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Influenza tipo A |
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% Influenza aviare: una “nuova” emergenza?

% NON & una malattia nuova

% Segnalata da un veterinario Perroncito, nel 1878

“# |dentificazione dell’agente causale come un microrganismo
filtrabile (1902 Centanni e Savonuzzi)
%" A/Chicken/Brescia/1902 H7N7

¢ Conosciuta ad inizio secolo scorso come peste lombarda
(Hutyra & Marek)
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* Orthomyxoviridae
* Influenzavirus tipo A
* Sottotipi

* Haemagglutinin (16) 17 e 18
nei pipistrelli

 Neuraminidase (9) 10 e 11 nei
pipistrelli

Combinazioni multipli HA-NA
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Ecologia dei virus influenza A, &
RESERVOIRS

Contesto Ecoloéico

interconnessione tra ospiti
serbatioi, spillover, aberranti

6



Ospite reservolir

# Anseriformi: anatre, oche, cigni

# Caradriiformi: gabbiani, rondini marine, trampolieri
“# Mantiene l'infezione
“# Non contrae la malattia o solo in forma lieve
“ Animali giovani
“# Ciclo oro-fecale




Flussi migratori

Pacific \

Americas

Flussi migratori di
A.platyrhincos, A. querquedula
in Eurasia ed Africa ed A.

West Asia
flyway

discors in America

Aree di riproduzione

. Aree specie presenti
tutto I'anno

. Aree di svernamento

Science 312, 384 (2006)



Ospite spillover

# Pollame domestico

% Suscettibile all'infezione se esposto

% Trasmette l'infezione ad altri ospiti

“ Non mantiene la disseminazione virale

lungo tempo
# Una malattia piu grave dei reservoir

# Ciclo respiratorio

per



Ospite aberrante

# S’infetta raramente
@ di solito contrae una malattia grave

# ininfluenti nella epidemiologia della malattia, ma possono
esserne gravemente colpiti

Infezione H5N1:

uomo, cane, gatto,
tigre, leopardo

10



| %5 Interazione virus - ospite e

-I

* Host-cell Receptor

* HA activity and receptor
binding site

* NA activity

e HA-NA balance

11



Host cell receptors

e 2 tipi di recettori cellulari:

* Legame tra acido sialico e galattosio
* Due possibili tipi di legame: alfa (2,3) e alfa (2,6), a

HA1

HA2

seconda che il carbonio in posizione 2 dell’ acido sialico
si leghi al carbonio in posizione 3 o 6 del galattosio.

Influenza virus

haemagglutinin vian receptor Human receptor
| HO OH C,,O OH PH
. . H o
02,3-linked Sia O 10 wo\R
L : ' AcHN 0 OH
I HO Gal
a2,3-sialyllactose 02 ,6-sialyllactose Sialic Acid
d \E190 HO OH %
Lipid » OH C\O.
bilayer “vﬁ ITI;e’USAC y linked S . R o
£ a2,6-linked Sia ST o
SHS136
75 N137 o
—~
Ho"  OH R

Int. J. Mol. Sci. 2017, 18(7), 1541; do0i:10.3390/ijms18071541
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||Il/§5 Virus influenzale A: recettori

* |l passaggio dei virus influenzali aviari allluomo
necessita di un passaggio intermedio nel suino

2 tipi di recettori:
v' SAa2,3Gal — tipici dei volatili
v' SA02,6Gal — tipici dell’'uomo
v Suino — due tipi di recettori (mixing vessel)

Copyright @ 2006 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Microbiology
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L= D 2 2 . / . - S .S_E:%_;
% | istribuzione dei recettori nei tessuti OSpItI e

Prove Istochimica
(lectine):

Sambucus nigra - SA
a2,6 Gal (verde)
Maackia amurensis- SA
a2,3 Gal (rosso)

. Recettori SAo.2,6Gal -
faringe, trachea, bronchi

. Recettori SAa2,3Gal —
bronchioli, alveoli

. N-acetylneuraminic acid
(Neu5Ac)

