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ISTITUTO ZOOPROFILATTICO SPERIMENTALE
DELLUMBRIA E DELLE MARCHE “TOGO ROSATI"

Malattie virali di origine alimentare:
Norovirus e Coronavirus



Table

| virus “enterici”

Viruses that may be foo

Primary tissue

fropism

Enterntropic

Hepatotropic

MNeurotropic

Pneumotropic

Multitropic

Human norovirus
Human sapowvirus
Ajchi virus

Human astrovirus

Human rotavirus

Human reowvirus

Human enteric adenowvirus

Human parvovirus
Human picorbirnavirus

Hepatitis A virus
Hepatitiz E virus
Foliovirus

Mon-polic entemviruses
{incl. Coxsackie & and
B wirus, Echowirus, and
Enterovirus DE8 and 71)

Human parechovirus

Mipah wirus
Polyoma wvirus (JC, BK)

Tick-borne encephalitis
wirus

Human coronavirus
{incl. SARS and

MERS Co\)

Avian influenza virus

Ebola wirus

Particle/genome Genus Family Associated disease(s)
MNonenveloped/ssRAMNA MNorovirus Caliciviridae Gastroenteritis
MNonenveloped/issRNA Sapovirus Caliciviridse Gastmenteritis
MNonenvelopedissRMNA Kobuwvirus FPicormavindae Gastmoenteritis
Monenveloped/issRMNG Mamastrovinus Astrovindas Gastroenteritis
MNMonenveloped/segmented Rotavinus Reovindae Gastmoenteritis
d=RAMNA
Monenvelopedisegmented Onthorgovinus Reovindae Unknown
dsRMNA
Monenveloped/dsDMNA Mastadenovirus Adenoviridse Giastroenterifis, fever,
respiratory disease

MNonenveloped/iss DA FParnrovinus Parvovirnidas Gastmoenteritis

MNMonenvelopedisegmented Ficobirmavirnus Ficobirmaviridae - Gastroenteritis?

dsHAMNA

Monenveloped/ssRMNA Hepatowvirus Ficornavindae Hepatitis

MonenvelopedsssRMNA Othohepevirus Hepeviridas Hepatitis

Monenveloped/issRMNA Ernterovirus Ficornavindae Flaccid paralysis, meningitis,
fevear

Monenveloped/ssRMNA Erterovius Ficornavindas Meningitis, herpangina, flaccid
paralysis, cranial nerve
dysfunction, hand-foot-and-mouth
dizease, myocarditis, heart
anomalies, respiratory iliness,
rush, pleurodynia

Monenveloped/sssRMNA Psrechovirus Ficornsvindse Meningitis, respiratory disease,
gastroenteritis

Enveloped/ssHMA Henipawrus Paramyxovindse  Encephalitis, mspiratory disease

MNMonenvelopedicirc ular Polvomavirus Polvomaviridae Persistent infections, progressive

dsDMa multifocal leukoencephalopathy,
urinary track disesses

MNonenvelopedissRMNA Flavivirus Haviviridae Encephalitis, meningitis

Emveloped/ssRkA Betacoronsvires  Corongvindae Respiratory disease, SARS,
MERS, gastroenteritis

Enveloped/segmentad Influenzavirus A Onthomyxoviridae |Influenza, respiratory disaase

ssRMA

Enveloped/ssRMNA Ebolavirus Filoviridae Gastroenteritis, hemomrhagic fever




Norovirus
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Le gastroenteriti da NoroVirus negli USA

— Principale causa di gastroenterite acuta negli USA tra le persone di ogni
eta ( circa 21 milioni di casi/anno)

— Circa 2 milioni di visite ambulatoriali e 400.000 visite di pronto soccorso,
soprattutto nei bambini piccoli

— 56.000 a 71.000 ricoveri e 570 a 800 decessi, soprattutto tra bambini
piccoli e anziani

— Norovirus e responsabile di circa 1 milione di visite pediatriche all'anno.
— A5 anni si stima che per le malattie da norovirus:
— 1 su 278 bambini sara ricoverato in ospedale,

— 1suldandraalPSe
— 1 su 6 ricevera cure ambulatoriali

Provoca il 58% delle malattie alimentari negli USA. Ogni anno, la malattia da norovirus
costa circa S 2 miliardi, principalmente a causa della perdita di produttivita e delle
spese sanitarie.




Because oyster contain not only pearls

£¥. . — Causano gastroenterite ad esordio
et improvviso con casi sporadici eo epidemie

— Colpiscono soggetti di tutte le eta

— Diffusione in tutto il mondo

— Manifestazioni durante tutto I’'anno, con

— picchi nei mesi invernali (winter vomiting
disease)

— Alivello internazionale e stato stimato che i Norovirus sono responsabili
della maggior parte di gastroenteriti non batteriche sia infantili (a carattere
sporadico e stagionale) sia nell’adulto, spesso in forma endemica.

— FE’ la piu frequente malattia delle comunita quali ospedali, scuole, navi da
crociera, ristoranti, mostra variazioni stagionali, con picchi epidemici che si
verificano tra dicembre e febbraio (winter disease)

— Il virus e resistente al congelamento e al calore a 60°, alle soluzioni clorate,
al pH acido fino a 2,7, ai trattamenti con etere, etanolo o detergenti.



NO. OF NOROVIRUS OUTBREAKS

NUMBER OF REPORTED NOROVIRUS OUTBREAKS, BY PRIMARY
TRANSMISSION MODE AND MONTH OF ONSET —NATIONAL
OUTBREAK REPORTING SYSTEM, UNITED STATES, 2009-2012
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Burden of Norovirus lliness and Outbreaks

EstimatedlLifetime
Risk of Norovirus

Annual Estimates of
Morovirus llinesses
and Associated
Outcomes

IS 1 in 5,000-7,000

570~2800 Deaths

56,000-71,000 - 1 in 50-70

Hospitalizations:

400,000 Emergency m— 1in o

Department Visits

1.7-1.9 Million I 1 in2

Butpatient Visits

19-21 Million - 5 times

Total Novovirus lllinesses

Burden of Norovirus in the United States. Estimates of the annual number of ilinesses and associated outcomes for
norovirus disease in the U.S., across all age groups. Lifetime risks of disease are based on a life expectancy of 79 years
of age.



| Norovirus

| Norovirus noti come “Small Round Structured Viruses” o SRSV,
appartengono alla famiglia CALICIVIRIDAE

