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INTRODUZIONE

Man-Arthropod-Man Cycle

-Gli arbovirus, sono un vasto gruppo di virus appartenenti a
famiglie diversee che possono accrescersi sia negtopodi che
nei vertebrati.

-Sono i responsabili dioonosi, trasmessxcasionalmente agli
uominida artropodi vettoriramite una puntura.

-Il termine deriva dall'acronimo diRthropod-BOrne VIRUSes.

-Normalmente sono virus che sono trasmessi in aaturzeche
l'uomosia parte integrante delro ciclo biologicoe, quindi, solo . B
saltuariamentdo infettano. fz%

Animal-Arthropod-Man Cycle & .

550
T

-Si tratta divirus ad RNA appartenenti a diverse famiglie.

-Normalmenta casi di infezione umansono asintomati@anch
se sono possibili caslinici gravi.




INTRODUZIONE

-Ultimamente (le arbovirosi) vengono sistematizzage =~y W
gruppodelle ectoparassitosi |

ECTOPARASSITI:
m zecche
m acari
m pulci
m pidocchi
m Cimici
m zanzare
m flebotomi
m mosche

-Gli ectoparassitsono agenti infettivi che richiedono
I'interazione con la superficie esterna di un @spit

-Questa interazione puo durare solo il temdpana
puntura(pasto di sangue), oppure puo durare molto di
piu con permanenzdell'agente sulla cute pesettimane,
mesio persincanni (acari, pidocchi)




INTRODUZIONE

Z00nosi

2) Zoonosi e agenti zoonotici da sottoporre a sorveglianza in funzione della situazione epidemiol ogica

1. Zoonosi virali Togaviruses (Alphaviruses)

— Calicivirus; Eastern Equine encephalitis

— Virus dell'epatite A,

— Virus dell'influenza;

— Rabbia;

— Virus trasmessi da artropodi;

— Virus trasmessi da artropodi:

n°® 3 Famiglie di virus
trasmesse da:

a) Zecche

b) Zanzare

c) Flebotomi =

Western Equine encephalitis
Venezuelan equine encephalitis
Chikungunya

Mayaro

O’nyong-nyong

Sindbis

Semiliki

Ross River

Flaviviruses

St. Louis encephalitis
Japanese encephalitis

Yellow fever

Dengue

WestNile

Tick Borne Encephalitis (TBE)
Zika virus

Bunyaviruses

LaCrosse encephalitis

California

Tahyna

Febbre emorragica del Congo e della Crimea
Toscana

Colorado tick fever

Febbre della valle del Rift

Febbre da flebotomi



Il virus

B Flaviviruse un genere di virus a RNdppartenenti alla famiglia
Flaviviridae.

M | flavivirus si chiamano cosi (dal latifi@vus= giallo) per
ricordare il virus piu tipico della Famiglia il wis dellaFebbre Gialla




Il virus

Febbre gialla (Yellow fever):cenni storici

BRAZIL
SalvadorO

|

BAHIA
Rio de Janeira O

1635:1l gesuita Raymond Bretonsegnala
una malattia delle Antille che faceva
diventare “piu gialli di una mela”

1692:il gesuita Antonio Vieria descrisse la
prima epidemiadi febbre gialla nella
Bahia, in Brasile

1750: Hughesconia il termine “febbre
gialla”




Il virus

Febbre gialla (Yellow fever):cenni storici

1793:un’epidemiadi febbre gialla
stermina il 10% della popolazione di
Philadelphia (USA)

1854:in Venezuelal ouis Beauperthuy
Ipotizza che la febbre gialla possa essere
trasmessa da una zanzara

1881 a Cuba Carlos Finlayidentifica
I" Aedes aegypti comevettore della
malattia, pur fra qualche incertezza




Il virus

Febbre gialla (Yellow fever):cenni
storici

1900: Walter Reedesce ad identificarne carertezza il
vettore

Walter Reed (Belroi, 13 settembre1851 — Washindg2@n,
novembre 1902) e stato un mediadiciale e batteriologo
statunitenseNel 1900 diresse a Cuba il gruppo di ricerca
che svelo la patogenesi delidobre gialla.

. Nel 1900la febbre giallacolpi I'esercito statunitenshe
si trovavaa L'Avana (guerra Ispano-AmericanBgr
indagare sull'eziologia della malattia, allorajrfuiata a
Cuba una Commissionfarmata da quattro grandi medici
fra cui Walter Reecthe ne er@residente.

