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Abstract

Il virus respiratorio sinciziale (RSV) ¢ comunemente noto come causa di infezioni respiratorie
gravi nei bambini, ma la sua importanza come agente patogeno negli adulti, in particolare nei
pazienti di eta avanzata, ¢ spesso sottovalutata. RSV provoca comunemente sintomi lievi simili
al raffreddore e le persone che lo contraggono solitamente guariscono in una settimana circa
senza bisogno di cure mediche. Tuttavia, nei neonati di eta inferiore ai sei mesi, nelle persone
di eta superiore ai 50 anni e, soprattutto, nelle persone con un sistema immunitario
compromesso, RSV puo causare malattia grave e, in alcuni casi, anche decesso del paziente.
Nell’UE, in Norvegia e nel Regno Unito, RSV causa ogni anno il ricovero ospedaliero di circa
213 000 bambini sotto i1 cinque anni, alcuni dei quali necessitano di cure intensive, e di circa
158 000 adulti ogni anno. Ogni anno in Europa una persona di oltre 50 anni su venti contrae

un’infezione da RSV.

A differenza dell'influenza, I’andamento epidemiologico di RSV acquisito in comunita in
pazienti adulti ambulatoriali ¢ ancora poco documentato. Una delle sfide principali per la
sorveglianza e la gestione clinica delllRSV negli adulti risiede nell'identificazione di una
efficace definizione di caso. Spesso, le piattaforme di sorveglianza esistenti si basano sulla
definizione di "sindrome simil-influenzale" (ILI), ma non ¢ chiaro se questa sia idonea per
includere i casi di RSV. Per colmare questa lacuna, il mio lavoro di tesi si € occupato di indagare
questi aspetti attraverso lo studio prospettico "RESPIRA-50", un progetto biennale iniziato nel
2023 con gli obiettivi primari di identificare una definizione di caso ottimale per 1'RSV, di
esplorare in dettaglio I’andamento di questa infezione nella popolazione adulta e di

caratterizzare le varianti virali con metodi molecolari.

I risultati dello studio RESPIRA-50 suggeriscono che una sorveglianza basata sulla sindrome
simil-influenzale (ILI) potrebbe sottostimare in modo significativo il vero carico di malattia
legato all'RSV negli adulti di eta pari o superiore a 50 anni. La definizione di caso ARI, che
include una pit ampia gamma di sintomi respiratori acuti, sembrerebbe invece essere piu adatta

a catturare 1 casi di RSV in questa popolazione.

L'elevata incidenza di complicazioni, come bronchite e polmonite, nella popolazione di pazienti
ambulatoriali oggetto del mio studio, evidenzia che 'RSV non ¢ una malattia benigna negli
adulti anziani. L'onere clinico ed economico associato a queste complicanze ¢ considerevole,
con un conseguente consumo sostanziale di risorse sanitarie. Questo studio sottolinea la
necessita di migliorare i sistemi di sorveglianza e di sviluppare strategie di prevenzione mirate,

come i vaccini, per proteggere gli adulti vulnerabili da questa infezione. I dati raccolti in questa
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tesi costituiscono una base importante per le ricerche future, con I'obiettivo di definire in modo
piu preciso l'impatto clinico ed epidemiologico dell'RSV negli adulti e ottimizzare le strategie

di sorveglianza e gestione clinica.
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1. INTRODUZIONE

1.1 Infezioni respiratorie

Le infezioni respiratorie (respiratory tract infections, RTI) sono tra le principali cause di
morbosita e mortalita a livello globale. Secondo I'Organizzazione Mondiale della Sanita
(OMNS), le infezioni acute delle vie respiratorie inferiori causano circa 2,5 milioni di morti ogni
anno, con una particolare incidenza nei bambini sotto i 5 anni e negli anziani [1]. Le infezioni
comprendono un ampio spettro di malattie infettive che coinvolgono le vie aeree superiori
(naso, faringe, laringe) e inferiori (bronchi, bronchioli, alveoli) [1,2]. Si distinguono

comunemente tra:

- Infezioni del tratto respiratorio superiore (URTI, upper respiratory tract infections) — ad

esempio rinite, faringite, laringite, sinusite;

- Infezioni del tratto respiratorio inferiore (LRTI, lower respiratory tract infections) — ad
esempio bronchite, bronchiolite, polmonite, esacerbazione di BPCO, tubercolosi

polmonare.

Un’ulteriore distinzione riguarda le infezioni “comunitarie”, acquisite in comunita e le infezioni
(13 b 19 b : (13 29 :

nosocomiali”, acquisite in ospedale. Esse possono essere “acute” se relative ad un tempo
preciso e risolte in brevi periodi (come nel caso di infezioni respiratorie causate dal virus
dell’influenza), oppure “croniche/ricorrenti” quando un soggetto mostra una condizione

respiratoria recidivante [2].

Le infezioni respiratorie possono essere causate da un numero considerevole di patogeni
respiratori come virus, batteri, funghi e parassiti. [3] Essi possono penetrare attraverso vie di
trasmissioni altamente contagiose (droplets, superfici contaminate) e diffondersi velocemente

tra diversi soggetti.

Le infezioni respiratorie acute sono tra le malattie piu frequenti a prescindere dalla fascia d’eta
[2]. Nei bambini sotto i 5 anni, le forme respiratorie acute rappresentano una delle prime cause
di mortalita per malattie infettive: si stimano, infatti, oltre 4 milioni di decessi annui associati
alle infezioni respiratorie [1,2]. Negli adulti, le infezioni polmonari che colpiscono le basse vie
respiratorie (polmonite, bronchite grave) sono fra le principali cause di ospedalizzazione e
morte [3]. La polmonite acquisita in comunita (community-acquired pneumonia, CAP) rimane
una delle principali cause di morte per malattia infettiva nel mondo, con un’elevata letalita

soprattutto nelle persone anziane e con comorbidita [3].



Queste stime dimostrano quanto le infezioni respiratorie comportino un ingente costo sanitario
(ospedalizzazioni, terapie antibiotiche/antivirali, cure intensive), rappresentando ad oggi un
importante fardello mondiale per il sistema sanitario. Inoltre, la diffusione globale di
antibiotico-resistenza, 1’emergenza di nuovi patogeni virali (es. SARS-CoV-2) e

I’invecchiamento demografico rendono il problema sempre attuale e in evoluzione [4].

La gravita delle infezioni respiratorie, pero, impatta in modo differente a seconda del reddito e
delle condizioni igieniche del paese, dove la mortalita infantile e 1’accesso alle cure sono

limitati [5].

Negli ultimi decenni si sono osservati cambiamenti epidemiologici legati a cambiamenti
demografici (invecchiamento, urbanizzazione), modifiche nei fattori di rischio (fumo,
inquinamento atmosferico, condizioni socioeconomiche, livelli di immunodepressione, HIV,
terapie immunosoppressive), vaccinazioni (per es. vaccino pneumococcico, vaccini
antinfluenzali) che hanno modificato la circolazione di ceppi batterici/virali e ridotto
mortalita/resistenza, interventi di protezione individuale non farmacologici, come quelli
introdotti durante la pandemia COVID-19 (mascherine, distanziamento, igiene delle mani) che
hanno influenzato anche la circolazione di altri virus respiratori [6]. Tutti questi fattori
impattano in modo importante sull’andamento e 1’epidemiologia delle infezioni respiratorie: in
Cina, ad esempio, dopo la pandemia, la prevalenza e stagionalita dei patogeni respiratori ha
subito variazioni significative [6]. In Giappone, invece, studi su kit PCR multiplex durante la
pandemia da COVID-19, hanno dimostrato come molti virus respiratori siano
significativamente meno rappresentati e sia diventata predominante la presenza di

SARS-CoV-2, soprattutto in alcune fasce di eta [7].

La rapida diffusione dei patogeni respiratori tra le diverse popolazioni a rischio ¢ favorita dalla
modalita con cui essi si trasmettono. La trasmissione delle infezioni respiratorie, infatti, avviene
prevalentemente per via aerea, attraverso le goccioline respiratorie emesse con tosse, starnuti o

conversazioni, ma puo avvenire anche per contatto con superfici contaminate [7,8].

Le infezioni respiratorie possono essere causate da batteri, virus, funghi e parassiti ma le piu
diffuse sono le infezioni virali. Il solo virus influenzale ¢ responsabile di circa 290.000-650.000
morti all'anno nel mondo [8], mentre il virus respiratorio sinciziale si stima causi circa 3,6
milioni di ricoveri ospedalieri e circa 100.000 morti infantili all’anno [9]. Anche la flora
batterica residente puo influenzare la suscettibilita, la severita e il decorso: cambiamenti nella
diversita e composizione della flora batterica locale sono stati associati ad un aumento di

infezioni respiratorie [3].



1.1.1 Storia evolutiva delle infezioni respiratorie

La storia evolutiva delle infezioni respiratorie ¢ strettamente legata all'evoluzione umana, ai
cambiamenti demografici e ambientali, e alla continua co-evoluzione tra patogeni e ospite. Il
tratto respiratorio umano presenta difese innate e acquisite per resistere all’instaurarsi di
potenziali infezioni esogene ma i patogeni respiratori continuano ad evolversi per eludere il

sistema immunitario e persistere nella popolazione [10].

L'evoluzione dei patogeni respiratori ¢ stata accelerata dai grandi cambiamenti: basti pensare
all’aumento della densita di popolazione, che ha incrementato la frequenza del contatto ospite-
ospite e favorito la trasmissione e la persistenza dei virus respiratori epidemici. Altro fattore
importante per 1’evoluzione delle infezioni respiratorie € la capacita di effettuare salti inter-
specie nelle zoonosi, dove il patogeno generalmente infetta animali ma, ad un certo punto,

acquisisce la capacita di infettare I’'uomo per la prima volta (es. Influenza e Coronavirus) [11].

1.1.2 Epidemiologia e sistemi di sorveglianza

L’epidemiologia studia la distribuzione e la frequenza delle malattie e delle condizioni o eventi
legati alla salute in popolazioni ben definite, nonché I’applicazione di questo studio serve per
valutare 1’andamento della condizione nella popolazione [12]. Il fine dell’epidemiologia ¢
quello di studiare come ¢ distribuita una condizione all’interno di una determinata popolazione,
individuando gli eventuali fattori di rischio, rendendo possibile introdurre nuove strategie
terapeutiche al fine di contrastare I’andamento della condizione. Questo sistema ¢ applicabile

in piu campi della medicina: esso, infatti, spazia dall’oncologia alle malattie infettive [13].

Per creare una rete di scambio di informazioni, sono nati i sistemi di sorveglianza delle malattie
infettive ovvero reti che raccolgono, analizzano e diffondono dati su casi di malattie per
monitorarne l'andamento, orientare interventi di sanita pubblica, verificarne l'efficacia e
identificare fattori di rischio. Uno dei sistemi italiani per sorvegliare I’andamento delle malattie
infettive in comunita ¢ il Sistema informativo delle malattie infettive (Simi), basato sulle
segnalazioni dei medici [14]. Il sistema comprende segnalazioni immediate per allertare gli
operatori di sanita pubblica e riepiloghi mensili di tutte le malattie infettive notificate, compilati
da ogni Azienda sanitaria locale. Il Simi ¢ stato ridefinito nel Decreto ministeriale - 15 dicembre
1990. Oltre al Simi, le altre componenti del sistema di sorveglianza delle malattie infettive sono
1 sistemi di sorveglianza speciale per le meningiti, la legionellosi, ’influenza, la malattia di

Creutzfleld-Jacob, salmonellosi E.Coli O157 VTEC e Campylobacter (Enternet), il morbillo



(circolare del 20 aprile 2007), la Rosolia congenita e in gravidanza, le epatiti virali acute
(Seieva), le malattie sessualmente trasmesse, 1’antibiotico resistenza (Ar-Iss), la sorveglianza

delle malattie infettive prevenibili da vaccino (Spes) [15].

Per quanto riguarda le infezioni respiratorie, in Italia, esiste la rete di sorveglianza RespiVirNet,
sistema di Sorveglianza Integrata (epidemiologica e virologica) dei casi di sindromi simil-
influenzali e dei virus respiratori (prima denominata InfluNet). RespiVirNet si basa sulle
segnalazioni dei Medici di Medicina Generale (MMG), Pediatri di Libera Scelta (PLS) e
Laboratori di Riferimento Regionale per la diagnosi di virus respiratori. La sorveglianza ¢

coordinata dall’Istituto Superiore di Sanita (ISS) con il sostegno del ministero della Salute [16].

RespiVirNet ¢ attiva a partire dalla 46esima settimana dell’anno fino alla 17esima settimana
dell’anno successivo. Essa ¢ una rete sentinella che integra due componenti principali, la

sorveglianza epidemiologica e la sorveglianza virologica:

1.  Sorveglianza Epidemiologica (RespiVirNet-Epi): ha 1'obiettivo di determinare I'inizio,
la durata e intensita dell'epidemia stagionale. Un campione di Medici di Medicina Generale
(MMG) e Pediatri di Libera Scelta (PLS) (i cosiddetti "medici sentinella"), distribuiti
sull’intero territorio nazionale, raccoglie e segnala settimanalmente all'ISS il numero di casi

di sindromi simil-influenzali (ILI) osservati tra i propri assistiti, suddivisi per fascia d'eta.

2. Sorveglianza Virologica (RespiVirNet-Vir): ha come obiettivo il monitoraggio della
circolazione dei diversi virus respiratori. Una rete di Laboratori di Riferimento Regionale
analizza campioni biologici (tamponi naso-faringei) prelevati da un sottogruppo di pazienti

ILI segnalati dai medici sentinella.

La funzione principale di RespiVirNet ¢ fornire dati in tempo reale per stimare I'impatto della
circolazione del patogeno d’interesse, consentendo di identificare i virus respiratori
maggiormente circolanti in Italia. L'ISS elabora i dati e produce un rapporto settimanale

(RespiNews) per informare il Ministero della Salute, le Regioni e la cittadinanza [15, 16].

RespiVirNet rappresenta I'evoluzione diretta del precedente sistema di sorveglianza italiano
denominato InfluNet, nato nel 1999 con D’obiettivo specifico di sorvegliare 1’influenza

stagionale (o sindromi simil-influenzali, ILI) e la circolazione dei soli virus influenzali.



InfluNet si concentrava, quindi, su un unico agente patogeno, sebbene fosse gia impostato su
un modello integrato (epidemiologico e virologico) a rete sentinella. La necessita di espandere

il sistema di sorveglianza ¢ emersa con forza a seguito di due eventi cruciali:

o La pandemia da COVID-19 (SARS-CoV-2): durante la pandemia, il vecchio sistema
InfluNet ¢ stato rapidamente adattato (stagione 2020-2021) per includere il monitoraggio del

SARS-CoV-2, dimostrando che l'influenza non era I'unica minaccia virale significativa.

o La co-circolazione dei patogeni: l'esperienza pandemica ha evidenziato come le
sindromi respiratorie acute (come le ILI) non siano causate solo dal virus influenzale, ma da
una complessa co-circolazione di numerosi virus (RSV, rhinovirus, adenovirus, ecc.) che

hanno un impatto sanitario significativo.

Per rispondere a questa nuova consapevolezza epidemiologica e in linea con le
raccomandazioni internazionali (WHO/ECDC), il sistema InfluNet ¢ stato formalmente
trasformato in RespiVirNet a partire dalla stagione 2022-2023. L'obiettivo ¢ diventato quello di
avere una visione olistica e continuativa di tutti i principali virus respiratori, in un'ottica di

preparazione pandemica e gestione stagionale [16].
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1.2 Virus respiratori

I virus respiratori sono un gruppo di agenti patogeni responsabili di infezioni che colpiscono il
tratto respiratorio umano, includendo il naso, la gola e i polmoni. Questi virus possono causare
una vasta gamma di malattie, dalle comuni infezioni delle vie aeree superiori, come il
raffreddore, a condizioni piu gravi come la polmonite [17]. Alcuni dei virus respiratori pit noti
includono i virus influenzali, i coronavirus (come il SARS-CoV-2, responsabile della pandemia

da COVID-19), ed il virus respiratorio sinciziale (RSV) [18].

