@gﬁggﬁggﬁg Luigi Clerico - Paolo Fazii i

Laboratorio Analisi - P.O. “Spirito Santo” - Pescara

: l A .
“1 microrganismi nella storia dell"umanita:
dalla peste ai nostri giorni.
Aspetti clinici dell’influenza.

La diagnostica rapida delle sindromi influenzali.”

TN
J"JF oY

=
= l PESCARA

[



P. Fazii

f"fr - \

v .

e

- l.{;smm\

“Herodotus pater-historiae” (Cicerone)

PARTE I:
“I microrganismi nella storia
dell’umanita: dalla peste ai nostri

giorni.”



P. Fazii

PARTE I:

“I microrganismi nella storia dell’umanita: dalla peste ai
nostri giorni.”

® Le malattie infettive hanno giocato

un ruolo importantissimo
nell’evoluzione della storia umana

@ Molti fattori hanno contribuito alla
persistenza nel tempo ed alla severita ©
delle infezioni quali:

-Densita della popolazione

-Etnia

-Isolamento geografico

-Usi e costumi

-Esposizione a precedenti malattie
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Il loro ovvio piu diretto impatto sulle
popolazioni umane sono state
devastanti morbilita e mortalita:

- Morte di circa 1/3 della popolazione greca dopo
I’epidemia di peste durante la Guerra del Peloponneso |
(430-427 a.C.) A 2 : S A

‘‘‘‘‘

- Morte di circa 1/3 dei giapponesi durante I’epidemia
di vaiolo del 735-737

- Riduzione della popolazione cinese da 123 M. nel 1200
acirca 65 M. nel 1393 a causa principalmente
della peste

- Riduzione della popolazione europea a causa della
pestilenza del 1348-49 con riduzione di circa 1/3 della
popolazione (morirono da 25 a 40 Mil. di persone)



P. Fazii

PARTE I: (if” "
“I microrganismi nella storia dell’umanita: dalla peste ai l%\lj—
nostri giorni.”

aaaaaaaaaaaa
llllllllllll

® Nei tempi che furono le conseguenze-delle'matattieinfettive

sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia
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a) Le malattie epidemiche sono riuscite
sconfiggere leaders politici
apparentemente invincibili ed i1 loro
eserciti:

-Sconfitta degli Ateniesi da parte degli Spartani

durante la Guerra del Peloponneso (430-427 a.C.) |
grazie soprattutto ad un epidemia di peste

wwwww

-Esercito napoleonico decimato dal tifo
esantematico durante la Campagna di Russia(1812)

- Sconfitta (in una fase della battaglia) degli

spagnoli, a causa del tifo esantematico, durante la
battaglia di Granada del 1489-1490
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® Nei tempi che furono le conseguenze-delle'malattie tnfettive
sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia

a) Le malattie epidemiche sono riuscite a
sconfiggere leaders politici

apparentemente invincibili ed i1 loro
eserciti:

-Vittoria di Carlo V sulle armate francesi di
Francesco | (1522-1530), gia praticamente vincitrici,
ma decimate dal tifo esantematico; successiva

incoronazione di Carlo V ad Imperatore di
Germania da parte di Papa Clemente VII (1530)

-Gli Inca furono sconfitti facilmente dagli spagnoli

in quanto decimati dal morbillo e dal vaiolo e il loro
stesso re Huayna Capac mori di vaiolo >
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1)

sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia

a) Le malattie epidemiche sono riuscite a

sconfiggere leaders politici apparentemente
invincibili ed i loro eserciti:

-Molti condottieri morirono di malattie

infettive mentre erano in campagna di
guerra:

- Guglielmo il Conquistatore e Re Giovanni
Senzaterre morirono di tifo esantemantico

- Edoardo | e Enrico VV morirono di dissenteria
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® Nei tempi che furono le conseguenze-delle'malattie tnfettive
sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia

a) Le malattie epidemiche sono riuscite a

sconfiggere leaders politici apparentemente
invincibili ed i loro eserciti:

-Molti condottieri morirono di malattie

infettive mentre erano in campagna di
guerra:

- Edoardo il Principe Nero figlio di Edoardo 111

mori anch’egli di dissenteria permettendo cosi a
Riccardo Il di salire sul trono di Inghilterra

-Francesco | re di Francia mori di sepsi
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® Nei tempi che furono le conseguenzedelle'malatt
sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia

a) Le malattie epidemiche
sono riuscite a sconfiggere
leaders politici apparentemente
invincibili ed i loro eserciti:




P. Fazii

PARTE I: - f

y ] ] i ) , . - %= § - PESCARA

| microrganismi nella storia dell’'umanita: dalla peste al ﬁg\lj—
nostri giorni.”

aaaaaaaaaaaa

iiiiiiiiiiii
clinici italiani

©

® Nel tempi che furono le conseguenze-delte'malattie“mfettive
sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia

b) Alcuni capi di stato sono stati affetti

dalla Lue che probabilmente ha inciso
su alcune delle loro decisioni:

-Papa Alessandro Borgia

-lvan il Terribile
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® Nei tempi che furono le conseguenze-delle'malattie tnfettive
sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia

c) Le malattie infettive, soprattutto quelle

epidemiche, hanno cambiato lo stato socio-
politico ed economico degli stati:

- sembra che la civilta greca comincio a disintegrarsi dopo la
pestilenza durante la Guerra del Peloponneso (430-427 a.C.)

