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C
EN

N
I STO

R
IC

I

Geroglifico ritrovato a 
M

enfi (Egitto), datato ca 
1400A

C

Ritrae il sacerdote del 
tem

pio Siptah con i tipici 
segni di una poliom

ielite 
paralitica

E’ la prim
a testim

onianza scritta di una infezione virale



IL
 C

O
N

C
E

T
T

O
 D

I V
IR

U
S: 

O
R

IG
IN

E
 D

E
L

L
A

 V
IR

O
L

O
G

IA

•
N

el1892,D
m

itriIvanow
ski,dim

ostro’
che

estrattidifoglie
di

tabacco
m

alate,passati
attraverso

un
filtro

di
ceram

ica
in

grado
di

trattenere
i

batteri,
potevano

ancora
trasm

ettere
la

m
alattia

ad
altre

piante.

•
N

el1898,M
artinusB

eijerinick
conferm

ò
ed

estese
irisultati

di
Ivanow

ski
e

sviluppò
per

prim
o

il
concetto

di
“virus”

com
e

agente
filtrabile

infettante
(contagium

vivum
fluidum

)

•
IN

IZIA
L’ER

A
D

ELLA
V

IR
O

LO
G

IA
M

O
D

ER
N

A



Scoperta dei virus

•1892 -
Ivano

vsky –
sco

prì il virus del m
o

saico
 del tabacco

  

• 1898 -
L

o
effler &

 F
ro

sch –
sco

priro
no

 che l’agente della 
sindro

m
e “m

ani piedi”
era filtrabile 

• co
ncetto

 chiave: i virus so
no

 agenti no
n so

lo
 picco

li m
a si    

replicano
 so

lo
 nell’o

spite, N
O

N
 nel bro

do
 di co

ltura

•1901 prim
o

 virus um
ano

: il virus della febbre gialla (W
. R

eed)

• 1908  R
o

us sarco
m

a virus, po
lio

virus

• 1915 -
batterio

fagi

• 1933 -
influenza virus

• il term
ine virus deriva dal latino

 “veleno
”.



Im
patto dei virus sulle form

e 
di vita 

•
V

irus sono gli organism
i viventi più 

abbondanti sul pianeta
•

Studi di m
etagenom

ica di cam
pioni am

bientali 
am

plificati e sequenziati m
ostrano che i geni 

virali costituiscono la m
aggior parte della 

geosfera
•

V
irus hanno un

’im
portanza determ

inante, non 
diversa dai batteri, sulla evoluzione, anche 
sull’origine del D

N
A

 e dei m
am

m
iferi   



D
efinizione di virus

•Sono parassiti intracellulari obbligati

•Il loro genom
a è costituito da D

N
A

 o R
N

A

•A
ll’interno della cellula, il genom

a virale si replica 
e dirige la sintesi di altre com

ponenti virali, 
sfruttando il sistem

a cellulare

•La progenie virale, virioni, rappresenta il veicolo di 
trasm

issione del genom
a virale nelle cellule 

adiacenti, avviando un nuovo ciclo infettivo



8

-M
ancanza del sistem

a generatore di ATP

-M
ancanza di attività m

etabolica 

-M
ancanza di m

em
brane interne e ribosom

i (ecc. 
Arenavirus)

-U
n solo tipo di acido nucleico

(ecc. Poxvirus: virus a D
N

A, tracce di R
N

A
R

etrovirus: virus a R
N

A, tracce di D
N

A)



W
ho gets them

?
•

M
am

m
als and birds

•
am

phibians, reptiles and 
fish

•
plants and fungi

•
insects

•
even bacteria are 
infected by viruses



Sizes R
elationships A

m
ong 

M
icroorganism

s



D
IM

EN
SIO

N
I D

EI VIRU
S



IL
 G

E
N

O
M

A
 V

IR
A

L
E

I genom
i virali variano in lunghezza da 3500 nt (fago M

S2) a 280 Kbp 
(Cytom

egalovirus) e a 1,2 M
b (m

im
ivirus) 



Figure 18.4 V
iral structure
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C
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H
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C
lassificazio

ne virale in base a:

-
natura del geno

m
a nel virio

ne

-
sim

m
etria del capside

-
presenza di envelo

pe o
 pericapside

-
dim

ensio
ne del virio

ne &
 capside





Fam
iglia: P

icornaviridae (pico
rnavirus fam

ily)

G
enere: enterovirus, rhinovirus, aphtovirus, 

hepatovirus, cardiovirus

G
ruppi del genere “Enterovirus”: po

lio
virus, 

co
xsackievirus A

 -B
, echo

virus, entero
virus  

E
SE

M
PIO



C
om

ponenti V
irali

•
Proteine
–

Proteine strutturali 
–

Proteine di m
em

brana (riconoscim
ento del Recettore) 

Enzim
i

•
A

cido N
ucleico genom

ico
–

D
N

A
–

R
N

A
•

Envelope o pericapside presente solo in alcune fam
iglie 

virali
–

M
em

brana plasm
atica  –

es. Param
yxoviruses

–
M

em
brana N

ucleare –
es. H

erpes viruses
–

M
em

brana del G
olgi –

es. B
unyaviruses



Proteine virali

•
Proteine Strutturalisono quelle che 
costituiscono la struttura del virione

•
Proteine non-strutturalisono per lo più ad 
attività enzim

atica ed hanno diverse 
funzioni



STRU
TTU

RA
 D

EI VIRU
S

CA
PSID

E 
(proteico)

Virione

Rivestim
ento

Core 
interno

EN
VELO

PE
(lipidico)

A
C. N

U
CLEICO

PRO
TEIN

E
(enzim

i)



IL CA
PSID

E

•Funzione:
protezione,riconoscim

ento
recettori,trasporta

ilgenom
a

alnucleo

•Struttura:strutture
regolaria

partire
da

subunità
irregolari

•Econom
ia

digenom
a:due

sim
m

etrie
per

l’architettura
delvirione

•Sim
m
etria

elicoidale
:

TM
V,

Rhabdovirus

•Sim
m
etria

icosaedrica:
adeno,

herpes
,picornavirus

•Le
forze

che
legano

insiem
e

i
protom

erisono
non

covalenti.

•I
virioni

sono
dati

dall
’

interazione
proteina–proteina,proteina-ac.nucleico,
proteina-lipidi



CA
PSID

I ELICO
ID

A
LI:

VIRU
S D

EL M
O
SA

ICO
 D

EL TA
BA

CCO
 (TM

V)



D
E

N
A

T
U

R
A

Z
IO

N
E

 D
I T

M
V



disc
“locked w

asher”

TM
V -

A
SSEM

BLA
GGIO



I CA
PSID

I ELICO
ID

A
LI D

I VIRU
S A

N
IM

A
LI 

PO
SSO

N
O
 ESSERE RIVESTITI D

I EN
VELO

PE



C
A

PSID
I E

L
IC

O
ID

A
L

I: 
R

H
A

B
D

O
V

IR
U

S



IN
FLU

EN
ZA

 VIRU
S



CA
PSID

I ICO
SA

ED
RICI:  A

D
EN

O
VIRU

S 



C
O

S
’E

’
U

N
 IC

O
SA

E
D

R
E

O
?

L
’icosaedro è un poliedro regolare con 20 facce triangolari e 12 vertici
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NUMERO DEI CAPSOMERI

N
 = (10 x T) + 2

(es. A
denovirus T

= 25
N

= 252)
*tracciando delle rette che congiungono tutti i capsom

eri adiacenti di una faccia

. C
alcolo del num

ero di triangolazione* = T

A
denovirus 25

H
erpesvirus 16



CA
PSID

I ICO
SA

ED
RICI: PO

LIO
VIRU

S

unità strutturali:  protom
eri              unità m

orfologica: capsom
eri



M
orfologie virali

adenovirus

m
orbillivirus

parvovirus
papillom

avirus

100 nm
1 nm

 = 1 m
illionth of a m

m
100 nm

 = 1 ten thousandth of a m
m



herpesvirus

parainfluenza
virus

influenzavirus

poxvirus

1 nm
 = 1 m

illionth of a m
m

100 nm
 = 1 ten thousandth of a m

m

100 nm





VIRU
S CO

M
PLESSI: I BA

TTERIO
FA

GI



IL
 B

A
T

T
E

R
IO

FA
G

O
 T

4



Proteine virali

•
Proteine Strutturalisono quelle che 
costituiscono la struttura del virione

•
Proteine non-strutturalisono per lo più ad 
attività enzim

atica ed hanno diverse 
funzioni



Principali attività di proteine virali

-E
nzim

iche intervengono nella interazione virus-
cellula ospite (es. neuram

inidasi)

-E
nzim

i necessari alla trascrizione di m
R

N
A

 (es. 
R

N
A

 polim
erasi R

N
A

 dipendente, trascrittasi inversa, 
R

N
A

 polim
erasi D

N
A

 dipendente (Poxvirus)

-E
nzim

inecessari per trascrivere R
N

A
 genom

ico in 
D

N
A

 (es. trascrittasi inversa (retrovirus)

-E
nzim

i necessari alla replica e processam
ento D

N
A

 
virionico (H

B
V

)

-Protein kinasi(es.H
B

V, H
SV

)



D
N
A

o
RN

A
,

singola
e

doppia
elica,

lineare
e

circolare,
unico

o
fram

m
entato

Strettam
ente

im
pacchettato

nelcapside
A
ssociato

a
Ioni+

o
a

proteine
basiche

(virali
o

cellulari)
per

neutralizzare
le

cariche
negative

deigruppifosfato
Sequenze

di
riconoscim

ento
per

il
packaging

nella
struttura

prim
aria

e
secondaria

N
ecessità

’
di

un
innesco

per
la

replicazione
:

Estrem
ità

ridondanti,
ripetute

o
associate

a
varie

proteine
per

l’innesco
della

duplicazione;tRN
A

com
e

prim
ers

Potenziale
di

inform
azione

altam
ente

com
presso

(geni
sovrapposti),

possibilità
di

splicing
m

ultiplie
alternativinell’

m
RN

A
RN

A
 genom

ico a polarità  (+) o (-)rispetto al m
essaggero

genom
iam

bisenso
(m

isto
di+

e
-)

LE CA
RA

TTERISTICH
E D

EL GEN
O
M

A
  VIRA

LE D
EFIN

ISCO
N
O
 LE D

IVERSE 
STRA

TEGIE D
I REPLICA

ZIO
N
E

IL GEN
O
M

A
 VIRA

LE: PRO
PRIETA

’







Fasi di replica virale
A

dsorbim
ento

•Penetrazione

•U
ncoating

•Trascrizione, traduzione

•R
eplicazione del genom

a

•A
ssem

blaggio

•R
ilascio



V
irus replication

M
aturation

Release

Insertion of virus
proteins into
m

em
brane

Budding

Virion
A
ssem

bly

Protein
Synthesis

N
ew

ly synthesised
virus proteins

G
enom

ic
nucleic acid
synthesis

Virion 
attachm

ent
to cellular
receptors

U
ncoating

Replication of
Genom

ic
nucleic acid

m
RN

A
 synthesis



A
ttacco, Penetrazione, e 

“U
ncoating”

Figure 13.14





R
ecettori virali







M
odello di entrata di virus privo di pericapside: poliovirus



Influenza virus entry
Endosom

e

H
+

H
+ 2

M
1

vRN
Ps

Pore
Com

plex

N
uclear

Envelope

3

Extracellular
Intracellular

Plasm
a M

em
brane

Coated pit

1

Virus
A
ttachm

ent



gp120
gp41

V3
C

D
4

C
C

R
5

C
D

4 B
inding

C
C

R
5 B

inding
Fusion Peptide

Exposure

H
IV

 R
eceptor Interaction



Pericapside o  envelope

Tipico
deivirus

A
N
IM

A
LI.

Ilm
antello

pericapsidico
o

envelope
è

costituito
da

fosfolipidi
e

glicoproteine
D

eriva
dalle

m
em

brane
della

cellula
ospite

per
m

ezzo
di

un
processo

digem
m
azione

.
Le

glicoproteine
che

form
eranno

le
spicole

sono
codificate

dal
virus
Q

ueste
strutture

sono
im

portanti
nella

fase
d
’attacco

del
ciclo

replicativo
virale





R
ilascio dei virioni dalla cellula





B
atteriofagi

C
iclo litico vs ciclo lisogeno

•
C

iclo litico
(fago virulento)

•
R

ilascio del virus e uccisione della cellula 
•

C
iclo lisogeno

(fago tem
perato)

–
Il D

N
A

 fagico si integra con il genom
a cellulare

V
iene

espressa
una

proteina
fagica

che
previene

la
trascrizione

dialtrigenifagici
–

Può essere trasm
esso alla cellula batterica sorella

–
Può iniziare un ciclo litico in risposta a segnali 
am

bientali 







The lytic cycle of phage T4, a 
virulent phage

Attachm
ent.The T4 phage uses

its tail fibers to bind to specific
receptor sites on the outer 
surface of an E

. colicell.

Entry of phage D
N

A 
and degradation of host D

N
A.

The sheath of the tail contracts,
injecting the phage D

N
A into

the cell and leaving an em
pty

capsid outside. The cell’s
D

N
A is hydrolyzed.

Synthesis of viral genom
es 

and proteins.The phage D
N

A
directs production of phage
proteins and copies of the phage
genom

e by host enzym
es, using

com
ponents w

ithin the cell.

Assem
bly.Three separate sets of proteins

self-assem
ble to form

 phage heads, tails,
and tail fibers. The phage genom

e is
packaged inside the capsid as the head form

s.

R
elease.The phage directs production

of an enzym
e that dam

ages the bacterial
cell w

all, allow
ing fluid to enter. The cell

sw
ells and finally bursts, releasing 100 

to 200 phage particles.

1
2

4
3

5P
hage assem

bly

H
ead

Tails
Tail fibers



M
any cell divisions 

produce a large 
population of bacteria 
infected w

ith the 
prophage.

The bacterium
 reproduces

norm
ally, copying the prophage

and transm
itting it to daughter cells.

Phage D
N

A
 integrates into 

the bacterial chrom
osom

e,
becom

ing a prophage.

N
ew

 phage D
N

A
 and 

proteins are synthesized 
and assem

bled into phages. 

O
ccasionally, a prophage 

exits the bacterial chrom
osom

e, 
initiating a lytic cycle.

C
ertain factors

determ
ine w

hether

The phage attaches to a
host cell and injects its D

N
A.

Phage D
N

A
circularizes

The cell lyses, releasing phages.
Lytic cycle
is induced

Lysogenic cycle
is entered

Lysogenic cycle
Lytic cycle

or
P

rophage

Bacterial
chrom

osom
e

P
hage

Phage
D

N
A















V
irus replication

M
aturation

Release

Insertion of virus
proteins into
m

em
brane

Budding

Virion
A
ssem

bly

Protein
Synthesis

N
ew

ly synthesised
virus proteins

G
enom

ic
nucleic acid
synthesis

Virion 
attachm

ent
to cellular
receptors

U
ncoating

Replication of
Genom

ic
nucleic acid

m
RN

A
 synthesis



Il genom
a virale 

Codifica per la sintesi delle com
ponenti virali e degli enzim

i della replicazione

E’ costituito da  una m
olecola di D

N
A
 o RN

A
 singola o m

ultipla, segm
entata 

circolare o lineare.

Può essere a singolo filam
ento (ss)

A
 doppio filam

ento (ds)

L’m
RN

A
 virale si lega ai ribosom

i della cellula ospite e viene tradotto in proteine 
virali 



B
altim

ore C
lassification of V

iruses

2
ssD

N
A

Parvovirus
dsD

N
A

m
RN

A
ssD

N
A

4
+ve ssRN

A
dsRN

A
+ve ssRN

A
 [A

cts as m
RN

A
]

Enterovirus

5
-ve ssRN

A
Influenza A

virus
dsRN

A
-ve ssRN

A
m
RN

A

6
ssRN

A
m
RN

A
dsD

N
A

ssRN
A

Retrovirus
(e.g. H

IV)

7
N
icked dsD

N
A

H
epatitis B
virus

nicked dsD
N
A

intact dsD
N
A

m
RN

A

RN
A

G
roup

G
enom

e
R
eplication

E
xam

ple

1
dsD

N
A

dsD
N
A

m
RN

A
H
erpes sim

plex
virus

3
dsRN

A
Reovirus

dsRN
A

m
RN

A



4

VIR
U

S A D
N

A

R
eplicazione nucleare e citoplasm

atica
H

EPA
D

N
AVIR

U
S 

R
eplicazione nucleare 

R
eplicazione citoplasm

atica
PO

XVIR
U

S 

.a
D

N
A

ds = A
denovirus e H

erpesvirus. Poxvirus
.b

D
N

A
ss

= Parvovirus

1) 
D

N
A lineare

2) 
D

N
A

ds circolare = H
epadnavirus, Poliom

avirus  e 
Papillom

avirus
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Parvovirus -Papillom
avirus e Poliom

avirus: D
N

A pol cellulare

A
denovirus -H

erpesvirus: D
N

A pol virale

> velocità
> errori

Target per agenti antivirali
(es. acyclovir, A

ZT)

R
EPLIC

A
ZIO

N
E del D

N
A VIR

A
LE

SEM
IC

O
N

SER
VATIVA
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R
eplicazione del genom

a dei virus a DN
A : 

le proteine di riconoscim
ento della regione O

R
I

Tutti i virus a D
N

A
 devono codificare alm

eno una proteina per 
iniziare la replicazione del genom

a

legam
e di specifiche proteine alla regione O

R
I del genom

a virale.
il legam

e con le proteine tende a distorcere la regione O
R

I

eventuale reclutam
ento di proteine cellulari 

per la replicazione del D
N

A
 virale  

M
olte delle proteine reclutate sulla regione O

R
I hanno attività di elicasi  

A
TP-dipendente per lo srotolam

ento del D
N

A
 virale

C
aratteristiche com

uni:

I
virus

più
grandi

codificano
anche

la
loro

D
N

A
polim

erasi
e

altre
proteine

essenzialiperla
replicazione

delgenom
a



7

TR
A

SC
R

IZIO
N

E D
EI VIR

U
S A D

N
A

Presenza di proteine regolatrici virali e/o cellulari che 
interagiscono con sequenze  “prom

oter”al 5’ dei geni virali

5’ sequenze “cap”
3’ poli A (100-200 residui di adenina)

