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Messa a punto di un protocollo sperimentale
per la ricerca di Enterovirus in sedimenti marini
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Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sicilia “A. Mirri”, Palermo

Introduzione

La ricerca dei virus nefl’ambiente ebbe inizio negli anni
'40, quando fu dimostrata la possibilita di trasmissione
dei Poliovirus attraverso il contatto con le acque conta-
minate dell’East River a New York, evidenziando una re-
lazione tra agenti virali nell’ambiente e comparsa di in-
fezione nella popolazione (Carducci A., 2005).

L'immissione di reflui organici in mare correlata all’urba-
nizzazione delle coste, lo sversamento di corsi d’acqua
contaminati, le operazioni di dragaggio effettuate nef
porti e il ripascimento dei litorali, sono tutti fattori che in-
ducono cambiamenti nella flora microbica ambientale,
rappresentando cost un rischio per la sanita pubblica, In
particolare, nefl’ambito dei controlli sanitari delle acque
costiere, I'analisi microbiologica dei sedimenti marini




assume una certa significativita, poiche gli agenti pato-
geni in essi deposilati ed adsorbiti sulle particelle solide,
rimangono protetti dall’inattivazione operata da vari fat-
tori biologici, chimici e fisici.

| sedimenti contaminati risospesi sia dal moto ondoso
che dalie attivita di dragaggio dei fondali, costituiscono
un rischio di contaminazione per I'ambiente (Donati G.
et al. 2003; Smith EM. et al. 1977; Pianeiti A. et al.
2007). In considerazione della notevole importanza del
mare per 'economia della regione siciliana, non posso-
no non rientrare tra gli interessi dell’Istituto Zooprofilat-
tico Sperimentale della Sicilia i problemi di sanita colle-
gati alla salubritd dell’ambiente marino e all’allevamen-
to delle specie ittiche {Qualita totale).

{a normativa vigente, in aggiunta alla ricerca di batteri
indicatori di contaminazione fecale (Coliformi totali,
Coliformi fecali, Streptococchi e Salmonelle), prevede
anche la ricerca obbligatoria di Enterovirus nei sedi-
menti usati per il ripascimento degli arenili {D.M. del
24/01/1996), invece nei molluschi {D. Lgs 530/92), nel-
le acque potabili (D.P.R. 2367/1988) e di balneazione
(D.P.R. 470/82, con le successive modifiche) essa & fa-
coltativa.

Tuttavia, il rischio ambientale di natura virale dovrebbe
essere considerato con maggiore attenzione consideran-
do che i virus presentano caratteristiche peculiari che li
differenziano dagli altri microrganismi.

Essi, infatti, possiedono una elevata resistenza ambien-
tale e ai trattamenti di decontaminazione, bassa carica
infettante ed elevata variabilita genetica; quest'ultima
comporta il rischio di comparsa di varianti nuove, cau-
sa di imprevisti problemi sanitari. (Gilgen M. et al.
1997; Gantzer C. et al. 2002;). Inoltre, {'assenza di cor-
relazione tra gli indicatori di contaminazione batterica e
la presenza di agenti virali rende necessaria la ricerca
specifica di questi ultimi non solo nei sedimenti utiliz-
zati per il ripascimento delle spiagge, come imposto dal
D.M. del 24/01/1996, ma ogni qual volta si debbano va-
lutare le condizioni di salubrita dell’ambiente, con rife-
rimento alle acque ed ai molluschi eduli in essi alleva-
ti. (Beller et al. 1997; Hafliger D. et al., 2000; Wyn-Jo-
nes A.P. et al, 2001).

