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INTRODUZIONE

Cenni storici

Le scoperte batteriologiche e parassitologiche compiute nel secolo scorso hanno
identificato I’eziologia solo di una minima parte delle malattie diarroiche, lasciandone la
maggior parte non associata ad alcun agente causale [Ho MS et al., 1989]. Negli anni
1940 e 1950 era stato assunto, per esclusione, che i virus fossero i responsabili della
maggior parte delle malattie diarroiche di origine sconosciuta. Dal momento che questi
presunti agenti eziologici non potevano essere coltivati e propagati in vitro, a partire
dagli anni 1940 sia negli Stati Uniti sia in Giappone sono stati condotti studi su
volontari [Fukumi H et al., 1957; Gordon | et al., 1949; Gordon | et al., 1956; Jordan
WS et al., 1953; Kojima S et al., 1948; Reinmann HA et al., 1945; Yamamoto A et al.,
1948]. Questi studi dimostrarono che estratti fecali derivati da episodi epidemici di
gastroenterite privati della componente batterica erano in grado di riprodurre la malattia,
a supporto dell’ipotesi sull’origine virale dell’agente eziologico coinvolto. Molti di
questi campioni furono sottoposti senza successo ad indagini accurate di laboratorio nel
tentativo di individuare I’agente eziologico. Negli anni 1970 fu intrapresa una seconda
generazione di studi in volontari e campioni raccolti durante un episodio epidemico di
gastroenterite verificatosi a Norwalk, Ohio (USA), si rivelarono fondamentali [Clarke
SH et al., 1972; Dolin R et al., 1971; Dolin R et al., 1972; Morens DM et al., 1979;
Wyatt RG et al., 1974]. In particolare nel 1972 Kapikian e coll. utilizzando la
microscopia elettronica nel corso delle indagini condotte per lo studio dell’episodio
epidemico di vomito e diarrea verificatosi in una scuola elementare a Norwalk durante il
1968, dimostrarono che il siero di pazienti convalescenti era in grado di produrre
aggregati di particelle, morfologicamente poco definite di 27 nm di diametro. Un altro
contributo determinante nello studio dell’eziologia virale delle enteriti ¢ rappresentato
dalle indagini condotte in Australia da Routh F. Bishop che osservd mediante
microscopia elettronica la presenza di particelle virali simili a Orbovirus o reovirus
nelle cellule epiteliali di una biopsia duodenale, appartenente ad un neonato affetto da
diarrea acuta non-batterica. Nello stesso anno in Inghilterra, Canada, Australia e Stati
Uniti, particelle morfologicamente indistinguibili dai reovirus di vitello sono state
ritrovate nelle feci di bambini affetti da gastroenterite [Flewett TH et al., 1973; Bishop
RF et al., 1974; Kapikian AZ et al., 1974; Middleton PJ et al., 1974]. Dei due nomi,
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“duovirus”, proposto da Davidson nel 1975 [Davidson GP et al., 1975] con riferimento
al doppio strato capsidico del virione, e “rotavirus”, proposto daFlewett nel 1974
[Flewett TH et al., 1974] con riferimento invece alla disposizione a ruota (“rota” in
latino) dei capsomeri all’interno del capside virale, fu quest’ultimo che divenne
popolare e fu assunto universalmente per indicare questi nuovi virus (Figura 1). Inoltre
Flewett nel 1974 dimostro che i rotavirus (RV) umani e di vitello avevano antigeni

comuni non correlabili sierologicamente a quelli dei reovirus. Per questo motivo suggeri

che i RV fossero inclusi in un nuovo genere nell’ambito della famiglia Reoviridae

[Flewett TH et al., 1974].

Figura 1. Osservazione elettromiscroscopica dopo colorazione negativa di particelle reovirus-simili
(A), e particelle che mostrano il doppio strato capsidico parzialmente invase dal colorante negativo
(B). Ingrandimento 296.000X ridotto di un terzo (A) e 296.000X (B) [da Flewet TH, et al. 1974,
modificata].

Negli anni successivi gli studi condotti sull’infezione causata da questo agente virale
hanno portato a riconoscere RV come la causa piu frequente di gastroenterite grave nei
neonati e bambini al di sotto dei 5 anni [Parashar U et al., 2006]. Attualmente € noto che
entro questa fascia d’eta praticamente tutti i soggetti, con un’incidenza massima trai 6 e
I 24 mesi, vanno incontro a episodi d’infezione con questo agente patogeno, che per
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qualche giorno provoca diarrea, vomito e/o febbre e nei quadri piu severi determinare il
ricovero specialmente a causa della conseguente disidratazione [Matthijensses J et al.,
2008]. Nei paesi in via di sviluppo invece dove la mortalita & elevata, si stima che RV
sia responsabile del 15-21% dei decessi nei bambini al di sotto dei 5 anni. [Kosek M et
al., 2003; Murray C et al., 2001]. La particella capace di infettare la cellula ospite
inizialmente si riteneva fosse costituita da due strati ma studi strutturali hanno
dimostrato che é trilaminare (Figura 2) [Estes MK, 2001]. Il core che sembra essere
esagonale, in alcune colorazioni negative, ha un diametro di circa 37-38 nm. Nelle
particelle di RV il core centrale e ricoperto da un rivestimento proteico pluristratificato.
Le particelle invece prive dello strato capsidico esterno appaiono a singolo involucro o
rugose, morfologicamente simili agli orbivirus, approssimativamente 10 nm piu piccole

di quelle intatte.

VP&
VP4, VP7 '
——i’ N‘“ e
Chelating Chaotropic
Agents Agents
(10 MM EDTA) [ (1.5M CaCl,)
PARTICLE: Double-shelled Single-shelled Core
STRUCTURE: Triple-layered Double-layered Single-layered
PROTEIN: VP1,23,4,6,7 VP1,2,3,6 VP1,2,3
BIOLOGIC Infectious, Noninfectious, No'ninfectious,
PROPERTIES: Inactive polymerase Active polymerase Inactive polymerase

Figura 2. Proprieta strutturali e biologiche delle particelle di rotavirus. Le micrografie mostrano
le tipiche strutture delle particelle trilaminari, bilaminari e core osservate dopo colorazione con
1% di ammonio molibidato. Le particelle a doppio strato e le particelle core possono essere
prodotte per degradazione sequenziale di particelle infettanti a triplice strato. Bar= 100 nM [da
Estes MK, 2001, modificato].

All’interno del core ¢ contenuto il genoma virale costituito da 11 segmenti di RNA
bicatenario.

La natura segmentata del genoma di RV e alla base del fenomeno del riassortimento
genetico tra virus diversi in caso di coinfezione, un meccanismo che genera una estrema

diversificazione e guida 1’evoluzione di tali virus. I segmenti sono separabili mediante



elettroforesi in gel di poliacrilammide (PAGE) e il profilo di migrazione é caratteristico
nei diversi gruppi (4-2-3-2 per i rotavirus di gruppo A, 4-3-2-2 per quelli di gruppo C) e
permette la distinzione in elettroferotipi (e-tipi) lunghi e corti [Kapikian AZ et al.,
2001].

Classificazione

I RV sono classificati nel genere omonimo Rotavirus appartenente alla famiglia
Reoviridae unitamente ai generi Orthoreovirus, Acquaareovirus, Cypovirus, Fijivirus,
Oryzavirus, Coltivirus, Phyteoreovirus [Mertens PPC et al., 2005] ai quali appartengono
agenti virali che infettano mammiferi, uccelli, rettili, pesci molluschi, artropodi e piante.
Sulla base della reattivita dell’antigene espresso sulla proteina del capside intero VP6 da
cui dipende la suddivisione in 5 specie sierologiche (A-E) e due tentativi di specie (F-G)
in accordo con il Comitato Internazionale della Tassonomia dei Virus (ICTV) [Ball LA,
2005; Raming RF et al., 2005].

Queste “RV specie” sono comunemente riferite come “RV gruppi”. RV appartenenti alle
specie/gruppi A, B, C (RVA, RVB e RVC, rispettivamente) sono conosciuti infettare
soprattutto 1’uomo e alcuni animali, mentre D, E, F, G (RVD, RVE, RVF e RVG
rispettivamente) sono noti infettare gli animali, specialmente gli uccelli [Ball LA, 2005;
Matthijenssens J et al., 2010]. In particolare, gli RV A sono classificati sulla base delle
proprieta antigeniche delle proteine virali (VP) VP6, VP7 e VP4 (che definiscono il
sottogruppo, SG e i sierotip G e P, rispettivamente), sulla base del profilo di migrazione
dell’RNA virale (elettroferotipo lungo, corto, supercorto o atipico), quando sottoposto a
migrazione elettroforetica in gel di poliacrilamide, mediante il profilo di ibridazione
(genogruppo) e attraverso analisi di sequenza nucleotidica (con la quale viene definito il
genotipo). La distinzione in sierotipi G (su base anticorpale) coincide con quella in
genotipi (su base genetica), mentre per indicare il sierotipo e genotipo P € stato
utilizzato un sistema di classificazione binario [Estes MK and Kapikian AZ, 2007]. Il
sierotipo P, quando noto, € indicato da un numero arabo (seguito a volte da una lettera
maiuscola), mentre il genotipo P e indicato di seguito da un numero arabo compreso tra
parentesi quadra. Nella maggior parte gli RVA appartengono al genogruppo Wa, sono
G1, G3, G4 o G9 P[8], e-tipo lungo, SG Il e NSP4 di genogruppo B, mentre in minor
parte al genogruppo DS-1, sono quasi esclusivamente virus G2P[4], e-tipo corto, SG-I e

NSP4 di genogruppo A. | rari virus AU-1, infine, sono G3P[9], e-tipo lungo, SGI e
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NSP4 di genogruppo C [Estes MK, 2001].

Nell’aprile 2008 € stato sviluppato un sistema di classificazione per gli RVA, sulla base
della sequenza nucleotidica, di tutto il genoma [Matthijenssens J et al, 2011]. Questo
sistema assegna uno specifico genotipo a ciascuno degli 11 segmenti, secondo
appropriati valori limite di percentuale di identita nucleotidica, e quindi un genotipo
complessivo rappresentato dalla codifica Gx-P[X], IxX, Rx, Cx, Mx, Ax, Nx, Tx, Ex, Hx,
dove “x” rappresenta il numero, dei geni VP7, VP4, VP6, VP1VP3, NSP1-NSP2-
NSP3-NSP4-NSP5/6 rispettivamente. Tale sistema di classificazione e stato elaborato da
un gruppo di ricercatori, Rotavirus Classification Working Group (RCWG),
comprendente specialisti in virologia molecolare, malattie infettive, epidemiologia e
salute pubblica, fine con lo scopo di fornire supporto per 1’identificazione appropriata di
eventuali nuovi genotipi e per ridurre al minimo i possibili errori di classificazione
(Tabella I).



Tabella 1. Sistema di classificazione degli 11 segmenti genici di rotavirus proposto da Matthijnssens e
coll. (2008 modificata) e le relative percentuali limite di identita nucleotidica che definiscono i genotipi.

Valori limite di

Derivazione della lettera che

Gene identita nucleotidica Genotipo definisce il genotipo
(%)

VP7 80 G Glicosilata

VP4 80 Sensibile alle Proteasi

VP6 85 I Capside Interno

VP1 83 R RNA polimerasi RNA-dipendente

VP2 84 C Proteina Core

VP3 81 M Metiltransferasi

NSP1 79 A Antagonista dell’interferone

NSP2 85 N NTPasi

NSP3 85 T Avviatore della Traduzione

NSP4 85 E Enterotossina

NSP5 91 H “PHosphotrotein”

In relazione all’omologia complessiva dell’RNA genomico i RV umani sono
distinguibili in almeno tre genogruppi AU-1 (molto raro), DS-1 e Wa [ Nagakomi T et
al., 1989; Estes MK, 2001; Gentsh JR et al., 2005]. Nella maggior parte gli RVA
appartengono al genogruppo Wa e sono G1, G3, G4 o G9 P[8], e-tipo lungo, SG-1I e
NSP4 di genogruppo B. Quelli di genogruppo DS-1 comprendono quasi esclusivamente
virus G2P[4], con e-tipo corto SGI e NSP4 di genogrupppo A. Sulla base del confronto
della completa sequenza genomica due principali costellazioni di geni, esclusi quelli G e
P, sono state dimostrate nei ceppi che circolano nella popolazione mondiale: 11-R1-C1-
M1- A1-N1-T1-E1-H1 (Wa-like) e 12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2 [Matthijenssens J
et al., 2008; Heiman EM et al., 2008; McDonald SM et al., 2009].

Si ritiene che i ceppi umani Wa-like abbiano un ceppo porcino ancestrale comune
mentre i ceppi umani DS-1 like abbiano segmenti genomici in comune con ceppi di RV
di gruppo A bovini [Matthijenssens J et al., 2008]. Una terza costellazione genetica
umana chiamata AU-1 like, 13-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3, sembra avere origine dal
gatto o dal cane [Nagakomi O et al., 1990].
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Morfologia del virus

La morfologia delle particelle di RV e particolare. L'aspetto delle particelle virali intatte,
osservate alla microscopia elettronica (ME) dopo colorazione negativa, ricorda quello di
una ruota con corti raggi e un contorno ben definito [Flewett TH et al., 1974]. La
particella matura ha una struttura icosaedrica con un involuro trilaminare (TLP) che
contiene il genoma virale, che é costituito da 11 segmenti di RNA a doppio filamento
che codificano per 6 proteine strutturali (VP1-VP4 e VP6, VP7) e 6 non strutturali
(NSP1-NSPS6).

Colorati negativamente, i virioni presentano alla M.E. [Esparza J et al., 1977] un centro
-elettrondenso di 37-38 nm di diametro con profilo esagonale circondato da uno strato

esterno elettronlucente [Palmer EL, 1997] (Figura 3).

Figura 3. Osservazione elettromicroscopica di particelle di
rotavirus [Loughlin J et al., 2012 immagine del dott. Erkshine
Palmer, CDC].

Le particelle di RV mature sono formate da un nucleo centrale, il core, ricoperto da un
rivestimento proteico pluristratificato. Le particelle invece prive dello strato capsidico
esterno appaiono a singolo involucro o rugose, morfologicamente simili agli orbivirus,
approssimativamente 10 nm piu piccole di quelle intatte. Lo strato capsidico esterno e
necessario per l’infettivitd. Esso si stacca dallo strato capsidico interno quando la
concentrazione di calcio nel mezzo circostante diventa inferiore a 1 Nm. Le feci

infettate generalmente hanno entrambi i tipi di particelle. 1 primi studi sulla stuttura
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delle particelle di RV avevano dimostrato che esse avevano una simmetria icosaedrica.
Lo studio della struttura tridimensionale ha definito che il capside e costituito da
subunita capsomeriche disposte in una struttura icosaedrica in numero di 132
capsomeri, comprendenti 120 esameri e 12 pentameri, distribuite secondo Roseto e coll.
[Roseto A et al., 1979] in simmetria obliqua con un numero di triangolazione T=13. In
particolare i pentameri appaiono localizzati ai vertici dell'icosaedro e un minimo di tre
esameri si trovano tra due vertici contigui, non disposti lungo lo spigolo che li unisce.
Questa struttura e stata successivamente confermata per il capside piu interno da Ludert
e coll. [Ludert JE et al., 1986] utilizzando la stessa tecnica e particelle distrutte
chimicamente.

Una caratteristica delle particelle di RV é la presenza di 132 canali che partendo dal
capside esterno si estendono fino al nucleocapside: si tratta di 120 canali che passano
attraverso il centro dei capsomeri riuniti in esameri e 12 canali che passano attraverso il

centro dei capsomeri riuniti in pentameri [Estes MK and Cohen J, 1989].

Figura 4. (A) Modello di particella di rotavirus costituita da 132 capsomeri (120
esameri e 12 pentameri) distribuiti secondo una struttura icosaedrica con numero di
triangolazione T=13l (levo) a confronto con (B) una particella virale osservata alla
microscopia elettronica. (C) Rappresentazione schematica del capside di rotavirus.

In particolare, sono distinguibili tre tipi di canali sulla base della loro posizione e
dimensione. I canali di tipo I sono quelli che si estendono lungo 1’asse pentamerico
dell’icosaedro, i canali di tipo II sono quelli che circondano gli esameri posizionati
sull'asse dell'icosaedro e i canali di tipo 111 sono quelli sull'asse delle coordinate intorno
ai triplici assi dell'icosaedro. Essi sono profondi 14 nm e larghi circa 5,5 nm sulla
superficie del virus. Nella particella questi canali si contraggono e poi si allargano e la
loro larghezza e localizzata alla superficie del capside interno. Le stesse caratteristiche

sono state osservate anche per gli altri due tipi di canali , eccetto il tipo | che ha
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un’apertura piu stretta, circa 4 nm, sulla superficie esterna del virus [Estes MK e Cohen
J, 1989].

Il ruolo biologico di questi canali non e del tutto chiaro, ma sembra che siano coinvolti
nell'importare all’interno della particellai metaboliti richiesti per la trascrizione
del’RNA e nell'esportazione gli RNA trascritti nel citoplasma per il successivo
processo di replicazione.

Infine dalla superficie del capside esterno si estendono sessanta punte di 4,5-6 nm di
lunghezza, che portano sull’estremita una protuberanza [Estes MK e Cohen J, 1989].
Queste punte proteiche sono situate al margine dei canali che circondano gli assi quinari
dell’icosaedro e sembrano essere composte da dimeri di emaglutinina (VP4) [Prasad
BVV et al, 1990].

13



Struttura del genoma

Il genoma virale di RV e costituito da 11 segmenti di RNA a doppio filamento ed ¢
contenuto all'interno del core. | segmenti hanno dimensioni variabili da 667 (segmento
11) a 3302 (segmento 1) paia basi. Il genoma completo contiene circa 18.522 paia basi
[Holmes IH et al., 1983].

| doppi filamenti di RNA deprotonizzati non sono infettivi, dal momento che le
particelle del virus contengono al loro interno una RNA polimerasi RNA dipendente per
trascrivere i singoli segmenti di RNA in mRNA. L’impacchettamento di questi segmenti
di RNA nel capside richiede interazioni intime RNA-proteina. Le proteine coinvolte in
questo processo rimangono tutt'ora sconosciute. Possibili candidate sono le proteine
contenute nel core (VP1, VP2 e VP3); tuttavia sembra che giochino un ruolo in tale
processo anche le proteine non strutturali.

Lo strato piu interno del capside, formato dall'autoassemblaggio della proteina VP2,
include proteine minori (VP1 e VP3) e racchiude il genoma.

Lo strato intermedio costituito da VVP6 organizzato in 260 trimeri.Lo strato piu esterno,
contiene due proteine, VP4 e VVP7, le quali sono coinvolte nell'interazione con i putativi
recettori presenti sulla membrana plasmatica della cellula ospite e nella penetrazione
della cellula. Questo strato consiste anch’esso di 260 trimeri della glicoproteina VP7,
che e il maggior costituente dello strato, e delle 60 punte che protudono dallo strato di
VP7 [Shaw AL et al., 1996, Dormitzer PR et al., 2004]. Ciascuna punta & composta,
come & stato detto prima, da un dimero di VP4, e probabilmente una terza molecola
flessibile di VP4 é inserita alla sua base.[Li Z et al., 2009, Dormitzer PR et al., 2004,
Yoder JD et al., 2006].
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Struttura primaria dei segmenti genomici

Il sequenziamento del genoma di RV ha dimostrato caratteristiche peculiari per ciascun
segmento e sequenze comuni a tutti i segmenti genomici [Estes MK and Cohen J,
1989].
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Figura 5. Caratteristiche principali della struttura di un segmento genomico di
rotavirus. 1l segmento & privo del segnale di poliadenilazione, € ricco in A+U e
possiede sequenze consensoconservate alle estremita 5’ ¢ 3’ [da Estes MK, 2001,
modificata].

Ogni segmento di RNA a polarita positiva parte da una 5'-guanidina seguita da un
gruppo di sequenze non conservate che appartengono ad una sequenza 5'-non
codificante, segue una “Open Reading Frame” (ORF) che codifica per una proteina e
che termina con un codone di stop e quindi un altro gruppo di sequenze non codificanti,
che a loro volta contengono un “subset”di sequenze che terminano con due citidine
all'estremita 3’ dopo il codone di stop (Figura 5).

La sequenza consenso 5-GGC(A/U)(A/U)A(A/U)(A/U) e stata trovata, oltre che al
termine delle altre sequenze note, solo una volta (segmento 4) in una posizione diversa.
La sequenza complementare al 3' terminale (UGUGACC-3') ¢ stata trovata anche nel
segmento 5 Le lunghezze delle sequenze 3’ e 5° non codificanti variano nei diversi
segmenti/geni. Tuttavia queste lunghezze sono conservate tra i ceppi per un determinato
gene con ’eccezione del 3’ terminale del segmento 7 e del segmento 10. Non ci sono
codoni di stop preferenzialie ; nessun segnale di poliadenilazione € stato trovato
all'estremita 3' dei geni. La maggior parte dei sgmenti sequenziati con 1’eccezione del

gene 11 possiedono solo una lunga ORF dopo il codone di inizio. Il primo codone di

15



inizio e un codone forte (in tutti i geni tranne 7, 9 e 11) forte basato sulle norme di
Kozak [Kozak M, 1986]. Tutti i geni sono monocistronici eccezion fatta per il gene 11.
Tutte le sequenze di RV sono ricche in A+T (tra il 58% e 67%). | segmenti a doppio
filamento di RNA sono appaiati da una estremita all‘altra e il filamento positivo contiene
una sequenza 5' cap m’ GgpppG ™ Gpy [Imai M et al., 1983; McCrae M et al., 1983].
Le stesse caratteristiche delle parti terminali dellRNA (strutture cap e sequenze
terminali 5' e 3') sono state trovate nelle strutture primarie dei segmenti genomici di altri
virus nella famiglia Reoviridae [Furuichi Y et al., 1975; Kuchino M et al., 1982;
Mertens P et al., 1985] e nelle famiglie di virus a genoma segmentato appartenenti ad
altre famiglie (Orthomyxoviridae, Arenaviridae e Bunyaviridae). In queste sequenze
terminali sono contenute segnali importanti per la trascrizione, replicazione e
I'assemblaggio dei segmenti del genoma virale.

Uno degli aspetti piu interessanti di RV, e in genere di tutti i virus che hanno un genoma
a doppio filamento segmentato, & rappresentato dal modo con cui questi virus replicano
coordinatamente e impacchettano gli 11 mRNA virali. Sembra che tutti gli 11 segmenti
posseggano comuni segnali di “cis-acting” poiché essi replicano grazie ad una unica
polimerasi e sembra che questi segnali siano determinati da strutture secondarie
piuttosto che da sequenze primarie.

In aggiunta, ogni mMRNA deve contenere un segnale unico proprio del relativo
segmento per permettere che gli undici segmenti di RNA siano distinti durante i
processi di “packaging”.Generalmente le sequenze terminali conservate contengono
segnali “cis-acting” utili per la trascrizione, la traduzione del RNA, replicazione
assemblaggio o incapsidamento del genoma virale.

Nella maggior parte dei casi il genoma dei RV di gruppo A & composto da quattro
segmenti ad alto peso molecolare (1-4), seguito da un gruppo di 2 e uno di tre segmenti
a peso molecolare intermedio (5-9) e infine da due segmenti a piu basso peso
molecolare (10-11). Nell'ambito di questo profilo elettroforetico degli RNA genomici
ciascuno segmento pud presentare variazioni minori della propria mobilita
elettroforetica. E pertanto comprensibile il fatto che la migrazione elettroforetica degli
stessi geni in diversi ceppi virali mostri spesso eterogeneita. Al contrario le sequenze
geniche dei diversi ceppi virali sembrano contenere lo stesso numero di nucleotidi.
Questo suggerisce che l'eterogeneita della mobilita elettroforetica osservata nei
segmenti di RNA affini dipende dalla differenza di sequenza e di struttura secondaria
del’RNA

Le variazioni piu significative riguardano i segmenti genomici 10 e 11 che possono
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migrare piu velocemente, creando un profilo elettroforetico lungo, o piu lentamente,
creando un profilo elettroforetico corto [Kalica AR et al., 1978; Espeio RT et al, 1977].
Meno frequentemente la migrazione piu lenta di questi segmenti puo determinare un
profilo elettroforetico “supercorto”.

Data la grande variabilita elettroforetica dei segmenti genomici di RV € raro trovare
ceppi diversi con uguale elettroferotipo. Questa diversa mobilita elettroforetica riflette
apparentemente differenze nella sequenza genica delle basi. Tuttavia é stato dimostrato
che gli elettroferotipi possono essere validi indicatori della diffusione virale nell’ambito
dei singoli episodi epidemici e in generale possono fornire importanti e utili
informazioni di carattere epidemiologico [Ruggeri FM et al., 1989; Chanock SJ et al.,
1983]. Sembra ormai certo che i geni di RV codificano almeno per 11 proteine delle

quali 6 partecipano alla costituzione della struttura del virus.

Struttura secondaria dei segmenti genomici di rotavirus o trascritti virali.

Per i segmenti 4, 10 e 11 del genoma di RV sono state descritte potenziali regioni
intramolecolari appaiate nelle regioni terminali [Estes MK and Cohen J, 1989]. E’ stato
ipotizzato che queste strutture possano influenzare 1’espressione genica durante la
replicazione o la traduzione dell’RNA e causano difficolta nell’ottenimento del cDNA
completo complementare. L’analisi delle sequenze terminali di ciascun gene mostra che
la fine di diversi segmenti contiene regioni con similarita statisticamente significative.
Queste regioni potrebbero rappresentare eventi di duplicazioni geniche e trascrizioni
aberranti di entrambi i filamenti del genoma. Tuttavia la distribuzione di questi
“pattern” non porta ad un processo di associazione selettiva che potrebbe spiegare il
riassortimento genico, un ritrovamento anche descritto per i reovirus. Pertanto € stato
ipotizzato che il riassorbimento degli 11 segmenti probabilmente coinvolge interazioni
RNA-proteine.
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Espressione del genoma di rotavirus e proteine virali

I geni di RV codificano per proteine strutturali nelle particelle virali, e per proteine non
strutturali presenti nelle cellule infettate ma non nelle particelle mature [Estes MK and
Cohen J, 1989]. Ad eccezione dell'undicesimo segmento che codifica per due proteine
(NSP5 e NSP6) il resto dei segmenti € monocistonico [Estes MK, 2007].
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Figura 6. Organizzazione strutturale di rotavirus:A) sulla sinitra gel di poliacrilammideche
mostra gli 11 segmenti di RNA con le proteine assegnate. B) rappresentazione della superficiedi
rotavirus: sono indicati i canali I-I1l e in rosso le punte VP4 e in giallo VP7. C) Sezione di
rotavirus mostra lo strato intermedio (VVP6, in blu), il core (VP2, in verde) e a forma di fiore il
complesso VP1/VP3 all’interno di VP2 in opposizioni ai canali di tipo I (in rosso). D)
Organizzazione strutturale di VP2 (alcuni dei 60 trimeri sono indicati in rosso e porpora). E)
RNA genomico nella struttura di VP6 e VP2 e parzialmente tagliato per mostrare RNA a singolo
filamento che al lato esterno mostra una struttura dodecaedrica. F) stuttura di trascrizione attiva
DLP con nascente mRNA a singolo filamento (in grigio) in uscita dai canali di tipo I. G)
spaccato del percorso di uscita in uno dei canali. La densita a forma di birillo in uscita di DLP
attivi (rosa) si & visto trascrivere attivamente i DLP. Pannelli (B-G) sono delineati da
ricostruzione di immagini al crio-microscopio [da Desselberger U et al., 2009, modificata].
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Struttura e funzione delle proteine di rotavirus

Capside estemo
VP8 VPS5 vP7

Capside VP2 T=13 =2
intermedio Capside interno Capside Capside interno
intermedio

Figura 7. Organizzazione delle proteine virali nel capside a triplice strato di rotavirus
[Viralzone.expasy.org].