¾
Trascrizione di geni su filam

enti diversi di D
N

A ed 
¾

in direzione opposta (es. SV40 = early
e late

su filam
enti opposti)

¾
m

R
N

A con introni 
Splicing

¾
m

R
N

A policistronici
lettura in O

R
F differenti    

U
tilizzano R

N
A pol II cellulare



D
N

A
 helicases: U

nw
inding

D
N

A
 binding proteins: Prevents w

inding back
D

N
A

 prim
ase: form

ation of D
N

A
/R

N
A

 prim
er (from

 free nucleosides in cell)
D

N
A

 polym
erase: C

atalyse elongation of new
 strand (5’ -3’)

L
agging strand:

D
N

A
 ligase: C

onnects O
kasaki fragm

ents 















Genom
i a D

N
A

, 
herpesviridae

From
 Cann Principles of m

olecular virology (2001). A
cadem

ic Press
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La
replicazione

del
D

N
A

virale
avviene

nel
nucleo

percircolarizzazione
e

sintesitram
ite

cerchio
rotante

L’assem
blaggio

della
particella

virale
avviene

nel
nucleo

e
l’acquisizione

del
tegum

ento
esterno

avviene
per

gem
m

azione
sulla

m
em

brana
nucleare

proteine beta
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M
odello di replicazione del DN

A dei virus erpetici  
C

erchio rotante

1. tag
lio

 d
ella m

o
leco

la circo
lare : 3’-O

H
 utilizzato com

e prim
er

2. la sin
tesi d

ella n
u

o
va elica  p

ro
vo

ca la d
islo

cazio
n

e d
ell’elica

com
plem

entare

3 e 4.  sintesi in continuo della form
a 

circo
lare e sin

tesi d
isco

n
tin

u
a su

ll’elica 
dislocata con form

azione di 
concatam

eri di dsD
N

A

Il taglio del D
N

A
  (sequenza term

inale 
ripetuta a) congiuntam

ente al 
processo di incapsidam

ento del D
N

A
 

genera i nuovi genom
i virali lineari



V
ID

EO



Penetrazione di 
A

denovirus
•

entrata
m

ediata
da

endocitosi
clatrina-

dipendente

•
Perdita

delle
fibre

Lisi
della

m
em

brana
degli

endosom
i

m
ediato

dalla
proteina

della
base

dei
pentoni

•
A

livello
dei

pori
nucleari

la
struttura

capsidica
subisce

un
disassem

blaggio
parziale

:
-

perdita
deipentoniIIIe

della
proteina

IIIa
-dissociazione

della
proteina

VIII

-
degradazione

proteolitica
della

proteina
VI

da
parte

della
proteasi

presente
nelvirione

(adenina)

-perdita
della

proteina
IX

pH



C
IC
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D

I 
R

EPLIC
A

ZIO
N

E



Genom
i a D

N
A

, adenoviridae

From
 Cann Principles of m

olecular virology (2001). A
cadem

ic Press
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IC
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D
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V
IR
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E-geni precoci
L-geni tardivi

geni precoci
geni tardivi

50 proteine
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R
eplicazione

del D
N

A virale

From
 Flint et al. Principles of Virology

l’elica d
i D

N
A

 d
islo

cata form
a u

n
  

“p
an

h
an

d
le” via  “in

verted
 term

in
al  

rep
eats” p

resenti al 3’ e 5’

associazione  Pol--TP
e …

…

sintesi  del filam
ento

com
plem

entare

D
N

A polim
erasi virale

R
eplicazione

asim
m

etrica:
inizia

al3’diuno
deifilam

enti

Prim
er:

proteina
term

inale
p55

(sequenza
O

R
I

in
ITR

al3’delfilam
ento

stam
po)





Genom
i a D

N
A

, Polyom
avirus

•
D

oppio filam
ento circolare di circa 5kbp

•
N

el virione assum
e una struttura 

superavvolta d è associato a 4 istoni 
cellulari H

2A
, H

2B, H
3 e H

4
•

Contiene 6 geni: essi sono posizionati in 
entram

bi i filam
enti e spesso sono 

sovrapposti
•

L’origine di replicazione è circondata da 
sequenze non codificanti che controllano la 
trascrizione 











Genom
i a D

N
A

, Parvovirus
•

Lineare, singolo filam
ento circa 5kb. M

olto 
spesso il filam

ento im
pacchettato è quello –

•
A

nche i parvovirus replicazione-com
petente 

contengono solo due geni: rep,coinvolta 
nella trascrizione, cap, proteina del capside

•
Le term

inazioni genom
i hanno sequenze 

palindrom
iche di circa 115 nt, che form

ano 
strutture a forcina (hairpin) essenziali per 
l’inizio della replicazione del genom

a



Genom
i a D

N
A

, Parvovirus

From
 Cann Principles of m

olecular virology (2001). A
cadem

ic Press







R
EO

V
IR

U
S FA

M
ILY

double stranded R
N

A genom
e

outer capsid

inner capsid

R
N

A polym
erase plus 5’ end

m
odification enzym

es



Genom
i a RN

A
 a doppio 

filam
ento, Reoviridae (Reovirus)

•
Il genom

a è costituito da 
10 segm

enti di RN
A

 a 
doppio filam

ento ed è 
inpacchettato in un capside 
icosaedrico costituito da 2 
o 3 involucri concentrici. Il 
capside è costituito dalle 
proteine strutturali vere e 
proprie e da proteine 
strutturali m

eno 
abbondanti che 
com

prendono la trascrittasi 
virus-associata e tutti gli 
enzim

i necessari per la 
produzione di m

RN
A

 virale, 
incluse quelli coinvolti nel 
capping e nella m

etilazione







Genom
i a RN

A
 a doppio 

filam
ento, Reoviridae (Reovirus)

Ciclo replicativo

From
 W

agner and H
ewlett Basic virology

(2003) Blackwell Science Press











Genom
i a RN

A
 (+), Picornavidae

•
D

im
ensioni dalle 7.2 alle 8.5 kb, contiene una lunga 

U
TR al 5

’(600-1200nt) im
portante per la 

traduzione, sequenze IRES (Internal Ribosom
e 

Entry Site); U
TR al 3

’più corta (50-100 nt) 
im

portante per la sintesi del filam
ento (-)

•
Codifica una unica poliproteina

•
Entram

be le estrem
ità del genom

a sono 
m

odificate: VPg al 5
’e poliadenilzione al 3’ 

From
 Cann Principles of m

olecular virology (2001). A
cadem

ic Press



Genom
i a RN

A
 (+), Togaviridae

•
Lungo circa 11.7 kb, con struttura che 
ricorda un m

RN
A

 m
essaggero con cap 

m
etilato al 5’ e sequenza poli(A

) al 3’

From
 Cann Principles of m

olecular virology (2001). A
cadem

ic Press



Genom
i a RN

A
 (+), Flaviviridae

•
Lungo circa 10.5 kb, cap m

etilato al 5’, in m
olti 

casi il 3’ non è poliadenilato

From
 Cann Principles of m

olecular virology (2001). A
cadem

ic Press



hypervariable
region

capsid
envelope
protein

protease/helicase
R

N
A-

dependent R
N

A polym
erase

c22

5’core
E1

E2
N

S2
N

S3 33c

N
S4

c-100

N
S5

3’

H
epatitis C

 Virus



Genom
i a RN

A
 (-) 

•
In questa classe sono presenti virus con 
genom

a segm
entato, ed alcuni con genom

a 
am

bisenso: parte a polarità (-) e parte a 
polarità (+)

•
N

essuno di questi genom
i è infettivo com

e 
RN

A
 purificato in quanto non è riconosciuto 

com
e m

RN
A

•
Tutti i virioni possiedono associata al 
genom

a la polim
erasi virale che sarà 

utilizzata, all’inizio dell’infezione, per 
produrre i m

essaggeri a partire dallo 
stam

po RN
A

(-)





Genom
i a RN

A
 (-), 

Rhabdoviridae
•

Circa 11kb. Contiene una regione leader di 
50nt al 3’ e una breve U

TR al 5’. E’ 
presente un segnale di poliadenilazione 
alla fine di ogni gene e corte regioni 
intergeniche tra i 5 geni

From
 Cann Principles of m

olecular virology (2001). A
cadem

ic Press



Genom
i a RN

A
 (-), 

Param
ixoviridae 

•
15-16 kb, 6 geni separati da sequenze 
ripetute: un segnale di poliadenilazione alla 
fine del gene, una sequenza intergenica 
(GA

A
) e un sito di inizio della trascrizione 

all’inizio del gene successivo 

From
 Cann Principles of m

olecular virology (2001). A
cadem

ic Press





Genom
i a RN

A
 (-), 

O
rthom

yxoviridae
•

Genom
a segm

entato, 8 segm
enti (ceppi 

influenza A
 e B)

From
 Cann Principles of m

olecular virology (2001). A
cadem

ic Press



Genom
i a RN

A
 (-), 

O
rthom

yxoviridae
•

I segm
enti 

genom
ici non 

sono 
im

pacchettati 
com

e acido 
nucleico nudo, 
m

a associati alla 
nucleoproteina e 
sono visibili al 
M

.E. com
e 

strutture 
elicoidali

From
 Flint et al.Principles of Virology

(2000), A
SM

 Press





TR
A

N
SC

R
IPTIO

N
 

(m
R

N
A

 SY
N

TH
ESIS)

A
A

A

cleavage site

viral endonuclease

AA

host cell m
R

N
A

influenza m
R

N
A

=cap

influenza virus nucleocapsid
AUAU

viral polym
erase



B
unyaviruses





Genom
a dei retrovirus

4 caratteristiche principali:
1)

sono gli unici virus diploidi: 
contengono due copie di 
RN

A
(+) genom

ico tenute 
insiem

e in più regioni 
attraverso appaiam

ento di 
basi

2)
Sono gli unici virus che 
richiedono uno specifico 
RN

A
 cellulare (tRN

A
) per 

la replicazione

From
 Flint et al.Principles of Virology

(2000), A
SM

 Press





Genom
a dei retrovirus

3) Sono gli unici virus ad 
RN

A
(+) il cui genom

a non 
è utilizzato direttam

ente 
com

e m
RN

A
4) Sono gli unici virus il 
cui genom

a è prodotto 
attraverso la norm

ale 
trascrizione ad opera di 
enzim

i cellulari a partire 
da D

N
A

From
 Cann Principles of m

olecular virology (2001). A
cadem

ic Press



Genom
a dei retrovirus

R
è una corta sequenza che form

a ripetizioni dirette ad entram
be le 

estrem
ità del genom

a, im
portante durante il processo di 

replicazione, segnale di poliadenilazione
U
5 sequenza unica non codificante, prim

a parte del genom
a ad essere 

retrotrascritta, sito im
portante per l’integrazione

PBS
18nt com

plem
entari al 3’ del tRN

A
Leader

(90-500nt) non tradotta, contiene SD
 e y

 site
PPT

(c.a. 10nt) sito di inizio del filam
ento * di D

N
A

U
3 regione unica non codificante (200-1200nt) contenente elem

enti 
prom

oter





Ciclo replicativo retrovirus

From
 W

agner and H
ewlett Basic virology

(2003) Blackwell Science Press









T
he G

enom
e of H

IV

Three structural genes

LTRs

Extra open reading frames are clue to latency

These ORFs code for small proteins -antibodies in AIDS patients 





Genom
i a D

N
A

, H
epadnaviridae 

(H
BV)

•
D

oppio filam
ento parziale, circolare 

aperto, con associata la D
N

A
 

polim
erasi RN

A
-dipendente 

(trascrittasi inversa)
•

Filam
ento –

circa 3.5 kb, filam
ento + 

variabile nelle diverse particelle, 1.7-
2.8 kb

•
Tre trascritti principali: 3.5, 2.4 e 2.1 
kb, tutti dallo stesso filam

ento, 
condividono il 3

’m
a hanno un 5

’

diverso.









G
enom

a
R

N
A

 polim
erasi 

R
N

A
dependent(=

transcriptase) nel 
virione

R
N

A
 infettivo

E
vento iniziale 

nella cellula

Plus-stranded 
R

N
A

N
o

Infettivo
Traduzione

N
egative-

stranded R
N

A
Sì

N
on-infettivo

Trascrizione

D
ouble-stranded 

R
N

A
Sì

N
on-infettivo

Trascrizione

V
irus a R

N
A

 che non hanno una fase a D
N

A



G
enom

a
R

N
A

 polim
erasi 

D
N

A
-dependent

(=reverse 
transcriptase) 
nel virione 

Infectivity of 
R

N
A

E
vento iniziale 

nella cellula

Plus-stranded 
R

N
A

Sì
N

on-infettivo
Trascrizione 
inversa

R
ETR

O
V

IR
U

S





C
O

LTIVA
ZIO

N
E E M

ETO
D

I D
I 

SA
G

G
IO

 D
EI VIR

U
S

•
Essendo parassiti endocellulari obbligati i virus per replicarsi 
necessitano di cellule viventi:

–
A

nim
ali

-U
ova

em
brionate

–
C

ellule
in

coltura





N
orm

al &
 V

iral Infected 
C

horioallantoic C
hick 

M
em

brane



















M
ETO

D
I D

I STU
D

IO
...

O
 sulle proprietà chim

ico-fisiche dei virioni:
•

A
N

A
LIS

I S
IE

R
O

LO
G

IC
H

E

•
S

TU
D

I S
TR

U
TTU

R
ALI, P

U
R

IFIC
A

ZIO
N

E
, 

M
IC

R
O

S
C

O
P

IA
 E

LE
TTR

O
N

IC
A

, R
A

G
G

I X

•
S

TU
D

I B
IO

C
H

IM
IC

I, E
LE

TTR
O

FO
R

E
S

I E
TC

. 

•
A

N
ALIS

I G
E

N
E

TIC
H

E

•
B

IO
LO

G
IA

 M
O

LE
C

O
LA

R
E

, S
E

Q
U

E
N

C
IN

G
, 

B
IO

IN
FO

R
M

A
TIC

A
 

Basati sulle proprietà infettanti:

•M
ETO

D
O

 D
ELLE PLA

CCH
E



V
irus D

etection and Q
uantification:

B
iological M

ethods

•
P

laque A
ssay

•
TC

ID
50

•
LD

50





Calculation of PFU
/m

L
•

Plaques are 
enum

erated
•

Plaque Counts are 
averaged over w

ells
•

The average is then 
divided by the 
dilution tim

es the 
volum

e
(43+40+38)/3

(10
-4x 0.1)

= 3,730,000 pfu/m
l

43
4

1
0

40
3

0
0

38
6

2
0

Plaques form
ed per w

ell

10
-4

10
-5

10
-6

10
-7



Virus titration
-TCID50    

C
alcolo TC

ID
50



R
eed

&
 M

uench
Form

ula

I = Interpolated
value

of the 50%
 endpoint(also

know
n

as
the 

proportionaldistance) h = dilution
factor

I = { (%
 of w

ells
infected

atdilution
above

50%
 -50%

) . } /
(%

 of w
ells

infected
atdilution

above
50%

 -%
 of w

ells
infected

atdilution
below

)

50%
 endpointtiter= 10 log totaldilution

above
50%

 -(I x log h)

Dilution
10

-2
10

-3
10

-4
10

-5
10

-6

Positives
24

22
7

1
0

W
ells 

inoculated
24

24
24

24
24

%
Infected

100
92

29
4

0

Exam
ple

50%
 endpoint titre= 10

-3-(0.66x1)=10
-3.66

TC
ID

50=10
3.66/m

l

I=(92-50)/(92-29)=42/63=0.66





















P
C

R
 C

ycle -S
tep 1

-D
enaturation Tem

plate D
N

A by 
H

eat (95
oC

)

Target Sequence

Target Sequence



P
C

R
 C

ycle -S
tep 2 –

Tem
perature is low

ered (T
m

 ) and prim
ers anneal to 

target sequences



P
C

R
 C

ycle -S
tep 3 -

A
t 72 o C

 Taq
D

N
A polym

erase catalyses prim
er 

extension as com
plem

entary nucleotides are 
incorporated



E
nd of the 1st PC

R
 C

ycle –

R
esults in tw

o copies of target sequence



Target A
m

plification
N

o. of
N

o. A
m

plicon 

C
ycles

C
opies of Target

1
2

2
4

3
8

4
16

5
32

6
64

20
1,048,576

30
1,073,741,824

1 cycle = 2 A
m

plicon

2 cycle = 4 Am
plicon

3 cycle = 8 A
m

plicon

4 cycle = 16 A
m

plicon

5 cycle = 32 A
m

plicon

6 cycle = 64 A
m

plicon

7 cycle = 128 A
m

plicon



G
el D

etection







Variations of PCR in the D
iagnostic Lab

The m
ost com

m
on variations of standard P

C
R

 used 
in the diagnostic laboratory are:

•R
everse Transcriptase P

C
R

 (R
T-PC

R
)

•N
ested P

C
R

 (n-PC
R

)
•M

ultiplex P
C

R
 (m

-PC
R

)
•R

eal-tim
e P

C
R



•
PCR am

plifies D
N
A
 targets

•
M

any viruses contain a RN
A
 genom

e

•
A
m
plification requires RT-PCR

R
everse Transcriptase PC

R
 (R

T-PC
R

)



N
ESTED

 PCR

Prim
er 1.2

Prim
er 1.1

Prim
er 2.2

Prim
er 2.2

1
stR

ound PC
R

2
ndR

ound PC
R

Am
plification product



The advantages of n-P
C

R
 are:

•
Its increased specificity (specific binding of 2

nd

prim
er pair).