. Ottenne riconoscimendal mondo accademico (Lauree
honoris causalall'Universita di Harvard e dall'Universita
del Michigan). Appena due anni dopo, all'ét&oli
cinquantuno anni, Reed fu diagnosticatan'appendicite, 3
per la quale fu operato. Nonostante I'operazioas),p b i e 4
I'appendicitedegenero in peritonite il 22 novembre 1902 Walter Reed Army | nstitute of ch,
Walter Reed mori. Silver Spring, Maryland

—



Il virus

Febbre gialla (Yellow fever):cenni
storici

1937 Theiler e Smith (USA) sviluppano un
vaccino anti-amarillico da un ceppo virale
attenuato; Max Theiler, per tale motivo, nel
1951,viene premiato con ilNobel per la medicina
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Il virus

B Strutturalmente sono a simmetitasaedrica capsuladi circa 40
nmdi diametro composti da:

-pericapside,
-capside

-ed unasola molecola di RNA
a polarita positiva.

E dimer M pratein

T=3-like organization
of surface dimers
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Il virus

ﬂr’ }
o A
&
Protease

Polymerase

m |l genoma dei flavivirusgostituito da 11.000 nucleotjdodifica3

proteine strutturale 7 nonstrutturali; con un senso di lettura 3' - 5. I Flavivirus RNA genome and polyprotein

capside virale e composto di fyeoteine strutturali

-proteine drivestimento E, SUTR Plus-strand RNA genome JUTR
i c _Structural _ ructu

-proteina detore C, e st —

-proteina dimembrana M; | Transiation

Ve o FL__W V Ve VW
NH3mlmm"| NS1 ||E||ﬁ|i Ns3_|[4A][][#B][_nNsSs___jcooH

m laglicoproteina Esvolge un ruolo centrale nella biologia delle Elé"“ P—— —

infezioni ed &esponsabile del legame e della penetrazione celliala NTPace RdRp
N WV NS2B/NS3 protease 5'RTPase

bersaglio. o Signalase

-Essa e il principalbersaglio della risposta immunitadell'ospite,
essa e costituita dg&D0 aminoacidi con tre domini antigenici.

m Laproteina capside € una proteina strutturale coinvolta in \Sirampl et gF-Protein (dimer)
assemblaggio del virione. ‘ |

-Protein

m Infine laproteina strutturale Mheritarda la maturazione dei vires

si & pensato sia coinvolta néhscio virioni. C-Protein

Hullmembran



Il virus

West Nile Virus Replication

West'Nile
Virus

B Prove di laboratorio suggeriscono che la maggior

parte dei flavivirus si formano neltesterne del reticolo
endoplasmatico rugossono potrasferiti all'apparato

deIIIC?oIgie quindirilasciati per esocitoglalla superficie @ ' . N e Wost Nite: 1
cellulare. \ G :

B |l genereinclude 86 virusdi questi 73 sono

raggruppati in 53 specie. Di queBtivivirus 40 sono
conosciuti come patogeper l'uomo e altri vertebrati.
Essi determinano una varietamalattie diverse con
febbre, talvolta severa encefalite e/o febbre eagica

and
Bolyproiein:

M | flavivirus sono rapidamenteattivati
-dal calorg56°C per 10 min),

-detergenti, \ e
-radiazioni UV, - e s/ i et
-digestione da tripsina, . e

-formaldeide i

-e disinfettanti a base dioro e di fenolo




INTRODUZIONE

Flavivirus

Virus trasmessi da zanzare

Trasmessi da zecche

Virus dei mammiferi

-Louping ill virus(LIV)

-Virus della febbre emorragica di
Omsk(OHFV)

-Virus di PowassafPOWYV)

-Virus dell'encefalite trasmessa da
zecchgTBEV)

Seabird Tick-borne virus group

Virus di cui non e noto l'artropode vettore

Entebbe virus group
Entebbe bat viruENTV)

Modoc virus group
Apoi virugAPOIV)

Rio Bravo virus group
Rio Bravo virugRBV)

Senza ospiti vertebrati'conosciut
Aedes flavivirus

Aroa virus group
Aroa virus(AROAV)

Virus del gruppo Dengue
Dengue virugDENV)

