CORONAVIRUS

SUNTO
Particelle virali, munite di involucro. con diametdi 80-220 nm, contenenti un genoma non
segmentato di RNA a singolo filamento, senso-pasiticon dimension] di 20-30 kb: il
nucleocapside € elicoidale, con diametro di 10420 n
| coronavirus assomigliano agli orthomixovirus, mdifferenza di questi presentano in superficie
proiezioni simili a petali e formano un bordo comea corona solare. Il nucleocapside dei
coronavirus si sviluppa nel citoplasma e maturageenmazione in vescicole citoplasmatiche.
| coronavirus umani hanno una gamma di ospiti mettetta e sono stati isolati da pazienti con
malattie acute delle prime vie respiratorie, tipaffteddore".
| torovirus. che provocano gastroenterite, costono un genere separato. | coronavirus degli
animali stabiliscono rapidamente infezioni persisfecomprendenti I'epatite del topo e bronchiti
infettive virali negli uccelli.

GENERALITA

| coronavirus sono virus a RNA, grandi, dotatirdiolucro.

| coronavirus fanno parte di una vasta famigliaidis che possono causare un raffreddore comune,
una forma lieve simile all'influenza e alcugastroenteriti infantilima anche malattie piu gravi
come la sindrome respiratoria mediorientale (MER$®) sindrome respiratoria acuta grave (SARS
2002/2003).

| coronavirus animali provocano malattie che hamatevoli ripercussioni economiche fra gli
animali domestici. | coronavirus dei piccoli aniingtovocano delle infezioni permanenti nei loro
ospiti naturali.

Il virus responsabile dell’epidemia che sta attialte interessando alcune province della
Cina 019-nCo\) e un nuovo ceppo di coronavirus mai identificatprecedenza nell’luomo.

PROPRIETA DEI CORONAVIRUS
Le piu importanti proprieta dei coronavirus sonenehate nella Tab. 41-1.

Tab. 41-1. Importanti proprieta dei coronavirus

Virione: sferico, con diametro di 80-220 nm; nucleocapside a
elica

Genoma: RNA a singolo filamento, lineare, non segmentato,
senso-positivo, di 20-30 kb, PM 5-6 milioni, incappucciato e
poliadenilato, infettivi

Proteine: due glicoproteine e una fosfoproteina. Alcuni virus
contengono una terza glicoproteina (emagglutinina esterasi)

Involucro: contiene grandi proiezioni, notevolmente distanzia-
te, a forma di clava o di petalo

Replicazione: citoplasma; le paricelle maturano mediante
gemmazione nel reticolo endoplasmico e nell'apparato di
Golgi

Caratteristiche principali:
Provocano il raffreddore
Mostrano frequenti ricombinazioni
Difficili da coltivare nelle colture cellulari



STRUTTURA E COMPOSIZIONE
| coronavirus sono costituititi da particelle menidi involucro, con diametro di 80-220 nm.
contenenti un genoma di RNA non segmentato, a krfgamento, senso-positivo (20-30 kb; PM
5-6 x 10); si tratta del genoma pitl grande fra i virus a®RN
L'RNA genomico isolato e infettivo. Il nucleocapsid elica ha un diametro di 9-11 nm.
Sulla superficie dell'involucro si trovano proiezidaculei o peplomeri) a forma di clava o di
petalo, lunghe 20 nm, notevolmente distanziatedirdoro, e che conferiscono alla particella
l'aspetto a "corona solare" (Fig. 1).
Le proteine strutturali del virus comprendono unatgina (N) nucleocapsidica fosforilata, di 50-60
kDa, una glicoproteina (M) di membrana di 20-30 kiDa serve da proteina matrice incastonata nel
doppio strato lipidico dell'involucro e che inteisge con il nucleocapside, e infine la glicoprogein
della protezione (S; 180-200 kDa) che fa partgpéplomeri a forma di petalo.
Alcuni virus, fra i quali il coronavirus umano OG43ntengono una terza glicoproteina (HE; 120-
140 kDa) che provoca emagglutinazione ed & dotatidta acetilesterasica.

Figura 1

Figura 1. Coronavirus umano OC43. Notare le tipiche proie-
zioni grandi, notevolmente distanziate, formanti una “corona” at-
torno al virione (297.000 x). (Alla cortesia di FA Murphy e EL
Palmer.

L'organizzazione dei genomi dei coronavirus pitprapentativi € mostrata nella Fig. 2 e 4.
L'ordine dei geni per le proteine codificate daitutoronavirus € Pol-S-M-N. Numerosi quadri di
lettura aperta codificanti per le proteine nontstinali e per la proteina HE differiscono per numer
e per ordine di gene fra i coronavirus.

Rappresentazione schematica di un Coronavirus
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Nucleocapsid |
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Membrane protein M
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Figura 2. Organizzazione genomica dei coronavirus. Il genoma del virus dell’epatite del topo (MHV) é di 31,2 kb, mentre quello
del virus della bronchite infettiva (IBV) & di 27.6 kb. E stato anche inserito il coronavirus umano (HCV) 229E. Sono mostrati i quadri
di lettura che codificano per le proteine strutturali (caselle). [Riproduzione autorizzata, da Holmes KV, Lai MMC: Coronaviridae: The
viruses and their replication. In: Fields Virology, 3rd ed. Fields BN e coll (editors). Lippincott-Raven, 1996).

CLASSIFICAZIONE

1 caratteri utilizzati per la classificazione deor@Gnaviridae comprendono la morfologia delle
particelle, la strategia unica per la replicazide#'RNA, I'organizzazione del genoma e I'omologia
della sequenza nucleotidica.

La famiglia Coronaviridae comprende due generi @avorus e Torovirus distinguibili grazie al
sequenziamento del genoma. | torovirus sono maffosd fra gli ungulati e sembrano essere
associati alla diarrea.

| coronavirus sono comuni in molte specie animedinge i cammelli e i pipistrelli) ma in alcuni
casi, se pur raramente, possono evolversi e indekizomo per poi diffondersi nella popolazione.
In base a fenomeni di ricombinazione genetica pugese sporadicamente un nuovo ceppo di
coronavirus capace di propagarsi nell'uomo.
Finora sono stati identificati 7 differenti spediecoronavirus, classificate in 4 sottofamiglieplzd,
beta, gamma e delta in base alla struttura antigehpiu comuni per 'uomo sono due forme alpha
(229E e NL63) e due forme beta (OC43, HKU1).
| coronavirus di alcuni animali domestici e deiitod sono inclusi di questi due gruppi.
C'e un terzo gruppo antigenico distinto che comtignvirus aviario della bronchite infettiva dei

olli.
FF)>are che esista una significativa eterogeneitg@mta fra i ceppi all'interno del gruppo antigenic
maggiore (ad esempio, 229E-simile) e fra alcunipcepmani e animali si riscontrano reazioni
crociate. Alcuni ceppi possiedono emagglutinine.
| coronavirus umani conosciuti ad oggi, comuniutid il mondo, sono stati identificati diversi anni
fa (i primi a meta degli anni Sessanta) e alcuainidicati nel nuovo millennio.