-I’Impero Romano comincio a collassare dopo il 79 d.C. per
I’avvento di patologie come la malaria e di altre malattie
epidemiche favorite anche dall’espansione della popolazione e
dalla circolazione dei cittadini fra le terre dell’impero

-I’Impero Bizantino comicio a vacillare in seguito all’avvento |
di popolazioni slave nei Balcani e delle malattie da esse portate £~ &

-piu recentemente e stato suggerito che il regime di Duvalier
padre, ad Haiti, sia finito a causa dell’epidemia di AIDS (con
tutte le conseguenze che essa ha comportato)
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® Nei tempi che furono le conseguenze-delle'matattieinfettive

sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia

c) Le malattie infettive, soprattutto quelle

epidemiche, hanno cambiato lo stato
socio-politico ed economico degli stati:

-durante la pandemia di peste del 541-749 nei Paesi Arabi

vi fu un collasso dal punto di vista dell’ordinamento
governativo, I’abbandono dell’agricoltura e dei commerci

- durante I’epidemia di vaiolo del 735-737 in Giappone vi fu
una grave crisi socio-economica a causa dell’abbandono
delle terre coltivabili

- I’epidemia di peste in Ighilterra nel XIV-XV sec. gaf“g
determino la mobilitazione di gruppi di agricoltori S ?%f :
precedentemente stanziali; questa situazione determino a @f’i{'\i}m
sua volta la fine del sistema feudale e I’inizio -

dell’organizzazione dell’attivita agricola in fattorie T 3:,‘;.#
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® Nei tempi che furono le conseguenze-delle"malattreinfettive”
sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia
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c) Le malattie infettive, soprattutto quelle

epidemiche, hanno cambiato lo stato socio-
politico ed economico degli stati:

-Dopo la scoperta dell’America le malattie portate dagli
europei (vaiolo, morbillo, tifo) determinarono una brusca
riduzione della popolazione indigena con punte sino al ’90%;

-questa situazione decreto la rapida decadenza di quelle
culture con facilitazione nella conquista soprattutto delle terre
dell’America Latina; interi gruppi di indigeni furono costretti
a migrare e ad integrarsi forzatamente con in conquistatori
creando le premesse per lo sviluppo di una nuova societa e di
una nuova cultura sviluppatasi dall’incontro di quella indigena
e di quella europea
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c) Le malattie infettive, soprattutto quelle

epidemiche, hanno cambiato lo stato
socio-politico ed economico degli stati:

-nelle Hawaii, le epidemie di morbillo, vaiolo, influenza, thc €
malattie veneree, portati dai bianchi, determinarono un
decremento della popolazione indigena dagli 800.000 del g,
1778 (anno in cui arrivo il Capitano Cook) ai 57.000 del 1866 ===

-la popolazione indigena di Tahiti, per le stesse cause, fu
decimata negli anni (dai circa 120.000 del 1774 ai 10.000 del
1900)

- la popolazione delle Barbados dal 1650 in poi da
prevalentemente bianca divenne gradualmente
prevalentemente nera a causa di malattie provenienti
dall’Africa (come la febbre gialla) verso cui, il secondo
gruppo, era piu protetto
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@ Nei tempi che furono le conseguenze del e malattie i

sono state sufﬁmentemente severe per cambiare il corso della storia
c) Le malattie infettive, AT
soprattutto quelle epidemiche,

hanno cambiato lo stato socio-
politico ed economico degli

stati:

The Plague Doctor

-Comparsa di una figura molto
suggestiva: “il medico della peste”.

-Istituzione, a partire da strutture gestite | i
dai religiosi, dei cosiddetti “lazzaretti”, g
strutture di ricovero per ammalati di
malattie infettive come la lebbra (da
“Lazzaro”, il lebbroso di cristiana
memoria) e soprattutto la peste.
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® Nei tempi che furono le conseguenze-delle"malattreinfettive”
sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia

d) le malattie infettive hanno

contribuito anche alle modificazioni
delle credenze religiose:

- la devastante mortalita porto la
popolazione a rigettare alcuni divinita e

a sviluppare nuove credenze religiose

- la malattia che “porta morte” veniva vistae &
vissuta come una punizione divina come gia si

puo osservare nel VVecchio Testamento (libro
dell’Esodo, laddove la peste viene inviata da

Dio agli Egizi persecutori degli Ebrei)
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® Nei tempi che furono le conseguenze-delle'malattie tnfettive
sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia

d) le malattie infettive hanno

contribuito anche alle modificazioni £ &
delle credenze religiose: 2

-la paura della morte dopo le pestilenze
che assillarono I’Europa, nel tardo
Medio-Evo, portarono anche alla
costituzione di sette come quella dei
“Flagellanti” che si flagellavano per
evitarsi la peste e per evitarla ai
confratelli; essi, inoltre, perseguitarono
gli Ebrei visti come causa della
diffusione della pestilenza,
determinando la loro migrazione
verso I’Est-Europa.
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® Nei tempi che furono le conseguenze-delle'malattie tnfettive
sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia

d) le malattie infettive hanno

contribuito anche alle modificazioni
delle credenze religiose:

-il Buddismo si sviluppo in Asia (in Cina nel 100 d.C.
dopo terribili pestilenze) in quanto riusciva a spiegare
la sofferenza e ad offrire aiuto in tempi di grande
mortalita, a spiegare che dopo la sofferenza e la morte
vi sarebbe stata nuova vita;

- analogamente la grande epidemia di vaiolo
in Giappone del 737-39 spiega il
passaggio dal Confucianesimo
al Buddismo
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® Nei tempi che furono le conseguenze-delle'malattie tnfettive
sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia

d) le malattie infettive hanno contribuito

anche alle modificazioni delle credenze
religiose:

-probabilmente il grande sviluppo dell’Islamismo nei paesi
Arabi si deve alla grande pestilenza del 541-749 d.C.: nella
societa pre-islamica si pensava che le epidemie fossero
causate dai demoni;

la nuova religione spiegava invece che esse erano causate da
Dio per punire gli esseri umani delle loro malefatte mentre il
buon musulmano con la sofferenza e la rettitudine avrebbe

potuto evitare la malattia e con la morte avrebbe potuto
guadagnare il paradiso

- Lo sviluppo delle religioni profetiche in Africa al posto dei

riti animisti fu accellerato, per le stesse ragioni, dalle
epidemie di vaiolo dal 1713 in poi
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® Nei tempi che furono le conseguenze-delle'malattie tnfettive
sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia

CHARLOTTE BRONTE

e) Le malattie infettive hanno _Tubercolosis literature jf”lf Eyre

contribuito a sviluppare anche I’arte
e la letteratura nei secoli:

-Leprosy literature

TOM HANKS  DENZEL WASHINGTON

-H1V literature I} |
D |

-Cholera literature

1 Elamor
N enlostiempos del colera
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® Nei tempi che furono le conseguenze-delle'malattie tnfettive
sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia

|

e) Le malattie infettive hanno

contribuito a sviluppare anche I’arte e
la letteratura nei secoli:

-Plague litherature:

- Vecchio Testamento |

- Boccaccio Aou i
- Defoe | = ofthe 3
- Manzoni N Baate

- Camus

& Daniel Defoe 4 »'
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® Nei tempi che furono le conseguenze-delle'malattie tnfettive
sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia

e) Le malattie infettive hanno

contribuito a sviluppare anche I’arte e
la letteratura nei secoli: ;

-Immagini sacre e profane (peste)
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-Immagini sacre e profane (peste)
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-Immagini sacre e profane (peste)
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-Immagini sacre e profane (peste)
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-Immagini sacre e profane (peste)
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-Immagini sacre e profane (peste)
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-Immagini sacre e profane (peste)
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-Immagini sacre e profane (peste)
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-Immagini sacre e profane (peste)
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-Immagini sacre e profane (peste) mm
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-Immagini sacre e profane (peste)
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-Immagini sacre e profane (peste) A5
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-Immagini sacre e profane (peste)
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-Immagini sacre e profane (peste)
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-Immagini sacre e profane (peste)

Fmagomortia
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-Immagini sacre e profane (peste)
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-Immagini sacre e profane (peste)
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-Immagini sacre e profane (peste)
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-Immagini sacre e profane (peste)
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® Nei tempi che furono le conseguenze delle malattie TTettive =
sono state sufficientemente severe per cambiare il corso della storia

e) Le malattie infettive hanno
contribuito a sviluppare anche

I’arte e la letteratura
nei secoli:

- Le colonne della peste 'P
(o colonne mariane della peste
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® Nei tempi che furono le conseguenze-delle'malattie“infettive"
sono state sufficientemente severe per camblare Il corso della storla

f) Fratutte le malattie infettive,
guella che piu di ogni altra ha scosso
I’immaginario collettivo, anche ai
nostri giorni dove praticamente la
malattia é relegata in remoti angoli

del mondo (dove colpisce roditori
selvatici), e la peste.

{ i !.LE-:,‘ L

et DJ - 1348

5 B December 1348

B sunc 1349
- December 1349
B oo 1350
B ecember 1350
- City or arca partially

or totally spared
—— Daie Line

-Essa sicuramente e quella che piu di

ogni altra e riuscita a modificare il
corso della storia

o 3 \\.
Sea T

)

-Tre sono state le pandemie di peste: b
1) Arabia e Egitto dal 542 a.C.

2) Europa dal 1247 al 1665

3) India dal 1892 al 1896
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® Lo scenario é radicalmente cambiato nei Paesi piu
sviluppati a cominciare dalla fine dell’ ’800 con il
progressivo sviluppo della medicina moderna che ha
avuto un impatto devastante nei confronti della
malattie infettive: ai giorni d’oggi in effetti si muore
per incidenti o per malattie cronico-degenerative; nei
Paesi VVdS, la situazione, di fatto, non e cambiata di
molto e la mortalita per malattie infettive, di fatto, &

ancora oggi, di gran lunga la principale causa di
morte:

- le malattie infettive causano 1/3 di tutte le morti nel
mondo;

- causano il 44% delle morti nei Paesi in via di
sviluppo (=Paesi VdS);

- il 71% delle morti in eta pediatrica nei Paesi VdS;

- degli 8 Mil. di nuovi casi/anno di TBC nel mondo, il
95% si hanno nei Paesi VdS;

- dei quasi 3 Mil. di morti/anno per TBC il 99% sono
nei Paesi VVdS.
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® L ’infezione/malattia da HIV

- Diffusasi nel mondo occidentale dal 1978 in poi, ha causato k=
milioni di infetti e di morti specialmente nelle prime fasi

della diffusione dove ha soprattutto colpito i gay, gli
eroinomani e gli emotrasfusi

-Successivamente, dal 1997, con I’avvento della terapia
HAART, la situazione é migliorata per quanto riguarda la
progressione della malattia che, di fatto, e divenuta malattia
cronica con drastica riduzione del numero dei decessi

-Attualmente la situazione €, pero, ancora molto

critica nei Paesi VdS, in particolare nell’ Africa sub-
Sahariana, dove mancano i mezzi terapeutici

- Di sicuro ha modificato I’atteggiamento nei
confronti del sesso sia da parte degli omosessuali
che degli eterosessuali ””-""H"L’ﬁ“’\ @}

- Di sicuro ha impoverito ulteriormente i Paesi VdS fe1a
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® La paura del “SUPERBUG” K2l i

[ 7,
7-—\\ = //,

O—2d

s

- Dopo la paura della “pestilenza del 2000” NEMAD
(I’AIDS), sono oramai alcuni anni che
I’umanita si confronta con la paura di venire a 4 4 |
contatto con un microrganismo
particolarmente virulento e capace di rapida
diffusivita in grado di generare pandemia con
alta letalita e conseguentemente paura, paura
causata sorattutto dai media, paura che

Ingenera atteggiamenti talora discutibili se non
addirittura folli

-E come se I’essere umano (occidentale), una
volta messosi alle spalle la paura della guerra
nucleare e dell’AIDS, abbia necessita di

3]

confrontarsi con un superbug in grado di i Y il SUPER®E

determinare “la fine del mondo” ogiu di i 7AM\Ee-—_ = BUG

antibiotic-resistant ear infections
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e s oo

A.D. 1972
A.D. 1995
-In particolare, nel corso degli anni,
vi e stata la paura dell’esotico A D 2077

virus Ebola

® La pauradel “SUPERBUG”

A hemorrhagic
rash appears
over entire
body

Ebola is still
limited to
parts of
Africa
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® La pauradel “SUPERBUG”

-Poi c’e stata la paura generata
dal virus della SARS

Structure of the Coronavirus Virion,

A.D. 2003 Gy E)
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aaaaaaaaaaaa
m“cl.l microbiologi
clinici italiani

©

® La pauradel “SUPERBUG”
-Poi la paura causata dal virus dell’Influenza A D 2005'06

A(H5N1) (aviaria)

Copyright © 2005 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Microbiology
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A.D. 2009

® La paura del “SUPERBUG Genesis of New Human Influenza Viruses

-Infine e attualmente la paura
causata dal virus dell’Influenza

A(H1N1)(suina)

VIrus

Hnn-huma& / Human
i vins
dgns TI'u"|.'\l

Reassortant
virus
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A(HlNl)
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® La pauradel “SUPERBUG”

-Ogai, inoltre, si teme il
riassortimento tra i virus
dell’Influenza A(H5N1) e

A(HINI), che in effetti > 4
potrebbero generare una \ '2 v

specie di superbug.
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PARTE II:
“Aspetti clinici”