Virus del gruppo encefalite giapponese
Japanese encefalite virg3eV)
Rocio virus(ROCV)
Usutu virus(USUV)
Virus dell’encefalite di Saint Lou{SLEV)
West Nile virugWNV)

Kokobera virus group
Kokobera virugKOKV)

Ntaya virus group
Bagaza virugBAGV)

Spondweni virus group
Spondweni virugSPOV)
Zika virugZIKV)

Virus della febbre gialla group
Yellow fever virugYFV)



Il virus

ol virus Zika (ZIKV) & un virusa RNA
della famiglia Flaviviridae,
genere-lavivirus,

gruppoSpondweni

specieZika,

T=3 Capsid T=3-like arganization
of surface dimers

eIsolatoper la prima voltanel 1947da un primateNlacacus
mulattg in Uganda, nell&oresta Zikauna riserva naturale
vicino adEntebbe

*Negli ultimi anni la malattia si & pdiffusa in tutti i
continent] Europa inclusa.

*Negli esseri umani provoeana malattia noteome "zika" o
febbre Zika.

e“"‘-‘




Il virus

*Come gli altri virus in questa famiglia, il virdska e
avvolto da un capside icosaedred genoma € costituito
dauna singola elica di RNA sens@ositiva, lunga
10.794 nucleotidi.

*Dal punto divista filogeneticoesso e strettamente
imparentatccon il virus Spondweniun virus che con lo
Zika forma un proprio gruppaiadeg Spondwenall'interno
al generd-lavivirus.

*Condivide con gli altri membri del gendeestesse
caratteristiche strutturali e lo stesso ciclo @li@zione
cosi come la stessa organizzazione genetica, tdmnper
la regione 3' UTR.

*Altri membri appartenenti allo stesso genere sbraous
Ilheus(ILHV), quello dell'encefalite dRocio o virus
Rocio ROCV) e dell'encefalite di

Saint-Louis

*Si segnalano casi di possibile-infezione
virale Dengue + Chikungunya + Zika.

Zika virus

Family: Flaviviridae
Genus: Flavivirus

Nucleocapsid: 25-30 nm M protein
Virion: 40 nm

Genomic RNA Capsid protein

Lipid membrane

Structural proteins Non structural proteins

| | |
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Il vettore

Floraoa Mudest Eciotsctgs Latwteny:
880 UNIVERETTY OF FLORIDA,

PR Sh
Il virus e strettamente correlato a quelli che
provocanda dengue, la febbre gialla, I'encefalite
del Nilo occidental@e I'encefalite giapponese, tutti
trasmessi principalmente da punture di insetto
pertanto definiti arbovirus.

g
v

Esso e trasmesso da numerose zanzamgedele
Aedesnegli ambienti equatoriali soprattutto
daAedes aegyptRecenti studi sui vettori che
permettono la trasmissione del virus, hanno
permesso di isolare il virus Zika anche in alcune
popolazioni diAedes albopictuganzara tigre)
provenienti dalGabon

Poiché questa zanzara e particolarmenteune in
climi temperatidell'emisfero boreale come in Nord
America, la penisola italiana e altre zone

del Mediterraneo, potrebbe fnturo rappresentare
un serio rischiger I'espansione del virus anche in @
queste zone. "

Tuttavianon esistono ancora casi documerdati
trasmissione del virus da parte di questa zanzara
in Europa.



Il vettore

Diffusione di
Aedes albopictus

mln Italia, € stata avvistatzer la prima volta nel 1990
e da allora si e diffusa moltissin@@oprattutto nel
Nordest= Padovaadicandosi saldamente nel nost
Paese

mAedes albopictus e presente nella maggior
parte del Paes#alla pianura alla bassa collina
(400-500 m)l dati del 2003 indicano che la
zanzara e diffusa in 14 Regioni italiane, in 54
Province e in oltre 300 Comuni

mlLa prima segnalazione Kbruzzo vi é stata nel o oroaneisindbnne
2002a Montesilvano (PE) (Fazii P., segnalazione 1 Focotr sradeatn
a P Roml’ ISS) ] Segnalaz. hon conferm



Il vettore

Diffusione di
Aedes albopictus

Presenza di
Aedes albopictus
~» in Italia (per Province)
Romi, 2003




Il vettore

Diffusione di
~ Aedes albopictu

Climatic suitability for Aedes aegypti and Aedes albopictus (Asian tiger mosquito) in Europe
Suitability (%)