Coronavirus umani comuni

1 - 229E (coronavirus alpha)
2 - NL63 (coronavirus alpha)
3 - OC43 (coronavirus beta)

4 - HKU1 (coronavirus beta)



Altri coronavirus umani
5 - MERS-CoV (il coronavirus beta che causa la NMedelast respiratory syndrome)

6 - SARS-CoV (il coronavirus beta che causa la &eaeute respiratory syndrome)
7 - 2019 Nuovo coronavirus : 2019-nCoV oppure COVID-19

I 9 gennaio 2020 I'Organizzazione Mondiale dellaaita (OMS) ha dichiarato che le autorita
sanitarie cinesi hanno identificato un nuovo ceppai #-coronavirus mai identificato prima
nell'uomo: il COVID-19. Il virus € associato a urotolaio di casi di polmonite registrati a partire
dal 31 dicembre 2019 nella citta di Wuhan, nellar@icentrale.
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Genoma monocatenario lineare ssRNA (+) di dimemng@fB2kb (il piu grande di tutti i genomi del viu
RNA). Con cappuccio in 5’ e poliadenilato in 3’ otenferiscono protezione dalla degradazione delle
esonucleasi.
L'RNA leader (65-89 bp) all'estremita 5 ' del gemogrmpresente anche alla fine di ciascun mRNA
subgenomico.
L'RNA del virione € infettivo e funge sia da genoaie da RNA messaggero virale. Questo RNA codifica
per 2 open reading frame (frammenti traducibili)F2R, ORF1b ed é tradotto in proteine con un
meccanismo tipico dei virus, il frameshifting rilbosiale. Le polipoteine risultanti ppla e pplab @
“tagliate” nella polimerasi virale (RdRp) e in &tproteine non strutturali: 3CLproteasi, PLproteir{di cui
sono indicati i siti di azione nello schema), lea&di ed altre, coinvolte nella sintesi del'mRNA.
Le proteine strutturali sono espresse come mRNAgsmlomici (da MRNA2 a mRNA9). Da notare che
MRNABS é differente rispetto al ceppo SARS 2003.

REPLICAZIONE DEI CORONAVIRUS

Dato che i coronavirus non crescono bene nelleialtellulari, i dettagli della replicazione virale
sono stati studiati sul virus della epatite virdé# topo, che e strettamente apparentato con flacep
umano OC43 (Fig. 3). Il ciclo di replicazione avwenel citoplasma delle cellule.

Il virus si attacca ai recettori delle cellule kzgio mediante le proiezioni glicoproteiche present
sull'involucro virale (S o HE). Il recettore delrooavirus umano 229E e I'aminopeptidasi N,
mentre le isoforme multiple della famiglia dellaicglproteina correlata con [I'antigene



carcinoembrionario servono da recettore per il cavorus del topo.

Figura 3
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Figura 3. Modello di replicazione dei coronavirus basata sul virus dell'epatite del topo. | virioni si legano alla membrana citopla-
smatica mediante I'interazione con le glicoproteine recettoriali specifiche. La penetrazione avviene per mezzo della fusione mediata
dalla proteina S dell'involucro virale con la membrana citoplasmatica oppure, per alcuni ceppi, con le membrane endocitosiche.
LRNA genomico viene tradotto per formare una poliproteina (>800 kDa) poi elaborata per formare diverse proteine che servono da
RNA polimerasi RNA-dipendente virus specifica e forse riveste altri ruoli nella trascrizione e nella replicazione degli RNA virali. Nelle
cellule infettate vengono prodotti serie raggruppate e sovrapposte di mMRNA subgenomici 3'coterminali. Gli RNA e gli mRNA geno-
mici sono incappucciati e poliadenilati. Ogni mRNA policistronico viene tradotto e forma soltanto il polipeptide codificato alla estre-
mita 5'del’mRNA. La proteina N e 'RNA di nuova sintesi vengono assemblati nel citoplasma, con formazione di nucleocapsidi a elica.
La glicoproteina S viene glicosilata, trimerizzata, e trasportata verso I'apparato di Golgi, dove viene ulteriormente elaborata.
Leccesso di proteina S non incorporata nel virione viene trasportata alla membrana citoplasmatica, dove pud prendere parte alla
fusione fra cellule. La glicoproteina matrice M viene trasportata all'apparato di Golgi, dove si accumula; non @ trasportata alla mem-
brana citoplasmatica. | virioni vengono formati in un compartimento di gemmazione, situato fra il reticolo endoplasmico rugoso (RER)
e l'apparato di Golgi. | virioni non gemmano dalla membrana citoplasmatica ma sono apparentemente liberati mediante la fusione di
vescicole contenenti i virioni con la membrana citoplasmatica. Numerosi virioni possono rimanere adsorbiti alle membrane citopla-
smatiche delle cellule infettate [Riprodotto da Holmes KV, Lai MMC: Coronaviridae: The viruses and their replication. In: Fields
Virology, 3rd ed. Fields BN e coll (editors). Lippincott-Raven,1996. Adattato da Sturman LS, Holmes KV:Adv Virus Res 1983;28:35].

La particella virale viene poi portata all'intertiella cellula, probabilmente mediante un processo d
endocitosi per assorbimento. La glicoproteina S gaudsare la fusione dell'involucro virale con la
membrana cellulare. _ _

Il primo evento che si verifica dopo il denudameatta traslazione de'II'RNA.ge.nomlco wrgle per
produrre una RNA polimerasi RNA-dipendente virusesfica. La polimerasi virale trascrive un
RNA complementare di lunghezza piena (filamentoatigg) che serve come stampo per la serie
raggruppata degli mRNA sub genomici (gli elemsiitturali del virus).

Copie di RNA genomico a lunghezza piena vengone prascritte dal'lRNA complementare da
incorporare nella nucleoproteina. _
I meccanismo di traduzione dell mMRNA genomico igaa seconda del ceppo ma pare che i
precursori poliproteici non sono frequenti nell&emoni da coronavirus.

In molti casi 'RNA genomico codifica per una grangoliproteina che deve essere elaborata per
fornire una RNA polimerasi virale. _

Le molecole di RNA genomico a lunghezza piena @wvausintesi interagiscono r_lel citoplasma con
la proteina N formando nucleocapsidi a elica. Esist sito di legame preferenziale per la proteina



N con I'RNA leader.

| nucleocapsidi gemmano attraverso le membraneetieblo endoplasmico rugoso e dell'apparato
di Golgi nelle aree che contengono le glicoproteritali. Allora i virioni maturi possono essere
trasportati nelle vescicole alla periferia delldilda per uscire oppure possono attendere la morte
della cellula per essere rilasciati.

Sembra che i virioni non vengano formati mediargengazione dalla membrana citoplasmatica.
Numerose particelle possono essere viste all'estéefie cellule infettate e sono probabilmente
adsorbite ad esse dopo il rilascio del virione.ulliccoronavirus provocano la fusione cellulare;
guesto fenomeno avviene mediante l'intervento dgl@proteina S e richiede un pH 6,5 o piu
elevato.

Alcuni coronavirus provocano infezioni permanerdile cellule piuttosto che espletare una azione
citocida.

1 coronavirus presentano un'alta frequenza di nartazdurante ciascun ciclo di replicazione, in
particolare una elevata incidenza di mutazionidedezione.

| coronavirus vanno incontro a numerose ricombim@izdel'RNA durante la replicazione. Cio é
inconsueto per un virus RNA con genoma non segreertpotrebbe contribuire alla emergenza di
nuovi ceppi virali.

INFEZIONI DA CORONAVIRUS NELL'UOMO

PATOGENESI

| coronavirus tendono ad essere molto specie-specif

Molti dei coronavirus animali noti mostrano un tipo per le cellule epiteliali del tratto
gastrointestinale e di quello respiratorio.

Le infezioni in vivo da coronavirus possono essgemeralizzate, come avviene con il virus
dell'epatite nel topo, oppure localizzate.

Nell'uomo le infezioni da coronavirus di solito solimitate alle prime vie respiratorie o al tratto
gastrointestinale. L'infezione da coronavirus deltéture in vitro di organo tracheale causa una
irregolare e lenta distruzione delle cellule eptetitiate e la perdita delle cilia vibratili.