Virus ad RNA a singola catena 25-38 nm di diametro,

Simmetria icosaedrica

Privi di envelope

Ampia variabilita genetica: rende difficoltosa la loro individuazione e
caratterizzazione

Non coltivabili in vitro

Molto resistenti alle condizioni avverse dell'ambiente



Classificazione dei Norovirus

La famiglia Caliciviridae
comprende 4 generi Vesivirus,
Lagovirus, Sapovirus e Norovirus
di cui i primi due sono di
pertinenza veterinaria mentre

gli altri sono agenti eziologici di
\/

. Y
gastroenterite umana.
agovirus

classificati in cinque diversi Calicivirus animali

genogruppi (Gl — GV) suddivisi in 30 o i)
cluster genetici (8in Gl, 17 in Gll, 2 ﬁf(f Calicivinis umani
inGlll,2inGIVelinGV)aloro

volta comprendenti diversi o 210 | | oo |uma | o
genotipi.

Gl e GIlI e GIV sono piu frequentemente riscontrati nell’'uomo mentre i virus
Glll sono tipicamente bovini e il GV e infettivo per il topo
Gll.4 il genotipo umano piu diffuso



Ampio grado di diversita antigenica

e Gli alti livelli di diversita genetica tra i differenti
genogruppi e persino tra i genotipi dello stesso
genogruppo, che derivano dall'alto tasso di
mutazioni e da eventi di ricombinazione,
contribuiscono all'ampio grado di diversita
antigenica.

e La diversa risposta immunologica al patogeno
sembra comunque trovare spiegazione in
un'immunita di tipo locale piu che con la
produzione di anticorpi circolanti



Genoma

Il genoma del norovirus e costituito da un filamento positivo ssRNA di circa
7.500 nucleotidi. Contiene 3 frame di lettura aperti, ORF1, codifica per una
polipoteina contenente ao la polimerasi, ORF2, codifica per la proteina
capside (VP1) e ORF3, codifica per la proteina strutturale secondaria VP2.

ORF1 ORF3
‘ pd8 MTPase | p22 VPg | ACLpo RdRp ‘ F ¥
A
ORF2
Mon structural protains ! Structural pr-n-taln!;

| norovirus si ricombinano frequentemente, principalmente
alla giunzione ORF1 / ORF2



La scoperta del Virus di Norwalk, 1972

WELCOME T0

NORWALR

Home of the Norwalk virus

© LJSaif

Bronson Elementary School,Norwalk, OH Dr. Albert Z. Kapikian (1930-2014)

| Norovirus sono stati scoperti nel 1972 ed hanno acquisito il nomignolo "ufficioso" di virus
"di Norwalk" o Norwalk-like-virus", in virtu di una grossa epidemia sviluppatasi nel 1968
all'interno di una scuola elementare della citta di Norwalk, nello stato dell'Ohio.
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Alto potenziale epidemico

Carica infettante bassa (<100 particelle),
Alta resistenza nelllambiente
(temperature >60°C, <0°C e
concentrazioni di cloro fino a 10 ppm) e
resiste ai comuni disinfettanti
Assenza di immunita persistente Soimo 1o Paxf
Trasmissione diretta interumana

(aerosol con vomito) e indiretta

mediante cibi e bevande

Rilascio prolungato del virus: eliminazione con
le feci fino a 2 settimane dopo la guarigione
Negli anziani e nei pazienti
immunocompromessi i sintomi sistemici e la
presenza del virus nelle feci possono persistere
per piu di un mese

Altamente contagioso

Varie vie di transmissione

Stabile nelllambiente

Infezioni asintomatiche
Immunita transitoria

Resistente ai comuni disinfettanti




Epidemiology

TABLE 1. Characteristics of “Norwalk-like viruses” that facilitate their spread during
epidemics

Characteristic Observation Consequences

Low infectious dose =1(F viral particles FPermits droplet or person-to-person
spread, secondary spread, or spread
by foodhandlers

Prolonged asymptomatic =2 weeks Increased risk for secondary spread
shedding or problems with control regarding
foodhandlers

Environmental stability Survives <10 ppm chlorine,  Difficult to eliminate from contami-
freezing, and heating to nated water; virus maintained in ice
60C and steamed oysters

Substantial strain Multiple genetic and Requires composite diagnostics;

diversity antigenic types repeat infections by multiple

antigenic types, easy to underesti-
mate prevalence

Lack of lasting Disease can occur with Childhood infection does not protect

immunity reinfection from disease in adulthood; difficult to
develop vaccine with lifelong
protection

14



Vie di trasmissione

Oro-fecale (possibile
contaminazione anche con
mani portate alla bocca,

sigarette) 8,
Alimenti (Cibo e bevande) coquilages co,,ta,;‘,na,t;,,de
contaminati da personale ' "”"\‘*‘
infetto aiments
préparés

Consumatori (trasmissione - >
crociata) i-‘:::?::z::ﬁ:ﬁ;‘eﬁw
Luoghi a rischio: navi da

crociera, scuole, case di
ricovero, ospedali,ecc



Norovirus: trasmissione

Alimenti (39%)

Mani (12% “person to person”)
Acqua (3%)

Ambiente (fomites)

Aria (aerosol con vomito)

46% sconosciuta
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Superfici esposte alla contaminazione

— Durante il picco di infezione sono presenti un miliardo di
particelle virali per grammo di feci.

