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INTRODUZIONE

L’influenza rappresenta una delle malattie infettive piu diffuse su scala mondiale costituendo
un serio problema sia in termini di mortalitd che di morbilita. Da un punto di vista clinico la
malattia ¢ caratterizzata da: affezione acuta a esordio brusco e improvviso, febbre superiore a
38°C, almeno un sintomo costituzionale (cefalea, malessere generalizzato, brividi, dolori
muscolari e articolari) e da almeno un sintomo respiratorio (tosse, congestione nasale,
faringodinia). In seguito alla malattia, possono insorgere serie complicanze dovute
principalmente a superinfezioni batteriche, soprattutto nelle categorie di soggetti a rischio
(anziani, cardiopatici, diabetici, bronchitici cronici e altri soggetti immunocompromessi).

La vaccinazione costituisce, a tutt’oggi, la misura piu efficace per contrastare ’influenza sia
epidemica che pandemica. Tuttavia, il controllo di questa patologia attraverso 1’immuno-
profilassi vaccinale ¢ reso particolarmente difficile dall’elevato grado di variabilita genetica dei
virus influenzali, che porta alla continua emergenza di varianti antigeniche in grado di sfuggire
all’immunita conseguente ad una pregressa vaccinazione e/o infezione naturale. Questo
costituisce un enorme limite alla vaccinazione, la cui efficacia protettiva ¢ strettamente
dipendente dal grado di omologia antigenica tra ceppi di campo e ceppi vaccinali. Ancora piu
complessa e difficile ¢ la prevenzione vaccinale in situazioni di pandemia influenzale, la cui
emergenza, a causa dell’enorme diffusione dei virus influenzali in natura, rimane ampiamente
imprevedibile, nonostante 1’esistenza di sistemi di monitoraggio virologico, sia in ambito
veterinario che di medicina umana.

In questo contesto, particolare importanza assumono i farmaci antinfluenzali in quanto
costituiscono una valida alternativa alla vaccinazione, sia in periodo epidemico che pandemico.
In caso di pandemia, infatti, I’'improvvisa emergenza di un virus influenzale completamente
nuovo puo essere fronteggiata, almeno in un primo momento, soltanto mediante 1’uso dei
farmaci antivirali in grado di contenere la diffusione dell’infezione.

Inoltre, durante il periodo epidemico, essi stessi rappresentano una valida alternativa
all’immunoprofilassi vaccinale per chi non pud essere vaccinato. In piu, rappresentano uno
strumento utile per la gestione delle forme influenzali gravi, essendo in grado non solo di
diminuire la durata e la gravita dei sintomi, ma anche di ridurre I’instaurarsi delle complicanze
dell’influenza.

Due sono le classi di farmaci disponibili per la prevenzione e la chemioprofilassi
dell’influenza: gli inibitori della proteina M2 (Adamantani) e gli inibitori della neuraminidasi
(INA: Oseltamivir e Zanamivir).

Come ¢ noto, un’importante limitazione nell’impiego di tali farmaci nella pratica clinica
(soprattutto nel caso degli inibitori della M2) ¢ il rapido sviluppo di resistenza che ne riduce
considerevolmente 1’efficacia. L’insorgenza e la diffusione di ceppi virali farmaco resistenti,
quindi, costituisce un serio ed importante problema di sanita pubblica sia a livello nazionale che
mondiale. Negli ultimi anni si € assistito a un notevole aumento della resistenza agli inibitori
della proteina M2 tra i virus influenzali umani di tipo A (1-3). Tale aumento della resistenza,
che ha reso questo gruppo di farmaci inefficaci nel trattamento di molti casi di influenza, ha
inoltre portato ad un incremento nell’utilizzo degli INA. Prima del 2007, le percentuali di
resistenza agli INA riscontrate nei virus influenzali europei si erano mantenute al di sotto
dell’1% (4). A partire perd dalla stagione influenzale 2007/2008 sono stati segnalati in Europa,
Italia compresa, isolamenti sempre piu frequenti di virus influenzali stagionali A/HINI1
resistenti all’Oseltamivir e la percentuale di resistenza di questi ceppi a tale farmaco ha
raggiunto il 100% nel corso della successiva stagione influenzale (5-6). L’emergenza di stipiti
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virali resistenti all’Oseltamivir € stata, inoltre, osservata anche tra i virus influenzali pandemici
A/HIN1pdm09 isolati sia in pazienti immunocompromessi che in quelli immunocompetenti,
nella maggior parte dei casi sottoposti a trattamento con il farmaco (7-8). Pochissimi casi di
resistenza allo Zanamivir sono stati, invece, finora riportati.

Sebbene, ad oggi, le percentuali di resistenza agli INA si mantengano ancora piuttosto basse
non ¢ da escludere la possibilita che queste possano aumentare nel tempo con importanti
ripercussioni sulla salute pubblica. La dimostrata capacita dei virus resistenti all’Oseltamivir di
trasmettersi efficientemente da uomo a uomo, il verificarsi di sporadici casi di resistenza
all’Oseltamivir tra i virus pandemici A/HIN1pdm09, nonché di clusters di casi di resistenza
all’Oseltamivir in Australia (9) e in Giappone (10), e la loro potenziale virulenza (11),
evidenziano I’importanza di un attento e costante monitoraggio della suscettibilita ai farmaci di
tutti gli stipiti virali isolati sul territorio nazionale.
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FARMACI ANTINFLUENZALI

Inibitori della proteina M2

Gli inibitori della proteina virale M2 o Adamantani (amantadina e rimantadina) sono stati i
primi farmaci ad essere stati utilizzati per il trattamento e la profilassi dell’influenza causata
da virus appartenenti al tipo A. Sono farmaci che agiscono nelle fasi iniziali della replicazione
virale, durante lo stadio di liberazione del genoma dal suo involucro (uncoating), mediante
I’interazione con la proteina virale M2, che perde la sua attivita di canale ionico. La proteina
M2, infatti, svolgendo attivita di canale ionico, permette la migrazione di ioni H+
dall’endosoma all’interno del virione, un processo necessario per la fase di uncoating virale.
L’interruzione di questo processo da parte dei suddetti farmaci determina, dunque,
I’inibizione dell’acidificazione dell’ambiente “intravirionico”, indispensabile per la
liberazione dell’acido nucleico nel citoplasma della cellula ospite, con conseguente inibizione
della replicazione virale (12) (Figura 1). Attualmente, dal momento che tutti i ceppi virali di
tipo A circolanti nella popolazione umana sono resistenti a tale farmaco, il loro impiego ¢
sconsigliato sia dall’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) che dal Centro Europeo di
Controllo per le malattie infettive (European Centre for Disease Prevention and Control,
ECDC).

Cellula

Cellula

Figura 1. Meccanismo d’azione degli Adamantani
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Inibitori della neuraminidasi

Gli inibitori della neuraminidasi, farmaci di piu recente generazione, agiscono inibendo la
neuraminidasi virale (NA) e impedendo il rilascio delle particelle virali neoformate dalla cellula
ospite, I’invasione di nuove cellule e di conseguenza il propagarsi dell’infezione.

Il virus influenzale, infatti, dopo essere gemmato dalla cellula rimane attaccato ad essa a
seguito del legame dell’emoagglutinina (HA) virale con le molecole di acido sialico presenti sul
recettore cellulare. Il virus riesce a superare questo blocco grazie all’azione dell’enzima NA che
scinde il legame tra le molecole di acido sialico e di HA, permettendo il rilascio dei virioni. Il
blocco di questo enzima determinerebbe quindi 1’arresto della diffusione del virus nell’albero
respiratorio (13-14) (Figura 2).

