UNIVERSITA DEGLI STUDI DI MILANO
Facolta di Medicina e Chirurgia
Istituto di Malattie Infettive e Tropicali

XXI111 Ciclo Dottorato di Ricercain
MALATTIE INFETTIVE

EPIDEMIOLOGIA E FILODINAMICA DEI GENOTIPI
E SOTTOGENOTIPI DI HBV PIU DIFFUS
IN ITALIA E IN ALBANIA

Coordinatore: Prof. Masssmo GALLI
Tutor: Dr. Gianguglielmo ZEHENDER

Tes di Dottorato di Ricerca
Dott.ssa Renata SHKJEZI
Matr. n. RO7636

Anno Accademico 2009 - 2010



UNIVERSITA DEGLI STUDI DI MILANO
Facolta di Medicina e Chirurgia

Istituto di Malattie Infettive e Tropicali

XXI111 Ciclo Dottorato di Ricercain
MALATTIE INFETTIVE

EPIDEMIOLOGIA E FILODINAMICA DEI GENOTIPI
E SOTTOGENOTIPI DI HBV PIU DIFFUSI
IN ITALIA E IN ALBANIA

Coordinatore: Prof. Massimo Galli

Tutor: Dr. Gianguglielmo Zehender

Tesi di Dottorato di Ricerca
Dott.ssa Renata SHKJEZ|I
Matricola R0O7636

La tesi é stata svolta presso il laboratorio della Cattedra di Malattie Infettive,

Ospedale “Luigi Sacco”, Milano, Italia



a mio marito e mia figla



Ringraziamenti ................

Falénderime.....cccccceee..

Introduzione....................

SEULTUIA DI VITUS .ot eeee e

Genoma virale ...........

- Regione pre-S/S
- Regione pre-C/C

- Gene Pol ............

Ciclo replicativo ........

Patogenesi .................

INDICE

Epidemiologia e modalita di traSmiSSioNe ...........cccovveverieneiniene e

Sottotipi .....coevveieenen,

Genotipi e sottogenoti

Mutanti di HBV ........

Mutanti del dene

Mutanti del gene

Genotipi ricombinanti

0 SO S S

Mutanti della regione pre-C/C ........ccooveiviveiieceeie e
Mutanti della regione Pre-S/S ...

della polimerasi .........cccevveveiicii e

X s

Implicazioni cliniche dei fenotipi e genotipi di HBV ........cccocooiiiiinnns

COINTEZIONE HBVHIV ... eeeennnnanee

Infezioneda HBY in AlDANIa .......ooooeviiee

Materiali e metodi ...........

Popolazione in studio

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

10
11
13
14
15
16
19
24
28
28
33
35
36
38
40
40
43
44
47
52
52



- S0QQEtti AlDANESH ...ccvveviiciece e

- S0QQetti ItAlANT ...c.eeeveeciece e

S D T 1 - 15T AT

Metodi

Modalita di raccolta, preparazione e conservazione dei campioni ....
Estrazione del DNA ..o e

Amplificazione del DNA virale in regione pre-S/S e P mediante

NESEEA-PCR ..o e

- Rilevamento dei prodotti di PCR .........ccccooveiiiieiieiicce e

- Purificazione dei prodotti di PCR ..o

- Reazione di SEQUENZA ........ecveieieieieie s
Miscela di reazione e cicli di sequenziamento ............cccccvevvernennee.
Purificazione dei prodotti di SEQUENZA ........c.ccvreririiniiineeeenen,
SEQUENZIAMENTO ....vevveciieie e

Analisi dei dati di SEQUENZA ........ccvvieiiieieiceeee e

= ANalisi FIlOgENELICA ........ccvveiecicciece e

- Analisi dei ricombinanti con SIMpIOt ...

= ANALIST STALISTICA ...vevevieiieeeie e

- ANalisi FIOAINAMICA .......ooveiieiece e s
RISUITALT ..ttt sne e sreenneaneeas
Analisi filogenetica delle sequenze albanesi ............cccccevveeiieceiicieenns
Analisi filogenetica delle sequenze italiane ..........c.coovvviviiiincicicnce
Stima dell’evolutionary rate ............ccoceevieiiieeriiieieeeeee e
ANAlIST FIHHOAINAMICA ....o.vvciecice e
DISCUSSIONE ...ttt sttt sttt bt et e st e e s nbeenaeene e
BibDlIOGrafia ..o

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

52
53
54
55
55
55

57
60
62
62
63
64
64
65
65
68
68
69
73
73
77
83
88
92
98



RINGRAZIAMENTI

Desidero innanz tutto ringraziare il Dott. Giangulielmo Zehender, tutor di questa tesi,
per i prezios insegnamenti durante il corso di dottorato, per la grande disponibilita e
cortesia.

Inoltre, ringrazio il Prof. Massimo Galli, coordinatore della tesi, per il grande appoggio
e comprensione.

Un grazie di cuore al gruppo scientifico del laboratorio che mi ha dato tanto sia dal
punto di vista umano che tecnico. Un grazie alle Dott.sse Erika, Chiara, Flavia, Alessia,
Michela, Elena e anche a Dott. Salvatore Sollima per ['aiuto e le risposte a tutte le mie
domande, senza i quali la tesi non avrebbe prodotto i risultati attesi.

Ringrazio !'lstituto della Sanita Pubblica di Tirana, Albania e in particolare per la
disponibilita la Prof.ssa Asc. Slva Bino, la Dott.ssa Mimoza Basho, il
Dott. Shpéim Qyra, il Dott. Roland Bani ed anche le Dott.sse Zhani Abaz e
Bora Kaziu del Centro Nazionale della Trasfuzione di Sangue, Tirana, Albania per
avermi fornito il materiale e dati indispensabili per la realizzazione della tesi.

Vorrei esprimere la mia sincera gratitudine al Prof. Dhimitér Kraja, Primario del
Dipartimento di Malattie Infettive, Centro Ospedaliero Universitario “‘Madre Teresa”,

Tirana, Albania per le sueidee e consigli utili da quali ha preso spunto questa tesi.



FALENDERIME

S8 pari, dua té falénderoj Dr. Giangulielmo Zehender, tutor i kétij punimi shkencor, pér
udhézimet e cmuara, gatishmériné dhe mirégelljen e treguar.

Gjithasnhtu, falénderoj Prof. Massimo Galli, koordinator i kétij punimi, pér mirékuptimin
dhe mbéshtetjen e treguar.

Njé falénderim nga zemra pér grupin shkencor té laboratorit té Katedrés s& Sémundjeve
Infektive, Spitali “Luigi Sacco”, Milano, Itali i cili mé ka dhéné shumé, s nga ana
njerézore ashtu edhe nga ajo teknike. Falénderoj doktoreshat Erika, Chiara, Flavia,
Alessia, Michela, Elena dhe gjithashtu, Dr. Salvatore Sollima pér ndihmén dhe pérgjigjet
ndaj té gjitha pyetjeve té mia, pa té cilat ky punim nuk do té kishte rezultatet e arritura.
Falénderoj Institutin e Shéndetit Publik, Tirang&, Shqipéri dhe né vecanti pér gatishmériné
etreguar Prof. Asoc. Slva Bino, Dr. Mimoza Basho, Dr. Shpétim Qyra, Dr. Roland Bani
dhe doktoreshat Zhani Abazi e Bora Kaziu t& Qendrés Kombétare té Transfuzionit té
Gjakut, Tirang, Shqipéri pér grumbullimin e materialeve e té dhénave té nevojshme pér
realizimin e kétij punimi.

Dua té shpreh mirénjohjen time pé Prof. Dhimitér Kraja, Shef i Departamentit té
SEmundjeve Infektive, Qendra Spitalore Universitare “Néné Tereza”, Tirané, Shqipéri pér

ideté dhe késhillat etij té dobishme nga té cilat mori udhé ky punim shkencor.



Introduzione

INTRODUZIONE

STRUTTURA DEL VIRUS

Il virus dell’epatite (HBV) ¢ un hepadnavirus, finora mai propagato in colture cellulari
in vitro.

Il virus completo (virione o particella di Dane) ha un diametro di 42 nm costituito da una
parte centrale, core, di 27 nm e da un rivestimento, envelope, di 7 nm.

Il core o nucleocapside & composto da due proteine: [’antigene del core (HBCAQ) e
[’antigene e (HBeAg), i quali circondano il genoma. Il genoma virale consiste in una
molecola di DNA circolare parzialmente a doppia elica, una DNA polimerasi,
responsabile della sintesi di DNA virale nelle cellule infettate, ed una proteina kinasi.
L’envelope e un doppio strato fosfolipidico che contiene tre proteine, la proteina grande,
media e piccola, le quali costituiscono i tre antigeni virali di superficie. La proteina

piccola ¢ conosciuta anche come 1’antigene Australia (Figura 1).

Il core ¢ sintetizzato nel nucleo degli epatociti mentre I’envelope e sintetizzato nel
56, 76

citoplasma degli epatociti infetti

Figura 1. Struttura del virus dell’epatite B.



Introduzione

Nella circolazione sanguigna si osservano anche le particelle subvirali che hanno forma
sferica o filamentosa, con un diametro di 20-22 nm e con una lunghezza variabile per i
filamenti dai 40-400 nm (Figura 2). Sono formati per auto-assemblaggio delle proteine
virali nel lumen del reticolo endoplasmico e apparato di Golgi, creando delle vescicole
che vengono rilasciate dalla cellula infetta °. Le particelle subvirali contengono solo
I’envelope insieme agli antigeni virali di superficie. Non sono infettanti perché sono prive
dall’acido nucleico; solo il virus completo & infettante '°. Esisitono particelle subvirali
che contengono solo la proteina S; mentre, i filamenti formati nel reticolo endoplasmico
solo da proteina L non vengono immagazzinate in vescicole e rilasciati nella circolazione
sanguigna, ma rimangono all’interno delle cellule . Il rapporto tra particelle subvirali e
virus completo nel siero dei pazienti affetti dall’epatite B varia da 1000:1 a 10,000:1 ™.

I1 ruolo delle particelle subvirali nel ciclo vitale di virus dell’epatite B non ¢ chiaro.
Queste particelle possono interagire con il sistema immune dell’ospite oppure favorire il

processo infettivo .

Figura 2. Filamenti e particelle sferiche costituite solo dall’envelope.



Introduzione

GENOMA VIRALE

Il genoma di HBV e costituito da una molecola circolare di DNA di circa 3200 (da 3182 a
3248 nucleotidi a secondo del genotipo) ° subunita nucleotidiche parzialmente a doppia
elica. L’acido nucleico virale ha un filamento piu lungo dell’altro. 1l filamento breve
S (+) ha una lunghezza variabile di 1700-2800 nucleotidi ed é solo il 50-80% del
filamento lungo complementare denominato L o filamento (-), la quale lunghezza varia
da 3020-3320 nucleotidi. | due filamenti mantengono una configurazione circolare grazie
all’appaiamento di 240 nucleotidi in posizione 5° *° .

La catena L contiene 4 sequenze geniche denominate S, C, P e X (cosidette open reading
frames [ORF]), le quali si sovrappongono ampiamente e codificano per la sintesi di 7

proteine virali. Al contrario, la catena S non contiene ORF (Figura 3).

pre-S1 pre-S2 S
Large S T N 039, gp4?2

pre-S2 S
Middle S EREEIEEG— 233, gp37

S
Small S I 2p24, gp26
HBsAg

core core Precore
p23 R 025
]
e
p21 =1 ]
HBcAg HBeAg ———T17p15-18

Figura 3. Struttura genomica del virus dell’epatite B.
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Introduzione

REGIONE PRE-S/S

E’ divisa in tre regioni che sono il pre-S1 (108-119 aa in relazione al genotipo) *, pre-S2
(55 aa) e il gene S (226 aa) *°. Questi regioni codificano i tre antigeni virali di superficie
distinti in base al punto d’inizio della traduzione genica (proteina grande, media e

piccola). La regione pre-S/S e contenuta nella sequenza piu lunga Pal.

La proteina grande [L] (p39 e gp42) ¢ codificata dalle regioni pre-S1, pre-S2 e dal gene
S ed ha una lunghezza variabile in relazione al sottotipo/genotipo di HBV. Essa
costituisce solo il 20% delle proteine dell’envelope ed ¢ meno rappresentata a livello
della superficie virale.

Tale proteina risulta essenziale per 1’infezione e per la morfogenesi virale essendo
implicata sia nel legame del virus ai recettori cellulari, nell’assemblaggio del virione e nel
suo rilascio dalla cellula, sia nella sollecitazione della risposta cellulare Be T °’.

La sua presenza nel sangue della persona infetta ¢ strettamente correlata con I’antigene

HBeAg e con la presenza di HBV-DNA, due markers sierologici dell’infezione acuta *°.

La proteina media [M] (p30, gp33 e gp36) 3 ¢" % & codificata dalla regione pre-S2 e dal
gene S. Essa ha un ruolo prioritario per la penetrazione del virus nell’epatocita, poiché
contiene un recettore per 1’albumina umana (aa 3 e aa 16). La proteina media ¢ prodotta

esclusivamente nella fase di infezione acuta >°.

La proteina piccola [§, chiamata anche /’antigene S 0 HBSAg (p24 e gp26) é codificata
dal gene S e rappresenta la piu piccola tra le proteine di superficie. Si chiama anche
proteina maggiore (major) a causa della sua presenza dal punto di vista quantitativo. Il
suo peso molecolare varia da 10,000 a 120,000 Dalton. L’HBSAQ posto a temperatura
ambiente o congelato resiste per anni. Il suo potere antigenico viene distrutto dal
riscaldamento a 85°C per 1 ora 0 a 100°C per 5 minuti .

L’antigene HBsAg appare molto precocemente nel siero delle persone infettate nel corso
dell’infezione, costituendo il primo marker sierologico dell’infezione e prevale nel siero

dei portatori cronici.
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Introduzione

La struttura dell’antigene S contiene due loop, come mostrato nella figura 4: il cytosolic
loop, tra gli aminoacidi 29 e 80, il quale interagisce con le proteine del core, ed
["immunodominant loop, tra gli aminoacidi 101 e 163, localizzato all’interno del lume del
reticolo endoplasmico e successivamente, ripresentato sulla superficie di virioni secreti.
Quest’ultimo loop contiene 8 residui cisteinici i quali sono responsabili della formazione
di legami disulfidici intramolecolari o intermolecolari "*. All’interno della struttura
dell 'immunodominant loop, tra gli aminoacidi 124 e 147, si trova 1’epitope antigenico
maggiore, denominato determinante “a”, che € il determinante antigenico comune a tutti

i sottotipi (Figura 4).

L

u:"'_#l-*L\

e I.T' E "-'{' -

i,

—

T immunrdominant
T ||n.'|r\l

ER hamaen —oLRH Wimon surlase

Cwbosal Tk, =0 4 VErion interios

cytosalg [oop

Figura 4. Struttura dell’HBsAg. Il pannello in basso rappresenta la proteina S, la quale

attraversa la membrana del reticolo endoplasmico, probabilmente per quattro volte *

Esistono poi due coppie di determinanti tra loro rispettivamente esclusivi, dfy e wir, i
quali si distinguono dalla presenza dell’aminoacido lisina o arginina in posizione 122
(d oppure y) e 160 (w oppure r) della proteina S. Se 1’aminoacido nella posizione 122 ¢
Arg (122R) allora il determinato sara il y, e se & Lys (122K) il determinato sara il d ®.

Allo stesso modo, 160R definisce il determinante r e 160K il w %

12
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Successivamente, sono descritti quattro sottodeterminanti di w (wl-w4) di cui sono
responsabili le mutazioni in posizione 127: gli aminoacidi Pro, Thr e Leu codificano
rispettivamente per le varianti wl/w2, w3 e w4 . L’espressione di wl dipende anche
dall’Arg*?, Phe®® e/o Ala™.

Un’altro determinante q € stato espresso dalla gran parte dei ceppi HBV appartenenti ai
sottotipi adw4 e adr . si
ai residui 177 e 178 .

La combinazione fra determinanti e sottodeterminanti definisce i vari sottotipi di HBV.

suppone che la responsabilita per quest’ultimo sia attribuibile

Il ruolo essenziale del determinante “a” € di scatenare la risposta immune, sia naturale
che indotta dalla vaccinazione, dell’intera proteina ">. Per tale motivo gli attuali vaccini
anti-epatite B sono costituiti dall’antigene S. La presenza di soli anticorpi anti-HBs &
sufficiente per la protezione di un individuo contro 1’infezione.

Le mutazioni a livello della sequenza nucleotidica del determinante “a” danno luogo a
varianti di HBV che “sfuggono” alla vaccinazione (escape variant), ossia producono

infezione in soggetti che hanno titoli protettivi di anti-HBs °.

REGIONE PRE-C/C

La regione pre-C e C (core o nucleocapside virale) codifica due proteine, 1’antigene del
core (HBcAg) e la proteina di secrezione (HBeAg), distinte a seconda del sito
trascrizionale d’inizio.

Il trascritto della sola regione C (183 aa) codifica I’antigene del core (HBcAg), la
proteina strutturale del capside virale di 21 kd, all’interno della cui struttura terziaria si
riconoscono due domini; il primo ¢ coinvolto nell’assemblaggio del nucleocapside, il
secondo nell’encapsidazione e replicazione virale .

La trascrizione a partire dalla sequenza pre-C (30 aa) comporta la sintesi della proteina
pre-core di 25 Kd costituita dalla proteina del core piu una sequenza addizionale di 29 aa.
I primi 19 aa rappresentano una sequenza segnale che indirizzano la proteina pre-core
verso la via secretoria; durante il passaggio attraverso il reticolo endoplasmico tale
sequenza viene lisata da una peptidasi cellulare provocando la trasformazione della

proteina Pre-core P25 nella proteina P22.
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Tale proteina € poi secreta attraverso il reticolo endoplasmico e ’apparato di Golgi dove
viene ulteriormente lisata in corrispondenza dell’estremita C terminale andando a
costituire 1’antigene solubile HBeAg di 15-18 Kd ®°.

L’HBcAg ¢ il principale componente strutturale del nucleocapside e possiede in
posizione carbossiterminale un dominio di 35 residui aminoacidici, ricco in arginina, ad
elevata affinita per '"RNA e quindi favorente la formazione del capside .

L’antigene del core HBcAg non ¢ svelabile in circolo pur essendo presente nei nuclei
degli epatociti fin dalle fasi primissime, perche ¢ ricoperto dall’antigene di superficie
HBsAg. Quando il HBcAg viene espresso sulla superficie degli epatociti infettati, & il
principale bersaglio della risposta immunitaria cellulo-mediata finalizzata alla distruzione
degli epatociti infettati ’°.

Gli anticorpi HBcAb diretti contro HBCcAg si repertano in tutti i soggetti esposti al virus;
essi non sono protettivi e non permettono la distinzione tra evento acuto e cronico,
rinvenendosi sia nel soggetto guarito che nel portatore cronico. La distinzione tra evento
acuto e cronico si basa invece sul riscontro, nel primo caso, degli anticorpi anti-core di
tipo IgM che non permettono pero la discriminazione tra epatite acuta e riacutizzazione in
corso di epatopatia cronica .

L’HBeAg non ¢ un componente della particella virale, ma ¢ presente nel siero del
soggetto infetto ed € un marcatore di attiva replicazione e di infettivita; viene inoltre
espresso sulla superficie degli epatociti insieme al’HBsAg ed ¢ un importante bersaglio
della risposta immune dell’ospite che porta alla distruzione della cellula infetta.
L’eliminazione di HBeAg e la concomitante comparsa di anticorpi specifici si associa,
salvo poche eccezioni rappresentate dalla selezione di mutanti HBeAg minus, al controllo
immunitario dell’infezione virale.