— La diarrea, soprattutto nei soggetti giovani puo risultare
incontrollata, cosi come improvvisi, incontrollati e violenti
episodi di vomito

Grande diffusione sulle superfici

17



Contaminazione primaria + secondaria

6.000 passeggeri
2.500 equipaggio
30.000 pasti/giorno circa

NoV e crociere:

— Causa di >90% di epidemie diarroiche

— Rapidissima diffusione (ambienti affollati)

— Turnover passeggeri elevato

— NoV trasportato a bordo da passeggeri con acqua o cibo contaminati

— Epidemie in sequenza sulla stessa nave per varie crociere (ambiente
o personale di bordo contaminati causa resistenza disinfettanti)

18



Ruolo dei Molluschi bivalvi

contaminated : Global trade

with multiple J

strains

e

Shellfish (oysters)

19




Figure OUT20. Distribution food vehicles in strong-evidence outbreaks caused by calicivirus,
including norovirus (excluding strong-evidence waterborne outbreaks) in the EU, 2012

Fruit, berriesandjuices
andother products

thereof. 3 (3.1 %) Other foodstuffs, 7

Bakeryproducts, 4
Mixedfood, 32

Fishandfish products, 5

Vegetablesandjuices
andother products
thereof, 10

Crustaceans, shelffist,
molluscsandproducts
thereof, 16

Buffetmeals, 20

20



Infezioni pediatriche

In Italia la definizione della reale incidenza
delle gastroenteriti di natura virale nella
popolazione pediatrica € ostacolata
dall'assenza di un sistema di
monitoraggio per le infezioni virali, le
qguali, oltre alla sottostima dei casi
caratteristici delle infezioni
gastroenteriche autolimitanti, risentono
dell'ancor limitato utilizzo dell'analisi
virologica negli episodi di gastroenterite
che giungono all'attenzione del SSN
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Norovirus - Aspetti clinici

v'breve incubazione (12-48 ore)

v’ vomito, diarrea, dolori addominali
v'cefalea, febbre, brividi

v"dolori muscolari, spossatezza
v'ricovero in ospedale raro

v’ risoluzione rapida (24 ore)

v'decesso raro

v'contagiosita da 15 h dopo l'infezione
fino a due settimane dopo la guarigione
clinica

22



Resistenza a fattori ambientali

Possono resistere:

— A temperature >60°Ce <0°C

— Cloro a concentrazioni fino a 100 ppm
— Altri disinfettanti

— Per cui e molto difficile I'eliminazione dall’lambiente
(la presenza di RNA virale e stata evidenziata in piu
occasioni anche nell’acqua in bottiglia non gasata)



| comportamenti dei consumatori che possono
modificare il rischio di infezione da Norovirus

= Varicordato che esiste una grande differenza tra un contaminante e il rischio.
* |l contaminante (o il pericolo, hazard in inglese) e il Norovirus;
= mentre il rischio e la probabilita che la malattia abbia luogo.

Pericolo vs. Rischio

Un pericolo & qualcosa che ha il |l rischio & la probabilita che
potenziale di causarti un danno un pericolo ti causi un danno

SQUALO

Uno squalo in mare € un pericolo Nuotare con uno squalo € un rischio



Principali abitudini e comportamenti dei consumatori
che possono modificare il rischio di infezione da
norovirus

Consumer behaviors which may influence

the risk of norovirus infection

Purchase bivalve mollusks contaminated during primary
production

Eat raw or undercooked bivalves

Purchase fresh fruits/vegetables contaminated during
primary or secondary production

Consumers may contaminate RTE foods during handling
and preparation, from contaminated hands to food

Consumers may contaminate RTE foods during
preparation, by cross-contamination (from fresh
fruits/vegetables or contaminated hands to fomites; from
contaminated fomites to RTE foods...)

Avoid consumption of bivalves harvested near areas
of human habitation and close to urban drainage

Cook to ensure that internal flesh reaches 90°C for

90 seconds
Steam for at least 14.4 minutes

Wash vegetables with potable water supplemented
with a sanitizer (eg. chlorine-based, PAA-based)

Avoid handling RTE foods for others if a person has
had gastroenteritis symptoms < 2 days ago

Follow strict hygienic measures during food handling
{especially hand washing)

Keep food surfaces, sponge clothes and utensils clean
Wash hands after handling unwashed fruits/vegetables

25



GRUPPO

CALICIVIRUS

Struttura

Virione sferico di 25-30 nm di diametro, ad RNA a singola catena
con un rivestimento proteico caratterizzato da depressioni sulla
superficie a forma di cupola

Infezione

'infezione interessa la mucosa intestinale ed ha un’incubazione
di 24-48 h

Malattia

Nausea,vomito,diarrea per circa 24-48 h

Escrezione

Il virus viene escreto durante la malattia con il vomito e le feci, e
probabilmente ancora per 7 gg dopo la malattia

Diagnosi

Determinazione del virus nelle feci mediante test ELISA o PCR o
microscopia elettronica. Secondo Kaplan si puo sospettare che
un’epidemia sia dovuta ai Norovrus quando presenta le seguenti
caratteristiche:assenza di batteri patogeni nelle feci; durata media
della malattia 12-60 h; periodo di incubazione 15-50 h; vomito
presente in piu del 50% dei casi

Immunita

Di breve durata




Determinazione dei virus
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Indagini sugli episodi tossinfettivi

— Per una corretta valutazione degli episodi, |a ricerca dovrebbe
essere condotta sia sulle feci dei pazienti che sugli alimenti
sospetti

— | campioni devono giungere al laboratorio:

1) feci: mantenute a 4°C per 7gg.(in alternativa congelate a -
20°C)

2) molluschi: congelati a -20°C e analizzati nell’arco di un mese

3) vegetali e frutta: trasportati a T° di refrigerazione(4-8°) non
oltre 7gg dal prelievo; o mantenuti congelati a -20°C

4) acqua: mantenuta a temperatura ambiente o di
refrigerazione(4-8°C)



Metodi tradizionalmente usati per la
diagnosi di infezione da virus

— |Isolamento in colture cellulari
— Microscopia elettronica

— ELISA

— Immunofluorescenza

— Criteri epidemiologici (Kaplan)
— Comparsa dei sintomi dopo 24-36 ore
—Vomito/diarrea per alcuni giorni
— Elevata percentuale di attacchi
— Elevato numero di casi secondari

29



v

v

v

Kaplan Criteria for Norovirus

Feci negative per batteri
patogeni

Vomito nel 50% o piu
dei casi

Durata media della
malattia 12-60 h

Durata media del
periodo di incubazione
24-48 h

Assenza di febbre

180 molecules (90 dimers) of VP1

P

Genomic RNA (~7.7 kb)

- ORF1 ORF2 ORF3
+
VP ' (A)m
p4s NTPase p22 VPg PRO POL /
VPg-RNA, >|_T_|
VEL ViR _ ORF2 ORF3
Subgenomic RNA (~2.8 kb) VPg ; (A)n | +

VP1 1 VP2
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Virus: Legislazione

(27) In particolare, ¢ opportuno che i criteri per i virus

REGOLAMENTO (CE) n. 2073(2005 DELLA COMMISSIONE patogeni nei molluschi bivalvi vivi siano fissati quando i

del 15 novembre 2005 metodi danalisi sono stati sufficientemente messi a

punto. E necessario sviluppare metodi affidabili anche

sui criteri microbiologici applicabili ai prodotti alimentari per altri rischi microbiologici, ad esempio Vibrio
parahaemolyticus.