Cellula
ospite
Taglio del legame tra ’HA
. e il recettore cellulare
= da parte della NA
=
]
Rilascio della
progenie virale
Cellula
ospite
»—/“’ Inibitori della
-— neuraminidasi
= «

progenie virale

Figura 2. Meccanismo d’azione degli INA
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A differenza degli Adamantani, gli INA sono attivi sia nei confronti dei virus influenzali di
tipo A sia di tipo B. I farmaci appartenenti a questo gruppo attualmente disponibili in
commercio in Italia sono 1’Oseltamivir (Tamiflu — Roche) ¢ lo Zanamivir (Relenza — GSK).

L’Oseltamivir ¢ un profarmaco che viene rapidamente assorbito nel tratto gastrointestinale e
convertito nella sua forma biologicamente attiva (oseltamivir carboxylate) nel fegato. E
disponibile sotto forma di capsule da 30, 45 ¢ 75 mg e puo essere somministrato sia ad adulti
che a bambini al di sopra di un anno di eta. Per gli adulti e gli adolescenti con eta superiore ai
14 anni la dose raccomandata per il trattamento ¢ di 75mg due volte al giorno per cinque giorni.
La dose di Oseltamivir consigliata per la profilassi, invece, ¢ di 75mg al giorno per dieci giorni
1l dosaggio nei bambini dipende dal loro peso corporeo (Tabella 1).

Lo Zanamivir, a differenza dell’Oseltamivir, ¢ caratterizzato da scarsa biodisponibilita orale
e di conseguenza viene somministrato con un dispositivo per inalazione orale (Diskhaler), ¢
assorbito dall’epitelio respiratorio e viene eliminato con le urine in forma immodificata. Per
quanto riguarda il trattamento, sono raccomandate due inalazioni da 5 mg due volte al giorno
per cinque giorni, mentre per la profilassi due inalazioni da 5 mg una volta al giorno per dieci
giorni. Questo farmaco non ¢ approvato per uso profilattico in Italia (Tabella 1) (15).

Tabella 1. Trattamento e profilassi della sindrome influenzale in Italia

Principio Via di Trattamento Profilassi
attivo somministrazione (eta minima, dose) (eta minima, dose)
Inalatoria 2 12 anni Non approvato per profilassi
Zanamivir o 10 mg (due inalazioni) pproy perp
(aspirazione) ; in ltalia
due volte al giorno
Bambini: = 1 anno Bambini: = 1 anno
(la dose dipende dal peso) (la dose dipende dal peso)
Oseltamivir Oralel
(capsule) Adolescenti (> 14 anni) ed Adolescenti ed adulti:
adulti: 75 mg due volte al 75 mg una volta al giorno
giorno per cinque giorni per dieci giorni

Entrambi i1 farmaci, se assunti entro 48 ore dall’insorgenza dei sintomi, sono in grado di
ridurre il decorso della malattia e la gravita dei sintomi. Inoltre, come osservato nel corso
dell’ultima pandemia influenzale, causata dal virus A/HIN1pdm09, tali farmaci possono anche
diminuire il rischio di sviluppo di infezioni gravi (16).

Secondo quanto riportato nelle linee guida per la gestione della sindrome influenzale (15):

“gli inibitori della neuraminidasi per il trattamento sintomatico della sindrome influenzale
non sono raccomandati per uso di routine. Il loro impiego va valutato caso per caso”.

In particolare, il trattamento con gli INA ¢ raccomandato nei soggetti con confermata o
sospetta influenza che siano a rischio di complicanze o che richiedano ospedalizzazione.
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Sviluppo di resistenza ai farmaci

Uno dei principali problemi associati all’impiego degli antivirali ¢ rappresentato
dall’insorgenza di ceppi virali resistenti, che ne riducono fortemente 1’efficacia.

L’area limitata del bersaglio (la porzione transmembrana della proteina M2 per gli
Adamantani e il sito attivo dell’enzima NA per gli INA) crea le condizioni piu adatte, per il
virus, allo sviluppo di mutazioni che gli permettono di resistere all’azione inibitoria del
farmaco.

Il farmaco stesso, pertanto, potrebbe agire a sua volta da agente selettivo, favorendo il
diffondersi della mutazione nella popolazione virale in replicazione.

L’emergenza di virus resistenti agli inibitori della proteina M2 e agli INA ¢ dovuta
principalmente alla comparsa di specifiche mutazioni a carico dei geni che codificano,
rispettivamente, per la porzione transmembrana della proteina M2 e del sito attivo della NA.

La resistenza agli INA ¢ sia sottotipo- che farmaco-specifica. Cio vale a dire che le
mutazioni che causano resistenza in un sottotipo non hanno lo stesso effetto su un altro sottotipo
virale. Ad esempio, la mutazione H275Y nella NA virale causa resistenza all’Oseltamivir nei
virus di sottotipo HIN1 ma non in quelli di sottotipo H3N2 o di tipo B. Inoltre, la stessa
mutazione conferisce resistenza soltanto all’Oseltamivir ma non allo Zanamivir.

Nelle Tabelle 2 e 3 viene riportata una lista di mutazioni specifiche, pit comunemente
osservate, sia nella pratica clinica sia in vitro, responsabili della resistenza e/o ridotta sensibilita
ai suddetti farmaci (17-18).

Tabella 2. Cambiamenti aminoacidi nella NA associati a ridotta suscettibilita agli INA

Virus influenzale

(Tipo/sottotipo) Mutazione® Oseltamivir Zanamivir
E119G N HR
E119V R HR
D198G R N
1222K R N
1222R R R
1222V N N
S246N N N
A/H1IN1pdm09 H274Y HR N
N294S HR N
D198N + H274Y HR N
1222R + H274Y XR R
1222V + H274Y XR N
S246N + H274Y XR N
Q313K + 1427T R R

segue


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0272271214000249%23tbl2fna

continua
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Virus influenzale

(Tipo/sottotipo) Mutazione® Oseltamivir Zanamivir
E119A HR HR
E119D N R
E119G N HR
E119I HR R
E119V R N
Q136K N R
D151E R N
D151N N R

AJH3N2 D151V N R
12221 N N
R224K XR R
E276D R HR
R292K XR R
N294S HR N
R371K R R

E119V + 12221 XR N

E119V + 1222V HR N
E119A HR HR
E119D HR HR
E119G R HR
E119V HR N
E152K HR N
D198E R R
D198N R R

B D198Y R R
1222T R R
1222V R N
S250G N R
R292K HR R
N294S R N
R371K HR R
G402S N R

? La posizione aminoacidica & riportata secondo la numerazione standard N2.

N=normale suscettibilita;

R=ridotta suscettibilita;
HR=suscettibilita altamente ridotta;
XR=suscettibilita estremamente ridotta.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0272271214000249%23tbl2fna
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Tabella 3. Cambiamenti aminoacidi nella M2 associati alla resistenza agli Adamantani

Sostituzioni aminoacidiche

Virus influenzale . .
associate a resistenza

L26F

V27A

A* A30T

S31N

G34E

*gli inibitori della M2 sono attivi soltanto nei confronti dei virus influenzali di tipo A

Monitoraggio della suscettibilita ai farmaci antivirali

L’emergenza e la diffusione delle varianti virali farmaco-resistenti costituisce un importante
problema a livello mondiale di Sanita Pubblica.

La diffusa resistenza agli inibitori della M2 tra tutti i virus influenzali di tipo A
(HIN1pdm09, H3N2), attualmente circolanti nella popolazione umana, ha reso questo gruppo di
farmaci inefficaci per il trattamento e la profilassi dell’influenza. Di conseguenza, gli INA
rappresentano attualmente gli unici farmaci d’elezione.

Ad oggi, nonostante il largo impiego di INA registrato nel corso dell’ultima pandemia
influenzale del 2009, le percentuali di resistenza a tali farmaci si sono mantenute a bassi livelli.
Tuttavia, considerando I’elevato grado di instabilita genetica dei virus influenzali e la capacita
delle varianti resistenti di trasmettersi efficientemente da uomo a uomo, tali percentuali
potrebbero aumentare con gravi conseguenze per la salute pubblica.

