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 La Dott.ssa Giulia Cacciotti, durante il corso di Dottorato in Medicina Sperimentale, ha 
svolto la sua attività di ricerca presso i laboratori del Dipartimento di Medicina Molecolare, 
Sapienza Università di Roma, sotto la direzione del Prof. Guido Antonelli, ed un periodo di 
formazione all'estero presso i laboratori dell’Istituto di Virologia dell’Università di Medicina 
Veterinaria di Vienna, diretto dal Prof. Norbert Nowotny. 
 

Nel corso del Dottorato, la Dott.ssa Cacciotti si è occupata della caratterizzazione della 
risposta antivirale dell’ospite associata alla produzione degli interferon (IFN) di tipo I e III nella 
storia naturale dell'infezione da Flavivirus emergenti. In particolare, l’interesse della Dott.ssa 
Cacciotti si è focalizzato sul virus West Nile (WNV), lineage (L) 1 e L2. 

La West Nile Disease (WND) è una zoonosi emergente ad eziologia virale, trasmessa da 
zanzare, provocata dal WNV. Il WNV rientra nel gruppo degli Arbovirus, appartiene al genere 
Flavivirus, famiglia Flaviviridae ed è compreso nel siero-complesso del virus della Encefalite 
Giapponese (JEV), insieme al virus dell’encefalite di Murray Valley, al virus dell’encefalite di St. 
Louis ed al virus Usutu (USUV). 

Tra i vettori coinvolti nel ciclo di trasmissione dei Flavivirus ci sono alcune specie di zecche ed 
un vasto numero di specie di zanzara appartenenti al genere Culex, così come osservato nel caso del 
virus dell’encefalite giapponese, di USUV e del WNV.  

Il WNV è stato isolato per la prima volta in Uganda nel 1937 dal sangue di una donna affetta da 
sindrome acuta febbrile; dal 1996 si è ampiamente diffuso in Europa, Africa, Australia ed Asia e, 
dal 1999, anche negli USA, Canada, Messico e Caraibi. Ad oggi, sono descritte 8 varianti 
filogenetiche di WNV; tra queste le più diffuse sono: L1, diffuso prevalentemente nell’emisfero 
occidentale, in particolare negli USA, e maggiormente patogeno nell’uomo rispetto alle altre 
varianti genetiche di WNV identificate fino ad oggi; ed L2, che sembra essere responsabile di 
diversi focolai epidemici verificatosi di recente in Europa, come quello avvenuto in Grecia nel 2010 
ed in Romania nel 2012-2013.  

Diversi studi in vitro hanno dimostrato che gli IFN di tipo I, II e III giuocano un ruolo decisivo 
nella risposta immunitaria di tipo innato nei confronti di WNV L1. In seguito ad infezione con 
WNV L1, la cellula è in grado di attivare diversi pathways che portano alla sintesi di IFN, 
prevalentemente alfa/beta, che verranno successivamente secreti e riconosciuti dalle cellule 
circostanti mediante il legame dell’IFN al recettore cellulare specifico. Tale evento attiva la via di 



trasduzione del segnale JAK-STAT, e la conseguente produzione di centinaia di proteine IFN-
indotte, note come ISGs (IFN-stimulated genes) responsabili dell’attività antivirale e 
immunomodulante associata agli IFN. Tra gli ISGs prodotti precocemente in seguito ad infezione 
virale, c’è l’ISG-15, caratterizzata dal possedere un meccanismo d’azione biologico simile 
all’ubiquitina noto come “ISGylation”, attraverso il quale l’ISG-15 è in grado di legare in maniera 
reversibile numerose proteine bersaglio sia virali che cellulari alterandone l’emivita e la funzione 
biologica. Diversi studi hanno dimostrato come tale proteina sia in grado di interferire con la 
replicazione di JEV, per cui risulta plausibile che ISG-15 possa esercitare un ruolo attivo anche 
nella risposta immunitaria diretta contro WNV. Tuttavia è stato dimostrato come WNV L1 abbia 
sviluppato, nel corso dell’evoluzione, sofisticati meccanismi di evasione dal sistema IFN, sia per 
quanto riguarda l’attivazione del segnale di trasduzione JAK-STAT che l’azione di alcune proteine 
regolate da IFN. Viceversa, ad oggi non è noto se anche WNV L2, al pari di WNV L1, sia in grado 
di sovvertire le difese antivirali attivate dagli IFN. Inoltre, la risposta legata alla produzione degli 
IFN di tipo III è stata poco caratterizzata durante l’infezione da WNV, indipendentemente dalla 
variante genetica del virus presa in considerazione.  
L’attività di ricerca della Dott.ssa Cacciotti è stata rivolta principalmente a: valutare, in vitro, la 
sensibilità del WNV all’azione antivirale degli IFN di tipo I e III, confrontando l’attività antivirale 
di IFN alfa, IFN beta e IFN lambda 1-3 nei confronti di WNV L1, WNV L2 e USUV (utilizzato 
come membro della famiglia Flaviviridae di riferimento IFN sensibile) in cellule di carcinoma 
umano (A549) ed in cellule di neuroblastoma umano (SK-N-SH); esaminare, in vitro, l’induzione di 
IFN di tipo I e III e l’espressione di geni IFN indotti, con particolare riferimento al pathway 
associato alla produzione di ISG15, in seguito ad infezione di cellule dendritiche (DC) con WNV 
L1, WNV L2, e USUV; valutare, in vivo, l’espressione della proteina ISG15 nei sieri raccolti da 
pazienti con infezione da WNV durante le due maggiori epidemie europee (Grecia 2010 e Romania 
2012-2013).  