Core e capside interno
Le proteine virali VP1, VP2 e VP3 hanno affinita per RNA a singolo filamento e

giocano un ruolo nella trascrizione e replicazione dell’RNA.

VP1

La VP1 e codificato dal segmento 1 del genoma ed e una delle tre proteine (VP1, VP2,
VP3) coinvolte nel “make-up” del core delle particelle di RV [Estes MK and Cohen J.,
1989].

Un piccolo numero di VP1 sono presenti nel virione, suggerendo che questo proteine
non hanno importanza enzimatica, ma piuttosto sono parte del complesso enzimatico.
VP1 ¢ stata identificata come una proteasi virale con funzione di replicasi e trascrittasi.
Insieme alla VVP3 una proteina con attivita metil — guanilil transferasi, la VP1 provvede
al macchinario enzimatico richiesto per fornire di cap-I’'mRNA [Chen D et al., 1999;
Liu M etal., 1992].
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VP2

La VP2 ¢ codificata dal segmento 2 ed € una proteina strutturale che si trova nel core.
Questa e l'unica proteina strutturale che possiede capacita di legare acidi nucleici in
modo non specifico. Costituisce lo strato piu interno e interagisce con la VP6 che é

presente sulla superficie esterna del capside interno.

VP3

La VP3, codificata dal segmento genomico 3, & una proteina strutturale minore.

Delle tre proteine, VP1, VP2 e VP3 solo VP2 é in grado di autoassemblarsi in una
proteina icosaedrica simile alla nativa quando espressa in cellule di insetto. Questa

osservazione indica che VP2 possiede determinanti richiesti per dirigere I’assemblaggio

di altre proteine del virus [Chen D et al., 1999; Liu M, 1992].

VP6

La VP6 é codificata dal segmento 6 del genoma ed é la maggior proteina strutturale
localizzata sulla superficie esterna della particella a singolo strato. VP6 potrebbe essere
importante come componente strutturale capace di mantenere le proprieta
conformazionali e di organizzazione del core virale e del complesso trascrizionale
composto da una o piu proteine del core. VP6 € miristilata e questa caratteristica
potrebbe essere determinante per la formazione delle particelle virali o per il “targeting”
delle proteine a singolo strato al reticolo endoplasmatico (RE) per I’inglobazione [Clark
B and Desselberger U, 1988]. Essa & altamente immunogena e antigenica ed é bersaglio
di saggi diagnostici per il rilevamento del virus. Sebbene altre proteine strutturali
possano mostrare reattivita di gruppo in certe condizioni, VP6 determina la maggiore
reattivita gruppo-specifica. In particolare, un dominio del prodotto VP6 del sesto gene
VP6 specifica la reattivita del sottogruppo mentre un dominio separato di questa
proteina contiene il maggior determinante della reattivita antigenica di RV di gruppo A.
La sequenza aminoacidica della proteina VVP6 é stata determinata nei diversi gruppi di
RV A, B, e C. I siti immunodominanti di VP6 che contengono epitopi gruppo-specifici
per i RV di gruppo A sono stati localizzati in quattro regioni di VP6 (residui
aminoacidici 32-64, 155-167, 208-294 e 380-397). VP6 presenta diversi antigeni che
permettono di differenziare gli RV di gruppo A A nei diversi sottogruppi specifici (SGI-
SGII). Inoltre la proteina VP6 si € rivelata anche un bersaglio sia dei linfociti T
citotossici (CTL) sierotipo-specifico sia con reattivita G crociata. L’epitopo sierotipo

CTL sulla VP6 e stato identificato dal residuo aminoacidico 376 a quello 384. Si e
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potuto pure dimostrare che la proteina VP6 porta un epitopo che stimola la
proliferazione delle cellule T helper con fenotipo L374".

Fino a pochi anni fa si riteneva che i RV animali e umani presentassero determinanti
antigenici in comune e che questi fossero presenti soprattutto nella proteina VP6. Per
questo motivo i RV che condividono questo stesso gruppo di antigeni sono stati
classificati nel gruppo A, mentre i RV privi di questo antigene sono stati classificati
come RV di gruppo non A. Questi ultimi non hanno neppure gli antigeni di sottogruppo.
I virus non di gruppo A sono stati diversamente denominati come pararotavirus, RV-

simili, novelli rotavirus, RV distinti e RV della diarrea dell’adulto.

Proteine del capside esterno

VP4

VP4 & una proteina prodotta dal segmento 4, non e glicosilata, ma risulta avere attivita
di emoagglutinina in molti ceppi virali [Kalica AR et al, 1981; Mason BB, 1985]. La
proteina VP4 e presente sulla superficie esterna delle particelle virale come una sorta di
60 brevi sporgenze approssimativamente di 10-12 nm che all’estremita distale
presentano una struttura simile ad una protuberanza che contiene il prodotto del taglio
proteolitico, VP5 [Estes MK, 2001]. infatti, in presenza di tripsina, VP4 é tagliata in
VP5*(60 kDa, aminoacidi 248-776) e VP8* (28 kDa, aminoacidi 1-247) e il suo taglio
aumenta I’infezione virale [Espejo RT et al., 1982 Estes MK et al., 1981] favorendo la
penetrazione (ma non il legame) del virus alla cellula. Contrariamente all’opinione
diffusa secondo cui solo la proteina VP7 gioca un ruolo importante nella
neutralizzazione anticorpale é stato anche dimostrato che anticorpi monoclonali diretti
contro VP4 di RV di scimmia erano in grado di neutralizzare I’infettivita virale [Estes
MK, 2001].

In particolare studi su ceppi riassortanti prodotti durante una doppia infezione con un
ceppo che aveva attivita emoagglutinante e uno che ne era privo hanno permesso di
attribuire tale proprieta alla proteina VP4. Questa proprieta e stata mappata nella
regione tra i residui 93 e 208 di VP8*, la subunita in cui viene clivata la proteina del
taglio proteolitico della tripsina. Il frammento per il taglio della tripsina e il dominio di
legame per 1’acido sialico si trovano nella stessa regione. Per quanto riguarda in
particolare VP8*e VP5*, VP8* possiede il maggior sito antigenico per la specificita

VP4 del sierotipo, mentre VP5* contiene siti responsabili della reattivita crociata tra le
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diverse VP4. La subunita VP8* ¢ stata ulteriormente studiata attraverso 1’espressione di
tre peptidi e la loro analisi mediante saggi di immunoblot. Questi studi hanno
dimostrato che il peptide B (aminoacidi 84-80) contiene la specificita VP4 del sierotipo
del sottotipo, mentre il peptide A (aminoacidi 1-102) e il peptide C (aminoacidi 150-246
e 247-251 a partire da VP5*) mostravano reattivita crociata tra le proteine VP4.
Confronti tra le sequenze dei segmenti 4 in diversi sierotipi per rivelare se le regioni
diverse mostravano omologie ugualmente disposte su VP4,

Le principali regioni variabili sembrano essere tra 1’aa 71 ¢ il 204 nella subunita VP8%*,
che contiene i quattro (da 8-1 a 8-4) epitopi antigenici esposti sulla superficie [Larralde
Getal., 1991; Larralde G et al., 1992; Collins PJ et al., 2010 Dormitzer PR et al., 2002].
E possibile ipotizzare che VP8* sia sulla superficie esterna del virus dato che contiene
i siti di maggiore variabilita e di legame con i ceppi di anticorpi monoclonali (MAbs)
ceppo specifici e dato che e stato supposto che VP8* sia globulare [Estes MK and
Cohen J, 1989].

VP7

VP7 ¢ la seconda piu abbondante proteine del capside, con un peso molecolare di 38
kDa. Essa, € localizzata sul capside esterno, contribuisce alla formazione della
superficie liscia esterna e costituisce il 30% delle proteine virali. Contiene uno dei tre
potenziali siti per I’N-glicosilazione, tuttavia le catene laterali dei carboidrati non
sembrano essenziali per I’infettivita in quanto ¢ gia stato descritto un mutante infettante
di RV di scimmia SA11l che manca di un sito per la glicosilazione. Mediante
immunoelettroscopia € stato scoperto che il sito di attacco degli anticorpi monoclonali
anti-VP7 e rappresentato dal capside esterno del virus. Pertanto, utilizzando sieri
iperimmuni in saggi di neutralizzazione i RV di gruppo A sono stati classificati in 27
sierotipi Inoltre e stato anche proposto che VP7 interviene nell’attacco del virus alla
cellula ospite mentre la maggior parte degli studi attribuiscono tale capacita alla
proteina VP4,

La sequenza aminoacidica di VP7 dei ceppi appartenenti ad ognuno dei 27 sierotipi &
stato dedotta dalla sequenza nucleotidica del gene VP7. Una comparazione degli
aminoacidi dedotti per i tutti i 27 sierotipi indica che ci sono nove regioni della
sequenza lineare del gene VP7 e che queste regioni sono altamente divergenti. Ognuna
di queste regioni ¢ altamente conservata nei ceppi di RV all’interno dello stesso

sierotipo. Sulla base delle differenze della sequenza dell’acido nucleico tra 1 virus con
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diverso sierotipo si evidenziano sei regioni. Solo 5 regioni sono apparentemente
presenti sulla proteina VVP7 e solo tre (A, B, C) di queste localizzate tra gli aa 87 e. 101,
tra gli aa.142 e 152 e tra gli aa. 208 e 221 sono state confermate essere coinvolte nella
neutralizzazione sulla base della mappatura dei mutanti neutralizzanti [Dyall-Smith ML
et al., 1986; Makov ER et al., 1988; Taniguchi K, 1988]. Sono stati anche determinati i
siti di cross-reazione (regione A) e ceppo-specifici (regione A e C). La regione C sembra
essere la piu importante dal momento che & stato dimostrato che un mutante che
possiede una sostituzione aminoacidica in questa regione presenta una maggiore
resistenza agli antisieri iperimmuni [Dyall-Smith ML et al 1986]. Sulla base di questi
risultati e stato supposto che la regione sia il sito antigenico immunodominante.
Nell’ambito di queste regioni, quattro (regioni A, B, C e F) sono considerate i maggiori
siti antigenici [Dyall-Smith et al., 1986; Ciarlet et al., 1997]. | siti di mutazione in VP7,
che permettono di evadere i vari anticorpi monoclonali neutralizzanti, contengono 2
strutture definite epitopi antigenici, 7-1, immunodominante, e 7-2. L’epitopo 7-1 €
ulteriormente suddiviso in 7-1a e 7-1b. Le regioni 7-1 e 7-2 ricoprono la maggior parte
della superficie esterna di VP7.

Nei ceppi umani di RV le sequenze sono sufficientemente conservate all’interno di un
sierotipo rendendo possibile identificare il sierotipo di un ceppo attraverso 1’analisi delle
sequenze di due di queste regioni variabili (VP5 o A, VP8 o C). Lo studio di virus con
diversi siti di glicosilazione (da zero a due) su VP7 € iniziato per dimostrare che la
glicosilazione puo modulare le proprieta biologiche e antigeniche di VP7.
L’osservazione che in una variante di SA1l con VP7 non glicosilata ¢ infettiva e
possiede le proprieta di emagglutinazione e sierotipo specifica indica che la
glicosilazione non e essenziale per queste funzioni [Petrie BL et al., 1982; Estes MK,
unpublished]. L’importanza della glicosilazione nell’antigenicita di VP7 ¢ stata
dimostrata dagli effetti della sostituzione di un singolo amminoacido alla posizione 211
del virus di scimmia SA11. Questa mutazione ha creato un nuovo sito di glicosilazione e
il mutante risulta significativamente resistente alla neutralizzazione mediante antisiero
iperimmune. Sulla base di queste osservazioni, é stato suggerito che VR8*, che contiene
I’amminoacido 211, possa costituire un sito immunodominante che ¢ reso inaccessibile
dai suoi corrispondenti anticorpi neutralizzanti attraverso 1’aggiunta di una nuova catena
laterale di carboidrati. Questa regione sembra essere il sito antigenico dominante sulla
VP7 del ceppo SA1L. Tuttavia una generalizzazione di questa dominanza non é fattibile
perché non € stato preso in considerazione il possibile ruolo di VP4 nella

neutralizzazione [Kapikian AZ et al., 2001].
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Struttura e funzione delle proteine non strutturali di rotavirus

NSP1

La proteina NSP1 sembra non essere essenziale per la replicazione del virus e per il
riassortimento dei segmenti genomici [Estes MK, 2001]. Alcuni studiosi hanno
implicato il gene NSP1 come fattore di virulenza nel topo. La proteina NSP1 e quella
meno conservata del virus dal momento che mostra ancora piu sequenze modificate
rispetto a VP4 e VP7.

NSP2

La proteina NSP2 & una NTPase oligomerica localizzata nel viroplasma e possiede
attivita destabilizzante 1’elica [Estes MK, 2001]. E stato stabilito che essa svolge un
ruolo fondamentale nella formazione del viroplasma, associata a NSP5 [Fabbretti E et
al., 1999], e nella replicazione/incapsidamento del genoma.

NSP2 sembra interagire direttamente o indirettamente con altre proteine virali, come
VP2 [Patton JT et al, 2006] con la quale forma lo strato piu interno del capside [Prasad
BV et al., 1996] e la polimerasi virale VP1 [Valenzuela S et al., 1991]. NSP2 e un
enzima multifunzionale grazie al legame con ssSRNA [Taraporewala ZF et al., 2001].
Oltre D’attivita destabilizzante 1’elica dell’acido nucleico, essa mostra anche attivita
Mg®* tri-fostato nucleoside dipendente (NTPase), RNA-trifosfatasi (RTPase)
[Taraporewala ZF et al, 1999] e di chinasi nucleoside-difosfato [Kumar M et al., 2007].
Il legame con ssRNA e Dattivita destabilizzante 1’elica non dipendono dalla attivita
NTPase di NSP2 e sono probabilmente coinvolte nel rilascio del templato di mRNA in

preparazione per la sintesi del dsSRNA [Taraporewala ZF et al., 2001].

NSP3

NSP3 é una proteina basica di 36,4 kDa che ¢ codificata dal segmento 7 del genoma di
RV. Essa ¢ in grado di facilitare la traduzione dei trascritti mMRNA di RV e sopprimere la
sintesi proteica dell'ospite mediante il legame con poliA [Poncet D et al., 1993; Piron M
et al., 1998; Vende P et al., 2000; Karyer-Bibens C et al., 2009; Chung KT et al., 2011.]
RV si serve del meccanismo di traduzione dell'ospite per produrre le proteine virali che
codificano per il loro genoma. Nella cellula ospite solo gli mMRNA capped e poliadenilati

sono tradotti.
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NSP4

NSP4 e codificata dal gene 10 ed é organizzata in tre domini N-terminali e un singola,
estesa regione C-terminale. Il prodotto di traduzione primario costituito da 175 aa (20
kDa) viene glicosilato durante la traduzione in una proteina di 29 kDa. La molecola
infine e processato nella proteina matura di 28 kDa che € una proteina transmembrana
del RE. NSP4 ¢ I’unica proteina non strutturale che non si lega all’RNA [Estes MK,
2001].

NSP4 e consiste di tre domini idrofobici (H1-H3) con 2 siti di glicosilazione legati
all’azoto con alta affinita per il mannosio orientati verso il lato luminale del RE nel
dominio H1 [Bergmann CC et al.,, 1989; Chan WK et al., 1988]. Il dominio
transmembranario H2 attraversa il doppio strato del RE e serve come sequenza segnale
non clivata, mentre il dominio viroporina H3 e formato da un gruppo di residui carichi
positivamente e da un’ a-elica anfipatica [Hyser JM et al., 2010] seguito da un esteso
dominio citoplasmatico contenente una regione coiled-coil e da una C-terminale
flessibile [Estes MK and Greenberg HB, 2012]. Relativamente poco € conosciuto
riguardo la porzione N-terminale, probabilmente a causa dell’idrofobicita e delle
proprieta associate alla membrana di questa regione. NSP4 svolge un ruolo importante
nell’assemblaggio del virus e il carbonio terminale del dominio citoplasmatico funziona
nella morfogenesi virale come recettore intracellulare sulla membrana del RE [Kapikian
AZ et al. 2001]. NSP4 lega le particelle progenie a doppio strato e media la
gemmazione di queste particelle all’interno del lume del RE. Questo ruolo ¢ supportato
dalla osservazione che NSP4 funziona come un recettore intracellulare delle particelle a
doppio strato lipidico (DPLs) per favorire la formazione dello strato trilaminare del
capside (VP7) nel RE e probabilmente anche delle protuberanze (VP4). Inoltre é stato
riconosciuto a NSP4 un ruolo di enterotossina ed & stato dimostrato che il residuo di
tirosina presente in posizione 131 e fondamentale per questa attivita.

E’ stato ipotizzato che NSP4 interagisca con un putativo recettore cellulare presente
sull’epitelio intestinale stimolando un segnale di traduzione calcio-dipendente che
aumenta la permeabilita della membrana plasmatica al cloro e potenzia la secrezione di

cloro inducendo una diarrea secretoria.

NSP5
NSP5 é una proteina fosfodimerica, ricca di Ser e Thr, che subisce O-glicosilazione
[Poncet D et al., 1997; Afrokanova | et al., 1996; Blackhall J et al 1998; Welch SK et al

1989]. Essa ha attivita autochinasica ed esiste in diversi isomeri fosforilati nelle cellule
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infettate. Quando e coespressa nelle cellule infettate, NSP2 induce la fosforilazione di
NSP5 che e stato dimostrato interagire con NSP2 [Estes MK, 2001].

NSP6

La proteina NSP6 é codificata da una ORF alternativa sul segmento genico 11 della
maggior parte dei RV. E’ riconosciuto che essa interagisce con NSP5 ¢ si accumula nel
viroplasma insieme con NSP2 e con NSPS5. Inoltre sembra che NSP6 unitamente a
NSP2 e NSP5 intervenga nel reclutamento di altre proteine virali dal loro sito di sintesi
al viroplasma come pure faciliti I’incapsidamento dell’RNA e il movimento delle nuove

particelle virali dal viroplasma alla membrana del RE [Estes MK, 2001].

Ciclo replicativo di rotavirus

La replicazione di RV avviene nel citoplasma e si conclude con la morfogenesi che
avviene nel RE [Ruiz MC et al 2008]. La replicazione potrebbe essere riassunta in tre
fasi: (1) traduzione e sintesi delle proteine virali; (2) replicazione del dsRNA,
“packaging” genomico e assemblaggio delle particelle a doppio strato lipidico (DLP);
(3) le DLP sono inglobate nel RE dove acquistano lo strato piu esterno.

Il sito primario dell’infezione da RV ¢ il piccolo intestino, dove il virus replica nel
citoplasma degli enterociti maturi [Estes MK and Kapikian AZ, 2007]. La tripsin-
proteasi del tratto gastrointestinale taglia la VP4 in VP5* e VP8*, un evento che precede
I'entrata dei RV nella cellula [Pesavento JB et al 2006; Baker M and Prasad BV 2010].
Durante l'internalizzazione lo strato esterno viene perso della trascrizione [McDonald
SM, 2011]. Infatti la perdita dello strato esterno avvicina i generando delle DLP
costituite da un dimero di VP2 e VP6, con conseguente attivazione | complesso
polimerasico (VP1+VP3) alle DLP che diventano trascrizionalmente attive producendo
numerose copie di RNA a polarita positiva usando come templati i relativi filamenti
negativi [Patton JT et al., 2004., Lawton JA et al.,2002].

I nuovi filamenti di RNA acquisiscono successivamente un 5' cap (m7GpppG). Gli RNA
neosintetizzati svolgono un doppio ruolo durante il ciclo di replicazione: simulano
I’'mRNA per la sintesi della proteina e fungono da templato per la replicazione del
genoma. Gli mRNA di RV non possiedono la coda polyA; hanno invece una sequenza
consenso in 3' che lega NSP3 e funziona in modo omologo della proteina di legame

polyA. NSP3 interagisce anche con fattore cellulare di inizio elF4GI. E ragionevole
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ipotizzare che tale trascrizione di mRNA virali possa ledere quelle degli mRNA cellulari
e danneggiare allo stesso tempo la traduzione di mRNA [Vende P et al., 2000; Piron M
et al., 1999; Piron M et al., 1998].

Una volta che un consistente numero di mRNA e proteine virali € sintetizzato, essi si
accumulano nel viroplasma e queste strutture corrispondono ad una discreta larga e
inclusione elettron densa.

In queste strutture ¢ probabile avvenga l'assemblaggio, il “packaging” del genoma
virale, la replicazione e la formazione di DLP [Fabbretti E et al., 1999; Silvestri LS et
al., 2004]. Qui sono accumulate, anche, le proteine strutturali e non strutturali [Patton
JT, 1995; Estes MK e Cohen J, 1989].
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Figura 8. Ciclo replicativo di rotavirus [da Desselberger U et al., 2009, modificata].

I viroplasmi sono strutture dinamiche, topograficamente eterogenee. All'interno
contengono VP1 e VP2 e le proteine non strutturali NSP2 e NSP5. Quest’area ¢ anche il

sito di sintesi di RNA (+), di formazione del “core” della progenie ¢ del “packaging”
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nelle particelle a singolo strato [Patton JT et al., 2006]. Il dominio esterno € ricco di
proteine VP6, molto probabilmente non assemblate dal momento che come osservato al
microscopio elettronico la quantitd delle DLP (dimero VP2 e VP6) in periferia del
viroplasma e piuttosto scarso. Il dominio esterno e costituito anche da NSP4, che svolge
un ruolo nel reclutamento di VP6 per la morfogenesi del core delle particelle DLP
[Patton JT et al., 2006; Lopez T et al., 2005; Gonzales RA et al., 1989].

Durante o in seguito, I'incapsidamento degli undici segmenti di RNA e il complesso
proteico core associato produce RNA (-) generando RNA a doppio filamento nelle
particelle pre-virali [Patton JT et al., 2007].

Diversamente dalla trascrizione virale che si verifica numerose volte in ciascun
segmento, la replicazione genomica € equimolare e produce 11 dsRNA per virione
[Patton JT, 1990]. La tempistica dell'assemblaggio e la replicazione sono regolate da
interazioni tra la proteina virale VP1 e la proteina del core VP2 [McDonald SM and
Patton JT, 2009; Guglielmi KM et al., 2010].

Il reclutamento di VP1 da parte di VP2 attiva cambiamenti conformazionali nell'enzima
che facilitano I'inizio della sintesi di RNA [Patton JT et al., 2007; Tortorici MA et al.,
2003; Lu X et al., 2008]. La presenza dello strato di VP 2 assicura che la polimerasi non
effettui replicazioni abberanti del genoma di RV all'esterno delle particelle. In seguito
alla replicazione, la progenie del core acquisisce lo strato VP6, permettendo alle DLP di
sostenere il ciclo replicativo con una di una seconda fase di trascrizione. Le particelle
DLP gemmano nel lume dell’RE. Durante questo proceso acquisiscono VP4 e VP7
formando l'involucro esterno [Gonzales RA et al., 2000]. Le particelle trilaminari
mature sono rilasciate principalmante dalle cellule non polarizzate per lisi e
secondariamnete dalle cellule polarizzate mediante un processo litico e non-litico
[Jourdan N et al., 1997].

Meccanismi di evoluzione genetica di rotavirus

Mutazioni puntiformi

Il primo meccanismo di evoluzione genetica di RV ¢ rappresentato dall’accumularsi di
mutazioni puntiformi nel genoma virale che avvengono a frequenza elevata. Questo
fenomeno di “drift” genetico ¢ dovuto, come in tutti i virus con genoma a RNA, alla
mancanza di attivita di “correzione di bozze” della RNA polimerasi virale ed ¢ alla base

della diversita dei ceppi e dell’emergenza di ceppi/genotipi nuovi. Quando le mutazioni
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puntiformi si accumulano nei siti dei determinanti antigenici dei geni VP4 e VP7, puo
verificarsi 1’emergenza di mutanti che sfuggono la protezione immunitaria
(“drift’antigenico). Il “drift” antigenico pud essere causato da pressioni immunitarie
selettive ma sembra che i RV siano in grado di ridurre parzialmente tale pressione
selettiva attraverso la comparsa di diversi lignaggi e sublignaggi di uno stesso genotipo
che circolano nella popolazione in modo alternato. Questo meccanismo & stato ben
documentato soprattutto per la specificita G1 del gene VP7, quella maggiormente
circolante in tutto il mondo [Diwakarla LS and Palombo EA, 1999; Arista S et al., 2006;
Phan TG et al., 2007].

Infezioni miste

Casi di coinfezione dello stesso ospite con due ceppi di RV di diverso genotipo possono
essere molto frequenti specialmente nei bambini nei paesi in via di sviluppo. L’evidenza
¢ fornita da numerosi studi che mostrano all’elettroforesi degli RNA estratti dalle feci la
co-presenza di 2 profili di RNA di RV o attraverso genotipizzazione mediante RT-PCR
la presenza di piu di un genotipo nello stesso campione di feci [Gentsch JR et al., 1996;
Gouvea V and Brantly M, 1995; Ahmed MU et al., 1991]. L’alta frequenza di infezioni
miste di ceppi di RV in bambini con gastroenterite assume un ruolo importante dal
momento che € un requisito per lo scambio di materiale genetico tra due ceppi diversi,

ovvero per il riassorbimento genomico.

Riassortimento genomico

Il riassortimento genomico si verifica frequentemente, sia in vivo che in vitro, a causa
della natura segmentata dell’RNA genomico. La co-infezione di cellule con due diversi
ceppi di RV puo risultare in un virus “riassortante” che presenta segmenti di RNA
provenienti da ciascuno dei progenitori virali [Desselberger U et al., 1996; Watanabe M
et al., 2001].