Questo effetto distruttivo pud essere messo inadppon l'insorgenza della malattia in vivo. Le
malattie da coronavirus nel ratto e nel pollo r@gpntano due modelli animali di infezione
respiratoria.

Vi sono numerosi modelli animali per i coronavirrgerici, fra i quali il virus della gastroenterite
suina trasmissibile (TGEV). La malattia si riscantregli animali giovani ed é caratterizzata dalla
distruzione delle cellule epiteliali e della capadi assorbimento.

E interessante conoscere che un nuovo coronav@siratorio suino (PRCV) & comparso in
Europa verso gli anni 1980. ed ha provocato grapdioozie fra i suini. L'analisi della sequenza ha
dimostrato che PRCV e derivato da TGEV in seguiin@ vasta delezione della glicoproteina S1.

MANIFESTAZIONI CLINICHE

Malattia respiratoria: i coronavirus umani provocano negli adulti il "radfidore”, malattia di
solito non febbrile. |1 sintomi sono simili a quefrovocati dai rhinovirus e caratterizzati da
abbondante secrezione nasale e da malessereidt@eti incubazione dura in genere da 2 a 5
giorni, ed i sintomi persistono di solito per 1tseana. Raramente vengono coinvolte le vie
respiratorie inferiori, sebbene casi di polmonita fe reclute militari siano stati attribuiti alla
infezione da coronavirus.

| bambini asmatici possono andare incontro ad ehiati dispnea, mentre gli adulti che soffrono di
pneumopatie croniche possono presentare una esaigT® dei sintomi respiratori.

Malattia gastrointestinale: particelle simili ai coronavirus sono state riscaté in microscopia
elettronica nelle feci di pazienti con enteriteiesaggetti di controllo normali. Non & ancora stato
dimostrato che le particelle sono veramente dimavous o che sono in grado di essere patogene
per 'uomo.



Malattia neurologica: alcuni coronavirus animali provocano negli aninsdéssi una malattia del

sistema nervoso. Tuttavia, finora non esiste alcormva che i coronavirus sono implicati in
gualche malattia neurologica umana.

Immunita

Come avviene con gli altri virus respiratori, anath@o infezione da coronavirus di solito si
sviluppa una immunita, ma non in modo assoluto.

Le IgA secretorie sono probabilmente importanti,aiganon € stato ancora dimostrato. L'immunita
contro l'antigene delle proiezioni della superfiéeforse piu importante per la protezione. La
resistenza alla reinfezione puo durare per moltii,ama le reinfezioni con ceppi simili sono

frequenti.

Symptoms of COVID-19 (coronavirus disease 2019)

ngzt::;lc. Respira?ory:
_ Fatigue - Sneezing
- Runny nose
- Sore throat
Kidneys: - Dry cough
- Decreased - Shortness of breath
function

Circulatory system:
- Decreased white
blood cells

| - O
ESAMI DI LABORATORIO A. ISOLAMENTO E IDENTIFICAZIONE DEL VIRUS
L’isolamento dei coronavirus nelle colture cellul@ difficile. Solo in corso di ricerche di
laboratorio si puo tentare l'isolamento e il ricecimento del virus, ma le metodiche non sono
ancora entrate nell'uso corrente.
Esame diretto: gli antigeni dei coronavirus presenti nelle celldelle secrezioni respiratorie
possono essere evidenziati utilizzando il test Bl.ISe si ha a disposizione un antisiero di alta
gualita.
| coronavirus enterici possono essere evidenzigiliamte I'esame in microscopia elettronica di
campioni di feci. La reazione a catena della palase PCR, pu0 essere utilizzata per evidenziare
l'acido nucleico dei coronavirus nelle secreziogspiratorie e nei campioni di feci e per la
sequenziazione del genoma e quindi I'identificaeidel ceppo.
Sierologia: la sierodiagnosi mediante I'uso del campione dosaeuto e convalescente rappresenta
I'unico metodo pratico per la conferma delle ind@zida coronavirus. Si possono usare i test ELISA
e di emoagglutinazione. La diagnosi sierologicantézione con il ceppo 229E e praticabile anche
con un test di emaglutinazione passiva nella geateociti rivestiti con un antigene di coronavirus
vengono agglutinati dai sieri in esame contenehtiagticorpi specifici (comunque sono poco
sensibili).

Intestines:
- Diarrhea

EPIDEMIOLOGIA

| coronavirus sono la causa principale delle mialaspiratorie che si riscontrano fra gli adulti
durante alcuni mesi invernali, epoca nella qudlzitlenza del raffreddore € piu alta mentre
l'isolamento dei rhinovirus e di altri virus resgiori € bassa. Essi tendono ad essere associati con
epidemie ben definite, e sono presenti un tutpalé del mondo.

Gli anticorpi contro i coronavirus respiratori coammno precocemente durante linfanzia,
aumentano la prevalenza con il progredire delleigngono riscontrati in oltre90% degli adulti.

Il test ELISA ¢ il piu sensibile e il piu reattivm i test attualmente disponibili.

Si valuta che i coronavirus siano responsabilimdiecil 15-30% dei casi di raffreddore.

L'incidenza delle infezioni da coronavirus variaevmlmente da un anno all'altro, e durante una



indagine condotta per 3 anni i suoi valori hanndliago fra I'l e il 35 %.
Finora si conosce molto poco sulla epidemiologiéedefezioni intestinali da coronavirus.

LE EPIDEMIE MONDIALI DA CORONAVIRUS

SARS-CoV
(Severe acute respiratory syndrome) dovuta a cumwusae stata registrata per la prima volta in
Cina a novembre 2002.
Ha causato un’epidemia mondiale che tra il 2002003 ha registrato 8098 casi probabili di cui
774 decessi. Dal 2004 non si sono registrati casifezione da SARS-CoV in nessuna parte del
modo.

LE TAPPE

(13/03/2003) HONG KONG: UNA EPIDEMIA SCONOSCIUTA?

La notizia arriva direttamente dallOMS: sono statatti identificati focolai di una gravissima
forma di polmonite atipica in Vietham, Hong Kongella provincia cinese di Guangdong.
Vengono messe in campo azioni di contenimentorgdrdell’elevato rischio di contagio agli
operatori sanitari.

(08/05/2003) AGGIORNAMENTO SARS - EMERGENZA SARS

Oltre 6900 i casi segnalati nel mondo, 495 sonoitimQuesti i numeri della Sars al 7 maggio.
L’Oms consiglia di evitare i viaggi in alcune proge cinesi particolarmente colpite. In questa
settimana in evidenza i dati sul periodo di incudsae e il tasso di mortalita nel comunicato Oms. E
inoltre: indicazioni su un approccio pediatrico alla Sare su alcune iniziative regionali italiane.

(19/06/2003EMERGENZA SARS

Al 18 di giugno i casi segnalati 8IARS erano 8465 nel mondo e 801 i morti accertati. La
situazione sembra migliorare tanto che [I'Oms revdeacautele per iviaggia Taiwan.
Contemporaneamente viene pubblicato uno studia S4dts nebambinj condotto in un ospedale
regionale di Hong Kong: sebbene il decorso sialigie, i piccoli pazienti hanno un maggiore
impatto psicologico dalla malattia. In Italia lagk@ne Emilia Romagna pubblica le sue pagine web
sulla sorveglianza Sars.

(11/9/2003) SARS: RI-CRESCE L'ATTENZIONE?