•
Increased sensitivity (2

ndround of PC
R

 
am

plification)

n-P
C

R
 is used to detect organism

s present in low
 copy 

num
bers

•
Viruses in C

SF (herpes sim
plex, JC

V)
•

E
ye sam

ples (adenovirus, herpes sim
plex)

N
ESTED

 PCR







LightCycler
Roche

real-tim
e

real-tim
e

real-tim
e

real-tim
e

iCycler
BioRad

7700
Applied Biosystem

s

5700
Applied Biosystem

sFluorTracker
Stratagene

FluorIm
ager

M
olecular Dynam

ics

hardw
are





TaqM
an U

sano il FR
E

T

Fluorescent R
esonant Energy Transfer 

Q
uencherR

eporter 



R
eporter 

Sonde T
aqM

an

Q
uencher



La T
aq Polim

erasi estende il prim
er 

a partire dal 3
’



L’ A
T
T
IV

IT
A

’ 5
’ESO

N
U

C
LEA

SIC
A

 
D

IG
ERISC

E LA
 SO

N
D

A



Soglia o T
hreshold

C
am

pione

C
T

N
um

eri di cicli di PC
R

Fluorescenza
norm

alizzata 
delreporter
( R

n )

Linea base 
D

ella fluorescenza

N
ella

 cu
rv

a
 d

i a
m

p
lifica

zion
e

si d
istin

gu
on

o 3 p
a

ra
m

etri





LA R
ISPO

STA IM
M

U
N

ITA
R

IA IN
N

ATA ED
 A

D
ATTATIVA A

I 
VIR

U
S



Le reazioni sierologiche

•S
ono le reazioni 

antigene-anticorpo che 
avvengono in vitro.

C
he cosa sono?



S
i eseguono quando:

•
S

ivuole
ricercare

la
presenza

dianticorpi
nelsiero

diun
paziente

per
diagnosticare

una
m

alattia
infettiva;

Siero
paziente

(siero
im
m
une)+

antigene
corrispondente

•
si

vuole
identificare

un
m

icrorganism
o

in
base

agliantigeniche
possiede.

Sospensione
m
icrobica

(antigeni)+
antisiero

(anticorpi)

Q
uando si eseguono?











Im
m

unoenzim
atica

E
.L.I.S

.A
. E

nzym
e Linked Im

m
unosorbent A

ssay

I
pozzetti

possono
contenere

l
’

antigene
oppure

l
’

anticorpo
com

e
nel

film
ato.Facciam

o
l’esem

pio
che

ilpozzetto
contenga

l’antigene.
S

iaggiunge
ilsiero

cam
pione

che
contiene

l’anticorpo.S
iincuba

e
siprocede

allavaggio
per

elim
inare

glianticorpiche
non

sisono
legati.A

questo
punto

siaggiungono
anticorpianti-Ig

m
arcaticon

un
enzim

a.Q
uestisifissano

aglianticorpi.
S

iprocede
allavaggio

e
si

aggiunge
poiuno

specifico
substrato

per
l’enzim

a.
S

e
com

pare
una

colorazione
significa

che
la

reazione
è

positiva.
L
’intensità

del
colore

viene
m

isurata
allo

spettrofotom
etro.



IM
M

U
N

O
FLU

O
R

ESC
EN

ZA
G

li A
b sono m

arcati con m
olecole fluorescenti (fluorescina),

sono m
olecole 

in grado di assorbire la luce ultravioletta
em

ettendo poi radiazioni nel cam
po 

del visibile.
P

er poter osservare la reazione  si utilizza un m
icroscopio a fluorescenza.

D
iretta

S
iero

A
ltri m

odi per evidenziare la reazione antigene -anticorpo

D
iretta

Indiretta





•
W

estern blot (im
m

unofissazione)
•

U
sata per identificare gli anticorpi contro il virus dell’A

ID
S

A
ltro m

odo per evidenziare la reazione antigene -anticorpo



3 tipi: 
Influenzavirus A  
Influenzavirus B

  
Influenzavirus C

 
 

Fam
iglia: O

rthom
yxoviridae 

Tipo A
  

A
nim

ali e uom
o 

Epidem
ie e pandem

ie 
Tipo B

 
Solo l’uom

o 
Piccole epidem

ie 
Principalm

ente bam
bini 

Tipo C
 

    Solo l’uom
o 

    N
on provoca epidem

ie 
    Form

e cliniche m
olto lievi  



C
aratteri generali 

 D
im

ensioni: 80-120nm
 (altam

ente pleom
orfico)  

D
iam

etro del core: 9nm
 

P
resenza di envelope 

S
im

m
etria: elicoidale 

R
eplicazione: nucleare 

G
enom

a: R
N

A a polarità negativa a unico filam
ento,  

 segm
entato (8 segm

enti in A e B
, 7 in C

) 



Segm
ento 

P
roteina 

Funzione 

1 
PB2 

RN
A polim

erasi 

2 
PB1 

RN
A polim

erasi 

3 
PA 

RN
A polim

erasi 

4 
H

A 
Em

oagglutinina, sito di 
adsorbim

ento 
5 

N
P 

N
ucleoproteina, 

trasporto nucleare/
citoplasm

atico dell�RN
A 

virale 
6 

N
A 

N
euram

inidasi: rilascio e 
diffusione delle particelle 

7 
M

1 e M
2 

M
1=

 proteina di m
atrice 

M
2=

 canale ionico 
8 

N
S1 e N

S2 
N

S1 =
 nucleo 

N
S2 =

 nucleo/ citoplasm
a 



Segm
ento 4: H

A
, em

agglutinina, proteina di attacco  
(VA

P
), proteina di fusione, bersaglio degli A

b N
T 

Segm
ento 5: N

P
, nucleocapside 

Segm
ento 6: N

A
, neuram

inidasi 
(taglia l’acido sialico e prom

uove il rilascio del virus) 



Evidenti 
proiezioni 

superficiali, 
costituite da due 

glicoproteine 
transm

em
brana: 

 
em

oagglutinina 
e  

neuram
inidasi 



Funzioni dell’em
agglutinina (H

A
) 

Form
a trim

erica bastoncellare 
• Proteina d’attacco virale (VA

P) 
 si lega alle m

olecole 
 di acido sialico (è il recettore!)  
 presenti sulle  
 cellule bersaglio 

• P
rom

uove la fusione  
 m

antello-m
em

brana cellulare 
• A

gglutina le em
azie 

• Induce A
b proteggenti 

• C
am

biam
enti dovuti a m

utazioni causano  
 variabilità A

g m
aggiori e m

inori (H
1, H

2…
.etc) 



L
� E

M
A

G
G

LU
TIN

IN
A (H

A
) 

TM
 

L’H
A deve essere attivata enzim

aticam
ente in 2 subunità: H

1 e H
2 



H
A

0, in seguito a clivaggio enzim
atico 

(proteasi del m
uco, dei fluidi 

extracellulari, del siero e batteriche),  
dà luogo a

  
H

A
1        adsorbim

ento,  seguito da 
endocitosi 

   H
A

2
  

 fusione dell�envelope 
con la m

em
brana dell�endosom

a 
 



U
N

C
O

ATIN
G

 D
E

L V
IR

U
S

 IN
FLU

E
N

ZA
LE

 

La dim
inuzione del pH

 lungo la via endocitica ha tre conseguenze 
fondam

entali: 

1. Il cam
biam

ento conform
azionale di H

A
1+H

A
2 con conseguente 

esposizione del peptide di fusione all�esterno e inserim
ento nella 

m
em

brana endosom
iale 

2. L
�attivazione della proteina-canale M

2 che pom
pa ioni H

+ all�interno 
della particella virale prom

uovendo la dissociazione del com
plesso M

1/
R

N
P

s (ribonucleoproteine) e la liberazione del genom
a nel citoplasm

a. 

3. I foglietti delle due m
em

brane giustapposte si fondono aprendo un foro di 
fusione che si dilata fino a creare una singola m

em
brana a doppio strato 



M
2 è U

N
A PO

M
PA PR

O
TO

N
IC

A  
L
�A

M
A

N
TA

D
IN

A  blocca specificam
ente la pom

pa M
2 ed è pertanto 

un inibitore della replicazione del virus influenzale  

U
N

C
O

ATIN
G

 D
E

L V
IR

U
S

 IN
FLU

E
N

ZA
LE

 



Funzioni della neuram
inidasi (N

A
) 

• tetram
ero ad attività enzim

atica 
• scinde l’acido sialico delle glicoproteine 
• facilita il rilascio del virus da 
     cellule infette 
• è il bersaglio dei farm

aci 
 oseltam

ivir (Tam
iflu)  

   e  
   zanam

ivir (R
elenza) 

• cam
biam

enti m
utazionali  

 causano variabilità (N
1, N

2…
.etc) 



PR
O

D
O

TTI D
EI SEG

M
EN

TI G
EN

IC
I 

Segm
ento 1: PB

2, com
ponente della 

polim
erasi 

Segm
ento 2: PB

1, com
ponente della 

polim
erasi 

Segm
ento 3: PA

, com
ponente della 

polim
erasi 



M
odello di  R

N
P. 

Le sfere blu rappresentano i m
onom

eri di  proteina  N
P associati al vR

N
A (linea nera). Il 

singolo filam
ento di vR

N
A è ripiegato e form

a una struttura  �hairpin
�  a doppia elica 

(sequenze 5´ e 3´ com
plem

entari ) che costiruisce il sito di legam
e per il com

plesso 
eterotrim

erico della  R
N

A polim
erasi R

N
A

-dependente (PB
1-PB

2-PA
). 

 

O
rganizzazione strutturale dei com

plessi R
N

P  
del  virus influenzale

 

PB2


PA

PB1




Segm
ento 7:  

• M
1 proteina della m

atrice, proteina strutturale 
(interagisce con nucleocapside e m

antello, 
prom

uove assem
blaggio) 

• M
2: proteina della m

em
brana (form

a canali 
protonici sulla m

em
brana, è bersaglio per 

l�am
antadina), favorisce il denudam

ento e la 
produzione di H

A 
 Segm

ento 8:  
• N

S1, proteina non strutturale (inibisce 
produzione IFN

 beta) 
• N

S2: proteina non strutturale  

Le proteine M
1, M

2 e N
P

 definiscono il TIP
O

 (A
, B

 o C
) 



•  interazione con il recettore (acido sialico) 
•  internalizzazione (endocitosi in coated vescicles) 

•  acidificazione dell�endosom
a: 

  H
A prom

uove la fusione  
  dell�envelope con l’endosom

a 
 • il canale protonico form

ato  
 da M

2 provoca acidificazione  
  e prom

uove la dissociazione  
 del com

plesso M
1/N

P con la  
 liberazione del genom

a nel  
 citoplasm

a 
   •  liberazione del nucleocapside 

R
EPLIC

A D
EG

LI O
R

TH
O

M
YXO

VIR
U

S 



 Il nucleocapside si localizza 
nel nucleo 

 Trascrizione degli m
R

N
A 

 N
B

: la TR
A

SC
R

IZIO
N

E e la 
R

EPLIC
A

ZIO
N

E del genom
a 

avvengono nel nucleo;  
 la trascrittasi virale (PB

1, 
PB

2, PA
) utilizza m

R
N

A della 
cellula com

e prim
er per la 

sintesi di m
R

N
A virale 



Virus dell’Influenza: Strategia di un virus a R
N

A
(-) segm

entato!

R
eplica nel nucleo!

U
tilizza i m

eccanism
i di splicing della cellula ospite !



La sequenza cap rappresenta il 
prim

er per la sintesi degli m
R

N
A 

virali da parte di PB
1 !

U
lteriore vantaggio : Inibizione della sintesi degli m

R
N

A cellulari!

Il com
plesso della R

N
A polim

erasi R
N

A
-dipendente del virus dell’Influenza A

 
!

PB
2 “ruba” le sequenze 5’-cap agli m

R
N

A della cellula ospite!

il com
plesso R

pR
d non ha attività di m

etiltransferasi per la sintesi del cap!



Virus Influenzale: passaggio dalla trascrizione degli m
R

N
A alla 

replicazione del genom
a!

From
 Flint et al. Principles of Virology (2000), ASM

 Press"

I livelli di N
P neosintetizzata determ

inano la transizione della fase!

B
assi livelli di  N

P, sintesi di m
R

N
A
!

R
ichiesta di PB

2 per legare il cap!

A
ssenza di funzione di PA

!

A
lti livelli di N

P, replicazione del genom
a!

La polim
erasi virale acquisisce 

la capacità di iniziare la sintesi 
di R

N
A senza “prim

er”!
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I segm
enti genom

ici e gli m
R

N
A

s differiscono per le  
estrem

ità!

 R
N

A genom
ico !

m
R

N
A :!

 estrem
ità 5’ (10-13 nts) non corrispondono 

alle sequenze genom
iche!

estrem
ità  3’ m

ancanza di 15-22 nts rispetto al 
5’ di R

N
A genom

ico!

antigenom
a  sintetizzato in assenza di “prim

ers”. !



• Tutti i segm
enti genom

ici sono trascritti in R
N

A 
dotati di �cap

� in 5
�, poliadenialti in 3

� (poliA
), 

che rappresentano i m
essaggeri per le singole 

proteine. 

• Traduzione degli m
R

N
A in proteine (H

A
, N

A
, G

P)  
   nel citoplasm

a. 
    In seguito: produzione di  
   R

N
A

+ com
plem

entare 
   all’R

N
A genom

ico che  
   viene replicato nel nucleo. 

• A
ssem

blaggio 

Liberazione per gem
m

azione 



    l�envelope contiene due 
glicoproteine: 

1) em
agglutinina (H

A
) 

2) neuram
inidasi (N

A
) 

   Presentano instabilità genetica 
che è responsabile di  

    EPID
EM

IE  
 (m

utazioni m
inori o D

R
IFT)  

    e  
    PA

N
D

EM
IE  

 (riassortim
ento o m

utazioni 
m

aggiori o SH
IFT) 

(rapporto H
A

/N
A circa 4-5 a 1) 



Da	dove	provengono	i	nuovi	.pi	di	
HA,	N

A?	
• 16	.pi	HA	
• 		9	.pi	N

A	
– Tu8

	circolano	negli	
uccelli	

• m
aiali	

– Specie	aviaria	e	uom
o	



16 tipi di H
A

 
 Siti di adsorbim

ento ai recettori cellulari: m
ucoproteine e glicolipidi 

contenenti gruppi term
inali costituiti da acido N

-acetil neuram
inico  

(N
AN

A =
 acidi sialici)  

M
olto diffusi su diversi tipi cellulari e nel m

uco 
  

D
ifferenze nei recettori 

 
U

om
o

 
 

 acidi sialici legati a una m
olecola di galattosio 

 
 

 
 con un  legam

e  α
 2,6 (N

euAcα
-2,6G

al) 
 Volatili

 
 

 acidi sialici legati a una m
olecola di galattosio 

 
 

 
 con un  legam

e  α
 2,3 (N

euAcα
-2,3G

al) 
 Suino

 
 

 presenti entram
bi i tipi di acidi sialici 

 



D
eterm

inanti sierotipo-specifici 
 

 M
olte possibili com

binazioni 
H

1N
1 – H

2N
2 –H

3N
2-H

7N
1-H

7N
7-H

3N
8-H

9N
2 

H
5N

1 
 

N
om

enclatura (W
H

O
) 

 
A/Scotland/42/89 (H

3N
2) 

 
A/sw

ine/Iow
a/3/70 (H

1N
1) 

 







C
irculating Influenza Strains and 

Pandem
ics in The 20

th C
entury 

 1920
 

 1940
 

 1960
 

 1980
 

 2000
  

H
1N

1 
H

2N
2 

H
3N

2 

1918: “Spanish Flu” 
1957: “A

sian Flu” 
1968: “H

ong K
ong Flu” 

20-40 m
illion deaths 

1-4 m
illion deaths 

1-4 m
illion deaths 



Il	virus	influenzale	aviario	può	infe2
are	

dire2
am

ente	l’uom
o?	

Influenza aviaria H
5N

1? 



1
9
2
5 

1
9
5
0 

1
9
7
5 

2
0
0
0 

1
9
1
8 

1
9
5
7 

1
9
6
8 

1
9
7
7 

1
9
9
7 1
9
9
9 

2
0
0
3 

2
0
0
4 

L
�influenza negli ultim

i 100 anni 

R
. G

. W
ebster*et al., Science 2003; 302 



Q
uello che si 

tem
e possa 

su
ccedere 



VIRU
S	IN

FLU
EN

ZALE	H5N
1	

• H
5N

1	ha	infeH
ato	l’uom

o		
• In	Asia	and	Africa	

– 256	casi(12-1-03									10-16-06)	
– 151	(59%

)	fatali	

• Pochissim
i	casi	di	infezione	uom

o-uom
o	

• La	sorveglianza	con.nua	



V
ariazioni nella sequenza am

inoacidica del sito di 
legam

e col recettore e del sito di clivaggio della 
H

A
 possono influire sul tropism

o del virus  e sulla 
su

a patogenicità  
(diversa sensibilità alle proteasi presenti nei tessuti) 

  
Evidente nei ceppi aviari ad alta (H

P
A

I) e bassa 
patogenicità (LP

A
I) del sierotipo H

7N
1 

 
V

ariazioni nella sequenza am
inoacidica del sito 

attivo della neuram
inidasi possono influire sia 

sulla patogenicità, sia sulla sen
sibilità del virus 

ai farm
aci antivirali 







La com
parsa di un virus influenzale com

pletam
ente 

diverso da quelli precedenti non è di per sé sufficiente a 
determ

inare una pandem
ia. O

ccorre che il nuovo virus sia 
capace di trasm

ettersi da uom
o a uom

o in m
odo efficace. 

 Perché si generi una pandem
ia è necessario che: 

 - em
erga un nuovo sottotipo virale nei confronti del quale   

 la popolazione non abbia un adeguato patrim
onio 

 anticorpale. 
 - il nuovo virus sia in grado di replicarsi nell’uom

o. 
 - il nuovo virus sia in grado di trasm

ettersi efficacem
ente 

 da uom
o a uom

o,  ovvero di creare una catena di 
 trasm

issione.  

Pandem
ia influenzale 







Pigs infect H
um

ans 
n
 

Pigs can pass m
utated 

viruses back to 
hum

ans, and these can 
be passed from

 hum
an 

to hum
an. 

