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RIASSUNTO/ABSTRACT

Il termine arbovirus (acronimo di arthropod-borne virus) sta ad indicare i virus biologicamente
trasmessi dalla puntura di un artropode ematofago ad un ospite vertebrato. Questo termine non ha
quindi un significato tassonomico, ma ha una valenza epidemiologica; gli arbovirus appartengono,
infatti, a diversi generi di virus, come Orthoflavivirus, Phlebovirus e Orthobunyavirus.

Numerosi arbovirus sono attivamente monitorati per la loro abbondante diffusione e la loro rilevanza
sanitaria. Il West Nile virus (WNV) & uno di questi, oggetto di un piano di sorveglianza nazionale in
Italia, implementato a livello regionale anche in Emilia-Romagna, con l'obiettivo primario di
garantire la sicurezza delle donazioni di sangue e organi. Altri virus sono invece negletti e non oggetto
di sorveglianze dedicate, anche se gia rilevati in una particolare area, come il Tahyna virus (TAHV)
e il Toscana virus (TOSV).

In questo studio diversi arbovirus, piu 0 meno noti, sono stati ricercati in insetti ematofagi campionati
sul campo, in particolare zanzare e flebotomi. Piu di 100.000 zanzare sono state catturate e testate,
rilevando WNV, Usutu virus e TAHV. Sono stati inoltre campionati piu di 98.000 flebotomi, circa
70.000 dei quali sono stati testati rilevando il TOSV e il Fermo virus, ma anche altri Phlebovirus
meno noti, come Corfou virus, Punique virus e i Ponticelli virus.

Questa attivita ha permesso di caratterizzare la presenza di arbovirus nell’area di studio ed inoltre di
isolare un ceppo di TAHV, che potra essere utile per mettere a punto nuovi test diagnostici. La
presenza di questi arbovirus sul territorio suggerisce di indagare la loro potenziale capacita patogena
per uomo e animali, sia per quelli gia noti per provocare malattia nell’uomo, che per quelli solo

recentemente descritti € con un ciclo meno noto.



Neglected arboviruses search and isolation from haematophagous insects in Emilia-Romagna

The arboviruses (Arthropod-borne viruses) include viruses biologically transmitted to a vertebrate
host by the bite of a blood-sucking arthropod. This term has an epidemiological value but does not
have a taxonomic meaning; arboviruses belong to different genera of viruses, such as Orthoflavivirus,
Phlebovirus and Orthobunyavirus. Some arboviruses are actively monitored for their abundant
spread and health relevance. The West Nile virus (WNV) is one of these and is the subject of a
national surveillance plan in Italy, implemented at a regional level, also in Emilia-Romagna, with the
primary objective of guarantee the safety of blood and organ donations. Other viruses, however, are
neglected and not subject to targeted surveillance, even if already detected in a particular area, such
as the Tahyna virus (TAHV) and the Toscana virus (TOSV). In this study, several arboviruses were
searched in blood-sucking insects sampled in the field, in particular mosquitoes and sand flies. More
than 100,000 mosquitoes were captured and tested, detecting WNV, Usutu virus and TAHV.
Furthermore, more than 98,000 sandflies were sampled; approximately 70,000 were tested detecting
the TOSV and the Fermo virus, but also other phleboviruses, such as Corfou virus, Punique virus and
Ponticelli viruses. This activity made it possible to characterize the presence of arboviruses in the
study area and to isolate a strain of TAHV, which may be useful for developing new diagnostic tests.
The presence of these arboviruses in the area suggests investigating their potential pathogenicity for
humans and animals, both for those already known to cause disease in humans and for those only

recently described and with a less known cycle.



1. INTRODUZIONE

Scopo progettuale e contesto scientifico

Le malattie trasmesse da vettore possono essere causate da agenti patogeni diversissimi tra di loro,
dai protozoi, agenti eziologici di malaria e leishmaniosi, ai nematodi, causa di filariosi, ai virus
(raggruppati sotto il termine di arbovirus) che possono essere causa di febbri estive ma avere
complicanze anche gravi, come infezioni neuro-invasive o febbri emorragiche (Service 2001). Queste
malattie sono un rilevante problema sanitario a livello globale.

L’attivita svolta in questi anni di sorveglianza entomologica dall’Istituto Zooprofilattico Sperimentale
della Lombardia e dell’Emilia-Romagna (IZSLER) ha rilevato diversi arbovirus in Emilia-Romagna,
in particolare nelle zanzare e nei flebotomi. Alcuni di questi virus, trasmessi dalle zanzare, sono ben
noti per la loro patogenicita su uomo e animali, come il West Nile virus (WNV), altri sono stati rilevati
ma non conosciamo la loro diffusione, anche se sappiamo che sono patogeni, per esempio il Tahyna
virus (TAHV), altri sono stati rilevati e isolati ma non sappiamo quanto siano patogeni.

Di particolare interesse sono i Phlebovirus isolati dai flebotomi. Molti Phlebovirus sono agenti di
malattie nell'uomo, come le febbri estive causate dai virus Sicilia e Napoli (“febbre dei tre giorni*) o
la meningite causata dal Toscana virus (TOSV). L'epidemiologia dei Phlebovirus e spesso
enigmatica, in particolare riguardo alla possibile presenza di serbatoi vertebrati, anche se la capacita

di molti di questi virus di infettare i vertebrati non é nota.



La presenza di patogeni trasmessi da artropodi € ben nota in Emilia-Romagna, in questa regione nel
2007 e stato registrato il primo focolaio autoctono, sostenuto dalla zanzara tigre, di una malattia
esotica (il Chikungunya) in Europa (Rezza et al. 2007). Diversi patogeni trasmessi da artropodi sono
attivamente ricercati con sorveglianze dedicate (in particolare il WNV) perché causa di epidemia piu
0 meno intense e persistenti. Esistono pero dei virus negletti, potenzialmente patogeni, ma non
attivamente ricercati.

Questo progetto si & quindi focalizzato sulla caratterizzazione degli arbovirus in Emilia Romagna,
con una particolare attenzione a quelli meno noti, colmando le lacune esistenti sulla conoscenza della
loro distribuzione e dei principali vettori. Inoltre, si & lavorato sulla messa a punto di nuove metodiche
per il rilevamento di questi virus, per poter implementare la sensibilita con cui vengono rilevati.
Questo nell’ottica di meglio definire la presenza di questi virus sul territorio, migliorare la diagnosi
dell’infezione nell’uomo e negli animali e garantire I’implementazione di adeguate azioni preventive

di sanita pubblica.

Gli arbovirus

Gli arbovirus (arthropod-borne virus) sono virus mantenuti in natura principalmente attraverso la
trasmissione biologica tra ospiti vertebrati ed artropodi ematofagi, e tramite la trasmissione verticale
(transovarica o venera) negli artropodi vettori (WHO, 1985). Gli arbovirus, dai quali sono esclusi i
virus trasmessi meccanicamente dagli artropodi, sono svariati e possono appartenere a diverse
famiglie di virus, in particolare Flaviviridae, Phenuiviridae, Peribunyaviridae, Reoviridae,
Togaviridae (Gratz 2006). Sono per la grande maggioranza virus a RNA, e la loro diversita
tassonomica suggerisce che I’adattamento alla strategia di persistenza che coinvolge artropodi e ospiti
vertebrati, sia avvenuto diverse volte nella storia evolutiva dei virus a RNA. Una lista non esaustiva

dei virus potenzialmente trasmessi dalle zanzare e riportata a scopo esemplificativo nella tabella 1.



Tabella 1 — Arbovirus trasmessi dalle zanzare che causano (0 sono sospettati di causare) malattia
nell’uomo (da Calzolari 2016).

Virus genus Virus name

Alphavirus Babanki (AF), Barmah Forest (AU), Chikungunya (AF, AS, AM, PPH, and HV), Eastern equine
encephalitis (AM), Everglades (AM), Igbe Ora (AF), Mayaro (AM, PPH, and HV), O’nyon-nyong (AF,
PPH, and HV), Ross River (AU), Semliki Forest (AF, AS, and PPH), Sindbis (EU, AF, and AU), Tonate
(AM), Yenezuelan equine encephalomyelitis (AM and HV), Western equine encephalitis (AM)

Flavivirus Banzi (AF), Bussuquara (AM and PPH), Cacipacore (AM), Dengue (4 serotypes; AS, AM, AF, PPH, and HV),
Edge hill (AU), llheus (AM), Japanese encephalitis (AS), Kedougou (AF), Kokobera (AU), Koutango (AF),
Murray Valley encephalitis (Alfuy; AU), Rocio encephalitis (AM), Sepik (AU), Sponsweni (AF),
St Louis encephalitis (AM), Usutu (EU and AF), Wesselsbron (AF), West Nile fever (Kunjin; AF, AS, AM,
AU, and EU), Yellow fever (AF, AM, PPH, and HV), Zika (AF, AS, AU, PPH, and HV)

