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ABSTRACT

Severe Acute Respiratory Sindrome (SARS): a new and intriguing diagnostic challenge

The recent rise of some emerging infective pathologies has focalized the attention of hygienists, microbiologists and
laboratorists, struggling to carry out efficient preventive and diagnostic strategies to circumscribe or eradicate the new
epidemics. Owing to the relative aspecificity of the clinical symptoms, to the high virulence of the novel pathogen and
to the fast progression of the epidemic, the diagnosis of Severe Acute Respiratory Sindrome (SARS) is actually a puzzling
and intriguing diagnostic challenge. Despite the assiduous progress of the scientific knowledge on the nature of the
pathogen has substantially slowed down the epidemic spread, the efficiency of the diagnostic protocols appears yet
inadequate to ensure a fast and resolute solution to this novel and concerning infection.

RIASSUNTO

La recente comparsa di alcune patologie infettive emergenti ha focalizzato I'attenzione di igienisti, microbiologi e
laboratoristi, allo scopo di attuare efficienti strategie preventive e diagnostiche che consentano di circoscrivere e
possibilmente eradicare i nuovi focolai epidemici. A causa della relativa aspecificita del quadro clinico, della virulenza
del nuovo patogeno e della rapida progressione del contagio, la diagnosi di Severe Acute Respiratory Sindrome (SARS),
@ oggi una delle sfide pil intriganti e complesse. Malgrado il progresso delle conoscenze scientifiche sulla natura del
patogeno abbia rallentato considerevolmente la progressione dell'epidemia, I'efficienza degli attuali protocolli diagnostici
appare ancora inadeguata ad assicurare una rapida e drastica risoluzione di questa nuova ed allarmante infezione.

INTRODUZIONE travolgente.

La Sindrome Respiratoria Acuta Severa (SARS), pa-
tologia infettiva acuta che interessa prevalentemente l'ap-  EPIDEMIOLOGIA
parato respiratorio, & la prima grave malattia altamente
contagiosa emersa dall'inizio del 21 secolo. Riconosciuta Malgrado non sia possibile definire con certezza il
con certezza solo a partire dal febbraio del 2003, dopo la  Mmomento ed il luogo della comparsa della malattia, i primi
comparsa in forma di piccoli focolai epidemici in alcune ca5|_d| _SA‘RS sono stati ufficialmente riconosciuti nella
aree del Sud Est Asiatico (Cina, Taiwan, Hong Kong, ~Provincia cinese di Guangdong, nel Novembre del 2002. |
Singapore e Vietnam), I'epidemia s& rapidamente estesa, dgtl_ufhcrah fanno nfern_’nento ad un epldemla_dl polmonite
assumendo gradualmente i connotati di una pandemia, auplc_;a Ch.e o rebbe colrvolto 305 persone (C'm"f‘ 1/3 ope-
fino a rappresentare oggi un serio problema per la salute ratori sanitari), causando 5 decessi. Il 21 febbraio 2003, a

. - AL g i seqguito di un viaggio di lavoro, un medico cinese infetto
pupbhga_deff u_ﬂe}ro genere umano (1). Dgll |dent|ftca210fu::‘ diffonde I'epidemia in un albergo di Hong Kong e succes-
dei primi casi, 'Organizzazione Mondiale della Sanita

. . : sivamente, grazie ai viaggi aerei degli ospiti, alle nazioni
(OMS) ed _'I Ce_ntre for D}_sease Contrgl (CDC), congluntg- limitrofe (Singapore e Vietnam) e quindi al Canada (Toron-
mente agli Enti nazionali responsabili della salute pubbli-

. " ! ' ¢ to). Al 15 marzo del 2003, 'OMS aveva gia ricevuto
ca, hanno attivato politiche di prevenzione e contenimento 1\ inicazione di oltre 150 casi di pazienti affetti da una
del contagio, con connotati di rapidita e veemenza mai

nuova patologia respiratoria infettiva, severa ed atipica,
osservati in precedenza in situazioni simili. Il 12 marzo  gpe 1y appunto denominata Severe Acute Respiratory
2003, 'OMS ha sollevato il primo allarme mondiale sulla  Sindrome. | riscontri epidemiologici apparvero subito in-
SARS; 12 giorni dopo, due gruppi di ricerca hanno identi-  quietanti, poiché il numero di nuovi casi sospetti cresceva
ficato ed isolato indipendentemente 'agente infettivo, req-  esponenzialmente, coinvolgendo aree geografiche anche
uisito essenziale per l'attuazione di efficienti politiche di  molto lontane da quelle dei primi focolai epidemici. Stabi-
contenimento ed eradicazione. Da quel momento, le stra- lito il ruolo determinante dei viaggi aerei nella diffusione
tegie per la lotta alla SARS hanno subito un progresso  del patogeno, in breve 'OMS ha emanato raccomandazio-
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ni e linee guida destinate agli Enti locali, nelle quali erano
riportate strette misure preventive per limitare la diffusione
del contagio. Secondo le piu recenti statistiche dellOMS
disponibili all'atto della composizione di questo manoscrit-
to, i casi probabili di SARS al 30 giugno 2003 sono oltre
8447, 811 mortali (2). Rispetto ai focolai iniziali, circoscritti
ad aree del Sud Est asiatico (Cina, Hong Kong e Taiwan),
sono stati identificati casi sospetti in tutti i Continenti. Al 30
giugno 2003, i casi probabili In Italia, diagnosticati secon-
do i criteri suggeriti dal’lOMS, sono 5, tutti comparsi in
persone che avevano contratto l'infezione a seguito di
viaggi in zone epidemiche. Tutte le persone affette da
SARS in ltalia sono guarite e sono state dimesse dagli
ospedali in cui erano state ricoverate.