Per quanto riguarda i crileri microbiologici da applicare si puo fare riferimento alla proposta di
integrazione formulata dal laboratorio di riferimento comunitario (CEFAS, Weymouth, UK) del
regolamente della commissione 2073/2005 e s.ani. nella quale viene stabilito un criterio
microbiologico per la categoria fragole provenienti dalla Cina e che si ritiene possa essere esteso ad

altri frutti di bosco di provenienza sia nazionale che estera, come ipotizzato nella Tabella 3.

Tabella 3: Criterio microbiologico di sicurezza alimentare

. . Piano di e . : .
Categoria Micro- : Limiti Metodo di Fasi su cui si
. : camplonamento e o
Alimentare organismo riferimento | attua il critero
n C m | M
1SO 15126-2
Virus Non 0 altro Prodotui che
Frutti di bosco . . 3 0 determinato in metodo arrivano in
dell’epatite A .
25g. analitico frontiera
validato




Metodi usati per la diagnosi di infezione
da virus

Microscople alectronigue Détection immunologique
des antigénes du virus

&

7

ELISA =

i e

= it S

o *‘ L g 7
5 i% L )

e i T &

= ® =

W X . =

o -

.z | s

- Détection du génome viral S

& Isolement par - -

= culture sur cellules ) E

£ o : = =

& Examens ___d__;' — = g'

o sarologiques ;__:'-E__:_.u 3

—
non adaplés - &
& ce type de diagnostic RT-PCR 5

(Source: http://www.microbes-edu.org/professionel/prof.html
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Problemi connessi con la rilevazione di virus dai
molluschi

— Ridotte dimensioni del virus;
— Elevata diluizione che subiscono nell’'ambiente;

— Capacita dei virus di aggregarsi tra di loro ed al particolato in
sospensione;

— Grande variabilita delle specie virali, molte delle quali non sono
coltivabili;

— La variabilita genetica di molte specie virali;

— Presenza di contaminazioni multiple con possibilita di interferenza;

— Mancanza di un indicatore affidabile;

Diagnosi RAPIDA e PRECOCE indispensabile per
‘ ridurre la diffusione in ambiente ospedaliero
(soprattutto reparti pediatrici, lungo degenze, pazienti
immunocompromessi, personale sanitario) attraverso il
tempestivo rafforzamento delle misure dicontrollo
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RNA E:tr&t‘:tim: iirus Extraction

Produce

Soft fruits

Shellfish

Virus Concentrate

Food
surfaces

Extracted Mucleic Acids

#
(" monoptex Y[ viability Y Muitiplex )
RTgPCR PCR RTgPCR

¥ Widely used ¥ Applicable « High cost

o Highly t0 S0Mme reduction
validated frvod »  Slight loss of

«  Already in matricas sensitivity
use far ¥ Promising + Cost-
Eurcpean for risk affective for
official ssaessment surveillance
controls studies studias

o R AN v,

-

Digital e
RTdPCR

v Quantitative
data without
standard curve

« Applicable to

simultaneous
quantificaticn
of savaral

targets

M >

il Mext-Gen
Sequencing (NGS

" Technically
challenging
" Promising for
SOLIMCE
bictracking

* Applicable for
environmental

viral diversity
\_ studies __/J
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Determinazione di virus

METODO SENSIBILITA’ NOTE
EM/IEM 106-7 s|ndividuazione di tutti i ceppi virali
Poco sensibile solo =Scarsa praticita/economicita
C . =Scarsa sensibilita
per campioni fecali)
ELISA 1046 »|ndividuazione solo di alcuni ceppi virali
"Praticita
=Scarsa sensibilita
RT-PCR 1024 *Individuazione solo di alcuni ceppi virali

Adatto per la ricerca
in matrici alimentari

ssensibilita

Colture cellulari

=*Non sono ancora disponibili linee cellulari per
la coltura dei NV
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Applicazione della PCR
su matrici alimentari

— Le tecniche di biologia molecolare (RealTime PCR,
Sequenziamento, Genotipizzazione, Next Generation
Sequencing e Digital PCR) sono un supporto per
'operatore di sanita pubblica per:

" Flevata sensibilita e specificita

" Ricerca di virus difficilmente o non coltivabili (tutti
virus “alimentari”)

" alla portata dei laboratori di sanita pubblica
veterinaria

» di rapida esecuzione
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Metodi biomolecolari : un supporto per
I'operatore di sanita pubblica

| metodi biomolecolari si possono usare per:

v’ per lo screening dei campioni prima
dell’immissione nella rete commerciale nelle
sedi naturali di allevamento attraverso
I'esecuzione di prelievi ed esami svolti in
maniera sistematica

v’ sorveglianza epidemiologica
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Si tratta di virus ad RNA!

—In campo ambientale ed alimentare tutti i
virus sono ad RNA,
— e necessaria la reazione di retrotrascrizione dell’RNA

virale a cDNA che rappresenta il vero punto debole
della PCR

— sono conosciuti anche virus a DNA ( ad esempio
Adenovirus) ma per nessuno di essi e stata provata la
trasmissione attraverso alimenti o acqua.
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Indagini virologiche sui molluschi bivalvi

Epatite A

— Replica lentamente su
colture cellulari

— non da effetto citopatico

— ricerca degli antigeni
virali poco sensibile

— ricerca di acidi nucleici
virali

Norovirus

— Non replica su colture
cellulari

— ricerca degli antigeni
virali poco sensibile

— ricerca di acidi nucleici
virali:




Applicazione della PCR su matrici
alimentari

Natura complessa e non omogenea del campione
Basso numero di virus presenti

v

Fasi preliminari di estrazione e concentrazione del
Virus matrice dipendente

Estrazione e puriﬁcaZiOne RNA rimozione inibent: _ 4
* 0.3: <+ Exponential phase — ‘_,/N'o;, —