Poiché ’HBeAg viene sintetizzato e secreto in circolo in grande quantita, sembra abbia la
funzione di “distrarre” la risposta immunitaria (anticorpi e linfociti T citotossici) affinché

non raggiunga il vero bersaglio, costituito dalla cellula infettata.
GENE POL

Il gene Pol (832 aa) costituisce 1’80% del genoma virale e codifica la polimerasi virale. Il

gene comprende quattro domini distinti, che codificano per enzimi essenziali al ciclo di
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replicazione virale. E’ costituita infatti dal dominio di priming, dal dominio di spacer, dal
dominio di trascrittasi inversa che catalizza la sintesi del DNA-RNA dipendente, e dal
dominio RNAsi-H che degrada ’'RNA dell’ibrido DNA-RNA.

A differenza della polimerasi retrovirale, la polimerasi di HBV é priva di un dominio di
integrazione.

Il gene P esprime una poliproteina la cui porzione amino-terminale é caratterizzata dalla
presenza della DNA polimerasi-RNA dipendente, la quale si lega covalentemente
all’estremita 5° del filamento di DNA (-) portando alla formazione di un ibrido
DNA-RNA.

In posizione carbossi-terminale € invece localizzata la RNA-asi, proteina che porta alla

proteolisi dell’ibrido, permettendo la sintesi del filamento complementare (+) %.

GENE X

Il gene X codifica per una proteina non-strutturale (HBX) di 154 aa che sembra avere una
funzione regolatrice, esprimendo una proprietd transattivante nei confronti delle altre
proteine virali e geni cellulari, giocando cosi un ruolo importante nel processo di
epatocarcinogenesi .

La proteina X ¢ essenziale per I’infezione di HBV e desta una particolare attenzione per la
sua funzione pleiotropica. HBx non lega direttamente il DNA ma agisce tramite
un’interazione proteina-proteina ed attiva importanti fattori trascrizionali indispensabili
per la replicazione del DNA virale %%,

L’infezione da epatite cronica di tipo B ¢ associata con un aumento della produzione di
ROS (reactive oxygen species), a sua volta collegato a processi inflammatori, dentro agli
epatociti, che sono responsabili dell’ossidazione delle macromolecole intracellulari.

Il ROS puo danneggiare il DNA inducendo mutazioni (stress ossidativo) ed inoltre pud
indurre I’attivazione di importanti fattori di trascrizione, quali il promotore della crescita,
della proliferazione, della replicazione del DNA e coinvolge altri funzioni che inducono a
morte cellulare o allo sviluppo di tumore.

HBx sembra attivare fattori di trascrizione cellulare attraverso lo stress ossidativo nelle
cellule tramite la sua diretta associazione coi mitocondri portando all’innalzamento della

ROS. Infatti HBx interagisce fisicamente e direttamente con un canale mitocondriale

15
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esterno voltaggio-dipendente, causando una diminuzione del potenziale mitocondriale di
membrana ¢ 1’innalzamento dei livelli di ROS.

Un valore aumentato di ROS pud aumentare la replicazione virale, nonostante il
meccanismo attraverso il quale la proteina X attivi questi fattori di trascrizione non sia

ancora completamente chiarito .

CICLO REPLICATIVO

HBYV, insieme a tutti gli Hepadnavirus, impiega un metodo indiretto per la sua

replicazione, la quale richiede come intermedio un filamento a RNA.

Il ciclo replicativo inizia con 1’attacco del virus ad un recettore dell’epatocita. Sembra che

in questo processo sia coinvolta la regione pre-Stra gli aminoacidi 21 e 47 del virus. A

questo segue la fusione delle membrane cellulari, il virione viene privato dell’envelope ed

il genoma virale raggiunge il nucleo cellulare (Figura 5).

A livello nucleare il genoma virale costituito da DNA circolare parzialmente a doppia

elica, che si chiama RC-DNA (relaxed circular DNA), viene trasformato in DNA

circolare a doppio filamento (ccc-DNA, covalently closed circular) in seguito ai seguenti

step:

o il filamento (+) di DNA viene completato

e i eliminano I’oligoribonucleotide in posizione 5’ del filamento (+) e I’eccessiva parte
terminale del filamento (-) di DNA insieme alla polimerasi virale attaccata a
quest’ultimo

e i due filamenti si legano uno all’altro e formano il ccc-DNA *,

E’ importante notare che tutti gli step sopra citati sono evidentemente compiuti tramite

I’attivita di enzimi cellulari, indipendentemente dalla polimerasi virale.

16
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/ Core particle minus
strand synthesis

@’*

Ta
Core assembly and

RNA packaging

Figura 5. Ciclo vitale di HBV .

Il ccc-DNA funge da stampo per la trascrizione di trascritti genomici e subgenomici ad
opera dell’enzima RNA polimerasi II della cellula ospite; questi vengono poi trasportati a
livello citoplasmatico dove ha luogo la sintesi delle proteine funzionali e strutturali del
virione %

I trascritti subgenomici di 2,4 Kb, 2,1 Kb e 0,7 Kb codificano le proteine dell’envelope
(HBsAg) e la proteina X; i due trascritti di 3,5 Kb costituiscono I’'mRNA precore che
codifica la proteina precore (HBeAg) e I'mRNA pregenomico, costituita da 3500
nucleotidi, che svolge la duplice funzione di codificare la proteina del core e la polimerasi

e fungere da stampo per la trascrittasi inversa.
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Le proteine dell’envelope e quella del core vengono sintetizzate ed assemblate in modo
autonomo le une dalle altre: le prime nel reticolo endoplasmico ruvido, la seconda a
livello citoplasmatico.

I1 primo step nella replicazione virale ¢ I’incorporazione dell’RNA pregenomico e della
proteina Pol all’interno di proteine del core assemblatesi a formare il nucleocapside.
Quest’incorporazione ¢ indotto direttamente dall’HBV-RNA encapsidation signal epsilon,
che consiste di una regione terminale dell’RNA pregenomico di circa 130 nucleotidi in
posizione 5’, con una struttura stem-loop. Le mutazioni in questo regione portano ad una
replicazione meno efficiente del virus oppure alla creazione di particelle virali non

vitali ®°,
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Figura 6. Rappresentazione schematica *° della retrotrascrizione dell’RNA pregenomico
da parte della polimerasi virale RNA-dipendente (colore rosso) e la sintesi di due

filamenti del DNA virale.
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All’interno del nucleocapside, un singolo filamento dell’RNA pregenomico viene
retrotrascritto in un filamento di DNA genomico a polarita negativa. Non appena
quest’ultimo si ¢ formato, vi ¢ una degradazione dell’RNA pregenomico ad opera di una
RnaseH, avanzando solo di una porzione piccola del’RNA, che ¢ un oligoribonucleotide
non digerito in posizione 5’ (Figura 6) %0 Questo frammento dell’RNA si include nella
regione DR1 e poi, viene legato nella regione DR2 di DNA in posizione terminale 5°.
Successivamente, I’HBV polimerasi genera il filamento complementare (+) del DNA
utilizzando questo oligoribonucleotide come primer e usando il filamento (-) come
stampo %. La catena positiva rimane incompleta poiché la stessa polimerasi & in seguito
privata dei precursori trifosfati.

Il nucleocapside cosi costituito viene internalizzato nel reticolo endoplasmico passando
attraverso il quale acquisisce le proteine dell’envelope costituite dall’antigene di
superficie virale. Dopo di questo, il virione maturo fuoriesce dalla celula epatica. In
qguesto momento, il filamento positivo cessa immediatamente di allungarsi. Questo
meccanismo spiega la variabilita nella sua lunghezza.

Un aspetto particolare del ciclo replicativo di HBV che sta alla base dell’infezione
persistente e che una piccola parte di nucleocapsidi non viene indirizzata verso la via
secretoria, tornando invece nel nucleo dove il DNA genomico viene convertito in ccc-
DNA, ci0 permette di creare una riserva stabile di molecole di ccc-DNA che fungano da

stampo trascrizionale senza la necessita di multiple reinfezioni ®.

PATOGENES

Ancora oggi non ¢ stato completamente chiarito 1’esatto meccanismo patogenetico delle
epatiti virali acute e croniche: poiché per nessuno dei virus epatitici maggiori € stato
inequivocabilmente dimostrato un effetto citopatico diretto, si ritiene che un ruolo
fondamentale sia svolto dalla risposta immunitaria dell’organismo umano nei confronti

dei virus epatitici.
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Le numerose ricerche condotte negli ultimi anni hanno permesso di far luce sulla
patogenesi dell’epatite B e soprattutto sui meccanismi responsabili della cronicizzazione
dell’infezione.

Il danno epatico e provocato dalla risposta immunitaria cellulo-mediata diretta verso gli
antigeni del nucleocapside virale (HBcAg, HBeAg) che sono espressi sulla superficie
degli epatociti infettati insieme agli antigeni maggiori di istocompatibilita di classe |
(HLA-I) "°.

Dopo I’infezione, il virus B raggiunge gli epatociti e replica; le particelle complete
assieme all’eccesso di HBsAg vengono liberate dall’epatocita in assenza di ogni effetto
citopatico e passano nella circolazione sanguigna.

Qui vengono riconosciute da macrofagi e linfociti natural killer (NK), i quali fanno parte

dell’immunita naturale, che costituisce il primo meccanismo di protezione antivirale in

corso di infezione acuta. Gli epatociti infetti producono IFN-a e IFN-¥ tramite cui ha

luogo il richiamo intraepatico di cellule dell’immunita innata, responsabili a loro volta

della secrezione di grandi quantita di citochine, IFN-¥ e TNF-a, attraverso le quali si ha

una up-regolation dell’espressione di molecole HLA di classe I sulla superficie
epatocitaria *°.

Alla fase sintomatica dell’infezione acuta corrisponde [’attivazione della risposta
cellulare specifica (Figura 7) ° sostenuta da linfociti T citotossici CD8+ e T helper
CDA4+.

I primi riconoscono gli antigeni HBcAg e HBsAg presentati sulla superficie cellulare

150
I

dell’epatocita infetto associati a molecole MHC- . Questa puo comportare la lisi

diretta dell’epatocita infetto o il rilascio di citochine quali IFN-¥ e TNF-a in grado di

down-regolare la replicazione virale negli epatociti circostanti ***.
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Figura 7. Risposta immunitaria cellulo-mediata ad HBV .

All’attivazione dei linfociti T citotossici consegue 1’innesco della risposta infiammatoria
aspecifica sostenuta da TNF, radicali liberi e proteasi responsabili del danno cellulare.
Numerosi dati sono a favore del controllo della replicazione virale esercitata dai linfociti
T citotossici in assenza di una completa eradicazione dell’infezione: questo supporta
I’ipotesi secondo cui, dopo la risoluzione favorevole dell’evento acuto persisterebbero
minime quantita di virus replicante evidenziabili solo tramite metodiche di
amplificazione genica (PCR) 2.

A supporto dell’azione antivirale del linfociti T citotossici si sviluppa la risposta cellulare
mediata dai linfociti T helper limitata ad antigeni proteici, in particolare HBCAg e
HBeAg, presentati sulla superficie di cellule presentanti I’antigene (APC), quali i
macrofagi **.

All’attivazione dei linfociti CD4+ consegue il rilascio di citochine responsabili della

proliferazione cellulare T, dell’aumentata espressione epatocitaria di molecole MHC-I e

dell’inibita replicazione virale.
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I linfociti T helper sono inoltre responsabili della differenziazione delle plasmacellule in
linfociti B attivati, e quindi della risposta anticor pale.

La produzione di anticorpi & un elemento critico per la neutralizzazione di particelle virali
solubili, e per impedire 1’ingresso dei virioni negli epatociti.

Tuttavia, si € concordi nel ritenere che 1’evoluzione favorevole o no dell’infezione acuta
dipende dall’efficienza della risposta cellulo-mediata specifica, in quanto la risposta
umorale ¢ vigorosa sia nel corso dell’infezione acuta autolimitantesi che in quella ad
evoluzione cronica.

Se la risposta immunitaria € normale e riesce ad eliminare tutti gli epatociti infettati, il
paziente sviluppa una epatite acuta autolimitantesi che va incontro a guarigione: tale
evento si verifica nel 90-95% dei pazienti adulti immuncompetenti.

Se la risposta immunitaria € debole ed i linfociti presenti nel fegato sono numericamente
insufficienti rispetto alle cellule epatiche infettate, si verifica una continua necrosi degli
epatociti infettati che non riesce tuttavia ad eliminare completamente gli epatociti infettati
ed il virus continua a replicarsi: ne consegue che il paziente sviluppa una epatite cronica
B con segni istologici di attivita.

Se la risposta immunitaria e completamente inefficace (assente), non si ha necrosi degli
epatociti infettati oppure il danno epatico € minimo pur in presenza di virus replicante: ne
consegue la condizione del portatore cronico inattivo che presenta livelli di HBsSAg sierici
anche elevati in assenza di flogosi intraepatica.

Se la risposta immunitaria &€ eccessiva (esaltata), si puo verificare un necrosi massiva

degli epatociti che conduce il paziente all’exitus (epatite fulminante) ",

FASI DELL’INFEZIONE

Il ciclo naturale dell’infezione da HBV prevede due fasi distinte, una replicativa e una
seconda integrativa, a loro volta suddivise ciascuna in due stadi ™.

|. Fasereplicativa

1° stadio: ¢ caratterizzato dall’immunotolleranza ed ¢ associato ad elevati livelli di

replicazione virale in assenza di danno citolitico epatico.
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Tale stadio in corso di infezione acuta nel bambino e nell’adulto corrisponde al periodo
di incubazione di due-quattro settimane prima dell’innesco della risposta immunitaria,
mentre nel caso del neonato acutamente infettato puo durare anni.

2° stadio: durante questo stadio si instaura la risposta immunitaria che comporta la lisi
diretta degli epatociti infetti; esso corrisponde pertanto al periodo sintomatico
caratterizzato da livelli minori di HBV-DNA in circolo e da alterazione degli indici di lisi
epatica.

La durata di tale stadio dipende dall’efficienza della risposta immunitaria specifica: se
I’evoluzione ¢ favorevole si tratta di 3-4 settimane, in caso di persistenza si assiste invece
a cronicizzazione dell’infezione.

Il. Faseintegrativa

1° stadio: corrisponde al termine della replicazione virale attiva dovuto alla distruzione di
tutte le cellule infette, in caso di evoluzione favorevole, o di gran parte di esse, in caso di
cronicizzazione.

Questa fase é identificabile dalla sieroconversione ad anti-e, da un marcato decremento
dei livelli di HBV-DNA, pur potendosene trovare ancora una minima quantita tramite
metodiche di biologia molecolare (PCR), dalla normalizzazione dei livelli degli enzimi
epatici e dalla persistenza dell’antigene s.

In corso di infezione acuta del bambino e dell’adulto questa fase, nella maggior parte dei
casi, ha luogo rapidamente, al contrario nel caso in cui sia interessata 1’eta neonatale il
tasso annuale di sieroconversione e del 5-15%.

Questo dato ¢ compatibile con 1’osservazione secondo cui la probabilita di
cronicizzazione ¢ strettamente correlata all’eta di acquisizione: I’infezione contratta in eta
neonatale cronicizza fino al 90% dei casi in cui la madre portatrice sia HBeAg positiva,
nel 25-50% dei casi in cui il contagio abbia luogo nei primi 5 anni di vita e nel 6-10% se
ad essere interessati sono bambini di eta maggiore e gli adulti *.

Il meccanismo alla base della mancata o scarsa clearance virale in eta neonatale sarebbe
rappresentato dalla tolleranza immunitaria all’antigene €, dovuta all’incompleto sviluppo
del sistema immunitario **.

I meccanismi immunitari patogenetici implicati nell’evoluzione cronica in eta adulta nei

pazienti immunocompetenti non sono state del tutto chiarite. Nel corso degli anni si sono
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accumulate diverse evidenze sperimentali che i pazienti con epatite cronica B possono
presentare diverse alterazioni quali: una scarsa risposta anticorpale diretta contro gli
antigeni codificati dalla regione pre-S, che sarebbe responsabile di un fallimento della
neutralizzazione virale; una ridotta od assente produzione di interferone alfa che
favorirebbe la replica virale; una ridotta produzione di interleuchine, un difetto della
risposta dei linfociti T suppressor verso gli antigeni del nucleocapside virale. Di tutte le
alterazioni citate la pit importante appare indubbiamente il difetto funzionale dei linfociti
T citotossici che puo essere provocato da diversi fattori: presenza di elevata e persistente
viremia (le alte cariche virali determinano un “esaurimento funzionale” dei linfociti T);
stato di immunotolleranza nei confronti del virus indotto dall’eccesso di HBeAg;
espressione di alcuni particolari antigeni di istocompatibilita sulla superficie degli
epatociti; deficit funzionale dei linfociti T helper ( il cui compito e di coadiuvare i
linfociti T citotossici) od infine infezione degli stessi linfociti T citotossici da parte del
virus .

Merita di essere sottolineato che la selezione di mutanti virali ¢ da considerarsi 1’effetto
dell’infezione persistente piuttosto che la causa.

2° stadio: e quello in cui si realizza la completa immunita dovuta alla sieroconversione

ad anti-s.

EPIDEMIOLOGIA E MODALITA DI TRASMISSIONE

Il virus dell’epatite B segue una strategia particolare nella sua distribuzione nella
popolazione umana: in zone endemiche si trasmette da una generazione all’altra tramite
la contaminazione durante 1’infanzia, che di per s¢, rappresenta un fattore che favorisce la
persistenza cronica dell’infezione. Un terzo della popolazione mondiale ha evidenza
sierologica di un’infezione passata o presente di HBV e 350-400 milioni di persone sono
ancora infetti cronici; di questi il 78% di loro vive in Asia, il 16% in Africa, il 3% in Sud
America e il 3% in Europa, Nord America e Oceania *’.

Le regioni ad alta endemia, dove la prevalenza di infezione cronica ¢ superiore all’8% e

il 70-98% della popolazione ha evidenza sierologica di passata o intercorrente infezione,
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includono la regione Asia-Pacifico, 1’ Africa Sub-Sahariana, ed il bacino Amazzonico.
Circa il 45% della popolazione mondiale vive in paesi ad alta endemia per ’HBV **. Le
regioni ad endemia intermedia, dove la prevalenza di HBsAg positiva & compresa tra
1-8% ed in cui il dato sierologico di avvenuto contatto si riscontra nel 10-60%, sono: il
Giappone, India, la parte meridionale dell’Oriente, Europa Centrale ¢ Medio Oriente >*.

Tutte le altre regioni rimanenti si consideranno a bassa endemia, dove la prevalenza di
portatori HBsAg positiva ¢ inferiore al 1% e 1’esposizione ad infezione & 0.5-2%

(Figura 8).

M High
B Intermediate
m Low

B High
B Intermediate

B Low

Figura 8. Distribuzione geografica parallela dell’infezione cronica da HBV e della

carcinoma epatocellulare **,

La trasmissione verticale ¢ un fattore determinante per lo sviluppo dell’infezione
cronica di HBV ed é la via predominante dell’acquisizione dell’infezione nei paesi ad alta
endemia come quelli della regione dell’ Asia-Pacifico. Se la madre € HBsAg e HBeAg
positiva il rischio di trasmissione perinatale e stimato essere 70-90% e in questo caso il

90% dei neonati cronicizzera; nel caso in cui invece la madre sia HBsAg positiva ma
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HBeAg negativa il rischio di trasmissione é ridotto al 10-40% e quello di cronicizzazione
al 40-70% *.

La trasmissione orizzontale del virus nella prima infanzia e determinante nei paesi
endemici ed & la fonte principale dell’infezione in Africa Sub-Sahariana **. Il tasso di
cronicizzazione ¢ del 50% all’eta di 5 anni.

L’acquisizione della malattia in eta adulta si contrae in paesi a bassa endemia. Succede
a seguito di rapporti sessuali a rischio, in omosessuali maschi, per via parenterale
(tossicodipendenti, tatuaggi, piercing, etc.) e in soggetti esposti a rischio
professionale .

Attualmente, i movimenti della popolazione e la migrazione stanno cambiando la
prevalenza e I’incidenza della malattia ovunque, ma sopratutto in alcuni paesi europei a
bassa endemia “°.