Risulta, pertanto, essenziale disporre di un sistema di monitoraggio basato su una continua e
costante sorveglianza della farmaco-resistenza nei ceppi influenzali circolanti nell’uomo. Tale
sistema deve essere in grado non solo di identificare e valutare tempestivamente cambiamenti
nella frequenza della resistenza agli antivirali tra i virus influenzali circolanti nella comunita, ma
anche di determinare quanto la variante resistente sia trasmissibile e in quali proporzioni la sua
diffusione sia sostenuta nella popolazione.

In Italia, il Centro Nazionale Influenza (National Influenza Centre, NIC) dell’Istituto
Superiore di Sanita (ISS) (Dipartimento di Malattie Infettive, Parassitarie ed Immunomediate),
in aggiunta alle attivita di sorveglianza virologica finalizzate all’aggiornamento annuale della
composizione del vaccino antinfluenzale, ¢ in linea con le raccomandazioni dell’OMS e
del’ECDC, svolge anche attivitd di sorveglianza della farmaco-resistenza dei ceppi virali
circolanti sul territorio nazionale, durante la stagione influenzale.

I1 NIC partecipa alle attivita di sorveglianza avvalendosi, a sua volta, della collaborazione di
una estesa rete di medici sentinella (Rete INFLUNET) e di diversi laboratori regionali distribuiti
sul territorio nazionale (Allegato 8 in Appendice).

I campioni clinici raccolti dai medici sentinella vengono inviati ai laboratori regionali che
provvedono all’identificazione e/o isolamento virale, utilizzando modalita e metodologie
concordate con il NIC (Allegato 6 in Appendice). Il NIC provvede poi a completare le analisi,
ad effettuare ulteriori studi sui virus isolati ed ad inviare un numero selezionato dei ceppi isolati
al centro di riferimento OMS europeo di Londra (World Health Organization Collaborative
Centre, WHO-CC).
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Tale sistema produce dati di farmaco-sorveglianza nazionali che vengono trasmessi sia al
Ministero della Salute sia al’ECDC mediante il sistema informativo “TESSy” (The European
Surveillance  System,  disponibile  all’indirizzo:  http://www.ecdc.europa.eu/en/activities/
surveillance/TESSy/Pages/TESSy.aspx).

I risultati dell’attivita di sorveglianza vengono inoltre diffusi a livello nazionale attraverso
rapporti annuali.

Nel dettaglio, i principali obiettivi del suddetto sistema di farmaco-sorveglianza sono di:

— Studiare il grado di suscettibilita dei virus influenzali isolati sul territorio nazionale verso
i farmaci antivirali, principalmente nei confronti dell’ Oseltamivir e dello Zanamivir
(INA), attualmente piu utilizzati per il trattamento dell’influenza.

— Monitorare 1’emergenza di varianti farmaco-resistenti in pazienti ospedalizzati,
principalmente immunocompromessi, sottoposti a trattamento farmacologico onde,
eventualmente, procedere a modifiche della terapia antivirale adottata.

— Identificare virus resistenti con una buona fitness in grado di trasmettersi rapidamente
nella popolazione.

— Accrescere le conoscenze relative alle basi molecolari della farmaco-resistenza mediante
identificazione di nuovi marker di resistenza.

Per il raggiungimento di questi obiettivi ¢, quindi, necessario monitorare la farmaco-
suscettibilita degli isolati virali derivanti da campioni clinici prelevati sia da pazienti sottoposti a
trattamento con il farmaco che da pazienti non trattati. In particolare, tra le categorie di persone
sottoposte a trattamento, grande attenzione viene rivolta a pazienti immunocompromessi e
bambini in quanto caratterizzati da prolungato shedding virale, pazienti con infezioni gravi che
non mostrano segni clinici di miglioramento, pazienti che sviluppano malattia dopo o durante la
chemioprofilassi antivirale, pazienti che hanno contratto 1’infezione in seguito al contatto con
individui trattati con i farmaci.

Saggi impiegati per la valutazione
della farmaco-suscettibilita

Due sono i principali tipi di saggi comunemente utilizzati per la determinazione della
suscettibilita degli isolati virali agli INA:

— Saggi fenotipici di inibizione della neuraminidasi
— Saggi genotipici

I saggi fenotipici permettono di misurare 1’attivita enzimatica della NA virale in presenza del
farmaco e quindi di determinare la concentrazione di Oseltamivir ¢ Zanamivir in grado di inibire
I’attivita dell’enzima stesso del 50% (ICs).

Tra questi, quelli disponibili sono due, uno basato sulla fluorescenza (FL) ed uno sulla
chemioluminescenza (CL). Il saggio fluorimetrico, rispetto al test CL, ¢ il tipo di saggio piu
comunemente impiegato in quanto, da un punto di vista pratico, oltre ad essere poco costoso
risulta essere di piu facile applicazione (19) (Tabella 4).
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Tabella 4. Saggi di inibizione della neuraminidasi

Caratteristica  in-house FL  NA-Fluor™ Kit NA-StaR® Kit NA-XTD™ Kit
Metodo FL FL CL CL
Fornitore Sigma Applied Biosystems Applied Biosystems Applied Biosystems
Substrato MUNANA MUNANA NA-Star NA-XTD
usato
Strumentazione fluorimetro fluorimetro luminometro luminometro
Vantaggi - economico - reagenti - reagenti - reagenti
- flessibile gia pronti gia pronti gia pronti
- proprio protocollo - proprio protocollo - proprio protocollo
standard standard standard
- piu facile da usare
rispetto al saggio
NA-Star
- segnale piu duraturo e
sensibilita di
rilevamento
leggermente maggiore
rispetto al saggio
NA-Star
Svantaggi - assenza kit - poco piu costoso - pil costoso rispetto - piu costoso rispetto
- assenza di rispetto al saggio al saggio FL al saggio FL
un protocollo in-house - valori di ICsp - valori di ICs
standard piu bassi rispetto piu bassi rispetto a
“universale” a quelli ottenuti quelli ottenuti

con il saggio FL con il saggio FL
- richiede l'uso - il rosso-fenolo

di iniettori interferisce con
- il rosso-fenolo I’'emissione del

interferisce con segnale di luce

'emissione

del segnale di luce
- possibilita di

identificare

campioni

contenenti la

mistura

275 HIY

molto scarsa

FL fluorescenza; CL chemioluminescenza

In particolare, il test FL ¢ un test enzimatico in cui I’attivita della NA virale e la sensibilita
agli inibitori viene determinata mediante 1’uso di un substrato fluorogenico (MUNANA), un
analogo del substrato naturale dell’enzima virale. La NA virale agisce sul MUNANA
scindendolo, con conseguente formazione di un composto che emette fluorescenza a pH basico.

La valutazione quantitativa dell’aumento della fluorescenza permette di determinare 1’attivita
della NA e I’esecuzione del test in presenza degli inibitori permette di calcolare 1'ICs, del
farmaco considerato e, di conseguenza, di stabilire il grado di sensibilita degli isolati virali al
farmaco stesso (Figura 3).
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o

Figura 3. Saggio fenotipico di inibizione della neuraminidasi

I saggi genotipici (es. sequenziamento convenzionale, pirosequenziamento, individuazione dei

polimorfismi a singolo nucleotide,

Single Nucleotide Polymorphism, SNP) consentono

I’identificazione delle mutazioni nel gene NA associate a sostituzioni aminoacidiche, che
conferiscono resistenza (Figura 4). Ai fini di una valutazione corretta e completa della suscettibilita
virale agli INA, tali test vengono comunemente utilizzati in associazione ai saggi fenotipici.