1.2.1 Virus dell’Influenza

L’influenza ¢ una malattia infettiva respiratoria acuta causata dal virus dell’influenza (Flu
virus), un virus a RNA appartenente alla famiglia degli Orthomyxoviridae. Causa una malattia
stagionale, con picco epidemico durante il periodo invernale, che pud comportare quadri
sintomatologici da lievi a gravi caratterizzati da febbre, dolori ossei e muscolari, rinite, tosse,
cefalea e malessere generale. E il principale virus causa di infezioni respiratorie, le cui epidemie
stagionali sono associate a morbosita e mortalita elevate [19]. Globalmente, ogni anno, il virus
influenzale colpisce tra il 5 e il 15% della popolazione adulta (350 milioni-1 miliardo di
persone), un’incidenza che sale al 20-30% nei bambini. Tra i 3 e i 5 milioni di casi di influenza
riportati annualmente evolvono in complicanze che causano il decesso in circa il 10% dei casi
(250.000-500.000 soggetti), soprattutto tra 1 gruppi di popolazione a rischio (bambini sotto i 5
anni, anziani e persone affette da malattie croniche) [16]. Il tasso di mortalita italiano, registrato
nella stagione influenza precedente 2024/2025, ha registrato una media di 321 decessi

settimanali [15].

I1 virus dell’Influenza si suddivide in 4 tipi principali, classificati in base alle caratteristiche

delle nucleoproteine e delle proteine della matrice:

- Flu A, infettivo per I’'uomo ed altre specie animali. Esiste un’ulteriore suddivisione in
sottotipi, che distingue 1 sottotipi virali sulla base delle diverse combinazioni delle proteine di
superficie [emoagglutinina (HA) e neuraminidasi (NA)]. Ad oggi sono stati identificati 18
tipi diversi di antigene HA e 11 tipi di antigeni NA, che conducono a 198 combinazioni

possibili, ma solo poche di esse sono agenti patogeni umani [19].

- Flu B, presente solo nell’'uomo. A partire dagli anni ‘80 sono emersi due lignaggi

antigenicamente e geneticamente distinti che sono stati denominati B/Victoria e B/Yamagata.
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Sono stati ampiamenti dimostrati processi di scambio genetico intra-lignaggio e inter-

lignaggio tra i due [20].

- Flu C: provoca un’infezione generalmente asintomatica o simile al raffreddore comune

[19].

- Flu D: identificata recentemente ed isolata, per ora, solo nei suini € bovini. La possibilita

di infezione per I’uomo resta ancora oggetto di studio. [21]

Una caratteristica importante dei virus influenzali ¢ la capacita di variare, cio¢ di acquisire
cambiamenti nelle proteine di superficie che permettono loro di aggirare la barriera costituita

dalla immunita presente nella popolazione che in passato ha subito 1’infezione influenzale.

I cambiamenti possono avvenire secondo due meccanismi distinti, [ ‘antigenic drift € [ 'antigenic
shift. 1l primo presuppone la comparsa di mutazioni puntiformi nei geni codificanti HA e/o NA,
ed ¢ generalmente causa delle epidemie stagionali e delle variazioni costanti dei vaccini che
devono tener conto di tali variazioni. Il secondo meccanismo suppone, invece, la completa
sostituzione di parti geniche, a causa di shiff genici in seguito a meccanismi di ricombinazione,

ed ¢ generalmente causa della comparsa di nuovi ceppi virali e di probabili pandemie [21, 22].

La storia registra diverse pandemie di influenza, da quella del 1580 che si diffuse dall’Asia
all’Europa ed Africa, ad altre che si sono verificate nel corso dei secoli sia sul continente
europeo che in Gran Bretagna come I’Influenza Russa (1889), I’Influenza Spagnola (1918),

I’Influenza Asiatica (1957), I’'Influenza di Hong Kong (1968), I’Influenza Suina (2009) [23].

Attualmente in Italia sono disponibili vaccini antinfluenzali quadrivalenti che contengono 2
virus di tipo A (HIN1 e H3N2) e 2 virus di tipo B, che proteggono particolari categorie a rischio

(anziani over 65 e/o soggetti immunodepressi) dai sintomi gravi della malattia [24].
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1.2.2 SARS-CoV-2 e pandemia da COVID-19

Il SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) ¢ un nuovo ceppo di
Coronavirus, il cui nome ¢ un chiaro riferimento al virus SARS-CoV del 2002 che, nonostante
appartenga ad un ceppo differente, condivide con esso circa il 79% del suo genoma. I primi casi
si sono registrati a fine Dicembre 2019 a Wuhan, in Cina, in alcuni pazienti che presentavano
polmoniti e che dichiaravano di essere stati al Wuhan's South China Seafood City Market. Per
tale ragione ¢ stata ipotizzata la trasmissione da parte di animali infetti in vendita. Il serbatoio
principale ¢ rappresentato dal pangolino, un formichiere squamoso. L’11 Marzo 2020 ’OMS

ha poi dichiarato la pandemia da COVID-19 [25].

E un virus respiratorio appartenente alla famiglia Coronaviridae e genere
Betacoronavirinae. Ad oggi la circolazione di Sars-CoV-2 segue 1’andamento tipico dei
diversi virus respiratori: in Italia, nel mese di Ottobre 2025 sono stati registrati 4272 nuovi

casi, con un tasso di positivita del 11.1% [26].
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1.3 Virus respiratorio sinciziale (RSV)

Il Virus Respiratorio Sinciziale (RSV), o Human Respiratory Syncytial Virus (hRSV), ¢ un
agente patogeno umano di fondamentale importanza nel campo della virologia e della
sanita pubblica globale [28]. RSV ¢ stato isolato per la prima volta nel 1955 in scimpanzé
che mostravano sintomi riconducibili a malattie respiratorie. [29]. Classificato come un
virus a RNA a singolo filamento negativo non segmentato, RSV appartiene alla famiglia

dei Pneumoviridae, genere Orthopneumovirus [30].

RSV ¢ riconosciuto come la principale causa globale di infezioni respiratorie acute (ARI)
e di infezioni del tratto respiratorio inferiore (LRTIs) nei neonati ¢ nei bambini piccoli
[28]. Nonostante l'attenzione sia storicamente focalizzata sulla popolazione pediatrica, le
infezioni da RSV colpiscono in realta tutte le fasce d'eta, compresi gli adulti over 50 e gli
anziani, in cui possono causare morbidita e mortalita significative, specialmente in soggetti

con condizioni di salute preesistenti [31, 32].

L'infezione da RSV ¢ caratterizzata da un elevato tasso di morbilitd, con un onere
economico considerevole per i sistemi sanitari a causa del gran numero di ospedalizzazioni,
soprattutto tra 1 bambini di eta inferiore ai due anni [29]. Le infezioni si manifestano
tipicamente con un andamento stagionale, spesso in concomitanza o in alternanza con altre
infezioni virali respiratorie [28, 33]. Storicamente, i picchi stagionali di RSV hanno
rappresentato una sfida costante, sebbene le dinamiche di circolazione possano aver subito
alterazioni in anni recenti, in parte a causa delle misure di contenimento adottate per altre

pandemie [34].

Alla luce della pandemia di COVID-19, ¢ aumentata la consapevolezza della morbilita e
della mortalita associate ai virus respiratori. Nonostante I’RSV sia stato identificato e
studiato per decenni, solo recentemente I'accelerazione nella ricerca ha portato allo
sviluppo e all'approvazione di strategie preventive innovative, quali i vaccini ed anticorpi

monoclonali [35].

La mortalita nei paesi sviluppati non ¢ comune, verificandosi in meno di 10 individui per
1.000.000 soggetti nati [33]. Tuttavia, a livello globale, RSV ¢ una delle principali cause
di morte e nel mondo: uno ogni 50 decessi tra i bambini da 0 a 5 anni e uno ogni 28 decessi
tra 1 bambini di eta compresa tra 1 mese e 6 mesi ¢ attribuibile a RSV [34]. Oltre alla
malattia acuta, ci sono evidenze che suggeriscono che l'infezione da RSV in eta infantile
possa scatenare respiro sibilante persistente o ricorrente e asma, collegando la morbilita da
RSV a malattie croniche [36]. Tuttavia, la comprensione dettagliata delle interazioni virus-
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ospite, delle dinamiche di trasmissione e della risposta immunitaria indotta dall'infezione
o dalle strategie di immunizzazione rimane un campo di ricerca attivo e cruciale per

affinare gli approcci terapeutici e preventivi [33, 34, 35].

1.3.1 Genoma e replicazione

RSV ¢ un virus a RNA a filamento singolo e lineare che codifica per 11 proteine. Il virus
presenta due glicoproteine transmembrana coinvolte nell'ingresso virale nelle cellule: la
glicoproteina di attacco (G) e la glicoproteina di fusione (F) [36]. Sono le due principali
proteine di interesse clinico in quanto mediano 1'ingresso virale e sono 1 principali bersagli

della risposta immunitaria umana [37].

Le infezioni da RSV sono classificate in due gruppi co-circolanti, chiamati A e B, che
hanno subito una divergenza circa 350 anni fa, e ciascuno di essi ¢ ulteriormente suddiviso
in diversi sottogruppi [38]. E un virus pleiomorfo in cui la forma filamentosa ¢ dominante,
con un diametro di circa 50 nm e una lunghezza da 1 a 10 pm, mentre la particella virale
sferica ha generalmente un diametro compreso tra 150 e 250 nm [39]. Il virione contiene
un genoma virale a RNA a filamento singolo, non segmentato ¢ in senso antisenso, di circa
15,2 kb. 11 genoma completo ¢ segmentato in 10 geni che codificano per 2 proteine non
strutturali (NSP) e 9 proteine strutturali (SP) [Figura 1]. Le proteine non strutturali, NS1 e
NS2, sono associate principalmente all'evasione dalla risposta immunitaria innata. In
particolare, NS1 ¢ coinvolta nella regolazione della risposta ospite, inclusa l'inibizione
della risposta all'interferone (IFN) di tipo I, l'inibizione della maturazione delle cellule
dendritiche e la promozione della risposta infiammatoria. NS2 previene la produzione di

segnali a valle dell’IFN tipo I [40].
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(a) L N F P M SH G M2 Membrane

Figura 1: Diagramma schematico del virione RSV ¢ della struttura del suo genoma (a). La struttura

generale del virione RSV e le proteine da esso codificate. (b)

L'organizzazione del genoma di RSV consiste in 11 open reading frames (ORF), inclusi 2
ORF adiacenti alla regione /eader 3' che codificano per proteine non strutturali correlate
all'evasione della risposta immunitaria innata, ¢ ORF che codificano per proteine
strutturali: nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina della matrice (M), proteina
idrofobica piccola (SH), glicoproteina (G), proteina di fusione (F), proteina M2 e proteina

polimerasi (L) [36].

La nucleoproteina (N) ¢ fondamentale per il legame virale alllRNA genomico. La
fosfoproteina (P) ¢ un importante cofattore della polimerasi che forma tetrameri, e che
agisce non solo come co-fattore dei monomeri della proteina N e collegamento della
proteina L al complesso nucleoproteina-acido ribonucleico, ma anche come proteina
chaperon per prevenire il legame della proteina N di nuova sintesi all'lRNA della cellula
ospite [41]. La proteina della matrice (M) si trova all'interno dell'envelope virale e svolge
un ruolo di supporto e partecipa al processo di trascrizione dell'RNA virale. La proteina
SH ¢ una piccola proteina idrofobica che ha la funzione di canale ionico pentamerico e si
ritiene possa essere correlata all'apoptosi ritardata delle cellule infettate [42]. La proteina L
contiene tre domini enzimatici conservati: un dominio RNA-dipendente RNA polimerasi
(RdRp), un dominio poli-ribonucleotide transferasi (PRNTasi o capping) e un dominio
metiltransferasi (MTasi), che catalizza la metilazione del capside. La RdRp avvia due processi
di sintesi di RNA indotti da promotori virali: la replicazione del genoma e la trascrizione del
mRNA [41, 42].

16



La glicoproteina (G) ¢ ricca di residui di serina, treonina e prolina. Dopo la traduzione,
questa glicoproteina virale viene modificata in una proteina altamente glicosilata con 4-5
zuccheri, che rappresentano circa il 60% del peso molecolare di queste glicoproteine mature
[43]. Come proteina di attacco, essa collega i virioni alle cellule bersaglio, interagendo con le
molecole sulla superficie della cellula ospite. Oltre alla forma legata alla membrana, la proteina
G virale viene anche prodotta in una forma solubile secretoria in seguito alla traduzione
alternativa del secondo codone AUG nellORF. Successivamente, 1'N-terminale viene
idrolizzato e modificato per formare un nuovo N-terminale. Sebbene sia la forma di membrana
che quella secretoria medino la fuga immunitaria del RSV, la forma solubile ha la capacita di
indurre comunque la produzione di anticorpi specifici diretti contro la proteina G virale,
riducendo l'attivita antivirale dei leucociti mediata dalla regione cristallizzabile del frammento
(Fc) [44]. La proteina G consiste in un dominio transmembrana idrofobico N-terminale (circa
40-65 amminoacidi) e un dominio extracellulare C-terminale (circa 66-298 amminoacidi).
Presenta una breve regione centrale conservata (CCR) nel dominio extracellulare, che ¢
interposta tra due regioni mucina-like (che determinano i sottogruppi antigenici A e B) e che
fiancheggiano entrambi 1 lati della proteina [45]. I1 CCR contiene un nodo di cistina e quattro
cisteine che formano due ponti disolfuro [46]. Nel complesso, la proteina G virale ha un alto
grado di variazione tra le diverse specie virali. La funzione principale della proteina G virale ¢
quella di legare i virioni alla superficie cellulare, interagendo con le molecole di adesione della

cellula ospite [47, 48].

La proteina di fusione (F), appartenente alle proteine di fusione di classe I, ¢ sintetizzata in un
precursore contenente 574 amminoacidi, che viene poi scisso da una proteasi della cellula ospite
per produrre un eterodimero collegato da ponti disolfuro. Successivamente, si forma una
proteina F matura per mediare la fusione della membrana virale con la membrana della cellula
ospite [47]. Inoltre, la proteina F ¢ critica anche per la fusione delle cellule infettate con le
cellule vicine [48]. La proteina F matura ¢ ancorata sulla superficie della membrana dell'RSV

da un dominio transmembrana e presenta una conformazione di trimero "a molla" [49].

I1 processo per cui RSV entra nelle cellule ospiti inizia con il legame dei virioni ai recettori di
superficie delle cellule ospiti e dalla fusione della membrana virale e della cellula ospite. Le
proteine strutturali SH, G ed F sono codificate per localizzarsi sulla superficie del virus [50].
La molecola di adesione intercellulare-1 (ICAM-1), una glicoproteina di tipo 1 nella
superfamiglia delle immunoglobuline, promuove l'ingresso di RSV nelle cellule epiteliali
umane legandosi alla proteina F dell'RSV, il che ¢ importante per la replicazione e l'infezione
virale [51, 52].
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Il meccanismo di ingresso ¢ avviato in primis dalla proteina G, in quanto attiva la subunita a-1
della Na'/K" ATPasi (ATP1A1), la quale, a sua volta, attiva la tirosin-chinasi c-Src che attiva
I'EGFR (recettore del Fattore di Crescita Epidermico) attraverso la sua fosforilazione in
posizione Tyr 845 [53]. I segnali a valle dell'EGFR portano al riarrangiamento dell'actina e ad
increspature sulla membrana plasmatica che facilitano I’ingresso del virus. L'RSV puo
penetrare nella cellula in grandi macropinosomi pieni di liquido formati dall’ envelope virale.
Nei macropinosomi, la proteina F dell'RSV viene scissa per una seconda volta sotto l'azione di

un enzima furina-like, consentendo a RSV di entrare nell'ospite in modo efficace [54].
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Figure 2. Schema riassuntivo del ciclo di replicazione di RSV.

18



1.3.2 Patogenesi

L'RSV si trasmette principalmente attraverso il contatto stretto con goccioline di saliva o muco
[29, 55]. I sintomi iniziano circa 3-7 giorni dopo l'infezione da RSV e includono febbre, naso
che cola o chiuso, tosse, senso di oppressione al petto, respiro sibilante e dispnea. Dopo un
periodo di incubazione di circa 3-8 giorni, il virus infetta inizialmente le cellule epiteliali ciliate
del tratto respiratorio superiore (rinofaringe), dove avviene la replicazione [56-57]. L'infezione
puo poi diffondersi nel tratto respiratorio inferiore, causando malattie come la bronchiolite o la

polmonite, soprattutto nei neonati e nei bambini piccoli [58].

E molto probabile che l'infezione da RSV colpisca il sistema respiratorio, con la maggior parte
del danno alle vie aeree mediato dalla risposta immunitaria, non dalla replicazione virale stessa.
I1 principale target cellulare dell’infezione da RSV ¢ la cellula epiteliale respiratoria (AEC).
Nelle AEC, la proteina F dell'RSV inibisce la produzione di interferone-A (IFN-A) indotta dal
fattore regolatore dell'interferone 1 (il piu critico IFN di tipo III nella risposta immunitaria per
contrastare RSV) inducendo l'attivazione dell'EGFR, il che porta a un continuo aumento
dell'infezione virale [59]. La proteina F, oltre che essere essenziale per l'ingresso e la fusione
del virus, comporta la formazione di sincizi nella cellula ospite, sebbene la citopaticita dell'RSV

sia relativamente bassa rispetto ad altri virus respiratori [60].