E' noto tuttavia che |"analisi virologica dei campioni di
origine ambientale, pone una serie di problemi tecnici,
diversi rispetto a quelli che si incontrano per le analisi
batteriologiche e che si identificano in: determinazione
dei volumi da analizzare, acquisizione e validazione di
procedure per la concentrazione dei campioni, messa a
punto di tecniche diagnostiche innovative capaci di su-
perare i limiti e le difficolta dei sistemi tradizionali. Infat-
ti, I'isolamento dei virus su sistemi cellulari e la loro suc-
cessiva identificazione, risulta spesso indaginosa, richie-
de tempi protratti e non & sempre applicabile.

Pertanto, in mancanza di protocolli standardizzati, & ne-
cessaria la messa a punto di metodiche diagnostiche af-
fidabili e facilmente applicabili. Un problema di sanita
pubblica & rappresentato dalle frequenti infezioni virali
correlate al consumo di molluschi eduli famellibranchi
stabulati in acque aventi parametri batteriologici nella
norma ma contaminate da agenti virali.{Croci L. et
al,,1999; Leclerc H. et al. 2002). Le principali patologie
virali veicolate dai molluschi sono rappresentate da infe-
zioni a trasmissione oro-fecale attribuibili ad agenti qua-
li Enterovirus, (Virus Epatite A, Echovirus, Coxachievirus,
Enteravirus 68-71), Calicivirus (Norovirus, Virus Epatite
E), Rotavirus, Reovirus, Coronavirus, Astrovirus, Adeno-
virus, causa di forme cliniche complesse e diversificate
come gastroenteriti, miocarditi, infezioni respiratorie e
sindromi nervose {meningite, poliomelite, encefalite).
L‘epatite A riveste un ruolo primario tra le malattie di ori-
gine virale veicolate dai mitili. In Italia piti del 60% dei
casi di Epatite A segnalati negli ultimi anni sono stati cor-
relati al consumo di molluschi. {Croci L. et al. 2003). Nel
presente lavoro, gli A.A., hanno messo a punto un proto-
collo di estrazione e concentrazione di agenti virali, da
sedimenti marini, attraverso una contaminazione speri-
mentale di tale matrice con un ceppo non citopatogeno
del virus dell’Epatite A (HAV). Sui campioni pretrattati &
stata eseguita infine la ricerca del virus attraverso una
specifica “seminested” RT-PCR ed un test di isolamento
virale in monostrati di cellule permissive FRhK-4. i pro-
tocolio adottato & stato successivamente utilizzato per
analizzare, n°162 campioni di sedimenti marini, prele-
vati in aree costiere della Sicilia occidentale ed orienta-
le, in cui sono presenti allevamenti di molluschi eduli fa-
mellibranchi (Foto 1). Nei campioni pretrattati infine &
stata effettuata la ricerca di Enterovirus e di HAV, attra-
verso due specifiche “seminested” RT-PCR ed isolamen-
to in vitro, rispettivamente su linee cellulari BGM e
FRhK-4,
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Foto 1 - Zone costiere della Sicilia dalle quali & stato effenuqto il pre-
lievo dei sedimenti