Parallelamente agli studi volti a caratterizzare la risposta immunitaria antivirale in corso di 
infezione con WNV (L1 e L2) e USUV, al fine di aumentare le conoscenze relative alla diffusione e 
circolazione dei flavivirus (WNV e USUV) in Italia, la Dott.ssa Cacciotti ha valutato anche la 
circolazione di WNV e di USUV in pool di zanzare catturate nella regione Lazio (isola di 
Ventotene). Questa parte dello studio è stata eseguita in collaborazione con il Dott. Beniamino 
Caputo, Unità di Parassitologia, Dipartimento di Sanità pubblica e malattie infettive della 
“Sapienza” di Roma, che si è occupato della cattura delle zanzare vettore di WNV e USUV, e con il 
Prof. Norbert Nowotny, Istituto di Virologia dell’Università di Medicina Veterinaria di Vienna, che 
ha ospitato la Dott.ssa Cacciotti nel suo laboratorio per l’esecuzione della ricerca mediante tecniche 
molecolari (RT-PCR, Real Time PCR e sequenziamento) degli acidi nucleici di WNV e USUV nei 
pool di zanzare catturate nell’isola di Ventotene.  

Dalla valutazione, in vitro, della sensibilità del WNV L1 e del WNV L2 all’azione antivirale 
delle preparazioni di IFN di tipo I e III è emerso che entrambi i lineage di WNV analizzati sono 
sensibili all’attività antivirale degli IFN di tipo I e III, anche se in misura minore rispetto ad USUV 
(p<0.05). Inoltre, dall’analisi dei risultati emerge che gli IFN alfa/beta possiedono nei confronti dei 
due lineage di WNV un’attività antivirale maggiore rispetto agli IFN lambda 1-3 (p<0.05). Tuttavia 
WNV L1 risulta essere più resistente all’azione antivirale degli IFN di tipo I rispetto a WNV L2 
(p<0.05), mentre gli IFN lambda 1-3 sembrano esercitare un’azione antivirale paragonabile nei 
confronti dei due lineage di WNV analizzati. 

 
Il secondo obiettivo del progetto di dottorato era rivolto a valutare i livelli di induzione di IFN e 

di proteine IFN indotte nelle DC in seguito ad infezione con WNV L1, WNV L2 e USUV. In prima 
analisi, è stata confermata la capacità di WNV (L1 e L2) di replicare nelle DC umane. E’ stato 
inoltre osservato che le cinetiche di replicazione dei due lineage di WNV sono del tutto 
sovrapponibili, mentre USUV sembra replicarsi più velocemente rispetto a WNV L1 e L2.  
Dall’analisi dei risultati è inoltre emersa l’induzione di una maggiore attività antivirale IFN mediata 