EE [ B [ [ = = B [ a
0-9 10-19  20-29  30-39  40-49  50-59  6P-69  70-79  80-89  90-100

EE

No prediction




Il vettore

Habitat domestico di
Aedes albopictus




e zoonosi arbovirall

Togaviruses (Alphaviruses): Chikungunya
Aedes albopictus

e s T SR S e

mGrave problema di sanita

- Notevole grado di molestia data
'elevata aggressivita

- Capacita vettoriale per virosi
“esotiche”

m In Italia Aedes albopictuson
ha trasmesso malattie fino a
Luglio 2007(Epidemia di
Chikungunya in Romagna)




Come fare la diagnosi

Sono due i capisalgier
porre la diagnosi di
Infezione da virus Zika:

1. ritrovamento del’RNAnel
sangue con la RT-PCR

2. presenza dinticorpi IgM

contro il virus Zika con iIMAC-

ELISA o I'lFA

2 RNA
<z %
V),
{/-44/
7,

® Buzzle.com
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Campioni clinici

SR

Zika virus € stato rinvenuto nehngue
intero, siero e plasnaelleurine nel
LCR, delliquido amnioticq nelliquido
seminalee nella saliva

VERTEDIAE SPINAL CORD

CEREBROSPINAL
o FLUID

Sembra che il virus sia presente nelle |
urine nel liquido seminalper periodipiu |
lunghirispetto alsanguee allasaliva

Al momentosi preferisceaichiedere
sangue intero/siero/plasnedurine




Campioni clinici

Virus Negative Serum Mock Positive Serum Fab 1

. Control Control Control Control 80 pg/ml i~

a stoccaranche altri liquidi corporei

a)pertest di conferma

Fab 13 Fab23 Fab 1 Fab 1 Fab1
YERTEGTAL SPINAL CORD

320 pghnl 160 g/ml 40 pg/ml 10 pg/ml 2.5 pg/ml

CEREBROSPINAL
FLUID

oppure

b) quandabisogna verificare se c’'e
un’associazione fra il virus casi

-di complicanze neurologiche
-microcefalia

-e potenziale trasmissione sessual




Campioni clinici

Conservazione dei campioni clinici

| campioni di sanguana volta prelevati
andrebbero conservati?za8°C e testati entro 48
ore.

*Se c’é urritardo nell’esecuziondel test, il
campione vaierato e conservato a -20p€er ur
massimo di 7 giorni

*Se I'esamaionpuo essere effettuatmtro i 7
giorni il campione vacongelato a -70°C.

eScongelamenti e ricongelameripetuti vanno
evitati.

| campioni vanno esaminati Blosafety Level
2 (BSL-2) coscome descritto nalVHO
Laboratory Biosafety Manual, 3rd ed.

|

A
: RAGAZZL. N\
s ‘;fsm Ly W
!., p's

[0RNATY .
I :

-

LABORATORY
BIOSAFETY MANUAL

Third edition

YULBRYNNER




Campioni clinici

Invio dei campioni clinici

| campioni sospetti di essere Zika virus +,
possono essere inviati adri centri in ghiaccio
secco costome le sostanze biologiche della
categoria B,UN33780si come descritto nel
WHO Guidance on Regulations for the Transpo!

of Infectious Substances 2015-2016 BIOLOGICAL SUBSTANCE

CATEGORY B




Come fare la diagnosi
RNA
Z
1/;/‘/%
7

© Buzzle.com

Campioni per esami
molecolari

— Sanguentero, sierce urineda N |
pazienti con sintomi insorti solda © -
7 giorni YULBRYNNER

>

o

o




Come fare la diagnosi

Campioni per esami sierologici

e Sanguentero e sierwaccolti da pazienti con | §
sintomi insorti dgiu di 7 giorni > N B

* Quando possibile ualtro campione di siero
dovrebbe essere raccoitopo 2-3
settimanepossibilmente se primo
campione di siere stato raccolto neirimi
5 giorni di malattia




L’RNA virale nel siero

@ |l ritrovamentodell’RNA virale nel siero consente
la diagnosi certa di infezione

@ La viremia, perog transitoriaper cui la RT-PCR
ha le maggiori probabilita di successo se effettuata
entro una settimardall’'inizio dei sintomi

@ Inoltre laviremia e spesso bassauindi a volte e <

difficile riuscire aisolare I'RNA virale

Aparecimento dos

sinais e sintomas
' —lgG—»
Infeccdo T - = = igM =
* 1 41 42 43 44 45 46 +7 +8 49 +10 +11 412 +13 +14 +15 +16
| | D 1 1 1 1 | | | | | 1 1 1 | | | | .
| | I ] ] | | | | | I ] 1 | | | | |
-} 3 -2 =1 Tempo em dias
Periodo l:h RNA viral
incubagdo

Diagndstico laboratorial por RT-PCR e Sorologia (IgM e I1gG) para Zika virus.