Transm
ission am

ong 
hum

ans is thought to 
occur in the sam

e w
ay 

as w
ith seasonal flu. 

n
 

  







M
inistero del Lavoro, della S

alute e delle P
olitiche S

ociali 
 

FA
SI E LIVELLI D

I R
ISC

H
IO

 D
I U

N
A EVEN

TU
A

LE PA
N

D
EM

IA 
 

FA
SE 1-2 

IN
FEZIO

N
I A PR

EVA
LEN

ZA A
N

IM
A

LE 
  

FA
SE 3 

IN
FEZIO

N
E N

ELL'U
O

M
O

 
M

A A
SSEN

ZA D
I TR

A
SM

ISSIO
N

E IN
TER

U
M

A
N

A  
(D

A U
O

M
O

 A U
O

M
O

) 
 

FA
SE 4 

PO
C

H
I C

A
SI - LIM

ITATA TR
A

SM
ISSIO

N
E IN

TER
U

M
A

N
A 

IL VIR
U

S N
O

N
 E' B

EN
 A

D
ATTATO

 A
LL'U

O
M

O
 

 
FA

SE 5 
D

IFFU
SIO

N
E IN

TER
U

M
A

N
A A

N
C

O
R

A LO
C

A
LIZZATA 

IL VIR
U

S M
IG

LIO
R

A IL SU
O

 A
D

ATTA
M

EN
TO

 A
LL'U

O
M

O
 

IL VIR
U

S N
O

N
 E' A

N
C

O
R

A PIEN
A

M
EN

TE TR
A

SM
ISSIB

ILE 
  

FA
SE 6 

A
U

M
EN

TATA E PR
O

LU
N

G
ATA TR

A
SM

ISSIO
N

E  
N

ELLA PO
PO

LA
ZIO

N
E G

EN
ER

A
LE 

   
Fonte: C

D
C

 e M
inistero Lavoro, S

alute e P
olitiche S

ociali - D
irezione generale P

revenzione 
sanitaria 

P
E

R
IO

D
O

  
IN

TE
R

PA
N

D
E

M
IC

O
 

P
E

R
IO

D
O

  
D

I A
LLE

R
TA 

PA
N

D
E

M
IC

O
 

P
E

R
IO

D
O

  
PA

N
D

E
M

IC
O

 



A
R

IA 

Superfici  

O
ro-faringe 

Tratto respiratorio 

Inalazione 
D

eposizione 

M
ani 

da 100,000 a 1,000,000 
virioni per gocciolina 

TR
A

N
SM

ISSIO
N

E D
A U

O
M

O
 A U

O
M

O
 

S
em

idiretta tram
ite goccoline di Flügge  

o aerosol da soggetti infetti 



PATO
G

EN
ESI ED

 IM
M

U
N

ITÀ
: 

• C
ontagio per via respiratoria, 

aerosol 
• S

indrom
e influenzale (febbre, 

m
alessere, m

ialgia, m
al di testa). 

• C
om

plicazioni: infezioni batteriche 
secondarie (polm

oniti !!)  
 P

olm
onite virale prim

aria (rara), 
im

plicazioni dei m
uscoli e S

N
C

. 
• Il recupero è associato all’IFN

 e alla 
C

M
I 

• Le IgA
s prevengono l’infezione 

perché bloccano l’attacco 
• Le IgG

 bloccano la virem
ia e l�IFN

   



Periodo d’incubazione da 
1 a 4 giorni  

 Sintom
i più com

uni 

–  Febbre (39-40°C
) 

–  M
ialgia 

–  G
ola infiam

m
ata 

–  B
rividi 

–  P
erdita d’appetito  

–  Tosse secca  

–  M
al di testa 

–  A
stenia 

I sintom
i dell’influenza 



Il virus stabilisce infezione del tratto respiratorio 
superiore  

• N
A facilita la infezione scindendo l�acido sialico 

del m
uco ed esponendo le cellule epiteliali 

• Le difese locali (ciglia e produzione di m
uco) 

vengono com
prom

esse 
• Forte R

ISPO
STA IN

FIA
M

M
ATO

R
IA LO

C
A

LE A 
LIVELLO

 D
ELLA M

U
C

O
SA con linfociti e 

m
onociti (pochi PM

N
) 

• Edem
a della sottom

ucosa 

M
eccanism

i patogenetici 



• i sintom
i locali si debbono al  

    D
A

N
N

O
 C

ELLU
LA

R
E a livello epiteliale 

• i sintom
i sistem

ici sono dovuti alla  
   R

ISPO
STA IM

M
U

N
E verso il virus (soprattutto  

 IFN
-γ e citochine prodotte dalle cellule infette) 

• Q
uindi: IFN

-γ e C
M

I (linfociti T) sono im
portanti sia 

per la risoluzione che per la im
m

unopatogenesi 
• G

li A
b sono im

portanti per la protezione contro 
epitopi H

A e N
A

, m
a sono specifici per ciascun 

ceppo virale 
• La H

A e la N
A del tipo A subiscono m

odificazioni 
genetiche che rendono più suscettibile l’uom

o. 
• Il tipo B

 ha solo m
inori cam

biam
enti antigenici    



D
A

TI C
LIN

IC
I 

n
 

G
R

A
V

IT
A

’ 
n
 

N
EO

N
A

TI 
n
 

A
N

ZIA
N

I 
n
 

IM
M

U
N

O
-

C
O

M
PR

O
M

ESSI 
n
 

PA
ZIEN

TI C
O

N
 

PA
TO

LO
G

IE A
L 

C
U

O
R

E O
 A

L 
PO

LM
O

N
E 



C
O

M
PLIC

A
ZIO

N
I 

PO
LM

O
N

A
R

I 
n
 FA

R
IN

G
ITE (IN

FA
N

TI, 
A

D
O

LESC
EN

TI) 
n
 PO

LM
O

N
ITE PR

IM
A

R
IA

 
n
  IN

FEZIO
N

E B
A

TTER
IC

A
 

SEC
O

N
D

A
R

IA
  

n
 Streptococcus pneum

oniae 
n
 

Staphlyococcus aureus 
n
 

H
em

ophilus influenzae 



C
O

M
PLIC

A
ZIO

N
I  

N
O

N
-PO

LM
O

N
A

R
I 

n
 M

iosite (rara, > in bam
bini, >con tipo B

) 
n
 com

plicazioni cardiache 
n
 encefalopatia 

n
 fegato and C

N
S 

n
 

R
eye’s syndrom

e 
n
 sistem

a periferico nervoso 
n
 

G
uillian-B

arré syndrom
e 

 



PR
O

TEZIO
N

E C
O

N
TR

O
 

la R
E-IN

FEZIO
N

E 
 n
 IgG

 and IgA
 

n
 

IgG
 m

eno efficienti M
A

 più durature 

n
 A

nticorpi verso H
A

 ed N
A

 im
portanti 

n
 

A
nticorpi verso H

A
 più im

portanti (possono 
neutralizzare il virus) 



D
IA

G
N

O
SI 

n
 ISO

LA
M

EN
TO

 
n
 SIER

O
LO

G
IA

 
n
 PC

R
 





V
A

C
C

IN
O

 
(la cui com

posizione antigenica viene prevista 
da un com

itato di sorveglianza diversi m
esi 

prim
a della circolazione virale) 

  

n
 Inattivato 

n
 C

resciuto su uova em
brionate di pollo 

n
 V

accino riassortante vivo approvato 2003 



(L. Collier, J. O
xford, V

IRO
LO

G
IA M

ED
ICA

	
Zanichelli 1996)	

Subunità: glicoproteine superficiali 
 

 
 

 (H
A

 e N
A

) purificate (1976) 

" Vaccini a base di virus intero 
(1945) 

" Vaccini sub-virionici  

Split: virus fram
m

entati con detergente 
 

(glicoproteine 
superficiali 

e 
 

fram
m

enti 
di 

altri 
costituenti 

 virali) ( 1964) 

TIPI D
I VA

CCIN
I IN

A
TTIVA

TI 



(M
. D

upuis et al. Eur. J. Im
m

unol. 2001)	

" Vaccino a subunità con adiuvante M
F-59 

   (em
ulsione olio-acqua contenente squalene, Tween 80 e 

Trioleato di sorbitano) 



"  Vaccino con virosom
i 

Virosom
i: vescicole form

ate da un doppio strato di lipidi nel 
quale sono incorporate H

A
 e N

A
. M

anca l�acido nucleico 
virale 

(Jr. Cryz, R. G
luck D

ev. Biol. Stand. 1998)	
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2



3



4



5



6



7



8



9



10

O
R

IG
IN

E D
I M

U
TAZIO

N
I

•
SPO

N
TAN

EE
•

IN
D

O
TTE FISIC

AM
EN

TE
–U

V 
–X-rays 

•
IN

D
O

TTE C
H

IM
IC

AM
EN

TE



11

O
R

IG
IN

E D
I M

U
TAZIO

N
I

•
SPO

N
TAN

EA

–
FO

R
M

E TAU
TO

M
ER

IC
H

E D
I BASI

-
ER

R
O

R
I D

ELLA PO
LIM

ER
ASI



12

Form
e Tautom

eriche di basi

m
ost of tim

e
rarely
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14



15



16



17

FEN
O

TIPI

–
C

AR
ATTER

ISTIC
H

E D
I U

N
 O

R
G

AN
ISM

O



18

•M
utante di 
placca



19

C
AM

BI FEN
O

TIPIC
I

•
C

O
N

D
IZIO

N
ALE LETALE -

M
oltiplica in 

particolari condizioni, m
a non altre

•
M

utanti tem
peratura-sensibili (ts);non 

crescono ad alte tem
perature

•
M

utanti d’ospite non crescono in tutti i tipi 
cellulari com

e ad es. il “w
ild type”.



20

C
AM

BI FEN
O

TIPIC
I  

•
D

IM
EN

SIO
N

E D
I PLAC

C
A

–
Può m

ostrare alterarata  patogenicità
•

R
ESISTEN

ZA AI FAR
M

AC
I

•
M

U
TAN

TI D
EFIC

IEN
TI D

I EN
ZIM

A
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R
IC

O
M

BIN
AZIO

N
E

Scam
bio di inform

azione tra due genom
i
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R
IC

O
M

BIN
AZIO

N
E

‘classic’ recom
bination

com
m

on in D
N

A viruses
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R
EC

O
M

BIN
ATIO

N
 -SO

M
E U

SES
m

arker rescue
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R
EC

O
M

BIN
ATIO

N
 -SO

M
E U

SES
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R
IC

O
M

BIN
A

ZIO
N

I
R

IC
O

M
BIN

A
ZIO

N
I

2. R
IC

O
BIN

A
ZIO

N
E PER

 SC
ELTA

 D
I C

O
PIA

: virus a R
N

A

Può avvenire sia durante la sintesi di RN
A

 es. C
oronavirus, che di 

D
N

A
 es Reovirus

Le R
N

A
-polR

N
A

-dip
sono poco processive (si ferm

ano dopo 
poche addizioni di basi) LA

 FR
EQ

U
EN

ZA
 

di ricom
binazione rispecchia le caratteristiche dell’enzim

a replicativo
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SC
ELTA D

I C
O

PIA 
R

IC
O

M
BIN

AZIO
N

E
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R
IASSO

R
TIM

EN
TO

•
M

olto efficiente 
•

solo tra virus a genom
a segm

entato
•

utilizzato per alcuni nuovi vaccini
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adapted from
Treanor JJ Infect. M

ed. 15:714
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C
om

plem
entation
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VIR
U

S D
EFETTIVI

•
Sono virus defettivi nel genom

a e, quindi, 
hanno bisogno di un sistem

a helper per 
potersi esprim

ere o replicare. Es:
–

Alcuni  retroviruses
–

hepatitis delta virus
–

Alcuni parvovirus
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D
EFEC

TIVE IN
TER

FER
IN

G
 (D

I)
VIR

U
SES (PAR

TIC
LES)

D
im

inuiscono la replica dei virus helper 

–
C

om
petono per i precursori virali, etc.

•
Possono m

odulare le infezioni da virus

•
Es.D

Idel virus del m
orbillo nella 

panencefalite sclerosante subacuta -SSPE
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Principali caratteristiche  dei tre  tipi di Interferone (IFN)

Interferon

Caratteristiche
Alfa

Beta
G

am
m

a

Derivazione cellulare
Linfociti, monociti

Fibroblasti, cellule 
epiteliali

Linfociti T, celluleNK

Attività antivirale
rapida

rapida
lenta

Struttura e peso 
molecolare

proteina19-26 KD
Glicoproteina 20KD

Glicoproteina 20KD

Numero aminoacidi
165

177
166

Induttori
Virus (RNA>DNA)
dsRNA

Viruses(RNA>DNA)
dsRNA

Antigeni, Mitogeni

Stabilità a pH2
Stabile

Stabile
Labile

IN
TERFERO

N
E
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IN
TER

FER
O

N
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IN
TER

FER
O

N

antiviral state
antiviral state

antiviral state

antiviral state
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IN
TER

FER
O

N

antiviral state
antiviral state

antiviral state

antiviral state
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IN
D

U
ZIO

N
E D

I IN
TER

FER
O

N

•interferon-alpha and interferon-beta
-infezione virale (specialm

ente virus a R
N

A), double 
stranded R

N
A, certe com

ponenti batteriche
-Forti proprietà anti-virali

•interferon-gam
m

a
-antigeni, m

itogeni per cellule T
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•TLR
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M
eccanism

o d’azione dell’Interferone

ribonucleasi
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M
eccanism

o d’azione dell’Interferone

2’-5’ 
oligoadenilato-
sintetasi

endoribonuclesasi

chinasi

Fosforilazione eIF

IN
IBIZIO

N
E 

SIN
TESI PRO

TEICA

D
EGRA

D
A

ZIO
N

E 
m

RN
A

 virali





C
he cos

�è l�A
ID

S
 ? 

Sindrom
e (da)

 : insiem
e di segni e sintom

i di  
 

 
   m

alattia 
Im

m
unoD

eficienza : danno al sistem
a im

m
unitario, che 

 
 

   diventa incapace di difendersi dalle
 

 
   infezioni 

A
cquisita

 
 : per distinguerla dalle I.D

. congenite 

È uno stato patologico in cui si ha la riduzione delle funzioni del sistem
a 

im
m

unitario la cui causa non è congenita m
a dipende da cause esterne.   

Il virus H
IV

 è la causa dell�im
m

unodeficienza acquisita 

D
anno al 

Sistem
a 

Im
m

unitario 
Im

m
unodeficienza 

C
om

parsa 
di gravi 
Infezioni 

 A
.I.D

.S. 



Le origini dell�H
IV

 
• È

 stato orm
ai stabilito con certezza che l'H

IV
 è 

originato da un processo di evoluzione 
naturale, m

ediante m
utazioni genetiche di un 

virus, il S
IV

, che colpisce alcune specie di 
prim

ati africani, e che sarebbe passato dal 
serbatoio anim

ale a quello um
ano tram

ite 
contatti tra l'uom

o ed il sangue degli anim
ali. 

• A
nalisi m

olecolari di ceppi virali isolati da 
persone decedute m

olti anni fa hanno portato 
a ritenere che l'origine dell'H

IV
 sia avvenuta 

all'incirca verso la fine degli anni �30. 







R
E

T
R

O
V

IR
ID

A
E

 









D
IST

R
IB

U
Z

IO
N

E
 geografica di SO

T
TO

T
IPI   H

IV-1 
gruppo M

 



D
iam

etro: 110 nm
 

 • envelope  

   - transm
em

brane gp41 

   - surface gp120 

   - m
atrix protein (M

A
) p17 

• core  

   - capsid poteins (C
A

) p24 

   - nucleocapsid protein (N
C

) p7and p6 

   - protease  (P
R

) p10 

   - reverse transcriptase (R
T) p66/p51 

   - integrase (IN
) p32 

   - 2 (+)ssR
N

A m
olecules 

H
IV

 &
 A

ID
S

 





G
enom

a dei R
etrovirus!

From
 Flint et al. Principles of Virology (2000), ASM

 Press"

◆
 7-10 kb/copia!

◆
 D

iploide: 2 copie/virione !

◆
  il genom

a dei R
etrovirus: R

N
A

(+)!

◆
 alto grado di ricom

binazione !







                       R
T ha scarsa attività di proof-reading!

◆
  alto grado di m

utazioni  (10
-4 – 10

-6)!
◆
 1 m

utazione/genom
a/ciclo di replicazione!

◆
  D

N
A circolare con estrem

ità 5’ (U
3-R

-U
5) appaiate !

◆
  R

T (attività di elicasi?) svolge il D
N

A appaiato e continua la sintesi 
fino alle due estrem

ità 3’!
            !

La stupefacente azione della R
T:  

 2°  scam
bio di tem

plato!



PB
S (tR

N
A binding site)!

packaging site (Ψ
)!

PPT (2nd strand prim
er site)!

gag!
pol!

env!
R
!

U
5!

U
3!

cap!
A
!n!

R
!

H
IV-1 R

N
A
!

H
IV-1  D

N
A
!

gag!
pol!

env!
R
!

U
3!

U
5!

R
!

U
3!

U
5!

PB
S (tR

N
A binding site)!

packaging site (Ψ
)!

!

PPT!

LTR
!

LTR
!

R
eplicazione dei R

etrovirus!



Processam
ento: le estrem

ità del D
N

A virale vengono 
riconosciute da  IN

 e tagliate per form
are idonee 

estrem
ità 3’  (avviene nel citoplasm

a). !

Sintesi di riparo (enzim
i dell’ospite)!

Form
azione di 

interm
edi “gapped” !

Integrazione: la rottura e l’inserim
ento sono coordinati!

◆
 rottura dei legam

i fosfodiesterici nel D
N

A dell’ospite (4-6 bp)!
◆
 Inserim

ento delle estrem
ità 3’virali (clivate)!

Fasi del processo di integrazione del D
N

A
 retrovirale !

L’integrazione è sito specifica per il genom
a virale (estrem

ità), m
a 

casuale nel genom
a della cellula ospite!



IN
TEG

R
A

TIO
N 



Integrasi virale (IN
)  

  
taglia D

N
A virale 

e cellulare 

D
N

A virale integrato 
(provirus) 4 coppie 

di basi piu’ corto del  
D

N
A circolare non 

integrato 

gli m
R

N
A di G

ag, Pol e 
Env sono tradotti  
com

e poliproteine che 
ven

g
o

n
o 

p
ro

cessate 
dalla proteasi virale 





 CELLU
LE IN

FETTA
TE: 

  - Linfociti T CD
4+ 

   - Linfociti T CD
8+ 

   - Linfociti B 

   - M
onociti-m

acrofagi 

   - Cell.dendritiche 

   - Fibroblasti 

   - Cell.gliali 

   - Cell. endoteliali 

  - Precursori em
opoietici  



Superficie del linfocita T 
C

C
R

5 

C
D

4 C
XC

R
4 

B
erger E

A
, et al. N

ature 1998; 391: 240 

C
C

R
5 e C

X
C

R
4 agiscono da co-recettori 

per il legam
e e l�ingresso di H

IV
 



S
tructure of the H

IV
-1 E

nvelope 
G

lycoprotein 

C
opyright ©

 2002-2008 P
fizer Inc. A

ll rights reserved. R
eprinted w

ith perm
ission. 