Dopo la conferma del nuovo caso di Sars a Singapdreplauso dell’Organizzazione mondiale
della sanita al test diagnostico messo a punttst#ilito Superiore di Sanita, € piu che mai chiaro
che l'attenzione debba rimanere alta.

L’Organizzazione mondiale della sanita (Oms) elabhar documento che riassume le azioni per la
verifica, l'allerta e la gestione della salute plidd da mettere in campo dato che I'epidemia é
contenuta.

Consultabili on line una serie di diapositive ialidno per ripercorrere le caratteristiche dellesSa
messa a punto da Alberto Tozzi dell'lss, e il ‘soanim ragionato’ degli eventi che hanno
caratterizzato I'epidemia nel mondo, elaborato A di Benevento.

(18/12/2003) SARS: UN NUOVO CASO

Dall’estremo oriente tornano ad affacciarsi i tiiraella Sars. Questa volta la notizia di un nuovo
caso arriva da Taiwan dove le autorita sanitarfenbalato notizia di un ricercatore che e stato
contagiato probabilmente proprio in laboratorion@mque I'epidemia & chiaramente in fase di
declino



MERS COV

(Middle East respiratory syndrome, coronavirusatite)
Da aprile 2012 al 13 ottobre 2015 sono stati ra#tifi complessivamente all’Organizzazione
mondiale della sanita (Oms) 1616 casi umani diziofge da un nuovo coronaviruslérs CoV) e
almeno 624 decessi.
Dal 27 agosto al 13 ottobre 2015 nuovi casi dizitee e decessi sono cosi ripartiti:
in Arabia Saudita (90 casi e 41 decessi), in Giora (14 casi e 7 decessi) e in Kuwait (1 caso,
deceduto).
La maggior parte dei casi si € verificata in Pabdi Medio Oriente (Giordania, Kuwait, Oman,
Qatar, Arabia Saudita, Emirati Arabi, Yemen, Egittibano e Iran).
Casi con storia di viaggi in Medio Oriente o di taito diretto con casi confermati o probabili che,
a loro volta, avevano viaggiato in queste zonepsstati segnalati in numerosi Paesi (Austria,
Francia, Germania, Regno Unito, Italia, Olanda, ciare Turchia, Algeria, Tunisia, Malesia,
Filippine, Sud Corea e Stati Uniti).

TRASMISSIONE IN MEDIO ORIENTE

L’incidenza dei casi umani di infezione da Mers CeM in aumento tra dicembre 2014 e febbraio
2015 in Medio Oriente, in particolare in Arabia 8&a. Questo era stato in parte attribuito ad un
possibile andamento stagionale dell'infezione, ddte un aumento nell'incidenza della patologia
era stato registrato anche nei primi mesi del 2014.

Un aumento di nuovi casi di infezione da Mers Co¥t&to registrato anche dal mese di agosto
2015. Questo € stato un evento inatteso, principatiendovuto ad una epidemia nosocomiale nella
cittd di Riyadh (Arabia Saudita). Dal 27 agostd alottobre 2015 sono stati notificati 67 nuovi casi
di infezione nella citta, di cui 19 in operatorngari.

Tra il 26 agosto e il 13 ottobre 2015 la Giordam@anotificato 16 casi di infezione umana da Mers
Cov e 7 decessi. E probabile che i casi si siafedtati nella citta di Amman. Il recente focolaib d
infezione umana da Mers CoV in Giordania non épattato anche se & motivo di preoccupazione.
Il ruolo degli ospedali come amplificatori dell’'edione € ormai ben noto e anche in Giordania
I'epidemia si concentra sugli ospedali della cdpitamman.

Il 3 settembre 2015, a seguito delcimo incontrp il comitato di emergenza del Regolamento
Sanitario Internazionale ha confermato che l'indee umana da Mers CoV non costituisce
un’emergenza di sanita pubblica internazionale.mh¥Onon raccomanda di eseguire alcun test ai
viaggiatori nei punti di ingresso, né di esercitagtrizioni a viaggi o a rotte commerciali.

Gli esperti dell’'Ecdc, confermano che I'epidemiaMigrs CoV pone un rischio basso per I'Unione
europea (Eu). Considerando I'elevato numero digmer<he viaggiano tra Europa e Medio Oriente,
e considerato tuttavia possibile il riscontro dicgporadici, importati, di Mers CoV in Europa.

La fonte di infezione e la modalita di trasmissiaéers CoV non sono state ancora confermate.
L’ipotesi piu verosimile, ancora in fase di studéoche i dromedari rappresentino un serbatoio del
virus e la possibile fonte di infezione umana.

Tuttavia, sebbene sia considerato probabile chérésmissione zoonotica sia il punto di partenza
della maggior parte dei cluster osservati, la viatdhsmissione piu frequentemente documentata
e stata quella interumana

La maggior parte dei casi documentati si e infagtificata nel contesto di epidemie nosocomiali in
Arabia Saudita, Emirati Arabi e Corea del Sud.

Ogni anno, il pellegrinaggio alla Mecca(Hajj) prevede un afflusso di oltre 3 milioni dengone
verso I'Arabia Saudita. Per questo motivo Oms edcEancoraggiano gli Stati membri a seguire le
raccomandazioni di viaggio per i pellegrinaggi, entinuare la sorveglianza delle infezioni
respiratorie acute e di controllare con attenzewentuali segnali insoliti.

Importante rimane seguire le generali precauziatieva limitare il rischio di infezioni tra cui:
lavare frequentemente le mani con acqua e sapwitareeil consumo di carne poco cotta e latte



non pastorizzato (specialmente se di camelidi)seorare frutta e verdura solo se adeguatamente
lavata, evitare contatti non necessari con aninGali particolare camelidi), adottare idonee
precauzioni in caso di contatto stretto con persaffedte da sindromi respiratorie acute, diarrea o
altre possibili patologie infettive.

Cosa e RO

Un parametro importante in un’epidemia di una ntial@fettiva e il cosiddett®0 ovvero il
“numero di riproduzione di base” che rappresenta il numero medio di infezioni sdeoie
prodotte da ciascun individuo infetto in una popaae completamente suscettibile cioe mai
venuta a contatto con il nuovo patogeno emergéhesto parametro misurapatenziale
trasmissibilita di una malattia infettiva.

In altre parole se RO di una malattia infettivareac2, significa che in media un singolo malato
infettera due persone. Quanto maggiore € il valoR0 e tanto piu elevato € il rischio di diffuseon
dell’'epidemia. Se invece il valore di RO fosse e ad 1 cio significa che I'epidemia puo essere
contenuta.

Da quando I'epidemia del nuovo coronavirus (COVI)-&merso in Cina ha cominciato a
diffondersi e sono iniziati a circolare i dati guimi casi confermati, 'Organizzazione Mondiale
della Sanita (OMS) e numeraosi istituti di ricerédudto il mondo hanno diffuso stime di RO
dell'infezione. Queste stimsono comprese tra 1,4 e 38lle aree colpite in questa prima fase di
diffusione.