EZIOLOGIA

L'agente ezlologico della SARS & stato identificato,
isolato e completamente sequenziato; si tratta di un agen-
te virale appartenente alla famiglia dei coronavirus, deno-
minato SARS-associated coronavirus (SARS-CoV) (3-5).
Il ruolo centrale di SARS-CoV nella patogenesi della
SARS & confermata dall'assolvimento dei sei requisiti
essenziali, originariamente stabiliti da Koch, per accertare
la natura virale dell'infezione: isolamento del virus dall'o-
spite malato, crescita in coltura del virus nelle cellule
dell'ospite, trasmissione del virus da cellula a cellula,
comparsa di malattia conclamata in ospiti (altri primati) in
cui sia inoculato materiale infetto, re-isolamento del virus
ed identificazione di una risposta immunitaria specifica (6).
La natura dell'agente eziologico della SARS rappresenta
per molti aspetti una novita inquietante. | coronavirus,
scoperti all'inizio degli anni '60 e responsabili di gravi ed
estese epidemie respiratorie e gastrointestinali nel polla-
me, causano solitamente patologie lievi o banali nel’'uomo
(raffreddore), con raro coinvolgimento delle vie aeree in-
feriori (7). | coronavirus, suddivisi in tre gruppi sierologici
maggiori, sono retrovirus; I'RNA genomico e la fosfopro-
teina del nucleccapside virale formano un caratteristico
nucleocapside elicoidale, rivestito da una serie di glicopro-
teine di membrana che generano escrescenze puntiformi
o spike (S), faciimente riconoscibili in microscopia elettro-
nica, suggestive e caratterizzanti la struttura del virus
(figura 1). Gli spike si legano ai recettori delle cellule ospiti,
promuovendo la fusione del rivestimento virale con la
membrana cellulare. | coronavirus di gruppo 2 presentano
una glicoproteina emoagglutinina-acetilesterasi (HE) ag-
giuntiva, in grado di legarsi a residui carboidratici della
membrana cellulare. Il gene che codifica per la glicopro-
teina HE sembra originare da un ancestrale e singolare
evento di ricombinazione tra coronavirus e virus dell'in-
fluenza. | coronavirus possiedono una RNA polimerasi
singola, in grado di cambiare frequentemente stampo
durante la replicazione, il che sembra promuove eventi di
ricombinazione in cellule infettate da piu di una particella
virale, L'azione della RNA polimerasi & abbastanza impre-
cisa e giustifica I'elevata frequenza di mutazioni puntifor-
mi, larghe delezioni o inserzioni di RNA ospite nel genoma
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virale (7).

Il genoma di SARS-CoV differisce considerevolmente
da quello di altri coronavirus noti; I'impossibilita di identifi-
care o isolare il virus da campioni biologici d’'origine umana
prelevati prima dell’esplosione dell’epidemia di SARS sug-
gerisce che il virus rappresenti un ceppo relativamente
nuovo per il genere umano, un quarto sierotipo autonomo
nellambito dei coronavirus umani (7, 8). SARS-CoV é
caratterizzato da un RNA poliadenilato di 29727 nucleoti-
di, composto per il 41% da residui di guanina o citosina.
L'organizzazione del genoma & quella caratteristica dei
coronavirus: a partire dallestremita 5 sono presenti in
sequenza geni che codificano per la RNA polimerasi
(Rep), le glicoproteine S, dell'involucro esterno (E), della
membrana (M) e del nucleocapside (N). Ad entrambi gli
estremi sono presenti piccole sequenze non tradotte; non
si riconoscono strutture geniche che codificano per la
glicoproteina HE o altre proteine di natura virale o cellulare
(tabella 1). In alcuni casi, la sequenza dei geni & singolar-
mente sovrapposta, in altri & interamente contenuta in
quella di altri geni (ORF 4, 13 e 14). Il gene Rep ha
un’estensione che copre quasi 2/3 dell'intero genoma di
SARS-CoV e codifica per due distinte poliproteine, deno-
minate ORF1a e ORF1b, che subiscono un processo di
proteolisi cotraslazionale. Analogamente alla struttura de-
gli altri coronavirus noti, tra i geni maggiori sono presenti
regioni che codificano per proteine non strutturali coinvolte
nei processi di replicazione virale (8). Dopo aver infettato
la cellula, SARS-CoV attiva un efficiente ciclo di replica-
zione che esordisce con la trascrizione in 5’ di un lungo
polipeptide, dal quale derivano, per successivo clivaggio
catalizzato da proteasi virali, le principali proteine non
strutturali (tra le quali la Rep), essenziali per la replicazione
del genoma virale. Dopo la trascrizione, mentre il neo-re-
plicato RNA virale & associato alla proteina N, le altre
proteine virali sono destinate al reticolo endoplasmatico
ed al Golgi. Sempre all'interno del reticolo endoplasmati-
co, il complesso proteina N-RNA & associato alla proteina
M e trasferito nel Golgi. Dopo il completamento dell’as-
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Figura 1
Struttura dei coronavirus
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Tabella 1
Sequenza del coronavirus associato alla (SARS-Cov) (5)

Gene Sequenza Basi (n) Aminoacidi (n) Trascrizione

ORF 1a 265-13398 13149 4382 Dubbia

ORF 1b 13398-21485 7887 2628 Dubbia

Proteina S 21492-25259 3768 1255 Elevata |
ORF 3 25268-26092 825 274 Elevata |
ORF 4 25689-26153 465 154 Assente

