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PREMESSA

Negli ultimi anni i cambiamenti climatici e la glalizzazione hanno aumentato il rischio
di introduzione e di diffusione di patologie trasse da vettori (vector-borne diseases -
VBDs) in molti paesi europei, ltalia inclusa. Inegtio progetto di ricerca la nostra
attenzione si é focalizzata sulle infezioni causteArbovirus (acronimo di ARthropod-
BOrne virus).

In ltalia é stata registrata la circolazione dikFmorne encephalitis virus (TBEV), virus
trasmesso dalla zecdsodes ricinus e di virus trasmessi da vettori di origine tra@be
come il West Nile virus (WNV), I'Usutu virus (USUY)I Chikungunya virus (CHIKV).
Negli ultimi anni si € verificato un incrementoaisi importati di Dengue virus (DENV) e
CHIKV e per questo motivo si € attuato un sistefnsodveglianza ad ampio raggio al fine

di monitorare tali infezioni.

Grazie alle attivita di sorveglianza da noi conedtta sui casi umani che sui vettori (per
qguanto riguarda il TBEV), e stato possibile confarenche anche nella regione Friuli
Venezia Giulia circolano virus come il TBEV ed iINV e che vi sono casi importati sia di
WNV, DENV e CHIKV. Risulta quindi importante tenergorosamente monitorate queste
infezioni poiché sono stati documentati anche dasionatori (di sangue e di organi e
tessuti) asintomatici infetti.

La sorveglianza di Arbovirus su campioni clinici skata condotta sia con tecniche
molecolari che sierologiche. Poiché in fase acutanfézione e possibile individuare
I'RNA virale mediante tecniche molecolari, i campi@ai sangue intero in EDTA, liquor e
urine sono stati analizzati mediante RT-Real-TifdRPNel caso della ricerca di WNV si
utilizza oltre ad una Real Time home made, un &inmerciale in grado di rilevare e
quantificare I'RNA. In entrambi i casi si tratta daggi molto sensibili e specifici che
consentono di riscontrare tutti i vari Lineage W¢NV circolanti in Italia e nelle zone
limitrofe. La riproducibilita dei risultati ottenutdalle due metodiche € stata verificata
testando i pannelli per proficiency test QCMD 2@01-3-2014-2015 West Nile Virus
(RNA) EQA Programme (Qnostics Ltd, Regno Unito).nDgd-2 anni infatti vengono
inviati presso il nostro laboratorio controlli duaita, denominati Quality Control for
Molecular DiagnosticQCMD), per il miglioramento della qualita dellaadnostica
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molecolare. Nel 2015 sono stati eseguiti i QCMD\V, DENV e anche per CHIKV.

Nel siero e nel liquor di pazienti con sospettaedsicte da TBEV o WNV si sono cercati

anticorpi IgM e 1gG specifici mediante test immueizimatico (ELISA, enzyme-linked

immunosorbent assay). | campioni in cui si soncorgrate le IgG sono stati poi sottoposti
al test di avidita, per poter stabilire se I'infezé era piu 0 meno recente.

Per monitorare le infezioni da CHIKV e DENV, inve € utilizzato il test sierologico

dellimmunofluorescenza indiretta.

Per confermare le positivita di WNV e TBEV si éliadata la metodica delle placche
messa a punto durante il secondo anno di dottdiatst di neutralizzazione di riduzione
delle placche PRNT (Plaque Reduction Neutralizatiest) € utile per rilevare gli anticorpi
neutralizzanti ed incrementare la sensibilita especificita ovviando il problema della
cross reattivita degli anticorpi tra i diversi Faws. Precedentemente WNV e TBEV sono

stati titolati mediante test delle placche.

Infine, la ricerca del TBEV ¢ stata eseguita anobievettori che lo trasmettono ovvero le
zecchd. ricinus. Le zecche, raccolte nel Friuli Venezia Giulianestate suddivise in pool
ed omogenate; successivamente la ricerca del eirsimta effettuata mediante real-time
RT-PCR. | campioni positivi sono stati sequenziai poter costruire alberi filogenetici al

fine di identificare i ceppi circolanti nella nostregione.



1. INTRODUZIONE

1.1. ARBOVIRUS

Una zoonosi € una malattia o infezione di origiiralg, batterica e protozoica, che viene

trasmessa al’'uomo da animali vertebrati, rodimltri mammiferi, ma anche artropodi

(zanzare, zecche, flebotomi).

Gli Arbovirus, dall’inglese arthropod-borne virusesno altamente patogeni per 'uomo e

per gli animali poiché agenti eziologici di alcumzeonosi, chiamate arbovirosi. Gli

Arbovirus sono virus mantenuti in natura grazieuadciclo biologico che coinvolge un

vertebrato come ospite ed un artropode ematofagee ceettore (Figura 1) [Go et al.,

2014].

Arbovirus Transmission Cycle
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Figura 1. Ciclo biologico degli Arbovirus.
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La trasmissione delle arbovirosi pud avvenire ttardiversi cicli (Figura 2):

1. Ciclo enzooticqsylvatic or jungle cycle): avviene tramite laurale trasmissione tra

animali selvatici (ospiti vertebrati) e vettori;uvirus si replica nei vettori e gli ospiti
vertebrati fungono da reservoir, cioé da serbadtliinfezione che possono ospitare
il virus per lunghi periodo di tempo pur non masténdo sintomatologia. Pertanto i
reservoir sono definiti come ospiti primari e passa@ssere infettati piu volte nel

corso della loro vita.

2. Ciclo epizootico(rural cycle): il virus viene trasmesso tra aninran selvatici o

domestici e i vettori. Possono originare focolademici di infezione in popolazioni
di animali domestici dove il virus si replica (anfyihg host) e spesso in questo ciclo
viene coinvolto anche 'uomo (per esempio Japaeesephalitis virus, Venezuelan

equine encephalitis virus).

3. Ciclo _epidemico o urbandurban cycle): 'uomo, sviluppando elevati livelii

viremia, e il principale serbatoi di infezione; udei vettori principalmente coinvolti
in questa modalita di trasmissione € la zan2ades aegyptiDengue virus, Yellow

fever virus, St. Louis encephalitis virus, Chikunga virus, Rift Valley fever virus).

4. Ospiti accidentalioccasionalio a fondo ciecol’'uomo é talvolta un ospite a fondo

cieco ovvero non sviluppando una viremia sufficier® non essendo fonte di
amplificazione virale non puo trasmettere a sudaviihfezione ai vettori (Eastern
equine encephalitis virus, Western equine encemhalius, West Nile virus, Sindbis

virus).
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Figura 2. Cicli di trasmissione degli Arbovirus;
A. ciclo enzootico, B. ciclo epizootico, C. ciclpidemico, D. ospiti a fondo cieco o accidentali;

a) ospiti in cui avviene I'amplificazione del vires vettori possono quindi infettarsi quando srooo da
essi; b) ospiti a fondo cieco o occasionali sormtbimtermedi che generalmente non sviluppanovirenia
elevata da consentire ad un vettore di infetta)siettori ponte, cioé artropodi che acquisiscdniriis da
animali selvatici infetti e successivamente trasomet il patogeno all'uomo a ad un ospite secondario

[Go et al., 2014].

Gli Arbovirus sono virus ad RNA la cui classificage si basa sia su caratteristiche
strutturali sia su criteri ecologici. Le famiglidrali maggiormente rappresentate sono
quelle dei Bunyaviridae, dei Flaviviridae e dei @awgidae [Hernandez et al., 2014]. Tra le
arbovirosi piu importanti di interesse medico vingd’encefalite trasmessa dalla zecca del
generelxodes ricinuse la malattia da West Nile Virus che € una zoonesgiolata dalla
zanzara comune del genéZalex Altre Arbovirosi tra cui Dengue e Chikungunya han
'uomo come ospite principale e sono trasmesseatiaaze del generkedes In Italia il
vettore potenzialmente piu efficaceAedes albopictysmeglio conosciuta come zanzara
tigre, introdotta nel 1990 in relazione al commerdi pneumatici usati, e attualmente

diffusa in tutta la penisola.

Nell’elenco sottostante vengono indicati le primtiparbovirosi di interesse medico

suddivise per famiglie:
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Famiglia FLAVIVIRIDAE (Genere Flavivirus)
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Quasi tutti questi virus originariamente circolavimoregioni tropicali di Africa e Sud
America o in vari paesi asiatici; tuttavia oggi méirbovirus si trovano diffusi in tutto il
mondo. Negli ultimi anni la globalizzazione, i caarbenti climatici, I'aumento
dell'urbanizzazione e della popolazione nelle ragiwopicali, 'aumento di viaggi e la
rapidita dei trasporti e del commercio hanno conito alla diffusione anche in nuove aree
dei vettori e quindi delle infezioni da loro trassee [Go et al., 2014].

La maggior parte di queste arbovirosi sono inapgarke forme sintomatiche si possono
suddividere nei seguenti raggruppamenti:

» febbre con sintomi simil influenzali, con o senaalr maculopapulare

» encefalite e/0 meningite

* mialgie e artralgie

« febbre emorragica
Spesso possono dar luogo ad una sintomatologiacaimprende piu di una di queste

categorie [Hernandez et al., 2014].

1.2. FAMIGLIA FLAVIVIRIDAE, GENERE FLAVIVIRUS

| Flavivirus appartengono alla famiglia Flavivirelache sulle basi della filogenesi
molecolare, si distingue in tre generi: il genelavivirus, che include ad esempio il West
Nile virus (WNV), il Dengue virus (DENV) e Yelloweker virus (YFV); il genere
Pestivirus (dal latino pestis, peste); il generg@atévirus (dal greco hepar, fegato), a cui
appartiene il virus dell'epatite C (HCV). | virusembri di questa famiglia condividono
morfologia del virione, organizzazione genomicdrategia di replicazione, ma presentano

diverse proprieta biologiche [Kuno et al., 1998].

I nome Flavivirus deriva dal termine latino flayugallo, ricordando ['ittero causato da
Yellow fever Virus (YFV). Il genere Flavivirus € sfituito da piu di 70 specie divise in 3
gruppi, chiamati cluster, e 14 sierogruppi, denatiolade (Figura 3) [Kuno et al., 1998].
In base al tipo di vettore coinvolto si distinguon@luster mosquito-borne flavivirus

(MBF), tick-borne flavivirus (TBF) e virus no-knowrector per i quali non & ancora stato

identificato un vettore (NKV).
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Virus Serocomplex Clade Cluster
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Figura 3. Classificazione dei Flavivirus [Mukhopgéiz et al., 2005].

Mosquito-borne flavivirus
La distribuzione geografica dei mosquito-borne iftaus (dal clade VI al clade XIV) é
molto ampia e dipende dalla localizzazione deiorgtiquesti virus si dividono in due

distinti gruppi epidemiologici:

1. sierogruppo dei virus neurotropi: causa encefali'uomo e negli animali ed é
rappresentato dal Japanese encephalitis sierocwnchke comprende West Nile
virus (WNV) e Japanese encephalitis virus (JEVESjuwirus sono spesso correlati

alle zanzare del gene@ulexe hanno come reservoir i volatili;

2. sierogruppo dei virus non neurotropi: causa prialongente febbri emorragiche e
include Dengue virus (DENV) e Yellow fever virus KY); questi virus sono
spesso associati alle zanzare del geAedes[Gaunt et al., 2001; Colpitts et al.,
2012].

Nello specifico, tra i Flavivirus trasmessi da zamztroviamo:
v il sierogruppo del Calbertado virus;
v" il virus del sierogruppo Aroa con I'Aroa virus (ARD);
v" il sierogruppo del virus Dengue che comprende ttquaottotipi del Dengue virus
(DENV1, 2,3 e 4);
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v" il sierogruppo del Kedougou virus (KEDV);

v’ i virus del sierogruppo dell’encefalite giapponeseui prendono parte Cacipacore
virus (CPCV), Koutango virus (KOUV), Japanese ealtef virus (JEV), Murray
Valley encefalite virus (MVEV), Virus dell’encefédi di Saint Louis (SLEV), Usutu
virus (USUV), West Nile virus (WNV) e Yaounde vir(igAOV);

v" ivirus del sierogruppo Kokobera che include il iKbkra virus (KOKV);

v i virus del gruppo Ntaya includono Bagaza virus (B4, Ilheus virus (ILHV),
Israel turkey meningoencephalomyelitis virus (ITVINtaya virus (NTAV),
Tembusus virus (TMUV);

v' ivirus del gruppo Spondweni che comprende lo Xikas (ZIKV);

v il sierogruppo Yellow fever in cui troviamo Banzirus (BANV), Bouboni virus
(BOUV), Edge Hill virus (EHV), Jugra virus (JUGV3aboya virus (SABV), Sepik
virus (SEPV), Uganda S virus (UGSV), WesselsbromsvilWESSV) e Yellow
fever virus (YFV).

Tick-borne flavivirus
| tick-borne flavivirus (clade IV e V) vengono veiati da zecche e vedono coinvolti
spesso i roditori come ospiti reservoir; possorseesa loro volta suddivisi in due gruppi:

1. Mammalian group, che infettano i mammiferi;

2. Seabird group, che infettano gli uccelli marini.

Il Tick-borne encephalitis virus (TBEV) appartiealeprimo gruppo (clade 1V), assieme a
Louping ill (LIV) virus, Langat virus (LGTV), Cenat European encephalitis virus
(CEEV), Russian spring-summer encephalitis viruS$EV), Omsk hemorrhagic fever
virus (OHFV), Alkhurma hemorrhagic fever virus (AMY, Kyasanur Forest disease virus
(KFDV), Kadam virus (KADV), Powassan virus (POWMRoyal Farm virus (RFV),
Karshi virus (KSIV), Gadgets Gully virus (GGYV). &rquesti, TBEV, CEEV, RSSEYV,
POWYV e LIV causano encefalite nell’'uomo e in attrammiferi, OHFV, KFDV e AHFV
sono responsabili di disturbi emorragici, LGTV encsciuto come Virus non patogeno,
mentre non sono stati riportati disturbi nelluowcausati da KSIV, RFV o GGYV (Figura
4) [Gritsun et al., 2003; Turell, 2015].
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Figura 4. Sottotipi e relazioni filogenetiche dektborne flavivirus.

No-known-vector-borne flavivirus

Gli NKV Flavivirus formano tre gruppi distinti:

1. primo gruppo: correlato con i mosquito-borne vjrassociato ai pipistrelli;

2. secondo gruppo: associato ai pipistrelli come ospgervoir ma geneticamente

distante dal primo;

3. terzo gruppo: associato ai roditori, probabilmeoterelato filogeneticamente ai
TBF [Gaunt et al., 2001].

Studi recenti hanno suddiviso la terza categoriaFldvivirus (NKV) in Un-known
arthropod vector (UNKV), isolati dai mammiferi, @dsect Flavivirus o Insect-specific
Flavivirus. Il primo virus all’interno del gruppcedli Insect flavivirus e il Cell fusing agent
virus (CFAV), isolato da cellule dhedes aegyptill CFAV replica nelle zanzare e nelle
colture cellulari diAe. Albopictusma non in cellule di mammifero. Per la prima valta
CFAV é stato isolato a Porto Rico e in Thailandiagccessivamente sono stati descritti
diversi virus appartenenti a questo gruppo. Nel320&amiti River virus (KRV) e stato
isolato dalla specidedes macintoshin Kenya; inoltre il Culex flavivirus (CXFV) é dta

isolato e caratterizzato dalle zanzaellex sp in Giappone, Indonesia, Guatemala,
10
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Trinidad, USA, Mexico e Uganda. Altri nuovi memblegli insect flavivirus sono il Quang
Binh Virus (QBV) isolato daCx. tritaeniorhynchusn Vietnam, Nakiwogo Virus (NAKV)
isolato dalla specieMansonia africananigerrima in Uganda e il Calbertado virus
identificato principalmente nelle zanza&&. tarsalisnel nord America. L'Aedes flavivirus
(AEFV) é stato isolato dAedes albopictus e Aedes flavopidtu&iappone ed e correlato
al CFAV e al KRV. In Europa sono stati riportativelisi Insect flavivirus in zanzare
Ochlerotatus sp., Culex spAedes spraccolte in Italia, Spagna, Portogallo, RegnottJni
e Repubblica Ceca [Roiz et al., 2012].

1.2.1. GENOMA, CARATTERISTICHE STRUTTURALI E REPLIC AZIONE

Il genoma dei Flavivirus é costituito da un sing@ilamento lineare di RNA a polarita
positiva di circa 11.000 nucleotidi (Figura 5). NIlnoma si distingue un lungo segmento
ORF (Open Reading Frame) incluso tra due regioni earlificanti (non coding regions,
NCR) e altamente conservate, una all'estremita55NCR) e una all’'estremita 3’ (3’
NCR). Le regioni NCR, denominate anche NTR (notnglated regions) o UTR
(untranslated regions), constano rispettivament8@ie 400-700 nucleotidi. La regione 5’
NCR funge da innesco di traduzione.

Flavivirus genome

Genomic polyprotein
S ® ‘ 3-OH

= 3

C M| E NS1NSANSS NS3 [NSAA (NS4B| NSS

*Sig nal peptidase {]:Golgi protease 7 N3 protease

Figura 5. Organizzazione del genoma dei Flavivirus.

La singola ORF codifica per un’unica poliproteinaecviene scissa in 10 proteine da
proteasi virali e della cellula ospite: 3 protestrutturali, denominate proteina E (envelope
o mantello), proteina C (nucleocapside) e protgnd (precursore di membrana) e 7
proteine non strutturali NS1, NS2A, NS2B, NS3, NSMS4B e NS5. Le sequenze

codificanti piu vicine all'estremita 5’ (N-terming)l codificano per le proteine strutturali
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mentre le proteine non strutturali (proteasi, alica polimerasi) sono codificate da
sequenze piu vicine all’estremita 3’ [Mukhopadhytyal., 2005; Lindquist et al., 2008;
Hernandez et al., 2014].

| Flavivirus vengono rapidamente inattivati dalpesizione al calore: in dieci minuti a
50°C perdono gia il 50% della loro infettivita. Soimoltre sensibili a disinfettanti, solventi
dei lipidi e detergenti mentre risultano stabiptd 8, in condizioni di laboratorio.

La struttura dei virioni dei Flavivirus, rivelataragie alle tecniche di microscopia
elettronica (cryoEM), varia durante gli stadi matiui del virus [Mukhopadhyay et al.,
2005]. I virioni immaturi (Figura 6) appaiono corparticelle sferiche o pleomorfe di circa
40-60 nm e contengono un capside o core denscetragli (circa 30 nm) a simmetria
icosaedrica circondato da un envelope (o pericapsichantello). Il capside e composto da
una singola proteina denominata proteina C di l@@nmoacidi. Sulla superficie del
virione vi sono due glicoproteine ancorate, traniit@-terminale, al doppio strato lipidico
che circonda il core; queste sono la proteina Eedeklope e la proteina prM, proteina
precursore di membrana. Le proteine E e prM nesismatite vengono incorporate nel
virione immaturo ed interagiscono tra loro per géra il suo trasporto dal reticolo
endoplasmatico (RE) verso I'esterno della cellulatgggendolo dall’ambiente acido degli
endosomi [Allison et al., 1995; Guirakhoo et aB91]. Grazie al taglio di prM da parte
della furin proteasi cellulare, il virione viene mw@rtito nella forma attiva matura e
rilasciato dalla cellula [Allison et al., 1999; 8tar et al., 1997]. Il virione maturo
(diametro di circa 50 nm) € composto da un capgidsaedrico avvolto da un envelope
con le due proteine associate alla membrana, M [gaiEn et al., 2002].

M protein

FIAN

“=T=3-like organization
of surface dimers

Figura 6. Rappresentazione del virione dei Flauiuir
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La glicoproteina E (50-60 kDa) & la componente@pale della superficie virale, consente
il legame dell’ospite al recettore e media la fasiael virione maturo con la membrana
endosomiale. Il rilascio del genoma virale nel gidema si verifica dopo il cambio
conformazionale indotto dal pH acido presente estiosoma. Inoltre questa proteina e
responsabile della formazione di anticorpi neutzainti che determinano un’efficace
immunita protettiva nell’ospite [Allison et al., @0].

La proteina di membrana M e invece una proteinagimosilata, associata all’envelope,
ed é responsabile dei legami fra nucleocapside reetl@pe e stimola anch’essa la
produzione di anticorpi neutralizzanti.

La proteina del capside C (11 kDa), rispetto dlieeaue proteine strutturali, presenta una

minore omologia tra i vari Flavivirus.

Vi sono poi le proteine non strutturali (NS), chgervengono, in vario modo, nella
replicazione virale (espressione delle proteinsemblaggio e rilascio delle particelle
virali) e nell’elusione del sistema immunitario ltedpite. Queste sono:

0 NS1: proteina implicata nella replicazione dell'RN#ale; mutazioni nei siti di
glicosilazione possono portare a difetti in qugstocesso e nella produzione del
virus [Lindenbach et al., 2007]. Sembra inoltre tdbaire alla regolazione della
risposta immunitaria innata ed € in grado di impediattivazione del TLR3
[Wilson et al, 2008].

0 NSZ2A: proteina coinvolta nei processi di assembtadgl capside, inibizione della
trascrizione ed espressione dell'INF-beta [Liule2@04].

NS2B: proteina cofattore per la sintesi della seproteinasi NS3.
NS3: proteina che partecipa alla replicazione gimlmostra attivita NTPasica in
associazione con NS5.

0 NS4A e NS4B: piccole proteine che agiscono durdateeplicazione virale,
inducendo riarrangiamenti della membrana del ritiemdoplasmatica dell’'ospite
per la formazione di vescicole contenenti dsRNAadinperasi. NS4A sembra
regolare lattivita ATPasi della NS3 elicasi, NS4Beviene invece l'azione
antivirale cellulare, mediante il blocco della puatbne di interferone (INF) alfa e
beta [Munoz-Jordan et al., 2005].

0 NS5: proteina multifunzionale di 130 kDa, maggiontee conservata tra |
flavivirus; contiene all’N-terminale una metiltrdasasi (MTase) e al C-terminale

una RNA polimerasi-RNA dipendente (RdRp). L'attivdi metiltransferasi consiste
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nell’addizionare gruppi metilici nella parte terrala degli RNA virali nascenti per
proteggerli dalla degradazione e per consentirdoasomi cellulari di riconoscerli
per la traduzione. Studi di mutagenesi hanno dirattstche NS5 e essenziale
durante la replicazione e contribuisce a prevefiaeione antivirale da parte
dellINF; si pensa quindi che potrebbe essere upomtante target antivirale per
farmaci in grado di bloccare questo processo [Gelisd., 2009; Laurent-Rolle et
al, 2010].

L'entrata del virus nelle cellule ospiti avvienartrite endocitosi mediata da recettori; la
proteina E virale lega lectine e glicosaminoglicamiparticolare I'eparan solfato, presenti
sulla superficie cellulare [Lindquist et al., 2008ansfield et al., 2009]. L'endocitosi € di

tipo clatrina-dipendente: dopo che il recettore sgato al dominio DIl della proteina E,

si forma una depressione sulla superficie cellulene attira la clatrina e porta alla
formazione delle cosiddette fossette rivestite. Spriesi ripiegano ulteriormente fino a

richiudersi per formare una vescicola che si foadegoi con I'endosoma primario nel

citoplasma; a questo punto avviene la fusione, rdaréa quale il rivestimento si rompe

(scapsidamento) e la clatrina ritorna nella menmdralasmatica per formare una nuova
fossetta rivestita. Una volta penetrato nella ¢&/lih virus perde il capside e il genoma va
incontro a replicazione. Questo processo consislia sintesi del flamento negativo di

RNA, che funge da stampo per 'amplificazione deldp positivo. La reazione enzimatica
e catalizzata dall’attivitd di NS5 in associazioren la proteasi virale NS3. Il virione

assemblato subisce un processo di maturazione nteda proteolisi di prM, per essere
poi rilasciato sulla superficie cellulare per eswsii [Villordo et al., 2009; Selisko et al.,

2014].

1.3. TICK-BORNE ENCEPHALITIS VIRUS

1.3.1. CARATTERISTICHE E SOTTOTIPI DEL TBEV

Il Tick-borne encephalitis virus (TBEV) appartiealegruppo degli Arbovirus, alla famiglia
Flaviviridae e al genere Flavivirus [Kuno et aB98].

Le analisi genetiche delle sequenze del gene Ecelgpi isolati, in differenti regioni
geografiche, hanno permesso di distinguere treotguttdi TBEV denominati a seconda

dell'area di maggiore circolazione: European o \&esEuropean o europeo, Siberiano o
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siberiano e Far Eastern o asiatico (Figura 7).

Il sottotipo European e largamente distribuito inrdpa occidentale e adopera come
vettorelxodes ricinusil Far Eastern ed il Siberian vengono trasmeasi dersulcatuse si
riscontrano nellEuropa dellEst (Russia, Estorliaitonia e Siberia) ed in Asia (Cina e
Giappone) [Dumpis et al, 1999; Charrel et al., 20beker et al., 1999]. Vi sono tuttavia
delle aree in cui si osserva una co-circolazionelokersi sottotipi e dei due vettori, come
ad esempio nei Paesi Baltici o in Finlandia [Mawiatko et al., 2000; Lindquist et al.,
2008; Amicizia et al., 2013].

bt 3 | ricinus
J 1 | persulcatus
P
{'L B Overlapping area

: /V\/Jj o
— J

Figura 7. Distribuzione geografica dei sottotipi GBEV e dei rispettivi vettori [Lindquist et aR008].

La variabilita intra-sottotipo € del 2.2%, mentigeltia tra sottotipi e del 2-5.2% [Ecker et
al., 1999]. | tre sottotipi sono correlati sia getiicamente che filogeneticamente, ma
mostrano patogenicita e decorso di malattia différgBogovic et al., 2010; Gaumann et
al., 2010]. E importante ricordare che il sottotifaropean include i ceppi Neudoerfl,
isolato in Austria nel 1971 da una zecca [Heinzalet 1981], Hypr, isolato da sangue
umano in Cecoslovacchia nel 1953, e altri ceppatsin Svizzera, Francia, Germania,
Ungheria, Slovenia, Croazia, Finlandia. Al sottotipar Eastern appartengono i ceppi
N132 (isolato nel 1997 a Wladiwostok), Absettafd256, Sofjin e altri ceppi provenienti
dall’Europa dell’Est (Russia, Ucraina, Lituaniaglld Cina e dal Giappone. Il sottotipo
Siberian, piu vicino filogeneticamente al Far Eastenclude principalmente i ceppi Aina e

Vasilchenko (Figura 8) [Ecker et al., 1999].
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Figura 8. Albero filogenetico dei ceppi isolatitBEV [Ecker et al., 1999].

1.3.1. GENOMA E STRUTTURA
Dal punto di vista strutturale il TBEV ha un diameetli 50 nm, simmetria icosaedrica e
comprende il capside che é costituito dal genomBNA e dai dimeri della proteina C ed
e circondato dall’envelope a cui sono ancorateptateine E e prM. Quest’ultima subisce
un taglio proteolitico che rende il virione matwayuindi capace di liberarsi dalla cellula
ed infettarne altre.
Il genoma, come per tutti i Flavivirus, e costituita un singolo filamento lineare di RNA a
polarita positiva di circa 11 kb. Si distingue uniap segmento ORF incluso tra due
regioni non codificanti e altamente conservate @lie estremita. La ORF codifica per una
poliproteina che viene scissa in 10 proteine daepsh virali e dell'ospite. Le proteine piu
importanti dal punto di vista patogenetico e diagino sono la proteina strutturale E e la
proteina non strutturale NS5. La prima consentéedgame al recettore dell’'ospite e
costituisce il principale determinante antigenicogentre la seconda € la proteina
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maggiormente conservata tra i Flavivirus ed havigatimetiltransferasica e polimerasica
[Lindquist et al., 2008].

1.3.2. PATOGENESI E MANIFESTAZIONI CLINICHE
Il TBE virus é trasmesso all’'uomo attraverso due vi

O mediante morso di zecca infetta

O per via alimentare (piu raro), tramite ingestione latte o formaggio non

pastorizzato [Cisak et al., 2010].

L'infezione da TBEV pu0 causare un ampio spettrandnifestazioni cliniche che vanno
dall'infezione asintomatica alla meningoencefafitave con o senza paralisi dipendenti
dal sottotipo virale. Nel 70% dei casi I'infezionenane silente dal punto di vista clinico,
anche se possono essere dimostrati la viremidogrteazione di anticorpi. Solo il 10-30%
degli infettati ha manifestazioni cliniche dopoperiodo di incubazione di 7-14 giorni o di
3-4 giorni nel caso in cui l'infezione sia avvengkr via alimentare. Infatti I'attivita del
virus pud essere osservata nel succo gastrico dogare dall’ingestione di tali alimenti
[Bogovic et al., 2010].
La malattia causata dai due sottotipi orientali @ andamento monofasico con
coinvolgimento del sistema nervoso centrale e sobbpiccola percentuale di casi presenta
stati febbrili con mal di testa [Bogovic et al.,12) Gaumann et al., 2010]; il sottotipo
europeo mostra invece un andamento bifasico [Kal&&9; Gritsun et al., 2003].

Dopo il morso della zecca, il virus del sottotiparagpeo, si replica localmente a livello
delle cellule epiteliali, migra ai linfonodi regial da cui accede al torrente circolatorio
determinando viremia (Figura 9). In seguito il gimaggiunge ed infetta diversi organi e
tessuti e a questo corrisponde la prima fase dlimiella malattia con sintomi simil-
influenzali della durata di 2-7 giorni; segue umipe@o di remissione con guarigione.

In una parte di pazienti dopo 2-4 settimane di bseee il virus puo superare la barriera
emato-encefalica, replicarsi nell’endotelio deiittap cerebrali coinvolgendo il sistema
nervoso centrale determinando I'insorgenza di nggtan(50% dei casi), encefalite (40%)
e meningo-encefalomielite (10%). La gravita dellaattia aumenta con I'eta: nei bambini
e negli adolescenti la forma che predomina e laimgée. Nel 40-50% dei casi si possono
avere sequele neurologiche per lungo tempo (masheaanni), che si manifestano con

paralisi, atassia e altri disturbi neurologici.
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Le encefaliti causate dal sottotipo di TBEV cergrogopeo sono fatali nell'1-2% dei casi,
mentre quelle causate del sottotipo orientale Aeb@%. |l terzo sottotipo invece € meno
letale (1-3%), ma ha una tendenza maggiore a pahgpforme di inflammazione cronica a
causa di mutazioni nel gene NS1 [Bogovic et all®0Gaumann et al., 2010; Kaiser,
2012].

| stro DI vGRESSO |
morso di . replicazione virale
zecca infetta nelle cellule epiteliali

migrazione attraverso i linfonodi
regionali nel torrente circolatorio
infezione di vari
organi e tessuti moltiplicazione virale
e - nelle cellule endoteliali
" dei capillari cerebrali

infezione del SNC

Figura 9. Diffusione del TBE Virus nell’organismo.

1.3.3. DIAGNOSI E TERAPIA
Un caso di TBE & definito dalla presenza di segrigmi clinici di meningite 0 meningo-
encefalite e da una conferma microbiologica dd#none (dimostrazione di anticorpi
specifici). | valori della Proteina C Reattiva e dadimentazione eritrocitaria risultano
leggermente aumentati; I'analisi del liquido cecspinale mostra un aumento dei leucociti
(pleocitosi), accompagnato da normali livelli dugbsio e lattato [Bogovic et al., 2010].
La clinica unitamente al dato anamnestico dellatypandi zecca pone il sospetto, ma la
diagnosi di certezza e solo laboratoristica. Laylesi dell'infezione da TBEV puo essere
talvolta complicata poiché:
» dal punto di vista clinico molti pazienti non m@sto sintomatologia fino ad un
tardo decorso della malattia quando sono ormaieenid segni neurologici;
» Si puo riscontrare reattivita crociata con anticor@ confronti di altri Flavivirus,
che rende le analisi difficilmente interpretabili.
La diagnosi sierologica si basa sulla ricerca dicarpi (IgM e 1gG) diretti contro la

proteina E utilizzando tecniche immunoenzimatichelSA o RIA (fissazione del
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complemento, neutralizzazione anticorpale, inimeiodel’emoagglutinazione). Queste
analisi vengono eseguite sul siero e sul liquidelm®spinale e presentano una specificita
e sensibilita maggiori del 99% [Bogovic et al., @01 test sierologici sono molto sensibili
ma purtroppo danno luogo a reazioni di reattivitac@ata tra i vari membri del genere
Flavivirus poiché sono simili tra loro antigenicame

Nella fase acuta di infezione si dispone di teomich biologia molecolare per poter
identificare il genoma virale mediante real-time-RTR su sangue intero, liquido
cerebrospinale e urine, nelle quali recentemengéessoperta la presenza del virus [Veje et
al., 2014; Caracciolo et al., 2015]. Si puo inoligelare il virus su colture cellulari in
Laboratorio di Biosicurezza di livello 3 (Figura)10

La dimostrazione della presenta del TBE virus neillme rappresenta un importante
miglioramento dal punto di vista diagnostico perghésto tipo di campione e ottenibile in
maniera non invasiva e in quantitd cospicua. Ti#tdono necessari ulteriori studi per
capire se la presenza del virus nelle urine sidircata a casi particolari, come ad esempio

in soggetti immunodepressi, oppure possa essereaia nella diagnosi di routine.

. ; Virus isolation Serological tests
DI"EL'_“:UEIS. VIrus .2:_\.(.. T 2 giCe ESlS
o8 PCR {ELISA or NT)

Viremia

Neurological symptoms

IgM antibodies in CSF
lg&
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Figura 10. Tecniche diagnostiche e fasi clinichieTdE£V.

Diagnosi differenziale

La diagnosi differenziale é piuttosto estesa e dessa poiché include un’ampia varieta di
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infezioni a carico del sistema nervoso e patolobie non vedono coinvolti agenti infettivi.

Nella fase iniziale della TBE, ovvero la fase viiea) la diagnosi differenziale comprende
diverse sindromi virali a causa dei sintomi aspei¢cie sono presenti nausea, vomito e
diarrea, la gastroenterite potrebbe essere unabpesspiegazione. Quando iniziano a
svilupparsi sintomi neurologici, la TBE ha bisogdo essere distinta da encefaliti o
meningiti asettiche causate da altri virus, comesampio il West Nile virus. La diagnosi

differenziale racchiude anche altre patologie cimuda morso di zecca come la borelliosi
di Lyme, babesiosi, anaplasmosi, rickettsiosi artria. In molte regioni endemiche,
inoltre, il TBEV si sovrappone geograficamente gl@senza di agenti batterici come
Anaplasma phagocytophilura Borrelia burgdorferi Queste patologie sono entrambe

trattabili con antibiotici percio e utile poterlestinguere dalla TBE [Bogovic et al., 2015].

Terapia

Attualmente non esiste terapia eziologica ma soltomatica. Nella gestione dei casi
clinici e indispensabile il mantenimento dell'edgpiio idrico e degli elettroliti, la
somministrazione di antipiretici ed analgesicieenscessario, di anticonvulsivi. Nei casi di

meningite e/o encefalite e richiesto il ricovergpedaliero e la fisioterapia degli arti
paralizzati per prevenire I'atrofia muscolare [Kaj2008].

1.3.4. EPIDEMIOLOGIA

Nel corso degli ultimi 20 anni si € osservato umanto della prevalenza di zecche infette
e parallelamente di incidenza della malattia nelfyo con un ampliamento delle aree
endemiche. Questo fenomeno dipende da una comptessazione tra fattori climatici,
umani, sociali ed economici. Laumento della terap@na e delle precipitazioni influisce
sul ciclo di sviluppo del vettore. Labbandono de#iree coltivate ed il rimboschimento
hanno creato un habitat adatto per la sopravvivenia diffusione dei vettori. Inoltre,
'incremento di viaggi ed attivita lavorative/riaeve in aree endemiche favorisce
I'esposizione al TBEV [Randolph et al., 2000; Raptip2008; Bogovic et al., 2015].
L'infezione da TBEV si trova solamente in piccole@ dove esistono le condizioni ideali
per il suo mantenimento. Un’area endemica per TBEWefinita come una zona con
comprovata circolazione di TBEV tra zecche e ostiebrati o in cui vi e la conferma di
almeno 20 anni di infezioni autoctone in animalh@l’'uomo. Lo sviluppo di una foce

naturale dipende da una varieta di fattori, tralauilinamica di popolazione dei vettori e
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dei loro ospiti e la presenza di ospiti suscettdivirus [Suss, 2011].

Cenni storici e distribuzione

Il TBEV e stato identificato per la prima volta héhione Sovietica nel 1937 [Gritsun et

al., 2003]. La trasmissione Ixodidi-mammiferi venimesece rivelata due anni dopo

[Lindsquit et al., 2008] e il primo isolamento evanuto in Russia nel 1949 [Amicizia et

al., 2013]. Data la stagionalita dell’attivita aeltecche, da aprile a luglio, inizialmente la
malattia venne chiamata meningo-encefalite primkvestiva (in tedesco Friilhsommer-
Meningoenzephalitis, da cui la sigla FSME), ma asswrmai piu comunemente il nome
di encefalite da zecche (in inglese Tick-Borne [pieditis, da cui I'abbreviazione TBE).

La TBE é frequente in molti paesi dellEuropa (Faul) e del centro Asia. Lincidenza
stimata & tra i 10 mila e i 15 mila casi allanmoga si tratta sicuramente di cifre
sottostimate poiché la malattia non viene semptéicaia. Attualmente in molti Paesi
europei, come nei Paesi Baltici, in Repubblica CétaRussia ed in Slovenia, la TBE
costituisce un importante problema di sanita publpoiché € in costante aumento
[Amicizia et al., 2013; Bogovic et al., 2015]. lrustria, dove € stata realizzata un’intensa
campagna vaccinale, morbosita e mortalita sonoe stliisticamente ridotte: prima
dell'introduzione della vaccinazione nel 1981, ¢itlenza della TBE era di circa 700 casi
all’'anno mentre oggi grazie alla intensiva copextugiccinale si e ridotta del 90% [Donoso
Mantke et al., 2011]. Questo puo essere faciimappeso da uno studio condotto tra il
1972 ed il 2011, e pubblicato di recente da Heirmléeghi nel 2015. L'Austria rimane
comunque un Paese ad alto rischio di contrarreBRa fer i turisti. Anche in Svizzera la
vaccinazione di massa e la caratterizzazione de ate rischio hanno diminuito
notevolmente il tasso di incidenza [Gaumann e8l10]. La Germania e sicuramente uno
degli stati dell’Europa occidentale piu colpiti @BE. In Francia il primo caso € stato
diagnosticato nel 1968 e l'incidenza sembra esdiebel0 casi all’'anno, mentre sono stati
documentati anche casi associati al consumo @ tatido nella zona alpina. Negli Stati
Baltici, soprattutto in Lettonia, I'incidenza é nwhlta e, come gia descritto, circolano tutti
e tre i sottotipi virali. In Finlandia vengono regati 20-40 casi allanno ed in Norvegia
circa 50, mentre in Svezia e Danimarca la TBE eawntifiusa ma € comunque presente. In
Slovenia invece la TBE é considerata endemica aacdell’'alta incidenza e della bassa
copertura vaccinale, soprattutto nella zona setteratle (regioni Carinzia e Alta Carniola).

Recentemente l'infezione si e diffusa nella coatiadriatica arrivando a colpire anche la
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Croazia, la Serbia e la Bosnia-Herzegovina, dove stati documentati anche casi legati
alla via alimentare. Anche in Albania e in RomdaidBE & endemica in particolare nella
parte nord-est; alcuni studi hanno dimostrato umeogrevalenza dello 0.6% nella
popolazione romena. Nel nord della Grecia parelare un Flavivirus del sierogruppo del
TBEV che a Salonicco ha generato casi clinici sgiora NellEuropa dell’Est, come
Repubblica Ceca e Slovacchia, 'incidenza e pitit@devata fin dal 1997-98, mentre in
Ungheria vi sono delle zone considerate endemicheg ultimi anni alcuni casi sono
stati collegati allassunzione di latte crudo. lmldhia sembrano essere piu colpite le aree a
nord-est e sud-ovest, in Ucraina sono state ideat# tre aree endemiche, mentre in
Bielorussia il virus circola sull’intero territoridca Russia & considerato lo stato europeo a
piu alta incidenza: la TBE e endemica in almenalddli 83 soggetti federali. Infine, fino
ad oggi, in Belgio, Regno Unito, Irlanda, LussengmrPaesi Bassi, Spagna, Portogallo e

Malta non sono stati mai registrati casi autocfémicizia et al., 2013].
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Figura 11. Incidenza di TBE per 100 mila abitami’nione Europea [Fonte ECDC].

In ltalia la presenza di TBE é nota fin dagli aftl anche se ha un'importanza secondaria
per la salute pubblica rispetto alla borreliosiLgime, infezione batterica causata dallo
stesso vettore. Come per il resto dellEuropa i l@amenti climatico-ambientali e

'abbondanza di ungulati hanno portato ad un aumesetla popolazione delle zecche e

secondariamente dell'incidenza dell'infezione [Rizet al., 2009].
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Il primo caso clinico di TBE e stato documentatoTimscana nel 1975; da allora casi
sporadici sono stati riportati in Trentino-Alto Agi e Veneto. Tra il 1995-2001 il numero
di casi € aumentato arrivando a 102 casi registratia il 2003 ed il 2005 si sono
confermati 17 casi. Il primo caso autoctono in F&¥&ato segnalato nel 2003, in provincia
di Udine, in una donna di 36 anni. Come in altreflae stata attuata una campagna di
prevenzione regionale grazie alla quale nella ppohe residente si € verificato un calo
dell'infezione, mentre risulta aumentata l'incidanmei turisti [Beltrame et al., 2005;
Beltrame et al., 2006].

Recentemente e stato condotto un interessanteo steltiospettivo nelle tre regioni in cui
I'infezione é presente (Friuli Venezia Giulia, Tiew-Alto Adige e Veneto) per poter
stabilire I'incidenza di TBE dal 2000 al 2013. Naiea di studio sono stati segnalati 367
casi (0.38/100000 abitanti); per la maggior partgueesti i sintomi si sono presentati tra
aprile e ottobre (con due picchi in giugno e lugkol’eta e risultata compresa tra 30 e 70
anni per circa il 70%. L'encefalite si &€ dimostrédamanifestazione clinica piu frequente,
mentre in 60 soggetti si sono manifestate sequeleologiche come paralisi, tremori,
disturbi di memoria e di concentrazione. Solo i dasi I'esito e risultato fatale. Quasi
tutti i soggetti non erano vaccinati ed alcuni rd@vano di essere stati morsi da una zecca.
La distribuzione geografica dei casi € risultataittpisto eterogenea e le province
maggiormente colpite dall'infezione sono risultB@denone (Tramonti di Sopra), Belluno
(Limana), Udine (Resiutta) e Trento (Tres) [Rezta.e 2015]. Questi dati dimostrano
I'utilita degli studi entomologici in quanto dimeaho la circolazione del virus. Il TBEV &
stato trovato nel 2.1% delle zecche raccolte tnaeW® e Friuli Venezia Giulia (Vicenza,
Verona, Treviso, Pordenone e Udine) tra aprileuggd 2006-2008, come sottolineato da
Capelli et al., in uno studio pubblicato nel 2012;un lavoro pubblicato nel 2009 da
D’Agaro e collaboratori la prevalenza é risultatla 0.21% nelle zecche raccolte tra il
2005 ed il 2006 nell’'area alpina dell’estremo nesti-della regione FVG [D’Agaro et al.,
2009; Capelli et al., 2012; Rezza et a., 2015].

Tuttavia, l'incidenza di TBE in Italia e piuttosbassa se si paragona agli altri stati europei
ed é limitata ad alcune zone del nord-est Italaasi clinici sono infatti circoscritti a livello
regionale: le principali foci segnalate sono lavomoia di Trento, la provincia di Belluno e
la zona nord-est del Friuli Venezia Giulia. Lepdém toscano viene considerato isolato, in
quanto il virus, nonostante fosse stato trovatdhvamei vettori, non € piu ricomparso. Sono
stati segnalati inoltre alcuni casi sporadici inmhmardia, regione che confina con la

Svizzera, altro paese europeo con alta incidenavitas. Appare evidente che
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I'epidemiologia del TBEV é strettamente correlaba ¢ecologia e la biologia delle zecche
l. ricinus sia per quanto riguarda la loro distribuzione [a la loro attivitd stagionale.
Bisogna inoltre ricordare che il Triveneto confio@an Austria e Slovenia, paesi in cui il
virus € endemico [Beltrame et al., 2005, Beltrarheale 2006, Cruciatti et al., 2006,
Caracciolo et al., 2015, Rezza et al., 2015]. Naltee regioni italiane non c'e evidenza

della patologia, ma non ci sono nemmeno dati ptarfaoescludere.