N Engl J Med. 2020 Jan 24. doi: 10.1056/NEJM0a2@@10

A Novel Coronavirus from Patients with Pneumoni&imna, 2019

Na Zhu, Ph.D., Dingyu Zhang, M.D., Wenling Wang,[Ph Xingwang Li, M.D., Bo Yang, M.S.,
Jingdong Song, Ph.D., Xiang Zhao, Ph.D., Baoyingrdy Ph.D., Weifeng Shi, Ph.D., Roujian Lu,
M.D., Peihua Niu, Ph.D., Faxian Zhan, Ph.D., et al.

for the China Novel Coronavirus Investigating aresBarch Team

SUNTO
Nel mese di dicembre del 2019, un gruppo di paz@nt polmonite di origine sconosciuta € stato
collegato a un mercato del pesce all'ingrosso aaWu@ina. Un betacoronavirus precedentemente
sconosciuto é stato scoperto attraverso il seqaem@ito completo nei campioni dei pazienti con
polmonite.
Per isolare questo nuovo coronavirus, denominal®-2@oV ora COVID-19, sono state utilizzate
le cellule epiteliali delle vie aeree umane.
Il virus fa parte di un clad@ruppo di organismi costituito da un antenato siltgcomune e tutti i
discendenti di quell'antenato. Qualsiasi gruppo cberisponde alla definizione viene considerato
monofiletico - ndr)all'interno del sottogenere sarbecovirus, sottajhan Orthocoronavirinae.
Differente da MERS-CoV e SARS-CoV, il COVID-19¢ settimo membro della famiglia dei
coronavirus che infettano l'uomo.
La sorveglianza rafforzata e le ulteriori investagai scientifiche sono finanziate dal programma
nazionale di ricerca e sviluppo della Cina e dahgypale progetto nazionale per il controllo e la
prevenzione delle malattie infettive in Cina.

INTRODUZIONE
| patogeni emergenti e riemergenti sono sfide digiea la salute pubblica [1].
| coronavirus sono virus a RNA avvolti che sono am@nte distribuiti tra esseri umani, altri
mammiferi e uccelli e che causano malattie reqmigtenteriche, epatiche e neurologiche [2,3].
Sono note sei specie di coronavirus causa di nmelatiane [4].
Sono prevalenti quattro ceppi - 229E, OC43, NL6dKJL1 - che in genere causano sintomi di
raffreddore comuni in soggetti immunocompetenti [4]
Gli altri due ceppi - coronavirus della sindromepieatoria acuta grave (SARS-CoV) e coronavirus
della sindrome delle vie respiratorie del Mediogdte (MERS-CoV) - sono di origine zoonotica e
sono state collegate a malattie a volte fatali [5].
La SARS-CoV era I'agente causale dei focolai dirsime respiratoria acuta grave nel 2002 e 2003
nella provincia del Guangdong, Cina [6-8].
MERS -CoV e stato l'agente patogeno responsabgeadi focolai di malattie respiratorie nel 2012
in Medio Oriente [9].
Data I'elevata prevalenza e I'ampia distribuzioaeadronavirus, la grande diversita genetica, la
frequente ricombinazione dei loro genomi e le feagu attivita di contatto uomo-animale, é
probabile che nuovi coronavirus emergano perioda#mnella specie umana a causa di frequenti
passaggi tra le specie e occasionali ricadute thttreain ambito dei coronavirus umani [5,10].
Alla fine del dicembre 2019, diverse strutture & locali hanno segnalato gruppi di pazienti con
polmonite di causa sconosciuta che erano epidegic@imente collegati a un mercato ittico
all'ingrosso e altri animali acquatici a Wuhan,ypngia di Hubei, Cina [11].
Il 31 dicembre 2019, il Chinese Center for Dise@satrol and PreventiofChina CDC) ha inviato
un team di emergenza per coadiuvare le autoritdas@nprovinciali di Hubei e Wuhan a condurre
un'indagine epidemiologica ed eziologica.
Si riportano i risultati di questa indagine, coéntificazione della fonte dei focolai di polmani
la descrizione di un nuovo coronavirus rilevato pezienti con polmonite i cui campioni sono stati



testati in fase emergenziale dal China CDC.
Si descrivono anche le caratteristiche clinichéagablmonite in due di questi pazienti.

METODI
Diagnosi virologica
Il 21 dicembre 2019 o successivamente sono statbli® quattro campioni del tratto respiratorio
inferiore, compreso il fluido di lavaggio broncoablare, da pazienti con polmonite da agente non
identificato, residenti a Wuhan e che si eranotreadamercato del pesce di Huanan, poco prima
della loro sintomatologia clinica.
Sono stati raccolti sette campioni di fluido didggio broncoalveolare da pazienti negli ospedali di
Pechino con polmonite di causa nota quali campmooontrollo.
E’ stata eseguita I'estrazione degli acidi nucldecicampioni clinici (comprese colture non infette
che fungevano da controlli negativi) con un kit pesolamento di acido nucleico virale puro
prodotto da Roche.
| campioni di acido nucleico estratti sono stasitdéi per virus e batteri mediante PCR (reazione a
catena della polimerasi), utilizzando il kit RespderSmart22 (PathoFinder BV) e il sistema real
time PCR LightCycler 480 [12].
| campioni sono stati analizzati per 22 agenti gato (18 virus e 4 batteri).
Inoltre, € stato usato il sequenziamento complet@leo rendimento [13] per scoprire sequenze
minime altrimenti non identificabili.
E’ stato utilizzato un test diréazione a catena della polimerasi inveér4RT-PCR) real time per
rilevare I'RNA virale, tramite identificazione, nehateriale patologico, della regione RdRp
(deputata alla RNApolimerasi-RNAdipendente) deboawirus, cepp@-CoV.
Isolamento del virus
| campioni di fluido di lavaggio broncoalveolarensostati raccolti in contenitori sterili a cui et
aggiunto il terreno di trasporto del virus. | capmpisono stati centrifugati per rimuovere i detriti
cellulari.
Il surnatante e stato inoculato su terreno di teypiteliali delle vie aeree umane [13], otterde
campioni delle vie aeree provenienti da resezian@akienti sottoposti a chirurgia per carcinoma
polmonare, confermati privi di particolari patogspieciali [14].
Il monostrato di cellule epiteliali delle vie aeramane € stato disteso su substrato di plastica per
generare il primo passaggio culturale e successEmtas0oN0 State piastrate a una densita di 2,5 x

10° cellule per pozzetto su supporti permeabili Traglb@®OL (diametro di 12 mm). Le colture
sono state generate in un'interfaccia aria-liqupy 4-6 settimane per formare colture ben
differenziate che ricordano I'epitelio mucocilig)eeudostratificato in vivo [13].

Prima dell'infezione, il surnatante delle cellulgteliali &€ stato cambiato tre volte con soluzione
salina tamponata fosfato; 190 di surnatante da campioni di liquido di lavagdimncoalveolare
sono stati inoculati sulla superficie delle coltagdulari.

Dopo un‘incubazione di 2 ore a 37 ° C, il virus hegato e stato rimosso lavando con 500 ml di
soluzione salina tamponata fosfato per 10 minaticéllule epiteliali sono state mantenute in
un'interfaccia aria-liquido incubate a 37 ° C coidade carbonica al 5%.

Ogni 48 ore, 150 microlitri di soluzione salina f@wnata con fosfato sono stati inoculati sulla
superficie delle cellule e dopo 10 minuti di incaio&e a 37° C i campioni sono stati distaccati dal
supporto e raccolti.

Le cellule di epitelio mucociliare pseudostratiftasono state mantenute in questo ambiente;
campioni di surnatante sono stati passati in ucofiaino di nuova cultura cellulare in diluizione
1:3. Le cellule sono state monitorate quotidianameton microscopia ottica, per l'effetto
citopatico e testate con RT-PCR, per la presenaaido nucleico virale nel surnatante.

Dopo tre passaggi, campioni di surnatante e cekyigeliali delle vie aeree umane sono stati
preparati per 'osservazione in microscopia eleita a trasmissione.



Microscopia elettronica a trasmissione

E’ stato raccolto il supernatante proveniente dedliure di cellule epiteliali delle vie aeree uraan
che hanno mostrato effetti citopatici, inattivatoncparaformaldeide al 2% per almeno 2 ore e
ultracentrifugato per la sedimentazione delle palie virali. Il surnatante concentrato € stato
colorato negativamente su griglie per 'esame nsicopico.