Le proteine non strutturali (NS1 e NS2) dell'RSV sono cruciali nell'evasione immunitaria, in
particolare nell'inibizione della produzione e della segnalazione dell'interferone di tipo I (IFN-
I) [61]. NSI e NS2 sono due geni trascritti nelle prime fasi della replicazione virale,
promuovendo sin da subito I’inibizione delle componenti del sistema immunitario [62]. 1
complessi NS1 e NS2 vengono trasportati ai mitocondri per formare il degradosoma, che puo
degradare una varieta di proteine coinvolte nella via dell'lFN-I [63]. La proteina NS1 svolge
anche un ruolo nel modificare le cellule CD4+/CD8+. Contemporaneamente, NS1 inibisce
l'attivazione e la proliferazione delle cellule T CD4+ e CD8+ [64], e blocca l'attivazione e la

proliferazione delle cellule Th17 con effetto antivirale [65].

Durante I’infezione da RSV, si ha una massiva secrezione di muco nei tessuti polmonari
coinvolti, a causa del rilascio di NF-xB da parte dei macrofagi alveolari e dai mastociti durante
la risposta immunitaria innata, con conseguente produzione di IL-6 e fattore di necrosi
tumorale-a (TNF-a) [66]. L'accumulo di questi fattori inflammatori recluta ulteriormente un
gran numero di granulociti (come i neutrofili) nel sito infetto. Il reclutamento di neutrofili nelle
vie aeree dei pazienti pud aumentare 1'espressione di alcune proteine, come la mieloperossidasi

(MPO) [67]. L'eccessiva secrezione di muco, I’attivita delle ciglia e le cellule epiteliali esfoliate
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presenti nelle vie aeree causate dall'infezione da RSV, insieme a neutrofili e linfociti presenti

nel sito d’infezione, portano all'ostruzione del tratto respiratorio coinvolto.

E per questo motivo che si ritiene plausibile che la patogenesi da RSV, soprattutto nei casi gravi,
non sia dovuta alla patogenicita del virus [68], bensi sia associata ad una risposta immunitaria
inadeguata, presente anche con una bassa carica virale [69]. La gravita della malattia ¢ spesso
determinata dall'equilibrio tra I'eliminazione del virus e la natura della risposta immunitaria [ 70,

71].

In particolare, durante l'infezione da RSV, la gravita della bronchiolite ¢ correlata ad altri fattori,
come I’insorgenza di infezioni secondarie causate da batteri respiratori. L’attivita del sistema
immunitario, inoltre, rende le vie aeree danneggiate piu inclini alle infezioni batteriche
secondarie. [72] Sebbene gli anticorpi neutralizzanti proteggano dalle reinfezioni o ne riducano

la gravita, I'immunita umorale ¢ spesso incompleta [73].

Gli effetti dell'infezione da RSV negli adulti e nei bambini piu grandi tendono ad essere correlati
a patologie delle vie respiratorie superiori, inclusa rinite e altri sintomi del raffreddore comune.
Nei bambini, in particolare neonati, lattanti e bambini in eta prescolare, gli effetti virali sul tratto
respiratorio inferiore sono piu predominanti e portano alle sequele piu gravi e potenzialmente
letali di questa infezione, inclusa la bronchiolite [74]. Il lume bronchiolare dei bambini, neonati
o lattanti, estremamente piu piccolo rispetto ad un soggetto adulto, si occlude piu facilmente
durante l'infezione virale [75]. Inoltre, le fonti di ventilazione alveolare presenti nei bambini (i
pori di Kohn e i canali di Lambert) sono relativamente immature, rendendo il polmone di questi
soggetti piu incline all'ostruzione [76]. Queste proprieta fisiche del polmone, se combinate con
un sistema immunitario in via di sviluppo, rendono i lattanti e i bambini piccoli piu suscettibili

a episodi di bronchiolite clinicamente significativi [77].

Il muco normalmente presente nelle vie respiratorie rappresenta il rivestimento fluido che
protegge le vie aeree e intrappola il particolato inalato dall'ambiente. II movimento
sincronizzato delle ciglia, esse stesse immerse in uno strato fluido periciliare, lavora per
trasferire il muco dal tratto respiratorio inferiore al tratto superiore. Questo movimento, quando
combinato con una tosse efficace, ¢ la prima linea di difesa del corpo contro gli agenti patogeni
e 1 detriti ambientali. Nella bronchiolite, questo meccanismo ¢ compromesso, in parte a causa
dell'aumento della produzione di muco e in parte a causa degli effetti virali sulle ciglia [76],
causando gli effetti gravi della malattia che si manifestano nei soggetti con infezione da RSV

[77].
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1.3.3 Terapia

L'infezione da RSV ¢ una malattia autolimitante nei bambini e adulti sani. Tuttavia, la terapia ¢
essenziale per apportare benefici nei soggetti che mostrano gli effetti gravi della malattia. Gli
obiettivi finali delle misure terapeutiche sono alleviare i sintomi, diminuire la durata e la gravita
della malattia e ridurre il rischio di trasmissione. La terapia di supporto ¢ il gold-standard, in
quanto non esiste una terapia specifica post-esposizione. In alcuni soggetti gravi, pero, ci sono

delle opzioni terapeutiche per accelerare il processo di guarigione [78].

La ribavirina, ad esempio, ¢ un analogo nucleosidico ad ampio spettro che inibisce la
replicazione dei virus a DNA e RNA. E disponibile in formulazioni aerosol, orali e endovenose
[78, 79]. La formulazione in aerosol ¢ la piu difficile da somministrare in quanto richiede
dispositivi di inalazione specializzati, perché potrebbe rappresentare un rischio, a causa di
inalazione indiretta, anche per gli operatori sanitari. Gli effetti collaterali riportati in seguito
all’utilizzo di ribavirina includono broncospasmo, respiro corto, dolore toracico, eruzione
cutanea e congiuntivite [80]. La ribavirina somministrata per via orale, invece, sembra essere
un'alternativa efficace nel trattamento dell'infezione da RSV [81], poiché associata ad una
buona clearance virale, ed ¢ anche un'alternativa sicura, facile ed economica rispetto alla forma
aerosolizzata. Tuttavia, nel complesso, a causa dell'alto costo e dei potenziali effetti collaterali
avversi, la ribavirina non ¢ attualmente raccomandata per 1 bambini immunocompetenti. Dato
che sono stati osservati benefici nei pazienti gravemente immunocompromessi, resta

un’opzione 1'uso clinico del trattamento in queste popolazioni [82].

Altri agenti antivirali promettenti sono attualmente in fase di studio in studi randomizzati
controllati, come RV521 (NCT04225897) [83] e AKO0529 (ziresovir) [84], che utilizzano

l'inibizione della fusione o della replicazione virale come meccanismo d'azione.

L'utilizzo di immunoglobuline anti-RSV, come il Palivizumab [85], ¢ un’opzione terapeutica
per l'infezione acuta da RSV, in quanto ¢ stato dimostrato un forte effetto neutralizzante sul
virus. Il Palivizumab ¢ un'immunoglobulina monoclonale ricombinante, approvata nel 1999 in
Italia per la profilassi contro la malattia grave da RSV in gruppi selezionati ad alto rischio.
Attualmente non ¢ stato ritirato ma non ¢ piu impiegato in quanto sostituito da altri anticorpi
monoclonali piu efficaci nella profilassi pre-esposizione [86]. Diversi studi, comunque,
mostrano una riduzione della replicazione dell'RSV in seguito all’utilizzo di immunoglobuline
specifiche post-esposizione, mostrando una riduzione della carica virale e prevenendo il

successivo sviluppo di forme gravi della malattia [87, 88].
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Considerando la patogenesi di RSV, dunque la complessa interazione tra il genoma virale e il
sistema immunitario dell’ospite che comporta una risposta immunitaria massiva e un rilascio di
citochine pro-inflammatorie [89], ci sono diversi potenziali approcci terapeutici [90] che
possono essere applicati per contrastare I'ostruzione delle vie aeree, in particolare mucolitici
[91], broncodilatatori [92] e agenti antinflammatori [93]. Tra questi approcci terapeutici

ritroviamo la dornase alfa, L'N-acetilcisteina (NAC) e broncodilatatori.

La dornase alfa (DNasi ricombinante umana alfa, hrDNase) puo essere utile per sciogliere i
tappi di muco osservati nella bronchiolite da RSV, i quali contengono grandi quantita di DNA
extracellulare, un sottoprodotto del reclutamento dei leucociti e della successiva degradazione
[94]. La dornase alfa ¢ un composto che scinde il DNA extracellulare e riduce la viscosita del
muco; dunque, ¢ stata proposta come trattamento per la bronchiolite da RSV [95]. Pertanto,
I'nrDNase nebulizzata pud essere considerata nei casi gravi, sebbene non sia generalmente

raccomandata come trattamento per 1'infezione da RSV.

L’ N-acetilcisteina (NAC) € un composto che idrolizza i legami disolfuro delle mucine e ha
ulteriori effetti antiossidanti, proprieta che possono essere utili nei casi di bronchiolite [96].
Non sono disponibili studi di efficacia nel trattamento di bronchiolite da RSV, dunque, sono
necessari ulteriori studi prima che I'NAC possa essere considerata una terapia per l'infezione da

RSV.

I broncodilatatori, come il salbutamolo e 1'albuterolo, sono due agonisti —2 adrenergici che
agiscono rilassando la muscolatura liscia delle vie aeree e alleviando 1'ostruzione. Il loro utilizzo
non ¢ raccomandato di routine come opzione terapeutica per la bronchiolite, ma in futuro
potrebbero essere sperimentati per valutare la risposta nei lattanti quando il sibilo polmonare
rappresenta la caratteristica predominante dell’infezione e la sua evoluzione puod essere

utilizzata per valutare la risposta del farmaco [97].
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1.3.4 Prevenzione

Poiché l'approccio terapeutico principale per l'infezione acuta da RSV ¢ la terapia di supporto,
l'attenzione rimane sulla prevenzione della malattia grave e dell'ospedalizzazione. Inoltre,
poiché I'immunita sterilizzante contro RSV non si ottiene tramite l'infezione e, di conseguenza,
le reinfezioni si verificano nel corso della vita in bambini e adulti [98], ¢ imperativa la necessita

di una immunizzazione efficiente e duratura.

I1 primo vaccino contro RSV fu valutato poco dopo il primo isolamento del virus in bambini
gravemente malati [99]. Sfortunatamente, il vaccino iniziale inattivato con formalina dimostro
che, in seguito all'esposizione naturale a RSV, 1 neonati vaccinati manifestavano una malattia
da RSV potenziata dal vaccino, con un tasso di ricovero dell'80% e la morte di due bambini
[100]. Questo evento ha bloccato lo sviluppo dei vaccini contro RSV per molti anni a causa di
problemi di sicurezza; tuttavia, poiché la comprensione della biologia di RSV e del suo
meccanismo d'azione ha continuato ad evolversi, ci sono stati molti progressi nelle strategie di

prevenzione di RSV [101].

I diversi approcci preventivi potrebbero essere classificati in due categorie: in primo luogo,
I'immunizzazione passiva con anticorpi monoclonali (mAb) o la vaccinazione materna durante
la gravidanza e, in secondo luogo, I'immunizzazione attiva tramite vari tipi di vaccini progettati

per neonati e adulti.

E noto che RSV presenti due sottotipi, RSV-A e RSV-B, distinti principalmente per le variazioni
nella proteina G, mentre la proteina F, piu conservata [102], ¢ il bersaglio migliore per lo
sviluppo di vaccini e anticorpi monoclonali. I target vaccinali sono specifici per la
conformazione pre-fusione (pre-F) della proteina F, in quanto questa forma sembrerebbe essere

associata ad una maggiore produzione di anticorpi neutralizzanti [103].

In Italia, I’AIFA (Agenzia Italiana del Farmaco) ha approvato diversi metodi di prevenzione
contro RSV. Nello specifico, la prima profilassi anti-RSV ¢ stata approvata nel gennaio del 2023
con I’anticorpo monoclonale Nirsevimab (Beyfortus), indicato nella prevenzione delle
patologie del tratto respiratorio inferiore nei neonati e nei bambini (LRTI) nel primo anno di
vita causate da RSV [104]. Si ¢ dimostrato efficace nella riduzione dell’80% delle infezioni da
RSV che richiedono assistenza medica e nel 77% delle ospedalizzazioni. Viene somministrato
mediante una singola iniezione intramuscolare e fornisce una protezione di almeno 5 mesi, utile
a coprire I’intera stagione autunno/inverno che ¢ il periodo in cui ¢ prevista la maggior

circolazione del virus [105].
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L’utilizzo di Nirsevimab ha sostituito completamente Palivizumab, che per anni ¢ stato I'unico
strumento di immunizzazione preventiva contro RSV, anche se con un raggio d'azione limitato.
Palivizumab ¢ sempre stato riservato a una profilassi selettiva e non universale. Le indicazioni
principali in Italia includono bambini ad altissimo rischio, come bambini nati con eta
gestazionale inferiore alla 35esima settimana e con eta inferiore ai 6 mesi al tempo
dell’immunoprofilassi, bambini con displasia broncopolmonare (DBP) e/o altre patologie
polmonari gravi, con eta inferiore ai 2 anni, ¢ bambini (eta inferiore ai 2 anni) con cardiopatia
congenita emodinamicamente significativa e/o con altre condizioni gravi (es. alcune

immunodeficienze o patologie neuromuscolari) [106].

Attualmente esiste un altro anticorpo monoclonale utile per I’immunoprofilassi passiva contro

RSV (Clesrovimab, Enflonsia) che ¢ in fase di approvazione da parte di AIFA [107].

Nel dicembre dello stesso anno, 1’AIFA ha autorizzato il primo vaccino contro RSV per la
prevenzione della LRTI causata da RSV in soggetti adulti di eta pari o superiore a 60 anni. Il
Vaccino € RSVpreF3 OA (A4rexvy) costituito dall’ Antigene RSVPreF3 (ricombinante, adiuvato)

e viene somministrato con una singola dose per via intramuscolare a livello del deltoide [108].

Nell’ottobre 2024, ¢ stato approvato un altro vaccino rivolto ai soggetti over 60 e alle donne in
gravidanza tra la 24° e 36° esima settimana, per la protezione passiva del neonato dalla nascita
fino ai 6 mesi di eta. Si tratta del vaccino RSVpreF (4brysvo), vaccino bivalente (per sottotipo
A e B) non adiuvato e composto da due proteine pre-F (RSVpreF) da somministrare come

iniezione monodose nel muscolo [109].

L’ultimo vaccino approvato dall’AIFA per la prevenzione contro RSV nel novembre 2024 ¢
stato il vaccino a mRNA, mRNA-1345 (mResvia), monovalente (specifico solo per il sottotipo
A). L'mRNA contenuto nel vaccino codifica per la glicoproteina F stabilizzata nella sua
conformazione di pre-fusione. E somministrato come una singola iniezione intramuscolare

(generalmente nel muscolo deltoide) [110].
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1.3.5 Epidemiologia

La circolazione di RSV, cosi come quella del virus dell’influenza e di altri virus respiratori,
mostra un forte aumento tipicamente durante la stagione invernale, con la co-circolazione di
diversi patogeni respiratori che esercita una notevole pressione sui sistemi sanitari [111, 112].
Negli ultimi anni, la pandemia da COVID-19 ha portato ad una riduzione iniziale della
circolazione dell'RSV durante 1 mesi nei quali si osserva la normale circolazione degli altri virus
respiratori (grazie alle misure preventive come 1’utilizzo di mascherine, il distanziamento
sociale), seguita da una circolazione tardiva rispetto al normale picco epidemico [111].

A livello globale, si stimano circa 33 milioni di episodi di ARI (infezioni respiratorie acute)
associate a RSV in bambini da 0 a 5 anni. L'incidenza totale ¢ di circa 62,8 per 1.000 bambini
in eta prescolare. Il tasso di incidenza ¢ significativamente piu alto nei lattanti: circa 86,5 per

1.000 nei bambini sotto 1 6 mesi di eta [113].

L'impatto dell'RSV ¢ caratterizzato da una forte disparita tra paesi ad alto reddito (HIC) e paesi
a basso/medio reddito (LMIC), dove si verifica la quasi totalita dei decessi. Circa 3,2 milioni
di ricoveri si verificano solo nei Paesi in via di sviluppo, a fronte di 344.000 ricoveri nei Paesi

industrializzati [114].