Fonte: adaptado de Sullivan Nicolaides Pathalogy 2014
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%’//LGH anticorpi IgM anti Zika

g Noneé ancoranotodopo quantaempo
compaianaopo l'infezione, si ipotizza cio
accadappena si ha il declino della viremia
cioe entro lgprima settimanaall’inizio dei

sintomi <

a  Gli anticorpilgM persisterebberper alcuni

LA MIRISCH COMPANT s e

mesi
4]
0BERTS
H.B_E
Aparecimento dos
sinais e sintomas
. —lgG—>
Infeccéo I - = = IgM 3
‘ 1 41 +2 43 +4 45 +6 +7 +8 49 +10 +11 +12 +13 +14 +15 +16
| L ] ] ] | | | | I ] ] ] | | | | =
1 1 | 1 1 1 | 1 | | | 1 1 1 | 1 1 1 -
. -3 -2 -1 Tempo em dias
Periodo 1:|u RNA viral
incubagéo

Diagndstico laboratorial por RT-PCR e Sorologia (lgM e IgG) para Zika virus.,

Fente: adaptado da Sullivan Nicolaides Pathalogy 2014



» Il test consigliato € uMAC-ELISA oppure’lFA
utilizzandocome antigene dei testigato virale
oppure antigenbttenuti dal supernatandelle
colturecellulari

» |testsierologiciandrebbero eseguiti possibilmente
solo in laboratori con esperienaella diagnostica
sierologica deklavivirus

Aparecimento dos
sinais e sintomas

—IgG—>
i . —— —_———
Infeccéo T IgM
+#41 42 43 +4 +5 +6 47 +8 49 +10 +11 +12 +13 +14 +15 +1&
| . 0——1 ] ] | | | I | 1 ] ] 1 | | |
] T I 1 1 T T T T T 1 1 1 T T T T
. =3 -2 -1 Tempo em dias
Periodo de _—
incubacdo RHNA viral

Diagnéstico laboratorial por RT-PCR e Sorologia (IgM e IgG) para Zika virus.

Fonte: adaptado de Sullivan Nicolaides Pathalogy 2012

Gli anticorpi IgM anti Zika

Derived from the kidney of an

African Green monkey in the
- 1960s,Vero cellsare susceptible

~ to a wide range of viruses
including measles, mumps,
rubella, and many arthropod-
borne V|ruses

onjugue anti 1g(s

)\ Anti-Chik

Ag Chik

IgM anti-Chik
(sérum prélévement

sanguin)
)\ Anti-IgM




{,J= Gli anticorpi IgM anti Zika

* Il test consigliato € uMAC-ELISA oppurel’lFA
utilizzandocome antigene dei testigato virale
oppure antigenbttenuti dal supernatandelle
colturecellulari

» |testsierologiciandrebbero eseguiti possibilmente
solo in laboratori con esperienaella diagnostica
sierologica deklavivirus

Aparecimento dos
sinais e sintomas

. —lgG—>
Infeccéo I - = = IgM 3
‘ 1 41 +2 43 +4 45 +6 +7 +8 49 +10 +11 +12 +13 +14 +15 +16
| il 1 ] ] | | | | l 1 ] ] | | | | =
] | | ] | | | | | | | I 1 | ] | | | ol
. -3 -2 -1 Tempo em dias
Periodo 1:|u RNA viral
incubagéo

Diagndstico laboratorial por RT-PCR e Sorologia (lgM e IgG) para Zika virus.,

Fente: adaptado da Sullivan Nicolaides Pathalogy 2014

Derived from the kidney of an
African Green monkey in the
1960s,Vero cellsare susceptible
to a wide range of viruses
including measles, mumps,
rubella, and many arthropod-