Vettore del TBEV: morfologia, ciclo biologico e osjti della zeccalxodes ricinus

Le zecche sono artropodi ectoparassiti ematofagligdti, appartenenti alla famiglia degli
Ixodidae, zecche dure, cosi definite per la presetizino scudo dorsale chitinoso. Come
accennato, i principali vettori del TBEV somxodes ricinusper il sottotipo europeo ed
Ixodes persulcatuger i due sottotipi orientali. Il primo é diffusn Europa, arrivando fino

in Turchia, nelle zone settentrionali dell'lran el dud-est del Caucaso, mentre ['altro
circola nell’lEuropa dell’Est, in Siberia e in Adi@ina e Giappone). In alcune aree della
Siberia e della Cina, dovepersulcatusion € la specie predominante, sono state associate
altre famiglie di zecche come le Dermacentor ederHaphysalis [Suss, 2011]. Ci sono poi
delle zone di overlap dei due vettori tra gli Saitici e gli Urali e di conseguenza si ha la

circolazione di tutti e tre i sottotipi (Figura 12)

Ixodes ricinus
Current known distribution: October 2015
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Figura 12. Distribuzione della Zectaicinusin Europa [Fonte ECDC].
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. ricinus € una zecca ad esoscheletro chitinoso ben diffextensessualmente: la femmina
e di dimensioni maggiori (3-4.5 mm) e presenta soodo che ricopre parzialmente |l
dorso, mentre il maschio (2-3.5 mm) possiede ursasdetro duro che lo ricopre

completamente (Figura 13).

Figura 131. ricinus femmina e maschio visti dal dorso.

L'apparato boccale, chiamato rostro o capitulundj 8po pungente-succhiatore e mobile
rispetto al corpo. Le ghiandole salivari, annedbapparato digerente, secernono sostanze
anestetiche per ridurre il dolore al momento detsmpanticoagulanti che favoriscono il
prelievo di sangue, antiinflammatorie e immunoseppive che contrastano la risposta
dell'ospite (Figura 14).

La zecca, diversamente dalla zanzara, minimizzeo$to energetico mentre succhia il
sangue perché sfrutta l'attivita cardiocircolatodall’animale parassitato; dopo aver
succhiato, trattiene la parte corpuscolata e ritptg frazione liquida per poter mantenere

il suo equilibrio idrostatico [Suss, 2003].

v‘u‘.f’-f"r\'_. I['? _.f Y d‘r""l]u_!" 3

Figura 14. Apparato boccale ldiricinus.
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Il ciclo biologico degli Ixodidae presenta quatstadi di sviluppo: uovo, larva, ninfa e
adulto (Figura 15). Per passare da uno stadiocakssivo, la zecca necessita di un pasto di
sangue, che pu0 compiere su uno stesso ospitesgammonoxeni) o, piu frequentemente,

su due o piu ospiti (dixeni ed eteroxeni).

"
: 4:_:4;’

j adulto
] T

Figura 15. Stadi di sviluppo di I. ricinus.

Ad ogni pasto la zecca si stacca, effettua la matéambiente ed in seguito cerca un altro
ospite su cui nutrirsi. La nutrizione nelle larvan@le ninfe avviene generalmente senza
interruzioni, mentre nelle femmine adulte avviemalie fasi. In ogni stadio della crescita,
la zecca compie un unico pasto ematico di diveusatd: qualche ora nella fase larvale, 12
ore circa nella fase ninfale e 24-48 ore quandmfa é adulto.

La riproduzione € sessuata e pu0 avvenire siaospite parassitato che nell’ambiente
esterno, quindi prima dell’'aggressione. Il cicltale (Figura 16) si compie mediamente in
uno-tre anni, a seconda della temperatura e dgfleribilita degli ospiti [Moshkin et al.,
2009; Suss, 2003].

La metamorfosi da larve a ninfe, dopo il pasto, pugenire entro un periodo compreso tra
2 settimane e 5 mesi. Le ninfe, che presentanozattgpe, come gli adulti, restano attive
tutta I'estate parassitando caprioli, cervi, tegal,eventualmente 'uomo. Una volta trovato
I'ospite adatto su cui nutrirsi, si trasformano adulti dopo un tempo variabile da 2
settimane a 7 mesi di tempo. Gli stadi immaturingirono su piccoli mammiferi e
insettivori (uccelli e lucertole), mentre gli adulitilizzano come ospiti i mammiferi piu

grandi (caprioli, daini e cervi), compreso l'uon@rfy et al., 2009].

| principali ospiti e serbatoi in natura sono raggentati da piccoli roditori. E possibile

identificare tre tipi di ospiti (Figura 16):

- ospiti serbatoidreservoir): sono animali infetti che pur esseadmtomatici trasmettono
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I'infezione poiché agiscono da serbatoi. Vengorasgificati in questo gruppo roditori,

insetti e carnivori;

- ospiti_indicatori animali infetti che non possono trasmettere ibsiad altri vettori a
causa della bassa carica virale. Tra questi satrowngulati selvatici (caprioli, daini e
cervi), ovini, carnivori (volpe), pipistrelli ed aelli. In particolare il caprioloGapreolus
capreolu$, 'ungulato maggiormente diffuso in Europa, sealessere fondamentale nel
mantenimento della popolazione delle zecche [Lalmidal., 1997; Rizzoli et al., 2009].
Gli uccelli, molto probabilmente, contribuiscondrasportare passivamente zecche infette
anche a notevole distanza durante le loro migragMansfield et al., 2009];

- ospiti accidentali 0 occasionalpossono essere infettati sviluppando viremia ma n

contribuiscono alla circolazione del virus; in gizesategoria € incluso 'uomo [SUss,
2003].
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Figura 16. Ciclo biologico ed ospiti diricinus.
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La TBE mostra un tipico andamento stagionale a tpnodale, con picchi di incidenza
nel periodo primaverile-estivo (maggio/giugno) enm autunnale (settembre/ottobre),
corrispondenti ai periodi di massima attivita deleeche. La loro presenza e condizionata
dai seguenti fattori climatico-ambientali:
v’ fattori abiotici come la temperatura (6-25°C), l'ighita relativa (>85%) e I'uso del
suolo;
v’ fattori biotici, quali la disponibilita di ospiti ertebrati da parassitare e la

vegetazione.

I. ricinus & una specie dotata di elevata plasticita ecapglthabitat preferito é
rappresentato da luoghi ricchi di vegetazione ebed arbustiva, con microclima
preferibilmente fresco ed umido, ma é frequentehancella fascia ecotonale bosco-
prato/pascolo [Moshkin et al., 2009]. Le zecche rmonappunto gli ambienti ombreggiati
con vegetazione bassa ed un letto di foglie seaulglio se boschivi e con erba incolta,
come pure le zone di confine tra prato e boscoastyito se con presenza d’acqua.

Le mutate condizioni ambientali, che hanno favoiitproliferare delle popolazioni di
ospiti naturali, I'elevata capacita riproduttivanufemmina adulta depone fino a diverse
migliaia di uova), la scarsita di antagonisti natue la resistenza ai pesticidi ed alle
condizioni ambientali sfavorevoli spiegano la cesge diffusione delle zecche osservata

da alcuni anni in molti paesi.

La specie Ixodes € nota per la trasmissione simegdiali diversi patogeni durante il pasto
di sangue. L'animale ospite puo quindi sviluppaomtemporaneamente i quadri clinici
delle patologie da essi provocate (Tabella 1).drarganismi di solito non interferiscono
tra loro nella stessa zecca poiché occupano diwvegsini, tessuti o strutture cellulari che
fungono cosi da nicchie ecologiche [Siss, 2011].

L'eziologia di queste malattie comprende diverscnmiganismi: batteri, protozoi e virus;
tra questi un cenno particolare meritano: Anaplaghagocytophilum (Anaplasmosi),
Babesia divergens (Babesiosi), Borrelia burgdorferorbo di Lyme), Coxiella burnetii
(Febbre Q), Francisella tularensis (tularemia) kRitsia helvetica (febbre bottonosa). Le
zecche inoltre possono essere dirette responghlplaralisi negli animali, provocata da
una tossina neurotropa prodotta dalle ghiandoleasal Si tratta di una paralisi motoria
ascendente che insorge alcuni giorni dopo il moeswhe dopo che la zecca e stata

rimossa e che in alcuni casi puo risultare fatdksoiare degli esiti permanenti.
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Nel Friuli Venezia Giulia la patologia piu nota #fusa (> 20%) € la borreliosi di Lyme,
una malattia inflammatoria multisistemica che causaeruzione cutanea (rash)
denominato eritema cronico migrante, che puo essegaito dopo settimane o mesi da

alterazioni neurologiche, cardiache o articolatir& et al., 2014].

Agente infettivo Agente eziologico Patologia \ettore
Borrelia burgdorferi s.I. Malattia di Lyme Ixodes ricinus,
Borrelia spp. Febbre ricorrente I. scapularis
. . . Febbre bottonosa . ricinus,
Rickettsia conori . .
mediterranea R. sanguineus
l. ricinus
. .. Febbre purpurica dellé o
R. rickettsii purp ) D. andersoni,
montagne rocciose N
D. variabilis
Ehrlichia chaffeensis Ehrlichiosi monocitica l. ricinus,

Batteri . R. sanguineus,
_— . Ehrlichiosi o
Ehrlichia phagocytophila . D. variabilis,
granulocitica .
A. americanum
- . . . ricinus, D.variabilis,
Francisiella tularensis Tularemia .
D.andersonii
. ricinus,
. . R. sanguineus,
Coxiella burnetii Febbre Q g o
D. variabilis,
D. Andersonii
Virus TBEV Meningo-encefalite | I. ricinus, I. persulcatus
Protozoi Babesia divergens e B. microti Babesiosi . ricinus, |. scapularis

Neurotossina Paralisi flaccida -

Tabella 1. Quadro riassuntivo delle patologie tresse dalla zecca Ixodes ricinus.

Trasmissione virale

L'epidemiologia del TBEV é strettamente correlatan d’ecologia e la biologia delle
zecche sia per quanto riguarda la lo loro distidme che per la loro attivita stagionale
[Charrel et al., 2004]. Gli Ixodidae rappresentadegli amplificatori dell'infezione e
fungono da serbatoi in cui il virus sopravvive rpgriodi in cui non e possibile la
trasmissione [Lasala et al., 2010]. || TBEV presemt ciclo di trasmissione che coinvolge
vertebrati come ospiti e gli artropodi come vettmalogici e serbatoi capaci di veicolare il
patogeno da un ospite all’altro.

Il mantenimento in natura del TBEV e la potenziaiposizione umana dipendono da
diversi fattori:

0 densita e distribuzione di zecche (vettori);
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0 presenza di ospiti intermedi che forniscono alleche il pasto di sangue;
0 ambiente;
0 frequenza e permanenza dell’'uomo negli habitaedsdtche;

0 presenza di agenti patogeni trasmissibili con ifsoali zecca [Lasala et al., 2010].

Si possono identificare diverse modalita di trasioise del TBEV (Figura 17):

- trasmissione sistemicde zecche possono infettarsi con 'agente patogdurante un

pasto di sangue su un reservoir e trasmetterlalfmstesso modo ad un altro ospite; piu a
lungo permangono negli ospiti, maggiore sara labgdita di infettarsi [Ostfeld et al.,
2000]. Il sangue viene succhiato attraverso la anferita prodotta dal rostro; segue una
fase di rigurgito della parte liquida in cui il poiziale trasferimento di microrganismi e
attivo e avviene in entrambi i sensi (ospiezecca);

- trasmissione transovaricke femmine adulte infette possono trasmetterddiione alle

successive generazioni quando depongono le uova,

- trasmissione transtadialel passaggio dell'infezione da uno stadio di sppo al

successivo provvede alla trasmissione orizzontslendendone la distribuzione. Questo
fenomeno sembra essere piu importante per il manémo naturale del virus tra le
zecche rispetto al precedente;

- trasmissione tramite co-feedingco-feeding consiste nella trasmissione dalyida una

zecca infetta ad una non infetta qualora si cilimoultaneamente sullo stesso ospite, in
assenza di una infezione sistemica. Tale fenomena@re poiché il punto di inoculo
rappresenta un sito di replicazione virale. Queéska via di trasmissione principale per |l
TBEV, anche in ospiti immuni, poiché questo viruare in grado di produrre viremie
rilevanti nei micro mammiferi. Questi, se soprawne, sono fondamentali per la
persistenza del virus nel ciclo silvestre cosi cdimiegbondanza di altri ospiti vertebrati
come gli ungulati selvatici che garantiscono larawvpivenza ed il completamento del
ciclo biologico dilxodes ricinugLabuda et al., 1997; Randolph et al., 2000];

- trasmissione per via alimentagepossibile tramite ingestione di latte non pazgtato e/o

di formaggi di animali infetti (caprini, ovini, bawv), poiché il succo gastrico non € in
grado di inattivare rapidamente il virus. Questa & documentata soprattutto nei Paesi
dell’Europa orientale; per esempio in RepubblicaaCeirca lo 0.9% dei casi & avvenuto
per via alimentare, mentre durante un’epidemia mghéria sono stati confermati 7 casi e
sospettati 4 collegati al consumo di latte non gréstato [Amicizia et al., 2013]. Questa

modalita & altamente improbabile nelle regioni 'Bellopa centrale interessate da TBE
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(Austria e Germania) e nel nostro Paese vista éggmza di rigorose norme di igiene,

anche se non e da escludere [Cisak et el., 20X@g€lalo et al., 2015].

Inoltre € importante sottolineare che non puo ki una trasmissione interumana
dell'encefalite da zecche poiché gli ospiti nonquw® infettarsi tra loro [Nonaka et al.,
2010]. Sono stati trovati anticorpi specifici inrddori di sangue in Germania, Norvegia e
Turchia [Ergunay et al., 2011; Larsen et al., 20T4ittavia, non sono stati documentati
casi di infezione mediante trasfusioni. In letteratsono infine documentati alcuni casi di

infezione avvenuta in laboratorio [Amicizia et &013; Bogovic et al., 2015].
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Figura 17. Modalita di trasmissione del TBEV.

Prevenzione e sorveglianza

L'infezione da TBEV rappresenta un problema emdrgel sanita pubblica poiché é in
costante aumento in diversi paesi europei. Vistgriavita della patologia e la sua
progressiva diffusione anche in nuove foci, e ingoae avvalersi di diversi strumenti di

profilassi e prevenzione quali:
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» interventi sullambiente: mirano soprattutto a niduil numero delle zecche nelle
zone residenziali mediante disinfestazione su lasgala e per mezzo di
disboscamento selettivo di vegetazione incolta;

» misure individuali di carattere generale e compodatale: sono fondate
sull'informazione e sull’educazione sanitaria dgllapolazione generale e delle
categorie professionali maggiormente esposte ehios Negli habitat dove vivono
le zecche (foreste e radure) ad esempio si suggdidilizzo di un abbigliamento
adeguato e di repellenti riducendo cosi l'esposrial contagio. Inoltre é
opportuno divulgare le conoscenze atte a riconespeecocemente i sintomi e
insegnare il giusto ricorso alle strutture sargtari

» somministrazione di profilassi immunitaria speafiwaccinazione).

Il periodo ottimale per avviare la vaccinazionetcoda TBE e quello invernale, in modo
che il soggetto sia gia protetto nel periodo disiraa attivita delle zecche e di incidenza di
TBE [Kaiser, 2008]. Il ciclo vaccinale di base pede la somministrazione di tre dosi per
via intramuscolare, seguite da una dose booster tognanni. In caso di necessita e
possibile ravvicinare le tre dosi di base grazie sthedula rapida. In entrambi i casi ogni
tre anni c’'é la necessita di eseguire un richiaraorpafforzare I'immunita gia acquisita,

mediante una dose dello stesso vaccino precedentemseguito (Figura 18).

Attualmente i vaccini in uso sono:

a) FSME-Immun ® (prodotto da Baxter, in Austria);

b) Encepur ® (prodotto da Novartis Vaccines, in Geriagan

c) EnceVir ® (prodotto da Scientific Production Assdmn Microgen, in Russia);

d) TBE vaccine Moscow ® (prodotto da Federal Stateefpmise of Chumakov
Institute of Poliomyelitis and Viral EncephalitigeRussian Academy of Medical
Sciences, in Russia).

Nell’Unione Europea i vaccini disponibili e appraivdalla European Medicines Agency
(EMA) sono FSME-Immun® ed Encepur®. In Italia ilocno piu utilizzato € FSME-

Immun®, denominato anche Ticovac, costituito daiwimattivato con formalina (ceppo
Neudoerfl, sottotipo europeo). LEncepur® vaccin@redotto a partire dal ceppo K23,
appartenente sempre al sottotipo europeo, e in @amnin Germania dal 1991. La
schedula vaccinale e simile a quella per il vaceustriaco.

| vaccini russi sono invece basati su ceppi appartt al sottotipo orientale: ovvero ceppo
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205 per EnceVir® e ceppo Sofjin per TBE vaccine ttog®. Per entrambi la schedula
prevede una seconda dose dopo 5-7 mesi ed unadigppa6-12 mesi e le dosi booster

vengono effettuate ogni 3 anni [Amicizia et al.12p

2 TICOVAC®
Schedula vaccinale di base
—  COcodibese — 1* booster Boosle:;.ieguenu

0 1-3 8-12 mesi Janni ogni
mesi dopo la seconds dopo la terza 5anni <60 anni di eté
vaccinazione vaccinazione SJanni 260 anni di eta

Schedula vaccinale “rapida”

|—— Cclodi base ——| 1° booster Bﬁnler;eguanti
{7}

0 i4 5-12 masi Janni ogni
giomo  dopo la seconda vaccinazione dopa |8 terza Sanni <60 anni di et
vaccinazione Janni 280 anni di et

W Balon

Trars 35 loperss 08

Figura 18. Rappresentazione grafica delle scheddeinali di base (o tradizionale) e rapida.

| vaccini sono da considerarsi sicuri ed efficam cina protezione del 98%; la prima dose
puo dare esclusivamente un imprinting al sistemaumitario, mentre la seconda aumenta
notevolmente il numero di anticorpi presenti. Tutia sono stati segnalati pochi casi di
infezione in cui si e verificato il fallimento defaccino. In questi soggetti (soprattutto
anziani) si € osservata una risposta anticorpabenala caratterizzata da assenza di IgM
ma presenza di IgG con fenomeni di mancata nezzeadione degli anticorpi. Questa tipo
di risposta potrebbe essere falsamente interpretatee un’immunita post-vaccinazione
[Andersson et al., 2010]. Le motivazioni di questaancanza di efficacia della

vaccinazione possono essere diverse: per prima mesaun vaccino garantisce una

copertura al 100%; puo ad esempio verificarsi umanesponsivita per I'antigene presente
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nel vaccino (non-responders); oppure si puo awepeidita di antigenicita e/o infettivita a
causa di uno stoccaggio inadeguato; o infine lpogta immunitaria potrebbe essere
insufficiente o inappropriata a causa di carenzandigeni per inadeguata esecuzione del

vaccino [Stiasny et al., 2009].

La vaccinazione e consigliata a tutte la categdiroggetti a rischio per motivi lavorativi
(esempio guardie forestali), turistico/ricreatigcout) e di residenza in cui potenzialmente
Si puo essere esposti al vettore. In uno studidaido in FVG ad esempio € emerso che la
sieroprevalenza nelle guardie forestali & delld/®[8eltrame et al., 2006]. Alla luce di

guanto detto, in questa regione la vaccinazionata sesa gratuita dal 2013.

L'aumento dei casi ha suscitato un notevole intsre=d € quindi emersa la necessita di
ampliare le conoscenze riguardo I'ecologid.dicinus e I'epidemiologia del TBE virus.
L'opera di prevenzione e controllo dell'infezioneessere condotta su piu piani:
v/ attivita di ricerca e raccolta dati per la defioizé e il monitoraggio del problema;
I'indagine su casi clinici;
v" monitoraggio dei vettori, presenza e determinazaeifa distribuzione geografica e
valutazione della densita vettoriale;
v" monitoraggio del virus nelle popolazioni di zecéhearee a rischio e promozione

delle attivita di sorveglianza su animali sentiaell

1.4. WEST NILE VIRUS

1.4.1. CLASSIFICAZIONE E LINEAGE DELWEST NILE VIRU S

Il West Nile virus (WNV) appartiene alla famiglialaviviridae, genere Flavivirus. E
compreso nel siero-complex del virus del’Encetalidiapponese (JEV) insieme ai virus
dell'encefalite di Murray Valley (MVEV) e dell’entalite di St. Louis (SLEV), Kunjin
virus (KUNV), Usutu virus (USUV), Rabensburg VirdRRABV), Koutango virus
(KOUV), Cacipacore virus (CPCV), Alfuy virus (ALF\® Yaounde virus (YAOV) virus
[Kuno et al., 1998; Pauli et al., 2013]. Questiviltlaus hanno un ciclo biologico che
comprende principalmente zanzare e uccelli ma ahgbmo ed altri mammiferi possono
essere infettati (Tabella 2). Fatta eccezione p®veist Nile, il Rabensburg e I'Usutu, i

virus di questo siero-complex non sono preseninnglia né in Europa.
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Virus Distribuzione Patologia nel’'uomo Anlmal! Reservoir \ettori
infettati
Japanese Asia sud orientale, : -
RN . . febbre, encefalite, maiali, . .
encephalitis Virug India, Giappone, meningite cavali maiali, uccelli zanzare
(JEV) Korea, Filippine 9
West Nile Virus . febbre, encefalite, ucce!l|, . . zanzare
Tutto il mondo . . mammiferi, uccelli
(WNV) meningoencefalite rettil (zecche)
Murray Yalley . febbre, encefalite, pecore, Uccelli
encephalitis Virug Australia meningoencefalite ucceli acquatici zanzare
(MVEV) 9 q
St. Louis USA, America
encephalitis Virug centrale e febbre, encefalite - uccelli zanzare|
(SLEV) meridionale
Africa, Austria,
Usutu Virus Ungheria, Europa| febbre, encefalite in . o .
. . . uccelli roditori, uccelli zanzare
(USuv) meridionale, immunocompromessi
Germania
Rabensburg Virus Austria/Cepubblica i i ) Janzare
(RABV) Ceca
Koutanga Virus Se;eegad’bﬁﬁga“a’ i i (roditori) Zanzare,
(KOuv) P . zecche
Centrafricana
AIZ:{;/\I;)US Australia febbre - uccelli zanzare
Yaounde Virus Cameroon, senegel, o
Repubblica - - (roditori) zanzare
(YAOUV) .
Centrafricana, Congo
Cacipacore Virus Brasile (febbre) (cavalli) uccelli -
(CPCV)

Tabella 2. Siero-complex del Japanese Enceph¥iitis, al quale appartiene il WNV [Pauli et al., 13).

I WNV dal punto di vista genetico € molto variahille analisi delle sequenze

nucleotidiche degli isolati hanno consentito diiciefe le relazioni filogenetiche con

conseguente raggruppamento dei ceppi in diversage (Figura 19):

e Lineage 1> suddiviso in almeno 3 classi:

- Classe A: ceppi provenienti dall’Europa, Afriddedio Oriente e America,

- Classe B: ceppi provenienti dall’Australia (Kumji

- Classe C: ceppi provenienti dall’india; per alicdene classificato come lineage 5.

» Lineage 2-> contiene il ceppo prototipo B 956 e altri cepmlagi nell’Africa

Subsahariana e in Madagascar, ma ha causato spwaepidemie anche

nell’Africa settentrionale. Recentemente i ceppiqliesto genotipo sono stati
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associati a epidemie negli uccelli e nelluomo rd&a meridionale e orientale;
dal 2004 e stato isolato anche in Indonesia;

e Lineage 3> comprende il ceppo virale isolato nella Repubbliezxa nel 1997, in
prossimita del confine con I'Austria (Rabensburg)zanzareCulex pipiensviene
appunto chiamato Rabensburg virus;

» Lineage 4> circola in Russia dal 1988 e include un isolatezéeche del Caucaso

(specieDermacentor marginatyse alcuni ceppi ottenuti da zanzare e rettili.

70- AF196835 (USA)
AYE60002 (Mexico)
100 Ap481864 (Israel)
DO118127 (Hungary)
AY2TE442 (Russia) Lineage la
F]766332 (Spain)
FU011992 (Mtaly)
CO851606 (Senegal)
e EU0R1%44 (Egypt)

100 AY274505 (Australia) | TR
4i Aneage
| 100 GOES1603 (Australia) | ;

50 DQ256376 (India} | Lineage 5/1c
HM 147822 (South Africa)

AY 688948 (Istael)

HM 147823 (Madagascar)
EF429200 (South Africa) Lineage 2
o4 HM147824 (D.R.Congo)
HQ537483 (Greece)

100
71 L0ty

2 Too b TNBS8070 (Italy)
AY765264 (Czech Republic) | Lineage3
AY27735] {Russia) i
100 F[15913%0 ( Russia) | Hoeaged
EU082200 (Koutango virus, Senegal) .
_| MNC006551 { Usutu virus, Austria)

oS

Figura 19. Principali lineage del WNV [Chancey ket 2015].

| lineage 1 e 2 sembrano coinvolgere maggiormentamo e i cavalli, mentre i virus
appartenenti ai lineage 3 e 4 sembrano interessemeo l'uomo. | lineage 3 e 4,
caratterizzati da scarsa patogenicita, sono statiritti recentemente e presentano notevoli
differenze genetiche con i ceppi dei lineage 1 elL@. analisi filogenetiche hanno
dimostrato che il lineage 1A ha avuto origine mdllica subsahariana o settentrionale;

questo clade € emerso all'inizio del Ventesimo ke si € poi diffuso tra gli anni
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Settanta-Ottanta anche in Europa principalmentepada di uccelli migratori. Negli anni
Novanta un ceppo appartenente a questo genotipmparso in Marocco e nell’Europa
dell’Est, dove il virus e diventato endemico, cawka piccoli focolai di infezione. Nel
1999 si e poi propagato, probabilmente dal Mediegfino in America del Nord, da dove
si e successivamente diffuso anche nell Americaneatdiventando cosi un problema di
sanita pubblica globale. Tra i ceppi del lineagediamo oltre a quelli africani, molti
ceppi europei isolati soprattutto negli ultimi anihivirus isolato dagli uccelli trovati morti
in Ungheria nel 2004 appartiene a questo lineageostrando la diffusione al di fuori
dell’Africa e la potenzialita di divenire virulentoei vertebrati. A partire da allora sono
stati isolati ceppi appartenenti al lineage 2 wedsi stati europei, Italia inclusa [Barzon et
al., 2013a; Donadieu et al. 2013; Sambri et all32@hancey et al., 2015]. Le analisi
filogenetiche effettuate utilizzando una sequenzeleotidica del gene codificante per la
proteina E dei virus isolati in Italia nel 1998 el 2008 hanno permesso di rilevare un
elevato grado di omologia (98.8%) tra i due virhe,ca loro volta, sono risultati simili a
quelli circolanti da circa un decennio nel bacingl dediterraneo ed in alcuni paesi

africani ed entrambi ascrivibili al Lineage 1 [Sa\et al., 2008].

1.4.2. REPLICAZIONE, PATOGENESI E MANIFESTAZIONI CL INICHE

Il virus entra nelle cellule tramite endocitosi natd da recettore ( DC-SIGN, recettore del
mannosio, diversi glicosamminoglicani); a seguitoud cambio conformazionale della
proteina E, avviene la fusione tra le membranevioles e del’endosoma; il nucleocapside
virale viene poi rilasciato nel citoplasma. Il \srureplica a livello del reticolo
endoplasmatico generando I'RNA a polarita negathefunge da stampo per la sintesi del
filamento positivo definitivo. Il genoma viene qdinimpacchettato all'interno della
progenie virale oppure utilizzato per la sintespditeine virali. Il virione immaturo viene
trasportato attraverso il network trans-Golgi; gw® della trasformazione di prM in
proteina M avviene la maturazione del virione chsume quindi le capacita infettive e
viene rilasciato per esocitosi (Figura 20) [Sametehl., 2006; Colpitts et al., 2012; De
Filette et al., 2012].
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Figura 20. Ciclo vitale del WNV [De Filette et d012].

Nelluomo, dopo la puntura del vettore, il virusfatia i cheratinociti e le cellule di

Langerhans, migrando poi verso i linfonodi regiodave inizia la replicazione. Il virus si

diffonde attraverso il torrente circolatorio armgo a diversi organi, come rene e milza,

dove avviene una seconda replicazione. A seconldgedetipo e del livello e della durata

della viremia, il WNV puo oltrepassare la barriematoencefalica causando meningo-

encefalite (Figura 21).
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Figura 21. Patogenesi dell'infezione da WNV [Petarst al., 2013].
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Sembra che la glicoproteina E, in particolare indtwo Ill, che costituisce il sito di legame
del recettore, sia implicata nella neuroinvasiwdi& virus. Alcuni studi dimostrano tre
distinte vie per il raggiungimento del sistema sk centrale:
1. attraversamento della barriera ematoencefalicaanézlieucociti infetti;
2. attraversamento diretto della barriera ematoericafed seguito di compromissione
della sua integrita e infezione delle cellule eedali dell’encefalo;
3. ingresso attraverso il trasporto assonale retragradseguito dell'infezione del
sistema nervoso periferico.
Di queste tre ipotesi le prime due sono le piu suiape [Beasley et al., 2002; Lim et al.,
2011; Donadieu et al., 2013].

Il periodo di incubazione dal momento della puntdefia zanzara varia fra 2 e 14 giorni,
ma puo essere anche di 21 giorni nei soggetti eficitda carico del sistema immunitario.

La maggior parte delle persone infettate non spidupegni clinici (Figura 22). Circa il 20-

30% dei soggetti infettati sviluppa sintomi simmHuenzali, quali febbre, mal di testa,

nausea, vomito, tremore, linfonodi ingrossati, bfogutanei. Questo quadro clinico, che
prende il nome di West Nile fever (WNF) o West Nidsease (WND), dura in genere

pochi giorni, in rari casi qualche settimana. It@mi possono variare molto a seconda
dell'eta della persona: nei bambini e piu frequemte febbre leggera, nei giovani la
sintomatologia € caratterizzata da febbre mediaenalid, arrossamento degli occhi, mal di
testa e dolori muscolari; negli anziani e nellespee debilitate, invece, la sintomatologia
puo essere piu grave e risultare fatale. Un’infegida WNV in gravidanza pu0 causare
aborto, meningite congenita e disturbi legati ab@scita. | sintomi piu gravi si presentano
in media in meno dell'l% delle persone infette €tspna su 150), manifestandosi come
malattia neuro-invasiva (West Nile Neurological &se, WNND) che puo generare
encefalite, meningo-encefalite, poliomielite (pemiaflaccida). Il rischio di contrarre la

forma neurologica aumenta all’aumentare dell’etgprattutto nei soggetti di eta superiore
ai 60 anni, e negli immunocompromessi. Le sequeleraiogiche possono durare per
periodi lunghi nel 50% dei casi e spesso possoserepermanenti. Il tasso di mortalita
nei casi ospedalizzati di encefalite & del 10% exbreéelato all’eta, alla compromissione
del sistema immunitario e a particolari malattieneoil diabete mellito [Campbell et al.,

2002; Samuel et al., 2006; Lim et al., 2011; Sarebsl., 2013]. Dati recenti indicano una
correlazione tra infezione neuroinvasiva da WNWiguppo di malattia cronica renale, ma

non € ancora chiara la relazione causa-effettogiNet al., 2012].
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Infezione da WNV nell’'uomo: “lceberg”

H _
1 caso di infezione del SNC
ogni ~150 casi di infezione

~20%
“Febbre West Nile” *

~80%
Infezione asintomatica

Figura 22. Rappresentazione ad iceberg dell'infezida WNV nell’'uomo.

1.4.3. DIAGNOSI E TERAPIA

L'infezione da WNV, generalmente presenta una siatiologia sovrapponibile ad altre
sindromi neurologiche, ma si possono anche avéegioni inapparenti. Per questi motivi,

i criteri diagnostici devono includere una combioae di valutazioni cliniche e di prove
di laboratorio. La conferma di WND puo0 essere fditettamente, rilevando la presenza
del virus nel sangue o negli organi bersaglio, direitamente, attraverso la ricerca di
anticorpi specifici.

Nella prima fase della malattia la diagnosi puoepsseffettuata attraverso la ricerca
del’RNA virale su sangue intero, liquido cerebrosfe e urine o mediante isolamento
virale in colture cellulari o dimostrando la rispsmmunitaria specifica contro il WNV.
L'identificazione del genoma virale mediante tetwianolecolari € pero complicata dal
fatto che la viremia e piuttosto breve o assenenda insorgono i sintomi e il titolo del
virus e basso. Con la comparsa degli anticorpi @arigsolamento virale risulta piuttosto
complesso; a rendere difficile la diagnosi vi samzhe le reazione di cross-reattivita con
altri Flavivirus, che richiedono la conferma costtdi neutralizzazione, e la persistenza
delle IgM per diversi mesi dopo l'infezione. La faeedurata della viremia e la bassa carica

del virus rappresentano un problema anche perckrca del WNV mediante test di
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amplificazione di acidi nucleici (NAAT) in sangueoegani dei donatori: sono stati infatti
documentati casi in cui si € avuta la trasmissielesirus attraverso donazioni di organi in
soggetti che erano risultati negativi alle anatisiecolari [Barzon et al., 2013b].

Gli anticorpi di classe IgM sono determinati a partial secondo giorno dalla comparsa
dei primi sintomi, attraverso test sierologici (B4 o immunofluorescenza) effettuati su
siero e, dove indicato, su liquido cerebrospinglaesti anticorpi possono persistere per
periodi anche molto lunghi nei soggetti malati ¢fia un anno), pertanto la positivita a
questi test puo indicare anche un’infezione presgre$alvolta i campioni raccolti entro 8
giorni dall'insorgenza dei sintomi potrebbero riaué negativi, pertanto e consigliabile
ripetere a distanza di tempo il test prima di edeta la malattia. Gli anticorpi di classe
IgG sono determinabili invece 2 giorni dopo la canga delle IgM. La differenziazione tra
infezioni acute e quelle passate avviene con tldeavidita delle 1gG: l'identificazione di
anticorpi IgG a bassa avidita prova un’infezionemaria o acuta, mentre quella ad alta
avidita indica un’infezione passata o una riattivae dell'infezione da WNV. Poiché le
specie appartenenti ai Flavivirus sono correladdro, sono possibili cross-reazioni e di
conseguenza si consiglia di titolare e analizzar@mpioni positivi anche per le IgM/IgG
specifiche per tutti Flavivirus; il confronto detalo permette di confermare o meno |l
risultato iniziale [Levett et al., 2005].

Diagnosi differenziale

| sintomi sono simili a quelli causati da altri w&r come TBEV, JEV o MVEV o altri
Arbovirus o da batteri che causano meningiti adrgiimpido (Toxoplasma, trichine,
leptospire, Borrelia, Rickettsie, infezioni tubderd e da Candida spp.). La diagnosi
differenziale € necessaria quando un paziente mee$ebbre improvvisa, encefalite o forte

cafalea o meningite [Rossi et al., 2010].

Terapia

Non esiste una terapia specifica per il West Nileisy Nella maggior parte dei casi, i
sintomi scompaiono da soli dopo qualche giorno €spno protrarsi per qualche settimana.
Nei casi piu gravi & invece necessario il ricovéno ospedale, dove i trattamenti

somministrati comprendono fluidi intravenosi e liesgone assistita.

1.4.4. EPIDEMIOLOGIA DEL WEST NILE VIRUS
Il West Nile virus e tra gli Arbovirus maggiormerdestribuiti nel mondo essendo presente
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in tutti i continenti ad eccezione dell’AntartidBigura 23); € diffuso non solo nelle aree

tropicali ma anche nelle zone a clima moderato.

Cenni storici e distribuzione geografica

I WNV é stato isolato per la prima volta nel 1987Uganda, nel distretto West Nile (da
cui prende il nome), in un campione di sangue dppante ad una donna che presentava
febbre di natura sconosciuta accompagnata da pnolleurologici. Nel 1950 il virus e
stato isolato da uomini, zanzare e uccelli in Bgittove é diffuso endemicamente, con
sintomatologia lieve e aspecifica. Nel 1957 in é#gail virus fu responsabile di una
dozzina di casi di encefalite nelluomo, mentreiadisencefalite negli equini furono
osservati per la prima volta nel 1960 in Egittsné=rancia. In un’epidemia scoppiata nel
1974 in Sudafrica il numero dei casi € stato stimatcirca 18 mila, senza morti. Dagli
anni Novanta sono stati segnalati diversi focotdilvacino del Mediterraneo e, dal 1999,
soprattutto in America. Nel 1996 in Romania il wiNVest Nile fu responsabile di oltre 350
casi umani di cui 20 mortali. Altri focolai umarorso stati segnalati nella Repubblica Ceca
nel 1997 (5 casi), in Russia nel 1999 (826 pazigotiverati, 183 casi confermati e 40
morti) e in Francia nel 2003 (7 casi).

Nel 1999 WNV e stato isolato in Nord America davtdrovati morti; prima di allora il
virus non era mai stato evidenziato nellemisfeotcidentale. Dal 2000 la diffusione in
America € drammaticamente aumentata con numeresidc@ncefalite e meningite, con
elevata letalita. Negli anni successivi il virugdiiffuso da costa a costa interessando sia il
confine canadese che quello messicano e causamderosi casi di encefalite nell’'uomo.
Nel 2002 e stato rilevato un nuovo genotipo chantdopo ha causato I'epidemia piu
grande di WND osservata nelluomo (quasi 10 milsi e&certati, dei quali 262 mortali).
Dal 2003 e considerato endemico nel Nord America gatesente in Canada, Messico,
Porto Rico, Repubblica dominicana, Giamaica, Guamale El Salvador. Non si € mai
capito come il virus abbia raggiunto il territormmericano ma analisi filogenetiche
dimostrano che il ceppo isolato a New York nel 199¥%99) risulta molto simile a quelli
isolati in Israele. La diffusione del WNV negli 8tbniti ha dimostrato che gli Arbovirus
sono in grado di insediarsi in una nuova area,amdo vettori efficienti e vertebrati
suscettibili in cui replicarsi riescono a generareciclo di trasmissione e meccanismi di
mantenimento virale [Lanciotti et al., 1999; Giladial., 2001; Campbell et al., 2002].

Dal 1958, oltre alla determinazione degli anticatpetti contro il WNV nel siero di due

albanesi, si sono verificati diversi casi in Europaeridionale e orientale e
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contemporaneamente in Europa centrale e occidetit@lemo caso e stato segnalato nel
sud della Francia (Camargue) nel 1962 in un cayvafloquesta zona il virus & poi
ricomparso nel 2000 e si sono sussegquiti tre foablanfezione nel 2003, 2004 e 2006
[Murgue et al., 2001]. Tra gli anni '60-'80 il WN¥ stato isolato da zanzare, uccelli e
mammiferi in diversi paesi dell’Europa (Spagna,t&gallo, Romania, Repubblica Ceca,
Slovacchia, Polonia, Russia), ma non si sono ‘etificasi umani fino 1985 quando il
virus ha fatto la sua comparsa in Ucraina. Suceasgnte si sono verificate due principali
epidemie in Romania nel 1996 (835 casi e 17 merir) Russia nel 1999 (826 casi e 40
morti) [Cernescu et al., 2000; Platonov et al.,800al 2003 WNV si é diffuso anche in
Ungheria e nel 2007 il virus é stato isolato ira@pa ed in Grecia. Nel 2008 la presenza
del WNV e stata segnalata anche in Austria, doveuk e stato isolato in uccelli selvatici,
mentre in Ungheria e Romania sono stati segnadaii mell’'uomo [Zehender et al, 2011;
Bakonyi et al, 2013; Engler et al, 2013]. Nei pasedi Bacino del Mediterraneo dagli anni
'90 il numero delle epidemie e la gravita dellat@matologia hanno registrato un costante
aumento. Tra il 2010 e il 2013 numerosi casi unsano stati segnalati in Austria, Bosnia e
Herzegovina, Croazia, Grecia, Kosovo, Italia, Moegro, Serbia, Spagna, Russia,
Ucraina ed Ungheria. Si e poi confermata la presemel virus anche in Portogallo,
Repubblica Ceca e Turchia.

Figura 23. Distribuzione globale del WNV: in rossmo indicate le aree in cui sono stati segnatzsi o le
sieropositivita nell'uomo; in blu i casi e le sipasitivita su animali e vettori; in grigio le ardeve non vi
sono riportati dati o positivitd; le linee neredamziano le aree in cui si trovano principalmentetiori; i

numeri cerchiati rappresentano i Lineage piu fre¢jue quella zona [Chancey et al., 2015].
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Dati i recenti focolai, € stato ipotizzato che ispibili turbamenti dell’ecosistema
dell’Europa meridionale dovuti ai cambiamenti clirag hanno favorito la diffusione del
WNV nelle aree in cui € nota la presenza di veitompetenti [Di Sabatino et al., 2014,
Chancey et al., 2015].

In ltalia, dal 1998 ad oggi sono stati segnald@lai epidemici. Il primo si e verificato
in Toscana (Palude di Fucecchio) dove ha causatadi4linici in cavalli, di cui 6 mortali.
Nel corso dell'epidemia, pur in assenza di malattiaclamata, vennero rilevate positivita
anticorpali in persone che condividevano con i Baitaischio delle punture di zanzara
[Cantile et al., 2000; Autorino et al., 2002].

A distanza di 10 anni dalla prima notifica, nelbsgo 2008 il virus ha fatto la sua
ricomparsa in Italia nell’area del delta del Pderassando i territori delle province di
Ferrara, Bologna, Modena, Rovigo, Padova e Mantoma,casi confermati di infezione in
cavalli e volatili. Successivamente sono stati a&gntre casi umani di malattia di West
Nile (WND): uno in provincia di Bologna e due inopincia di Ferrara. Nello stesso anno
si sono verificati per la prima volta casi di matneuro-invasiva di West Nile (WNND)
nell’'uomo in alcune province dellEmilia Romagnde Veneto.

Nel 2009 si sono verificati 16 casi di WNND (il dop rispetto alllanno precedente)
nel’'uomo nelle regioni Emilia Romagna (8 casi)n&® (6 casi) e Lombardia (2 casi)
[Mancini et al., 2008; Barzon et al., 2009; Riztale, 2009; Busani et al., 2011].

Nel 2010 si sono riportati focolai di infezione leeprovince di Trapani, Campobasso,
Bologna e Venezia (cavalli), di Modena (ghianddi)Rovigo, Modena e Venezia (zanzare)
e in Veneto (uomo).

Nel 2011 la presenza del virus e stata confernmatdeneto e ha fatto la sua comparsa in
Sicilia.

Durante il 2012 sono stati segnalati 28 casi condégirdi malattia neuro invasiva da WNV
(WNND) in Basilicata, Friuli Venezia Giulia, Sardegy e Veneto. Sono risultati positivi
allo screening 14 donatori di sangue asintomatici.

Nel 2013 sono stati confermati 40 casi (ultimo caseettembre) in Emilia-Romagna,
Lombardia, Puglia e Veneto. Tra i donatori asintbenaono state trovate 12 positivita.

Per il 2014 i casi confermati sono stati 21 in EarRomagna, Lombardia e Veneto.