Oltre il 97% dei decessi pediatrici per RSV si verifica nei paesi a basso e medio reddito e si

stima che 1 su 50 decessi di bambini di etd compresa tra 0 e 5 anni sia attribuibile a RSV [115].

Il tasso di incidenza di RSV a livello globale ¢ diverso per i soggetti anziani. Si stima, infatti,
un tasso di incidenza di circa 600.7 casi per 100.000 persone/anno in soggetti over 65 anni
[116]. Negli adulti over 60 anni che presentano infezioni respiratorie acute, il tasso di positivita
all'lRSV ¢ in media tra il 10-17% a seconda della stagione [113]. Negli Stati Uniti, si stimano
fino a 160.000 ricoveri totali all'anno in adulti 65 anni [117]. Il tasso di mortalita tra 1 ricoverati
over 65 anni nei Paesi Industrializzati ¢ circa 6,1%. Nei Paesi in Via di Sviluppo, questo tasso

puo arrivare al 9,1%.

La circolazione di RSV in Europa, invece, ¢ monitorata dall'lECDC attraverso il sistema
European Respiratory Virus Surveillance Summary (ERVISS), che integra il monitoraggio di
RSV, influenza e SARS-CoV-2 [116]. Dai dati del sistema ERVISS, circa il 30% dei pazienti
con ARI ricoverati in ospedale ¢ risultato positivo all'lRSV nel periodo novembre 2022-

dicembre 2024 [118].

25



In Italia, la sorveglianza integrata dei virus respiratori, incluso 1I'RSV, ¢ gestita dall'lstituto
Superiore di Sanita (ISS) attraverso il sistema RespiVirNet [119, 120]. Nella stagione 2023-
2024, RSV ¢ risultato positivo nel 16% dei campioni analizzati attraverso la sorveglianza
virologica, posizionandosi come il terzo virus respiratorio piu frequentemente rilevato, dopo
I'Influenza A/B (34%) e il SARS-CoV-2 (17%) [121]. In Italia, come in altri Paesi, si osserva
la co-circolazione dei due principali sottotipi (RSV-A e RSV-B), con una predominanza storica
del sottotipo B fino al 2018, ed un aumento del sottotipo A a partire dalla stagione 2019-2020
fino alla stagione 2024-2025 [122]. La fascia di eta piu colpita, in termini di incidenza
cumulativa di sindromi simil-influenzali (ILI/ARI) e positivita all'RSV, ¢ costantemente quella
dei bambini di 0-4 anni [123]. L'incidenza cumulativa di ILI/ARI in questa fascia d'eta ¢ stata
pari a 63,2% nella stagione 2023-2024 e 70,8% nella 2022-2023 (percentuale relativa

all'incidenza totale in tutte le fasce d'eta) [121].

Nella stagione 2023-2024, la positivita ai test per I'RSV ha raggiunto circa il 7,2% su un totale
di 4341 campioni analizzati, mentre, durante la stagione 2024-2025, la positivita ai test per

I’RSV ha raggiunto circa il 10,6% su un totale di 4857 campioni analizzati [123].
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2. SCOPO DELLA TESI

Inizialmente identificato come un agente patogeno prevalentemente pediatrico, il virus
respiratorio sinciziale (RSV) ¢ sempre piu associato a malattie respiratorie negli adulti, infatti,
per ridurre 1 ricoveri ospedalieri e i tassi di letalita causati da RSV, sono recentemente diventati
disponibili diversi vaccini per gli adulti. Numerose revisioni in letteratura [124-126] indicano
la presenza lacune nella valutazione delle caratteristiche epidemiologiche e cliniche dell'RSV

nei soggetti adulti.

Innanzitutto, non esiste una definizione clinica di caso di RSV universalmente accettata che
determini la raccolta di un campione biologico per le analisi virologiche. Diversi paesi europei,
tra cui I'ltalia, hanno recentemente incorporato la sorveglianza del RSV nelle piattaforme di
monitoraggio dell'influenza gia esistenti, basate sulle definizioni di casi di sindrome simil-
influenzale (ILI). La rete italiana RespiVirNet rappresenta, infatti, I'evoluzione diretta del
precedente sistema di sorveglianza italiano denominato InfluNet, nato nel 1999, con I’obiettivo
specifico di sorvegliare 1’influenza stagionale (o sindromi simil-influenzali, ILI) e la
circolazione dei soli virus influenzali. InfluNet si concentrava su un unico agente patogeno, ma
ad oggi ¢ necessario indagare anche altri patogeni respiratori che, allo stesso modo
dell’influenza, rappresentano un fardello per il sistema sanitario nazionale. In Italia, dunque, la
sorveglianza di RSV ¢ stata solo recentemente integrata nelle piattaforme di monitoraggio,
come la rete RespiVirNet. La sorveglianza dei virus respiratori in altri paesi si basa su una
definizione di caso di infezione respiratoria acuta (ARI) piu ampia, mentre altri paesi riportano
sia 1 tassi di incidenza di ILI sia di ARI [127]. Poiché una sempre piu ampia corte di adulti
anziani positivi al RSV non presenta febbre come sintomo, sembra che le definizioni di caso
basate sulla febbre, quindi su una ILI, sottostimino 1’onere del RSV [128]. Una delle sfide
principali per la sorveglianza e la gestione clinica dell'RSV negli adulti, infatti, risiede

nell'identificazione di una definizione di caso efficace.

Per quanto riguarda gli esiti correlati al RSV negli adulti anziani, la maggior parte delle
evidenze ¢ limitata a studi retrospettivi basati su registri condotti in contesti ospedalieri, mentre
pochissime indagini prospettiche basate sulla comunita hanno indagato I’andamento del RSV
in pazienti adulti ambulatoriali. L'elevata incidenza di complicanze, come bronchite e
polmonite, in una popolazione di pazienti non ospedalizzati, evidenzia che I'RSV non ¢ una

malattia benigna negli adulti, in particolare anziani. L'onere clinico ed economico associato a
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queste complicanze ¢ considerevole, con un conseguente consumo sostanziale di risorse

sanitarie.

Lo scopo della tesi ¢ confrontare 1 tassi di RSV rilevati dalle definizioni di caso di ARI rispetto
a quelli di caso di ILI e descrivere I’andamento epidemiologico di RSV in una popolazione

colpita come quella dei soggetti con un’eta uguale o superiore ai 50 anni.

Per indagare meglio questi aspetti, il mio lavoro di tesi si ¢ concentrato sullo studio prospettico
"RESPIRA-50". Si tratta di un progetto biennale, condotto sul territorio genovese, iniziato nel
2023 e concluso nel 2025 con I'obiettivo primario di riprodurre due reti parallele di sorveglianza
sentinella, basate sulle definizioni di casi ARI e ILI, al fine di confrontare i tassi di RSV e di
altri patogeni respiratori rilevati utilizzando queste consolidate definizioni sindromiche di caso.
Lo studio mira, inoltre, ad identificare una definizione di caso specifica per I’RSV e ad
esaminare le conseguenze cliniche ed economiche dell'infezione da RSV in adulti residenti nella
comunita di eta > 50 anni. La popolazione target scelta riflette I'ampliamento dell'indicazione
per il vaccino RSV, che ora comprende individui > 50 anni, rispetto alla soglia precedente di >

60 anni.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Design dello studio e selezione dei partecipanti

Lo studio ¢ stato condotto nella citta metropolitana di Genova, durante le stagioni 2023/2024 ¢
2024/2025. Ogni stagione ¢ stata definita come il periodo compreso tra la 42esima settimana
(meta ottobre) e la 17esima settimana (fine aprile), in linea con il periodo definito dalla rete

italiana di sorveglianza RespiVirNet.

Lo studio ¢ stato condotto in collaborazione con 38 medici di medicina generale (MMGQG), 1 quali
sono stati randomizzati ed assegnati casualmente (1:1) a uno dei due gruppi per arruolare
individui con una sintomatologia compatibile con ARI o ILI, rispettivamente. Per definire 1
soggetti arruolati come “caso ARI” o “caso ILI”, sono stati utilizzati i criteri del Centro Europeo

per la Prevenzione e il Controllo delle Malattie (ECDC) [129]:

- ARI: insorgenza improvvisa di > 1 sintomo respiratorio (tosse, mal di gola, difficolta
respiratoria, raffreddore) e giudizio del MMG in merito ad un’infezione in corso;

- ILI: insorgenza improvvisa di > 1 sintomo sistemico (febbre o sensazione di febbre,
malessere, mal di testa, mialgia) e > 1 sintomo respiratorio (tosse, mal di gola, difficolta

respiratoria).

L’obiettivo ¢ stato arruolare individui con un’eta > 50 anni che si presentavano per richiedere
assistenza al medico e che soddisfacevano almeno uno dei due criteri europei ARI o ILI.
L’ipotesi iniziale era che ogni MMG eseguisse tamponi su circa 20-30 pazienti per stagione,
dunque un numero campionario totale di circa 960-1440 soggetti. Tuttavia, poich¢ alla fine
della prima stagione, diversi MMG hanno arruolato un numero < 30 pazienti, per la seconda
stagione, sono stati aggiunti altri 12 MMG, raggiungendo un totale di 38 MMG. Durante il
periodo dello studio, la vaccinazione contro RSV negli adulti non era finanziata pubblicamente
in Italia; tuttavia, 1 vaccini autorizzati potevano essere acquistati privatamente. Alla fine dello
studio, ¢ stato verificato lo stato vaccinale per RSV in un registro disponibile sul territorio
ligure, dove ¢ obbligatoria la registrazione di tutti i vaccini somministrati. Dei 1443 soggetti
arruolati, solo 16 (1%) avevano ricevuto una singola dose di un vaccino RSV adiuvato (tra

marzo e giugno 2024), e nessuno di questi individui € risultato positivo per RSV.
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Sono stati arruolati solo individui di eta > 50 anni, in grado di fornire consenso informato e che
soddisfacevano le definizioni di caso ARI/ILI. Sono stati esclusi i soggetti che non
soddisfacevano 1 criteri dell'ECDC, coloro erano residenti in strutture di assistenza a lungo
termine, coloro che erano gia risultati positivi al RSV nella stagione dello studio o avevano

sviluppato sintomi oltre 7 giorni prima della visita dal medico di base.

3.2 Raccolta dei campioni

Il giorno dell’arruolamento, i MMG, ottenuto il consenso informato, hanno eseguito una
valutazione di base (t0), raccogliendo dati demografici (sesso, eta, nazionalitd) e anamnesi
medica (presenza di condizioni di salute pregresse), e valutato i segni e sintomi associati alla
visita. Successivamente, i medici hanno raccolto un campione tramite tampone nasofaringeo
che ¢ stato immerso in un mezzo di trasporto (UTM, Copan Italia; Brescia, Italia), identificato
con un codice a barre e spedito al laboratorio di riferimento regionale U.O. di Igiene situato
presso 1'Ospedale Policlinico San Martino (Genova, Italia). Tutti i soggetti arruolati sono stati
testati per 27 patogeni respiratori. Gli individui risultati positivi al RSV sono stati monitorati
per un massimo di 30 giorni, mentre coloro risultati negativi hanno concluso lo studio al t0. La
prima telefonata di follow-up (t1) ¢ stata effettuata 14 + 1 giorni dopo l'insorgenza dei sintomi
e sono state raccolte le informazioni ritenute correlate all'infezione da RSV: eventuale sviluppo
di complicanze, ulteriori visite dal medico, visite specialistiche (tipo e numero), farmaci
utilizzati (marca, tipo, dosaggio, frequenza e durata), test diagnostici e procedure (tipo e

numero), eventuali accessi al pronto soccorso (PS) o ricoveri e numero di giorni lavorativi persi.

Per i pazienti che si erano completamente ripresi entro il giorno 14 (giudizio personale inteso
come ritorno allo stato pre-infezione) si € concluso lo studio, mentre ¢ stata effettuata una
seconda chiamata di follow-up (t2) al giorno 30 = 1 per gli individui non completamente guariti.
Tutte le chiamate di follow-up sono state eseguite sistematicamente da un medico facente parte

del team dello studio.
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3.3 Analisi dei campioni

Tutti 1 campioni sono stati testati presso il laboratorio di riferimento regionale U.O. di Igiene,
Ospedale Policlinico San Martino (Genova, Italia). La diagnosi di RSV, in qualita di parassita
endocellulare obbligato, ¢ avvenuta mediante Real-Time PCR (reazione a catena della

polimerasi in tempo reale, RT-PCR).

La Real-Time PCR ¢ il metodo gold-standard in biologia molecolare per la diagnosi di patogeni
virali come RSV, in quanto si avvale di una DNA-polimerasi DNA dipendente termoresistente
(Taq polimerasi) per I’amplificazione del target d’interesse. L’analisi in tempo reale avviene
grazie all’ausilio di fluorofori ovvero molecole che, se eccitate da una fonte, emettono
fluorescenza. La fonte che garantisce 1’emissione di fluorescenza ¢, generalmente, un laser
presente nel termociclatore, ovvero lo strumento che consente le variazioni di temperatura e
dunque I’alternanza delle diverse fasi di PCR. La fluorescenza emessa avra un andamento di
tipo logaritmico, direttamente proporzionale alla quantita di genoma presente nel campione
originale. Ogni curva di amplificazione avra il proprio cycle threshold (Ct), ovvero il ciclo di
amplificazione in cui la fluorescenza registrata supera il rumore di fondo, indicato dalla linea
soglia: la curva assumera un andamento tipicamente esponenziale fino al raggiungimento di un
plateau. Il Ct ¢ generalmente inversamente proporzionale al quantitativo di DNA/RNA presente

nel campione.

3.3.1 Estrazione dell’acido nucleico e RT-PCR

Gli acidi nucleici sono stati estratti su piattaforma automatizzata STARIet (Seegene Inc., Seoul,
Corea), strumento che effettua 1’estrazione del materiale genetico e un PCR-Set Up, in quanto
dispensa 1 reagenti e gli estratti utili per effettuare la successiva PCR. Il kit utilizzato per
I’estrazione ¢ stato lo STARMag 96x4 Universal Cartridge (Seegene Inc., Seoul, Corea). Il
volume di input (tampone nasofaringeo) ¢ stato di 200 puL di campione, seguito da un volume

di eluizione di 100 pL.
La rilevazione di RSV ¢ avvenuta mediante tre saggi differenti:

- Allplex Respiratory Panels 1-4 (RSV incluso nel Panel 1) [Seegene, Seoul, Corea]
- Allplex SARS-CoV-2/FluA/FluB/RSV [Seegene, Seoul, Corea]
- Un test rapido di rilevamento dell'antigene RSV (RADT; STANDARD Q RSV Ag; SD

Biosensor, Suwon-si, Corea).

31



Per garantire le stesse condizioni ed evitare una doppia raccolta del campione, motivo che
avrebbe potuto ridurre la compliance del paziente, sia RT-PCR che RADT sono stati eseguiti in
laboratorio usando lo stesso campione. Considerando I’alta sensibilita e specificita per il Allplex
Respiratory Panel 1, che differenzia anche i sottotipi RSV A e B, ¢ stato considerato come

saggio standard di riferimento.

3.3.1.1 Allplex Respiratory Panels 14

I1 kit Allplex Respiratory Panel 1-4 ¢ un kit PCR multiplex, ovvero un saggio che consente la
rilevazione simultanea di 26 patogeni respiratori, suddivisi in patogeni virali e batterici. Il kit
Respiratory Panels prevede 4 diversi kit (suddivisi da 1 a 4) per evitare la formazione di dimeri

di primers e rilevazione di aspecifici.

I kit Respiratory Panels 1,2 e 3 consentono la rilevazione dei soli patogeni virali: RSV A e B;
influenza A(HINI1) pdm09, A(H3N2) e B; adenovirus; rhinovirus; enterovirus;
metapneumovirus; virus parainfluenzali 1, 2, 3 e 4; bocavirus 1-4; coronavirus 229E, NL63 e
OC43. 1 target batterici sono rilevati mediante il kit Respiratory Panel 4: Haemophilus
influenzae (HI); Streptococcus pneumoniae (SP); Bordetella pertussis; Bordetella
parapertussis; Mycoplasma pneumoniae; Legionella pneumophila; e Chlamydophila

pneumoniae.
Nei quattro kit sono presenti i reagenti necessari per I’esecuzione di una PCR, ovvero:

- MOM, contenente dNTPs, primers specifici per I’amplificazione dei target e sonde
fluorescenti per la rilevazione in tempo reale;

- BUFFER, contenente buffer con MgCl per il corretto funzionamento enzimatico;

- NUCLEASE FREE WATER (NFW), contenente acqua priva di nucleasi, utilizzata anche
come controllo negativo di PCR;

- ENZYME, contenente una mix enzimatica con DNA polimerasi termoresistente

(TagPolimerasi) e trascrittasi inversa (per la conversione dell’RNA in cDNA).
La mix di amplificazione € cosi composta come segue:

- MOM: 5 pL/campione;
- BUFFER: 5 pL/campione;
- NFW: 5 uL/campione;
- ENZYME: 2 pL/campione.
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Solo il kit Respiratory Panel 4 non presenta il buffer, dunque, la mix di reazione sara cosi

composta:

- MOM: 5 uL/campione;
- NFW: 7 uL/campione;
- ENZYME: 5 pL/campione.