E119

8

Stagioni |:mace|:l.°,r|tiI 1|1°
TEDHEIRIIL SK'.'DV':VIREP["ISC\\ SIEL

H275

270 11 280

N295

290 ﬂ 300

A.Pr.66.05 HAPE ECSCYPDTGTVMCVCRDEWHGSH
SenSIblll A.Pr.23.05 TKDHSIRIGSKGDVEVIREPFISC SIELHAPY ECSCYPDTGTVMCVCRDHWHGSH
A.Pr.54.03 TEKDPHSIRIGSKGDVEVIREPFISC SIELHAPH] EECSCYPDTGTVMCVCRDHWHGSH
A.Pr.34.05 TKDHNSIRIGSKGDVEVIREPFISC STELHAPH ECSCYPDTCTVMCVCRDEWHESH
a.Pr.4.06 TKDHSIRIGCSKGDVEVIREPFISC STELHAPK ECSCYPDTGTVMCYCRDEWHGSH
a.Fi.2.06 TKDHSIRIGSKGDVEVIREPFISC STELHAPE ECSCYPDTGTVMCVCRDEWHGSH
. Stagione 2008/2009
A.Pr.23.09 TKDNSIRIGSKGDVEVIREPFISC SIELHAPHENEECSCYPDTGIVMCVCRDEWHGSH
A.Pr.24.09 TEDNSIRIGSKCDVEVIREPFISC SIELHAPHHYFEECSCYPDTGIVMCYCRDEWHGSH
A.Pr.25.09 TEKPHSIRIGSKGDVEVIREPFISC SIELHAPHRYYEECSCYPDT GIVMCVCRDHWHGSH
A.Pr.26.09 TKPHSIRIGSKGDVEVIREPFISC SIELHAPHEYYEECSCYPDT GIVMCVYCRDEWHGSH
A.Pr.27.09 TEDHNSIRIGSKGDVEVIREPFISC SIELHAPH| Y{EECSCYPDTGIVMCYCRDNHHGSH
Resistenti A.T75.30.09 TEDHSIRIGSKGDVEVIREPFISC SIELHAPHEYYEECSCYPDTCIVMCYCRDNWHESH
A.T75.21.09 TEDHSIRIGSKGDVEVIREPFISC SIELHAPHEYYEECSCYPDTGIVMCVCRDEWHGSH
H275Y A.Pd.5.09 TKDNSIRIGSKGDVEVIREPFISC SIELHAPH} Y {EECS CYPDT G IVMCV CRDEWHGSH
A.Pr.35.09 TEDHNSIRIGSKCDVEVIREPFISC SIELHAPHFY{EECSCYPDTGIVMCYCRDEHHGSH
A.Pr.87.09 TEDHSIRIGSKGDVEVIREPFISC SIELHAPHF Y{EECSCYPDTGIVMCVCRDEWHGSH
A.Pr.88.09 TEDHSIRIGSKGDVEVIREPFISC SIELHAPHEYYEECSCYPDTCIVMCYCRDNWHESH
A.Pr.89.09 TEDHSIRIGSKGDVEVIREPFISC SIELHAPHf Y{EECSCYPDTGIVMCYCRDEWHGSH
A.Pr.110.09 TEDHSIRIGSKGDVEVIREPFISC SIELHAPHEYJEECSCYPDTGIVMCVCRDEWHGSH
A.Pr.111.09 TEKDNSIRIGSKGDVEVIREPFISC SIELHAPHRYJEECSCYPDT GIVMCVCRDHWHGSH
A.Pr.112.09 TEKDNSIRIGSKGDVEVIREPFISC SIELHAPHRYFEECSCYPDT GIVMCVCRDEWHGSH
A.Pr.113.09 TKDNSIRIGSKGDVFVIREPFISC SIELHAPHYYJEECSCYPDTGIVMCVCRDHWHG SH
A.Pr.115.09 TEDNSIRIGCSKGDVEVIREPFISC SIELHAPHHYNEECSCYPDT GIVMCVYCRDNWHGSH
|l A.Pr.122.09 TKDHSIRIGSKCDVEVIREPFISC bIELIU«LPlJ;U:IEECBCfPDT IVMCYCRDNWHGSH

Figura 4. Esempio di mutazione H275Y (numerazione N1) nella NA dei virus A di sottotipo H1N1

associata a resistenza all’Oseltamivir
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Per la determinazione della resistenza agli inibitori della M2, vengono ormai impiegati
soltanto i saggi genotipici, essendo note le mutazioni associate alla resistenza (es. L26F, V27A,

A30T, S31N e G34E) (18) (Figura 5; vedi Tabella 3).

A30

S31N

10 20 3 40 50 60 70 80 90

veveloanalavealerinlonanloanslgerelvvaalansslosesliinaloanalovselraslacanlovseloeralavaalanealens
Caso 5 MSLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLV IGILHLILWITDRLEFFKCIYRRFKYGCLKRGPSTEGVPE SMREEY(QEQQ SAVDVDDGHEVHIELE*
Caso 9 MSLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLV Y IGILHLILWITDRLFFKCIYRRFKYGCLKRGPSTEGVPE SMREEY QEQ) SAVDVDDCHEVHIELE*
Caso 11 MSLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLVIA§NYIGILHLILWITDRLFFKCIYRRFKYGLKRGPSTEGVPESMREEYQ(E(()SAVDVDDGHEVHIELE*
Caso 37 SLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLVIARHAIGILHLILWITDRLFFRCIVYRRIFKY CLKRCP STEGVPE SMREEY QQE( ) SAVDVDD GHEVHIEL
Caso 39 SLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLVIARH YT GTLHL ILWI TDRLFFKCIVYRRFKYGCLKRGP S TE GVPESMREEY ) QE(() SAVDVDD GHEVHIELE *
Caso 57 LLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLVIARN AT GILHLIL¥ITDRLFFKCIVRRFKYGCLKRGP STEGWPESMREEY (QE( ) SAVDVDD GHEVHIELE®
Caso 50 SLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLVIARNNIGILHLILWITDRLFFKCIYRRFKYCLKRGPSTE GVPE SMREEY)QE( ) SAVDVDDCHEVHIELE *
Caso 53 SLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLVIARN I GILHLILWITDRLFFKCIYRRFKYCLKRGE STEGVPESMREEY QQE( ) SAVDVDDGHEVHIELE *
Caso 54 SLLTEVETP TRSEWECRCSDSSDPLVIARHII G ILHL ILWI TDRLFFKC I YRREKYGLKRGP STE GVPESMREEY QQEQ( SAVDVDD GHEVHIELE *
Caso 59 SLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLV TLGILHLILWITDRLFFKCIVRRFKY CLKRGP STE GVPESMREEY (QE(Q SAVDVDD GHEVHIE
Caso 58 LLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLY I GILHLILHITDRLFFKCIYRRFKYCLKRGPSTEGVPE SMREEY JQEQ ) SAVDVDDCHEVHIELE*
Caso 10 SLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLVIARNIN GILHLILWITDRLFFKCIYRRFKYCLKRGPSTE GVPE SMREEYQ(E( ) SAVDVDDGHEVHIELE *
Caso 16 SLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLY IJGILHLILHITDRLFFKCIYRREKY GLKRGP STE GVPESMREEY QEQ() SAVDVDDGHEVHIELE *
Caso 22 PTRSEWECRCSDS SDPLVIARN I GILHLILWITDRLFFKCIYRRFKY CLKRGP STEGVPE SMREEYQQE () SAVDVDD GHEVHIELE®
Cago 15 MSLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLVIARNICILHLILWITDRLFFKCIYRRFKYCLKRCPSTEGYPE SMREEYQQE(() SAVDVDDCHEVHIELE#
Caso 17 MSLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLVIARNYIGILHLILWITDRLEFFKCIYRRFKYGCLKRGPSTEGVPE SMREEY(QEQ)SAVDVDDGHEVHIELE®
Cago 23 MSLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLVIARNNTGILHLILWITDRLFFKCIYRRFKYCLKRGPSTEGVPE SMREEY(QEQ)SAVDVDDCHEVNIELE®
Caso 26 MSLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLVIARNNIGILHLILW¥ITDRLEFKCIYRRFKYGLKRGPSTEGVPESMREEYQ(E(()SAVDVDDGHEVHIELE*
Cago 52 MSLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLVIAAN]IGILHLILWITDRLFFKCIVRRFKYGLKRCPSTEGVPESMREEY(Q(QE(()SAVDVDDGHEVHIELE *
Caso 68 MSLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLVIAANIIGILHLILWITDRLEFKCIVRRFKYGLKRGPSTEGVPESMREEY (QE()(SAVDVDDGHEVHIELE
Caso 69 MSLLTEVETPTRSEWECRCSDSSDPLVIANIGILHLILWITDRLFFKCIYRRFKYCLKRGPSTEGVPE SMREEY(QEQ)SAVDVDDGHEVHIELE*