nelle DC infettate con USUV rispetto a quelle infettate con i due lineage di WNV (p<0.05). 
Nessuna differenza significativa, in termini di induzione di attività antivirale, è stata riscontrata 
confrontando le DC infettate con WNV L1 e L2. È stato inoltre osservato che diminuendo la 
molteplicità di infezione (MOI) da 1 a 0.01 TCID50/cellula, l’attività antivirale misurata nel 
surnatante delle DC infettate con i due lineage di WNV tende ad aumentare, pur restando però 
inferiore a quella indotta da USUV (p<0.05). La minore induzione di attività antivirale nelle DC 
infettate con WNV rispetto a quelle infettate con USUV è stata confermata analizzando mediante 
saggio ELISA (human IFN alpha multi-subtype ELISA kit, PBL interferon source, Piscataway, NJ, 
USA) la concentrazione di IFN alfa nei surnatanti delle colture di DC infettate con WNV L1, WNV 
L2 ed USUV. In particolare, è stato osservato che i livelli di IFN alfa sono al di sotto del limite di 
rilevazione del saggio ELISA utilizzato (12.5 pg/ml) nei surnatanti delle DC infettate con WNV (L1 
e L2) alla MOI 1 TCID50/cellula, mentre nelle DC infettate con entrambi i WNV alle MOI inferiori 
a 1 (0.1 e 0.01 TCID50/cellula) sono stati registrati livelli misurabili di IFN alfa unicamente al 
tempo 48 ore dopo l'infezione virale. È interessante osservare che i livelli di IFN alfa misurati nelle 
DC infettate con WNV L1 e WNV L2 risultano comunque essere inferiori rispetto a quelli 
riscontrati in seguito ad infezione con USUV (p<0.05), che al contrario è in grado di indurre 
un’elevata produzione di IFN alfa a tutte le MOI 1-0.01 TCID50/cellula analizzate. Dall’analisi 
dell’espressione dei geni IFN indotti (ISG56, ISG15, HERC5), i risultati indicano che sia WNV L1 
che WNV L2 inducono livelli di ISG56 paragonabili a quelli indotti da USUV. Al contrario, 
entrambe i lineage di WNV inducono nelle DC livelli inferiori di ISG15 e HERC5 rispetto a quelli 
prodotti in seguito ad infezione da USUV (p<0.05).  

 La riduzione dei livelli di espressione di ISG-15, osservata in vitro nelle DC infettate con WNV 
(L1 e L2), è stata confermata successivamente dalla valutazione dei livelli della proteina ISG-15 nei 
sieri raccolti da pazienti con infezione da WNV L2 durante le due maggiori epidemie europee 
(Grecia 2010 e Romania 2012-2013). I livelli di ISG15, riscontrati nei sieri dei pazienti con 
infezione da WNV L2 (n=56), risultano essere significativamente inferiori rispetto a quelli 
riscontrati in un gruppo di soggetti sani (p=0.012). Sono risultati paragonabili, invece, i livelli di 
ISG15 osservati tra i pazienti con infezione da WNV L2 che hanno sviluppato una sintomatologia 
febbrile (n=21) e quelli che presentavano una sindrome di tipo neuro invasivo (n=35) (p=0.94). 
Inoltre al fine di comprendere maggiormente se esistesse una relazione tra alcuni fattori dell’ospite 
e l’espressione di ISG15 e, considerando che in letteratura è noto che i soggetti anziani risultano 
essere più suscettibili all’infezione da WNV rispetto alla popolazione adulta, la Dott.ssa Cacciotti 
ha valutato se i ridotti livelli di ISG15 osservati nei pazienti con infezione da WNV L2 rispetto ai 
soggetti sani fossero correlati all’età dei pazienti stessi. Dall’analisi effettuata non è emersa nessuna 
relazione tra i livelli di ISG15 e l’età dei pazienti, suggerendo che quest’ultima non è in grado di 
influenzare l’espressione di ISG15. Le cause alla base della riduzione dell’espressione di ISG15 nei 
pazienti positivi a WNV non sono ancora chiare, ma, come dimostrato in letteratura per altri virus, 
WNV potrebbe interagire con l’azione biologica di ISG15 all’interno della cellula o potrebbe 
impedire il rilascio di tale proteina nello spazio intracellulare. In alternativa, questa diversa risposta 
di ISG15 durante l’infezione da WNV potrebbe essere dovuta ad uno specifico polimorfismo a 
singolo nucleotide, presente nel gene di ISG15 o in altri geni correlati all’induzione dell’IFN, che 
potrebbe aumentare la naturale suscettibilità all’infezione da WNV.  

Infine, la Dott.ssa Cacciotti ha valutato anche la circolazione di WNV L1, L2 ed USUV in pool 
di zanzare catturate nella regione Lazio. In particolare, dall’analisi di 200 pool di zanzare catturate 
nell’isola di Ventotene, nella stagione epidemica (maggio-agosto) 2014, è emerso che il 3% dei 
pool analizzati erano positivi al WNV L2, nessun pool è risultato positivo al WNV L1 né a USUV. 
Questi risultati sembrano confermare la diffusione del L2 di WNV in Europa ed indicare che non 
solo nell’Italia del nord ma anche nelle regioni centrali circolano zanzare con infezione da WNV 
L2.  