Indirect
immunofluorescence assay

Anti-lgG
conjugated with

fluorescein
—_—

Antibody
(from the
patient

2ETUM}

Subzstrate
containing the
antigen

e
Slide:



Le tappe della diagnosi (CDC)le/» 74
pp gnosi ( )'”ll/;/%

CENTERS FOR DISEASE"

1) Nel caso in cui il paZiente Si pres&m'[rounasettimana dalla CONTROL AND PREVENTION
comparsa dei sintomeseguire laicerca del’/RNA virale In caso di

positivita ladiagnosi e certa ,
s . e —
2) In caso dinegativita del’RNAvirale o se il paziente si presentapo 7 &
giorni dai primisintomi, si fa laricercadegli anticorpi IgM anti Zika Z
se positivi si presume trattarsi di un’avvenuta infezione da virus Zika 1) %
3) In questo caso perere conferma occorfare il Plague Reduction e,;m
Neutralization Test (PRNTperché la positivita anticorpaten e
altamente specificper il virus Zikae potrebbe invecessere dovuta l Anti-Chik
a un’infezione daiirus Dengue o Chikungunya 2 () Agcnix
) e IgM anti-Chik
- Il PRNTE€ il test piu specificehe consente diistinguere tra gli ge'n'g“‘;‘;nl)"e”é"eme“‘
anticorpi,ma ha il difetto di essefenpegnativo e costostanto da \ Anti-IgM

nonesserdacilmente disponibilespecie nei paesi in cui €

attualmente in corso 'epidemia. W

- Il problema maggioraelle attuali epidemie e che mattazienti 3)
(circa il 90%)hanno gia anticorpi diretti contedtri virus similie che

la risposta anticorpale verso queste precedenti infezionepagre

piu vigorosarispetto a quellaontro il nuovo virugin questo caso lo

Zika). In tali casi neppure il PRNT e di aiuto.

4) Si sta attualmente valutando la sensibilita delfaPCR su altri liquidi

biologici in cui & presente il virus Zikapme le urine e la saliv®ati RNA
limitati suggeriscono cheelle urineil virus Zika sia presentgiu a L1127
lungoche nel sieroallungando quindi il periodm cui si puo 4) f/
ricorrere alla RT-PCR, e chmilla saliva 'RT-PCR abbia una //'//
maggiore sensibilitahe sul sangue, malati sonoancora scarsi e N

poco chiari. —



Il test PRNT

Consente di distinguetea glianticorpi e definire
guindise si tratta veramente di un’infezione da
virus Zika

E’ un testcostoso e impegnatiin termini di _
tempo, per cuinon e di solito disponibilaei Paesi
in cui & ora in corso I'epidemia

he,

Control (non-immunized) rabbit serum

bl

H1N1 HA immunized rabbit serum

Se un paziente ha gia anticorpi contro virus simili

infezione da Zika % u Il il |.

neppure il PRNT € in grado di darertezza di

Percentage of Plaque reduction

1in128
Lin 256

Dilution of Serum

Sebbene iIPRNT sia provvistai grandespecificita
gli esami sierologici sonsoggetti a cross —
reactionssoprattutto in pazienti con storia di
precedente infezione caémavivirus o storia di
Immunizzazione

Nel PRNT, un aumento dialmeno 4 voltelil titolo

di anticorpi neutralizzanin assenza di un aumento
del titolo di anticorpi verso altflavivirus

evidenzia una recente infezioda Zika virus.




Il test PRNT

Il Plaque reduction neutralization téstisato pequantificare il titolo degli
Ab neutralizzanti nei confronti di un virus

Il campione di siero o la soluzione di Ab per essere testata deste effluita
e miscelata con una sospensione virale

Questa soluziongiene incubata per permettexgli Ab direagire con il virus

Questa soluzione viene posta su una superficieltlira cellulare in
monostrato.

Virus Megative Serum Maock Positive Serum Fab 1
La superficie cellulare @opertacon unostrato di agar o di T— — — S— 80 ug/mi
CarbossiMetilCellulosa

La concentrazione dellplaque formin unitpud essere stimata dal numero
di placche i(egioni di cellule infette dal virgdormate dopo pochi giorni.