\

N

/

L

V27

G34

Figura 5. Esempio di mutazione S31N nella porzione transmembrana della proteina M2
associata a resistenza agli Adamantani
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DATI DEL CENTRO NAZIONALE INFLUENZA IN ITALIA

Vengono qui di seguito riportati i dati relativi alle attivita di farmaco-sorveglianza sui virus
influenzali circolanti in Italia, isolati nel corso di dieci stagioni influenzali consecutive, dalla
2004/2005 alla 2013/2014. Questa attivita viene svolta nell’ambito del sistema integrato di
sorveglianza virologica e clinico-epidemiologica, attivo in Italia dal 1997, seguendo lo schema
metodologico rioprtato in Figura 6 (20).

Campioni clinici inviati da medici sentinella e non sentinella

. . Estrazione del’lRNA e RT-PCR
Isolamento in colture cellulari (tipizzazione e sottotipizzazione )
(MDCK)
Flu A e B POS NEG
l Sequenziamento del gene Inserire i risultati
titolazione HA i i i ;
5 Flu A POS N M2 per I’ identificazione di ‘ nel database

markers di resistenza noti —> centrale
(TESSy)

l se il titolo HA > 20

Test fenotipico Munana Sequenziamento della NA per I'identificazione

sia di markers di resistenza noti sia di nuove
mutazioni

T

> 30% degli isolati con valori di ICg,
normali € 100% degli outliers

Valori di IC4, normali

| !

Si No

|

Inserire i risultati nel v
database centrale
(TESSy-ECDC) Inviare i virus resistenti
e fare un report Ripetere il test due volte in al WHO-CC
settimanale y duplicato > e conservarli a -80°C
per il

Ministero della Salute

Figura 6. Schema metodologico del sistema di sorveglianza della farmco-resistenza
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Metodi impiegati dal NIC nel monitoraggio
della farmaco-resistenza

La presenza del virus influenzale nei campioni clinici (tamponi faringei, tamponi
nasofaringei e¢ lavaggi broncoalveolari) ¢ stata evidenziata attraverso 1’isolamento virale e/o
I’identificazione di componenti virali.

Per I’isolamento del virus sono state utilizzate colture cellulari di rene di cane (Madin-Darby
Canine Kidney Cells, MDCK) (21-22), particolarmente sensibili alla crescita del virus
influenzale. La presenza di virus ¢ stata evidenziata mediante la ricerca di attivita
emagglutinante nel liquido colturale sopranatante.

Per la tipizzazione e/o sottotipizzazione dell’agente emagglutinante isolato sono stati
utilizzati sia metodi di identificazione sierologica, come il test di inibizione
dell’emagglutinazione (Haemagglutination Inibition, HI) (23-24), utilizzando antisieri
policlonali prodotti in pollo e/o furetto presso 1’ISS, sia saggi molecolari (RT-PCR e/o realtime
RT-PCR) utili ad identificare specifiche sequenze del gene HA. Per I’identificazione delle
componenti virali NA ed M (neuraminidasi e proteina di matrice) si ¢ fatto ricorso a metodi di
RT-PCR (25-29), utilizzando oligonucleotidi specifici sintetizzati dal NIC.

Gli amplificati ottenuti mediante la reazione di RT-PCR sono stati purificati e utilizzati nella
successiva fase di sequenziamento molecolare in cui si ¢ fatto uso del kit “Big Dye Terminator v
3.1 Cycle Sequencing” (Applied Biosystems). I prodotti di sequenziamento sono stati infine
sottoposti ad analisi con lo strumento “3500 Genetic Analyzer” (Applied Biosystems).

Le analisi e I’allineamento delle sequenze sono state eseguite mediante 1’utilizzo del
programma BIOEDIT 7.0.3. (30-31).

Metodi impiegati dal NIC per lo studio della sensibilita
degli isolati virali agli inibitori della NA e della M2

La sensibilita degli isolati virali agli INA, Oseltamivir e Zanamivir ¢ stata saggiata mediante:

— saggio enzimatico di inibizione della neuraminidasi, utilizzando come substrato il
MUNANA,;

— analisi di sequenza della NA, per evidenziare 1’eventuale presenza di cambiamenti
aminoacidici associati al carattere di resistenza.

La sensibilita degli isolati agli inibitori della M2 (Amantadina ¢ Rimantadina) ¢ stata

saggiata mediante:

— analisi di sequenza della porzione del gene M codificante per la proteina M2 al fine di

identificare le mutazioni puntiformi notoriamente associate al carattere di resistenza.

14
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RISULTATI DELL’ATTIVITA
DI FARMACO-SORVEGLIANZA IN ITALIA

Virus influenzali inclusi nello studio

In totale, 694 virus influenzali umani (110 A/HINI1, 160 A/HIN1pdm09, 250 A/H3N2, 174
B) isolati tra il 2004 e il 2014 sono stati saggiati, presso il NIC, per la valutazione della
sensibilita ad entrambi gli INA, Oseltamivir e Zanamivir.

Inoltre, 174 ceppi virali di tipo A (64 HIN1, 37 HIN1pdm09, 73 H3N2), identificati tra il
2004 e il 2012, sono stati saggiati anche per la valutazione della suscettibilita agli Adamantani
(amantadina e rimantadina).

11 diverso numero di virus saggiati nel corso di ogni stagione influenzale monitorata riflette
I’andamento della circolazione dei diversi tipi/sottotipi virali nella popolazione umana.

In Italia dal 2004 al 2014 si ¢ assistito ad una prevalente circolazione dei virus di tipo A
rispetto a quelli di tipo B.

In particolare, i virus A/H3N2 hanno ampiamente circolato nella maggior parte delle stagioni
considerate, ad eccezione delle stagioni 2005/2006 e 2007/2008 predominate dai virus
stagionali A/HINI e delle stagioni 2009/2010, 2010/2011 e 2012/2013 caratterizzate dalla
maggiore circolazione del virus pandemico A/HIN1pdm09. Quest’ultimo ceppo virale, fin
dall’anno della sua comparsa, ha completamente soppiantato la circolazione dei virus stagionali
HINI. Inoltre, continuando tutt’ora a circolare nella popolazione umana ¢ ormai considerato un
ceppo virale influenzale stagionale.

I virus appartenenti al tipo B hanno, invece, circolato prevalentemente verso la fine di ogni
stagione analizzata, nella maggior parte dei casi a livelli piu bassi rispetto ai virus A.

Valutazione della sensibilita agli INA

Risultati analisi fenotipiche

Nella Tabella 5 vengono riassunti il numero dei ceppi virali testati e i rispettivi valori medi
di ICs, relativi a tutti e due gli INA (Oseltamivir e Zanamivir), osservati per ogni stagione
analizzata.

I risultati, ottenuti con il test di inibizione della neuraminidasi (MUNANA), hanno mostrato
che 1 virus influenzali italiani presentano una diversa sensibilita nei confronti dei due farmaci
utilizzati, in relazione al tipo di NA virale (20).

Complessivamente, i virus italiani, sia di tipo A sia di tipo B, sono risultati piu sensibili allo
Zanamivir rispetto all’Oseltamivir, come riportato anche per i ceppi virali influenzali isolati in
altri Paesi (32).