Konno T. e collaboratori (Konno T et al., 1984) sono stati i primi a ipotizzare che si
possa verificare un riassortimento tra ceppi circolanti contemporaneamente, basandosi
sull’osservazione che all’inizio di una epidemia stagionale era presente un
elettroferotipo dominante mentre alla fine del’epidemia erano presenti varieta di
elettroferotipi minori.

Partendo dalla supposizione che un riassortante possa derivare da due ceppi parentali
durante una stagione epidemica, Watanabe M. e collaboratori (Watanabe M et al., 2001)

hanno eseguito una co-elettroforesi di RNA estratti da ceppi di RV umani (HRV)
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raccolti in Giappone durante un periodo di 6 anni, utilizzando gel di poliacrillamide a 3
differenti concentrazioni. Questo procedimento ha permesso di individuare i 2 ceppi
parentali e la loro progenie riassortante. Degli uni e degli altri ceppi sono stati
sequenziati alcuni segmenti genomici “chiave”, fornendo I’evidenza che i riassortanti
erano stati generati da ceppi di HRV circolanti contemporaneamente.

E ampiamente noto che il riassortimento pud coinvolgere tutti gli undici segmenti
genomici di RV, conferendo il potenziale di generare teoricamente 211 diverse
combinazioni geniche. Questa osservazione offre l’evidenza che il riassortimento
rappresenta uno dei piu importanti meccanismi di evoluzione genetica nei ceppi di RV
comunemente circolanti [Kapikian AZ et al., 2001; Manula L et al., 2002; Gentsch JR et
al., 2005]. Nonostante i geni VP4 e VP7 possano segregare in modo indipendente, in
pratica, il numero di combinazioni G e P € minore del numero teorico di riassortanti
possibili [Gray et al., 2008]. Sembra infatti che certe combinazioni G/P e quindi certe
costellazioni geniche siano preferite nei RV circolanti, verosimilmente a causa di
fenomeni di “linkage” genetico [Heiman EM et al., 2008].

Globalmente i ceppi maggiormente diffusi sono quelli di specificita P[8] associata a
specificita G1, G3, G4 o G9, appartenenti alla stessa costellazione genomica
(genogruppo Wa). Il quinto ceppo pit comunemente diffuso, G2P[4], appartiene invece
ad una diversa costellazione genetica (genogruppo DS-1). Eventi di riassortimento tra i
ceppi pit comuni sono stati documentati in studi di sorveglianza. L’esistenza dei
genogruppi ¢ in accordo con I’ipotesi che alcune costellazioni genetiche siano ostacolate
[Heiman EM et al., 2008]. Il riassortimento genico in caso di coinfezione tra ceppi di
RV appartenenti allo stesso genogruppo (riassortimento intragenogruppo) sembra
avvenire frequentemente. Al contrario, il riassortimento genico tra ceppi appartenenti a
genogruppi diversi (riassortimento intergenogruppo) sembra essere un evento raro
[lturriza-Gomara M et al., 2001; Ramachandran M et al., 2000]. L’evidenza sembra, in
parte, provenire da studi che evidenziano che i G tipi piu diffusi sono solitamente
associati con un singolo P tipo, sottogruppo ed elettroferotipo [Gentsch JR et al., 1996].
Tuttavia alcuni studi di sorveglianza hanno documentato numerosi esempi di
riassortimento intergenogruppo [Medici MC et al., 2007; Gentsch JR et al., 2005;
Matthijenssens J et al., 2008] e singoli G-tipi sono stati rivelati in associazione con una
ampia varieta di P-tipi. L'ncidenza globale di questi riassortanti ¢ bassa ma ¢ evidente
che essi possano assumere particolare rilevanza epidemiologica in alcune aree
geografiche [Medici MC et al., 2007].
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Lo scambio di segmenti genici tra ceppi diversi in caso di coinfezione gioca un ruolo
primario nel generare la diversita genetica dei RV. Si ipotizza che, come risultato del
riassortimento, i RV esistano come una popolazione eterogenea di riassortanti che si
trova continuamente sotto pressioni selettive estrinseche (anticorpi materni, precedenti
infezioni, vaccinazione) ma anche intrinseche (capacita di alcune proteine virali di
interagire funzionalmente durante la replicazione) che potrebbero portare all’emergenza

di nuovi genotipi [Heiman EM et al., 2008].

Trasmissione interspecie

Un ulteriore meccanismo di diversificazione genetica dei RV umani riguarda
I’introduzione di geni di RV animali sia attraverso la trasmissione dell’intero virus
animale all’uomo sia attraverso riassortimento tra ceppi umani ed animali. Tuttavia solo
alcuni ceppi di RV presentano elevata omologia genetica dell’intero genoma con ceppi
animali, suggerendo che la trasmissione interspecie di ceppi animali all’'uomo in grado
di dare malattia sia un evento estremamente raro. E stato dimostrato che tutti gli 11
segmenti di alcuni RV umani, quali ad esempio di genotipo G3P[9] e G3P[3], sono
virtualmente indistinguibili da quelli di ceppi felini e canini dello stesso sierotipo,
suggerendo che questi ceppi inusuali nell’'uomo possano essere da frutto di una
trasmissione zoonosica completa di RV animali all’uomo [Nagakomi T and Nagakomi
O, 1989; Nagakomi T and Nagakomi O, 2000; Tsugawa T and Hoshino Y, 2008]. Piu
recentemente, attraverso analisi di sequenza e filogenetica dell’intero genoma ¢ stato
dimostrato che il ceppo umano B4106 rivelato in un bambino ricoverato con
gastroenterite in Belgio era di origine lapina [Matthijnssens J et al., 2006a], dimostrando
che un ceppo derivato da trasmissione eterologa era in grado di indurre diarrea
nell’uomo. Inoltre, ¢ verosimile che, quando ceppi di RV riescono a saltare la barriera
d’ospite, essi non siano in grado di replicarsi efficamente nel nuovo ospite. Le basi
molecolari dell’infettivita e della capacita di RV di indurre malattia in specie eterologhe
non sono ad oggi conosciute, anche se alcuni segmenti genomici tra i quali VP3, VP4,
VP7, NSP1,NSP2 e NSP4 sono stati implicati nella restrizione d’ospite e/o nella

virulenza [Matthijnssens J et al., 20064a].

Riassortimento tra ceppi rotavirus animali e umani
L’introduzione di geni di RV animali in ceppi umani avviene in seguito a trasmissione
interspecie dell’intero genoma animale all’uomo e successivo riassortimento tra il ceppo

animale e un ceppo umano eventualmente coinfettante la stessa cellula ospite. Sono noti
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esempi di specificita P e G sia rari sia frequenti nell’'uomo che presentano una stretta
correlazione genetica e antigenetica con le stesse specificitd di ceppi animali. Di
particolare interesse sembra essere 1’evidenza che alcuni ceppi con specificita G ¢ P
molto diffuse nell’uomo, quali G3 e G4 e P[8], presentano sequenze dei geni VP7 e VP4
quasi indistinguibili da quelle degli stessi geni di ceppi di maiale e di cane, suggerendo
che anche le specificita piu diffuse possono avere una origine filogeneticamente comune
con ceppi animali [Santos N, et al., 1999].

Il ceppo 69M di sierotipo G8 (G8P4[10]), ad esempio, caratterizzato da elettroferotipo
supercorto contiene geni riconduchbili al genogruppo DS-1 umano ed altri correlati a RV
bovini [Ohshima A et al., 1990]. Inoltre il ceppo G8P[14] con elettroferotipo lungo,
quali HAL1166 ed altri G8P[14] rivelati in diverse parti del mondo, sembrano essere
strettamente correlati geneticamente a ceppi umani di genogruppo DS-1 e a ceppi bovini
mostrando elevata omologia genetica con il gene VP4 di ceppi di coniglio P[14]. Tali
ceppi G8P[14] suggeriscono che essi potrebbero derivare da due eventi di
riassortimento in 2 specie animali diverse [Browing GF, et al., 1992; Ohshima A et al.,
1990; Holmes JL et al., 1999; Palombo EZ, et al., 2000].

Anche D’eterogeneita genetica della specificita P[6], che rappresenta il terzo genotipo
piu frequente nell’'uomo, sembra essersi generato nell’'uomo mediante molteplici eventi
di trasmissione interspecie e successivi riassortimenti tra ceppi umani e animali
[Martella V et al., 2006].

Inoltre, mediante analisi di sequenza dell’intero genoma ¢ stato dimostrato che ceppi di
RV umano appartenenti al genogruppo Wa potrebbero avere una origine filogenetica
comune con RV suini e che i ceppi umani di genogruppo DS-1 potrebbero avere una

origine filogeneticamente comune con RV bovini [Matthijenssens J et al., 2008].

Riarrangiamento genomico

Nel riarrangiamento genomico avviene una variazione radicale nella dimensione dei
segmenti di RNA mediante concatamerizzazione o delezione all’interno di uno stesso
segmento [Alaham MM et al., 2008]. In particolare, nei virus con riarrangiamenti
genomici i segmenti tipici di RNA virale possono essere perduti o essere rimpiazzati da
doppi filamenti aggiuntivi di RNA che migrano piu lentamente. Queste nuove bande
all’analisi elettroforetica rappresentano di solito forme concatameriche di dsRNA
(“double-strand” RNA) che contengono sequenze specifiche dei segmenti di RNA
mancanti [Estes MK and Cohen J, 1989]. Il segmento riarrangiato € visibile attraverso

una posizione insolita nel profilo di migrazione dell’RNA durante PAGE in assenza di
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un segmento in posizione normale. Virus con tali riarrangiamenti genomici sono stati
isolati isolati da bambini immunocompromessi con infezione cronica [Hundley F et al.,
1987], da bambini immunocompetenti con infezione asintomatica [Besselaar TG et al
1986] e da animali.

I genomi di ceppi umani con profilo “corto” (prototipo: ceppo DS-1) o “supercorto”
(prototipo: ceppo 69M) in relazione al segmento 11 sono un esempio di genomi
riarrangiati che possiedono una struttura parzialmente duplicata. Il profilo “supercorto”
e osservato raramente nei RV umani. Il ceppo A64, che e stato isolato da un bambino
immunocompromesso con infezione cronica da RV, rappresenta un esempio di virus
riarrangiato nei segmenti genomici 8, 10 e 11.

In altri casi ancora sono state rilevate in un segmento riarrangiato parziali duplicazioni e
delezioni [Gorziglia M et al., 1989]. Si ipotizza che tali riarrangiamenti siano
conseguenza del fatto che I’RNA polimerasi associata al virione esegue un “testa-coda’:
torna indietro e si lega a un secondo sito col suo filamento stampo, ripetendo parte di
esso nel trascritto [Hundley F et al., 1985].

I RV che contengono segmenti genomici riarrangiati non sono in genere difettivi. |
segmenti riarrangiati possono riassortare e rimpiazzare strutturalmente e funzionalmente
I normali segmenti di RNA senza provocare variazioni nel diametro della particella
[Biryahwaho B et al., 1987]. La caratterizzazione biofisica ha mostrato che all’interno
di un’unica particella virale possono essere impacchettate fino a 1.800 pb aggiuntive
senza causare rivelabili cambiamenti nel diametro della particella stessa o nei valori
apparenti di sedimentazione. La densita delle particelle contenenti genomi riarrangiati €
comunque maggiore e il cambiamento di densita risulta direttamente proporzionale al
numero delle paia basi addizionali impacchettate. Questi risultati indicano che i RV
hanno una considerevole capacita ad impacchettare RNA genomico addizionale
[Mcintyre M et al., 1987]. Nella maggior parte dei casi i profili delle proteine virus-
specifiche prodotte in cellule infettate con RV dotati di genomi riarrangiati sono simili a
quelli osservati in cellule infettate con RV di riferimento [Biryahwaho B et al., 1987,
Pocok MD 1987]. Questo indica che il riarrangiamento delle sequenze specifiche di un
determinato segmento ha mantenuto verosimilmente inalterate le normali fasi di lettura
e I’espressione di queste sequenze. Altri casi di riarrangiamento hanno invece portato
apparentemente all’abolizione o all’estensione della normale fase di lettura, con la
conseguenza che nessuna proteina 0 nuovo prodotto proteico esteso viene sintetizzato

[Hundley F et al., 1985]. Si ritiene che il riarrangiamento genico rappresenti un terzo
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meccanismo di evoluzione dei RV dopo quelli di “shift” e “drift” antigenico
[Desselberger U, 1996].

Trasmissione e patogenesi

Si ritiene che RV sia trasmesso attraverso la via fecale.orale, a stretto contatto tra le
persone e con ambienti contaminati. Importanti veicoli di infezione sono le mani e gli
utensili contaminati, in generale superfici contaminate, ma anche 1’acqua e i cibi
contaminati. Data la rapidita con cui avviene la trasmissione dell’infezione durante le
epidemie, sembra essere piu probabile che in queste circostanze il veicolo dell’infezione
possa essere la polvere che contiene frammenti di feci secche che, rimanendo sospesa
nell’aria, viene inalata. Trattenuta poi nel muco essa verrebbe deglutita infettando di
conseguenza ’intestino. | RV sono stabili in acque di scolo e resistenti ai trattamenti
fisico-chimici, quale la clorazione, utilizzati negli impianti di depurazione delle acque.
RV, al pari di alcuni adenovirus e del virus dell’epatite E, sono riconosciuti responsabili
di importanti focolai epidemici di enterite trasmessa dall’acqua specialmente nei paesi
in via di sviluppo [Cliver DO et al., 1992]. 1l ruolo degli alimenti ¢ stato riportato in un
numero limitato di epidemie che indicano i vegetali irrigati con acqua contaminata quali
veicolo di infezione. Tuttvia la sua rilevanza nell’epidemiologia di tali virus & sospettata
e fortemente sostenuta [Gallimore | et al., 2005; van Zyl WB et al., 2006]. Inoltre, RV di
gruppo A sono stati rivelati in vongole in Giappone [Hansman GS et al., 2008] ed ¢
stato dimostrato che anche alcuni succhi di frutta possono essere potenziali veicoli di
trasmissione di RV [Leong YK et al., 2008].

Esistono numerosi aspetti che intervengono sulla diffusione e sui possibili veicoli di
trasmissione dei RV. Quelli piu rilevanti sono 1’elevata infettivita, 1’elevato numero di
particelle eliminate con le feci (10" particelle virali per grammo di feci [Koopmans M
et al., 2004]) e la loro prolungata eliminazione (fino a 2 settimane dalla risoluzione della
malattia [Pickerin LK et al 1988]), I’elevata frequenza di infezioni asintomatiche (il
50% delle infezioni da RV é nei primi due anni di vita é asintomatica) [Wilhelmi | et al.
2003], la stabilita del virione nell’ambiente e la relativa resistenza a pH acido e in
genere ai normali disinfettanti. RV e anche capace di sopravvivere sulle superfici di
alluminio per 10 giorni a 20° -23° C in presenza di una umidita relativa media e per un

mese a 4°C in presenza di una umidita relativa alta [Koopmans M et al. 2004].
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Un’ulteriore ¢ riconosciuta sorgente di infezione ¢ rappresentata, come ¢ stato detto
prima, dagli animali (infezione zoonosica) [Muller M and Johne R 2007]. Sierotipi di
origine animale sono stati identificati in casi di diarrea infantile in molti paesi e sembra
che come serbatoi siano bovini, suini come pure animali domestici e da compagnia,
quali i cani [Coluchi N et al., 2002; De Grazia S et al., 2007; Martella V et al., 2008;
Tsugawa T and Hoshino Y, 2008]. Inoltre, ceppi riassortanti umani-bovini e umani-suini
sembrano circolare specialmente in aree ristrette dell’India e del Brasile, dove
verosimilmente € maggiore il contatto tra uomini e animali.

E stato dimostrato che ’infezione da RV puo iniziare con sintomi del tratto respiratorio
superiore, con o senza apparenti disturbi gastrointestinali [Zheng BJ et al., 1991]. Le
goccioline respiratorie possono essere un’importante veicolo di infezione [de Wit MA et
al. 2003; Santosham M et al. 1983]. Dopo D’introduzione del virus attraverso la via
orale, il principale bersaglio ¢ I’epitelio che riveste ’intestino [Greenberg HB and Estes
MK, 2009] dove il virus infetta gli enterociti maturi all’apice dei villi (18-36 ore dopo
I’infezione) determinando 1’allargamento ed appiattimento degli stessi, infiltrazione di
cellule mononucleate a carico della lamina propria e trasformazione degli enterociti in
cellule cuboidali ed irregolari [Madeley CR, 1995; Medici MC et., al 2011] (Figure 9 e
10). Inoltre il rimpiazzo degli enterociti maturi infettati agli apici dei villi da parte delle
cellule secretorie delle cripte conduce a iperplasia delle cripte stesse con conseguente
aumento dello strato mucoso. Vari meccanismi sono stati coinvolti nella insorgenza
della diarrea. La necrosi degli enterociti maturi infettati e la loro desquamazione
concorrono alla sintomatologia della diarrea riducendo la digestione e ’assorbimento di

nutrienti.
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Figura 9. Superficie della mucosa della parte prossimale del piccolo intestino di un vitello sacrificato
mezz’ora dopo l’esordio di diarrea sperimentalmente indotta dall’infezione con rotavirus umano,
osservata alla microscopia elettronica a scansione (A) e a trasmissione (C). Le immagini in B e D
mostrano tratti analoghi del piccolo intestino di vitello non infettato [da Madeley CR and Cosgrove IL,
1975 (A e B); Kapikian AZ et al., 2001 (C e D), modificati].
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Figura 10. A) Normale aspetto istologico di ileo di un maiale di 8 giorni. Cellule assorbenti
vacuolate mature normali coprono i villi. Colorazione ematossilina- eosina (H&E). B) lleo da
suino di 8 giorni dopo inoculo con rotavirus umano virulenti (ceppo Wa). Sono evidenti grave
atrofia dei villi e precoce iperplasia delle cripte ( Ward RI and Bernstein DI: Rotavirus, module
21, da “The Immunological Basis for Immunisation Series” printed by Who Document
Production Service, Geneva,2011].

Ci0 determina un accumulo di lattosio e di altri disaccaridi nel lume intestinale e un
aumento della pressione osmotica con richiamo di acqua. La successiva ripopolazione
dei villi ad opera di cellule immature secretorie delle cripte causa I’insorgenza di una
diarrea secretoria con perdita di liquidi ed elettroliti [Estes MK, 2001; Ball JM et
al.,1996]. La virulenza di RV ¢ correlata soltanto ad alcune delle proteine codificate dal
genoma virale. In particolare, essa € stata associata all’attivita delle proteine codificate
dai geni 3, 4, 5, 9 e 10, sebbene i meccanismi alla base del loro coinvolgimento nella
virulenza sono solo parzialmente compresi. Il gene 3 codifica per ’enzima che lega

I’RNA modulandone 1’espressione durante la replicazione. | geni 4 e 9 producono le
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proteine del capside esterni richiesti per iniziare I’infezione ¢ il gene 5, che codifica per
la NSP1, che funziona come antagonista dell’interferone e infine, il piu importante ¢
I’enterotossina NSP4 la quale altera la permeabilita della mucosa e indebolisce le
giunzioni tra le cellule, distrugge il citoscheletro delle cellule infettate, aumenta la
secrezione degli ioni cloro e stimola la mobilita intestinale attraverso il sistema nervoso
enterico [Ramig RF, 2004]. Questi eventi causano una incontrollata fuoriuscita di acqua
nel lume intestinale portando a una profusa diarrea.

La permeabilita della mucosa viene modulata dall’NSP4 mediante il controllo
dell’omeostasi del calcio. In particolare, 1’azione di un frammento della proteina NSP4
(aminoacidi 112-175) causa un aumento della concentrazione intracellulare di Ca2+
([Ca2+]i) che provoca di conseguenza ridotta capacita di assorbimento
(malassorbimento) di Na+, acqua e disaccaridasi intestinali determinando la distruzione
degli enterociti. L’infezione da RV porta ad un aumento della [Na']i e alla diminuzione
di [K']i verosimilmente correlati ad una aumentata permeabilita della membrana
plasmatica. Queste variazioni, nelle quali & verosimilmente coinvolta, come é stato detto
prima, la proteina NSP4, potrebbero indebolire 1’assorbimento elettroneutrale di NaCl e
I’assorbimento Na+-dipendente di nutrienti, sfociando in perdita di fluidi. Inoltre,
I’infezione da RV riduce 1’espressione e D’attivita di enzimi digestivi alla superficie
apicale degli enterociti infettati. Di conseguenza, mono e disaccaridi, lattosio,
carboidrati, grassi e proteine maldigeriti € non assorbiti si accumulano nel lume
intestinale e nel colon creando un bolo osmoticamente attivo. Dal momento che il colon
non ha sufficiente capacita di assorbimento dell’acqua, il risultato ¢ una diarrea
osmotica. Infine, I’infezione da RV altera la struttura degli enterociti polarizzati
attraverso un’azione sulle proteine del citoscheletro mediata dall’aumento della [Ca2+]i
e modifica le giunzioni strette tra gli enterociti attraverso 1’azione della NSP4 con
conseguente efflusso paracellulare di acqua ed elettroliti.

Gli enterociti distrutti vengono rapidamente rimpiazzati da cellule immature secretorie
delle cripte causando I’insorgenza di una diarrea secretoria con efflusso di liquidi ed
elettroliti, soprattutto Cl- [Estes MK, 2001; Ramig RF, 2004]. La componente secretoria
della diarrea da RV sembra comunque essere secondaria a variazioni funzionali
dell’epitelio dei villi indotte dal virus e mediate principalmente dalla proteina NSP4,
che agisce da enterotossina virale, e/o dalla sua azione sul sistema nervoso enterico
(SNE).

Un altro bersaglio dell’azione della proteina NSP4 sembra essere il SNE che fornisce

una ricca innervazione immediatamente al di sotto dell’epitelio dei villi ed ¢ quindi in
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grado di ricevere stimoli dall’epitelio danneggiato in corso di infezione da RV. E’ stato
dimostrato che la proteina NSP4 ¢ rilasciata anche dal polo basale degli enterociti
infettati [Ramig RF, 2004] Tuttavia non é chiaro se il SNE sia stimolato direttamente
dalla proteina NSP4, da suoi peptidi derivati o da molecole rilasciate dagli enterociti
infettati (chemochine e prostaglandine). Fino ad oggi, molti meccanismi relativi al
coinvolgimento del SNE nella diarrea secretoria da RV rimangono sconosciuti
similmente a quelli che determinano patogenicita e virulenza di questi virus.

Rimangono sconosciuti i meccanismi con i quali il virus provoca il vomito.

Il periodo di incubazione di RV e di circa 1-3 giorni [Bernstein DI e Ward LR, 2004].
Per 1 bambini con sintomi, 1‘inizio ¢ spesso brusco con febbre e vomito seguite da una
esplosiva diarrea acquosa.

Il vomito potrebbe precedere la diarrea approssimativamente nella meta dei casi
[Haffejee IE, 1991]. Nelle feci non c’¢ sangue, macano leucociti, mentre potrebbe
essere presente muco nel 20% dei casi [Pickering UK et al., 1977; Huicho L et al.,
1993]. La febbre spesso si verifica durante la malattia, stimata tra il 45% e 84% dei
pazienti [Rodrioquez WJ et al., 1977; Steinhoff MC, 1980; Unhoo I et al., 1986; Kovacs
A et al., 1987]. La malattia spesso si autorisolve tra queattro e otto giorni, sebbene il
decorso dei sintomi varia da 2 a 22 giorni [Wyatt RG et al., 1979].

Inizialmente si riteneva che la replicazione di RV fosse possibile solo nel tratto
intestinale dei pazienti affetti da gastroenterite. Ora invece si ipotizza che altre sedi
possano essere coinvolte in quanto RV ¢ stato associato a complicazione dell’enterite
caratterizzate da segni e sintomi dovuti a infezioni sistemiche, come iperpiressia, elevati
livelli di transaminasi [St Geme JW et al., 1988; Teitelbaum JE et al., 2007], crisi
convulsive [Contino MF et al., 1994; Kawano G et al., 2007; Chung B et al., 2007] ed
encefalopatie. Antigeni e acidi nucleici di RV sono stati rivelati nel siero di bambini con
infezione come pure 1’acido nucleico virale ¢ stato rivelato nel liquido celebrospinale di
pazienti con convulsione [Kirton A et al., 2005; Hongou K et al., 1998]. Wong [Wong
V., 2001] ha osservato un’associazione statisticamente significativa (P>0,002) tra
encefalopatia e infezione da RV rispetto a nessun agente eziologico rivelato e un
maggiore rischio di encefalopatia in corso di infezione da RV rispetto a quello in corso
di gastroenterite batterica. Lo squilibrio elettrolitico secondario alla disidratazione o una
inappropriata reidratazione potrebbero spiegare alcuni casi di complicanze neurologiche
durante la gastroenterite da RV. Tuttavia il ritrovamento del genoma virale nel liquor
suggerisce un ruolo patogenetico di tale agente e supporta I’ipotesi che la replicazione

di RV possa avvenire a livello del sistema nervoso centrale (SNC) causando un danno
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diretto. Nonostante queste osservazioni, la patogenesi dell’encefalopatia associata a RV
rimane tuttora sconosciuta.

Le basi per la restrizione dell’ospite sono ancora incomprese, ma 1’analisi dei fattori di
crescita e virulenza ha identificato diverse proteine che potrebbero essere coinvolte. Le
proteine esterne del capside VP4 e VP7 sono state coinvolte nella crescita specie-
specifica per il loro ruolo nel legame ed entrata del virus [Broome RI et al., 1993;
Ciarlet M et al., 1998; Hoshino Y et al., 1995]. Studi di riassortimento indicano che
NSP4, I’inibitore delle traduzione dell’ospite NSP3, e la VP3 influenzano la crescita e la
virulenza di RV nelle diverse specie umani [Estes MK et al., 2001; Mossel RC and
Raming RF, 2002; Mossel RC and Raming RF, 2003; Hoshino Y et al., 1995] . Uno
studio che ha valutato i geni virali di RV murini responsabili della virulenza in un
modello murino ha ottenuto una forte evidenza che NSP1 ha un ruolo nella patogenesi
virale [Broome RL et al., 1993]. Da notare che ognuna delle proteine VP3, VP4, VP7,
NSP1 e NSP4 mostra un grado di variazione specie-specifico, supportando 1’idea che
I’attivita di queste proteine possa dipendere dalla cellula ospite e cosi provvedere in

modo parziale per la restrizione della cellula ospite [Arnold MM and Patton JT, 2009].

| vaccini

I vaccini sono ritenuti essere 1’unica cura possibile contro 1’infezione da RV per diverse
ragioni. Sebbene RV infetti un gran numero di bambini prevedere la progressione della
malattia e la disidratazone non & possibile. Comunque il miglioramento della pulizia
delle mani e dell’igiene contribuisce a limitare le complicanze della malattia che
potrebbero essere problematiche [Vesikari T et al., 2008]. Altre misure di prevenzione,
come I’immunizzazione passiva ¢ [’'uso di probiotici non sono adatti su larga scala
[Mruklovez et al., 2008]. La vaccinazione dei bambini, & pertanto una valida misura per
prevenire I’infezione severa da RV [Vesikari T et al., 2008].