In relazione alla specie viraleéaque forming unitsono misurate tramite
a)osservazione microscopida)Ab fluorescento per mezzo di gpecifici
sistemi che reagiscormon le cellule infette

La concentrazione del sieper ridurre il numeralelle placche del 50%
comparato con il siero senza virus da la misura di quanti Ab sono preser .13 T Eibi s faka

Questa misurazione é denotata coRRNT50 value. 320 pg/ml 160 pg/ml 40 pg/ml 10 pg/ml 25 pg/ml

Il titolo degli Ab neutralizzantriene definito comé&ultima diluizionedel
siero in esame alla quale si ossenaizione dell’effetto citopatico

Questa metodica é ritenuta essegmitl standardcper la ricerca e la
misurazione degli Ab chegotrebbero neutralizzare i vireche causano
diverse malattie

Questo test & pisensibile di altri teqquali il test di emoagglutinazione e di
molti test ELISA commerciali.

Inoltre esso e piapecificodi altri metodi sierologicper la diagnosi di molte
ARBOVirosi

Tuttavia il test &ostoso e relativamente lunfgualche giorno) se
paragonato ai test EIA che sono poco costosi e rapidi (anche poch)minuti



La ricerca dellRNA In altri

liguidi biologicl

Nelle urine ilvirus Zikae presente
piu a lungoche nel siero e quindi si
allungherebbd periodoin cui poter
usare |aRT-PCR

Nellasaliva &€ pur@resente ilvirus
Zikae laRT-PCR avrebb@ questo
caso una maggioreensibilita

Sono comunguesami norancora
codificati



La ricerca dell’RNA In altri
liguidi biologicl
Almonekpoci ol C € 1VD|

Diagnosi3

*Un numero di Istituti hanno sviluppato
saggiin-house

*WHO raccomanda che i laboratori che
producono RT-PCHh —houseutilizzino

| stessi di primer/probehe sono in grado
di individuare tutti i ceppi viralcircolanti

di Zika virus. . INHOUSE

World Health
Organization




Altr1 Test

An ultrasensitive electrogenerated
chemiluminescence-based
Immunoassay for specific

detection of Zika virus www.nature.com/scientificreports

Dhiraj Acharyal,*, Pradip Bastola2,*, Linda Lel, Amber M.
Paull, Estefania Fernandez3,

Michael S. Diamond3, Wujian Miao2 & Fengwei Bail

Zika virus (ZIKV) is a globally emerging mosquito-transmitted S C | E N T I F | C
flavivirus that can cause severe fetalabnormalities, including

microcephaly. As such, highly sensitive, specific, and cost-effive

diagnosticmethods are urgently needed. Here, we report a novel

electrogenerated chemiluminescence (ECL)-based immunoaygs

for ultrasensitive and specific detection of ZIKV in human
biological fluids. Weloaded polystyrene beads (PSB) with a large
number of ECL labels and conjugated them with anti-

ZIKV monoclonal antibodies to generate anti-ZIKV-PSBs. These
anti-ZIKV-PSBs efficiently capturedZIKV in solution formi ng
ZIKV-anti-ZIKV-PSB complexes, which were subjected to
measurement of ECL intensity after further magnetic beads

separation. Our results show that the anti-ZIKV-PSBs can
capture as little as 1 PFU of ZIKV in 100ul of saline, human
plasma, or human urine.This platformhas the potential for

development as a cost-effective, rapid and ultrasensitive assay for
the detectionof ZIKV and possibly other viruses in clinical
diagnosis, epidemiologic and vector surveillance, and laboratory
research.
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] o Targe! protein
I t r L] T t ”— P Primary antibody
A I ‘ E S Foist Secondary antibody

Enzyrme conjugate

N
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B Lachemiluminescenzaalvolta chiamata £ D
chemioluminescenza,l@missione di radiazione P Product
elettromagnetica, in particolare nel visibile e vielno ‘ e Enmitied ight
infraross@ che pud accompagnare una reazione chimica.

B Considerando una reazione tra i reagenti A e Braitla

prodotto P: W Goat anti- human igm 3-aminophthalate + light =
A+B—P*— P +hy *‘ RS H,0,Huminol 3-aminophthalate’
. Dengue antigen U
B In pratica la reazione portaalodotto P in uno stato A  mouse anti-penv K ’t
eccitatoed il decadimenta@llo stato fondamentaleonporte : D T—

alla formazione dealore ma di un fotonet). Jk )k ,,lk

B E quindi necessario che i meccanismi di decadimel
radiattivo siano piu competitivi rispetto a quelim
radiattivi. Non si confonda il concetto di radiante/non
radiante con il concetto di radioattivo, cioe diigsione di §# “¢ ¢ Vv V %
radiaZione ionizzante. e | e B - | | . ==t

B Un esempio di reazione che porta a chemiluminesc£52

quella deluminolo con il perossido di idrogerea un
catalizzatore metallico.

