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Ricerca diretta dell’HEV-RNA
mediante PCR real-time
con Molecular beacon

Il virus dell’epatite E (HEV),
recentemente classificato nel genere
Hepevirus1, è responsabile

nell’uomo di una malattia itterica acuta
e autolimitante a trasmissione oro-
fecale, diffusa in parte dell’Asia, Nord
Africa e America latina. Nei paesi
industrializzati quali Nord America,
Giappone ed Europa, la prevalenza
dell’anticorpo diretto contro il virus E
(anti-HEV) è molto bassa, ma è stato
recentemente osservato un incremento
della frequenza e la comparsa di casi
autoctoni, non legati quindi ai viaggi
in aree endemiche2, 6.
Il ceppo suino di HEV, denominato
Swine HEV, è stato isolato nel 1997
da Meng negli Stati uniti7 ed è ormai
nota la presenza di isolati di Swine

HEV in tutto il mondo, geneticamente
e antigenicamente correlati all’HEV
umano8, 10.
Positività anticorpale è stata riscontra-
ta anche in altre specie di animali
domestici e selvatici (ratti, topi, peco-
re e recentemente, negli Stati uniti è
stato isolato un ceppo aviare di HEV
(Avian HEV) in polli con epatite e
splenomegalia, geneticamente e anti-
genicamente correlato al ceppo
umano, presente anche in animali
sani e capace di infezione cross-spe-
cie11.
Diversi fattori contribuiscono ad
affermare che l’infezione da HEV
possa configurarsi come una zoonosi
e sia capace di infezione cross-spe-
cie:
- cross-reazione tra gli anticorpi di
origine animale e umana e possibilità

di infezione sperimentale di primati
non umani con il ceppo suino12;
- elevata omologia nucleotidica tra i
ceppi umani di recente isolamento
(autoctoni) e i ceppi animali isolati
nelle stesse località geografiche;
- maggiore prevalenza anticorpale in
categorie professionali che lavorano a
stretto contatto con i suini (5-20%
negli USA)13, 14;
- riscontro di casi sporadici di epatite
acuta in persone che consumano
carni crude di animali selvatici (cin-
ghiale, cervo)15, 17.
Nell’uomo, la diagnosi di laboratorio
di HEV è effettuata tramite la ricerca
di anticorpi nel siero con tecniche di
immunoenzimatica (EIA); tuttavia i kit
presenti in commercio sono scarsa-
mente specifici e sensibili per cui i
risultati ottenuti devono essere inter-

Germano Orrù1, Manuele Liciardi2, Ginevra Orrù1, Vincenzo Piras1,
Gesuina Pusceddu1, Marco Regali3, Giuseppina Masia4 e Rosa Cristina Coppola4

Dipartimento Sanità pubblica, Policlinico universitario di Cagliari 
1Dipartimento di Chirurgia e Scienze odontostomatologiche, Università di Cagliari 
2Istituto zooprofilattico sperimentale della Sardegna, Dpt. Cagliari
3Servizio Veterinario ASL n° 8 di Cagliari.
4Dipartimento di Igiene e Sanità pubblica, Università degli studi di Cagliari

WORKSHOP DI VIROLOGIA VETERINARIA
Nell’ambito del 1° Workshop di Virologia Veterinaria tenutosi a Roma presso l’Istituto superio-
re di sanità sono stati conferiti alcuni premi da parte di diverse società scientifiche a quelli, tra
i lavori presentati, che sono stati ritenuti più significativi e interessanti. La Società italiana di
medicina veterinaria preventiva ha attribuito il suo riconoscimento al lavoro che di seguito pub-
blichiamo in considerazione, oltre che per la sua attualità, del fattivo coinvolgimento dei servi-
zi veterinari territoriali nella sua attuazione ed elaborazione.



51

pretati con cautela soprattutto in
situazioni di bassa endemia18. Si pre-
ferisce quindi affiancare all’indagine
indiretta, la ricerca diretta del virus
con tecniche molecolari quali la RT-
PCR che consentono di rilevare il
genoma virale con maggior specifici-
tà e sensibilità. La PCR presenta però
la limitazione di essere puramente
qualitativa e richiede tempi di esecu-
zione relativamente lunghi e inoltre,
laddove si esegua una reazione in più
step, è suscettibile di contaminazio-
ne. Nel 2003 il nostro gruppo ha
ideato una procedura in real-time
PCR per la ricerca e la quantificazio-
ne dell’HEV-RNA in single step
mediante Light cycler e SYBR Green I:
tale metodica si è dimostrata molto
sensibile, riuscendo a rilevare il virus
sino a 10 cDNA/PCR in sole 4-5 ore
in un range di quantificazione alta-
mente lineare da 10 a 106 cDNA/PCR
e con un buon coefficiente di correla-
zione. La specificità del sistema è
stata validata dall’analisi di campioni
di feci umane positive per HEV-RNA
mediante RT- PCR. La tecnica è stata
applicata all’analisi di campioni di
siero umani e di campioni di siero
suini di diversi allevamenti della
Sardegna19.
Il passo successivo nell’evoluzione
della metodica è rappresentato dalla
sostituzione della molecola fluore-
scente aspecifica SYBR Green I con
una sonda oligonucleotidica circolare
altamente specifica, il Molecular bea-
con (MB); questa “modifica” permette
la determinazione univoca del cam-
pione positivo senza dover ricorrere,
nella fase post-amplificazione, all’a-
nalisi della curva di melting che a
volte può risultare laboriosa.