Proteina E 26117-26347 231 76 Debole

Proteina M 26398-27063 666 221 Elevata

ORF 7 27074-27265 192 63 Debole

ORF 8 27273-27641 369 122 Elevata

ORF 9 27638-27772 135 44 Debole

ORF 10 27779-27898 120 39 Elevata

ORF 11 27864-28118 255 84 Debole

Proteina N 28120-29388 1269 422 Elevata

ORF 13 28130-28426 297 98 Assente

ORF 14 28583-28795 213 70 Assente

s2m 29590-29261 30 9 Dubbia

semblaggio, le particelle virali invadono il citoplasma della
cellula ospite e sono secrete con prevalente meccanismo
di esocitosi. Le caratteristiche di tropismo tessutale e
virulenza dei coronavirus risiedono caratteristicamente in
polimorfismi del gene che codifica per la proteina S. Ana-
logamente ad altri coronavirus noti, la proteina S di SARS-
CoV é caratterizzata da due domini idrofobici maggiori ed
una coda citoplasmatica ricca in residui di cisteina alta-
mente conservati. Il primo dominio & localizzato all'estre-
mita aminoterminale della molecola e contiene una piccola
sequenza segnale, il secondo comprende I'estremita car-
bossiterminale e rappresenta la regione trasmembrana.
L'associazione di tre monomeri di proteina S genera un
aggregato che fuoriesce estesamente dall’involucro ester-
no, a formare le peculiari escrescenze caratterizzanti que-
sta famiglia di virus. L'aminopeptidasi, anche nota come
CD13, & stata recentemente identificata quale putativo sito
di legame della proteina S; I'interazione tra le due proteine
potrebbe pertanto rappresentare un evento chiave nel
processo d’infezione cellulare (9). La sequenza del gene
che codifica per la proteina del nucleocapside & abbastan-
za conservata, nonostante la presenza di una piccola
regione, unica e distintiva, particolarmente ricca in residui
lisinici (KTFPPTEPKKDKKKKTDEAQ). Quest'area, simi-
le a quella d'altre proteine virali, appare in grado di modu-
lare importanti funzioni nucleari, occupando un ruolo de-
terminante nei processi d'infezione e replicazione virale.
Rimane tuttora da stabilire se il virus esplichi l'azione
patogena autonomamente, o se piuttosto agisca in com-
binazione con altri patogeni quali metapneumovirus (ap-
partenente alla famiglia dei Paramyxovirus) o Clamidia.

ORIGINE DEL VIRUS

A corollario delle considerazioni eziologiche, rimane
tuttora irrisolto I'importante quesito relativo alla possibile

origine biologica del virus. L'esigenza di dare una risposta
convincente a quest'affascinante interrogativo, trova vali-
do fondamento nella necessita di comprendere a fondo i
complessi meccanismi biologici che promuovono la com-
parsa di nuove ed insolite malattie infettive nell'uomo,
requisito essenziale per I'attuazione di politiche di preven-
zione e contenimento, presenti e future, che si rivelino
realmente rapide ed efficaci. Le ipotesi sull'origine biolo-
gica di SARS-CoV sono molteplici e spaziano dalla possi-
bilita che il virus sia una forma ricombinante di un corona-
virus umano o animale che ha acquisito nuovi fattori di
virulenza, una zoonosi causata da un virus animale suc-
cessivamente propagata al'uomo, fino ad abbracciare
ipotesi al confine della "science fiction" cinematografica,
con richiami a bioterrorismo o ipotetici agenti infettivi,
generati in ambienti militari ed incautamente sfuggiti al
controllo degli scienziati (7, 10-11). Considerando la rapi-
dita con la quale s'é giunti all'identificazione dell'agente
patogeno ed al completo sequenziamento del genoma
virale, & ipotizzabile che in breve tempo sia possibile avere
informazioni complete e definitive sulla natura e quindi
anche sull’origine del virus. La sostanziale originalita del
genoma rispetto a quello di altri coronavirus umani noti
depone maggiormente per una possibile origine animale
(7). Se quest'ipotesi fosse confermata, diviene essenziale
I'identificazione dell'ospite non umano, sia per compren-
dere i meccanismi che ne potrebbero aver promosso la
diffusione all'uomo, sia per eradicare l'infezione nell'ani-
male, bacino di contagio potenzialmente illimitato. La ri-
cerca di genoma virale o anticorpi anti-SARS-CoV in nu-
merose specie animali, soprattutto domestiche, ha dato
finora esito negativo. Cid pud essere conseguenza del
fatto che non & ancora stato analizzato I'animale giusto o
che, durante il trasferimento al genere umano, il virus pud
aver subito eventi di mutazione o ricombinazione che ne
possono aver considerevolmente modificato sequenza,
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struttura e caratteristiche antigeniche (7).

Un aspetto tutt'altro che secondario, emerso dall'ana-
lisi della pandemia di SARS, & l'origine geografica; analo-
gamente ad altre importanti pandemie antecedenti soste-
nute da virus respiratori, i primi focolai epidemici sono
comparsi in aree ben definite del Sud Est asiatico. Il
riferimento alle drammatiche epidemie influenzali del 1957
(la famosa "asiatica", oltre 5 milioni di morti) e 1968 (2
milioni di morti) & ovvio ed inevitabile (12). Alla luce di
queste indiscutibili osservazioni epidemiologiche, é evi-
dente che i virus respiratori, virus influenzali e coronavirus
in particolare, sembrano trovare in determinate aree geo-
grafiche terreno particolarmente fertile per mutare fre-
quentemente il potenziale patogeno. Considerando I'ipo-
tesi della probabile origine animale del virus della SARS,
I'area del Sud Est asiatico racchiude numerosi fattori che
potrebbero promuovere I'estensione di zoonosi all'uomo:
promiscuita, sovraffollamento, carenze igieniche ed ali-
mentari, contatto domestico con ospiti abituali di corona-
virus (polli, tacchini, maiali), orografia, condizioni climati-
che.

