& FJ g
L
=

»
<
T
)
G Y

Rapport

ISTISAN

12/16

Sviluppo di un protocollo
di diagnosi dell’epatite E per le strutture
del Servizio Sanitario Nazionale

ISEN 1923-3117

A. Candido, S. Taffon, P. Chionne,
E. Madonna, S. Dettori, R. Giuseppetti,
R. Bruni, A.R. Ciccaglione






ISTITUTO SUPERIORE DI SANITA

Sviluppo di un protocollo
di diagnosi dell’epatite E per le strutture
del Servizio Sanitario Nazionale

Angela Candido, Stefania Taffon, Paola Chionne, Elisabetta Madonna,
Stefano Dettori, Roberto Giuseppetti, Roberto Bruni, Anna Rita Ciccaglione

Dipartimento di Malattie Infettive, Parassitarie ed Immunomediate

ISSN 1123-3117

Rapporti ISTISAN
12/16



Istituto Superiore di Sanita
Sviluppo di un protocollo di diagnosi dell’epatite E per le strutture del Servizio Sanitario Nazionale.
Angela Candido, Stefania Taffon, Paola Chionne, Elisabetta Madonna, Stefano Dettori, Roberto Giuseppetti, Roberto
Bruni, Anna Rita Ciccaglione
2012, 35 p. Rapporti ISTISAN 12/16

Presso I’Istituto Superiore di Sanita ¢ stato formulato e sviluppato un protocollo standard per la diagnosi di
epatite E acuta. Il protocollo prevede 1’uso di saggi immunoenzimatici multipli e di un saggio complementare di tipo
molecolare. La procedura metodologica ¢ stata sviluppata con la finalita di fornire alle strutture del Servizio Sanitario
Nazionale una collaborazione attiva che metta a disposizione le tecnologie piu avanzate nel settore. Il protocollo ¢
stato valutato su 52 pazienti con epatite virale acuta non-A-C per i quali era stato richiesto, dalle strutture dell’SSN,
un approfondimento diagnostico in un periodo compreso tra febbraio 2004 ¢ novembre 2010. I risultati ottenuti
indicano che la metodologia sviluppata ¢ adeguata per una diagnosi certa dei casi di epatite E. Inoltre, la valutazione
dei dati suggerisce la necessita di pianificare uno studio nazionale che valuti esattamente I’impatto delle infezioni
acute da HEV nel nostro Paese.
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Istituto Superiore di Sanita

Development of a protocol for the diagnosis of acute hepatitis E for the National Health Service.

Angela Candido, Stefania Taffon, Paola Chionne, Elisabetta Madonna, Stefano Dettori, Roberto Giuseppetti, Roberto
Bruni, Anna Rita Ciccaglione.

2012, 35 p. Rapporti ISTISAN 12/16 (in Italian)

A standard protocol for the diagnosis of acute hepatitis E was developed at the Istituto Superiore di Sanita (the
National Health Institute in Italy). The protocol involves the use of multiple enzyme immunoassays and a
complementary molecular test. The methodological procedure has been developed with the aim of providing the
facilities to the units of the National Health Service. This protocol for the diagnosis of hepatitis E was validated on 52
sera from patients with non-A-C acute hepatitis, coming from different Italian regions and collected in a period
between 2004 and 2010. Present data indicate that the proposed diagnostic strategy is recommended to ensure a
correct diagnosis of acute hepatitis E. The results suggest that a national study to assess the exact impact of acute
HEYV infection in our country should be planned.
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INTRODUZIONE AL VIRUS DELL’EPATITE E
E STATO DELL'ARTE DELLA DIAGNOSTICA

Il virus dell’epatite E

[l virus dell’ epatite E (Hepatitis E Virus, HEV), appartenente alla famiglia Hepeviridae, & un
virus ad RNA privo di envelope che si trasmette principal mente per via oro-fecale e causa una
patol ogia epatica acuta con decorso generalmente benigno.

Gli aspetti clinici e anatomo-patologici della malattia sono sovrapponibili a quelli delle atre
epatiti virali, malasuaepidemiologia s differenzia nettamente.

Il virus HEV e la causa piu frequente di epatiti virali sporadiche nelle zone a climatropicale
0 subtropicale con scarse condizioni igieniche, ed e responsabile di epidemie dovute ala
contaminazione di acque potabili (1-4). Gli ultimi dati riportano che un terzo della popolazione
del Paesi inviadi sviluppo é entratain contatto con il virus (5).

Nei Paesi industrializzati si osserva una prevalenza di anticorpi anti-HEV superiore a quella
attesa con un range che variatralo 0,7% e il 5%. La presenza di anticorpi anti-HEV in assenza,
ameno apparentemente, di casi clinici, ha fatto sorgere il sospetto che possano esistere serbatoi
animali del virus. Infatti, I'HEV é stato recentemente isolato in divers animali e I'analisi
nucleotidica degli isolati virali di origine animale ha mostrato omologia con i ceppi di HEV
umani confermando I’ esistenza di serbatoi naturali d'infezione (6, 7).

Il genoma di HEV é stato clonato e sequenziato completamente, rendendo possibile
I’allestimento di saggi specifici da utilizzare nella diagnostica e quindi lo studio delle
caratteristiche epidemiol ogiche e clinico-evolutive di tale forma di epatite virale (8,9).

Oggi s stima che nei paes industrializzati il 6-7% delle epatiti acute non-A-C (pazienti
negativi ai marcatori dei virus dell’ epatite A, B, C) sia attribuibile ad HEV, mentre nei paesi in
viadi sviluppo tale percentuale sale a 50% (2).

Tassonomia, morfologia e organizzazione genomica

Il virus HEV appartiene a genere Hepevirus ed € I'unico membro della famiglia
Hepeviridae. Le particelle virai di HEV sono sferiche, presentano simmetria icosaedrica, hanno
un diametro di circa 27-34 nm e sono sprovviste di envelope (10).