B
inding of the gp120 S

ubunit to C
D

4 

C
opyright ©

 2002-2008 P
fizer Inc. A

ll rights reserved. R
eprinted w

ith perm
ission. 



C
onform

ational C
hange 

C
opyright ©

 2002-2008 P
fizer Inc. A

ll rights reserved. R
eprinted w

ith perm
ission. 



gp120 B
inds to the C

oreceptor, C
C

R
5 

C
opyright ©

 2002-2008 P
fizer Inc. A

ll rights reserved. R
eprinted w

ith perm
ission. 



C
onform

ational C
hanges in the gp41 

S
ubunit 

C
opyright ©

 2002-2008 P
fizer Inc. A

ll rights reserved. R
eprinted w

ith perm
ission. 



Fusion of the V
iral and C

ell M
em

branes 

C
opyright ©

 2002-2008 P
fizer Inc. A

ll rights reserved. R
eprinted w

ith perm
ission. 



• H
IV

 infetta le cellule che co-esprim
ono C

D
4 e C

C
R

5 o C
X

C
R

4, 
recettori per chem

okine. 

• C
iò porta alla infezione sia di m

acrofagi, che esprim
ono bassi livelli di 

C
D

4 e C
C

R
5, sia di T helper, che esprim

ono alti livelli di C
D

4 e 
C

X
C

R
4. 







A
lcuni soggetti H

IV
 positivi non “progressors” hanno una 

m
utazione recessiva in C

C
R

5 





M
aturazione delle proteine dell’envelope di H

IV  
grazie alla proteasi 



L
e proteine gag-pol sono ancora unite 





M
aturazione del virione H

IV
 



T
he G

enom
e of H

IV
 

Three structural genes 

LTRs 

Extra open reading fram
es are clue to latency 





Proteine precoci o regolatorie 

Tat funziona com
e proteina transattivante inducendo la 

fosforilazione di R
N

A
 Pol II e prom

uove la fase di 
allungam

ento di trascrizione di H
IV

 

R
ev prom

uove l�esportazione di �unspliced �o 
parzialm

ente �spliced
� m

R
N

A
 di H

IV
 dal nucleo al 

citoplasm
a cellulare 

N
ef dow

n- regola il recettore C
D

4 e M
H

C
I 

Proteine tardive 

V
if aum

enta l�infettività del virus, com
pleta la sintesi 

di dsD
N

A
 dopo l�entrata del virus 

V
pr prom

uove l�entrata del D
N

A
 virale nel nucleo 

V
pu  è necessaria per la m

aturazione e rilascio dei 
virioni, inoltre induce la degradazione di C

D
4 

 

Funzioni delle proteine regolatrici di H
IV

 







M
odalità di trasm

issione dell�H
IV

 
• L'H

IV
 è stato isolato in tutti i tessuti ed i liquidi biologici di un soggetto 

sieropositivo. 
• Tuttavia la sem

plice presenza del virus non significa che  il  contatto  con  il  
m

ateriale rappresenti un evento efficace per la trasm
issione 

• Perchè ciò avvenga è im
portante soprattutto la quantità di virus presente. 

U
rine

 
 

 
 

 N
o 

Lacrim
e

 
 

 
 N

o 
Saliva

 
 

 
 

 N
o 

Sudore 
 

 
 

 N
o 

Feci
 

 
 

 
 N

o 

Presenza di H
IV

         Trasm
issione accertata     

Sangue 
 

 
 

 Si 
Liquido sem

inale
 

 
 Si 

Secreto vaginale
 

 
 Si 

Latte m
aterno

 
 

 
 Si 



• 
I com

uni contatti sociali N
O

N
 sono idonei alla trasm

issione del virus; se 
così fosse le caratteristiche epidem

iologiche dell'infezione sarebbero 
com

pletam
ente diverse da quelle attuali. 

• 
U

n sem
plice bacio N

O
N

 è a rischio per la trasm
issione dell'H

IV
. L'unico 

ipotetico rischio è riferito al bacio profondo in presenza di lesioni 
sanguinanti del cavo orale. 

• 
U

na persona sieropositiva che ha dei colpi di tosse o degli starnuti N
O

N
 è 

in grado di trasm
ettere l'infezione. 

• 
G

li oggetti casalinghi quali le stoviglie N
O

N
 sono idonei alla trasm

issione 
del virus. 

• 
N

O
N

 c'è rischio di contrarre l'infezione frequentando piscine o bagni 
com

uni. Il cloro uccide l'H
IV

, e la diluizione rende estrem
am

ente bassa la 
concentrazione del virus. 

• 
G

li anim
ali dom

estici N
O

N
 trasm

ettono l'H
IV

; questo infatti è un virus che 
colpisce solo la specie um

ana. 
• 

Le zanzare N
O

N
 possono trasm

ettere il virus; se così fosse l'andam
ento 

dell'epidem
ia sarebbe stato m

olto diverso.  L'H
IV

 non è in poi grado di 
sopravvivere all'interno dell'insetto, ed inoltre la zanzare succhia il sangue, 
non lo inietta. 

H
IV: com

e N
O

N
 si trasm

ette 







H
IV

 e A
ID

S 
corso naturale della m

alattia 





 

SIN
TO

M
ATO

L
O

G
IA

 C
L

IN
IC

A
 

Fase asintom
atica: (2-10 anni) I pazienti stanno bene, m

a sono 
infettivi 

Fase prodrom
ica che precede all�A

ID
S: linfoadenopatia, 

perdita di peso, febbre, candidiasi, diarrea 

A
ID

S: febbre, diarrea, rash epiderm
ico, perdita di peso  

M
alattie neurologiche: dem

enza, m
ielopatia, neuropatia 

periferica 

Im
m

unodeficienza con infezioni opportunistiche 

Tum
ori rari: sarcom

a di K
aposi, leucoplakia capelluta orale, 

linfom
i 

C
om

a 

  



Figure 9-22 



 TEST D
I LA

B
O

R
A

TO
R

IO
 

PER
 LA

 D
IA

G
N

O
SI 

• R
icerca anticorpi (C

LIA
)  

• R
apid prick test 

 • S
e positivo: conferm

a presenza anticorpale 
con W

estern B
lotting (periodo finestra: 

3-6m
m

) 
• R

N
A

 qualitativo (P
C

R
): nei bam

bini di m
adri 

H
IV

+, nel sospetto di infezione prim
aria 

PER
 LA

 VA
LU

TA
ZIO

N
E PR

O
G

N
O

STIC
A

  
• R

N
A

 quantitativo 
• C

onta C
D

4 



PE
R

IO
D

O
 FIN

E
ST

R
A

 

Ø
 Periodo che intercorre tra il contagio (test negativo)  

e la positività agli anticorpi anti H
IV

 (test positivo) 
 Ø
 Possono trascorrere circa 6 m

esi 

Ø
  Il soggetto è infettivo 

  



A
LG

O
R

ITM
O

 
D

IA
G

N
O

SI 
IN

FEZIO
N

E H
IV
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Laboratory M
arkers of H

IV
 Infection 

G
raph w

as m
odified from

 data Fiebig et al.  Fiebig EW
, W

right D
J, R

aw
al B

D
, et al. D

ynam
ics of H

IV
 virem

ia and antibodyseroconversion in plasm
a donors: im

plications for 
diagnosis and staging of prim

ary H
IV

 infection. AID
S. 2003;17(13):1871-1879. 
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§ 
A

ppearance of m
arkers for H

IV
 infection vary over tim

e 
§ 

V
iral R

N
A

 is first detectable m
arker 

§ 
A

ntibodies do not appear during early infection 
§ 

A
ntigen appears early (alone) and later is com

plexed w
ith antibodies 



1
9
/3

7



<500 

500-3.000 

3.000-10.000 

10.000-30.000 

>30.000 

50 

100 

75 

25 0 

10 
5 

0 A
N

N
I D

I SO
PR

AVVIVEN
ZA IN

 relazione alla carica virale 

PERCENTUALE DI PAZIENTI SOPRAVVISSUTI 

�Viral load
� com

e indicatore prognostico                

M
ellors et al., Science, 

1996 



H
IV

 e A
ID

S Buona correlazione tra n° 
di genom

i di HIV nel 
sangue e progressione 
della m

alattia 





P
R

IN
C

IP
A

L
I C

L
A

S
S

I D
I FA

R
M

A
C

I A
N

T
I-H

IV
 

• 
In

ib
ito

ri n
u

cle
o

sid
ic

i/n
u

cle
o

tid
ic

i d
e

lla
 tra

sc
ritta

si 
in

ve
rsa

 (N
R

T
Is) 

• 
In

ib
ito

ri n
o

n
 n

u
cle

o
sid

ic
i d

e
lla

 tra
sc

ritta
si in

ve
rsa

 
(N

N
R

T
Is)  

• 
In

ib
ito

ri d
e

lla
 p

ro
te

a
si (P

I) 
• 

In
ib

ito
ri d

e
ll�in

g
re

sso
 n

e
lla

 c
e

llu
la

 o
sp

ite
 

• 
In

ib
ito

ri d
e

lla
 fu

sio
n

e
 

• 
In

ib
ito

ri d
e

lla
 in

te
g

ra
zio

n
e

 

H
A

A
RT: H

igh aggressive antiretroviral therapy 



Il grande FR
ED

D
IE! 

(1946-1991) 
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NRTI e NNRTI agiscono diversam
ente sulla 

trascrittasi inversa di HIV 

Gli NNRTI non richiedono attivazione e non com
petono con i nucleosidi 

NRTI 

NNRTI 
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Inibitori della proteasi virale (HIV, HCV) 

Virus non infettivo 
Virus infettivo 



Ingresso cellulare di H
IV

 ed �entry inhibitors��  

1) Avvicinam
ento H

IV
 alla cellula 

bersaglio (Linfocita T-helper) 

2) Interazione tra recettore C
D

4 e 
gp120 virale 

3) Legam
e col corecettore 
C

C
R

5 o C
X

C
R

4 

4) Fusione tra le due m
em

brane 



3. A
ntagonisti di C

hem
okine receptors   

C
X

C
R

4 antagonist 
C

C
R

5 antagonist 











G
enotipizzazione: sequenziam

ento com
pleto 

C
am

pione 
A

cidi nucleici 
A

m
plificazione delle regioni 

R
T e PR

O
 di H

IV tram
ite PC

R 

R
eazioni di cycle 

sequencing con ddN 

A C
 G

 T 

Elettroforesi su 
sequenziatore 

Sequenza R
T e PR

O 















D
E

FIN
IZ

IO
N

I
Patogenicità:(dal greco Pathos=dolore): capacità 
di causare m

alattia

Patogeno::organism
o capace di provocare 

m
alattia

V
irulenza:C

apacità di produrre m
alattia, 

caratteristica di un “particolare”
ceppo virale



•
L

A
 PA

T
O

G
E

N
E

SI D
E

L
L

E
 IN

FE
Z

IO
N

I
•

(dal greco πάθος=
 dolore)

•
è

•
la risultante di una sorta di conflitti tra le 
capacita’invasive dell’agente infettante e le 
difese dell’ospite







Interazione virus-cellula
Interazione virus-cellula

C
ellula sensibile: presenza recettori per quel virus

C
ellula perm

issiva: supporta la replica di quel virus

virus

C
ellula 

perm
issiva

C
ellula non 

perm
issiva

Infezione 
produttiva

Infezione non produttiva 
(abortiva)

Infezione 
restrittiva C

ellula 
sensibile



A
d es. quando alcuni virus, com

e parvovirus si replicano solo durante la fase S del ciclo cellulare





M
eccanism

i di danno cellulare da virus

Virus citolitici: effetti citopatici

Inibizione di proteine cellulari e  di sintesi di R
N

A
, 

perdita dell’integrità di m
em

brana, perdita di 
enzim

i da lisosom
i, degradazione citosplasm

atica

Form
azione di sincizi da parte di virus con envelope

A
poptosi



Infezione citocida: effetto citopatico (C
PE)

�
Alterazioni del citoscheletro e cam

biam
ento m

orfologia (es. 
arrotondam

ento)

�
Inclusioni nucleari o citoplasm

atiche (addensam
ento di 

com
ponenti virali anche associati a m

icrofilam
enti cellulari e 

m
icrotubuli)

�
Form

azione di sincizi (cellule giganti m
ultinucleate generate da 

passaggio virus diretto da cellula a cellula) 



A
lterazioni crom

osom
iche in seguito a infezione

�
C

ausate da riarrangiam
enti durante la replica del genom

a 
virale e da interferenze con i m

eccanism
i di m

anutenzione del 
D

N
A cellulare

�
Spesso letali, altrim

enti instabilità genetica e espressione 
alterata di geni cellulari, possibilità di accum

ulo m
utazioni e 

im
m

ortalizzazione

Aberrazioni crom
osom

iche 
causate dall’infezione di linfociti 
periferici um

ani con 
citom

egalovirus

















Infezione virale e m
alattia

-Il virus deve essere capace di riprodursi 
nell’ospite

-D
eve essere capace di diffondere da un 

ospite all’altro

-D
eve essere capace di evadere la risposta 

im
m

une



Infezione e m
alattia

Infezione e m
alattia

R
equisiti

�
Superam

ento delle barriere fisiche

�
Superam

ento delle difese aspecifiche e specifiche dell’ospite

�
D

iffusione agli organi bersaglio

�
M

oltiplicazione in quantità sufficiente per danneggiare 
l’organo�

C
itopatologia diretta (m

orte cellulare)

�
Induzione di rilascio di fattori tossici 

�
Innesco di reazioni im

m
unopatologiche









Vie di ingresso delle infezioni virali
C

U
TE

Vie di ingresso delle infezioni virali
C

U
TE

�
Strato corneo protettivo (cellule m

orte)

Possibilità di ingresso per:

�
Traum

a (es. ‘herpes gladiatorum
’)

�
Punture di artropodi (es. Toscana virus, TBE)

�
M

orsi di anim
ali (es. v. rabbia, H

antavirus, Ebola)

�
Inoculazione parenterale (es. chirurgia, dentista, droghe 
endovena, tatuaggi, piercing) (es. H

BV, H
C

V, H
IV, C

M
V)

Scarsa im
portanza com

e via di uscita e diffusione (VZV)



Vie di ingresso delle infezioni virali
VIE R

ESPIR
A

TO
R

IE
Vie di ingresso delle infezioni virali

VIE R
ESPIR

A
TO

R
IE

�
D

ifese specifiche (im
m

unità m
ucosale) e non (epitelio ciliato, 

m
uco)

�
Principale via di ingresso nei paesi occidentali

�
Inalazione di aerosol (<1 µm

 diam
etro) contenenti virus

�
Virus che si m

oltiplicano solo nel tratto respiratorio (‘virus 
respiratori’) causando raffreddore, faringite, bronchiolite,  
polm

onite

�
Virus che possono dare infezione sistem

ica

G
rande im

portanza com
e via di uscita e diffusione





Vie di ingresso delle infezioni virali
VIA

 A
LIM

EN
TA

R
E

Vie di ingresso delle infezioni virali
VIA

 A
LIM

EN
TA

R
E

�
D

ifese specifiche (im
m

unità m
ucosale) e non (H

C
l, sali biliari)

�
Via di ingresso im

portante nei paesi in via di sviluppo

�
M

oltiplicazione nelle cellule epiteliali dell’intestino tenue ed 
elim

inazione attraverso le feci

�
Infezione sintom

atica o asintom
atica

�
Buona resistenza in am

biente extracorporeo

Possibilità di epidem
ie attraverso il circuito oro-fecale (es. H

AV)



Virus che fanno ingresso per il tratto 
alim

entare



Vie di ingresso delle infezioni virali
TR

A
TTO

 G
EN

ITA
LE

Vie di ingresso delle infezioni virali
TR

A
TTO

 G
EN

ITA
LE

�
D

ifese specifiche (m
ucosa vaginale) e non (m

uco)

�
Infezioni localizzate (H

SV, H
PV) o sistem

iche (H
IV, H

TLV, 
H

BV)

R
ilascio per via urinaria

R
ilascio per via urinaria

�
Alcuni virus um

ani (es. C
M

V, v. rosolia, v. m
orbillo) m

a ruolo 
epidem

iologico non im
portante

�
Alcuni virus anim

ali che possono poi essere trasm
essi 

all’uom
o (es. Arenavirus e H

antavirus nei roditori)















R
espiratory 

route
eg. Influenza A

Fecal-oral route
eg. H

epatitis A
Sexually transm

itted
route, eg. papillom

aviruses

Infezioni  zoonotiche

R
abies Virus

Yellow
 Fever Virus

Flaviviruses

Trasm
issione

Interum
ana

diretta



Infezioni virali a trasm
issione verticale



Trasm
issione verticale

Trasm
issione verticale

�
Infezione delle cellule germ

inali

�
Infezione transplacentare (inf. intrauterina, ‘congenita’) (es. 
C

M
V, v. rosolia, H

IV, H
BV)

�
Infezione alla nascita (inf. ‘neonatale’) (es. H

SV, H
IV, H

BV, 
H

C
V)

�
Infezioni tram

ite allattam
ento (inf. ‘perinatale’) (es. H

IV, C
M

V, 
H

BV)



C
om

e risponde l’
ospite?





N
on-Specific R

esponses

B
arriere m

eccaniche
-epitelio respiratorio, pelle

Fluidi corporali-lacrim
e,acidi gastrici

Interferone
(induce uno stato di resistenza indiretta 

nelle cellule con le quali viene a contatto -produzione 
proteine effettrici) Azione specie-specifica e non virus-
specifica



I n t e r f e r o n i
I

I
I

I

I
E

In
d

u
c
e

d
 in

te
rfe

ro
n

 
g

e
n

e
s

antiviral 
effects

im
m

une 
m

odulation

chem
otaxis

Fc receptor

a
c
tiv

a
te

d
 

fa
c
to

r

in
fe

c
te

d
 

c
e
ll



43

IN
TER

FER
O

N
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IN
TER

FER
O

N

antiviral state
antiviral state

antiviral state

antiviral state
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IN
TER

FER
O

N

antiviral state
antiviral state

antiviral state

antiviral state
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M
eccanism

o d’azione dell’Interferone

ribonucleasi
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IFN
-deficient patient.