Nel 2015 infine sono stati segnalati 35 casi canédr di malattia neuro-invasiva da West
Nile Virus (Emilia-Romagna, Lombardia e Veneto) @ dasi confermati di febbre con

infezione da WNV (8 in Emilia-Romagna e 2 in Lomdtia). Inoltre sono risultati positivi
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allo screening 13 donatori di sangue: 6 in Emilafagna, 7 in Lombardia [Di Sabatino et
al., 2014; Reparto di Epidemiologia delle Malataéettive, CNESPS - Istituto Superiore

di Sanitahttp://www.epicentro.iss.it/problemi/westNile/wedNasp European Centre for

Disease Prevention and Contrdhttp://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/west nilerfev

/West-Nile-fever maps/pages/index.aspx

Vettori e ospiti del West Nile virus

Una delle peculiarita di questo Flavivirus e lagbgita di essere trasmesso da differenti
generi e specie di zanzare. Le specie di zanzdle giaali il WNV é stato isolato sono
almeno 65; la maggior parte appartiene al ge@edex,in particolareCulex pipiens, Cx.
quinquefasciatus, Cx. tarsalis, Cx. univittatus, @xtennatus e Cx. modestudn Europa
Cx. pipiensé considerato il principale vettore, e probabilteeta specie coinvolta
nell’epidemia toscana del 1998, mentre in Ameraralsra esser€x tarsalis.Diversi studi
hanno riportato che anche le zanzare del gehedespossono essere coinvolte nel ciclo di
trasmissione del West Nile virus [Colpitts et AD12; Petersen et al., 2013].

I WNV puo infettare una grande varieta di spe@b/atiche e domestiche di uccelli e di
mammiferi, ma anche anfibi e rettili [Klenk et &003; Klenk et al., 2004]. Tuttavia tra i
vertebrati i principali ospiti reservoir ed ampgitori del WNV sono gli uccelli poiché
sviluppano elevati e persistenti livelli di viremie specie maggiormente colpite sono
gazze, corvi, ghiandaie, passeri, fringuelli e métha delle ipotesi che spiegherebbe il
verificarsi di sporadici focolai di WNV in Europanche in aree distanti tra di loro, € la
presenza di uccelli migratori. Durante lo svernatmem Africa, gli uccelli possono
infettarsi e, con la migrazione primaverile nei mdisaprile-maggio, trasportare il virus
verso Nord in Europa. Il virus, nel giro di 2-3 mescosi trasmesso agli uccelli di specie
stanziali (ospiti amplificatori) grazie alla pregandella popolazione autoctona di vettori.
Una volta stabilitosi il ciclo endemico e di amé#zione tra la popolazione di uccelli
selvatici e di vettori, I'infezione pud accidentame trasmettersi attraverso la puntura
delle zanzare anche a mammiferi presenti nell@atasea geografica, incluso 'uomo ed |l
cavallo, dove l'infezione si rende clinicamente mfesta. Linteressamento, quindi, delle
specie di mammiferi avviene tardivamente nel calsita stagione epidemica, e cid spiega
il motivo per cui in Europa i focolai clinici di W si evidenziano tra luglio e settembre.
Gli equidi e 'uomo sono ospiti terminali dell'ird®ne o a fondo cieco epidemiologico in
quanto non sviluppano una viremia tale da infettaneettori e contribuire cosi alla

prosecuzione del ciclo di trasmissione [Bowen gt24107].
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La sintomatologia clinica riconducibile a WNV, @tche nelluomo come gia descritto, e
riscontrabile anche negli equidi e negli uccellittavia, generalmente, la maggior parte
delle infezioni decorre in modo asintomatico. Negicelli le lesioni piu importanti sono
caratterizzate da meningoencefalite con uno smccainvolgimento delle cellule del
Purkinje del cervelletto, emorragie a carico deltefalo, splenomegalia, miocardite e
coinvolgimento epatico e renale. Nei cavalli nomsgresenti lesioni macroscopiche a
carico degli organi, le lesioni sono visibili sola livello microscopico e sono
esclusivamente a carico del sistema nervoso cenfiPaluli et al., 2013; Chancey et al.,
2015].

Trasmissione virale

Il ciclo di trasmissione di WNV coinvolge artropogiiettori) e vertebrati (ospiti). La
trasmissione nei vettori pud avvenire sia per w@govarica che transtadiale. Luomo e
coinvolto dall'infezione solo accidentalmente. IINV & mantenuto in natura da due
diversi cicli:

- ciclo primario o ciclo endemic@revede la trasmissione zanzara-uccello-zanzssn

avviene attraverso il continuo passaggio tra ioregmatofagi e gli uccelli (reservoir di

infezione o ospiti amplificatori). I WNV, quindiyna volta ingerito, € in grado di
diffondere nell'organismo della zanzara, dove sitiplica localizzandosi a livello delle

ghiandole salivari per poi essere trasmesso alt®sgrtebrato. Il periodo di tempo che
intercorre dall'assunzione del virus sino alla $o@alizzazione nelle ghiandole salivari
viene definito periodo di incubazione estrinsedae dura circa 10-14 giorni. Questo
periodo identifica il tempo che trascorre tra ilsfgainfettante e il momento in cui la
zanzara e di nuovo in grado di trasmettere il vallisspite vertebrato.

- ciclo secondario o ciclo epidemicgi manifesta quando, a causa di particolari coadi

ecologiche, ospiti accidentali, come il cavallowwimo, entrano nel ciclo di trasmissione.
In questo caso gli artropodi vengono chiamati vetpmnte. | mammiferi infettati si
comportano come ospiti accidentali a fondo ciecguanto la viremia non presenta un
titolo tale da poter infettare nuovamente un vettmmpetente. Gli animali possono inoltre
infettarsi nutrendosi con prede infette [Campbedle 2002; Colpitts et al., 2012].

Le zanzare cessano la loro attivita durante i nfresidi; tuttavia e stata dimostrata la
capacita del virus di sopravvivere, durante quesdodo, nelle zanzare infette che
superano l'inverno in luoghi chiusi [Petersen et2013].

In Europa il ciclo di trasmissione del WNV pud esseonfinato in due principali
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ecosistemi: rurale o selvatico che si instaurarosgimita delle zone umido-paludose tra
uccelli selvatici e zanzare ornitofile, e sinantoopurbano che si instaura tra uccelli
sinantropici o domestici e zanzare, che possonetteffre il pasto di sangue sia sugli

uccelli che sull'uomo (Figura 24).

Transfusion and
transplantation

Vertical
transmission

=
A ¥ »

N

Enzootic
Cycle

Fecal-oral
transmission

Figura 24. Cicli di trasmissione del WNV [Chancék, 2015].

E importante sottolineare che il virus non si traeda persona a persona, né da cavallo a
persona a causa dei bassi livelli di viremia. Aftredalita di infezione, che non prevedono

il coinvolgimento diretto del vettore, anche se tmgbiu rare, sono trapianti di organi,
trasfusioni di sangue, allattamento al seno ealentissione madre-feto in gravidanza. Sono
documentati anche casi di infezione dovuti ad iewtdin laboratori attraverso ferite aperte
che sono venute in contatto con tessuti cerebnfiti o tramite placenta [Campbell et al.,
2002; Zhang et al., 2009; Pauli et al., 2013; Reteet al., 2013].

Prevenzione e sorveglianza

Attualmente non ci sono vaccini approvati per I'mnma ne esistono tre per cavalli:
immunizzazione con WNYV inattivato con formalina @/&lile-Innovator®), vaccino con

virus ucciso (Vetera® WNV vaccine) e vaccino ricanante (Recombitek® Equine West

Nile Virus Vaccine) [De Filette et al., 2012]. $asno studiando delle alternative anche per
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'uomo: diversi vaccini sono stati testati in stymte-clinici e ad oggi ci sono stati 8 studi
clinici, con risultati promettenti in termini di @irezza ed induzione dell'immunita
[Amanna et al, 2014]. Tuttavia per il momento l@&y@nzione consiste soprattutto nel
ridurre I'esposizione alle punture di zanzare [Chelpet al.,, 2002; Pauli et al., 2013].
L'eradicazione del WNV e impossibile a causa delacbiologico uccello-zanzara che lo
mantiene in natura, ma la formazione delle pergoampagna di prevenzione), le misure
individuali precauzionali e la protezione direttantro i morsi degli insetti (pantaloni

lunghi, zanzariere, repellenti, pesticidi, rimozodi acque stagnanti) sono contributi

essenziali per le misure di profilassi dirette coé infezioni da WNV.

A seguito dei casi riportati, i sistemi di sorvegiza sia umana che animale sono stati
implementati. Tutti i casi sospetti di meningoemdigd vengono analizzati mediante
indagini sierologiche e molecolari; per quanto agla gli animali si sono attivati sistemi
di sorveglianza su cavalli, uccelli selvatici e zare. In Emilia-Romagna ad esempio, nella
stagione 2009, 9 casi sono risultati positivi sus@8pettati con sintomatologia neurologica
(3 morti), 26 casi su 46 cavalli sono stati confatine 44 di 1218 uccelli analizzati sono
risultati positivi per il genoma virale. La sorvigiza entomologica e il programma di
sorveglianza veterinario hanno mostrato la presdnpasitivita circa 2-3 settimane prima
dell'insorgenza del primo caso neurologico umanache la sorveglianza passiva sui
cavalli si & dimostrata uno strumento utile e peecper I'identificazione dell’attivita del
WNV sui cavalli (la siero-conversione e risultatal d3%) ma sembra essere meno
sensibile in quanto dal 2009 é stato proposto tangivo programma di vaccinazione per
cavalli [Angelini et al., 2010]. Negli anni successBellini e collaboratori hanno condotto
uno studio in cui venivano illustrati risultati shefacenti ottenuti dalla successiva
implementazione dei sistemi di sorveglianza siaianthle (zanzare e uccelli) che umana
per aumentare la conoscenza sulla circolazioneVdldV e ridurre la possibilita di
trasmettere l'infezione tramite trasfusioni di sa@g donazioni di organi e tessuti [Bellini
et al., 2014].

| donatori asintomatici che presentano viremia seeaza di anticorpi specifici contro |l
WNYV sono da considerare infetti e hanno un altchiis di trasmettere l'infezione; per tale
motivo tutti i campioni devono essere testati pseclwedere la presenza del virus. Ogni
anno, durante la stagione estivo-autunnale, venfionde dal Ministero della Salute delle
indicazioni per la sorveglianza e la prevenziondkadeasmissione trasfusionale del WNV

[http://www.centronazionalesanque.it/notizie/wes$gvirus-stagione-2015
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In particolare si raccomanda di sospendere le doniazli sangue ed emocomponenti
temporaneamente (28 giorni) se il soggetto ha soggio anche solo per una notte in un
luogo in cui si € confermata la presenza del vingl'area occidentale della Sardegna,
nella pianura padana e in alcune aree del Friule¥Y® Giulia). La stessa profilassi viene
adoperata per soggetti che hanno soggiornato iad@arStati Uniti e alcuni Paesi dell’'Ue
(Romania, Israele, Austria, Serbia, Ungheria, Ry@ito). L'elenco completo dei luoghi
considerati a rischio di contrarre I'infezione \éetenuto aggiornato e si puo consultare nel

sito sopra citato.

1.5. DENGUE VIRUS

1.5.1. CLASSIFICAZIONE E SIEROTIPI DEL DENGUE VIRUS

Il Dengue virus € un virus a RNA appartenente #haiglia delle Flaviviridae, genere
Flavivirus [Kuno et al., 1998]. Grazie ai test ddutralizzazione, sono stati individuati
quattro diversi sierotipi, DENV-1, DENV-2, DENV-3 RENV-4, ciascuno dei quali puo
essere ugualmente causa della malattia.

Si ritiene che l'infezione con un sierotipo conéea un’immunita a vita per il sierotipo in
questione, ma solo a breve termine nei confrorgiidstri. L'ulteriore infezione con un
altro sierotipo comporta un aumento del rischiccainplicanze gravi. La forma severa
della malattia in caso di infezione secondaria @veiin particolar modo per gli individui
esposti a DENV-1 che contraggano l'infezione da ENo DENV-3, oppure in persone
esposte prima a DENV-3 e poi a DENV-2 [Guzman e2&l10].

Recentemente e stato identificato un quinto sigpo(DENV-5), isolato da una persona
affetta da Dengue in Malesia. Si tratta di un vigeneticamente divergente dagli altri
sierotipi e la risposta anticorpale € ben distibgeida quella nei confronti di DENV-4. |

dati perd non sono ancora stati pubblicati

1.5.2. GENOMA

Il genoma del virus contiene 11 mila paia di basodifica per tre proteine strutturali che
formano il virione (C, prM, E) e sette diverse giaoe non strutturali necessarie per la
replicazione virale (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,48S NS5) [Gubler et al., 1998].

NS1 e una proteina altamente conservata e fort@memhunogenica: stimola infatti gli
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anticorpi con attivita di fissazione del complenzent

1.5.3. PATOGENESI E MANIFESTAZIONI CLINICHE
La virulenza e la diffusione dell'infezione da Demegvirus dipendono dalla risposta
dell'ospite, dai diversi sierotipi e dalle condiaiofavorevoli che permettono la
replicazione virale nei vettori [Gurugama et a01@]. Quando la zanzara infetta punge un
essere umano, il virus penetra la cute insiemesalisga dell’insetto. Una volta all’interno
dell’organismo, si lega ai leucociti e si riprodwaddoro interno. In particolare il virus lega
le cellule di Langerhans, entrandovi tramite entbstimediata dall'interazione tra proteine
virali e specifiche proteine di membrana della wdall(lectina DC-SIGN, CLEC5A e
recettore per il mannosio). Il leucocita si spaseso il linfonodo piu vicino, mentre al suo
interno il virus replica, in vescicole legate aticelo endoplasmatico, dove il genoma
virale viene copiato e vengono prodotte le proteiimali. Il virione immaturo si sposta
dunque all'apparato di Golgi dove avviene la matimae definitiva grazie alla
glicosilazione delle proteine virali ed esce daldkdlula mediante esocitosi. Oltre alle
cellule di Langerhans, vengono infettati anche neihe macrofagi.
I leucociti infetti rispondono con la produzione rimerosi fattori, tra cui I'interferone,
responsabili della maggior parte delle manifestaizatiniche, quali febbre, dolore e altri
sintomi simil-influenzali. La produzione di interme aumenta il livello di difesa da
infezioni virali, favorendo la produzione di prateidel sistema di trasduzione mediato da
JAK; alcuni sierotipi di Dengue virus sembrano aver capacita di inibire questo segnale.
La produzione di interferone attiva anche la praolue di anticorpi diretti contro antigeni
virali, che mediano l'attivazione dei linfociti Tontro le cellule infette. Gli anticorpi
permettono I'opsonizzazione e la conseguente faggala parte di cellule specializzate;
alcuni di essi pero, non legando completamentdid¢jane, trasportano il virus lontano dai
lisosomi del fagocita, in modo che esso non si&rudit® ma possa, bensi, continuare a
replicare [Martina et al., 2009].
Nelle infezioni gravi la replicazione virale € nmlaumentata, avviene anche in organi
quali il fegato e il midollo osseo e causa il pgsga di liquidi dal torrente circolatorio alle
cavita corporee, attraverso I'endotelio dei pica@si sanguigni [Varatharaj et al., 2010].
Cio causa una riduzione del sangue circolante mfseguente riduzione della pressione
arteriosa, che puo portare a uno stato di shockolpmico. D’altro canto la replicazione
virale a livello del midollo osseo causa una digfane dell’emopoiesi, cui consegue la
piastrinopenia responsabile delle emorragie tipidakka Dengue. La morte delle cellule
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infette a livello di questi organi puo portare a grande rilascio di citochine e fattori
fibrinolitici, che peggiorano il quadro emorragieofavoriscono ulteriormente il danno
endoteliale [Martina et al., 2009]. Non e del tuttuaro perché un’infezione secondaria
dovuta a un diverso sierotipo porti a svilupparerigchio sensibilmente aumentato di
forma grave della malattia. Lipotesi maggiormeabtadivisa si basa su un potenziamento
mediato da anticorpi che si suppone possa essesatoadallo scarso legame di anticorpi
non neutralizzanti e un direzionamento dei virigeiso il compartimento cellulare errato
nei globuli bianchi che hanno fagocitato il virusr permetterne la distruzione [Guzman et
al., 2010]. Si ritiene tuttavia che questo possaesgsere I'unico meccanismo patogenetico
delle formi gravi di Dengue; altri possibili fattothe potrebbero avere un ruolo sono i
linfociti T, alcune citochine e proteine del sistenel complemento [Martina et al., 2009].
In alcuni pazienti la malattia progredisce in unasef critica, successiva alla
normalizzazione della temperatura corporea, che dypicamente uno o due giorni.
Durante questa fase si puo presentare un accumuliguiti nel torace (versamento
pleurico) e nel’addome (ascite) in conseguenzdadehento della permeabilita dei
capillari. Questo pud generare una condizione avaopemia e di scarsa perfusione degli
organi vitali, spesso associata a disfunzione acgaad emorragie, in particolar modo
digestive. La condizione di shock o di febbre emgica si manifesta in meno del 5% dei
pazienti e sono in particolar modo quelli infetiaia seconda volta da un diverso sierotipo

del Dengue virus a essere a rischio.

Il periodo di incubazione dura tra 3-14 giorni, enaolitamente compreso tra i 4-7 giorni; €
possibile quindi escludere la presenza della nialait pazienti che manifestino sintomi

oltre due settimane dopo il ritorno da un soggiamon’area endemica.

Tipicamente i soggetti infettati da DENV sono asimétici nell’80% dei casi (Figura 25);

nella restante percentuale presentano manifestadiniche leggere, quali febbre (spesso
superiore ai 40°C), cefalea, dolori attorno e dietgli occhi, forti dolori muscolari e alle

articolazioni, nausea e vomito, oltre al carattexs esantema cutaneo che inizia
tipicamente durante il 1° o 2° giorno (Figura 2@uesta forma di infezione dura

solitamente tra i 2 e i 7 giorni ed & conosciutmedengue fever (DF).

In una piccola percentuale dei casi si sviluppa fanaa di febbre emorragica (Dengue
hemorrhagic fever, DHF), con trombocitopenia, emagie e perdita di liquidi, che puo

evolvere in shock circolatorio e morte (Dengue &heyndrome, DSS). La forma

emorragica viene suddivisa dalla WHO (World Hedlitganization) in quattro gradi di
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gravita:

- grado I: ecchimosi e positivita alla prova del lada un paziente con febbre;

- grado Il: emorragia spontanea a carico di cutéroabani;

- grado lll: shock;

- grado IV: shock grave, con polso e pressione agamon rilevabili.
| gradi Ill e IV sono definiti sindrome da shock mgie. In Asia sono i bambini a
sviluppare le forme piu severe di infezione, memiede Americhe si osservano forme di
DHF e DSS nella popolazione adulta [Martina et2009].

Linfezione puo risultare particolarmente perica@osn individui affetti da malattie
croniche, quali il diabete mellito e 'asma brorathi Anche se il DENV non € considerato
un virus neurotropo, occasionalmente puo causairbi neurologici come encefaliti,
meningiti, encefalopatie, ictus e la sindrome dill@m-Barré [Rao et al., 2013; Madi et
al., 2014; Ralapanawa et al., 2015]. Altre compirsa che possono verificarsi sono
insufficienza epatica e miocarditi [Gurugame et 2010]. Studi recenti hanno evidenziato
che il polimorfismo di alcuni geni umani risultarcglato a maggior rischio di malattia
grave. Tra questi sono compresi mutazioni del dNfel CTLA-4, del TGB e particolari
forme alleliche del complesso maggiore di istocotibaa; la carenza di glucosio-6-
fosfato deidrogenasi, molto comune nei paesi afrjembra anch’essa aumentare i rischi
[Martina et al., 2009].

Dengue virus infection

Asymptomatic S}rmptmrlatic
| | Dengue
Simple fever Dengue fever haemorrhagic
(DF) fever (DHF)
Without With unusual No shock Dengue shock
haemorrhage haemorrhage syndrome
(DSS)

Figura 25. Classificazione delle infezioni da Demgirus
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Figura 26. Decorso dell'infezione da DENV [World &tig Organization, 2009].

1.5.4. DIAGNOSI E TERAPIA

La diagnosi e probabile se vengono rilevati in azignte residente in un’area endemica,
oltre alla febbre elevata, due tra i seguenti. eaug® vomito, esantema, dolore
generalizzato, leucopenia, positivita alla provad ldecio. Questi segnali d’allarme si
presentano tipicamente prima dell’'esordio dellan@rgrave di Dengue. La prova del
laccio, particolarmente utile quando non sono didgb esami di laboratorio, si esegue
con l'applicazione per cinque minuti di uno sfigmammometro al braccio e tramite la conta
delle emorragie petecchiali che si presentano: megg il loro numero, piu probabile e la
diagnosi di malattia.

La diagnosi € normalmente effettuata in base &bisin ma pud essere piu accurata con la
ricerca del virus o di anticorpi specifici in carapi di sangue.

La prima alterazione visibile agli esami di laborad € il ridotto numero di globuli
bianchi, condizione spesso seguita da un calowekeno di piastrine e acidosi metabolica.
Nella forma grave la perdita di liquidi porta a emoncentrazione, con aumento
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dellematocrito, e a riduzione dell'alboumina cirante. Versamento pleurico e ascite
possono essere rilevati clinicamente solo quangmitanti, mentre I'ecografia permette
una diagnosi piu precoce, anche se il suo utilzziitato dalla scarsa disponibilita delle
apparecchiature in alcuni paesi [Gurugama et @LOPR

L'RNA virale o lo stesso virus possono essere evaddi solamente durante la fase
viremica entro i primi 2-7 giorni della malattialiizando metodiche molecolari su siero o
sangue intero (real time RT-PCR) o eseguendo ulbara&wirale in vitro. Recentemente si
e trovato il genoma virale anche su campioni dhaie saliva, permettendo di eseguire una
diagnosi precoce anche quando non é possibiletietfet un prelievo di sangue come
spesso accade per i bambini o0 nei casi in cukziepdél presentano sindrome emorragica
[Drosten et al., 2002; Poloni et al., 2010; Hiragaet al., 2012; Andries et al., 2015].
Ultimamente si sono resi disponibili dei kit comwmial in grado di rilevare precocemente
I'antigene NS1 del Dengue virus nel siero umanaonprdella comparsa degli anticorpi
specifici. Tuttavia, questi test non permettono distinguere quale sia il sierotipo
responsabile dell'infezione. Lantigene NS1 puo eessrilevato nel siero durante
I'infezione acuta a partire dal primo giorno e fia®-10 giorni dall'insorgenza dei sintomi
sia nei casi di infezione primaria che seconddba.uno studio recente &€ emerso che
I'antigene NS1 puo essere rilevato anche nelleewginella saliva [Korhonen et al., 2014].
La ricerca delle 19G e IgM specifiche, puo essdizeata per confermare la diagnosi di
Dengue anche nelle fasi tardive. Nell’'80% dei ahisnfezione primaria, gli anticorpi di
classe IgM compaiono dal 5° giorno dall'inizio dé@tomi, per quanto riguarda l'infezione
secondaria hanno invece titoli piu bassi e duranoaho: diventano infatti non rilevabili
30-90 giorni dopo I'infezione primaria, ma in cadidnfezioni successive, scompaiono piu
rapidamente. Le IgG invece rimangono rilevabili p&r di sessant’anni, anche in assenza
di sintomi, e quindi risultano un ottimo indicataiteinfezioni pregresse. Dopo I'infezione
primaria raggiungono il loro picco nell'arco di 2s8ttimane, mentre in corso di infezioni
successive il picco é raggiunto prima e il titole@itamente piu alto. Sia le IgG che le
IgM provvedono allimmunita nei confronti di un @eminato sierotipo. In test di
laboratorio queste immunoglobuline possono legdire Elavivirus, rendendo difficile
I'interpretazione dell’esame. La rilevazione unieate delle IgG non € considerata
diagnostica a meno che il loro titolo non quadmiplin campioni di sangue raccolti ad
almeno due settimane di distanza dalla precedant®lita. In una persona sintomatica, la
rilevazione delle sole IgM é considerata diagnasfiéurugama et al., 2010; Hirayama et
al., 2012].
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Diagnosi differenziale

L'infezione da Dengue virus, a causa della sintahogia aspecifica, soprattutto nelle fasi
precoci, é difficile da distinguere da altre infwai virali. La Dengue entra in diagnosi
differenziale in ciascun individuo che manifestiliee entro due settimane da un soggiorno
in aree tropicali e subtropicali. Altri Flaviviriche causano una sintomatologia simile sono
Yellow fever virus, Japanese encephalitis virus|L&@iis encephalitis virus, Zika virus e
West Nile virus. E difficiimente distinguibile anetda sintomatologia causata da alcuni
Alphavirus come ad esempio dal Sinbis virus maattyito dal Chikungunya virus, che
genera una malattia virale simile alla Dengue sa manifestazioni cliniche, sia per
localizzazione delle aree endemiche. Spesso Hignostico & orientato a escludere altre
malattie simili, quali malaria, leptospirosi, febbtifoide e meningite meningococcica,
rickettsiosi ((Rickettsia prowazeki, R. mooseri, Ronori, R. rickettsi, Orientia
tsutsugamushi, Coxiella burneti, etc.), morbillafezovirus, influenza ed infezioni simil-
influenzali [World Health Organization, 2009].

Terapia

La terapia e di supporto e si basa sull'idratazioneaso di una forma lieve-moderata di
malattia, mentre nei casi piu gravi, sulla somntiadone endovenosa di liquidi e
sull’emotrasfusione. Procedure piu invasive quafiserimento di un sondino naso-
gastrico, I'iniezione intramuscolare e le punture@ose devono essere evitate a causa del
rischio di sanguinamento. Il paracetamolo vienézatto per il trattamento sintomatico
della febbre e del dolore, mentre i FANS come liidsa o I'ibuprofene vanno evitati per
non peggiorare il rischio di emorragia. La trasbng di sangue, sangue intero o globuli
rossi concentrati, viene richiesta precocementegaeienti con segni vitali instabili e con

ematocrito diminuito [Gurugama et al., 2010].

1.5.5. EPIDEMIOLOGIA

L'infezione da Dengue virus e tra le piu importaartbovirosi e come malattia tropicale la
Dengue é ritenuta seconda in importanza solo ali&anma; I'Organizzazione Mondiale

della Sanita (WHO) la considera una delle sedidiattia tropicali neglette. Nel 2009 ha
stimato che 2.5 bilioni di persone vivono in aneeui € possibile contrarre il Dengue virus

e circa 50 milioni di persone vengono infettateiamo.
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Cenni storici e distribuzione

Le origini del termine Dengue non sono note, malsarahe derivi dalla frase “ka kadinga
pepo” in lingua swabhili (lingua africana) che siigra convulsioni simil-crampi causate da
uno spirito maligno. Il termine dinga potrebbe adeato origine alla parola spagnola
Dengue, che significa fastidioso o attento, aggetthe descrivono il dolore alle ossa
caratteristico della malattia. Gli schiavi delledi@ Occidentali erano chiamati dandy
(damerino, in italiano) a causa della postura d'ahelatura, pertanto la malattia e
conosciuta anche come febbre dandy. Il termineréebpaccaossa fu invece utilizzato per
la prima volta durante I'epidemia del 1789-90 aaédlfia. Il termine Dengue divenne il
piu utilizzato solo a partire dal 1828.

Il primo caso di Dengue mai documentato risale gbiimente all'enciclopedia medica
cinese realizzata durante la Dinastia Jin, traéB 2 il 420, in riferimento a un veleno
acquoso associato a insetti. Numerose epidemie &tatedescritte durante il XVl secolo,
ma la prima documentata € quella che, tra il 177® £/80 colpi Africa, America
Settentrionale e gran parte dell’Asia. Nel 190@dnfermata la trasmissione della malattia
mediata da zanzare del gené&medese, nel 1907, la Dengue divenne la seconda malattia
dopo la febbre gialla dove fosse stata dimostrat@ziologia virale. Fino agli anni
guaranta del XX secolo, le epidemie furono infrequelLa diffusione della Dengue
durante e dopo la seconda guerra mondiale e dtataudia al dissesto ecologico causato
dalla guerra stessa, che portd alla propagaziofia oelattia in varie aree del mondo
prima risparmiate e alla comparsa della forma eagita. Questa forma € stata descritta
per la prima volta nelle Filippine nel 1953, divemilo, a partire dagli anni Settanta, una
delle principali cause di mortalita infantile nelfemeriche e nelle isole dell’Oceano
Pacifico. Nel 1981 si e sviluppata un’epidemia d¢assDENV-2 in pazienti dell’America
Centrale e Meridionale che avevano contratto il WEINdiversi anni prima e ha fatto per
la prima volta la sua comparsa lo shock caratteoistlella fase critica della malattia
[Gubler et al., 1998].

Il Dengue virus € ampiamente diffuso in tutto il mdo ed €& particolarmente presente
durante e dopo la stagione delle piogge nelle Zoogicali e subtropicali di Africa

(Burkina Faso, Costa d’Avorio, Kenya, Mozambicogétia, Senegal, Somalia), Sudest
asiatico (Bangladesh, Birmania, Korea, India, Irefoa, Maldive, Nepal, Pakistan, Sri
Lanka, Thailandia, Timor Est), Cina, Mediorienterghia Saudita, Egitto, Yemen),

America latina e centrale (Argentina, Barbados,ivBa| Brasile, Cile, Colombia, Costa
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rica, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Guyana é&s@cMessico, Paraguay, Peru, Porto
Rico, Repubblica dominicana, Uruguay, VenezuelaprdNAmerica (Hawaii, Texas),
Australia (Queensland) e diverse zone del PacifiCambogia, Filippine, Malesia,
Micronesia, Nuova Caledonia, Polinesia francesetridm) [World Health Organization,
2009].

Inizialmente si registravano lunghi intervalli dimpo tra un’epidemia e l'altra (10-40
anni) poiché vi erano meno possibilita di espotsiiaus e ai nuovi sierotipi, soprattutto
perché i viaggi intercontinentali erano limitati.tdasporto del virus e dei suoi vettori via
mare era piuttosto lento, compromettendo quindbta capacita di sopravvivenza. Nel
1950 infatti, I'infezione da Dengue virus interessaolo 9 stati, ma al giorno d’oggi la sua
presenza é riportata in oltre 100 paesi in tuttmaindo. Dal 1975 il Dengue virus viene
considerato una causa frequente di morbilita e afitét soprattutto nei bambini, nel sud-
est asiatico. Negli ultimi anni sono aumentate anlkh epidemie causate da piu di un
sierotipo (iperendemicita) e la popolazione e ahits nelle aree urbane sia tropicali che
subtropicali. Ogni anno si registrano 100 milioncdsi di Dengue fever e mezzo milione
di Dengue hemorrhagic fever, con una percentuateadiialita che si aggira sui 5%. Il 90%
dei pazienti con DHF sono bambini che hanno mentbdanni. Nelle regioni asiatiche il
sierotipo predominante era il DENV-2, come e stdomumentato nella prima grande
epidemia indiana che si e verificata nel 1991;2%)3 si € verificata la co-circolazione di
tutti € quattro i sierotipi ma il maggiormente dgb attualmente e il DENV-3. Nel corso
degli anni I'epidemiologia € mutata ad esempioaséad aspetti demografici, economici,
comportamentali e sociali: crescita della popolagjourbanizzazione incontrollata delle
zone tropicali e subtropicali, aumento della peshizione e della diffusione delle zanzare
della specie Aedes, assenza di meccanismi di dlanttei vettori [Guha-Sapir et al., 2005;

Gurugama et al., 2010].

Negli ultimi decenni, la diffusione della Dengueaémentata non solo in molte regioni
tropicali ma anche in paesi dell’emisfero nord edarticolare in Europa costituisce un
pericolo di salute globale, dato che si manifesgattutto come malattia di importazione
(Figura 27).

58



Introduzione

B £ _|, i
En] Q09 of all malaria

cases in Europe are
| travel related. i It Is predicted that future
i 2 climate trends
| ¥ will increase the risk
of establishment of Aedes

- i albopictus In northem
"'_] More than 55 million Europe, due to wetter and

travellers entered Europe from
warmer conditions.
dengue-affected

dareas inm 2010.

§ Rising temperatures
\% in the summer months
contributed to West Nile fever
_ﬁ-ii‘} ~——— l affecting new areas
7 Ae. olbopictus in Southern Eastern Europe.
has moved from
continent to conti- 7
nent via trade, s

=

Figura 27. Viaggi, commercio e clima influenzandlistribuzione delle zanzare e dell'infezione daNMe

In passato, la Dengue era endemica nei paesi haleaamell’area del Mediterraneo e
probabilmente i casi importati con la presenzavedtiore hanno contribuito al diffondersi
del virus anche in questa zona. L'ultima epidem&tiaga registrata in Grecia tra il 1927 e il
1928, in cui si e avuta un’alta mortalita ed iltoe¢ responsabile era stadedes aegipty
Dal 1970, ha iniziato a diffondersi anche la spéaees albopictug vari paesi europei,
come Francia, Grecia, Italia, Paesi Bassi, Sloverfipagna. Soprattutto negli ultimi anni,
sono stati documentati diversi casi di Dengue fawgportati in Europa. | primi casi
autoctoni di Dengue virus sono stati segnalatisnel est della Francia nel settembre 2010
(2 casi) e successivamente in Croazia in un turgstasco, sempre nello stesso periodo. In
Francia i due casi sono stati riportati a Nizzayedde. albopictusé particolarmente
diffuso; la presenza sporadica del vettore eraigita segnalata in Normandia nel 1999, ma
dal 2004 si e stabilita nel sud est francese. [T2806 ed il 2009 sono stati importati circa
350-400 casi all'anno, e nel 2010, fino a setterm@erano stati segnalati 120 [La Ruche
et al., 2010]. Un altro caso autoctono di Denggéaéo diagnosticato, sempre nel sud della
Francia, nel 2013 [Marchand et al.,, 2013]. In Ci@aa presenza della zanzafee.
albopictus era gia stata riportata nel 2004, mentre ancomaagpin uno studio siero-
epidemiologico condotto nel 1980 erano stati trowaaticorpi specifici per il DENV2
(3.9%) e DENV1 (2.1%) nella popolazione sana. Digranbiennio 2011-2012, sono stati
raccolti e testati 1180 sieri di residenti della&zia: in 7 campioni sono stati riscontarti gli

anticorpi specifici di classe IgG per il DENV. InufEhia, da uno studio € emerso che lo
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0.9% dei donatori di sangue presentava le IgG Bpleei[Gjenero-Margan et al., 2011,
Pem-Novosel et al., 2015].

Vettori e trasmissione del Dengue virus

Come molti Arbovirus, il virus della Dengue permanenatura in quanto utilizza vettori
ematofagi e ospiti vertebrati. Il Dengue virus @simesso soprattutto dalle zanzare del
genere Aedes, in particolar modo la spekexles aegyptima ancheAedes albopictus,
Aedes polynesiensis e Aedes scutell@rigura 28) [Gubler et al., 1998]. Gli esseri uman
sono gli ospiti primari del virus il quale pud perssere rinvenuto anche in altri primati. Il
virus si riproduce attraverso la proliferazionelelelanzare che avviene principalmente nei
pressi di pozze d'acqua (acqua stagnante), siambieati aperti che chiusi. Il clima
influenza in modo diretto le caratteristiche biotdge dei vettori e di conseguenza la loro
abbondanza e distribuzione. Si ritiene quindi caetrhsmissione di questa infezione
dipenda molto dalle caratteristiche climatiche [Babal., 2011].

Figura 28. | principali vettori del Dengue virusedes aegypfia sinistra) éedes albopictug destra).

Una femmina di zanzara che acquisisce sangue uméetto diventa a sua volta infetta,
con il virus localizzato a livello dell'apparatogdirente. Circa 8-10 giorni dopo, il virus
invade e colonizza le cellule di altri tessutiparticolar modo le ghiandole salivari, dalle
quali é espulso insieme alla saliva. L'infezioners@mbra avere effetti sulla zanzara, che
rimane portatrice della malattia per il resto dgtapria vita.Aedes aegyptia differenza

delle altre, preferisce vivere e deporre le propmea in stretto rapporto con gli esseri
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umani, che rappresentano la sua fonte preferenzdalautrimento rispetto ad altri
vertebrati. Non si ha quindi contagio diretto trsseri umani, anche se lI'uomo é |l
principale ospite del virus. Il virus circola nelrgue della persona infetta per 2-7 giorni, e
in questo periodo, vista la viremia piuttosto dttiica 16 copie genomiche virali/mL), la

zanzara puo prelevarlo e trasmetterlo ad altri [&uét al., 1998].

Nelle zone rurali la trasmissione avviene solitaremamite puntura da parte Aedes
aegypti e altre specie del genere Aedes, tra le gaeli albopictus mentre nelle citta
avviene quasi esclusivamente tranfie aegyptiche risulta molto addomesticata (Figura

29) [Gubler et al., 1998].

Forest/Enzootic Rural/Epidemic Urban/Endemic/Epidemic
+ Aedes Mosquitos ) . Aedes Mosquites . =7 Aedes aegyptl -
A A v A

Primates V-ﬂ'ﬂﬂj Primates * Hurmans

Vertical
Tmml”lﬁ] Humans -eHmnans
i

Transmission

Vertical Humans
Transmisalon|f

Aedes Mosquitos | . .' - Aedes Mosquitos ' _ Medes aegypti

Africa = Aedes (Diceromyia) A. aegypti A, aegypti
Aedes (Stegomyia) A. albopictus

Asia = Aedes (Finlaya) A. polynesiensis
Aedes (Stegomyia) A. medovittatus ?

? Americas = Aedes Sp. ?

Figura 29. Cicli di trasmissione del Dengue virGaibler et al., 1998].

L'infezione da DENV puod essere trasmessa anchetganfusione di emocomponenti o
emoderivati e attraverso il trapianto di organiphesi dove la malattia € endemica, come
nel caso di Singapore, il rischio di infezione tiantrasfusioni di sangue é abbastanza

elevato. Inoltre sono stati documentati casi dirtrssione verticale durante la gravidanza

o I'allattamento.
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Prevenzione e sorveglianza

Gli sforzi della ricerca scientifica per prevengérattare la Dengue si basano sul controllo
del vettore, sullo sviluppo di un vaccino efficacsullo studio di farmaci antivirali.
Attualmente si stanno studiando una serie di vacainthe se la conoscenza del virus e del
suo meccanismo di azione sono aumentate solo wiéghi anni, dopo che si e registrato
un incremento della diffusione della malattia. keoanismo immunologico primario che
conferisce protezione dal Dengue virus € la ndag@ione mediata da anticorpi: i vari
vaccini candidati attualmente in studio hanno inflt scopo di suscitare alti livelli di
anticorpi neutralizzanti. Laumento della co-ciranone di tutti i sierotipi implica la
necessita di avere un vaccino tetravalente. Indixeer contratto la Dengue protegge la
persona solo contro il sottotipo che I'ha causasanmn contro gli altri tre sottotipi virali.
Questo fattore sta sicuramente aumentando le alificnello sviluppo di un vaccino
specifico ed efficace. L'induzione di proteziona,rlsposta degli anticorpi neutralizzanti
contro tutti e 4 i sierotipi contemporaneamente reblie evitare il rischio teorico di
valorizzazione anticorpo-dipendente indotta dalcwax in soggetti vaccinati. | vaccini in
via di sviluppo al momento sono di quattro tipiwiattenuato, chimerico vivo- attenuato,

inattivato o sub-unita, e a base di acidi nuclpMarld Health Organization, 2009].

Non essendoci attualmente vaccini approvati pddeihgue virus, la prevenzione della
malattia si basa quindi sul controllo della popaae della zanzara vettrice e sulla
protezione dal contatto dei residenti delle zordeemche.

Il principale metodo di controllo dAedes aegyptconsiste nell’eliminazione del suo
habitat, cioé mediante svuotamento dei conteniioracqua e l'utilizzo di agenti di
controllo, ovvero specie animali la cui presenziuca quella del vettore, o di insetticidi,
anche se gli organofosfati o piretroidi non risdteefficaci. La riduzione dei ristagni di
acqua all'aria aperta attraverso interventi amiiéré il metodo piu utilizzato, dati gli
effetti negativi sulla salute da parte degli insétt e le maggiori difficolta logistiche per
I'uso gli agenti di controllo. La popolazione putepenire le punture da parte del vettore
utilizzando abiti che coprano completamente la ,caéazariere o repellenti per insetti
[Gubler et al., 1998; Gurugama et al., 2010].

La sorveglianza entomologica, infine, & un utilistento per determinare i cambiamenti
nella distribuzione geografica del vettore, per itware e valutare l'efficacia dei
programmi di controllo, per ottenere misure relatsulla popolazione del vettore nel corso

del tempo e per facilitare le decisioni appropriatéempestive per quanto riguarda gli
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interventi. Inoltre, con i sistemi di sorvegliangapossono identificare le aree ad alta
intensita di zanzare e i periodi in cui la popadaz di queste cresce e si sviluppa [World
Health Organization, 2009].

1.6. FLAVIVIRUS EMERGENTI

1.6.1. USUTU VIRUS

L'Usutu virus (USUV) € un virus della famiglia Fliairidae, genere Flavivirus, trasmesso
da zanzare. E un membro del gruppo del Japanesplalitis virus (JEV) assieme al
Japanese encephalitis virus (JEV), Murray Vallegephalitis virus (MVEV), Saint Louis
encephalitis virus (SLEV) e West Nile virus (WNWUSUV é strettamente correlato al
WNV [Kuno et al., 1998; Pauli et al., 2014]. Comé&titi membri di questo gruppo, il virus
€ mantenuto in natura attraverso un ciclo biologicoelli-zanzare; gli uccelli migratori
giocano un ruolo fondamentale nella propagazionequista zoonosi. Anche se é
raggruppato con importanti patogeni per 'uomo, WS&Jstato considerato per molti anni
un virus esotico di minore importanza, confinato @tk piccola area dell’Africa e
caratterizzato da bassa patogenicita per 'uomeralp animali [Weissenbdck et al., 2009;
Nikolay et al., 2011; Savini et al., 2011].

Per la diagnosi, vista I'elevata cross-reattivig itmembri del sierogruppo JEV, sono da
preferire i test molecolari a quelli sierologicnche se questi ultimi sono fondamentali per
le infezioni che non sono in fase viremica. L'uniooetodo per poter identificare
correttamente la risposta anticorpale ¢ il testalitralizzazione di riduzione delle placche
(PRNT), come per tutti i Flavivirus [Cavrini et ,a2011].

Epidemiologia

L'Usutu virus, il cui nome deriva da quello di uarhe in Swaziland, é stato isolato per la
prima volta da zanzare della spe€alex neavein Sudafrica nel 1959 e da allora é stato
descritto in molti Paesi dell’Africa sub-Sahariahell’'uomo e stato isolato per la prima
volta nel 1982 nella Repubblica Centro-Africana;pdziente mostrava sintomatologia
febbrile e rush cutaneo. Il virus & stato riscdotrzei roditori e negli uccelli di vari paesi
africani e sembra essere piuttosto diffuso ancHeumopa centrale e occidentale [Nikolay
et al., 2011; Vazquez et al., 2011].
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Nel 2001 il virus é stato identificato per la prinaalta in Europa centrale, in Austria
(Vienna e zone limitrofe), in merliTgrdus meruly in allocchi di Lapponia Strix
nebulosa e in rondini Hirundo rusticg trovati morti. Al tavolo anatomo-patologico gli
uccelli mostravano congestione epatica e splenicavari gradi di necrosi multifocale
acuta ed enterite sieromucoide. Le uniche lesidinetio nervoso erano presenti nei rapaci
dove si evidenziavano encefaliti caratterizzate adee multifocali di neuronofagia e
microgliosi. Il ceppo virale isolato in Austria haostrato similitudini con il ceppo Africano
(97% di omologia) e il coinvolgimento di rondini rdermava l'ipotesi di trasmissione
virale attraverso le migrazioni di questi uccelliatiri grandi migratori con successivo
passaggio a popolazioni locali di zanzare [Bakostyial., 2004; Chavala et al., 2004;
Weissenbock et al., 2003].

Dopo diverse segnalazioni in Austria e Ungheriagd@ita et al., 2004; Bakonyi et al.,
2007], il virus ha fatto la sua comparsa anchedlial nel 2005 é stato identificato in polli
sentinella in Trentino [Savini et al., 2011]. Sussigamente nel 2006, vicino Milano, é
stato isolato per la prima volta in un allocco dipponia e successivamente in una coppia
di civetta capogross@égolius funeregse in un merlo catturati sempre nella stessa zona.
Anche in questi casi, come per gli uccelli austridge principali lesioni macroscopiche
risultavano in epato-splenomegalia mentre list@ognostrava quadri di encefalite,
miocardiopatia e necrosi epatica e splenica. lisvina rilevato un’elevata affinita con il
ceppo virale austriaco dimostrando la possibilitaréh lenta trasmissione da questo paese
verso I'ltalia attraverso movimenti di uccelli p&r piu stanziali che compiono brevi
migrazioni [Manarolla et al., 2010].