Il genoma virae e cogtituito da una molecola di RNA positivo a singolo filamento
poliadenilata, di circa 7,2 kilobasi (Kb) che contienetre cornici di lettura (Open Reading Frame,
ORF):

— ORF1, di 5Kb, & localizzata nella regione 5' e codifica per le proteine non strutturali
(nsP) che includono una metiltransferasi, una proteasi, una RNA elicasi ed una RNA
polimerasi RNA-dipendente, insieme con ulteriori domini afunzione sconosciuta.

— ORF2, di 2kb, € localizzata nellaregione 3' e codifica per la maggiore proteina capsidica
(72 kilodalton).

— ORF3, lacornice pill piccola, codifica per una fosfoproteina associata a citoscheletro che
sembra avere un ruolo importante nella replicazione virale e nella regolazione della
risposta dell’ ospite al’infezione da HEV (11). Il genoma virale contiene inoltre piccole
regioni non tradotte (UTR) agli estremi 5" e 3', rispettivamente di 26 e 68 nuclectidi. La
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replicazione del virus HEV in colture cellulari & poco efficiente e questa limitazione ha
fortemente influenzato o studio del ciclo replicativo (12).

Eterogeneita genotipica

L'analisi delle sequenze genomiche di HEV ha permesso di suddividere gli isolati virali
provenienti dall’uomo e da atre specie di mammiferi in quattro genotipi principali denominati
dala4, edi distinguere dmeno 24 sottotipi (1a-1e, 2a-2b, 3a-3j e 4a-4g) (13, 14).

Mentre i ceppi del genotipo 1 e 2 sono stati isolati solo dall’uomo, quelli del genotipo 3 e 4
sono stati identificati sia nell’uomo sia in diverse specie animali, tra cui il suino, il cinghiale, il
cervo e lamangusta (13).

Ciascun genotipo di HEV ha una specifica distribuzione geografica. 11 genotipo 1 & stato
isolato in zone dell’ Asia e dell’ Africa dove la malattia &€ altamente endemica, da casi umani
epidemici e sporadici (13); tale genotipo & stato anche isolato nei paes industrializzati da
viaggiatori provenienti daregioni endemiche.

Il genotipo 2 e presente in Messico e in Africa occidentale, e mostra una similitudine nella
sequenza pari a 75% con gli isolati del genotipo 1 (13,15). Il genotipo 3, dapprima identificato
negli Stati Uniti in alcuni casi di epatite E autoctoni (16,17), € stato successivamente riscontrato
in numerosi Paesi industrializzati dell’ Europa, Giappone, Australia, Nuova Zelanda, Corea ed
Argentina (18,19). Gli isolati del genotipo 3 presentano similitudine di sequenza del 75% con
quelli del genotipo 1 e 2. Il genotipo 4 & stato ritrovato in casi sporadici in Cina, Giappone e
Vietnam (20). Tutti i genotipi appartengono ad un unico sierotipo (21).

Spettro d’ospite

Sperimentalmente € stato dimostrato che alcuni genotipi di HEV possono infettare numerose
specie animali. Questa osservazione e stata confermata dal rilevamento di anticorpi anti-HEV in
molte specie di animali domestici e selvatici (suini, cinghiali, bovini, pecore, capre, polli, bufali,
cervi, ratti, topi, gatti e scimmie), suggerendo I'ipotesi, confermata dalla caratterizzazione del
virus, che alcuni di questi costituiscano serbatoi d'infezione nelle aree non endemiche (22, 23).

Epidemiologia

Modalita di trasmissione

Negli ultimi anni, grazie anche ad una maggiore disponibilita di test diagnostici, sono andate
chiarendosi le caratteristiche epidemiologiche dell’ epatite E. Nei Paesi endemici, ovvero nelle
regioni a clima tropicale o subtropicale o laddove esistano situazioni igienico-sanitarie carenti,
I’ epatite E si presenta preval entemente in forma epidemica (24-26). In tali Paesi, possono anche
ricorrere casi sporadici, indipendentemente dalle condizioni climatiche. Durante le epidemie il
virus si trasmette prevalentemente attraverso la via oro-fecale. La maggior parte delle epidemie
sono state messe in relazione con il consumo di acque contaminate da materiale fecale; pertanto
I’ epatite E rappresenta un problema di sanita pubblica soprattutto nel Paesi a basso livello
socioeconomico (27-29). Durante le epidemie di epatite E, sono piuttosto rari i casi secondari a
trasmissione interumana, anche fra i soggetti conviventi (28, 29). La percentuale dei casi di
infezione da persona a persona € stimata intorno a 1-2%. Questo dato si contrappone a quello
relativo alla frequenza di casi secondari di epatite A, che pud raggiungere anche il 75% (30).
Una possibile spiegazione di questo fenomeno, pud essere la bassa concentrazione fecale del
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virus HEV e la sua minore resistenza nell’ambiente. | giovani-adulti sembrano essere gli
individui maggiormente colpiti in corso di epidemie di HEV (3-30%), piuttosto che i bambini
(0,25-10%) (31).

Nel Paes industrializzati vengono segnalati esclusivamente casi sporadici, per 1o piu in
soggetti che hanno soggiornato in zone dove I’ infezione daHEV € endemica.

Studi condotti nel passato hanno descritto alcuni casi di epatite E correlati all’ingestione di
frutti di mare crudi o poco cotti contaminati (32). Recentemente, & stato dimostrato che
I"infezione pud essere acquisita per via alimentare attraverso il consumo di prodotti carnei
contaminati crudi 0 poco cotti. In questi ultimi anni le maggiori conoscenze delle caratteristiche
epidemiologiche e virologiche di HEV hanno dimostrato come |'epatite E possa essere
considerata una zoonosi emergente. |l principale serbatoio animale & rappresentato proprio dal
suino e le persone che lavorano a stretto contatto con tali animali sono considerate a rischio di
infezione.