-

presenta la stessa distribuzione
di recettori dall’'uomo

(Nelli et al, 2010)
N-glycolyneuraminic acid .

duct

£
(Neu5Gc)

sacs

Relative receptor expression trend

Sub-epithelium

b

helium

=
o
P

main
bronchus

segmental
bronchus

lobar
bronchus

terminal
bronchiole




HIN1

/

Easily spread Spreads slowly
Rarely fatal Often fatal

H5N1HPAI, H7N9 LPAI in
Asia (2003-2016) -
Passaggio diretto dai
volatili all’'uomo

15




Anatra

% Recettori SAa2,3Gal - trachea,

intestino, rene

% Recettori SAa2,6Gal - rene

Pollo

%" Recettori SAa2,6Gal - trachea,

rene

#* Recettori SAa2,3Gal - intestino

1

6

J Mol Genet Med(2009) 3:143-151



HA e sito recettoriale ol

finita tra proteina HA e recettore cellulare

« 2 tipi di recettori: SAa2,3Gal - Virus aviari, equini
SAo2,6Gal = Virus umani, suini

« Sito Recettoriale: 3 elementi strutturali: 130 loop, 220 loop e 190
helix

« Specificita recettori - mutazioni aa nella HA
& Leu226, Ser228 SAau2,6Gal
GIn226, Gly228 SAa2,3Gal (Vilnes et al, J Virol, 1998)
# E190D e D225G modificano specificita di recettore (SAa2,6Gal)

17



Cell

P RES S

* 190-helix

Influenza A Virus H7N9 Hemagglutinin £

T192 Nm

K§93

3

Inter-residue
contact network

Human Trachea

Single G228->S
Inter-residue amino acid change
contact network
o N160
1
g:m Ry \ - iy Human Trachea
» Non AR~y G228->S mutant HA

Cell 2013 153, 1486-1493DOI: (10.1016/j.cell.2013.05.034)

Copyright © 2013 Elsevier Inc. Terms and Conditions
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Necessaria per una efficiente trasmissione virale

Utilizzano lo stesso recettore cellulare

Antigenic sites

ENTRATA

Virus Membrane

Neuraminidase (NA) assists in viral exit

Sialic acid Galactose
A

HA — NA balance ===

USCITA

Neuraminidase

Nicholson, Karl., Robert Webster, et al. Textbook of Influenza. Oxford: Blackwell Science Ltd, 1998. 29-38. Print
Image: http:f /wawvirology:ws/ 2009/05/04finfluenza-virus-sttachment-to-cells/
Image: http://www.interactions.org /sgtw/2006/0510/avianflu_more.html

g



Zd HA - NA balance - =

? Efficient transmission:
}' * High HA avidity and high NA activity

* Low HA avidity and low NA activity

Not efficient transmission:
* Low HA avidity and high NA activity
* High HA avidity and low NA activity

Neuraminidase 20



Influenza suina |

21
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SIV, AIV: due lineaggi

- ew
= e
-5

'1

3 H1N1 H3N2, HIN2 SIV S

“N
' ]

W

Rh' H1iN1, H2N2, H3N2, HIN1pdm

unico lineaggio



&
Hin:a ll‘
han2
H1N1 avian like H3N2 reassortant HI1N2 regssortant
human like human like

H1 =

avian-like

H3 ] (e E

human-like

N1

INTERNAL GENES

INTERNAL GENES

INTERNAL GENES

23



1918 H1N1

|

Human H3N2

h Classical swine HIN1 ; Morth American avian

b / 1‘

Eurasian "avian-like

swine HIN1

Emergence of the
novel HIN1

1918 HIN1 HA

2009H1N1
~ pdm

Antigenically similar HA

owing to lack of selection
pressure in pigs or drift in
pig-specific antigen sites

2009 HINT HA

‘Antigenically frozen’ HA capable
of producing a new pandemic

Mature Reviews | Microbiology



Piano di monitoraggio SIV dal 1998- 2018 .