In realta, 'Usutu virus € comparso prima in Itatidfondendosi poi in Austria ed in altri
paesi europei. | risultati ottenuti da Weissenbéckolleghi hanno fornito evidenze di
un’introduzione molto piu precoce (1996) del viinsEuropa rispetto a quanto fin ad ora
ritenuto (2001). Lo studio descrive I'analisi retpettiva dei campioni tissutali di numerosi
uccelli morti, principalmente merli, nel 1996 in stana (nelle province di Firenze e
Pistoia) e ha consentito di identificare un Usuttus identico al ceppo Vienna 2001
[Weissenbdck et al., 2013].

Tra il 2008 ed il 2009 e stato condotto uno stuger monitorare la circolazione
dellUSUV in ltalia (Figura 30): sono state condotinalisi molecolari e sierologiche in
cavalli e polli sentinella, uccelli selvatici e zame. Si e visto che il virus era presente in
Toscana, Emilia-Romagna, Veneto e Friuli Veneziai&i In Veneto ha causato la morte di

circa 100 esemplari. Sono stati identificati 11eprali negli organi di merli e gazze del
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Veneto e dell’lEmilia-Romagna. Il virus e stato astrato anche in pool dCulex pipiens
catturate in Toscana. Confrontando le sequenzautégenelle varie regioni non si sono
notate variazioni notevoli dei ceppi circolantil nerd-est Italia hanno mostrato parecchie
omologie con quelli austriaci isolati a Vienna Budapest, mentre qualche differenza si e
notata con i ceppi ottenuti dai pool di zanzarerjiSaet al., 2011].

Nel 2009 durante uno studio di sorveglianza pebilata gli Arbovirus trasmessi da
zanzare in Emilia-Romagna, é stata rilevata lagmzs dellUSUV, oltre che del WNV: 56
pool di zanzare sono risultati positivi per USU\émtre il WNV é stato trovato in 27 pool.
LUSUV é stato riscontrato sia nelle zanzatailex pipiensche nella specieAedes
albopictus.Inoltre in 8 pool si &€ osservata la co-circolazialentrambi i virus [Calzolari
et al., 2010].

I surveyed 2008

I surveyed 2008-2000
Surveyed 2009

T
i
o asinp
§ £

Figura 30. Aree italiane in cui nel 2008-2009 siceffettuati gli studi di sorveglianza per verdie la
presenza dellUSUV [Savini et al., 2011].

A questi casi negli animali hanno fatto seguito thaéamenti virali in due pazienti donne:
una sessantenne in Emilia Romagna, dove nellocspessodo era in corso una importante
epidemia di West Nile, ed una quarantenne di rg¢oda un viaggio in Egitto, colpite

rispettivamente da meningo-encefalite ed encefglisyi. Entrambe le pazienti avevano
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ricevuto una trasfusione di sangue nello stessiogei(agosto 2009) e avevano il sistema
immunitario compromesso da patologie concomitamiiesto potrebbe aver amplificato
I'effetto patogeno del virus che nelluomo non axewai provocato sintomatologia grave.
Nel primo caso la paziente era affetta da un lirdd®na grosse cellule recatasi dal medico
per la presenza di febbre e sintomi neurologiciegtata quindi diagnostica una meningo-
encefalite. Il liquido cerebrospinale era positpgr USUV, cosi come il siero e il plasma
analizzati mediante real-time RT-PCR e sequenzitan&h e ipotizzato che il virus fosse
stato trasmesso dalle zanzare [Pecorari et al9]200

Nel secondo caso, la donna, tornata da un viaggkegitto ha ricevuto una trasfusione di
plasma dopo aver sviluppato la porpora trombotroabocitopenica (TTP). Dopo due
settimane presentava febbre, mal di testa, rask ethta ricoverata. Gli esami hanno
escluso qualsiasi segno di ricaduta di TTP. In dréeampo ha sviluppato un’epatite
fulminante e sintomatologia nervosa, ricevendamdiuiin trapianto di fegato. Si sta ancora
approfondendo l'ipotesi di trasmissione viraleatérso donazioni di sangue sottoponendo
a screening sierologico i campioni ematici dei donalnoltre € ancora in corso uno
studio per identificare 'USUV in plasma e tessaotienuti dalla stessa paziente per
quantificare la carica virale, la sua persistergltarfase viremica e per capire il possibile
coinvolgimento del virus nel decorso della malatatica [Cavrini et al., 2009]. Le
sequenze parziali ottenute dal liquido cerebrodpieadal plasma delle due pazienti hanno
mostrato un’omologia del 98% con i ceppi isolatfianna e Budapest. Grazie ad ulteriori
studi filogenetici si e potuta individuare una distzione del virus in Europa
raggruppando in un unico cluster i ceppi circolantzanzare e uccelli e quelli ottenuti

dalle sequenze umane [Vazquez et al., 2011].

L'USUV e stato segnalato anche in altri Paesi eeiroapme Svizzera, Spagna, Repubblica
Ceca, Germania. Nell'estate del 2006 'USUV e statentificato in uccelli morti in
Svizzera (Zurigo); il ceppo circolante ha mostraémecchie omologie con quello isolato a
Vienna nel 2001 e a Budapest nel 2005 [Steinme#d, &011]. In Spagna ha fatto la sua
comparsa nel 2006 analizzando dei podCdiexe nel 2009 in pool dCulex perexiguus.
[Busquets et al., 2008; Vazquez et al., 2011]. épddblica Ceca il virus é stato isolato da
due uccelli trovati morti a Brno nel 2011 e nel 2QRudolf et al., 2015]. In Germania il
virus é stato identificato e isolato da varie spetiuccelli e pool di zanzare nel 2010-2011
[Jost et al., 2011; Becker et al., 2012], mentaestttembre-ottobre 2013 e stato isolato dai

tessuti cerebrali di due pipistrelli trovati moneel sud-est della Germania. | due genotipi
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risultanti hanno mostrato un’identita nucleotidiz 99.9% e hanno mostrato un’omologia
tra il 78.3% e il 99.3% comparati ai vari ceppil&bin Europa da uccelli, zanzare e
dall'uomo [Cadar et al., 2014]. | pipistrelli risaho quindi essere ospiti reservoir anche
dell’'Usutu virus; questi animali sono infatti coderati reservoir di molti Flavivirus in
guanto contribuiscono a mantenere, diffondere edplicare i patogeni grazie alle loro
caratteristiche: scelte alimentari, durata della,velevata densita di popolazione, natura
coloniale o solitaria, capacita di volare, migramostagionale e modelli di movimento
quotidiano, torpore e ibernazione [Calisher eR@06].

Studi sierologici che hanno dimostrato la presahZdSUV in uccelli selvatici sono stati
effettuati in Repubblica Ceca (2005), Inghilter20@1-2002), Germania (2007), Italia
(2007), Polonia (2006), Spagna (2003-2006) e Sxaz¢2006). Nella Figura 31 possiamo
vedere una rappresentazione dei Paesi europei eelork European Network for
Diagnostics of Imported Viral Diseases (ENVID) ini @ stata verificata la presenza del
virus in zanzare, uccelli, cavalli e/o uomo. Vengaondicati di colori diversi i territori in
cui si sono utilizzati metodi diretti (colture adkri o amplificazione del genoma virale)
e/o metodi indiretti (presenza di anticorpi in gsta all'infezione). | simboli degli animali
in bianco indicano dove si € identificato I'RNA &ie mentre in grigio scuro dove e stata
verificata la presenza di anticorpi neutralizzgiizquez et al., 2011]. Recentemente, in
Croazia, in tre pazienti con sindrome neurologiocaos stati riscontrati gli anticorpi

specifici dell’'Usutu virus [Rudolf et al., 2015].
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Figura 31. Rappresentazione dei Paesi europeiet@brk ENVID in cui € stata verificata la preseizh
virus in zanzare, uccelli, cavalli e/o uomo [Vazgetal., 2011].
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Trasmissione, vettori ed ospiti

Il virus viene trasmesso da un ciclo silvestre cbavolge le zanzare come vettori e i
volatili come ospiti reservoir; negli uccelli causma blanda o addirittura assente
sintomatologia clinica, mentre altre specie fungat® ospiti accidentali e come tali
pOsSSoONo essere piu 0 meno resistenti o sensibififatione, con possibilita di originare
episodi di malattia conclamata [Chavala et al., 2200

Le zanzare del gener€ulex sembrano essere i principali vettori dell'infezonin
particolare la zanzara della spe€@&. perfuscusAltre specie di vettori da cui e stato
isolato il virus sonaCx. neavei, Mansonia africanaella Repubblica Centro-Africana e
Coquilletidia auritesn Uganda. Recentemente 'USUV e stato identifigalla speci€x.
modestused € emerso che puo co-circolare con il WNV nelésso ciclo silvestre nello
stesso habitat, suggerendo che entrambi i virusgoms essere mantenuti in due
ecosistemi: uno silvestre tfax. pipiens/Cx. modestasgli uccelli acquatici e uno urbano
che coinvolgeCx. pipiense i merli o occasionalmente altre specie [Rudoéfle 2015].

1.6.2. ZIKA VIRUS

Lo Zika virus (ZIKV) € un mosquito-borne flavivirushe causa infezione nel’'uomo in
Africa e in Asia ed e fortemente legato filogenathiente al Dengue virus [Kuno et al.,
1998]. Questo virus rappresenta un problema attliaanita pubblica in quanto le persone
che ritornano infette (in fase viremica) dai paasiui lo Zika virus € endemico, possono
innescare una trasmissione locale vista la disjdaildi vettori suscettibili nel nostro

territorio.

Si stima che in circa il 18% delle infezioni umada ZIKV si sviluppano delle

manifestazioni cliniche; i sintomi sono simili aedi causati da Dengue e Chikungunya
virus, anche se piu lievi, quali febbre, dolorii@tari e muscolari, eruzioni cutanee,
congiuntivite, linfoadenopatia e diarrea. Un’'infmzé da Zika virus potrebbe quindi
passare inosservata o essere addirittura attribuiao degli altri virus citati. Dopo una
puntura di zanzara infetta, i sintomi compaionoitaolente dopo un periodo di
incubazione dai 3 ai 12 giorni e possono durar@ da/ giorni. Vi sono dati a favore del
fatto che il virus infetti le cellule dendritichelrsito di inoculo arrivando poi ai linfonodi e
in circolo. La malattia raramente richiede il rieo® ospedaliero [Faye et al., 2013].
Durante alcune epidemie si € osservato una coivelzra I'infezione da ZIKV e la
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sindrome di Guillain-Barré [Cardoso et al., 201%¢lla Polinesia Francese infatti, su 8503
casi, 74 hanno sviluppato complicanze neurologisbhebase immunitaria, di cui 41
Guillain-Barré. Nonostante i sintomi legati alla lattia siano decisamente lievi e simil-
influenzali, il virus sembra collegato alla nasaitaneonati con derformita encefaliche
(microcefalia). Secondo il ministero della Salutadiiano, infatti, da ottobre 2015 sono
3530 i bambini nati con microcefalia. Si sta andaadagando in merito

La diagnosi risulta essere abbastanza impegnaibrae per tutti i Flavivirus: utilizzando
tecniche sierologiche bisogna tener conto delleioea crociate con altri Flavivirus e/o
dellassenza o basso titolo di anticorpi IgM e Ig@lla fase precoce di infezione;
I'isolamento virale € laborioso e lungo e richiedieutture adeguate. La real-time RT-PCR
e rapida, sensibile e specifica ma consente ditifdzme I'infezione in fase viremica. In
ogni caso le tecniche molecolari consentono di tileare con precisione l'agente
eziologico in zone in cui sono presenti focolairdezione causate da altri Arbovirus come

Dengue e Chikungunya [Faye et al., 2013].

Epidemiologia

Lo Zika virus € mantenuto in natura grazie ad urocbiologico che coinvolge come
vettori le zanzare della specie Aedes, in partreodedes aegypt Ae. Africanuse come
ospiti reservoir varie specie di scimmie e forsehani roditori. Il virus prende il nome
dalla foresta del’lUganda in cui venne identificgter la prima volta nel sangue di una
scimmia sentinellarfesus macaqueMacaca mulatta); € stato poi isolato da un paol d
zanzare raccolte nella stessa foresta nel 1948i dsgri umani € invece stato isolato per
la prima volta negli anni Settanta [Haddow et #64; Duffy et al., 2009].

Successive analisi sierologiche ed entomologicmdaiportato la presenza del virus in
diverse parti dell’Africa: Burkina Faso, Costa d@xo, Egitto, Mozambico, Nigeria,
Uganda, Repubblica dell’'Africa centrale e Senefalyf et al., 2013]. La sua virulenza é
emersa solo con le recenti epidemie. Una dellegppresentative si e registrata nel 2007
in Micronesia (Stato di Yap), dove si sono confdrmé casi. | pazienti presentavano rash,
febbre, dolori articolari e congiuntivite; non sonstate riportate manifestazioni
emorragiche o casi fatali [Lanciotti et al., 20@ffy et al., 2009]. | recenti focolai di
febbre da ZIKV al di fuori dell’Asia e dell'Africale epidemie in Polinesia francese e
Nuova Caledonia e la sua presenza incipiente Aafleriche, mostrano che questo virus

ha il potenziale per divulgarsi in aree dove somesenti zanzare Aedes (Figura 32)
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[Lanciotti et al., 2008; Duffy et al., 2009].
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Figura 32.Distribuzione dello Zika virus (dati aggiati a dicembre 2015) [Fauci et al., 2016]

Sono stati riportati dei casi importati in Italieifenze) dopo un viaggio tra dicembre 2013
e gennaio 2014 nella Polinesia francese. Entrarpbiienti, una coppia di circa 30 anni,
presentavano febbre, malessere, congiuntivite,gmiakrtralgia, edema alle caviglie e
linfoadenopatia ascellare ed inguinale. Uno dei duestrava inoltre leucopenia con

monocitosi e trombocitopenia. La donna ha manifessanguinamenti alle gengive dopo
qualche giorno dall'inizio dei sintomi. Febbre slvasono scomparsi dopo due giorni ma il
malessere, la debolezza e i dolori muscolari samatduna settimana circa. La diagnosi si
e basata per entrambi i casi sulla sieroconversiegé anticorpi 1gG ed IgM e in un caso

e stato possibile identificare 'RNA virale tramireal-time RT-PCR. Durante i test

sierologici si sono verificate reazioni di reattévcrociata con gli antigeni del Dengue virus
[Zammarchi et al., 2015].

Recentemente (2014-2015), le autorita sanitarie Bedsile hanno confermato la
trasmissione del virus nella parte nord-orientaéd Baese [Cardoso et al., 2015]. |
ricercatori dell'Institut de recherche pour le déppement di Marsiglia e del Centre
International de Recherches Medicales de Franeef@hbon) hanno analizzato il sangue
di piu di 4000 pazienti colpiti da Dengue o Chikunga in Gabon, dal 2007 al 2010, anni
in cui in questo Paese si sono verificati numeoasi. Hanno analizzato anche i vettori
prelevati nello stesso periodo, appartenenti a speeie. | risultati mostrano che lo ZIKV

era presente in numerosi sieri, ed € quindi prdbalhie abbia avuto un ruolo importante, e
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sottovalutato, nelle epidemie attribuite alle afebbri. Il virus é stato trovato anche nelle
zanzare, e in particolare in numerosi campioi&lialbopictugGrard et al., 2014].

Nel marzo 2014, il Cile ha riferito alle organizeaa PAHO/OMS (Pan American Health
Organization/Organizzazione Mondiale della Sanita) conferma di un caso di
trasmissione indigena di febbre da Zika virus t@dla di Pasqua, in concomitanza con la
presenza di altri focolai nelle isole del Pacifamila Polinesia francese, Nuova Caledonia e
Isole Cook. Nel novembre 2015 sono stati identifid@i casi autoctoni di infezione da
Zika virus nel Suriname (America latina).

Data la maggiore trasmissione del virus nella megidelle Americhe, PAHO/OMS ha
raccomandato agli Stati Membri di identificare enfeomare i casi di infezione e di
implementare una strategia di comunicazione publditicace per ridurre le zanzare che
trasmettono la malattia, in particolare nelle aneeui questo vettore € presente.

In Italia, la diffusione di questi virus € monittaada programmi specifici, come indicato
nella circolare del Ministero della Salute “Sorvagka dei casi umani delle malattie
trasmesse da vettori con particolare riferimen@h&ungunya, Dengue, Zika virus e West
Nile Disease - 2014".

In letteratura si possono trovare documentati @i ci ZIKV in cui chiaramente la
trasmissione non €& avvenuta per opera del veti®ke2008 e stata riportata una probabile
trasmissione intraumana quando due scienziati aar@érhanno contratto il virus mentre
lavoravano nel sud-est del Senegal. Uno dei duee valta tornato nel paese d’origine, ha
poi contagiato la moglie, la quale non aveva appwiggiato in zone in cui il virus e
endemico. Si ipotizza che la trasmissione del siasavvenuta per via sessuale [Foy et al.,
2011]. La trasmissione di un Arbovirus per via sas non era stata finora documentata.
Tuttavia, vi sono studi che dimostrano che il Jaganencephalitis virus si ritrova nello
sperma di maiali infettati sperimentalmente ed griado di infettare femmine di maiale
via inseminazione artificiale.

Nel 2014, nella Polinesia francese, subito doppidlemia di ZIKV, sono stati descritti due
casi di infezione perinatale, in cui probabilmefdetrasmissione &€ avvenuta per via
transplacentare o durante il parto. Nel primo dasmadre presentava rash senza febbre
ma il neonato non ha mostrato nessun sintomo;awelnslo caso il neonato ha manifestato
una severa ipotrofia e ipoglicemia e la confermantiézione da ZIKV é stata effettuata
grazie a indagini molecolari sul siero del neonatelevato 4 giorni dopo il parto. Altri

Arbovirus in cui € stata documentata la trasmissi@erinatale sono Dengue virus,
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Chikungunya virus, West Nile virus e Yellow Fevaug. Ci sono anche casi in cui DENV
e WNV si sono trasmessi durante I'allattamentcalbuni neonati si sono riscontrate delle
gravi complicanze: encefalopatia e febbre emoreagier il CHIKV, parto pretermine,
morte, basso peso alla nascita, anomalie fetaliredis fetale per il DENV [Besnard et al.,
2014]. Sono stati inoltre riportati casi in cui ilmsmissione & avvenuta in laboratorio
[Zammarchi et al., 2015].

1.6.3. MARISMA VIRUS

Recentemente, durante la sorveglianza entomolpgicsVest Nile Virus, e stata rilevata la
presenza di un altro Flavivirus, chiamato Marismeauss (MMV), appartenente ai
mosquito-borne virus (MBV). Da vari studi emergeecih Marisma virus € correlato
filogenicamente a Yellow Fever virus, mentre i @atfprincipalmente coinvolti sono le
zanzare della spect@chlerotatus caspius

Il Marisma virus e stato identificato per la primalta nel 2012 nel sud della Spagna e nel
2013 e stato rinvenuto in Piemonte (provincia dégslandria) ed Emilia Romagna [Rizzo
et al., 2014]. Analisi retrospettive hanno dimastréa sua presenza nel Friuli Venezia
Giulia gia nel 2011. Infatti in un lavoro recentashto su analisi di zanzare raccolte nel
Nord-Est Italia tra il 2010 e il 2014, 105 pool satsultati positivi per MBF e tra questi in
10 pool ¢ stato identificato il MMV.

Dagli alberi filogenetici, i 10 ceppi isolati semabo essere suddivisi in due cluster,
entrambi correlati ai ceppi del virus trovato ire§pa (Figura 33).

Inoltre, € emerso che oltre dalla specie sopraagitih virus in questione pu0 essere
trasmesso anche de. albopictue Ae. vexangFigura 34).

Attualmente il MMV risulta essere presente nel Ntiadia, in Spagna ed in Portogallo
[Vazquez et al., 2012]. Non & perd ancora chiaraula patogenicita nelluomo e negli

animali.
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1.7. FAMIGLIA TOGAVIRIDAE, GENERE ALPHAVIRUS

La famiglia Togaviridae si divide in due generii @llphavirus, a cui appartiene |l
Chikungunya virus, e i Rubivirus, tra i quali vild&Rubella virus, I'agente eziologico della
rosolia. In questa tesi i Rubivirus non vengondtdtain quanto non appartengono alla

grande famiglia degli Arbovirus.

Il genere Alphavirus é rappresentato da una trartirspecie di virus trasmessi da zanzare,
distribuiti in sette gruppi in base alla cross-tigdé sierologica (Tabella 3). Questi virus
sono diffusi in tutto il mondo e sono in grado diettare numerosi vertebrati tra i quali

anche l'uomo.

Complesso antigenico Specie
Barmah Forest Barmah Forest virus (BFV)
Eastern equine encephalitis Eastern equine encephalitis virus (EEEV)
Middelburg Middelburg virus (MIDV)
Ndumu Ndumu virus (NDUV)

Bebaru virus (BEBV)
Chikungunya virus (CHIKV)
Getah virus (GETV)
Mayaro virus (MAYV)
O’nyong nyong virus (ONNV)
Ross River virus (RRV)
Semliki Forest virus (SFV)
Una virus (UNAV)

Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV)
Mosso das Pedras virus (MDPV)
Everglades virus (EVEV)
Venezuelan equine encephalitis Mucambo virus (MUCV)
Tonate virus (TONV)
Pixuna virus (PIXV)
Cabassou virus (CABV)
Rio Negro virus (RNV)

Aura virus (AURAV)
Sindbis virus (SINV)
Whataroa virus (WHAV)
Fort Morgan virus (FMV)
Highlands J virus (HJV)
Western equine encephalitis virus (WEEV)

Trocara virus (TROV)
Unclassified Salmon pancreas disease virus (SPDV)
Southern elephant seal virus (SESV)

Semliki Forest

Western equine encephalitis

Tabella 3. Classificazione delle specie degli Alphss [Powers et al., 2007]
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Le analisi filogenetiche hanno portato alla sucsiosie degli Alphavirus in due gruppi:

O virus appartenenti al Vecchio Mondo (Asia, Ausaaleuropa ed Africa): Sindbis
virus, Chikungunya virus, O’'Nyong Nyong virus, M&lburg virus, Ross River
virus e Semliki Forest virus;

O virus appartenenti al Nuovo Mondo (Nord e Sud Acei Venezuelan equine
encephalitis virus (VEEV), Eastern equine encefibalirus (EEEV) e Western

equine encephalitis virus (WEEV) [Luers et al., 2P0

1.7.1. GENOMA, CARATTERISTICHE STRUTTURALI E REPLIC AZIONE

Il genoma degli Alphavirus €& costituito da un sileghlamento positivo di RNA di circa
11-12 kb; é organizzato in due regioni principah: dominio non strutturale, posto verso
I'estremita 5’, che codifica per le proteine norutttirali e un dominio strutturale verso il

3’ che codifica per tre proteine strutturali (Figu85).
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Figura 35. Genoma lineare a singolo filamento ap@l positiva (sSRNA +) di circa 11-12 kb.

Le proteine non strutturali vengono tradotte in undue poliproteine che vengono poi
scisse per produrre quattro proteine denominatel,nsBP2, nsP3 e nsP4. Il dominio
strutturale invece viene tradotto a partire da URNA sub-genomico (26S mRNA di circa
4100 nucleotidi) in un’unica poliproteina. Questila viene processata per produrre le

proteine dell’envelope (E1 e PE2, precursore dj E2proteina del capside (proteina C) e
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due piccoli polipeptidi chiamati E3 e 6K. La protaiC viene subito assemblata con 'RNA
genomico nel nucleocapside, PE2 e E1 vengono traseocon 6K alla membrana

plasmatica attraverso la pathway di secrezioneuleed; successivamente PE2 viene
processata in E2 [Luers et al., 2005; Strauss,1294].

| virioni degli Alphavirus sono costituiti da un cleocapside a simmetria icosaedrica
avvolto da una membrana lipoproteica virale, demamai envelope. Al microscopio
elettronico, appaiono di forma sferica (diametraidca 40 nm) o pleiomorfi (diametro di
circa 60-70 nm) e sono localizzati nel citoplasraladcellula ospite (Figura 36). Sulla sua
superficie appaiono prolungamenti lunghi circa 1@ costituiti da glicoproteine virali, di
cui due (denominate E1 ed E2) sono antigenicantsariecaratterizzate e permettono una
classificazione sierologica degli Alphavirus [Ssaet al., 1994].

Capsid protein

Figura 36. Virione degli Alphavirus sferico, a simima icosaedrica.
L'envelope contiene 80 prolungamenti (spikes) fdima trimeri delle proteine E1/E2.

Gli Alphavirus replicano sia negli artropodi chegheospiti vertebrati, producendo
un’infezione persistente nei primi, mentre nei sekali breve durata. Questo si presenta
anche nelle colture cellulari: nelle cellule di zara si ha un’infezione lunga dove le

cellule sopravvivono e si continua a produrre vimentre nelle cellule di vertebrati si ha
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un’infezione breve di tipo citolitico [Strauss &t 4994].

Dopo la penetrazione nella cellula infettata, 'RN#ale scapsidato funziona da RNA
messaggero, dirigendo la sintesi delle proteinalivi¥iene sintetizzato un singolo lungo
polipeptide che successivamente viene tagliatoaminenti per formare un certo numero
di proteine piu piccole. Si ha prima la traduziatedl'estremita 5’, che codifica per le

proteine funzionali; dopo la replicazione del gemorvengono prodotti MRNA

subgenomici che produrranno le proteine struttucalirispondenti all’estremita 3’ [ten

Dam et al.,, 1999]. | nucleocapsidi completi acaunst I'involucro dalla membrana

plasmatica cellulare e solo allora il virione diveeinfettivo (Figura 37).
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1.7.2. PATOGENESI E MANIFESTAZIONI CLINICHE

Una volta che un vertebrato viene morso dalla zan@#etta, il virus pud entrare nel
flusso sanguigno, provocando viremia; a loro vd#azanzare acquisiscono il virus
ingerendo sangue di un ospite viremico; il virumsitiplica nei tessuti e negli organi della
zanzara, comprese le ghiandole salivari. Nella noagpgarte dei casi l'infezione nei
vertebrati € asintomatica: per esempio gli ucagie hanno contratto la Western equine
encephalitis virus appaiono sani e non infettirélvolte, tuttavia, compaiono malattie
(Tabella 4). Nell'uomo queste ultime sono essenmalte di due categorie:

1. sindromi febbrili con eruzioni cutanee e poliarfricausate ad esempio da
Chikungunya virus, Ross River virus, Sindbis virwsyvero dagli Alphavirus
appartenenti al Vecchio Mondo [Harley et al., 2001]

2. encefaliti talora mortali, come nel caso del VEBM-EV o WEEV, ovvero

Alphavirus appartenenti al Nuovo Mondo [Steelel ¢t2©10].

. . Serbatoio Diffusione
Alphavirus Malattia umana .
(vertebrato) geografica
Sindbis virus Rush, artrite Uccelli Europa, A_fnca,
Australia
Semliki forest virus Rush, artrite Uccelli Africa
O’nyong’nyong virus Rush, artrite primati, Uoma iR
Chikungunya virus Febbre di Chikungunya (rashjtajtr | Primati, Uomo AfncaAISrilgla, SE
Mayaro virus Rash, artrite Primati, Uomg Sud Americ
Ross River virus Rash, artrite Mammiferi, Uomo Austral_u'_;l, Sud
Pacifico
Barmah Forest virus Febbre, malessere, rash, dolore artico Uomo Australia
debolezza muscolare
Eastern equine encephal Encefaliti Uccelli Americhe
virus
Western_gqu!ne Encefaliti UcceI_I|, . Nord America
encephalitis virus Mammiferi
Venezuele_m equine Encefaliti Roditori, Cavalli Americhe
encephalitis virus

Tabella 4. Alcuni dei piu importanti Alphavirus pgeni per 'uomo

Gli Alphavirus hanno un range di ospiti molto vastee comprende sia ospiti invertebrati
(zanzare o altri insetti ematofagi che fungono eldovi) sia vertebrati (volatili, mammiferi,

rettili e anfibi). La replicazione virale avviena vari tipi cellulari, compresi neuroni e
cellule della glia, cellule muscolari, cellule sumli, cellule del tessuto adiposo. | vari
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recettori che vengono espressi sulla superfictattliquesti tipi cellulari sono condivisi da
piu Alphavirus; inoltre da alcuni studi € emerse cim singolo virus puo utilizzare recettori
differenti. Una o piu mutazioni sulle glicoproteidell’envelope possono incidere sulla
scelta del recettore da parte del virus. La nati@larecettore pud determinare in parte la
virulenza. Per quanto riguarda i mammiferi, i remeiche mostrano un’affinita piu elevata
sono quelli della laminina.

Linfezione da Alphavirus pud essere impedita detesna immunitario producendo
interferone [Griffin et al., 2010]; nell'immunitgpscifica sono invece coinvolti anticorpi
neutralizzanti e cellule T.

La diagnosi viene effettuata dall’evidenza clinmansiderando il rischio di essere stati
esposti al virus. La conferma viene effettuata e isolamento ed identificazione virale

(real-time RT-PCR) e con la valutazione della pnesedi anticorpi specifici.

1.8. CHIKUNGUNYA VIRUS

1.8.1. CLASSIFICAZIONE E SOTTOTIPI DEL CHIKUNGUNYA VIRUS
II Chikungunya virus (CHIKV) appartiene alla famalTogaviridae, genere Alphavirus.
Alcuni studi di microscopia elettronica hanno ditnat che la morfologia del virus nelle
colture di cellule VERO e quella caratteristica ldédphavirus, mentre la cross-reattivita
sierologica osservata pone il CHIKV all'interno dgerocomplesso del Semliki Forest
virus (SFV) [Powers et al., 2007].
Basandosi sulle sequenze di una parte o dell'imjercoma della glicoproteina strutturale
E1 di campioni raccolti durante le epidemie nell@uRion e di altre isole dellOceano
Indiano, sono stati identificati quattro sottohiCHIKV (Figura 38) [Parola et al., 2006]:

v East/Central African;

v Eastern/Southern Africa;

v' West African;

v Asian.
L'East/Central African e 'Eastern/Southern Afrispesso vengono raggruppati nello stesso
genotipo: East-Central-South-African (ECSA) [Thidbe et al., 2013]. LAsian e TECSA
sembrano essere piu vicini antigenicamente rispattéerzo genotipo, al punto che,
divergendo di circa il 15% dal West African, pecwali vengono considerati appartenenti

allo stesso lineage [Powers et al., 2007].
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POT31460, India,1973, human
Gibbs 63-263, India,1963, human
181-25, Thailand,1962, human
1455-75, Thailand, 1975, human
3412-78, Thailand,1978, human
6441-88, Thailand, 1988, human
100 SV0451-96, Thailand, 1996, human
100 C-0392-95, Thailand, 1995, human
RSU1, Indonesia, 1985, human
H15483, Philippines, 1985, human
100 T 18211, South African Republic,1976, Aedes furcifer
ﬂl_L H2123, South African Republic,1976, human
Ross, Tanzania, 1953, human
CAR2586, Central African Region, unknown, unknown

Ag41855 Uganda, 1982, human
78 LR2006 OPY1, Reunion, 2006, human
LR2006 OPY2, Reunion, 2006, human
91 MCF2006 OPY4, Mayotte, 2006, human
GARD2006 OPYS, France, 2006, human
[~ PM2951, Senegal,1966, Aedes aegypti
100 37997, Senegal, 1983, Aedes furcifer

IbH35, Nigeria, 1964, hurmman

——
0.02

Figura 38. Analisi filogenetiche di CHIKV relativae un frammento di 1044 nucleotidi (posizione geicam
10243-11286 nt) del gene E1 di campioni raccoltadte le epidemie nella Réunion e in altre isole
dell'Oceano Indiano. Nell'albero filogenetico vemgorappresentati i principali lineage evolutivi:
East/Central African (marrone), eastern/southericAf(rosso), West African (blu) ed Asian (giallo)

[Parola et al., 2006].

1.8.2. GENOMA E REPLICAZIONE

Il genoma del CHIKV, come per tutti gli Alphavirus,lineare ed e costituito da un singolo
filamento di RNA a polarita positiva di circa 11k® (Figura 39). A racchiudere le due
ORF, alle due estremita vi sono le regioni non ficalti 5’NCR e 3'NCR; anche le
regioni di giunzione (J) sono non codificanti. LGRal 5’ viene tradotto dallRNA
genomico e codifica per 4 proteine non struttyradiP1, 2, 3 e 4); 'ORF al 3’ invece viene
tradotto dal’RNA 26S sub-genomico e codifica par proteina C del capside, due
glicoproteine dell’envelope (E1 ed E2) e due picpeptidi chiamati E3 e 6K. Le varie
proteine vengono generate dopo il taglio protemlitdei precursori delle poliproteine
[Powers et al., 2013].
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Figura 39. Organizzazione del genoma del CHIKYV ilj€hville et al., 2013].

Il virus entra nelle cellule mediante endocitosin @n meccanismo dipendente dal pH, che
culmina con la fusione ed il successivo rilascid decleocapside nel citoplasma. Il
processo comincia con I'ancoraggio di E2 ai recetellulari e la fusione delle particelle
virali con la membrana delle cellule ospiti. Il pielp di fusione e localizzato nel dominio Il
di E1, in prossimita dell’aminoacido 226. Dopo texta del virus, 'RNA genomico a
viene usato direttamente come messaggero e paexitdntradotto (estremita 5’) per
produrre le proteine non strutturali. Queste savamsponsabili della replicazione e della
formazione del filamento negativo complementarmpi@to per la successiva sintesi del
filamento positivo. La replicazione dellmRNA sulefgpmico (26S) avviene attraverso la
sintesi dell'intero RNA a polarita positiva, reg@aada nsP4 e il precursore pl23 nella
prima fase dell'infezione e piu tardi dalle prowimon strutturali mature. Si ha la
produzione di 5 proteine strutturali (C, E3, E2, &kl E1) che serviranno per
l'incapsidazione e la generazione dell’enveloperiliscio e la maturazione avvengono

quasi contemporaneamente.

1.8.3. MANIFESTAZIONI CLINICHE
Dopo un periodo di incubazione di 3-12 giorni, samifesta una sintomatologia simil-
influenzale che include febbre alta, brividi, cefalnausea, vomito e soprattutto importanti

artralgie, tali da limitare molto i movimenti (Figu40): i pazienti tendono a rimanere
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assolutamente immobili, in posizione antalgicafélabre si risolve dopo 4 giorni. Si puo
sviluppare anche una seconda fase della malattesamtema maculopapulare pruriginoso
su tutto il corpo e dalla ricomparsa della febluecomplicanze piu gravi sono rare e sono
di natura emorragica (ma non in modo cosi graveecoella dengue) entro 3-5 giorni, 0
neurologica, principalmente nei bambini. Durantpidemia nello Sri Lanka nel 1972 é
stato riportato un caso di miocardite dopo la fabbrile [Powers et al., 2007]. In rari casi
puo essere fatale, soprattutto in soggetti anzitam sottostanti patologie di base. La

malattia si risolve spontaneamente, ma i dolortaldri possono persistere per mesi.

_ Aedes :. ]
mosguits m
Skin ————— —.':__:*x,__ -
It @ *’ Susceptible cells:
_— * @ Fibroblasts, macrophages
= Lt and endothelial cells
Intradermal '*’_C '

stage C_—-:)
0. 50' Draining lymph nodes

Bloocd stage { ________..--"__

Target
organs

Figura 40. Rappresentazione di organi e tessutiotti nell'infezione da CHIKV [Caglioti et al., 2]

1.8.4. DIAGNOSI E TERAPIA
La diagnosi e sospettata sulla base della clinidall&epidemiologia del virus, cioé se vi &
una malattia febbrile con artralgie in pazienti mliorno da Africa o da Asia in
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concomitanza di un’epidemia. Clinicamente, si puanifestare una modesta leucopenia
con linfocitosi relativa e un importante aumentdladeelocita di eritrosedimentazione
(VES) e della proteina C reattiva (PCR).

La diagnosi viene confermata con test sierolodfeir un’ulteriore conferma é necessario
rilevare gli anticorpi specifici in un secondo pegb di siero. Vi sono a disposizione anche
metodiche molecolari (real-time RT-PCR) e di isaduto virale su coltura cellulare.

La terapia € sintomatica e si basa sul controllibe dartralgie. Per trattare I'infezione
vengono utilizzati paracetamolo o acetaminofene ecomntipiretici e farmaci
antinfiammatori non steroidei. Recenti studi hampotato all’individuazione di nuovi
antivirali candidati che inibiscono il meccanismicale nei sistemi cellulari e nei modelli
animali. Protocolli terapeutici per i casi piu gravevedono 'uso di immunoglobuline o di
molecole che possono interferire con alcuni aspkdlia risposta infammatoria; per le
manifestazioni croniche reumatiche e poliartritiche perdurano per piu di 2-3 mesi viene

consigliata la somministrazione di metotrexato pemville et al., 2013].

1.8.5. EPIDEMIOLOGIA

Cenni storici e distribuzione

Il termine chikungunya significa cio che piega emimoce e fu impiegato durante la prima
epidemia, avvenuta in Tanzania (Makonde Plateal)1882, a causa delle limitazioni
articolari dovute alle importanti artralgie che at#éerizzano la malattia. Inizialmente si
pensava fosse un’epidemia di Dengue virus ma lesasgrologica e la caratterizzazione
dei ceppi isolati hanno dimostrato la vicinanzaigemtica al Mayaro virus e al Semliki
Forest virus, appartenenti al siero gruppo Semhikrest degli Alphavirus. Analisi
retrospettive hanno ipotizzato che probabilmenteesa gia avuta un’epidemia di
Chikungunya in Indonesia nel 1779. A partire dagini Cinquanta, varie epidemie si sono
verificate in Asia e in Africa. Tra gli anni Sestae Novanta infatti il virus e stato isolato
da numerose zone dell’Africa centrale e meridionaleme Sudan, Uganda, Congo,
Repubblica dell’Africa Centrale, Malawi, Zimbabwéenya e Sud Africa. Il CHIKV é
stato isolato anche da casi dell’Africa occiden{@eeria, Senegal, Costa d’Avorio). Nel
sud est asiatico sono state riportate varie epigleéraiil 1960 ed il 2003 in India, Malesia,
Indonesia, Cambogia, Vietham, Myanmar, Pakistarhaldndia. In numerose cittd come
Calcutta e Bangkok sono stati identificati dei aitivi di trasmissione del CHIKV. Tra le
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epidemie piu importanti ricordiamo quelle documéaia Senegal nel 1986 e nel 1996-97,
in Costa d’Avorio nel 1996-97, in Indonesia nel 20n Kenya nel 2004, nelle isole
Seychelles, Mauritius e Réunion (Oceano Indianonddadagascar tra il 2005 e il 2006.
Tra il 2004 e il 2007 sono stati segnalati centirdiimigliaia di casi e sono state coinvolte

nuove aree geografiche (Figura 41).

(@) Loxzaliors froam which CHIBEY hes bies isolabed oo individoaks
” Countries with endeemio CHIKY aolivity

Figura 41. Distribuzione geografica del CHIKV [Pawet al., 2007].

Prima del 2013 epidemie di Chikungunya sono stiatificate in Africa, Asia, Europa e
nell’Oceano Indiano e Pacifico. La prima trasmissidocale del virus nelle Americhe e
stata riportata nei Caraibi verso la fine del 2(R&uci et al., 2016]. Prima di allora il virus
era stato trovato solo in casi di viaggiatori tdrréda Paesi affetti. Nella figura 42 si
possono vedere i territori in cui € stata riporfatpresenza del virus fino ad ottobre 2015

[Fonte CDC http://www.cdc.gov/chikungunya/geo/index.himl

In Europa (Belgio, Francia, Germania, Inghilteritalia, Norvegia, Repubblica Ceca e

Spagna) sono stati riportati alcuni casi importitituristi rientrati da India e dalle isole

dell’Oceano Indiano, dagli Stati Uniti, Hong Korf@anada, Taiwan e Sri Lanka [Panning
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et al., 2008; Powers et al., 2007; Thibervillelet.2013].

-

I current or previous local transmission of chikungunya virus

Figura 42. Territori in cui & stato riportato il @&V fino ad Ottobre 2015
[Fonte CDC http://www.cdc.gov/chikungunya/gdo/

In Italia nell’estate 2007 sono stati notificagprimi casi autoctoni in Emilia Romagna, a
Castiglione di Cervia e Castiglione di Ravenna (edue in provincia di Ravenna). Sono
stati identificati 205 casi tra luglio e settembgeiasi tutti i pazienti hanno mostrato una
sintomatologia lieve (febbre e artralgia), tranme anziano che é deceduto. Le analisi
molecolari e sierologiche sui campioni clinici ellsuzanzare catturate nell’area in
questione hanno permesso di stabilire con certelzessi e trattato di Chikungunya virus.
Il presunto responsabile della diffusione dell’mtne sembra essere un uomo indiano
rientrato in Italia dopo avere contratto la matattiel suo paese natale. Le analisi
filogenetiche relative alla regione del gene Elnmamostrato un’elevata omologia tra le
sequenze ottenute dai ceppi isolati in Italia ellgudentificati durante I'epidemia
nell’Oceano Indiano. Non si € esclusa l'ipotesi a@l®uni casi possano essersi diffusi per
contagio interumano, in quanto un piccolo numeroatitagiati aveva riferito di non avere
subito (0o quanto meno avvertito) punture della bl@izanzara. In ogni caso questo
focolaio di infezione in una zona non-tropicaletslatea la necessita di preparazione e

risposta alle malattie infettive emergenti nell’didla globalizzazione [Rezza et al., 2007].
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Trasmissione e vettori

L'infezione viene trasmessa dalla puntura di zamaafette del genere Aedes, presenti
soprattutto in zone rurali. Il ciclo di trasmisseodel Chikungunya virus richiede un pasto
di sangue viremico da parte di zanzare femminersw3apite vertebrato, seguito da un
periodo di incubazione e di trasmissione ad urp abispite vertebrato durante il pasto
successivo [Thiberville et al., 2013].

Vi sono due diversi cicli di trasmissione per qoestus:

O ciclo silvestre presente in Africa; il virus & tneessso daAe. africanus, Ae.
neoafricanus, Ae. furcifer, Ae. taylori e Ae. Luigphaluse viene mantenuto in
natura da primati non umani, come cercopitechi bbbmi, e probabilmente
roditori [Diallo et al., 1999; Powers et al., 2007]

O ciclo urbano diffuso in Asia, nellOceano Indianim, Africa ed in Europa; €
caratterizzato dall’assenza di animali reservoiradte il periodo epidemico
(trasmissione uomo-zanzara-uomo), mentre durantgeriodi inter-epidemici
vengono coinvolti scimmie, roditori e volatili conospiti. Il vettore principale € la
zanzaraAedes aegypiila stessa che trasmette la febbre gialla e lagD&h attivo
soprattutto in Asia. Un altro importante vettord@des albopictyscomunemente
chiamata zanzara tigre, poiché e caratterizzata ge¢senza di strisce bianche sul
corpo e sulle zampe di colore nero [Figura 43]. SQuevettore € il responsabile
della diffusione del virus nelle isole dell’'arealiana ed e presente anche nei centri
abitati del nostro paese. Nelle recenti epidef®e albopictusha assunto un ruolo
importante a causa di mutazioni adattative nel genwirale, in particolare la
mutazione A226V nella glicoproteina E1, che aumdataeplicazione virale nel
vettore [Caglioti eta al., 2013; Thiberville et,&013].

Figura 43. Il vettoré\e. albopictus.
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Alcuni studi hanno dimostrato che anche varie spéel genere Culex sono potenziali
vettori per il CHIKV.