QUADRO ANATOMO-PATOLOGICO

La recente identificazione della patologia, congiunta-
mente all'eterogeneita della progressione ed al numero
limitato di casi mortali e relativi riscontri autoptici, non
consentono di dedurre un quadro anatomo-patologico uni-
voco e specifico. Nella maggior parte dei casi esaminati
postmortem, s'evidenzia un consistente consolidamento
del parenchima polmonare. La fase iniziale della SARS

sembra caratterizzata da estesa organizzazione e dan-.

neggiamento multifocale del parenchima alveolare; fre-
quente & il riscontro d’edema polmonare, associato a
formazione di membrane ialine, a comporre un aspetto
microscopico sommariamente confrontabile con quello
osservabile in pazienti con Sindrome da Distress Respira-
torio dell'Adulto (ARDS). La progressione della malattia si
caratterizza per la comparsa d’essudati cellulari a preva-
lente organizzazione fibromixoide degli spazi respiratori,
con segni di modesta infiltrazione infiammatoria intersti-
ziale, a prevalente natura linfocellulare. In questa fase si
riconoscono frequentemente grossolane alterazioni degli
pneumociti, comparsa d’'estese vacuolizzazioni citopla-
smatiche e multinucleazioni. Dall'esordio al termine della
patologia non ¢'é evidenza d'inclusioni virali né del sostan-
ziale coinvolgimento di organi o tessuti extra-polmonari
(13).

CRITERI CLINICI

Il contagio si attua prevalentemente per via aerea,
giustificando la velocita di propagazione dell'infezione;
lisolamento del virus da sangue e feci depone per una
potenziale trasmissione dell'infezione anche per via ema-
tica ed oro-fecale. Non esistono prove che il virus possa
essere trasmesso da alimenti o da animali. A causa dello
stretto contatto con i pazienti, la categoria degli operatori
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sanitari & particolarmente esposta al contagio; ad oggi,
quasi il 50% dei casi ha coinvolto personale medico o
infermieristico. Malgrado il contagio si realizzi mediante
contatto diretto con materiale infetto, s'osserva una spic-
cata eterogeneita nella trasmissione del patogeno, il che
fa supporre la presenza di forme di predisposizione o
resistenza in grado di modulare la virulenza. Anche se il
grado d'immunocompetenza dell'ospite influenza prob-
abilmente la trasmissione e la progressione della malattia,
come testimoniato dalla maggiore severita dell'infezione
in neonati e pazienti immunodepressi, sono state osser-
vate gravi forme di SARS anche in individui giovani ed
apparentemente in ottima salute (14).

Gran parte dei problemi legati alla difficolta di circoscri-
vere ed eradicare 'epidemia di SARS risiede nell'aspeci-
ficita e nella genericita del quadro clinico, sinteticamente
riassumibile in termini di "polmonite atipica" e sommaria-
mente sovrapponibile a quello di polmoniti da micoplasma,
clamidia, legionella e haemophilus influenzae (13). Il ritar-
do che ha caratterizzato la diagnosi dei primi casi, I'iden-
tificazione del nuovo agente patogeno ed il suo isolamen-
to, ha favorito l'iniziale diffusione dell'infezione ad aree
lontane da quelle dei primi focolai epidemici. Il periodo
d'incubazione della malattia & variabile; I'esordio clinico,
in media compreso tra 3 e 5 giorni (range 2-7 giorni) dal
contagio iniziale, in rari casi pud estendersi fino a 10 giorni.
I sintomi osservati nella fase d'esordio sono incostanti ed
aspecifici, sovrapponibili sommariamente a quelli di un
quadro simil-influenzale. La febbre, presente dal 70 al 90%
dei pazienti, in 1/3 dei casi compare da sola, nel 30% dei
casi s'associa a prodromi, nel 30% dei casi & accompa-
gnata da prodromi, tosse e dispnea (15). La febbre é
caratteristicamente elevata (>38° C*). All'esordio della
malattia i sintomi respiratori sono assenti o sfumati, cosi
come mancano rash cutanei, sintomi neurologici e gastrin-
testinali. Altri sintomi variabilmente osservati nella fase
iniziale della SARS sono: brividi (54%), mialgia (80-50%),
mal di gola (35%), malessere generale (60-34%), cefalea
(60-26%), rinorrea (26%), diarrea (7%), astenia (6%).
Dopo 3-7 giorni dall'esordio, compaiono i primi sintomi
riferibili all'interessamento delle vie respiratorie inferiori:
dispnea ingravescente, tosse secca, ipossiemia di grado
moderato o severo; nel 10-20% la compromissione del
quadro respiratorio richiede intubazione e ventilazione
assistita (14-17). | criteri clinici stabiliti dal CDC per la
diagnosi di SARS sono (15):

Patologia Respiratoria Moderata:

e Febbre>38°C* e

e Presenza di uno o pil sintomi di patologia respiratoria
(in particolare tosse, dispnea, ipossia)

Patologia Respiratoria Severa:

o Febbre >382C* e

e Presenza di uno o pil sintomi di patologia respiratoria

(in particolare tosse, dispnea, ipossia) e

Evidenze radiografiche di polmonite, o

Sindrome da distress respiratorio, o
e Reperto autoptico di polmonite o sindrome da distress

respiratorio senza una precisa causa identificabile

La severita del quadro clinico & molto variabile e diffi-
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cilmente prevedibile; in alcuni pazienti il decorso della
malattia & quasi completamente asintomatico, in altri pos-
sono comparire solamente prodromi e febbre, senza pro-
gressione verso la fase respiratoria. In questo caso, il
quadro puo essere caratterizzato da sintomi lievi o mode-
rati; in una minoranza di pazienti la patologia evolve fino
alla comparsa di grave compromissione respiratoria. L'e-
sito spazia dalla completa guarigione al decesso e dipen-
de sostanzialmente dal grado di compromissione delle vie
aeree inferiori. Non esistono finora dati definitivi sul tasso
di mortalita, significativamente variabile in rapporto alla
popolazione in esame. Secondo i casi esaminati dall'-
OMS, iltasso di mortalita medio in soggetti sani & prossimo
all'8%, ma riflette una spiccata eterogeneita legata all'area
geografica (dal 5.5% della Cina al 16.4% del Canada) ed
alla categoria di soggetti in esame (sale fino al 15 in
neonati ed immunodepressi) (18). A causa del breve tem-
po trascorso dalla comparsa dei primi casi, non sono
disponibili informazioni certe su tipo e grado d'immunita
conferiti dal superamento dell'infezione da SARS o da altri
patogeni appartenenti alla famiglia dei coronavirus (19).