In particolare, i virus stagionali A/HIN1 e quelli pandemici A/HIN1pdm09 sono risultati piu
sensibili allo Zanamivir (A/HIN1 mediana ICsy: 1,34 nM; A/HIN1pdm09 mediana ICsy: 0,6
nM) rispetto all’Oseltamivir (A/HIN1 mediana ICsy: 2,26 nM; A/HIN1 pdm09 mediana
ICsp:1,72 nM) (Figura 7).
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Figura 7. Suscettibilita dei virus influenzali A/IH1IN1 e A/HIN1pdm09 agli INA.
| risultati sono mostrati mediante diagramma box plot, in cui ’estremo inferiore é il 1° quartile,
I'estremo superiore é il 3° quartile e la mediana é la linea che divide la “scatola” in due parti

I virus di sottotipo A/H3N2 hanno mostrato una simile suscettibilita nei confronti di tutti e
due i farmaci (mediana ICs, per Oseltamivir: 0,58 nM; mediana ICsy per Zanamivir: 0,53)
(Figura 8). I ceppi virali di tipo B, invece, si sono mostrati di gran lunga piu sensibili allo
Zanamivir rispetto all’Oseltamivir presentando valori di ICsy per Zanamivir piu bassi di circa 6
volte rispetto a quelli ottenuti per Oseltamivir (Figura 8).
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Figura 8. Suscettibilita dei virus influenzali A/JH3N2 e B agli INA.
| risultati sono mostrati mediante diagramma box plot, in cui ’estremo inferiore é il 1° quartile,
I’estremo superiore ¢é il 3° quartile e la mediana é la linea che divide la “scatola” in due parti

Nel corso delle dieci stagioni incluse nello studio (2004 - 2014), nell’ambito dei virus
influenzali A/H3N2, A/HIN1pdm09 e B, non ¢ stato osservato un significativo incremento dei
valori di ICsy, n¢ per Oseltamivir né per Zanamivir (Tabella 5). Al contrario, per i virus
stagionali A/HINI1, ¢ stato osservato un improvviso e sostanziale aumento della resistenza
all’Oseltamivir negli ultimi anni della loro circolazione nel nostro Paese, passando da una
percentuale di resistenza dell’1,5%, osservata per la stagione 2007/2008, ad una del 100%,
relativa alla successiva stagione 2008/2009. Una situazione analoga ¢ stata osservata in molti
Paesi europei (5, 6, 33, 34) (Figura 9 e Figura 10).
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Tra i 694 virus analizzati, sono stati identificati 24 ceppi resistenti all’Oseltamivir (ORV) di
cui 19 A/HINI1 (1 nella stagione 2007/2008 e 18 nella stagione successiva 2008/2009) e 5
A/HIN1pdm09 (3 nella stagione 2009/2010 ¢ 2 nella stagione influenzale 2010/2011).

Tutti 1 virus ORV individuati hanno mostrato una riduzione della sensibilita al farmaco di
circa 400 volte rispetto a quanto osservato per i ceppi wild-type. Questi isolati, infatti, hanno
mostrato valori di ICsy per Oseltamivir molto alti, compresi tra 643 nM ¢ 1000 nM (dati non
riportati). Nessun virus testato si ¢ mostrato, invece, resistente allo Zanamivir. Differentemente
dagli A/HIN1 stagionali, in cui la resistenza all’Oseltamivir ¢ insorta spontaneamente, tutti i
virus pandemici A/HIN1pdm09 risultati ORV sono stati isolati da bambini immunodepressi con
prolungato shedding virale e sottoposti a trattamenti prolungati con il farmaco (35).

Risultati analisi genotipiche

II sequenziamento molecolare della NA ¢ stato effettuato su tutti i virus ORV, identificati
mediante il saggio fenotipico, e su un numero selezionato di isolati wild-type. In tutti i ceppi
resistenti all’Oseltamivir analizzati ¢ stata identificata la mutazione H275Y (numerazione N1) nella
regione framework del sito catalitico dell’enzima, notoriamente associata al carattere di resistenza.
In nessuno degli altri virus analizzati sono state, invece, osservate sostituzioni amminoacidiche note
per essere associate a resistenza o ad una ridotta sensibilita ad entrambi i farmaci.

Monitoraggio della sensibilita agli inibitori della M2

Risultati analisi genotipiche

Nel complesso, 174 ceppi virali di tipo A, identificati nel corso delle stagioni 2004/2005-
2011/2012 (64 HINI1, 37 HIN1pdm09, 73 H3N2) sono stati anche saggiati per la loro
suscettibilita agli inibitori della proteina M2, mediante analisi di sequenza del gene M. In
particolare, tra i virus H3N2 ¢ stato rilevato un crescente aumento della resistenza. Per questo
sottotipo, infatti, si ¢ passati da una percentuale di resistenza del 33%, osservata nei ceppi isolati
nella stagione 2004/2005, ad una percentuale di resistenza del 100% per quelli identificati nelle
ultime stagioni influenzali monitorate (Figura 11).

2011/2012
2010/2011
2009/2010
2008/2009
2007/2008
2006/2007
2005/2006
2004/2005

= A/H1IN1pdm09
= A/H3N2

| | | | % di resistenza
0 20 40 60 80 100

Figura 11. Percentuali di resistenza agli Adamantani dei virus A/H3N2 e A/H1IN1pdm09 osservate
nel corso delle stagioni influenzali 2004/205-2011/2012
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I virus A/HIN1pdm09 sono, invece, risultati tutti Adamantani-resistenti (vedi Figura 11). Al
contrario, nessun ceppo A/HINI1 ¢ risultato resistente.

Le analisi di sequenza hanno evidenziato per tutti i ceppi resistenti la presenza della
sostituzione aminoacidica in corrispondenza del residuo 31 (S31N), nota per essere associata al
carattere di resistenza.

21



Rapporti ISTISAN 15/22

DISCUSSIONE

I farmaci antinfluenzali possono svolgere un ruolo fondamentale sia nel controllo
dell’influenza epidemica stagionale sia in caso di emergenza pandemica, con sostanziali
benefici sia nella profilassi che nella terapia della malattia.

La piu importante limitazione nell’impiego dei farmaci antinfluenzali attualmente in
commercio in Italia (Adamantani ¢ INA) nella pratica clinica, ¢ rappresentata dallo sviluppo
di resistenza che puo ridurne considerevolmente 1’efficacia.

Inoltre, I’aumentata recente disponibilita degli INA, i farmaci attualmente piu utilizzati per
il trattamento dell’influenza, specialmente durante I'ultima pandemia del 2009, sottolinea
I’importanza di un attento e continuo monitoraggio della suscettibilita dei ceppi influenzali
circolanti verso i suddetti farmaci.

Il presente studio riporta i risultati conseguiti nell’ambito delle attivita di sorveglianza
della farmaco-resistenza dei virus influenzali circolanti in Italia, negli ultimi dieci anni. Tali
attivita, che rispondono a specifiche raccomandazioni dell’OMS e del’ECDC, vengono
portate avanti dal NIC, mediante I’impiego sia di saggi fenotipici che genotipici, validati
dall’OMS.

Le analisi sono state eseguite su isolati clinici di virus influenzale raccolti nell’ambito
delle annuali attivita di sorveglianza virologica del NIC, rivolgendo particolare attenzione ai
pazienti ospedalizzati, principalmente immunocompromessi, sottoposti a trattamento
farmacologico. Le indagini hanno permesso di monitorare nel tempo sia il potenziale sviluppo
del fenotipo di resistenza, sia ogni eventuale diminuzione della suscettibilita degli isolati
virali alle due classi di farmaci.

Nel corso delle dieci stagioni incluse nello studio (2004-2014), i virus italiani, seppur
caratterizzati da una diversa sensibilita nei confronti dei due farmaci INA (Oseltamivir e
Zanamivir), non hanno mostrato nessun significativo incremento nel tempo dei valori di I1Csy,
ne per Oseltamivir né per Zanamivir.