Materiali e metodi

Allo scopo di ottimizzare i} protocolle per 'estrazione e
la concentrazione di virus, n® 10 aliquote di sedimenti
marini, di 20 ml ciascuna, precedentemente sterilizzati
in autoclave a +121°C per 15 min, sono stati infetiati
sperimentalmente. L'infezione & avvenuta mediante con-
tatto a +4°C e in lenta agitazione per 2 h, con diluizioni
scalari, dal tal quale a 10 =2, di un ceppo non citopato-
genodel-virus-dellEpatite A (ATCC-VR-2089, gentilmen-
te fornito da M. Muscillo - Istituto Superiore di Sanitd),
con “End Point” in RT-PCR pari a 107, Successivamen-
te, i campioni contaminati sono stati centrifugati a 5000
rpm per 10 min a + 4°C, al fine di allontanare if virus in
eccesso. Quindi, ai sedimenti precipitati sono stati ag-
giunti 60 mi di estratto di carne al 3% a pH 9,5 e sono
stati fasciati in agitazione lenta per 15 min a +4°C. |
campioni cosi pretrattati, sono stati ulteriormente centri-
fugati per il recupero dei surnatanti, il cui pH & stato por-
tato a 7 ed ai quali & stata aggiunta una soluzione di PEG
(Polietilenglicole) 8000 al 50%, rispettivamente in rap-
porto vol./vol. pari a 4:1 (Carducci A. et al. 1997; Rao
V.C. et al. 1984; Wait D.A. et al.1983). Dopo una notte
in lenta agitazione a +4°C, si & proceduto ad effettuare
una ulteriore centrifugazione a 8000 rpm per 45 min a
+4°C. | pellets recuperati sono stati risospesi in 3 mf di
PBS antibiotato 10X (1000U/ml penicillina, 1 mg/ml
Streptomicina, 2,5 pg/mi anfotericina B) a pH 7,2 e posti
a decontaminare per 1 h a +37°C (IRSA, Rapporti ISTI-
SAN}. L'RNA virale da ciascun campione & stato succes-
sivamente estratto, aitraverso 'uso di un kit commercia-
le, seguendo le specifiche istruzioni {High Pure isolation
RNA kit - ROCHE). La ricerca dell’ HAV ¢ stata effettua-
ta tramite due reazioni consecutive di PCR (“seminested”
RT-PCR). La prima reazione di amplificazione utilizza i
primers H1 (Reverse T) e H2 (Foward), specifici per la re-
gione conservata VP1, codificante per il capside virale e
che danno un amplicone di 247 bp. La seconda PCR,
utilizza i primers H2 e H3 (Reverse 2) ed amplifica un
segmento di 210 bp interno al segmento precedente (Le
Guyader et al. 1994). In particolare, la reazione prelimi-
nare di retro-trascrizione & stata realizzata seguendo le
istruzioni fornite dal kit utilizzato (Transcriptor first
strand cDNA syntesis - Roche), in un volume finale di 25

Tab. 1 - Sequenze primers usati

pl. La miscela di reazione per la prima PCR, & stata rea-
lizzata in un volume totale di 25 pl, contenenti 0,5 pM
di ciascun primer Hle H2 (tabella 1), PCR Buffer 1X, una
miscela contenente 0,4 mM di ciascun di dNTP, 1,25 U
di Taq Polymerase {Go Taq Polymerase — Promega) e 5 pf
di cDNA. Il profilo termico di amplificazione & stato ese-
guito con I'uso del termociclatore 2720 Thermal Cycler
{Applied Biosystems) ed impostato con i seguenti para-
metri: +94°C per 5 min; 40 cicli di denaturazione a
+94°C per 30 sec, ibridazione a +55°C per 1T min ed
estensione a +72°C per 75 sec; infine & stato effettuato
un ulteriore ciclo di estensione a +72°C per 5 min. La
miscela di reazione per la seconda PCR, & stata realizza-
ta rispettando le stesse condizioni adottate per fa prima
PCR, ma usando i primers H2 e H3 e 1 pl del primo am-
plificato, in un volume totale di 25 pl. | prodotti di am-
plificazione sono stati infine analizzati per elettroforesi
in un gel di agarosio al 2%, contenente Etidio Bromuro
{0.5 mg/mi).