Analogamente a quello clinico, anche il quadro radio-
logico & eterogeneo. All'esordio della sintomatologia feb-
brile, il radiogramma standard del torace & solitamente
negativo e comunque privo di riscontri suggestivi. A segui-
to dellinteressamento delle vie respiratorie inferiori s'os-
servano opacita a vetro smerigliato mono e bilaterali,
compaiono infiltrati interstiziali precoci e focali, che tendo-
no progressivamente ad estendersi in associazione al
peggioramento del quadro clinico. Nelle fasi pil avanzate
della malattia, in alcuni pazienti s'osservano aree nette di
consolidamento (20). Il numero e I'estensione delle opaci-
ta polmonari & strettamente correlato al grado di compro-
missione della funzione respiratoria (13, 20). In tutte le
situazioni in cui il radiogramma standard del torace non
manifestava caratteri sufficientemente specifici, la tomo-
grafia assiale computerizzata (TAC) s’é rivelata un essen-
ziale ausilio diagnostico, evidenziando estesi segni di
organizzazione e consolidamento a vetro smerigliato degli
spazi respiratori, caratteristicamente bilaterali e multifoca-
li, molto simili al quadro di organizzazione del parenchima
polmonare osservabile in pazienti con bronchiolite oblite-
rante (13).

CRITERI EPIDEMIOLOGICI

Malgrado i criteri clinici, strumentali e diagnostici per la
diagnosi di SARS assumano contorni sempre pill certi e
definiti, i criteri epidemiologici sono in costante evoluzione,
a causa della progressiva espansione dei focolai epidemi-
ci. L'incertezza diagnostica che tuttora caratterizza la
SARS e la conseguente difficolta di circoscrivere i primitivi
focolai d'infezione, hanno favorito la propagazione della
patologia al di fuori del Sud Est asiatico, area da cui ha
verosimilmente tratto origine, coinvolgendo dapprima
Nord America ed Europa. E' ipotizzabile che se le attuali
incertezze sui protocolli diagnostici e terapeutici persist-
eranno, non sara possibile circoscrivere a lungo i casi alle

aree interessate, promuovendo un ulteriore diffusione del-

la patologia. Ad oggi, i criteri epidemiologici stabiliti dal

CDC sono i seguenti:

o Viaggio (incluso transito aeroportuale) nei 10 giorni
dalla comparsa dei sintomi in aree geografiche nelle
quali sia comprovabile un focolaio epidemico recente
o passatodi SARS (Cina, da 1 Novembre 2002 ad oggi;
Hong Kong, da 1 Febbraio ad oggi; Hanoi, Vietnam, da
1 Febbraio 2003 a 25 Maggio 2003; Singapore, da 1
Febbraio 2003 a 14 Giugno 2003; Toronto, Canada, da
23 Aprile 2003 ad oggi; Taiwan, da 1 Maggio 2003 ad
oggi)

o Contatto nei 10 giorni precedenti la comparsa dei sin-
tomi con casi sospetti o accertati di SARS. Sono con-
siderati fonte di potenziale contagio la convivenza o i
rapporti diretti con sospetti casi di SARS ed il contatto
con secrezioni respiratorie o fluidi organici di sospetti
casi di SARS. Tale criterio non & applicabile a soggetti
che abbiano mantenuto piu di tre piedi di distanza da
casi sospetti di SARS.

Sulla base dei suddetti criteri clinici ed epidemiologici
& quindi possibile classificare i pazienti in termini di:

Caso probabile: incontra i criteri clinici di patologia
respiratoria severa ad eziologia ignota ed i criteri epide-
miologici per il potenziale contagio;

Caso sospetto: incontra i criteri clinici di patologia
respiratoria modesta ad eziologia ignota ed i criteri epide-
miologici per il potenziale contagio

Criteri d’esclusione: pazienti in cui una diagnosi al-
ternativa giustifichi appieno i sintomi o nei quali il sospetto
era stato formulato a seguito di contatto con altri casi
sospetti, per i quali & stato successivamente possibile
escludere la diagnosi di SARS.

DIAGNOSTICA DI LABORATORIO

Analogamente ad altre infezioni virali, esiste un inter-
vallo temporale di lunghezza variabile tra contagio e dia-
gnosi, suddivisibile sinteticamente in tre fasi: (a) latenza
d'incubazione del patogeno, (b) periodo compreso tra
comparsa dei primi sintomi (aspecifici e di complesso
inquadramento) e formulazione del sospetto diagnostico
e (c) esecuzione ed interpretazione dei test diagnostici
(figura 2). Nell'intervallo temporale tra contagio e diagnosi,
il paziente & temporaneamente considerato "caso sospet-
to". A causadell'elevata virulenza del patogeno, il concetto
di sospetto in ambito SARS deve essere rigorosamente
limitato nel tempo e, per quanto concerne I'attivita specifi-
ca del laboratorio, esige I'applicazione di protocolli diagno-
stici rapidi ed efficienti. Il ruolo del laboratorio nell'infezione
da SARS é triplice; esso spazia dall'attuazione d'analisi
tradizionali di biochimica clinica e microbiologia alla com-
parsa dei sintomi, al fine di limitare le ipotesi nell'ambito
della diagnostica differenziale, coinvolge successivamen-
te l'identificazione e l'isolamento del patogeno per la dia-
gnosi dicertezza e si conclude con I'esecuzione di test per
il monitoraggio dell'evoluzione della patologia e della rela-
tiva terapia.
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Figura 2