Per ogni reazione sono stati utilizzati 8 pL di estratto (DNA/RNA) e 17 pL di mix di

amplificazione in un volume finale di 25 pL.

L'RT-PCR ¢ stata eseguita sul sistema CFX96 (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, USA),

termociclatore che consente le diverse variazioni di temperatura per garantire le fasi di PCR.
Il profilo termico della PCR ¢ cosi suddiviso:

- 50 °C per 20’ (fase di retrotrascrizione)
- 95°C per 15’ (fase di denaturazione)
- 95°Cper 107, 60 °C per 1°, 72 °C per 10 (45 cicli)

La durata totale ¢ di 138 minuti. Il rilevamento della fluorescenza ¢ stato eseguito a 60 °C e 72
°C. Le curve di amplificazione ed i valori Ct sono stati visualizzati utilizzando il software
Seegene Viewer (Seegene Inc., Seoul, Corea). I campioni con valori Ct < 40 sono stati

considerati positivi.

I1 kit Allplex Respiratory Panel 1-4 consente la sottotipizzazione di RSV A e RSV B e la sua
sensibilita per rilevare 1 due sottotipi ¢, rispettivamente, del 100% [intervallo di confidenza (IC)
al 95%: 92,9—100%] e del 100% (IC al 95%: 91,6-100%). La specificita ¢ anch’essa del 100%
(IC al 95%: 95,3-100%) per entrambi i sottotipi.

3.3.1.2 Allplex SARS-CoV-2/FluA/FluB/RSV
I1 kit Allplex SARS-CoV-2/FluA/FIuB/RSV ¢ stato utilizzato per la rilevazione di SARS-CoV-

2, patogeno escluso dal precedente kit di amplificazione. Il kit rileva simultaneamente quattro
virus: SARS-CoV-2 (geni N, RdRp e S), influenza A, influenza B e RSV (senza differenziazione
dei sottotipi).

Rispetto all'Allplex Respiratory Panel 1, il rilevamento dell'RSV, in termini di sensibilita, ¢ del
98,7%, mentre la specificita ¢ del 100%.
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La mix di amplificazione € cosi composta come segue:

- MOM: 5 uL/campione;
- NFW: 5 uL/campione;
- ENZYME: 5 pL/campione.

Per eseguire la PCR e ridurre il volume di campione richiesto per entrambe le analisi, ¢ stato
utilizzato lo stesso eluato, proveniente dall’estrazione effettuata su piattaforma automatizzata
STARIlet. L'RT-PCR successiva ¢ stata eseguita sul sistema CFX96 (Bio-Rad Laboratories;
Hercules, CA, USA). Per ogni reazione, sono stati utilizzati 5 L di acidi nucleici in un volume

finale di reazione di 20 pL.
I1 profilo termico della PCR prevede:

- 50 °C per 20’
- 95°Cperls’
- 95°Cper 10, 60 °C per 15, 72 °C per 10” (45 cicli)

La durata totale ¢ di 103 minuti. Il rilevamento della fluorescenza ¢ stato eseguito a 60 °C e 72
°C. Le curve di amplificazione e i valori Ct sono stati visualizzati utilizzando il software
Seegene Viewer (Seegene Inc., Seoul, Corea). I campioni con valori Ct < 40 sono stati

considerati positivi.

3.3.1.3 Test rapido antigenico (RADT)

Il test rapido antigenico (RADT) ¢ un test immunocromatografico rapido per il rilevamento
qualitativo dell'antigene G di RSV. L'analisi ¢ stata eseguita secondo le istruzioni del produttore,
utilizzando 1 tamponi nasofaringei eluiti in terreno di trasporto. Per I’esecuzione del test, ¢ stato
utilizzato 1 ml di campione aggiunto direttamente alla provetta contenente il buffer di estrazione
fornito dal kit. Sono state dispensate quattro gocce del campione ed attesi 15 minuti, come da
indicazioni.

La sensibilita dichiarata dal produttore del test ¢ del 92,45% e la specificita ¢ del 98,44%.
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3.3.2 Sequenziamento

Tutti 1 campioni risultati positivi per RSV sono stati analizzati con sequenziamento Sanger o

Next-Generation Sequencing (NGS) per la caratterizzazione molecolare delle varianti virali.

Su un totale di 1443 campioni, sono stati sequenziati 64 campioni positivi per RSV (81%), su
un totale di 79 campioni positivi, utilizzando due metodiche differenti di sequenziamento sulla
base del limite imposto dal Ct di rilevazione della PCR, ovvero sono stati esclusi 15 campioni
positivi per RSV che presentavano il Ct di rilevazione superiore al 37esimo ciclo. I campioni
con Ct < 32 sono stati sequenziati mediante sequenziamento NGS per ’analisi dell’intero
genoma e 1 campioni con Ct > 32 mediante sequenziamento Sanger del solo gene G,
compatibilmente con le indicazioni fornite nei diversi kit. Tutte le sequenze sono state
successivamente caricate nel database GISAID (Global Initiative on Sharing All Influenza

Data) (https://gisaid.org/).

3.3.2.1 Sequenziamento NGS

L'RNA virale ¢ stato estratto mediante il kit ELITe InGenius SP 200, compatibile con il sistema
automatizzato ELITe InGenius (ELITechGroup, Puteaux, Francia). Il volume di input ¢ stato

200 pL, eluito in un volume finale di 50 pL.

La piattaforma automatizzata ELITe InGenius ¢ un sistema che estrae il materiale genetico
sfruttando il principio delle biglie magnetiche: le biglie, fornite dal kit di estrazione, presentano
un nucleo paramagnetico e sono rivestite esternamente da una matrice superficiale di silice. La
silice (diossido di silicio) ¢ un composto chimico, con carica elettrica positiva, che lega il
DNA/RNA a causa della sua alta affinita per I’acido nucleico che presenta una carica negativa.
La formazione del legame tra silice ed acido nucleico avviene per la formazione di interazioni
elettrostatiche e ponti idrogeno, che garantiscono la corretta eluizione e purificazione del

materiale genetico. Il tempo di estrazione ¢ di circa 35 minuti.

Al fine di rimuovere il DNA umano presente inevitabilmente nel campione, potenziale causa di
amplificazioni aspecifiche, sono stati pre-trattati 25 pLL di RNA con una DNasi, utilizzando il
kit DNA-free DNA Removal Kit (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituania).
Per I'amplificazione dell'intero genoma dell'RSV, ¢ stato utilizzato il sistema SuperScript IV
One-Step RT-PCR (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituania), suddividendo il

protocollo di amplificazione in due reazioni RT-PCR separate. Nel totale, sono state utilizzate
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sei coppie di primer per coprire completamente I’intero genoma di RSV. Da sei coppie di

primers si sono generati sei ampliconi genici distinti.

La preparazione della /ibrary, ovvero I’insieme dei costrutti genici compatibili con il sistema di
sequenziamento, ¢ stata eseguita utilizzando il kit Illumina Microbial Amplicon Prep (Illumina
Inc., Hayward, CA, USA), partendo da 20 pL del pool genico, derivante dall’unione dei sei

ampliconi. Il kit prevede una fase di tagmentazione ed una reazione per 1’aggiunta di index.

La tagmentazione ¢ un processo enzimatico, ad opera di trasposasi, che svolge due azioni
contemporaneamente: frammentazione, in cui il DNA viene tagliato in frammenti con una
dimensione specifica e “tagging”, fase in cui le trasposasi attaccano simultaneamente delle

sequenze specifiche di DNA, chiamate adattatori, alle estremita dei frammenti.

Gli index (o barcodes) sono brevi sequenze di DNA che fungono da identificatori unici per
ciascun campione ed il loro scopo principale ¢ consentire il multiplexing, ovvero unire e
sequenziare contemporaneamente piu librerie di DNA (provenienti da campioni diversi) in
un'unica corsa di sequenziamento. Essi vengono aggiunti ai singoli campioni mediante una

reazione PCR, prevista dal kit di sequenziamento.

La qualita finale della /ibrary ¢ stata valutata tramite elettroforesi su gel con una percentuale di
agar pari a 1,5%, utilizzando il Midori GREEN Direct (NIPPON Genetics EUROPE, Diiren,

Germania) come sistema di rilevazione, in quanto intercalante della doppia elica di DNA.

I1 pool finale di campioni, per garantire la fase di multiplexing, ¢ stato eseguito unendo 5 pL di
ciascun campione (“pooled’) in un’unica mix di reazione. Il pool ¢ stato successivamente
purificato con 0,9x uL di AMpure XP Beads (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA) ed eluito
in 55 pL di resuspension buffer (RSB). Il sequenziamento ¢ avvenuto mediante piattaforma di
sequenziamento iSeq 100 (Illumina Inc., Hayward, CA, USA), con una concentrazione finale
della /ibrary di 55 pM. L'analisi dei file FASTQ ¢ stata eseguita con la pipeline Dragen
Microbial Amplicon (Illumina Inc., Hayward, CA, USA) e le sequenze consenso ottenute sono
state  ulteriormente  analizzate  utilizzando il  software  online  Nextclade

(https://clades.nextstrain.org/).
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3.3.2.2 Sequenziamento Sanger

L'RNA virale ¢ stato estratto partendo da un input di 200 pL di campione utilizzando, anche in
questo caso, il sistema ELITe InGenius (ELITechGroup, Puteaux, Francia), con un’eluizione

finale in 50 pL.

Il sequenziamento Sanger consente di ottenere una sequenza nucleotidica di un gene specifico:
¢ stato, infatti, sequenziato il gene codificante la glicoproteina G di RSV per I’analisi delle
varianti virali. E stato sequenziato ’intero gene G ed amplificato tramite RT-PCR, utilizzando
il set di primers descritto da Zatleva et al. [130, 131], con il kit di amplificazione SuperScript

IV One-Step RT-PCR System (invitrogen di Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituania).
I1 profilo termico di amplificazione ¢ stato il seguente:

- 45 °Cper 30°
- 98°Cper2’
- 98°Cper30,55°Cper 30,72 °C per 2’ ed un’estensione finale a 72 °C per 5’ (40 cicli).

La fase successiva ¢ stata una Nested PCR. La Nested PCR ¢ una PCR standard modificata
dall’aggiunta di una coppia di primers esterni al frammento d’interesse, al fine di aumentare la
resa della reazione. La Nested PCR ¢ stata eseguita con 5 pL di DNA precedentemente
amplificato ed i1 reagenti forniti dal kit Platinum II Taq Hot-Start DNA Polymerase (invitrogen
di Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituania). Il profilo termico di amplificazione ¢ stato il

seguente:

- 4C°per2?’
- 94 C°per 307, 55 C° per 30, 68 C° per 2°, con un’estensione finale di 68 C° per 5’ (40

cicli).

L’ultima reazione ¢ stata la PCR per I’esecuzione del sequenziamento, in quanto avviene
I’incorporazione di dNTPs modificati, ovvero dideossinucleotidi trifosfato (ddNTPs) per
generare dei frammenti marcati che consentiranno la rilevazione delle singole basi

nucleotidiche presenti nel frammento d’interesse.

I prodotti delle diverse PCR sono stati due ampliconi di grandezze differenti: 969 bp per RSV
A e 954 bp per RSV B. I prodotti di amplificazione sono stati caricati su un gel di agarosio
all'1,5% con il Midori Green Direct (NIPPON Genetics EUROPE, Diiren, Germania) come

colorante intercalante del DNA, al fine di controllare I’esito delle diverse amplificazioni.
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I prodotti di PCR sono stati, infine, purificati con il kit ExoSAP-IT PCR Product Cleanup
Reagent (applied biosystems di Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituania), al fine di purificare
ulteriormente I’amplificato da contaminanti (primers in eccesso, ANTPs non incorporati) che

potrebbero interferire con la fase successiva.

Il sequenziamento Sanger ¢ stato eseguito sul sistema SeqStudio Genetic Analyzer (applied
biosystems di Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA). Le sequenze consenso, ottenute
mediante 1'allineamento con i genomi di riferimento (EPI _ISL 412866 e EPI ISL 1653999
rispettivamente per RSV A e RSV B), sono state successivamente analizzate utilizzando il

software online Nextclade (https://clades.nextstrain.org/).
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3.4 Analisi statistica

I tassi di rilevazione e di complicanza dell'RSV sono stati espressi con intervalli di confidenza
(IC) esatti al 95% (Clopper-Pearson). Le caratteristiche dei pazienti arruolati nei gruppi ARI e
ILI, cosi come quelle dei pazienti risultati positivi e negativi all'lRSV, sono state confrontate

tramite il test esatto di Fisher o #-fest.

Considerando la natura dei dati “a cluster”, ¢ stata utilizzata la regressione logistica con
equazioni di stima generalizzata (GEE) per studiare 1'associazione tra la positivita all'RSV e il
gruppo di sorveglianza, nonché tra la positivita allRSV e i segni/sintomi riportati. L'entita

dell'effetto ¢ stata espressa come odds ratio (OR) con IC al 95%.

La variabile dipendente era il rilevamento di qualsiasi RSV o il singolo rilevamento di RSV. I
modelli GEE di base sono stati corretti per adattare I'effetto delle dimensioni variabili dei cluster
(ovvero, il numero di tamponi raccolti dai singoli medici di base), includendo il logaritmo della

dimensione del cluster come offset.
Sono state quindi condotte diverse analisi di sensibilita:
1. L'offset della dimensione del cluster ¢ stato escluso dalla specificazione del modello.

2. Sono stati aggiunti potenziali fattori: stagione, sesso, eta, nazionalita, stato di fumatore

e presenza di comorbidita.

3. Per ridurre il rumore dovuto ai GP con pochi arruolamenti, il set di dati ¢ stato limitato

ai cluster con > 30 tamponi.