Materiali e Metodi

Molecular beacon 
I Molecular beacon (MB) (figura.1)
rappresentano i capostipiti di una
classe di sonde molecolari fluore-
scenti a folding circolare. La sequen-
za complementare al bersaglio (10-20
nt) è posizionata nell’ansa (loop) della
sonda; la molecola in assenza del tar-
get specifico è chiusa grazie a un
corto doppio segmento nucleotidico
detto stem. Alle estremità dello stem
sono legati covalentemente due fluo-
rocromi: (i) un Reporter (generalmen-
te al 5’) in grado di emettere luce
fluorescente e un Quencher legato al

3’ capace di assorbire la radiazione
luminosa del Reporter. Per questa
ragione, nella conformazione natura-
le chiusa, vista la vicinanza dei fluo-
rocromi, il MB non emette fluorescen-
za (figura 1, a). La presenza di un tar-
get genico perfettamente complemen-
tare implica una variazione confor-
mazionale della molecola in grado di
far aprire lo stem e di allontanare di
conseguenza i due fluorocromi; in
queste condizioni si osserva una
emissione luminosa da parte del MB
(figura 1, b). In fase di progettazione è
possibile ideare dei MB in grado di
discriminare anche un solo mismatch
lungo la sequenza bersaglio; per que-
sta ragione i MB garantiscono elevati
standard di specificità tra le sonde oli-
gonucleotidiche.

Campioni clinici
- 192 emosieri suini: 152 prelevati nel
2003 da animali tra i 3 e 36 mesi (età
media 13.4 mesi), 40 prelevati nel
2004 da animali di 30-40 giorni.
- 30 campioni di feci suine raccolti
nel 2005 da animali di 8 mesi
- 10 sieri umani anti-HEV positivi. 

Schema di Lavoro
La figura 2 evidenzia il percorso dia-
gnostico e i risultati ottenuti con Light
Cycler (Roche) e Opticon II (Foss) uti-
lizzando il protocollo che prevede: 
(i) 20 pmoli (1_M vol. finale) di
Molecular beacon disegnato su una
regione dell’ORF2 costante in tutti gli
HEV di origine umana-suina o aviaria
depositati nella banca dati
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/q
uery.fcgi?db=Nucleotide; 
(ii) l’utilizzo di un kit di amplificazio-
ne RT-PCR one-step 

(iii) 2 µl di RNA estratto da campioni
di siero e feci (suine e umane). 

Risultati

In esperimenti di ricostruzione la sen-
sibilità del metodo è stata valuta su
102 molecole HEV cDNA/PCR.
La presenza di HEV-RNA è stata
riscontrata in:
- 4 su 30 campioni di feci suine esa-

minati (13,3%)
- nessuno dei 192 emosieri suini 
- nessuno dei 10 campioni di siero

umani anti-HEV positivi.

Conclusioni

Negli animali suscettibili, uomo com-
preso, è stato osservato un periodo
finestra di 7-14 giorni dal momento
dell’infezione, in cui non si osserva
alcun movimento anticorpale nei
confronti del virus. In questo periodo
però la carica virale nelle feci potreb-
be essere elevata. Questo aspetto evi-
denzia i limiti dei sistemi indiretti per
la diagnosi di laboratorio di infezione
da epatite E, soprattutto quando è
necessario disporre di sistemi in
grado di rilevare l’RNA virale nei
primi momenti dopo l’infezione, al
fine di isolare precocemente i sogget-
ti infetti/eliminatori del virus. Il meto-
do diretto, che utilizza il Molecular
beacon consente di rilevare e quan-
tizzare l’HEV RNA in tempi brevi e
con elevati standard di
specificità/sensibilità. La bassa positi-
vità all’HEV-RNA riscontrata negli
allevamenti suini sardi esaminati
depone per una scarsa circolazione
del virus nella nostra regione, anche
se studi sieroepidemiologici eseguiti

Figura 2: Percorso Diagnostico
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in campioni di popolazione
umana in tre differenti periodi di
tempo (1988,1995 e 2004),
hanno evidenziato una diffusione
dell’anticorpo anti- HEV rispetti-
vamente del 1.6%, 0.8% e 2.1%,
relativamente elevata per la
nostra regione. Rimane difficile
spiegare tale positività anticorpa-
le, peraltro non giustificata dalla
presenza di fattori di rischio noti
per l’acquisizione dell’infezione.
L’esito negativo per la ricerca di
HEV-RNA nei sieri dei soggetti
positivi per anti-HEV è in linea
con la mancata osservazione di
casi acuti, mentre appare interes-
sante il riscontro del virus nelle
feci dei maiali che indicherebbe
la circolazione del virus pur
senza determinare malattia appa-
rente negli animali. Sarebbe quin-
di auspicabile estendere l’indagi-
ne a un maggior numero di azien-
de e animali, considerando le
diverse tipologie di allevamenti
presenti nell’isola compresi gli
allevamenti familiari e allo stato
brado, particolarmente diffusi in
alcune zone della Sardegna.
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