Le ricerche sullo sviluppo dei vaccini sono iniziate gia nella prima meta degli anni *70
guando venne riconosciuto che le infezioni con ceppi di RV animali proteggevano
animali da laboratorio dall’infezione di RV umani [Zissis G et al., 1983]. Ricerche
condotte utilizzando ceppi animali, attenuati per 1'uomo, dimostrarono che questi,
somministrati per via orale erano in grado di indurre una risposta immunitaria

all’infezione e proteggevano i bambini dall’infezione. Lo scopo del vaccino di RV é
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aumentare il grado di protezione nei confronti dell’infezione naturale [Denney PH,
2008] e un efficace programma di vaccinazione ha I’obiettivo di ridurre il numero di
ricoveri per disidratazione, le visite specialistiche ai reparti pediatrici di urgenza e le
visite mediche in genere.

Il risultato piu interessante raggiunto con I’introduzione del vaccino ¢ stato la riduzione
della mortalita. In Messico nel 2008 é stata osservata nella popolazione vaccinata (<1
anno) una riduzione della mortalita del 35% rispetto agli anni precedenti 2003-2006
[Richardson V et al 2010]. Successivamente 1’estensione della vaccinazione ad una
popolazione di bambini di eta compresa tra 1 e 4 anni ha confermato la diminuzione di
mortalita nella popolazione idonea al vaccino [Richardson V et al 2011]. Risultati
analoghi sono stati ottenuti in Brasile dove sono state osservate riduzione della mortalita
del 41% [Lanzieri TM et al., 2011] e del 22% [do Carmo GM et al., 2011. Negli Stati
Uniti, dove il vaccino € stato introdotto nel 2006, e stata raggiunta nel 2008 una
diminuzione del 46% delle infezioni da RV nei bambini di eta inferiore a 5 anni,
corrispondente a 40000-60000 ricoveri in meno [Curns AT et al., 2010]. Inoltre
I’introduzione della vaccinazione sembra aver influenzato anche I’epidemiologia di RV
intervenendo sulla dinamica di trasmissione nel naturale processo di infezione.

Un primo beneficio indiretto della vaccinazione € la riduzione della possibilita di
contrarre 1’infezione in una popolazione parzialmente vaccinata. Di ci0 ne beneficiano
soprattutto 1 bambini piu grandi e gli adulti nei quali I’impatto dell’infezione da RV non
e completamente noto [Buttery JP et al., 2011; Lopman BA et al., 2011].

Negli USA inoltre e in altri paesi a clima temperato in cui & stata introdotta la
vaccinazione € stata riscontrata non solo una diminuzione ma anche un ritardo del picco
di stagionalita [Paulke-Korlnek M et al., 2010; Pitzer VE et al., 2009; Tate JE et al.,
2009; Hanquet G et al., 2011]. E’ noto che la circolazione dei diversi genotipi di RV
mostra una considerevole variazione temporale e/o geografica, mentre non & ancora
chiaro I’impatto del vaccino sui vari sierotipi, sulla emergenza di alcuni genotipi
piuttosto che altri e se sia esso stesso responsabile o possa influire sulla normale
variabilita dei ceppi.

Il primo vaccino vivo attenuato multivalente, tra quelli di derivazione animale, € stato il
RotaShield (rhesus RV tetravalent vaccine, RRV-TV). Rotashield era un vaccino
riassortante uomo-scimmia, tetravalente, contenente 3 geni VP7 umani di tipo G1, G2, e
G4 unitamente al corredo genetico di un ceppo di scimmia Rhesus di tipo G3, al fine di
indurre la produzione di anticorpi neutralizzanti diretti nei confronti dei quattro sierotipi

VP7 piu comuni nell’uomo [Kapikian AZ, 1993] E’ stato introdotto in commercio negli
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USA nel 1998.

Dimostrata sperimentalmente ’efficacia del vaccino, esso fu introdotto e utilizzato in
diversi paesi. Tuttavia, ben presto dopo I’introduzione del vaccino vennero riportati casi
di intususcepzione ossia di una invaginazione intestinale che pud provocare ostruzione
seguita da possibile necrosi di un segmento dell’intestino [Anonymous, 2003; King L,
2001]. Questa complicanza causo I’immediato ritiro dal commercio del vaccino
tetravalente nel 1999.

Mentre il primo vaccino sviluppato comprendeva solo la proteina VP7, perché era
ritenuto il piu importante antigene nell’induzione della protezione, i vaccini sviluppati
successiamente hanno incluso oltre a VP7 anche il gene VP4 la cui espressione ¢ stata
riconosciuta svolgere un ruolo importante nella risposta immunitaria [Denney PH,
2008].

In particolare, dopo diversi anni dal ritiro dal commercio del primo vaccino anti-RV,
sono stati sviluppati e approvati dall’Organizzazione Mondiale della Sanita due nuovi
vaccini. In Europa il 21 febbraio 2006 é stato autorizzato al commercio un vaccino
monovalente (RV1, Rotarix®, GlaxoSmithKline biological) e il 27 Giugno 2006 uno
pentavalente (RV5, RotaTeq®, Merck Vaccine). | due vaccini differiscono per
composizione antigenica, programma di vaccinazione e dosaggi raccomandati
[Loopman BA et al., 2012].

a Rotarix b RotaTeq

PAEIGT WI79-9 529 wrs-8 BrE-9 Wi79-4
sal (WI79 X WC3) (5C2X WIT9X WC3) (WI78x WC3) (BrB X WC3) (WI79.x WC3)
L NsPaB P7[5IG1 P7[SIG2 P7[5|G3 P7[5)G4 PIA[E]GE
5GI sal sGi sGl Gl
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Figura 12. (a) Rotarix, vaccino attenuato costituito da un ceppo di rotavirus umano G1P1A[8]
adattato in coltura con VP6 sottogruppo Il e NSP4 di genogruppo B. (b) RotaTeq, vaccino
riassortante bovino (WC3)-umano costituito dai 5 ceppi mostrati in figura, ciascuno contenente
un gene di rotavirus umano codificante per la proteina neutralizzante VP7 di diverso sierotipo.
Sebbene le proteine VP6 e NSP4 possano potenzialmente essere bersaglio di anticorpi
proteggenti, il loro ruolo nei meccanismi immunitari contro la malattia nell’uomo ¢ sconosciuto
[da Angel J et al., 2007, modificata].
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Sono stati introdotti in 48 paesi e nel 2006 anche in Italia dove dal 2008 al 2010 solo 5
regioni hanno incluso il vaccino antiRV nel programma di vaccinazione ma non e stata
attivata alcuna strategia vaccinale.

RotaTeq e un vaccino orale, vivo-attenuato, pentavalente umano-bovino (WC3). IL
vaccino é costituito da 5 ceppi riassortanti uomo-bovino di RV, ognuno dei quali deriva
da un ceppo bovino WC3 (G6P[5]) naturalmente attenuato per 1’uomo isolato da un
vitello in Pennsylvania. Ciascun riassortante € stato ottenuto attraverso passaggi in
cellule Vero. Ciascun dei cinque ceppi é costituito da 10 geni derivanti dal ceppo bovino
WC3 e un gene VP7 derivante da ceppi umani di specificita G1, G2, G3, G4 o un gene
VP4 umano di specificita P[8], rispettivamente [Vesikari T et al., 2006b; Vesikari T et
al., 2006c; Grimwood K and Lambert SB, 2009]. La formulazione pentavalente del
vaccino e stata studiata allo scopo di fornire una pit ampia protezione immunitaria dal
momento che contiene le piu comuni specificita umane circolanti, quali G1, G2, G3, G4
e P[8].

Rotarix & un vaccino vivo attenuato, sviluppato a Cincinnati, OH, mediante passaggi in
coltura di un ceppo selvaggio di RV umano trovato da Bernestein [Bernestein DI et al
1999]. Questo vaccino deriva dal ceppo 89-12 rivelato in un paziente di Cincinnati,
identificato come P1A[8]G1, e presenta gli antigeni VP4 e VP7 piu comuni nei RV
umani. In particolare, il ceppo selvaggio umano 89-12 ¢ stato attenuato attraverso 43
passaggi in cellule Vero, clonato e nuovamente coltivato in cellule Vero e rinominato
RIX 4414,

L’obiettivo di questo vaccino ¢ di indurre immunita sierotipo-specifica contro il piu
comune dei G e il piu comune dei P tipi di RV che infettano 1’uomo. Si ritiene che il
vaccino sia sicuro in quanto é assolutamente improbabile che un ceppo umano possa
causare intususcepzione [Chang HGH et al., 2001]. 1l ceppo RIX4414 adattato in
coltura cellulare é attenuato rispetto al ceppo selvatico G1.

Come atteso, Rotarix ha dimostrato indurre una elevata protezione nel primo anno dalla
sua introduzione e leggermente minore nel secondo anno. Uno studio europeo sulla
efficacia del vaccino nei confonti di alcuni tipi di RV in due stagioni successive € giunto
a conclusioni evidenti sulla protezione siero-tipo specifica del vaccino “monovalente”.
Complessivamente, la protezione dalla gastroenterite da RV é risultata simile per i G-
tipi, mentre sono state osservate alcune differenze tra i ceppi con diversa combinazione
G e P combinazioni: la protezione piu alta (90%) € stata osservata nei confronti dei
ceppi G1P[8] e quella piu bassa (58%) ei confronti dei ceppi G2P[4] [Vesikari T et al.,

2007]. Queste osservazioni suggeriscono che I’immunita specifica G1 indotta dal
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vaccino gioca un ruolo seppure minimo nella protezione totale [Vesikari T, 2012].

In seguito all’introduzione del vaccino Rotarix, ’apparente comparsa di G2P[4] in
Brasile e Australia e un nuovo genotipo G9P[4] in Messico ha portato a ipotizzare che il
vaccino potrebbe avere una minore efficacia con ceppi eterotipici [Kirkwood CD et al.,
2011]. In Australia, dove meta degli stati usa Rotarix e meta degli stati usa RotaTeq,
I’emergenza di G2P[4] ¢ stata osservarta solo negli stati che usano Rotarix [Kirkwood
CD et al., 2011]. Tuttavia studi condotti in Brasile confermano che Rotarix ha la stessa
efficacia nei confronti di G2P[4] [Justino MC et al., 2011; Correia JB et al., 2011]. Uno
studio condotto in Messico ha documentato che Rotarix é altamente efficace nel ridurre
i ricoveri per enterite da RV causati dai ceppi G9P[4], ci0 indica che ’emergenza di
alcuni genotipi e dovuta alla mancata vaccinazione piuttosto che a un pressione selettiva
del vaccino [Yen C et al., 2011].

Negli USA e in Australia ceppi G3 sono emersi in seguito all’introduzione del vaccino
RotaTeq [Kirkwood CD et al., 2011; Boom JA et al., 2010; Desai SN et al., 2010].
Questa circostanza apre 1’ipotesi che la risposta neutralizzante indotta nei confronti di
G3 dal vaccino RotaTeq® sia meno elevata rispetto a quella nei confronti degli altri
ceppi vaccinali [Vesikari T et al., 2006; Chang CC et al., 2009].

L’efficacia del vaccino RotaTeq contro la gastroenterite severa da RV associata a diversi
sierotipi € stata riportata tra il 95% nei confronti di G1 e 1’82% nei confronti di G2P[4].
Inoltre esso ha una efficacia elevata contro i ceppi G9P[8] anche se la specificita G9
non &€ compresa nel ceppo vaccinale [Vesikari T et al., 2010]. Sebbene entrambi i
vaccini Rotarix e RotaTeq abbiano dimostrato una significativa protezione dalla
gastroenterite severa [Vesikari T et al., 2006; Ruiz-Palacious GM et al., 2006], il
meccanismo con il quale essi conferiscono protezione é diverso. Rotarix, basato su un
ceppo monovalente G1P[8], replica bene nell’intestino e fornisce protezione simile a

quella indotta dall’infezione naturale [Velasquez FR et al., 1999].
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Epidemiologia

RV rimane ancora oggi la pit importante causa di gastroenterite nei bambini nel mondo
molto piu di altri virus, batteri e parassiti, ed € la causa di circa 450.000 morti I’anno. Su
110 milioni di casi di gastroenterite all’anno due milioni necessitano di ricovero in
bambini al di sotto dei 5 anni [Tate JE et al., 2011; Parashar UD et al., 2006]. A partire
dai 5 anni di eta 1 bambino su 50 richiede il ricovero e 1 su 205 muore per cause
associate all’infezione da RV [Tanaka G et al., 2007]. Sebbene i casi fatali siano limitati
specialmente nei paesi in via di sviluppo, I’impatto dell’infezione nei paesi
industrializzati é elevato: prima della vaccinazione di massa, introdotta nel 2006 negli
USA, RV causava ogni anno in questo paese 410.000 visite, 70.000 ricoveri e 272.000
visite ai reparti d’urgenza, con una spesa sociale e sanitaria considerevole [Parashar UD
et al., 2006].

— 2040 deaths

—— 5,000-T¢ 200 hespilolzations

205,000 - 272000
amasrgeney departmant visil s and
410000 sutpatient/ofics visits

2.7 million episcdes

Figura 13: Stima annuale di casi fatali, ricoveri, visite ai reparti
d’urgenza ed episodi di gastroenterite negli Stati Uniti.

L’impatto dell’infezione da RV, come e stato detto prima, non e limitato ai paesi piu
poveri. Studi effettuati nell’Europa dell’est alla meta degli anni 2000 hanno rivelato che
il 50% di casi gastroenterite pervenuti ai reparti d’urgenza ¢ causato da RV e che
I’infezione ¢ responsabile di 230 morti I’anno [Soriano-Gabarro M 2006; Van Damme P
et al., 2007]. Negli USA studi condotti negli stessi anni hanno riportato che il 50% dei
bambini di eta inferiore a 3 anni trattati o ricoverati nei reparti d’emergenza ¢ affetto

gastroenterite, 1 su 150 richiede il ricovero e 1 su 11 ¢ visitato al reparto d’urgenza.

45



All’anno sono state stimate 20-60 casi fatali, 55 mila-70 mila ricoveri e 410 mila visite
mediche [Fisher TK et al 2007; Parashar UD et al., 2003]. Inoltre, considerando anche
il fatto che RV rappresenta una frequente causa d’infezione nosocomiale, ¢ stato stimato
che I’infezione negli USA costa alla societa 1 miliardo di dollari 1’anno [Greenberg HB
and Estes MK, 2009]. In alcuni paesi I’incidenza di infezione sembra aumentare
durante la stagione secca [Black RE et al., 1982; Hieber JP et al., 1978]. In Giappone
invece I’umidita relativa non sembra essere importante [Konno T et al., 1983]. Lo studio
dell’influenza delle variabili climatiche come temperature, umidita e alluvioni ha
portato a risultati conflittuali; pertanto sembra che 1’effetto di tali variabili sia specifico
di ciascun contesto.

Un importatnte parametro delle dinamiche dell’infezione da RV negli USA e
secialmente nei paesi in via di sviluppo e considerato il tasso di nascite.Le nascite in
Asia e Africa sub-sariana € molto piu alto, 45-50 nascite ogni mille persone, a confronto
con 8-20 nascite nei paesi sviluppati. In genere I’affollamento e le cattive condizioni
igieniche possono condizionare e aumentare il numero di casi di infezione. Naturali
condizioni risultanti dalla ricostituzione dei soggetti suscettibili attraverso nuove nascite
e/o calo di immunita con un fenomeno noto come dinamica di risonanza possono essere
un fattore chiave per spiegare la stagionalita dell’enterite da RV come in altre malattie
[Pizter VE et al., 2011].

La trasmissione dell’infezione ¢ associata principalmente ai contatti ravvicinati delle
persone. Tuttavia RV puo diffondere nell’ambiente: sia 1’'uvomo che gli animali possono
contaminare acqua, cibi e mangimi [Estes MK. and Kapikian MZ, 2007;Sattar SA et
al., 1984].

L’infezione da RV, come e stato accenato prima, ha un andamento stagionale, con un
picco nei mesi piu freddi e umidi, soprattutto nei paesi con clima temperato [Atchisoo
C, et al.,, 2010], dove le condizioni climatiche potrebbero favorire una maggiore
circolazione del virus. Al contrario c¢i sono paesi dove l’incidenza di infezione e
prevalentemente nei periodi secchi, mentre in Giappone |’'umiditd sembra non
influenzare 1‘infezione. Tuttavia la distribuzione e la durata nel tempo dei picchi di
infezione indicano che la temperatura da sola non puo condizionare la circolazione del
virus nella popolazione, ma altri fattori possono essere importanti come il tasso di
natalita, le dinamiche di trasmissione e il comportamento dell’ospite. Sebbene la gravita
della malattia sia variabile, il tasso di infezione da RV nei paesi industrializzati e nei
paesi poveri ¢ simile, indicando che 1’acqua e le condizioni igieniche condizionano

relativamente la trasmissione del virus e la comparsa di malattia.
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Sebbene episodi epidemici possano verificarsi prevalentemente nei bambini piu piccoli
nei periodi con temperature miti, RV pu0 essere causa di piccole epidemie anche in
comunita quali scuole, ambienti lavorativi e ospizi. con elevati costi per la sanita
pubblica a causa dell’alto numero di ricoveri necessari, soprattutto per i neonati e
persone con sistema immunitario compromesso [Ruggeri FM and Fiore L, 2012].
Malgrado esistano restrizioni per la replicazione e la diffusione del virus, oltre alla
trasmissione interumana e tra le diverse specie, animali € ampiamente dimostrata la
trasmissione umano-animale e il verificarsi di episodi di zoonosi. Questo evento puo
favorire la formazione di ceppi riassortanti uomo-animale.

Ad oggi 27 G-tipi e 37 P-tipi sono stati identificati nell’'uomo e negli animali
[Matthjienssens J, et al., 2011; Trojnar E et al., 2013], ma solo 6 combinazioni di
genotipi G/P contribuiscono in modo considerevole all’infezione da RV nel mondo
G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] G12P[8] [Matthijnssens et al., 2008;
Matthijnssens J and Van Rast M, 2012]. In particolare G1P[8] & stato dimostrato
costantemente e spesso predominante in numerose localita, rappresentando il 70% dei
ceppi circolanti, negli USA, in Gran Bretagna e Australia e spesso solamente il 25-50%
nei paesi meno sviluppati, come in sud America e Africa [Gentsh JR, et al., 2005; Ward
RL, 1996].

Ceppi con specificita G2, G3 e G4 rappresentano sono cause minori di gastroenterite,
con andamenti epidemici a intervalli di 2-5 anni in numerose regioni. E stato
documentato negli ultimi 10 anni I’emrgenza di alcuni genotipi VP7 rari o inusuali che
causano diarrea nei bambini. Programmi di sorveglianza in Australia [Diwakarla S et
al., 2002; Kirkwood CD et al., 2006], Bangladesh [Unicomb LE et al., 1999], Brasile
[Santos N et al., 1998], Cameroon [Esona MD et al., 2004], Ungheria [Banyai K et al.,
2003], India [Ramani S et al., 2007], Malawi [Cunliffe NA et al., 2001] , Nigeria [Steele
AD et al., 2002], Tailandia [Ponguswanna Y et al., 2002] e USA [Griffin DD et al.,
2002] hanno identificato come causa di severa gastroenterite ceppi con specificita G5,
G6, G8, G10, G12. Sebbene questi genotipi siano una minoranza, la loro circolazione in
alcune regioni dell’India, Africa e Brasile puo rappresentare un problema importante.
Ceppi con speificita G6, G8 e G10 sono prevalentemente di origine bovina e sono stati
identificati in bambini in molte parti del mondo. Ceppi G8 sono stati identificati in
numerosi casi di gastroenterite in Africa [Cunliffe NA et al., 2001; Nielsen NM et al.,
2005], mentre ceppi G10 sono stati identificati frequentemente in India [Banerjee | et
al., 2006]. Genotipi porcini G5 e G11 sono stati riscontrati sporadicamente in bambini

con gastroenterite acuta [Kirkwood CD, 2010]. Insieme a genotipi bovini anche genotipi
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porcini possono circolare sporadicamente nell’'uomo. Eccezione fa la circolazione
endemica di ceppi G5 porcini in Brasile [Gouvea V and Sanos N, 1999]. Oltre alla
fluttuazione della prevalenza dei “sierotipi emergenti”, ¢ ampiamente riconosciuta la
capacita di RV di subire riassortimento genico con produzione di ceppi atipici 0 nuovi,
nei quali singoli o molteplici geni possono essere scambiati tra ceppi umani e ceppi
animali, o essere oggetto di una trasmissione interspecie con possibile successivo
scambio di segmenti di ceppi animali a ceppi umani [Kirkwood CD, 2010]. Questo
fenomeno é stato riportato soprattutto nei paesi in via di sviluppo dove i bambini sono
infettati da piu ceppi contemporaneamente.

La probabilita che genotipi non comuni possano acquisire importanza a livello locale o
addirittura su scala globale e il maggior problema che potrebbe presentare la
vaccinazione [Kirkwood CD, 2010].

L’esempio piu evidente che si ¢ verificato ¢ stata I’emergenza del genotipo G9, trovato
per la prima vita nel 1980. A partire dal 1990 é stata riconosciuta la sua distribuzione
globale essendo stato identificato in tutti i continenti e in piu di 17 paesi inclusi USA,
Giappone, India, Bangladesh, Francia, Malawi, Nigeria, Australia, Cina, Tailandia, Sud
Africa, Paraguay, Ghana, Brasile e Gran Bretagna [Unicomb LE et al 1999; Zhou Y et al
2003; Cunliffe NA et al.,1999; Arnah GE et al., 2003; Steele AD and Ivanoff B, 2003;
Iturriza-Gomara M et al., 2000; Kirkwood C et al., 2003; Ramachandran M et al.,
1998]. In genere il genotipo G9 rappresenta un minore componente della popolazione
dei RV circolanti, con un tasso di prevalenza del 1-10%. Il tasso piu alto € stato riportato
in Australia (74,7%), Bangladesh (39%) e Ghana (26,9%) [Unicomb LE et al., 1999;
Armah GE et al., 2003; Kirkwood C et al., 2003].

Immunita’

Il meccanismo dell’immunita di RV non e stato completamente chiarito ma sembra
essere multifattoriale e includere sia la risposta innata che adattativa dell’ospite [Franco
MA, et al., 2006]. L’immunita umorale ¢ di primaria importanza per la successiva
infezione da RV, mentre I’immunita cellulo-mediata aiuta a superare 1’infezione.

Successivamente all’infezione da RV, IgA e IgG diretti contro le proteine strutturale
VP7, VP4 e VVP6 e la proteina non strutturale NSP4 appaiono rapidamente nel sangue,

associate ad anticorpi IgA specifici secreti nei siti mucosali [Chibo S et al., 1986;

48



Grimwood K et al., 1988; Richardson SC et al., 1993; Vizzi E et al., 2005]. In termini
quantitativi la risposta anticorpale piu evidente & quella diretta contro la VP6 [Svensson
L et al., 1987]. L’immunita intestinale ¢ probabilmente il pit importante meccanismo
protettivo, ma € spesso di breve durata a meno che la continua esposizione a RV non
porti al costante livello di anticorpi nella mucosa e alla protezione da infezione e
malattia [Coulson BS et al 1992; Matson DO et al., 1993]. Possibili meccanismi
immunitari alla base della protezione nei confronti della malattia da RV naturalmente
acquisita includono anticorpi neutralizzanti diretti contro VP7 e VP4 come pure alti
livelli (media geometrica del titolo di anticorpi sierici anti-RV >1/800) di anticorpi
sierici IgA diretti specialmente contro la VP6 [Gray J et al., 2008]. Le concentrazioni di
anticorpi neutralizzanti del siero nella risposta omotipica (diretta nei confronti di un
sierotipo) ed eterotipica (diretta nei confronti di diversi sierotipi) sembrano correlare
meglio con la protezione rispetto ad alti livelli sierici di IgA RV-specifici nella malattia
grave [Franco MA et al., 2006; Chibo S et al 1986; Velasquez FR et al., 2000].

La presenza di IgA sieriche riflette presubilmente la produzione di anticorpi intestinali.
Dopo I’infezione primaria, la risposta anticorpale sierica neutralizzante nei confronti
della VVP7 e per lo pit omotipica, mentre la risposta nei confronti di VP4 é eterotipica
[Richardson SC et al 1993; Gorrel RJ et al 1999]. Dopo reinfezione si verifica un
ampliamento della risposta neutralizzante nei confronti delle proteine VVP7 dei diversi G
tipi (risposta eterotipica) senza incremento di reazione crociata verso le proteine VP4
[Gorrel RJ et al 1999]. Molti RV di diverso G tipo esprimono altre proteine diverse da
VP7 sierologicamente e genotipicamente identiche. Questo € dato dalla poca diversita
tra i P-tipi, sottogruppi e genogruppi NSP4 rispetto ai diversi G-tipi circolanti nella
popolazione [Gray J., et al., 2008]. L’importanza relativa della immunita omotipica ed
eterotipica rimane sconosciuta, ma altre proteine virali, come VP2, VP6 e NSP4,
potrebbero essere coinvolte nell’immunita e nella protezione, le quali potrebbero
spiegare lo sviluppo in alcuni casi di immunita eterotipica in seguito a una singola
infezione [Grinwood K and Lambert B., 2009].

In particolare, il possibile meccanismo di eliminazione di RV dall’organismo € stato
spiegato dalla capacita delle IgA polimeriche anti-VP6 di mediare un effetto antivirale
legando la proteina VP6 ed “espellendola” nel lume intestinale [Franco MA et al.,
2006]. E possibile che anticorpi anti-VP6 rappresentino una comune risposta alle
caratteristiche altamente antigeniche delle particelle virali degradate o ai detriti cellulari
delle cellule infettate e non contribuiscano alla immunita contro RV, anche se recenti

studi su modelli animali suggeriscono che anticorpi VP6-specifici possano giocare un
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ruolo nella immunita [Aiyegbo MS et al., 2013].

Se da un lato le IgA anti-VP4 e/o -VVP7 possono bloccare I’infezione degli enterociti
quando presenti nel lume intestinale, gli anticorpi anti-NSP4 possono bloccare la diarrea
mediante un effetto anti-enterotossina ma non possono bloccare I’infezione [Ball JM et
al., 1996 Franco MA et al., 2006]. Sfortunatamente esiste una povera correlazione tra
anticorpi sierici e protezione indotta dal vaccino pertanto 1’efficacia dei vaccini
candidati deve essere verificata in estese sperimentazioni sul campo.