Orthobunyavirus Bunyawera® (Bunyamwera [AF], Germiston [AF], Guaroa [AM], Batai [Calovo; EU,AF and AS], llesha [AF],
Tensaw [AM], Maguari [AM], Shokwe [AF], Fort Sherman [AM], Ngari [AF]), Bwaba* (Bwamba [AF and
PPH], Pongola [AF]), California encephalitis* (Jamestown Canyon [AM], Inkoo [EU], La Crosse* [AM],
Tahyna [EU, AS, and AF], Snowshoe hare encephalitis [EU and AM], Trivittatus [AM]), Caraparu® (Apeu
[AM], Caraparu [AM and PPH], Ossa [AM]), Catu* (AM and PPH), Guama* (AM and PPH), Madrid* (AM),
Marituba* (Marituba [AM and PPH], Murutucu [AM], Nepuyo [AM], Restan [AM]), Nyando* (AF), Oriboca*
(Oriboca [AM and PPH], Itaqui [AM]), Shuni* (AM), Tacaiuma* (AM and PPH), ungrouped (Gan Gan [AU],
Tataguine [AF], Tanga [AF], Bangui [AF]), Wyeomyia* (AM)

Phlebovirus Rift Valley fever (AF), Arumowot (AF)
Orbivirus Lebombo (AF), Orungo (AF and PPH)
Seadornavirus Banna (AS)

Vesiculovirus Piry (AM)

MNotes: Data from previous studies.***® Viruses of clinical importance are shown in bold. *Species according to ICTV serological criteria.”
Abbreviations: AF, Africa; AM, America; AU, Australasia; AS, Asia; EU, Europe; PPH, primates as possible host; HV, human viremia suitable for vector transmission.

Molti arbovirus appartengono al genere Orthoflavivirus (precedentemente noto come Flavivirus). Gli
Orthoflavivirus hanno un RNA a singolo filamento a polarita positiva di circa 9.7-12 kb (figura 1),
come i virus Dengue (DENV), il virus della Febbre gialla (JFV), il virus Zika (ZIKV), il virus West
Nile (WNV) e il virus Usutu (USUV). Il WNV puo essere suddiviso filogeneticamente in diversi
lignaggi, di cui i piu diffusi sono il lineage 1 (L1) e il lineage 2 (L2), entrambi patogeni per gli uomini
(Zannoli e Sambri, 2019). L'USUV é un Orthoflavivirus simile al WNV per le sue caratteristiche
ecologiche, che mostra anche capacita neurotropiche, sebbene non cosi marcate come il WNV
(Zannoli e Sambri, 2019). La co-circolazione di USUV e WNV ¢ stata precedentemente registrata
nella regione Emilia-Romagna attraverso la sorveglianza entomologica (Calzolari et al. 2016). Negli
Orthoflavivirus sono inclusi i virus specifici degli insetti (ISF). Attraverso i piani di sorveglianza

entomologica, gli ISF vengono sempre piu segnalati esclusivamente nelle zanzare e non sembrano



essere “veri” arbovirus, in quanto non sembrano in grado di infettare i vertebrati (Calzolari et al.
2016).

Fra gli Alphavirus ricordiamo invece il virus Chikungunya, i virus della Western ed Eastern equine
encephalitis. Due famiglie di virus, entrambe appartenenti all'ordine Bunyavirales, comprendono
diversi arbovirus: i Phenuiviridae e i Peribunyaviridae, principalmente con i due generi
Orthobunyavirus e Phlebovirus (tabella 2), quest'ultimo comprende virus spesso trasmessi dai

flebotomi (Calzolari et al. 2016, Barzon 2016).

Il Tahyna virus

Mentre, come gia riportato, alcuni arbovirus sono oggetto di sorveglianza, altri arbovirus, la cui
patogenicita e gia dimostrata, possono circolare nell'ambiente ma vengono trascurati. Un esempio
paradigmatico € il virus Tahyna (TAHV), famiglia Phenuiviridae, genere Orthobunyavirus (Tabella
2). Gli Orthobunyavirus sono virus a RNA a singolo filamento e polarita negativa, presentano un
envelope sferico del diametro di 80 a 120 nm. Presentano 3 segmenti genomici, il segmento L é di
circa 6,9 kb, il segmento M di circa 45 kb e il segmento S di circa 1 kb
(https://viralzone.expasy.org/250) (figura 1).

La maggior parte delle infezioni da TAHV nell'uomo sono asintomatiche. Quando € sintomatica,
I'infezione causa una malattia acuta simil-influenzale, soprattutto nei bambini, denominata “febbre di
Valtice” nei paesi del centro Europa, dove questo virus é piu diffuso. Sono stati riportati meningiti o
altri segni di coinvolgimento del sistema nervoso centrale, ma nessun decesso é stato attribuito al
TAHV (Labuda 2001, Bardos 1976). Tuttavia, la World Health Organization (WHQ) considera il

TAHYV un importante arbovirus per quanto riguarda la salute pubblica in tutta Europa (WHO 2004).
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Figura 1 — Caratteristiche del virione e del genoma di Orthoflavivirus, dimensione 50 nm, sSRNA+
(a, b), Phlebovirus (c,d) e Orthobunyavirus (c,e) dimensione 80-120 nm, ssSRNA- (dal sito Viralzone,
https://viralzone.expasy.org/).

TAHYV é stato il primo arbovirus mai isolato in Europa, da Aedes (Ae.) caspius e Ae. vexans raccolti
nei villaggi Tahyna e Krizany nella Slovacchia orientale (Bardos e Danielova 1959). 1l virus é stato
successivamente isolato da diverse specie di zanzare e segnalato in Austria, Repubblica Ceca,
Ungheria, Slovenia, Serbia, Romania, Francia, Germania, Norvegia e altri paesi dell'Europa orientale
come Estonia, Moldavia, Ucraina e Russia e in Italia (Hubalek 2008, Lundstrém 1999, Mravcova et

al. 2023).



Tabella 2 — Inquadramento tassonomico degli arbovirus oggetto di questo progetto.

Ordine AMARILLOVIRALES

Famiglia Flaviviridae
Genere Orthoflavivirus
West Nile virus WNV, Orthoflavivirus nilense
Usutu virus USUV, Orthoflavivirus usutuense

Ordine BUNYAVIRALES

Famiglia Peribunyaviridae
Genere Orthobunyavirus
Tahyna virus TAHV, Orthobunyavirus tahynaense
Famiglia Phenuiviridae
Genere Phlebovirus
Toscana virus TOSV, Phlebovirus toscanaense
Fermo virus FERV, Phlebovirus fermoense
Ponticelli virus | PONV, Phlebovirus adanaense
Ponticelli virus Il PONV, Phlebovirus adanaense
Ponticelli virus 11l PONV, Phlebovirus adanaense
Corfou virus CORYV Phlebovirus corfouense
Punique virus PUNV Phlebovirus puniqueense

In Italia, il virus é stato isolato per la prima volta nel 1968 dalle zanzare Aedes nella provincia di
Gorizia (regione Friuli Venezia-Giulia, Italia nord-orientale) (Balducci et al. 1968). Successivamente
studi di sieroprevalenza hanno confermato I’esposizione al virus nell'uomo (Verani et al. 1979) e nei
piccoli mammiferi (roditori, insettivori, carnivori) (Le Lay-Rogués et al. 1983). Il ciclo del virus
prevede come ospiti amplificatori principali, almeno nell’Europa centrale, la lepre europea e il
coniglio selvatico. Viene pero ipotizzato il possibile coinvolgimento di altri animali nel ciclo di questo
virus (Mravcova et al. 2023).

La trasmissione del TAHV avviene attraverso punture di zanzare infette. Secondo Labuda (Labuba
2001) il vettore piu importante e Ae. vexans, almeno nella Repubblica Ceca. Tuttavia, il virus e stato
rilevato in altre specie di zanzare: Ae. cinereus, Ae. caspius, Ae. cantans, Ae. punctor, Ae. communis,
Ae. flavescens, Ae. excrucians, Culiseta (Cs.) annulata, Cx. modestus, Cx. pipiens, and Anopheles
hyrcanus (Kolman et al. 1964, Aspock et al. 1966, Hannoun et al. 1966, Danielova et al. 1966, Lvov
etal. 1972, Lvov et al. 1987, Lvov et al. 1989, Arcan P et al. 1974, Gligic et al. 1976, Traavik et al.

1978, Pilaski et al. 1985, Danielova et al. 1992). La trasmissione trans-ovarica € stata documentata in
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Ae. vexans (Danielova et al. 1979) e in Cs. annulata (Bardos et al. 1975), mentre é stato osservato un
possibile svernamento nella femmina Cx. modestus (Chippaux et al. 1970) e Cs. annulata (Danielova
e Minaf 1969).

Il TAHV e stato gia rilevato in Emilia-Romagna in pool di Ae. caspius nel 2008 (Calzolari et al. 2010)
e successivamente testando parte delle zanzare di particolari specie raccolte durante la sorveglianza
entomologica nel 2009, 2010 (sottocampione di zanzare del genere Aedes) e 2020 (zanzare del

complesso Maculipennis)(Calzolari et al. 2023).