® Incubazione: 1-3 giorni

@ Stato febbrile (sino a 39-40°C), brividi di freddo,
cefalea, mialgie, artralgie, malessere e anoressia

® Dolori ai muscoli oculomotori nello sguardo laterale,
bruciore congiuntivale e lacrimazione

® | sintomi sistemici persistono di solito per 3 giorni

® | sintomi respiratori, tosse secca e rinorrea sono

presenti, di solito, sin dall’inizio ma persistono
maggiormente di quelli sistemici

® Ostruzioni nasali, raucedine, secchezza e mal di gola di
solito si osservano con il venir meno dei sintomi sistemici

® La febbre di solito dura 3 gg; in alcuni casi anche 4-8

gg; in pochi casi si ha rialzo febbrile in 111-1V giornata
(curva bifasica)

Sointe

P. Fazii
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Symptoms of
Influenza

Central Naso pharynx

~Headache - Runny or stuffy

Systemic nos &

- Eever | - Sote throat

. 4 . - Ach

{usually high) g i~ IR
Muscular —= — Respiratory
-{Extreme) - Coughing

tiredness

-~ Qastric

\-— Vomiting
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® Il paziente appare intossicato, il viso si presenta
congestionato, la pelle e calda e umida

A
Symptoms of
Swine flu

® Gli occhi sono lacrimosi e arrossati

Psychological
- Lethargy
- Lack of appetite

Systemic
- Fever

® Muco nasale chiaro e abbondante

PR
Nasopharynx
- Runny nose

® Rantoli transitori o aree localizzate di rumori s i
polmonari sono riscontrati sino al 20% dei casi b

—Respiratory
» - Coughing

. - .l ¥ Gastric
Intestinal \ . - Nausea

® La tosse e frequente e puo essere accompagnata da - Bacrcai e
dolore o bruciore retrosternale; g ¥

® Dolori faringei e iniezione mucosa sono comuni,
adenopatia cervicale presente talora @

W

wy

- | ] : _-Hard
palate

® Tutti questi segni persistono per 3-4 gg dopo il calo
delle febbre; la tosse dura generalmente per pitl gg WL s

@® La convalescenza puo essere di 1, 2 0 piu sett.; tosse Vocal fold —p g
stanchezza e malessere sono allora i sintomi piu frequenti Esophagus
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® Forme cliniche inapparenti

® Forme cliniche attenuate

Gene Kelly "Singin’ in the Rain"

® Forme ipertossiche con agitazione psicomotoria,
stato delirante, ipotensione arteriosa, oliguria,
iperazotemia

® Forme enteritiche, nel bambino, con diarrea
profusa

® Forme digestive con anoressia, lingua
saburrale, vomito, diarrea, meteorismo
Intestinale;

® Forme emorragiche con porpora, emorragie
multiple cutanee e mucose

P. Fazii
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e COMPLICANZE INELUENZALI POLMONARI

® 1) Polmonite virale primaria da influenza
- da A(H1N1) nel 1918-19 e da febbre suina (2009)
- prima descrizione comungue nel 1957-58 (da H2N2)
- colpisce i giovani adulti sani (sino ai 30-40 aa di vita)
- colpisce anche giovani adulti con cardiopatie reumat.
- sl associa anche a gravidanza e malattie croniche
- rapida progressione con tosse dispnea e cianosi
- reperti radiologici bilaterali senza consolidamento
- EGA=ipossia
- mortalita alta, non risponde agli antibiotici

® 2) Polmonite secondaria batterica
- anziani, spesso debilitati da malattie croniche e da
dismetabolismi
- dopo una fase di miglioramento di 4-14 gg si ha
recrudescenza con sintomi e segni di polmonite
batterica (tosse, espettorato aree di consolidamento,
espettorato) con risposta agli antibiotici
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e COMPLICANZE INFLUENZALI POLMONARI

@ 3) molti casi osservati non rientrano né in 1) né in 2)
- la malattia non e inflessibilmente progressiva
- la febbre puo non avere un andamento bifasico
- possono avere una forma mista virale
con sovrapposizione batterica
- molti casi rispondono agli antibiotici

® 4)Croup
- talora in infezioni da virus A e B (in A>gravita)

® 5)Esacerbazione della malattia polmon. cron. ostrutt.
- in pazienti con BPCO si pu0 osservare 1) 0 2) ma
anche un riacutizzarsi della bronchite cronica

® 6)Frequenza dei coinvolgimenti polmonari .
- anche nelle influenze senza complicanze polmonari, in
realta il polmone e spesso coinvolto con modificazione
dello scambio dei gas e disfunzione delle vie aeree
periferiche (convalescenza piu lunga)
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e COMPLICANZE INFLUENZALI NON POLMONARI
® 7)Miosite
- miosite e mioglobinuria con rammollimento dei
muscoli della gamba
- aumento di CPK sierico
- neil bambini, ma complicanza non grave

® 8)Complicanze cardiache
- miocarditi e pericarditi= raramente osservate

® 9)Shock da sindrome tossica

- da influenza B

- strana riattivazione di S.aureus tossigeno
) 10)Comp|icanze del SNC

- mieliti trasverse ed encefalltl— rare
® 11)Sindrome di Reye

- bambini da 2 a 16 aa; mortalita=10-40%;
- coinvolgimento del SNC e fegato (dopo Infl.A)
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® |l virus dell’influenza pare abbia

causato periodiche epidemie di

malattie respiratorie ogni 1-3 anni
per lo meno negli ultimi 400 anni

® Hirsch ha catalogato 299 epidemie

di influenza trail 1173 ed il 1875
(un’epidemia ogni 2,4 anni circa)

® La prima pandemia influenzale
probabilmente si ebbe nel 1580

® Dopo quella data sono state
descritte piu di 30 pandemie
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® |l virus A fu isolato da Smith nel 1933 dal furetto §&

® |l virus B fu isolato da Francis nel 1939

® |l virus C fu scoperto da Taylor nel 1950

@ Burnett nel 1940 scopri che il virus
Influenzale poteva essere coltivato da uova

embrionate di gallina

@ Nel 1976 si utilizzo il vaccino anti-influenzale
negli USA su una gran parte della popolazione