In tutti i modelli ¢ stato utilizzato lo schema di varianza sandwich, per calcolare errori standard.
I dati sono stati analizzati utilizzando 1 pacchetti R, v. 4.5.0 (R Foundation for Statistical

Computing, Vienna, Austria).
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4. RISULTATI

4.1 Risultati stagione 2023/2024

Nella prima stagione dello studio, 2023/2024, sono stati arruolati un totale di 524. Sei soggetti
sono stati esclusi perché non rientravano nei requisiti: quattro erano < 50 anni e due sono stati
sottoposti a tampone al di fuori della finestra temporale consentita. In aggiunta, un campione ¢
stato scartato dai test, in quanto mancante di un fiocco di cotone all'interno della provetta di
trasporto, pertanto, 'analisi si € basata su 517 campioni. Di questi, i1 48.4 % (n=250) e il 51.6
% (n = 267) degli individui sono stati arruolati dai MMG (Medici di Medicina Generale)
rispettivamente nei gruppi ARI e ILI. Due terzi (62.3 %) degli individui arruolati erano donne
e la loro eta media era 66.7 anni. Le malattie cardiovascolari (34.2 %) e respiratorie (19.7 %)
erano le piu frequentemente registrate. I gruppi ARI e ILI erano comparabili in termini di
caratteristiche sociodemografiche, mese della visita dal MMG e prevalenza della maggior parte
delle condizioni di salute sottostanti, eccetto per il diabete (11.2 % vs 5.2 %; p = 0.015) e le
malattie reumatiche (2.0 % vs 11.2 %; p <0.001). Inoltre, il periodo tra I'insorgenza dei sintomi
e la visita dal MMG ¢ stato in media piu breve nel gruppo ILI (3.0 vs 3.5 giorni; p = 0.002)
(Tabella 1). In particolare, tutti 1 pazienti (100%; 267/267) appartenenti al gruppo ILI
soddisfacevano anche la definizione di ARI, mentre il 96.0% (240/250) degli individui nel
gruppo ARI soddisfaceva anche la definizione di ILI.
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Caratteristiche Livello Totale (n =517) ARI (n =250) ILI (n =267) | p-value
Femmina 62.3 (322) 61.6 (154) 62.9 (168) 0.79
Sesso
Maschio 37.7 (195) 38.4 (96) 37.1(99)
Media (SD) 66.7 (10.6) 67.3(10.6) 66.2 (10.6) 0.27
50-59 28.4 (147) 26.0 (65) 30.7 (82) 0.51
Eta (anni)
60-69 35.4 (183) 36.8(92) 34.1(91)
> 70 36.2 (187) 37.2(93) 35.2 (94)
ltaliano 93.0 (481) 93.6 (234) 92.5 (247) 0.73
Nazionalita
Straniero 7.0 (36) 6.4 (16) 7.5(20)
Ott 2023 8.1(42) 8.0 (20) 8.2 (22) 0.55
Nov 2023 26.5 (137) 26.4 (66) 26.6 (71)
Dic 2023 13.7 (71) 14.0 (35) 13.5 (36)
T .
amponiper | on 2024 18.2 (94) 17.2 (43) 19.1 (51)
mese
Feb 2024 14.3 (74) 16.8 (42) 12.0 (32)
Mar 2024 10.3 (53) 10.8 (27) 9.7 (26)
Apr 2024 8.9 (46) 6.8(17) 10.9 (29)
Ritardo del
rtardo del | Media (sD) 3.2(1.7) 3.5(1.7) 3.0(1.6) 0.002
tampone
Cardiovascolari 34.2(177) 33.2(83) 35.2(94) 0.64
Respiratorie 19.7 (102) 19.6 (49) 19.9 (53) 0.99
Diabete 8.1(42) 11.2 (28) 5.2 (14) 0.015
Epatiche 1.4(7) 2.0 (5) 0.7 (2) 0.27
Condizionidi | Renali 3.9(20) 5.2(13) 2.6(7) 0.17
salute pregresse | oo\ matiche 6.8 (35) 2.0 (5) 11.2 (30) <0.001
Anemia 4.1(21) 5.2 (13) 3.0(8) 0.27
Demenza 2.1(11) 2.4 (6) 1.9 (5) 0.77
Cancro 9.3 (48) 7.2(18) 11.2 (30) 0.13
Immunosoppressione 3.7(19) 3.6 (9) 3.7 (10) 0.99
Mai fumato 56.9 (294) 56.8 (142) 56.9 (152) 0.51
Fumo Ex-fumatore 27.5(142) 29.2 (73) 25.8 (69)
Fumatore 15.7 (81) 14.0 (35) 17.2 (46)

Tabella 1: Caratteristiche dei soggetti arruolati. (ARI: infezione respiratoria acuta; ILI: sindrome simil-

influenzale; SD: deviazione standard).
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1125.9% (IC 95%: 22.2-29.9%) ed il 37.5 % (IC 95%: 33.3—41.9%) dei pazienti ha riportato
un precedente contatto rispettivamente con bambini e adulti sintomatici: mentre la prevalenza
dei contatti precedenti con bambini malati era simile (p = 0.69) tra 1 gruppi ARI (26.8 %) e
ILI (25.1 %), 1 contatti con soggetti sintomatici adulti erano piu frequenti nel gruppo ILI (41.6
% vs 33.2 %; p =0.056). Rispetto al gruppo ARI, gli adulti nel gruppo ILI hanno riportato piu
frequentemente febbre o stato febbrile (79.0 % vs 62.0 %; p < 0.001), nausea (26.6 % vs 18.8
%; p = 0.037), mal di gola (65.9 % vs 56.4 %; p = 0.030), ronchi (24.0 % vs 16.8 %; p =
0.050), starnuti (73.4 % vs 64.8 %; p = 0.036) e alterazione dell'olfatto (19.1 % vs 12.4 %; p
=0.041) (Tabella 2).

Sintomo Livello % (n/Totale) ARI % (n/Totale) ILI el
(N=250) (N=267)
Febbre/stato febbrile |62.0(155/250) 79.0 (211/267) <0.001
37-37.9°C 46.4 (71/153) 40.7 (81/199)
38-38.9°C 45.1 (69/153) 45.7 (91/199) 0.27
=39 8.5(13/153) 13.6 (27/199)
Brividi 58.8 (147/250) 61.0 (163/267) 0.65
Sistemico Mal di testa 59.2 (148/250) 65.2 (174/267) 0.17
Mialgia 62.0 (155/250) 65.5 (175/267) 0.41
Artralgia 60.8 (152/250) 62.2 (166/267) 0.79
Malessere 90.4 (226/250) 84.6 (226/267) 0.063
Appetito ridotto 44.4 (111/250) 48.7 (130/267) 0.33
Nausea 18.8 (47/250) 26.6 (71/267) 0.037
Diarrea 10.8 (27/250) 11.2 (30/267) 0.89
Qualsiasi tosse 92.4 (231/250) 91.8 (245/267) 0.87
Tosse con
espettorato 59.2 (148/250) 55.4 (148/267) 0.42
Dispnea 23.6 (59/250) 21.0 (56/267) 0.53
Ronchi 16.8 (42/250) 24.0 (64/267) 0.050
Sibilo 18.0 (45/250) 12.4 (33/267) 0.085
Tachipnea 2.8(7/250) 4.1 (11/267) 0.48
Respiratorio | Necessita di 02 0.8 (2/250) 0.7 (2/267) 0.99
Bassa/ridotta Sa02 5.3(13/247) 5.7 (15/263) 0.85
Mal di gola 56.4 (141/250) 65.9 (176/267) 0.030
Starnuti 64.8 (162/250) 73.4(196/267) 0.036
Congestione
nasale/Rinorrea 75.2 (188/250) 76.0 (203/267) 0.84
Olfatto alterato 12.4 (31/250) 19.1(51/267) 0.041
Gusto alterato 13.6 (34/250) 19.1(51/267) 0.098

Tabella 2: Frequenza dei sintomi tra i soggetti arruolati.
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Nel complesso, RSV ¢ stato rilevato nel 7,0 % dei campioni (IC al 95 %: 4,9-9,5 %; 36/517).
La prevalenza di RSV nel gruppo ARI (8,0 %; IC al 95 %: 5,0-12,1 %; 20/250) era superiore
rispetto al gruppo ILI (6,0 %; IC al 95 %: 3,5-9,5 %; 16/267) con un OR (Odds Ratio) di 1,36
(IC al 95 %: 0,69-2,70), sebbene la differenza tra 1 gruppi ARI e ILI non sia risultata
significativa (p = 0,39). E da notare che tutti i 36 individui positivi al'lRSV soddisfacevano sia
la definizione di caso ARI che quella ILI. Piu in generale, > 1 patogeno ¢ stato identificato nel
76,2 % (394/517) degli individui e questo dato era simile tra i gruppi ARI (75,2 %) e ILI (77,2
%) (Tabella 3). Il restante 23,8 % (123/517) ¢ risultato negativo per tutti 1 patogeni virali e
batterici. A parte I'RSV, altri virus respiratori rilevati sono stati il rhinovirus (19,7 %), SARS-
CoV-2 (14,7 %), l'influenza (11,4 %) e il metapneumovirus (8,3 %). Tra i batteri, 'Haemophilus
influenzae (19,0 %) e lo Streptococcus pneumoniae (4,4 %) sono stati i piu rappresentati.
Contrariamente all'RSV, la positivita per l'influenza (10,4 % vs 12,4 %) e SARS-CoV-2 (12,4
% vs 16,9 %) era inferiore nel gruppo ARI rispetto al gruppo ILI e gli OR corrispondenti erano
0,82 (IC al 95 %: 0,48-1,42) ¢ 0,70 (IC al 95 %: 0,43—1,15). Le differenze tra i gruppi non
erano significative né per l'influenza (p = 0,49) né per SARS-CoV-2 (p =0,17).
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% (n)

Patogeno
ARI (n = 250) ILI (n = 267)

=21 75.2(188) 77.2(206)
Any RSV 8.0 (20) 6.0 (16)
RSV A 4.4(11) 4.1(11)
RSV B 3.6(9) 1.9(5)
SARS-CoV-2 12.4(31) 16.9 (45)
Any influenza 10.4 (26) 12.4 (33)
Influenza A(H1N1)pdm09 8.4 (21) 8.6 (23)
Influenza A(H3N2) 1.2(3) 2.2 (6)
Influenza A 0.8(2) 1.1(3)
Influenza B 0(0) 0.4(1)
Adenovirus 2.0(5) 0.4(1)
Enterovirus 0(0) 0.4(1)
Metapneumovirus 9.2 (23) 7.5(20)
Parainfluenza virus 1 0(0) 0.7(2)
Parainfluenza virus 2 0(0) 0(0)
Parainfluenza virus 3 0.8(2) 3.4(9)
Parainfluenza virus 4 0.8(2) 1.5(4)
Bocavirus 0(0) 0(0)
Coronavirus 229E 1.2(3) 1.5(4)
Coronavirus NL63 0(0) 0(0)
Coronavirus OC43 3.6(9) 4.9 (13)
Rhinovirus 20.0 (50) 19.5 (52)
Streptococcus pneumoniae 6.0 (15) 3.0(8)
Bordetella pertussis 0.4(1) 0.4(1)
Bordetella parapertussis 0(0) 0(0)
Chlamydophila pneumoniae 0(0) 0.4(1)
Haemophilus influenzae 21.2(53) 16.9 (45)
Legionella pneumophila 0(0) 0(0)
Mycoplasma pneumoniae 2.4 (6) 0.4(1)

Tabella 3: Risultati dei patogeni respiratori rilevati mediante RT-PCR, suddivisi in gruppo ARI e ILI.
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Tra 1 campioni positivi all'RSV, il 52,8 % (19/36) aveva una singola positivita per RSV, il
restante 47,2 % dei campioni mostrava delle co-infezioni con almeno un altro patogeno, di cui
Haemophilus influenzae era il piu frequente (Tabella 4). La prevalenza di singole infezioni da
RSV era del 4,8 % (IC al 95 %: 2,5-8,2 %; 12/250) nel gruppo ARI e del 2,6 % (IC al 95 %:
1,1-5,3 %; 7/267) nel gruppo ILI con un OR di 1,87 (IC al 95 %: 0,73—4,84).

Co-infezioni % (casi/totale)
RSV A + Haemophilus influenzae 13.9 (5/36)
RSV A + Rhinovirus 2.8 (1/36)
RSV A + Influenza A(H3N2) 2.8 (1/36)
RSV A + Enterovirus 2.8 (1/36)
RSV A + Rhinovirus + Haemophilus influenzae 2.8 (1/36)
RSV A + Coronavirus OC43 + Haemophilus influenzae 2.8 (1/36)
RSV A + Parainfluenza virus 3 + Rhinovirus + Haemophilus

2.8 (1/36)
influenzae
RSV B + Haemophilus influenzae 5.6 (2/36)
RSV B + Influenza A(H1N1)pdm09 2.8 (1/36)
RSV B + Adenovirus 2.8 (1/36)
RSV B + Metapneumoovirus 2.8 (1/36)
RSV B + Metapneumoovirus + Haemophilus influenzae 2.8 (1/36)

Tabella 4: Frequenza delle co-infezioni dei campioni risultati positivi per RSV.

La maggior parte (86,1 %; 31/36) dei casi di RSV ¢ stata rilevata tra gennaio e febbraio 2024
(Figura 3A). Infatti, a gennaio [ARI: 20,9 % (9/43); ILI: 15,7 % (8/51)] e a febbraio [ARI: 19,0
% (8/42); ILI: 18,8 % (6/32)] circa un quinto di tutti i campioni ¢ risultato positivo all'RSV.
Rispetto al gruppo ILI, la curva di andamento osservata nel gruppo ARI ¢ risultata anticipata
dunque traslata verso sinistra (Figura 3B). Entrambi i sottotipi di RSV, A (61,1 %; 22/36) ¢ B

(38,9 %; 14/36), hanno co-circolato durante la stagione.
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Figura 3: Andamento settimanale dei campioni positivi per RSV, suddivisi per sottotipo (A) e gruppo di

studio ARI o ILI (B).

Dei campioni RSV sequenziati appartenenti al sottotipo A (n = 17), il 47,1 %, 23,5 %, 11,8 %,
11,8 % e 5,9 % appartenevano rispettivamente ai subclades A.D.1, A.D.5.1, AD.52,AD3 e
A.D.5. La popolazione di RSV B (n = 12) era rappresentata dai subclades B.D.E.1 (66,7 %) e

B.D.4.1.1 (33,3 %) (Tabella 5).
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Sottotipo Nome sequenza EPIISL Data prelievo Metodo Clade
A hRSV/A/ltaly/LIG0102-1/2024 | EPI_ISL_19046486 | 01/02/2024 NGS A.D.3
A hRSV/A/ltaly/LIG0201-1/2024 | EPI_ISL_19028656 | 02/01/2024 Sanger A.DA
A hRSV/A/ltaly/LIG0502-1/2024 | EPI_ISL_19028665 | 05/02/2024 NGS A.DA
A hRSV/A/ltaly/LIG0504-1/2024 | EPI_ISL_19054862 | 05/04/2024 Sanger A.D.1
A hRSV/A/ltaly/LIG0602-1/2024 | EPI_ISL_19028667 | 06/02/2024 NGS A.DA
A hRSV/A/Italy/LIG0602-2/2024 | EPI_ISL_19028666 | 06/02/2024 Sanger A.DA
A hRSV/A/ltaly/LIG0602-3/2024 | EPI_ISL_19028664 | 06/02/2024 Sanger A.D.5.1
A hRSV/A/ltaly/LIG0703-1/2024 | EPI_ISL_19028668 | 07/03/2024 Sanger A.D.1
A hRSV/A/ltaly/LIG0801-1/2024 | EPI_ISL_19045982 | 08/01/2024 NGS A.D.5
A hRSV/A/ltaly/LIG1001-1/2024 | EPI_ISL_19028657 | 10/01/2024 Sanger A.D.5.2
A hRSV/A/ltaly/LIG1201-1/2024 | EPI_ISL_19028372 | 12/01/2024 Sanger A.D.1
A hRSV/A/ltaly/LIG1601-1/2024 | EPI_ISL_19028658 | 16/01/2024 Sanger A.D.5.1
A hRSV/A/ltaly/LIG1601-2/2024 | EPI_ISL_19028609 | 16/01/2024 Sanger A.D.5.1
A hRSV/A/ltaly/LIG1601-3/2024 | EPI_ISL_19045981 | 16/01/2024 NGS AD5.2
A hRSV/A/ltaly/LIG2301-1/2024 | EPI_ISL_19028659 | 23/01/2024 Sanger A.D.5.1
A hRSV/A/ltaly/LIG2801-1/2024 | EPI_ISL_19045983 | 28/01/2024 NGS A.D.3
A hRSV/A/ltaly/LIG2901-1/2024 | EPI_ISL_19028662 | 29/01/2024 Sanger A.D.1
B hRSV/B/Italy/LIG0102-1/2024 | EPI_ISL_19045985 | 01/02/2024 NGS B.D.E.1
B hRSV/B/Italy/LIG0502-1/2024 | EPI_ISL_19046487 | 05/02/2024 NGS B.D.E.1
B hRSV/B/Italy/LIG0801-1/2024 | EPI_ISL_19045982 | 08/01/2024 NGS B.D.E.1
B hRSV/B/Italy/LIG1112-1/2023 | EPI_ISL_19028646 | 11/12/2023 NGS B.D.4.11
B hRSV/B/ltaly/LIG1502-1/2024 | EPI_ISL_19046533 | 15/02/2024 NGS B.D.4.1.1
B hRSV/B/ltaly/LIG1601-1/2024 | EPI_ISL_19045980 | 16/01/2024 NGS B.D.4.1.1
B hRSV/B/Italy/LIG1803-1/2024 | EPI_ISL_19046537 | 18/03/2024 NGS B.D.E.1
B hRSV/B/ltaly/LIG1912-1/2023 | EPI_ISL_19028655 | 19/12/2023 NGS B.D.E.1
B hRSV/B/ltaly/LIG2102-1/2024 | EPI_ISL_19046534 | 21/02/2024 NGS B.D.E.1
B hRSV/B/Italy/LIG2201-1/2024 | EPI_ISL_19028661 | 22/01/2024 Sanger B.D.E.1
B hRSV/B/ltaly/LIG2301-1/2024 | EPI_ISL_19028660 | 23/01/2024 NGS B.D.E.1
B hRSV/B/Italy/LIG2901-1/2024 | EPI_ISL_19045984 | 29/01/2024 NGS B.D.4.1.1