I Phlebovirus

I Phlebovirus (famiglia: Phenuiviridae, genere: Phlebovirus) sono virus sSRNA caratterizzati da un
genoma trisegmentato. Il segmento L (6,4 kb) codifica la RNA polimerasi RNA-dipendente (RdRp),
il segmento M (3,2 kb) codifica per una poliproteina che € I'origine di diverse proteine e il segmento
S (1,7 kb) codifica per due proteine con una strategia ambisenso (https://viralzone.expasy.org/252).
Le specie del genere Phlebovirus erano precedentemente definite in base al grado di reattivita
sierologica crociata, ma il frequente isolamento di nuovi virus e la loro capacita di riassortimento
hanno suggerito la necessita di modificare gli standard di classificazione (Palacios et al. 2011). Sono
ormai state definite pit di 60 specie di Phlebovirus utilizzando la soglia del 95% di identita nelle
sequenze amminoacidiche del RdRp (Kuhn et al. 2020).

Il genere Phlebovirus comprende diversi virus isolati e rilevati principalmente nei flebotomi, sebbene
il prototipo del genere, il virus della febbre della Rift Valley (RVFV), sia un arbovirus trasmesso
dalle zanzare, e molti di questi virus siano stati rilevati solo nei vertebrati (Calisher e Calzolari 2021).
Altri Phlebovirus meno conosciuti, come il virus Arumowot e il virus Odrenisrou, sono stati isolati
dalle zanzare e rilevati sierologicamente negli esseri umani in Africa (Tesh et al. 1976). Alcuni
Phlebovirus trasmessi dai flebotomi possono causare malattie negli esseri umani. Fra di questi rientra

il TOSV, che provoca forme febbrili, meningite e meningoencefalite nei casi piu gravi; il virus della
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febbre da pappataci Napoli e Sicilia e diversi virus del Sud America possono causare forme febbrili
autolimitanti (Lambert and Hughes 2021). Il TOSV fu isolato per la prima volta nel 1971 (Varani et
al. 1982) e successivamente riconosciuto come agente della meningite nell'uomo (Calisher 1987).
Questo virus é stato rilevato in gran parte dei paesi del Mediterraneo, dalla Spagna alla Turchia
(Moriconi et al. 2017). Negli ultimi decenni ¢ stata rilevata un’ampia varieta di Phlebovirus
precedentemente non segnalati, in particolare nel bacino del Mediterraneo. Alcuni sottotipi del virus
della febre da pappataci Sicilia e virus appartenenti a questo gruppo sono stati isolati a Cipro (Papa
et al. 2006), in Turchia (Carhan et al. 2010), in Algeria (Izri et al. 2008) e il virus Toros in Turchia
(Alkan et al. 2016). Inoltre, sequenze di presunti virus correlati a questo gruppo sono state rilevate a
Cipro e in Tunisia e provvisoriamente denominate virus Girne 2 (Ergunay et al. 2014) e virus Utique
(Zhioua et al. 2010), rispettivamente. Sono stati isolati anche diversi Phlebovirus del gruppo del virus
Napoli (a cui appartiene anche il TOSV), come i virus Massilia e Granada rispettivamente in Francia
e Spagna (Charrel et al. 2009), il virus Punique in Tunisia (Zhioua et al. 2010), il virus Fermo in Italia
(Remoli et al. 2014) e lo strettamente correlato Balkan virus nei paesi balcanici (Ayhan e Charrel
2018), il virus Arrabida in Portogallo (Amaro et al. 2015) e il virus Zerdali in Turchia (Alkan et al.
2016). Inoltre, alcuni presunti virus sono stati rilevati in Francia, Cipro e Tunisia e denominati
rispettivamente Provencia (Peyrefitte et al. 2013), Girne 1 virus (Ergunay et al. 2014) e Saddaguia
virus (Fares et al. 2015). | Phlebovirus Adana (Alkan et al. 2015), Alcube (Amaro et al. 2015) e
Medjerda Valley (Bichaud et al. 2015), Zaba virus (Ayhan e Charrel 2018) e Bregalaka virus (Ayhan
e Charrel 2018) attribuibili al gruppo Salehabad, sono stati isolati e caratterizzati rispettivamente in
Turchia, Portogallo, Tunisia Croazia e Macedonia; in Italia sono stati isolati 3 Phlebovirus che si
differenziano per il segmento M, i virus Ponticelli I, 11, 111 (Calzolari et al. 2018). Sequenze correlate
a presunti virus di quest'ultimo gruppo sono state rilevate anche nei flebotomi raccolti sul campo in
Albania e Turchia e denominate rispettivamente virus Adria (Papa et al. 2011) e virus Edirne

(Ergunay et al. 2014). Molti di questi virus erano stati rilevati nel Nord Italia. Oltre al TOSV, sono
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stati isolati tre Phlebovirus: il virus Ponticelli I, il virus Ponticelli 1l e il virus Ponticelli 111 (Calzolari
et al. 2018a). Questi tre virus differiscono nei loro segmenti M, probabilmente a causa di eventi di
riassortimento. Nella stessa area, sono stati rilevati nei flebotomi i virus Fermo e Corfou, oltre a
Phlebovirus non riferibili a virus precedentemente descritti (Calzolari et al. 2018b).

Il virus Fermo é stato isolato per la prima volta nel 2012 nella regione Marche (Italia) da pool di
flebotomi Phlebotomus (Ph.) perfiliewi (Remoli et al. 2014). Il virus é stato rilevato e isolato in
Emilia-Romagna e Lombardia (Calzolari et al. 2018b) e mostra un'identita rilevante per le sequenze
parziali del virus Balkan, un virus rilevato nei paesi balcanici (Ayhan et al. 2017). L'analisi
filogenetica colloca il FERV nel gruppo dei Phlebovirus di Napoli, che comprende anche il TOSV
(Calzolari et al. 2021). Secondo il criterio di demarcazione delle specie dell’International Committee
on Taxonomy of Viruses (ICTV), FERV appartiene a una specie indipendente (Calisher e Calzolari
2021). Studi sierologici condotti su animali domestici in Emilia-Romagna hanno evidenziato il
potenziale del FERV di infettare i vertebrati, in particolare pecore e capre (Lelli et al. 2021).
Nonostante queste osservazioni, il ciclo del virus rimane in gran parte non caratterizzato, cosi come

la sua potenziale patogenicita.

Artropodi vettori

I potenziali vettori biologici sono artropodi ematofagi. Possono essere solo le femmine che effettuano
il pasto di sangue, per far maturare le uova (es. zanzare, flebotomi), oppure entrambe i sessi sono
ematofagi (es. cimici dei letti, pidocchi, pulci). Diversi artropodi sono in grado di trasmettere
patogeni, dalle zecche agli emitteri Triatominae (vettori del morbo di Chagas in Centro e sud
America). Molti vettori appartengono all’ordine dei Ditteri ed alle famiglie Culicidae (zanzare),

Tabanidae (tafani), Simuliidae (simulidi), Glossinidae (mosche Tsetse) ed ai generi Culicoides
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(culicoidi), Phlebotomus (flebotomi), Stomoxys (figura 2). Le specie di zanzare e flebotomi

campionate da IZSLER e segnalate in Emilia-Romagna sono riportate nella tabella 3.
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Figura 2 — Ditteri ematofagi con riferimento alle loro dimensioni relative. Zanzara (a), simulide (b),
cuilicoide (c), flebotomo (d), tafani (e), mosca tse-tse (f), mosca cavallina, Stomoxys (e) (da WHO

Vector control 1997).

Le zanzare hanno un ciclo legato all’acqua negli stati preimaginali, caratteristica che pud essere
sfruttata per la lotta a questi insetti. L’abilita delle larve e pupe di zanzara di utilizzare 1’ossigeno
atmosferico per respirare le rende in grado di sfruttare ambient acquatici transienti e anche molto
ricchi di sostanza organica. Diverse specie di zanzare sfruttano diversi ambienti per il loro sviluppo,

dai piccoli manufatti (tombini e sottovasi, Ae. albopictus), alle risaie o paludi con livelli variabili
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d’acqua (Ae. caspius e Ae. vexans), mentre Culex (Cx.) pipiens occupa ambienti piu ampi, come fossi
e stagni. Le diverse specie di zanzare hanno preferenze d’ospite che influenzano la loro capacita
vettoriale. Cx. pipiens, per esempio, é spiccatamente ornitofagica, mentre le zanzare del genere Aedes
preferiscono solitamente i mammiferi, ed Ae. albopictus ha abitudini spiccatamente
antropopofagiche.

I flebotomi sono piccoli insetti ematofagi che spesso vivono vicino agli animali domestici e all'uomo.
Soltanto le femmine pungono, generalmente dal tramonto all'alba. Sono scarsi volatori, volano
silenziosamente per brevi distanze e hanno picchi di attivita durante I'estate nelle regioni non tropicali;
i flebotomi sono ampiamente distribuiti nei paesi del Mediterraneo. Le due specie piu abbondanti
negli ambienti naturali e rurali dell'Emilia-Romagna sono Ph. perniciosus e Ph. perfiliewi; entrambe
le specie sono vettori accertati di Leishmania infantum e TOSV in Italia (Maroli et al. 2013).