Per quanto riguarda le altre modalita di trasmissione, essendo breve la durata della viremia
(nonostante siano stati riportati casi di viremia protratta fino a4-6 mesi), la trasmissione per via
ematica € estremamente rara, ma possibile. | pochi casi di infezione avvenuti con questa
modalita sono stati segnalati in personale sanitario ospedaliero e nel feti di madri infettates
durante il terzo trimestre di gravidanza. Tuttavia i rari cas di viremia prolungata potrebbero
cogtituire un pericolo per quanto riguarda la trasmissione dell’infezione attraverso il sangue
infetto: la determinazione degli anticorpi anti-HEV non viene eseguita di routine in corso di
donazione di sangue, pertanto alcuni casi potrebbero sfuggire ai normali controlli clinico-
sierologici aumentando il rischio di trasmissione dell’ infezione per via parenterale (33, 34).

La presenza dd virus nelle feci, e quindi I'infettivita, appare limitata alla settimana
precedente I'esordio della malattia e alle due immediatamente successive. Questo periodo &
considerato quello di maggior contagiosita.

Prevalenza nelle aree endemiche

L’infezione da HEV & endemica nel Centro e nel Sud-Est dell’ Asia, ma diverse epidemie
sono avvenute in Medio Oriente, Africa settentrionale, orientale e occidentale, in molti Paesi
dell’ ex URSS ein America del Sud e Messico, con il coinvolgimento di decine di migliaia di
soggetti. Al di sopra dei 40 anni di eta, la prevalenza di anticorpi anti-HEV nelle aree
endemiche variadal 10 al 40%, apparentemente senza differenzatrai sessi. La Cina rappresenta
il Paese con il maggior numero di epidemie di epatite E. Nelle aree endemiche & possibile anche
il verificarsi di piccoli focolai epidemici, in genere autolimitanti, o di casi sporadici: € stato
calcolato che oltre il 25% delle epatiti in forma sporadica non-A-C sia attribuibile a virus
dell’ epatite E (35). Le epidemie di epatite E sono associate con un alto tasso di incidenza di
manifestazioni patologiche nelle donne in gravidanza con esito spesso letale soprattutto nel
primo trimestre di gestazione. Sebbene |’ esatta causa dell’ aumentata patogenicita per questa
categoria rimanga tuttora sconosciuta, € stato ipotizzato un ruolo per fattori immunologici o
ormonali (36-38).

Prevalenza nelle aree non endemiche

Numerosi studi sieroepidemiologici hanno rilevato una notevole prevalenza anticorpale anti-
HEV (5-20%) nella popolazione sana di molti Paesi industrializzati, facendo ipotizzare
un’ elevata diffusione dell’ infezione, seppur in genere alivello subclinico.

In Europa, USA e Giappone sono stati segnalati sempre piu spesso casi sporadici di malattia
in soggetti che non hanno viaggiato all’ estero in zone a rischio (39-43). | ceppi isolati in tali
pazienti sono geneticamente differenti rispetto a quelli isolati nei Paesi in via di sviluppo,
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facendo supporre che questi casi di malattia siano ascrivibili a virus endemici nel territorio. Un
numero crescente di casi autoctoni, dovuti a genotipo 3, & stato recentemente riportato in Europa
occidentale, in particolare nel Regno Unito (39,40), in Olanda (41) e in Francia (44,45). In
generale, queste osservazioni suggeriscono che |’ epatite E sia una malattia emergente nel paesi
sviluppati.

In Italia, la presenza di anticorpi anti-HEV é stata rilevata in diverse regioni con prevaenze
che oscillano tral’1% e il 6% (46-48). |l virus dell’ epatite E sembra responsabile di circail 10-
20% delle epatiti virali non-A-C (48,49). La maggior parte dei casi di malattia sono stati
registrati in viaggiatori provenienti da aree considerate tradizionalmente endemiche. Tuttavia,
nel 1999, una nuova variante di HEV é stata identificata nelle feci di un paziente che non aveva
viaggiato né era venuto a contatto con individui di ritorno datali zone. Questo isolato virale si &
rivelato geneticamente diverso dai virus provenienti da altri Paesi, mostrando una relativa
omologia nucleotidica solo con i ceppi americani del genotipo 3 (42).

Stato dell’arte della diagnostica dell’epatite E

Ladiagnos di epatite E acutasi basa sul rilevamento di anticorpi anti-HEV IgM ed IgG e del
genomavirale nel siero.

Le metodiche usate di routine sono di tipo immunoenzimatico, test ELISA commerciali
specifici per IgM e 1gG che utilizzano come antigeni proteine ricombinanti o peptidi sintetici di
HEV che corrispondono a epitopi immunodominanti delle proteine virali (ORF2 e ORF3)
generalmente degli isolati di genotipo 1 e 2 (50-52).

Durante I'infezione acuta, gli anticorpi di classe IgM precedono di pochi giorni quelli di
classe 1gG, raggiungendo il picco intorno alla quarta settimana e scomparendo gradual mente nel
giro di 4-5 mes (53-55). La positivita delle IgM anti-HEV pud raggiungere valori del 100%
guando il campione di siero viene prelevato da 1 a 40 giorni dopo la comparsa dei sintomi (50).
Tale positivitasi riduce, nello stesso campione di soggetti, seil prelievo viene eseguito 3-4 mesi
e 6-12 mesi dopo l'inizio dei sintomi, raggiungendo valori di positivita delle IgM
rispettivamente del 50% e del 40%. |1 titolo delle IgG aumenta gia nella fase acuta fino a quella
di convalescenza, raggiungendo un picco in media 2-4 settimane dopo e puo persistere elevato
anche per i 4-5 anni successivi. Gli anticorpi di classe 1gG indicano la sieroconversione,
tuttavia, non & completamente noto se gli anticorpi anti-HEV che compaiono in seguito
al’infezione acuta siano neutralizzanti e per quanto tempo real mente persistano. La durata degli
anticorpi anti-HEV di classe IgG é estremamente variabile ed il titolo anticorpale sembra
decrescere nel tempo, fino alla completa negativizzazione. Inoltre, & stato dimostrato che la
sensibilita dei test diagnostici diminuisce quando vengono utilizzati in pazienti convalescenti,
creando problemi di sottostima in corso di studi di sieroprevalenza (56). Sono presenti sul
mercato anche kit per il rilevamento dell’ antigene di HEV nel siero la cui validita &€ ancora da
confermare (57, 58).