Retrotrascrizione in cDNA mediante enzima
trascrittasi inversa

: C, value l,-‘?
0.1 l

(One step) Real-Time PCR i A

0.2+

40



Armonizzazione e standardizzazione di un nuovo

metodo microbiologico

au0IZDZZIUOWIIY

au0IZDZZIPIDPUDIS

> <

v

‘ campione in base alle matrici

performance d?i diversi metodi

" Vaiidarions dal metode attavarss g wal |

interlaboratorio _/

T Definizione diinee guida, | )

Corsi di training

A .
\ Progetti di
letteratura Ricerca

/

Attivita di
Laboratorio

1ISO, CEN, UNI

/

S— Attivita di
Normazione

W/
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Official Standard Method

TECHNICAL ISO/TS
SPECIFICATION 15216-2

www . HelloCrazy.com

First edition
2013-03-15

Corrected version
2013.05-01

Microbiology of food and animal feed —
Horizontal method for determination
of hepatitis A virus and norovirus in
food using real-time RT-PCR —

Part 2:
Method for qualitative detection
Microbiologie des aliments — Méthode horizontale pour la recherche

des virus de l'hépatite A et norovirus dens les aliments par la
technique RT-PCR en temps réel —

Partie 2: Méthode de détection qualitative
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VIRUS EPATITE A (HAV), NOROVIRUS GENOGRUPPO I E Il -
RICERCA- REAL TIME PCR Norma ISO/TS 15216-2:2013

L'RNA e estratto utilizzando un metodo che produce una preparazione di RNA tale
da consentire di ridurre gli effetti degli inibitori della PCR. Il capside virale viene
distrutto utilizzando guanidina tiocianato.

L'RNA viene poi adsorbito alla silice per permetterne la purificazione mediante
diversi passaggi di lavaggio.

L'RNA virale purificato e poi rilasciato dalla silice in un tampone, prima della real-
time RT-PCR.

Nella One step real-time RT-PCR la retrotrascrizione dell’lRNA in cDNA e la real-
time PCR sono combinate consecutivamente in un’unica reazione.

La Real-Time PCR utilizza sonde ad idrolisi, sonde corte a DNA marcate con
molecole fluorescenti attaccate alle estremita opposte.

La chimica della reazione assicura che la quantita dei prodotti amplificati aumenti,
mentre la sonda viene spezzata con aumento proporzionale del segnale
fluorescente.



VIRUS EPATITE A (HAV), NOROVIRUS GENOGRUPPO I E Il -
RICERCA- REAL TIME PCR Norma ISO/TS 15216-2:2013

Fasi della procedura operativa:
1) Preparazione del campione: apertura dei molluschi, prelievo dell’epatopancreas e
omogeneizzazione con bisturi sterile
2) Estrazione dell’RNA virale dai molluschi bivalvi:
Estrazione da ghiandola digestiva con proteinasi K e Kit di estrazione commerciale
MiniMag Nuclisens Magnetic Extraction kit bioMerieux.
3) Realtime RT PCR one step: Retrotrascrizione dell’RNA virale in cDNA e
Amplificazione in realtime in un’unica reazione.

La real-time PCR utilizza una sonda ad ibridazione sequenza-specifica di tipo TagMan®.
La sonda TagMan® & marcata con molecole fluorescenti alle estremita 5’ e 3’, chiamate
rispettivamente Reporter e Quencher. Nella sonda integra la vicinanza di Reporter e
Quencher fa si che non ci sia emissione di fluorescenza. Nella sonda ibridata al DNA
bersaglio, I'allontanamento del Reporter dal Quencher durante la fase di elongazione
per attivita esonucleasica dell’enzima Tag polimerasi determina emissione di
fluorescenza, che e direttamente proporzionale all’'accumulo del prodotto di PCR.



Prova di conferma su colture cellulari

— Il limite principale della PCR e quello di non
permettere la discriminazione tra virus infettante
e non infettante.

— In realta solo le particelle infettanti rappresentano
un rischio per la salute

— i campioni risultati positivi alla PCR vengono
seminati su colture cellulari in monostrato

— dopo due settimane di incubazione si esegue una
RT-PCR dal lisato cellulare



Determinazione dell’infettivita
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La questione dei germi indicatori

— La presenza di virus non e sempre correlata alla
presenza di batteri.

— | virus vengono trattenuti dai molluschi per diversi
giorni anche se posti in acque di stabulazione pulite
ed essi permangono anche dopo che i batteri indice
di contaminazione fecale sono scomparsi

— i virus sono piu resistenti dei batteri ai trattamenti
di bonifica compresa la clorazione

— sopravvivono a lungo nell'acqua di mare
— sopravvivono mesi a temperatura < 10°C
— sedimento marino = reservoir di virus




Sopravvivenza dei virus nell’lambiente
marino

| virus possono sopravvivere a lungo in acqua perché agli effetti inattivanti del pH,
dei raggi UV e dei trattamenti disinfettanti i virus enterici contrappongono due
strategie di difesa organica che ne facilitano la persistenza e la diffusione
nelllambiente esterno: I'aggregazione e |'adsorbimento.

'aggregazione e data dalla formazione di aggregati formati da 2-10 unita virali
chiamate "clumps" che garantiscono una maggiore resistenza delle singole
particelle alle condizioni ambientali avverse.

| virus hanno un grande potenziale di adsorbimento nei confronti di qualunque
tipo di materiale particolato (organico ed inorganico), come particelle argillose,
silicati, batteri, cellule algali e particolati organici, che aumenta la loro
sopravvivenza nelle acque d'estuario e nei sedimenti, grazie alla creazione di una
vera e propria barriera fisica.

| virus, cosi protetti, riescono a sopravvivere per lunghi periodi nell'ambiente
marino e possono essere trasportati dalle correnti anche a grande distanza dai
punti di scarico.



— Elevata infettivita

— Possibilita diinduzione di episodi
di vaste proporzioni

— Necessita di perfezionamento di
metodiche (non solo ISO 15216:
2013)

— Necessita di piani di
monitoraggio

— Attivazione di adeguati piani di

— sorveglianza epidemiologica
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Non si puo finire senza parlare di
COVID
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COSA SONO I CORONAVIRUS?

| Coronavirus (CoV) sono virus appartenenti alla
famiglia Coronaviridae che possono causare malattie a
diverso spettro sintomatico. Sono considerati la causa
primaria del comune raffreddore (insieme ai Rinovirus)
ma sono responsabili anche di sindromi respiratorie
severe come la MERS (sindrome respiratoria
mediorientale, Middle East respiratory syndrome) e la
SARS (sindrome respiratoria acuta grave, Severe acute

respiratory syndrome).

| virioni hanno un diametro medio di circa 100-160 nm,
sono pleiomorfi e rivestiti da pericapside (envelope),
con un grosso genoma ad ssRNA lineare (fino a 27-32
Kb). Sono cosi chiamati per la presenza sul pericapside
di spicole molto evidenti che sembrano formare una
«corona» intorno alla particellavirale.

| coronavirus hanno come ospiti molte specie
animali tra cui anche l'uomo.