Gli arbovirus sono spesso specie-specifici per quanto riguarda i vettori biologici in grado di
trasmetterli. La competenza vettoriale € una caratteristica intrinseca del vettore e consiste nella
capacita di infettarsi dopo aver ingerito il patogeno, cioé ¢ I’abilita del vettore di acquisire, mantenere,
e trasmettere 1’agente patogeno (Kondratieff et al. 2004). Ci sono diversi fattori che influenzano la
capacita vettoriale: densita del vettore, frequenza dei pasti di sangue, la durata della replicazione del

virus nel vettore, la sopravvivenza e le preferenze d’ospite del vettore.

Epidemiologia degli arbovirus
I cicli epidemiologici degli arbovirus possono essere estremamente complessi in dipendenza delle
specie vettrici in grado di trasmetterli e del numero di specie ed abbondanza degli animali in grado di

fungere da serbatoi in un dato ambiente.
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Tabella 3 — Zanzare e flebotomi campionati da IZSLER e segnalati in Emilia-Romagna.

Zanzare (Famiglia CULICIDAE)

Genere Anopheles Meigen, 1818
Anopheles (Anopheles) claviger (Meigen, 1804)
Anopheles (Anopheles) plumbeus Stephens, 1828
Complesso Maculipennis,
Anopheles (Anopheles) maculipennis Meigen, 1818
Anopheles (Anopheles) atroparvus Van Thiel, 1927
Anopheles (Anopheles) melanoon Hackett, 1934
Anopheles (Anopheles) messeae Falleroni, 1926
Anopheles (Anopheles) sacharovi Favre, 1903*
Genere Aedes Meigen, 1818
Aedes (Aedimorphus) vexans (Meigen, 1830)
Aedes (Finlaya) geniculatus (Olivier, 1791)
Aedes (Ochlerotatus) berlandi Seguy, 1921
Aedes (Ochlerotatus) cantans (Meigen, 1818)
Aedes (Ochlerotatus) caspius (Pallas, 1771)
Aedes (Ochlerotatus) cataphylla Dyar, 1916
Aedes (Ochlerotatus) cinereus Meigen, 1818
Aedes (Ochlerotatus) detritus (Haliday, 1833)
Aedes (Ochlerotatus) pulcritarsis (Rondani, 1872)
Aedes (Ochlerotatus) pullatus (Coquillet, 1904)
Aedes (Ochlerotatus) rusticus (Rossi, 1790)
Aedes (Ochlerotatus) sticticus (Meigen, 1838)
Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894)
Genere Coquillettidia Dyar, 1905
Coquillettidia buxtoni (Edwards, 1923).
Coquillettidia richiardii (Ficalbi, 1899)
Genere Culex Linnaeus, 1758
Culex (Culex) mimeticus Nog, 1899
Culex (Culex) pipiens Linnaeus, 1758
Culex (Barraudius) modestus Ficalbi, 1889
Culex (Maillotia) hortensis Ficalbi, 1889
Genere Culiseta Felt, 1904
Culiseta (Culiseta) annulata (Schrank, 1776)
Culiseta (Culiseta) subochrea (Edwards, 1921)
Culiseta (Allotheobaldia) longiareolata (Macquart, 1838)
Genere Orthopodomyia Theobald, 1904
Orthopodomyia pulcripalpis (Rondani, 1872)
Genere Uranotaenia Lynch Arribalzaga, 1891
Uranotaenia (Pseudoficalbia) unguiculata (Edwards, 1913)

Flebotomi (Famiglia PSYCODIDAE)

Phlebotomus (Larroussius) perniciosus Newstead, 1911
Phlebotomus (Larroussius) papatasi (Scopoli, 1786)
Phlebotomus (Larroussius) perfiliewi Parrot, 1930
Phlebotomus (Transphlebotomus) mascittii Grassi, 1908
Sergentomyia (Sergentomyia) minuta (Rondani, 1843)

* ultima segnalazione in Emilia-Romagna negli anni '50
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Alcuni virus, come DENV (figura 3), vedono l'uomo come ospite competente e possono essere
trasmessi in ambiente urbano da zanzare abbondanti in queste aree, in particolare dalla zanzara della
febbre gialla (Ae. aegypti) ed in misura minore dalla zanzara tigre (Ae. albopictus).

Spesso questi virus hanno dei cicli selvatici che coinvolgono primati e zanzare della foresta, la
pressione antropica sulle foreste (cacciatori, distruzione delle foreste) puo causare la fuoriuscita da
questi ambienti per mezzo dell'infezione di persone, che possono poi fungere da reservoirs del virus
in ambiente urbano (figura 3). Questo tipo di virus che vede I'uomo come potenziale serbatoio
possono facilmente essere esportati in altre aree e paesi a causa di viaggiatori infetti.

Alcuni virus, per esempio il WNV, mostra un ciclo estremamente complesso (figura 4) che prevede
I’interazione far il vettore principale (in Europa) Cx. pipiens ed un imprecisato numero di specie di
uccelli selvatici che possono agire da serbatoio. La circolazione del WNV ¢ legata al numero di
serbatoi presenti, alla loro abbondanza di diffusione, oltre che all'abbondanza del vettore, e risulta
quindi molto complesso e imprevedibile. Diversi vertebrati mammiferi sono ospiti a fondo cieco di
questo virus, cioé non producono una viremia sufficiente a reinfettare la zanzara vettrice. Nell'uomo
e nel cavallo, il WNV puo provocare un ampio ventaglio di patologie: nell'uomo I’infezione €
normalmente asintomatico, ma puo produrre sindromi simil-influenzali con rash cutanei e, in rari casi
(meno di uno su cento persone con sintomi), puo causare una malattia neuro-invasiva grave. Inoltre,
il virus rappresenta un rischio “indiretto” per la salute, per la presenza sul territorio di donatori di
sangue infetti ma asintomatici (Zannoli e Sambri 2019). Per questo motivo, il virus & oggetto di
sorveglianza in Emilia-Romagna, che ha I’obiettivo principale di valutare la precocita e ’intensita
della circolazione virale per garantire la sicurezza delle donazioni di sangue (Zannoli e Sambri 2019).
Inoltre, il virus & patogeno per il cavallo, nel quale, in circa il 20% dei casi, provoca sintomi clinici
di infezioni neuro-invasive, quali atassia, debolezza e paralisi degli arti, fascicolazione muscolare,
deficit propriocettivi, cecita, paralisi delle labbra, digrignamento, febbre, morte acuta (Paré e Moore,

2018); ma per questi animali, al contrario che per I’uomo, ¢ disponibile un vaccino.
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Aedes luteocephalus (West Africa) Aedes aegypti subsp. aegypti (tropics)
Aedes furcifer (West Africa) Aedes albopictus (tropics)
Aedes niveus spp. (Southeast Asia) Aedes polynesiensis (Polynesia)

Aedes furcifer (West Africa)
Aedes albopictus (Southeast Asia)

Zone of
emergence

A

Sylvatic cycle Rural areas Human cycle

Nature Reviews | Microbiology
Figura 3 — Ciclo epidemiologico del Dengue virus e interazione fra ciclo selvatico ed epidemico nel
quale I"uomo rappresenta il principale ospite serbatoio (Vasilakis et al. 2011).
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Figura 4 — Ciclo epidemiologico del West Nile virus che circola nell'ambiente fra uccelli e zanzare;
I’'uomo e il cavallo rappresentano ospiti a fondo cieco (https://www.mosquitoalert.com/en/primer-
caso-de-virus-del-nilo-occidental-en-cataluna/).
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Per altri arbovirus il ciclo non € completamente noto. Il Phlebovirus TOSV, per esempio, pud
provocare meningo-encefaliti nell’uomo. Tuttavia, similmente per altri Phlebovirus trasmessi dai
flebotomi, non e stato individuato un animale in grado di agire da serbatoio principale. L’alto tasso
di trasmissione verticale nei flebotomi, pero, suggerisce che il virus sverni nei vettori e che gli ospiti

vertebrati agiscano solo da amplificatori del virus nel periodo estivo.
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2. MATERIALI E METODI

Campionamento degli insetti

| dati riportati in questa tesi riguardano le attivita svolte durante le stagioni del 2021-2022-2023 per
la sorveglianza dei patogeni trasmessi dalle zanzare e le stagioni del 2022 e 2023 per la ricerca di
Phlebovirus nei flebotomi.

Gli insetti sono stati campionati con diversi modelli di trappole attrattive. In particolare, sono state
utilizzate trappole ad anidride carbonica (CO2), modello messo a punto dal CAA e trappole CDC
miniature light-trap, che utilizzano la luce come fonte attrattive (figura 5). Mentre le trappole a CO>
funzionano bene sia per la cattura sia delle zanzare che dei flebotomi, le trappole CDC attirano un
numero adeguato di flebotomi ma scarsi numeri di zanzare.