Nel complesso, una maggiore sensibilita ¢ stata rilevata verso lo Zanamivir rispetto
all’Oseltamivir, come riportato anche in altri paesi del mondo. Inoltre, i virus di tipo A sono
risultati in genere piu sensibili ai due farmaci, rispetto ai ceppi B, nell’ambito dei quali, tra
I’altro, ¢ stata rilevata una suscettibilita di gran lunga maggiore verso lo Zanamivir rispetto
all’Oseltamivir.

Da notare che anche in Italia (cosi come nel resto dei paesi europei e del mondo), a partire
dalla stagione 2007/2008 sono emersi spontaneamente e naturalmente virus A/HIN1 resistenti
all’Oseltamivir, fino a raggiungere il 100% dei ceppi H1 in circolazione nella successiva
stagione 2008/2009. Tali ceppi sono poi scomparsi a partire dal 2009, in quanto soppiantati
dai virus pandemici A/HIN1pdm09, ancora oggi in circolazione e sensibili in genere ad
entrambi gli INA.

I casi sporadici di resistenza all’Oseltamivir nei ceppi A/HINIpdm09, registrati in
particolare nelle stagioni 2009/2010 e 2010/2011, sono stati tutti isolati da bambini
immunodepressi con prolungato shedding virale e sottoposti a trattamenti prolungati con il
farmaco.

Un graduale aumento di resistenza verso gli Adamantani ¢ stato osservato nel tempo in tutti i
ceppi A/H3N2 analizzati, fino a raggiungere il 100% di resistenza per quelli identificati
nell’ultima stagione monitorata in questo studio (2011/2012). Fin dalla loro comparsa, i virus
A/HIN1pdm09 sono, invece, risultati tutti Adamantani-resistenti, a differenza dei precedenti
ceppi A/H1INI stagionali che erano tutti sensibili a tali farmaci.
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Si riporta un estratto della parte virologica del Protocollo operativo del sistema di sorveglianza
FLU-ISS per la stagione influenzale 2013-2014.

Per comodita si é mantenuta la numerazione dei paragrafi del documento originale e il numero relativo
agli allegati.

2. SORVEGLIANZA VIROLOGICA

2.1 Razionale

L’epidemiologia dell’Influenza ¢ fortemente condizionata dalla capacita dei virus influenzali
di mutare rapidamente le caratteristiche antigeniche delle due proteine virali di superficie,
I’emagglutinina (H) e la neuraminidasi (N).

Tali variazioni permettono al virus di superare le barriere anticorpali che si oppongono alla
sua circolazione nella popolazione, vanificando I’immunita conseguente a pregressa infezione
naturale e/o a vaccinazione.

Per questo motivo la composizione vaccinale va aggiornata periodicamente in relazione
all’emergenza di nuove varianti virali. L’identificazione di queste varianti ¢ resa possibile grazie
all’attivita di sorveglianza virologica che, attraverso le caratterizzazioni antigeniche e
molecolari dei ceppi circolanti in periodo epidemico, permette la valutazione dell’omologia tra
ceppi di campo e ceppi vaccinali.

Il sistema nazionale di sorveglianza virologica si inserisce nel Programma Mondiale di
Sorveglianza dell’Influenza dell’OMS.

2.2 Obiettivi

Il sistema prevede di raggiungere le seguenti finalita:

1. Monitorare la circolazione dei diversi tipi e sottotipi di virus influenzali nelle diverse aree
geografiche e nei diversi periodi della stagione epidemica;

2. Valutare ’omologia antigenica tra ceppi epidemici e ceppi vaccinali, attraverso analisi
sierologiche e molecolari su campioni clinici prelevati dai pazienti con sintomatologia
influenzale;

3. Fornire agli organismi di riferimento Internazionale (OMS, ECDC) dati relativi alle
caratteristiche dei virus circolanti in Italia, contribuendo alla definizione della
composizione vaccinale utilizzabile nella stagione successiva.

2.3 Metodi

2.3.1 Periodo di osservazione e raccolta dei campioni clinici

Il monitoraggio della circolazione dei virus influenzali sara effettuato, nelle regioni provviste
di laboratorio INFLUNET di riferimento (Allegato 8), a partire dalla 46 settimana 2013 ¢ si
protrarra per I’intero periodo di sorveglianza (Allegato 5).

Il medico effettuera il prelievo da pazienti con sintomatologia influenzale (Allegato 4). Il
prelievo deve essere eseguito durante la fase acuta della malattia (rialzo febbrile).

Per la raccolta, potra essere utilizzato il Kit diagnostico “Virocult”, seguendo semplici
istruzioni (Allegato 6) e compilando, per ciascun campione prelevato, la “Scheda raccolta dati”
(Allegato 7).

29



Rapporti ISTISAN 15/22

2.3.2 Analisi dei campioni e strutture laboratoristiche coinvolte

I campioni clinici raccolti saranno inviati ai laboratori regionali della Rete INFLUNET, che
provvederanno all’identificazione e/o isolamento virale, utilizzando modalita e metodologie
concordate con il NIC. Tutti i dati relativi ai campioni ricevuti saranno comunicati al NIC,
secondo la modulistica gia in vigore nella passata stagione, utilizzando il modulo on-line
disponibile nel sito INFLUNET dell’ISS (https://www.iss.it/site/fluvir/login.aspx), ovvero
compilando la scheda dati in formato Excel.

I1 NIC provvedera ad eseguire ulteriori studi su un numero selezionato di ceppi isolati dai
laboratori periferici, secondo modalita che verranno concordate direttamente con i singoli
laboratori. In base ai risultati di queste indagini, parte degli isolati virali sara inviato dal NIC al
Centro di riferimento internazionale dell’OMS (Medical Research Council- MRC di Londra).

2.4 Flusso dei dati a livello nazionale ed internazionale

I risultati virologici nazionali saranno resi pubblici, unitamente a quelli epidemiologici,
attraverso 1’aggiornamento settimanale dei siti Internet del Ministero della Salute
(http://www.salute.gov.it/influenza/influenza.jsp), dell’OMS (www.who.int/en/) e del’ECDC
(www.ecdc.europa.eu/en/).

I dati relativi alle caratteristiche antigeniche dei ceppi virali italiani saranno discussi a
Ginevra (OMS), ai fini dell’aggiornamento della composizione del vaccino utilizzabile nella
stagione 2014-2015.
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Allegato 4

Definizione di caso di sindrome influenzale

Per garantire la massima confrontabilita dei risultati con quelli ottenuti da altri studi, si chiede ai
medici partecipanti di segnalare i pazienti tra i loro assistiti che rispondono alla seguente definizione di
caso:

"Sindrome influenzale"

affezione respiratoria acuta ad esordio brusco ed improvviso con febbre maggiore o uguale di 38°C
accompagnata da almeno un sintomo tra i seguenti:

o cefalea, malessere generalizzato, sensazione di febbre (sudorazione, brividi), astenia; ¢ da
almeno uno dei seguenti sintomi respiratori:
e tosse, faringodinia, congestione nasale.

N.B.

Per la diagnosi clinica di influenza nel bambino ¢ importante considerare quanto indicato per gli adulti
tenendo conto che:

1) i bambini piu piccoli non sono in grado di descrivere la sintomatologia sistemica che si
evidenzia semplicemente con:

e irritabilita
e pianto
e inappetenza
2) vomito e diarrea sono frequenti nel lattante che solo eccezionalmente presenta febbre;

3) occhi arrossati e congiuntivite sono caratteristici del bambini in eta prescolare, in caso di
febbre elevata;

4) nel bambino di 1-5 anni & necessario considerare la grande frequenza di laringotracheite ¢
bronchite associate a febbre elevata.
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Allegato 6

Protocollo operativo per la raccolta dei campioni clinici

Lo scopo delle indagini virologiche ¢ quello di identificare e caratterizzare i virus influenzali
circolanti nella popolazione. Le attivita partiranno dalla 46 settimana e si protrarranno per
I’intero periodo dello studio (17° settimana).