L’ubiquita dei RV e la frequenza di infezioni asintomatiche nei giovani animali é tale
che ¢ molto difficile distinguere se I’infezione e quindi la risposta immune sia primaria,
secondaria o susseguente. La risposta immune degli anticorpi neutralizzanti nell’'uomo e
negli animali e presente sia a livello sierico che intestinale e sembra essere “siero-
specifica” [Gaul SK et al., 1982; Snodgrass DR et al., 1984]. Tuttavia la durata del
livello protettivo degli anticorpi e limitata (minore di un anno). Cio darebbe spiegazione
le reinfezioni osservate anche con lo stesso sierotipo. La presenza di anticorpi specifici
se non sembra conferire immunita contro I’infezione da parte di altri ceppi, sembra
ugualmente proteggere 1’individuo dalla comparsa di sintomatologia grave.

Le infezioni sintomatiche avvengono tra tre mesi e due anni di eta con un picco di
incidenza tra il 7° e il 15° mese. Sebbene i bambini possano essere infettati piu volte
durante la loro vita, I'infezione dopo i primi tre mesi di vita € molto probabile causa di
diarrea e disidratazione . Molte donne possiedono anticorpi anti-RV che passano per via
trans-placentare al feto, proteggendo il neonato dall’infezione, ad eccezione dei nati pre-
termine, i quali hanno un rischio maggiore di contrarre la malattia, I'esposizione dei
neonati a RV e associata a diminuita probabilita di sviluppare malattia durante l'infanzia.
La maggior parte degli individui possiede anticorpi anti-RV dall’eta dei tre anni
[Kapikian AZ, 1974].

Le immunoglobuline G (IgG), trasferite dalla madre al feto attraverso la placenta, non
sono proteggenti al contrario delle IgA che vengono emesse con il colostro.

Neonati allattati al seno durante i primi giorni di vita sono significativamente meno
suscettibili rispetto a quelli nutriti artificialmente. Nonostante il contenuto anticorpale
nel latte in seguito decada rapidamente, I’infezione acquisita nei primi mesi di vita si
risolve in modo inapparente. Inoltre sebbene 1’infezione neonatale non determina
protezione immunologica contro la reinfezione, questa tende ad essere clinicamente
meno severa [White DO, 1986].

Molti studi hanno riportato che I’immunita naturale produce una incompleta protezione

ed esiste il dubbio che una precedente protezione non possa proteggere da una
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reinfezione [Mata L et al., 1980; Bishop RF et al., 1983; Chiba S et al., 1986; Friedman
MG et al., 1988; Reves RR et al., 1989; Clemens JD et al., 1992; Velasquez FR et al.,
2000]. Un precedente studio che ha riportato la comparsa di malattia in seguito a
reinfezione con lo stesso sierotipo, ha dimostrato che la protezione dall’infezione dura
sei mesi e declina dopo un anno, in associazione con il declino del titolo anticorpale
sierotipo-specifico [Chiba S et al., 1986]. Sebbene la reinfezione da RV sembra avvenire
frequentemente,in un altro studio é stato dimostrato che la protezione di fronte
all’infezione dura almeno un anno [Bishop RF et al., 1983; Bernstein DI et al., 1991;
Ward and Bernstein, 1994]. E’ stato anche dimostrato che neonati infettati nelle prime
due settimane di vita sono protetti da malattia ma non da reinfezione [Bishop RF et al.,
1983]. In altri studi ancora bambini che sviluppano infezione da RV nel primo anno
risultano tutelati per I’anno successivo [Bernstein DI et al., 1991; Ward RL and
Bernstein DI, 1994].

Dinamica dell’escrezione virale e risposta anticorpale

Nei pazienti con sistema immunitario normale 1’infezione da RV si manifesta quasi
sempre in forma acuta con eliminazione nelle feci di particelle virali in alta
concentrazione in genere per un periodo limitato di tempo (3-7 giorni).

Nei bambini invece con immunodeficienza primaria di diversa origine € stata osservata
piu frequentemente diarrea cronica con prolungata eliminazione virale. Dal momento
che & improbabile, anche se non impossibile, ritrovare adulti privi di anticorpi sierici
anti-RV umani, di solito i neonati presentano alla nascita 1gG sieriche trasmesse dalla
mamma per via transplacentare agli stessi titoli di quelle materne. A causa della
presenza di tali anticorpi é difficile dimostrare una sieroconversione (comparsa di
anticorpi sierici specifici in un soggetto che ne é precedentemente privo) nei bambini
che si infettano durante i primi tre mesi di vita. Inoltre questi bambini non producono
neppure anticorpi sierici persistenti.

Nei bambini invece con piu di tre mesi di eta ’infezione da RV, di solito sintomatica, &
seguita da una sieroconversione con livelli di IgG che permangono per oltre un anno. Le
IgM sono riscontrabili nel siero nella fase acuta da 5 giorni fino a 1-2 settimane dopo
I’infezione. Le IgA si innalzano fino a 2-4 settimane dopo I’infezione e permangono
svelabili per circa 4 mesi, mai comunque piu di 12 mesi [Davidson GP et al., 1983;

Grauballe PC et al., 1981; Grinwood K, 1986].
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IgM e IgA anti-RV sono state ritrovate anche nel liquido duodenale e nelle feci. In
particolare nelle secrezioni duodenali le IgM sono rivelabili durante la fase acuta
dell’infezione, mentre le IgA raggiungono i loro massimi valori 3-4 settimane dopo
I’infezione e rimangono evidenziabili per circa quattro mesi [Grinwood K, 1986].

La risposta dei coproanticorpi & simile ma di piu breve durata. IgA sono riscontrabili
nelle feci circa 4 giorni dopo I’infezione, si innalzano al decimo giorno e di solito non si
trovano piu dopo 6 settimane. La loro persistenza € indice di successive infezioni sia

sintomatiche che subcliniche [Grinwood K, 1986].

Diagnosi di laboratorio

La diagnosi di laboratorio dell’infezione da RV e condotta, al pari di quelle relative agli
altri agenti responsabili di enterite, attraverso procedimenti che mirano alla
dimostrazione nelle feci dell’agente virale o di antigeni o di acidi nucleici piuttosto che
alla dimostrazione nell’organismo infettato di una reazione anticorpale specifica
recente. Tra i procedimenti del primo tipo, la microscopia elettronica (ME), impiegata
fin dal 1973 per rilevare particelle virali nelle feci [Lecce JG et al., 1976], € ancora oggi
utilizzata per la diagnosi rapida. | RV si possono presentare isolati, a piccoli gruppi o,
soprattutto se le feci sono state raccolte nella fase acuta della malattia, in grande
quantita.

Nei casi in cui puo risultare difficile 1’identificazione dell’agente virale o qualora si
intenda ricercare specificatamente RV di un particolare gruppo o sierotipo, € possibile
ricorrere alla immunoelettromicroscopia (IEM) [Zissis G et al., 1978], che, attraverso
I’impiego di anticorpi gruppo e/o sierotipo specifici, consente di osservare le particelle
riunite in aggregati.

Alternativi in certi casi all’indagine elettromicroscopica possono essere impiegati saggi
immunoenzimatici (ELISA) e saggi di agglutinazione al lattice, oggi disponibili anche
in forma commerciale. Questi saggi consentono di rivelare antigeni virali direttamente
nelle feci mediante 1’utilizzo di antisieri iperimmuni, anticorpi monoclonali e/o
policlonali [Yolken R et al., 1994], in genere RV di gruppo A specifici. Questi saggi
offrono sufficiente sensibilita, specialmente in condizione di altra prevalenza di
infezione.

Nonostante 1’elevato numero di particelle virali che si possono riscontrare nelle feci di

soggetti con enterite acuta, in genere RV umani non sono coltivabili in vitro nelle
52



colture cellulari convenzionali. E’ stato dimostrato che la centrifugazione a basso
numero di giri direttamente sul monostrato cellulare dell’estratto fecale e/o il
trattamento di quest’ultimo con enzimi proteolitici, quali tripsina o pancreatina, possono
aumentare 1’infettivita di RV in vitro [Wyatt RG et al., 1983].

Nelle colture cellulari in genere i RV vanno incontro ad un ciclo replicativo incompleto,
non produttivo, arrestando 1’infezione ad uno stadio precoce. Cid non impedisce,
tuttavia, che vengano espressi antigeni virali [Bryden V et al., 1977], i quali possono
essere evidenziati mediante anticorpi specifici attraverso immunofluorescenza (IF)
[Medici MC et al., 1988].

Per la diagnosi di infezione da RV possono essere utilizzati anche metodi di biologia
molecolare in grado di rivelare I’acido nucleico virale direttamente nelle feci.
Cronologicamente il primo di questi metodi ¢ rappresentato dall’elettroforesi in gel di
poliacrilamide (PAGE) degli RNA genomici estratti dalle feci.

Attraverso la migrazione elettroforetica degli 11 segmenti genomici di RV, il metodo
consente, da un lato, di identificare 1’agente virale, e, in genere, il gruppo di
appartenenza, e, dall’altro, di rivelare 1’elettroferotipo caratteristico di ogni ceppo.
L’analisi degli elettroferotipi puo essere utile per la sorveglianza della circolazione di
ceppi di RV in aree geografiche ristrette come pure per I’individuazione di ceppi virali
con profili atipici di RNA genomici e di infezioni miste con ceppi di RV diversi.
Successivamente, utilizzando sonde a RNA o DNA marcate con radioisotopi o biotina,
sono stati sviluppati saggi di “dot-blot” che si basano sull’ibridazione in situ di RNA di
RV estratti da campioni di feci, denaturati al calore e immobilizzati su membrana di
nitrocellulosa [Holmes IH 1983; Dimitrov DH et al., 1985]. Il metodo si & dimostrato
specifico e sensibile.

Infine, per la diagnosi diretta di laboratorio dell’infezione da RV puod essere impiegata
I’amplificazione genica mediante reazione polimerasica a catena previa retrotrascrizione
(RT-PCR) che consente di rivelare 1’acido nucleico virale presente anche in scarse
quantita nelle feci. Utilizzando “primers” specifici, il metodo offre la possibilita di
identificare anche il gruppo e il genotipo virale come pure di ottenere quantita di DNA
complementare (cCDNA) sufficiente per studi di sequenziamento e clonaggio. Per la
rivelazione di RV nelle feci ’'RT-PCR e stata utilizzata per la prima volta utilizzando
come bersagli di amplificazione un frammento della sequenza del gene 6 di RV di
gruppo A [Patric M et al., 2003]. Metodi di RT-PCR sono maggiormente utilizzati per la
genotipizzazione dei geni VP4 e VP7 mediante “set” di primer specifici per i diversi G e

P tipi che piu fequentemente infettano 1’'uomo. Lo svantaggio del metodo ¢ legato
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all’elevata variabilita genetica dei RV, dal momento che 1’accumularsi di mutazioni
puntiformi (“drift genetico”) nei siti di attacco dei primers puo portare al mancato
riconoscimento del cDNA bersaglio da parte dei primer stessi [lturriza-Gémara et al.,
2004a].

Per la diagnosi di infezione da RV e la genotipizzazione dei RV di gruppo A
recentemente sono stati sviluppati saggi di biologia molecolare avanzata. Tra questi, un
saggio di DNA microarray in grado di identificare i G e P tipi piu frequenti [Honma S et
al., 2007] e saggi di PCR in tempo reale [Min BS et al., 2006; Gutiérrez-Aguirre | et al.,
2008].

Per la dimostrazione di una risposta anticorpale conseguente 1’infezione da RV e/o
valutarne 1’entita in un soggetto infettato possono essere impiegati I’'IEM, la reazione di
fissazione del complemento (RFC), I’'IF, il saggio immunoenzimatico e 1’inibizione
dell’emoagglutinazione [Kapikian AZ, 1997; Shaw RD et al., 1992].

L’RFC prevede I'impiego come antigene di estratto fecale umano purificato e
concentrato o di virus animali cresciuti efficacemente in vitro [Zissis G et al., 1978].
L’indagine viene condotta su due campioni di siero prelevati uno in fase acuta di
malattia e Daltro in fase di convalescenza. Viene considerato significativo ai fini
diagnostici un aumento del titolo anticorpale di almeno quattro volte tra il primo e il
secondo campione.

L’RFC si ¢ rivelata efficace ai fini diagnostici nei bambini tra 6 e 24 mesi di eta e non
negli adulti e nei bambini di eta inferiore a 6 mesi [Kapikian AZ, 1997]. Per la ricerca di
anticorpi in questi gruppi di eta ¢ preferibile 1’impiego dell’IF o del saggio
immunoenzimatico mediante i quali é possibile rivelare anticorpi delle classi G, M ed A.
Le IgA in particolare possono essere ricercate, oltre che nel siero, nella saliva, nelle

secrezioni duodenali e nelle feci.
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SCOPO DELLARICERCA

| rotavirus (RV) furono scoperti nei primi anni *70 da Ruth Bishop, che ossevo le
particelle virali per la prima volta alla microscopia elettronia condotta su biopsia del
duodeno di un bambino affetto da gastroenterite [Bishop RF et al., 1973] e vennero
presto identificati come la maggior causa di gastroenterite nell’infanzia. Il virus fu
chiamato RV per il suo aspetto a forma di ruota. Oggi i RV rimangono la sola causa piu
importante di gastroenterite nei pazienti pediatici in tutto il mondo, piu di tutti gli altri
organismi virali, batterici e parassitari, ed & stimato che causano approssimativamente
450.000 morti annue, soprattutto nei paesi in via di sviluppo [Tate JB et al., 2008]. Si
ritiene che ciascun bambino abbia contratto almeno una volta I’infezione da RV nei
primi due anni e mezzo di vita nei paesi sviluppati sebbene un numero inferiore di
soggetti manifesti diarrea tale da richiedere il ricovero in ospedale e intervento medico,
incluse terapie di reidratazione [Ruggeri FM and Fiore L, 2012].

L’infezione da RV € ubiquitaria, causa gastroenterite nella maggior parte dei casi in
forma moderata, ma pu0 diventare anche severa con disidratazione, shock e morte.

La trasmissione di RV avviene per via fecale-orale ed e associata a passaggio inter-
umano. Inoltre i RV possono essere veicolati da acqua, alimenti e concimi [Estes MK
and Kapikian AZ, 2007; Sattar SA et al., 1984]. Il fatto che tutti i bambini vengano
infettati nei primi anni di vita, in modo indifferente indipendente dall’area geografica e
dalle condizioni socio-economicheindica che il miglioramento della qualita dell’acqua e
del cibo, delle condizioni di igiene e comportamentali non limitano la diffusione del
virus. Infine € ormai ampiamente documentata anche la trasmissione zoonosica dei RV.
Sierotipi di origine animale sono stati identificati in casi di diarrea infantile in molti
paesi e sembra che come serbatoi siano coinvolti bovini, suini come pure animali
domestici e da compagnia [De Grazia S et al., 2007; Martella V et al., 2008; Tsugawa T
and Hoshino Y, 2008].

| casi pediatrici di RV mostrano un andamento stagionale con un picco nei mesi piu
freddi e umidi nei paesi con clima temperato [Atchison C et al., 2010] che potrebbero
causare una maggiore persistenza del virus nell’ambiente in particolari condizioni. RV e
identificato nel 35-50% dei campioni di feci in bambini al di sotto dei 5 anni ricoverati
con diarrea e ha una marcata stagionalita invernale. Il picco dei ricoveri per enterite da
RV é tra 6 mesi e 2 anni di eta, con il 40% dei casi in bambini di eta inferiore a 1 anno.

I RV appartengono all’omonimo genere della famiglia Reoviridae. Essi sono di circa 70

nm con un capside costituito da 3 strati che contiene un genoma a RNA segmentato a
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doppio filamento comprendente 11 segmenti che codificano per 12 proteine. Il triplo
strato & costituito sulla superficie esterna da due proteine (VP7 e VP4), lo strato
intermedio da VP6, mentre VP2 forma il rivestimento interno che comprende anche le
proteine VP1 e VP3. Sulla base della sequenza di VP6 il virus e classificato in 7
maggiori genogruppi, mentre sulla base delle sequenze di VP7 e VP4 i RV di gruppo A
sono stati classificati secondo un sistema-binario che riconosce le specificita G e P,
rispettivamente. Sono stati finora identificati 27 G-tipi e 37 P-tipi nell’'uomo e negli
animali [Matthjienssens J et al., 2008; Matthjienssens J et al., 2011; Trojnar E et
al.,2013].

Globalmente G1P[8] e quello piu diffuso ma circolano in prevalenza diversa anche 4
altri genotipo, G2P[4], G3P[8], G4P[8] e G9P[8] e oltre 50 combinazioni sono state
riscontrate in diverse aree. Un aspetto di particolare rilevanza ¢ 1’elevata variabilita
genetica dei RV [Gentsch JR et al., 2005]. Infatti, I’accumularsi di mutazioni puntiformi
nel genoma (drift) porta ad una diversificazione genetica graduale ma di entita notevole.
Inoltre la natura segmentata del loro genoma favorisce il riassortimento genico tra virus
diversi in caso di co-infezione, un meccanismo che contribuisce a creare una estrema
variabilita dei ceppi e guida I’evoluzione dei RV. Tale fenomeno € molto piu frequente
tra virus di uno stesso genogruppo, mentre & piu raro tra virus di genogruppi diversi.
Come conseguenza, € possibile che varianti piu resistenti riescano ad emergere e a
diffondere rapidamente in una popolazione priva di anticorpi.

Nonostante alcuni vincoli nella replicazione e diffusione di RV tra le diverse specie
animali o tra gli esseri umani, trasmissioni interspecie e piu specificatamente
trasmissioni zoonosiche avvengono frequentemente, spesso associate a malattia nella
specie eterologa [Martella V et al., 2010; Cook N et al., 2004]. Con il perfezionamento
del sequenziamento e la genotipizzazione dell’intero genoma di RV ¢ possibile
identificare ceppi emergenti di origine animale, che possono diffondere rapidamente in
tutto il mondo [Glass RI, 2006]. Ci sono prove che alcune specie animali possano
giocare un ruolo fondamentale come serbatoio di ceppi di RV che infettano infettare
1‘uomo.

Questi processi di “umanizzazione” in seguito a trasmissione zoonosica potrebbero
portare a generare nuovi virus riassortanti.

E’ noto che la replicazione di RV puo non limitarsi al intestino. La gastroenterite da RV
e talvolta complicata da febbre alta, elevati livelli di transaminasi [St Geme and Hyman
D, 1988; Teitelbaum JE and Daghistani R, 2007], convulsioni [Contino MF et al., 1994;

Kawano G, et al., 2007; Chung B, et al., 2007] edencefaliti [Kirton A et al., 2005;
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Hongou K et al., 1998] che possono essere causate di infezioni sistemiche. RNA di RV é
stato rivelato nel liquido celebrospinale di pazienti con convulsioni [Nishimura S et al.,
1993]. Tuttavia non ¢ chiaro se I’'RNA sia sia presente nel sistema nervoso centrale.
Inoltre diversi ricercatori hanno dimostrato 1’antigene di RV non solo nel siero ma anche
in molteplici organi, inclusi stomaco, intestino, fegato, milza, rene, pancreas, timo e
vescica di animali infettati da RV [Crawford SE et al., 2006]. Questi ritrovamenti
dimostrano che RV diffonda oltre I’intestino in bambini affetti da gastroenterite da RV,
risultando in un infezione virale sistemica.

A causa dell’elevato tasso di mortalita e dell’impatto economico nel mondo, strategie
vaccinali per il controllo della malattia enterica e delle sue possibili complicanze sono
state sviluppate attraverso lo sforzo congiunto di scienziati, industriali e autorita della
salute pubblica gia nei primi anni 90 [Desselberg U et al., 2006; Glass RI et al., 2006].
Due vaccini vivi attenuati (RotaTeq®, ditta Merck; Rotarix®, ditta GlaxoSmithKline)
sono stati introdotti con successo in un numero crescente di paesi dal 2006, sono parte
del programma vaccinale di routine in piu di 47 paesi e raccomandati
dall’Organizzazione Mondiale della Sanita [Patel MM et al,. 2012; Patel MM et al.,
2011]. Sebbene siano uno monovalente (Rotarix®) e 1’altro pentavalente (RotaTeq®),
entrambi sembrano conferire protezione nei confronti dei principali genotipi
cocircolanti nella popolazione umana [Jiang V et al., 2010]. Tuttavia e riconosciuto da
molti ricercatori il pericolo che la somministrazione di tali vaccini su larga scala possa
favorire ’emergenza di genotipi poco frequenti o rari, non inclusi nella formulazione

del vaccino.

Lo scopo della ricerca, inserita nell’ambito di un progetto nazionale coordinato
dall’Istituto Superiore di Sanita, € stato quello di caratterizzare geneticamente i ceppi di
RV circolanti nell’area di Parma nel periodo gennaio 2008-dicembre 2012 e nell’ambito
di questi approfondire 1’analisi genetica dei genotipi piu frequenti come pure di quelli
rari o atipici con lo scopo di indagare sulla loro origine e sui meccanismi che regolano
la loro evoluzione anche attraverso il confronto con i ceppi vaccinali. Altro obiettivo
della ricerca e stato quello di indagare sul potere patogeno di un ceppo rivelato in un
caso di enterite infantile associata a manifestazioni neurologiche attraverso 1’analisi

genetica del ceppo.
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MATERIALE E METODI

Campioni e pazienti

Nel periodo gennaio 2008 - dicembre 2012 3045 campioni di feci, appartenenti ad
altrettanti bambini con gastroenterite ricoverati od osservati ambulatorialmente presso
I’Azienda Ospedaliero-Universitaria di Parma, sono stati sottoposti ad indagini
virologiache a scopo diagnostico presso 'unita operativa di Virologia della stessa
Azienda. . Le indagini virologiche sono state condotte mediante microscopia elettronica
(ME), agglutinazione al lattice per la ricerca di adenovirus e RV (RV) di gruppo A
(Orion Diagnostica, Finland), RT-nPCR per la ricerca di norovirus (NoV Oligomix Alert
Kit, Nanogen Advanced Diagnostics) e coltura cellulare convenzionale per 1’isolamento
degli agenti virali citopatogeni [Medici MC et al., 2006]. Particelle reovirus-simili
osservate alla ME sono state identificate mediante eletroforesi in gel di poliacrillamide
(PAGE) degli RNA genomici estratti dalle feci. Gli agenti citopatogeni sono stati
identificati mediante mediante ME, saggio di neutralizzazione dell’infettivita virale,
mediante mediante pool di antisieri secondo Lim Benyesh-Melnick [Melnik JL et al.,
1979, Melnik JL and Wimberly IL, 1985] o ME associata a eletroforesi in gel di
poliacrillamide (PAGE) degli RNA genomici [Medici MC et al., 2004; Argangeletti MC
et al., 2005]. I campioni di feci risultati positivi per particelle reovirus-simili alla ME
e/o per RV di gruppo A all’agglutinazione al latice sono stati sottoposti ad elettroforesi
degli RNA genomici mediante PAGE per la determinazione dell’eletroferotipo (e-tipo) e
a tipizzazione ndei geni VP4 (P tipo) e VP7 (G-tipo). Dei ceppi di RV di particolare
interesse sono stati analizzati oltre che iai geni VP7 e VP4 anche i geni VP6, NSP3 e
NSP4 e, quando necessario, di questi ceppi ¢ stata condotta 1’analisi della struttura

secondaria e terziaria della proteina VP4.

Preparazione dei campioni di feci

Tutti i campioni di feci sono stati preparati in forma di sospensione al 10% in tampone
salino fosfato (PBS, pH 7,2), parzialmente purificata mediante due centrifugazioni
differenziali a 4000 rpm per 15 minuti a 4°C in centrifuga Beckman J6MC (rotore TYJS
5200 rmp) (Beckman Coulter, USA) e a 9000 rpm per 30 min a 4°C in centrifuga

Beckman L7-55 con rotore SW41 (Beckman Coulter). Della sospensione fecale
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chiarificata un’aliquota ¢ stata utilizzata per la ME, un’aliquota per I’agglutinazione al
latice, un’aliquota per 1’estrazione degli acidi nucleici per la ricerca di norovirus
mediante RT-PCR, un’aliquota per 1’inoculazione in coltura cellulare convenzionale e
un’aliquota infine ¢ stata utilizzata subito per la determinazione dell’e-tipo e del P- e G-

tipo oppure é stata conservata congelata a -20° C.

Microscopia elettronica

La ME é stata condotta come descritto in letteratura utilizzando metodiche standard
[Whitby HJ et al., 1980]. In breve, la sospensione fecale (1,5 ml) parzialmente
purificata é stata sottoposta ad ultracentrifugazione a 25000 rpm per 1 ora e 15 min a
4°C in centrifuga Beckman L7-55 con rotore SW41 (Beckman Coulter) e il sedimento &
stato risospeso in 100 ul di PBS. Una goccia della sospensione del sedimento e stata
incubata per 25 sec su una griglia carbonizzata da ME e quindi colorata per 25 sec con
acido fosfotungstico al 2% (pH 6,5). La lettura e stata effettuata utilizzando il
microscopio elettronico Philips EM208S (Philips, Olanda) a ingrandimento 45000X
[Medici MC et al., 2004].

Determinazione dell’e-tipo

Tre ml di sospensione fecale parzialmente purificata sono stati sottoposti a
ultracentrifugazione, come descritto per la ME, e il sedimento, sospeso in 100 ul di PBS
e stato sottoposto ad estrazione degli RNA genomici secondo il metodo di Herring e
collaboratori [Herring AJ et al., 1982; Medici MC et al., 2004]. In breve: ’estratto
fecale, concentrato e risospeso in 500 pl di una miscela di sodio acetato (10 ul), SDS al
20% (25 ul) e acqua (465 pl) ¢ stato trasferito in una provetta tipo “eppendorf”,
addizionato di un ugual volume di una miscela di fenolo:cloroformio (3:2), agitato su
vortex per 30 sec. e centrifugato a 2.000 rpm per 10 min (centrifuga Eppendorf 5415,
rotore 5402). La fase acquosa sopranatante (0,5 ml), contenente gli RNA virali, & stata
trasferita in una nuova provetta tipo “eppendorf”, addizionata di sodio acetato SM pH 5,
in quantita pari a 1/10 del volume iniziale, e di etanolo freddo al 96%, pari a due volte il
volume iniziale, e quindi incubata per 30 minuti a -80°C per la precipitazione degli
RNA genomici virali. Trascorso il periodo di incubazione, il campione é stato

centrifugato per 30 min. a 12.000 rpm (centrifuga Eppendorf 5415, rotore 5402).
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Allontanato il sopranatante, il precipitato e stato risospeso in 75 ul di tampone Tris-
EDTA pH 8,2 (T.E.) e in 25 ul di una soluzione di blu di bromofenolo (BPB),
contenente 25% di saccarosio e 0,2% di BPB. Parallelamente é stata eseguita
I’estrazione degli RNA genomici di ceppi di collezione di RV di scimmia rhesus SAll e
di reovirus tipo 3, utilizzati come riferimento. | campioni sono stati conservati congelati
a -80°C fino al momento della corsa elettroforetica. L’elettroforesi degli RNA virali
estratti e stata eseguita utilizzando un gel di poliacrilamide al 10% sormontato da un gel
di precorsa al 4% in tampone idoneo per la migrazione elettroforetica (Tris-Glicina),
come descritto da Laemmli e collaboratori [Laemli LK, 1970], in presenza di SDS
(Tabella I1'). Per la corsa elettroforetica sono stati utilizzati vetri di dimensione 18,3 cm
x 20 cm per il vetro grande e 16 cm x 20 c¢cm per il vetro piccolo e ’apparecchio Protean
I1 Xi2DCell (Bio-Rad, California, USA).