- ——
e i
g ——

Screening: Real time RT-PCR (gene M) Spackman

Campionamento: suini con forme respiratorie et al, J Clin Microbiol, 2002
- Real time RT-PCR CDC per 2009 HIN1 pdm

==
o ]
R/
. Pl
Isolamento virale: UEP, colture cellulari Sequenziamento genoma completto:
(MDCK, Caco-2) piattaforma NGS

lllumina Sequencing Technology
Robust Reversible Terminator Chemistry Foundation

http://openwetware.org/wiki/BioMicroCenter:S

i e ‘_*3' B ; equencing
Tipizzazione genomica: multiplex RT-PCR (HA,
NA) chiapponi et al, J Virol met, 184:117-120, 2012 Analisi filogenetica

1- EU SwIAV sequences obtained from the Influenza Research Database
(http://www.viprbrc.org/)

2- Multiple sequence alignment using the MUSCLE algorithm.

3- Maximum likelihood phylogenetic tree performed using IQtree software
and Model finder to determine the best model according to BIC

30 JUNE 2009 - 14:15




ggs Distribuzione geografica degli allevamenti suini
" e dei ceppi SIV isolati nel periodo 1998-2018

Swine density Geographical distribution of swine
(breeders and fattening pigs) influenza strains (SIVs) —
Pig density per N. of viral strains per

region region

O

vIZSLER jurisdiction area vs

ALY HIN1

- 15.6% (45985 Km?2 of territory

-22.7% (14.038.470) of inhabitants HIN2

-24.5% of farmed reared animals H3N2

-509% (~6.315.000) of pigs °
-c.a 40% of the GNP HIN1pdm 53

total 1126 : -

B OEVR E A EIQEVR & = o 50100 150 200 250 300




% . Ceppi SIV isolati nel periodo 1998-2018 _;?___,:;:
divisi per anno e per sottotipo

90 -
HH1IN1

” W HIN2
m H3N2
W 2009pdmH1N1

70

60

50

40

30

20

10

199819992000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 201020112012 20132014 20152016 2017 2018
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Gene combination

EU Avian- like H1av N1

A(H1N1)pdm2009

EU Avian- like H1av N1 Rpdm2009

EU Avian- like AISw/ltaly/4675/2003-like H1hu N1

EU Avian- like RH1pdm2009 N1

EU Avian- like H1av N1 Rpdm2009internal genes(IG)

A(H1N1)pdm2009- R EU avian like IG

EU A/Sw/Scotland/410440/94-like H1hu N2

EU A/Swiltaly/4675/2003-like H1hu RN2hu

EU Avian- like H1av RN2sw

EU Avian- like H1av RN2hu

EU A/Swi/ltaly/4675/2003-like HIhuRN2 Rpdm20091G

A(H1N1)pdm2009 RN2sw

EU A/Sw/Scotland/410440/94-like RH1av N2

EU A/Swi/ltaly/4675/2003-like H1hu RN2sw

EU A/Sw/Scotland/410440/94-like H1hu RN2

EU H1av RN2sw pdm2009 IG

EU H1av RN2sw pdm2009 IG

EU A/Swiltaly/4675/2003-like H1hu RN2Scot-94

EU A/Sw/Scotland/410440/94-like Hlhu RN2sw

EU Avian- like H1av RN2Scot-94 Rpdm2009

EU Avian- like H1av RN2sw Rpdm2009

EU A/Sw/Gent/1/1984 -like H3N2

EU A/ISw/Gent/1/1984 -like H3N2 Rpdm2009

Subtype Global Genotype Numb.er of
H1clas strains
1C.21 1 133
1A.3.3.2 5 47
1C.21 8 5
H1N1 | 1B.1.2.2 16 3
1A.3.3.2 1 1
1C.21 17 1
1A.3.3.2 23 1
1B.1.2.1 21 9
1B.1.2.2 3 74
1C.21 4 28
1C.21 6 13
1B.1.2.2 7 13
1A.3.3.2 18 8
1C.21 15 4
H1N2 | 1B.1.2.2 10 4
1.B.1.2.1 24 1
1C.21 18 2
1C.21 22 4
1B.1.2.2 14 2
1.B.1.2.1 19 3
1C.21 20 1
1C.21 25 1
2 85
H3N2 12 1
tot 444