Sintesi della progressione della malattia in pazienti affetti da
SARS

Alterazioni dei parametri di laboratorio in corso
di SARS

Analogamente al quadro clinico, lo spettro delle possi-
bili alterazioni laboratoristiche in corso di SARS & etero-
geneo ed aspecifico (15). All'esordio, la patologia s'asso-
cia fino all'80% dei casi a leucopenia e linfopenia relativa
ed assoluta (<1500/uL); non raro € il riscontro di piastrino-
penia moderata e transitoria (50000-150000/uL). Da un’a-
nalisi retrospettiva dei casi di SARS accertati fino ad ora
a Hong Kong, i parametri ematochimici di riscontro pit
comune sono: linfopenia (98% dei casi), neutrofilia (82%,
comunemente associata ad infezioni batteriche o sepsi),
trombocitopenia (55%) o trombocitosi (49%), allungamen-
to isolato e transitorio del’APTT (63%), non imputabile alla
presenza d'eventi tromboembolici maggiori o anticorpi
anti-fosfolipidi (21). L’analisi dello striscio periferico evi-
denziava In alcuni casi la presenza di neutrofili iperseg-
mentati, policromasia ed anomalie eritrocitarie aspecifiche
(15). Nel 61% dei casil'evoluzione della malattia s'associa
a progressiva anemizzazione (perdita superiore a 2 g/dL
d’emoglobina rispetto ai valori d'esordio); nel 2.5%, il
quadro clinico & aggravato dalla comparsa di coagulazio-
ne intravascolare disseminata (DIC) (21). Esclusa la natu-
ra autoimmune, 'anemia emolitica (caratterizzata da iper-
bilirubinemia indiretta e diminuzione dell'aptoglobina), di
verosimile natura tossica (ribavivirina), sembra rappresen-
tare la causa principale di anemizzazione dal 50 al 75%
dei pazienti (16). Alla comparsa dei primi sintomi respira-
tori, s'osserva generalmente un aumento d'alcuni enzimi
di citolisi, primariamente lattico deidrogenasi (LDH) (fino
al 90% dei casi), creatina kinasi totale (CK) (fino a valori
superiori a 3000 UI/L), aspartato aminotransferasi (AST)
ed alanina aminotransferasi (ALT) (da due a sei volte la
norma). Di frequente riscontro & un'ipocalcemia transito-
ria, che compare in oltre il 60% dei casi entro 5 giorni dalla
comparsa dei primi sintomi (15). |l peggioramento del
quadro clinico siriflette costantemente in quello del profilo
biochimico ed ematologico; il riscontro di linfopenia s'e-
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stende alla quasi totalita dei pazienti, gli indici di citolisi
aumentano ulteriormente, compaiono ipocaliemia ed ipo-
magnesemia (13, 16). Dall'analisi multivariata dei dati, eta
avanzata ed elevata attivita di LDH nel plasma appaiono
i parametri maggiormente predittivi di esito sfavorevole
(21).

Nell'ambito delle alterazioni ematochimiche osservate
nei pazienti con SARS, la linfopenia, con valori sovente
<500/pL e sostenuta in prevalenza dalla perdita di cellule
T CD4 e CD8 positive, appare la pilti indicativa. Caratteriz-
zante la pressoché totalita dei pazienti attraverso le diffe-
renti fasi della malattia, la conta linfocitaria decade preco-
cemente (entro cinque giorni dall'esordio del quadro clini-
¢o), diminuisce ulteriormente fino a raggiungere il minimo
in corrispondenza della seconda settimana, per poirisalire
in terza settimana, riportandosi a valori prossimi alla nor-
ma al termine della quinta settimana. In una minoranza di
pazienti (30%), essa persiste oltre la quinta settimana,
associandosi a prognosi meno favorevole e rappresentan-
do pertanto un valido marcatore dattivita della patologia
(21). Nei pazienti studiati fino ad oggi, non si osservano
sostanziali alterazioni del rapporto tra cellule CD4/CD8.
Non & stato ancora possibile identificare una chiara causa
della linfopenia; escludendo insufficienza midollare e sin-
drome emofagocitica, le ipotesi pill accreditate sono I'a-
zione citotossica del virus, diretta o citochino-mediata, o
alterazioni dell’asse ipotalamo ipofisario (21).

Identificazione diretta ed isolamento del patoge-
no

L'identificazione del SARS-CoV quale agente eziolo-
gico (3, 4) ha promosso il rapido sviluppo di test virologici
e sierologici diagnostici, consentendo I'integrazione di pre-
cisi riscontri laboratoristici ai gia noti criteri clinici e la
successiva formulazione ed approvazione da parte del
CDC, massima Autorita in tema di prevenzione e tratta-
mento delle epidemie infettive, di un algoritmo (figura 3)
che dovrebbe facilitare l'inquadramento diagnostico dei
casi sospetti.

La diagnosi sierologica si basa principalmente su
tecniche d'immunofluorescenza indiretta (IFA) e tecniche
immunenzimatiche (ELISA), entrambe finalizzate ad iden-
tificare la presenza in circolo di anticorpi (IgG o IgM)
anti-SARS-CoV, sfruttando determinanti antigenici ricom-
binanti o materiale virale isolato. Poiché il classico periodo
finestra che intercorre tra contagio e sieroconversione &
ampio ed eterogeneo e molti pazienti permangono siero-
negativi anche nella fase acuta di malattia, la diagnosi
sierologica certa non pud essere formulata prima che
siano trascorsi 21 giorni dalla comparsa dei primi sintomi.
Pertanto, malgrado la sieroconversione rappresenti un
valido ausilio all'iter diagnostico, I'assenza in circolo di
anticorpi anti-SARS-CoV non consente di escludere I'in-
fezione fino ad almeno tre settimane dalla comparsa dei
sintomi (22). Problematiche aggiuntive sono rappresenta-
te dalla carente standardizzazione delle varie tecniche
immunometriche proposte e dalla necessita di confermare
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Figura 3

Sintesi dei criteri stabiliti dal'Organizzazione Mondiale della Sa-
nita (OMS) per la diagnosi di Severe Acute Respiratory Sindrome
(SARS) (22)

(per la diagnosi certa) la presenza di anticorpi anti-SARS-
CoV mediante Westernblot.