A differenza di altre specie (come quelle indigele#’ Europa), la zanzara tigre € attiva
durante il giorno, e non solamente all'alba o ahtonto. Le zanzare tigre depongono le
uova spesso in piccoli contenitori con quantitaatjua: vasi, sottovasi, fognature otturate,
grondaie, recipienti di scarto. La zanzara tigraihdimitato raggio d’azione (meno di 200
metri): i luoghi di deposizione delle uova sonoinvicdunque a dove si osservano le
zanzare [Caglioti et al., 2013].

SebbeneéAe. albopictussia indigena in zone tropicali e subtropicalis& adattando con
successo anche a climi piu freddi. Nelle zone talpcalde e umide € attiva tutto I'anno,
in regioni piu temperate sverna. Le uova delle etaripresenti nelle zone temperate
tollerano meglio il freddo (temperature sotto zereye) di quelle presenti in regioni piu
calde. Inoltre, le zanzare tigre adulte possonorasmpvere durante linverno in
microhabitat adeguati.

| primi esemplari dAe. albopictusn Europa si sono osservati in Albania, probabiitadl
mezzo responsabile fu una nave cargo provenietiee@aa attraccata a Durazzo. In Italia
ha fatto la sua comparsa nel 1990 a Genova, inepogito di pneumatici usati importati
dagli Stati Uniti (Georgia), e 'anno dopo a Padosaée poi diffusa praticamente in tutta la
penisola in particolare in Emilia Romagna, sconioh@fino in Francia, Spagna e Svizzera
e nei porti delle citta europee, dimostrando quindialta capacita di ambientazione
[Rezza et al., 2007].

Anche se la trasmissione avviene tramite puntuadzara infetta, non si esclude a priori
la possibilita di un contagio interumano (per véaea, per contatto con fluidi biologici...)

specialmente tra soggetti che restano in prolungamtatto con malati. Sono stati descritti
anche casi di trasmissione tramite donatori aintmnd sangue e di organi e tessuti (per

esempio trapianto di cornea) [Thiberville et &Q13].

Prevenzione

Non esiste ancora un vaccino per il CHIKV, ma sstadi fatti vari tentativi, utilizzando sia
virus inattivati che attenuati, proteine ricombitianaccini a DNA. Si é sviluppato un
vaccino umano che prevede I'uso di un virus inatovcon formalina; gli effetti sono stati

testati su cellule di rene di scimmia (green monkieney cells, GMKC): i livelli degli
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by

anticorpi sono elevati, non vi € viremia e sembratgggere le scimmie dall'infezione.
Sembra pero che gli effetti indesiderati siano pelrte Si e allora passati ad utilizzare il
siero di un paziente (Tahilandia) che sembra nogreaeffetti collaterali in topi e nei
pazienti volontari; tutti i soggetti sviluppano @otpi neutralizzanti. A partire dal ceppo
isolato si e provato a sviluppare un vaccino dosda generazione che sembra garantire
un’alta protezione. Si stanno ancora effettuanderioki trial clinici [Caglioti et al., 2013;
Powers et al., 2007].

1.8. FAMIGLIA BUNYAVIRIDAE, GENERE BUNYAVIRUS

La famiglia Bunyaviridae comprende una serie dnragod-borne e rodent-borne virus;
prende il nome da Bunyamwera (Uganda) dove, daleare, &€ stato isolato il primo
virus. Questi virus sono responsabili di patoldgigbrili nelluomo ed in altri vertebrati. |l
ciclo biologico comprende un ospite roditore o @efttare artropode e un ospite vertebrato.
La maggior parte sono Arbovirus (arthropod-borneuses) essendo prevalentemente
diffusi tramite artropodi (zanzare, zecche, flelao Fanno eccezione gli Hantavirus -
Robovirus (rodent borne virus) - che infettano sahbammiferi e sono diffusi tramite le
urine e le feci di roditori.

Le analisi filogenetiche hanno consentito la sudiivie in 4 generi principali di interesse
medico: Bunyavirus, Phlebovirus, Nairovirus e Hairtes (Tabella 5). Questi virus sono
suddivisi in 35 sierogruppi con oltre 330 tipi étetipi. Esiste anche un quinto genere,

Tospovirus, che recentemente ha suscitato noté@vigleesse in campo botanico.

S . . Distribuzione
Genere Principali virus Patologia Vettore/serbatoi )
geografica
California meningo-encefalite R
. 9 . Stati Uniti,
Bunyavirus LaCrosse encefalite zanzara
Europa
Tahyna febbre, esantema
. . . Centro e nord Africa,
Toscana virus, Napoli| febbre, encefalite, . . .
. : . ) o Asia medio-orientale e
Phlebovirus | virus, Sicilian virus meningite flebotomo meridionale. area
Febbre della Rift Valley febbre emorragica ) '
mediterranea
Virus della febbre . .
o . . . Africa centrale, Asia,
Nairovirus emorragica Crimea- | Febbre emorragica zecca .
Congo Europa orientale
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Distribuzione

Genere Principali virus Patologia Vettore/serbatoi .
geografica

Febbre emorragical
con sindrome renale
(HFRS); sindrome . Asia, Nord e Sud
roditore .

polmonare da America, Europa
Hantavirus; nefropati

epidemica

Hantavirus Belgrado, Hantaan

[}

virus delle piante,
nessuna patologia - -
umana conosciuta

Tomato spotted wilt

Tospovirus .
virus

Tabella 5. Generi della famiglia Bunyaviridae.

1.8.1. GENOMA, CARATTERISTICHE STRUTTURALI E REPLIC AZIONE
| Bunyavirus sono particelle sferiche dotate dietage aventi un diametro di 80-120 nm
(Figura 44). Il genoma, contenuto in nucleocapsidioidali, € costituito da RNA singolo
filamento a polarita negativa (ssRNA-), di 11-12 &bgmentato in tre parti (Figura 44):
» segmento L (large) di 6400-6700 nucleotidi che iema una singola ORF che
codifica per la RNA polimerasi-RNA dipendente (j@iot L);
» segmento M (medium) di circa 4215 nucleotidi chéiftca per le proteine
superficiali G1 e G2 e per una proteina non stral&uNSm;
» segmento S (small) di 1869 nucleotidi che codifipar la proteina

nucleocapsidica N e proteine non strutturali NS.

B
6765 nt (2234 aa) J
A a0 L L ORF
5 == 3
— MNC NI
™ ; 4212nt (1403 aa)
| Gn/INSM/Gc ORF
[4]5',"' | I = | —
Envelope e 1 1 NC
. L (RdRp) . 702nt_(233aa) |
N\ » N ORF
—N (+) 5’ e =3
80-120 nm "= |NSs ORF
T
(91 aa)

Figura 44. Rappresentazione del virione (A) e @elagna (B) dei Bunyavirus.
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Sulla superficie (pericapside) sono espresse daepgbteine virus specifiche, G1 e G2,
che formano proiezioni superficiali, hanno come shgho anticorpi neutralizzanti,
capacita emoagglutinanti e sono responsabili deédifazione del virus con la cellula ospite
[Di Bonito et al., 1997; Lappin et al., 1994; Vada® et al., 2003].

La replicazione dei Bunyavirus avviene nel citoplas Linterazione di G1 con i recettori
cellulari permette la penetrazione per fusione deitdsi recettore mediata); il PH basso
induce la fusione del virus con la membrana dediscicola, rilasciando il genoma virale
nel citoplasma. L'RNA genomico e poi trascrittonmRNA dalla polimerasi virale (RdRp).
Dalla traduzione degli mRNA si ottengono le progewirali: il filamento M codifica la
proteina NS e le glicoproteine G1 e G2 vengonoogllate nel Golgi ed espresse sulla
membrana; il filamento L codifica invece la proteih (polimerasi), mentre il tratto S
codifica per le proteine non strutturali NS e N. fdeplicazione citoplasmatica del’RNA
genomico (ssRNA-) avviene attraverso la produziatie un intermedio di RNA
complementare a polarita positiva sSRNA+(CRNA). iame dunque I'assemblaggio della
proteina N con il genoma virale neoformato (ssRNgeferando il nucleocapside. Questo
viene trasportato al Golgi o alla membrana citapkasca. Dopo la maturazione le
particelle virali (nucleocapside + proteine dellefope) vengono rilasciate per
gemmazione intracellulare nel Golgi. In alternati@diberazione dei virioni puo avvenire

tramite lisi cellulare.

1.8.2. PATOGENESI E MANIFESTAZIONI CLINICHE

| Bunyavirus si replicano negli artropodi. La pstsnza in natura e legata alla possibilita
di instaurare un ciclo artropode vettore (zanzaemca o flebotomo) - ospite vertebrato
(generalmente piccoli mammiferi ma anche uccelig¢ diventa quindi il serbatoio del
virus. Nell'artropode linfezione persiste in assandi malattia. Alcuni Bunyavirus (per
esempio il virus della febbre da flebotomi, present Italia, tipo napoletano o tipo
siciliano), sono trasmessi per via transovarica:questo caso l'artropode e insieme
serbatoio e vettore. Nel ciclo naturale 'uomo win@ala quando € punto da un artropode
infetto, ma il sangue umano raramente puo infettéaeropode, cosicché lI'uomo
rappresenta I'ospite terminale.

Il virus si moltiplica nelle cellule epiteliali detatto digerente dell’artropode, infetta le
ghiandole salivari e si moltiplica. Quando il ve&opunge l'ospite, rigurgita la saliva
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contenente i virioni; la saliva infetta penetra napillari e nei vasi linfatici. Lendotelio
vascolare della cute e i linfonodi regionali ragemrano quindi il sito primario di
replicazione del virus che giunge al circolo sagguoigenerando viremia. Al termine della

viremia, vi € la comparsa degli anticorpi e I'ospita incontro a guarigione.

Linfezione & generalmente asintomatica, a menorresia stato infettato uno specifico
organo (endotelio vascolare, fegato, encefalo, mimoni). Il danno e prevalentemente
attribuibile alla diretta invasione dei tessutigate del virus, piuttosto che ad una reazione
inflammatoria mediata dall’ospite. La risposta iale all'infezione da Bunyavirus consiste
nella produzione di interferone (IFN). La scompadsh virus nel sangue si accompagna
alla comparsa di anticorpi. L'IFN, unitamente allinunitd umorale, svolge un ruolo
protettivo sul’andamento dell'infezione.

| Bunyavirus causano febbre talvolta con rash.dgiunta, Crimean-Congo hemorrhagic
fever virus puo causare emorragie; Rift Valley fevieus puo causare epatiti emorragiche,
encefaliti o cecita; La Crosse virus e virus sirpdssono causare encefaliti; Hantaan River
virus causa emorragie e danni renali o la sindrpmienonare da Hantavirus che ha un

tasso di mortalita del 36%.

1.8.3. DIAGNOSI E PREVENZIONE

La diagnosi sierologica viene effettuata mediardeontro di anticorpi delle classi IgM o
IgG (ELISA o immunofluorescenza indiretta). La pesa di IgM nei sieri di pazienti in
fase acuta deve essere confermata da IgG in poe&#fettuato dopo circa 2 settimane.
Nella fase viremica e possibile applicare tecniaghenunoenzimatiche (ELISA) per il
rilevamento di antigeni virali o indagini molecalgRT-PCR) per I'amplificazione di
sequenze specifiche. Si moltiplicano in colturelutati di diverse specie animali
(vertebrati e invertebrati), in particolare in umpia varieta di linee cellulari d’origine
renale, incluse le cellule VERO e in cellule maagi¢he di topo, dove sono in grado di
produrre un evidente effetto citopatico. Per alainis particolarmente pericolosi si rende
indispensabile la disponibilitd di un laboratoriot@izzato al trattamento di agenti
infettanti di classe 3 (es. Febbre della Valle Ri#f) e 4 (Virus della febbre emorragica di

Crimea/Congo).

Per il virus della Rift Valley (Phlebovirus) sontas allestiti vaccini per uso umano
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preparati con virus inattivati con formalina. Quegiccini non sono ancora ottimali,
poiché sono necessari diversi richiami per ottenaradeguata risposta anticorpale. Per la
febbre emorragica con sindrome renale (Hantavisas)o stati utilizzati diversi tipi di
vaccini inattivati nei confronti dei virus HantaaBeoul e numerosi vaccini ricombinanti
sono attualmente in studio. In assenza di vacdfidaei in commercio, la prevenzione
verso l'infezione da Bunyavirus (esclusi gli Hantas) consiste nell’evitare il contatto tra
'uomo e I'artropode vettore (repellenti, insettiGivestiti protettivi, zanzariere, tende). Per
quanto riguarda la prevenzione dell'infezione dantdairus deve essere effettuata

principalmente con il controllo dei roditori.

1.8.4. PHLEBOVIRUS

| Phlebovirus comprendono circa 37 specie, rag@tgim 9 sierotipi; tra questi abbiamo i
Sandfly fever virus, che sono trasmessi ai vertelda flebotomi. | Phlebovirus sono
geograficamente distribuiti in Europa (ltalia ingdy Tabella 6), Africa, Asia centrale e

Nord e Sud America.

Famiglia/genere Virus Anno Luogo Identificazione virale
Arbia 1981 Toscana, Marche P. pern!glosgs, P.
perfiliewi
Bunyaviridae/ Sandfly fever Naples 1944 Campania uomo
Phlebovirus Sandfly fever Sicilian 1943 Sicilia uomo
Toscana 1971 Italia f:gntrale e P. p_e_rmqosus, P.
meridionale perfiliewi, uomo

Tabella 6. Sandfly-borne virus isolati in Italia.

Si conosce ancora poco sugli ospiti reservoir ebsanche il ruolo degli animali sulla
sopravvivenza del virus sia secondario alllampdifione orizzontale che comunque
garantisce la trasmissione transovarica e ven&raa.Phlebovirus i piu importanti sono il
virus della Rift Valley e i virus da febbre da fegbmi (Sandfly fever virus). Quest'ultimi
circolano in Europa e sono responsabili di sintahogiia simil-influenzale: in particolare,
abbiamo i sierotipi Sicilian virus, Naples virustescana virus (TOSV). | primi due sono

presenti in Asia centrale e medio-orientale e haanstessa distribuzione dei vettori. Il
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Toscana virus € invece presente in Italia, Alge3jgagna, Portogallo e Cipro (Eitrem et al.,
1991). Il TosV e il Rift Valley virus sono gli unicel genere ad essere neurotropi. A
differenza di Sicilian virus e Naples virus, cheigano patologia febbrile, il Toscana virus
e responsabile di febbre alta, cefalea grave, rgémirasettica con prognosi benigna

seguita da convalescenza di media-lunga durata.

1.8.5. TOSCANA VIRUS

Il Toscana virus (TOSV), appartenente alla fami@iayaviridae, genere Phlebovirus, e
un Sandfly fever virus responsabile di infezionuraogiche nelluomo. Viene trasmesso
da flebotomi, in particolar®hlebotomus perniciosusP. perfiliewi il virus puo essere
trasmesso per via transovarica tra i vettori, ma $ano ancora stati identificati gli ospiti
serbatoio. Dato che il TOSV e stato isolato daveko di un pipistrello Ripistrellus kuhl)
potrebbe esserci un possibile coinvolgimento distpuspecie nell’ecologia del virus. Da
uno studio condotto in Turchia & emerso che i patriebbero essere candidati come ospiti
reservoir poiché sono stati identificati sia I'RN#&ale che gli anticorpi neutralizzanti in
campioni raccolti durante la stagione estiva [Direteal., 2015].

L'incubazione del virus va da pochi giorni a dud¢tiseane. Nella maggior parte dei casi
determina solo un’infezione in forma leggera, asimtica o paucisintomatica con
sintomatologia simil-influenzale (febbre, cefalewusea, vomito, mialgia e rigidita al
collo). Nei casi piu gravi questo Arbovirus pud sare meningite con 0 senza
sintomatologia encefalitica (meningo-encefaliteg.drognosi e favorevole.

Non esiste una terapia specifica ma solo un trattaonsintomatico.

La diagnosi viene effettuata mediante test molecelkh immunoenzimatici, i quali sono
rapidi e sensibili. La diagnosi diretta prevedeadathe come la nested PCR e la real-time
RT-PCR, che oltre a permettere una rapida idea#fane hanno permesso di dimostrare la
circolazione di diversi ceppi di Toscana virus p&dina et al., 1998]. La diagnosi indiretta
e utile invece sia per identificare l'infezionedouto (IgM) sia in fase cronica ma con i test
sierologici si possono avere reazioni di crosstinggt con gli altri due sierotipi circolanti,
Naples e Sicilian virus [Eitren et al., 1991].
Recenti studi hanno dimostrato le proprietd antden delle proteine virali
(nucleoproteina N e glicoproteine di superficie &52) per capire meglio il loro ruolo
immunogenico [Ciufolini et al., 1999; Valassinaakt 1998].
Il Toscana virus puo essere isolato in vitro saurel cellulari di Vero [Verani et al., 1984]
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oppure mediante inoculazione intracerebrale in. topi

La frequenza di questa infezione aumenta nel perestivo, con picchi in agosto nelle
aree mediterranee endemiche ovvero Italia, Pottmgabagna e Cipro (Figura 45) [Cusi et
al., 2010]. In Portogallo e stato condotto uno istudtrospettivo su campioni di liquido
cerebrospinale di pazienti con diagnosi di menegit5.6% rivelava la presenza di TOSV
[Santos et al., 2007]. Una sieroprevalenza ancaralpvata, 24.9%, € stata osservata in
Spagna; il virus perdo sembra essere meno viruléintuello che circola in Italia [Cusi et
al., 2010]. Durante un programma di sorveglianza ip&/NV nel sud della Francia,
diversi campioni di pazienti con meningite sonalteti positivi per TOSV [Peyrefitte et
al., 2005]. Il virus & stato poi isolato su coltwalulari da campioni clinici e dai vettori
[Charrel et al., 2007]. Da uno studio € emerso thei donatori di sangue il 12%
presentava IgG per TOSV, un’alta percentuale dcargi € stata trovata anche tra pazienti
ospedalizzati con sindrome neurologica. Inoltréaéosdescritto anche un caso importato in
Germania dalla Francia. Grazie a queste evidenzetatb possibile dimostrare la
circolazione del Toscana virus sul territorio frase [Cusi et al., 2010; De Lamballerie et
al., 2007].

Sono poi documentati vari casi importati dall’'lealin altri paesi europei e in America,
alcuni dei quali vengono elencati qui di seguito:

- un caso importato in Svizzera dall'lsola d’Elballimgosto 2008 [Sonderegger et al.,
2009] e uno nell’agosto 2009 [Gabriel et al., 2010]

- un americano di 66 anni tornato da Roma [Calighex., 1987], uno di 65 anni recatosi
in Sicilia nell’'estate del 2009 [Kay et al., 20Llno di 82 anni in vacanza sulla costiera
amalfitana nel 2014 [Howell et al., 2015].

Vari ceppi di TOSV sono stati isolati sia da canmpidinici che daPhlebotomus spge i
loro genomi sono stati sequenziati parzialmenteeoiptero descrivendo un quadro dei
ceppi circolanti nell’area Mediterranea. Sono stdgntificati due principali genotipi
(Figura 46): il genotipo A circola principalmenta italia, mentre il B in Spagna,
suggerendo che la distribuzione geografica probedrite € legata alla circolazione dei
vettori. Questa distribuzione ha implicazioni regpiidemiologia del TOSV poiché e in
continua evoluzione in quanto correlata con il eljrfa globalizzazione e la modificazione
degli habitat [Cusi et al., 2010].
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Geographical circulation of TOSY in Europe
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Figura 45. Circolazione del Toscana virus in Eurdpeasi autoctoni* casi importati,s sieropositivita nella
popolazione (Cusi et al., 2010).
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Figura 46. Province di Italia e Spagna nelle gsatio stati documentati casi clinici di Toscana ¥ieudove
sono stati condotti studi di sieroprevalenza (GHaet al., 2005).
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In ltalia il Toscana Virus € stato isolato per knma volta nel 1971 a Monte Argentario
(Grosseto, Toscana). Nel 1983 ¢ stato per la pvinita associato a patologia neurologica,
quando é stato isolato da una giovane donna comngitnlinfocitaria [Nicoletti et al.,
1991]. Tra il 1995 e 1998 €& stato condotto uno istugpidemiologico su pazienti
ospedalizzati residenti in Toscana: circa 1'80% dasi di meningite asettica & stato
attribuito al TOSV [Cusi et al., 201]. Successitud hanno poi sottolineato il ruolo di
questo virus come agente eziologico di patologeraiegiche. Analisi sierologiche sono
state condotte su popolazione ad alto rischio direore il virus in Toscana e Piemonte
(esempio guardie forestali); in queste regioni, eddlv vettore € molto presente, si e
osservato che l'infezione puo manifestarsi in mani@sintomatica o puo generare una
sintomatologia lieve [Valassina et al., 2003b]. &lmo studio condotto a Siena tra il 1993
ed il 2008 ha mostrato un’alta incidenza di TOS99®asi) con un picco nel 2005 e nel
2006, forse a causa dell'aumento delle temperatBuecessivamente il virus € stato
riscontrato in Piemonte ed Emilia Romagna, ed trealegioni come Marche, Umbria,
Lazio, Campania, Sardegna (la sieroprevalenza gioragnell’ltalia Centrale) [Cusi et al.,
2010; Di Nicuolo et al., 2005; Remoli et al., 2014]

Tra il 2010 ed il 2012 é stato condotto uno studieressante in varie province dell’Emilia
Romagna: sono stati analizzati i campioni raccaltinterno della sorveglianza delle
infezioni da WNV (pazienti con meningite asetticepn metodiche sierologiche e
molecolari. In totale sono stati testati 120 campiB7 sono risultati positivi per IgG anti-
TosV e di questi 14 presentavano anche IgM antifTdspaziente mostrava solo IgM
positive. Di questi 37 era disponibile anche il Q&F 11 pazienti. Alle analisi molecolari
gli 8 pazienti che avevano IgM ed IgG positive sasaltati positivi anche in RT-PCR; nei
3 casi rimanenti non erano stati riscontarti ampcspecifici. Basandosi su questi dati, 18
pazienti su 120 (15%) erano in fase acuta deltiivige da TosV (15 IgM positivi, 3 RT-
PCR positivi senza anticorpi specifici). 11 pazierano delle provincia di Bologna. 13
casi sono stati definiti come autoctoni mentre ipegstanti 5 sono stati descritti viaggi
precedenti alla comparsa dei sintomi in zone inilodrus e presente. Non si € riscontrata
nessuna associazione significativa tra infezionetaddei pazienti; la durata media della
sintomatologia e stata di 8 giorni e i sintomi maggente riscontarti sono stati febbre e
cefalea; 14 presentavano meningite, 2 encefateneningoencefalite. La prognosi e stata

positiva per tutti i casi [Mocale et al., 2012].
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2. SCOPO DELLA TESI

L'insorgenza e la diffusione delle patologie trasseeda vettori rappresentano un problema
attuale di sanita pubblica in costante aumentoierde aree geografiche, Italia inclusa.
Nel corso degli ultimi 20 anni si e infatti osselvaun notevole incremento della
prevalenza di vettori infetti, dell'incidenza delpatologie associate nelluomo e di un
ampliamento delle aree endemiche. Secondo unaav&ue promossa dallECDC
(European Centre for Disease Prevention and Controlcambiamenti climatici e
ambientali, sotto forma di temperatura e umidita glievate, favoriscono il diffondersi di
vettori e ospiti intermedi e in ultima analisi agelhfezioni stesse. La comparsa e la rapida
diffusione di queste infezioni sono dovute anch@awahento di viaggi a lunga distanza e
alla globalizzazione del commercio. In particolareEuropa e in lItalia, si e assistito al
progressivo aumento di casi importati ed autocttinalcune malattie virali di origine
tropicale trasmesse da zanzare oggi molto diffasbe&in questi territori.

Per una corretta identificazione degli Arbovirugatono piu metodiche, sia sierologiche
che molecolari. La diagnosi sierologica di questiaioni si basa principalmente su
tecniche immuno-enzimatiche. Questi saggi talvplbasono dare problemi di reattivita
crociata tra i membri della famiglia Flavivirus. €ato fenomeno avviene perché nella
risposta immunitaria vengono prodotte immunoglateispecifiche, principalmente dirette
verso la proteina E che contiene determinanti ant@ comuni a tutti i Flavivirus. Per
ovviare questo problema che talvolta si verifican de attuali metodiche, si rende
necessario introdurre nuovi metodi come il testriduzione di neutralizzazione delle
placche (PRNT).

Alla luce di quanto detto, questo progetto di rieesi propone di monitorare e migliorare i

sistemi di sorveglianza delle arbovirosi nella oag Friuli Venezia Giulia, mediante:
[0 determinazione del potenziale epidemico di TBEV weditori (zeccal. ricinus),

verificando nel tempo la frequenza dell'infezionle, sua distribuzione e le

caratteristiche dei ceppi presenti nell’area diitu
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monitoraggio delle infezioni da TBE e West Nileugrin campioni di pazienti con

encefalite e/0 meningite;

monitoraggio delle infezioni da Dengue e Chikungunyirus in pazienti con

patologia febbrile in rientro da viaggi in aree emdche;

miglioramento e ottimizzazione delle metodiche tesis e introduzione di nuovi
test sia per garantire un’identificazione piu skifsie specifica delle arbovirosi
(test di riduzione di neutralizzazione delle plasscRRNT), sia per ridurre i tempi

di screening;
ricerca di nuovi bersagli per il sequenziamentagitarizzazione molecolare) per

determinare e monitorare la distribuzione dei cefaili circolanti nel territorio e

per ampliare le conoscenze riguardo [I'epidemiolog@d tali virus.

98



3. MATERIALI E METODI

3.1. IDENTIFICAZIONE DEL TBEV NEI VETTORI

Il flusso di lavoro seguito nell’analisi di ciascaampione e stato il seguente:
» raccolta delle zecche e campionamento;
» suddivisione in pool e omogeneizzazione;

estrazione degli acidi nucleici;

controllo di estrazione (gene 16S);

indagini molecolari;

sequenziamento e analisi filogenetica;

YV V V V V

colture cellulari.

| campioni risultati positivi in real-time RT-PCRs0 stati ulteriormente testati mediante
sequenziamento del gene NS5 e del gene E per latigigmazione e la successiva
costruzione di alberi filogenetici. Inoltre sonaatstcondotti tentativi di isolamento in

colture cellulari Vero E6, eseguite in laboratatidiosicurezza BSL-3.

Tutte le analisi mediante real-time RT-PCR sontestandotte con lo strumento LC480 II

(Roche ltalia, Monza, Italia).

3.1.1. RACCOLTA DELLE ZECCHE E CAMPIONAMENTO
Metodo di raccolta diIxodes ricinus
Il campionamento delle zecche é stato eseguitécdecatori del Dipartimento di Biologia
e Protezione delle Piante dell’Universita degli dstdi Udine. Il metodo impiegato e
denominato dragging sample (trascinamento) o ftapgimetodo della coperta strisciata,
che consiste nel raccogliere le zecche allo sthtrd trascinando lentamente un telo di
pile bianco (1rh) con delle aste, su una superficie di terreno0finf; le zecche che si
trovano attaccate vengono prelevate con delle fismze conservate all’interno di una
provetta. Il metodo si basa sul caratteristico corigmento (ambushingli molti Ixodidi,
tra cui anchd. ricinus, che attendono appostati sull’erba o sui cespiigiassaggio di un
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potenziale ospite su cui attaccarsi.

Allo scopo di seguire la dinamica stagionale deldgolazioni di zecche e determinarne
I'abbondanza nei vari ambienti, sono stati eseguié tipi di campionamento:

- campionamento mensile: effettuato ogni 30 giazimca dall'inizio della primavera
all'autunno inoltrato, solo in alcuni siti rappresativi, sia in ecotoni che in boschi;

- campionamento di massa: in concomitanza conchpii attivita primaverile e autunnale
delle zecche, in tutti i siti, su una superficieadltune centinaia di metri quadrati, sia in
ecotoni che in boschi. Per ecotoni si intendondi mfave non vengono eseguiti sfalci
periodici; si presentano con erbe alte e arbudtisumlo c'@ uno spesso strato di
vegetazione; sono normalmente adiacenti a boschi.

Gli esemplari raccolti sono stati catalogati padgi maturativo (adulto o ninfa), sesso (se
l'individuo € adulto), sito di prelievo (Tabella & tipologia del territorio (B=bosco,
E=ecotono, X=non specificato). Ad ogni singolo acarstato attribuito un codice univoco
composto da quattro cifre: la prima corrispondeaaita data di raccolta, la seconda alla
sede, la terza allo stadio e l'ultima al numerozdcche contenute nella provetta. Le

provette sono state conservate a -80°C fino al moondell’analisi.

Campionamento periodico delle zecche e area di stiad

Il Friuli Venezia Giulia € una regione estremameeterogenea dal punto di vista
geografico, climatico e della distribuzione dellegetazione; infatti ciascuna delle aree
campionate puo essere collocata all'interno di gecifica area geoclimatica (Tabella 7 e
Figura 47).

Sono state identificate 7 zone:

Zona alpina, che comprende la Carnia Occident@lergro-Orientale
Zona prealpina, che comprende le Prealpi Carnidbdeealpi Giulie
Zona valliva, che comprende Canal del Ferro-Valeana

Zona collinare, che prevede sia colline morenidieenceniche
Zona pianeggiante, che comprende alta e bassargianu

Zona carsica

N o gk~ wDbdRE

Zona lagunare, che racchiude il litorale
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CODICE ZONA SITI

CcoO Carnia Occidentale Forni di Sopra, Forni di Sotto
. . Amaro, Ampezzo, Imponzo, Ovaro, Paluzza, Paularo,

ce Carnia Centro-orientale Ravasf:)letto, Rigzlato, Socchieve, Val Apua
PC Prealpi Carniche Bordano, Claut, Frllrzzzztg?s, Tramonti di Sopra,
VC Valcanale Fusine, San Leopoldo, Tarvisio, Valbruna
CF Canal del Ferro Pontebba, Raccolana, Roveredo
PG Prealpi Giulie Gemona del Fgtl:f,el;g’s?r\;?;:,naM’ontenars, Povici,
CM Colline Moreniche Pagnacco, Rive D’Arcano
CE Colline Eoceniche Buttrio, Cividale, Gorizia, Med&arcento
AP Alta Pianura Flaibano, Martignacco, Polcenigo
BP Bassa Pianura Bertiolo, Chions, Muzzana
CG Carso Goriziano Doberdo del Lago, Redipuglia
LI Litorale Grado, Lignano

Tabella 7. Suddivisione delle aree geo-climatiche.

Au 5 10 20 km
O

BILUBAO|S

LI

Figura 47. Rappresentazione delle stazioni digvel(numerate dall'l al 52; vedi tabella 7) e loro
raggruppamento in area geografica di apparten@Peagentile concessione del Dip. di Biologia e
Protezione delle Piante dell'Universita degli StddUdine].
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CODICE SITO CODICE SITO
1 MONTENARS 27 TRASAGHIS
2 OVARO 28 ARTEGNA
3 RACCOLANA 29 BERTIOLO
4 FORNI DI SOTTO 30 BUTTRIO
5 PONTEBBA 31 CHIONS
6 ROVEREDO 32 CIVIDALE
7 ENEMONZO 33 CLAUT
8 IMPONZO 34 CLAUZETTO
9 PAULARO 35 DOBERDO DEL LAGO
10 PALUZZA 36 FLAIBANO
11 AMARO 37 GORIZIA
12 VAL AUPA 38 GRADO
13 TARVISIO 39 LIGNANO
14 POVICI 40 LUSEVERA
15 TRAMONTI DI MEZZO 41 MARTIGNACCO
16 TRAMONTI DI SOPRA 42 MEDEA
17 TRAMONTI DI SOTTO 43 MUZZANA
18 GEMONA DEL FRIULI 44 PAGNACCO
19 FUSINE 45 POLCENIGO
20 ORIGNE 46 PULFERO
21 RAVASLETTO 47 REDIPUGLIA
22 RIGOLATO 48 RIVE D’ARCANO
23 AMPEZZO 49 TAIPANA
24 FORNI DI SOPRA 50 TARCENTO
25 BORDANO 51 VALBRUNA
26 SOCCHIEVE 52 SAN LEOPOLDO

Tabella 8. Elenco delle stazioni di campionamemrtiterstagioni 2011-14.
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3.1.2. SUDDIVISIONE IN POOL E OMOGENEIZZAZIONE

Le zecche adulte sono state analizzate singolaenementre le ninfe sono state

raggruppate in pool da 2 a 10 esemplari; questhaseestata determinata dai seguenti
fattori:

- numero notevolmente inferiore di adulti rispedtie ninfe;

- le tecniche utilizzate sono caratterizzate daatke sensibilita che pud determinare false
positivita che abbassano la predittivita positied dnalisi.

L'omogeneizzazione e stata condotta sotto preparpedogni ciclo 48 provette con:

0 due biglie metalliche per 'omogeneizzazione;

(0 500 pL diterreno di trasporto;

0 1 adulto oppure 2-10 ninfe prelevati con delle pidzplastica sterili.
L'omogeneizzazione e stata condotta in laboratB$h.3 con il dispositivo Tissue Liser
(QIAGEN), impostando i seguenti parametri:

O frequenza (1/sp 300

O time (min/sec)> 30 minuti.
Le biglie metalliche, dopo I'utilizzo, sono statgtteposte a lavaggi di sterilizzazione con
una soluzione di ipoclorito 50% per 20/30 minutisciacquate in acqua ed infine
autoclavate.
L'omogenato é stato poi suddiviso in due aliquote:

1. una per I'estrazione e i test molecolari;

2. una per ulteriori indagini molecolari o per isolarteevirale.

Tutte le aliquote sono state conservate a - 80°C.

3.1.3. ESTRAZIONE DEGLI ACIDI NUCLEICI
L'estrazione degli acidi nucleici € stata effeteuatediante due metodiche:
1. estrazione manuale per i pool di zecche;

2. estrazione con estrattore automatico per surnaargmpioni biologici umani.

Estrazione manuale

L'estrazione degli acidi nucleici e stata eseggiba il kit commerciale QlAamp® Viral

RNA Mini Kit Qiagen RNA Extraction (QIAGEN), segueéa il protocollo suggerito dalla
ditta. L'eluato (70 uL), contenente I'estratto, tate utilizzato per le analisi molecolari
oppure conservato a -80°C se queste venivanouedfetin un secondo momento.
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Estrazione con estrattore automatico NucliSEN® easyMAG®

L'RNA é stato estratto mediante I'estrattore autbooaNucliSEN® easyMAG®R, della
ditta Biomerieux. Lo strumento esegue uno steprelilisi per favorire la rottura capsidica
e il rilascio degli acidi nucleici; successivameattua cicli di adsorbimento ed eluizione
del DNA/RNA mediante microbeads di silice paramadgaee buffer di estrazione. Tale
metodica &€ comparabile al protocollo dell’estragiomanuale con il kit QIAGEN.

Prima di procedere con I'estrazione i campioni sstai pre-lisati con un tampone di lisi
impiegato dallo strumento (NucliSENS easyMAG LyBigffer, Biomerieux). Tale fase,
che rende inattivo il virus, viene necessariamantdta nel laboratorio BSL-3 al fine di
garantire la sicurezza degli operatori. Al termdwdl’estrazione gli acidi nucleici ottenuti
sono stati utilizzati per le analisi molecolari apg conservato a -80°C se queste venivano

effettuate in un secondo momento.

3.1.4. CONTROLLO DI ESTRAZIONE

Il controllo dell’efficienza dell’'estrazione e dallvalutazione della presenza di potenziali
inibitori della PCR e stato effettuato mediantamfaificazione di una regione di 110 bp

del’RNA ribosomiale 16S dixodes ricinugNilsson et al., 1999], mediante una real-time
RT-PCR con il kit Kapa Probe Fast Universal On@-giBRT-PCR kit (Kapa Biosystems,

Inc. Wilmington, MA), seguendo le indicazioni di 8higer et al., 2003. Sono stati

impiegati i primer e la sonda Tagman (10 pmabo)/e il profilo termico sotto elencati:

Primer e TagMan probe (5'— 3’) Posizione pb
F-16S Ixodes AAAAAAATACTCTAGGGATAACAGCGTAA 254-282
R-16S Ixodes ACCAAAAAAGAATCCTAATCCAACA 327-351 110
P-16S Ixodes 6FAM-TTTTGGATAGTTCATATAGATAAAATAGTTTGCGACCTCG 286-325
-TAMRA
45 CICLI
95°C 95°C
5 5” + Cooling
60°C 40°C
35” 30"
42°C
51
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3.1.5. INDAGINI MOLECOLARI

La ricerca delle sequenze genomiche del virus TEBE prima aliquota di omogenato e

stata effettuata mediante real-time RT-PCR, cdait iKapa Probe Fast Universal One-step
gRT-PCR kit (Kapa Biosystems, Inc. Wilmington, MA)target di amplificazione e stato

identificato in una sequenza di 70 pb della regiBheon coding (3' NCR) del genoma

virale altamente conservata tra i diversi ceppiagigmenti al sottotipo Europeo e a quello
FarEastern [Shwaiger et al., 2003]. Sono stati @gaii i primer e la sonda Tagman

(concentrazione di 10 pmgl/) e il profilo termico sotto elencati:

Primer e TagMan probe (5'— 3’) Posizione pb
F-TBE GGGCGGTTCTTGTTCTCC 11054-11071
R-TBE ACACATCACCTCCTTGTCAGACT 11099-11121 70 pb

PROBE-TBE FAM-TGAGCCACCATCACCCAGACACA-TAMRA 110734095

45 CICLI
95°C 95°C
5 5” + Cooling
60°C 40°C
35” 30”
42°C
51

Per la conferma della positivita & stata utilizzatea seconda real-time diretta ad una
regione di 87 pb del gene E [Gaumann et al., 2010].

Le cariche virali sono state quantificate grazla ateazione di una curva standard con un
plasmide di concentrazione a noi nota. Il plasn@dstato realizzato in collaborazione con
il gruppo di Virologia molecolare dellICGEB di Este.

Sono stati impiegati i primer e la sonda Tagmamd¢eatrazione di 10 pmalL) e il profilo

termico sotto elencati:

Primer e TagMan probe (5'— 3’) Posizione pb
TBEE-F6 GGCTTGTGAGGCAAAAAAGAA 1329-1349
TBEE-R2 TCCCGTGTGTGGTTCGACTT 1397-1416 87 pb
TBEE-P4 FAM-AAGCCACAGGACATGTGTACGACGCC-BHQ1 1349-13
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45 CICLI
95°C 95°C
5 5” + Cooling
60°C 40°C
35" 30"
42°C
51

3.1.6. SEQUENZIAMENTO ED ANALISI FILOGENETICA
Per la caratterizzazione molecolare dei campiuiltati positivi allo screening per TBEV
e dei surnatanti ottenuti dalle colture cellulasns state analizzate le seguenti regioni del
genoma del virus: una porzione del gene NS5, ur@inspondenza alla giunzione tra i
geni NS4 e NS5 (regione NS4/5) ed una regione glardel gene codificante per la
glicoproteina E dell’envelope. | protocolli sonaatstottimizzati a partire da primer e
condizioni termiche descritti in letteratura [Puahimer et al., 1995; Haglund et al., 2003;
Melik et al., 2007]. E stato seguito il flusso avbro sottostante:

a) PCR di sequenziamento;

b) purificazione della PCR,;

c) PCR di marcatura;

d) purificazione della marcatura;

e) pequenziamento capillare, assemblaggio ed editing.

Tutte le reazioni di PCR end point (PCR tradizionalono state condotte con i
termociclatori GeneAmp® PCR System 9700 thermalecyApplied Biosystem - Life
Technologies).

La presenza degli amplificati & stata verificatagelidi agarosio all’1% previa aggiunta di
6X Loading Buffer (blu bromofenolo, xilene cianolglicerolo), utilizzando come peso
molecolare il DNA Molecular Weight Marker VIII (Rbe).

La corsa elettroforetica e stata eseguita a valbaggstante di 200 V, per circa 20 minuti,
usando come tampone di corsa TBE 1X. | gel sorto@acolorati per 10 minuti in una

soluzione contenente un colorante fluorescenteRedl10000X (Diatech).
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a) PCR DI SEQUENZIAMENTO

Amplificazione del gene NS5

E stata amplificata una regione di 252 bp del gella polimerasi NS5, utilizzando una
RT-Nested PCR [Puchhammer et al., 1995; Jaakselainal., 2006]. Per la prima reazione
si e utilizzato il kit Ready-to-go RT-PCR Beads (Gtealthcare UK Limited, Little
Chalfont, UK) e i seguenti primer (10 pmdl) e profilo termico:

Primer (5 — 3) Posizione pb
FSM1 GAGGCTGAACAACTGCACGA 7687-7706 357
FSM2 GAACACGTCCATTCCTGATCT 8024-8044
35 cicli
94°C 94°C
10 30" 68° 68°
30" 5’
55°C
30”
37°C
60’ 4°
o0

Per il secondo step si € adoperato il kit Readgatd®CR Beads (GE Healthcare UK
Limited, Little Chalfont, UK) e i seguenti primet@ pmol{iL) e profilo termico:

Primer (5" — 3’) Posizione pb
FSM1 interno ACGGAACGTGACAAGGCTAG 7748-7768 252
FSM2 interno GCTTGTTACCATCTT TGGAG 7980-7999
35 cicli
94°C 94°C
5 30" 68° 68°
30” 5!
56°C
30”
40
o0
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Amplificazione della regione NS4/5

Con una RT-PCR one step si € amplificata una regiten geni NS4/5 di 1186 pb, con il kit
SuperScript™ [l One-Step RT-PCR with Platinum T&gstem (Invitrogen - Life
Technologies) e i seguenti primer (10 pmb)/e profilo termico [Kupca et al., 2010]:

Primer (5" — 3" Posizione pb
TBE-7547 CTGACACGTTGTGGACGATG 7547-7567 1186
TBE-c8732 AACACTCTCTGCTGTCCGAAAG 8732-8710
35 cicli
94°C 94°C
10’ 30" 68° 68°
30” 51
60°C
30”
48°C
40’ 4°
0

Amplificazione del gene E

| campioni positivi sono stati anche testati pegehe che codifica per la glicoproteina E
dell’envelope, andando ad amplificare una region&6@1 pb. In questo caso sono state
effettuate un’unica reazione di retro-trascrizienguattro Nested PCR. Per il primo step si
e utilizzato il kit Ready-to-go RT-PCR Beads (GEaHlecare UK Limited, Little Chalfont,
UK) e i seguenti primer (10 pmall) e profilo termico [Melik et al., 2007]:

Primer (5 — 3) Posizione pb
ENV outF CGGGGAGGGGACACAAATGG 785-804 1775
ENV outR AGGCATAGTTGTCATACC 2543-2560
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35 cicli
94°C 94°C
10 30" 68° 68°
60" 5
55°C
30"
37°C

60’ 4°
o0

Per il secondo step si sono amplificati quattroediv frammenti del gene E con il kit
Ready-to-go PCR Beads (GE Healthcare UK LimitedtleLiChalfont, UK), usando i
seguenti primer (10 pmalL) e profilo termico [Haglund et al., 2003]:

Frammento Primer Sequenza (5> 3) pb
1 F-B1 CTTGCCTTGGCAATGGTTA 417
R-B2 CTACCCTTTCCAAACAGTCC
5 F-B3 TGCCCAACAATGGGACCAGC 465
R-B4 GTTCCAGTTTTGCGCTCCCT
3 F-B5 CTTGGCCCAGACCGTCATCCTT 447
R-B6 ATCCATGTGCCACTGCCCTG
4 F-B7 CTGCGAAGTGGGACTGGAAAAACTG 695
R-B8 TCGCCACAGCGGAGCTCCAT
35 cicli
94°C 94°C
5’ 30" 68° 68°
30" 5’
54°C
30"
4°
o0

b) Purificazione della PCR
| prodotti di amplificazione ottenuti seguendo ofarcolli precedentemente descritti, sono
stati purificati con il kitMicrocon centrifugal filter Devices (MILLIPORE)on il seguente

protocollo:
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1. in ciascuna provetta da 1.5 mL é stata inseritoamh@nna con filtro fornito dal kit
e 460uL di H.0;

2. sono stati aggiunti 40L di prodotto di PCR;

3. le provette sono state centrifugate a 14000 rcfipaninuti;

4. al termine, ogni colonnina con filtro & stata capltay in una nuova provetta
contenente 2QL di H,O;

5. le provette sono state centrifugate a 1000 rcRpminuti;

6. al termine, ogni filtro e stato eliminato e il piicato € stato utilizzato per gli step
successivi.

| purificati presenti nell’eluato sono stati diliuih modo opportuno a seconda dell'intensita

della banda visualizzata nell’elettroforesi e pgsegi per la marcatura.

c) PCR di marcatura
Nella marcatura sono stati impiegati gli stessmgn utilizzati nell’amplificazione genica,

diluiti ad una concentrazione di 3.2 pmual/

d) Purificazione della marcatura
| prodotti di marcatura sono stati purificati w#ando il kit BigDye®X-Terminator™
(Applied Biosystems), che consiste in due soluzioni
0 X-terminator™ solution, in grado di rimuovere i r@natori (ddNTPs) non
incorporati evitando la formazione di dye blobsi eatturare sali e altre molecole
che potrebbero andare ad interferire nella corrattarpretazione dei segnali
fluorescenti durante il sequenziamento automaitgzzat
0 SAM™ solution, contiene un detergente che favori$ezione della prima

soluzione.

| campioni sono stati posti in agitazione per 30nutii a temperatura ambiente, e
successivamente centrifugati per 1 minuto, perriezzda precipitazione della resina sul

fondo della provetta.

e) Sequenziamento capillare, assemblaggio ed gditin
Le sequenze dei campioni sono state caricate mgleseiatore automatico ABI Prism
3100-Avant Genetic AnalyzeApplied Biosysteina 4 capillari, analizzate utilizzando |l

software SegAnalisys ed assemblate con SequendteGene Codes Corporatidn
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Le sequenze assemblate e sottoposte ad editingaveni quindi convertite in un file di
testo, formato FASTA, per poter essere analizzatgorogramma BLAST disponibile on

line (http://www.blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.ggie successivamente confrontate con

quelle presenti in GenBankt{p://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

3.1.7. ANALISI FILOGENETICA

L'analisi filogenetica permette di seguire l'evoloze di organismi che mutano
rapidamente, come i virus, poiché consente di cotdire specifiche sequenze genomiche
o proteiche appartenenti a specie diverse. Grazialea analisi, € possibile definire i
rapporti evolutivi e stabilire se esiste un antenadmune. Lanalisi filogenetica & stata
eseguita con il software Mega 6 che utilizza I'siggpo ClustalX per l'allineamento

multiplo e il metodo Neighbor-Joining per la coginne degli alberi filogenetici.