¥ 4Eventi di riassortimento — combinazioni
Zgg‘ di geni 1998-2018 (444 ceppi) m—

)
Sl HIN2
sv. -y

=
eom p

B HIN2 EU

#% H1IN2 RSIV

® HIN2 RPDM

B HIN2 RHuN2

B HIN2 RhuN2+PDM

H1N1 # H1N2 RHUN2+SIV

B HIN1EU H3N2
E HIN1 PDM

H1N1 RSIV

® HIN1 RPDM
W H3N2 EU

® H3N2 RPDM
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Delezione 2 aa

pos 146-147
nella HA

HA gene

2003- 2017

\; sw Italy 3592 99 HIN2

Ceppi HIN2 italiani

94

7 1998 -2003
100 sw England 72685 96 HIN2
97 \— sw Scotland 410440 94 HIN2
15— Human H1N1
00— ¢ Pandemic HIN1 2009

L ——m American HIN1 SIVs

99

1% o Avian HIN1

European
100
91 _ HIN1SIVs

Ceppi HIN2 italiani

H1N2 Analisi filogenetica dei geni HA e NA .~

_

N_SAIS

ZNTH ueadoing

- — -—_-__-___.

5;’ Human H3N2 Hong Kong 199
New York 507 97 H3N2

\— Perugia 599 H3N2

55 g[ sw Finistere 127 99 H3N2
Lyon 2573 98 H3N2

r Athens 23 97 H3N2

L Genoa 5 98 H3N2
Denmark 511 98 H3N2

100 Moscow 10 99 H3N2

SAI ZNEH UBWNH U903y

Moscow 343 2003 H3N2
86

New York 923 06 H3N2
100

Bethesda NIH12-DO 08 H3N2

93

100 - Brisbane 10 07 H3N2

= S|Vs HIN2 Asia

European H1N2SIVs m

European H3N2 SIVs (PC-73 like)
22 . .
Hong Kong 1 68 H3N2 Ceppi HIN2 reassortanti

95

Avian H3N2

16

r Bangkok 01 79 H3N2
98 L Memphis 1 81 H3N2

2
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3D-MMS HA monomero b

Receptor binding domain (Ha et
al., 2002)

220-loop
130-loop hRZZ}'ZZS
R133-138 :

R146-147(133-
133A) (H3 num.)

190-helix
R190-198
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Eventi di riassortimento =

Sequenziamento genoma completo di 444 ceppi (1998-
2018)

Eventi di riassortimento multipli tra ceppi umani e suini
Non coinvolti ceppi aviari
Diversi pattern di riassortimento

H1N2 sottotipo piu sottoposto a fenomeni di
riassortimento

H3N2 piu stabile

Recente comparsa di diversi fen riassortimento tra ceppi
HIN1, HIN2 e ceppi HIN1pdm
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Influenza aviare
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%] Influenza aviare: due malattie -2 .

Distinte per:
- Sintomatologia clinica indotta nei volatili
- Caratteristiche degli stipiti virali:

rd "

Influenza aviaria a || Influenza aviaria ad
bassa patogenicita alta patogenicita
(LPAI) (HPAI)

. i

H5, H7

34



f Basi molecolari della patogenicita =

e
-

Virus a bassa
patogenicita

1

Possiedono un solo aminoacido
basico nel sito di “cleavage”

Es. sequenze aminoacidiche H7:

-PEIPKGR¥GLF-,
-PENPKGR*GLF-

Virus ad alta
patogenicita

!

