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POLIOVIRUS AND NON-POLIO-ENTEROVIRUS ENVIRONMENTAL SURVEILLANCE IN PARMA WITHIN THE
“GrosAL Porio ErapicaTion Procram” (GPEI)

Summary. Background: Environmental surveillance of poliovirus plays an essential role in GPEI both for the
detection of WTP and VDPYV circulation in endemic areas and for monitoring their absence in polio-free
countries. Methods: Since 2005 to 2018, in Parma, 642 wastewater samples were collected from the two waste-
water treatment plants and analyzed according to the WHO Guidelines. All isolates supposed being polio-
virus were sent to ISS reference laboratory for molecular characterization while NPEV only refer to samples
up to 2016. Results: Positivity was obtained in 68% of samples without significant difference between the two
treatment plants. Six polioviruses (1.4%) were detected, all characterized as Sabin-like: 4 of them (66.7%)
were type 3 and 2 (33.3%) type 1. Coxsackieviruses B mainly recurred among NPEV (85%) while residual
15% was Echoviruses. B4 was the most frequent Coxsackie serotype isolated (31%) while, among Echovirus,
Echo 7 and Echo 11 prevail (both 23%). Conclusion: As OPV isn't used in Italy since 2002, recovery of Sabin-
like polioviruses indicates the possibility of poliovirus reintroduction, considering also the important exposure
to migratory flows. Finally, monitoring the environmental circulation of NPEV, could compensate for the
lack of a surveillance system of the infections they cause. (www.actabiomedica.it)
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Riassunto. Introduzione: La sorveglianza ambientale per poliovirus svolge un ruolo essenziale nell’'ambito del
GPEI sia per il rilevamento della circolazione WTP e VDPV in aree endemiche sia per il monitoraggio della
loro assenza nei paesi “polio-free”. Metodi: Dal 2005 al 2018, 642 campioni di acque reflue sono stati raccolti
dai due impianti di trattamento di Parma, ed analizzati secondo le Linee Guida del’OMS. Tutti i “sospetti
poliovirus” isolati nel periodo sono stati caratterizzati presso il laboratorio di riferimento dell'ISS; invece la
tipizzazione dei NPEV si riferisce solo al 2005-2016. Risultati: 11 68% dei campioni ¢ risultato positivo sen-
za differenze significative tra i due impianti. Sono stati rilevati 6 poliovirus (1,4%), tutti caratterizzati come
Sabin-like: 4 polio 3 (66,7%) e 2 polio 1 (33,3%). L'85% dei NPEV sono risultati Coxsackievirus B di cui
B4 il sierotipo pil frequente (31%); tra gli Echovirus (15%) prevalgono Echo7 ed Echol1 (entrambi 23%).
Conclusione: Poiché 'OPV non ¢ utilizzato in Italia dal 2002, I'isolamento di poliovirus Sabin-like indica la
possibilita di reintroduzione del poliovirus, considerando anche I'importante esposizione ai flussi migratori.
Infine il monitoraggio della circolazione ambientale di NPEV potrebbe supplire alla mancanza di un sistema
di sorveglianza delle infezioni da essi sostenute.

Parole chiave: poliovirus, enterovirus, sorveglianza ambientale
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Introduzione

Accanto alla sorveglianza dei casi di paralisi flac-
cida acuta (PFA), la sorveglianza ambientale (envi-
ronmental surveillance ES) della circolazione di virus
polio e non-polio rappresenta un utile strumento per
misurare I'efficacia delle strategie adottate dall'Orga-
nizzazione Mondiale della Sanita (OMS) nel program-
ma globale di eradicazione della poliomielite (1,2).

Condotta su acque reflue provenienti da insedia-
menti civili, svolge un ruolo fondamentale sia in condi-
zioni di attiva circolazione di virus che di assenza della
medesima. Nel primo caso infatti consente di eviden-
ziare una trasmissione in atto sia di poliovirus selvaggi
(WPV) sia di ceppi vaccino-derivati (VDPV), anche
in assenza di casi di malattia (3); inoltre supporta la
sorveglianza PFA in aree endemiche o a rischio di in-
troduzione di poliovirus, soprattutto 1a dove il livello di
immunizzazione della popolazione non ¢ ottimale o la
sorveglianza PFA ¢ assente o insufficiente (4,5).

D’altro canto, confermando 1’assenza di circola-
zione virale, contribuisce alle certificazioni “polio-free”
e consente di verificare I'eflicacia del processo di con-
tenimento previsto dall’lOMS e in atto gia dal 2015.

Inoltre I'ES rileva la diffusione ambientale degli
enterovirus non polio (NPEV) responsabili di diverse
forme patologiche, anche gravi, nella popolazione.