Il campione clinico (tampone naso-faringeo) dovra essere prelevato durante la fase acuta
dell’infezione (presenza di febbre elevata).

Se la raccolta del materiale clinico avverra utilizzando i tamponi Virocult, il prelievo dovra
avvenire secondo le modalita di seguito riportate:

Prelievo del tampone faringeo

1. Rimuovere I’involucro del Virocult contenente il tampone e la provetta di trasporto.

2. Portare il tampone a contatto con la parte posteriore della gola e cercare di far aderire al
tampone frammenti di essudato, esercitando un’adeguata pressione ed un lieve
movimento di raschiamento.

. Rimuovere il tappo della provetta ed inserirvi il tampone.

. Richiudere la provetta e scrivere sull’etichetta posta su di essa i dati relativi al paziente.

. Spremere delicatamente la base della provetta, affinché il tampone venga bagnato dal
terreno.

6. Conservare a +4°C, fino al momento della consegna al corriere.

W W

Importante:

La diagnosi virologica ¢ fortemente condizionata dalla rapiditda di invio del campione
raccolto al Laboratorio. E’ importante, dunque, che il medico dia tempestiva comunicazione
(entro 24-48 ore) dell’avvenuto prelievo al Laboratorio di Riferimento Regionale.

Registrazione dati

Riportare nell’ Allegato 7 i dati relativi al paziente sottoposto a prelievo.

Spedizione

Per le modalita di spedizione, prendere accordi con il Laboratorio di Riferimento Regionale.
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Allegato 7

Scheda raccolta dati sul paziente sottoposto a tampone per la
conferma di laboratorio

COGNOME e NOME MEDICO (per esteso): i INDIRIZZO:

CODICE REGIONALE:  ................ LABORATORIO DI RIFERIMENTO:

DATI PAZIENTI

Iniziali Eta Eventuali Patologie concomitanti che _D_at_a Data . Eventu_ale
" Sesso - . . inizio N Vaccinato Terapia
paziente (anni*) favoriscolno le complicanze . . prelievo L
sintomi Antivirale

o malattie croniche apparato
respiratorio’ o Si o Oseltamivir
o malattie apparato
cardio-circolatorio®

o immunosoppresso®

o malattie metaboliche*

o No o Zanamivir

o malattie croniche apparato
respiratorio o Si o Oseltamivir
o malattie apparato
cardio-circolatorio® o
o immunosoppresso® oNo 0 Zanamivir
o malattie metaboliche*

o malattie croniche apparato

respiratorio1 o Si o Oseltamivir
o malattie apparato

cardio-circolatorio® o

o immunosoppresso® o No Zanamivir

o malattie metaboliche*

o malattie croniche apparato
respiratorio’ o Si o Oseltamivir
o malattie apparato
cardio-circolatorio® o
o immunosoppresso® oNo o0 Zanamivir
o malattie metaboliche*

o malattie croniche apparato
respiratorio1 0Si o Oseltamivir
o malattie apparato
cardio-circolatorio®
o immunosoppresso® o No
0 malattie metaboliche*

o
Zanamivir

* Se si tratta di bambini al di sotto dell’anno di eta indicare il numero di mesi seguito dalla lettera M;

1: inclusa I’asma grave, la displasia broncopolmonare, la fibrosi cistica e la broncopatia cronico ostruttiva- BPCO;

2: comprese le cardiopatie congenite e acquisite;

3: malattie congenite o acquisite che comportino carente produzione di anticorpi, immunosoppressione indotta da
farmaci o da HIV;

4: diabete mellito, obesi con BMI >30 e gravi patologie concomitanti
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Allegato 8

Laboratori periferici afferenti alla rete Influnet e accreditati dall’lSS
per la sorveglianza sentinella in periodo interpandemico*

REGIONE LABORATORI ACCREDITATI
ALTO ADIGE AS Alto Adige, Laboratorio Aziendale di Microbiologia e Virologia/Comprensorio
sanitario di Bolzano, Via Amba Alagi, 5 — 39100 Bolzano (E. Pagani)
PIEMONTE Laboratorio di Microbiologia e Virologia, Ospedale Amedeo di Savoia, Corso
Svizzera, 164 — 10149 Torino (V. Ghisetti)
Dipartimento di Scienze Biomediche per la Salute, Universita degli Studi di Milano,
LOMBARDIA Vig Pas_cal, 36 - 20133 Milano (A. Zanetti) _ _ _ _ _ _
Virologia molecolare, Struttura complessa virologia/ microbiologia, Fondazione
IRCCS Policlinico “San Matteo”, Via Taramelli, 5 - 27100 Pavia (F. Baldanti)
VENETO Laboratorio di Virologia, Dipartimento di istologia, microbiologia e di biotecnologie
mediche, Universita degli Studi di Padova, Via Gabelli, 63 - 35121 Padova (G. Palu)
FRIULI U.C.O. Igiene e Medicina Preventiva, Dipartimento Universitario Clinico di Scienze
VENEZIA GIULIA mediche , chirurgiche e della salute, Universita degli Studi di Trieste,
Via dell’ Istria, 65/1 — 34137 Trieste (P. D’Agaro)
LIGURIA Laboratorio UO Igiene, Dipartimento di Scienze della Salute, Universita degli Studi di
Genova, Via Pastore, 1 — 16126 Genova (F. Ansaldi)
EMILIA Dipartimento di Sanita Pubblica, Istituto di igiene, Universita degli Studi di Parma,
ROMAGNA Via Volturno, 39 - 43125 Parma (M.L. Tanzi)
TOSCANA Dipartimento di Sanita Pubblica, Laboratorio di Virologia, Universita degli Studi di
Firenze, Viale Morgagni, 48 — 50134 Firenze (A. Azzi)
UMBRIA Dipartimento di Medicina Sperimentale, Sezione Microbiologia, Piazzale Gambuli S.
Andrea delle Fratte - 06132 Perugia (B. Camilloni)
Servizio di Analisi Il, Istituto di Microbiologia, Universita Cattolica S. Cuore, Facolta di
LAZIO Medicina e Chirurgia “A. Gemelli”, Largo Agostino Gemelli, 8 — 00168 Roma
(M. Sanguinetti)
UOC Policlinico di Bari DIMO - Dipartimento di Scienze Biomediche ed Oncologia
PUGLIA Umana, Sezione di igiene e medicina preventiva, Policlinico - P.zza G. Cesare, 11-
70124 Bari (M. Chironna)
SARDEGNA Dipartimento Scienze Biomediche, Sez. Microbiologia Sperimentale e Clinica,
Universita degli Studi di Sassari, Viale S. Pietro, 43/B - 07100 Sassari (C.Serra)
Dipartimento di Scienze per la Promozione della Salute, sez. Igiene "G.
SICILIA D'Alessandro”, Universita di Palermo, Via del Vespro, 133 - 90127 Palermo

(F. Vitale)

*

interpandemico

Nell’elenco non sono riportati i laboratori della rete Influnet che non partecipano al monitoraggio virologico in periodo

Centro di Riferimento Nazionale (NIC) per ’OMS

11 NIC (presso il Dipartimento di Malattie Infettive, Parassitarie e Immunomediate dell’Istituto Superiore di Sanita)
fa parte, su designazione del Ministero della Salute, della Rete mondiale dei laboratori coordinati dall’OMS, per lo
svolgimento delle attivita di sorveglianza del Global Influenza Programme (GIP).

Tutti i laboratori del Network OMS vengono regolarmente validati, attraverso lo svolgimento di External Quality
Assessment Projects (WHO-EQAP). Essi sono notificati e registrati presso il Centro Europeo di Controllo delle
Malattie (ECDC) di Stoccolma.

Responsabile: 1. Donatelli

Gruppo di lavoro: S. Puzelli, M.R. Castrucci, A. Di Martino, M. Facchini, A. Palmieri, L. Calzoletti, C. Fabiani,

M. Meola, T. Grisetti.
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