L’utilizzo di modelli per dedurre la storia demografica passata delle popolazioni sulla
base degli alberi genealogici, insieme ai metodi piu efficaci per la stima dei tassi di
evoluzione e tempi di divergenza di sequenze heterochronous (sequenze isolate in periodi
di tempo piuttosto lunghi) hanno recentemente reso possibile lo sviluppo di modelli di
coalescenza per lo studio della dinamica di popolazioni virali a livello intra- e inter-
ospite. Questo approccio “filodinamico” 229 & stato utilizzato per studiare 1’epidemiologia
passata/recente di infezioni causate da virus a RNA altamente variabili come HCV #0232
HIV %3 2% \West Nile Virus **°, foot and mouth disease virus (FMDV) % e piu
recentemente, da virus a DNA %',

Sulla base del tasso di crescita (r) € possibile stimare il numero riproduttivo di base (R)
di un infezione %, che rappresenta il numero medio di casi secondari infettati da un
singolo caso primario in una popolazione senza difese immunitarie. L’Rg viene calcolato
in base della durata dell’infezione nei portatori. Oltre alla durata dell’infettivita, una serie
di altri fattori possono influenzare I’Rg, come la modalita e I’efficenza della trasmissione
dell’infezione nella popolazione. Varie stime dell’Rq di HBV sono state pubblicate .
Medley %2 ha suggerito che Ry & compresa tra i valori di 1 e 2 nei paesi a bassa endemia.
11 valore dell’Rq cambia anche in base ai sottogenotipi. La stima dell’Rq del sottogenotipo
D3 & significativamente piu alta rispetto al sottogenotipo A2 %. Cid puo essere dovuto

alle diverse modalita di trasmissione dei sottogenotipi di HBV nella popolazione: il
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sottogenotipo A2 viene trasmesso principalmente attraverso la via sessuale, mentre il D3
con la via parenterale (trasfusioni di sangue e i suoi derivati, iniezioni non sicure, etc.).

L’aspetto clinico della malattia causata da HBV varia dall’epatite acuta ad uno stato di
portatore “inattivo” asintomatico con viremia bassa, oppure ad epatite cronica
progressiva. Da quest’ultima, la malattia pud evolvere in cirrosi con un tasso annuale di
2-5% in pazienti HBeAg positivi e in carcinoma epatocellulare (HCC) con incidenza

156

cumulativa del 15-20% ogni 5 anni ~°. L’HCC costituisce il quinto tipo di cancro piu

comune ed il 5% di tutti i tipi di cancro. La sopravvivenza nella cirrosi compensata €
dell’80-86% in 5 anni, mentre nella cirrosi scompensata & del 14-35% in 5 anni *°*.
L’insufficienza epatica scompensata HBV-correlata insieme all’lHCC sono responsabili

della morte di circa 1 milione di persone ogni anno %1%

66, 166

, ed attualmente, rappresentano il
5-10% dei casi di trapianto del fegato
I fattori virali e quelli dell’ospite, oltre alla coinfezione con il virus dell’epatite C (HCV),
virus dell’epatite D (HDV) oppure il virus dell’immunodeficienza umana (HIV), insieme
alla coesistenza di danno al fegato dall’abuso alcolico ed al sovrappeso, possono
influenzare il decorso naturale dell’infezione cronica da HBV oltre che ’efficacia delle
strategie terapeutiche antivirali *.

La vaccinazione contro ’HBV ¢ stata incorporata per lungo tempo in un programma di
immunizzazione nei paesi dell’Africa Sub-Sahariana e della regione Asia-Pacifico dove
la prevalenza dell’infezione cronica ¢ molto alta. A seguito, nelle persone immunizzate &
stata ottenuta una riduzione molto alta del tasso dell’infezione cronica di HBV. La
prevalenza dei portatori di HBsAg & scesa dall’8% a 1% 2. 1l vaccino contro HBV & uno
dei vaccini pit usati nel mondo oggi e, attualmente, & compreso nei programmi di
immunizzazione nella maggioranza dei paesi. L’inclusione universale del vaccino nel
Expanded Programme of Immunization in tutti i paesi portera, dopo un periodo
opportuno, alla scomparsa dell’infezione da HBV e successivamente, alla scomparsa

delle complicanze quali cirrosi e carcinoma epatocellulare HBV-correlata °'.
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SOTTOTIPI

Secondo i risultati di diverse analisi sierologiche su HBsAg, 1 ceppi del virus dell’epatite
B sono classificati in 10 sottotipi che rappresentano la manifestazione fenotipica di
mutazioni a livello genomico: aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw3, adwiqg-,

146277 | a correlazione sottogenotipo-sottotipo e la distribuzione

adrg+, adrg-
geografica per ciasqun sottotipo sono presentati nella tabella 2.

La classificazione sierologica del’HBV ¢ stata usata per motivi epidemiologici, e in
qualche caso, per rintracciare anche 1’eventuali infezioni nosocomiali da HBV, per
definire la correlazione tra malattia e sottotipo specifico responsabile. Tuttavia,
nell’ultimo decennio, la determinazione sierologica ¢ stata sostituita gradualmente dalla

genotipizzazione *°

. 1 genotipi hanno un ruolo maggiore nella determinazione della
gravita clinica e sviluppo della infezione cronica *°. Inoltre, I’avvenimento dell’epatite B

cronica HBeAg negativa & genotipo-specifica *°.

GENOTIPI E SOTTOGENOTIPI

Precedentemente sono stati presentati 8 genotipi diversi rinominati, secondo 1’ordine
alfabetico, dall’A a H. I primi quattro genotipi (A-D) sono stati descritti dall’Okamoto nel
1988 ¥, mentre gli altri (E-H) sono stati caratterizzati nel corso degli ultimi due decenni
4 Recentemente, ¢ stato proposto il nono genotipo “I” evidenziato nella Cina Nord-
Occidentale %, India dell’Est ®°, Laos ®° e Vietnam 2, nonostante sia ancora oggetto di
dibattito °*°*, poiché potrebbe essere un ceppo ricombinante HBV/ACG . Molto
recentemente, & stato presentato il decimo genotipo nominato provvisioriamente come
“J” isolato in un paziente giapponese con HCC %

La definizione “genotipo” ¢ basata su una divergenza superiore al 7.5% sulla sequenza
dell’intera genoma o superiore al 4% sulla sequenza dell’antigene s ™ per i ceppi

appartenenti a genotipi diversi, e inferiore al 7.5% per i ceppi dello stesso genotipo .
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La lunghezza del genoma completa di HBV pu0 variare da 3182-3248 nucleotidi,

secondo il genotipo, a causa di delezioni e inserzioni (Tabella 1) °.

Genotipo L unghezza genotipo in bp Differenzein ORF

A 3221 Inserzione dell’aa 153 e 154 in HBc

B 3215

C 3215

D 3182 Delezione dell’aa 1-11 in preS1

E 3212 Delezione dell’aa 11 in preS1

F 3215

G 3248 Inserzione di 12 aa in HBc
Delezione dell’aa 11 in preS1

H 3215

J 3182 Delezione di 11 aa in preS1 %

Tabella 1. Caratteristiche fondamentali dei genomi e le differenze tra i genotipi di HBV.

Dato che la capacita codificante del genoma di HBV e ottimizzata con la sovrapposizione
dell’open reading frames, ed ogni nucleotide partecipa alla codificazione di almeno una
proteina virale, queste differenze nella lunghezza incidono su uno o piu proteine. Per
esempio, il gene P che codifica la polimerasi virale (Pol) si sovrappone parzialmente al
gene C, il quale codifica ’'HBcAg. I ceppi del genotipo A hanno un’inserzione di due
codoni in prossimita della fine del gene C e di conseguenza, ’'HBcAg e Pol, insieme,
hanno due aminoacidi in piu. Al contrario, il gentipo G ha un’inserzione di 36 nucleotidi
immediatamente dopo il codone iniziale del gene C, aumentando la lunghezza
dell’HBcAg di 12 aminoacidi. Questo non interessa il gene Pol, tranne che la delezione di
un codone nella regione PreS1 riduce di un aminonacido il PreS1 e Pol ad entrambi **.

Per quanto riguarda la distribuzione geografica dei vari genotipi (Figura 9), ’A e il D
sono onnipresenti, anche se il genotipo D ¢ relativamente raro nell’Europa del Nord e in
America, ma e molto frequente nel bacino del Mediterraneo e in Medio Oriente. |

genotipi B e C sono stati trovati essenzialmente in Estremo Oriente %7,
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v 16,48.

Figura 9. La distribuzione geografica di genotipi e sottogenotipi di HB

Il genotipo E ¢ limitato nell’Africa Sub-Sahariana; sono anche riportati in letteratura dei
casi rari in Francia, Inghilterra ed Arabia Saudita, probabilmente a causa
dell’immigrazione 118, 119,10

Il genotipo F e stato distribuito principalmente in America Orientale e Meridionale e la
sua origine risiede nella popolazione Amerindiana.

Il caso del genotipo G & meno chiaro. Inizialmente, € stato rilevato negli Stati Uniti,
Francia ed in Germania, e recentemente in Messico con una prevalenza alta *#'?61%,
Nonostante cio, ’origine geografica del genotipo G rimane ancora sconosciuta 130

Il genotipo H € noto come il genotipo amerindio in quanto isolato in gran parte in
America Centrale e California, in quest’ultima probabilmente a causa dell’immigrazione,
ed in Giappone 141% 1%,

Quindi, i genotipi F e forse anche 1I’H possono essere definiti come genotipi del
Pacifico/America Latina **,

I genotipi | e J sono stati descritti precedentemente.
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Dall’analisi della distribuzione geografica si pud notare come i genotipi A, D, E, F e G
siano diffusi in aeree nelle quali la trasmissione orizzontale costituisce la principale via di
infezione, a differenza dei genotipi B e C che sono prevalenti nelle aeree ad endemia
maggiore, dove la modalita di trasmissione verticale o perinatale assume un ruolo
essenziale nella diffusione del virus.

L’evoluzione genotipica dell’HBV ha portato allo sviluppo di varianti differenti chiamati
“sottogenotipi”. Un sottogenotipo diviene sospetto quando la divergenza intragenotipica
basata sulla sequenza dell’intera genoma & superiore al 4% .

| sottogenotipi conosciuti fino adesso sono 40 e la loro classificazione secondo i diversi
genotipi e la seguente: A (A1-A7), B (B1-B8), C (C1-C10), D (D1-D8), F (Fla/b-F4),
1 (11-12).

Sottogenotipo Sottotipo* Origine geografica Referenza

Al (Aa, A’) adw2, aywl Africa, Asia, South America 99,100

A2 (Ae, A-A’) adw2, aywl Northern Europe, North America, South Africa 99,101

A3 (Ac) Cameroon, Gabon, Rwanda 102-104

A4 Mali, Gambia 105,106

A5 Nigeria, Rwanda, Cameroon, Haiti (pop. africana)  106,107,104,26

A6 Congo, Rwanda 26

A7 aywl, adw2,ay ~ Cameroon, Rwanda 26,104

Bl (Bj) adw2 Japan 108,109

B2 (Ba) adw2, adw3 Asia without Japan 16

B3 adw2, aywl Indonesia, Philippines 7

B4 aywl, adw?2 Vietnam, Cambodia 7

B5 Philippines 111,112

B6 Alaska, Northern Canada, Greenland 46,116,197

B7 Indonesia 98

B8 Indonesia 97

C1 (Cs) adrg+, ayr, South East Asia (Vietnam, Myanmar, Thailand, 113-115
adw2, aywl Southern China)

C2 (Ce) adrqg+, ayr Far East (Korea, Japan, Northern China) 16

C3 adrg—, adrg+ Pacific Islands (Micronesia, Melanesia, Polynesia) 7,46
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C4
C5
C6
C7
C8
C9
C10

D2
D3

D4
D5
D6
D7
D8

F Fla
Fib
F2
F3
F4

J

ayw2, adwl,
aywl

ayw3, aywl
ayws, aywz,
ayw4

aywz2, ayw3

ayw4, ayw2

adwd4, ayw4
adw4

adw2

adw4

adw2
ayw2

ayw

Australia

Philippines, Vietnam
Indonesia, Philippines
Philippines

Indonesia

Indonesia

Indonesia

Europe, Middle East, Asia, Tunisia, Egypt

Europe, Morocco, India

110
33,112
96

117

97

97

24

2,3,5,8,10,21

11,2,22,6

South Africa, Asia, Europe, USA, Northern 99,6,11,46,116

Canada

Australia, Japan, Papua New Guinea
East India, Japan

Indonesia

Tunisia

Niger

Sub-Saharan Africa, UK, France, Saudi Arabia
South and Central America

Argentina, Japan, Venezuela, USA

South America (Brazil, Venezuela, Nicaragua)
Venezuela, Panama, Columbia, Bolivia
Bolivia, France, Argentina

USA, Germany, Japan, France, Mexico

Usa, Japan, Nicaragua

Laos, Vietnam, Northwest China

Laos, Vietnam

Japan

7,14
6

96
21
25

118,119,10

120,121

14

122

14,123,124

14,123,124

14,126,128

14,125

90,27
90

95

* | sottotipi principali sono mostrati in grassetto.

Tabella 2. Sottogenotipi, sottotipi e prevalenza geografica di HBV.
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Solo durante il periodo 2008-2010 sono identificati sette nuovi sottogenotipi in Indonesia,
che sono il C6 e D6 in Papua * ed il B7, B8, C8, C9, C10 in Nusa Tenggara 2 %" %,

I genotipi e sottogenotipi hanno una distribuzione geografica specifica che riflette una
evoluzione antica **. Tuttavia, dal momento che i pazienti possono essere infetti cronici,
il quadro evolve a causa di migrazione umana *’. Questi dati sono riportati nella figura 9 e

nella tabella 2, insieme alla correlazione tra i diversi sottogenotipi e sottotipi sierologici
14,16

MUTANTI DI HBV

Il primo studio che si prefisso di stimare il tasso di mutazione di HBV fu riportato nel
1987 da Okamoto e collaboratori >, basato sulla comparazione di differenti cloni di HBV
isolati dal siero di una donna di 54 anni infetta dalla nascita.

Il tasso di mutazione fu stimato tra 1,4 e 3,2x10™ sostituzioni per sito per anno, molto pit
elevato rispetto a quello degli altri virus a DNA, nonostante sia pit basso di quello dei
retrovirus e di altri virus a RNA. Uno studio successivo condotto nel 1989 da Orito porto
alla scoperta di un tasso di mutazioni silenti pari a 5x10™ per sito per anno, ponendo la
percentuale di mutazione di HBV tra i virus a DNA e i retrovirus 2%,

Altri risultati furono riportati da Hannoun nel 2000, dove le sostituzioni non-silenti
furono stimate come 1’88% di tutte le sostituzioni osservate in pazienti che erano stati
infettati verticalmente 2%

Il tasso di sostituzione in vivo dipende da un numero di fattori tra loro separati ma
interdipendenti. Gioca senza dubbio un ruolo essenziale la presenza di un genoma
compatto ed il peculiare meccanismo di replicazione virale basato su uno stadio di
trascrizione inversa da parte della DNA polimerasi virale, particolarmente suscettibile di
errori per la mancanza dell’attivita di proof-reading, attivita esonucleasica di correzione
di errori di incorporazione nucleotidica. Inoltre nella variabilita virale sono implicati
anche fattori legati all’ospite, quali la risposta immune e 1’esposizione a trattamenti

antivirali. La risposta dell’ospite appare come un fattore molto importante, essendoci
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evidenze che il tasso di mutazione nei decenni risulti irrilevante in caso di infezione
silente, quando cio¢ la risposta immune dell’ospite ¢ minima 206

La presenza tuttavia di lunghe delezioni ed inserzioni nel genoma virale suggerisce che
altri meccanismi possano avere un ruolo nell’insorgenza di varianti virali, come ad
esempio la ricombinazione tra diversi ceppi di HBV coinfettanti uno stesso
individuo %,

Non sono presenti zone piu conservate rispetto ad altre e quindi nel DNA virale le
mutazioni possono insorgere in tutti i geni di HBV.

Se si considerano [’elevata efficienza di replicazione del virus (con rilascio fino
a 10™ particelle virali al giorno), la sua permanenza in soggetti cronici, la pressione
immunitaria esercitata dall’ospite e dalle terapie antivirali, si pud comprendere come
possano accumularsi singole mutazioni e far emergere ceppi interessanti dal punto di
vista epidemiologico.

Mutazioni virali sono state scoperte sia in soggetti affetti da epatite acuta o fulminante,
sia in quelli con infezione di tipo cronico e possono riguardare diverse parti del genoma.
Per questo si riconoscono mutanti nel gene preC/C, nel gene preS/S, nel gene della
polimerasi e nel gene X 2.

Poiché i geni sono ampiamente sovrapposti, I’insorgenza di una mutazione spesso porta
alla modificazione di piu di un prodotto genico. Si possono generare in questo modo delle
varianti virali che hanno un vantaggio selettivo sul ceppo selvatico (wild type),
nonostante la maggior parte delle mutazioni produca virus incapaci di sopravvivere o
senza alcun effetto fenotipico. Esiste sempre una selezione che opera sui mutanti, in
modo da far “sopravvivere” il virus mutato con il genotipo che meglio riesce ad adattarsi
alle condizioni in cui si trova. Altre forze selettive possono essere rappresentate
dall’immunita indotta dalla vaccinazione e dal trattamento con farmaci antivirali. Tale
selezione avviene sia a livello cellulare a favore del virus che replica in modo piu
efficace, che a livello extracellulare a seconda delle caratteristiche del sistema
immunitario dell’ospite.

I1 virus dell’epatite B offre un chiaro esempio di come un virus possa eludere il sistema
immunitario e sopravvivere nell’ospite. La variazione di un determinante antigenico

rende il virus mutato non piu riconoscibile dagli anticorpi prodotti contro il ceppo
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selvatico permettendone la replicazione (escape mutant). Questo e valido sia per un

riconoscimento anticorpale sia di tipo cellulo-mediato .

MUTANTI DELLA REGIONE PRE-C/C

Il gene core insieme alla regione pre-core sono deputati alla codificazione dell’antigene
HBe. Sono state identificate delle mutazioni nella regione pre-core, che bloccano la
secrezione dell’antigene. Infatti sono stati segnalati casi di pazienti che, nonostante
mostrassero una sieroconversione ad anti-HBe, mostravano una malattia progressiva
caratterizzata da un’elevata concentrazione di HBV-DNA nel siero, mantenendo cosi la
replicazione virale ed il danno epatico *?. La mutazione puntiforme pili recentemente
identificata in questi soggetti attraverso sequenziamento consiste nelle sostituzione di G
con A in posizione 1896 (G1896A), che comporta I’introduzione di uno stop codon
(TAG) al posto del codone che codifica per il triptofano comportando la prematura
terminazione della trascrizione ¢ mancata sintesi dell’HBeAg. Questa mutazione non
influisce sulla produzione dell’antigene HBCAg, in quanto la sua traduzione inizia a valle
del codone di stop.

Il mutante G1896A é stato riscontrato in soggetti cronici o in portatori asintomatici in
aeree geografiche, quali il bacino del Mediterraneo (20-90%) e I’Estremo Oriente
(10-50%), dove si ha una maggiore prevalenza del genotipo D, mentre il mutante pre-C é
presente con una bassa frequenza nel Nord America (<10%), nell’Europa Occidentale e
nell’ Africa Meridionale, dove circolano prevalentemente i genotipi A e C 21

Altre mutazioni che cadono in questa regione ed interferiscono con 1’espressione di
HBeAg sono state evidenziate in posizione 1814/1815, 1874 e 1862, nonostante abbiano
bassa frequenza. Nel siero di pazienti infetti con queste varianti di HBV, I’HBeAg non e
rilevabile e non € nemmeno espresso sulla superficie degli epatociti, che in questo modo
riescono ad eludere la risposta immunitaria, con conseguente prolungamento
dell’infezione e progressione verso quadri clinici piu severi. Questi pazienti mostrano
un’attiva replicazione virale, supportata dalla positivita di HBV-DNA, pur con negativita
dell’antigene “e€” e positivita degli anticorpi anti-HBe. Durante i primi stadi
dell’infezione cronica, il decorso clinico ¢ breve e le infezioni miste (mutante/wild type)

sono abbastanza frequenti, anche se queste tendono, durante la fase di eliminazione virale
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sotto la pressione immunologia dell’ospite, ad evolvere in favore dei mutanti, che
continuano ad aumentare numericamente fino a quando il ceppo wild type non e
scomparso.