Le cellule epiteliali delle vie aeree umane che tnaegano effetti citopatici sono state raccolte e
fissate con paraformaldeide al 2% - glutaraldeid® %26 e quindi fissate con tetroossido di osmio
all'1%, disidratate con etanolo e fissate con eeBI®N812. Sono state tagliate sezioni di 80 nm dal
blocco di resina e colorate con acetato di uraailgtrato di piombo, separatamente. Le griglie
colorate negativamente e le sezioni ultrasottihcs@tate osservate al microscopio elettronico a
trasmissione.

Sequenziamento del genoma virale

L'RNA estratto dal liquido di lavaggio broncoalva e dal supernatante delle colture é stato usato
come “stampo” per clonare e sequenziare il genoma.

Abbiamo utilizzato una combinazione del sistemaseéguenziamento lllumina e tecnologia di
sequenziamento nanopore (sequenziamento di 3" aygoee) per caratterizzare il genoma del
virus. Le letture delle sequenze sono state ass¢enlyi mappe contig (una serie di segmenti di
DNA sovrapposti) con il software CLC Genomics, vamng 4.6.1 (CLC Bio).

In seguito sono stati progettati specifici primer f’CR e 5 o 3-RACE (rapid amplification of
cDNA ends= amplificazione rapida delle estremita del cDN&Astata utilizzata per colmare le
lacune del genoma prodotte dal sequenziamento namrele di Sanger.

Il materiale ricavato dalla PCR é stato purificatal gel e sequenziato con un kit BigDye
Terminator v3.1 e un analizzatore genetico 3130XL.

L'allineamento di sequenze multiple del COVID-18elle sequenze di riferimento € stato eseguito
tramite il metodo iterativo Muscle.

L'analisi filogenetica dei genomi completi € stateguita con RAXML [13] con un “bootstrap” di
1000 repliche e un modello generale reversibile tagipo usato come modello di sostituzione
nucleotidica.

RISULTATI

Pazienti
Tre pazienti adulti con una polmonite grave, sotadi sicoverati in un ospedale a Wuhan il 27
dicembre 2019.

La paziente 1 era una donna di 49 anni, il pazierdea uomo di 61 anni e il paziente 3 era uomo di
32 anni.

| profili clinici erano disponibili per i pazienti e 2.

Il paziente 1 ha riferito di non avere malattiersobe ed era lievemente febbrile (temperatura, da
37 ° C a 38 ° C) e tosse con fastidio toracica3ildicembre 2019. Quattro giorni dopo l'inizio, la
malattia & peggiorata, ma la febbre si e rido#tatihgnosi TAC e stata di polmonite.

La sua occupazione era rivenditore nel mercatmitil'ingrosso.

Il paziente 2 ha manifestato inizialmente febbtesse il 20 dicembre 2019; lo stress respiratario s
e sviluppato 7 giorni dopo linsorgenza della ni@aé si € aggravato nei successivi 2 giorni
(radiografie del torace, Figura 1), momento ingiw@ resa necessaria la ventilazione meccanica. Era

stato un frequente visitatore del mercato ittidongkosso.

| pazienti 1 e 3 si sono ripresi e sono stati dsndall'ospedale il 16 gennaio 2020.
Il paziente 2 e deceduto il 9 gennaio 2020. Nan@otuto procedere alla biopsia.



Figura 1

Rilevamento e isolamento di un nuovo coronavirus

Sono stati raccolti tre campioni di lavaggio broaeeolare nell'ospedale Jinyintan di Wuhan il 30
dicembre 2019. Non sono stati rilevati patogenicse (inclusi HCoV-229E, HCoV-NL63,
HCoV-OC43 e HCoV-HKU1) nei campioni clinici di quespazienti tramite il test
RespiFinderSmart22.

L'RNA estratto dal fluido di lavaggio broncoalve@alei pazienti & stato usato come modello per
clonare e sequenziare un genoma usando una conumeate! sistema di sequenziamento lllumina



e tecnologia di sequenziamento nanopori (sequernitndi 3* generazione).
Sono state ottenute piu di 20.000 letture viralsoteyoli campioni e la maggior parte dei frammenti
contigui e risultata coincidente al genoma dehadi B del genere betacoronavirus — mostrando una
identita maggiore dell'85% con un CoV simile al gea del virus SARS di pipistrello (bat-SL-
CoVZC45, MG772933.1) pubblicato in precedenza.
Risultati positivi sono stati ottenuti anche carsd di un test direazione a catena della polimerasi
inversd (RT-PCR) real time per rilevare I'RNA virale, tn#te identificazione, nel materiale
patologico, della regione RdRp (deputata alla RNikperasi-RNAdipendente) del coronavirus,
simile per tutto il cepp@-CoV.
L'isolamento del virus dai campioni clinici e stattbenuto da colture di cellule epiteliali delleevi
aeree umane e linee cellulari Vero E6 e Huh-7.
Il virus isolato é stato chiamato 2019-nCoV poi ADM.9.
Per determinare se le particelle di virus potessesere visualizzate nelle cellule epiteliali delk
aeree umane infette da COVID-19, le culture epilielia vie aeree umane infettate da altro agente e
COVID-19 sono state esaminate quotidianamente carostopia ottica e con microscopia
elettronica a trasmissione 6 giorni dopo l'inocidae.
Sono stati osservati effetti citopatici 96 ore ddpwculo su monostrati di queste cellule epitelia
con la microcopia ottica e stata osservata undipadell’attivita ciliare al centro dell’area inti@
da COVID-19 (Figura 2).
Non sono stati osservati effetti citopatici spetifielle linee cellulari Vero E6 e Huh-7 fino a 6
giorni dopo l'inoculazione.
Figura 2
Altro agente COVID-19
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Cultura di cellule epiteliali umane delle vie aemeeculate corCOVID-19 (B): effetto citopatico

Le micrografie elettroniche di particelle COVID-t8lorate in modo negativo erano generalmente
sferiche con un scarso pleiomorfismo (Figura 3).

Il diametro variava da circa 60 a 140 nm. Le paHgcvirali presentavano caratteristiche spicole, d
circa 9-12 nm, che conferivano ai virioni l'aspettio una corona solare. Particelle virali
extracellulari e corpi inclusi intracellulari, piedi particelle di virus, nelle vescicole legatdaal
membrana citoplasmatica sono stati trovati nellsose ultrasottili dell'epitelio delle vie aeree
umane. Questa morfologia osservata é coerenteroembri della famiglia dei Coronaviridae.

Per caratterizzare ulteriormente il virus, ultarieequenze del genoma COVID-19 estratto da
campioni clinici (liquido broncoalveolare-lavagg®e)a virus isolati dalle cellule epiteliali delle
aeree sono state replicate con il metodo Illuminge@ologia di sequenziamento nanopori
(sequenziamento di 3* generazione.

Il nuovo coronavirus e stato identificato in tudtire i pazienti ricoverati.

Sono state ottenute due sequenze di coronavirus quiainghezza intera dal fluido di lavaggio



broncoalveolare (BetaCoV / Wuhan / IVDC-HB-04/202BetaCoV / Wuhan / IVDC-HB-
05/2020|EPI_ISL_402121) ed é stata ottenuta unaeseq a lunghezza intera da un virus isolato
da un paziente (BetaCoV / Wuhan / IVDC-HB-01/208P|_ISL_402119).