I campioni di zanzare testati nell’ambito di questo studio sono stati recuperati dal sistema regionale
di sorveglianza del WNV in Emilia-Romagna, che si avvale di 95 trappole CO, georeferenziate
operanti nelle pianure della regione (Calzolari et al. 2010), attivate dalle 17:00 circa alle 9:00 del
giorno successivo, ogni due settimane (figura 6). Le zanzare raccolte sono state immediatamente
refrigerate (5 £ 3 °C), uccise mediante congelamento a -20 °C e identificate a livello di specie
mediante chiavi dicotomiche (Becker et al. 2020, Severini et al. 2009) (figura 7). Le zanzare sono
state quindi raggruppate in pool specie-specifiche in base al sito e al giorno del campionamento, con
una numerosita massima di 200 individui per pool. | pool sono stati conservati in cryotube di
polipropilene da 2 ml o in fiale Falcon da 15 ml per pool >50 esemplari, per essere poi sottoposte alle

analisi biomolecolari previste.
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Figura 5 — Modelli di trappola utilizzati per la cattura degli insetti, Trappola CO2 (modello CAA),
il termos blu é forato e contiene ghiaccio secco che sublimando produce anidride carbonica, sotto al
termos &€ posizionata una ventola a batteria (12 volt) che aspra le zanzare nel retino (a, b). CDC
miniatura light trap, la fonte luminosa é costituita da una luce a incandescenza, la ventola ¢ attivata
da una batteria da 6 volt.

Le zanzare testate sono state campionate in un turno di campionamento per ogni trappola, dal 10 al
19 agosto 2021, sono state invece testate le zanzare da due turni di campionamento per ciascuna
trappola nel 2022 e 2023 (dal 19 luglio 12 agosto nel 2022, dal 18 luglio al 10 agosto nel 2023).
Oltre a recuperare 1 flebotomi campionati nell’ambito della sorveglianza regionale WNV, sono stati
effettuati numerosi prelievi nelle aree con maggiore abbondanza di flebotomi, principalmente nella
parte collinare della regione. Al contrario delle zanzare, per i flebotomi non é stato possibile comporre

pool monospecifici, dovuta alla necessita, per effettuare I’identificazione morfologica, di chiarificare

gli insetti (con clorolattofenolo o soluzione di idrossido di potassio) e montarli su vetrino, operazione
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che poi non consente di testare questi esemplari per la ricerca di virus (figura 8). Per questo motivo
si e proceduto utilizzando i maschi, sempre abbondantemente presenti nelle catture di questi insetti,
per identificare le specie presenti, mentre le femmine sono state raccolte e raggruppate in pool (con
un massimo di 50 esemplari per pool) e conservate in provette a fondo conico da 1,5 ml. | pool sono

stati conservati a -80 °C fino al momento di essere testati.

Figura 6 — Siti campionati sulla mappa fisica dell’Emilia-Romagna con riferimento al tipo di
campionamento effettuato (siti sorveglianza WNV in bianco, siti espressamente selezionati per il
campionato dei flebotomi in arancione).

Screening e identificazione degli arbovirus

Per triturare le zanzare, a ciascuna provetta sono stati aggiunti da due a quattro pallini placcati in rame
dal diametro di 4,3 mm (Haendler & Natermann Sport GmbH, Miinden, D) e da 1 ml a 4 ml di PBS

(1 ml ogni 50 zanzare presenti nel pool). I campioni sono stati triturati utilizzando un vortex per 1

minuto e quindi centrifugati a 4000 x g per 3 minuti. | pool da 50 flebotomi sono stati spappolati con
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’ausilio di pestelli conici in platica. Infine, 200 pl di surnatante sono stati raccolti e sottoposte ad
analisi biomolecolare. La parte rimanente dell'omogenato degli insetti e stata conservata a -80°C fino
all'ottenimento dei risultati della PCR. L'RNA virale é stato estratto dall'omogenato degli insetti in
piastre da 96 pozzetti utilizzando il kit BioSprint® 96 One-For-All Vet (Qiagen) e la workstation

KingFisher™ (Thermo Scientific™) secondo le istruzioni del produttore.
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Figura 7 — Specie di zanzare maggiorente campionate durante la sorveglianza entomologica, Culex
pipiens, Aedes vexans, Aedes caspius, Aedes albopictus.

L'RNA estratto e stato retro-trascritto utilizzando la trascrittasi inversa RNasi(H-)M-MLV (Promega)
e random primers (Roche) seguendo le istruzioni del produttore. | pool di zanzare cosi estratti sono
stati sottoposti a PCR real-time per la ricerca di WNV, USUV per tutte le stagioni, TAHV (per gli
anni 2022, 2023) e SINDV (solo per il 2023). Inoltre, si sono applicate delle PCR di genere, seguite

dal sequenziamento degli ampliconi, ottenuti per la ricerca di Orthoflavivirus, Orthobunyavirus e
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Phlebovirus. Le femmine campionate sono state raggruppate in pool di 50 esemplari e testate con
PCR specifiche per TOSV e FERV, inoltre e stata applicata la PCR Pan-phlebovirus, seguita dal
sequenziamento degli ampliconi ottenuti. Nella tabella 4 sono riportati i dettagli dei protocolli

utilizzati. Nella figura 9 sono schematizzati i passaggi per mezzo dei quali si € proceduto all’analisi

degli insetti catturati.
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Figura 8 — Particolari morfologici, visti al microscopio ottico, utili per I’identificazione di flebotomi
dopo chiarificazione Phlebotomus perniciosus (a, c, €), Phlebotomus perfiliewi (b, d, f). In alto:
pompa faringea della femmina e aedeago del maschio; in basso: spermateca della femmina.
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Figura 9 — Passaggi analitici dei pool di insetti campionati dalla cattura all’analisi dei dati.

Isolamento virale e microscopia elettronica

L'isolamento del TAHV e stato tentato dalla parte restante degli omogenati di zanzara dei pool positivi
conservati a -80°C. | campioni sono stati inoculati in un monostrato confluente di cellule VERO
(cellule renali di cercopiteco grigioverde — provenienti dalla biobanca IZSLER, codice BSCL86),
incubati a 37 °C con 5% di CO: e osservati quotidianamente per 7 giorni per valutare lo sviluppo di
effetti citopatici (CPE). In assenza di CPE, i criolisati sono stati sottoposti a subcoltura due volte in

monostrati di cellule fresche. La scelta di linea cellulare di primati € stata fatta per massimizzare la

possibilita di isolare virus potenzialmente patogeni.

Il surnatante delle colture cellulari che mostravano CPE é stato sottoposto a microscopia elettronica
a colorazione negativa (nsEM) utilizzando il metodo Airfuge (Lavazza et al. 1990). | surnatanti sono
stati ultracentrifugati (Airfuge, Beckman Coulter Inc. Life Sciences, Indianapolis, Indiana, USA) per

15 minuti a 82.000 x g utilizzando un rotore contenente sei provette da 175 pl in cui sono stati inseriti

adattatori specifici per griglie di rame Formvar rivestite di carbonio da 3 mm.

25



Tabella 4 — Protocolli biomolecolari utilizzati per lo screening degli arbovirus con riferimento a sequenze dei primer, probe e riferimento

bibliografico.
Primer Fr Primer R Probe Ref
- FLI-P CCACCCAG- )
WNV FLI-WNF5-F GGGCCTTCTGGTCGTGTTC  FLI-WNF6-R GATCTTGGCYGTCCACCTC A A A Eiden et al. 2010
WNV L1/L2° ‘éVA'\‘é'AiV'Fl GTGATCCATGTAAGCCCT-  \yN.| cV-R1 GTCTGACATTGGGCTTTGAAGTTA  WN-LCV-S1 AGGACCCCACATGTT  Del Amo et al. 2013
WN-LCV-S2 AGGACCCCACGTGCT
USUV® USU-F -AAAAATGTACGCGGATGACACA  USU-R -TTTGGCCTCGTTGTCAAGATC LT{iX'CPC' CGGCTGGGACACCCGGA- (- rini et al. 2011
TAHV® F-TAHV AGGGTATGTGGACTTCTGT R-TAHV TTTAGGACTAGCCTTCCTCT (P:'CTAA:V TCCTTAATGCCGCAAAAG- o olari et al. 2023
STOS-84 TAT-
TOSV® gTA%ST'gOTFGEGA%TTTTCTTGAT' STOS-138 RCAATGCGCTTYGGRTCAAA CAATGCATGGGTRAAT- Pérez-Ruiz 2007
GAGTTTGCTTACC
FERV® F-FER TGAAGAAGATGTCAGAAAAGGG  R-FER TGGATGGTCCATGGAACAAAGG .FriFé'ERFﬁCMCYACTGTGGCCCAGC' Calzolari et al. 2023
SINV® For CCAAGAGCCTGCCCCTRTTC Rev CAGGCGGGCCATCTTCT Probe ACC GCC AAG GCT A-MGB  Ayhan et al. 2022

Pan-orthoflavivi-
rus*

Pan-orthobu-
nyavirus*

Pan-phlebovirus*

MAMD AACATGATGGGRAARAGRGA-
RAA

FS 778 AARGGHAGYMCDGCHATHTGGT

BCS82C ATGACTGAGTTGGAGTTTCAT-
GATGTCGC

Phlebo forward 1 TTTGCTTATCAAGGATTT-
GATGC

Phlebo forward 2 TTTGCTTATCAAGGATTT-
GACC

cFD2 GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC

BCS332V TGTTCCTGTTGCCAGGAAAAT

Phlebo reverse TCAATCAGTCCAGCAAAGCTGG-

GATGCATCAT

Scaramozzino et al.
2001

Kuno et al. 1998

Lambert e Lanciotti
2009

°RT Real Time PCR, *PCR tradizionale e sequenziamento
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Le griglie sono state quindi colorate utilizzando fosfotungstato di sodio al 2% (pH 6,8) per 1,5 minuti
a 20.500-43.000 x g e osservate al microscopio elettronico a trasmissione Tecnai G2 Spirit Biotwin
(Thermo Fisher, FEI, Hillsboro, Oregon, USA) per almeno 15 min prima di essere considerate
negative. L’identificazione delle particelle virali osservate si &€ basavano sulle loro caratteristiche

morfologiche.