L’epatite portata da queste mutazioni virali (HBe minus), oltre a mostrare un decorso in
genere piu grave rispetto al wild type, presenta anche una minore risposta alla terapia con
gli interferoni ®.

Inoltre sono state osservate delle mutazioni a livello del gene core in soggetti
immunocompromessi ed in pazienti orientali con epatite cronica o carcinoma
epatocellulare. Tali varianti virali comportano la perdita degli epitopi riconosciuti dalle
cellule B e T, conferendo un vantaggio selettivo al virus contro la risposta immunitaria
dell’ospite. Non sembra che queste varianti siano associate ad un’induzione

dell’infezione cronica 2=

MUTANTI DELLA REGIONE PRE-S/S

Oltre alla regione pre-core e core, anche segmenti genomici della regione pre-S e del
gene S si sono rivelati critici per I’insorgenza di mutanti virali in grado di eludere
I’immunoeliminazione. Mentre i mutanti core sembrano capaci di evadere la risposta di
tipo cellulo-mediata, i mutanti dell’envelope sfuggono al riconoscimento mediato dagli
anticorpi neutralizzanti.

Il determinante “a” costituisce I’epitopo immunodominante della proteina di superficie
HBsAgQ e deriva da un regione genomica molto conservata, e infatti localizzato tra i
residui 124 e 147 dell’HBsAg ed ha una struttura a doppia ansa. E’ stato dimostrato che le
cisteine in posizione 124 e 147 e la prolina in posizione 142 sono essenziali per la
reattivitd antigenica ?* e di conseguenza sono incluse in sequenze molto conservate.
Variazioni della struttura primaria del determinante “a” possono variare drasticamente la
struttura antigenica conformazionale dell’HBsAg, tanto da permettere la selezione di
escape mutant in grado di replicare anche in presenza di anticorpi neutralizzanti anti-HBs
e di conseguenza di sfuggire alla risposta immunitaria 2.

Il mutante G145R rappresenta un prototipo di queste varianti virali. Tale mutazione ¢
stata individuata in differenti Paesi, sia in pazienti sottoposti a trapianto di fegato trattati

con gammaglobuline iperimmuni anti-epatite B, sia in bambini vaccinati 2°.
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Si tratta di una mutazione puntiforme con la sostituzione di una guanina con una adenina
in posizione 587 del gene S che determina anche una sostituzione aminoacidica glicina
con arginina a livello del determinante “a”” dell’lHBsAg. Questa mutazione comporta una
modificazione delle caratteristiche antigeniche del determinante “a” incidendo sulla
idrofobicita della sequenza, tenuto conto che 1’arginina ¢ un residuo aminoacidico di
dimensioni maggiori rispetto alla glicina.

L’idrofobicita della sequenza, che spesso ¢ correlata con 1’antigenicita, risulta
notevolmente aumentata in pazienti infettati con varianti virali escape.

La mutazione G145R non ha effetti sull’abilita di replicazione di HBV, il virus mutato
riesce infatti ugualmente ad aderire agli epatociti. La mutazione e stabile poiché e
isolabile anche dopo diversi anni di dall’infezione. Il virus mutato mantiene tutta la sua
virulenza.

Sono state evidenziate altre mutazioni in grado di variare la sequenza di HBsAg, non solo
in soggetti sottoposti ad immunoprofilassi, ma anche in portatori di HBV, tanto da
sollevare dubbi sulla validita a lungo termine della vaccinazione . A Taiwan & stato
infatti riportato un aumento significativo dell’insorgenza di varianti HBV nei 10 anni

218 Tnoltre tramite 1’utilizzo di

successivi all’introduzione della vaccinazione universale
modelli matematici, si € potuto stabilire come i virus mutati predomineranno sul wild type
nell’arco di 90-100 anni. | metodi di diagnosi per la ricerca di HBsSAg che si basano
sull’utilizzo di anticorpi monoclonali, potrebbero non riuscire a determinare strutture
antigeniche alterate dando esiti falsati. Da qui I’importanza di monitorare nel tempo la
prevalenza e I’emergenza di nuove varianti virali di HBV al fine di valutare la necessita
di nuove preparazioni vaccinali che includano proteine di superficie mutate.

Anche le regioni pre-S1 e pre-S2, essendo altamente immunogeniche, sono
potenzialmente sottoposte alla pressione del sistema immunitario poiché esposte sulla
superficie insieme all’HBSAg. Sono state infatti riconosciute numerose mutazioni
puntiformi, ampie delezioni nella regione pre-S1 e altre delezioni in grado di inibire
I’espressione dell’intera proteina pre-S2. Alcune mutazioni comportano 1’eliminazione
dei siti di riconoscimento da parte delle cellule B e T, senza pero alterare il sito di legame
agli epatociti in questo modo il virus sfugge alla risposta dell’ospite pur mantenendo la

capacita di infettare nuove cellule e di indurre uno stato di infezione cronica **°.
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E’ stato inoltre osservato come mutazioni nella regione preS/S inducano 1’acquisizione di
funzioni transattivanti, non presenti nel gene wild type, con la produzione di peptidi

coinvolti nello sviluppo del carcinoma epatocellulare %%,

MUTANTI DEL GENE DELLA POLIMERAS

Per eradicare I’infezione cronica da HBV, ¢ necessaria una terapia antivirale prolungata e
per tale motivo si assiste alla selezione di ceppi resistenti con mutazione nel gene della
polimerasi virale, analogamente a quanto accade durante la terapia antivirale in corso di
infezione da HIV 2.

Il gene della polimerasi, nel genoma di HBV, si sovrappone al gene dell’envelope, di
conseguenza mutazioni nel dominio catalitico del primo gene possono modificare la
sequenza amminoacidica della proteina dell’envelope e viceversa, provocando cosi
ulteriori conseguenze sul decorso dell’infezione **°.

L’insorgenza di mutazioni a livello del gene della polimerasi di HBV ¢ stata riscontrata in
seguito a trattamento terapeutico antivirale con analoghi nucleosidici quali la
Lamivudina, il Famciclovir ¢ I’ Adefovir.

La lamivudina (o 3TC) rappresenta un potente inibitore della DNA polimerasi
RNA-dipendente di HBV e blocca la trascrizione inversa inibendo in questo modo la
replicazione virale, riducendo in modo efficace la carica virale nei portatori cronici.
Trattamenti a lungo termine possono pero far sorgere resistenze, a seguito di alterazioni
nel dominio altamente conservato YMDD (tiroxina, metionina, aspartato, aspartato).
Mutazioni insorgono quando la metionina (M) e mutata in una valina (V) o in
isoleucina (1). Le mutazioni piu frequenti sono rappresentate dalle sostituzioni
metionina/valina (M552V) o metionina/isoleucina (M552I) che portano entrambe alla
sostituzione amminoacidica ai codoni 195 e 196 nel gene S, per sovrapposizione
delle 2 ORF %,

Spesso associata a queste mutazioni € L528M, la cui nuova nomenclatura la caratterizza
come la rtL180M, mentre la M552V e la M552I sono indicate come la rtM204V e
la rtM2041 222,
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Altre mutazioni frequenti sono rappresentate dalla rtM2021/V spesso in associazione con
la rtL178M. Risulta abbastanza frequente anche la V5551, la cui attuale denominazione
risulta essere rtV2071.

Le mutazioni nel dominio YMDD possono alterare le proprieta della polimerasi virale,
variandone la fitness. Per valutare le conseguenze di tali mutazioni sull’abilita replicativa
e sulla suscettibilita alla lamivudina, sono state create 7 varianti della polimerasi virale
sostituendo la metionina del dominio YMDD. Le prime 4 (YIDD, YVDD, YADD e
YLDD) rimanevano competenti per la replicazione, mentre le YKDD, YRDD e YTDD
mostravano una replicazione meno efficiente.

Inoltre la replicazione in presenza della lamivudina non era ridotta nelle varianti YIDD e
YVDD, a differenza delle YADD e YLDD nelle quali la replicazioni risultava ridotta **°.

E’ importante sottolineare come 1’incidenza delle mutazioni nel motivo YMDD aumenti
progressivamente con la durata del trattamento con lamivudina.

Diversi studi mostrano il 24% di ceppi HBV mutati ad 1 anno di terapia, il 47-56% a
2 anni fino a raggiungere una percentuale del 69-75% a 3 anni 2.,

Inoltre lo sviluppo di queste mutazioni é stato in particolare associato alla presenza di
alcuni fattori di rischio quali il sesso maschile, la razza asiatica, I’immunosoppressione, il
body mass index (BMI) ed un’elevata carica virale di HBV all’inizio del trattamento.
L’insorgenza di mutanti YMDD si manifesta sia in individui in corso di terapia
Immunosoppressiva in seguito a trapianto di fegato sia in individui perfettamente
immunocompetenti .

L’insorgenza di mutazioni durante il trattamento con la Lamivudina e solitamente
associato con un innalzamento delle ALT nel siero, valore che si abbassa con il tempo
suggerendo che il farmaco continua ad esercitare il suo effetto soppressivo *®.

Il Famciclovir e, a differenza, il pro-farmaco del penciclovir-trifosfato, un analogo
nucleosidico che inibisce la DNA polimerasi, sia DNA che RNA-dipendente. Questo
farmaco é utilizzato per il trattamento di pazienti con epatite cronica di tipo B ed in
soggetti che hanno subito trapianto di fegato ortotopico. L’insorgenza di virus mutanti
famciclovir-resistenti, & stata rilevata sia in pazienti immunodepressi quanto in soggetti
immunocompetenti, sebbene mostri una frequenza piu bassa rispetto a quella dei mutanti

lamivudina-resistenti 8.
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MUTANTI DEL GENE X

In pazienti con inusuali profili sierologici di infezione da HBV, sono state evidenziate
mutazioni anche a livello del gene X.

Sono state descritte delezioni associabili ad una varieta di mutazioni puntiformi che

possono tradursi in una mancata secrezione di proteine, quali ’HBSAQ e ’HBeAg 24,

GENOTIPI RICOMBINANT]I

La coinfezione di un paziente con due ceppi di HBV che appartengono a due genotipi
differenti puo causare lo scambio di materiale genetico tra di loro, dando luogo alla
nascita di un ceppo ricombinante. Tuttavia, il mechanismo di questa ipotetica
ricombinazione rimane enigmatico. Attualmente, non e stato proposto alcun meccanismo
che spieghi lo scambio di materiale genetico tra due genomi hepadnavirali a livello di
trascrizione °. Nonostante cid, numerosi autori hanno descritto cambiamenti nel genoma
di HBV che sembrano essere conseguenze di un evento ricombinante (Figura 10) *°.

Due studi recenti hanno cercato di analizzare la prevalenza globale dei ceppi ricombinanti
di HBV 3> *® | risultati dimostrano che, in generale, i ceppi ricombinanti hanno la
tendenza ad avere la stessa distribuzione geografica dei genotipi parentali. Circa 1’87%
dei ricombinanti presunti erano B/C e A/D. Altri ricombinanti comprendevano A/B/C,
AJC, AIE, AIG, C/D, CIF, C/G, C/U (U per genotipo sconosciuto) e B/C/U. Genotipi A e
C hanno dimostrato una tendenza maggiore per la ricombinazione rispetto ad altri
genotipi.

| ceppi ricombinanti B/C sono stati trovati in Asia Orientale e del Sud 108109 13413
ceppi A/D sono descritti in Italia *> ***, Sud Africa * **® e India **, A/C in China **, C/D
in Tibet **" % ¢ in China Nord-Occidentale **, A/E in Cameroon ** %2 A/B/C e D/E/A
in Africa ® 1% C/G in Tailanda * **°, C/F in Bolivia **, A/G in America **. Molto

recentemente, un nuovo ceppo ricombinante D/E é stato identificato in Repubblica

Centrafricana, In Irlanda (in un paziente proveniente dall’ Africa Occidentale), in Tunisia

e in Guinea, dove tutte le sequenze avevano lo stesso profilo ricombinante 2% 3133,
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Figura 10. Presentazione schematica dell’organizzazione del genoma in ceppi
ricombinanti tra vari genotipi di HBV *°. Gli isolati provengono da A: Vietnam *;
B: Tibet **"; C: Africa *® and D: Asia '°. Gli ORF sono segnati con le freccie; il ciclo

interno rappresenta il genoma di HBV.

| risultati mostrano anche le regioni prioritarie e le posizioni dei nucleotidi che
partecipano nella ricombinazione intergenotipica, che sono: preS1/S2 (nt 3150-100), la
posizione terminale 3’ del gene C (nt 2330-2450), la posizione terminale 3’ del gene S
(nt 650-830) e la regione fiancheggiante DR1 (nt 1640-1900) ** %

Sono descritte anche le ricombinazioni tra le sequenze di HBV umano e quello di
scimpanzé (65) o gibbone *°.

Alcuno dei ceppi ricombinanti intergenotipici hanno formato il sottogenotipo prevalente
dominante in zone geografiche specifiche. La ricombinazione tra genotipi B e C hanno

portato nello sviluppo di due ceppi diversi con distinte distribuzione geografiche °.
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| ceppi di genotipo B senza ricombinazione sono stati trovati in Giappone
(sottogenotipo B1), mentre i ceppi ricombinanti tra i genotipi B e C sono diffusi in Asia
escludendo Giappone (sottogenotipo B2) ‘. Il ceppo ricombinante di HBV tra genotipi

187, 138, 146 " anche se il

C e D costituisce il sottogenotipo dominante di HBV in Tibet
genotipo D, che ha partecipato alla ricombinazione, si trova raramente in quell’area
geografica.

Ci sono ancora dubbi sul fatto che I’evento di ricombinazione sia conseguenza di uno
scambio diretto di materiale genetico tra i due ceppi di HBV, o conseguenza di un
adattamento veloce di virus dell’epatite B in certe condizioni imunologiche e genetiche
notate in popolazioni umani differenti. La capacita replicativa di HBV con il rilascio fino

a 10® particelle virali al giorno **" 1%

e un coefficiente di errore della polimerasi virale
alto, causano ogni giorno la produzione di genomi di HBV che, probabilmente,
contengono mutazioni singole o doppie per ogni nucleotide **3. Per questo motivo, un
eventuale adattamento veloce di HBV all’ambiente nuovo, deve essere preso in
considerazione *°. Questo pud anche essere il caso del ceppo ricombinante HBV/DE
descrittto nel 2010 in Niger %, classificato come sottogenotipo D8. Si suppone che la sua
nascita ¢ favorita dall’alta endemia di HBV in Niger (la prevalenza dell’HBsAg ¢ del
17.6-29.8% **1 12 ed in un studio molto pitl recente & del 19.2% *4°) e dalla coesistenza
di genotipi differenti, D e E, nei paesi circostanti. Praticamente, il genotipo D é

143

prevalente in Algeria, Marocco e Tunisia =™ che si trovano al nord del Niger, mentre il

144, 1% che sono al confine

genotipo E e prevalente in Mali, Burkina Faso, Benin e Nigeria
con l’ovest e il sud del Niger.

La ricombinazione intergenotipica puo dirigere a caratteristiche biologiche differenti del
virus dell’epatite B ed ad un decorso clinico diverso nei pazienti *°. Ad esempio, il ceppo
ricombinante B/C pud influenzare la gravita clinica della malattia '%.

Sono stati inoltre descritti casi di ricombinazione intragenotipica. In uno studio di
Simmonds & Midgley sono state descritte ricombinazioni all’interno dei genotipi A, D e

F/H %, Queste contribuiscono alla variabilita definita in ogni genotipo e, nello stesso

tempo, possono ostacolare la comprensione della storia evolutiva di HBV **.
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IMPLICAZIONI CLINICHE DEI FENOTIPI E GENOTIPI DI HBV

Le prime differenze sul piano clinico sono state riscontrate tra i sottotipi di HBV: studi
condotti in Giappone hanno rilevato 1’associazione del sottotipo ayw con la malattia di

Gianotti 1%

e una maggiore frequenza di alterazioni della funzionalita epatica nei soggetti
presentanti il sierotipo adr rispetto a quelli infettati con adw.

Relativamente agli studi di comparazione clinica dei genotipi virali noti bisogna
premettere che essi finora sono gravati dal limite di essere focalizzati sulla comparazione
del genotipo B con C e del genotipo A con D, a causa della relativa distribuzione
geografica.

Diversi studi condotti in Estremo Oriente suggeriscono una piu severa evoluzione clinica
nei pazienti infettati da genotipo C rispetto a quelli con genotipo B, e una piu frequente
associazione ad epatocarcinoma del genotipo C rispetto al B 7% 1",

170 evidenzia la maggiore frequenza del

In particolare, uno studio condotto a Taiwan
genotipo C in caso di cirrosi e di epatocarcinoma in soggetti aventi piu di 50 anni, e del
genotipo B in soggetti piu giovani e non cirrotici.

Occorre sottolineare che non e ancora ben conosciuto il meccanismo patogenetico che sta
alla base della piu severa prognosi dell’epatopatia cronica da genotipo C.

A questo proposito secondo alcuni studi, il genotipo C rispetto al genotipo B é
caratterizzato da una maggiore latenza temporale necessaria per la sieroconversione ad
anti-e; cio, come spiegato precedentemente, comporta un’infezione cronica persistente
con multipli episodi di riacerbazione e remissione che determinano una maggiore attivita
della patologia epatica "> 17,

Per quanto riguarda i genotipi A e D, diffusi in Europa e in India, i dati su larga scala
sono limitati.

Secondo uno studio condotto in Spagna i pazienti affetti da epatopatia cronica di genotipo
A hanno maggiore probabilita di eliminare HBsAg e HBV-DNA, una migliore
evoluzione clinica ed una minore mortalita da scompenso epatico rispetto a quelli infettati

da genotipo D e F *'*.
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Questa osservazione e analoga a quella riportata in India, paese nel quale il genotipo D €
risultato essere associato piu frequentemente ad evoluzione cronica severa e alla
degenerazione neoplastica in eta giovanile rispetto al genotipo A *",

Alcuni genotipi sono stati associati ad andamento fulminante dell’epatite.

Uno studio condotto in Vietnam ha evidenziato una maggiore frequenza del genotipo B;
in particolare all’interno di tale genotipo, i ceppi associati ad epatite fulminante

176 Dall’analisi dei

differirebbero da quelli non associativi per una mutazione nel gene x
casi con epatite B acuta in U. S. & stata trovata una prevalenza alta di genotipo D **.
Negli altri paesi del mondo, diverse epidemie dell’epatite fulminante sono state causate
da coinfezione tra genotipi differenti di HBV con il virus dell’epatite D (HDV); in
America > e in Africa *’’ & stata dimostrata la coinfezione di HDV con il genotipo F,
mentre in Russia con il genotipo D .

Per quanto concerne la risposta dei diversi genotipi di HBV alla terapia, i genotipi C e D
sembrano essere pill resistenti all’IFNa rispetto ai genotipi A e B *°; probabilmente, la
minore possibilita di risposta terapeutica € correlata al piu rapido sviluppo di mutanti
precore caratteristici dei genotipi C e D.

Invece, non si conosce ancora l’influenza esercitata dal genotipo sulla risposta agli
analoghi nucleosidici: uno studio mostra il rischio di resistenza alla lamivudina 20 volte
maggiore in pazienti con genotipo A e C ¥, ma & stato segnalato che con trattamenti

superiori ai 2-3 anni, il rischio & ugualmente alto per tutti i genotipi %,

COINFEZIONE HBV —HIV

Poiché il virus dell’epatite B e HIV condividono le modalita di trasmissione, non stupisce
il dato secondo cui piu dell’80% dei pazienti sieropostivi per HIV presenti dei markers
sierologici di attuale o pregressa infezione da HBV *®°; si stima inoltre che 1’8-11% della
popolazione sieropositiva per HIV sia affetta da epatopatia cronica da HBV.