Per quanto riguarda il rilevamento del genoma virale, esso viene effettuato con la tecnica di
amplificazione genica (nested-PCR o0 RT-PCR, Reverse Trascription-Polymerase Chain
Reaction); nelle feci questo si puo rilevare durante la fase acuta dell’infezione, in particolare
durante il periodo che va dalla settimana precedente I'inizio dei sintomi fino alle 2-4 settimane
successive. Nel sangue, il virus pud essere rilevato con la medesima tecnica ancor prima della
comparsa dell’ittero e dell’aumento delle transaminasi, circa 2 settimane prima e 2-4 settimane
dopo I'inizio dei sintomi (54). Negli ultimi anni sono state messe a punto metodiche sempre piu
sensibili e specifiche mediante I'utilizzo di oligonucleotidi progettati in modo da rendere
possibile I'amplificazione di isolati virali dei differenti genotipi di HEV. La metodicareal time-
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PCR é stata impiegata di recente per il rilevamento dell’HEV RNA. Il metodo fornisce dati
quantitativi relativi ai livelli di genoma circolante e permette una piu precisa identificazione
dello stato dell’infezione. Si tratta di una metodica attendibile, sensibile e specifica che rileva
tutti i quattro genotipi virali del virus HEV (59-62).

Uno dei principali problemi che riguarda i saggi per la diagnosi di epatite E acuta € la
variabilita che presentano in alcune situazioni. Infatti, sebbene la sensibilita dei saggi 1gM
attualmente disponibili sia elevata (91-97%) (63-65), il loro impiego pud produrre risultati
falsamente negativi in acuni pazienti con infezione da genotipo 1 (63) o falsamente positivi in
pazienti con fattore IgM-reumatoide nel siero (66) 0 con infezione acuta primaria da
citomegalovirus umano (Cytomegalovirus, CMV) e da virus Epstein-Barr (Epstein-Barr Virus,
EBV) (67). Anche sul fronte dei test genomici, il rilevamento dell’HEV RNA viene effettuato
con saggi non commerciai quindi solo in un numero ristretto di laboratori. Inoltre, viene
utilizzata una metodica di amplificazione genica (nested-PCR) la cui sensibilita é ridotta rispetto
atecniche sviluppate pit di recente (real time-PCR) (62).

A causa di tutto cio, le metodiche per la diagnosi di epatite E sono in costante evoluzione
come dimostra lo sviluppo continuo sia di nuovi saggi immunoenzimatici che di test genomici
ad elevata sensibilita. Resta quindi cruciale il problema della standardizzazione dei metodi.

Diagnostica dell’epatite E
per le strutture del Servizio Sanitario Nazionale

Nel Reparto Epatiti Virai del Dipartimento di Maattie Infettive, Parassitarie ed
Immunomediate (MIPI) € stato formulato un protocollo standard per la diagnosi di epatite E
acuta. Il protocollo prevede I'uso di saggi immunoenzimatici multipli e di un saggio
complementare di tipo molecolare. La procedura metodologica é stata sviluppata con la finalita
di fornire ale strutture del Servizio Sanitario Nazionale (SSN) una collaborazione attiva che
metta a disposizione |e tecnologie pit avanzate nel settore.

Il protocollo standard per la diagnosi di epatite E acuta prevede la valutazione
contemporanea dei campioni di siero con saggi commerciali specifici per IgM ed IgG anti-HEV
e con un test (in-house) di real time-PCR per il rilevamento dell’HEV RNA. In base ai risultati,
i campioni positivi vengono classificati in 4 diverse categorie corrispondenti a fasi diverse
dell’infezione acuta:

1) periodo “ finestra’ (IgM -, 1gG -, HEV RNA +);

2) fase di sieroconversione precoce (IgM+, 1gG -,HEV RNA +)

3) fase di post-sieroconversione precoce (IgM+, 1gG +,HEV RNA +)

4) fase di post-sieroconversione tardiva (IgM+, 1gG +,HEV RNA -).

| “casi incerti” (campioni con pattern inusuale) vengono esaminati con ulteriori saggi di
conferma (ELISA e immunoblotting) e con saggi specifici per IgM anti-CMV e anti-EBV a fine
di escludere possibili risultati aspecifici.

La metodologia é stata valutata su un totale di 52 pazienti con epatite virale acuta non-A-C
per i quali e stato richiesto un approfondimento diagnostico da parte di strutture ospedaliere
dell’ SSN.

Le richieste di analis sono pervenute in ISS in un periodo compreso tra febbraio 2004 e
novembre 2010 e provengono da 15 unita di malattie infettive, distribuite in 11 differenti
regioni.

In questo documento vengono riportati i dati ottenuti e |la descrizione dell’ organizzazione del
servizio di diagnostica specifico per | epatite E presentein ISS.
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SVILUPPO DI UN PROTOCOLLO DI DIAGNOSTICA

Saggi analitici sui campioni

Test sierologici per il rilevamento degli anticorpi anti-HEV IgM e IgG

| saggi sono stati eseguiti secondo le istruzioni presenti sul foglietto illustrativo della Ditta
produttrice. Sono stati utilizzati i seguenti kit commerciali: BioglisaHEV IgM (cut-off = 0,421)
e Biodlisa HEV 1gG (cut-off = 0,574) (Biokit, Spagna). Alcuni campioni sono stati analizzati
anche con i seguenti saggi: HEV IgM Elisa 3.0 (cut-off = 0.403) (MP diagnostics, MP
Biomedicals, Singapore); HEV IgM Elisa (cut-off = 0,263) (Wantai Biopharm, Cina); Anti-
EBV VCA IgM ELISA (Bio-Rad Medical Diagnostics, Germania); BioelisaCMV IgM (Biokit,
Spagna).

