durante
I’intero periodo d’indagine.

Nei soggetti con infezione da virus influenzali ¢
stata registrata la presenza dei tre ceppi (A/HI,
A/H3, B). Questo evento conferma come 1 soggetti
pediatrici rappresentino la fascia di popolazione piu
suscettibile a diversi agenti eziologici e rivestano
quindi il ruolo di “diffusori” (spreaders) degli agen-
ti virali nella popolazione piu adulta. Proprio per
questa caratteristica, i bambini rappresentano il tar-
get principale per la sorveglianza virologica degli
isolati virali circolanti finalizzata alla definizione
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della annuale composizione dei vaccini (11,12).

In conclusione, durante la stagione influenzale
2004-2005, i virus influenzali e I’RSV hanno rap-
presentato due degli agenti virali responsabili di
elevata morbosita in soggetti in eta pediatrica.

Il nostro studio valorizza I’importanza di una sor-
veglianza attiva delle virosi respiratorie nei casi di
richiesta di ospedalizzazione per infezioni del
tratto respiratorio nelle fasce d’eta piu giovani.
L’approfondimento delle conoscenze riguardanti
le caratteristiche demografiche del paziente, le
proprieta antigeniche degli agenti virali e la loro
stagionalita risultano elementi integranti la valu-
tazione degli episodi clinici.
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