Possiedono piu aminoacidi basici
nel sito di “cleavage”

Es. sequenze aminoacidiche H7:
-PEIPKKKKR*XGLF-, -

-PEIPKKREKR¥GLF-, -
PETPKRRRR¥GLF-

35



= ° < .ag
IIII ] Patogenesi e patogenicita ol
ik sito di clivaggio BASSA: enzimi di tipo tripsinico
0 ¢ proteolitico necessario nelle mucose respiratorie e
: per scindere laHA e digerenti
liberare il peptide di . . .
Pep ALTA: enzimi presenti in tutti i
fusione .
tessuti
The Confgrmations of the Haemaggl "ﬁin
Uncleaved  Cleavid (primed) . Jsion pActivated iy OB i o
Me’ (}b\ Anchor ; M‘:’P“"" L 0 % < /
O’b \ "N 4 N.a\Ps  Receptor % ; 0 \
0 containing & I &°
Rer .\Q.nmdiﬂg ~ I MZ % i - Neuraminidase
\ I @Q[e [ S, /3\‘.‘ Y inhibitors
- .':“ ! ,\”b k;,‘é‘__‘l: "-| NS
| % 4 B Ve '
} “’é,- 1§ Uncoating [ unsmurii RNA (+/-) X
— - = Endocjtmls %M' - .':. “‘ ]
and fusion SFAFAR
e ;
s GTPL’
supply m
inhibitors
IMP dehydrogenase
inhibitors

36
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LPAI HPAI

Proteases localized in respiratory and Ubiquitous proteases
intestinal organs

Wabhlgren et al, 2011 -



Virus influenzali H5, H7

Uccelli acquatici selvatici: virus a bassa patogenicita

Pollame domestico: adattamento dei virus influenzali | ¥

* HA addizione siti di glicosilazione
* NA delezione aminoacidi
Virus H5 e H7: variazione della patogenicita

(drift antigenico)

Influenza aviaria a bassa virulenza (H5 e H7) LPAI

Influenza aviaria ad alta virulenza (HPAI)

| 4
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7  Disposizioni legislative

% DIR 2005/94/CEE
Influenza aviaria - infezione del pollame o altri volatili
causata da virus influenzale A:
= sottotipi H5, H7
= |VPI > 1,2 nei pulcini di 6 sett

% Manuale OIE maggio 2012
= Notifiable Avian Influenza Virus (NAI)

HPAIV, tutti AIV H5 e H7
= | PAIV — tutti i virus non NAI

39




. H7ZN1 LPAI — 1999 (tacchini)

40






HPAIV H5N8

42



4

' HPAIV H5N8 Lona

 January 2014, novel reassortant HPAI viruses of subtype
H5N8

* Asian-lineage subtype H5 highly pathogenic avian influenza
(HPAI) clade 2.3.4.4, as is the case for A(H5N6) and A(H5N1)
viruses from Asia

* The viruses have been detected in captured and apparently
healthy wild migratory birds and dead wild birds as well as in
domestic chickens, geese and ducks

* |solated from free-living wild birds of the orders
Accipitriforme, Anseriforme, Charadriiforme, Falconiforme
and Gruiforme

 Low to moderate virulence in mammals



Indicative transmission routes of HPAI
A A(H5N8) through birds migrating into

Europe

1 ¥ % / 2ol
L tna
' e "‘"5;-, —— 2014 Spring bird migration (Group &)
‘ * oy ~—> 2014 Fall bird migration (Subgroup A1)
A ' k\ ! —= 2014 Fall bird migration (Subgroup A2)
2 ﬁf' ; i) . 2014 Fall bird migration (Subgroup A3)
i J SR 7 b e = —— Maintenance and circulation of virus

Journal of Virology, 2015, Jun;89(12):6521-4,
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Legenda

Positivita HPAIH5NS

g8 Allevamento Industriale
g Allevamento Rurale
o7 Selvatico

2k In cattivita

Positivita HPAIH5N8

+ Allevamento Industriale
&= Allevamento Rurale
g8 Selvatico

g In cattivita

Positivita HPAI H5

g Allevamento Rurale
g Selvatico

= -

—_—
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Positivita H5N8

+ Allevamento industriale
+ Allevamento rurale

gp Selvatico

Positivita H5N5

op Selvatico

D Regioni
D Province

83 focolai: 47 Lombardia

27 Veneto

5 Emilia Romagna
2 Piemonte

1 Lazio

1 FVG

0510 20 30 40 50
Ik

Brescia

- Livorno

Reggio

Bolzano

eeeeee

Fisa

Siena

.
Ferrara

Austria

Belluno

Pordenone

e
—

'{29; 11/12/2017 \

Slovenia

Ravenna

Forli-Cesena




Avian influenza — human cases

How Infected Backyard Poultry Could Spread Bird Flu to People

Human Infections with Bird Flu Viruses Rare But Possible
2 Contaminated Surfaces
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« Dal 2003 a aprile 2017: 858 casi confermati con 453 morti in