Tabella 11. Composizione del gel di poliacrilamide

GEL DI PRECORSA AL 4%

Acrilamide 30% 2,0ml
Bis-acrilamide 1% 2,6 ml
Tris 1,5 M pH 8,7 2,5 ml
H,0 8,0 ml

Degassare per 15 min mediante pompa a vuoto

SDS 20% 100 pl
Ammonio persolfato 10% 100 pl
Temed 10 wl

GEL DI CORSA AL 10%

Acrilamide 30% 10,0 ml
Bis-acrilamide 1% 3,9 ml
Tris1 M pH 6,8 7.5ml
H>0O 8,0 ml
Degassare per 15 min mediante pompa a vuoto
SDS 20% 150 pl
,f\on(;)momo persolfato 100
Temed 10 pl
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Sono stati sottoposti ad elettroforesi 50 pl di ciascun estratto addizionati di 10 pl di Blu
di Bromofenolo (BPB). La migrazione elettroforetica € stata condotta a 80 V per 16-18
ore a temperatura ambiente.

Trascorso il periodo per la migrazione elettroforetica, il gel é stato fissato per 30 min.,
sotto agitazione, con metanolo al 40% e, per due volte successive per 15 min., con
etanolo al 10% e quindi colorato con nitrato d’argento secondo il protocollo proposto da
Merril e collaboratori [Merril CR, 1981] e in parte modificato.

In breve: sotto agitazione il gel & stato messo a contatto con soluzione ossidante
costituita da 3,4 mM potassio bicromato e 3,2 N acido nitrico per 15 min., lavato 2 volte
per 5 min. con acqua bidistillata e quindi messo a contatto con soluzione colorante
costituita da 12 mM nitrato d’argento per 20 min. (i primi 10 sotto radiazione
ultravioletta).

Eliminato il colorante, il gel e stato nuovamente lavato con acqua bidistillata per 1 min.
e infine messo a contatto per 30 sec. con una soluzione di sviluppo (280 mM carbonato
anidro di sodio e 0,25 ml formalina). Sostituita la soluzione di sviluppo con soluzione
fresca, questa é stata lasciata a contatto con il gel fino alla completa apparizione delle
bande di migrazione.

La reazione di sviluppo € stata arrestata mettendo il gel a contatto con una soluzione di
acido acetico al 10% per 5 min. Il gel é stato, quindi, conservato immerso in una
soluzione di acido acetico all’1%. Il gel, posto su transilluminatore a luce normale, ¢
stato fotografato mediante strumento GelDoc (BioRad, California, USA) dotato di

fotocamera digitale e software per 1’acquisizione delle immagini.

Determinazione del genotipo (G tipo e P tipo) di rotavirus

Per la determinazione del G- e P-tipo gli RNA genomici di RV sono stati estratti
mediante guanidina tiocianato (GITC) (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) e una
preparazione commerciale di latte di silice (BI0101, Inc., California, USA) [Gentsch JR
et al. 1992].

In breve, 500 ul di sospensione fecale parzialmente purificata sono stati ulteriormente
chiarificati mediante centrifugazione a 13.000 rpm per 2 min in centrifuga Eppendorf
5415, rotore 5402 (Eppendorf, Germania). Al surnatante, trasferito in una nuova

provetta tipo eppendorf da 1,5 ml, sono stati aggiunti 200 ul di VERTREL XF e la
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soluzione é stata miscelata su vortex e quindi centrifugata a 8000 rpm per 10 min in
centrifuga Eppendorf 5415, rotore 5402. Ad un’aliquota di 200 ul del surnatante,
trasferita in una nuova provetta tipo eppendorf da 1,5 ml, sono stati aggiunti 400 ul di
GITC 6M e la soluzione e stata miscelata e incubata a 65°C per 10 min. Dopo
I’incubazione, alla miscela sono stati aggiunti 7 pl di latte di silice e la soluzione é stata
miscelata per inversione per 6 min e successivamente centrifugata a 3500 rpm per 1 min
in centrifuga Eppendorf 5415, rotore 5402. Dopo aver rimosso il surnatante, al
sedimento sono stati aggiunti 600 ul di una soluzione 4:2 di GITC 6M e Tris HCI
50mM, pH 7,5, e la miscela e stata centrifugata a 3500 rpm per 1 min in centrifuga
Eppendorf 5415, rotore 5402. Dopo aver rimosso il surnatante, il sedimento € stato
sottoposto a 3 lavaggi successivi attraverso 1’aggiunta di 350 ul di etanolo 75% e
centrifugazione a 3500 rpm per 1 min per i primi 2 lavaggi e a 10.000 rpm per 2 min per
I’ultimo lavaggio (centrifuga Eppendorf 5415, rotore 5402). Dopo completa rimozione
del surnatante, il sedimento é stato lasciato essiccare a temperatura ambiente per 15 min
e successivamente eluito in 50 ul di acqua ultrapura, incubato a 65°C per 10 min,
centrifugato a 10.000 rpm per 2 min (centrifuga Eppendorf 5415, rotore 5402). Infine, il
surnatante contenente I’RNA virale ¢ stato raccolto in una nuova provetta tipo
eppendorf da 1,5 ml e conservato congelato a -80°C.

La genotipizzazione & stata condotta sottoponendo gli RNA genomici estratti a
procedimenti di RT-PCR per I’amplificazione di regioni dei geni che codificano per le
proteine VP4 e VP7, rispettivamente. L’amplificazione ¢ preceduta da una fase di
denaturazione a 97°C per 5 min di un’aliquota di 2 ul di estratto in presenza 1,4 ul di
dimetilsolfossido. La reazione di RT-PCR é stata condotta utilizzando il kit commerciale
“SuperScriptTM One-Step RT-PCR for Long Templates” (Invitrogen, California, USA)
che sfrutta 1’azione della miscela enzimatica RT/Platinum®Taq HiFi Mix. Tale miscela
¢ costituita da “SuperScript II Reverse Transcriptase”, che assicura ridotta attivita
del’RNAsi H e aumenta la stabilita termica, e “Platinum Taq DNA Polymerase High
Fidelity”, che ¢ una miscela di Taq DNA polimerasi ricombinante ed enzima correttore
di bozze polimerasi termostabile Pyrococcus specie GB-D.

In particolare, per la regione VP4 (P tipo) e stato impiegato un procedimento di RT-PCR
eminested che utilizza una coppia di primer per la prima amplificazione [Gentsch JR et
al. 1992; Martella V, osservazione personale] e una miscela di 6 primer specifici per i P
tipi P[4] (1 primer), P[6] (1 primer), P[8] (2 primer), P[9] (1 primer) e P[10] (1 primer)

per la seconda amplificazione [Gentsch JR et al., 1992; Iturriza-Gémara M et al., 2000].
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Per la reazione “one-step” di retrotrascrizione e prima amplificazione 1 pl di RNA
denaturato é stato aggiunto a 24 ul di miscela di reazione la cui composizione é riportata
in Tabella I11.

Tabella I11. Miscela di reazione per retrotrascrizione e prima amplificazione del gene VP4,

Componente Senso Concentrazione Riferimento

Desossinucleotidi 0,2 mM ciascuno )
“SuperScriptTM One-Step RT-

MgSO, 1,2 mM PCR for Long Templates”

Invitrogen
RT/Platinum® Tag HiFi Mix (Invitrogen)

Con3 + 1uM

Gentsch JR et al., 1992
Con2 - 1uM
Acqua ultrapura Roche Diagnostic

La dimensione attesa dell’amplificato ¢ di circa 1200 pb. La reazione é stata eseguita in
termociclatore (Perkin Elmer 9700, Applied Biosystems, California, USA) secondo il
seguente protocollo: incubazione a 50°C per 60 min, 1 ciclo a 94°C per 2 min, 40 cicli a
94°C per 1 min, 42°C per 2 min e 68°C per 2 min e 1 ciclo finale a 68°C per 10 min.

Un’aliquota di 1 pl e stata trasferita in una provetta contenente 49 ul di miscela di

seconda amplificazione la cui composizione € riportata in Tabella IV.
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Tabella V. Miscela di reazione per seconda amplificazione del gene VPA4.

Dimensione
Componente Senso/specificita  amplicone Concentrazione  Riferimento
(pb) _
desossinucleotidi 0.’2 mM Applled
ciascuno Biosystems
Tris HCI, pH 9 2mM
KCI 1 mM
Acido
Etilendiaminotetracetico 1uM Buffer 10X
(Applied
DTT 0,1 mM Biosystems)
Tween 20 0,05%
Glicerolo 5%
MgCl, 2 mM Applied
AmpliTag®Gold 1U Blosystems
Primer Con3 + 0,25 uM
2T-1 -IP4 483 0,25 uM Gentch JR et al
3T-1 -/P6 267 0,25 uM 1992
1T-1 -/P8 345 0,25 uM
lturriza-
P8d -/P8 345 0,25 uM Gomara M
2000
4T-1 -IP9 391 0,25 uM Gentch JR et al
5T-1 -/P10 583 0,25 uM 1992
Roche
Acqua ultrapura Diagnostic

La reazione é stata eseguita in termociclatore (Perkin EImer 9700, Applied Biosystems)

secondo il seguente protocollo: incubazione a 94°C per 10 min, 25 cicli a 94°C per 1

min, 55°C per 2 min e 72°C per 2 min e 1 ciclo finale a 72°C per 10 min.

Per la regione VP7 (G tipo) sono stati impiegati un procedimento di nested ed uno di

eminested RT-PCR che prevedono una prima amplificazione comune con una miscela di
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4 primer e una seconda amplificazione con due differenti miscele di 6 primer 1’una. I
primer utilizzati riconoscono complessivamente i tipi G1, G2, G3, G4, G8, G9 e G12
[Gouvea V et al., 1990; Gouvea V et al., 1993; Martella V et al., 2003b; Cunliffe NA et
al., 1999; Das BK et al., 1994; Martella V et al., 2004; Banerjee | et al., 2007]. Per la
reazione “one-step” di retrotrascrizione e prima amplificazione 1 pl di RNA denaturato
e stato aggiunto a 24 ul di miscela di reazione la cui composizione é riportata in Tabella
V.

Tabella V. Miscela di reazione per retrotrascrizione e prima amplificazione del gene
VPT.

Componente Senso Concentrazione Riferimento

Desossinucleotidi 0,2 mM ciascuno
“SuperScriptTM One-Step RT-

MgSOy4 1,2 mM PCR for Long Templates”
RT/Platinum® Taq (Invitrogen)
HiFi Mix
Primer SBeg9 + 1uM Gentsch JR et al., 1992
End9 - 0,3 uM Gouvea V et al.,1990
End9deg - 0,3 uM Martella V et al., 2003
End9CRWS - 0,3 uM Gouvea V et al.,1990
Acqua ultrapura Roche Diagnostic

La dimensione attesa dell’amplificato ¢ di 1062 pb. La reazione & stata eseguita in
termociclatore (Perkin Elmer 9700, Applied Biosystems) secondo il seguente
protocollo: incubazione a 50°C per 60 min, 1 ciclo a 94°C per 2 min, 40 cicli a 94°C per
1 min, 42°C per 2 min e 68°C per 2 min e 1 ciclo finale a 68°C per 10 min.

Un’aliquota di 1,6 ul e stata trasferita in una provetta contenente 48,4 ul di miscela di

seconda amplificazione la cui composizione e riportata in Tabella V1.
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Tabella VI. Miscela di reazione per seconda amplificazione del gene VP7.

Dimensioni
Componente Senso/Specificita ~ amplicone Concentrazione Riferimento
(pb)

. . 0,1mM cad (Applied
Desossinucleotidi “dNTPs” Biosystems)
Tris HCI, pH 9 2 mM
KCI 1 Mm
A(_:ido o . 1uM “Buffer 10X”
Etilendiaminotetracetico (Applied
DTT 0,1 mM Biosystems)
Tween 20 0,05%

Glicerolo 5%
MgCl, 2mM Applied
AmpliTag®Gold 1U Biosystems
. Martella V,
Primer Send9 - 0,1 uM 0S5, pers
Primer aBT1 +/G1 749 0,1uM
Primer aCT2 +/G2 692 0,1 uM
Primer aDT4 +/G3 374 0,1 uM Gouvea V etal,
1990
Primer aDT4 +/G4 583 0,1 uM
Primer aFT9 +/G9 306 0,1 uM
. Martella V et
Primer o FT9a3 +/G9 306 0,1 uM al. 2004
Primer G12MiG +/G12 514 0,1 uM Ba”e”zf)%'?“ al.
Roche
Acqua ultrapura diagnostic

La reazione é stata eseguita in termociclatore (Perkin EImer 9700, Applied Biosystems)

secondo il seguente protocollo: incubazione a 94°C per 10 min, 25 cicli a 94°C per 1

min, 55°C per 2 min e 72°C per 2 min e 1 ciclo finale a 72°C per 10 min.

Come controlli positivi sono stati utilizzati ceppi di riferimento di collezione, quali Wa
(ATCC No. VR-2018) e DS-1, ST-3, Yo, Va70, Wi61 e B37, gentilmente forniti da Ruth

Bishop (Royal Children’s Hospital, Melbourne, Australia).
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Determinazione del sottogruppo (SG) del gene VVP6 di rotavirus di gruppo A

Il sottogruppo é stato determinato attraverso un procedimento di RT-PCR, che utilizza la
coppia di primer VP6-F/VP6-R per I’amplificazione di un frammento del gene VP6 e
successivo sequenziamento del frammento ottenuto. Per la reazione “one-step” di
retrotrascrizione ed amplificazione, 1 ul di RNA denaturato é stato aggiunto a 24 ul di

miscela di reazione la cui composizione e riportata in Tabella VII.

Tabella VII. Miscela di reazione per retrotrascrizione ed amplificazione del gene VVP6.

Componente Senso Concentrazione Riferimento

desossinucleotidi 0,2 mM ciascuno _
“SuperScriptTM One-Step

MgSO, 1,2 mM RTPCR for Long Templates”

. N (Invitrogen)
RT/Platinum® Taq HiFi Mix

VP6F + 1 uM
Iturriza-Gomara M et al. 2002

VP6R - 1uM

Acqua ultrapura Roche Diagnostic

La dimensione attesa dell’amplificato ¢ di 380 pb. La reazione & stata eseguita in
termociclatore (Perkin Elmer 9700, Applied Biosystems) secondo il seguente
protocollo: incubazione a 50°C per 60 min, 1 ciclo a 94°C per 2 min, 35 cicli a 94°C per

1 min, 50°C per 1 min e 68°C per 1 min e 1 ciclo finale a 68°C per 10 min.

Determinazione del genogruppo del gene NSP4 di rotavirus

Il genogruppo NSP4 e stato determinato attraverso un procedimento di RT-PCR, che
utilizza la coppia di primer 10Begl e 10End722 per I’amplificazione di un frammento
del gene NSP4 e successivo sequenziamento del frammento ottenuto. Per la reazione
“one-step” di retrotrascrizione ed amplificazione, 1 pl di RNA denaturato é stato

aggiunto a 24 ul di miscela di reazione la cui composizione e riportata in Tabella V1I1.
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Tabella VVI11. Miscela di reazione per retrotrascrizione ed amplificazione del gene NSP4

Componente Senso Concentrazione Riferimento

desossinucleotidi 0,2 mM ciascuno )
“SuperScriptTM One-Step

MgSO4 1,2 mM RT-PCR for Long Templates”

: e (Invitrogen)
RT/Platinum® Taq HiFi Mix

Primer 10Beg16 + 1uM

Lee CN et al., 2000
Primer 10End722 - 1uM
Acqua ultrapura Roche Diagnostic

La dimensione attesa dell’amplificato ¢ di 680 pb. La reazione € stata eseguita in
termociclatore (Perkin EImer 9700) secondo il seguente protocollo: incubazione a 50°C
per 60 min, 1 ciclo a 94°C per 2 min, 35 cicli a 94°C per 1 min, 50°C per 1 min e 68°C

per 2 min e 1 ciclo finale a 68°C per 10 min.

Analisi filogenetica di ceppi G1P[8]

Ceppi di RV di genotipo G1P[8] selezionati in modo random tra quelli identificati nel
periodo 2008-2011 sono stati sottoposti ad analisi dei geni VP7 e VP4 unitamente a
ceppi G1P[8] di collezione identificati nel periodo 2004-2005 e analogamente
selezionati in modo random dei quali erano disponibili le relative sequenza. Per 1’analisi
filogenetica i prodotti di amplificazione sono stati sequenziati e confrontati con ceppi

disponibili in GenBank.

Analisi filogenetica di ceppi G4P[8]

Ceppi di RV G4P[8] identificati nel periodo 2008-2012 sono stati sottoposti ad analisi di
sequenze nucleotidiche dei geni VP7 e VP4 unitamente a ceppi G4P[8] di collezione
identificati nel periodo 2004-2005 dei quali erano disponibili le relative sequenze.

L’analisi ¢ stata condotta a confronto con ceppi di riferimento disponibili in GenBank.
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Analisi filodinamica del gene VP4 di ceppi di specificita P[8]

Sono stati selezionati campioni di feci contenenti RV di specificita P[8] associata a
diverse specificita G. La selezione é stata fatta in base al numero di ceppi P[8] rivelati
ogni anno nell’ambito dei periodi 1987-90, 2004-05 (gia genotipizzati in precedenti
studi e le sospensioni fecali conservate congelate a -20°C presso 1’unita operativa di
virologia) e gennaio 2008-settembre 2012 (779 ceppi) genotipizzati durante il periodo di
studio e appartenenti alla collezione dell’unita operativa di Parma e nel periodo 2006-
2007 (40 ceppi), in cui la sorveglianza della circolazione dei RV non era stata condotta
ma ne erano state conservate le sospensioni fecali. Gli acidi nucleici estratti dai
campioni sono stati sottoposti all’amplificazione di una sequenza di 1200 pb del gene
VP4 di RV. Sulla base della qualita della sequenza VP4 sono stati scelti i ceppi
rappresentativi che sono stati sottoposti ad analisi filodinamica mediante ricostruzione
filogenetica Bayesiana che € stata condotta utilizzando il metodo di Markov Chain
Monte Carlo con il software BEAST.

Purificazione

I prodotti di amplificazione sono stati purificati utilizzando il kit “QIAquick Gel
Extraction” (QIAGEN, Hilden, Germany) secondo le condizioni fornite dal produttore.
In breve, il frammento di DNA visualizzato sotto forma di banda é stato ritagliato dal
gel di agarosio e la porzione del gel ritagliata e stata raccolta in una provetta da 1,5 ml,
pesata e addizionata di 3 parti di tampone contenente guanidina tiocianato (QG) per
ogni parte di gel ritagliato (100 mg di gel corrispondenti a ~100 pl). Il campione € stato
quindi incubato per 10 minuti a 50°C per agevolare lo scioglimento del gel, agitando la
provetta su “vortex mixer” ogni 2-3 minuti e successivamente é stato addizionato di 1
volume di isopropanolo e centrifugato per 1 minuto a 12.000-14.000 rpm.

Posizionata una colonnina QIlAquick in una provetta da 2 ml, il campione é stato
trasferito nella colonnina e centrifugato per 1 minuto a 12.000-14.000 rpm. Scartato il
liquido dal fondo della provetta e riposizionata la colonnina nella provetta da 2ml, al
campione sono stati aggiunti 0,3 ml di tampone QG e il campione ¢ stato centrifugato di
nuovo per 1 minuto a 12.000-14.000 rpm. Terminata la centrifugazione, il campione é

stato lavato aggiungendo 0,7 ml di tampone contenente etanolo, che favorisce
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I’allontanamento dei sali contaminanti, ¢ dopo 5 minuti lo stesso ¢ stato centrifugato di
nuovo per 1 minuto alla stessa velocita. Il liquido sul fondo della provetta é stato
scartato e il campione centrifugato per altri 5 minuti ancora alla stessa velocita. Infine,
posizionata la colonnina in una nuova provetta da 1,5 ml, il DNA e stato eluito con

I’aggiunta di 30 pl di tampone contenente Tris-Cl 10mM, pH 8,3.

Quantificazione degli ampliconi purificati da gel

Per la quantificazione del cDNA amplificato 8 pl di acido nucleico purificato € stato
fatto migrare su gel d’agarosio al 2%. La corsa elettroforetica ¢ stata condotta in
tampone TAE 1% per 120 V per 35 min. Come indicatore di pesi molecolari sono stati
caricati sullo stesso gel, in un pozzetto dedicato, 4 pul Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen, Foster City, CA), costituito da una miscela equimolare di sei frammenti
quantificati di 2.000, 1.200, 800, 400, 200 e 100 pb.

La quantificazione ¢ stata condotta confrontando 1’intensita della banda elettroforetica
del prodotto di amplificazione purificato con quelle dell’indicatore di peso molecolare
delle quali sono fornite dalla ditta produttrice le relative quantita espresse in ng (200,
120, 80, 40, 20 e 10 ng di DNA, rispettivamente). Sulla base del peso dell’amplificato
di interesse calcolato per confronto é stato valutato il numero di pl contenenti 9 ng di
prodotto per ogni 100 pb di amplificato. Al volume di amplificato calcolato ¢ stato
aggiunto 1 pl di primer alla concentrazione di 9 pMoli e acqua ultrapura fino a

raggiungere il volume di 15 pl come richiesto per il successivo sequenziamento.

Sequenziamento ed analisi filogenetica

Gli ampliconi quantificati sono stati sequenziati in entrambe le direzioni secondo la
chimica dei “dye-terminator” in sequenziatore automatico “ABI PRISM 3700 DNA
Sequencer” (Applied Biosystems, Foster City, CA), impiegando gli stessi primer
utilizzati nell’amplificazione. Il sequenziamento ¢ stato commissionato alla ditta
Ylichron, Roma, Italia.L’analisi di sequenza e filogenetica dei geni VP4, VP6, VP7 e
NSP4 e stata condotta mediante allineamento multiplo mediante il programma MEGA

versione 5 [Tamura K et al., 2011]. La distanza genetica é stata calcolata usando il
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metodo Kimura2 parameter a livello nucleotidico e 1’albero filogenetico ¢ stato costruito

usando il metodo neighbor-joining con 1000 bootstrap repliche.

Analisi della struttura secondaria e terziaria di VP4

L’analisi della struttura secondaria e terziaria della proteina VP4 ¢ stata condotta
mediante i software GenThreader e memsat2 del programma bioinformatico PSIPRED
SERVER sulla sequenza aminoacidica dedotta dal gene VP4. La proteina VP4 di
riferimento (struttura secondaria) € stata scaricata dal file Protein data bank PDB in
PSIPRED SERVER. Il “modelling” della proteina ¢ stato eseguito con il programma
SWISSpdbViewer v3.7. La predizione della struttura secondaria per VP4 e stata
ottenuta utizzando Secondary Structure Prediction Method (SOPM) sul sito Pole Bio-

Informatique Lyonnais (Network Protein Sequence @nalisis).
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RISULTATI

Studio epidemiologico-molecolare

Nel periodo gennaio 2008-dicembre 2012 nell’area di Parma la prevalenza complessiva
di infezione da rotavirus (RV) in bambini con enterite e stata del 14,61% (445 casi su
3045 esaminati) variando dal 15,84 % (96/606) nel 2010606 all’11,63% (82/705) nel
2012 (Tabella 1X).

In questi soggetti RV é stato rivelato da solo in 379 casi (85,16%, pari all’12,44% dei
casi complessivamente esaminati) e in associazione con norovirus in 57 casi (12%, pari
a 1,8% dei casi complessivamente esaminati), con adenovirus in 8 casi (1,79%, pari a
0,26% dei casi complessivamente esaminati) e con enterovirus in 1 casi (0,2%, pari a
0,03% dei casi complessivamente esaminati). Inoltre nei soggetti esaminati sono stati
rivelati norovirus in 368 casi (12,08%), adenovirus in 143 casi (4,6%), enterovirus in 35
casi (1,1%), calicivirus in 1 caso (0,03%), come pure norovirus in associazione ad
adenovirus in 14 casi (0,26%), a enterovirus in 6 casi (0,19%) e a reovirus in 1 caso
(0,03%).

Tabella IX. Distribuzione dei virus rivelati in bambini con enterite nel periodo gennaio 2008-

dicembre 2012
N° bambini N° bambini positivi per
ANRo saggiati
RV+  NoV+  RV+  NoV+  RV+  ReoV+N
RV NoV AdV EV  ReoV  HCaV e e o o o =
75 101 14 5 1 19 4 2 1
2008 586 (12.8%)  (17.2%)  (2.4%)  (0.9%)  (0.2%) 0 (32%)  (07%)  (0.3%)  (0.2%) 0 0
78 74 g i % .
2009 551 (14.2%) (13.4%) 28 (5%) (15%) 0 0 (1.8%)  (0.6%) 0 (0.2%) 0 2
83 79 33 6 13 1 1 2
2010 606 (137%)  (13%)  (5.4%)  (1%) 0 0 (21%)  (02%)  (0.2%)  (0.3%) 0 0
76 59 23 2 1 4 4 5
2011 597 (127%)  (9.8%)  (3.9%) (03%) 0 (0.2%) (07%)  (02%)  (0.3%) 0 0 6
67 55 45 14 7 11 5 3 2 1 3
2012 705 95%)  (7.3%)  (6.38%) (1.9%)  (1%) 0 (1.56%)  (0.7%) (0.42%) (0.28%)  (0.14%)  (0.14%)
Sakas S8 379 368 143 35 8 1 57 14 8 B 1 1
{12:44%)(1208%) (4.6%): (1d%) [0.26%) {(0:03%) (1.8%) (0.45%) (0.26%) (0.19%) (0.03%)  (0.03%)

NoV: norovirus; RV: rotavirus; AdV: adenovirus; EV: enterovirus; ReoV: reovirus, HCaV: calicivirus osservato alla ME

La distribuzione mensile dell’infezione da RV nei bambini con enterite (Figura XIV) ha
mostrato che il virus ha raggiunto ogni anno il picco di infezione nei mesi invernali
(39%: febbraio 2008; 37,3%: marzo 2010; 41,4%: gennaio 2011; 34,32%: febbraio

72



2012), eccetto nel 2009 (aprile: 2009, 30,88%).
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Figura XIV. Distribuzione mensile delle prevalenze di infezione da rotavirus rivelate in
bambini con enterite, gennaio 2008-dicembre 2012.