L'identificazione diretta del virus o del suo genoma
nei campioni biologici dei pazienti potenzialmente infetti
rappresenta un sostanziale progresso rispetto alla diagno-
si sierologica. Ad oggi, SARS-CoV & stato identificato in
siero, plasma, secrezioni nasali e feci, ricorrendo a tecni-
che di isclamento e coltura virale, microscopia elettronica,
e biologia molecolare mediante Reverse Transcription -
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) (22, 23). A causa
della virulenza e della rapida propagazione del contagio,
le tecniche d'isolamento e coltura virale, caratteristica-
mente lente, costose ed indaginose, non rappresentano
un valido ausilio diagnostico in quest'iniziale fase dell'epi-
demia. Disponibili dal marzo del 2003, le tecniche di
biologia molecolare, la PCR in primis, appaiono oggi il
sussidio diagnostico elettivo per lo screening dei potenziali
casi infetti, L'iniziale incertezza sulla natura del patogeno
non ha agevolato la messa a punto dei primi test; escluso
il ruolo di paramixovirus atipici, alla fine del marzo del 2003
sono stati ottenuti i primi amplificati con sequenza analoga
a quelle della famiglia dei coronavirus da campioni biolo-
gici di pazienti infetti. Dopo pochi giorni dall'identificazione
del patogeno, un ricercatore dell’lstituto di Medicina Tro-
picale di Amburgo ha prodotto una prima coppia di primer
specifici, sviluppando difatto la prima PCR diagnostica per
la SARS (23). Nonostante presuppongano l'impiego di
materiale sofisticato e personale esperto, le varie PCR
successivamente approntate per I'amplificazione di regio-
ni specifiche del genoma di SARS-CoV si sono dimostrate
finora sufficientemente sensibili e specifiche, realistica-
mente applicabili a laboratori diagnostici di media specia-
lizzazione e competenza. Malgrado i test PCR specifici
appaiano positivi nella maggior parte dei pazienti nella
fase acuta della SARS, le insufficienti nozioni oggi dispo-
nibili sul ciclo vitale del patogeno nel’'uomo (comparsa,
picco e durata della viremia, virus shedding, ecc..), non
consentono in presenza di un risultato di PCR negativo di

escludere l'infezione con certezza (22). L'algoritmo appro-
vato dal CDC & d’ausilio nella gestione dei casi incerti o
sospetti, ma non contribuisce a chiarire definitivamente
tutte le incertezze diagnostiche (figura 3). Sulla base dei
risultati dei test di laboratorio, € comunque possibile clas-
sificare i pazienti con sospetto clinico di SARS in tre
categorie:

1. Conferma diagnostica di infezione: appartengono a
questa categoria pazienti nei quali:

e sia stato possibile identificare anticorpi anti-SARS-CoV
in campioni biologici ottenuti durante la fase acuta di
malattia o dopo 21 giorni dalla comparsa dei sintomi

e ad una preliminare identificazione di SARS-CoV RNA
mediante RT-PCR, sia seguita una conferma ricorren-
do ad una seconda PCR specifica, eseguita utilizzando
una differente aliquota di campione biologico ed un
diverso set di sonde (primer)

o sia stato possibile isolare direttamente il virus (SARS-
CoV);

2. Conferma diagnostica di non infezione: appartengo-
no a questa categoria pazienti nei quali non sia stato
possibile identificare anticorpi anti-SARS-CoV in campioni
biologici ottenuti ad oltre 21 giorni dalla comparsa dei primi
sintomi;

3. Risultati indeterminati: appartengono a questa cate-
goria pazienti nei quali non sia stato possibile eseguire test
diagnostici di laboratorio o i risultati dei medesimi siano
incompleti o contraddittori (22).

Di ulteriore complesso inquadramento appaiono i sog-
getti nei quali sia documentabile la presenza di genoma
virale in assenza di un quadro clinico chiaro o suggestivo,
e pazienti in cui persista I'eliminazione del virus anche
dopo la risoluzione completa della sintomatologia.

Attualmente & disponibile un kit commerciale di PCR
per lidentificazione del genoma di SARS-CoV; primer e
procedure sono standardizzate e pubblicate e possono
essere utilizzate abbastanza agevolmente dai laboratori
(24). Il materiale di controllo & disponibile in alcuni Centri
diricerca, tra i quali I'lstituto Bernhard-Nocht ad Amburgo.
La sensibilita del metodo commerciale dipende in larga
misura dalla qualita e dal tempo di raccolta del campione,
€ pud essere considerevolmente innalzata analizzando un
maggior numero di campioni, possibilmente di diversa
natura. La specificita del test & eccellente; potenziali falsi
positivi possono emergere solo per contaminazione o
problemi di natura tecnica. | laboratori che vogliano cimen-
tarsi in analisi molecolari per la ricerca del genoma virale
mediante PCR sono obbligati ad adottare stretti criteri per
la conferma dei risultati positivi, soprattutto in aree a bassa
prevalenza, ove il valore predittivo positivo del test &
particolarmente basso.