Sequenziamenti e analisi filogenetiche

Gli ampliconi ottenuti grazie alle PCR di genere sono stati sequenziati mediante tecnica Sanger (ABI-
PRISM 3130 Genetic Analyser).

Il sequenziamento completo del genoma é stato eseguito dall'RNA estratto dagli isolati di colture
cellulari utilizzando la piattaforma MiSeq (lllumina, San Diego, CA, USA). Le librerie di
sequenziamento sono state realizzate con il kit di preparazione delle librerie lllumina TruSeq RNA v
2 seguendo le istruzioni del produttore. Il genoma completo del TAHV 404118 € stato ottenuto
mediante CLC Genomic Workbench v.11 (QIAGEN, Milano, lItalia), usando I’assemblaggio de-
novo. Le sequenze sono state identificate mediante ricerca BLAST in GenBank (Benson et al. 2013).
L'analisi filogenetica € stata effettuata recuperando da GenBank le sequenze di virus omologhe
disponibili. Le sequenze ottenute sono state allineate con MAFFT (Katoh et al. 2019), utilizzando
parametri predefiniti, le sequenze identiche sono stati eliminate dagli allinemanti con lo strumento
ElimDupes  (https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/elimdupesv2/elimdupes.html). Le p-
distance fra le diverse sequnze sono state ottenuto con il software MEGAX (Kumar et al. 2018). Gli
alberi ML sono stati ottenuti utilizzando il software 1Qtree (Trifinopoulos et al. 2016), lo stesso
software € stato utilizzato anche per determinare i modelli di sostituzione piu adatti. Gli alberi sono
stati visualizzati grazie al software FigTree (disponibile su http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/

accesso 1'8/8/2024).
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Tabella 5 — Primer e sequenze target della sonda registrate per il Tahyna virus (sopra) e Fermo virus (sotto) e in sequenze omologhe di altri
orthobunyavirus correlati depositati in GenBank.(Calzolari et al. 2023a; Calzolari et al. 2023b)

Forward target

Probe target

Reverse target

Tahyna vieirus (40)

AGGGTATGTGGACTTCTG

TCCTTAATGCCGCAAAAGCCAA GAGGAAGGCTAG'TCCTAAA

Lumbo virus (2) L. L . . . T . T G .

California encephalitis virus (2) C . G A A

La Crosse virus (3) 8§ WS B R DaAAR : 5, . C PR, T 0N . AC

Snowshoe hare virus (3) i ;% . W CA Cc . R : AL Sl

Keystone virus (2) AR CA TAT C CA . G
Forward primer Probe Reverse pnmer

Fermo virus (45) TGAAGAAGATGTCAGAAAAGG CYACTGTGGCCCAGCTAGTRT CCTTTGTTCCDTGGACCATCCA

Balkan virus (8) G T T G G S T

Zerdali virus (1) T K A T G T T AG

Massilia vrus (6) i D cafreegise Rt e s SAK Y R RACT = =iy G - 2 [ < RN §

Granada virus (1) - T G A AL -AA T ‘ GA :-C ) A, ™ G . TG - T

Punique vrus (1) ' T G A AT T T T GA TG T C T TG ' G

Toscana wvrus (17) R G R YT A C GA T A G TG T

PonticellivMruses(34) A -GC - -A:- - - K- TCCTG- -+ GG-AAT -YAGGG-R- -T:- TG ) -CAG - - - TG T

Bregalaka vrus (1) GC A-TCCTG A GG AAT - TAGGG A T TG CAG TG T

Corfou virus (4) ARG - + ' GA TCCRG A AGGAG CAAAGCAT R TG TC A CWGGC TG T

Phlebovirus sp- (4) R S AR OB R E 4 A CAEE A--CC-A-AGA-A--G--GA " TC-G-C-GGT - TG Y

Accession numbers in GenBank: Tahyna virus: GQ480358, GU390669, GU390670, GU390671, GU390672, GU390673, GU390677, GU390678, GU390680, GU390682, GU390683, GU390685,
GU390686, GU390687, GU390688, HM036208, HM036214, HM036217, HM068013, HM068014, HM068015, HM243139, HM243142, HQ541823, JN051146, JN051148, JN051150, KJ575081,
KJ575082, MZ245724, MZ245725, NC055206, ON124935, ON124936, ON124937, ON124938, ON124939, ON124940, U47142, Z68497; Lumbo virus: NC043631, X73468; California encephalitis
virus: MH830340, U12797; La Crosse virus: GU206111, GU206135, KP271104; Snowshoe hare virus: KM215562, KM215563, MK352486; Keystone virus: MG821231, MZ156793. Fermo virus:
KY354388, KY354389, KY354390, KY354391, KY354392, KY354393, KY354394, MG869823, MG869824, MG869827, MG869828, MG869830, MG869833, MG869835, MG869836,
MG869837, MG869838, MG869839, MG869841, MG869845, MG869846, MG869847, MG869851, MG869852, MG869855, MG869859, MG869861, MG869870, MG869871, MG869872,
MG869880, MG869881, MG869882, MG869883, MG869884, MG869885, MG869886, MG869887, MG869892, MG869893, MG869894, OP485761, OP485762, OP485763, OU230767; Balkan
virus: KY662276, KY662277, KY662278, KY662280, KY662281, KY662282; Zerdali virus: NC_037613; Massilia virus: KT783485, KT783486, KT906102, KT906102, KT906103, NC055415;
Granada virus: GU135608; Punique virus: NC055300; Toscana virus: KM275237, KM275764, KM275768, KM275772, KM275776, KM275778, KM275779, KM275780, KM275784, KM275785,
KM275787, KU935738, MG869826, MG869832, MG869840, MG869895, MN940423; Pon-ticelli viruses: KX388213, KX388216, KX388219, KX388222, KX388225, KY354371, KY 354373,
KY354374, KY354375, KY354376, KY354377, KY354378, KY354379, KY354380, KY354381, KY354382, KY354383, KY354384, KY 354385, KY354387, MG869825, MG869834, MG869844,
MG869869, MG869873, MG869874, MG911975, MG911980, MG911983, MG911986, MG911989, MH427535, MH427536, OP293793; Bre-galaka virus: MG573146; Corfou virus: EF201821,

KR106179, MG869875, MG869889; Phlebovirus sp.: MG869843, MG869866, MG869868, MG869891.
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Messa a punto di protocolli di PCR real-time specifici

Sono stati messi a punto due protocolli di real-time PCR specifici per TAHV e FERV. | primer e
la sonda sono stati progettati sfruttando le sequenze ottenute dalla PCR Pan-phlebovirus (Lambert
e Lanciotti 2009), grazie alle diverse sequenze omologhe depositate in GenBank (tabella 5). La
sequenza target di TAHV era lunga 130 basi, quella di FERV 136 basi ed i primer e le sonde sono
stati progettati come riportato in tabella 4.Sono state allestite le reazioni da 20 pL utilizzando 4 uL.
di QuantiFast® Pathogen Master Mix 5% (Qiagen), 2 uM di ciascun primer, 0,7 uM di sonda, 3
uL di cDNA e acqua distillata. Dopo una prima fase di denaturazione a 95°C per 8 minuti, sono
stati eseguiti 50 cicli con il profilo termico di 94°C per 10 sec, 58°C per 20 sec e 72°C per 30 sec.
La real-time PCR e stata eseguita sul sistema CFX96 (Bio-Rad, Milano, Italia) e i risultati sono
stati analizzati con il softwae CFX ManagerTM (Bio-Rad).

Le curve standard sono stata costruita utilizzando diluizioni in base 10 di due controlli positivi
ottenuto da ceppi isolati da IZSLER, un FERV del 2018 (isolato 212236/3), e un TAHV del 2021
(ceppo 404118/8), cresciuti su cellule VERO (al 7° e 4° passaggio rispettivamente). Per estrarre il
virus in coltura ¢ stato utilizzando il sistema di purificazione KingFisher™ Flex (Thermo Fisher
Scientific, Milano, Italia) secondo le istruzioni del produttore. L’RNA virale ¢ stata quindi
quantificata mediante digital PCR (QIAcuity ONE Digital PCR System, Qiagen). Per questa
quantificazione abbiamo utilizzato una piastra da 24 pozzetti contenente 8.500 partizioni. La
reazione era composta da 3 pL della miscela QuantiTECT® Virus + ROX 4x (Qiagen), 1,55 pL
di soluzione di primer e sonda (50 pL di primer da 100 uM, 35 pL di sonda da 100 uM e 365 uL
di acqua sterile), 0,12 pL di trascrittasi inversa 100x e 1,33 pL di acqua sterile. Per ciascun
campione, il volume finale é stato di 12 pL: 6 puL di master mix ¢ 6 puL di RNA. I risultati della
quantificazione sono stati utilizzati per costruire la curva di calibrazione tracciando la

concentrazione dei campioni virali positivi espressi in scala logaritmica e il Cq ottenuto dall'analisi
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delle diluizioni mediante PCR real-time. La curva standard ottenuta ¢ stata utilizzata per stimare
la carica virale di TAHV nei pool di zanzare positivi per questo virus (Figura 9).