Un nuovo coronavirus € un nuovo ceppo di coronavirus
che non e stato precedentemente mai identificato
nell'uomo.

~— Membrane
™ /| __ glycoprotein (M)

\
A ) =
N j ww o )

A .II ! II
\

Nucleocapsid protein (N)

Spike
protein (S)

Envelope
protein (E)

Struttura del virione di un Coronavirus. Le spicole
glicoproteiche della superficie virale sono inserite in un
involucro lipidico (envelope) derivato dalla cellula ospite
infetta. L'RNA virale a singolo filamento & associato

alla fosfoproteina del nucleocapside. (Periris et al., 2005)
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Classificazione dei coronavirus

Ordine (suffisso -virales) C )
oronaviridae

Famiglia (suffisso -viridae)

Sottofamiglia (suffisso -virinae) Coronavirinae

Genere (suffisso —virus)

Specie
Ceppo/sierotipo

The alphacoronaviruses and betacoronaviruses infect

1. Alphacoronavirus, mammals.
2. Betacoronavirus, The gammacoronaviruses and deltacoronaviruses infect
3. Gammacoronavirus birds, but some of them can also infect mammals.

. Alphacoronaviruses and betacoronaviruses usually cause
4. Deltacoronavirus

respiratory illness in humans and gastroenteritis in
animals. (Woo et al., 2012)

International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)



Coronavirus umani (HCoV)

| coronavirus umani conosciuti ad oggi, comuni in tutto il mondo, sono sette, alcuni
identificati nella prima meta degli anni Sessanta, altri identificati nel nuovomillennio.

Coronavirus umani comuni

1) 229E (alphacoronavirus)

Immagine al microscopio elettronico

2) NL63 (alphacoronavirus) Causano lievi malattie del tratto dei virioni del virus SARS-CoV
3) OC43 (betacoronavirus) respiratorio superiore, incluso il comune (Hazelton & Gelderblom, 2003)
4) HKU1 (betacoronavirus) raffreddore

Coronavirus umani emergenti

5) SARS-CoV (betacoronavirus causa della Severe Acute Respiratory Syndrome)
6)MERS-CoV (betacoronavirus causa della Middle East Respiratory Syndrome)

. Immagine al microscopio elettronico
7)SARS-CoV-2 (betacoronavirus causa della COVID-19) dei virioni del virus MERS-CoV

(Goldsmith et al, 2013)

(www.epicentro.iss.it)

. |
. eni'ro Il portale dell'epidemiologia per la sanita pubblica [
\ a cura dell'Istituto superiore di sanita




SARS-CoV

SA RS_I 0 v ° () I portale dellepidemiologia per la sanita pubblica
\ a cura dell'Istituto superiore di sanita

La sindrome respiratoria acuta grave (Severe acute respiratory syndrome) dovuta a coronavirus
e stata registrata per la prima volta in Cina a novembre 2002. Ha causato un’epidemia
mondiale che tra il 2002 e il 2003 ha registrato 8098 casi probabili di cui 774 decessi. Dal 2004
non si sono registrati casi di infezione da SARS-CoV in nessuna parte del modo.

- inizio: Marzo 2002 ==Infeclions ==Recoveries ==Deaths
Periodo epidemico  fine: Lugho 2003 e I — —— mouse over the line for details 10.000
o 7/4/03
: ) 9.9% 8,439 Infections
Possibile serbatoio animale Civetta mascherata delle palme (Zibetto T 8000
o Musang) Paguma larvata R
s . - 2-7 giorni /—
Periodo incubazione &l . 6.000
- massimo 10 giorni |/
Via di trasmissione Acrea /
contatto diretto/indiretto con oggetti contaminati / 4,000
- molto bassa all’esordio -~
Contagiosita -alta con il peggioramento dellasintomatologia e s
(decimo giorno della malattia)
0
-10 %
Mortali N . . Apr May Jun Jul
ortalita - 774 decessi su 8096 casi . L. . . .
isti i T viFm - Casi confermati di SARS registrati da Marzo 2002 a Luglio 2003

(WHO, World Health Organization 2004 SARS Report)




MERS-CoV

°® ® 1l portale dell’epidemiologia per la sanita pubblica
MERS-CoV 31 pestaln dell agltomiln

La sindrome respiratoria mediorientale (Middle East respiratory syndrome) dovuta a coronavirus
e stata registrata per la prima volta in Arabia saudita nel 2012. Da allora, l'infezione ha colpito
persone da oltre 25 Paesi anche se tutti i casi sono stati collegati a Paesi interni o nelle
vicinanze della penisola arabica.

MERS in Saudi Arabia 2019 (January -November)”

. . . - inizio: Luglio 2012 oo (Bosadh |
Periodo epidemico . . samary 350 w o3
- fine: Maggio 2015 —— o
140 | @ Saudi Arabia — = 8
oy o . . .. . . B Unked Arab Emirates — = =
Possibile serbatoio animale Camelidi (cammelli, dromedari) 120| W Jordn :m —
m Oman
o . e 100 ® G — —t—
Periodo incubazione - dai 2 ai 15 giorni P
B IRAN (ISLAMIC REPUBLIC OF) Asgue 29 4 o
L B Lebanon Septembar 200 4 2
. . o e - acrea QOctoter 209 " s
Via di trasmissione . .o . . € [— all e
- contatto diretto/indiretto con oggetti contaminati - - -~
. 40 -
T - bassa all’esordio
Contagiosita . . . .
- alta con il peggioramento dellasintomatologia 20
Mortalité\l -34’4% . . omnuu-u::ya:unm BN D EAIE 20 M A0 30 W IAaIE )10 M X MUK % NIAUI D ND B
- 860 decessi su 2200 casi 2012 201 2004 zmapl wosk 2016 2017 2018 2019