L’impatto della coinfezione da HBV sulla storia naturale dell’infezione da HIV é ancora

controverso.
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HBV non é un virus puramente epatotropo ed € noto che possa infettare attivamente i
linfociti ‘®%; ¢ stata segnalata un’interazione diretta con HIV legata all’interazione della
proteina X di HBV con sequenze regolatrici di HIV che provocherebbe I’attivazione del
provirus ¥,

Tuttavia, solo due studi hanno suggerito I’ipotesi di un effetto sfavorevole della
coinfezione con HBV sul decorso dell’infezione da HIV: il primo ha rilevato una piu
rapida progressione dell’infezione da HIV in pazienti con marcatori di infezione presente
0 passata da HBV, il secondo ha osservato una piu elevata mortalita in pazienti affetti da
AIDS conclamato in presenza di infezione cronica da HBV 2.

Altri studi non confermano tale influenza peggiorativa % 1%,

Vi sono molte evidenze che la storia naturale dell’infezione da virus dell’epatite B sia
modificata dalla coinfezione con HIV 2,

Nei pazienti coinfetti ¢ piu frequente I’evoluzione cronica dell’infezione da HBV, si
repertano livelli piu elevati di replicazione del virus dell’epatite B, il tasso di
sieroconversione da HBeAg ad anti-HBe risulta inferiore ed ¢ piu frequente I’incidenza di
riattivazioni nonostante la sieroconversione ad anti-HBs *,

Tale tipo di evoluzione € compatibile con la perdita del controllo immunitario della
replicazione virale in seguito alla deplezione linfocitaria dovuta all’infezione da HIV 192
Nonostante la persistente ed intensa replicazione virale, normalmente nei pazienti
coinfetti i livelli degli indici di citolisi epatica sono inferiori rispetto ai pazienti con sola
infezione da HBV: tale dato si spiega con il modello immunopatogenetico del danno
epatico correlato all’infezione da HBV. Secondo questo modello 1 linfociti T citotossici,
caratteristicamente depleti in corso di infezione da HIV, svolgerebbero un ruolo chiave
nella clearance virale innescando la risposta infiammatoria responsabile della malattia
epatica.

Nonostante ci siano dati a favore di una diminuita progressione della malattia epatica nei
soggetti coinfetti, vi sono studi che indicano, al contrario, un significativo aumento della
mortalita per malattia epatica in questa popolazione: 14.2/1000 vs 0.8/1000 rispetto ai
pazienti infettati con il solo HBV; a ci0 si associa spesso una aumentata progressione in

cirrosi 1%,
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Tale trend verso 1’evoluzione sfavorevole della malattia epatica ¢ stata segnalato a partire
dal 1996 quando e stata introdotta la HAART.

La piu lunga aspettativa di vita associata all’assunzione della terapia antiretrovirale puo
permettere all’infezione da HBV di evolvere nella sua storia naturale a cirrosi,
I’instaurarsi della quale puo essere indotto, d’altro canto, dalle piu frequenti riattivazioni
della malattia epatica conseguenti all’immunoricostituzione causata dalla HAART.

Il danno epatico puo essere inoltre aggravato dalla stessa tossicita intrinseca alla maggior

parte dei farmaci antiretrovirali *®.
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INFEZIONE DA HBV IN ALBANIA

L’Albania ¢ localizzata nel Sud-Est dell’Europa in penisola Balcanica. Al Nord ¢ in
confine con il Montenegro e Kosovo, all’Est con la Macedonia, al Sud con la Grecia ed al
Ovest con Mar Adriatico ¢ Mar Ioniano. L’Albania ha una superficie pari a 28.750 km?

ed e principalmente un paese montuoso con I’eccezione della pianura marittima

all’Ovest (Figura 11).
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La popolazione ammonta a 3.069.275 abitanti. 1l tasso di crescita e di natalita della
popolazione sono in diminuizione iniziando dagli anni ’60. Nonostante questo, Albania
ha un livello di fertilita piu alto nell’Europa Sud-Orientale ma piu basso di quella della
Turchia e Asia Centrale. 1l tasso di crescita naturale e stimato in 20.000 persone/anno nel
anno 2001 mentre il coeficiente sintetico di fertilita € pari a 1.4 bambini per ogni donna di

eta fertile 2%

. Questo significa che la popolazione in Albania sta cominciando ad
invecchiarsi. Le ragioni sono emigrazione della popolazione in eta fertile, aumento
dell’eta media di matrimonio, uso dei metodi di planificazione familiare, etc.

La popolazione albanese € relativamente giovane con un eta media di 32.8 anni (per i
maschi e di 32.3 anni e per le femmine 33.3 anni). Il 46% della popolazione ha meno di
25 anni di vita e 1’8% ha piu di 65 anni di vita. Quest’ultima popolazione sta cresciendo
velocemente che vuol dire che la popolazione anziana sara raddoppiata dopo 20 anni.

Nel 2006, 1’aspettativa di vita alla nascita ¢ di 77.2 anni per il sesso femminile e 72.4 anni
per quello maschile. Le cause maggiori della morte sono: malattie del sistema
cardiocircolatoria, neoplasmi, senilita, traumi e avvelenamenti, malattie del sistema
respiratoria, etc. La mortalita infantile per i bambini sotto i 5 anni é stato stimato pari a 33
morti/1000 nati vivi nell’anno 2000 %',

Albania e affetto da un emigrazione esterna sopratutto durante il periodo 1990-1999 dove
ci sono emigrati piu di 750.000 persone in Italia, Grecia ed altri paesi della Comunita
Europea ?**, ¢ dall’emigrazione interna da zone rurali in quelle urbani iniziata nel 1990.
Nel 2004, il 45% della popolazione vive in citta mentre il 55% nelle zone rurali. Nella
capitale dell’Albania, a Tirana, la popolazione ¢ cresciuta rapidamente con piu di 500.000
di abitanti. Nel 2001, il regione di Tirana aveva un quinto della popolazione totale.
All’inizio del 1999 a seguito della guerra in Kosovo, si & verificato una migrazione di piu
di 700.000 Kosovari e 400.000 di quali hanno chiesto asilo in Albania. Questi movimenti
della popolazione hanno causato danni considerevoli nell’infrastruttura e nel sistema
sanitaria %2°.

11 97% della popolazione sono Albanesi etnici. Altre etnie sono quella Greca con 66.000
abitanti al Sud dell’ Albania, del Macedonia con 8000 abitanti in Sud-Est, del Montenegro

con 1200 abitanti al Nord, dei Rom e Arumuni.
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Il 70% della popolazione é di religione musulmana, il 20% ortodossia e il 10% cattolica.
Questi dati riflettono solo “I’origine della religione” perché, da tanto tempo, la religione
non & un elemento importante dell’identificazione nella societa albanese .

L’Albania ¢ un paese ad alta endemia per HBV con un numero notevolmente alto di
pazienti con epatite cronica e carcinoma epatocellulare *°, a differenza dei paesi che si

181 1% che variano da bassa ad intermedia

trovano al confine quali Italia e Grecia
endemia, e Kosovo * *3 Macedonia e Montenegro ?®® che fanno parte dei paesi ad
endemia intermedia.

Gli studi effettuati sugli immigranti albanesi in Italia e Grecia descrivono valori molto alti
di prevalenza dell’HBsAg che variano da 19% a 22.2% in 1993 52 6 1905 1% ¢ che,
successivamente diminuiscono a 13.4%-13.6% nel periodo 1996-2003 % °% 2% v/jene
anche sottolineata una prevalenza di 8.1% nei bambini al di sotto a 10 anni .

Le cause dell’endemicita molto alta per ’HBV prima dell’anno 1995 sono da attribuire
alla poverta e scarsa igiene, condizioni di sovraffollamento, uso dell’attrezzature
medicinali vecchie, riduzione degli investimenti finanziari in sistema sanitaria nel
1980 %®, assenza di aghi e siringhe monouso, mancanza del sangue sicuro ed i suoi
prodotti per transfusione, sterilizzazione inadequata delle attrezzature riutilizzabili,
difficolta di procurare il materiale necessario per la prevenzione dell’esposizione al
sangue e alla mancanza di un programma di immunizzazione contro I’HBV 4,

Nel maggio 1995, I’Albania introduce nel Programma Nazionale di Immunizzazione la
vaccinazione obbligatoria contro I’HBV per tutti i neonati, come una strategia appropriata
per ridurre il livello di infezione da HBV ed epatite cronica HBV-correlata. | neonati
sono stati vaccinati alla nascitd, e successivamente il 2° e il 6° mese di vita.
La vaccinazione per i gruppi a rischio é iniziata dopo il 2000, mentre la campagna di
massa per la vaccinazione di soggetti esposti a rischio professionale é iniziata solo dopo
I’anno 2002 *°.

Un indicatore del successo di tale programma nell’interruzione della trasmissione di HBV
¢ stata la significativa riduzione dell’incidenza annuale dell’epatite acuta B in Albania, da
692 casi nel 2000, a 348 nel 2005 2%,

Da studi effettuati durante il periodo 2004-2009 emerge che la prevalenza dell’HBsAg

nella popolazione generale in Albania & diminuita rispetto a circa 10 anni fa, del 11.89%
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in giovani *°, 10% *°*, 9.5% *’ e 9.8% in donne gravide **. Secondo Katsanos et al., solo
il 21.19% dei giovani di eta compresa tra i 14 e 20 anni ha un livello protettivo degli
anticorpi anti-HBs, che vuol dire, una situazione ancora alarmante di HBV tra i giovani

albanesi %

. La prevalenza del’HBV in soggetti esposti a rischio professionale €
di 8.1% *°. In circa 85 pazienti con epatite cronica B & stato trovato il genotipo D e il
ceppo prevalente € HBeAg negativo che presenta la mutazione G1896A nella regione
pre-core 3% %,
Altre cause della riduzione di prevalenza di HBsAg nella popolazione generale vaccinata
€ non-vaccinata, a parte la vaccinazione obbligatoria dei neonati contro ’HBV, sono 4.
e il miglioramento delle misure generali di prevenzione quali:

o uso delle procedure sicuri di iniezioni

« lasterilizzazione corretta di attrezzature dentali e medicali

« lo screening appropriato del sangue ed i suoi derivati

« lo sviluppo di un educazione sanitaria
e prevenzione della trasmissione perinatale di HBV in bambini nati da madri HBsAg

positivo
e prevenzione della trasmissione orizzontale nella prima I’infanzia
e la vaccinazione contro I’HBV di gruppi di rischio come:

e soggetti esposti a rischio professionale

e pazienti talassemici

e pazienti in emodialisi.
Se il tasso di eliminazione di HBV dovesse continuare con gli stessi ritmi finora
osservati, si potrebbe realmente prevedere che a partire dal 2020, Albania possa entrare a
far parte dei paesi ad endemia intermedia. Tuttavia, 1’Albania resta attualmente,
la maggior priorita della sanita pubblica nei Balcani dell’Ovest e necessita urgentemente
di politiche sanitarie preventive di carattere nazionale con il supporto della
Organizzazione Mondiale della Sanita e la Comunita Europea *.
La situazione dell’infezione da HBV in Kosovo cambia in modo significativo rispetto a
quella dell’Albania, ma & molto simile a Macedonia, Bosnia-Hercegovina e Bulgaria %,

Il Kosovo ¢ un paese ad endemia intermedia con la prevalenza dell’HBsAg pari a 2.9% e

2.4% in due studi rispettivi in 2001 > e 2008 *°. Nei bambini al di sotto di 10 anni,
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la prevalenza dell’HBV ¢ 0.4% >3 L’infezione si diffonde nella popolazione tramite la
trasmissione sessuale, parenterale ed orizontale. Prima della crisi Balcanica, in Kosovo
non esisteva nessun programma di vaccinazione contro HBV. Attualmente, la
vaccinazione viene praticata in diverse zone del Kosovo ma non € ancora standardizzata.
| soggetti esposti a rischio professionale risultano essere piu vaccinati contro HBV

rispetto ad altri gruppi di rischio *°.
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MATERIALI EMETODI

POPOLAZIONE IN STUDIO

SOGGETTI ALBANESI

Nell’ambito del progetto di ricerca sono stati analizzati 73 soggetti caratterizzati dalla
positivita per 1’antigene di superficie (HBsAg), in presenza o meno di sintomi clinici.
Tutti questi soggetti sono negativi per la presenza di anticorpi anti HCV e anti HIV-1,
tranne due pazienti con coinfezione HBV/HIV-1.

I campioni di siero provengono da due istituzioni diverse di Tirana, in Albania:
36 campioni fanno parte di uno studio precedente effettuato presso I’Istituto di Sanita
Pubblica nel 2005 comprendente soggetti ad alto rischio di infezione come
tossicodipendenti (IVDUSs) e omosessuali maschi (MSM), ma anche individui senza
particolari rischi di esposizione all’infezione come i Rom. Gli altri 37 campioni di siero,
prelevati durante il periodo giugno-settembre 2007, provengono dal Centro Nazionale di
Trasfusione del Sangue ed si dividono in soggetti senza particolari rischi di esposizione
all’infezione ed in soggetti esposti a rischio professionale (HCW).

Tutti 1 campioni sono stati conservati a -20°C. Questi campioni sono stati trasferiti e
successivamente analizzati presso Laboratorio di Malattie Infettive e Tropicali,
Dipartimento di Scienze Cliniche L. Sacco dell’Universita degli Studi di Milano.

Nello studio sono compresi 57/73 maschi (78%) e 16/73 femmine (22%) di diverse fascie
di eta (Figura 12).

Per 28/73 (38%) soggetti non sono noti i rischi di esposizione ad HBV e questi sono
classificati come popolazione generale; 13/73 (18%) soggetti sono Rom, mentre i restanti

sono suddivisi in 3 gruppi a rischio:

Soggetti esposti a rischio professionale (HCW) 9/73 (12%)
Tossicodipendenti (IVDUSs) 13/73 (18%)
Omosessuali maschili (MSM) 10/73 (14%).

Per tutti i soggetti in studio e stata effettuata la raccolta dei dati anagrafici ed anamnestici.
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Circa il 95% della popolazione in studio appartiene alla regione di Tirana.

senza dati [ o6
si-60 I 6.8
41-50 I 20.59
3-40 I 22
21-:30 I

1-20 I 11

Figura 12. La divisione dei soggetti secondo le diverse fascie di eta.

SOGGETTI ITALIANI

Sono stati analizzati, mediante uno studio retrospettivo (dal 1980 al 2007), campioni di
siero/plasma provenienti da 230 soggetti con epatite cronica di tipo B, tutti HBSAg
positivi.

In particolare, lo studio include 39 soggetti con coinfezione HBV/HIV-1 e 191 con sola
epatite cronica da HBV.

I 39 soggetti con coinfezione HBV/HIV-1 sono 29 maschi (81,8%) e 10 femmine
(18,2%) con eta media di 42.6 anni (range 23-80 anni) di cui 34 (87.2%) di nazionalita
italiana e 5 (12.8%) di nazionalita extraeuropea. Di questi, 13 (33.3%) facevano uso di
droghe per via iniettiva, 14 (35.9%) erano omosessuali o bisessuali, comprendendo in
questo gruppo anche 1 soggetto transessuale, 10 (25.6%) riferivano contatti eterosessuali
a rischio, 1 (2.6%) aveva ricevuto trasfusioni di emoderivati e in 1 caso (2.6%) il rischio
non era noto.

Per quanto concerne i 191 soggetti con sola infezione cronica da HBV, la possibile via di

esposizione era ipotizzabile solo in 49 casi (25.6%): 15 soggetti (7.8%) riferivano 1’uso di
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droghe per via iniettiva, 11 (5.7%) mostravano comportamenti omosessuali o bisessuali,
12 (6.3%) riportavano comportamenti eterosessuali a rischio, 11 (5.8%) avevano ricevuto
trasfusioni di emoderivati. Questi soggetti, di cui 121 maschi (63.3%) e 70 femmine
(36.7%) con eta media di 49.2 anni (range 13-84 anni), erano per la maggioranza (98.3%)
di nazionalita italiana, ad eccezione di 3 individui (1.7%) di nazionalita extraeuropea
(Tabella 3).

H1V-1 positivi HIV-1 negativi Totale
SESSO M 29 (81.8%) 121 (63.3%) 150 (65.2%)
F 10 (18.2%) 70 (36.7%) 80 (34.8)
p - 0.1 (n.s) -
Eta (X) 42.6 (DS) 49.2 (DS) 45.9 (DS)
p - <0.001
Nazionalita
| taliana (%) 34 (87.2%) 188 (98.3%) 222 (96.5%)
p = 0.3 (n.s)

M:maschi; F:femmine; p:significativita statistica; DS:deviazione standard; X:media

Tabella 3. Caratteristiche anagrafiche dei 230 pazienti HBV positivi inclusi nello studio.

DATA SET

Comprende 123 sequenze di quale 58 sono albanesi e 65 italiane, tutte di genotipo D.
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METODI

MODALITA DI RACCOLTA, PREPARAZIONE E
CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

Il prelievo del sangue periferico e lo stoccaggio del siero € stata realizzata presso
I’Istituto di Sanita Pubblica ed il Centro Nazionale di Trasfuzione del Sangue a Tirana, in
Albania.

| prelievi di sangue periferico sono stati effettuati in sterilita mediante sistema vacutainer
e sono state utilizzate provette dotate di cuscino separatore, senza anticoagulante.

Il sangue (7 ml) é stato quindi centrifugato a 3500 x g per 5 minuti a 4°C. Il siero cosi
ottenuto ¢ stato suddiviso in aliquote da 1 ml e quindi congelato a -20°C.
Successivamente, i campioni di siero sono stati trasportati in ghiaccio secco presso il
Dipartimento di Scienze Cliniche L. Sacco, Sezione di Malattie Infettive e
Immunopatologia dell’Universita degli Studi di Milano e rimessi nel freezer in

temperatura di -20°C fino al momento dell’utilizzo.

ESTRAZIONE DEL DNA

L’estrazione del DNA ¢ stata condotta a partire da siero/plasma mediante 1’utilizzo di un
kit commerciale della Roche (High Pure PCR Template Preparation Kit). Si tratta di un
metodo semplice che consente la purificazione di DNA totale o inibitori e che quindi puo
essere sottoposto direttamente a PCR o ad altre reazioni enzimatiche.

La procedura di estrazione viene condotta usando apposite colonnine contenenti una
membrana a fibre di vetro ad elevata affinita per gli acidi nucleici; durante le diverse fasi
di centrifugazione, effettuate in una microcentrifuga standard, il filtrato viene raccolto in
appositi tubi collettori da 2 ml.

Le fasi della procedura di estrazione eseguita su i campioni in esame sono le seguenti:
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In una provetta sterila da 1,5 ml addizionare a 300 ul di siero, un ugual volume di
tampone di lisi (Binding Buffer) e 50 pl di Proteinasi K (20 mg/ml). Dopo aver
miscelato, incubare per 10 minuti a 72°C. La Proteinasi K digerira le proteine
sieriche/plasmatiche, mentre il Binding Buffer contenente guanidina 6 molare
contribuira alla denaturazione delle proteine e consentira successivamente il legame
specifico del DNA alla membrana, grazie ad una opportuna concentrazione di sali
Aggiungere al campione 150 pl di isopropanolo e miscelare per qualche secondo.
Quindi trasferire 1’intero volume del campione nelle apposite colonnine inserite in
tubi di raccolta. Centrifugare a 8000 rpm per 1 minuto e trasferire la colonnina in un
tubo di raccolta nuovo, eliminando il filtrato. A questo punto il DNA é legato alla
membrana

Aggiungere 750 pl di Removal Buffer e centrifugare ulteriormente per 1 minuto a
8000 rpm,; trasferire la colonnina in un tubo di raccolta nuovo. L’isopropanolo ed il
Removal Buffer, che contiene etanolo, hanno la funzione di purificare accuratamente

il DNA

Effettuare due lavaggi consecutivi con 750 pl di tampone di lavaggio contenente
etanolo assoluto (Wash Buffer) centrifugando sempre di 1 minuto a 8000 rpm e
cambiando ogni volta le provette di raccolta. Tali condizioni di lavaggio assicurano la
completa rimozione degli eventuali contaminanti residui senza influenzare il legame
col DNA

Centrifugare a vuoto per 10 secondi alla massima velocita per rimuovere tutto
’etanolo che potrebbe inibire le successive reazioni e trasferire la colonnina in una
provetta sterile da 1,5 ml. Infine il DNA viene eluito in 50 pl con acqua sterile,
scaldata a 70°C, mediante una centrifugazione finale a 8000 rpm per 1 minuto.