3.1.8. COLTURE CELLULARI
| campioni positivi con una carica virale adeguaa00 cp/uL) sono stati sottoposti alla
ricerca del virus mediante isolamento su coltulkilegi. L'isolamento del TBEV é stato
condotto in laboratorio di sicurezza BSL-3 con upntg@collo messo a punto dal’'UCO
Igiene che utilizza la linea cellulare Vero clon@, Buscettibile agli Arbovirus, derivata da
cellule di rene di scimmia verde africana (Africgreen monkey kidney).
Per I'isolamento del TBEV si sono seguiti i segueassaggi:

» allestimento della linea cellulare;

» semina dei campioni positivi;

» estrazione degli acidi nucleici da surnatante;

» analisi molecolari;

» sequenziamento.

Allestimento della linea cellulare

Per effettuare lisolamento virale si € adoperadalihea cellulare Vero clone ES6,
suscettibile agli Arbovirus, con morfologia simdefibroblasti e cariotipo 2n.

Le Vero E6 sono state coltivate in terreno di dtadoulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(D-MEM, SIGMA-Aldrich), arricchito con 10% di sier¢etale bovino (FCS, SIGMA-
Aldrich) e soluzione di L-Glutamina 200 mM (SIGMAlgkich). Lo stesso terreno con una
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ridotta concentrazione di FCS (2%) e I'aggiuntasdiuzione antibiotica e antimicotica
100X (SIGMA-Aldrich) all’1%, e stato impiegato comgezzo di mantenimento.

Semina dei campioni positivi e successive analisi
Per effettuare I'isolamento virale si e utilizzéaseconda aliquota di 3QQL conservata a -
80°C e mai scongelata:

- 200puL di omogenato sono stati incubati con una misdekntibiotici/antimicotici
(Antibiotic Antimycotic Solution; Gentamicin Solain, SIGMA-Aldrich) per
evitare contaminazioni da batteri e miceti. Sudgassente i campioni sono stati
seminati su Trac Bottles con Vero E6, centrifugagr 1 ora a 15009 (rcf) ed
incubati a 37°C in atmosfera di G@ 5%.

- 100 puL di omogenato sono stati messi in estrazione sefuél protocollo gia

descritto (paragrafo 3.1.3) per verificare la pnesedel virus.

Le cellule inoculate sono state quotidianamenteeregase al microscopio per la ricerca
dell’'effetto citopatico (CPE), tipico dell'infezien da TBE virus, che consiste nella
formazione di sincizi e cellule giganti multinudea

| surnatanti delle colture, prelevati dopo 3, 6, 20 e 28 giorni, sono stati analizzati per la
ricerca del genoma virale mediante amplificazioraica in tempo reale per 3’'NCR ed

env, previa estrazione degli acidi nucleici mediagdtrazione semi-automatica (da 200 pL
in 110 pL). I surnatanti positivi alla real-time RCR sono stati sottoposti ad analisi
genica per la regione NS4/5 e gene E e successnansequenziati con i protocolli

precedentemente descritti.

3.1.9. ANALISI STATISTICA

La prevalenza di TBEV nei pool di zecche e stat&cotata utilizzando EpiTools
epidemiological calculators della AusVet Animal Hea Services and Australian
Biosecurity Cooperative Research Centre for Emgrginnfectious Disease
[http://epitools.ausvet.com.au/content.php?page=home
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3.2. IDENTIFICAZIONE DEL TBEV IN CAMPIONI UMANI

Sono stati raccolti campioni biologici di sierongae intero, liquido cerebrospinale (CSF)
ed urine di soggetti con sintomatologia neurologica

| campioni sono stati estratti con lo strumento IBENS® easyMAGR (Biomerieux). |
campioni di sangue (100 pL) sono stati pre-lisati con 900 pL dello stesso tampone di
lisi impiegato dallo strumento ed eluiti in volurdefinale di 50 pL; i campioni di CSF
sono stati eluiti in 110 pL partendo da un volum&@D pL, mentre i campioni di urine
sono stati estratti in 50 uL partendo da un volaim&00 L.

Sangue, liguor ed urine sono invece stati analizzat tecniche molecolari: due real-time
RT-PCR dirette alla regione 3'NCR e al gene E apsttumento LC480 Il (Roche ltalia,
Monza, Italia).

| campioni positivi sono stati inoltre sequenzediisolati su colture cellulari di Vero EG6.
Nel siero e nel CSF si sono cercati anticorpi Igh® specifici mediante test ELISA. Le

letture dell’assorbanza sono state eseguite cetrdmento GloMax® (Promega, Italia).

3.2.1. DIAGNOSI SIEROLOGICA

Ricerca di anticorpi IgM ed IgG nel siero

La rilevazione qualitativa/quantitativa degli antipi IgG ed IgM specifici contro il virus
TBE nel siero o nel plasma umani é stata condattailckit Enzygnost® Anti-TBE Virus
(Siemens) seguendo le indicazioni fornite dallgadit

Dopo aver calcolato il cut-off aggiungendo 0.200abre dell’assorbanza del riferimento
N/N (controllo negativo), si sono confrontati i @eldi assorbanza dei vari campioni: se
'assorbanza superava il valore dato da cut-off. #00 i campioni sono stati considerati
positivi; sono poi stati calcolati gli indici: sénidice superava il valore 1.4 allora il

campione era positivo.

Ricerca di anticorpi IgM nel CSF

Le indagini condotte sul liqguido cerebrospinale EEShanno un valore diagnostico
decisivo nei processi inflammatori acuti o crordel sistema nervoso centrale: infatti, in
presenza di un’infezione del sistema nervoso clentghi anticorpi patogeno-specifici si
accumulano nel CSF. Per la rilevazione quantitadivanticorpi IgM nel CSF di pazienti
con TBE si é utilizzato un test immunoenzimatic&I&) con il kit commerciale CSF:
Anti-TBE Virus ELISA (EUROIMMUN), specifico per IgM seguendo il protocollo
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fornito dalla ditta.

Test di avidita

L'avidita di un anticorpo nei confronti di un angige esprime la capacita che ha I'anticorpo
stesso di formare legami stabili con l'antigene. sistema immunitario reagisce
allinfezione formando prima anticorpi a bassa-#&aidcol perdurare dell'infezione le 19G
si adattano all’antigene e l'avidita aumenta.

Per determinare l'avidita degli anticorpi anti TBEus (IgG) é stato utilizzato il test
ELISA, AVIDITY determination of antibodies againEBE Virus ELISA (IgG) della ditta
EUROIMMUN, seguendo il protocollo allegato.

L'avidita delle IgG con test ELISA si ottiene cooftando le densita ottiche ottenute con e
senza lavaggio del campione con soluzioni dissticthrurea. La presenza di anticorpi a
bassa avidita viene quindi dimostrata se la dewsiiéa € ridotta dal trattamento con urea.
L'indice relativo di avidita (RAI) viene calcolated espresso in percentuale usando i valori

con e senza trattamento con urea, con la seguamelf:

RAI = Valore con trattamento urea * 100 / Valorez® trattamento urea

Se lindice RAI e minore del 40%, significa che glinticorpi sono a bassa avidita e
coincide con un’infezione acquisita negli ultimiedtre mesi; se € compreso tra il 40 e
60% il risultato &€ dubbio; se & maggiore del 60%oagticorpi hanno invece alta avidita e

quindi I'infezione e in uno stato tardivo.

3.2.2. DIAGNOSI MOLECOLARE
Per la ricerca del’RNA del TBEV nei campioni clinisi € adoperata una real-time RT-
PCR diretta alla regione 3'NCR e una real-time RORPdi conferma diretta al gene E.

Entrambe le metodiche sono state precedentemestéatteeal paragrafo 3.1.3.

3.2.3. GENOTIPIZZAZIONE DEI CAMPIONI POSITIVI
Il TBEV e stato sequenziato per una regione deégatv e una di NS4/5. | protocolli sono

stati illustrati al paragrafo 3.1.6.
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3.2.4. ISOLAMENTO VIRALE

Si é inoltre isolato il virus su colture celluladi Vero E6 e la carica virale é stata
monitorata in Real-Time RT-PCR.

Dopo aver preparato le trac bottles come gia désqparagrafo 3.1.8), i campioni di
urina sono stati trattati con la soluzione antibmfantimicotico 100X e aggiunti allo
strato di cellule confluenti. Le provette sono steéntrifugate a 3000 g per 60 minuti e
incubate a 35°C per 1 ora. Dopo aver sostituitierleno, le colture sono state lasciate
incubare per una settimana a 35°C e giornalmemie state osservate al microscopio per
verificare I'effetto citopatico. | surnatanti sostati prelevati e testati per la presenza del
genoma virale mediante real-time RT-PCR per laoregi3’'NCR, previa estrazione degli

acidi nucleici.

3.2.5. TEST DI RIDUZIONE DI NEUTRALIZZAZIONE DELLE PLACCHE

Per confermare le positivita di TBEV si e utilizadl metodica delle placche messa a
punto durante il secondo anno di dottorato. Il tisheutralizzazione di riduziongelle
placche (Plaque Reduction Neutralization Test, PR&ITutile per rilevare gli anticorpi
neutralizzanti, incrementare la sensibilita e lacsjita ovviando il problema della cross-
reattivita degli anticorpi tra i diversi FlaviviruBrecedentemente il TBEV e stato titolato
mediante test delle placche. Il ceppo utilizzatpaspene al sottotipo europeo, isolato da
un pool di zecche raccolte a Raccolana durantetposie 2011 (TP165/2011).

Titolazione virale

Il ceppo scelto per la metodica PRNT é stato méssooltura. | surnatanti sono stati
prelevati ogni 3-4 giorni e sottoposti a real-tiR&PCR per verificare la positivita e la
concentrazione. Raggiunta una carica virale eleviatsurnatanti sono stati raccolti e
stoccatti in crio vials e conservati a -80°C; sne@iastrate le cellule VERO in una 12
well-plate. Il giorno successivo un’aliquota di satante € stata scongelata e si € poi
passati ad eseguire la metodica delle placchegpttolazione virale secondo il seguente
protocollo:

1. sono state preparate diluizioni 10-fold col virabMEM w/o FBS (10QuL di
virus + 900uL di DMEM);

2. dopo aver rimosso il terreno dalle cellule, soradi ftggiunti in doppio 20QL di
diluizione (partendo da 1E-03); e stato messo amcheontrollo negativo (solo
terreno DMEM). Le piastre sono state incubate Bi°€ e al 5% di C@)
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dopo aver rimosso il terreno, sono stati aggiunilldi 6%CMC/DMEM4%FBS;
si sono incubate le piastre a 37°C e al 5% dj §€ 5 giorni fino alla formazione
delle placche,;

dopo 5 giorni sono stati aggiunti 1 mL di PBS péuice CMC (1:1);

5. dopo aver aspirato, si € aggiunta 1 mL di colorangstal violetto e si sono lasciate

incubare le piastre per 30’ a TA;

6. sono stati effettuati vari lavaggi con® (almeno 3) finché le placche non erano
ben visibili;
7. una volta asciugate le piastre, si e infine passateterminare il titolo del virus
contando il numero di placche prodotte da ogniizidune.
Test PRNT

Si sono piastrate le cellule VERO in una 12 weditel Prima di procedere, i sieri sono stati

inattivati, per bloccare I'attivita del complementquesto processo € stato eseguito

riscaldando per 30 minuti il siero alla temperatdr&6°C. Il protocollo ha previsto poi i

seguenti passaggi:

1.

si sono diluiti i sieri utilizzando come il terreml@MEM w/o FBS (diluizioni 1:5,
1:10 e 1:40);

ad ogni diluizione é stata aggiunta la stessa @aadit virus (ceppo aliquotato e
conservato a -80°C); il virus e stato aggiunto anad una quantita di DMEM
come controllo; le diluizioni siero-virus e il cooilo DMEM-virus sono stati
lasciati incubare 1-2 h a 37°C;

dopo aver rimosso il terreno dalle cellule, sonatisinoculati 200uL delle
diluizioni siero-virus e del controllo DMEM-virusn(doppio); le piastre sono state
incubate 1-2 h a 37°C e al 5% di £0

dopo aver rimosso il terreno, sono stati aggiumilldi 6% CMC/DMEM4%FBS,;

si sono incubate le piastre per 5 giorni a 37°C¥adi CQ fino alla formazione
delle placche;

trascorsi i 5 giorni, sono stati aggiunti 1 mL @% per diluire CMC (1:1);

6. dopo aver aspirato, si € aggiunto 1mL di coloranystal violetto e si sono lasciate

incubare le piastre per 30’ a TA;
sono stati effettuati vari lavaggi con® (almeno 3) finché le placche non erano
ben visibili;

una volta asciugate le piastre, si € infine passdgterminare il valore di riduzione
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di neutralizzazione delle placche.
L'attivita neutralizzante del siero é stata deteaa dalla sua abilita di ridurre il numero di

placche virali rispetto a quelle contate nel pazzeon il controllo con virus-diluent.

3.2.6. CENTRIFUGAZIONE IN GRADIENTE DI DENSITA

| campioni di sangue-EDTA sono stati centrifugatigradiente di densita mediante Ficoll
per verificare in quale frazione cellulare era prde il TBE virus.

| campioni sono stati trattati con 6%Destrano (E3asciati sedimentare per 20 minuti a
temperatura ambiente. Sono stati centrifugati @@@r 5 minuti a 6°C) e lavati prima in
cloruro di ammonio allo 0.9% per I'emolisi degliitevciti, successivamente con PBS
(phosphate buffered saline). Si sono prelevateelielle polimorfo nucleate (PMNC). A5
mL di sangue-EDTA si sono aggiunti 10 mL di Lymphep® e si é centrifugato a 400 g
per 30 minuti. Dalla stratificazione si sono cagewnute le cellule mononucleate del sangue
periferico (PBMC) che sono state raccolte e lavaie PBS. Dopo la centrifuga e la
rimozione della frazione di PBMC, dal pellet si eqoi ottenuti i globuli rossi (RBC). Lo
strato superficiale é stato eliminato e gli RBQ,fendo della provetta, sono stati raccolti e
diluiti 1:2 con PBS.

A questo punto 100 pL di ogni popolazione cellulsomo stati sottoposti ad estrazione
degli acidi nucleici (con estrattore automaticoduecessivamente analizzata in real-time
RT-PCR diretta alla regione 3'NCR del TBEV.

3.3. IDENTIFICAZIONE DEL WEST NILE VIRUS

Sono stati raccolti campioni biologici di sierongae intero, liquido cerebrospinale ed
urine di soggetti con sintomatologia neurologica.

| campioni sono stati estratti con lo strumento IBENS® easyMAGR (Biomerieux). |
campioni di sangue (100 pL) sono stati pre-lisati con 900 pL dello stesso tampone di
lisi impiegato dallo strumento ed eluiti in volurdefinale di 50 pL; i campioni di CSF
sono stati eluiti in 110 pL partendo da un volum&@D pL, mentre i campioni di urine
sono stati estratti in 50 pL partendo da un volaim&00 L.

Sangue, liquor ed urine sono invece stati analizeah tecniche molecolari con lo
strumento LC480 Il (Roche Italia, Monza, Italia).

| campioni positivi sono stati inoltre sequenzediisolati su colture cellulari di Vero EG6.
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Nel siero e nel CSF si sono cercati anticorpi IgM®@ specifici mediante test ELISA. Le

letture dell’assorbanza sono state eseguite cetidmento GloMax® (Promega, Italia).

3.3.1. DIAGNOSI SIEROLOGICA

Ricerca di anticorpi IgM ed 1gG nel siero

Per la ricerca degli anticorpi di classe IgM e atatilizzato il kit WN-IgM (FOCUS
Diagnostic, DxSelet®) e per quella degli anticorpi di classe IgG t WIN-IgG (FOCUS
Diagnostic, DxSelet®). Si sono seguiti i protocolli forniti dalla ditta

Per calcolare i valori, & stata divisa la densitea rilevata del campione per la media dei
valori di assorbanza del cut-off (indice). | campiesono considerati positivi per un indice

di IgM maggiore di 1.10 e di 1.50 per le 1gG.

Da settembre 2015, la diagnosi sierologica e sfigdtuata con il kit Anti-WNV ELISA
IgG/IgM (EUROIMMUN), per ottimizzare i tempi di esezione del test. Per valutare la
sensibilita del nuovo kit si sono testati alcunmgeoni gia analizzati in precedenza per
garantire la riproducibilita delle analisi. | valottenuti sono risultati sovrapponibili.

| nuovi parametri per valutare la positivita deimgaoni variano in base alla classe di
anticorpo esaminata: I'assorbanza delle IgM detrotio o dei campioni e stata divisa per
'assorbanza del calibratore (utilizzato come diX-oper le IgG, come cut-off si e

utilizzato il calibratore 2. In entrambi i casinidice maggiore di 1.10 indica positivita.

Test di avidita

| campioni in cui si sono riscontrate le IgG poatisono stati poi sottoposti al test di
avidita, per stabilire se l'infezione era piu o memrcente. Il kit utilizzato e AVIDITY
determination of antibodies against WN Virus ELISBEUROIMMUN), seguendo il

protocollo fornito dalla ditta. | valori dell'indeRAI si calcolano come per il kit del TBE.

3.3.2. DIAGNOSI MOLECOLARE

Per la ricerca del WNV si sono utilizzate una aale RT-PCR home made, specifica per i
Lineage 1 e 2, e due kit commerciali in grado ldivare e quantificare I'RNA. Si tratta di
saggi molto sensibili e specifici che consentonastiontrare tutti i vari Lineage del WNV
circolanti in Italia e nelle zone limitrofe. La rgpducibilita dei risultati ottenuti dalle varie
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metodiche e stata verificata testando i pannelii greficiency test QCMD 2011-2013-
2014-2015 West Nile Virus (RNA) EQA Programme (QuussLtd, Regno Unito). Ogni 1-
2 anni, infatti, vengono inviati presso il nostedoératorio controlli di qualita, denominati
Quality Control for Molecular Diagnostic®CMD), per il miglioramento della qualita

della diagnostica molecolare.

Real-time RT-PCR home made

La presenza del WNV é stata rilevata mediante treed- RT-PCR diretta ad una zona
altamente conservata del genoma del WNV del Lindage2, in prossimita della regione
5 NCR e del gene della proteina C. E stato udatib Kapa Probe Fast Universal One-step
gRT-PCR kit (Kapa Biosystems, Inc. Wilmington, MAgguendo le indicazioni di Linke

et al. (2007). Primer, sonda TagMan e profilo teoniengono riportati qui di seguito:

Primer/TagMan probe (5" — 3’) Posizione pb
ProC-F CCTGTGTGAGCTGACAAACTTAGT 10-33
ProC-R GCGTTTTAGCATATTGACAGCC 132-153 144
ProC-Probe 6FAM-CCTGGTTTCTTAGACATCGAGATCT-TAMRA 8913
45 CICLI
95°C 95°C
5 5” + Cooling
60°C 40°C
35" 30”
42°C
25’

Real-time con kit commerciale LightMix® Kit West Nile Virus (Roche)
La retrotrascrizione é stata eseguita con ilTkd@nscriptor First Strand cDNA Synthesis
(Roche) seguendo le indicazioni fornite dalla ditta
La real-time PCR é stata eseguita amplificandorammento di 111 pb del gene NS5 del
genoma del WNV con il kit commerciale LightMix® KitVest Nile Virus (Roche),
seguendo le indicazioni fornite dalla ditta. Il gitevedeva anche una reazione di controllo
e quattro standard a concentrazione nota per pemaéa quantificazione.
Il profilo termico viene riportato qui di seguito:
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50 CICLI
95°C 95°C
10’ 5” 72°C + Cooling
15”
62°C 40°C
5" 30"

Real-time con kit commerciale ELITe MGB® (ELITechGroup)

Da luglio 2015 e stato sostituito il kit commereiah uso con il kit West Nile Virus ELITe
MGB® (ELITechGroup).Questo cambiamento e stato effettuato per ottimizzgempi di
esecuzione del test e minimizzare le contaminaziamiriproducibilitd delle metodiche e
stata garantita testando i controlli QCMD come déscritto sopra. Anche questo test
amplifica una regione del gene NS5 del genoma ddM\Vé utilizza quattro standard a
concentrazione nota per permettere la quantificezi®@ono state seguite le indicazioni
fornite dalla ditta sia per la preparazione deigezdi che per il profilo termico sotto

indicato.

45 CICLI
94°C 94°C
5 10" 72°C + Cooling
20"
60°C 40°C
30" 30"
50°C
20’

3.3.3. GENOTIPIZZAZIONE DEI CAMPIONI POSITIVI

La caratterizzazione molecolare e stata ottimizagtartire da lavori presenti in letteratura
[Vinayagamoorthy et al., 2005]. E stata amplificate regione di 250 pb della proteina C
del Capside (Anchored Core Protein) con il kit SGgeipt 11l One-Step RT-PCR system
with Platinum Taq High Fidelity (Invitrogen). | prier (10 pmoldL) e il profilo termico

utilizzati sono i seguenti:
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Primer (5’ — 3’) Posizione pb
WNV1F GCCGGGCTGTCAATATGCTAAAA 10-33 250
WNV1R GCACTGGTCAAGGTCCCTAGTTC 132-153
40 CICLI
94°C 94°C
15’ 15” 68°C 68°C
30" 5’
59°C
30"
48°C
30’ 4°C
o0

La regione di amplificazione é stata poi ampliatal& pb (arrivando a coprire anche una
porzione del gene E) utilizzando una nuova comlamezdi primer [Lanciotti et al., 2002;
Vinayagamoorthy et al., 2005]. Si e utilizzato it BuperScript 1l One-Step RT-PCR
system with Platinum Taq High Fidelity (Invitrogen)primer (10 pmoliL) e il profilo

termico utilizzati sono i seguenti:

Primer (5’ — 3’) Posizione pb
WNV1F GCCGGGCTGTCAATATGCTAAAA 10-33 3
51
WNV640R CAGCCGACAGCACTGGACATTCATA 615-640
40 CICLI
94°C 94°C
15’ 15" 68°C 68°C
30" 5
56°C
30”
48°C
30’ 4°C
o0
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Per il sequenziamento e I'analisi filogenetica préceduto come gia descritto al paragrafo
3.1.6.

3.3.4. ISOLAMENTO VIRALE
Lisolamento virale su campioni di urina é stategsto in maniera analoga a quello del
TBEV (paragrafo 3.2.4.).

3.3.5. TEST DI RIDUZIONE DI NEUTRALIZZAZIONE DELLE PLACCHE

Per confermare le positivita di WNV, si é utilizaaia metodica delle placche messa a
punto durante il secondo anno di dottorato; siadatio il virus mediante test delle placche.
Il ceppo utilizzato appartiene al Lineage 1. litpawllo osservato € analogo a quello per il
test PRNT per il TBEV (descritto al paragrafo 3.p.%unica variante € il tempo di
incubazione per la formazione delle placche: il WiNivpiega solo 3 giorni, mentre il

TBEV, come abbiamo visto, 5 giorni.

3.4. IDENTIFICAZIONE DEL DENGUE VIRUS

Sono stati raccolti campioni biologici di siero ague di soggetti con sintomatologia
febrile rientrati da aree endemiche per Denguesviru

100 pL di sangue-EDTA o di siero sono stati estrath I'estrattore automatico, dopo
trattamento con tampone di lisi ed eluiti in volurde finale di 50 pL. L’indagine
molecolare e stata eseguita con lo strumento LTU@oche Italia, Monza, Italia).

| campioni positivi sono stati genotipizzati.

Gli anticorpi specifici sono stati ricercati sursienediante immunofluorescenza indiretta.

3.4.1. DIAGNOSI SIEROLOGICA

La determinazione degli anticorpi nel siero o nasma umano € stata eseguita mediante

immunofluorescenza indiretta con il kit Mosaico:rigee virus tipo 1-4 (EUROIMMUN),

seguendo il protocollo fornito dalla ditta. Quesib fornisce dei vetrini commerciali a

mosaico che permettono di rilevare gli anticorpetli contro tutti e quattro i sierotipi del

DENV. Nei casi di positivita si € osservato un eatt di fluorescenza nell’'area del
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citoplasma delle cellule infettate.
| quattro diversi sierotipi del DENV sono morfologmente e immunologicamente simili,
pertanto sono prevedibili eventuali cross-reaziduittavia, si puo distinguere i sierotipi

comparando i diversi titoli anticorpali.

3.4.2. DIAGNOSI MOLECOLARE

L'analisi per la presenza del’lRNA del Dengue vine campioni clinici di sangue intero
e/siero é stata eseguita mediante real-time RT-ROR|l| kit Kapa Probe Fast Universal
One-step gRT-PCR kit (Kapa Biosystems, Inc. Wilnamg MA).

A seconda del sierotipo, sono state usate divesppie di primer della regione 3' NCR:
una per i sierotipi da DENV1 a DENV-3) e una perMDE [Drosten et al., 2002; Azhar et

al., 2010]. I primer (10 pmaqlL) e il profilo termico utilizzati sono i seguenti:

Primer e TagMan probe (5'— 3) Posizione pb
DenS2 GGATAGACCAGAGATCCTGCTGT 10615-10636
DENV1-3 DenAS1-3 CATTCCATTTTCTGGCGTTC 10675-10694 79
DenP1-3 6FAM-CAGCATCATTCCAGGCACAG-TAMRA 10656-10675
DenS2 GGATAGACCAGAGATCCTGCTGT 10615-10636
DENV4 DenAS4 CAATCCATCCATCTTGCGGCGCTC 10671-10694 83
DenP4 6FAM-CAGCATCATTCCAGGCACAG-TAMRA 10656-10675
45 CICLI
95°C 95°C
5 5” + Cooling
60°C 40°C
35" 30”
42°C
10’

3.4.3. GENOTIPIZZAZIONE DEI CAMPIONI POSITIVI
Per determinare il sottotipo di DENV e stato aniggifo un frammento di 511 pb del gene
E [Lanciotti et al., 1992], con il kit SuperScriptlf One-Step RT-PCR with Platinum Taq
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System (Invitrogen - Life technologies). | primetO( pmoliL) e il profilo termico

utilizzati sono i seguenti:

Primer (5" — 3) Posizione pb
D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 134-161 511
D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC 616-644
40 cicli
94°C 94°C
2 30" 68° 68°
30" 5
60°C
30"
48°C
30’ 4°
o0

Per il sequenziamento e la successiva analisidiietica si € proceduto come gia descritto
al paragrafo 3.1.6.

3.5. IDENTIFICAZIONE DEL CHIKUNGUNYA VIRUS

Sono stati raccolti campioni biologici di siero ague di soggetti con sintomatologia
febrile rientrati da aree endemiche per Chikungunss.

100 pL di sangue-EDTA o di siero sono stati estrath I'estrattore automatico, dopo
trattamento con tampone di lisi ed eluiti in volurde finale di 50 pL. L’indagine
molecolare e stata eseguita con lo strumento LTU@oche Italia, Monza, Italia).

Gli anticorpi specifici sono stati ricercati sursienediante immunofluorescenza indiretta.

3.5.1. DIAGNOSI SIEROLOGICA
La determinazione degli anticorpi nel siero o nasma umano € stata eseguita mediante
immunofluorescenza indiretta con il kit Anti-Chilggmya IFA (EUROIMMUN),
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seguendo il protocollo fornito dalla ditta. Nei cdspositivita si € osservato un pattern di
fluorescenza nell’area del citoplasma delle celinfettate.

3.5.2. DIAGNOSI MOLECOLARE

L'analisi per la presenza del’lRNA del CHIKV neirogioni di sangue intero o siero e stata
eseguita mediante real-time RT-PCR, con lo strum&@480 Il (Roche ltalia, Monza,
Italia) e con il kit Kapa Probe Fast Universal Gitep qRT-PCR kit (Kapa Biosystems,
Inc. Wilmington, MA).

Sono state utilizzate due coppie di primer: unaipéividuare una regione di 82 pb del
gene nsp2 del genotipo universale, l'altra per tifieare un frammento di 77 pb genotipo
Indian Ocean, sempre del gene nsp2 [Panning eR@D3]. | primer (10 pmalL) e il
profilo termico utilizzati sono i seguenti:

Primer e TagMan probe (5'— 3’) Posizione pb
ChiksSl TGATCCCGACTCAACCATCCT 241-261
ChikASI GGCAAACGCAGTGGTACTTCCT 323-302 82
ChikP 6FAM-TCCGACATCATCCTCCTTGCTGGC-BHQ1 300-277
ChikSli CCGACTCAACCATCCTGGAT 246-265
ChikASII GGCAGACGCAGTGGTACTTCCT 323-302 77
ChikP 6FAM-TCCGACATCATCCTCCTTGCTGGC-BHQ1 300-277
45 CICLI
95°C 95°C
5 5” + Cooling
60°C 40°C
35” 30”
42°C
10
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3.6. REAL-TIME RT-PCR PER ZIKA VIRUS

Sono stati fatti dei tentativi per I'ottimizzaziode una real-time RT-PCR per una regione
di 76 pb del gene E dello Zika virus [Lanciottia¢t, 2008]. Le analisi sono state condotte
con lo strumento LC480 II (Roche Italia, Monzalitétpe con il kit SuperScript® Il One-
Step RT-PCR System with Platinum® Tag DNA Polymera@nvitrogen - Life

technologies). | primer (10 pmal) e il profilo termico utilizzati sono i seguenti:

Primer e TagMan probe (5'— 3’) Posizione pb
ZIKV 835 TTGGTCATGATACTGCTGATTGC 835-857
ZIKV 911c CCTTCCACAAAGTCCCTATTGC 911-890 76

ZIKV 860 6FAM-CGGCATACAGCATCAGGTGCATAGGAG-TAMRA  860-886

45 CICLI
95°C 95°C
5 5” + Cooling
55°C 40°C
35" 30”
42°C
40’

3.7. REAL-TIME RT-PCR FLAVIVIRUS UNIVERSALI (Pan-Fl avi)

E stato messo a punto un protocollo di real-timeéPRR per l'identificazione di Flavivirus
emergenti (Pan-Flavi). Per questa metodica son ist@iegati dei primer degenerati
diretti ad una regione del gene NS5, la cui sequenaltamente conservata tra i Flavivirus
[Patel et al., 2013]. Le analisi mediante real-tiRE&PCR sono state condotte con lo
strumento LC480 Il (Roche Italia, Monza, Italia). kit utilizzato € Kapa Probe Fast
Universal One-step gRT-PCR kit (Kapa Biosystems, Wilmington, MA). | primer (10

pmol/iuL) e il profilo termico utilizzati sono i seguenti:
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Primer e TagMan probe (5> 3) Posizione
Flavi all S TACAACATGATGGGGAARAGAGARAA 8993-9019
DEN4 F TACAACATGATGGGRAAACGTGAGAA 8996-9019
Flavi all AS 1 GAYACMGCHGGNTGGGAC 9236-9253
GATGAYACMGCTGGATGGGAC 9236-9256
Flavi all AS 2 GCWGATGACACMGCNGGCTGGGACAC 9232-9260
Flavi all probe 1 6FAM-AARGGHAGYMGNGCCATHTGGT-BHQ 9044-9065
Flavi all probe 2 6FAM-TGGTWYATGTGGYTNGGRGC-BHQ 9062-9082
6FAM-TGGTWYATGTGGYTNGGRGC-BHQ 9062-9082
Flavi all probe 3 mix 6FAM-CCGTGCCATATGGTATATGTGGCTGGGAGC-BHQ 9052-9081
6FAM-TTTCTGGAATTTGAAGCCCTGGGTTT-BHQ 9086-9012
Flavi all S2 TACAACATGATGGGMAAACGYGARAA 8996-9019
Flavi all AS 4 GAYGAYACMGCNGGCTGGGACAC 9235-9260
45 CICLI
95°C 95°C
5 15" + Cooling
55°C 40°C
35" 30"
42°C
25’
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4. RISULTATI

4.1. IDENTIFICAZIONE DEL TBEV NEI VETTORI

In questo lavoro vengono presentati i risultatilele@hdagini finalizzate allo studio
dell’epidemiologia del Tick-borne encephalitis \@ranella regione Friuli Venezia Giulia
durante gli anni 2011, 2012, 2013 e 2014. Lo stutbtla presenza di TBEV é stato
valutato con la distribuzione geografica delle séidprelievo, con lo stadio maturativo
della zecca e con il periodo in cui sono statitaffgi i campionamenti.

Le zecche sono state prelevate in 52 sedi di campiento del Friuli Venezia Giulia
(Tabella XX, paragrafo XX). Sulla base delle camastiche morfologiche, tutti gli
esemplari raccolti sono stati classificati comeicinus dai ricercatori dell’Universita di
Udine. Inoltre, prima di procedere con le analilecolari per testare la presenza del
genoma virale, per tutti i campioni e stata veadlfic I'efficienza dell’estrazione e la
valutazione della presenza di potenziali inibigeila PCR. Tutti i campioni sono risultati
positivi per la regione di 110 bp del’RNA ribosate 16S dilxodes ricinuse quindi

ritenuti idonei per le successive indagini moledola

Stagioni 2011-2012

Complessivamente, per la stagione 2011 sono dat®lte ed analizzate 4628 zecche, di
queste 4298 ninfe e 330 adulti (125 femmine e 1&8am). Per semplificare le analisi le

zecche sono state suddivise in pool consideratbeache, in uno studio precedente, la
prevalenza di TBEV nelle zecche era risultata inferal 1%.

Nella tabella 9 vengono riportati il numero di paolalizzati per ogni area geoclimatica e i
siti dove sono stati registrati il numero piu adt@iu basso di pool nell'area considerata.
Come aree geoclimatiche le Prealpi Giulie, il Cadal Ferro e le Prealpi Carniche

presentano i valori piu elevati di zecche campienapettivamente con 287, 232 e 207
pool. Un numero relativamente elevato di pool éstagistrato anche nella Carnia Centro-
orientale (123). Le aree in cui vi sono stati menol sono invece la Valcanale e il Carso
Goriziano, con 14 e 17 pool rispettivamente. Naibdto di ciascuna area geoclimatica si €
osservata un’elevata variabilita della numerosgh @hmpione, particolarmente evidente

nelle seguenti aree:
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Risultati

O nella Carnia Centro-orientale varia da 2 pool adRaletto a 33 pool di Amaro;

O nelle Prealpi Carniche varia da 27 pool a Clauzz@® pool di Tramonti di Sopra;

O nel Canal del Ferro varia da 38 a Pontebba a 1Rodéredo.

MINIMO MASSIMO
AREA N. Siti/area metfls
GEOCLIMATICA ' Pool . .
N. Pool Sito N. Pool Sito
Carnia Occidentale 2 27 7 Forni di 20 Forni di
Sopra Sotto
Carnia Centro- 10 123 2 Ravasclettg 33 Amaro
orientale
Prealpi Carniche 5 207 27 Clauzetto 95 Tramonti di
Sopra
Valcanale 4 14 2 Valbruna 5 Tarvisio
Canal del Ferro 3 232 38 Pontebba 110 Roveredo
Prealpi Giulie 6 287 24 Gelr:nr(i)l:}ia del 84 Lusevera
Colline Moreniche 2 35 17 Pagnaccq 18 ’Rlve
d’Arcano
Colline Eoceniche 5 87 11 Gorizia 26 Medea|
Alta Pianura 3 47 4 Flaibano 35 Polcenigp
Bassa Pianura 3 43 7 Chions 22 Muzzana
Carso Goriziano 2 17 8 Redipuglia 9 Doberdo del
Lago
Litorale 2 29 2 Grado 27 Lignano

Tabella 9. Distribuzione per area geoclimaticapieil di zecche nella stagione 2011 con indicaziehi
range e dei siti di raccolta.

Allo screening molecolare, mediante real-time RTRP@G’NCR) sono risultati positivi 6

pool di zecche del 2011. La positivita dei campienstata confermata mediante una

seconda real-time RT-PCR per il gene env. Tuti p®ol positivi erano composti da ninfe,

raccolte tra marzo e maggio 2011. Le sedi in cusaio riscontrate le positivita sono
Bordano (1 pool), Pontebba (1 pool) e Raccolar@o@). Sono risultati positivi ulteriori 5

pool di zecche raccolte a Raccolana il 18 aprilel® maggio ma queste positivita non
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sono state prese in considerazione perché pres@mana carica virale molto bassa con
un threshold cycle, o ciclo soglia, maggiore a@535).
Di seguito, nella tabella 10, sono riassunti i ppositivi, la data del prelievo, la sede, lo

stadio maturativo e i risultati delle due real-tiREPCR con i relativi threshold cycle.

Real-Time Real-Time

STAGIONE POOL + PRELIEVO SEDE STADIO NCR ENV
165 16-mag-11 RACCOLANA NINFA Positivo Positivo

g ct=20 ct=20
296 18-apr-11 RACCOLANA NINFA Positivo Positivo

ct=25 ct=27
299 18-apr-11 RACCOLANA NINFA Positivo Positivo

ct=22 ct=22

2011 Positi Positi
ositivo osiuvo

302 18-apr-11 RACCOLANA NINFA ct=35 ct=35
Positivo Positivo

364 22-mar-11  BORDANO NINFA 2700 ct=21
Positivo Positivo

644 23-apr-11  PONTEBBA  NINFA ~ ~ ct=24

Tabella 10. Pool positivi della stagione 2011.

La prevalenza complessiva dell'infezione da TBRizinel vettore e stata del1'1.13% nel
2011 con un intervallo di confidenza 95% compraso®05 e 3.9% (Tabella 11). Le

prevalenze riscontrate in ciascun sito risultargpeitivamente dello 0.9% a Pontebba
(0.05-3.9%), dell'1.3% a Raccolana (0.42-3.07%®kod).74% a Bordano (0.04-3.22%).

STAGIONE SEDE POSITIVI Cl 95% (%) PREVALENZA (%)
PONTEBBA 1 0.05 3.9 0.9
RACCOLANA 4 0.42 3.07 1.3
2011
BORDANO 1 0.04 3.22 0.74
TOTALE 6 0.45 2.27 1.13

Tabella 11. Prevalenze per la stagione 2011.
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Per la stagione 2012 sono state testate 3849 zeochgrendenti 3577 ninfe e 272 adulti
(109 femmine e 163 maschi). La numerosita del camgke inferiore a quella dell’anno
precedente. Si sono ottenuti 838 pool, dei quali 86&no costituiti da ninfe. Come gia
detto, gli adulti sono stati analizzati singolarteemnmentre le ninfe sono state raggruppate
in pool da 2-10, fatta eccezione per una ninfa @sata in singolo. Il numero dei pool
risulta nettamente inferiore rispetto al numerquilli del 2011 (1148 pool).

MINIMO MASSIMO
(ARE N. Siti/area VBIEL:
GEOCLIMATICA ’ Pool
Pool Sito Pool Sito
Carnia Occidentalg 2 15 5 Forni di Sopra 10 ForSiatto
Carnia Centro- 10 89 2 Ravascletto 22 Amaro
orientale
Prealpi Carniche 5 145 10 Bordano a7 Claut
Valcanale 4 11 2 Fusine, Tarvisio, 5 San Leopoldo
Valbruna
Canal del Ferro 3 112 32 Raccolana, 48 Pontebba
Roveredo
Prealpi Giulie 6 169 11 Geg?lﬂia del a7 Pulfero
Colline Moreniche 2 60 20 Rive d’Arcang 40 Pagnacco
Colline Eoceniche 5 77 9 Gorizia, Tarcento 24 Buttrio
Alta Pianura 3 38 8 Flaibano 18 Martignaccg
Bassa Pianura 3 56 8 Chions 34 Muzzana
Carso Goriziano 2 39 8 Doberdo del 31 Redipuglia
Lago
Litorale 2 27 2 Grado 25 Lignano

Tabella 12. Distribuzione per area geoclimaticapdel di zecche nella stagione 2012 con indicazitehi
range e dei siti di raccolta.

Nella tabella 12 viene riportato il numero di p@olalizzato per ogni area geoclimatica i
siti dove sono stati registrati il numero piu atpiu basso di pool nell’area considerata. Le

aree geoclimatiche che presentano i valori piuatiedi pool sono le Prealpi Giulie, le
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Prealpi Carniche e il Canal del Ferro, rispettivateecon 169, 145 e 112 pool analizzati.

Le aree in cui vi sono i numeri minori di pool sdaoValcanale e la Carnia Occidentale,
con 11 e 15 pool rispettivamente. | siti in cui @argistrati meno pool sono Ravascletto
appartenente alla Carnia Centro-orientale (2 pdalsine, Tarvisio e Valbruna dell’area
geoclimatica della Valcanale (2 pool in ciascumm)sé¢ Grado appartenente al Litorale (2
pool). Al contrario, siti che possiedono i pool piumerosi sono Pontebba appartenente al
Canal del Ferro (48 pool), Claut dell'area delleddi Carniche (47 pool) e Pulfero delle
Prealpi Giulie (47 pool).

Allo screening molecolare mediante real-time RT-P&Rlei 838 pool analizzati sono
risultati positivi per la regione 3'NCR del genomi@ TBEV. Le tre positivita sono state
confermate mediante la real-time RT-PCR per il geme |l virus e stato identificato in 2
pool di ninfe di Tarvisio e Tramonti di Sopra, fvamente di maggio e ottobre 2012, e
in un esemplare adulto di sesso maschile raccoRordebba nel mese di maggio. Anche
nel 2012 sono risultati positivi ulteriori 4 podlzecche raccolte a Pontebba il 15 maggio,
positivita non prese in considerazione per la eavicale molto bassa (ct>35).

Nella tabella 13 sono indicati i pool positivi darstagione 2012, la data del prelievo, la

sede, lo stadio maturativo e i risultati delle yié@le RT-PCR con i relativi ct.

Real-Time Real-Time

STAGIONE ~ POOL+ PRELIEVO  SEDE stapio  Rea a
458 15-mag-12  PONTEBBA AD(Ll\’AL)TO Positivo. Positivo

2012 462 15-mag12  TARVISIO  NINFA Fodtvo Positvo
817 29-0tt-12 TSASMO%'\F'& NINFA P;fg‘l’o P;S:'ig‘éo

Tabella 13. Pool positivi della stagione 2012.