La quantificazione mediante dPCR del TAHV, utilizzando quattro diluizioni del controllo
positivo, ha valutato le copie di genoma virale in 21.322 copie/uL per 1072, 2.059 copie/uL per 10°
2199 copie/uL per 1073, 16 copie/uL per 10, La curva di calibrazione ha una pendenza di -3,726,
conun R2 di 0,993 e un'efficienza di reazione dell'85,5% (Figura 10). Il protocollo e stato applicato
per la prima volta alle zanzare raccolte nel 2021 e ha rilevato TAHV in 4 pool di zanzare in cui il
virus era gia stato rilevato utilizzando la PCR del Pan-orthobunyavirus piu sequenziamento,
mentre ha dato risultati negativi in altri 6 pool selezionati casualmente.

Per il protocollo del FERV il numero di copie virali e stato valutato analizzando in dPCR 10
replicati di 3 diluizioni del virus (da 10 a 10°°) contenenti da 616 copie/pL a 6,2 copie/uL. Non é
stato ottenuto alcun rilevamento per la diluizione di 10, mentre 9 copie/uL sono state rilevate a
107 (valore medio Cq di 39,33) e tutti i 10 replicati hanno fornito una curva di amplificazione
(valore medio Cq di 37,17). L'efficienza della reazione era dell'86,6% (pendenza di -3,693,
intercetta di 47,448 e R2 di 0,977) (figura 11). Il protocollo é stato applicato a 20 pool di flebotomi
raccolti nel 2021, la real-time PCR ha rilevato il virus nei 9 pool gia noti per essere positivi, mentre

non I’ha rilevato negli 11 pool negativi, 4 dei quali erano positivi per TOSV.

30



45

y =-3.726 x + 47.454

R?=0.993 E=85.5%
40

35

Cq

30

25

20
2 3 = 5

Log starting quantity

Figura 10 — Curva standard della real-time PCR di Tahyna virus.

45
40 o y =-3.693 x + 47.488
R?=0.977
35
o
o
30
25
20
1 2 3 4 5 6

Log starting quantity

Figura 11 — Curva standard della real-time PCR di Fermo virus.
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RISULTATI

Arbovirus rilevati nelle zanzare campionate

Nelle tre stagioni di sorveglianza, sono state catturate e identificate 102.808 zanzare (20.778 nel
2021 in un turno di campionamento, 37.995 nel 2022 and 44.035 nel 2023, in due turni di
campionamento), appartenenti a 10 specie, la quasi totalita di queste zanzare (102.625) é stata
testata per la ricerca di Arbovirus in 1.650 pool (tabella 6). La specie in assoluto pit campionata &
stata Cx. pipiens, seguita da Ae. caspius e Ae. vexans. Sono stati raccolti numeri rilevanti anche di
Ae. albopictus, An. maculipennis s.l. e Co. richiardii (tabella 2). Le abbondanze relative per i
diversi siti di campionamento nelle tre stagioni sono riportate nella figura 12.

Nei 1.650 pool testati, TAHV é stato rilevato in 50 pool (6 nel 2021, 37 nel 2022 e 7 nel 2023), la
PCR specifica & pero stata applicata solo sui campioni delle stagioni 2022 e 2023. WNV é stato
rilevato in 120 pools (24 nel 2021, 45 nel 2022 e 51 nel 2023), entrambe i lineaggi piu diffusi di
questo virus a livello globale, il lineaggio 1 (L1) e il lineaggio 2 (L2), sono stati rilevati (L1 in 3
pool, L2 in 115 pool, mentre entrambe i lineaggi sono stati rilevati in 2 pool); USUV é stato rile-
vato in 61 pool (21 nel 2021, 24 nel 2022 e 16 nel 2023); fra quelli gia elencati i pool positivi sia
per WNV che per USUV sono stati 23 (8 nel 2021, 10 nel 2022 e 5 nel 2023). La PCR del Pan-
phlebovirus, che é stata applicata solo alle zanzare catturate nel 2021, non ha dato esiti positivi
sulle zanzare campionate, non sono stati registrati nemmeno pool positivi applicando la real-time

PCR SINV, applicata solo nelle zanzare campionate nel 2023.
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Tabella 6 — Zanzare campionate nella sorveglianza nei tre periodi del 2021, 2022 e 2023 con riferimento agli esemplari testati e ai virus rilevati.

10 - 19 agosto 2021

19 luglio - 12 agosto 2022

18 luglio - 10 agosto 2023

N test.>  pool Virus N pool Virus N pool Virus totale % pool
Aedes albopictus 838 762 29 1456 120 5TAHV 1780 138 % ¥VANH\<} 4074 40 287
; 3 TAHV*,
Aedes caspius 7586 7536 80 3 ISFs 16746 191 25 TAHV 9838 170 2TAHV 34170 33,2 441
Aedes cinereus 4 1 1 TAHV 21 2 25 <0,1 3
Aedes geniculatus 4 2 4 <0,1 2
Aedes vexans 1756 1733 22 2 ISFs 1924 73 3 TAHV 2484 100 1 TAHV 6164 <0,1 195
Anopheles maculipennissl 115 85 6 261 42 1TAHV 99 38 tWNVo 5 o5 86
1 TAHV
Anopheles plumbeus 3 4 2 17 8 1 WNV 24 <0,1 10
Coquillettidia richiardii 108 107 4 365 6 47 9 520 0,5 19
24 WNV, 45 WNV, 48 WNV,
Culex pipiens 10372 10372 114 21 USUV, 17235 233 24 USUV, 29744 259 16 USUV, 57351 55,8 606
3 TAHV 2 TAHV 2 TAHV
Culiseta longiareolata 1 1 1 <0,1 1
20778 20595 255 37995 668 44035 727 102808 100 1650

* TAHV isolamento del virus da uno di questi pool
° Nel 2021 solo i pool >5 sono stati testati
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Figura 12 — Mappa dell'Emilia-Romagna con il numero di zanzare medio catturato per ogni anno
di monitoraggio. | grafici a torta sono proporzionali al numero di zanzare campionate, in verde
’area di pianura.
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Il TAHYV e stato rilevato in pool monospecifici composti da 6 specie di zanzare: Ae. caspius (30),
Ae. albopictus (6), Ae. vexans (4), Cx. pipiens (7), Ae. cinereus (1) e An. maculipennis sl (2)
(tabella 7). WNV ed USUV sono stati invece rilevati, per la stragrande maggioranza, in pool
composti dalla specie Cx. pipiens, WNV & stato rilevato anche in un pool di Ae. albopictus, uno di
An. maculipennis sl e uno di An. plumbeus. Alcuni pool di Cx. pipiens sono risultati postivi per
diversi virus, in particolare un pool, catturato il 17/08/2021, San Pietro in Casale (BO), é risultato
positivo a tutti e tre i virus ricercati, tre sono risultati positivia TAHV e WNV (campionati tutti in
provincia di Parma, il 17/08/2021 a Soragna, il 19/07/2022 e il 02/08/202220a Sissa Trecasali) e
uno a TAHV e USUV (10/08/2021, comune di Bologna). | pool positivi per USUV e WNV sono
stati 14, 10 nel 2022 (dalle province di Modena, Reggio Emilia e Ravenna) e 4 nel 2023 (dalle
province di Parma e Modena). Oltre a quella del 2021, tutti e tre i virus sono inoltre stati rilevati
in due stazioni di campionamento nel 2022, Novi di Modena (MO) e in comune di Ravenna. Il
numero maggior numero di pool positivo a TAHV e stato registrato nella stagione 2022 con 9 pool
positivi nella stazione di Jolanda di Savoia (FE) mentre 5 pool positivi per USUV e stato catturato
nel 2022 in una stazione a Fabbrico (RE). Quattro pool positivia WNV sono stati registrati in una
stazione per ogni stagione di monitoraggio, nel 2021 nella stazione di Fabbrico e nel 2022 e 2023
sempre a Polesine Zibello. La distribuzione geografica dei siti risultati positivi durante gli anni &
riportata nella figura 13.

Inoltre, nel 2021, mediante il sequenziamento degli ampliconi della PCR del Pan-orthoflavivirus
sono state ottenuto cinque sequenze attribuibili a due ISF (Figura S1), di cui tre provenivano da
Ae. caspius (GB: ON124944-46) e due provenivano da Ae. vexans (GB: ON124947-48). Delle
prime tre sequenze, due erano identiche e hanno mostrato una p-distance di 0,08 con la terza e una
p-distance di 0,07 con la parte omologa della sequenza del virus Marisma (GB: MF139576). Le
sequenze del secondo gruppo erano identiche tra loro e con delle sequenze omologhe rilevate in

Repubblica Ceca (GB: JN802283) e Italia (GB: KF801590).
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Tabella 7 — Numero di pool positivi e testati per le diverse specie di zanzara.