160
140
120
Z 100
=
Z. 80
i 60
< 40
20
S(JJ:G a5
*/, 7
P 0 =, 7
Classi di eta AR 75 \?‘/7
A
40
=
&=
° m 2008
w
-}
s m 2009
S
° w2010
Z
m2011
w2012
- IIII llhl\ : ll
A TN T RN - T < TA N - T B BN T N TN
Q7N AT W G G AT G Y WY A LY
KRN AN AN
Classi di eta
B

Figura XV. Distribuzione per classi di eta dei bambini affetti da gastroenterite da rotavirus

nell’area di Parma nel periodo gennaio 2008-dicembre 2012 (A) e in ciascuno degli anni della
sorveglianza (B).
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La distribuzione per classi di eta dei bambini affetti da gastroenterite da RV ha
dimostrato che il maggior numero di casi si € verificato nei bambini di eta compresa tra
1-2 anni (156 casi, 35,05%) seguito dalla classe di eta 0-1 anni (106 casi, 23,82%)
(Figura XV-A).

La distribuzione annuale dei bambini con enterite da RV per classi di eta ha confermato
che la classe di eta piu colpita dall’infezione ¢ stata 1-2 anni in tutti gli anni tranne il
2009, quando la maggiore frequenza di bambini con enterite & stata riscontrata nella
classe di eta 2-3 anni. Nessun caso € stato osservato nei bambini di eta compresa tra 12
e 13 anni in nessuno degi anni della sorveglianza (Figura XV-B).

L’elettroforesi degli RNA genomici estatti dai 445 camioni di feci positivi per RV ha
dato un profilo elettroforetico interpretabile in 428 casi (96,17%, 428/445). Da 17
campioni (3,14%, 17/445) infatti non e stato possibile ottenere un profilo elettroforetico
analizzabile. Tutti i 428 profili elettroforetici ottenuti sono risultati appartenere a RV di
gruppo A., dei quali il 88,55% (379/428) era lungo, il 10,98% (47/428) era corto;
inoltre, in un caso (0,23%, 1/428) & stato sservato un profilo superlungo e in un caso
(0,23 %, 1/428) un profilo con bande sovranumerarie (Tabella XV1 e Figura XV1).

Tabella XVI. Profilo elettroforetico relativo ai 445 ceppi di rotavirus umano di gruppo Ain
bambini afferenti ai reparti di pediatria dell’ospedale di Parma nel periodo gennaio 2008-
dicembre 2012.

Profilo elettroforetico 2008 2009 2010 2011 2012  Totale
Lungo 67 69 94 82 67 379
Corto 15 18 2 1 11 47
Superlungo 1 1

> 11 bande 1 1
Negativo 14 1 2 6
Totale 96 87 97 83 82 445
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Figura XVI. Profili elettroforetici in gel di
poliactrilamide di rotavirus rivelati da feci di
bambini con enterite. Profilo 1: profilo
superlungo; profilo 2: profilo con bande
sovrannumerarie; profili 3-4: profili lunghi.

La genotipizzazione condotta sui 445 campioni positivi per RV ha rivelato nel 65,61%
ceppi GIP[8] (292 ceppi), nell’8,76%, ceppi G4P[8] (39 ceppi,), nel 4,26%, ceppi
G3P[8] (19 ceppi), nel 4,04% ceppi G2P[4] (18 ceppi), nel 2,47% ceppi GIP[8] (11
ceppi) e nello 0,22% ceppi G1P[4] (Tabella XVII). Inoltre sono stati rivelati ceppi
G3P[4], G3P[6], G6P[9], G8P[14] e G10P[14] in 1 caso (0,22%) ciascuno. Infine 59
(13,25%) ceppi erano riconducibili a combinazioni G/P-tipo multiple (Tabella XVI1I1).
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Tabella XVI1I. Distribuzione annuale dei genotipi di rotavirus rivelati in bambini con gastroenteriti nel
periodo gennaio 2008-dicembre 2012 nell’area di Parma

G tipo/P tipo 2008 2009 2010 2011 2012 Totale

No % No % No % No % No % No %

G1P[4] 2 243 2 044
G1P[8] 65 67,7 37 42 69 71,1 80 964 41 506 292 656
G2P[4] 1 1 10 11,4 1 1,03 1 12 5 6,1 18 4,04
G3P[4] 1 1,03 1 022
G3P[6] 1 1,03 1 022
G3P[8] 6 681 4 412 9 108 19 4726
G6P[9] 1 121 1 022
G4P[8] 2 21 9 102 19 196 9 108 39 876
GIP[8] 6 63 5 568 11 2,47
G8P[14] 1 113 1 022
G10P[14] 1 113 1 022
G\P tipi multipli 22 229 19 216 2 206 2 238 14 171 59 133
Totale 96 88 97 83 81 445
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Tabella XVI11I. Distribuzione dei rotavirus con specificita G e/o P multipla identificati in
bambini con gastroenteriten nell’area di Parma nel periodo gennaio 2008-dicembre 2012

Genotipi 2008 2009 2010 2011 2012 Totale

G1G2G3PJ8] 1
G1G2G4P[8] 1
G1G2G9P[4]
G1G3G4P[8] 1
G1G2G9P[8][4]
G1G2P[4]
G1G2P[4]P[6]
G1G2P[4]P[8]
G1G4P[8]
G1G9P[4]P[8]
G1G9P[8]
G1P[8][4] 1 1
G1P[8]P[6] 1
G2G1P[8] 2 1
G2G3P[4] 2
G2G4P[4] 1
G2G4P[8] 1
G2G4P[8]P[6]
G2G9P[4]
G2G9P[4]P[6]
G2P[4]P[6]
G2P[8]P[6]
G3G4P[8][4] 1
G3G9P[8] 2
G3P[4][6] 1
G3P[8][4] 2
G3P[8][6] 1
G4G9P[8] 1 1
GOP[6][8] 1
Totale 22 19 2 2 14
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Sulla base delle associazione genetiche tra G/P tipo e/o e-tipo nel 2008 erano state
osservati 22 ceppi riconducibili a 11 combinazioni inusuali/multiple: G1G2G4P[8] e-
tipo lungo, G1G2G9P[4]P[8] e-tipo corto, G1G2P[4] e-tipo corto, G1G2P[4]P[6] e-tipo
corto, G1G2P[4]P[8] e-tipo non identificabile, G1G2P[8] e-tipo lungo, G1G2G9P[4] e-
tipo lungo e G1G9P[8]P[4] e-tipo corto, G1G4P[8] e-tipo lungo, G1GIP[8] con e-tipo
lungo (Tabella X1X), oltre a due ceppi G1P[8] con e-tipo corto (ceppi non mostrati in
tabella).
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Tabella XIX. Distribuzione di 41 rotavirus rivelati nel periodo gennaio
2008-dicembre 2009 riconducibili a combinazioni di G/P tipo e/o e-tipo
inusuali o atipiche

2008 2009

elettroferotipo elettroferotipo
Genotipi L C N L Cc N
G1G2G3P[8]
G1G2G4P[8] 2
G1G2G9P[4] 1
G1G3G4P[8]
G1G2G9P[8][4] 1
G1G2P[4] 8 1 3
G1G2P[4]P[6] 1 1
G1G2P[4]P[8] 2
G1G4P[8] 1 1
G1G9P[4]P[8] 1 1
G1G9P[8] 2
G1P[8][4]
G1P[8]P[6] 1
G2G1P[8] 2
G2G3P[4] 2
G2G4P[4]
G2G4P[8]
G2G4P[8]P[6] 1
G2G9P[4] 1
G2G9P[4]P[6] 1
G2P[4]P[6] 2
G2P[8]P[6] 1
G3G4P[8][4]
G3G9P[8]
G3P[4][6] 1
G3P[8][4]
G3P[8][6]
G4GIP[8] 1 1
G9P[6][8] 1
Totale 5 13 4 10 9

L: lungo; C: corto; N: negativo

Allo stesso modo nel 2009, 19 ceppi erano riconducibili a 14 combinazioni inusuali:
G1G2P[4] e-tipo corto, G1G2P[4] e-tipo lungo, G1G2P[4][6] e-tipo corto, G1G4P[8] e-
tipo lungo, G1P[6][8] e-tipo lungo, G2G3P[4] e-tipo corto, G2G9P[4] e-tipo corto,
G2P[4]P[6] e-tipo corto, G2G4P[6]P[8] e-tipo lungo, G3P[4]P[6] e-tipo lungo,
G4G9P[8] e-tipo lungo, G9P[6]P[8] e-tipo lungo, G2G9P[4]P[6] e-tipo lungo e
G2P[8][6] e-tipo lungo e G1G9P[4]P[8] e-tipo lungo (Tabella XIX), oltre a 2 ceppi
G1P[8] con e-tipo corto (non mostrati in tabella).

Data I’elevata frequenza di associazioni genetiche inusuali G/P-tipo e/o e-tipo circolanti

nel periodo 2008-2009, per ognuna delle combinazioni identificate é stato selezionato
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un ceppo rappresentativo e sono state analizzate le relative sequenze di VP6 e NSP4,
per verificare se questi ceppi potessero essere il risultato di un fenomeno di
riassortimento oppure potessero essere riconducibili ad una duplice infezione.

L’analisi delle sequenze nucleotidiche di VP6 a confronto con quelle di ceppi prototipi
SGI e SGIlI, ha rivelato che i ceppi del 2008 e del 2009 con e-tipo corto, escludendo il
ceppo G1P[8] selezionato dei due rivelati nel 2009, erano ascrivibili al SGI e tutti i
ceppi e-tipo lungo erano SGII.

L’analisi della sequenza nucleotidica di NSP4 a confronto con le sequenze dei ceppi
prototipi di NSP4 di tipo A, B, C e D ha rivelato il genogruppo A in tutti i ceppi con e-
tipo corto, tranne che nel ceppo G1P[8] con e-tipo corto selezionato tra i due circolanti
nel 2008 che e risultato di genogruppo B. Inoltre la stessa analisi ha rivelato il
genogruppo B in tutti i ceppi con e-tipo lungo. Infine é risultato anche che il ceppo
G1G2P[4] analizzato presentava 100% di identita nucleotidica con i ceppi bovini
RUBV81 e R4/HARYANA.
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Analisi filogenetica di ceppi di rotavirus con specificita G1P[8]

Allo scopo di approfondire la caratterizzazione dei ceppi di RV G1P[8], che hanno
rappresentato il genotipo maggiomente circolante nel periodo di sorveglianza (2008-
2012), ¢ stata condotta 1’analisi filogenetica dei geni VP7 e VP4 di questi ceppi con
I’intento anche di indagare sulla loro origine ¢ rendere ragione della loro elevata
prevalenza.

A tale scopo una selezione di ceppi (6 ceppi per 1’analisi del gene VP7, 8 per I’analisi
del gene VP4) é stata sottoposta a sequenziamento genico e le sequenze sono state
analizzate mendiante allineamento multiplo e analisi filogenetica a confronto con ceppi
G1P[8] rivelati nella stessa area durante un periodo di sorveglianza precedente relativo
agli anni 2004 e 2005 (2 ceppi per VP7, 2 per VP4) e dei quali erano disponibili le
sequenze geniche.

Da tale analisi € emerso che per il gene VP7 tutti i ceppi appartenevano a lignaggio |
(Figura XVII). In particolare i ceppi rivelati nel 2010 e 2011 appartenevano al
sublignaggio la, mentre di 2 ceppi relativi al 2008 uno apparteneva al sublignaggio Ic e
uno al sublignaggio Id. L’analisi delle sequenze aminoacidiche dedotte del gene VP7
condotta confrontando i ceppi del 2010-2011 con quelli rivelati negli altri periodi ha
evidenziato 3 sostituzioni a livello della regione antigenica A: 86-Phe—Ser; 88-
Arg—GIn; 90-Glu—Gly.
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Figura XVII. Albero filogenetico del gene VVP7 di rotavirus con specificita G1P[8] dei ceppi
circolanti a Parma nel periodo 2004-2005 e 2008-2011 a confronto con ceppi disponibili in
GenBank. | codici GenBank sono riportati tra parentesi.

L’analisi del gene VP4 ha rivelato che tutti i ceppi appartenevano al lignaggio P[8]-111
distinti in diversi cluster genetici (Figura XV1I1). Non sono state riscontrate sostituzioni
aminoacidiche significative.
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Figura XVIII. Albero filogenetico del gene VP4 di rotavirus con specificita G1P[8] rivelati a
Parma nel periodo 2004-2005 e 2010- 2011 a confronto con ceppi della stessa specificita
disponibili in GenBank. I codici GenBank sono riportati tra parentesi.

\

Di particolare interesse ¢ stata [’osservazione che il ceppo RVA/human-
wt/ITA/PR1153/2005/G1P[8] segregava in un nodo separato sia all’analisi del gene
VP7, nell’ambito del sublignaggio la, sia all’analisi del gene VP4, nell’ambito del
lignagio P[8]-III.

82



Analisi filogenetica di ceppi G4P[8] circolanti nell ’area di Parma

La sorveglianza della circolazione dei genotipi di RV in casi di enterite pediatrica
nell’area di Parma durante gli anni 2008-2012 ha mostrato oltre ad una significativa
predominanza di ceppi G1P[8], marcate fluttuazioni della prevalenza di altri genotipi,
specialmente G4P[8]. In particolare, la prevalenza di infezione di questi ceppi € oscillata
dal 2,7% nel 2008 al 19,79% nel 2010, confermando quanto gia osservato negli anni
2004 (13/83, 15,66%) e 2005 (2/188, 1,06%) nella stessa area. Per comprendere se
variazioni genetiche potevano avere influenzato la circolazione di questi ceppi, 26
(48,14%) ceppi di RV G4P[8] rappresentativi dei 54 complessivi che sono stati
identificati nei periodi 2004-2005 e 2008-2012, sono stati sottoposti all’analisi dei geni
VP4 e VP7. Nell’albero filogenetico sono stati inseriti a confronto oltre alla sequenze
dei ceppi prototipi anche quelle dei ceppi vaccinali.

L’analisi filogenetica della sequenza VP7 di 24 ceppi di cui € stato possibile generare
una sequenza di sufficiente qualita, ha dimostrato che essi segregavano nel lignaggio Ic

con profili di segregazione diversi per ogni anno (Figura X1X).
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Figura XIX. Analisi filogenetica della sequenza nucleotidica del gene VVP7 dei ceppi G4P[8] di

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1946/G2PIB4 (AB118023)

@ RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-BrB-9/1996/G4P7 (GU565090)

Jwi

Je2

G4

rotavirus circolanti nei periodi 2004-2005 e 2008-2012 nell’area di Parma indicati con un

triangolo a confronto con ceppi della stessa specificita disponibili in GenBank. . La sequenza

VP7 presente nel vaccino RotaTeq ¢ indicata da un cerchio. I codici d’accesso GenBank sono

riportati in parentesi.

Dall’analisi filogenetica del gene VP4 é emerso che tutti i 26 ceppi considerati

appartenevano al lignaggio P[8]-111 con profili di segregazione simili a quelli osservati

all’analisi del gene VP7 (Figura XX).
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Figura XX. Analisi filogenetica della sequenza nucleotidica del gene VP4 di ceppi G4P[8] di
rotavirus circolanti nei periodi 2004-2005 e 2008-2012 nell’area di Parma indicati con un
triangolo a confronto con ceppi della stessa specificita disponibili in GenBank. Le sequenze
VP4 presenti nei vaccini di Rotarix e RotaTeq sono indicati da un cerchio. | codici GenBank
sono riportati in parentesi.

Di 3 ceppi relativi al 2004, 2 apparivano raggruppati in un cluster distinto da quello dai
rimanenti ceppi analizzati (1 relativo allo stesso anno e 23 relativi agli anni 2005, 2008-
2012) con 4-5% di differenza nucleotidica.

Inoltre tutti i ceppi segregavano in un lignaggio diverso da quello del vaccino
pentavalente RotaTeq all’analisi del gene VP7 e da quello dei vaccini RotaTeq e Rotarix
all’analisi del gene VP4.

L’analisi delle sequenze aminoacidiche dedotte di 24 dei 26 ceppi G4P[8] selezionati
per I’analisi genetica, condotta a confronto con il ceppo prototipo ST3 (X13603), ha

dimostrato una inserzione (76-Asn) e diverse sostituzioni aminoacidiche (131-
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Asp—Glu, 143-Arg—Lys, 145-Val—Lys, 238Asn—Asp e 239-l1le—Val) (Figura XXI).

VR4 (aa65-76) VR6(aa 120-133) VR7 (aa 141-150) VRO (aa 235-242)
76 131 143 145 238 239
RVA/Human-tc/GBR/ST3/1976/G4P2A6 (X13603) - D R Vv N [
RVA/Human-wt/ITA/2004/G4P[8] N E K T D Vv
RVA/Human-wt/ITA/2005/G4P[8] N E K T D v
RVA/Human-wt/ITA/2009/G4P[8] N E K T D Vv
RVA/Human-wt/ITA/2010/G4P[8] N E K T D v
RVA/Human-wt/ITA/2012/GA4P[8] N E K T D Vv

Figura XXI. Sostituzioni aminoacidiche delle regioni variabili della proteina VP7 (VR 4, 6, 7 ¢ 9)
di 5 ceppi di rotavirus rappresentativi di quelli circolanti nell’area di Parma nei vari anni di studio,
a confronto con il ceppo prototipo ST3 (X13603). L’inserzione ¢ indicata da (-).

Le sequenze aminoacidiche dedotte del gene VP4, a confronto con quella del ceppo
prototipo OP351 (AJ302147) ha rivelato numerose sostituzioni aminoacidiche nella

subunita VP8*, come mostrato in Figura XXII.
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Figura XXII. Sostituzioni aminoacidiche della proteina VP4 (residui aa 86-195 della subunita \VP8*)
di 26 rotavirus di genotipo G4P[8] circolanti nell’area di Parma. Sono indicate le sostituzioni
aminoaciche a confronto con il ceppo prototipo OP351 (AJ302147); gli aminoacidi conservati sono
indicati da un punto.
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Il confronto della sequenza aminoacidica dedotta del gene VVP7 dei ceppi G4 circolanti
nell’area di Parma con quella del ceppo G4 (BrB-9) contenuto nel vaccino RotaTeq, ha
dimostrato che essi presentavano 4 sostituzioni aminoacidiche a livello degli epitopi
neutralizzanti 7-1a (130-Asp—Asn), 7-1b (211-Asp—Asn) e 7-2 (143-Arg— Lys; 145-
Ala—Thr). Sette sostituzioni sono state invece trovate sulle sequenze aminoacidiche
dedotte del gene VP4 dei ceppi P[8]-1ll circolanti nell’ area di Parma, quando
confrontate con il ceppo vaccinale Rotarix (codice GenBank: JN849113) nella epitopo
neutralizzante 8-1 (146-Ser—Gly; 190-Ser— Asn; 195-Asn—Asp; 196-Asn—Gly) e 8-2
(125-Ser—Asn; 131-Ser—Arg; 135-Asn—Asp). A confronto con il ceppo vaccinale
RotaTeq (codice GenBank: GU585044) le stesse hanno mostrato 5 sostiruzioni
aminoacidiche a livello degli epitopi neutralizzanti 8-1 (146-Ser—Gly; 195-Asn— Asp;
196-Asn—Gly) e 8-2 (131-Ser—Arg; 135-Asn—Asp).
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Analisi filodinamica del gene VP4 di ceppi di specificita P[8]

La sorveglianza dei genotipi di RV nell’area di Parma nel periodo gennaio 2008-
dicembre 2012 ha messo in evidenza la continua predominanza della circolazione dei
ceppi di specificita P[8] in combinazione con diversi G-tipi circolanti con diverse
prevalenze negli anni, confermando 1’osservazione gia avanzata in relazione ai periodi
di sorveglianza precedenti condotti nella stessa area e relativi ai periodi gennaio 1987-
dicembre 1990 (57,74%, 41/71) e gennaio 2004-dicembre 2005 (91,98%, 249/271)

Per indagare se le fluttuazioni delle prevalenze osservate nel corso degli anni e la
continua predominanza dei RV con specificita P[8] potessero dipendere da possibili
variazioni genetiche, 81 ceppi, selezionati in base alla qualita della sequenza VP4
generata e rappresentativi di quelli circolanti nei vari anni, sono stati sottoposti ad
analisi filodinamica.

L’analisi filodinamica di una sequenza di 780 nucleotidi del gene VP4 di ceppi P[§]
associati a diversi G tipi, quali G1, G3, G4 e G9, ha dimostrato che essi appartenevano
tutti al lignaggio P[8]-111, nell’ambito del quale erano suddivisi in due raggruppamenti
maggiori organizzati in molteplici sublignaggi, ognuno comprendente sequenze di ceppi
circolanti in un anno diverso (Figura XXIII).
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Figura XXI111. Analisi filodinamica di una sequenza di 780 pb del gene VP4 di 81 ceppi di rotavirus con specificita P[8] rivelati nell’area di Parma in
bambini con gastroenterite durante gli anni di sorveglianza 1987-1990, 2004-2005 e 2008-2012.



La ricostruzione del percorso evolutivo dei ceppi P[8]-I1I ha rivelato, inoltre, I’origine
comune dei vari sublignaggi in un comune ceppo ancestrale comparso nei primi anni
1970 e ha permesso di calcolare un tasso di mutazione di 3,04 x 10° (2,15-3,94 x 10°)
riferito agli ultimi 25 anni (1987-2012).

In particolare, nel dendrogramma si distinguevano sublignaggi comprendenti sequenze
con discreta variabilita genetica appartenenti a ceppi circolanti negli anni contraddistinti
da una maggior prevalenza (sublignaggi A, B, C, H, I, J associati a G1 negli anni 2004,
con prevalenza 67,5%, 2008, con prevalenza 67,7%, 2010, con prevalenza 71,1%, 2011
con prevalenza 96,3%; sublignaggio a associato a G3 nell’anno 2005,con prevalenza
16%; sublignaggi V, W, Y associati a G4 negli anni 2004,con prevalenza 15,7%, 20009,
con prevalenza 10,3%, 2010, con prevalenza 19,6% e 2012,con prevalenza 6%;
sublignaggi v, w, x associati a G9 nell’anno 2005, con prevalenza 41,48%) e
sublignaggi comprendenti sequenze con una piu alta omologia nucleotidica,
appartenenti a ceppi circolanti negli anni contraddistinti da una minor prevalenza
(sublignaggi D, E, F, I associati a G1 negli anni 2005, con prevalenza 32% e 2009, con
prevalenza 42%; sublignaggi b-e associati a G3 negli anni 2009, con prevalenza 6,8%, e
2010, con prevalenza 4,1%; sublignaggi X, Z associati a G4 negli anni 2005, con
prevalenza 0,5%, e 2008, con prevalenza 2,1%; sublignaggio y associato a G9
nell’anno 2009, con prevalenza 2,1%).

In Figura XXIV é mostrata la distribuzione dei sublignaggi P[8]-11l in relazione alla
prevalenza di circolazione dei ceppi di RV G1P[8], G3P[8], G4P[8] e GIP[8].
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Figura XXIV. Distribuzione dei sublignaggi P[8]-111 in relazione alla prevalenza di circolazione
dei ceppi di rotavirus G1P[8], G3P[8], G4P[8] e GIP[8] nell’area di Parma nei periodi 1987-
1990, 2004- 2005 e gennaio 2008-settembre 2012. A-K: sublignaggi associati a G1; a-d:
sublignaggi associati a G3; \V-Z: sublignaggi associati a G4; v-y: sublignaggi associati a G9.

90



Caratterizzazione molecolare di un ceppo di rotavirus di gruppo A rivelato
in una bambina con gastroenterite da rotavirus associata a meningismo

Nell’ambito dei ceppi genotipizzati nel 2008 ¢ stato identificato un ceppo di RV G1P[8]
con e-tipo lungo rivelato nelle feci di una bambina di poco piu di 2 anni e tre mesi di
eta, affetta da gastroenterite associata a meningismo. La bambina sottoposta a indagini
diagnostiche microbiologiche e virologiche su diversi materiali biologici aveva rivelato
solo RV nelle feci attraverso I’indagine convenzionale di ME e mediante PAGE degli
RNA genomici.

Il ceppo, denominato PR267/08/M, e stato analizzato nei geni NSP3, NSP4 oltre che nei
geni VP4 e VVP7 a confronto con le sequenze di 6 ceppi con lo stesso genotipo ed e-tipo
di bambini affetti da sola gastroenterite rivelati localmente nello stesso periodo e di 2
ceppi di riferimento disponibili in GenBank. L’analisi delle sequenze aminoacidi che
dedotte dei geni VP4, VP7, NSP3 e NSP4 del ceppo PR267/08/M a confronto con gli
altri ceppi ha dimostrato: 1) nella sequenza NSP4 la sostituzione dell’aminoacido
glutammico (E) con lisina (K) in posizione 167 (E167K) all’interno della regione 161-
175 del sito di legame della particella virale allo stato bilaminare della cellula durante la
sua morfogenesi (Figura XXV) e 2) nella sequenza VP4 la sostituzione dell’aminoacido
istidina (H) con asparagina (N) in posizione 202 (H202N) all’interno della regione
ipervariabile (aa 71-204) della sub unita VVP8* della proteina VP4, nota contenere gli
epitopi antigenici (Figura XXVI).

Nessuna sostituzione € stata invece osservata nella sequenza aminoacidica dedotta del
gene VVP7 del ceppo PR267/08/M.

Per quanto riguarda I’analisi del gene NSP3, escludendo 2 ceppi con 100% di identita, il
ceppo PR267/08/M rispetto ai rimanenti 4 dei ceppi rivelati in bambini con
gastroenterite utilizzati nel confronto ha mostrato 2 sostituzioni aminoacidiche non
conservative, una a livello del dominio di dimerizzazione (aa 150-206) in posizione 186
e consistente nell’inserimento dell’aminoacido leucina (L) al posto di glutammina (Q)
(L186Q) e I’altra in posizione 305 a livello del dominio di legame del fattore eucariotico
di inizio della traduzione elF4G1 (aa 206-315) e consistente nella sostituzione di

arginina (R) con glutammina (Q) (Figura XXVII).
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Figura XXV: Allineamento della sequenza aminoacidica dedotta del gene NSP4 di un rotavirus (PR267/08/M) rivelato in una bambina affetta da gastroenterite e
meningismo con quella di rotavirus circolanti localmente in bambini affetti solo da gastroenterite. Le sostituzioni aminoacidiche non conservative osservate e le
relative posizioni sono evidenziate in rosa. Le linee al di sopra degli allineamenti indicano i domini funzionali della proteina NSP4: regione di indizione della diarrea
(aa 114-135), dominio variabile interspecie (interspecies variable domain, ISVD, aa 135-146), sito di legame della particella virale bilaminare (double-layered
particle-binding site, DLPBS, aa 161-175).
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FiguraXXVI: Allineamento della sequenza aminoacidica dedotta del gene VP4 di un rotavirus (PR267/08/M) rivelato in una bambina affetta da
gastroenterite e meningismo con quella di rotavirus circolanti localmente in bambini affetti solo da gastroenterite. Le sostituzioni aminoacidiche non
conservative osservate e le relative posizioni sono evidenziate in rosa.