Parts of the DISKHALER®
o

® L’amantadina fu autorizzata all’uso nel 1966
(HLIN1 nei suoi confronti e comunque resistente)

® Oqggi si usano altri antivirali ad azione anti-Influenza:
Oseltamivir (Tamiflu®) e Zanamivir (Relenza®).
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FAMIGLIA Orthomyxoviridae (RNA virus)

m Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C,
e - -
Thogotovirus, Isavirus

Specie/Tipo A Specie/Tipo B
Ampio spettro d’ospite Uomo
Epidemie e pandemie Piccole epidemie
Classica sindrome influenzale Classica sindrome influenzale

Specie/Tipo C
Uomo
Non provoca epidemie

Generalmente asintomatico o paucisintomatico
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Orthomyxoviridae (RNA virus)

m Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C,
M  Thogotovirus, Isavirus

Influenzavirus B e C=uomo

Influenzavirus A= uomo, suino, cavallo, canidi, pollo,
tacchino, diversi uccelli selvatici, cetacei, pinnipedi

P. Fazii
A5
JJ_F ‘

=
- l PESCARA

-




P. Fazii

PARTE llla: o
“Aspetti virologici”. f-

“CENOMA™ Segmentato, 7-8 segmenti
PETRUTTORA® -Pleomorfi (forme sferiche: 50-120 nm @

e forme filamentose : 2000 x 80-120 nm)

-Virione provvisto di envelope

-Poche ore a T ambientale, diversi gg
M a T comprese tra 0°C e +4°C

-Disattivato dai comuni detergenti

=k
il

o
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Haemagglutinin

Neuraminidase

(-) sense sSRNA
3 polymerase subunits

NP

Tipizzazione (A,B,C)

Sott
HA NA

e

Russell Kightley Media rkm.com.au
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Prodotti dei segmenti genici del virus dell” influenza A

Segmento Proteina Funzione
1 PB2 Trascrittasi: cap binding
2 PB1 Trascrittasi: allungamento
3 PA Trascrittasi: proteasi (?)
4 HA Emoagglutinina: lega il recettore cellulare, il sito di legame é nascosto al
sistema immune; i siti immunogeni sono protettivi
Nucleoproteina: si lega a VRNA, partecipa al complesso della trascrittasi,
5 NP :
partecipa al trasporto del vVRNA
6 NA Neuraminidasi: rilascio del virus
- M1 Proteina della matrice, principale componente del virione
M2 Proteina di membrana forma i canali ionici
Nucleare, agisce su RNA cell (trasporto splicing traduzione), attivita
NS1 :
8 anti-IFNs (o e B)

NS2 Nucleare e citoplasmica, funzione ignota
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L’emoagglutinina (HA)
 La punta di HA, sulla particella virale, e un trimero
composto da tre dimeri HAl e HAZ2

*Ogni dimero HAled HA2 forma uno stelo allungato
ricoperto da una struttura globulare; la base
dello stelo e ancorato alla membrana

* |1 sito di legame del recettore cellulare &€ una tasca
localizzata al di sopra di ogni struttura globulare

o La proteina emoagglutinina (HA)e stata studiata
in dettaglio per il suo significato biologico:
- rende le cellule suscettibili alle particelle virali
- e capace di agglutinare i globuli rossi
- la sua variabilita interna e la principale
responsabile della continua evoluzione di nuove

LIPID BILAYER

forme e sottotipi di Influenzavirus of ENVE L OPE
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La neuraminidasi (NA)
* la neuraminidasi (NA) e una glicoproteina posta
sulla superficie virale

o la punta di NA e un tetramero composto da 4
monomeri identici

o un sottilissimo stelo é posto al di sotto della punta
tetramerica

o la funzione di NA si manifesta alla fine del ciclo di vita virale:
- essa e un enzima sialidasico che rimuove i residui di
acido sialico dai glicoconiugati; facilita cosi il rilascio di 2
particelle virali dalle cellule infettate durante il processo di |*{** @;@ o
gemmazione evitando che si verifichi il processo di )
autoaggregazione per eccesso di residui sialidasici;
- probabilmente NA aiuta il virus a farsi strada attraverso
lo strato di muco del tratto respiratorio e raggiungere —
cosi le cellule bersaglio epiteliali
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NOMENCLATORE
UFFICIALE Emagglutinina

A/chicken/HongKong/220/1997/H5N1

e P

Tipo Specie Numero Anno di Subtipo

Omessa se Origine isolatoisolamento  Virale
UMano geografica

Neuraminidasi
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Origine del nuovi sottotipi di virus Influenzali nell’uomo

e potenziale pandemico

Natural hosts of influenza viruses

Haemagglutinin subtype Neuraminidase subtype
X | X A |
: AL / 2\
| G & s |G &z
Hl N1
H2 N2
H3 N3
H4 N4
H5 NS5
H6 N6
H7 N7
H8 N8
H9 N9
H10
H11
H12
H13
H14
HI16 |
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L’ /A funge da e tramite il legame con I residul di
delle mucoproteine ospiti.

Le - dei ceppl influenzali legano preferenzialmente
I”acido sialico con |l

Le del ceppi legano preferenzialmente il
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HA e la barriera di specie '

La of e responsabile della

animali suscettibili all’ infezione: cio
per le diverse forme di

corrisponde ad una

Esempio: Virus umani: Virus aviari:

HA226leu HA226gn X
JMBE. \/irus umani: Virus aviari: -

HA228ser HA228gly
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La genesi di un ceppo pandemico
per I’'uomo

| ceppi influenzali possono guadagnare la
In ~ modi:

1) Mutazione dei geni virali (
2) Riassortimento (
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« Il drift antigenico é determinato da una mutazione 1, Antigenic Drift o proofreading
riguardante il segmento codificante I’'RNA sia per HA che
per NA, ma pit comunemente per HA [T O
T replication il
ellri e un’ [ nella struttura della protein inti
I r_|sultato eun alteraz_lone ella struttura della proteina barieritasRAA BolyIorass transcrupﬁon
che interessa uno o pochi aa host machinery
+Ci0 porta a cambiamenti dell’antigenicita O IO
_ o _ translation +IRNA
| cambiamenti si realizzano abbastanza frequentemente mutant
(ogni anno o pochi anni) all’interno di un sottotipo protein

influenzale

* Non si osservano frequentemente dopo I’emergere di un
nuovo sottotipo ma quasi sempre verso la fine di un
periodo di avvicendamento

* L’antigenic drift determina la comparsa di nuove
epidemie all’interno di aree geografiche comunque limitate
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Antigenic shift (cambiamento antigenico)

» Rappresentano i maggiori cambiamenti
antigenici

*Annunciano I’influenza pandemica

«Si tratta quindi di virus “nuovi’ e nei loro
confronti la popolazione non ha immunita

« Nel secolo scorso sono apparse 3 REL VRNEL VR
“nuove”HA e 2 “nuove”NA : ..