B Quando il fenomeno sierifica in sistemi biologici, per

esempio nelle lucciolesi parla dbioluminescenzan questi
casi le reazioni sonmatalizzate da enzimi.




L'algoritmo della diagnosi (CDC)

!

RT-PCR dengue

|

Test molecolari

(entro 7 giorni dall'inizio dei sintomi)

RT-PCR Zika

RT-PCR chikungunya

J

v

y

:

-

.

;

Positivo:
virus dengue
confermato

Negativo:
fare i test
anticorpali

Positivo:
virus Zika
confermato

Negativo:
fare i test
anticorpali

Positivo: Negativo:

virus fare i test

chikungunya anticorpali
confermato

|

Test anticorpale

(da 4 giorni dopo l'inizio dei sintomi)

)

IgM anti dengue IgM anti Zika IgM anti chikungunya
Positivo: Negativo Positivo: Negativo Positivo: Negativo
presunta presunta presunta

infezione da infezione da infezione da
dengue Zika chikungunya
v ! ]
PRNT PRNT PRNT




Quando fare i vari test (ECDC)

Fase acuta Convalescenza

Inizio dei sintomi
Giorni dall'inizio D0 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 Di4 D15 1l 1 mese 2 mesi 3mesi 6 mesi

Test di laboratorio
Tipo di campione

Test molecolari RT-PCR
- Siero/plasma | | s | |
- Saliva o s | o :
- Urine . 1 | [ [ |
- Liquido seminale [ | I

Isolamento del virus

- Siero/plasma cc I

- Urine

3 settimane
- Liquido seminale I
Sierologia ELISA/IFA
- Siero IgM | | | | | | [ [ | [ ]
IgG ! | [ [ [ | ! | | |
- Siero NT L ! [ | [ | /! | | |

Note
I Periodo di uso ottimale in base alle conoscenze attuali

I Periodo di uso subottimale in base alle conoscenze attuali
CC: coltura in cellule

IFA: test all'immunofluorescenza

NT: test di neutralizzazione



La diagnosi prenatale di infezione

Le indicazionisono a oggpoco < RNA
chiare \ /ng
v, .
r(/ 4

Ci sonodati sull'uso della RT-PCR
sul liguidoamnioticq ma la
sensibilitadel’esamenon e nota

® Buzzle.com

Al partosi puo fare laicerca del
virus o il dosaggi@egli anticorpi
anti-Zikanel sanguadel cordone
ombelicale manon é notda
sensibilitadei due esami

| LY ‘_l \ _ : ’ ‘i‘*f/ . P
doliin © Buzzle.com . @ o




Conclusioni

Da quanto affermatsi deduce che ldiagnosi di laboratoridelle
infezioni da Zikanon ¢ affatto semplicma si puo presentare
talora assai complessa

Pertanto si presuppone:

. Grande esperienza inambito sierologicehemolecolare

. Conoscenzdell’anamnesi remotgaltre infezioni da
Flavivirus) che prossimasfggiorno in areendemica)

; Mild fever,
&) Conjunctivitis 4@—Headache Bada:
‘ Skinrash - 2%

»—(exanthema) "- f:-'

0y @
}1 Joint pain ————4 (

. Conoscenza deintomi

e Symptoms Only 1in 4 people
o normally last show any
days | for 2.7 days symptoms at all



Conclusioni

Da quanto affermatsi deduce che ldiagnosi di laboratoridelle
infezioni da Zikanon ¢ affatto semplicma si puo presentare
talora assai complessa

Pertanto si presuppone:

. Continuainterlocuzionecon il clinico nellagestione di
campionisospetti di esseffelsi negativi o falsi positivi

. Corretto ricors@dalgoritmidiagnostici ALG“Hi‘MD

ARTE E MUSICA CONTEMPORANEA

. Il Gold standarddiagnosticaion e ancora stato individuatc
e solo il ragionamento medidasu ogni caso puconsentire
di fare diagnosi
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