93



PR267/08/M SIINTSFEAA VVAATSTLEL MGIQYDYNEI FTRVKSKFDY VMDDSGVKNN LLGKAITIDQ ALNGKFGSAI RNRNWMTDSK TVAKLDEDVN
PRIAG/ 08 e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
PR217/08 e e e e /2
PR2AG/ 08 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
PR427/08
PR561/08
PR603/08

PR267/08/M
PR146/08
PR217/08
PR245/08
PR427/08
PR561/08
PR603/08

PR267/08/M
PR146/08
PR217/08
PR245/08
PR427/08
PR561/08
PR603/08

PR267/08/M
PR146/08
PR217/08
PR245/08
PR427/08
PR561/08
PR603/08

Figura XXVII. Allineamento della sequenza aminoacidica dedotta del gene NSP3 di un rotavirus (PR267/08/M) rivelato in una bambina affetta da
gastroenterite e meningismo con quelle di rotavirus circolanti localmente in bambini affetti da sola gastroenterite. Le sostituzioni aminoacidiche non
conservative osservate e le relative posizioni sono evidenziate in rosa. Le linee al di sopra degli allineamenti indicano i domini strutturali e funzionali
della proteina NSP3: linea continua (aa 150-206), dominio di dimerizzazione; linea tratteggiata (aa 206-315), dominio di legame del fattore eucariotico
di inizio della traduzione elF4G1.
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Inoltre il ceppo PR267/08/M ha mostrato 1’83,3% di identita nucleotidica e 1’89,3% di
similarita aminoacidica con un ceppo di RV di scimmia rhesus (RRV, N° accesso
GenBank: AY065842) e 78,3% di identita e 85,7% di similarita aminoacidica con il
ceppo di RV di scimmia SA11-C14 (N° di accesso GenBank: AY065843).

Allo scopo di verificare se la sostituzione aminoacidica in posizione 202 poteva avere
ripercussioni sulla struttura secondaria e terziaria della proteina e quindi sulla
conformazione della parte piu esposta del capside virale coivolta nel legame con il
recettore cellulare e stata realizzata la struttura secondaria e terziaria della VVP4. La
struttura secondaria della proteina VP4 del ceppo PR267/08/M, ottenuta attraverso i
programmi bioinformatici PSIPRED e SOPM, e apparsa costituita da random coil
seguiti da estended strand e o-eliche. Mediante il programma bioinformatico
GenThreading € stata identificata la struttura terziaria di riferimento di VP4, ossia
quella che aveva maggior omologia nella sequenza amminoacidica e nella struttura
secondaria con quelle dedotte dalla sequenza nucleotidica del gene VP4 del ceppo
PR267/08/M. La struttura di riferimento della VP4 ¢ risultata sovrapponibile con quella
del ceppo Wa di RV (codice di accesso Protein data Bank: 2dwr) che aveva un’identita
aminoacidica del 91,2% con la VP4 del ceppo PR267/08/M nella regione aminoacidica
71-204 in cui cadeva la sostituzione di interesse. La ricostruzione mediante programma
bioinformatico SwissPdBViewer, della struttura terziaria della proteina VP4 del ceppo
Wa 2dwr di RV, assunto come modello, e nel quale é stata inserita la la sostituzione
aminoacidica osservata nella sequenza 39-198 del ceppo PR267/08/M non ha
dimostrato alcun cambiamento significativo nella configurazione della proteina (Figura
XXVI).
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Figura XXVIII. Struttura terziaria della proteina VP4 del ceppo WA assunto come modello
contenente la sostituzione aminacidica 202-H—N osservata nel ceppo di rotavirus iPR267/08/M
rivelato in una bambina affetta da gastroenterite e meningismo (A) e quella originale del ceppo di
riferimento Wa (B). Il residuo aminoacidico in posizione 202 evidenziato in b) & mutato in a).
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DISCUSSIONE

Nel periodo gennaio 2008-dicembre 2012 la prevalenza annuale di infezione da
rotavirus (RV) in bambini con enterite ricoverati od osservati ambulatorialmente presso
I’Azienda Ospedaliero-Universitaria di Parma é variata dal 15,84% nel 2010 (96/606
bambini) al 11,63% (82/705 bambini) nel 2012.
Solitamente ogni anno numerosi ceppi circolano in una determinata area e di anno in
anno alcuni ceppi prevalgono su altri [Banyai K et al., 2011]. Tra questi G1P[8] e
riportato nella letteratura internazionale essere quello maggiormente diffuso sia nei
paesi industrializzati che in quelli in via di sviluppo [Arora R et al., 2011]. Anche a
Parma nel periodo di sorveglianza il genotipo maggiormente frequente € stato G1P[8]
con una prevalenza complessiva del 65,61% (292 ceppisu 445 ceppi identificati)
confermando quanto gia osservato negli anni 1986-2004 in Sicilia [Arista S et al.,
2006], nella stessa area di Parma nel 1987-1990 (55,41%) [Medici MC et al., 2007a] e
nel 2004-2005 (42,8%) [Medici MC et al., 2007b] e negli ultimi decenni a livello
mondiale [Gentsch JR et al 2005; Santos N et al., 2005, Arora R and Chitambar SD,
2011].
Oltre GI1P[8] i genotipi di RV maggiormente circolanti nel’area di Parma nel periodo
2008-2012 sono stati G4P[8] nel 8,74% (39 casi), G3P[8] nel 4,26% (19 casi), G2P[4]
nel 4,04% (18 casi) e G9P[8] nel 2,47% (11 casi). Inoltre sporadicamente hanno
circolato ceppi con combinazioni rare: G1P[4] nel 0,44% (2 casi) e nello 0,22%
ciascuno (1 caso) ceppi G3P[4]; G3P[6]; G6P[9]; G8P[14] e G10P[14].
La fluttuazione dei genotipi tipi di RV osservate negli anni in questo periodo di studio
(G1P[8]: prevalenza compresa tra 42-96%, G2P[4]: 2,1-11,4%, G3P[8]: 4,2-10,8%,
G4P[8]: 2,1-19,2%) potrebbe rappresentare un meccanismo atto a ridurre la pressione
immunitaria specifica e rientra nelle caratteristiche peculiari di RV sottolineando
I’importanza del continuo monitoraggio dei genotipi circolanti.
Infine in relativa alta frequenza (13,3%) hanno circolato anche ceppi con combinazioni
di specificita G e/o P multple e/o inusuali (29 combinazioni rivelate in 59 ceppi). E
ragionevole ipotizzare che gli stipiti G1G2P[4] e-tipo corto, SGI NSP4 A, G1G2P[4] e-
tipo lungo SGII NSP4 B, G1G2P[8] e-tipo lungo SGII NSP4 B, G2G3P[4] e-tipo corto
SGI NSP4 A, GAG9P[8] e-tipo lungo SGII NSP4 B, dei quali é stata condotta anche la
caratterizzazione di VP6 e di NSP4 (dati non mostrati) possano essere considerati frutto
di un riassortimento tra ceppi appartenenti a genogruppi diversi a carattere poliallelico
nel gene VP7, mentre il ceppo G3P[4]P[6] e-tipo lungo SGII NSP4 B possa invece
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rappresentare un riassortante intergenogruppo a carattere poliallelico per il gene VP4,
Virus con doppia reattivita nei geni VP7 e VP4 sono gia stati identificati e proposti
come virus mosaico [Page NA et al, 2004] generati in caso di coinfezione della stessa
cellula da parte di due ceppi I'uno DS-1-simile e 1’altro Wa-simile, durante
I’assemblaggio del virione progenie che acquisisce in questa fase un gene in piu. Su
questo argomento, un’interessante teoria proposta da Gouvea e Brantly [Gouvea V and
Brantly M, 1995] suggerisce che ciascuno stipite di RV esista nel soggetto infettato
come una popolazione eterogenea di riassortanti e relative varianti alleliche. Tale
ipotesi, riflettendo il moderno concetto di quasi specie proposto per i virus ad RNA,
spiegherebbe le complesse dinamiche evolutivi dei RV. McDonald e collaboratori
[McDonald SM et al., 2009] hanno messo in discussione il significato dei ceppi
riassortanti intergenogruppo ritenendo, sulla base di evidenze emergenti, che alcune
costellazioni genomiche potrebbero diminuire lo stato di “benessere” del virus. In
particolare essi ipotizzano che i virus riassortanti siano incapaci di competere con i
ceppi parentali. La selezione naturale dei ceppi contenenti geni che operano meglio se
tenuti insieme potrebbe limitare la rivelazione degli “shift” genetici che avvengono
durante I’evoluzione di RV. In altre parole, i RV devono bilanciare i vantaggi derivati
dal riassortimento genico con gli svantaggi derivati dalla presenza di combinazioni di
geni/proteine sfavorite.

Questa osservazione € in contrasto con quella generalmente riportata per il virus
dell’influenza A per il quale ¢ evidente un riassortimento continuo con limitate evidenze
di linkage genetico tra i segmenti genici per quei virus che infettano specie animali
comuni.

In campo internazionale il riassortimento intergenogruppo € riconosciuto come un
evento raro anche per il fatto che esiste un’associazione favorita tra i geni di uno stesso
genogruppo ovvero un “linkage genetico” dovuto alla pressione selettiva intrinseca delle
proteine virali durante 1’assemblaggio virionico [Heiman EM et al., 2008]. Inoltre il
ceppo GI1P[8] e-tipo corto SGII NSP4 B potrebbe rappresentare un ceppo Wa
riassortante intergenogruppo che ha acquisito il gene 11 da un ceppo DS-1. Sembra
pertanto che i risultati di questo studio possano assumere particolare rilievo
specialmente se si considera che, una volta che il riassortimento intergenogruppo si
verifica, possano diffondere ed acquisire una certa importanza epidemiologica con
fluttuazioni nel tempo, come si ¢ verificato nei ceppi circolanti nell’area di Parma in

periodi distanti. La prevalenza dei RV con specificita multipla rivelata nel 2012
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(17,07%, 14/82) e paragonabile a quella dei genotipi con specificita multiple rivelati nel
2008 (22,91%, 22/96) e nel -2009 (21,59%). Questo ritrovamento suggerisce che il
fenomeno di riassortimento genico possa avvenire ad intervalli di 2 anni e che possa
durare per due anni successivi. L’ipotesi sembrerebbe trovare conferma anche
analizzando le prevalenze dei genotipi con specificita multiple rivelati nel 2004 (8,43%,
7/83) e 2005 (6,91%, 13/188) a confronto con quelle osservate nel 2010 (2,08%, 2/96) e
nel 2011 (2,43%, 2/82).

Degno di nota é stato il ritrovamento di un ceppo G8P[14] e di un ceppo G10P[14]
circolanti nell’area di Parma nel 2009 che sono riportati in letteratura essere ceppi di
origine animale in particolare bovina. Lo confermerebbe anche il ritrovamento di un
ceppo G8P[14] durante la sorveglianza condotta nella stessa area di Parma nel periodo
2004-2005 che all’analisi di alcuni geni ¢ stato dimostrato di origine bovina [Medici
MC et al., 2008]. Questi ritrovamenti inducono a pensare che la popolazione di Parma
possa venire a contatto con ceppi animali e in particolare bovini ma solo 1’analisi
dell’intero genoma pud confermare I’origine del ceppo. Evidenze di trasmissione
intraspecie e riassortimenti genetici tra ceppi umani e animali sono segnalate in
letteratura con relativa frequenza. Questi fenomeni sembrano contribuire alle variazioni
genetiche/antigenetiche ritrovate nei RV rivelati nell’'uomo specialmente quando
coinvolti virus di alcune specie animali come le vacche, maiali, gatti e cani
presubilmente a causa di strette interazioni tra queste specie e 1’uomo dettate da forze
culturali ed economiche [Martella V et al., 2009]. Degno di nota é anche il ritrovamento
nel 2012 della combinazione atipica G1P[4], raramente riscontrata in altri paesi
[lturriza-Gomara M et al., 2011].

Un quadro epidemiologico-molecolare cosi complesso pud essere attribuibile alla
presenza nell’area di Parma di bambini suscettibili all’infezione in quanto privi di
anticorpi come pure alla circolazione di ceppi con caratteristiche genetiche diverse
almeno da quelle circolanti negli anni immediatamente precedenti.

Numerosi studi longitudinali sulle variazioni genetiche che possono verificarsi in RV si
sono focalizzati su mutazioni nella proteina esterna del capside VP7. Analisi di
comparazione della sequenza aminoacidica dedotta del gene VVP7 di diversi sierotipi G
di RV hanno rivelato distinte regioni divergenti delle quali quattro, regione A (aa 87-
101), B (aa 145-152), C (208-221) e F (aa 235-242), contengono epitopi neutralizzanti o
cross-reattivi e sierotipo specifici [Estes MK 2001; Coulson BS et al., 1991; Taniguchi

K et al., 1988]. Diversi studi forniscono evidenze sulla diversita genetica di VP7 di RV
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suggerisce che induce a ritenere che esiste una variabilita all’interno dei G tipi. Palombo
e collaboratori [Palombo EA et al., 1993] suggeriscono che all’interno di ciascun dei
maggiori sierotipi VP7 che causano infezione nell’'uomo (G1-G4), ceppi geneticamente
distinti emergono da ceppi di campo circolanti nelle comunita piuttosto che ceppi
predominanti precedenti.

Esiste il timore che I’introduzione del vaccino contro I’infezione da RV possa alterare le
dinamiche e gli equilibri che guidano l’evoluzione di tali virus, determinando la
selezione e la diffusione di nuovi ceppi antigenicamente diversi da quelli inclusi nella
formulazione vaccinica. Il vaccino Rotarix™ monovalente (GlaxoSmithKline) se, da un
lato, si ¢ dimostrato efficace contro la maggior parte dei ceppi di RV, dall’altro sembra
avere poco successo contro i ceppi G2P[4] [Salinas B et al., 2005; Gurgel RQ et al.,
2007; Nagakomi T et al., 2008], che sono geneticamente molto diversi da G1P[8]. Il
vaccino polivalente RotaTeq invece sembra piu adatto a conferire protezione anche nei

confronti dei ceppi G2P[4].

Filogenesi di ceppi di rotavirus con specificita G1P[8]

I1 ritrovamento di ceppi di RV di specificita G1P[8] nell’area di Parma ha evidenziato
che tale genotipo € quello maggiormente circolante. Quesa osservazione, gia riporata da
Medici e collaboratori [Medici et al., 2010] e stata confermata anche a livello nazionale
nel periodo 2007-2008 [Ruggeri FM, et al., 2009] e in genere negli ultimi decenni nel
resto del mondo [Gentsch JR et al., 2005; Santos N and Hoshino Y, 2005].

Nel periodo settembre 2010-dicembre 2011 si é verificato un eccezionale prevalenza di
infezione da RV causata da ceppi G1P[8], riscontrati in un’elevata percentuale di casi
(82,77%, 149/180: 71,1%, 69/97 nel 2010 e 96,4%, 80/83 nel 2011), che ha indotto ad
approfondire la loro caratterizzazione attraverso analisi di sequenza e filogenetica.
All’analisi del gene VP7, questi ceppi si sono dimostrati appartenere a quattro distinti
lignaggi [Jin Q et al., 1996]. Tuttavia, all’analisi delle sequenze aminoacidiche dedotte
degli stessi, a confronto con quelli circolanti gli anni precedenti, sono emerse 3
sostituzioni nella regione antigenica A di VVP7 esclusivamente nei ceppi circolanti nel
periodo 2010-2011, quando si e verificata la maggiore circolazione dei ceppi G1P[8].
Specifici cambiamenti genetici nelle regioni antigeniche di VP7 sono state associate a

periodi epidemici di gastroenterite. Questa osservazione porterebbe a ipotizzare che
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mutazioni a livello delle proteine siano il meccanismo che RV utilizza per evadere la

risposta immunitaria.

Analisi di sequenza e filogenetica di ceppi G4P[8]

La sorveglianza dei genotipi di RV circolanti nell’area di Parma ha dimostrato che il
genotipo G4P[8] (8,76%), sebbene subisca marcate fluttuazioni di prevalenza nel corso
degli anni, e tra i piu frequenti insieme a G1P[8] (62,6%) e G3P[8] (4,26%). Diversi
studi hanno riportato la co-circolazione di molteplici lineaggi intra-genotipici di G4P[8]
che sembrano mantenersi nel tempo e in diversi contesti geografici. L analisi
filogenetica condotta sui geni VP7 e VP4 di ceppi G4P[8] di RV rivelati in 2 periodi
distinti di sorveglianza (2004-2005 e 2008-2012), ha dimostrato che, nonostante i
numerosi lignaggi fin ora descritti, i ceppi G4P[8] circolanti nella popolazione
geograficamente definita dell’area di Parma hanno mantenuto per quasi un decennio
’assetto G4-Ic e P[8]-I1l. Inoltre nei relativi dendrogrammi le sequenze segregavano in
massima parte con un profilo temporale di evoluzione.

La variazione nucleotidica tra le sequenze analizzate e stata del 1-4% per entrambi i
lignaggi Ic (VP7) e P[8]-111 (VP4), dimostrando che anche il lignaggio Ic presenta una
discreta etereogenicita genetica, non riconosciuta prima [Arista S et al., 2005, Bok K et
al., 2002]. Messe a confronto con il ceppo prototipo G4 (ST3, X13603) le sequenze
aminoacidiche dedotte del gene VP7 dei ceppi G4P[8] di Parma hanno mostrato la
presenza di una inserzione (76-Asn) e diverse sostituzioni (131-Asp—Glu, 143-
Arg—Lys, 145-Val—Lys, 238-Asn—Asp, e 239-lle—Val), ritrovate anche in ceppi
circolanti in Argentina, Finlandia, Nicaragua, sud Italia e Uruguay [Bok K et al., 2002;
Arista S et al., 2005; O’Halloran F et al., 2000; Berois M et al., 2003; Bucardo F et al.,
2007]. Anche il confronto delle sequenze aminoacidiche nella regione ipervariabile
VP8* di VP4 con quella del ceppo di riferimento P[8]-1I1 (OP351, AJ302147) ha
dimostrato diverse sostituzioni. La progressiva variazione nei geni VP7 e VP4 dei ceppi
analizzati ¢ in accordo con il potere evolutivo di RV basato sull’accumulo di mutazioni
puntiformi.

Infine il confronto delle sequenze aminoacidiche dei ceppi G4P[8] con quelle dei ceppi
vaccinali (vaccini Rotarix e Rotateq) ha dimostrato che essi differicono sostanzialmente
da queste negli epitopi neutralizzanti.. Infatti sono state trovate 4 sostituzioni negli

epitopi di VP7 e 5-7 sostituzioni negli epitopi di VP4. Non é da escludere che tali
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sostituzioni possano inficiare in qulache modo I’efficacia dei vaccini e che tali
mutazioni possano creare nel tempo dei ceppi vaccino-resistenti. Pertanto soltanto la
continua sorveglianza dei genotipi di RV permettera di valutare 1’efficacia dei vaccini e

monitorare la comparsa di nuovi ceppi e/o lignaggi genetici.

Analisi filodinamica di ceppi di specificita P[8]

La sorveglianza della circolazione dei genotipi di RV nell’area di Parma nel periodo
gennaio 2008-dicembre 2012 ha confermato la predominanza dei ceppi di specificita
P[8] sui ceppi circolanti, con marcate fluttuazioni in combinazione con diversi G tipi
(G1, G3, G4, G9).

Alla luce delle limitate informazioni sulla variabilita genetiche di VP4, in questo studio
e stato anche indagato se la continua predominanza dei RV con specificita P[8] e se le
fluttuazioni osservate nel corso degli anni delle prevalenze dei ceppi con questa
specificita in combinazione con diverse specificita G (G1, G3, G4, G9) potessero
dipendere da possibili variazioni sul gene VP4.

L’analisi filodinamica condotta su 81 ceppi selezionati con specificita P[8] circolanti
nell’area di Parma sembra dimostrare, in primo luogo, che la circolazione di questi
ceppi correla con cambiamenti della sequenza VP4 di lignaggio P[8]-111, evidenziando
la significativa variabilita di questo gene rispetto al gene VP7 e, in secondo luogo, che
tali cambiamenti evolvono in progressione. Inoltre 1 risultati dell’analisi suggeriscono
che rapidi eventi di riassortimento abbiano prodotto negli anni nuove combinazioni di G
tipo (G1, G3, G4, e G9) con diversi sub-lignaggi P[8]-111 e che tali combinazioni siano
state responsabili di epidemie come pure della riduzione della circolazione e/o della
emergenzal/riemergenza di taluni genotipi.

E evidente che la variabilita del gene VP4 dei ceppi di RV di specificita P[8] dovrebbe
essere tenuta in giusta considerazione nella valutazione dell’efficacia dei vaccini o
piuttosto ceppi con VP4 mutata nei siti antigenici potrebbero essere considerati per un
aggiornamento dei vaccini stessi.

Il ritrovamento in bassa percentuale di sequenze P[8]-I1I in associazione a G1 in ceppi
circolanti dal 1987 al 2005, riunite in un nodo separato da quello da cui si sono generati
gli altri sublignaggi, induce a ritenere che per almeno 19 anni abbiano circolato,

sebbene sporadicamente, anche ceppi con sequenze altamente conservate.
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Infine, il ritrovamento di un tasso di mutazione di 3,04 x 10° (mutazioni/sito/anno)
sottolinea 1’elevata variabilita genetica di questo virus al pari di altri virus a RNA, quali
poliovirus (7,4 x 10%), virus dell’epatite C (9,6 x 10%), virus influenza A (1,4 x 10°),
virus dell’immunodeficienza acquisita (9,4 x 10%, per i quali & ampiamente

documentata 1’associazione di questi tassi con un’elevata frequenza di mutazione.

Caratterizzazione molecolare di un ceppo di rotavirus di gruppo A rivelato
in una bambina con gastroenterite da rotavirus associata a meningismo

Esiste 1’evidenza che il tropismo di RV non sia limitato agli enterociti e sempre piu
frequentemente in letteratura internazionale € riconosciuta la possibilita di infezione
sistemica [Conner M and Ramig R, 1996; Ramig RF, 2004; Blutt SE and Conner ME,
2007; Ramig RF, 2007]. Il caso di meningismo riportato in questo studio in una
bambina con gastroenterite da RV in cui erano stati esclusi gli agenti batterici e quelli
virali piu frequenti di meningoencefalite ed era stato svelato RV anche nel liquor mette
in luce il potere patogeno che puo avere questo virus [Goldwater RV et al., 2001; Lynch
M et al.,2001; Iturriza-Gomara M et al., 2002b] e supporta 1’ipotesi che la replicazione
di RV possa avvenire a livello del sistema nervoso centrale (SNC) causando un danno
diretto. Nonostante queste osservazioni, la patogenesi dell’encefalopatia associata a RV
rimane tuttora sconosciuta.

Il ceppo di RV svelato nella bambina con meningismo (267/2008/M) era riconducibile
al genotipo G1P[8], che come gia osservato € il genotipo maggiormente circolante in
Italia e nel mondo negli ultimi 20 anni [Arista S et al., 2006; Gentsch JR et al., 2005;
Santos N and Hoshino Y, 2005], associato ad e-tipo lungo, SGII e NSP4 di genogruppo
B, che rappresentano caratteristiche molecolari tipiche del genogruppo Wa. Tuttavia,
tale ceppo si & dimostrato geneticamente diverso dai ceppi circolanti localmente nello
stesso periodo e negli anni precedenti nella popolazione pediatrica affetta solo da
gastroenterite da RV.

Infatti sono state identificate mutazioni aminoacidiche non conservative in geni noti
essere coinvolti nella diffusione extra-intestinale (gene NSP3), nella patogenicita (gene
NSP4) e nell’immunogenicita (gene VP4). Inoltre la composizione aminoacidica del
gene NSP3 é risultata piu simile a quella di un ceppo di RV di scimmia Rhesus
competente per la diffusione extra-intestinale [Mossel EC et al., 2002] piuttosto che a
quello del ceppo SA11-C14 non competente per la diffusione extra-intestinale.

E verosimile ipotizzare che le mutazioni aminoacidiche riscontrate all’interno dei

103



domini funzionali della proteina NSP3, dei siti di legame della proteina NSP4 e
all’interno della regione ipervariabile della proteina VP4, nota contenere gli epitopi
antigenici, possano aver influenzato la conformazione e/o Dattivita di tali proteine
modificando la patogenicita del ceppo e permettendone la diffusione dall’intestino al
SNC, tale da giustificare la neuropatia nella piccola bambina. D’altra parte non pud
nemmeno essere escluso D’intervento di fattori legati all’ospite, data 1’identita di
sequenza di questo particolare ceppo con due ceppi circolanti nella stessa area e nello
stesso periodo.

Gli studi condotti sulla proteina VP4 del ceppo 267/2008/M utilizzando programmi
bioinformatici non hanno dimostrato cambiamenti significativi della configurazione
terziaria di questa proteina, che rappresenta il sito d’attacco del virus con I’enterocita,
tali da giustificare una variazione dell’attivita della proteina stessa e/o del tropismo

cellulare del virus.

CONCLUSIONI

La realizzazione di questo studio ha permesso di ottenere un quadro epidemiologico-
molecolare completo e aggiornato dei ceppi di RV circolanti nell’area di Parma in un
periodo relativamente lungo. Sebbene in Italia i dati di copertura del vaccino non siano
ancora disponibili, la continua sorveglianza delle infezioni da RV ha permesso di
dimostrare nell’area di Parma una significativa diminuzione (circa del 30%) della
prevalenza di infezione da RV, dopo I’introduzione in commercio dei vaccini nel 2006.
Infatti tale valore ¢ passato da 34,5% nel 2005 all’11,6% nel 2012. Soltanto la continua
sorveglianza dei genotipi di RV permettera di valutare 1’efficacia dei vaccini e
monitorare la comparsa di nuovi ceppi e/o lignaggi genetici. Inoltre questo studio ha
messo in luce che le conoscenze dell’aspetto genetico dei RV sono indispensabili per
comprendere i meccanismi evolutivi responsabili dei vantaggi selettivi che taluni

genotipi possono acquisire.
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