Y Quando due diversi virus
» Si osservano cioe marcati cambiamenti di infettano la stessa cellula puo
sequenze di aa causato dall’introduzione e i : : :
nel genoma virale di un “nuovo” segmento verificarsi un riassortimento d@l
di RNA in base al rimescolamento segmenti genici trai due genomi

antigenico sia in “vivo” sia in infezioni ) ] i
miste nei suini e tacchini con formazione di un nuovo virus
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PB1
PB2
PA
HA
NA
NP
M1 & 2
NS1 & 2 PB1
PB2
PA
Isolato HA
NA
umano NP
M1 & 2
NS1 & 2

Virus riassortito

“Aspetti virologici

P. Fazii

NA
NP
M1 & 2

NS1 & 2

Isolato
aviario

Ospiti come il maiale possiedono i
recettori per virus di specie

diverse e sono responsabili del
RIASSORTIMENTO GENICO

256 possibili

combinazioni
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= Ampio serbatoio animale

= Alta variabilita dei virus 2%
influenzali e facilita a mutare

= | ’uomo possiede poca o nulla

Immunita di gruppo verso i ceppi
animali

= Se 1 virus animali acquisiscono
?enl piu adatti all’uomo sara

cilitata una trasmissione
efficiente uomo-uomo
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;j i; “Reservoir” H3, H7

genetici

i\
S

H1-12 H1-2, 4-7,

H14-15 H9-13, 15

Altri uccelli
acquatici

= 9
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associazione

{/ﬁncll microbielogi

clinici italiani

1918 “Spanish influenza® 1957 “Asian influenza” 1968 “Hong Kong influenza” Next pandemic influenza
H1N1 influenza virus H2N2 influenza virus H3 N2 influenza virus
a u
) — HZN2 HIN1 HzZN2
\ufl I avian virus human virus H3 avian virus human virus Awian virus
Y o HInz
Bird-to-huma Awian virus human virus
transmission of HIN1 virus
>
All 8 genetic segments 3 new genetic segments from 2 new genetic segments from All & genes new or further
theught to have originated avian influenza virus introduced | avian influerza virus introduced derivative of 1918 virus
from avian influenza virus (HA, NA, PBI); (HA, PB1);
contained 5 RNA segments contained 5 RMA segments
from 1918 from 1913
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Determinanti di patogenicita di un ceppo influenzale

A.G.Sastre, Antiviral > N S 1
R )
luens: irl?snse.mllzcl D 12, > P B 2

Influenza

B B > Sito di clivaggio di HA

mutazione rende i mutazione rende i
mutanti in grado di replicare mutanti in grado di provocare nel

efficientemente in presenza di topo una malattia

e di provocare nel al contrario del wild type che
una malattia provoca solo un’infezione
del respiratoria
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> NS 1
> PB 2
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» Sito di clivaggio di HA

| virus dell’influenza aviaria ad alta patogenicita
presentano aminoacidi basici nei siti di clivaggio del’HA
ubiquitarie,

specifici per proteasi
conseguente  incremento
disseminazione sistemica.

LPal
Proteases localzed in respiratory and
i E3

cellulari

HPAI
Libspstous proteases

dell’infettivita e

HAD

—m—

o -,
RERARKKA

Avian isolates Cleavage site
Avirulent strain (H5) BEO- - - —@ET@*G
Avirulent strain (H7) PEXP---KxE ¢
Virulent strain (H5) G
Virulent strain (H7) G
Human isolates: pandemic strains

1918 Spanish flu (H1N1) Ps----IQSsE e
1957 Asian flu (H2N2) PQ----1ES G
1968 Hong Kongflu(H3N2) P E - - - -EKIQ TR G
1977 Russian flu (H1N1) PS----IQSIR @
Human isolates: avian strains from humans

1997 Hong Kong (H5N1) PQEE (el
1999 Hong Kong (HIN2) PQ----Ess G

2003 the Netherlands (H7TN7) P E I P -[KR R R B G
2004 Asian (H5N1) PORERRERKER G
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Nuovo virus H1IN1
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Table 1. NCEI Blast Results A/California/04/2009 2009712049 IR

Length Additional
Gene | NT NCBI Strain Lineage Subtype | Identities Information
North American
HA 1701 AF455600.1 | A/Swine/Indiana/P12439/00 Swine HINZ 16211701 (95%)
NA 1410 AJ412690.1 | AlSwine/Belgium/1/83 Eurasian Swine | HIN1 1302/1410 (92%)
Human case of
H3M2 Eurasian
i 972 AJ293925.1 | A/Hong Kong/1774/99 Eurasian Swine | H3N2 945/972 (97%) Swine
North American
PB2 | 2264 EU301177.2 | Alswine/Korea/JNSDR/2004 Swine H3N2 2186/2264 (96%)
North American
PB1 | 2274 AF342823.1 | AMWisconsin/10/98 Swine HINT 2203/2274 (96%)
North American
PA 925 AF455717.1 | A/Swine/North Carolina/93523/01 | Swine H1N2 877/925 (94%)
North American
NP 1497 AF251415.2 | A/Swine/lowa/533/99 Swine H3N2 1449/1497 (96%)
North American
NS 838 AF153262.1 | A/Swine/Minnesota/9088-2/98 Swine H3IN2 809/838 (96%)
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Nuovo virus H1IN1

Il nuovo virus H1N1 e il risultato

Human HIN1 Cases from Human H1IN1 Cases
. . . . Triple-R tant Swi in Californi

del riassortimento di ben 4 ceppi el Pl
virali: PB2 PB2

PB1 B PBl=
1) Umano PA PA

HA e HA o—
2) AVIaI'IO NP e— NP e

NA s NA e——
3) Suino (diffuso nord America) M e— M —

NS — NS ——

4) Suino (diffuso in Europa-Asia)
: e NEW ENGLAND

s Classic swine, North American lineage

JOURNAL of MEDICINE

Avian, North American lineage

s Seasonal H3N2

Novel Swine-Origin Influenza A (HIN1) Virus e
Investigation Team. N Engl J Med S— Furasian swire liocege
2009;10.1056/NEJM0a0903810
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» A partire dal 1987 numerosi paesi hanno organizzato sistemi di
coordinati nell’ambito della rete europea: dapprima
(1987-1991) e quindi dal 1995
(EISS) che ha aumentato la sensibilita del
sistema e rafforzato 1 rapporti di collaborazione con | Medici di
dei paesi coinvolti (dalla stagione

1999-2000).