Casi confermati di MERS registrati da Luglio 2012 a Novembre 2019

Caratteristiche dell’epidemi ta dal vi MERS-CoV
arattenstiche dell-epidemia causata dat virus 0 (WHO, World Health Organization, MERS-Worldwide Situation 2020)



COVID-19 .-

(CoronaVirus Disease) & -

11.02.2020

& ..

annunciato che laimalattia

09.01.2020

resg uovo coronavirus e stata
‘ chis B@rona Virus Disease-2019)
119 gennaio 2020 ’OMS (Organizzazio d e lla Sanita) ha dichiarato

che le autorita sanitarie cinesi hanno indi nuovo ceppo dicoronavirus
mai identificatopeEiia nell'uvomosedenominato 2019-nCoV '

ire dal 31 dicembre 20 a citta di Wuhan, nella
ina centrale, si registran08ospetti casi di polmonite




Origine Zoonotica

Il virus che provoca la COVID-19 € un virus zoonotico

Dalle analisi filogenetiche effettuate, i pipistrelli sembrano essere il
serbatoio del virus 2019-nCoV, ma l‘ospite intermedio non & stato ancora
inequivocabilmente identificato

Dai campionamenti condotti su diversi tipi di fauna selvatica viva delle
specie vendute al mercato del pesce di Huanan, a Wuhan, focolaio
dell’infezione, sembrerebbe essere molto accreditata I'ipotesi che si tratti
di un serpente.
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Analisi genetiche
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Overlapping and discrete aspects of the pathology and
pathogenesis of the emerging human pathogenic
coronaviruses SARS-CoV, MERS-CoV, and 2019-nCoV
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*Department of Infectious Diseases, Union

Hospital, Tongii Medical College. Huazhong Abstract

University of Science and Technology. Wuhan,

Hubei, China First reported from Wuhan, The People's Republic of China, on 31 December 2019,

?Institute for Virology, University Hospital of the ongoing outbreak of a novel coronavirus (2019-nCoV) causes great global
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The genome of 2019-nCov was sequenced very early during the
outbreak.” This enabled rapid development of point-of-care real-time
reverse transcription-polymerase chain reaction diagnostic tests
specific for 2019-nCoV.” The genetic sequence analysis revealed
that the 2019-nCoV belongs to the B-coronavirus genus, with a
79.0% nucleotide identity to SARS-CoV and 51.8% identity to MERS-
CoV.™ Furthermore, it has been reported that nCoV-2019 is 96%
identical across the entire genome to a bat coronavirus.”” Inoculation




Analisi genetiche

* Analisi bioinformatiche hanno indicato che il virus aveva
caratteristiche tipiche della famiglia dei coronavirus ed
apparteneva al genere Betacoronavirus .

Orf1a Orfiab s E \M N
MNgoBg47 W uhan-Hu-1 } 1 100 any
NC_pog718 SARS-CoV I 1 '”' : rat | l“lvli.::‘ -
15,361-15,460 26,141-26.253 28,555-28,682
RdRp E N

Ampliconi target del genoma dei coronavirus SARS-CoV e 2019-nCov (Corman et al., 2020)

E: envelope protein gene; M: membrane protein gene; N: nucleocapsid protein gene; ORF: open
reading frame; RdRp: RNA-dependent RNA polymerase gene; S: spike protein gene.

* Analisi di sequenziamento dell'intero genoma di 104 isolati del
virus causa di COVID-19 in pazienti di diverse localita con
insorgenza dei sintomi tra la fine di dicembre 2019 e meta
febbraio 2020 hanno mostrato un'omologia del 99,9%, senza
mutazioni significative, confermando un’omologia di quasi
I’80% con il genoma di SARS-CoV e di oltre il 90% con il genoma
del coronavirus dei pipistrelli.

— BAT-BL-CaoV

be e BAT-SL-CoV

¥ e SARS-CoV

N g BAT-SL-CV

Analisi filogenetica del virus della COVID-19
(WHO, COVID-19 Report, 16-24 Febbraio 2020)
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Coronavirus transmission

Virus particles can remain active
for up to 72 hours on some surfaces,
but they typically become inactive
after 24 hours.

Virus particles can be eliminated by washing hands with soap and water
and cleaning surfaces with disinfectant.

Food shopping safety

Transmission of SARS-CoV-2 has not been shown to occur through eating,
but precautions when shopping for food may prevent viral spread.

P Disinfect shopping carts and baskets.
» Keep 6 feet of distance between yourself and other shoppers.

p After putting groceries away, throw away disposable bags,
wash hands, and disinfect countertops and other surfaces.




Sintomatologia

* |l periodo di incubazione della COVID-19 va da 1-14 giorni
* La sintomatologia si manifesta in media 5-6 giorni dopo l'infezione e comprende:

Febbre (87,9%)

Tosse secca (67,7%)
Affaticamento (38,1%)
Produzione di espettorato(33,4%)

Mal di testa (13,6%)
Brividi (11,4%)

Nausea o vomito (5,0%)

Respiro corto (18,6%)
Mialgia o artralgia (14,8%)

Mal di gola (13,9%) d Congluntlwte (0,8%)

K Nei casi piu gravi (10%) la COVID-19 puo essere caratterizzata da
polmonite, sindrome respiratoria acuta grave, insufficienza renale e
persino la morte (2-3%).

¢ Linfezione nei bambini sembra essere relativamente rara e lieve con
circa il 2,4% dei casi segnalati tra soggetti di eta inferiore ai 19 anni.

e Tra gli individui a piu alto rischio di malattia grave e morte vi sono
persone di eta superiore ai 60 anni e persone con patologie di base
come ipertensione, diabete, malattie cardiovascolari, malattie

K respiratorie croniche e cancro.




Can COVID 19 be passed on through food?

Per quanto riguarda il coinvolgimento dell’apparato
gastrointestinale, dati in letteratura evidenziano che circa il 2-18%
dei pazienti con COVID-19 presentano diarrea e diversi studi hanno
rilevato il genoma virale nelle feci di soggetti infetti, sia sintomatici
che asintomatici .

Ulteriori studi hanno inoltre mostrato la presenza di particelle virali
infettive di SARS-CoV-2 in campioni fecali e hanno messo in
evidenza che le proteine dei recettori ACE2 (Angiotensin-Converting
Enzyme 2) utilizzati dal SARS-CoV-2 per I'ingresso cellulare sono
abbondantemente espresse nell’epitelio gastrointestinale e che
SARS-CoV-2 e in grado di penetrare nelle cellule intestinali .