Estrazione da siero dell’lRNA virale e real time-PCR
per il rilevamento del virus HEV

L’RNA virale viene estratto a partire da 200 pL di siero utilizzando QIAamp MinElute Virus
Spin Kit (QIAGEN, Germania) secondo le indicazioni del produttore. Ad ogni campione,
durante la fase di estrazione, sono stati aggiunti nel buffer AVL 4 pL di RNA di controllo
interno dell’ estrazione (PrimerDesign Ltd, UK). Un volume equivalente a 60 uL di siero é stato
amplificato tramite Light-Cycler V. 2.0 utilizzando il kit Quantitect RT PCR (QIAGEN,
Germania) con primer e probe TagMan, specifici per la regione ORF3 di HEV (60). La
sensibilita del saggio real time-PCR (100-250 copie/mL) & stata valutata nel contesto di uno
studio collaborativo organizzato dal Paul-Erlich-Institut (62). A questo studio hanno partecipato
20 laboratori di 10 differenti paesi, che hanno saggiato “ala cieca” un pannello di 22 campioni
di siero positivi derivanti da diluizioni seriai provenienti da pazienti infetti con genotipo: 3a,
3b, 3f e4c.

A partire da un campione di referenza di genotipo 3b sono stati preparati tre calibratori per la
real time-PCR, ad una concentrazione finale di circa 25.000, 2.500 e 250 copie/mL. In relazione
a valore di crossing point osservato per i tre standard di calibrazione, € possibile avere una
stima della carica virale che viene quindi espressa come segue: non reattiva o sotto il limite di
rilevamento (-): < 250 copie/mL; reattiva (+): da 250 a 2.500 copie/mL; reattiva (++): da 2.500
a25.000 copie/mL; reattiva (+++): oltre le 25.000 copie/mL.

Amplificazione del genoma virale mediante nested-PCR
della regione ORF2

Al fine di analizzare le sequenze dei campioni in studio un frammento di 457 paiadi bas (nt
5982-6438) della regione ORF2 del genoma virale dell’HEV é stato amplificato mediante una
reazione di nested-PCR come descritto (68). L'RNA virale é stato estratto da 200 pL di siero
come descritto nel paragrafo precedente. 10 pL di RNA estratto € stato retrotrascritto
utilizzando 1 pL di random primer 0,03 OD260/uL e 200 U di trascrittasi inversa di Moloney
murine leukemia virus (Invitrogen, Life Technologies, CA) in un volume finale di 20 pL
incubati a 50°C per 1 ora, e infine a 70°C per 15 minuti per interrompere la reazione. Meta
volume del cDNA ottenuto viene utilizzato per la reazione di PCR. Dopo uno step di
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denaturazione di 2 minuti a 94°C, il DNA é stato amplificato per 35 cicli con le seguenti
condizioni: 94°C per 30 secondi, 55°C per 30 secondi e 72°C per un minuto; ala fine dei 35
cicli atri 7 minuti a 72°C; la reazione viene eseguita in un volume finale di 50 pL contenente
buffer di PCR 1X, 1,5 mM di MgCl2, miscela di nucleotidi (0,2 mM ciascuno), 100 pmol di
ciascun primer e 1 U di Platinum Tag DNA polimerasi (Invitrogen, Life Technologies, CA). La
nested-PCR é stata eseguita utilizzando 2 L di prodotto di prima PCR alle stesse condizioni di
reazione e di cicli scritti per laprima PCR. |l prodotto di nested-PCR é stato analizzato su un gel
di agarosio a 2% con bromuro di etidio.

Analisi delle sequenze e genotipizzazione dei campioni

| prodotti di PCR della regione ORF2 sono stati purificati mediante il kit Amicon Microcon-
PCR (Millipore Corporation, MA) secondo le indicazioni del produttore. Il sequenziamento &
stato eseguito utilizzando gli stessi primers usati nella fase di amplificazione con il kit Big-Dye
terminator versione 1.1 (Applied Biosystems) e sequenziatore automatico ABI310 (Applied
Biosystems).

Le sequenze ottenute dai 7 pazienti sono state allineate insieme a sequenze di riferimento
prese dalla banca dati (accession number: Genotipo laz AF051830, AF185822, X99441,
AF076239, AF459438, HM 446626, HM 446588, HM 446599, HM 446615, M73218. Genotipo
1b: M80581. Genotipo 1c: X98292. Genotipo 1d: AY230202. Genotipo le: AY204877.
Genotipo 2: M74506. Genotipo 3c: AY032756, GU369940, HM769974. Genotipo 3d:
EU495230. Genotipo 3e: HM446631, AB248522, AB248520, AF503511 HM446628. Genotipo
3f: HM446627, HM769975, GU117636, HM769972, FJ464744. Genotipo 3h: HM446630.
Genotipo 4: AB108537) utilizzando il programma CLUSTAL X (69).

Le sequenze sono state analizzate manualmente mediante il programma BIOEDIT; i gap
sono stati rimossi dall’ allineamento finale.

L’analis filogenetica é stata eseguita utilizzando il programma MEGA 4.1 (70) applicando il
metodo Neighbour-Joining, Kimura 2-parametri e unaanalisi di ri-campionatura (1000 replicati)
per valutare la robustezza dell’ albero.

Procedura standardizzata della raccolta dati

Alla struttura sanitaria che richiede la diagnosi dell’infezione da HEV, viene inviata una
Scheda (Appendice A), impostata in modo tale da ottenere il maggior numero di informazioni
daparte dei laboratori su:

— dati anagrafici del paziente;

— recenti viaggi all’ estero;

— contatti recenti con animali di allevamento, o domestici, o selvatici;
— eventuale gravidanzain corso;

— esami di laboratorio effettuati;

— adltreinfezioni o patologie.

Leinformazioni vengono inserite attraverso un programma informatico (costruito utilizzando
un apposito software in ambiente Access) che permette I’ archiviazione e I’ elaborazione di tutti i
dati inviati dalle strutture sanitarie. |1 programma consente I'immissione e la gestione in un
database relazionale dei dati relativi a
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— informazioni contenute nella Scheda;
— analisi eseguite sul campione;
— tempo di uscitadellaletteradi risposta.