Tabella 5: Risultati del sequenziamento (sanger o NGS) dei campioni positivi per RSV.
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Tra gli individui positivi al'RSV (n = 36), il malessere (88,9 %) ¢ stato il sintomo sistemico piu
comune. Il 63,9 % dei soggetti presentava febbre o febbricola. I sintomi respiratori pitt comuni
includevano la tosse generica (94,4 %), gli starnuti (80,6 %) e la tosse con espettorato (75,0 %).
Il respiro sibilante (wheezing) era presente in un quarto (25,0 %) dei soggetti (Tabella 6).
Rispetto ai soggetti negativi alllRSV (n = 481), quelli risultati positivi presentavano una
prevalenza maggiore (75,0 % vs 55,9 %; p = 0,035) di tosse con espettorato. La durata media
di un episodio di RSV ¢ stata di 18,8 giorni e durante questo periodo i pazienti hanno visitato il
proprio MMG 1,5 volte. Tutti, tranne uno (97,2 %), hanno assunto almeno un farmaco a causa
dell’infezione da RSV e a due terzi (61,1 %) ¢ stato prescritto almeno un antibiotico.
Complessivamente, 7 (19,4 %) pazienti hanno eseguito 12 procedure diagnostiche, di cui la piu
frequente ¢ stata la radiografia del torace (50,0 %). Inoltre, quattro (11,1 %) individui hanno
effettuato una visita specialistica. Un terzo degli individui (33,3 %; IC al 95 %: 18,6-51,0 %)
ha sviluppato almeno una complicanza, di cui la polmonite ¢ stata registrata nell'8,3 % (3/36)
dei pazienti. C'¢ stato un solo caso ospedalizzato (2,8 % rispetto ai soggetti positivi allRSV e
8,3 % rispetto ai casi complicati) che ha interessato una donna di 71 anni che ha sviluppato un
versamento pleurico. Il suo campione ¢ risultato positivo per RSV B ed Haemophilus

influenzae. Non sono stati registrati decessi durante il follow-up.
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Sintomo

% (n) qualsiasi RSV (n=36)

% (n) singola rilevazione RSV (n=19)

Febbre/febbricola 63,9 (23) 57,9 (11)
37-37,9°C 40,9 (9)a 45,5 (5)
38-38,9°C 45,5 (10)a 54,5 (6)
239°C 13,6 (3)a 0(0)
Brividi 63,9 (23) 47,4 (9)
Sistemico Mal di testa 50,0 (18) 52,6 (10)
Mialgia 55,6 (20) 52,6 (10)
Artralgia 50,0 (18) 42,1 (8)
Malessere 88,9 (32) 89,5(17)
Appetito ridotto 55,6 (20) 47,4 (9)
Nausea 22,2 (8) 21,1 (4)
Diarrea 16,7 (6) 21,1 (4)
Tosse generica 94,4 (34) 100 (19)
Tosse con espettorato 75,0 (27) 89,5(17)
Dispnea 25,0(9) 56,3 (5)
Ronchi 25,0 (9) 21,1 (4)
Respiro sibilante (Wheezing) | 25,0 (9) 21,1(4)
Tachipnea 0(0) 0(0)
Respiratorio | Necessita di 02 0(0) 0(0)
Sa02 bassa/ridotta 5,6 (2) 5,3(1)
Mal di gola 55,6 (20) 47,4 (9)
Starnuti 80,6 (29) 73,7 (14)
Congestione nasale/Rinorrea | 66,7 (24) 68,4 (13)
Alterazione dell'olfatto 25,0(9) 15,8 (3)
Alterazione del gusto 22,2 (8) 15,8 (3)

Tabella 6: Frequenza dei sintomi dei soggetti arruolati risultati per RSV.
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4.2 Risultati stagione 2024/2025

Nell'arco delle due stagioni, i 38 Medici di Base (MMG) (18 nei gruppi ARI e 20 nei gruppi
ILI) hanno arruolato 1443 soggetti (2023/2024: n = 524; 2024/2025: n = 919). Dodici soggetti
(0,8%) sono stati esclusi per le seguenti ragioni: cinque erano < 50 anni; quattro sono stati
sottoposti a tampone al di fuori della finestra temporale consentita; due non soddisfacevano la
definizione di ARI/ILI; e un campione mancava del fiocco di cotone all'interno della provetta
di trasporto, risultando un campione non idoneo all’analisi. Il totale dei soggetti arruolati,
dunque, ¢ stato di 143 1. L'eta media dei partecipanti era di 67,9 anni e il sesso femminile ¢ stato
prevalente (62,4%). Due terzi (61,7%) dei pazienti avevano almeno una comorbidita, tra cui le

malattie cardiovascolari (42,9%) e respiratorie (17,7%) erano le piu prevalenti (Tabella 7).

1151,8% (n="741) e il 48,2% (n = 690) dei soggetti ¢ stato arruolato da MMG suddivisi random
nei gruppi ARI e ILI, rispettivamente.

n (%)
Caratteristica Livello Totale (n=1431) | ARI(n=741) | ILi(n=690) | A';'I"::’ﬁl)
Sesso Femmina 893 (62,4) 465 (62,8) 428 (62,0) 0,79
Maschio 538 (37,6) 276 (37,2) 262 (38,0)
Eta, anni Media (DS) 67,9 (11,3) 68,7 (11,3) 67,1(11,1) 0,009
50-64 622 (43,5) 300 (40,5) 322 (46,7) 0,058
65-74 379 (26,5) 204 (27,5) 175 (25,4)
>75 430 (30,0) 237 (32,0) 193 (28,0)
Nazionalita Italiana 1340 (93,6) 711 (96,0) 629 (91,2) <0,001
Straniera 91 (6,4) 30(4,0) 61(8,8)
Stagione 2023/2024 517 (36,1) 250 (33,7) 267 (38,7) 0,054
2024/2025 914 (63,9) 491 (66,3) 423 (61,3)
Condizioni di
salute >1 883 (61,7) 446 (60,2) 437 (63,3) 0,23
preesistenti
Cardiovascolari 614 (42,9) 319 (43,0) 295 (42,8) 0,92
Respiratorie 254 (17,7) 129 (17,4) 125(18,1) 0,73
Diabete 121(8,5) 70 (9,4) 51(7,4) 0,18
Epatica 34 (2,4) 14 (1,9) 20(2,9) 0,23
Renale 63 (4,4) 35(4,7) 28 (4,1) 0,61
Anemia 56 (3,9) 29(3,9) 27 (3,9) 0,99
Obesita 142 (9,9) 74 (10,0) 68 (9,9) 0,99
Demenza 33(2,3) 15 (2,0) 18 (2,6) 0,49
Cancro 149 (10,4) 64 (8,6) 85(12,3) 0,024
Immunosoppressione 52(3,6) 24 (3,2) 28 (4,1) 0,48
Fumatore No 808 (56,5) 641 (86,5) 568 (82,3) 0,034
Si 222 (15,5) 100 (13,5) 122 (17,7)

Tabella 7: Caratteristiche dei soggetti arruolati nelle stagioni 2023/2024 e 2024/2025.
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L'RSV ¢ stato rilevato nel 5,2% (75/1431; IC 95% 4,1-6,5%) dei partecipanti e il suo tasso di
rilevamento ¢ risultato piu alto nella stagione 2023/2024 rispetto alla stagione 2024/2025 (7,0%
contro 4,3%). L'RSV ha rappresentato il 7,8% (75/965) di tutte le rilevazioni virali e il 5,7%
(75/1315) di tutte le rilevazioni virali/batteriche. Durante la prima stagione, I'RSV ha raggiunto
un picco tra gennaio e febbraio 2024 con un tasso di positivita mensile massimo del 18,9%. Al
contrario, nella stagione 2024/2025, i tassi di rilevamento osservati si sono stabilizzati ad un
livello relativamente basso (Figura 4A). Sebbene siano circolati entrambi i sottotipi di RSV,
I'RSV A ¢ risultato predominante in entrambe le stagioni (2023/2024: 61,1%; 2024/2025:
69,2%) (Figura 4B).
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Figura 4: Andamento di RSV e di altri virus respiratori nella stagione 2023/2024 e 2024/2025 (A) ed

andamento di RSV, suddiviso per sottotipo durante le due stagioni (B).

I campioni positivi all”’ RSV A e successivamente sequenziati (n = 41) ¢ stata eterogenea in
quanto rappresentata dai clades A.D.1 (26,8%), A.D.3 (51,2%) e A.D.5 (22,0%). Le sequenze
dei ceppi di RSV B (n = 23) appartenevano a quattro diversi clades, di cui B.D.E.1 (69,6%) era
il piu rappresentato. In tabella 8 sono mostrati 1 dati relativi ai campioni caratterizzati con

metodiche di sequenziamento raccolti nella stagione 2024/2025.
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n

Sottotipo
Clade Stagione | (totale % Codice GISAID
RSV
isolati)

A(n=41) A.D.1 2024/2025 2 4.9 EPI_ISL_19687321, EPI_ISL_19866267

A(n=41) A.D.1.4 | 2024/2025 2 4.9 EPI_ISL_19687322, EPI_ISL_19866268
EPI_ISL_19866266, EPI_ISL_19866265,

A(n=41) A.D.1.5 | 2024/2025 3 7.3

EPI_ISL_1986668

EPI_ISL_19687309, EPI_ISL_19687322,
EPI_ISL_19687310, EPI_ISL_19687312,
EPI_ISL_19687316, EPI_ISL_19687313,
EPI_ISL_19687314, EPI_ISL_19687315,
EPI_ISL_19687319, EPI_ISL_198662686,

A(n=41) A.D.3 2024/2025 19 46.3
EPI_ISL_19866258, EPI_ISL_19866341,
EPI_ISL_19866257, EPI_ISL_19866266,
EPI_ISL_19866255, EPI_ISL_19866340,
EPI_ISL_19866256, EPI_ISL_19866261,

EPI_ISL_19866259

A(n=41) A.D.5.1 2024/2025 1 24 EPI_ISL_19866339

A(n=41) A.D.5.2 | 2024/2025 1 24 EPI_ISL_19866268

B(n=23) | B.D.4.1.1 | 2024/2025 1 4.3 EPI_ISL_19866273
EPI_ISL_19687311, EPI_ISL_19687320,
EPI_ISL_19687318, EPI_ISL_19866368,

B (n=23) B.D.E.1 2024/2025 9 39.1 EPI_ISL_19866272, EPI_ISL_19866271,

EPI_ISL_19866269, EPI_ISL_19866343,
EPI_ISL_19866270

Tabella 8: Analisi filogenetica dei ceppi di RSV, rilevati nei campioni di soggetti arruolati nella stagione

2024/2025.
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Dei 75 casi di RSV, 47 (62,7%) erano singole rilevazioni di RSV, 10 (13,3%) campioni erano
co-rilevati con altri virus respiratori, di cui il rinovirus umano era il pit comune, 11 (14,7%)
erano co-rilevati con H. influenzae e/o S. pneumoniae, mentre i restanti sette (9,3%) campioni
mostravano un pattern misto di co-rilevazione virale/batterica. I risultati delle diverse co-

infezioni sono mostrati nel Grafico 1.

RSV A + coronavirus OC43 + H. influenzae

3 RSV A + rhinovirus
1 RSV A + Flu A (H3N2)
1 RSV A + enterovirus
1 RSV A + metapneumovirus
] 1 RSV B + rhinovirus
1 RSV B + adenovirus
1 RSV B + Flu A (HINT)
1 RSV B + metapneumovirus

RSV A + rhinovirus + H. influenzae

RSV A + Flu A (H3N2) + S. pneumoniae

RSV A + HboV + H. influenzae

RSV A + coronavirus OC43 + H. influenzae + S.
pneumoniae

RSV A + parainfluenza virus 3 + rhinovirus + H.
influenzae + S. pneumoniae

RSV B + metapneumovirus + H. influenzae

O Co-infezioni virali

8RSV A + H. influenzae [0  co-infezioni batteriche
2 RSV B + H. influenzae /

1 RSV B + H. influenzae + S. pneumoniae W Co-infezioni virali e batteriche

Grafico 1: Risultati dei 28 campioni che mostravano pattern di co-infezioni molteplici (solo virali, solo

batteriche, virali e batteriche).

I1 test antigenico RADT ha mostrato un piu basso PPA (Percentuale di Concordanza Positiva)
pari al 22,7%, rispetto ai risultati in PCR, mentre NPA (Percentuale di Concordanza Negativa)
¢ stato del 100%. Infatti, se fosse stato utilizzato solo il RADT, la prevalenza complessiva di
RSV sarebbe scesa dal 5,2% all'l1,2%. I1 RADT per RSV ha avuto una performance
comparativamente buona (PPA 63,2%) solo per i campioni con elevata carica virale (soglia del

ciclo < 25) (Tabella 9).
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Parametro % (n/Totale) 1C 95%

PPA 22.7 (17/75) 14.7-33.3
CtRT-PCR< 25 63.2 (12/19) 41.0-80.9
Ct RT-PCR 25-29 21.7 (5/23) 9.7-41.9
CtRT-PCR < 30 40.5 (17/42) 27.0-55.5
CtRT-PCR > 30 0 (0/33) 0-10.4
NPA 100 (1,356/1,356) | 99.7-100

Accuratezza complessiva | 95.9(1,373/1,431) | 94.8-96.9

Valore predittivo positivo | 100 (17/17) 81.6-100

Valore predittivo negativo | 95.9(1,356/1,414) | 94.7-96.8

Tabella 9: Performance diagnostiche del test antigenico rapido (RADT) per RSV, confrontate con i valori

ct (cycle threshold) ottenuti in RT-PCR.

Analogamente, anche la performance diagnostica dei due saggi RT-PCR ha mostrato delle nette
differenze: rispetto all'Allplex Respiratory Panel 1, PPA e NPA dell'Allplex SARS-CoV-
2/FluA/FluB/RSV erano rispettivamente dell'85,3% e del 100%. La minore sensibilita di
quest'ultimo kit ha interessato prevalentemente i campioni a bassa carica (soglia del ciclo > 30).
I soggetti risultati positivi all'lRSV erano prevalentemente rappresentati da una proporzione
maggiore di femmine (77,3% contro 61,6%) e avevano almeno una condizione cronica (72,0%

contro 61,1%), in particolare malattia renale (9,3% contro 4,1%) e obesita (18,7% contro 9,4%).

Nel complesso, il tasso di rilevamento dell'RSV nel gruppo ARI (5.8%; 43/741) ¢ risultato
superiore rispetto al gruppo ILI (4.6%; 32/690). Questo andamento ¢ stato osservato in modo
coerente sia nella stagione 2023/2024 (ARI: 8.0%; ILI: 6.0%) che 2024/2025 (ARI: 4.7%; ILI:
3.8%) e per entrambi 1 sottotipi RSV A (ARI: 3.8%; ILI: 3.0%) e RSV B (ARI: 2.0%; ILI:
1.6%). Dei 75 casi di RSV, il 100% (75/75), il 98.7% (74/75), il 28.4% (21/74) e il 33.8%
(25/74) degli individui soddisfacevano rispettivamente i criteri ARI del'ECDC, ILI dell'ECDC,
ILI del CDC e ILI dell'OMS. I tassi di rilevamento dell'RSV erano leggermente piu alti negli
individui di eta > 75 anni (5.6%; 24/430) rispetto agli adulti piu giovani (65—74 anni: 4.7%,
18/379; 50—64 anni: 5.3%, 33/622). Considerando i singoli agenti patogeni rilevati, i pazienti
nel gruppo ARI sono risultati positivi piu frequentemente per adenovirus (ARI: 1.1% vs. ILI:
0.3%; OR 3.75, IC 95% 0.85-16.60), enterovirus (ARI: 3.2% vs. ILI: 2.5%; OR 1.32, IC 95%
0.54-3.23), metapneumovirus (ARI: 6.5% vs. ILI: 5.2%; OR 1.25, IC 95% 0.71-2.22) e batteri
(ARI: 25.9% vs. ILI: 18.4%; OR 1.52, IC 95% 0.84-2.77). Al contrario, SARS-CoV-2 (ARI:
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7.4% vs. ILI: 12.2%; OR 0.57, IC 95% 0.34—0.95), influenza A(HIN1)pdm09 (ARI: 6.1% vs.
ILI: 8.0%; OR 0.74, IC 95% 0.46—1.19) e virus parainfluenzali (ARI: 1.9% vs. ILI: 3.0%; OR
0.61, IC 95% 0.30—1.26) sono stati riscontrati piu spesso nel gruppo ILIL.

Tra gli adulti positivi all'RSV, il malessere (92.0%) ¢ stato il sintomo sistemico piu comune,
mentre la tosse (97.3%) e il raffreddore (90.7%) sono stati i sintomi respiratori piu
frequentemente segnalati. La febbre superiore ai 38°C ¢ stata riportata solo dal 31.1% dei
soggetti. Rispetto agli individui negativi all'RSV, i soggetti positivi avevano una prevalenza piu
elevata di diversi sintomi respiratori (respiro sibilante, tosse grassa, dispnea, rantoli,
raffreddore, alterazione dell'olfatto e desaturazione), mentre nessun sintomo sistemico ¢ stato

predittivo di RSV.