L'Unita di Sanitd Pubblica dell'Universita di Par-
ma dal 2005 ¢ inclusa nella rete di laboratori sub-na-
zionali di riferimento coinvolti nell’ES e si inserisce
nel contesto nazionale coordinato dall’ISS e, a livello

mondiale, dal’OMS (6-9).
Materiali e metodi

Nel periodo 2005-2018, dai due impianti di tratta-
mento dei reflui di Parma (est e ovest) sono stati preleva-
ti due campioni/mese da 1 litro di reflui in ingresso (me-
dio delle 24 ore). I campioni raccolti e concentrati sono
stati sottoposti ad indagine virologica colturale secondo
il protocollo e I'algoritmo previsti dal’lOMS (10). Gli
isolati ottenuti, distinti in “sospetti poliovirus” e NPEV,
sono stati inviati al Laboratorio di Riferimento Nazio-
nale presso I'ISS per la caratterizzazione biomolecolare.
In particolare i campioni sospetti polio vengono inviati
immediatamente dopo l'isolamento per l'identificazio-

ne, la differenziazione intratipica e il saggio di identifi-
cazione di VDPV (10). L'invio degli isolati NPEV inve-
ce avviene periodicamente. Per questo, i dati relativi agli
isolamenti di poliovirus sono costantemente aggiornati
mentre quelli riguardanti i NPEV sono confermati e
caratterizzati solo relativamente al periodo 2005-2016.

Risultati

Dei 642 campioni analizzati il 68% ¢ risultato po-
sitivo, senza differenze significative fra i due depurato-
ri, anche se la percentuale di positivita ¢ leggermente
maggiore nell'impianto Parma ovest (70% contro il
66% dell’est).

Dal 2005 fino ad oggi sono stati isolati 6 virus po-
lio (1.4%), di cui 4 (66.7%) di tipo 3 e 2 (33.3%) di tipo
1, tutti Sabin-like. In tabella 1 sono riportati gli anni di
isolamento: interessante la presenza di poliovirus 3 in
due campionamenti consecutivi del 2015 che sembre-
rebbe indicare un protrarsi, se pur per tempi contenuti,
della circolazione del virus.

La circolazione di NPEV ha evidenziato, in ge-
nerale, una netta prevalenza di Coxsackievirus tutti
di tipo B (85%), mentre gli isolati caratterizzati come
Echovirus sono stati mediamente il 15% con anda-
mento molto variabile e un aumento di isolamenti
soprattutto negli ultimi due anni di indagine (2015-
16); in particolare, quando presenti, sono passati da un
minimo del 2.4% nel 2013 ad un massimo del 72%
nel 2016, anno in cui si & osservata un'inversione di
frequenza rispetto ai Coxsackievirus.

I sierotipi di Coxsackievirus piui frequenti sono
risultati il B4 (31.1%) e il B5 (23%), il primo con una
presenza praticamente costante ad eccezione di un solo
anno (2014). Fra gli Echovirus prevalgono i sierotipi
Echo 7 ed Echo 11 (23.1% per entrambi) e gli Echo
6 (21.2%).

Tabella 1. Isolamenti di poliovirus dalle acque reflue di Parma
2005-2018

Data Poliovirus ITD/VDPV
giu-05 poliovirus 3 SL
ago-11 poliovirus 1 SL
apr-15 poliovirus 3 SL
mag-15 poliovirus 3 SL
feb-16 poliovirus 1 SL
ott-17 poliovirus 3 SL
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Discussione

Nel periodo considerato e fino ad oggi, gli isola-
menti di poliovirus a Parma sono stati sporadici, in ac-
cordo con quanto riscontrato anche a livello nazionale
(8). In particolare, tutti gli isolati polio sono risultati
essere Sabin-like e quindi privi di mutazioni respon-
sabili della comparsa di VDPV; ci6 indica una circo-
lazione nella popolazione estremamente contenuta nel
tempo. L'assenza di ceppi selvaggi a Parma, come nel
resto dell’Italia, conferma il mantenimento della con-
dizione di “polio-free” nel Paese (11).

Tuttavia anche se saltuari, questi rilievi rappre-
sentano dei significativi indicatori di una possibile
reintroduzione di poliovirus nel nostro territorio giu-
stificata anche dell'importante esposizione ai flussi mi-
gratori visto che I'Italia non utilizza pit il vaccino orale
di Sabin (OPV) dal 2002.

Fra i NPEV, i Coxsackievirus B4 sono i piu rap-
presentati (26%) diversamente da quanto riportato a
livello nazionale dove risultano piu frequenti i B5. In
linea invece la maggiore frequenza degli Echo7 (11).

Dal momento che in Italia manca un sistema di
sorveglianza per le patologie sostenute da NPEV (sia a
livello ospedaliero che di comunita), anche il monitorag-
gio della circolazione di altri enterovirus nell’ambiente
rappresenta un utile strumento epidemiologico, alla luce
dell’aumentato numero di episodi epidemici sostenuti
da questi virus e rilevati a livello mondiale (12-15).
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