L'inserimento del dati nel database informalmente chiamato HEV avviene tramite
un’interfaccia costituita da apposite maschere. Nell’ Appendice B sono riportate le 4 schede
principali del programma:

— Schedaper I'inserimento dei dati del paziente;

— Schedavisualizzazione lista pazienti con codice afanumerico;
— Schedaesami di laboratorio virologici e sierologici;

— Scheda per I'inserimento dei fattori di rischio del paziente.

Una volta eseguiti i saggi analitici sul campione inviato, viene preparata una lettera di
risposta (Appendice C) che contiene:

— identificativo del campione;
— diruttura sanitaria che hainviato il campione;

— saggi eseguiti sul campione;
— risultati dei saggi.
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ANALISI DEI DATI RACCOLTI NEL PERIODO 2004-2010

Pannello di campioni utilizzato

Dal febbraio 2004 a novembre 2010 e stato richiesto un approfondimento diagnostico da
parte di strutture ospedaliere dell’ SSN per 52 pazienti con epatite virale acuta non-A-C (pazienti
negativi ai marcatori dei virus dell’ epatite A, B, C).

Lerichieste di analisi dei marcatori d'infezione daHEV ei campioni di siero corrispondenti
provenivano da 15 unita di malattie infettive, distribuite in 11 differenti regioni italiane. |
campioni arrivati al’ 1SS sono stati conservati in frigorifero a-80°C, per garantire I integrita del
genomavirale.

Nei 52 pazienti, ladiagnos di epatite acuta € stata definita presso le strutture di provenienza
sulla base dei seguenti criteri: livelli aterati di ALT, anoressia, nausea, malessere, dolore
addominale, ittero, urine scure. Tutti i pazienti sono stati ricoverati con una diagnosi di epatite
virale non-A-C stabilita sulla base dei risultati di laboratorio (campioni di siero negativi per gli
anticorpi anti-HAV IgM, HBsAg, anti-HBc IgM, anti-HCV e HCV-RNA) e dopo I’ esclusione
di fattori quali autoimmunita, consumo di alcol o uso di farmaci epatotossici.

Risultati

La distribuzione sul territorio nazionale dei casi e dei centri ospedalieri da cui provengono i
campioni ériportatain Figura 1.

Q

Figura 1. Distribuzione geografica dei casi e dei centri ospedalieri
(tra parentesi il numero dei centri)
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In Tabella 1 sono riportati i risultati dei test sierologici e del test molecolare eseguiti sul
pannello dei sieri dei pazienti.

Tabella 1. Risultati dello screening sierologico e genomico di 30 dei 52 pazienti (sono riportati solo
i campioni positivi per almeno un marcatore di infezione da HEV)

N. Risultati dei saggi Risultati della HEV Paese ALT
paziente sierologici ° real time-PCR genotipo di origine * (UllL)
(HEV-RNA)®
Bioelisa Bioelisa

HEV-IgM  HEV-lgG

8 >3,000 >3,000 +++ la Italia (India) 2640
3 1,304 >3,000 ++ + la Bangladesh 1726
12 >3,000 >3,000 +++ India 1072
39 0,882 >3,000 +++ India 2463
16 1,801 >3,000 ++ la Bangladesh 1263
19 1,695 >3,000 ++ Bangladesh 835
22 >3,000 >3,000 ++ la Italia (India) nd
43 0,508 >3,000 + + Bangladesh 4515
47 0,867 >3,000 ++ Bangladesh 1683
48 2,709 >3,000 ++ Bangladesh 2050
52 0,869 >3,000 ++ la Bangladesh 2496
55 1,316 >3,000 ++ India 1263
56 1,508 >3,000 ++ Bangladesh nd
58 0,793 2,070 ++ Italia (Tailandia) 4044
60 2,665 0,775 + + 3e Italia 2010
7 0,498 >3,000 ++ India 486
51 >3,000 >3,000 ++ Italia nd
61 0,630 1,972 ++ la Italia (India) 2472
10 2,388 >3,000 + Etiopia 5328
29 2,212 >3,000 + Bangladesh nd
34 >3,000 2,969 + Italia 855
63 0,102 0,088 ++ + Albania 597
33° 0,057 1,354 + Italia 384
20° 0,653 0,151 - Italia (Africa) over
30° 2,986 0,336 - Pakistan nd
50° 0,480 0,081 - Italia 3860
67° 0,546 0,000 - Italia (Africa) 842
26° 0,271 0,814 - n.a. 2050
28° 0,062 0,709 - Bangladesh 806
32° 0,126 1,226 - Italia 2391

| risultati positivi sono evidenziati in grassetto.
? Bioelisa HEV IgM, (cut-off = 0,421); Bioelisa HEV IgG, (cut-off = 0,574); Biokit.
b +: 250 <copie/mL <2.500; + +: 2.500 <copie/mL <25.000; + + +:> 25.000 copie/mL; -: <250 copie/mL.

* Tutti i pazienti stranieri sono arrivati in Italia meno di un mese prima della comparsa dei sintomi clinici. Per i pazienti
italiani che hanno viaggiato in zone endemiche & indicato il paese in cui si sono recati.

nd: non disponibile

° |l siero € stato analizzato con HEV IgM Elisa MP Diagnostics (cut-off = 0,403); HEV IgM Elisa Wantai Biopharm (cut-
off = 0,263). Tutti i campioni sono risultati negativi ad eccezione del campione 33 che ha mostrato rispettivamente
valori di OD di 0,421 e 0,334 in MP Diagnostics e Wantai Biopharm.

L'analisi dimostra che 30 (58%) dei 52 campioni sono risultati positivi per almeno un
marcatore di infezione daHEV (Tabella 1 e Figura 2).

Trai 30 campioni, 25 (48%) di 52 sono risultati positivi per gli anticorpi anti-lgM, 25 (48%)
per gli anticorpi anti-IgG e 21 (40%) presentano la positivita per entrambi i marcatori sierologici

10
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(IgM e IgG); il test di real time-PCR ha evidenziato 23 campioni positivi per HEV-RNA (44%)
(Figura 2).