16 paesi

« Da Gennaio 2018: Nessun nuovo caso

« H5NG6: Dal 2014 19 casi con 6 morti

Number of Confirmed Human H5N1 Cases
by month of onset as of 2017-03-14

40

L
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ooom

Azerbaijan (8)
Bangladesh (8)
Cambodia (56)
Canada (1)

EO0OE

China (53)
Djibouti (1)
Egypt (358)
Indonesia (199)

]
|
|
|

lrag (3)
Laos (2)
Myanmar (1)
MNigeria (1)

Pakistan (3)

Turkey (12)

=]
O Thailand (25)
B
|
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* Dal 2013 a ottobre 2018: 1567 casi confermati,
615 morti (dati WHQO)

* Nessun caso da settembre 2018

Contery far Dissase
Contral gnd Freveation
hatanal Center ke immunraten
and Reapiratory Diseases

Genetic Evolution of H7N9 Virus in China, 2013

{ ﬁ Multiple Reassortment Events
Domestic Ducks HIM3 wins

H7NG virus /

H7 M3 Yirus

Setting: Habitats shared by wild and domestic birds
arvdfor live bird ‘poultry markets

Domestic Poultry Multiple HSN2 viruses

The eight gemes of the HTMS vinus are closely related to avian influenza vinuses found in domestic ducks, wild birds and domestic poultry in
Azia. The wirus likely emerged from “reassortrment” a process in which two or more influenca vinuses co-infect a single host and exchange genes.
This can result in the crestion of a new influenza vines. Experts think maltiple reassortment events bed to the crestion of the HPND virus, These
events may have ocourned in habitats shared by wild and domestic birds and/'or in live bied/poultry markets, where different species of birds are
beought and scld for food, As the above diagram shows, the HTNG virues lkely abtained its HA (hemagglutinin} gene frorm domestic ducks, its MA
[meuraminidase) geme from wild birds, and its six remaining genes from multiple related H9NZ influenza viruses in domestic poultry,
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H7N9 casi umani

AR Tl anc it ~ October 2016 - 25 October 2017 g ST g
°) Organization of the — e 2 ~-‘-._1~
&Y/ United Nalluns o e -~ "
S N e ‘\.-'3- Heillangpang # )}{‘

Ginw 3

o a-‘d..-,
-

Qunghai 4

Xinpang

— .
Inner Mnng-ollz ¢

1,600 km

-:;IL ‘ - S 5\ ‘ .|||:L\ ‘.r'M.‘V/
# L}

Legend

New Animal/Environment

(since 20 September 2017)
[} New Human case

(since 20 September 2017)

Wave 5

(Since October 2016)
‘ Animal/Environment
@ Human case

Wave 4
[October 2015 - September 2016)

&  Animal/Environment

3 e
=, f;,’fﬂ"; -":F P J{F}-— @ Human case

High pathogenicity for
poultry confirmed

@ Likely exposure in a
different province

Poultry density (heads / km)

J<1 [ ]s00-1.000
]1-50 [ ]1.000-2500
[ lso-100 [_]2s00-10000
[ Joe-250 [ 10.000- 30,000

[ Jzs0-s00 [ ]=>30.000

Poultry density (Wint and Robenson, 2007)
UN Geospatial Information Section (2017
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* Influenza aviare sottotipi H5, H7:
* HPAI e LPAI
e denuncia obbligatoria
e Abbattimento di tutti i soggetti sani e infetti presenti nella

azienda infetta
* Influenza suina:
e Eventi di riassortimento multipli
e Coinvolgimento di ceppi suini e umani ma non aviari

Conclusioni S
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