> In ltalia i che collaborano con
tra cul 1l ed i1l

recentemente introdotti nella dopo la selezione sulla
base di un controllo di e di
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TIPO DI CAMPIONI E CONSERVAZIONE

, tampone faringeo,
, liquido di lavaggio
broncoalveolare

Il prelievo deve essere
della sintomatologia

uno andrebbe
prelevato il
dall’esordio e non piu tardi di 7
giorni, il secondo

P. Fazii

Trasporto in terreno di coltura
di antibiotici e

antimicotici (gentamicina
solfato e amphotericina B)

Trasporto in od in
acqua distillata sterili

| campioni devono essere trasportati
al laboratorio
( se il tempo di viaggio e
< 24 H o in ghiaccio per tempi
maggiori)

Se il campione non puo essere
processato
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Test di Laboratorio raccomandati
per identificare il virus dell’Influenza

|_e tecniche utilizzate sono:

e determinazione dell’influenza A (kit del
commercio);

« amplificazione genica di sequenze specifiche di M, HA e NA (
) direttamente dal campione clinico;

su con identificazione del
sottotipo mediante amplificazione genica di sequenze specifiche

Vil .
ir:g_‘__jﬁ World Health Organization
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Diagnosi di tipo — Test rapidi

Facile e (5 minuti)

Ricerca rapida dell’antigene:

il sottotipo e non

n Immunofluorescenza diretta discriminano

La sensibilita aumenta nella popolazione

(eliminazione virale piu
abbondante e piu prolungata) e quando il
campione testato e

Immunoenzimatica

s %
L. ) Influenza Virus Type . a Sensitivity _—
Specimen Type Detected Population @5t CT7 Specificity
(95% CIy
Pedlatric’ 65 to 90 81 to 91
Throat swab Influenza A Adult 241091 69 1o 94
Throat swab Both Influenza A & B | Not specified 59 to 82 811093
Nasopharyngeal . Pediatric’ 8210 95 98 10 100
wash/aspirate | L10€0Z2 A Adult 5310 87 90 to 100
- _ Pediatric” 36 to 88 92 to 99
Nasal wash Influenza A Adult 91099 59 to 100
Nasal Tﬁ-;aﬁh and Influenza A Not specified 65 to 84 95 to 99
aspirate
Nasal swab Both Influenza A & B | Not specified 65 to 87 871097
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BinaxXNOW

Influenza A & TB’

FLU B i
FLUA
CONTROL il

(s

Strip di carta assorbente con Ab monoclonali immobilizzati in 3 strisce
distinte e diretti contro la proteina NP
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Le cellule (Madin-Darby
Canine Kidney) sono ottimali per la

crescita del virus.
Le colture positive esibiscono

effetto citopatico In
NDUO anche essere assente

fu per la prima volta utilizzata

La linea cellulare
a partire da

nel
tessuto di una femmina adulta di

Le cellule mostrano una tipica morfologia
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7 *"*‘;‘?’;‘m:, O Basato sulla proprieta del virus
ftfuﬁqagryasi\r\f\d\f\f'b Q = =

Bf‘y i..- ‘.;.,t.f “.’ v ‘fv\f “:,.“ \-r \' I [ dl i e ] umanl dl

T T R R GO R O RV - gruppo 0 o eritrociti di pollo

/‘-;—_(.,.r-\-gl"-; b _d J\
W L -cr..\/1\. W

f%lwwvqur \f\i\t\!\
E O T W W Y e L T e !
fg-i' i-"ie"‘i.fgrnr\r \l"\i\’(‘

h‘ el ._1 Y u AN

dh, u _adid Diluizioni seriali della
S sospensione virale si mescolano
con una diluizione standard di

G

Gli eritrociti agglutinati sedimentano in
maniera

mentre quelli non agglutinati

formano circoscritto al centro della
base del pozzetto
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IDENTIFICAZIONE DEL SOTTOTIPO

> |FA con Ab monoclonali

» Test di inibizione dell’emoagglutinazione con

sieri di riferimento
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RT-PCR

Utilizzata per differenziare i (anche
nel format multiplex) sia sul campione respiratorio sia sul
sovranatante colturale utilizzando set di primers sottotipo
specifici

Serve anche per condurre

La nel campione puo ridurre la
sensibilita analitica: il campione andrebbe

di processazione analitica

dei reagenti
adeguatamente
dotate di ambienti e
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Real-Time PCR nuovo virus H1N1

e scaricabile all’indirizzo web:

://www.who.int/csr/resources/i

Primers Sequence (5°=3%) Working
and Probes Concentration
InfA Forward GACCRATCC TGT CACCICTGA C 40 pM Rileva universalmente
InfA Reverse AGG GCA TTY TGG ACA AAK CGT CTA 40 uM >
T ; A = il Influenzavirus Tipo A (M
A TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG 10 uM p (M)
SW InfA Forward | GCA CGG TCA GCA CIT ATY CIR AG 20 (oM
SW InfA Reverse GTGRGC TGGGTIT TTC ATT TGG TC 40 pM > Rileva universalmente
. 2 | CYA CTG CAA GCC CA™T” ACA CAC AAG 10 uM _ _
SW InfA Probe CAG GCA ogni ceppo suino (NP)
SW H1 Forward | GTG CTA TAA ACA CCA GCC TYC CA 40 pM _
SW HI Reverse CGG GAT ATT CCT TAA TCC TGT RGC 40 puM —————p Rilevalanuova HAl
N PR CA GAA TAT ACA "T CC RGT CAC AAT TGG 10 uM _ _
ARA A Rileva il gene umano
RnaseP Forward AGA TTT GGA CCT GCG AGC G 40 pd ) ] ]
RnaseP Reverse | GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT 40 uM —f—eep  RNasi P e quindi serve
1
RnaseP Probe I IS ECT G GeE I 6e0 CE 10 pM come Controllo Interno
Reverse Transcription 50°C for 30 min