70 T
60 A
50 A
40
%
30 1
20 ~
10 A
0 T T

IgG e IgM HEV-RNA positivi per

almeno un

marcatore

Figura 2. Percentuale dei campioni positivi per gli anticorpi
anti-HEV IgM/IgG, e per THEV-RNA

LaFigura 3 riporta la distribuzione dei marcatori sierologici nei 30 campioni risultati positivi
per ameno un marcatore. Ventinove campioni su 52 sono positivi per IgM e/o 1gG (56%), 4
(8%) presentano soltanto gli anticorpi anti-IgM, 3 (6%) soltanto gli anticorpi anti-1gG.

60 56

40 -

% 30 A

10 + 8 6

IgM e/o IgG IgM isolati 1gG isolati

Figura 3. Distribuzione dei marcatori sierologici dei 30 campioni positivi

11



Rapporti ISTISAN 12/16

La Figura 4 riporta la distribuzione delle positivita per HEV-RNA. Trai 23 (44%) campioni
positivi per HEV RNA, un campione su 52 € positivo solo per HEV-RNA (2%) senza la
presenza di alcun anticorpo specifico, mentre un atro campione (2%) presenta ’HEV RNA e
anticorpi anti-HEV 1gG.

40 ~
35
30 1

% 25 A
20 ~
15 4
10
2 2

| L I

HEV-RNA/IgM/IgG HEV-RNA-IgG HEV-RNA

Figura 4. Distribuzione dei marcatori sierologici nei 23 campioni positivi per HEV-RNA

La Figura 5 riporta i dati della viremia ottenuti per i 23 campioni positivi, il 61% dei
campioni presenta unaviremia compresatrale 2.500 copie/mL ele 25.000 copie/mL.

70

60 -

40

30 ~

61
22
20 17
0 |

250 < copie/mL < 2500 2500 < copie/mL < 25000 > 25000 copie/mL

% HEV-RNA positivi

Figura 5. Livelli di viremia nei 23 campioni positivi per HEV-RNA
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Analisi dei casi incerti

Come mostrato nella Tabella 1, gli ultimi 8 campioni elencati presentano un pattern
diagnostico incerto. Per definire ladiagnosi in questi casi atipici, i campioni sono stati analizzati
con i seguenti saggi commerciai: HEV I1gM Elisa MP Diagnostics e HEV IgM Elisa Wantai
Biopharm. Inoltre, negli stessi campioni € stata valutata la presenza di marcatori d’infezione
specifici per CMV ed EBV con i saggi Bioglisa CMV IgM, Biokit e anti-EBV VCA IgM Elisa,
Bio-Rad.

Inunaprimafase di analisi, il paziente 33 aveva mostrato positivita per I'HEV RNA elelgG
ma risultava negativo per gli anticorpi IgM valutati con il saggio Bioelisa (Tabella 1). L’ andlisi
con i saggi supplementari ha confutato il primo risultato confermando I’infezione acuta per
HEV: infatti, il campione ha mostrato valori di OD superiore a cut-off in entrambi i saggi
(rispettivamente 0,421 e 0,334 nelle prove eseguite con MP Diagnostics e Wantai Biopharm).

Ad una prima analisi, i successivi 4 campioni mostravano solo anticorpi IgM (Tabella 1,
pazienti 20, 30, 50 e 67). Questi risultati non sono stati confermati dai saggi supplementari (dati
non mostrati) suggerendo che si trattava di risultati falsamente positivi.

Gli ultimi 3 pazienti mostravano inizialmente solo anticorpi 1gG (tabella 1, pazienti 26, 28 e
32). Questo profilo sierologico, che indica una infezione pregressa da HEV, é stato confermato
dalle analisi supplementari (dati non mostrati ). Infine, gli 8 campioni sono risultati tutti negativi
al test per le IgM anti-EBV; solo il paziente 30 ha mostrato positivitaper le IgM anti-CMV (dati
non mostrati).

Nel complesso, I'infezione acuta da HEV é stata rilevata, in modo affidabile, in 23 dei 52
pazienti (44%) (Tabella 1, i primi 23 pazienti). Nel resto dei pazienti |’ epatite acuta & dovuta ad
infezione primariada CMV solo in un caso (Tabella 1, paziente 30).

Dati epidemiologici dei pazienti

Trai 23 pazienti con infezione acuta da epatite E, 19 soggetti (15 stranieri e 4 italiani) hanno
sviluppato epatite acuta dopo il ritorno da un viaggio nelle aree endemiche. In particolare, 9 dei
pazienti stranieri sono rientrati dopo aver visitato il loro paese d’ origine, mentre 6 pazienti sono
arrivati per la prima volta in Italia 15-30 giorni prima della comparsa dei sintomi; i restanti 4
pazienti sono italiani che hanno viaggiato in Indiaein Tailandia.

Quattro pazienti, tutti di origine italiana, non hanno viaggiato e non presentano altri fattori di
rischio conosciuti.

Analisi filogenetica

L"amplificazione della regione ORF2 ¢ stata eseguita su 7 campioni (indicati con il ssmbolo).
In figura 6 sono mostrati i risultati della analisi filogenetica: la comparazione con le sequenze
presenti in banca dati dei diversi genotipi dell’ HEV permette di assegnare 6 casi al genotipo la
e uno al genotipo 3.

Incrociando i dati di genotipizzazione con i dati epidemiologici Si pud osservare che tutti i
pazienti che presentano il genotipo la hanno viaggiato in aree endemiche; in particolare, 3
pazienti sono immigrati che rientrano dal Bangladesh mentre 3 pazienti sono italiani che
sviluppano la malattia al ritorno da un viaggio in India. Come atteso, le sequenze ottenute dai
pazienti rientrati dal Bangladesh e dall’India si raggruppano in due branche distinte dell’ albero
filogenetico insieme alle rispettive sequenze di riferimento. |l paziente che presenta il genotipo

13
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3 éun italiano che non ha recentemente viaggiato, la sequenza di questo campione si raggruppa
insieme a delle sequenze provenienti da casi italiani.