Figura 3
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Le sequenze complete del genoma del nuovo corarsaler 3 casisono state inviate a GISAID

1. BetaCoV /Wuhan /IVDC-HB-01/2019, ID di access®IHSL 402119;

2. BetaCoV / Wuhan / IVDC-HB-04/2020, ID di access®IBSL_402120;

3. BetaCoV / Wuhan / IVDC-HB-05/2019, ID di access®IHSL_402121
Il virus ha un'identita di sequenza nucleotidich&®&9% con un genoma di CoV di pipistrello (bat-
SL-CoVZC45, MG772933.1) simile a CoV SARS precedsardnte identificato.
| tre genomi 2019-nCoV sono raggruppati all'intede sottogenere sarbecovirus, che mostra la
tipica organizzazione del betacoronavirus: unaoreginon tradotta 5’ (UTR), il complesso della
replicasi (orflab), il gene S, il gene E, il geneiMyene N, BUTR e diversi frame di lettura aperti
(ORF) non strutturali e non identificati.
COVID-19 e simile ad alcuni betacoronavirus rilevai pipistrelli (Figura 4), ma é distinto da
SARS-CoV e MERS-CoV. | tre coronavirus COVID-19Wuhan, insieme a due ceppi, ZC45 e
ZXC21, isolati nei pipistrelli e simili a SARS foano un clade distintggruppo di organismi
costituito da un antenato singolo comune e tuttiscendenti di quell'antenato. Qualsiasi gruppo
che corrisponde alla definizione viene consideratmofiletico - ndr)
| ceppi di SARS-CoV umani, geneticamente similicaronavirus dei pipistrelli (tipo SARS)
identificati nella Cina sudoccidentale formano uitroa clade all'interno del sottogenere
sarbecovirus.
Poiché l'identita della sequenza nei domini coretedella replicasi (ORF1 ab) é inferiore al 90%
tra il COVID-19 e altri membri dei betacoronavirilsCOVID-19, agente causale della polmonite
virale a Wuhan, € un nuovo betacoronavirus appanteral sottogenere sarbecovirus della famiglia
dei Coronaviridae.
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Schema deCOVID-19 (A) e analisi filogenetica del 20-nCoV e altri genomi debeta coronavirus



DISCUSSIONE

Si segnala un nuovo CoV (2019-nCoV o COVID-19)asolin pazienti ospedalizzati a Wuhan, in
Cina, nel dicembre 2019 e gennaio 2020.

Le prove della esistenza di questo virus includdidentificazione nel liquido di lavaggio
broncoalveolare in tre pazienti mediante culturmplificazione del genoma tramite PCR e
sequenziamento dell'intero genoma.

La malattia causata da questo CoV e una polmonttpalvirale.

| genomi completi sono stati sottoposti a GISAIDuf& banca dati: IGbal Initiative on Sharing All
Influenza Data)

L'analisi filogenetica ha rivelato che il COVID-I#ntra nel genere betacoronavirus, che include i
coronavirus (SARS-CoV, CoV di pipistrello simili 8ARS e altri) identificati nell'uomo, nei
pipistrelli e in altri animali selvatici [15].

Si descrivono l'isolamento del virus, i suoi spec#ffetti citopatici e la sua morfologia.

Le tecniche molecolari sono il metodo piu validar peentificare agenti infettivi da oltre un
ventennio.

Il sequenziamento ad alta prestazione e assenzhistdirsioni € un potente strumento per la
identificazione di nuovi agenti patogeni [14, 16].

Il sequenziamento e la bioinformatica di nuova ganene stanno cambiando il modo in cui
possiamo rispondere alle epidemie, migliorando datna comprensione sulla trasmissione e la
propagazione della malattia, accelerando l'idematffiione dei patogeni e rendendo immediata la
condivisione dei dati.

Si descrivono l'uso di tecniche molecolari e segisnento del DNA in assenza di distorsioni con
la identificazione di un nuovo betacoronavirus @tute causa della polmonite grave in tre pazienti
a Wuhan, in Cina.

Allestire colture cellulari epiteliali delle vie s umane € un lavoro delicato e complesso, ma
necessario poiche e un valido strumento di ricpezd'analisi dei patogeni respiratori umani [13].
Questo studio ha dimostrato che la propagazioraairi delle secrezioni respiratorie umane nelle
colture cellulari epiteliali umane, seguita da @&iaon la microscopia elettronica a trasmissioiile e
sequenziamento dell'intero genoma dal superna@int®ltura, € un sistema di successo per il
rilevamento di nuovi coronavirus umani che possemnentualmente sfuggire all'identificazione
mediante altri approcci tradizionali.

E ancora necessario l'ulteriore sviluppo di metmiurati e rapidi per identificare agenti patogeni
respiratori sconosciuti. Sulla base dell'analisitré¢i genomi completi ottenuti in questo studio,
abbiamo progettato diversi saggi specifici e sehgilvolti alle regioni ORFlab, N ed E del
genoma del COVID-19 per rilevare I'RNA virale nangpioni clinici.

| set di primer e le procedure operative standarh stati condivisi con I'Organizzazione mondiale
della Sanita e sono destinati alla sorveglianzéiedividuazione dell'infezione COVID-19 a livello
mondiale e in Cina.

Dati piu recenti mostrano il rilevamento COVID-18830 persone in Cina [17].

Sebbene questo studio non soddisfi tutti i postuaKoch, le nostre analisi forniscono
prove convincenti che il COVID-19 sia la causa'dplemia di Wuhan.

Ulteriori prove per confermare il ruolo eziologich COVID-19 nell'epidemia di Wuhan
includono l'identificazione di un antigene COVID-1@| tessuto polmonare dei pazienti
mediante analisi immunoistochimica, rilevazione aditicorpi antivirali IgM e 1gG nel
doppio campione di sangue di un paziente per drai@sta sieroconversione e esperimenti
su animali (scimmie) per fornire prove di patogéaic

Di fondamentale importanza sono le indagini epidgogjiche per caratterizzare le modalita
di trasmissione, l'intervallo di riproduzione vigad lo spettro clinico risultanti dall'infezione
per informare e affinare le strategie che possorevemire, controllare e fermare la



diffusione di COVID-19.
Questo lavoro e stato supportato da sovvenzioniNddgional Key Research and Development Program luhaC
(2016YFD0500301) e dal National Major Project foon@ol and Prevention of Infectious Disease in @hin
(20182X10101002).
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Il livello di biosicurezza nel processare campiiomettivi

Livello di biosicurezza 1 (BSL-1)

Livello adatto per le attivita che coinvolgono atidren caratterizzati e noti per non causare
malattie negli esseri umani adulti sani e con ulemiale di pericolo minimo per il personale di
laboratorio e per I'ambiente (CDC,1997).

Esso comprende diversi tipi di batteri e virus,cual'epatite caninanon-patogeni come
I'Escherichia colicosi come alcune colture cellulari e batteri mdettivi. A questo livello le
precauzioni contro i materiali a rischio biolog®mno minime e prevedono per la maggior parte dei
casi l'uso di guanti e qualche sorta di protezeleviso. Il laboratorio non € necessariamente
separato dagli ambienti di uso comune nell'edifeciblavoro € generalmente condotto su banchi
all'aperto, impiegando pratiche microbiologichengtad. Di solito i materiali contaminati vengono
dismessi utilizzando recipienti di scarto aperta(mdicati separatamente). Le procedure di
decontaminazione per questo livello sono similimpeiti aspetti alle comuni precauzioni contro i
microrganismi di tutti i giorni (ad esempio lavalsimani con sapone antibatterico, lavare tutte le
superfici esposte del laboratorio con disinfettagtc). In un ambiente di laboratorio tutti i méikr
utilizzati per colture cellulari e/o batteri vengodecontaminati utilizzandautoclave Il personale

di laboratorio ha una formazione specifica nellecedure condotte in laboratorio e sono sorvegliati
da uno scienziato con formazione generalaitrobiologiao una scienza correlata.