Per la stagione 2012 la prevalenza complessividrdefione da TBE virus nel vettore e
stata dello 0.8%, valore inferiore di quello travaell’anno precedente (Tabella 14) e con
un intervallo di confidenza 95% compreso tra 022Z1%. Le prevalenze riscontrate nei
singoli siti positivi sono risultate rispettivamena Pontebba dello 0.5% (0.03-2.34%), a
Tarvisio dell’ 1% (0.06-4.43%) e a Tramonti di Sapiello 0.4% (0.02-1.76%).

132



Risultati

STAGIONE SEDE POSITIVI Cl 95% PREVALENZA (%)
PONTEBBA 1 0.03 2.34 0.5
TARVISIO 1 0.06 4.43 1
2012 TRAMONTI
DI SOPRA 1 0.02 1.76 0.4
TOTALE 3 0.2 2.21 0.8

Tabella 14. Prevalenze per la stagione 2012.

Nella tabella 15 vengono riportate le principaliatgeristiche dei campioni risultati positivi
nel biennio 2011-12. Le cariche virali osservatsncsoad eccezione dei campioni
FVG.Raccolana/T-302/2011 e FVG.Tarvisio/T-462/204®|to elevate superando i valori
di 1E+06.

Anno Pool pr[;fil:l/o Sito Stadio Sﬁgf: Iso\l/ziirg}znto
FVG.Bordano/T-364/2011 22-mat Bordano Ninfa  1.49E+0 Si
FVG.Raccolana/T-296/2011 18-ap Raccolgna  Ninfa 6B+D6 Si
FVG.Raccolana/T-299/2011 18-ap Raccolagna  Ninpfa 9H+D7 Si

2ot FVG.Raccolana/T-302/2011 18-ap Raccolgna  Ninfa 8EB+03 No
FVG.Pontebba/T-644/2011 23-ap Pontebba Ninfa  HPBE Si
FVG.Raccolana/T-165/2011 16-mag Raccolgna  Ninfa 1H+08 Si
FVG.Pontebba/T-458/2012 15-mag Pontebpa  Adulto H+99 Si

2012 | FVG.Tarvisio/T-462/2012 15-mag Tarvisio Ninfa  3.91R2 No
FVG.TramontiDiSopra/T-817/2012,  31-ott L':ag(')‘;':g Ninfa | 1.75E+07 Si

Tabella 15. Caratteristiche dei campioni risulpatsitivi nel biennio 2011-2012.

E stato possibile isolare in colture cellulari 7 8ecampioni positivi:in particolare sono
stati isolati 5 dei 6 campioni positivi del 20112esu 3 di quelli del 2012. Non e stato
possibile isolare il virus dai campioni FVG.Racec@él-296/2011 e FVG.Tarvisio/T-

462/2012 poiché entrambi aventi carica virale dmimsente piu bassa di quella dei
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campioni che hanno consentito I'isolamento del MBES.

Per tutti i campioni e stato possibile ottenersdgquenza di 252 paia di basi del gene NS5 e
successivamente estendere la regione alla zonaiudzigne NS4/5, per consentire
un’analisi filogenetica piu approfondita. Tutti iampioni positivi inoltre sono stati
sequenziati per la regione env e sottoposti adsarfigdgenetica.
Le sequenze dei ceppi sono state allineate comealsequenze depositate in GenBank
rappresentative dei 3 sottotipi e con sequenzewtenegli anni precedenti in uno studio
condotto nella stessa area (mostrate in viBMG.Sito/T cod/2007:Zecche 200Figura
48). Vengono mostrati in blu e in verde i ceppndaisolati dai vettori in questo studio per
il biennio 2011 e 2012RVG.Sito/T cod/2011:Zecche 201EVG.Sito/T cod/2012:Zecche
2012, mentre in rosso si possono notare le sequeriegaubé dai pazienti con TBE del
2012 e del 2013 e di uno del 20@4/G.H-Iniziali cod/annj.
L'analisi molecolare e lo studio filogenetico rélatal gene NS5 dei campioni 2011-2012
confermano la circolazione nell'area studiata dusiappartenenti al sottotipo europeo
occidentale. Le differenze nucleotidiche riscomtréta i diversi campioni escludono la
possibilita di contaminazione di laboratorio. Lgsenze ottenute si raggruppano in cluster
evolutivi differenti: il principale presenta un elevato grado di identitin il ceppo
finlandese Isosaari; un altro gruppo comprende icepparte riconducibili alla variante
Hypr circolante nei paesi vicini, Slovenia e Austiin particolare vi sono delle similitudini
con il ceppo sloveno Cerkno H55. | campioni posidiegli anni precedenti (2005, 2006 e
2007) vengono invece raggruppati con il prototigaubloerfl, ceppo vaccinale.
Nell'albero filogenetico relativo al gene env (Figwl9) si possono distinguere in rosa ed
in verde le sequenze ottenute nel biennio 2011-36V25.Sito/Tcod/2011:Zecche20,11
),4n rosso quelle ottenute dai casi um@ivG.H-Iniziali

cod/anng, in viola invece quelle degli anni precedeit/(.Sito/Tcod/2007:Zecche 2007
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Figura 48. Albero filogenetico di una regione dRZtia di basi nel gene NS5 dei campioni di zecche
risultati positivi nel periodo di studio confrongaton i campioni di zecche positive delle stagmeicedenti,
con campioni di pazienti positivi e con sequenzefeiimento dei tre sottotipi.
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| ceppi ottenuti dai pool positivi del 2011 si raggpano assieme ai ceppi ottenuti nella
stessa area geoclimatica (Canal del Ferro) e & gilettificati nella stessa area negli anni
precedenti e hanno elevate omologie con ceppi slo¢@lovenia.Trzic/H-58/2009 e
JQ654701 Ljubljana) e con il ceppo tedesco EU83ZNBI01/Germania. Il ceppo
ottenuto dal campione del 2012 si raggruppa invese un ceppo ceco, HM46819
Unterengstringen (CH), molto simile al ceppo da isolato da un campione umano del

2013 (FVG/H-ZT1941/2013).

FWG.Pontebba,/T-190i /2008
FVG.Pontebba/T-644,/2011
FVG.Pontebba/T-153i/2008
FVG.Pontebba/T-73i/2007
FVG.Pontebba/T-99i/2007
ELUET2053,/T1401/Germania
FVG.Raccolana/T-165/2011
Slovenia. Trzic/H-58,/2009
95 -10654701 Ljubljana
D0401140 Toro-2003 (S)
AFO91018 Stara Ves (CZ)
38252 Hypr (CZ)
AFOG1007 Als
U27495 Neudoerfl (D)
AFD91017 Scharl (D)
5 |[FVG/H-ZB1951/2012

g FVG/H-IE1946/2012

Slovenia.Cerkno/H-55/2007
Slovenia.Draga-Crnomelj/H-51/2003
GU1B3383 Est3476 (Est)
Slovenia.Ljubljana/H-56,/2007
Slovenia.Kamnik/H-48,/2002
Slovenia.Trzic/H-54,/2006
Slovenia.Skofja Loka/H-47/2000
Slovenia.Ribnica/H-48,/2003

FVG.Pontebba/T-458/2012
a9 £|_—HM46819 Unterengstringen (CH)
FVG/H-7T1941/2013

AFDS1011 Kem | Tatabanya (H)

ﬁUlSSSSD Kumlinge A52 (D)
AFOG1005 TBEV strain Absettarov (Rus)

— Slovenia.MNazarje/H-52,/2003
ABDE2064 Sofjin-HO

AS_ITAFDMDDE Crimea :I - .
AB0D1026 Oshima-5-10 Siberian
ag [A\‘ZITDQE MDJ-01 [Cina)
1¥534167 ¥injiang-01 (Cina)
99 AY182009 Senzhang (Cina) Far
HEJFEIETD?MDJ-DZ(CMEJ Eastern
93 LIF316708 MDJ-03 (Cina)
0.02

Figura 49. Albero filogenetico di una regione d223aia di basi nel gene Env degli isolati virali d
campioni di zecche delle stagioni 2011-2012; laisage vengono confrontate con campioni di pazemti
TBE e con sequenze di riferimento dei tre sottotipi
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Stagioni 2013-2014

Nel 2013-2014 é proseguita la ricerca del TBE vines vettori raccolti nel FVG, nelle
stesse sedi di campionamento delle stagioni pratedee zecche sono state sempre
suddivise in pool ed omogenate. Per la ricerca B&YV si e utilizzato lo stesso protocollo
di screening delle stagioni precedenti mediantd-tie@ RT-PCR diretta alla regione
3'NCR altamente conservata tra i diversi ceppi dgpanti al sottotipo europeo
occidentale e a quello Far-Eastern. Per la confatella positivita e stata utilizzata una
seconda real-time RT-PCR diretta ad una regionegdak E. Per la caratterizzazione
molecolare sono state analizzate una regione parzdlal gene codificante per la
glicoproteina E dell’envelope ed una in corrisparade alla giunzione tra i geni NS4 e
NS5.

Complessivamente per la stagione 2013 sono statelta e analizzate 5097 zecche, di cui
4743 ninfe e 354 adulti (161 femmine e 193 mas@®ono stati formati 701 pool, 347
costituitu da ninfe e i restanti 354 da adultndimero di pool é risultato inferiore rispetto a
quello delle stagioni precedenti, rispettivamerité8.pool nel2011 e 838 pool nel 2012.
Nella tabella 16 possiamo vedere il numero di @oalizzato per ogni area geoclimatica e
i siti dove sono stati registrati il numero pitcaét piu basso di pool nell'area considerata.
Come aree geoclimatiche le Prealpi Giulie, le Rig@arniche e il Carnia Centro-orientale
presentano i valori piu elevati di zecche campien&pettivamente con 137, 124 e 108
pool. Le aree in cui vi sono stati meno pool samgece la Carnia Occidentale e il Carso
Goriziano, con 10 e 12 pool rispettivamente. Naibdto di ciascuna area geoclimatica si €
osservata un’elevata variabilita della numerosgh @hmpione, particolarmente evidente
nelle seguenti aree:

O nelle Prealpi Carniche varia da 2 pool di Trasaglt® di Tramonti di Sopra;

O nella Carnia Centro-orientale varia da 3 pool daf@va 21 di Paluzza;

0 nelle Prealpi Giulie varia da 4 pool di Montenats5adi Lusevera.
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AREA N. Totale MINIMO MASSIMO
GEOCLIMATICA Siti/area Pool Pool Sito Pool Sito
Carnia Occidentale 2 10 2 Forni di Sotto 8 Fomni di

Sopra
Carnia Centro- 10 108 3 Ovaro 21 Paluzza
orientale
Prealpi Carniche 5 124 2 Trasaghis 60 Tramonti di
Sopra
Fusine, San
Valcanale 4 ! 1 Valbruna 3 Leopoldo
Canal del Ferro 3 50 4 Raccolang 38 Pontebba
Prealpi Giulie 6 137 4 Montenars 55 Lusevera
Colline Moreniche 2 37 17 Rive d’Arcano 20 Pagnacro
Colline Eoceniche 5 56 6 Gorizia 18 Buttrio
Alta Pianura 3 58 4 Flaibano 45 Martignag¢co
Bassa Pianura 3 52 9 Muzzana 21 Bertiolo
Carso Goriziano 2 12 5 Doberdo del 7 Redipuglia
Lago
Litorale 2 50 3 Grado 47 Lignano

Tabella 16. Distribuzione per area geoclimaticapdel di zecche nella stagione 2013 con indicazitehi
range e dei siti di raccolta.

Allo screening molecolare sono risultati positivipdol di zecche del 2013. | campioni
risultati positivi sono stati confermati mediantegauseconda real-time RT-PCR per il gene
env. Le cariche virali sono state quantificate gra#la creazione di una curva standard con
un plasmide avente concentrazione nota. Anchegpstiaggione 2013 sono risultati positivi
ulteriori quattro pool di zecche raccolte il 14 rgamgad Amaro, sette pool di zecche
raccolte a Lusevera il 15 maggio e due pool di zeaaccolte a Pontebba il 18 maggio.
Queste positivita, come in precedenza, non sonoo pslate prese in esame
nell’elaborazione dei dati perché presentavanocaniaa virale molto bassa (ct>35).

Tra i pool positivi 3 erano composti da ninfe e wf un esemplare adulto di sesso
femminile, tutti raccolti tra aprile e maggio 2013 sedi in cui si sono riscontrate le
positivita sono Tramonti di Sopra, Amaro, LuseveiRontebba (esemplare adulto).

La semina dei campioni in colture cellulari, non ¢@nsentito l'isolamento del TBE
nonostante le cariche virali fossero piuttosto alev(1.83E+09, 3.44E+06, 3.85E+07 e
3.00E+Q7 copie/pL). Di seguito sono riassunti n&laella 17 i pool positivi, la data del
prelievo, la sede, lo stadio maturativo e i risultkella real-time RT-PCR (3'NCR) con i

relativi ct e concentrazioni (copie/pL):
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STAGIONE  POOL+ PRELIEVO SEDE STADIO reﬁ"ct'é"e COPIE/uL
TRAMONTI Positivo
9 26-apr DI SOPRA NINFA ct=19 1.83E+09
214 14-mag AMARO NINFA - POSTNO 344406
2013 -
282 15-mag  LUSEVERA  NINFA oo0v®  385E+07
ADULTO Positivo
341 18-mag PONTEBBA " o0 3.00E+07

Tabella 17. Pool positivi della stagione 2013.

Per la stagione 2013 la prevalenza complessivanfeflione da TBE virus nel vettore &

stata dello 0.13%, con un intervallo di confide®58& compreso tra 0.04 e 3.00%, valore
inferiore di quello trovato nelle stagioni precetiefTabelle 11 e 14). Le prevalenze

riscontrate nei singoli siti positivi sono risutatispettivamente a Tramonti di Sopra dello
0.21% (0.01-0.93%), ad Amaro dello 0.82% (0.05-3h0a Lusevera dello 0.24% (0.01-

1.03%) e a Pontebba del 2.94% (1.18-5.87%) (Ta&lla

STAGIONE ~ SEDE  POSITIVI Cl 95% PREVALENZA (%)
Pspeai 1 0.01 0.93 0.21
AMARO 1 0.05 3.50 0.82
2013 LUSEVERA 1 0.01 1.03 0.24
PONTEBBA 1 1.18 5.87 2.94
TOTALE 4 0.04 3.00 0.13

Tabella 18. Prevalenze per la stagione 2013.

Complessivamente per la stagione 2014 sono stalizaati 621 pool (255 composti da

ninfe) corrispondenti a 2513 zecche, di queste 2iidf@ e 366 adulti (149 femmine e 217
maschi).

Nella tabella 19 possiamo vedere il numero di @oallizzato per ogni area geoclimatica e

il range con indicazione del sito dove é statostegio il numero piu alto e piu basso di
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pool nell'area considerata. Come aree geoclimatieirealpi Giulie, il Canal del Ferro e
le Prealpi Carniche presentano i valori piu eleditzecche campionate rispettivamente
con 120, 114 e 103 pool. Le aree in cui vi sond st&no pool sono invece il Carso

Goriziano e il Litorale, con 9 e 18 pool rispettivante.

MINIMO MASSIMO
AREA N. Totale
GEOCLIMATICA | Siti/area| Pool : ;
Pool Sito Pool Sito
Carnia Occidentalg 2 22 7 Forni di Sopra 15 ForSatto
. Ampezzo,
Carnia Centro- 10 64 4 Paularo, 12 Imponzo
orientale
Ravascletto
Prealpi Carniche 5 103 12 Bordano 30 Clauzetto
Valcanale 4 31 5 Fusine, Valbrupa 15 Tavisio
Canal del Ferro 3 114 13 Pontebba 66 Raccolana
Prealpi Giulie 6 120 6 Gem?“? del 50 Lusevera
Friuli
Colline Moreniche 2 23 7 Pagnacco 16 Rive d’Arcano
Colline Eoceniche 5 60 3 Cividale 28 Buttrio
Alta Pianura 3 27 6 Flaibano 14 Martignacco
Bassa Pianura 3 30 5 Chions 19 Muzzana
Carso Goriziano 2 9 4 Doberdo del 5 Redipuglia
Lago
Litorale 2 18 2 Grado 16 Lignano

Tabella 19. Distribuzione per area geoclimaticapdal di zecche nella stagione 2014 con indicaziehi
range e dei siti di raccolta.

Per la stagione 2014, allo screening molecolaresoon stati rilevati pool positivi.

Per tutti i campioni positivi del 2013 & stato pb#s ottenere la sequenza di 252 paia di
basi del gene NS5 e in alcuni casi estendere iamrealla zona di giunzione NS4/5, per

consentire un’analisi filogenetica piu approfonditatti i campioni positivi inoltre sono
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stati sequenziati per la regione env e sottopossuecessiva analisi filogenetica. Le
sequenze dei campioni positivi del 2013 sono stdlmeate con alcune sequenze
depositate in GenBank rappresentative dei tre tyait® con sequenze ottenute negli anni
precedenti in uno studio condotto nella stessa, aneatrate in bluRVG.Sito/T cod/2005:
Zecche 2005, FVG.Sito/T cod/2006: Zecche 2008G.Sito/T cod/2007: Zecche 2007
Figura 50). Vengono mostrati in giallo e in verd=eppi da noi isolati dai vettori in questo
studio per il biennio 2011 e 2012 ( \LEVG.Sito/T
cod/2012: Zecche 20),2mentre in rosso si possono notare le sequenemudé dai
pazienti con TBE KVG. H cod/annp Le sequenze ottenute nella stagione 2013 sono
mostrate in rosa~(/G.Sito/T cod/2013: Zecche 2013

L'analisi molecolare delle sequenze relative alegbis5 dei campioni del 2013 conferma
la circolazione nell'area studiata di virus appaetgti al sottotipo europeo occidentale. Le
sequenze ottenute si raggruppano in cluster evoldifferenti: la sequenza ottenuta dal
pool di Lusevera si raggruppa con i campioni pasdegli anni precedenti (2005, 2006 e
2007) e mostra omologie con il ceppo Neudoerfl foepaccinale). La sequenza di
Tramonti di Sopra risulta legata filogeneticametuea il ceppo Toro, mostrando omologie
con ceppi del 2011 e 2012 e con un campione umaha0®4, oltre che con un campione
umano del 2012. Le varianti Toro e Neudoerfl ciaom entrambi in Austria e Slovenia. La
sequenza del pool di Pontebba presenta un elevado di identita con il ceppo finlandese
Isosaari. Infine, un ulteriore cluster raggruppaéguenza di Amaro e ceppi da noi isolati

nel FVG nelle stagioni precedenti, includendo anomeaso umano del 2012.
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Figura 50. Albero filogenetico di una regione dR2iaia di basi nel gene NS5 dei campioni di zecche
risultati positivi nel periodo di studio (2013) doontate con i campioni di zecche positive delbg&ini
precedenti, con campioni di pazienti positivi e segquenze di riferimento dei tre sottotipi.

Nell'albero filogenetico relativo al gene env sisgono distinguere in giallo ed in verde le
sequenze ottenute nel biennio 2011-2012{ JEVG.Sito/T
cod/2012:Zecche20]2Figura 51), in rosso quelle ottenute dai casi imM&VvG. H
cod/anng, in rosa quelle della stagione 20X3/(.Sito/T cod/2013:Zecche 2013
Possiamo vedere come le sequenze di Amaro e Pengbiaggruppano in un cluster
evolutivo legato a ceppi isolati in Slovenia (Ljjavla-like). Il pool di Pontebba €& legato
filogeneticamente ai campioni umani del 2012 e eppo sloveno Cerkno/H-55/2007
Infine la sequenza di Lusevera mostra elevate ogilcon i ceppi appartenenti al cluster
cecoslovacco Stara Ves.
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Slovenia. Trzic/H-54/2006
Slovenia. Kamnik/H-48/2002
Slovenia Ribnica/H-49/2003

Slovenia.Ljubljana/H-56/2007

FVG.Pontebba/T-341/2013
FVG.Amaro/T-214/2013 Ljubljana

Slovenia. Trzic/H-58/2009
JQB54701 Ljubljana
— EU872053/T1401/Germania

Slovenia.Draga-Crnomel/H-51/2003 m
HM46819 Unterengstringen (CH)

Slovenia.Cerkno/H-55/2007
FVG. Tramonti_Sopra/T-9/2013 .
FVG/H ZN1951/2012 Cerkno

FVG/HAB1946/2012
139292 Hypr (CZ)
{ ;Guwaaaan Kumlinge A52 (D)
L GU183383 Est3476 (Est)

AF091011 Kem | Tatabanya (H)
FVG.Lusevera/T-282/2013 :| Stara Ves
12 L———AF091018 Stara Ves (CZ)

DQ401140 Toro-2003 (S)

Slovenia MNazarje/H-52/2003

1]

U27495 Neudoerfl (D)
70 L— AF091017 Schar (D)
—— AB001026 Oshima-5-10

AF091008 Crimea
AB062064 Sofjin-HO
. JX534167 Xinjiang-01 (Cina)
182009 Senzhang (Cina)

A
]
\T‘—JFNG?UE MDJ-03 (Cina)

0.01

Figura 51. Albero filogenetico di una regione d223aia di basi nel gene Env degli isolati virali d
campioni di zecche del 2013; le sequenze vengonfsatate con campioni di pazienti con TBE e con
sequenze di riferimento dei tre sottotipi.

Nelle tabelle riportate qui di seguito possiamoered! numero di pool analizzati in ogni
sede di campionamento per ogni stagione (Tabeljae2) numero di zecche (ninfe e
adulti) analizzate per ogni stagione di studio €lEb21). Nella tabella 22 sono indicate

invece le prevalenze relative alle diverse areelgeatiche.
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SITO 2011 2012 2013 2014
AMARO 33 22 15 10
AMPEZZO 5 5 6 4
BERTIOLO 14 14 21 6
BORDANO 41 10 7 12
BUTTRIO 24 24 18 28
CHIONS 7 8 22 5
CIVIDALE 12 19 13 3
CLAUT 35 47 27 17
CLAUZETTO 27 25 28 30
DOBERDO DEL LAGO 9 8 5 4
FLAIBANO 4 8 4 6
FORNI DI SOPRA 7 5 8 7
FORNI DI SOTTO 20 10 2 15
FUSINE 3 2 1 5
GEMONA DEL FRIULI 24 11 15 6
GORIZIA 11 9 6 4
GRADO 2 2 3 2
IMPONZO 5 5 11 12
LIGNANO 27 25 47 16
LUSEVERA 84 42 55 50
MARTIGNACCO 35 18 45 14
MEDEA 26 16 8 9
MONTENARS 72 36 4 15
MUZZANA 22 34 9 19
OVARO 17 12 3 5
PAGNACCO 17 40 20 7
PALUZZA 23 9 21 7
PAULARO 6 4 6 4
POLCENIGO 8 12 9 7
PONTEBBA 38 48 38 13
POVICI 36 18 13 0
PULFERO 40 47 28 38
RACCOLANA 84 32 4 66
RAVASCLETTO 2 2 4 4
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SITO 2011 2012 2013 2014
REDIPUGLIA 8 31 7 5
RIGOLATO 5 4 9 5
RIVE D’ARCANO 18 20 17 16
ROVEREDO 110 32 8 35
SAN LEOPOLDO 4 5 3 6
SOCCHIEVE 9 20 19 5
TAIPANA 31 15 22 11
TARCENTO 14 9 11 16
TARVISIO 5 2 2 15
TRAMONTI DI SOPRA 95 38 60 26
TRASAGHIS 9 25 2 18
VAL AUPA 18 6 14 8
VALBRUNA 2 2 1 5
TOTALE POOL 1148 838 701 621

Tabella 20. Numero dei pool di zecche analizzatadte le stagioni 2011, 2012, 2013 e 2014

ANNO NINFE ADULTI ZE(;I-((ZJJEA/IAIIE\INO
2011 4298 330 4628
2012 3577 272 3849
2013 4743 354 5097
2014 2149 364 2513

TOTALE 14767 1320 16087

Tabella 21. Numero delle zecche analizzate dulargtagioni 2011, 2012, 2013 e 2014.

Risultati
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Stagione area geoclimatica  N. pool pogli.tivi prevalenza (%) Cl 95% (%)
Carnia Occidentale 27
Coma e
Prealpi Carniche 207 1 0.12 0.1 5.2
Valcanale 14
Canal del Ferro 232 5 0.5 1.8 10.6
Prealpi Giulie 287
2011 Colline Moreniche 35
Colline Eoceniche 87
Alta Pianura a7
Bassa Pianura 43
Carso Goriziano 17
Litorale 29
Totale 2011 1148 6 1.13 4.5 22.7
Carnia Occidentale 15
Coma gene g
Prealpi Carniche 145 1 0.15 0.1 6.6
Valcanale 11 1 1.46 0.8 62.6
Canal del Ferro 112 1 0.17 0.1 7.5
Prealpi Giulie 169
2012 Colline Moreniche 60
Colline Eoceniche 77
Alta Pianura 38
Bassa Pianura 56
Carso Goriziano 39
Litorale 27
Totale 2012 838 3 0.8 2 22.1
Carnia Occidentale 10
Carnia Centro-
rErTEE 108 1 0.99 3.5 21.1
Prealpi Carniche 124 1 0.14 0.1 6.3
Valcanale 7
Canal del Ferro 50 1 3.02 21.1 60.1
Prealpi Giulie 137 1 1.18 5.7 21.1
2013 Colline Moreniche 37
Colline Eoceniche 56
Alta Pianura 58
Bassa Pianura 52
Carso Goriziano 12
Litorale 50
Totale 2013 701 4 0.13 0.4 30.0

Tabella 22. Prevalenze nelle aree geoclimatichle detche analizzate delle stagioni 2011, 20123201
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4.2. IDENTIFICAZIONE DEL TBEV IN CAMPIONI UMANI

Ainizio 2013, il TBEV e stato identificato e sequéato retrospettivamente in due pazienti
del 2012, uno della provincia di Udine (anno dia@s1951) e uno della provincia di
Pordenone (anno di nascita 1946). Per il primo qudei € stato possibile raccogliere 3
campioni di siero (prelevati a distanza di qualgleno), sangue intero in EDTA, liquido
cerebrospinale (CSF); per il secondo paziente mgato un campione di siero (siero 5).
Di seguito vediamo riportati i risultati relativilea due real-time RT-PCR (Tabella 23) e ai

test immunoenzimatici (Tabella 24).

CAMPIONE REAL-TIME 3'NCR (CT) REAL-TIME ENV (CT)
SANGUE-EDTA - -
CSF - -
Paziente 1 SIERO 1 29 30
SIERO 2 40 40
SIERO 3 - 38
Paziente 2 SIERO 5 38 40

Tabella 23. Risultati alle indagini molecolari (riane RT-PCR) dei campioni dei due pazienti del20

DATA
CAMPIONE PRELIEVO IgM INDICE IgG INDICE
SIERO1 27/10/2012 NEG - NEG -
SIERO2 31/10/2012 POS 4.93 NEG -
Paziente A
SIERO3 02/11/2012 POS 4.99 POS 1.78
CSF 16/11/2012 - - - -
Paziente B SIERO5 21/11/2012 POS 1.93 NEG -

Tabella 24. Risultati alle indagini sierologichee§T ELISA) dei campioni dei due pazienti del 2012.
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| campioni sono stati sottoposti ad amplificaziadel gene NS5, ed e stato possibile
dimostrare la presenza dell’/RNA virale solo nelgane nel 1° siero del paziente A e nel
siero del paziente B. Si e quindi proceduto al segiamento e all’analisi filogenetica. Le
sequenze relative al gene NS5 e al gene env sat® allineate con le sequenze dei
campioni di zecche delle varie stagioni (Figura 48, 50 e 51). sequenZa/G/H-
ZN1951/2012relativa al paziente A (Udine) e sequer2aG/H-1B1946/2012relativa al

paziente B (Pordenone).

A maggio 2013 e stato da noi diagnosticato il pricaso di TBEV nella provincia di
Trieste in un paziente immunodepresso, con linfamallule B. Il paziente, di 71 anni, era
in cura chemioterapica per una neoplasia a celiieledritiche plasmocitoidi blastiche
recidivante. Nel 2010 gli era stato diagnosticatolinfoma a cellule B di basso grado.
All'inizio di maggio 2013 ha sviluppato debolezzenga dolore o parestesie, e febbre
(38°C) e non rispondeva al trattamento con Levatixa. Alcuni giorni dopo, la
debolezza agli arti superiori € peggiorata ed e paosa la paralisi all’arto superiore
sinistro e opsoclono, ovvero un movimento involoiotancontrollato degli occhi, caotico e
multivettoriale. Gli esami del liquido cerebrosggmamostravano alterazioni con un
fenotipo cellulare suggestivo di neoplasia a celllgéndritiche plasmocitoidi blastiche. Nel
giugno 2013, il quadro neurologico € peggioratadamente con disorientamento, afasia,
movimenti involontari. Il paziente € morto di sepdiottobre 2013.
Qui di seguito vengono riportati i parametri didastorio del paziente in un campione del
5 giugno 2013:

- Eritrociti 3.23 x 10”6/mcL,

- Emoglobina 11.5 g/dL,

- Ht 34.6%, piastrine 109 x 10"3/mcL,

- Globuli bianchi 3.67 x 10"3 /mcL,

- Neutrofili 3.13 x10"3/mcL,

- Linfociti 0.21 x 10"3/mcL,

- Monociti 0.32 x 10"3/mcL,

- CD4 82 x 10”3 /mcL,

- CD4+ percentuale 39.2%,

- Rapporto CD4+/CD8+ 0.95,

- 1gG 1810 mg/dL,

- IgA 148 mg/dL,
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- IgM 192 mg/dL.

Nel maggio 2013 il paziente aveva riportato un mord zecca mentre praticava
un’escursione nei boschi attorno alla citta di iee(Carso triestino). L'infezione da TBEV
e stata dimostrata mediante real-time RT-PCR quaivg (bersaglio 3’'NCR) su campioni
di sangue intero, liquido cerebrospinale e urireecbnferma e stata realizzata con la real-
time RT-PCR diretta al gene env. Da sottolineare alire che nel sangue e nel CSF il
TBEV era presente anche nelle urine. | test sigiolosu siero e CSF dimostravao la
presenza di anticorpi di classe IgM e IgG specHfi¢BLISA e test dell’avidita delle 1gG).
L'infezione si € manifestata con viremia persisteatigM positive per oltre 4 mesi. La
presenza del virus nel sangue e stata riscontnatesd volte fino al 30 luglio, mentre nelle
urine fino al 5 luglio. Il CSF gia dal secondo @b e risultato invece negativo. Nel
grafico seguente possiamo vedere I'andamento deri\aerologici (IgM e IgG) e della
viremia (real-time RT-PCR su sangue e urine) deilgrde (Figura 52):

6,00 T T 1,00E+06
5,00 T T 1,00E+05
4,00 + T 1,00E+04 i
e e o ndex IgG
TBE
< 1 1 = == e o ndex IgM
% 3,00 1,00E+03 <_g TBE
l = e 1t PCR
x = Blood
o 2,00 T T 1,00E+02 > rt PCR
o ;
c Urine
1,00 T T 1,00E+01
0,00 1,00E+00
0 5 14 19 26 31 48 73 79 121
Sampling time (days)

Figura 52. Rappresentazione della valutazione Isigica e virologica di infezione da TBEV in un paaie
immunocompromesso. Gli indici IgG e IgM sono il papto tra i valori di assorbanza dei campioni ezt
off. La carica virale di TBEV ¢ stata calcolata tiglicando il valore ottenuto dalle analisi molezlper il
fattore di concentrazione di estrazione del'/RNBQ/60 e 500/50 per il sangue per 'urina, rispatiiente).
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Per ricercare in quale frazione cellulare fossesgmee il TBE virus si sono separate le
popolazioni cellulari mediante Ficoll e si € ossg¢ovche la presenza del virus era
dimostrabile solo nella frazione eritrocitaria. Meffigura sottostante viene riportata
'immagine del gel di agarosio ottenuto con i canmpidel paziente immunocompromesso.
Si possono vedere il sangue intero e le varie draziellulari ottenute con il Ficoll e il
campione di urine (Figura 53). | campioni sonoigtatcolti il 25 giugno 2013, piu di un
mese dopo la diagnosi di TBE.

Il controllo positivo é stato ottenuto inserendoingerto di 20 pb alla sequenza del TBEV

(ceppo Neudoerfl) grazie alla realizzazione di dasmide (pBluescript Il phagemid

vector), effettuata in collaborazione con il grupgoricerca di Virologia Molecolare
dell'lCGEB di Trieste.

501 bp

Figura 53. Gel di agarosio 1X con i campioni dipaziente con TBEV: 1.sangue intero-EDTA, 2.erittipci
3.plasma, 4.linfociti, 5.granulociti, 6.siero, ing, 8.controllo positivo, 9.controllo negativo,. DNA
Molecular Weight Marker VIl (Roche Life Science).

Il TBEV € stato quindi sequenziato per una regidekgene env e una di NS4/5. Si é
inoltre isolato il virus su colture cellulari di ke E6 e la carica virale e stata monitorata in
real-time RT-PCR prelevando i surnatanti. Dalleliah&ilogenetiche si e riscontrata una

forte omologia tra le sequenze del paziente e guiddi ceppi isolati in Slovenia e in

Europa centrale e settentrionale, appartenentittidtgpo europeo (Figura 54).
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JQB546355 str. H-48 Kamnik (SLO)
JQB54663 str. H-56 Ljubljana (SLO)
JQB54656 str. H-49 Ribnica (SLO)
JQ654658 str._H-51 Draga-Crmomelj (SLO)
JQB54665 str. H-58 Trzic (SLO)
7 EF113079 TBEV str. 166 (CZE)
24— J Q654645 str.T-10 Kamnik (SLO)
—GU183380 str. Kumlinge AS2 (FIN)
HTBE/FVG.ITA/H-ZT/2013
AMB00965 TBEV str. K23 Karlsruhe (GER)
U39292 TBEV str. Hypr (CZE)
AF091009 TBEV str. Iso 40 (CH)
JQB54662 str.H-55 Cerkno (SLO)
AF091018 TBEV str. Stara Ves (HR)
1L DQ401140 TBEV str. Toro-2003 (SWE)
— 27495 TBEV str. Neudoerfl (AUS)
AF091007 TBEV str. Alsl (FRA)
L JQ654659 str.H-52 Mazarje CE (SLO) d
X86787 Louping ill virus (strain LIA261)
a0 AF52T415 TBEV str. Zausaev (RUS)
%5 {AEIU49352 TBEW str.IR99-2f7 Irkutsk (RUS)
AF0B9066 TBEV str. Vasilchenko (RUS)
AB062064 TBEV str. Sofjin-HO (RUS)
. LliiEUUBEIEBU TBEV str. DXAL-21 (CHI)

—E EUB16455 TBEV str. Primorye-86 (RUS)
m AB0B2063 TBEV str.Oshima 3-10 (JAF) |
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Figura 54. Albero filogenetico ottenuto da una ss@a di 1077 pb di una regione del gene env.

Nel 2013 sono stati segnalati altri due casi dezidne TBE nella provincia di Trieste. Un
secondo caso € stato dimostrato nel giugno 2018 ipaziente di 68 anni, sempre della
provincia di Trieste. L'uomo ricordava di esserat@tmorso da una zecca in un prato a 7
km di distanza dall’area frequentata dal caso piec. Nei campioni di siero e CSF sono
state dimostrati gli anticorpi IgM ed IgG specifinediante ELISA.

Infine, un terzo caso ha coinvolto un ragazzo dafbi, proveniente dalla stessa area dei
casi precedenti, che mostrava febbre e cefalea;sieed sono stati trovati anticorpi
specifici anti-TBEV. Il paziente, riferiva di novexr subito punture di zecche, ma di essere

abituale consumatore di latte crudo.
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In entrambi | casi erano stati raccolti campionsangue intero, CSF ed urine per la ricerca
del genoma virale mediante tecniche molecolari, poegroppo non é stato possibile
identificare I'RNA del TBEV, forse perché non erapiol in fase viremica dato che erano

gia comparse le 1gG. Di seguito vediamo riportaliori ottenuti con i test ELISA:

DATA ANNO- . real-time
PRELIEVO MESE ETA CAMPIONE IgM INDICE IgG INDICE 3'NCR
01/07/13 2013-LUG 68 SIERO POS 5.36 POS 2.22 -
SANGUE
01/07/13 2013-LUG 68 EDTA - - - - NEG
01/07/13 2013-LUG 68 CSF POS NEG - NEG
01/07/13 2013-LUG 68 URINE - - - - NEG
Debolmente
20/12/13 2013-DIC 68 SIERO . 1.36 POS 3.14 -
reattivo
SANGUE
10/07/13 2013-LUG 16 EDTA - - - - NEG
10/07/13 2013-LUG 16 CSF POS - NEG - NEG
10/07/13 2013-LUG 16 URINE - - - - NEG
Debolmente
10/07/13 2013-LUG 16 SIERO POS 5.44 . 0.98 -
reattivo
17/09/13 2013-SET 16 SIERO POS 5.0 POS 3.64 -

Tabella 25. Riassunto dei risultati (test sieratogi molecolari) dei campioni di due pazienti cdBEV del
2013. Gliindici 1gG e IgM sono il rapporto traaberi di assorbanza dei campioni ed il cut-off.

| test ELISA possono presentare reattivita croctedaanticorpi diretti nei confronti di

membri della famiglia Flavivirus. Per ovviare a gite € stato introdotto il test di

neutralizzazione di riduzione delle placche PRNIRdBe Reduction Neutralization Test).

La metodica PRNT é stata applicata per la primaavoel caso di TBEV nel paziente

immunocompromesso. Il siero ha mostrato capacitailoizione virale. Il ceppo utilizzato

per la metodica € quello ottenuto dall'isolamengb mbol di zecche raccolte a Raccolana

BN

nel 2011, il cui titolo e stato calcolato e risultalE+07 (Figura 55). Nellimmagine

possiamo veder nei primi due pozzetti il contrallegativo (solo cellule) e a seguire le

varie diluizioni di virus da 1E-01 a 1E-05 analitzan duplicato (due pozzetti per ogni

diluizione) per aumentare la riproducibilita deltoun.
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Figura 55. Titolazione del TBEV mediante test delecche.

4.3. IDENTIFICAZIONE DEL WNV

La presenza del West Nile virus nella regione FNehezia Giulia € stata riportata per la
prima volta nel 2011 (2 casi). Da allora sono stafilementati i sistemi di sorveglianza sia
veterinaria che su campioni umani.

Tra settembre e ottobre 2012 nel nostro laboratwim stati osservati complessivamente
7 casi di infezione da WNV: 5 presentavano una &mnauro invasiva e due, asintomatici,
sono stati individuati nelle analisi di screeningi d@lonatori di sangue. | casi erano
localizzati nelle province di Udine, Gorizia e Pendne e nella parte meridionale della
regione FVG.

Nel 2013 é stato possibile caratterizzare il vituano dei casi del 2012, una paziente, che
presentava sintomatologia neurologica ed era netsdeella provincia di Gorizia. E stata
dimostrata la presenza del virus nelle urine (campidel 7/09/2012) mediante real-time
RT-PCR (ct=35) e PCR di sequenziamento. La sequdinzaa regione di 930 pb del gene
env é stata allineata con alcuni ceppi ottenutitatia (Veneto e Ancona) negli anni
precedenti (mostrati in blu, Figura 56). L'analidbgenetica ha rivelato che il virus
appartiene al Lineage 1 ed ha un’elevata identia it ceppo Italy/2012/Livenza/31.1
identificato in provincia di Venezia nel 2012.

Non e stato possibile isolare il virus dal campidharine su colture cellulari di Vero E6.
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Figura 56. Albero filogenetico di una regione d09® del gene env del WNV. In rosso si puo vedere |
sequenza della paziente del 2012 da noi ottentrzspettivamente, allineata con alcuni ceppi otiinu
Italia (Veneto e Ancona) negli anni precedenti Xblu

Nella stagione 2013 in un solo caso, un pazientia geeovincia di Pordenone, si sono
riscontrate IgM (indice 1.51) ed IgG (indice 2.4§)ecifiche nel siero (prelievo del
23/10/2013) ma non € stato possibile dimostraggdaenza del virus a livello molecolare
anche perché il titolo anticorpale IgG era ormavato. Per escludere la possibilita di
cross-reattivita con altri Flavivirus si e utilizada tecnica di PRNT e si e riscontrata una
neutralizzazione quasi completa (80%), come si potare nella figura 57. Questo

conferma l'infezione di WNV anche se non é stabwdto I'RNA virale.
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Figura 57. Test PRNT con il campione di siero ddlipnte del 2013 affetto da WNV.

Durante la stagione di sorveglianza del 2014 per plazienti sono state trovate IgM ed
IgG specifiche. Si tratta per entrambi i casi demoni contratte all'estero.

[l primo caso riguarda un uomo di 28 anni originatel Burkina Faso. Il paziente, in Italia
dal 2009, é stato ricoverato per febbre dopo qeaffibrno dal rientro dal paese natale
dove era soggiornato nei mesi di luglio e agostgli A&sami ematochimici presentava
leuco-piastrinopenia e alterazione delle transasnifdostrava inoltre epatosplenomegalia.
Dopo aver escluso la diagnosi per malaria, essesdtiato negativo al test specifico, il

sospetto diagnostico era orientato su un’infezidméengue o Chikungunya virus. Anche
in questo caso il paziente é risultato negativoasitest molecolari che sierologici. Sono
invece risultati positivi gli anticorpi specificiep West Nile virus su siero (IgM positive

con indice di 1.85, IgG debolmente positive coridadli 0.46). Non e stato pero possibile
trovare il virus in real-time RT-PCR. Non é esclus® possibile reattivita crociata con
altri Flavivirus.

Per il secondo caso, un signore di 47 anni appematb dalla Serbia (paese d’origine),
I'RNA virale e stato invece identificato su sandtieTA, liquido cerebrospinale ed urine.

Le cariche virali nei vari campioni biologici sorgiate determinate grazie all’'uso di

campioni a concentrazione nota forniti di origireanenerciale e la creazione di una curva
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standard.
DATA ANNO- )
PRELIEVO  MESE ETA CAMPIONE IgM INDICE lgG INDICE
26/08/14 2014-AGO 28 SIERO POS 1.81 Debo',me”te 0.46
positivo

26/08/14  2014-AGO 28 URINE - - - -

Debolmente Debolmente

05/09/14  2014-SET 28 SIERO " 0.95 i 1.38
positivo positivo
15/09/14  2014-SET 47 SIERO POS 2.91 POS 1.38
15/09/14  2014-SET 47 csp | Depolmente ) o NEG ;
pOSlthO
SANGUE
15/09/14  2014-SET 47 L 2~ ; ; ; -

15/09/14 2014-SET 47 URINE - - - -

DATA PRELIEVO ANNO-MESE ETA CAMPIONE | REAL-TIME CT copie/pL
26/08/14 2014-AGO 28 SIERO - - -
26/08/14 2014-AGO 28 URINE NEG - -
05/09/14 2014-SET 28 SIERO - - -
15/09/14 2014-SET 47 SIERO - - -
15/09/14 2014-SET a7 CSF POS 36 7.78E+01
15/09/14 2014-SET a7 SANGUE POS 32 1.26E+03

EDTA
15/09/14 2014-SET a7 URINE POS 22 1.46E+06

Tabella 26. Riassunto dei risultati (test sieradogimolecolari) dei campioni di due pazienti del2. Gli
indici IgG e IgM sono il rapporto tra i valori dssorbanza dei campioni ed il cut-off.

Per entrambi i pazienti si € adoperata la metoBIRNT per confermare la diagnosi di
West Nile virus, previa titolazione (Figura 58)c#ppo adoperato appartiene al Lineagel.
Per il primo paziente, il ragazzo rientrato dal Boa Faso, non e stata osservata riduzione

di neutralizzazione; infatti come si puo vedereladdigura 59 il numero di placche é
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praticamente invariato per le diverse diluizionii siero.

Il test PRNT é stato effettuato anche per il secopdziente del 2014. In questo caso
invece la riduzione di neutralizzazione evidenziamaasso di inibizione dell’'85% (Figura
60).