•B
efore

•IFN
 therapy





C
om

e i virus evadono dalle risposte 
dell’ospite???

A
lcunivirus possono

instaurare
infezioniin sitinon 

accessibilida parte delle
cellule del sistem

a
im

m
une 

Localizzazione in siti privilegiati (es. H
SV, VZV in C

N
S)

M
odulazione dell’espressione del genom

a virale
�Proteine virali associate a latenza (es. EBV EBN

As)

�Trascritti virali associati a latenza (es. H
SV LATs)



Infezione prim
aria e riattivazione da H

SV / VZV

(A) Latenza del virus dell’herpes sim
plex o del virus della varicella-zoster nei gangli 

sensoriali dopo l’infezione prim
aria. (B) R

iattivazione del virus nei gangli e diffusione 
alla m

ucosa o all’epiderm
ide attraverso la via nervosa, con produzione di lesioni 

superficiali ovvero diffusione retrograda al sistem
a nervoso centrale con 

conseguente encefalite (rara).



LAT= latency associated transcript



M
olti virus infettano le cellule del sistem

a im
m

unitario durante 
l’infezione acuta, alcuni persistono

Virus
Sede latenza

G
enom

a
Patologia

H
IV

C
ellule T C

D
4+

m
acrofagi

integrato
AID

S

EBV
C

ellule B
episom

ico
Linfom

i, pat. EBV in H
IV+ 

C
M

V
Linfom

onociti e 
altre cellule

episom
ico

Infez. cong. D
isordini C

N
S, retinite, 

polm
onite

H
H

V-6
C

ellule T C
D

4+
episom

ico
VI m

alattia, disordini linfoproliferativi

H
TLV

C
ellule T

integrato
Leucem

ie, disordini neurol.

M
eccanism

o di escape dalla risposta im
m

une



Infezioni persistenti –
altri distretti

Virus
Sede latenza

G
enom

a
M

eccanism
o

Patologia
H

BV
Epatociti, cell. 
pancreatiche

Integrato /
episom

ico
R

estrizione 
espressione

Epatite cronica, 
cirrosi, H

C
C

H
C

V
Epatociti

?
?

Epatite cronica, 
cirrosi, H

C
C

Parvo
Precursori 
eritroidi

episom
ico

?
Anem

ia 
em

olitica 
cronica, artrite

H
PV

C
ellule 

epiteliali 
germ

inali

Episom
ico

Integrato
R

estrizione 
espressione m

ediante 
fattori cellulari (p53) e 
virali (E1)

Verruche, 
papillom

i, 
carcinom

i



C
om

e i virus evadono dalle risposte dell’ospite???

Possono m
utare 

Es: H
IV and influenza A 



Variabilità antigenica 
Es: H

A
 ed N

A
 del virus influenzale che 

causano epidem
ie e pandem

ie

Q
uasi-specie in H

IV
 ed H

C
V: il virus 

all’interno dell’ospite subisce m
utazioni 

genom
iche nel tem

po che determ
inano la 

com
parsa di nuove varianti genotipiche 

nello stesso ospite



C
om

e i virus evadono dalle risposte dell’ospite???

Possono
inibire

direttam
ente

o indirettam
ente

le difese
dell’ ospite

“D
ow

nregulation” di m
olecole

di superficie
necessarie

per il
riconoscim

ento
da parte delle

cellule T
recognition
M

H
C

 I:  Adeno,C
M

V, H
SV, H

IV; 
M

H
C

 II:  C
M

V, H
IV, M

easles;
IC

AM
 1: EBV



C
om

e i virus evadono dalle risposte  
dell’ospite??

Possono interferire con le citochine dell’ ospite

-Inibiscono citochine pro-infiam
m

atorie , es. IL-2

-secernono citochine che favoriscono   T helper 2 (Th2), es. 
EBV esprim

e un om
ologo di IL-10 , che stim

ola risposteTh2  



…
…

…
…

…
…

...e alla fine?

Piram
ide

m
orte dell’ospite

m
alattia grave

m
alattia non grave

infezioni paucisintom
atiche

infezioni asintom
atiche

contam
inazione



Tipologie di infezione virale

Acute infection
Influenza
H

epatitis A

Latentinfection
H

erpes sim
plex

Varicella-zoster

C
hronic

infection
H

epatitis B

Slow
infection

H
IV

unconventional agents

H
IV

M
alattia tardiva

M
esi o anni

M
alattia precoce

Virus















Infezione da virus del m
orbillo
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Vaccini
Virali

Im
m
unizazione:

il m
etodo più frequentem

ente applicato 
per prevenire m

alattie infettive.

Vaccinare: am
m
inistrare, com

e dose singola o m
ultipla, un 

antigene non patogeno (virus intatto o virione subunità) ad un 
anim

ale o ad essere um
ano cosicchè il sistem

a im
m
unitario 

dell'individuo risponda producendo anticorpi (im
m
unità 

um
orale) e, in alcuni casi, inducendo risposta cellulo m

ediata 
diretta contro uno, alcuni o tutti gli antigeni virali. 
Eradicazione di sm

allpox
Eradicazione di polio in Europe: 2002



2

Vaccini
Vaccini

•Stabiliscono una im
m

unità di 
m

em
oria senza che l’ospite sia 

venuto a contatto con l’agente 
infettivo

•Successi del passato

•Possibilità per il Futuro



3

Sm
allpox

Vaccination
•Jenner 1796 : C

ow
pox/Sw

inepox

•1800
’s C

om
pulsory childhood 

vaccination

•1930
’s Last natural U

K
 case

•1940
’s last natural U

S case

•1958 W
H

O
 program

•O
ctober 1977: Last case 

(Som
alia)
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C
aratteristiche di un vaccino

IN
N

O
C

U
ITA’

EFFIC
A

C
IA

STER
ILITA’

U
n vaccino per essere tale D

EVE prevenire 
l’infezione e N

O
N

 la m
alattia

(caso particolare rabbia)



5
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Live attenuated virus vaccines

from
 Flint et al. (2000) Principles of Virology

A
SM

 Press

Successful live attenuated vaccines are effective for 3 reasons:
The attenuated viruses replicate to som

e extent in the host
The attenuated viruses have a reduced capacity to spread from

 the site of 
replication

The attenuated viruses cause m
ild or inapparent disease.
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Vaccini vivi attenuati

•Può indurre IgA m
ucosali oltre a IgG

 sistem
iche se 

som
m

inistrato pe la via naturale d
’infezione

•Induce risposta im
m

unitaria protettiva. Induce im
m

unità più 
duratura

•Poche dosi di som
m

inistrazione

•B
assi costi di produzione

•Elim
ina la circolazione del virus selvaggio

Vantaggi
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Vaccini vivi attenuati

Svantaggi

•M
utazioni; reversione alla virulenza

•D
iffusione del virus vaccinale per contatto nei soggetti non 

vaccinati o sieronegativi

•Problem
i di m

antenim
ento della “catena del freddo

”
per la 

conservazione del vaccino nei Paesi caldi. 

•Eventuali effetti collaterali in soggetti 
Im

m
unocom

prom
essi

Possibilità di interferenza
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Vaccini inattivati
Vantaggi

•Induce adeguata risposta um
orale 

•N
on esistono rischi di m

utazione o reversione alla virulenza
•Può essere som

m
inistrato a soggetti im

m
unocom

prom
essi

•E
’

più facile la sua conservazione
•Assenza di interferenza

Svantaggi
Alcune volte non inducono una risposta im

m
une adeguata 

Sono necessari diversi richiam
i

•N
on si induce im

m
unità m

ucosale (IgA)
•M

aggiori costi di produzione
•R

ischio di non adeguata inattivazione del virus
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Reciprocal virus antibody titer

512

12832821

Serum
 IgG

Serum
 IgG

Serum
 IgM

Serum
 IgM

N
asal and 

duodenal IgA

N
asal IgA

Serum
 IgA

Serum
 IgA

D
uodenal IgA

D
ays

Vaccination
Vaccination

48
48

96
96

K
illed 

(Salk) 
Vaccine

Live 
(Sabin) 
Vaccine
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D
eterm

inanti di attenuazione
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Salk Polio Vaccine

•Virus ucciso con form
aldeide

•N
o reversione
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Reported cases per 100000 population
100101

0.1

0.001

0.011950
1960

1970
1980

1990

Inactivated 
(Salk) vaccine

O
ral 

vaccine

C
ases per 100,000 

population U
nited 

States
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10000

1000

100

1010

Reported cases

1950
1955

1960
1965

1970
1975

K
illed (Salk) 

vaccine Total cases
Sw

eden and Finland
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Sabin Polio Vaccine
A

ttenuazione ottenuta tram
ite passaggi seriali su colture cellulari

Poliovirus cresce su:•cellule di rene di scim
m

ia

•cellule epiteliali

•N
O

N
 cresce in cellule nervose

•N
on causa paralisi 

•Induce im
m

unità locale nell’intestino (IgA
)



Scheda di vaccinazione  
antipoliom

ielitica  in Italia, oggi

Vaccine
IPV
IPV
IPV
IPV

A
ge

2 m
onths

4 m
onths

6-18 m
onths

4-6 years*

M
inim

um
Interval

---
4 w

ks
4 w

ks
4 w

ks

*the fourth dose of IPV m
ay be given as early

as 18 w
eeks of age



20



21
N

ew
 deadline

?
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Vaccini a subunità

Vengono prodotti con m
etodi di estrazione e 

purificazione oppure tram
ite tevniche di D

N
A 

ricom
binante (es. H

A, N
A influenza)

M
olti non riescono ad indurre im

m
unità protettiva
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M
ethods for enhancing im

m
unogenicity

A
djuvants
W

hen m
ixed with killed viruses or subunit vaccines, produce a m

ore robust 
acquired im

m
une response that requires less antigen.

A
djuvants work in at least 3 ways:
¾

by presentation of antigen as particles
¾

by localisation of antigen to the site of inoculation
¾

by direct stim
ulation of the im

m
une response
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Im
m

une-stim
ulating com

plexes (ISCO
M

s) as peptide delivery 
vehicles



28

Il vaccino contro H
BV, costituito da H

Bs Ag viene prodotto in 
lievito o cellule eucariotiche

Tre dosi, entro un periodo di 6 m
esi , sono necessarie per 

indurre im
m

unità nel 95%
 dei soggetti vaccinati

•R
ecom

binant D
N

A

•Single gene (subunit)

S-antigen m
R

N
A

cD
N

A

Express plasm
id

S-antigen m
R

N
A

protein

H
epatitis B

 
vaccine

raised in yeast
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N
ew Vaccine Technology

Viral vectors:
U

se nonpathogenic virus to im
m

unise
host against a 

pathogenic virus.
Vaccinia

virus: sm
allpox eradication; continued use as viral 

vector
Parvovirus is used in gene therapy

Problem
s: 

¾
host is im

m
unised

against viral vector as well as the 
vaccine antigen  subsequent uses of vector m

ay result in 
weak/no response, or an im

m
unopathologicalresponse.

¾
Im

m
unocom

prom
ised

individuals m
ay be infected within 

the vaccinated population with adverse consequences.
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C
onstruction of a 

recom
binant vaccinia 

virus expressing the 
influenza virus H

A gene

from
 Flint et al. (2000) 

Principles of Virology
A

SM
 Press
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VAC
C

IN
O

 di ultim
a generazione

VIR
IO

N
 LIKE PAR

TIC
LES

VLP
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C
haracteristics of H

PV
Sm

all (55 nm
) Icosahedral capsid, double-stranded

non-enveloped D
N

A virus, 72 C
apsom

eres of L1(C
apsid  

protein)

H
PV-18 and H

PV-16 are highly associated w
ith cervical cancer

•Species specific, site specific & Epithelitropic
•N

ot yet Isolated in Lifeless culture M
edia

•The epitope that can be recognized by corresponding
im

m
unocytes locates on capsid protein(L1 protein)
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H
PV L1 VLP vaccine

M
im

ic natural virion structure           generate potent im
m

une response
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C
apsid peptides bind w

ith cell surface receptors in basal cell layer

Alpha-7 integrin m
olecule is one of the candidate 

receptors 
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Early proteins that regulate the virus are expressed in low
est layers of 

epithelium
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Late proteins are expressed in upper layers of epithelium

Viral
nucleic

acid
can

be
found

in
basal

stem
cells,

but
late

gene
expression

(capsid
proteins)

is
restricted

to
the

upperm
ost

layer
of

differentiated
keratinocytes.



37

H
PV

Infection C
auses Epithelial N

eoplasia

V
iral

assem
bly

S
hedding of

virus-laden cells

V
iral D

N
A

 in
nucleus of
infected basal
cells

And
italso

results
in

thatfew
APC

s
can

catch
these

viruses.
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H
PV L1 VLP vaccine

A
P

C

H
P

V L1 VLP

IgG
B

T

APC
 present 

M
H

C
-Ag com

plex 
and co-stim

ulation 
signal

Plasm
a 

cell
Plasm

a 
cell

Ig sw
itch

IgG

IgG

Im
m

unized by H
PV L1 VLP vaccine

The protection against challenge w
ith 

infectious virus is elicited by high titers of 
neutralizing serum

 antibody(IgG
) induced by 

these vaccine

Future H
PV infection

Adaptive 
Im

m
unity 



Virus-Like Particles (VLPs) -2
i

Im
m

une response targets the capsid proteins 
(at the tim

e of viral entry), therefore ideal for 
prophylactic vaccine

Vaccination
N

o
Vaccination
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N
uovi M

etodi

R
iassortim

ento genetico tra ceppi di virus influenzali 
m

utanti TS

Sono di solito virus attenuati con proteine interne m
utate 

a cui vengono assem
blate le proteine di superficie (H

A 
ed N

A
) tram

ite riassortim
ento genetico
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Influenza Virus

Anricorpi neutralizzanti 
contro em

oagglutinina

A
ntigenic drift

graduale cam
biam

ento risultante nell’incapacità di pre-
esistenti anticorpi a neutralizzare  Æ

richiede frequenti aggiornam
enti del 

vaccino
A

ntigenic shift nuovo H
A

-subtype, no anticorpi neutralizanti
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Vaccini per influenza

Vaccini Trivalenti :  
1.

A
/H

1N
1, 

2.
A

/H
3N

2, 
3.

influenza B
 strain

•
Vaccini Inattivati : Virus R

iassortanti tra geni interni 
A

/PR
/8/34 (H

1N
1) e geni w

t H
A and N

A di ceppi circoanti +  
w

t influenza B
 strain

•
Vaccini Vivi attenuati cold adapted (ca) :  Virus R

iassortanti 
contenenti geni H

A and N
A di ceppi w

t A or B
  e geni  interni 

di ca A
/A

nn A
rbor/6/60 and B

/A
nn A

rbor/1/66 
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PB2
PB1
PA

H
A

N
A

N
PMN
S

PB2
PB1
PA

H
A

N
A

N
PMN
S

PB2
PB1
PA

H
A

N
A

N
PMN
S

Attenuated D
onor 

M
aster Strain

N
ew

 Virulent 
Antigenic Variant 
Strain

X

Attenuated Vaccine Strain: 
C

oat of Virulent strain w
ith 

Virulence C
haracteristics of 

Attenuated Strain
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‘Reverse Genetics’

D
N

A

virus

R
N

A
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Replicazione e transcrizione del virus
influenzale

ppp
(-) vR

N
A

translation

protein

m
R

N
A

poly(A)
cap

PB
1, PB

2, PA, N
P

-protein

ppp
(+) cR

N
A

transcription

replication

PB
1, PB

2, PA, N
P

-protein

AU
G

U
G

A
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p
IIC

M
V

R
N

A
polym

erase II (pol II)

translation

protein

m
R

N
A*

poly(A)
cap

ATG
----------

viral cD
N

A  -------------TAA

ppp
(-) vR

N
A

R
N

A
polym

erase I (pol I)

R
N

A pol I prom
oter (hum

an)

R
N

A pol II prom
oter

R
N

A pol I term
inator

Poly(A) site 
a

IIB
G

H

p
Ih

tI

RN
A
 pol I/pol II transcription system

 for 
synthesis of (-)vRN

A
 and (+)m

RN
A

(B
idirectional transcription)

H
offm

ann et al., 2000
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R
N

A
polym

erase II (pol II)

translation

PB
1, PB

2, PA, N
P, H

A, N
A, M

1, M
2, N

S1, N
S2/N

EP proteins

10 (+) m
R

N
As*

poly(A)
a

cap

PB
1, PB

2, PA, H
A, N

P, N
A, M

, N
S -vR

N
As

ppp
8 (-) vR

N
As

R
N

A
polym

erase I (pol I)

10 (+) m
R

N
As

poly(A)

Viral polym
erase com

plex proteins
PB

1, PB
2, PA, N

P

PB
1, PB

2, PA, H
A, N

P, N
A, M

1, M
2, N

S1, N
S2/N

EP proteins

translation

Sistem
a con O

tto plasm
idi per la  generazione di virus della 
influenza A

PB
2

PB
1

PA PA
N

P
H

A
N

A
M

N
S

cap
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Vaccines for pandem
ic preparedness



49
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N
U

O
VO

 VA
C

C
IN

O
 A

N
TI-R

O
TAVIR

U
S

riassortante um
ano-bovino
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Vaccines
•

1796 Jenner:  w
ild type anim

al-adapted 
virus

•
1800

’s Pasteur: A
ttenuated virus

•
1996 D

N
A vaccines

The third vaccine revolution
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D
N