Aiss 3
HM446588 ITA-BGD 1a
A ss 16

A 1SS _52
HM446599 ITA-BGD 1a
A 1ss_22
Ass_s8
A 1ss 61
HM446615 ITA-IND 1a
M73218 -MMR- 1a
X99441-IND- 1a
AF185822-PAK-1a
AF051830-NPL-1a
HM446626 ITA-PAK 1a
AF076239 -IND- 1a
AF459438 -IND- 1a

M80581-PAK- 1b

X98292-IND-1¢
AY230202 -MAR- 1d
- AY204877 -TCD- 1e
M74506 -MEX- 2
AB108537 -CHN- 4
AY032756 -NLD- SW 3¢

— HM446630 -ITA- 3h
EU495230 -FRA- 3d
HM446627 -ITA- 3f
AB248522 - JAP- SW 3e
AB248520 -JAP- 3e
HM446628 -ITA- 3e
HM446631 -ITA- 3e

A 1SS 60

HM769972 -ITA- SW 3f
I— HM769975 -ITA- SW 3f
HM769974 -ITA- SW 3f

0.01

Figura 6. Albero filogenetico: Confronto delle sequenze dello studio (A) rispetto ad isolati di
riferimento appartenenti ai differenti genotipi presenti in banca dati
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Discussione

Nel presente rapporto sono stati riportati i dati ottenuti utilizzando un pannello di 52
campioni di siero provenienti da pazienti ospedalizzati con una diagnosi di epatite acuta virae
non-A-C. L’utilizzo di tali campioni ha consentito di testare e validare la nostra strategia
diagnostica, e di poterla quindi mettere a servizio delle strutture sanitarie che negli anni si sono
rivolte al Dipartimento MIPI dell’ISS con la hecessita di avere una risposta diagnostica accurata
per I’ epatite E.

L’infezione acutada HEV e stata identificatain modo affidabile in 23 dei 52 pazienti (44%).
Per 22 di ess, I'infezione e stata confermata dal rilevamento di tutti e trei marcatori (IgM, 1gG
e HEV RNA). Quindi, la maggior parte dei pazienti (22 su 23) s trovano nella fase precoce,
post-sieroconversione (tutti e tre i marcatori positivi) mentre solo 1 paziente si trova nel periodo
finestra della fase acuta in cui gli anticorpi non sono ancora rilevabili e la viremia € |’ unico
marcatore di infezione.

L'analisi dei livelli di HEV RNA circolante ha mostrato che 83% dei pazienti (19 su 23)
presenta un livello di viremia medio-alto (2.500 <copie/mL<oltre 25.000), mentre solo il 17%
(4 su 23) halivelli pit bass (da 250 a 2.500 copie/mL). Questi dati suggeriscono che la maggior
parte dei pazienti accede alla struttura ospedaliera nel momento in cui I'infezione pud essere
facilmente diagnosticata con un test genomico. Di conseguenza, |'eventualita di ottenere
risultati falsamente negativi con un saggio molecolare sensibile é piuttosto rara.

Un aspetto critico nella diagnosi di epatite E riguarda il possibile rischio di ottenere risultati
falsamente positivi 0 negativi nel saggio di rilevamento degli anticorpi IgM (63-67). Un caso
esemplare & quello del paziente 33 che, ad una prima analisi, presentava un pattern sierologico
atipico (IgM-, 1gG +, HEV RNA+) dovuto ad un probabile risultato falsamente negativo al test
IgM. Infatti, la presenza degli anticorpi IgM €& stata poi rilevata utilizzando atri saggi
commerciali ed il paziente é stato classificato trai casi di infezione acuta con positivita per tutti
e tre i marcatori. Analogamente, i quattro pazienti 20, 30, 50 e 67 mostravano in prima analisi
anticorpi IgM come singolo marcatore sierologico. Tuttavia, I'analisi successiva con altri saggi
commerciali non ha confermato il risultato, dimostrando che s trattava di false positivita
Almeno in un caso (paziente 30) la falsa positivita era dovuta ala possibile stimolazione
policlonale dei linfociti B causata da un’infezione acuta primaria da CMV come ha dimostrato
I’ analisi eseguita con saggi specifici per le IgM anti-CMV (67). L’ approfondimento diagnostico
di questi casi atipici indica chiaramente che la diagnosi di epatite E basata sull’ uso esclusivo del
marcatore IgM puo non essere corretta e sottolineano la necessita di combinare piu metodi
complementari €/0 eventualmente confermare i risultati dei saggi IgM con test aggiuntivi.

In uno studio recente condotto in Italia & stato dimostrato che il 20.6% delle epatiti acute
non-A-C é dovuto al’infezione da HEV (48). La maggior parte dei cas (83,6%) si verificain
soggetti provenienti da aree endemiche ed e causata dal genotipo 1, mentre solo alcuni dei casi
sono autoctoni e dovuti a genotipo 3. In accordo con questo studio, la maggior parte dei cas
acuti, osservati nel nostro campione di pazienti, sono importati (19 su 23, 82,6%).Tuttavia, i
nostri dati dimostrano che una percentuale piu ata di epatiti acute non-A-C é dovuta
al’infezione da HEV (44% vs 20,6%) . Sebbene lo studio precedente sia stato condotto su un
numero maggiore di pazienti, i campioni sono stati analizzati in tempi diversi lungo un periodo
di 15 anni (1994-2009), utilizzando saggi immunologici e molecolari, con sensibilita e
specificita variabili nel tempo (48). Al contrario, nel nostro studio, tutti i campioni sono stati
esaminati con lo stesso pannello di diagnostici, che include esclusivamente saggi di ultima
generazione: questo approccio spiega probabilmente la percentuale pit ata di casi di HEV
osservata nel campione di pazienti esaminato.
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| dati riportati nell’ elaborato di servizio suggeriscono che il numero effettivo delle infezioni
acute da HEV in Italia potrebbe essere superiore a quello stimato in precedenza (48,49,71-75).
Questa osservazione € particolarmente importante per un paese che mostra una percentuale
elevata e crescente di popolazione non-nazionale (7,5%, secondo la stima piu recente nel 2010)
(76) e indicala necessita di pianificare uno studio sul territorio che valuti esattamente I’impatto
delleinfezioni acute daHEV nel nostro Paese.
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