Di seguito vengono riportate la piastre della &mbne del virus (Figura 58), la PRNT per
Il paziente del Burkina Faso (Figura 59) e la pasbn la PRNT relativa al paziente della
Serbia (Figura 60). In ciasuna piastra, nei pozie#t 2 si trova il controllo negativo con
solo cellule, nei pozzetti 3 e 4 il controllo pgog con il virus WNV precedentemente
titolato, nei pozzetti 5 e 6 il virus piu il terrennei pozzetti 7 e 8, 9e 10 e 11 e 12
rispettivamente il virus piu la diluizione 1: 5,10 e 1: 40 del siero. Nell'ultima diluizione

il numero di placche é uguale a quello del cortralfus+terreno.

Figura 58. Titolazione del WNV mediante test deliecche.
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Figura 59. PRNT con il siero di un paziente rietatrdal Burkina Faso. La riduzione di carica da
neutralizzazione non si & osservata; probabilgivéatcrociata con altri Flavivirus.

Figura 60. PRNT con il siero di un paziente riciatidalla Serbia. La riduzione di neutralizzazione é
avvenuta in quanto il numero di placche contattenedrie diluizioni di siero & particolarmente ritip
rispetto ai controlli.
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Nel caso del paziente rientrato dalla Serbia, \iatta carica di WNV presente nelle urine
(1.46E+06), e stato possibile isolare il virus slture cellulari di Vero E6. | surnatanti
sono stati prelevati e sequenziati. La sequeneawt dall’amplificazione di una porzione
del gene C del capside e stata sottoposta ad iafi@lgenetica per avere informazioni
sull’origine e I'evoluzione del ceppo virale respabile, il quale é risultato appartenere al
Lineage 2. Vi sono omologie con i ceppi circolantiEuropa centrale e anche in Italia e

viene raggruppato nel cluster detto greco/unghdfégara 61).

— JX956213 WNV Italy/2012/Livenza/31.1

— AF404757 WNV Italy 1998-equine Lineage 1
— AF196835 WNV strain NY99-flamingo362-99

KP109692 WNV Cx. pipiens/Vienna/2014
— FVG IM_UR3976 2014
—KP109691 WNV blood donor/Vienna/2014

100
Lineage 2

KP789958 WNV Italy/2014/Paviad
{ KF647252 WNV Italy/2013/Rovigo/35.1
—JNB58070 WNYV Italy/2011/AN-2
KJ683340 WNV Greece/2013/Xanthi_d
— KF179640 WNV Austria/2008_gh

0.02

Figura 61. Albero filogenetico di una regione dehg env del WNV. In rosso si pud vedere la sequdelta
paziente del 2014, allineata con alcuni ceppi appeti al Lineage 1 e al Lineage.

Inoltre, il ceppo ottenuto e stato titolato medeatgcnica delle placche (titolo di 2.35E+07)
e successivamente utilizzato nella metodica PRN'vgkficare se i diversi lineage (1 e 2)
agiscono allo stesso modo nella neutralizzaziones@ perché in letteratura non sono
descritte le caratteristiche lineage-specificheladeisposta neutralizzante, ma che per
analogia con altri Flavivirus, come ad esempioehDue virus, potrebbero condizionare il
test di PRNT.. Gli esperimenti effettuati non hanmvidenziato differenze di

neutralizzazione in funzione del lineage di WN\Mintiato.

Nella stagione di sorveglianza del 2015 sono dtatiati gli anticorpi specifici in tre
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donatori di sangue asintomatici (Tabella 27, 2&x. #ue casi sono state rilevate le IgM
mentre in un caso solo le IgG specifiche. LRNAalér non € stato pero riscontrato, forse

perché i campioni sono stati prelevati quando $& faremica era ormai terminata.

CAMPIONE DATA PRELIEVO REAL-TIME
PLASMA 27/08/2015 NEG
PLASMA 08/09/2015 NEG
Donatore 1
SANGUE-EDTA 08/09/2015 NEG
SANGUE-EDTA 10/09/2015 NEG
PLASMA 10/09/2015 NEG
URINE 10/09/2015 NEG
Donatore 2
SIERO 10/09/2015 NEG
SIERO 12/09/2015 NEG
SANGUE-EDTA 12/09/2015 NEG
URINE 12/09/2015 NEG
SIERO 17/09/2015 NEG
Donatore 3
SANGUE-EDTA 18/09/2015 NEG
URINE 18/09/2015 NEG
SANGUE-EDTA 23/09/2015 NEG

Tabella 27. Campioni dei donatori asintomatici &zalti in real-time RT-PCR.
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DATA
CAMPIONE 2t 2o IgM INDICE  IgG  INDICE
PLASMA 27/08/2015 NEG ; NEG ;
Donatore 1 PLASMA 08/09/2015 NEG - NEG -
SIERO 23/09/2015 NEG ; POS 1.71
SIERO 10/09/2015 NEG - NEG -
Donatore 2
SIERO 12/09/2015 Debolmente ) o, NEG -
POS
SIERO 10/09/2015 Debolmente . NEG -
POS
Donatore 3 SIERO 12/09/2015 POS 1.60 NEG -
SIERO 17/09/2015 POS 2.78 NEG ;

Tabella 28. Campioni dei donatori asintomatici aazalti in ELISA.

Per escludere una possibile reattivita crociataatnFlavivirus, nel caso con IgG positive
e stata effettuata la metodica PRNT: sono statvaii gli anticorpi neutralizzanti quindi si
tratta sicuramente di un caso di WNV (Figura 62).nhetodica PRNT e stata effettuata con
il protocollo standard: nei pozzetti 1 e 2 si tralveontrollo negativo con solo cellule, nei
pozzetti 3 e 4 c'e il controllo positivo al titoldilizzato nel test, nei pozzetti7e 8, 9e 10 e
11 e 12 rispettivamente il virus piu la diluizioh®, 1:10 e 1:40 del siero.

Negli atri due casi dei donatori non é stato polksiteffettuare la conferma con la PRNT

perché non presentavano anticorpi di classe Ig@nane pertanto il dubbio che possa
trattarsi di casi di cross-reattivita.
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Figura 62. PRNT con il siero di un donatore di sengsintomatico che presentava IgG specifiche\Vahti
La riduzione della neutralizzazione é del 70%.

4.4. IDENTIFICAZIONE DI CHIKUNGUNYA E DENGUE VIRUS

Negli ultimi anni si e verificato un incremento dasi importati di Dengue virus e
Chikungunya virus; al fine di monitorare la circalane di queste infezioni si e attuato un

sistema di sorveglianza.

Chikungunya virus

Nell’agosto 2014, una ragazza di 24 anni rientdatiéa Thailandia e risultata positiva alle
analisi di Chikungunya virus. In questo caso eospatssibile trovare I'RNA virale in real-
time RT-PCR, probabilmente perché l'infezione enacga in fase acuta visto che sono
stati rilevati solo gli anticorpi di fase IgM (tito maggiore di 40). Nelle cellule infettate si
e infatti osservato un pattern di fluorescenzaellb del citoplasma.

Sempre nello stesso periodo una donna di 45 ansetrava nel siero anticorpi specifici
contro il CHIKV (sia IgM che IgG), ma non si e id#icato il virus a livello molecolare.
Nell’'ultimo anno abbiamo trovato altri 2 casi di ®&V: un signore di 45 anni e uno di 52.
Per entrambi sono stati determinati gli anticorpiedafici con il test sierologico
dellimmunofluorescenza indiretta, ma non si & &toM’RNA virale forse perché erano gia
presenti elevati titoli di IgG. Nella tabella satante possiamo vedere riassunti i risultati ai

test sia sierologici che molecolari per i paziergultati positivi per CHIKV nel corso di
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guesti anni.

PREéﬁlTEAvo A,:ANENSOE' ETA CAMPIONE |IgM  TITOLO IgG TITOLO | real-time
06/08/2014  2014-AGO 24 SIERO POS >1:40 NEG - POS
06/08/2014  2014-AGO 45 SIERO POS <1:20 POS  >1:1P8 NEG
17/06/2015  2015-GIU 52 SIERO POS >1:160 POS  >1:256 NEG
08/07/2015  2015-AGO 45 SIERO POS >1:160 POS  >1:256 NEG

Tabella 29. Riassunto dei risultati (test sieradogimolecolari) dei campioni dei pazienti con CNIK

Dengue virus
In real-time RT-PCR negli anni precedenti erand $tavati 2 casi di pazienti positivi per
DENV nel 2010 e 3 casi DENV nel 2011 (Tabella 3%n sono state possibili ulteriori

analisi molecolari retrospettive poiché i campinan erano piu disponibili.

PREQTEAV o ?ANENSOE' ETA CAMPIONE |IgM TITOLO IgG TITOLO | real-time
18/08/2010 2010-AGO 52 SIERO POS1:160  POS 1:80 -
18/08/2010 2010-AGO 52 SANGUE-EDTA - - - - POS
20/08/2010 2010-AGO 52 SANGUE-EDTA - - - - POS
10/09/2010  2010-SET 52 SIERO POS 1:80 POS  >1:200 -
23/12/2010  2010-DIC 35 SIERO POS1:160 POS  1:128 -
23/12/2010  2010-DIC 35 SANGUE-EDTA - - - - POS
05/09/2011  2011-SET - SANGUE-EDTA - - - - POS
05/09/2011  2011-SET - SANGUE-EDTA - - - - POS
05/09/2011  2011-SET - SANGUE-EDTA - - - - POS

Tabella 30. Riassunto dei risultati (test sieratogimolecolari) dei campioni dei 5 pazienti cofeirione da

Dengue virus del 2010 e 2011.
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Altri 6 casi di DENV sono stati diagnosticati saton tecniche sierologiche e i risultati
vengono di seguito riportati:

PREQITEAV o AMNENSOE' ETA CAMPIONE | IgM TITOLO IgG  TITOLO
23/12/2008  2008-DIC 52 SIERO POS 1:40 POS >1:160
23/12/2008  2008-DIC 53 SIERO POS 1:40 POS >1:160
18/05/2009  2009-MAG 53 SIERO NEG - POS >1:160
09/09/2010  2010-SET 57 SIERO POS 1:40 POS >1:100
04/10/2010  2010-OTT 46 SIERO POS 1:80 POS 1:800
28/02/2011  2011-FEB 36 SIERO POS 1:20 NEG -
17/04/2013  2013-APR 40 SIERO POS  <1:10 NEG -

Tabella 31. Riassunto dei risultati dei campioni@pazienti con infezione da Dengue virus diagicasttra
il 2008 e il 2013 con test sierologici.

Tra il 2014 e I'inizio del 2016 sono stati identdti 5 casi di Dengue virus:

0 un ragazzo di 23 anni ricoverato per febbre Dengeetrato da un viaggio in India
(vicino Calcutta) a meta ottobre 2014; presentapife, atromialgie, rash eritematoso
diffuso, irritazione congiuntivale, e, agli esammatochimici, leuco-piastrinopenia e
PCR negativa. Sono stati ritrovati anticorpi spgec{igM con titolo maggiore di 1:80 e
IgG con titolo 1:128) e I'RNA virale (ct=35); il ogpione di sangue-EDTA é stato poi
sottoposto a genotipizzazione;

0 un 26enne rientrato da un viaggio in Costa Rictolppe-novembre 2014), ricoverato
per febbre Dengue; il paziente presentava gli ssgsomi del precedente e in aggiunta
linfoadenomegalie laterocervicali e retronucalnaatati inoltre riportati due episodi di
scariche diarroiche e un episodio di vomito in oots febbre. Anche in questo caso
sono stati ritrovati anticorpi specifici (IgM coitalo minore di 1:20 e IgG con titolo
1:512) e I'RNA virale (ct=33); il campione di sareg&DTA e stato poi sottoposto a
genotipizzazione;

0 un uomo di 39 anni anche lui rientrato dalla CdRiea (ottobre-novembre 2014); il
paziente mostrava una chiara sintomatologia ricoibdla ad un’infezione da febbre

Dengue con febbre, atromialgie, rash eritematoosd, irritazione congiuntivale; agli
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esami ematochimici si sono riscontrate leuco-pragpenia e PCR negativa. Con il test

dell'immunofluorescenza sono stati individuati aotpi di classe IgM (titolo 1:10) ma

le 1IgG non erano ancora comparse. E stato possjbiteli individuare il genoma virale

sul campione di sangue-EDTA mediante real-time RRFct=31) e successivamente e

stata condotta la caratterizzazione molecolare améelisequenziamento;

0 un ragazzo di 23 anni rientrato dal Bangladesh’attedbre 2015. Il paziente ha

mostrato un titolo anticorpale maggiore di 1:108 ger le IgM che per le IgG. Si é

riscontrato 'RNA virale in real-time RT-PCR (ctZ8e RT-PCR di sequenziamento. I

campione e stato quindi genotipizzato.

0 una donna di 38 anni, tornata da un viaggio in [Bhdia e Cambogia ad inizio gennaio

2016. Alle indagini molecolari il campione e di gae-EDTA e risultato positivo

(ct=37). Sono ancora in corso le analisi per laogjprzzazione.

Per alcuni di questi campioni, ovvero per i dueiguatz tornati dalla Costa Rica e per il

ragazzo rientrato da Calcutta, si € tentato daigoll virus su colture cellulari di Vero E6

ma senza SucCessSo.

DATA

ANNO-

e ANNOT ETA CAMPIONE | IgM  TITOLO  IgG  TITOLO | real-time
2014- SANGUE-
19/11/2014  Spn’ 23 iy i i i i POS
2014- . .
18/11/2014  Spn’ 23 SIERO | POS >1:80 POS  1:128 ]
2014- SANGUE-
107112014 2000 26 sy i i i i POS
2014- . .
18/11/2014  2pn’ 26 SEERO | POS <120 POS  >1:51% ]
05/12/2014 2014-DIC 26 SIERO | POS  1:320 POS 1:1048 OSP
2014- SANGUE-
107112014 2050 39 ey i i i i POS
18/11/2014  2014- 39 SIERO POS 110 NEG ; ]
NOV
SANGUE-
23/10/2015 2015-OTT 23 iy i i i i POS
2015- . .
12112015 Sy 23 SIERO | POS >1:100 POS  >1:100 ;
SANGUE-
14/01/2016  2016-GEN 38 ey i i i i POS
14/01/2016  2016-GEN 38 SIERO | POS 1100 POS  >1:100 ]

Tabella 31. Riassunto dei risultati dei campioni de
5 pazienti con infezione da Dengue virus diagna#tica il 2014 e I'inizio del 2016 con test siergici.
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DATA ANNO-

PRELIEVO MESE ETA CAMPIONE real-time CT RT-PCR SIEROTIPO

19/11/2014  2014-NOV 23 SANGUE-EDTA POS 35 POS DEN1
19/11/2014  2014-NOV 26 SANGUE-EDTA POS 33 POS DEN1
19/11/2014  2014-NOV 39 SANGUE-EDTA POS 31 POS DEN1
23/10/2015  2015-OTT 23 SANGUE-EDTA POS 37 POS DEN1

14/01/2016  2016-GEN 38 SANGUE-EDTA POS 37 - -

Tabella 32. Riassunto dei risultati ai test moladadei campioni dei 5 pazienti con infezione dangue
virus diagnosticati tra il 2014 e I'inizio di geria@016 in cui si € riscontrato I'RNA virale.

| campioni positivi alla real-time RT-PCR sono staottoposti a RT-PCR di
sequenziamento. Dalle analisi delle sequenze eseniesierotipo DENL in tutti e tre i
casi. Nell'albero filogenetico relativo al gene [El dengue virus possiamo vedere le
sequenze di 3 pazienti del 2014 e di 1 del 201lfhedlte con alcune sequenze
rappresentative dei vari sierotipi. Le sequenzealattenute vengono mostrate in viola e
sono (Figura 63):

v DEN/FVG.ITA/47.2014/2/5057;

v' DEN/FVG.ITA/47.2014/3/9176;

v' DEN/FVG.ITA/47.2014/1/5056;

v DEN/FVG.ITA/43.2015/1/5184.

DEN/FVGITA/4T 2014/2/5057
4%{ DEN/FVG.ITA/47.2014/3/9176
- DEN/FVG ITA4T 2014/1/5056

AF513110 isol. BR/0O1-MR lineage-1a
I HM450102 isol BeH733587 lineage-1b

4,7&]131863 isol. DENV-1/BR/BID-V3490/2008 lineage-2
100 96 'HM450105 isol. BeH660409 lineage-2

|KF’T23473 isol DENV1/CN/GZ27/2014 (China)
DEN/FVG.ITA/43.2015/1/5184

100‘
JQ917404 isol RR57 (India)
———————————— 88535 clWestPac Genotype IV Genotype IV

JQ822547 isol DENV-1/THAI/606147/1960 (Thailand)

Genotype V

Genotype IT

Genotype I

L L1

51 4,—#—\8074760 strMochizuki  (Asia)
26 EF457905 isol P72-1244

Genotype III

Figura 63. Albero filogenetico relativo alle seqmemlei pazienti del 2014 e di uno del 2015.

166



5. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

| risultati ottenuti in questo progetto di dottaradi ricerca confermano che le arbovirosi
rappresentano un problema emergente di sanitaipakg@r il nostro Paese e in particolare
per la regione Friuli Venezia Giulia. Laumento d&aggi internazionali e del commercio
ha cambiato la distribuzioni di queste infeziorlivallo globale, facilitando la diffusione
dei vettori e dei virus in nuove aree, con cargiehe climatiche e geografiche piuttosto
diverse da quelle di origine. Gli Arbovirus infaftossono essere introdotti da viaggiatori,
uccelli migratori o vettori trasportati attravergh scambi tra le nazioni. La zanzara tigre
ne costituisce sicuramente un esempio paradigmati@ozanzara asiaticaAedes
albopictus e stata infatti introdotta in Italia tramite bmmercio di pneumatici e si & poi
diffusa su tutto il territorio. In Emilia-Romagnaséata coinvolta in un’epidemia causata
dal Chikungunya virus a partire da un caso impor@all’india. La stessa specie di
zanzara € stata responsabile di casi autoctoniedigle virus in Francia ed in Croazia
[Roiz et al., 2012].

La sinergia tra sorveglianza entomologica, veteiana umana risulta essere un importante
strumento di monitoraggio delle arbovirosi, southit nel caso di virus emergenti. Per
capire meglio la diffusione e distribuzione deiugrstudiati nella nostra regione e utile

trattarli separatamente.

Nel corso di questi ultimi dieci anni lattivita diorveglianza ha dimostrato che in Friuli
Venezia Giulia la TBE e endemica solo in alcunesadella regione, come le Prealpi
Orientali, la Valcanale, le Alpi Carniche e la zodal'Alto Tagliamento. Il primo caso
autoctono di TBEV in FVG e stato riportato nel 2084 allora sono stati identificati 86
casi di infezione, distribuiti prevalentemente ae#a alpina settentrionale. Nel 2013 sono
stati segnalati per la prima volta dei casi in pmola di Trieste, in particolare
nell’altopiano carsico [Caracciolo et al., 2015hakzzando i dati raccolti per la SIR FVG
(Sistema Informativo Regionale Friuli Venezia Ga)jisi € osservato che il numero dei
casi risulta aumentato nel 2005 (11 casi), nel 20Q06casi), nel 2009 (10 casi), nel 2012
(11 casi) e nel 2013 (10 casi). La sintomatologedpminante e stata quella neurologica
(70 casi) e nella maggior parte i soggetti avevaindi 60 anni. Circa 1/3 dei pazienti
ricordava di aver subito un morso di zecca, 1/3 noordava di essere stato esposto al
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vettore e alcuni hanno riportato di essere statzane a rischio. | casi sono stati poi
suddivisi in base alla zona di esposizione al vettichiarata dallanamnesi, cosi da
delineare la distribuzione geografica del rischeomaggior parte delle infezioni é stata
contratta nelle Prealpi Carniche (17 casi), nebicahale (14 casi) e nel Canal del Ferro
(19 casi), zone in cui sono state rinvenute zeqdsitive grazie agli studi sui vettori da
noi effettuati nel corso degli anni. Alcuni contagino avvenuti al di fuori del FVG ovvero
in Austria, Slovenia e Ungheria, aree endemichel p&V.

La sorveglianza su Ixodeginus, vettore del sottotipo europeo del virus, si € astrata
un indicatore precoce e sensibile di malattia iarga si € visto che le positivita riscontrate
nei vettori nei siti campionati hanno precedutmddrgenza di nuovi casi di infezione
nell’'uomo. Dagli studi condotti sui vettori nel sordegli anni si € dimostrata la presenza
del TBE virus in FVG in forma endemica. Un primadib nel biennio 2005-06 aveva
evidenziato una prevalenza del virus nel vettorbod@.27%, con una distribuzione
geografica concentrata in Canal del Ferro neidsilRoveredo e Val Raccolana e con una
positivita isolata a Forni di Sotto [D’Agaro et,a009], inizialmente considerata un falso
positivo e successivamente rivalutata alla lucecdsb di TBE del 2009. Nel 2007 si e
evidenziata una prevalenza dello 0.28%, nel 2008 6e18% e nel 2009 dello 0.58%, con
un apparente trend in crescita. La distribuzion#edeecche infette era inizialmente
raggruppata in una zona ben delimitata nella regialpina del FVG, dove si erano
verificati i primi casi umani di TBE. Larea si eopallargata fino a comprendere I'area
prealpina. La prevalenza di TBEV nelle zecche rstigioni 2011, 2012 e 2013 € risultata
complessivamente dell'1.3% nel 2011 (Cl 95% 4.52&/%), dello 0.8% nel 2012 (CI
95% 2 e 22.1%) e dello 0.13% nel 2013 (Cl 95% BO%). Valutando le prevalenze nelle
diverse aree geoclimatiche si possono osservatwi\dilersi e variabili. Nelle Prealpi
Carniche la prevalenza registrata nel corso deyli @ rimasta costante, ovvero e stata di
0.12% nel 2011 (CI 95% 0.1 e 5.2%0), 0.15% nel 2(@P95% 0.1 e 6.6%0) e 0.14% nel
2013 (Cl 95% 0.1 e 6.3%0). Nel Canal del Ferro imvegalori sono risultati di 0.5% nel
2011 (Cl 95% 1.8 e 10.6%o), di 0.17% nel 2012 (C¥PB.1 e 7.5%0) e di 3.02% nel 2013
(Cl1 95% 21.1 e 60.1%0). Nel 2013 positivita si sargistrate anche nella Carnia Centro-
orientale, con una prevalenza dello 0.99% (CIl 95%€321.1%0), e nelle Prealpi Giulie,
con una prevalenza dell'1.18% (Cl 95% 5.7 e 21.1@4)esti valori sono comparabili a
quelli descritti in altre aree dellEuropa occidaet dove si rileva una prevalenza
generalmente compresa tra lo 0.2 ed il 2% [Suak,&2006].

Allo screening molecolare, sono risultati positidieriori 5 pool di zecche raccolte a
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Raccolana il 18 aprile e il 16 maggio 2011. Anclee [a stagione 2012 sono risultati
positivi alle indagini molecolari ulteriori 4 podi zecche raccolte a Pontebba il 15
maggio. Per la stagione 2013 sono risultati pasiilteriori 13 quattro pool di zecche
ripettivamente quattro ad Amaro (raccolte il 14ggia), sette a Lusevera (raccolte il 15
maggio) e due a Pontebba (raccolte il 18 maggioeste positivita non sono pero state
prese in considerazione nell’elaborazione dei datthé presentavano una carica virale
molto bassa. Queste zecche erano contenute nefisesprovette di zecche positive ad
elevata carica virale e le sequenze ottenute dstiquaol erano identiche a quelle dei pool
con carica virale elevata. Riteniamo queste patiticome effetto di una contaminazione
superficiale da parte della saliva infetta delleche positive ad elevata carica in un
momento successivo alla raccolta nella provettelm manipolazione dei vettori durante
la loro identificazione/classificazione.

Nel 2014 non ci sono state positivita ma i daticsparziali e non confrontabili con quelli
delle stagioni precedenti in quanto e stato efféttwn singolo campionamento stagionale
e non due come di routine. Infatti i pool, e quiildhumero di zecche, sono inferiori
rispetto alle altre stagioni: le zecche analizzat@plessivamente sono state 2513, quasi la
meta rispetto alla stagione precedente (5097).

Per avere risultati affidabili sulle prevalenzeatbte quindi necessario analizzare un
numero consistente di campioni.

La prevalenza per area geoclimatica invece non semdsere correlata alla numerosita
delle zecche campionate; infatti zecche infette TBEV sono state riscontrate sia in aree
come il Canal del Ferro dove in ogni stagione setaie raccolte quantita elevate di
zecche, sia in Valcanale dove ne sono state ca@mgiohnumero minore. E interessante
notare come aree in cui vi € un’abbondante dedsit&ettore, ovvero nelle Prealpi Giulie
e nelle Prealpi Carniche si siano trovate zeccfettensolo nel 2013. A Lusevera infatti,
fino al 2013, non erano mai state rilevate poséivionostante I'elevato numero di vettori
campionati ogni stagione.

La distribuzione geografica dei campioni positisnéerma quindi la presenza di un’area
endemica che comprende il Canal del Ferro e le di@ee della Valcanale, oltre ad
identificare un allargamento dell’area alla fasgiaalpina della regione che coinvolge le
Prealpi Carniche e le Prealpi Giulie.

L'analisi molecolare ha evidenziato la circolaziahealiverse varianti distinte del sottotipo
europeo occidentale. La differenze nelle sequetieaute, soprattutto quelle del gene Env

che sono piu significative perché piu lunghe, sembrsuggerire un’evoluzione dei virus
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in relazione all’area di campionamento e quinda &ko diffusione.

Le differenze nucleotidiche riscontrate tra i dsigzampioni non solo sono importanti per
lo studio dell’'evoluzione e dell’epidemiologia motgare dei virus circolanti ma perché
confermano indirettamente la validita dei risultascludendo la presenza di false
positivita da contaminazione di laboratorio. Infatte tecniche di amplificazione
molecolare utilizzate per l'identificazione del TBEei campioni sono caratterizzate da
un'elevata sensibilita analitica essendo in grad@wohoscere poche copie di templato. La
bassa prevalenza e l'elevata sensibilita analitioasono comportare una drammatica
riduzione della predittivita positiva legata pripaimente a problemi di contaminazione
da ampliconi nelle tecniche di PCR tradizionale. ®&viare a questo problema sono state
utilizzate nello studio due Real-time RT-PCR paniplificazione di regioni del 3' NCR e
del gene E. La real-time RT-PCR infatti, essendsigtema di amplificazione chiuso, é
meno soggetta a problemi di contaminazione e diefgbositivita e semplifica la
guantificazionedell templato presente nel campione.

L'analisi molecolare e lo studio filogenetico rélatal gene NS5 dei campioni 2011-2012
confermano la circolazione nell'area studiata dusiappartenenti al sottotipo europeo
occidentale. Le sequenze ottenute si raggruppaneluster evolutivi differenti:il
principale presenta un elevato grado di identitd ik@eppo finlandese Isosaari; un altro
gruppo comprende ceppi in parte riconducibili aleEriante Hypr circolante nei paesi
vicini, Slovenia e Austria; in particolare vi sonelle similitudini con il ceppo sloveno
Cerkno H55.

Nell’analisi molecolare relativa al gene env, i gepdentificati nei pool del 2011 si
raggruppano assieme a quelli ottenuti nella stessageoclimatica (Canal del Ferro) negli
anni precedenti e hanno elevate omologie con cappeni (Slovenia.Trzic/H-58/2009 e
Ljubljana) e con il ceppo tedesco EU872053/T14@iwania. Il ceppo ottenuto dal
campione del 2012 si raggruppa invece con un ceppezero, HM46819
Unterengstringen (CH), molto simile al ceppo da isolato da un campione umano del
2013 (FVG/H-ZT1941/2013).

La sequenza relativa al gene NS5 ottenuta dal godlusevera del 2013 si raggruppa
invece con i campioni positivi degli anni precedef®005, 2006 e 2007) e mostra
omologie con il ceppo Neudoerfl (ceppo vaccindl@) sequenza di Tramonti di Sopra del
2013 risulta legata filogeneticamente con il ceppm, mostrando omologie con ceppi del
2011 e 2012 e con un campione umano del 2004, dtieecon un campione umano del

2012. Le varianti Toro e Neudoerfl circolano entbamn Austria e Slovenia. La sequenza
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del pool di Pontebba (sempre del 2013) presentalavato grado di identita con il ceppo
finlandese Isosaari. Un ulteriore cluster evolutnaggruppa la sequenza di Amaro del
2013 e ceppi da noi isolati nel FVG nelle stagiprécedenti, includendo anche un caso
umano del 2012.

Per quanto riguarda il gene env, le sequenze dirdmd@ontebba 2013 si raggruppano in
un cluster evolutivo legato a ceppi isolati in oia (Ljubljana-like). Il pool di Tramonti
di Sopra e legato filogeneticamente ai campioni nindel 2012 e al ceppo sloveno
Cerkno/H-55/2007 Infine la sequenza di Lusevera mostra elevate ogmlcon i ceppi

appartenenti al cluster ceco Stara Ves.

Come gia detto, le aree piu interessate dall'imfiezisono risultate essere la zona alpina e
prealpina delle province di Udine e di Pordenoneofal 2013 non era stato documentato
nessun caso autoctono di TBE nelle province di Leore di Trieste. Quest'ultima é
caratterizzata da un’elevata diffusione della zebmales ricinus,spesso portatrice di
Borrelia burdgorferi, agente eziologico della malattia di Lyme. La prewah diB.
burdgorferi nelle zecche del Carso triestino € la piu altdéadegione ¥ 40%). | tre casi
diagnosticati nel 2013 nella provincia di Triestetrpbbero essere associati ad una
diffusione di zecche infette provenienti da areeitliofe confinanti con la Slovenia, zona
endemica per il virus [Knap et al., 2013].

Il primo caso diagnosticato in provincia di Triesede coinvolto un paziente con linfoma
a cellule B e neoplasia a cellule dendritiche plasitoidi blastiche. Linfezione si é
caratterizzata da una prolungata presenza del mglisangue e nelle urine. Linfezione &
stata confermata con metodi sierologici evidenziamaa chiara positivita per gli anticorpi
di classe IgM, mentre le IgG hanno mostrato un Ecatipico: il paziente aveva un
deficit di produzione di IgG specifiche. Da quastoerge dalla letteratura, questo e anche
il primo caso riportato di infezione persistenteT@EV in un paziente immunodepresso.
Vi sono infatti documentate infezioni piu brevi Bnimali con sistema immunitario
compromesso come criceti e topi diabetici affettiWINV [Mateo et al., 2006; Kumar et
al., 2012], ma si sa ancora poco di quanto accatl&iamo. Inoltre va sottolineatoche
I'escrezione urinaria del TBEV é stata dimostraibpo secentemente [Veje et al., 2014] e
che la viremia e stata identificata nella fraziometrocitaria, mentre solitamente il
bersaglio dei Flavivirus e costituito dalla lineaomocito-macrofagica. Quest'ultima
interessante caratteristica era gia stata despritt@edentemente in merito a infezioni da
WNV in donatori di sangue [Rios et al., 2007]. npa che la presenza del virus a livello
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eritrocitario potrebbe determinare un rischio distnissione attraverso trasfusioni nelle
aree endemiche per TBE virus. La dimostrazioneageksenza del TBE virus nelle urine,
invece, potrebbe diventare un utile strumento perdiagnosi e per gli studi di
epidemiologia molecolare. Tuttavia rimane da cheéasie la presenza del virus nelle urine
sia confinata a casi particolari, come ad esempsnggetti immunodepressi, oppure possa
essere ricercata nella diagnosi di routine. Dall@iai filogenetiche si € riscontrata sia una
forte omologia tra le sequenze del paziente e guddi ceppi isolati in Slovenia e in
Europa centrale e settentrionale (sottotipo eurppeouna somiglianza con i ceppi da noi
isolati dai vettori.

Dopo i tre casi di TBE del 2013 non sono stati séafnaltri casi, probabilmente perché
osservando i dati di copertura vaccinale dellaaegiFVG, c’e stato un aumento di
vaccinazioni. Il numero dei soggetti vaccinati & plevato nella provincia di Udine (piu di
31 mila dal 2006 al 2014), seguito da Pordenone(gli 11 mila), mentre la copertura
vaccinale in provincia di Gorizia e di Trieste enanie, con circa 3 mila e 5 mila soggetti
vaccinati rispettivamente. Nella provincia di Tieesiel 2013 e 2014 la percentuale di
vaccinati € aumentata del 50% (936 vaccinazioni2®3 e 869 nel 2014). Il calo di
incidenza dell'infezione potrebbe essere peralpiegato anche da una diminuzione di

positivita nei vettori.

Il West Nile virus e presente in Italia dal 199@i(kemia in cavalli in Toscana). Nel 2008
sono stati segnalati i primi casi di forme neungasive in Emilia-Romagna (FE e BO) e in
Veneto (RO), in concomitanza di un’estesa epidemaiacavalli (piu di 700). Nel 2009
l'infezione si e diffusa alle province di Modena,aMova e Venezia seguita da un
rallentamento nel 2010 con soli tre casi in VenBlel. 2011 si sono avuti invece 8 casi in
Veneto, 4 in Sardegna e 2 nel Friuli Venezia Gidlal 2009 é stato attuato, nelle zone di
circolazione virale, lo screening delle donazionsahgue con NAT (Nucleic acid testing).
Tra settembre e ottobre 2012 nel nostro laboratwim stati osservati complessivamente
7 casi di infezione da WNV. Negli anni successivsano riportati 1 caso per il 2013, 2 per
il 2014 (casi importati) e 3 casi in donatori dngae asintomatici nel 2015.

La sorveglianza ha potuto identificare e confernmalecorso degli anni la circolazione del
WNV sul territorio regionale. L'analisi filogeneticdelle sequenze del paziente del 2012
condotta retrospettivamente ha rivelato che il simppartiene al Lineage 1 ed ha
un’elevata identita con il ceppo Italy/2012/Liver&h1 (Venezia 2012). Il ceppo di West
Nile virus da noi isolato nel 2014 mostra invecdifomologie con i ceppi del Lineage 2
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circolanti in Europa centrale (Austria 2008 e S&r®013) e meridionale (Grecia e Italia
2013), raggruppandosi nel cosi detto cluster gumgbierese. | diversi lineage sono in
circolazione da diversi anni e si diffondono lentste ad aree vicine. In questa
trasmissione e diffusione gioca un ruolo fondanmlentdatto che il virus sopravvive nelle
zanzare durante la stagione invernale e si amplifielle popolazioni di volatili locali,
mentre la reintroduzione del virus da parte di Uicoggranti dalla lunga distanza Africa-
Europa sembra essere associata all'introduziomeiali virus (lineaggi). Infatti il WNV e
mantenuto in natura da un ciclo di trasmissioneaeaivolatile-zanzara, in particolare del
genere Culex.

Da segnalare inoltre che per 'anno 2014, nei paasipei e del bacino mediterraneo, sono
stati riportati 136 casi. Di questi, 51 sono stsgnalati in Serbia, paese d’origine del
paziente preso da noi in esame e 9 in ltalia Seitbeale.

Una particolare attenzione va posta alla questi@ielonatori di sangue asintomatici: solo
nel 2015 I'Istituto Superiore di Sanita (ISS) hars@ato 13 positivita per WNV in
donatori di sangue in Emilia Romagna ed in Lomtzardllella nostra regione sono stati
evidenziati nello stesso anno 3 casi, solo conmdisigsierologica e in un unico caso anche
mediante conferma con test PRNT.

Si rende quindi necessario segnalare tempestivenmeasi di infezione in modo da poter
aggiornare lI'elenco dei Paesi esteri e delle zomleane a rischio per il diffondersi del
virus. Infatti le donazioni vanno sospese per 28rgidopo aver lasciato una zona con casi
di malattia nell’'uomo nell’anno in corso nei petliail endemia o dopo la risoluzione dei
sintomi se il donatore ha contratto I'infezioner B® che riguarda I'ltalia, nel 2015, non
hanno potuto donare sangue per 28 giorni tuttggetti che hanno soggiornato anche solo
per una notte nell’area occidentale della Sardegela pianura padana e in alcune aree
del Friuli Venezia Giulia. Stessa profilassi e atatlottata per Canada, Stati Uniti e alcuni

Paesi dell'lUnione Europea (Romania, Israele, Aas8erbia, Ungheria, Portogallo).

E importante sottolineare che generalmente le #tsivcausate da TBE e WN virus
rimangono asintomatiche. Infatti solo una minorandei pazienti sviluppa una
sintomatologia, che & spesso aspecifica e puinfanile essere confusa con una generica
infezione da virus influenzale. La patologia sbh® spontaneamente nel giro di qualche
giorno e non si ha bisogno di cure mediche spsatietie. Nei casi piu gravi, in cui vi e
coinvolgimento neurologico, la sintomatologia noepecifica ed € spesso sovrapponibile

ad altre sindromi neurologiche. Per questi motierjteri diagnostici devono includere una
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combinazione di valutazioni cliniche e di prove kboratorio ad ampio spettro.
Lidentificazione del genoma virale mediante tetwianolecolari € complicata dal fatto
che la viremia é piuttosto breve, che generalmeassente quando insorgono i sintomi e
che il titolo del virus € basso. Spesso i campiamigono prelevati quando la viremia & gia
terminata e il titolo anticorpale € ormai elevatendendo difficile I'identificazione dei
patogeni. La diagnosi sierologica di queste infeziche si basa principalmente su
tecniche immuno-enzimatiche, puo dare problemiedittivita crociata tra membri della
famiglia Flavivirus filogenicamente correlatQuesto fenomeno avviene perché nella
risposta immunitaria vengono prodotte immunoglateikpecifiche, principalmente dirette
verso la proteina E che contiene determinanti ant@y comuni a tutti i Flavivirus. Il test
di neutralizzazione di riduzione delle placche (ARNI e dimostrato utile per rilevare gli
anticorpi neutralizzanti, incrementando la spettdie@ superando il problema della cross-
reattivita degli anticorpi. Questa metodica € stptaticolarmente utile ad esempio
nell’escludere la diagnosi di WNV in un pazienté 2@14 rientrato dal Burkina Faso, nel
cui siero erano stati identificati anticorpi spexifinti-WNV. Si tratta pero di una metodica
piu lunga e laboriosa che richiede l'uso di coltwellulari in strutture adeguate
(laboratorio di biosicurezza di livello 3). Quedést purtroppo non puo essere facilmente
impiegato nelle analisi di routine e in qualungtrettura sanitaria. La tempestiva raccolta
di campioni € quindi fondamentale per la diagnogpee successivi studi epidemiologici.
Inoltre, vista la sintomatologia simile tra le dise arbovirosi, si ritiene fondamentale
implementare le metodiche per poter identificareedii patogeni emergenti. Si sta gia
cercando infatti di mettere a punto dei protogodr I'identificazione ed il sequenziamento
di Flavivirus emergenti e Toscana Virus, di cui gcuimentata la presenza in Europa e

soprattutto in Italia.

La diffusione di patologie trasmesse da vettoriickiramente aumentata a causa della
globalizzazione, dell'incremento dei trasporti mi@zionali (scambio di merci) e di viaggi
in aree endemiche, dell'introduzione di specie ieketdi zanzare in aree in cui possono
costituire i potenziali vettori di infezioni esdtie, dell'inadeguato controllo dei vettori, dei
cambiamenti climatici. Questo ad esempio € avvemutssia dove si € ormai diffusa la
Yellow Fever, infezione trasmessa #Aa&. Aegyptiin Africa e Sud America. Anche la
diffusione del WNV nel 1999 negli Stati Uniti, congga detto, ha dimostrato che gl
Arbovirus sono in grado di insediarsi in una nu@aa, se trovano vettori efficienti e

vertebrati suscettibili [Lanciotti et al., 1999]ltd esempio é la diffusione della Dengue
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fever arrivata nelle Americhe, del Chikungunya simei Caraibi e in America Centro-
meridionale nel 2013 e dello Zika virus in Brasslen America Centro-meridionale [Fauci
et al., 2016]. Per quanto riguarda il Dengue visaso aumentate anche le epidemie
causate da piu di un sierotipo (iperendemicitéd @dpolazione € a rischio sia nelle aree
tropicali che subtropicali.

Negli ultimi anni si & verificato un incremento dasi importati di Dengue virus e
Chikungunya virus anche nel nostro Paese. Trali# 2@ il 2015 si sono riportati infatti 4
casi di infezione da Chikungunya virus e 5 da Denguus. Altri 6 casi di Dengue virus
erano stati diagnosticati nell’arco di 5 anni (8608 al 2013).

Con 'immunofluorescenza indiretta vengono rilevgitianticorpi diretti contro tutti e 4 i
sierotipi del DENV. Questi sono morfologicamenteimdhunologicamente simili, pertanto
sono prevedibili eventuali cross-reazioni. Una etéhziazione e stata possibile pero
comparando i diversi titoli anticorpali. Solo cdrséquenziamento si & potuto individuare
con certezza il sierotipo. Nei casi in cui € stabasibile la genotipizzazione, il sierotipo
identificato e stato il Dengue 1.

| viaggiatori infetti rappresentano un problemasdnita pubblica perché, ritornando nelle
citta natali ancora viremici, possono dar luogdrddzioni autoctone in quanto nel nostro

Paese le zanzare del genere Aedes sono ormai difflise.

Concludendo, i risultati dello studio del TBE virnslle zeccha. ricinus evidenziano un
progressivo incremento della prevalenza nel vetlaie2005 al 2011, per poi diminuire nei
due anni successivi. Durante il corso degli anné sisservato anche un allargamento
dell'area interessata dall'infezione da TBEV allasdia prealpina della regione. La
sorveglianza entomologica si conferma quindi unrbunalicatore (precoce e sensibile) di
circolazione virale. | dati relativi alla carattezazione molecolare dei campioni positivi
confermano la circolazione di virus appartenensatotipo europeo nell’area studiata. Le
differenze nucleotidiche riscontrate tra i divecsimpioni confermano la validita dei
risultati e permettono di raggruppare le sequenzguster evolutivi in parte riconducibili
alle varianti circolanti nei paesi vicini (Austria Slovenia), ma anche in territori piu
distanti come la Germania e la Repubblica Cecdtréna tre casi di TBE identificati nel
corso del 2013 nella provincia di Trieste suggermnscuna recente diffusione di zecche
infette da TBEV anche nel territorio, finora indenrdella provincia di Trieste ed in
particolare nell’area del Carso triestino.

Dal piano regionale delle vaccinazioni per TBEVesnotato un aumento del numero di
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vaccinati negli ultimi tre anni: rimane da capieeésper questo che e calata I'incidenza o se
e reale il calo della prevalenza del virus nelaretiosservato negli ultimi anni. Si conferma
in ogni caso I'importanza della profilassi vaccmalella regione FVG, resa gratuita per
tutti i residenti dal 2012 (DGR n.1311).

Grazie all'attiva sorveglianza si € potuta identfie e confermare nel corso degli anni la
circolazione del WNV sul territorio regionale. legpo di West Nile virus del 2012
(Lineage 1) e quello da noi isolato nel 2014 (Loee&), dimostrano la circolazione di
virus diversi legati in parte alla sopravvivenzd deus nei vettori durante la stagione
invernale ma anche all'introduzione nel territadicauove varianti.

Negli ultimi anni i cambiamenti climatici e la glalizzazione hanno aumentato il rischio
di introduzione e di diffusione anche di patologesmesse da vettori di origine tropicale.
Si e infatti verificato un incremento di casi imfair di infezioni causate da virus quali
Dengue virus e Chikungunya virus.

Rimane tutt'oggi il problema della tempestiva rdtaali campioni per la diagnosi di
infezione da Arbovirus e per successivi studi epidéogici e la necessita di implementare
le metodiche per poter diagnosticare con certemeatgpatogeni. La tecnica PRNT messa
appunto si € dimostrata una metodica specificaaunado di superare (anche se ancora
non del tutto) il problema di cross-reattivita Eavivirus. Sono in corso ulteriori studi per
poter identificare altri Flavivirus emergenti traemnmetodiche molecolari.

Alla luce di quanto € emerso in questa tesi, @sutbportante continuare I'attivita di
sorveglianza delle Arbovirosi sia per problemi kgalla sanitd (donatori infetti
asintomatici) sia per la possibile insorgenza dii @utoctoni a partire da casi importati

viremici.
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