Per dimostrare la presenza nei sedimenti dell’agente vi-
rale e dare evidenza della sua capacitd replicativa sono
stati infettati con 500 pl di inoculo, monostrati celiulari
confluenti di cellule FrhK-4, permissive per il virus HAV
ed allestiti in fiasche di 12,5 cm?2. Dopo assorbimento a
+37°C per 2 h, la coltura cellulare & stata addizionata del
terreno colturale in rapporto di 1:7 {(vol. inoculo/vol. ter-
reno. Le colture infettate, sono state controllate al micro-
scopio invertito per 10 giorni e sono stati eseguiti, com-
plessivamente 3 passaggi ciechi (Ferrari M. et al. 2003).
La crescita virale e stata verificata analizzando, attraver-
so la “seminested” RT-PCR, i criofisati ottenuti da cia-
scun passaggio. Le metodiche descritte sono state adot-
tate per esaminare n°162 campioni di sedimenti marini,
prelevati mediante tecnica di carotaggio a differenti stra-
ti (superficiale, media e profonda), in zone costiere in cui
sono presenti allevamenti di molluschi eduli. Nei cam-
pioni suddetti, oltre ai test per il virus HAV (“seminested
RT-PCR ed isolamento su cellule FrhK-4), & stata effettua-
ta la ricerca degli Enterovirus attraverso una “semine-
sted” RT-PCR con primers che amplificano un segmento
di 399 bp, localizzato nella regione altamente conserva-
ta 5" UTR, del genoma degli Enterovirus e denominati
EVO3 (Reverse 1), EV0O5 (Reverse 2), EV06 (Foward) (Gil-
gen et al. 1997) (Tabella 1).

Localizzazione Lunghezza frammento (bp)

AAATGTCTCAGGTACTTICTTTG-3'

2389-2413 247
{2:F6 LGTTTTGCTCCTCTTTATCATGCTATG-3! 2167-2192 210
“H3 Reverse 2 5-TCCTCAATTGTTGTGATAGC-3" 2358-2377

EV03 Reverse 1 5'-ATTGTCACCATAAGCAGCCA-3'

601-582 .-

EVO5 Reverse 2 5'-CACGGACACCCAAAGTA-3

EVO06 Forward 5'-CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG-3'




Inoltre & stata eseguita una infezione su monostrati di cel-
lule BGM permissive alla replicazione degli Enterovirus.
Anche in questo caso, la reazione di retro-trascrizione &
stata realizzata come descritto sopra. La prima PCR 2 sta-
ta ottimizzata in un volume totale di 50 pl, contenente
0.15 pM di ciascun primer EV03, EV06, 3,5 mM di Mg-
Cly, PCR Buffer 1X, una miscela contenente 0,2 mM di
ciascun dNPTs e 5 pl di cDNA. La miscela di reazione per
fa seconda PCR 2 stata ottimizzata con 0,25 pM di cia-
scun primer EVO5, EV06, 3 mM MgCly e 1 l del primo
amplificato, in un volume totale di 50 pl. 1 profilo termi-
co per entrambe le amplificazioni ha previsto: una dena-
turazione iniziale a +94°C per 1 min; 30 cicli di denatu-
razione.a 94°C per 30 sec, ibridazione a 55°C per 1 min
ed estensione a + 72°C per 1 min. L'estensione finale & av-
venuta per 10 min a 72°C. [ prodotti di amplificazione so-
no stati osservati per elettroforesi in un gel di agarosio al
2%, colorato con Etidio Bromuro. Ciascun campione
inoltre & stato inoculato su monostrati di cellule confluen-
ti BGM, per evidenziare I'eventuale presenza di virus. Le
cellule infettate sono state osservate al microscopio per 7
giorni; i criolisati dei tre passaggi eseguiti sono stati ana-
lizzati attraverso la “seminested” RT-PCR descritta.

Risultati e conclusioni

Il protocollo sperimentale adottato, per eluire e concen-
trare il virus dell’epatite A attraverso I'uso dell’estratto di
carne al 3% a pH-9, seguito dal trattamento con PEG
8000, ha dato esito favorevole. Infatti, fa “seminested”
RT-PCR condotta con i primers specifici, ha rilevato la
presenza dell’RNA virale nei sedimenti infettati, fino alla
diluizione di 10 (Foto 2).