L’eluato, trasferito in provette da 1.5 ml, viene conservato a 4°C fino al momento

dell’utilizzo; eventualmente mantenuto a -30°C per conservazione a lungo termine.

Al fine di escludere la possibilita di contaminazioni tra i diversi campioni, ogni estrazione

di DNA dei pazienti in studio & avvenuta in parallelo con identico materiale biologico

proveniente da donatori sani (controlli negativi di estrazione).

Inoltre, per escludere I’eventuale presenza di inibitori o un errore durante il procedimento

di estrazione, é stato sempre utilizzato anche un controllo HBV-DNA-positivo noto.
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AMPLIFICAZIONE DEL DNA VIRALE IN REGIONE PRE-SSE P
MEDIANTE NESTED-PCR

In seguito all’estrazione di DNA si effettua 1’amplificazione tramite nested-PCR. Tale
tecnica e una variazione della PCR classica e prevede due reazioni di amplificazione
successive utilizzando due diverse coppie di primer.

Usando un nested-PCR piu complesso abbiamo amplificato tre frammenti parzialmente
sovrapposti che coprono quasi completamente la regione genomica (parziale pre-Sl,
pre-X2 e S completi) e di conseguenza anche una porzione consistente del gene P di
HBV, essendo le ORF di S e P sovrapposte.

Il kit usato si chiama GoTag® Hot Start Polymerase della Promega.

Questa reazione di nested-PCR si avvale dei due successivi cicli (step) di amplificazione:

PRIMO STEP

Questa prima reazione di PCR consente di amplificare 2 diversi frammenti della regione
pre-S/Se P, rispettivamente di 911 e 907 pb, in presenza delle seguenti coppie di primers
esterni:

1° frammento (911 pb: nt 2960-655)

senso (HBV-7: nt 2960-2980;): 5’-A(AG)T CC(AC) GAT TGG GAC (CT)(AT)C AA-3’

antisenso (ERS-IN3: nt 655-637): 5°-TGA GGC CCA CTC CCA TAG G-3’

2° frammento (907 pb: nt 202-1108)

senso (HBV-9: nt 202-220): 5’-GGC GG(GT) GT(GT) TTTCTT GTT G-3’

antisenso (HBV-6: nt 1108-1085): 5’-AAG TTG GCG A(AG)A A(AG)(AG) (CT)(AG)A
AAG CCT-3’

Nel primo step di questa PCR, vengono preparati 2 diverse mix di PCR per ciascun

frammento, utilizzando i primers senso e antisenso rispettivi:
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Reagente
H->0O sterile

Buffer 5X colorless

dNTP (2.5 mM)
MgCl; (25 mM)

Primer senso (50 pmoli/ul)
Primer antisenso (50 pmoli/ul)
GoTaq Polymerase (5u/ul)

Volume per campione

21.7 pl
10 ul
4 ul
3 M
0.5 ul
0.5 ul
0.3 ul

Volumefinale

40.0 ul

A questa mix si aggiungono 10 uL di DNA virale estratto ed il tutto viene sottoposto ad

amplificazione in un termociclatore cosi impostato:

Temperatura Tempo Ne cicli Processo
95°C 9 1 Attivazione Taq
95°C 45> Denaturazione DNA

57.5°C 45> 45 Legame dei primer
72°C 1’30 Estensione
72°C 10° 1 Estensione finale
4°C 0 Conservazione
SECONDO STEP

Attraverso il secondo step di PCR vengono amplificati tre diversi frammenti,

parzialmente sovrapposti tra loro, il primo dei quali, di 536 pb, interno al primo
frammento ottenuto dalla PCR esterna di 911 pb (nt 2960-655), ed i rimanenti, di 476 e

700 pb, interni al secondo frammento di 907 pb prodotto dal primo step della nested-PCR

(nt 202-1108).

Allo scopo sono state utilizzate coppie di primers differenti per i tre frammenti

amplificati:
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1° frammento (536 pb: nt 2960-280)

senso (HBV-7: nt 2960-2980): 5°-A(AG)T CC(AC) GAT TGG GAC (CT)(AT)C AA-3’
antisenso (HBV- 4: nt 280-257): 5’-TAG AAA ATT GAG AGA AGT CCA CCA-3’

2° frammento (476 pb: nt 180-655)

senso (HBV-5: nt 180-203): 5’-TAG GAC CCC T(GT)C TCG TGT TAC AGG-3’
antisenso (ERS-IN3: nt 655-637): 5’-TGA GGC CCA CTC CCA TAG G-3’

3° frammento (700 pb: nt 409-1108)

senso (ERS-IN2: nt 409-428): 5’-CAT CCT GCT GCT ATG CCT CA-3’

antisenso (HBV-6: nt 1108-1085): 5’-AAG TTG GCG A(AG)A A(AG)(AG) (CT)(AG)A
AAG CCT-3’

Le 3 mix diverse di PCR sono state composte cosi:

Reagente Volume per campione
H,O sterile 25.8 ul
Buffer 5X green 10 ul
dNTP (2.5 mM) 4 pul
MgCl; (25 mM) 3 M
Primer senso (50 pmoli/pl) 0.5 ul
Primer antisenso (50 pmoli/ul) 0.5ul
GoTaq Polymerase (5u/ul) 0.2 ul
Volumefinale 44.0 ul

A queste mix si aggiungono 6 pL di amplificato del primo step secondo questa schema:

Primo Step Secondo Step
1° frammento » 1° frammento

\ 2° frammento
2° frammento » 3° frammento
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L’amplificazione del 1° frammento avviene in termociclatore alle seguenti condizioni:

Temperatura Tempo Ne cicli Processo
95°C 9 1 Attivazione Taq
95°C 40 Denaturazione DNA
55°C 40’ 45 Legame dei primer
72°C 1’20’ Estensione
72°C 10° 1 Estensione finale
4°C e’ Conservazione

Il profilo di amplificazione del 2° e del 3° frammento ¢ il seguente:

Temperatura Tempo N° cicli Processo
95°C 9 1 Attivazione Taq
95°C 45> Denaturazione DNA
59°C 45> 45 Legame dei primer
72°C 1’30 Estensione
72°C 10° 1 Estensione finale
4°C 0 Conservazione

Tutte le PCR effettuate nel corso dello studio comprendevano dei controlli interni

negativi e positivi, nonché un campione bianco (non contenente DNA), ai fini di validare

ogni singola corsa.

RILEVAMENTO DEI PRODOTTI DI PCR

Il rilevamento dei

elettroforetica su gel di agarosio al 1,5% in tampone TAE 1X.

prodotti

di amplificazione & stata ottenuta mediante corsa
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La migrazione del DNA su gel di agarosio dipende dalla lunghezza del frammento (FR)

di DNA analizzato rispetto alla concentrazione dell’agarosio stesso.

Le bande di DNA sono state esaminate esponendo il gel alla luce ultravioletta, previa

incorporazione nel gel stesso di un colorante fluorescente, etidio bromuro (0.01 pg/ul),

che si intercala tra le basi dell’acido nucleico.

Procedura:

Sciogliere 1’agarosio (1,5%) ad alta temperatura (70-80°C) in tampone TRIS-acetato
EDTA (TAE) 1X (100ml)

Incorporare I’etidio bromuro (10 pg/ml) nel gel alla concentrazione finale di 1 pg/ml
Una volta aggiunta la temperatura di circa 50°C, versare il gel nell’apposita vaschetta
approntata per la corsa elettroforetica sulla quale € inserito un pettine che serve per
formare i pozzetti

Lasciare polimerizzare il gel a temperatura ambiente per 15-20 minuti

Porre il gel nella vaschetta elettroforetica contenente TAE 1X

Caricare 10 pl di DNA da ogni campione (il DNA contiene gia il colorante
proveniente dalla mix di PCR quale consente di seguire visivamente 1’andamento
della corsa)

Condurre la corsa elettroforetica a 90 mV/cm in TAE 1X (Figura 13).
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Figura 13. Rilevamento dei prodotti di amplificazione. Nested-PCR dei tre frammenti

della regione pre-S/S.
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PURIFICAZIONE DEI PRODOTTI DI PCR

I campioni risultati HBV-DNA positivi mediante le diverse reazioni di PCR in regione
pre-SS P sono stati sottoposti a purificazione tramite I’impiego di un reagente
commerciale di purificazione chiamato microCLEAN della Labogen. MicroCLEAN
permette di purificare il DNA a doppia elica dai sali, dai primers, dai dNTPs in eccesso e
dall’enzima Taq DNA-polimerasi.
Si tratta di un protocollo semplicissimo e veloce che prevede i sequenti passaggi:
e Aggiungere al DNA un pari volume di microCLEAN
e Miscelare con la pipette
e Lasciare a temperatura ambiente per 5 minuti
e Centrifugare ad alta velocita (13000 rpm) per 7 minuti
e Rimuovere il sovranatante
e Centrifugare brevemente e rimuovere i residui.
L’amplificato cosi purificato viene successivamente eluito in un volume di 25-50 pl di
H,O bidistillata, a seconda della concentrazione iniziale del DNA.
Una miscela di 12 pl compostada: 8 pl di purificato

2 pl di colorante

2 pl di H,0 bidistillata
viene successivamente analizzata mediante elettroforesi su gel di agarosio all’1,5% per
confermare la presenza del prodotto di PCR e valutarne la concentrazione secondo
I’intensita della banda rilevata su gel.

Il DNA purificato deve essere conservato a 4°C.

REAZIONE DI SEQUENZA

Il sequenziamento dei prodotti di PCR é condotto con la tecnica del cycle sequencing; in

questa variante della PCR, il DNA viene amplificato con una DNA polimerasi
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termostabile a partire da un unico primer di sequenza, in presenza di
dideossiribonucleotidi (ddNTPs) marcati con fluorocromi.

| dideossiribonucleotidi sono definiti terminatori in quanto mancano del gruppo idrossile
in 3°, coinvolto nella formazione del legame fosfodiesterico tra i nucleotidi che
costituiscono le molecole di DNA; la loro incorporazione al posto dei normali
deossiribonucleotidi (ANTPs) nella catena nascente del DNA, determina 1’arresto della
reazione di polimerizzazione.

Il rapporto di concentrazione tra ddNTPs e dNTPs é calcolato in modo che la polimerasi
termini la catena nascente in ogni posizione in cui il nucleotide puo essere inserito,
formando cosi una serie di frammenti sfasati e marcati in 3’, che condividono tutti
I’estremita del primer.

L'utilizzo di un enzima termostabile permette di svolgere I'attivita di polimerizzazione del
DNA ad alte temperature, minimizzando i problemi causati dalla formazione di strutture
secondarie del DNA, di legami aspecifici e da interazioni fra i primer. Inoltre, come nella
normale PCR, I’enzima resiste alla denaturazione quando la miscela di sequenziamento ¢

incubata a 96° C, permettendo la realizzazione dei cicli successivi di estensione.

MISCELA DI REAZIONE E CICLI DI SEQUENZIAMENTO

Per I’estrazione di DNA si utilizzano 6 diversi primer: 3 senso HBV-7, HBV-5, ERS-IN2
e 3 antisenso HBV-4, ERS-IN3, HBV-6.

La miscela di reazione contiene i reagenti sottostanti con i volumi calcolati per un

campione:

BigDye 1.1pl

Primer (1 pmoli/ul) 3.2ul

H,O bidistillata A.7ul
6 ul

+

DNA purificato diluito 4 ul

Volumefinale 10l
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Il profilo termico di amplificazione per sintetizzare i frammenti di sequenza e il seguente:

Temperatura Tempo Ne cicli Processo
96°C 1’30’ 1 Attivazione BigDye
95°C 20> Denaturazione DNA
55°C 207 25 Legame dei primer
60°C 3’ Estensione dei primer
4°C 0 Conservazione

PURIFICAZIONE DEI PRODOTTI DI SEQUENZA

La purificazione dei prodotti di sequenza si effettua utilizzando la precipitazione in

etanolo con sodio acetato.

Il protocollo prevede i seguenti fasi:

e 10 pl di sequenza da purificare vengono miscelati con 50 pl di etanolo al 100% e 2 pl
di sodio acetato (3 M, pH=5.2)

e Centrifugare per 30 minuti a velocita massima

e Rimuovere il surnatante e aggiungere 250 pl di etanolo al 70%

e Centrifugare per 5 minuti a velocita massima

e Rimuovere tutto I’etanolo servendo anche di un’ulteriore centrifuga di 1 minuto a
velocita massima

e | pellet sono portati a secco incubando a 95°C per 4 minuti

e Conservare il pellet a -20°C.

SEQUENZIAMENTO

E’ stato utilizzato il sequenziatore automatico ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems Inc.), basato sulla tecnologia dell’elettroforesi capillare. La parte piu
importante di questo sistema € una unita intercambiabile composta da sedici capillari in
silice fusa; questi, una volta riempiti di polimero, permettono la separazione
elettroforetica dei frammenti di DNA marcati.

Si utilizzano 2.2 pl di campione, dopo averlo risospeso il pellet in 10 pl di acqua
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bidistillata, che si aggiungono a 8 pl di una soluzione denaturante di formammide.

I campioni vengono caricati in piastre da novantasei pozzetti, da cui sono prelevati, in
gruppi di sedici, e spinti tramite iniezione elettrocinetica nei capillari; qui un circuito ad
alto voltaggio fa migrare i frammenti di DNA, carichi negativamente, verso 1’anodo.

La presenza del polimero all’interno dei capillari induce un rallentamento nella corsa
delle molecole di DNA, proporzionale alla loro lunghezza; in tal modo queste si separano
secondo la loro dimensione e, spinte attraverso una camera di conta, vengono colpite da
un laser che ne eccita i marcatori. La fluorescenza viene rilevata da un dispositivo ad
accoppiamento di carica (CCD) che trasforma i segnali luminosi in forma digitale,
trasmettendo [D’elettroferogramma ottenuto ad un Personal Computer, collegato
direttamente all’apparecchio. Ogni corsa ha una durata di 3,5 ore impostando il
sequenziatore con i seguenti valori: voltaggio 12,2 KV, corrente 67-77 mA, laser 15 mW

e temperatura 50°C.

ANALISI DEI DATI DI SEQUENZA

L'analisi dei dati si esegue utilizzando il Software Sequence Navigator (Applied
Biosystems), che permette di allineare le sequenze ottenute dai diversi primer, assemblare
una sequenza consenso utilizzabile per le analisi successive, tradurla in aminoacidi e
confrontarla con una sequenza di riferimento, in modo da ottenere la successione corretta
di basi azotate delle sequenze dei campioni in studio per poter effettuare in un secondo

momento 1’analisi filogenetica.

ANALISI FILOGENETICA

Il montaggio e 1’elaborazione delle sequenze sono stati effettuati utilizzando il
programma Sequence Navigator, incluso nel pacchetto di programma del sequenziatore.

Tutte le sequenze sono state poi analizzate mediante il software BioEdit vs 7.0.9.1 (Tom
Hall, 2001), contenente il programma CLUSTAL W *® che ci ha consentito di allineare

le sequenze nucleotidiche in studio con 61 sequenze di riferimento specifiche per diversi
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sottogenotipi di HBV ottenute dalle principali banche dati, quali la GenBank presso il

National Center for Biotechnology Information (USA- http://www.nbci.nlm.nih.gov).

Le sequenze di riferimento sono le seguenti:

sottogenotipo Al: AF297621, AF418682, M57663, U87742, AF418674, Y161140

sottogenotipo A2: HBVA317, S50225, HBVADW, HBVADW?2, HBVXCPS,

735717, AF143298, AB064314, AJ309371

e sottogenotipo A3: AB194950, AB194951, AB194949, AB194952

e sottogenotipo D1: Y07587, M32138, X02496, AF151735, AF280817, AJ344116,
AY161150, AY161157, AY161161

e sottogenotipo D2: 235716, AB078032, X72702, AB090269, AB090268, AB090270,
AB078033, X80925, AY090453, AY090452

e sottogenotipo D3: X85254, HBVAYWC, HBJAYW

e sottogenotipo D4: X68292, AB048703, AB033558, AB033559, X65259, AB048701;

e sottogenotipo F1: 1980Nic, 70H, AY090459, AF223963

e sottogenotipo F2: 1889Nic, X69798, AB036910, AB036908, X75663, sa4, sal6,
AB036919, AB036905, HHVBFFOU.

L’analisi filogenetica ¢ stata effettuata utilizzando i programmi PHYLIP versione 3.67 163

e MEGA vs4.0.1 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) *.

In particolare per la scelta del modello di calcolo delle distanze genetiche, abbiamo
effettuato preventivamente la stima del rapporto delle transizioni (mutazioni quali purina-
purina o pirimidina-pirimidina) rispetto alle trasversioni (mutazioni del tipo pirimidina-
purina e purina-pirimidina), mediante i programmi PAUP vs 4.0b10 (da Swofford D.,
2001, Sinauer Ass. Inc. Publ) e Modeltest vs 3.7 ** o Phyml 3.0 2, che consentono di
scegliere il modello evolutivo piu opportuno sulla base di un test denominato “likelihood
ratio test”.

Le distanze genetiche sono state espresse mediante medie (ed errore standard) in termini
di n° sostituzioni/sito.

Gli alberi filogenetici sono stati ottenuti utilizzando 1’algoritmo Neighbor-Joining che
consente di generare alberi senza radice, basandosi sulle matrici di distanza con
un’elevata efficienza e rapidita, dando una lunghezza dei rami proporzionale alla distanza

genetica tra le unita tassonomiche.
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La significativita degli alberi € stata stimata mediante il metodo Bootstrap, che consiste
in un ricampionamento del multiallineamento estraendone a caso i siti. Sono stati
considerati significativi i nodi interni supportati da un bootstrap maggiore del 75%.

La caratterizzazione molecolare del genotipo/sottotipo di HBV infettante é stata effettuata
mediante D’analisi filogenetica, confrontando ciascuna sequenza del gene S e della
regione pre-S in studio con opportune sequenze di riferimento.

La quantita dell’informazione filogenetica contenuta nel data set di sequenze in studio ¢
stata ottenuta mediante il metodo di Likelihood-mapping ® analizzando i 10,000 quartetti
random. Il metodo si basa sui valori di Maximum Likelihood per le tre tipologie possibili
degli alberi senza radice, costruiti su un gruppo di quattro sequenze (quarteti). Le tre
verosimiglianze sono rappresentate come un punto all’interno di un triangolo equilatero.

I triangolo e diviso in 7 regioni (Figura 14).

Figura 14. Diagramma di likelihood-mapping.

I tre angoli (regioni 1 + 2 + 3) rappresentano il tree-like phylogenetic signal, che vuol
dire una risoluzione completa del segnale filogenetico, dové un albero € molto meglio
rispetto ad altri due; i tre regioni (4 + 5 + 6) rappresentano il network-like phylogeny
signal, in cui é difficile distinguere tra due dei tre alberi; il regione centrale (n°. 7)
rappresenta il star-like phylogeny, quale indica che le tre tipologie degli alberi sono

scarsamente sostenuti.
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Quando un analisi di likelihood-mapping indica una percentuale uguale o maggiore di 20-
30% dei punti nella star-like phylogeny opppure nella network-like phylogeny, questo
suggerisce che i dati non sono adatti e affidabili per lo studio filogenetico.

ANALISI DEI RICOMBINANTI CON SIMPLOT

SIMPLOT vs 3.5.1 (Stuart C. Ray, 1998) € un programma che si avvale del metodo per la
ricerca di ricombinazioni genomiche e permette di studiare sequenze con mosaicismi.