E indispensabile ricordare che, ad oggi ( 18/05/2020) non sono stati
segnalati casi associati alla trasmissione oro-fecale di SARS-CoV-2

Non vi sono evidenze di una sua trasmissione alimentare, associata
agli operatori del settore alimentari o agli imballaggi per alimenti



Can COVID-19 be passed
on through food?

There is no evidence to suggest that
COVID-19 is passed on through food.
People working in the food sector and
consumers should maintain good
hygiene practices which includes
regular handwashing. Thorough
cooking will also kill the virus.

o Wil i d Pragrasnerm
“ el lad| TABEN) il




Can COVID 19 be passed on through food?

* “In base allo stato attuale delle conoscenze, e possibile escludere |la
trasmissione del virus SARS-CoV-2 direttamente attraverso il tratto
digestivo. Infatti, mentre il virus e stato osservato nelle feci dei pazienti,
probabilmente era dovuto alla circolazione del virus nel sangue a seguito
di infezione respiratoria piuttosto che attraverso il tratto digestivo.
Tuttavia, la possibilita che il tratto respiratorio venga infettato durante la
masticazione non puo essere completamente esclusa.

Come con altri coronavirus noti, questo virus e sensibile alle temperature
di cottura. Il trattamento termico a 63 ° C per 4 minuti (temperatura
utilizzata durante la preparazione di cibi caldi in catering collettivi, come
le mense) puo quindi ridurre la contaminazione di un prodotto alimentare
di un fattore di 10.000.

Una persona infetta puo contaminare il cibo preparandolo o
maneggiandolo con le mani sporche o attraverso goccioline infettive
prodotte quando tossisce o starnutisce. Le buone pratiche igieniche, se
applicate correttamente, sono un modo efficace per prevenire la
contaminazione degli alimenti con il virus SARS-CoV-2".



Resistenza sulle superfici e in
funzione della temperatura

SARS-CoV2 ha una diversa sopravvivenza in base alla

tipologia di superfice. CORONAVIRUS ’

QUANTO RESISTE SULLE SUPERFICI?
In condizioni controllate di laboratorio (es. umidita relativa

del 65%), il virus infettante era rilevato per periodi inferiori
alle 3 ore su carta (da stampa e per fazzoletti), fino a un
giorno su legno e tessuti, due giorni su vetro, e per periodi
pit lunghi (4 giorni) su superfici lisce quali acciaio e
plastica, persistendo fino a 7 giorni sul tessuto esterno
delle mascherine chirurgiche.

RAME

>&h - Abbcttiménto completo
CARTONE

é&h - Abbottim‘enm completo

ACCIAIO INOSSIDABILE

48h - Abbattimento completo

72h - Abbattimento completo

Sempre in condizioni di laboratorio, hanno evidenziato
come il virus infettante fosse rilevabile fino a 4 ore su
rame, 24 ore su cartone e 2-3 giorni su plastica e acciaio.

MEDICALPACTS )

Significativamente, SARS-CoV-2 risulta efficacemente disattivato dopo 5 minuti di esposizione
a comuni disinfettanti quali soluzioni a base di cloro allo 0,1%, etanolo al 70% o ad altri
disinfettanti quali clorexidina 0,05% e benzalconio cloruro 0,1% (24).

SARS-CoV-2 mostra, nei confronti delle temperature rilevanti per i processi di preparazione
dei cibi (cottura e mantenimento dalla temperatura nelle attivita di ristorazione), un
comportamento analogo a quello di altri Coronavirus come SARS e MERS, non essendo
possibile rilevare virus infettante dopo 30 minuti a 56°C e dopo 5 minuti a 70°C.
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Ferma restando I'assenza di evidenze rispetto alla trasmissione alimentare del virus e
la valutazione da parte OMS che la possibilita di contrarre il COVID-19 tramite gli
alimenti o tramite le confezioni alimentari sia altamente improbabile,

nel corso dell’epidemia da SARS CoV-2, la tutela dell’igiene degli alimenti richiede di
circoscrivere, nei limiti del possibile, il rischio introdotto dalla presenza di soggetti
potenzialmente infetti in ambienti destinati alla produzione e commercializzazione
degli alimenti

AZIONI IN PERIODO DI EPIDEMIA
FASE SARS-CoV-2

Produzione Rafiorzamento delle misure di igiene

Riorganizzazione dei processi
Commercializzazione Rafforzamento delle misure di igiene
Azioni perligiene dei prodotti alla vendita

Azioni perligiene dei prodotti alla vendita
Attenzione alle norme diigiene

Acquisto/Consumo

Azioni specifiche in periodo di epidemia da SARS-COV-2
nelle fasi dalla produzione al consumo di alimenti
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Il coronavirus SARS é stato rilevato nelle acque reflue ma non come particelle
infettive.

La temperatura e un fattore importante che influenza la sopravvivenza virale (il
titolo del virus infettivo diminuisce piu rapidamente a 23 ° C-25 ° Crispettoa 4 ° C
CoV mostra stabilita ambientale limitata e sensibilita agli ossidanti come cloro.
Non ci sono prove della trasmissione di CoV attraverso acqua contaminata.

| metodi per la concentrazione di CoV dalle acque dovrebbero essere ottimizzati.
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/ Laboratory diagnostics \

SARS-CoV-2 : (RT-PCR:
e < Bt Ul At SARS-CoV-2

& surveillance antibodies)

L Infection > Diagnosis (RT-PCR)

(Various tests)

Overt
disease

Prognostication

Therapeutic
monitoring

| Death '

surveillance antibodies)

ion.RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction.

Recovery N Epidemiologic (Ant1—SARS-Coj
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The essential role of laboratory diagnostics in severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infe
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( A) Le proteine spike sulla superficie del coronavirus si legano ai recettori dell'enzima 2
(ACE-2) che converte |'angiotensina sulla superficie della cellula bersaglio; (B ) La
proteasi della serina transmembrana di tipo || (TMPRSS2) si lega e scinde il recettore
ACE-2. Nel processo, viene attivata la proteina spike; ( C ) Cleaved ACE-2 e proteina spike
attivata facilitano l'ingresso virale. L'espressione di TMPRSS2 aumenta I'assorbimento
cellulare del coronavirus
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