Tutti i criteri ILI disponibili (ECDC, CDC e OMS) hanno mostrato una scarsa performance per
I'RSV con valori di AUC (4rea Under the Curve) <0.51. La specificita ¢ stata del 100% (64.9%;
IC 95% 62.3-67.5%) con la definizione di caso delllOMS, ma la sua sensibilita ¢ stata
comunque del 28.4% (IC 95% 19.4-39.5%).

Se si ipotizza una nuova definizione di caso RSV-specifica basata sulla definizione di ARI
(RSV-ARI) considerando il respiro sibilante e/o tosse grassa e/o rantoli e/o dispnea, si
osservano risultati migliori, con i corrispondenti parametri di AUC, sensibilita e specificita pari
rispettivamente a 0.61 (IC 95% 0.58-0.65), 92.0\% (IC 95% 83.6-96.3\%) e 30.8% (IC 95%
28.4-33.3\%). L'eventuale uso del solo sintomo respiro sibilante aumenterebbe la specificita
fino all'86.7%, ma la sensibilita scenderebbe al 30.7%. Se applicata all'influenza, la definizione
di caso alternativa RSV-ARI ha avuto una performance peggiore (AUC: 0.52; sensibilita:
74.2\%; specificita: 30.1%), mentre i criteri ILI dellOMS (AUC: 0.71; sensibilita: 71.1%;
specificita: 71.0%) e del CDC (AUC: 0.71; sensibilita: 76.8%; specificita: 64.6%) hanno

mostrato la migliore performance.

Tutti 1 partecipanti hanno completato il periodo di follow-up. Delle 75 infezioni da RSV, il
66.7% (50/75) non era completamente guarito entro il giorno 14, infatti la durata media
dell'episodio di RSV ¢ stata di 20.1 giorni. Ventitré pazienti (30.7%; IC 95% 20.5-42.4%) hanno
sviluppato almeno una complicanza, che ha coinvolto principalmente (73.9%; 17/23) le basse
vie respiratorie. Due casi di polmonite, di cui uno con versamento pleurico, hanno richiesto il
ricovero ospedaliero (tasso di ospedalizzazione del caso 2.7%; IC 95% 0.3-9.3%) ed hanno
interessato due donne di 71 e 96 anni. Il campione della prima ¢ risultato positivo per RSV B e
H. influenzae, mentre la seconda era positiva solo per RSV A. La donna di 96 anni ha poi

sviluppato un’insufficienza respiratoria acuta ed ¢ deceduta 16 giorni dopo la visita iniziale dal
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medico che ha effettuato ’arruolamento (tasso di mortalita del caso 1.3%; IC 95% 0.0-7.2%).

Tutti i ricoveri ed il decesso si sono verificati nel gruppo ARI.
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5. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

5.1 Discussione

Lo studio RESPIRA-50 ¢ stato concepito nel tentativo di confrontare le definizioni di caso
disponibili per 'RSV e di raccogliere dati sull’infezione da RSV acquisita in comunita negli
adulti di eta > 50 anni. Secondo 'OMS [132], I'interpretazione dei dati di sorveglianza globale
sull'RSV ¢ ostacolata dall'assenza di una definizione di caso standard. Anche i dati attuali
sull'impatto dell'RSV negli adulti presentano varie limitazioni, sono stati spesso raccolti
retrospettivamente [124] e pertanto dipendevano fortemente dall'accuratezza e completezza
delle fonti di dati primarie. Le probabilita di rilevamento dell'RSV nei gruppi ARI rispetto ai
gruppi ILI erano superiori del 26% ed invece, durante il tempo di osservazione, I’effettiva
rilevazione di RSV ¢ aumentata fino all'80%. Questa tendenza ¢ stata osservata in modo

coerente in entrambe le stagioni e per entrambi 1 sottotipi di RSV.

Sebbene l'entita dell'effetto dell’infezione sia indubbiamente rilevante per la sanita pubblica,
gli intervalli di confidenza al 95% di tutte le stime erano relativamente ampi e includevano il
valore nullo. Probabilmente, questa imprecisione ¢ stata determinata da due fattori
concomitanti. In primo luogo, c'¢ stata una grande variabilita nei tassi di arruolamento dei
medici di medicina generale: diversi MMG hanno arruolato un numero inaspettatamente basso
di pazienti. Un aumento della variabilita della dimensione del cluster puo portare ad una perdita
di efficienza [133]. Idealmente, potremo ottenere una stima reale del tasso di rilevamento
dell'RSV monitorando un campione casuale della popolazione generale. In questo studio, cosi
come nelle attuali reti di sorveglianza sentinella, l'ipotesi di casualita ¢ probabilmente mancata

perché il campione di individui sintomatici € stato selezionato dai MMG [134].

La seconda ragione del fallimento nel rifiutare 1'ipotesi nulla ¢ una circolazione relativamente
bassa di RSV, specialmente nella seconda stagione. A questo proposito, il numero di casi di
SARS-CoV-2 ¢ stato circa il doppio (139 vs. 75) rispetto a quello dell'RSV e il tasso di
rilevamento del primo virus ¢ risultato significativamente piu alto nel gruppo ILI. Nel
programma pilota di sorveglianza del'OMS [132], rispetto alla definizione di ILI (definita come
febbre misurata > 38 °C piu tosse), l'uso di una definizione di caso ARI estesa (infezione
respiratoria con mancanza di respiro o tosse o mal di gola o raffreddore) ha mostrato un aumento
del numero di rilevamenti di RSV. In uno studio di Korsten et al. [128] ¢ stato dimostrato che
solo 2 su 36 (6%) positivi all'/RSV avevano febbre > 38 °C e la sensibilita della definizione ILI
dell'OMS per I'RSV era pari solo all'11%. I risultati dello studio RESPIRA-50 sono in linea con
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queste osservazioni, sebbene la sensibilita della definizione di caso ILI dell'lOMS nel nostro
studio fosse piu alta (28,4%). D'altra parte, i criteri ILI dell'lECDC (Centro Europeo per la
Prevenzione e il Controllo delle Malattie) sono molto meno rigorosi e piu sensibili di quelli
dell'OMS e consentono quindi di catturare piu casi di RSV. Ad esempio, tra le altre
manifestazioni cliniche e sintomi sistemici, la definizione di caso ILI del'ECDC include il
malessere, che ¢ altamente non specifico. In questo studio, il malessere ¢ stato il sintomo
sistemico piu comune riportato dal 92% degli adulti. Questo fatto implica che la definizione di
caso ILI dell'ECDC per I'RSV ¢ molto piu sensibile dei criteri ILI dell'OMS e si avvicina alla
definizione di caso ARI; in altre parole, la definizione di caso ILI dell'ECDC ¢ un insieme della
definizione di caso ARI delllECDC. Infatti, in questo studio, tutti gli adulti nel gruppo ILI
soddisfacevano i criteri ARI del'ECDC e la maggior parte (92,6%) dei pazienti nel gruppo ARI
soddisfaceva anche 1 criteri ILI del'ECDC.

Sebbene le definizioni altamente sensibili, come ARI, siano utili per scopi di sorveglianza in
quanto possono catturare la maggior parte dei casi sintomatici, la loro bassa specificita puo
essere svantaggiosa in altre circostanze. Ad esempio, nei futuri studi di coorte o caso-controllo
sull'efficacia del vaccino RSV, definizioni di caso scarsamente specifiche porterebbero a un
aumento della dimensione campionaria richiesta (soprattutto durante le stagioni caratterizzate
da una bassa circolazione di RSV) e di conseguenza a un aumento del carico di lavoro e dei
costi. Ci sono anche alcune prove [135] che la vaccinazione contro I'RSV attenui la gravita dei
sintomi nelle infezioni successive alla vaccinazione (infezione breakthrough). In quest'ultimo
caso, l'uso di definizioni di caso piu sensibili catturerebbe un maggior numero di casi di RSV
vaccinati con sintomi lievi, il che potenzialmente comporterebbe una minore efficacia del

vaccino.

Sulla base dei dati clinici emersi dagli episodi di RSV registrati durante il periodo di
osservazione, € stata ritenuta valida la definizione di caso RSV-ARI definita come "ARI con
respiro sibilante e/o tosse produttiva e/o ronchi e/o dispnea", che ha funzionato meglio delle
alternative stabilite e ha mostrato un'accuratezza del 61,4%. Questa proposta ¢ parzialmente
allineata con 1 criteri alternativi RSV-specifici identificati in uno studio prospettico europeo
[128]. In questo studio, ¢ stato scoperto che la tosse produttiva (cio¢ infezione respiratoria con
tosse e produzione di espettorato) era un sintomo discriminante tra 36 adulti anziani residenti
in comunita positivi all'lRSV ed era presente nel 94% dei casi. Sensibilita, specificita e AUC
della sola tosse produttiva erano rispettivamente del 94%, 30% e 0,62. Tuttavia, prestazioni
simili sono state osservate per l'influenza (89%, 31% e 0,60, rispettivamente). Per differenziare

RSV e influenza, gli autori hanno aggiunto un criterio di "assenza di febbre" (cio¢ tosse
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produttiva senza febbre misurata o sensazione di febbre); cio ha determinato un aumento della
specificita (55%) ma anche una sostanziale diminuzione della sensibilita (61%) [128]. Nello
studio RESPIRA-50, basato su un numero maggiore di casi di RSV, la prevalenza della tosse
produttiva con espettorato ¢ stata inferiore (74,7% vs. 94%) e l'aggiunta di altri sintomi
identificatori (respiro sibilante e dispnea) ha migliorato il potere discriminante. Inoltre,
l'esclusione della febbre o della sensazione di febbre, presenti nei due terzi dei casi di RSV,
sposterebbe la popolazione esaminata dalla definizione di caso verso la definizione di infezioni
lievi.

Il rilevamento dell'RSV in questo studio si ¢ basato unicamente sui tamponi nasofaringei, che
rappresentano il "gold standard" e il tipo di campione con piu alto rendimento per i virus
respiratori [136]. Sebbene alcune ricerche [137] suggeriscano che l'aggiunta di campioni di
espettorato e saliva aumenti significativamente il rilevamento delllRSV nei pazienti
ospedalizzati rispetto ai soli tamponi nasofaringei, 1'utilizzo di questi tipi di campioni alternativi

presenta maggiori difficolta in ambienti medici comunitari rispetto ad un ambiente ospedaliero.

I1 secondo risultato principale dello studio RESPIRA-50 conferma che I'RSV ¢ responsabile di
un onere misurabile negli adulti piu anziani. Essendo uno studio prospettico, esso contribuisce
alla letteratura esistente, poiché la maggior parte degli studi disponibili sono retrospettivi o

basati su modelli gia esistenti.

11 tasso complessivo di complicanze ¢ stato del 30,7%, mentre il 9,3% degli adulti con RSV ha
sviluppato polmonite e il tasso di ospedalizzazione per caso ¢ stato del 2,7%. La ricerca
disponibile sulle conseguenze dell'RSV acquisito in comunita negli adulti piu anziani ha
prodotto stime molto variabili. In un piccolo studio prospettico italiano (n = 152, di cui 33
positivi all'lRSV) [138], il tasso complessivo di complicanze ¢ stato del 21% e un paziente
(3,0%) ha richiesto l'ospedalizzazione. Sebbene gli esiti gravi dell'RSV negli adulti siano
innegabili, le stime di complicanze e ospedalizzazione sono in genere piu alte negli studi
retrospettivi rispetto a quelli prospettici, probabilmente perché le coorti retrospettive sono

distorte verso casi piu gravi.

In questo studio, sono stati prescritti antibiotici al 57% dei pazienti ambulatoriali positivi
all'RSV, un valore molto vicino a una precedente stima italiana del 52% [138]. La letteratura
disponibile, tuttavia, ¢ altamente eterogenea e riporta tassi di prescrizione tra il 6% [139] e il
77% [140]. Sebbene la variabilita regionale nella prescrizione di antibiotici sia ben nota [141],
le pratiche di prescrizione possono essere influenzate dalla disponibilita di diagnosi

microbiologica per i prescrittori.
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Il risultato della RT-PCR dei campioni arruolati in questo studio ¢ stato condiviso con tutti i
MMG. Tuttavia, c'¢ stato un intervallo di 1-3 giorni tra la raccolta del tampone e la diagnosi
RT-PCR inviata ai MMG causando, per diversi adulti positivi all'RSV, la prescrizione di un
antibiotico prima che 1 risultati del test fossero noti. Una soluzione per ridurre la prescrizione
inappropriata di antibiotici potrebbe essere 1'uso dei RADT (Test Diagnostici Rapidi), ma in
questo studio quest'ultimo ¢ risultato associato a un alto tasso di falsi negativi, funzionando
relativamente bene solo per i tamponi con cariche virali elevate. Questo risultato ¢ in linea con
precedenti osservazioni [142] che indicano che la maggior parte degli adulti ha una carica di
RSV relativamente bassa e di conseguenza i RADT sono di valore limitato. La sensibilita
limitata dei RADT puo essere aggirata dai kit RT-PCR multiplex point-of-care in grado di
fornire risultati in 1 ora 0 meno, ma questi test sono molto piu costosi € non ci sono prove
convincenti della loro efficacia nel ridurre le prescrizioni di antibiotici [143]. Inoltre, anche i
test RT-PCR prodotti dallo stesso produttore possono avere limiti di rilevamento diversi.
Pertanto, quando si confrontano (o si combinano) i risultati degli studi di sorveglianza RSV, si

dovrebbe prestare attenzione all'accuratezza diagnostica dei test utilizzati in tali studi.

Questo studio presenta, perd, alcune importanti limitazioni: le dimensioni diverse dei cluster e
la circolazione relativamente bassa dell'RSV hanno ridotto la potenza statistica. In secondo
luogo, a causa di un numero relativamente piccolo di cluster di MMG [144], c'¢ stato un certo
squilibrio di covarianza tra i pazienti nei gruppi ARI e ILI. In terzo luogo, la definizione di caso
RSV-ARI proposta, derivata da un numero relativamente basso di casi di RSV, non ¢ stata
validata esternamente e non ¢ chiaro se funzioni bene in individui di eta < 50 anni o in contesti
che non utilizzano specificamente 1 criteri ECDC ARI/ILI per la sorveglianza. Non sono state
indagate le conseguenze a lungo termine e il relativo aumento dell'uso delle risorse sanitarie
(ad esempio, derivanti dal deterioramento delle condizioni sottostanti), poiché il periodo di
follow-up ¢ stato limitato a 30 giorni. Infine, lo studio ¢ stato condotto in un'area geografica
limitata e durante stagioni caratterizzate da una circolazione di RSV da bassa a moderata.
Rimane quindi poco chiaro se questi risultati siano generalizzabili ad altre realta e a periodi ad
alta incidenza. Tuttavia, la Liguria ¢ un buon modello per studiare 1'epidemiologia dei virus
respiratori e l'efficacia delle misure preventive, in quanto ¢ attualmente la regione europea "piu

anziana" con un'eta media della popolazione di 52,3 anni [145].
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5.2 Conclusioni

In conclusione, lo studio RESPIRA-50 ha mostrato come le definizioni di caso basate su una
ARI riescano ad individuare piu casi di RSV rispetto ai criteri basati su ILI, e di conseguenza
quantificare meglio il vero impatto dell'RSV negli adulti over 50. Tra 1 criteri ILI storicamente
sviluppati per la sorveglianza dell’influenza e basati prevalentemente sulla febbre, la
definizione di caso ILI dell'ECDC ¢ risultata associata alla minore sottostima dell'RSV perché
la presenza o sensazione di febbre non ¢ 1'unico sintomo sistemico qualificante. Pur essendo
altamente sensibili, le definizioni di caso ARI hanno una scarsa specificita, che puo essere

migliorata aggiungendo ulteriori sintomi ed elementi qualificanti.

La definizione di caso RSV-ARI proposta ha migliorato significativamente la specificita senza

causare una pesante perdita di sensibilitd, ma necessita di un’ulteriore valutazione.

L’indagine svolta sull’epidemiologia dell'RSV acquisito in comunita si aggiunge al corpo di
evidenze gia presenti in letteratura, confermando un sostanziale impatto clinico e
socioeconomico dell'RSV nei soggetti adulti. I dati generati da questo studio potranno essere
utili per ulteriori valutazioni in merito a nuove tecnologie sanitarie relative a diverse strategie

preventive e terapeutiche per prevenire 1’infezione da RSV.
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