In conclusione, i risultati ottenuti dalla Dott.ssa Cacciotti durante il percorso di Dottorato, 
indicano che i due lineage di WNV analizzati sono più resistenti all’azione antivirale degli IFN di 



tipo I e III rispetto al virus USUV.  Inoltre, WNV L1 e L2 inducono un’attivazione dell’attività 
antivirale IFN-associata in maniera minore rispetto ad USUV. Alla luce di questi risultati, è 
possibile speculare che la diversa interazione di USUV con il sistema IFN in termini di induzione di 
IFN e sensibilità all’azione antivirale degli IFN rispetto al WNV (L1 e L2) possa in qualche modo 
spiegare i rari casi di infezione da USUV riscontrati fino ad oggi nell’uomo rispetto alle epidemie 
mondiali di WNV. Inoltre, l’abilità di WNV L2 di replicare nelle DC e promuovere l’induzione 
dell’IFN alfa e degli ISG, così come l’inibizione della replicazione di WNV L2 da parte degli IFN 
lambda 1-3, non differisce da quella di WNV L1, fornendo la prima importante evidenza che alcuni 
ceppi di WNV L2 possono interagire con la risposta inteferonica nella stessa misura di WNV L1. E’ 
stato inoltre osservato che i pazienti con infezione da WNV L2 presentano una ridotta produzione 
della proteina IFN indotta ISG15, che potrebbe essere determinante per la storia naturale 
dell’infezione da WNV. Si può pertanto ritenere che la comprensione della funzione della risposta 
immunitaria innata IFN-mediata sia una frontiera critica della biologia della patogenesi di WNV. 
Essa risulta di fondamentale importanza per lo sviluppo di nuovi procedimenti di profilassi e 
terapeutici contro questa infezione virale emergente. Dal punto di vista epidemiologico infine, i 
risultati ottenuti indicano che nella regione Lazio circolano specie di zanzara Culex infettate da 
WNV L2 a conferma che l’infezione da questo virus rappresenta un problema di sanità pubblica.  
 
 
 
 
PUBBLICAZIONI 2012-2015 
 
Scagnolari C, Caputo B, Trombetti S, Cacciotti G, Soldà A, Spano L, Villari P, Della Torre A, 
Nowotny N, Antonelli G. Usutu virus growth in human cell lines: induction of and sensitivity to 
type III and III interferons. J Gen Virol. 2013 Apr;94(Pt 4):789-95. 
 
Monteleone K, Di Maio P, Cacciotti G, Falasca F, Fraulo M, Falciano M, Mezzaroma I, D’Ettorre 
G, Turriziani O, Scagnolari C. Interleukin-32 isoforms: expression, interaction with interferon 
regulated genes and clinical significance in chronically HIV-1 infected patients. Med Microbiol 
Immunol. 2014 Jun;203(3):207-16.  
 
Monteleone K, Selvaggi C, Cacciotti G, Falasca F, Mezzaroma I, D'Ettorre G, Turriziani O, Vullo 
V, Antonelli G, Scagnolari C. MicroRNA-29 family expression and its relation to antiviral immune 
response and viro-immunological markers in HIV-1-infected patients. BMC Infect Dis. 2015 Feb 
12;15:51. 
 
Cannella F, Pierangeli A, Scagnolari C, Cacciotti G, Tranquilli G, Stentella P, Recine P, Antonelli 
G, TLR9 is expressed in human papillomavirus-positive cervical cells and is overexpressed in 
persistent infections. Immunobiology. 2015 Mar;220(3):363-8. 
 
Cacciotti G, Caputo B, Selvaggi C, la Sala A, Vitiello L, Diallo D, Ceianu C, Antonelli G, 
Nowotny N, Scagnolari C. Variation in interferon sensitivity and induction between Usutu and 
West Nile (lineages 1 and 2) viruses. Virology. 2015 Nov;485:189-98. 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
Il Collegio dei Docenti giudica l’attività scientifico-formativa della Dott.ssa Giulia Cacciotti in 
modo positivo, in base alla frequenza e all’attività di ricerca complessivamente svolta. Esprime 
parere favorevole alla presentazione di una tesi di Dottorato dal titolo:  
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