Il programma puo utilizzare due distinti output grafici. Uno, detto similarity plot é
rappresentato da una serie di linee che riflettono la similarita (o la distanza) di ogni
sequenza (0 gruppo di sequenze) di riferimento rispetto alla sequenza query da
caratterizzare, considerando una finestra scorrevole lungo I’intera sequenza. Il secondo ¢
generato mediante la cosiddetta analisi di bootscanning, che permette di calcolare la
percentuale di alberi permutati generati considerando sempre una finestra scorrevole che
si sposta progressivamente lungo I’intera sequenza. La dimensione della finestra e dello
slittamento possono essere variati.

| punti di ricombinazione vengono individuati sia visivamente sia ripetendo 1’analisi di

bootscanning della sequenza query con le sequenze di riferimento.

ANALISI STATISTICA

L’analisi statistica dei dati ottenuti ¢ stata condotta mediante pacchetti software quali
EPI-INFO, versione 6 e SPSS versione 11.5.

Per la valutazione delle variabili qualitative sono stati impiegati i test di significativita
(Chi quadrato) ed il test di Fisher. Le variabili quantitative (comprese le eta e le distanze
genetiche) sono state espresse mediante medie (+ deviazione standard) e/o mediane (con

campo di variazione-range).
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La significativita statistica e stata valutata mediante test OpenEpi e test non parametrici
quali il test di Mann-Whitney. Il livello di significativita per I’introduzione delle variabili

nel modello finale é stato fissato a p=0,01 (p < 0,05).

ANALISI FILODINAMICA

L’alberi filogenetici e I’evolutionary rate sono stati calcolati mediante i metodi Bayesiani
usando 1’algoritmo Markov Chain Monte Carlo (MCMC), incluso nel pacchetto
Beast vs 1.5.4 1*°. La data dell’isolamento di campioni in studio varia dal 1980 a 2007.
L’analisi filogenetica ¢ stata condotta anche sulla base di un modello temporale definito
orologio molecolare (Molecular Clock) ** *®. Tale modello si basa sull’assunto che le
mutazioni si accumulino nel tempo in modo pressoché costante e permette di delineare le
relazioni intercorrenti tra le distanze genetiche e il tempo, permettendo al tempo stesso di
datare gli eventi di divergenza evolutiva **.

Le sequenze virali vengono datate in base al momento del prelievo e i rami dell’albero
filogenetico hanno una lunghezza proporzionale al tempo. Questo tipo di approccio stima
la distanza temporale dei rami ed il tempo dell’ancestore comune piu recente (TMRCA,
time of the most recent common ancestor). | modelli pit semplici prevedono un orologio
molecolare piu rigido (strict clock model), nel quale si assume che tutti i lineage evolvano
alla stessa velocita; diversamente, nei modelli piu complessi (relaxed clock model) le
velocita evolutive variano nel tempo e tra i vari lineage, fornendo degli intervalli di
variabilita intorno ad un valore medio della velocita evolutiva. Per ’analisi filodinamica
condotta in questo studio, dopo aver testato tutti i modelli evolutivi, € stato selezionato un
orologio molecolare di tipo relaxed, in cui ogni lineage ha un rate evolutivo caratteristico
e non correlato con quello dei lineage contigui.

Questo tipo di analisi richiede inoltre dei sistemi di inferenza statistica che ne supportino
la significativita.

Il programma MrBayes %2

utilizzato per la costruzione dello starting tree, si fonda sulle
teorie della statistica Bayesiana *°, che calcola la probabilita a posteriori dell’albero

(ovvero la probabilita di ottenere un certo albero in base ai dati forniti), diversamente da
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quanto avviene nel Maximum Likelihood, che ricerca la miglior likelihood dell’albero
(ovvero la probabilita di ottenere i1 dati in base all’albero generato). La probabilita a
posteriori € cosi calcolata, secondo le teorie Bayesiane, a partire dalla probabilita a
posteriori dell’analisi filogenetica e dalla likelihood dell’albero.

Le probabilita a posteriori stimate vengono approssimate mediante 1’algoritmo Markov
Chain Monte Carlo " (MCMC). Inizialmente viene generato uno starting tree casuale
che viene poi confrontato con un nuovo albero ottenuto modificando in modo sistematico
il precedente e i relativi parametri; il secondo albero viene quindi accettato o rifiutato
sulla base della probabilita a posteriori in uno specifico processo di campionamento.
Questo sistema di confronto viene ripetuto a catena fino a ottenere 1’albero con il piu alto
prodotto di probabilita a posteriore nodale tra tutti quelli generati (definito consensus tree
0 Maximum clade credibility tree). In questo modo si ottiene una stima della
significativita dei cluster dell’albero, fornendo cosi dei valori supporto statistico.

Un altro concetto fondamentale per studiare 1’evoluzione di una specie virale in una
popolazione & quello della coalescenza #°. La teoria della coalescenza si basa sulla
correlazione tra il tempo in cui due taxa o due lineage hanno condiviso uno stesso
ancestore e le dimensioni della popolazione in esame. Applicando un orologio molecolare
ad un albero filogenetico, & possibile stimare i nodi interni, che rappresentano gli eventi
coalescenti, su una reale scala temporale; la teoria della coalescenza rappresenta cosi un
ottimo strumento per valutare le modificazioni di una popolazione virale avvenute nel
passato.

Per tracciare 1’evoluzione dei lineage virali, da cui estrapolare gli eventi di coalescenza,
e necessario disegnare uno skyline plot, che mostra le dimensioni della popolazione virale
e il suo andamento su scala temporale.

Questo tipo di approccio & alla base dei metodi Bayesiani e del programma Beast **.
Beast stima le dimensioni effettive, la velocita di mutazione e i pattern di crescita di una
popolazione in base ad un modello evolutivo, basandosi su cinque componenti
fondamentali:

e Substitution model: definisce le differenti velocita evolutive con cui avvengono le

sostituzioni lungo i rami dell’albero
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¢ Rate model among sites: definisce la distribuzione delle differenti velocita all’interno
dei siti

e Rate model among branches: definisce la distribuzione delle differenti velocita tra i
singoli rami, convertendo 1’albero, che ¢ in scala temporale, in unita di sostituzioni
per sito per anno; questo modello e utilizzato per stimare il tempo di divergenza della
popolazione

e Tree definisce il modello delle relazioni filogenetiche tra le sequenze

e Tree prior: fornisce i parametri del modello evolutivo e la topologia dell’albero.
Attualmente i modelli parametrici disponibili sono costant size, exponential growth e
logistich growth.

Per I’analisi delle nostre sequenze ¢ stato selezionato un modello GTR-I-G (General-

Time Reversible + Invariant sites + Gamma distribution rate). Inoltre sono stati testati

diversi modelli demografici parametrici (constant population size, exponential, logistic

growth) e il modello non parametrico Bayesian skyline plot (BSP). Questi modelli

evolutivi sono stati confrontati con un test di Maximum Likelihood in modo da valutare

quale fosse il modello piu rappresentativo per il dataset di sequenze di questo studio.

Sulla base del Bayes Factor (BF) ottenuto e stato scelto il modello relaxed skyline

(RelSky).

L’impiego del modello parametrico € stato utilizzato per stimare il tasso di crescita (r).

Sulla sua base € stato stimato il numero riproduttivo di base (Ry), che rappresenta il

numero medio di casi secondari infettati da un singolo caso primario in una popolazione

senza difese immunitarie, usando la formula Ro=rD+1. D ¢ la durata dell’infezione nei

portatori 2. Inoltre, & stato calcolato anche il tempo di raddoppiamento dell’epidemia

A=In(2)/r 24,

L’analisi ottenuta tramite Beast deve poi essere validata dal software TRACER 2l

quale verifica la stima dell’effettiva dimensione del campione (ESS, effective sample

size).

L’incertezza delle stime ottenute ¢ stata indicata con intervalli di Highest Posterior

Density del 95% (HPD).
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L’albero datato mostrato ¢ stato ottenuto selezionando 1’albero con il piu alto prodotto di
probabilita a posteriori (maximum clade credibility), mediante il programma Tree

Annotator.
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RISULTATI

ANALISI FILOGENETICA DELLE SEQUENZE ALBANESI

Dei 73 campioni di siero provenienti dai pazienti HBsAg positivi analizzati tramite PCR,
63 hanno prodotto una quantitd sufficiente di materiale nucleotidico per 1’analisi di
sequenze.

Le sequenze lunghe 1182 nucleotidi, comprendono la regione pre-S1, pre-S2 e S. Tra le

altre si distinguono 5 sequenze, in quanto:

60AT@05 ha una delezione di 20 nucleotidi nella posizione tra il 233-253 nucleotide
61RAT@O05 ha una inserzione di 14 nucleotidi nella posizione 242-256
62GAV@07 e 63GAT@07 hanno, entrambi, una delezione dei primi 80 nucleotidi

49GAV @07 ¢ un sospetto ricombinante non accertato dopo 1’analisi fatta con il Simplot.

Tutte queste sequenze sono state escluse dalle successive analisi perché potrebbero creare
problemi durante ’analisi filogenetica e filodinamica.

Le 58 sequenze albanesi sono state allineate con 61 sequenze di riferimento
rappresentative dei principali genotipi e sottogenotipi noti. L’analisi filogenetica costruita
usando i metodi di neighbor-joining (NJ) e maximun-likelihood (ML) ha consentito di
stabilire che tutti i soggetti albanesi hanno infezione con HBV di genotipo D, come

mostrato in Figura 15 e 16.
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Figura 15. Albero filogenetico senza radice in NJ dei genotipi e sottogenotipi di HBV.
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Il sottogenotipo piu frequente e risultato il D2 che € presente nel 72% (42/58) dei pazienti
seguito dai sottogenotipi D1 e D3 ciascuno presente nel 14% (8/58) dei pazienti
(Figura 17).

D3

14%

D2

Figura 17. Distribuzione dei sottogenotipi di HBV.

Il sottogenotipo D1 & presente nel 15% (3/20) della popolazione generale, 22% (2/9) di
soggetti esposti a rischio professionale (HCW), 18% (2/11) di tossicodipendenti (IVDUSs)
e 11% (1/9) degli omosessuali maschi (MSM).

Il sottogenotipo D2 e quello piu diffuso in tutti i gruppi a rischio. E’ presente nel 75%
(15/20) della popolazione generale, 100% (9/9) della popolazione Rom (Rom versus non
rom p=0.042, chi quadrato corretto secondo Miettinen — Mid-P exact Test), 45% (4/9) di
HCW, 64% (7/11) degli IVDUs e 78% (7/9) degli omosessuali maschi. Tra quest’ultimi,
2 soggetti erano coinfetti con infezione da HIV-1.

Il sottogenotipo D3 e presente nel 10% (2/20) della popolazione generale, 33% (3/9) di
HCW, 18% (2/11) degli IVDUs e 11% (1/9) di MSM (Figura 18).
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p=0.042*

Generale Rom HCW 1VDUs MSM

ED1 D2 m D3

* || test statistico usato & OpenEpi.

Figura 18. Prevalenza dei sottogenotipi di HBV rispetto al fattore di rischio.

ANALISI FILOGENETICA DELLE SEQUENZE ITALIANE

Gli alberi filogenetici senza radice sono costruiti mediante metodo di Neighbor Joining
(NJ). Il modello selezionato & Kimura 2 Parametri (K2P).

L’albero filogenetico dei genotipi (Figura 19) ottenuto dall’analisi delle 230 sequenze
italiane in studio con 20 sequenze di riferimento dei principali genotipi di HBV, ha
mostrato 8 clade (gruppi monofileteci) significativi (bootstrap=100), corrispondenti agli
8 genotipi virali (A-H).
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Figura 19. Albero filogenetico senza radice dei genotipi di HBV costruito sulle sequenze
S di 1182 pb dei 230 pazienti e sulle 20 sequenze di riferimento genotipo-specifiche.
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L’analisi filogenetica ha portato al riconoscimento di 166 (72.2%) ceppi di genotipo D,
45 (19.6%) di genotipo A, 8 (3.5%) di genotipo F, 7 (3%) di genotipo G, 1 (0.4%) di
genotipo B, 1 (0.4%) di genotipo C e 2 (0.9%) di genotipo E.

L’analisi di ricombinazione condotta mediante programma Smplot ha consentito di
evidenziare la presenza di 3 sequenze ricombinanti che mostravano uno “scambio” A/G

in 1 caso, A/D nel secondo e D/A nel terzo (Figura 20-21-22).

BootScan - Guery:

110 -4
-B

100 -
a0 -b

E
&0 F
70 -G
B0
50
40
30
20
10
|:|_ . A—.

-10

% of Permuted Trees

rr.,.,.f,,y9r799oQr ™ mmmmMmmMmm™ ™M YT TM™MmTTTTM]TMmTmMTmmTT T/
0 100 200 300 400 S00 GO0 YOO SO0 900 1000 1400
Position (bp)
Windowe: 200 bp, Step: 20 bp, GapSstrip: ©On, Reps: 500, Kimura, TA 2.0, MEIGHBOR

Figura 20. Analisi di bootscanning della sequenza S di 1182 pb che mostra un evento di

ricombinazione A/G.
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Figura 21. Analisi di bootscanning della sequenza S di 1182 pb che mostra un evento di

ricombinazione A/D.
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Figura 22. Analisi di bootscanning della sequenza S di 1182 pb che mostra un evento di

ricombinazione D/A.

80



Risultati

Dei 166 isolati di genotipo D, 16 (9.6%) soggetti sono risultati di sottogenotipo D1, 15
(9%) D2, 133 (80.1%) D3 e 2 soggetti (1.3%) di D4 (Figura 23).

Figura 23. Distribuzione dei sottogenotipi D.

L’analisi filogenetica ha portato alla rilevazione di 3 (6.8%) dei 44 soggetti di genotipo A
positivi al sottogenotipo Al e di 41 soggetti (93.2%) con sottogenotipo A2 (Figura 24).

A2

Al

Figura 24. Distribuzione dei sottogenotipi A.
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Per quanto riguarda gli 8 ceppi F, sono stati ottenuti 3 isolati (37.5%) di sottogenotipo F1
e 5(62.5%) F2 (Figura 25).

Figura 25. Distribuzione dei sottogenotipi F.

Il genotipo D e risultato essere il piu diffuso tra i soggetti che facevano uso di droghe per
via iniettiva rispetto a quelli che non mostravano tale fattore di rischio, (prevalenza nei
tossicodipendenti del 69.2%, p=0,04). Il genotipo A risulta invece maggiormente
associato ai soggetti omosessuali maschi rispetto a coloro che non riportavano

I’omosessualita come fattore di rischio (66.7%, p=0.016).

B Altro

Figura 26. Prevalenza dei genotipi piu rappresentati di HBV (A, D, G, F) rispetto al
fattore di rischio nei soggetti HIV-1 positivi e HIV-1 negativi.
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Dei 4 soggetti infetti con HBV di genotipo G, 2 (50%) riferivano comportamenti
omosessuali, 1 (25%) comportamenti eterosessuali a rischio ed 1 (25%) era un soggetto
tossicodipendente (Figura 26).

Tra i pazienti con infezione singola da HBV il fattore di esposizione era noto, come gia
detto, solo in una minoranza dei casi.

In particolare il sottogenotipo D3 risulta essere prevalente nei tossicodipendenti (69.2%),
essendo virtualmente 1’unico sottogenotipo D identificato nei genotipizzati. Il

sottogenotipo A2 é il piu frequente tra gli omosessuali (66.7%) (Figura 27).

Figura 27. Prevalenza dei sottogenotipi di HBV rispetto al fattore di rischio nei soggetti
HIV-1 positivi e HIV-1 negativi.

STIMA DELL’EVOLUTIONARY RATE

Per la stima dell’evolutionary rate (ER) del genotipo D in Albania abbiamo usato il data

set che contiene 58 sequenze albanesi insieme a 65 sequenze italiane con un totale di 123
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sequenze. Nelle sequenze italiane di genotipo D3 e compreso un clade molto frequente
tra gli IVDUs che porta una serie di mutazioni di cui la pit nota e la T125M, descritta da
piu autori negli IVDUs di tutto il mondo. Dal momento che 1’origine e la storia di questo
ceppo ¢ tuttora oscura e dato che noi eravamo interessati allo studio dell’epidemia dei
ceppi italiani ed albanesi abbiamo deciso di eliminare il ceppo D3, IVDUs dalla nostra
analisi.

L’applicazione del metodo di likelihood mapping su questo allineamento di sequenza,
valutando i 10,000 quartetti random, ha mostrato che il 95.9% dei quartetti scelti random
si sono distribuiti negli angoli della mappa di verosimiglianza, mentre il 1.2% nella
regione centrale. Questo indica che il segnale filogenetico e adatto per la ricostruzione

filogenetica (Figura 28).

31.7%

HO

31.4% 1.1% 32.8%

Figura 28. Likelihood mapping applicato sull’allineamento di 123 sequenze in studio.

Usando i metodi Bayesiani abbiamo comparato due modelli di orologi molecolari: lo
“stretto” e il “rilassato”. Successivamente abbiamo confrontato i valori di marginal
likelihoods degli alberi ottenuti tramite Bayes Factor (BF). L’analisi dimostra che
I’albero prodotto con I’orologio molecolare rilassato ¢ significativamente migliore di

quello ottenuto con 1’orologio molecolare stretto (2InBF=97.2).
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In queste condizioni, applicando lo stesso orologio molecolare rilassato abbiamo ottenuto
una stima del’ER pari a 4.07x10™ sub/site/year (95%HPD 2.2x10* — 6.0x10%
(Figura 29).

Abbiamo poi stimato lo stesso valore anche per i singoli sottogenotipi piu frequenti, D3

italiano e D2 albanese (Tabella 4).

Evolutionary Rate

Totale 41x 10" (2.2-6.0x 10
D3 43x10* (1.9-6.8 x 107
D2 4.83x10* (0.6-8.4 x 10

Tabella 4. Stima dell’ER dell’albero completo e di sottogenotipi D2 e D3.

Dall’analisi dell’albero datato € emerso che:

Si riconoscono numerosi clade significativi, in particolare quelli corrispondenti ai 4
sottogenotipi D presenti nell’analisi: D1 (pp=0.99), D2 (pp=1), D3 (pp=1),
D4 (pp=1).

In particolare analizzando i singoli clade & emerso che nel sottogenotipo D3 le 8
sequenze albanesi erano mescolate a quelle italiane, anche se tentono a formare
gruppi di 2/3 sequenze significativi.

Nel clade D1 la maggior parte dei ceppi albanesi sembrano segregare
significativamente tra loro (pp=0.8-0.9) e cosi quelli italiani (pp=0.9).

Infine piu complessa ¢ risulato la topologia del sottogenotipo D2. In questo caso,
infatti, & stato identificato un grosso sottogruppo comprendente 22 di 45 (48.9%)
isolati albanesi di questo sottogenotipo (pp=0.77). Oltre a questo abbiamo anche
identificato un secondo gruppo comprendente 6 sequenze albanesi (pp=0.98), un
clade con 4 sequenze (pp=0.91) e 2 clade da 3 isolati tutti albanesi (i clade
comprendenti solo 2 sequenze non sono stati presi in considerazione). Inoltre é stato
osservato anche un clade altamente significativo (pp=1) comprendente 5 delle 8

sequenze italiane e nessun isolato albanese.
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L’analisi dei TMRCA ha mostrato che la radice dell’albero, ipotetica origine dei ceppi
D1-D4 italiani ed albanesi, & datata tra 65 e 190 anni fa, con una stima media di 119 anni
fa (anno 1888). Nella tabella 5 sono riportate le date di origine dei principali sottogenotipi

e clades identificati.

Clade Senza 1VDUs

D1 1945 (1911-1968)
D2 1935 (1898-1965)
D2 albanese 1948 (1920-1971)
D3 1930 (1889-1960)
D4 1960 (1930-1990)

Tabella 5. Le date di origine dei principali sottogenotipi italiani ed albanesi.