A Vaccines

Plasm
ide 

ricom
binante

cellula m
uscolare

C
ellule che esprim

ono 
epitopi antigenici 
riconosciuti dal sistem

a 
im

m
une
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D
N
A
 vaccines

from
 Flint et al. (2000) Principles of Virology

A
SM

 Press
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Vaccini a D
N

A
•I plasm

idi possono essere prodotti facilm
ente in grandi quantità

•Il D
N

A è stabile e resiste ad elevate tem
perature

•Le sequenze possono essere cam
biate in laboratorio

•Induce risposta um
orale, m

a soprattutto cellulo-m
ediata e di tipo 

citotossico
•Possibili problem

i

•Integrazione del D
N

A nel genom
a cellulare

•Induzione di auto-anticorpi (anti D
N

A)

•Induzione di tolleranza
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I VIRU
S CH

E CA
U
SA

N
O
 

EPA
TITE

•
VIRU

S EPA
TITICI M

A
GGIO

RI
virus A

 (H
A

V)
virus B (H

BV)
virus C (H

CV)
virus D

 o delta (H
D

V)
virus E (H

EV)
•

VIRU
S EPA

TITICI M
IN

O
RI

(responsabili di circa 
l’1,5%

 delle epatiti acute)
Citom

egalovirus
virus di Epstein-Barr
Coxsackie
H

erpes Virus
Parotite 
Rosolia 



H
EPATITIS A VIR

U
S



Struttura V
irus epatite A

 



H
epatitis A

 V
irus: Struttura e 

C
lassificazione

�
R

N
A

 Picornavirus 
•

G
enere separato a causa di differenze con altri 

enterovirus
•

V
irus nudo 

•
capside icosaedrico

•
SS R

N
A

 (740 nucleotides)
•

Singolo serotipo nel m
ondo

•
U

om
o, unica reservoir



•
O

ro-fecale

•
C

ontatto stretto (asilo infantile)

•
C

ibo, acqua contam
inati 

TR
A

SM
ISSIO

N
E H

AV



D
ISTR

IB
U

ZIO
N

E G
EO

G
R

A
FIC

A
 D

I 
IN

FEZIO
N

E H
A

V



H
epatitis A

: Patogenesi

•
Incubazione 4 settim

ane (range 2-6 settim
ane)

•
C

avità oraleÆ
tratto G

I Æ
fegato via sangue

•
R

eplica negli epatociti (poco danno alle cellule), 
rilasciato tram

ite la bile nell’intestino7-10 giorni 
prim

a dei sintom
i clinici

•
D

anno epatico e sindrom
e clinica derivati da 

risposta im
m

une e non da effetto diretto del virus



H
epatitis A

: M
anifestazioni cliniche

•
fatica, dolore addom

inale, perdita di appetito, nausea, vom
ito

•
ittero or elevati livelli sierici di am

inotransferase, urine scure, 
feci chiare

•
A

dulti di solito più sintom
atici 

•
I pazienti sono infettivi quando elim

inano il virus con le feci , 
di solito prim

a della com
parsa dei sintom

i.
•

D
i solito, l’epatite risolve benignam

ente in  2-4 settim
ane

•
R

ecupero com
pleto nel 99%

•
R

ara Epatite fulm
inante



0
1

2
3

4
5

6
7

8
9

10
11

12
13

settim
ana

Risposta
M

alattia C
linica

A
LT

IgM
IgG

H
AV nelle feci

InfezioneVirem
ia IN

FE
ZIO

N
E

 da H
AV



D
IA

G
N

O
SI  H

A
V

•
R

T-PC
R

 su cam
pioni fecali

•
A

nalisi sierologica: ricerca IgM
 all’inizio 

della sintom
atologia, IgG

 specifiche -3 
settim

ane dopo



PR
EVEN

ZIO
N

E di H
A

V

•
Igiene  (e.g., hand w

ashing)

•
Sanitizzazione (e.g., disinfezione fonti di 
acqua 

•
Im

m
unoglobuline (pre-and post-exposure)

•
V

accino anti H
A

V
 (pre-exposure)



•Vaccino inattivato

•A
ltam

ente im
unogeno; circa 100%

 dei 
vaccinati hanno livelli di anticorpi 
protettivi dopo la 2

°
dose

VA
C

C
IN

O
 anti H

A
V



D
U

R
ATA D

E
LLA

 P
R

O
TEZIO

N
E D

A
 H

A
V

 
D

O
PO

 V
AC

C
IN

O

•
L

a protezione inizia  4 settim
ane dopo vaccino

•
G

li anticorpi specifici perm
angono per 5-8 

anni, m
a potrebbereo persistere per alm

eno 20 
anni secondo m

odelli m
atem

atici

•
C

ontributo della m
em

oria im
m

unologica



V
IR

U
S EPA

TITE B
H

epatitis B
 Virus

H
epatitis B

 Virus

V
irioni com

pleti 40-45 nm
 (particelle di D

ane)
Particelle sferiche 20 nm

 (eccesso di H
B

sA
g)

Form
e tubulari (eccesso di H

B
sA

g)



H
epatitis B

: Struttura

•
M

em
bro di Hepadnaviridae

•
V

irione chiam
ato anche com

e particella di D
ane 

(D
ane particle)

•
V

irus con envelope 
–

C
ore antigen (H

bcA
g)

–
e antigen (H

B
eA

g)-indicatore di trasm
issibilità

–
(com

ponente derivato da H
B

cA
g)

•
Può assum

ere form
e sferiche di 22nm

 e 
filam

entose non contenenti D
N

A
 e perciò non 

infettive



H
epatitis B

 virus particles



Il capside icosaedrico contiene la proteina C
    H

BcA
g

L’H
BeA

g
è

intim
am

ente associato al nucleocapside ed il suo ruolo non è
stato ancora chiarito, può circolare in form

a solubile nel siero: è
indicatore di replicazione virale

H
Bx

è
una proteina di regolazione con propietà

transattivanti

A
l D

N
A

 è
associato il prodotto del gene P = D

N
A

 polim
erasi R

N
A

 
dipendente e R

N
asiH

 (Trascrittasi inversa)

Il D
N

A
 è

parzialm
ente bicatenario

Il filam
ento (-) è

a piena lunghezza
(3.2kb), quello (+) è

di lunghezza
variablie (2.5-2.8kb). 

Pericapside contenente 3 
glicoproteine derivate dal gene S 
indicate com

e H
BsA

g



H
B

V
 G

enotypes

N
 Terrault.  N

atural history, diagnostics, and clinical profiles of  persons w
ith chronic hepatitis B.  Presented at the 2

ndAnnual C
linical C

are
O

ptions for H
epatitis Sym

posium
, June, 2004.  Available at http://clinicaloptions.com

/ccohep.

•8 genotypes classified for hepatitis B
 virus, 

designated A
-H

 
•19 sub-genotypes know

n, 
A

1-A
2, B

1-B
4, C

1-C
4, F1, F2, H

 
(G

erlich, 2004)
D

ifference betw
een genotypes is >8%

 over the entire  
genom

e (4%
 w

ithin S gene)

•H
B

V
 G

enotype distribution differs by geographical area
•G

enotype A
N

orthw
est Europe, N

orth A
m

erica, C
entral A

frica
•G

enotype B
Southeast A

sia, including C
hina, Japan and Taiw

an
•G

enotype C
Southeast A

sia, including C
hina, Japan 

•G
enotype D

M
editerranean area, M

iddle East, India
•G

enotype E
A

frica
•G

enotype F
N

ative A
m

ericans, Polynesians, C
entral and South A

m
erica

•G
enotype G

U
nited States, France

•G
enotype H

A
m

erindian



Trascrizione inversa



N
el nucleo

In form
a episom

ale

N
el citoplasm

a

Processo
digem

m
azione

Inserim
ento

delnucleocapside

Può avvenire l’integrazione
del D

N
A

ad opera dim
eccanism

i cellulari
Infezione cronica



G
enom

a H
B

V



M
utazione del gene per H

B
cA

g



Q
uesta m

utazione (H
B

eA
g-) è 

presente in m
olti soggetti con H

B
V 

cronica

D
ifficoltà di diagnosi



•
S

essuale

•
P

arenterale

•
P

erinatale

M
odalità di Transm

issione 
H

B
V



C
oncentrazione H

B
V 

in Vari Fluidi
biologici

elevata
M

oderata
bassa

sangue
liquido sem

inale
urina

siero
Fluido vaginale

feci
saliva

lacrim
e

Latte m
aterno



H
B

V
 Patogenesi

•
Il V

irus entra nel fegato tram
ite sangue

•
R

isposta im
m

une citotossica verso epatociti 
esprim

enti antigeni virali sulla m
em

brana, 
responsabile della sindrom

e clinica

•
5 %

 diventa portatore cronico (H
B

sA
g> 6 m

esi)

•
A

nticorpi anti H
B

sA
g conferiscono im

m
unità 

duratura







H
B

V
 –

integrazione

L’integrazione del D
N

A
 degli hepadnavirus avviene presum

ibilm
ente 

ad opera di m
eccanism

i cellulari 

In genere si attua durante l’infezione cronica

L’H
B

V
 non ha oncogeni

Il gene X
 viene m

antenuto nel processo di integrazione ed il suo
prodotto H

B
x si associa alla proteina p53 inattivandone le funzioni



H
epatitis B

 –
D

ati C
linici

•
periodo d

’incubazione:
M

edia:60-90 
giorni m

anifestazione clinica
<5 yrs, 

<10%
t5 yrs, 30%

-50%
1/3 adulti-no sintom

i

•
E

patite fulm
inante:

0.5%
-1%

•
Infezione cronica:

<5 yrs, 30%
-90%

t5 yrs, 2%
-10%

 
•

P
rem

atura m
ortalità

•
da epatite cronica:

15%
-25%



Infezione acuta da H
B

V con guarigione
Tipico corso sierologico

Settim
ane dopo 

l’esposizione

Titolo

Sintom
i

H
B

eAg
anti-H

B
e

Totali anti-H
B

c

IgM
 anti-H

B
c

anti-H
B

s
H

B
sA

g

0
4

8
12

16
20

24
28

32
36

52
100



P
rogressione ad infezione cronica da H

B
V

Tipico corso sierologico

Settim
ane dopo l’esposizione

Titolo

IgM
 anti-H

B
c

Totali anti-
H

B
c

H
B

sAg

Acuta
(6 m

esi)
H

B
eAg

C
ronica
(anni)

anti-H
B

e

0
4

8
12

16
20

24
28

32
36

52
anni



D
iagnosi H

B
V

•
U

na
batteria

di
test

sierologici
sono

utilizzati
per

la
diagnosi

di
epatite

acuta
e

cronica
di

infezione
da

H
B

V
.

•
H

B
sA

g
–

usato
com

e
m

arker
generale

diinfezione.
•

H
B

sA
b

–
anticorpi

che
docum

entano
l’avvenuta

infezione
•

anti-H
B

c
IgM

-m
arker

diinfezione
acuta.

•
anti-H

B
cIgG

-
anticorpi

che
docum

entano
infezione

passata
o

cronica.
•

H
B

eA
g

–
m

arker
che

indica
replicazione

attiva
del

viruse
perciò

infettività
•

A
nti-H

B
e

–
anticorpi

che
docum

entano
l’avvenuta

infezione
•

H
B

V
-D

N
A

–indica
replicazione

attiva
di

H
B

V
,

più
accurata

delm
arker

H
B

eA
g,specialm

ente
in

casidi
m

utanti
pre-core.

U
sato

anche
per

m
onitorare

i
pazientiin

terapia





G
eographic D

istribution of C
hronic H

B
V 

Infection

H
B

sAg Prevalence
t8%

 -H
igh 

2-7%
 -Interm

ediate 
<2%

 -Low



H
C

V
73-80%

H
BV

20-27%

EPID
EM

IO
LO

G
IA

 D
ELLE

EPA
TITI C

R
O

N
IC

H
E V

IR
A

LI



Trattam
enti correnti per H

B
V

•
Interferon alfa (Intron A

)
•

Lam
ivudine (Epivir H

B
V

)
•

A
defovir dipivoxil (H

epsera)



PR
EVEN

ZIO
N

E  H
B

V

E’ disponibile un vaccino 
ricom

binante costituito dalla 
proteina H

B
sA

g prodotta nel 
lievito.



H
B

V: IM
M

U
N

O
PR

O
FILA

SSI
IM

M
U

N
O

PR
O

FILA
SSI PA

SSIVA
:

IN
 SO

G
G

ETTI A
D

 ELEVATO
 R

ISC
H

IO
 IM

M
ED

IATO
 (ES.:PU

N
TU

R
A C

O
N

 A
G

O
 IN

FETTO
). 

IM
M

U
N

O
PR

O
FILA

SSI ATTIVA
:

VA
C

C
IN

O
 A

LLESTITO
 C

O
N

 TEC
N

IC
A D

EL D
N

A R
IC

O
M

B
IN

A
N

TE

LA SC
H

ED
U

LA VA
C

C
IN

A
LE PR

EVED
E TR

E SO
M

M
IN

ISTR
A

ZIO
N

I A
L TEM

PO
 0, 1 E 6 M

ESI;  

N
EL N

EO
N

ATO
 LE TR

E D
O

SI VEN
G

O
N

O
 SO

M
M

IN
ISTR

ATE A
L 3
°

-5
°

E 11
°

M
ESE

N
EI N

EO
N

ATI C
H

E N
A

SC
O

N
O

 D
A M

A
D

R
I H

B
sA

g PO
SITIVE

VIEN
E A

D
O

TTATO
 LO

 
SC

H
EM

A D
I VA

C
C

IN
A

ZIO
N

E A 0, 1, 2, 11 M
ESI. 

VA
C

C
IN

A
ZIO

N
E O

B
B

LIG
ATO

R
IA D

A
L 1990 

TER
A

PIA
: IN

TER
FER

O
N

E E LA
M

IVU
D

IN
A (inibitore della trascrittasi inversa)



H
epatitis D

 (D
elta) Virus

H
B

sA
g

R
N

A

d
antigen





Struttura H
D

V

•
V

irus defettivo che richiede la co-infezione 
con H

B
V

 per la replica 
•

V
irus con envelope e genom

a a ssR
N

A
 -

•
C

odifica solo l’antigene delta



G
eographic D

istribution of H
D

V Infection

H
D

V Prevalence
H

igh
Interm

ediate

Low

Very Low

N
o D

ata

Taiw
an

Pacific Islands



Sequelae of hepatitis D
 virus

G
rave form

a acuta 
di m

alattia 

B
assi rischi di 

cronicizzazione

D
i solito si sviluppa 

la form
a cronica

Alto rischio di 
m

alattia epatica 
cronica



H
B

V -H
D

V C
oinfezione

Tipico C
orso Sierologico 

Tem
po dopo esposizione

Titolo

anti-
H

B
s

sintom
i

ALT Elevata

Totali anti-H
D

V

IgM
 anti-H

D
V

H
D

V  R
N

A

H
B

sA
g



H
B

V -H
D

V Superinfezione
Tipico C

orso Sierologico

Tem
po dopo esposizione

Titolo
itteroSintom

i

ALT
Totali anti-H

D
V

IgM
 anti-H

D
V

H
D

V R
N

A
H

B
sAg



H
epatitis C

 virus e genom
a



H
C

V

Proteine non strutturali
Proteine strutturali

Ilgenom
a non possiede

il cap, 
pertanto non viene tradotto attraverso m

eccanism
o cap-dipendente

E1 e E2 proteine glicosilate contenenti gli epitopi neutralizzanti 
E2 contiene una regione ipervariabile (probabile causa

dipersistenza) 



Structure and processing of the hepatitis C
 

virus (H
C

V
) polyprotein by cellular signal 

peptidases and virally encoded proteases 
(N

S2/3 and N
S3).



H
C

V
 Struttura

e C
lassificazione

•
M

em
bro della fam

iglia flaviviridae (altri 
m

em
bri yellow

 fever and dengue)
•

Envelope e ss R
N

A
 + 

•
R

eservoirs: uom
o e scim

panzè
•

6 sierotipi (genotipi) e m
olteplici sottotipi



G
enotipo di H

C
V

A
rea geografica

1a1b23456

Europa e U
SA

U
SA

, Europa, G
iappone

Italia, Paesi in via di sviluppo

Paesi occidentali (tossicodipendenti)

M
edio O

riente, A
frica del N

ord

A
frica del Sud

A
sia

D
istribuzione geografica dei genotipi di H

C
V



Trasm
issione Parenterale Inapparente

•Strum
enti chirurgici non ben sterilizzati:

-
dentista

-
agopuntura

-
ecc. 

•A
ltri strum

enti non ben sterilizzati
-

estetista
-

barbiere
-

tatuaggi, piercing
-

ecc. 
•O

ggetti da toilette taglienti o abrasivi (rasoi, lam
ette, spazzolini 

da denti) 

M
odalità

di trasm
issione dei virus epatitici per via parenterale 

inapparente.



Soggetti esposti ad infezione da H
C

V

•
Tossico-dipendenti

•
Politrasfusi, soggetti sottoposti a trapianto, 

•
Personale  a contatto con sangue e suoi 
derivati

•
V

ia Iatrogena
•

N
ascita da m

adre   H
C

V
+

•
R

apporti sessuali con partners m
ultipli



H
ep C

: Patogenesi

•
Patogeno che circola nel sangue ed infetta 
epatociti

•
D

anneggiam
ento epatico dovuto più a 

fenom
eni im

m
unopatologici (m

ediati per lo 
più da C

D
8) che all’azione diretta del virus.

•
Può causare cirrosi e, successivam

ente, 
epatocarcinom

a  
•

A
lcuni genotipi sono più sensibili alla terapia 

i.e. 2 e 3a



Infezione da
H

epatitis C
 V

irus
Periodo d

’incubazione        <m
edia 6-7 settim

ane
R

ange 2-26 settim
ane

M
alattia acuta (ittero)

m
edia (<20%

)
fatalità

bassa
Infezione cronica

60%
-85%

C
irrosi

<5%
-20%

M
ortalità 

1%
-5%





Sierologia in infezione acuta da H
C

V
 con 

guarigione

Sim
ptom

i +/-

Tem
po dopo l’esposizione

Titolo
anti-
H

C
V

A
LT

N
orm

al

0
1

2
3

4
5

6
1

2
3

4
anni

m
esi

H
C

V
 R

N
A

 



Sierologia in infezione cronica da H
C

V

Sim
ptom

i +/-

Tem
po dopo l’esposizione

Titolo
anti-
H

C
V

A
LT

N
orm

al

0
1

2
3

4
5

6
1

2
3

4
A

nni
M

esi

H
C

V
 R

N
A

 



Trattam
ento

•
Interferon

-peghilato.