Taq mhibitor activation 95°C for 2 min

PCR amplification (45 05°C for 15 sec Protocollo @l @m[@ﬂﬁﬁﬁ@@gﬂ@m@l | :'.:_ ' T

_

cycles) 55°C for 30 sec* Aok 2l (RN
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Sequenziamento del.genl.virall

Il protocollo utiliz : CDC di Atlanta |
28/04/2009 e scari

http://www.who.int/csr/resources/publications/swineflu/GenomePrimers 2000428.pdf

Swine Genome Primer Set

3

fragmeti 4

fragmest ©
fragment 2
fragmesnt 3

fragmest 4
fragment 2
fragmest 2

m13 formard w3 forward
m13 reverse m1E reverse
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lerl:

una sfida per Il

sistema sanitario
Iitaliano

|

Il “Progetto Sepsi-

Rapida”
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Oqga:

l

Inserimento nella Rete

intitNet

Rete Italiana Sorveglianza Influenza

Nazionale “Influnet” dei
Laboratori abilitati alla

diagnostica molecolare rapida
dell’Influenza A(H1N1)
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Infuenzavirus AeB ==¢

Infuenzavirus A(HLN1)

Possibilita, inoltre, /
di effettuare in RT-
PCR la diagnostica

Virus Parainfluenza 1,2e 3

(Virus della SARS e
Metapneumovirus)

Adenovirus $ . .

V. Respiratorio Sinciziale |

- = (fﬁ
Chlamydia pneumoniae

Mycoplasma pneumoniae

Legionella pneumophila \

f‘ N

o o

differenziale fra I

i

guadri di polmonite
Infettiva acuta:

f
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Attivita di diagnosi molecolare rapida per la r_icerca"’"di‘zrn'ﬂuenza-
virus A(H1IN1) mesi maggio-ottobre 2009 (1/5/2009 -15/10/2009)
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Ch.-Cl. e Microbiologia del P.O. “Spirito Santo”’di
PE

Attivita di diagnosi molecolare rapida per la ricerca di Influenza-
virus A(H1IN1) mesi maggio-ottobre 2009 (1/5/2009 -15/10/2009)

® 36 casi di Influenzavirus A(H1N1):

-sesso: 0 =27; Q=9
-eta: range =12-67 aa ( media=22,33)

-residenza:PE =20; CH=8; AQ(Su+Az)=4,

N [ A7
RMZVAlGBlA‘\

-provenienza da Paesi esteri: GB=23; SPA=1, —|—

GRE=1(+1) E
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Attivita di diagnosi molecolare rapida per la ricerca di Influenza-
virus A(H1IN1) mesi maggio-ottobre 2009 (1/5/2009 -15/10/2009)

® 36 casi di Influenzavirus A(H1N1):

-Ragazza di Vasto
(CH) di 17 aa

-Reduce da una
crociera nel
mediterraneo
occidentale
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Attivita di diagnosi molecolare rapida per la ricerca di Influenza-
virus A(H1N1) mesi maggio-ottobre 2009 (1/5/2009 15/10/2009)

® 58 casi di Influenzavirus A stagionale:

-sesso: 0 =42; Q=16

-eta: range =4-80 aa ( media=29,30)

-residenza:PE = 36; CH=19; AQ(Az)=2
NED=] |-

-provenienza da Paesi esteri: GB=25; IRL=1; CUB=1

<] =
Z 11N

A



P. Fazii

f"fr - \

» L

-

= l.{;smm\

Prodirced anad Released” By~
Twentieth Century-Fox
Film Corporation TWENTIETH ICENTURY “FOX

FILs CORF ORATION

Frodurced ormd Felexsed by

PARTE V:
Conclusioni



P. Fazii

PARTEV: fl{b
Conclusioni |

L’epidemia (pandemia) da Influenzavirus A(H1N1) rappresenta o
meglio forse rappresentera un reale problema per I’uomo:

non tanto

per la patogenita/virulenza del virus che, a parte la possibilita di

provocare la polmonite primaria virale nei giovani non sembra poi

creare problemi di gran lunga superiori a quelli provocati da una
“infezione stagionale” da Influenzavirus A

quanto per NA
=N
A) le implicazioni determinate nell’immaginario collettivo dalla MLaii
paura atavica di una nuova pestilenza o dell’avvento di un A il
superbug

B) le spese di vaccinazioni/cure di massa et alter che potrebbero

mettere in ginocchio le sanita pubbliche delle economie
internazionali gia provate dall’attuale periodo di recessione

NB: i punti A e B valgono per gli occidentali, in quanto nel terzo

mondo si continua a morire di altro (AIDS, malaria, TBC,
carestia, guerra...)




P. Fazii

PARTEV: f:l{b
Conclusioni S L rescams

In effetti c’e da segnalare
la possibilita, per dir la
verita, nemmeno tanto
remota, di un
riassortimento tra ,
Influenzavirus A(H5N1) (¢
e Influenzavirus A(H1N1)
con sviluppo del superbug
tanto temuto che
riuscirebbe a mantenere la
virulenza del primo
sottotipo e la capacita del

secondo di infettivita fra
gli umani.
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Per il contenimento delle paure molto
dipendera: '
-dalla classe medica
-dai media

-dalla classe politica

Da parte nostra (operatori del SSN) si
richiede uno spirito di collaborazione
perfetto ove tutti gli esperti/specialisti
dovranno umilmente svolgere il
proprio compito senza spirito di
prevaricazione
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Conclusioni

Come comportarsi? “WHATEVER IS NECESSARY"

To STOP THIS CRISIS!!

el U3, Wi ok g Y
WHARKEN ———

“In media stat

......

virtus”

ovverossia

non dovremo né

“fasclarci la testa”

in anticipo ne... - U= ) i
ITS MAIN SIDE EFFECTS ARE MASS HYSTERIA AND A SWOLLEN GOYERNMENT RERCTION”
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Conclusioni s frscn

|

...Né minimizzare
pensando che sia
“tutta una risata” e
che tutto si risolvera
facilmente senza

particolari
Interventi esterni!
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