Dall’analisi della tabella emerge che 1’origine dei diversi sottogenotipi del ceppo D risale
mediamente a circa 63 anni fa (1944): il sottogenotipo D3 sembra essere lievemente piu
antico (77 anni fa, 1930) e il D4 il piu recente (47 anni fa, 1960) anche se i due soli isolati
inclusi nello studio condividono un nodo (non significativo) molto piu antico (100 anni

fa), che suggerisce un ingresso recente in Italia di un sottogenotipo molto piu antico.

Clade Nr. degli isolati TMRCA

22 37.88 (24-54), 1969 (1953-1983)
33.05 (21-42), 1974 (1965-1986)
28.1 (18-39), 1979 (1968-1989)
26.5 (15-40), 1981 (1967-1992)
28.6 (16-43), 1978 (1964-1991)

A
B
C
D
E
F 22.4 (11-34), 1985 (1973-1996)

a N w A~ o

italiani

Tabella6. TMRCA dei clades significativi italiani ed albanesi nel sottogenotipo D2.
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L’analisi del TMRCA dei clades oltre i due isolati nel sottogenotipo D2 (Tabella 6) ha
suggerito un’origine dei principali clades albanesi tra i 38 (24-54, il gruppo pit ampio) e i
26 anni fa (1969-1981), mentre 1’'unico clade significativo italiano avrebbe iniziato a
diffondersi circa 22 anni fa (1985), un periodo piu recente rispetto al clade maggiore dei

ceppi albanesi.

ANALISI FILODINAMICA

Al fine di delineare la storia epidemiologica/evolutiva del virus HBV in Italia ed in
Albania abbiamo selezionato dal data set di partenza 50 sequenze di sottogenotipo D3
tutte italiane e 42 sequenze albanesi di sottogenotipo D2. Queste sequenze sono state
impiegate per allestire i 2 data set (quello italiano e quello albanese) su cui € stata
eseguita, indipendentemente, 1’analisi di coalescenza. Dato che le sequenze albanesi non
avevano una struttura temporale tale da permettere una stima indipendente
dell’evolutionary rate, abbiamo deciso di condurre ’analisi impostando come parametro
fisso I’evolutionary rate medio e I’intervallo di confidenza stimato sul data set completo
comprendente tutti gli isolati di sottogenotipo D2 che & 4.83x10™ sostituzioni/sito/anno
(95%HPD 6x10™ — 8.4x10™).

L’analisi Bayesiana ¢ stata eseguita assumendo lo stesso modello di sostituzione e
orologio molecolare impiegato per il data set completo (GTR + | + orologio molecolare
rilassato).

Sono stati confrontati tra loro 3 modelli parametrici di coalescenza corrispondenti a:
popolazione costante, in crescita esponenziale e in crescita logistica, ed un modello non
parametrico, rilassato, detto Bayesian Skyline Plot (BSP). Il confronto € stato ottenuto
mediante Bayes Factor (BF), ed ha dimostrato che il modello BSP era quello che meglio
si adattava alle sequenze analizzate.

Dall’esame dello skyline ottenuto sul data set di isolati albanesi (Figura 30) si osserva un
andamento esponenziale dell’epidemia, che da un numero effettivo di infezioni di
circa 10 negli anni *70, ha raggiunto un numero di circa 10 volte maggiore nel ventennio

successivo, per poi essere caratterizzata da una crescita esplosiva di circa 40 volte tra la
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fine degli anni 80 e il 1995. Dopo di che¢, questa epidemia sembra aver raggiunto un

plateau che perdura ancora oggi.
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Figura 30. Skyline realizzato sul data set di isolati D2 albanesi.

L’impiego del modello parametrico ha permesso la stima del tasso di crescita
esponenziale (r=0.329, un intervallo di credibilitd di 0.21-0.47). Sulla base di questa
stima abbiamo potuto calcolare alcuni parametri epidemiologici fondamentali per la
descrizione dell’epidemia verificatosi in Albania (Tabella 7). In particolare, abbiamo
stimato un numero riproduttivo di base (Rp) variabile da 2.6 a 7.6 in relazione alla diversa
possibile durata dell’infettivita (rispettivamente 5, 10, 15 o 20 anni). Inoltre, sulla base
del tasso di crescita stimato €& possibile calcolare il tempo di raddoppiamento
dell’epidemia A=In(2)/r, in circa 2 anni (A=2.1).
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Medio L ower Upper
r 0.329 0.21 0.47
Ro: D=5 2.6 2.05 3.35
D=10 4.3 3.1 5.7
D=15 5.9 4.15 8.05
D=20 7.6 5.2 104
A 2.1 3.3 1.47

Tabella 7. Parametri epidemiologici dell’epidemia sostenuta di HBV sottogenotipo D2 in
Albania.

L’analisi filodinamica delle sequenze D3 italiane ¢ stata eseguita mediante gli stessi
3 modelli (popolazione costante, in crescita esponenziale e BSP) descritti.

Il confronto mediante BF ha dimostrato che i dati sostengono il modello non parametrico
Bayesian Skyline Plot che é risultato significativamente migliore dagli altri e

paragonabile al modello esponenziale.
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Figura 31. Skyline realizzato sul data set di isolati italiani HBV sottogenotipo D3.

90




Risultati

L’analisi dello skyline (Figura 31) suggerisce che il sottogenotipo D3 sia presente in

Italia da circa 60 anni (radice & 59.6 anni fa, intervallo di confidenza tra 37-92 anni fa) e

sia rimasto ad un livello costante di endemia fino agli anni 60. Una crescita esponenziale

di circa 6 volte del numero effettivo di infezioni si ¢ verificata tra gli anni *60 e gli

anni *70, mentre verso la fine degli anni ’70 1’epidemia ha raggiunto un plateau. Inoltre, a

partire dagli anni 90 si ¢ osservata una lieve flessione nel numero di infezioni che

sembra diminuire, ma 1’osservazione non ¢ significativa.

Anche in questo caso abbiamo stimato i principali valori epidemiologici riportati nella

tabella 8.
Medio L ower Upper
r 0.138 0.039 0.228
Ro: D=5 1.69 1.195 2.14
D=10 2.38 1.39 3.28
D=15 3.07 1.58 4.42
D=20 3.76 1.78 5.56
A 5 17.8 3

Tabella 8. Parametri epidemiologici dell’epidemia sostenuta di HBV sottogenotipo D3 in

Italia.

Il tasso di crescita € risultato uguale a 0.138 corrispondente a un tempo di

raddoppiamento dell’epidemia di 5 anni.
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DISCUSSIONE

| nostri dati dimostrano che nella totalita dei soggetti albanesi il virus dell’epatite B
coinvolto e di genotipo D. In particolare, il sottogenotipo piu diffuso risulta essere il D2,
presente in piu del 70% dei casi, mentre D1 e D3 sono equamente distribuiti nei restanti
pazienti. Un caso particolare sembrano essere i pazienti di etnia Rom albanesi, i quali
sono infetti nel 100% dei casi da HBV di sottogenotipo D2 (p=0.042).

Piu complessa invece é risultata la distribuzione dei genotipi tra i pazienti italiani. In
questo caso mentre circa il 70% di essi era infetto da HBV di genotipo D, il 20% circa
aveva il genotipo A, il 3% il genotipo F e altrettanti il genotipo G. In una minoranza di
pazienti, per lo piu di origine straniera, sono stati riscontrati altri genotipi non endemici
in Italia. La caratterizzazione del sottogenotipo ha mostrato che, tra gli isolati di genotipo
D quello piu frequente é risultato il D3 (>80%) seguito da D1 e D2 (10% circa dei
pazienti ciascuno) e il D4 in una minoranza di soggetti. Anche nel caso del genotipo A €
stata riscontrata la presenza di due dei sottogenotipi principali: A1 (in una minoranza dei
casi) e A2 (in piu del 90% dei casi). Infine gli 8 ceppi F sono risultati per il 37% dei casi
F1 e peril 63% F2.

L’analisi della distribuzione dei sottogenotipi D tra i pazienti albanesi non ha mostrato
alcuna differenza significativa, probabilmente a causa dell’estesa prevalenza del
sottogenotipo D2. Tuttavia, i tossicodipendenti e soprattutto gli operatori sanitari,
sembrano mostrare una tendenza verso una maggiore diffusione di altri sottogenotipi
quali il D1 e il D3.

Tra i pazienti italiani abbiamo invece osservato una associazione significativa del
genotipo D (in particolare il sottogenotipo D3) con la tossicodipendenza, mentre il
genotipo A € risultato significativamente piu frequente tra i pazienti omosessuali maschi
(p=0.016).

Ulteriore scopo del presente studio & di delineare la storia epidemiologica recente
dell’infezione da HBV in Albania ed in Italia, attraverso lo studio della filodinamica dei

genotipi/sottogenotipi di HBV piu diffusi. In particolare, abbiamo quindi focalizzato la
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nostra attenzione sul sottogenotipo D2 in Albania e sul D3 in Italia. Cio al fine di
confrontare tempi e andamenti delle epidemie avvenute nei due Paesi, in scala temporale.
Diversi metodi sono attualmente disponibili per studiare la filodinamica delle
infezioni 157-160, 190, 210.

Per prima cosa € stato necessario stimare la velocita evolutiva (evolutionary rate) degli
isolati di interesse. A questo scopo abbiamo costruito un allineamento comprendente tutti
gli isolati datati di genotipo D a nostra disposizione, italiani ed albanesi, con la sola
esclusione di un ceppo D3 altamente frequente tra i tossicodipendenti italiani (vedi di
seguito), assumendo che tra un sottogenotipo e I’altro non vi siano velocita evolutive
significativamente diverse.

In questo modo abbiamo ottenuto un valore di circa 4.1x10™ sostituzioni/sito/anno
(compreso in un intervallo di credibilita tra 2.2-6.0x10™), molto simile ai valori pi
recenti stimati (4.83x10™ [0.6-8.4x10™] per il sottogenotipo D2 albanese e 4.3x10™
[1.9-6.8x10™] per il sottogenotipo D3 italiano). In particolare, un nostro studio recente ha
mostrato come si possono identificare differenze significative nell’evolutionary rate di
diversi genotipi del virus dell’epatite B: il genotipo D evolve in generale ad una velocita
evolutiva piu elevata rispetto al genotipo A. Tali differenze possono dipendere da fattori
legati alle dinamiche di popolazione dell’epidemia, quali la rapidita di diffusione, il
numero di soggetti infetti, le modalita prevalenti di trasmissione (sessuale, quindi piu
lenta, per il genotipo A e parenterale o tossicodipendenza, quindi esplosiva, nel caso del
genotipo D) %. Nello stesso studio abbiamo segnalato che tra i tossicodipendenti italiani
circola in gran prevalenza un ceppo di HBV del sottogenotipo D3 che segrega
significativamente rispetto al D3 piu diffuso nella popolazione generale, caratterizzato da
una serie di mutazioni (di cui la T125M nella proteina S e quella piu frequente), che &
stato descritto anche in altre parti del mondo sempre associato alla tossicodipendenza.
Questa osservazione suggerisce che tale ceppo abbia subito una storia epidemiologica
molto diversa rispetto ai ceppi endemici in Italia. Al fine, quindi di evitare di sovrapporre
piu epidemie diverse, cosa che rischierebbe di confondere tanto la stima dell’evolutionary
rate quanto la datazione dell’albero, abbiamo deciso di eliminare tale ceppo tanto dal

presente studio.
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La nostra stima attuale conferma I’alto livello di velocita evolutiva del genotipo D, molto

pit elevato di quello comunemente mostrato dai virus a DNA (normalmente

nell’ambito di 107-10° sostituzioni/sito/anno) 2*°

229

e piu vicino a quello dei retrovirus
(10°-10"* sostituzioni/sito/anno) ?*°. D’altra parte ¢ noto che HBV utilizza, durante il suo
ciclo replicativo, una fase di trascrizione inversa, che consente la trasformazione
del’RNA pregenomico nel DNA circolare che viene poi incluso nelle particelle virali
nascenti ** %%, A questo scopo la polimerasi di HBV ha una nota funzione di trascrittasi
virale e presenta forti analogie anche dal punto di vista strutturale con le polimerasi dei
retrovirus %.

Sulla base dell’evolutionary rate medio cosi stimato, sulla base di un orologio molecolare
di tipo rilassato, che consente alla velocita evolutiva di variare lungo i diversi rami
dell’albero, ¢ stato costruito un albero datato in cui i tempi di coalescenza (TMRCA)
corrispondenti ai nodi interni sono stati calcolati.

L’analisi dell’albero datato ha mostrato che frequentemente, in particolare a livello dei
due sottogenotipi D2 e D3, le sequenze albanesi e quelle italiane segregano
separatamente in modo significativo, suggerendo in tal modo I’esistenza di una struttura
geografica dell’albero, dovuta probabilmente ad una indipendente evoluzione dei ceppi
presenti nelle diverse aree esaminate. Al contrario, nel sottogenotipo D3, le sequenze
albanesi sono piu frequentemente mescolate a quelle italiane, cid suggerendo un
maggiore mescolamento di tale sottogenotipo, forse dovuto a ripetuti scambi nel tempo.
Un analisi piu approfondita su base filogeografico occorre tuttavia per chiarire il
significato di queste osservazioni.

Focalizzando I’attenzione sul sottogenotipo D2, abbiamo potuto riconoscere una serie di
clade supportati da un elevata probabilita posteriore, costituiti unicamente da isolati
albanesi: in particolare, un cluster numeroso comprendente quasi la meta di tutti gli
isolati albanesi D2 (22/45).

La stima dei TMRCA ha mostrato che 1’origine del genotipo D caratterizzato nei pazienti
italiani e albanesi, risale a una media di 119 anni fa, quindi nella seconda meta dell’’800.
Mentre 1’origine dei diversi sottogenotipi analizzati (D1-D3) € compresa tra
il 1930 (TMRCA di D3) e il 1945 (TMRCA di D1), quindi nel periodo tra le
due guerre mondiali. Poco affidabile sembra invece la stima del TMRCA del
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sottogenotipo D4 (1960), a causa del numero esiguo di isolati compresi nella nostra
casistica. D’altra parte ¢ noto che tale sottogenotipo ¢ largamente diffuso in Australia,

Giapponia, Papua Nuova Guinea " **

mentre € solo sporadicamente presente in Europa,
praticamente in Francia e Grecia ’. La presenza di un nodo (non significativo) molto piu a
monte di quello relativo ai due isolati italiani, suggerisce che probabilmente questo ceppo
ha una storia molto piu antica di quella degli isolati italiani.

In un recente studio condotto dal nostro gruppo utilizzando un approccio diverso basato
sull’analisi di maximum likelihood e un orologio stretto, avevamo ipotizzato che la radice
del genotipo D potesse cadere nei primi anni del ‘900 (intervallo di credibilita tra 72 e
108 anni fa), mentre I’origine del sottogenotipo D3 italiano fosse intorno agli anni *30 del
‘900 (intervallo di credibilita tra 60 e 86 anni fa) ®. Le stime ottenute, nel corso dello
studio oggetto della presente relazione, con i nuovi approcci Bayesiani e utilizzando un
modello di orologio molecolare rilassato, non sono risultate significativamente diverse,
essendo gli intervalli di credibilita stimati nei due studi, ampiamente sovrapponibili.
Focalizzando 1’attenzione sui clade albanesi ed italiani identificati nel sottogenotipo D2,
la stima dei TMRCA ha dato valori variabili tra i 38 anni fa, corrispondenti al TMRCA
del clade piu numeroso, ai 26 anni fa, suggerendo quindi un’origine dei principali clade
albanesi in un periodo compreso tra la fine degli anni 60 e i primi anni ’80.

L’unico clade significativo italiano nel sottogenotipo D2 ha un TMRCA stimato piu
recente rispetto a quelli albanesi, di circa 22 anni, corrispondente alla seconda meta degli
anni ’80, suggerendo quindi una diffusione di questo sottogenotipo in Italia piu recente
che in Albania.

L’analisi filodinamica ¢ stata eseguita sui dataset separati D2 e D3 utilizzando isolati solo
albanesi (nel primo caso) e solo italiani (nel secondo), proprio per confrontare la storia
epidemiologica di HBV in anni recenti corrispondenti a quelli della diffusione dei
sottogenotipi virali piu prevalenti nelle due popolazioni.

Diversi metodi sono stati sviluppati per la stima della crescita della popolazione su base
filogenetica, praticamente 3 modelli parametrici (constant population size, exponential e
logistic growth) e un modello non parametrico Bayesian skyline plot (BSP).

L’analisi dello skyline del sottogenotipo D2 albanese ha mostrato che, dopo una lenta

crescita iniziale (tra gli anni *70 e ’80) dell’epidemia, si assiste ad una crescita
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improvvisa e rapidissima del numero di infezioni tra la fine degli anni *80 e la prima meta
del degli anni 90, quando ¢ stato raggiunto il plateau. L’impiego di un modello
parametrico di crescita esponenziale, ci ha permesso di stimare il tasso di crescita
dell’epidemia (r=0.3) da cui abbiamo potuto derivare alcuni valori epidemiologici
fondamentali, quali il tempo di raddoppiamento dell’epidemia, calcolato in 2.1 anni,
durante il periodo di crescita esponenziale.

Le cause della crescita esponenziale di epidemia dal sottogenotipo D2 in Albania sono da
attribuire ad una diffusione dell’infezione per via parenterale. Nel 1980, in Albania c’¢

stato una riduzione degli investimenti finanziari in sistema sanitaria

che aveva portato
come conseguenza, 1’assenza di aghi e siringhe monouso, mancanza del sangue sicuro ed
I suoi prodotti per transfusione, sterilizzazione inadequata delle attrezzature riutilizzabili,
difficolta di procurare il materiale necessario per la prevenzione dell’esposizione al
sangue. L‘Introduzione della vaccinazione obbligatoria contro ’HBV per tutti i neonati
nel 1995 e per i gruppi a rischio dopo il 2000, I’riorganizzazione del sistema sanitaria
albanese con il miglioramento delle misure generali di prevenzione dell’infezione e con
la prevenzione della trasmissione perinatale ed orizzontale di HBV hanno portato nella
riduzione del livello dell’endemia da HBV nella seconda meta degli anni *90.

Dall’analisi dei dati italiani ¢ emerso invece che il sottogenotipo D3 ¢ entrato in Italia in
un periodo compreso tra le 2 guerre mondiali, ma ha subito una crescita esponenziale tra
gli anni ’50 e gli anni *70 raggiungendo quindi un plateau che perdura ancora oggi,
nonostante un’apparente tendenza (non significativa) alla diminuizione negli ultimi
20 anni. Questi dati suggeriscono che la diffusione in Italia del sottogenotipo
predominante tra le infezioni cosidette “community acquired”, corrisponde ad un periodo
in cui si é fatto largo uso delle pratiche trasfusionali di sangue e i suoi derivati, in assenza
di metodi efficaci per lo screening dei donatori. Questo giustificherebbe anche il plateau
raggiunto negli anni *70, quando sono stati introdotti 1 test per HBsAg nella selezione di
donatori. Ulteriori studi occorrere per confermare la riduzione del numero di infetti negli
ultimi decenni probabilmente in relazione a diversi fattori tra cui I’introduzione nel 1997
della vaccinazione di massa anti-epatite B.

In conclusione, quindi i nostri dati delineano due diverse epidemie dell’infezione da HBV

in Italia ed in Albania. In particolare, mentre in Italia la larga diffusione del sottogenotipo
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D3 si sarebbe verificata tra gli anni *50 e *70 sostenuta dal largo impiego di trasfusioni di
sangue non sicure, in Albania 1’ingresso e la diffusione del sottogenotipo D2 si sarebbe
verificato piu tardivamente, tra gli anni 80 e 90 probabilmente in seguito della
trasmissione parenterale del virus.

I valori epidemiologici fondamentali come Ry e il tempo di raddoppiamento
dell’epidemia suggeriscono una diffusione molto rapida dell’infezione in tempi
relativamente brevi in Albania, mentre piu lenta ed estesa in un intervallo di tempo piu

lungo in Italia.
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