•
R

ibavirina
–





61

Genom
a di HCV e processing della poliproteina 

virale 

w
w

w.biochem
soctrans.org 

Cleavage by 
HCV protease 

Cleavage by 
cell proteases 

~9600 nt 

Bersaglio dei nuovi 
inibitori di proteasi 

anti-HCV 



62

Inibitori della proteasi NS3/4A di HCV 

•
NS3 è una proteina m

ultifunzionale 
–

Attività di proteasi per processare la poliproteina 
(clivaggio NS3/NS4A/NS4B/NS5A/NS5B) 

–
Attività di elicasi per svolgere le strutture 
secondarie del genom

a e l'interm
edio replicativo 

RNA± 
•

Agisce assiem
e al cofattore NS4A 

–
NS4A stabilizza NS3 e la associa al sistem

a di 
m

em
brane su cui avviene gran parte della replica 

di HCV 



CHAN
GIN

G HCV TREATM
EN

T LAN
DSCAPE

Dore GJ M
ed J Aust, 2012. 



N
ovel antiviral strategies targeting viral and host factors m

ediating H
C

V infection Exam
ples of antiviral strategies currently in the late 

preclinical or clinical developm
ent are show

n. Therapeutic strategies are indicated in red (boxes) and are...

Philippe  G
eorgel , C

atherine  S
chuster , M

irjam
 B

.  Zeisel , Françoise  Stoll-Keller , Thom
as  Berg , Seiam

ak  Bahram
 ,...

Virus–host interactions in hepatitis C
 virus infection: im

plications for m
olecular pathogenesis and antiviral strategies
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Terapia anti H
C

V
    



H
epatitis E

•
V

irus N
udo ss R

N
A

+
•

A
ssom

iglia a calicivirus o N
orw

alk virus
•

M
alattia sim

ile a quella provocata da H
A

V
, 

A
lta m

ortalità in donne gravide



G
eographic D

istribution of H
epatitis E



•
La m

aggior parte deglo episodi 
epidem

ici dovuti a acqua 
contam

inata da m
ateriale fecale

•
M

inim
a transm

issione uom
o-uom

o
•

C
ircola in zone endem

iche

H
epatitis E -

D
ati Epidem

iologici



H
epatitis E -C

linica

•
P

eriodo Incubazione :
M

edia 40 giorni
R

ange 15-60 giorni
•

fatalità :
1%

-3%
donne gravide

•
G

ravità della m
alattia:

aum
enta con l’età

•
N

on cronicizza



C
orso sierologico tipico in infezione 

H
EV

Settim
ane dopo esposizione

Titolo
Sim

ptom
i

A
LT

IgG
 anti-H

EV

IgM
 anti-H

EV

Virus nelle feci

0
1

2
3

4
5

6
7

8
9

10
11

12
13





Trasform
azione cellulare virus-

m
ediata

�
A

lterazioni di crescita (es. no inibizione da contatto, ridotto 
fabbisogno di siero, crescita in agar, crescita su più strati)

�
A

lterazioni di superficie (es. cam
bi A

g, secrezione 
proteasi, giunzioni m

eno strette, cam
biam

enti tintoriali)

�
A

lterazioni intracellulari (cam
biam

enti citoscheletro, 
variazioni m

essaggeri)

Introduzione di alterazioni genetiche che 
com

portano cam
biam

enti nella regolazione della 
crescita e im

m
ortalizzazione

La trasform
azione in vitro è il corrispettivo della form

azione 
di tum

ori in vivo



O
ncogeni e trasform

azione
G

li oncogeni sono geni cellulari essenziali im
plicati nei 

m
eccanism

i di regolazione della crescita e del 
differenziam

ento

La trasform
azione è il risultato di una serie di alterazioni a carico 

di oncogeni cellulari il cui effetto ultim
o è la perdita del 

norm
ale controllo della divisione cellulare (processo 

M
U

LTIS
TE

P
)Fattori responsabili 

dell’alterazione degli 
oncogeni:

Fisici(es. U
V)

C
him

ici(es. nitrosam
m

ine)

B
iologici(es. virus)







O
N
CO

GEN
I

EFFETTO
 D

O
M

IN
A
N
TE

U
na m

utazione in una sola copia del 
gene è sufficiente a conferire un 
vantaggio proliferativo

I proto-oncogeni codificano per 
proteine coinvolte nel controllo 
della crescita cellulare. M

utazioni 
in questi geni determ

inano la loro 
attivazione costitutiva. 



FU
N
ZIO

N
E D

EGLI O
N
CO

GEN
I

¾
Fattori di crescita

¾
Recettori di fattori 

di crescita

¾
Trasduttori del 

segnale

¾
Proteine 

nucleari/fattori di 
trascrizione



A
ttività dei prodotti degli oncogeni cellulari



A
TTIVA

ZIO
N
E PRO

TO
-O

N
CO

GEN
I

¾
A
M

PLIFICA
ZIO

N
E GEN

ICA

¾
TRA

SLO
CA

ZIO
N
I CRO

M
O
SO

M
ICH

E

¾
M

U
TA

ZIO
N
I PU

N
TIFO

RM
I



A
nti-O

ncogenes
•R

etinoblastom
a R

b

•p53



G
0

Cellula a 
riposo

G
2

G
1

S

M

G
2

D
ivisione Cellulare 

(M
itosi)

Sintesi di D
N

A
(Replicazione)

p53

pR
B Proteine  Cellulari
(checkpoints cellulari)

C
IC

L
O

 C
E

L
L

U
L

A
R

E









A
lcuni virus a D

N
A

 o a R
N

A
  (R

etrovirus) 
sono in grado di indurre in vitro ed in vivo 

la trasform
azione cellulare e/o tum

ore. Essi 
possiedono nel loro genom

a oncogeni. 



•
V

ia intrinseca: le cellule devono essere direttam
ente infettate

-Proteine virali possono interagire con geni cellulari 
oncosoppressori inducendone l’inattivazione o la degradazione 
es. antigene T dell’

SV
40, proteina RB, E

1a degli adenovirus, 
E

BV
 codifica per fattori anti-apoptotici

-Inserzione di sequenze genom
iche virali con induzione di 

m
utazioni.

-Inserzioine di sequenze genom
iche virali in punti critici del 

genom
a cellulare (prom

otori trascrizionali)

•
V

ia
estrinseca:le

cellule
non

necessitano
diinfezione,m

a
l’insorgenza

del
fenotipo

trasform
ato

è
ilrisultato

dell’infezione
dialtre

cellule
-Im

m
unosoppressione

es.H
IV,citom

egalovirus,H
TLV

-Stim
olazione

della
proliferazione

cellulare
rigenerazione

deitessutidanneggiatidall’infezione
virale

(epatocarcinom
a);

produzione
difattoridicrescita

ad
opera

delle
cellule

infettate
(sarcom

a
diK

aposi);
ivirionipossono

m
im

are
recettoriperfattoridicrescita

M
eccanism

i inducenti la neoplasia





Virus, oncogeni e trasform
azione

Possibilità di trasform
azione rapida grazie all’attività 

polifunzionale di alcuni loro geni (‘oncogeni’ virali) (es. 
retrovirus con oncogene)

�
A

lterata espressione di oncogeni cellulari 

�
Inattivazione di proteine ad attività anti-oncogena

Virus
C

ancro
H

SV
C

arcinom
a cervice uterina

EB
V

Linfom
i, carcinom

a nasofaringeo

H
H

V-8
S

arcom
a di K

aposi

H
PV

C
arcinom

a cervice uterina

H
B

V
C

arcinom
a epatocellulare

H
C

V
C

arcinom
a epatocellulare

H
TLV

Leucem
ia T



Incidenza relativa delle patologie um
ane neoplastiche

ad eziologia virale





O
ncogenidi virus a D

N
A

•A
denovirus 

E1A region 2

•SV 40
Large T A

g

•Polyom
a

Large T A
g

•B
K

 virus
Large T A

g
•H

um
an papillom

a Virus-16
E6, E7

•H
B

V 
Proteina X



Il papillom
avirus (H

PV
) e  il cancro della cervice

L
o sviluppo del cancro della cervice è fortem

ente associato 
all’infezione da hum

an papillom
avirus (H

PV
).

Studi epidem
iologici evidenziano che circa 80-90%

 
dei tum

ori della cervice contengono D
N

A di H
PV.

(B
oshart et al., 1984; D

urst et al., 1983)

A
lcuni studi hanno m

ostrato una correlazione tra 
l’infezione da H

PV, l’assenza della proteina p53 e 
la m

utazione della proteina pR
B

.
(C

rook et al., 1991; W
rede et al., 1991)



L
’oncoproteina E

6 prom
uove la degradazione 

della 
proteina regolatrice p53

L
’oncoproteina E6 lega la p53 m

ediante la proteina 
cellulare E6A

P che  segnala al proteosom
a 26S la 

presenza di una  proteina da degradare. 
E6 ed E6A

P vengono rilasciate senza essere alterate nella 
loro attività “catalitica”

della degradazione della p53.



E
ffetti delle proteine virali E

6 ed E
7 sul ciclo cellulare 

L
’oncoproteina E

6 prom
uove la degradazione della 

proteina regolatrice p53

E
6-A

P

p53
E

6
Proteosom

a 26S

p53

E
6-A

P
E

6



L
’oncoproteina E

7 sequestra la pR
B

 dal norm
ale 

ciclo cellulare

N
ell’infezione cellulare da H

PV, la pR
B

 risulta  inattiva 
in quanto viene legata dalla proteina virale E7. 
L
’inibizione dell’attività della pR

B
 perm

ette il rilascio 
dei fattori trascrizionali necessari per la sintesi del D

N
A

 
e quindi la prom

ozione della divisione cellulare.





A
nti-O

ncogenes

R
b G

ene

R
b

R
b 

proteinR
b

S
top replicazione

R
b A

denovirus E
1A

Il ciclo cellulare continua

R
etinoblastom

a

105kD



p53
P

53 gene

P
53

P
53

D
N

A

S
top replicazione

S
V40 T

P
53

replicazione
replicazione

proteolisi

P
53

H
PV

 E
6

A
nti-O

ncogenes



D
N

A
 T

um
or V

iruses In 
H

um
an C

ancer

Papillom
a Viruses

cancro urogenitale

Papillom
a virus sono stati trovati nel 91%

 di donne con tum
ore alla cervice

carcinom
a:

Laringe
E

sofago
tutti sim

ili 
istologicam

ente
P

olm
one

10%
 of tum

ori um
ani possono essere collegati ad 

H
PV





foot 
w

arts

genital
m

ucosa,
cancer-
associated

S
kin, hair 

follicles m
ostly 

com
m

ensal

hand
w

arts H
P

V
s A

re a D
iverse Fam

ily

H
PV16

H
PV18

H
P

V
6&

11

70%
 of cervical cancers

90%
 of genital w

arts
>75%

 lifetim
e infection risk!
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7904/1 E6
E7

E1

E2 E4

E5

L2 G
enom

e
•8 kilobase 
circular dsD

N
A.

L1

•O
ne coding strand.  

G
enom

e is divided into 
Late and Early regions



Ilgenom
a
sireplica

in
form

a
episom

ale,
com
e
un

plasm
ide
nucleare

m
ulticopy.

Perintegrarsi,ilgenom
a
deve

linearizzarsi.

Ilpunto
dirottura

è
all’estrem

o
5
’
delgene

E2
che

regola
l'espressione

deigeniE6
e
E7.

R
E

P
LIC

A
Z

IO
N

E
 V

IR
A

LE



Papillom
avirus um

ano
H

PV
6 e H

PV
18

È l’agente etiologico 
del carcinom

a della 
cervice uterina così 
com

e delle verruche 
cutanee e genitali

Può integrarsi nel genom
a 

o rim
anere in form

a 
episom

ica perm
anente

G
ene:

Funzione:

E
1

Iniziazione della replicazione del D
N

A
 

(elicasi)

E
2

Regolazione della trascrizione 
genica/replicazione del D

N
A

E
3

???

E
4

Proteine non strutturali tartdive; 
D

istruzione del citoscheletro?

E
5

Proteina trasform
ante, intereagisce con 

recettori per fattori di crescita, es. 
PD

G
F

E
6

Proteina trasform
ante, si lega a p53 

avviandolo alla degradazione

E
7

Proteina trasform
ante, si lega a pRB

E
8

???

L
1

Proteina capsidica m
aggiore

L
2

Proteina capsidica m
inore





Life Cycle -Initial Infection (Skin)

m
icro-traum

a

Epiderm
is

(Keratinocytes)

Basal 
Cells

Basem
ent

M
em

brane

D
erm

is

virions

Slide courtesy M
. Kast



G
ene Expression (W

art)

Basem
ent

M
em

brane

Epiderm
is

D
erm

is

Viral Proteins

Early only

C
apsid &
Early

N
one

Slide courtesy M
. Kast

Progeny virions





La verruca è una proliferazione benigna autolim
itante 

della pelle, stim
olata dal virus, che regredisce col tem

po. 
Si m

anifesta in 3-4 m
esi. L’infezione virale rim

ane 

localizzata, in genere regredisce
spontaneam

ente.

• N
elle verruche e nei condilom

i (escrescenze benigne) il 
genom

a virale si trova in form
a episom

iale.

• N
el carcinom

a della cervice uterina e in carcinom
i 

squam
osi (un tum

ore che può svilupparsi in pazienti 
colpiti da una rara m

alattia ereditaria, l’epiderm
odisplasia 

verruciform
e), il genom

a virale è stato ritrovato integrato 

nel D
N

A
 della cellula tum

orale.





D
oorbar, J C

lin Virol 32:7-15, 2005

Progression to C
ancer is A

ccom
panied by 

D
eregulation of Viral G

ene Expression

C
IN

  1
C

IN
  2

C
IN

  3

Com
m

on m
olecular events:  

•Viral genom
e integration into cellular D

N
A

•Loss of E2 leads to increased E6/E7 expression
•Loss of L1, L2 expression.  Therefore, current 
vaccine can’t clear pre-cancerous lesions.

C
IN

: neoplasia 
cervicale 
intraepiteliale





O
ral and Laryngeal H

PV
 Lesions

S
ource: w

w
w

.infocom
pu.com

S
ource: Voiceproblem

.org 



Papillom
avirus D

iagnosi

-N
o sierologica

-N
o isolam

ento colturale
-C

linica
-C

olposcopia
-C

itologica
-Istologica
-Im

m
unocitochim

ica (gruppo specifica)
-PC

R
 D

N
A

 (tipizzazione  tram
ite sequenziam

ento) -
M

icroscopia elettronica
Si può differenziare tra infezioni oncogeniche e non 

oncogeniche da H
PV



PR
EV

EN
ZIO

N
E

•H
PV

 2, the bivalent vaccine (C
ervarix®

), covers types 
16 and 18 and is U

S Food and D
rug A

dm
inistration 

(FD
A

) approved only for fem
ales (aged 9 through 25 

years).

•H
PV

 4, the quadrivalent H
PV

 vaccine (G
ardasil®

), 
covers H

PV
 strains 6, 11, 16, and 18 and is FD

A
 

approved for both m
ales and fem

ales aged 9 through 26 
years.

•H
PV

 9, a nine-valent H
PV

 vaccine, (G
ardasil®

 9), FD
A

 
approved on D

ecem
ber 11, 2014, covers types 6, 11, 16, 

and 18 (just like H
PV

 4) but also covers five additional 
high-cancer-risk strains: 31, 33, 45, 52, and 58



D
N

A
 T

um
or V

iruses In 
H

um
an C

ancer

Epstein-B
arr Virus

•B
urkitt’s Lym

phom
a

•N
asopharyngeal cancer

•Infectious m
ononucleosis

•Transform
s hum

an B
-lym

phocytes in 
vitro



EB
V

 Infections In Vitro

EB
V

M
ature,

resting
B

 cell

C
ontinuously

proliferating
lym

phoblast
(im

m
ortalization)

E
B

N
A

-2, L
M

P-1



T
raslocazione crom

osom
ica nel 

linfom
a di B

urkitt
B

urkitt’s Lym
phom

a

translocazione 8:14, 
8:22

m
yc



Linfocita quiescente                Linfociti B
 attivati,

proliferanti

C
ellula tum

orale

LIN
FO

M
A D

I B
U

R
K

ITT e m
alaria







Produzione di proteine om
ologhe 

cellulari da parte di virus



V
irus dell’epatite B

 um
ana

H
B

V

•
C

ausa il carcinom
a epatico (30-50 

anni dopo l’infezione)

•
A

spettativa m
edia di vita dopo la 

diagnosi di carcinom
a 6 m

esi

•
V

irus a D
N

A
 virus che codifica per 

4 geniPol –
D

N
A

 polim
erasi

Env --envelope
pre-core –

capside virale
X

 –
proteina non strutturale che

attiva geni della cellula ospite
ed induce l’insorgenza del
fenotipo trasform

ato.



H
B

V
 &

 H
epatocellular 

C
arcinom

a (H
C

C
)









R
N

A
 T

um
or V

iruses







U
n oncogene può essere trasm

esso da un virus, nel 
tal caso si parla di O

N
C

O
G

EN
E V

IR
A

LE

v-onc





R
ETR

O
VIR

U
S



R
         U

5      G
A

G
        PO

L        EN
V      U

3      R

R
ous  Sarcom

a Virus

R
         U

5       G
A

G
         P

O
L         EN

V                    U
3    R

A
lcuni retrovirus hanno  un 

gene extra

“tipico retrovirus”

SR
C





O
rigine dei R

etrovirus O
ncogeni

(Trasduzione Virale)

P
roteine C

apsidiche   T
rascrittasi Inversa   P

roteine dell’involucro

Si crea un oncogéne (proto-oncogéne
attivato) per m

utazione



C
ancro indotto da R

etrovirus

1) A
lcuni retrovirus hanno ottenuto v-onc dalla 

cellula ospite (c-onc)

2) V-onc sono spesso m
utati per aum

entare la 
loro capacità di prom

uovere la crescita 
cellulare

3) In certi casi, l’incorporazione di genom
i virali 

nel genom
a cellulare altera l’espressione  di 

c-onc che crea  condizioni favorevoli 
all’induzione del cancro.