Foto 2 - RT- PCR sui 9 campioni di sedimenti infettati

Inoltre, le prove di isclamento virale eseguite su mono-
strati confluenti di cellule FRhK-4 hanno fornito anch’es-
se esito positivo. La presenza del virus & stata dimostrata
nei tre passaggi tramite la stessa “seminested” RT-PCR, fi-
no alla diluizione di 10> (Foto 3 e 4). Quindi, si puo af-
fermare che il protocollo ha permesso di concentrare al
massimo le particelle virali dando risultati positivi sino
alla 1072, diluizione corrispondente all'End Point del vi-
rus. Inoltre, la metodica utifizzata non ha interferito sul-
la capacita replicativa del virus dell’Epatite A.
L'indagine condotta sui 162 campioni di sedimenti mari-
ni, per la ricerca sia del virus dell’Epatite A che degli En-
terovirus, ha dato esito negativo sia con i test biomoleco-
lari che con le prove di isolamento virale.

Nell’ottica di una valutazione complessiva, si pud affer-
mare che sono molti | fattori, correlati alle caratteristiche
dei virus e dell’ambiente, che possono condizionare
Fadsorbimento di questi alle particelle solide di sedi-
mento, rendendo tale interazione pili 0 meno stabile,




In particolare, nell’ interazione tra virus e sedimenti, gio-
- cano un ruolo fondamentale le cariche elettriche dj su-
perficie che possono cambiare in funzione dei valori di
pH e della salinita dell’acqua. Infatti, in diversi studi &
stato osservato che valori di pH acidi favoriscono I'ad-
sorbimento dei virus alle particelle solide. Un altro im-
portante parametro da tenere in considerazione & la na-
tura bromatologica del sedimento in esame come pure le
caratteristiche strutturali (capside, envelope) dei virus
stessi. (Tsai S.C. et al. 1983; Douglas A.W. et al. 1983,
Shiow-Chua T. et al. 1983, Berg G. et al. 1980).

La sicurezza dell’ambiente e la Qualita Totale delle pro-
duzioni rappresenta ‘obiettivo principale da raggiunge-
re nei prossimi anni. I} controllo dei sedimenti marini e
delle acque, costituisce un passo importante nel percor-
so della qualitd, intesa non soltanto come sorveglianza
ambientale ma anche come controllo dei prodotti della
pesca. In questa ottica, la ricerca dei virus enterici rive-
ste un notevole interesse poiché tali agenti virali sono
frequentemente rinvenuti in acque destinate al consumo
umano ed in alimenti di origine ittica. (Boccia D. ef al.
2002; Le Guyader F.S. et al. 2006; Prato R. et al. 2004;
Rizzo C. et al. 2007; Lopman B.A. et al. 2003). Diversi
studi condotti sul grado di contaminazione microbica
dei sedimenti marini, riferiscono che le particelle virali
in essi adsorbiti, sopravvivono pil a lungo rispetto ai vi-
rus che si trovano sospesi in acqua di mare {Douglas
AW. et al. 1983, Pianetti A. et al. 2007; Bitton G, ef al.
1982). Pertanto, la tutela dello stato di salute dell’am-
biente marino passa non solo per un’attenta analisi delle
acque, ma anche attraverso lo studio del sedimento in
quanto “serbatoio” di sostanze inquinanti che possono
venire risospese da fenomeni naturali e dall’'uomo stes-
so. (La Belle R.L. et al. 1980)

Foto 4 - RT- PCR sui 3 passaggi cellulari infettati con diluizioni del virus dalla 1076 alla 109
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aprile 2009 per concludersi entro il 28 maggio
ormativo prevede un totale di 32 ore e 50
te Ogn; settimana si terranno 2 lezioni di 3
0.alle 17.30, il marted) e il gioved.

zioni- consultare i siti dell'Universit;
tudenti/ corsiperf /),

hamento Didattico di S. Biologiche
mi.iitfindex,html).

rsitd. Jtaliane

.qntaltare fa segreteria de} Consi-
Didattico ' di Scienze Biologiche
ti;dovranno far pervenire do-
urriculum entro la data sta-
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