Livello di biosicurezza 2 (BSL-2)

Questo livello € simile al livello di biosicurezzaed e adatto per le attivita che implicano l'ingpie
di agenti patogeni di potenziale pericolo modep&Dpil personale e per I'ambieffteComprende
vari batteri e virus che causano solo lievi pat@agegli esseri umani, o per le quali e difficide |
trasmissione di patologie per via aerea in un antbidi laboratorio, come ad esempio il
Clostridium difficile, la maggior parte dellelamidig I'epatite A B eC, I'orthopoxvirus l'influenza
A, lamalattia di Lyme Salmonellaparotitee morbillo, scrapie MRSA e VRSA. La routine
diagnostica che prevede di trattare campioni dlisiqouo svolgere in modo sicuro al livello di
biosicurezza 2. Le attivita di ricerca (tra cuiaativazione, studi di replicazione del virus o le
manipolazioni che coinvolgono virus concentratiygmno essere svolte in una struttura BSL-2
(P2), utilizzando pratiche e le procedure tipickélivello BSL-3. Al contrario, le attivita
produttive di virus, tra cui le concentrazioni @iug, richiedono un impianto "BSL-3 (P3) e
l'adozione delle relative pratiche e procedurgesialivelli di biosicurezza raccomandati per agenti
infettivi. Il livello BSL-2 differisce dal BSL-1 in quanto:

1. il personale di laboratorio ha una formazione specifica nella gestione di agenti
patogeni ed e diretto da scienziati con formazione avanzata;

2. l'accesso al laboratorio e controllato quando il lavoro € in corso;

3. sono prese attente precauzioni per l'utilizzo di oggetti taglienti contaminati

4. alcune procedure in cui possono essere creati aerosol infettivi o schizzi sono condotte
sotto cappa di sicurezza biologica o altri dispositivi di contenimento fisico.

Livello di biosicurezza 3 (BSL-3)

Livello applicabile per installazioni di ricerchérgche, diagnostiche, di insegnamento, di ricezca
di produzione nelle quali si impiegano agenti diquzione locale o provenienti dall'esterno che
sono in grado di causare patologie serie o poteneize letali dopo l'inalaziorté. Sono compresi
vari batteri, parassiti e virus che possono causalattie serie o mortali negli umani ma per le



quali esistono cure quali lersinia pesti¢agente patogeno della pesteéxncisella tularensis
Leishmania donovanMycobacterium tuberculosi€hlamydophila psittacivirus della encefalite
equina del Venezuelairus dell'encefalite equina dellESIARS coronavirusCoxiella burnetij
virus della febbre della Rift ValleRickettsia rickettsjialcune specie drucella virus della
rabbig chikungunyavirus della febbre giallavirus del Nilo occidentale

Il personale di laboratorio ha un addestramentciBpe per maneggiare agenti patogenici e
potenzialmente letali e lavorano sotto la supeswisidi scienziati competenti con esperienza nelle
attivita con questi agenti.

Tutte le procedure che prevedono la manipolazioneaderiali infetti sono condotte all'interno di
locali in grado di garantire la sicurezza biologicappe aspiranti specificamente progettate o altri
dispositivi di contenimento, oppure tramite perderche indossa specifici vestiti ed
equipaggiamenti protettivi. Questi laboratori s@mogettati e realizzati con speciali caratterisich

E accettato, tuttavia, che alcuni impianti esisteah possano avere tutte le caratteristiche
raccomandate per la sicurezza biologica di liv@l{@ssia, zona di accesso a doppia porta e ingressi
sigillati). In queste condizioni, si puo ottenerelivello di sicurezza accettabile per lo svolginen
delle procedure di routine, (ad esempio, procediagnostiche che comportano la propagazione di
un agente per l'identificazione, tipizzazione, thstensibilita, ecc), anche in un livello di
biosicurezza 2 (P2) prevedendo come minimo che:

1. l'aria inviata verso l'esterno venga filtrata,

2. la ventilazione del laboratorio sia progettata in modo da far si che il flusso d'aria sia
diretto dall'esterno verso l'interno,

3. l'accesso al laboratorio sia controllato quando ci sono lavorazioni in corso e

4. le pratiche standard e i dispositivi di sicurezza per la sicurezza biologica di livello 3
siano utilizzati rigorosamente.

La decisione di adottare questa deroga al livelgiairezza 3 puo essere solo del direttore del
laboratorio.

Livello di biosicurezza 4 (BSL-4)

Questo livello € necessario per lavorare con aganmicolosi ed esotici che presentano un elevato
rischio di trasmissione di infezioni in laboratoger via aerea, con agenti che causano gravi
malattie mortali in esseri umani per le quali nonadisponibili vaccini o altri trattamenti, coma a
esempio ldebbri emorragiche bolivianeargenting Marburg virus virus EbolaVirus Lassa

febbre emorragica Congo-Crimeavarie altrepatologie emorragich@uesto livello € utilizzato
anche per lavorare con agenti qualidlolo che sono considerati pericolosi abbastanza da
richiedere ulteriori misure di sicurezza, indipemigenente dalla disponibilita di vaccinazione.
Quando si tratta di rischi biologici a questo lledluso di untuta personale a pressione positiva
con una fornitura di aria separata e obbligatoria.

L'entrata e l'uscita di un laboratorio biologicdidello quattro prevedera docce, una camera a
vuoto, una camera con luoéraviolettae altre misure di sicurezza volte a distruggette fe tracce

del rischio biologico. Vengono impiegati varchiaticesso a tenuta stagna e sigillabili, protetti
elettronicamente per evitare che entrambe le parigano aperte contemporaneamente. Tutta l'aria
e acqua utilizzata in un laboratorio con livelldbtbsicurezza 4 (o P4) sara oggetto di procedure di
decontaminazione e di sicurezza per evitare lailpbsdi un rilascio accidentale.



| membri del personale di questi laboratori hanna iormazione specifica e approfondita nella
gestione degli agenti infettivi estremamente pdomioe comprendono le funzioni del sistema di
contenimento primario e secondario, delle pratstaedard e speciali, delle attrezzature di
contenimento e le caratteristiche di progettaziargenerale del laboratorio. Sono seguiti da
scienziati qualificati e con esperienza nel lavosa questi agenti. L'accesso al laboratorio €
strettamente controllato dal direttore del labaiato

La struttura € collocata o in un edificio separat@m una zona controllata all'interno di un eddjc
completamente isolata da tutte le altre aree. [@egere realizzato un manuale specifico per le
operazioni e devono essere previsti specifici paitodi costruzione per prevenire la
contaminazione con l'esterno. Spesso si utilizzapoanti in pressione negativa che, anche se
compromessi, sono comunque in grado di inibireéazione di un focolaio di agenti patogeni
trasmissibili per via aerea.

- Italia, Clinica universitaria situata nel Polo Universitario di
Ospedale Luigi . . . .. L L .
Lombardia, Milano; ha a disposizione due veicoli speciali per il
Sacco . L . L .
Milano trasporto in sicurezza di pazienti infetti.

L'istituto collaborava con I'ospedale Lazzaro
Italia, Lazio, 1936 Spallanzani. Attualmente e indipendente e ha
Roma (1997) disponibili cinque laboratori BSL-3 e un laboratorio
BSL-4 completato nel 1997.115]
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