PROSPETTIVE E CONCLUSIONI

A causa del’'aumento del numero di casi di SARS in
tutto il mondo, la pianificazione e I'applicazione di strategie
in grado di promuovere l'arresto dell'epidemia e la com-
pleta eradicazione del virus divengono oggi di primaria
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importanza per tutti gli Enti locali, nazionali ed internazio-
nali preposti al controllo della salute pubblica. La relativa
impotenza dinanzi al’esponenziale incremento dei casi
che ha caratterizzato soprattutto la fase iniziale del conta-
gio, pone epidemiologi ed igienisti dinanzi ad imbarazzanti
quesiti, primo fra tutti quello relativo a velocita ed esten-
sione dell'epidemia. La comparsa dell'epidemia & ancora
troppo recente perché sia possibile predirne diffusione e
gravita. | modelli matematici dimostrano che la progressio-
ne del contagio & lungi dall’'essere rallentata o arrestata;
secondo il parere d'alcuni epidemiologi, s’osserva purtrop-
po una tendenza prevalente verso l'aumento, piuttosto
che verso il contenimento dei casi sospetti (1). Ulteriore
fonte di pessimismo ¢ la natura del patogeno; ipotizzando
che I'epidemia di questo nuovo coronavirus segua il tipico
andamento ciclico dei tre gruppi gia noti, si potrebbe
assistere a veri e propri cicli stagionali, con diminuzione
del numero dei casi nelle stagioni pili calde, alternati a
successive riprese epidemiche nei mesi invernali (25).

Alla luce di queste oscure previsioni, malgrado gli
imponenti spiegamenti di forze messi in atto dal suo esor-
dio, & improbabile che I'epidemia di SARS possa essere
arrestata ed eradicata dal pianeta in tempo breve (1).
Precedenti esperienze con agenti infettanti con virulenza
simile a SARS-CoV (ad esempio il virus della poliomielite)
suggeriscono che la completa eradicazione pud essere
ottenuta solo soddisfacendo tre essenziali requisiti: la
disponibilita di strumenti terapeutici idonei, in grado di
circoscrivere il contagio (idealmente, la disponibilita di un
vaccino efficace), I'applicazione di protocolli diagnostici
rapidi ed efficienti (dotati soprattutto d’elevata sensibilita
analitica e diagnostica) e la completa eradicazione del
virus dall’eventuale ospite non umano, qualora sia dimo-
strabile la presenza d'infezione o malattia in altre specie
animali.

La diagnosi iniziale di SARS, tuttora basata prevalen-
temente su criteri clinici, riflette la concreta possibilita
d’incorrere in errori diagnostici, esponendo pazienti sani
al rischio di ricevere pesanti ed inopportuni presidi tera-
peutici (falsi positivi) 0 misconoscendo casi che potrebbe-
ro favorire l'ulteriore diffusione o I'amplificazione dei foco-
lai epidemici (falsi negativi) (26). Le recenti linee guida
emanate dallOMS e dal CDC hanno in parte favorito la
razionalizzazione dei vari protocolli diagnostici, integrando
il quadro clinico con imaging e test di laboratorio. Nondi-
meno, l'efficienza diagnostica degli algoritmi proposti ap-
pare ancora limitata, soprattutto in relazione alla suddivi-
sione dei casi tra "probabili" o "sospetti" (figura 3). Malgra-
do molte caratteristiche dell'agente eziologico siano note,
il che ha reso disponibili strumenti diagnostici rapidi ed
efficaci, la subdola evoluzione del contagio e I'aspecificita
del quadro clinico complicano il riconoscimento ed il con-
seguente isolamento dei casi sospetti. La criticita maggio-
re interessa ancora una volta la fase d'esordio della ma-
lattia, nella quale la sensibilita diagnostica dei test biochi-
mici oggi disponibili (sia quelli generici, sia quelli rivolti
specificatamente all'identificazione del patogeno) appare
limitata. Le alterazioni del profilo ematochimico sono va-
ghe, aspecifiche ed incostanti; il progressivo peggiora-
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mento caratterizza solo le fasi pill avanzate di malattia,
quando la diagnosi & palese e la compromissione del
quadro respiratorio & ormai avanzata (16). | test di biologia
molecolare consentono d'identificare con certezza la pre-
senza di genoma virale nei campioni dei pazienti infetti,
anche durante la prima fase del contagio; sfortunatamente
si tratta di tecniche indaginose e costose, non adatte ad
uno screening di massa. Le tecniche immunometriche, al
contrario, sono pil adatte allo screening di popolazione,
ma sono caratterizzate da sensibilita diagnostica com-
plessivamente inferiore e sono quindi probabilmente insuf-
ficienti a circoscrivere rapidamente il problema (24). Inol-
tre, i vari test messi a punto nei singoli laboratori di ricerca
hanno limitato valore diagnostico, mancando d'approfon-
dite ma indispensabili valutazioni d'efficienza. In fine, de-
vono ancora essere formulate linee guida definitive relati-
ve alla tipologia, cronologia, raccolta e conservazione dei
campioni biologici da prelevare ai casi sospetti.

Per ridurre 'incertezza nella classificazione dei poten-
ziali casi di SARS, alcuni autori hanno suggerito una
profonda revisione dei criteri classificativi, a partire dalla
denominazione stessa della patologia (da SARS a Polmo-
nite Virale Epidemica o EVP) (26). Integrando pil tangibil-
mente i criteri clinico-epidemiologici al risultato dei test
diretti di laboratorio, sarebbe possibile identificare quattro
classi d'appartenenza che riflettono una probabilita di
malattia progressivamente crescente, offrendo una clas-
sificazione pragmaticamente piu accessibile e gestibile
nel trattamento dei pazienti (tabella 2).

Tabella 2

Nuovo criterio proposto per la classificazione dei casi sospetti o
probabili di SARS (modificato da Hon et al.) (26). EVP: Polmonite
Virale Epidemica

Storia di contagio  Identificazione del Probabilita
virus
Negativa Negativa EVP +
Negativa Positiva EVP ++
Positiva Negativa EVP +++
Positiva Positiva EVP ++++
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