Pool test. TAHV WNV UsSuv

Aedes albopictus 287 6 1
Aedes caspius 441 30
Aedes cinereus 3 1
Aedes geniculatus 2
Aedes vexans 195 4
Anopheles maculipennis s.1. 86 2 1
Anopheles plumbeus 10 1
Coquillettidia richiardii 19 0
Culex pipiens 606 7 117 61
Culiseta longiareolata 1

1650 50 120 61

Quantificazione del Tahyna virus con PCR real-time

Utilizzando la curva standard messa a punto in questo lavoro per la real-time PCR per il
rilevamento di TAHV, abbiamo stimato il numero di copie virali nei pool risultati positivi nel
2022, I’anno con il maggior numero di pool di zanzare positivi per questo virus. Tra i campioni
testati, quattro erano composti da una singola zanzara e mostravano una carica virale di 1,4 x 10°
per Ae. caspius, 7,2 x 10° e 7,5 x 10° per due esemplari di Ae. albopictus, e 5,7x10° per un
esemplare di Ae. vexans.

Tra le specie con piu di un pool positivo, Ae. caspius ha mostrato la carica virale piu alta con un
valore mediano di 6,0 x 107 copie virali per pool, seguito da Ae. vexans con un valore mediano di
2,1 x 10, Cx. pipiens con 1,5x10° copie per pool e Ae. albopictus con 7,5 x 10° copie per pool
(figura 14). La maggior carica virale é stata rilevata in un pool di 106 Ae. albopictus campionato

a Bologna il 26 luglio, con un numero stimato di 6,8x10%° copie virali.
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Figura 13 — Mappa dell’Emilia-Romagna con le stazioni risultate positive ai tre virus rilevati nel

periodo di monitoraggio. In verde 1’area di pianura.
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Altre specie con un solo pool positivo per TAHV sono state Ae. cinereus, con un pool di quattro

esemplari con una stima di 2,1 x 107 copie virali, An. maculipennis sl, con un pool di 14 zanzare

nel quale & stata stimata la presenza di 2,9 x 10° copie virali. In 14 siti, il TAHV ¢ stato rilevato in

una specie di zanzara, in otto siti solamente in Ae. caspius, in due siti in Ae. albopictus, in due siti

in Ae. vexans, in un sito in Ae. cinereus e in un sito in Cx. pipiens. E interessante notare che nel

2022 il TAHV é stato rilevato in pool di Ae. caspius in associazione con un‘altra specie in 5 siti:

in tre in associazione con Ae. albopictus, in un sito con Ae. vexans e in un sito con Ae. maculipennis

sl.
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Figura 14 — Box plot del numero stimato di copie virali del virus Tahyna per pool per le diverse
specie di zanzare con piu di un pool positivo. La stima per ogni singolo pool é stata riportata anche
con riferimento al numero delle zanzare nel pool (la dimensione del cerchio e proporzionale al
numero di zanzare presenti nel pool).
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Isolamento e sequenziamento del Tahyna virus

L'isolamento su coltura cellulare € stato tentato su tre pool di Ae. caspius positivi campionati nel
2021, da uno di questi pool di 20 Ae. caspius campionato il 10 agosto nel comune di Comacchio &
stato ottenuto il ceppo 404118. Il CPE e stato osservato in colture cellulari inoculate con la parte
rimanente dell’omogenato di zanzara TAHV-positivo. Inoltre, i test real-time PCR eseguiti sul
surnatante di queste colture e la PCR del Pan-orthobunyavirus sono risultati positivi.
Un'identificazione preliminare del virus isolato e stata ottenuta esaminando i surnatanti delle
colture cellulari infette con microscopia elettronica. Come mostrato nella figura 15, e stato

possibile osservare numerose particelle sparse con morfologia tipica dei bunyavirus (forma sferica,

diametro di circa 90-100 nm e presenza di fitti peplomeri sulla superficie).

" : — Hom
Figura 15 — Ultramicrografie dei virioni osservati nel surnatante delle cellule VERO inoculate
con pool di zanzare. Particelle tondeggianti di 90-100 nm con involucri sono mostrate a basso (A),
medio (B) e alto ingrandimento (C). Colorazione negativa di NaPt 2% (pH 6,8) osservata con un
TEM FEI Tecnai G2 Spirit Bio-twin.
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Figura 16 — Alberi ML ottenuti dalle sequenze dei tre segmenti del ceppo di virus Tahyna isolato
(ceppo 404118, in rosso) e sequenze omologhe recuperate da GenBank. Per ogni sequenza e
riportato I’accession number GB, il paese e 1’anno di isolamento (CS, ex Cecoslovacchia; FR,
Francia; CH, Cina; AT, Austria; IT, Italia). Bootstrap >75 visualizzato vicino ai rispettivi nodi.

L’isolato ottenuto ¢ stato sequenziato, ottenendo le sequenze complete dei tre segmenti genomici,

che sono stati depositati in GenBank (GB: segmento L, ON156450; segmento M, ON156451;

segmento S, ON156452). Le altre sequenze complete di TAHV disponibili in GenBank si

riferivano a ceppi isolati da zanzare, principalmente tra il 1958 e il 1968 nell'ex-Cecoslovacchia.

Oltre a queste, erano disponibili solo sequenze di ceppi provenienti da Francia, Austria e Cina.

Non sempre erano disponibili le sequenze di tutti e tre i segmenti di un ceppo. Il modello di



sostituzione selezionato per i diversi alberi € stato TN+F+G4 per i segmenti S, TIM2+F+G4 per i
segmenti L, TIM2+F+I per i segmenti M.

Nonostante le sequenze dei primi isolati siano stati ottenuti negli anni ‘50 e ‘60, tutte le sequenze
ottenute in questo studio sono risultate strettamente imparentate con altri ceppi europei, e piu
lontanamente imparentate con ceppi cinesi (figura 3). La p-distance media nel clade europeo &

risultata essere inferiore a 0,01 per la sequenza amminoacidica e nucleotidica per tutti i segmenti.

Arbovirus rilevati nei flebotomi campionati

Il totale di flebotomi catturati nelle stagioni 2022 e 2023 ¢é stato di 98.886. Sulla base
dell’identificazione, dopo chiarificazione dei maschi, le specie rilevate sono state due: Ph.
perfiliewi (pari al 87.2%) e Ph. perniciosus (paria al 12.2%) (tabella 8). La prima specie ¢ stata
rilevata con notevoli abbondanze in alcune aree, in particolare nella zona pedecollinare
dell’ Appennino centro orientale della regione (da Bologna verso 1’ Adriatico). Nella figura 16 sono
rportate le proporzioni relative delle due specie e I’abbondanza media dei campionamenti
effettuati, che evidenziano la maggiore presenza di Ph. perfiliewi in zone collinari e nella parte
orientale della regione, mentre Ph. perniciosus & prevalente nelle zone pianeggianti della parte
occidentale della regione, dove le densita dei flebotomi sono perd minori.

Nonostante il maggior sforzo di campionamento sia stato compiuto in pianura, i campionamenti
pit abbondanti sono stati registrati nelle zone collinari, in particolari nelle aree gia conosciute per
I’elevato numero di questi insetti (colli bolognesi e romagnoli, figura 17) ed in aree scarsamente
campionate in precedenza (colline reggiane e parmensi). Un risultato interessante & stato la
presenza di catture rilevanti in alcuni siti di pianura, un ambiente considerato sfavorevole alla
presenza dei flebotomi ma nel quale si stanno registrando numeri crescenti di questi insetti negli

ultimi anni.
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Tabella 8 — Numero di flebotomi campionati, identificati e testati con riferimento ai pool positivi
per Toscana virus e Fermo virus e le province di campionamento.

testati positivi
N Ph. pw Ph.pn  numero pool TOSV FERV

Bologna 26903 2951 365 15376 445 2 81
Forli-Cesena 52926 2014 17 41077 612 59 164
Ferrara 864 6 5 813 78 7
Modena 2023 525 250 1160 104 1 4
Piacenza 269 26 48 191 48
Parma 4417 731 121 3385 137 32
Ravenna 1914 139 17 1556 63 2 11
Reggio Emilia 7962 913 146 5673 179 5 31
Rimini 1608 298 90 1167 46 5 7

98886 7603 1059 70398 1712 74 337

Ph. pw: Ph perfiliewi; Ph. pn: Ph. perniciosus.

Un totale di 70.398, 33.608 femmine in 1.712 pool, é stata testata per la ricerca di TOSV, rilevando
74 pool positivi, e la ricerca di FERV, con 337 pool positivi. | tre siti in cui é stato registrato il
maggior numero di pool positivi per TOSV sono stati quelli in comune di Forli (27/135),
Roncofreddo (14/132) e Castrocaro (14/189), tutti in provincia di Forli Cesena. Questi tre siti sono
anche quelli nei quali si € registrato il maggior numero di flebotomi campionati (da piu di 12.000
a piu 16.000).

Diversi pool di flebotomi sono inoltre risultati positivi ad entrambe i protocolli, testimoniando la
presenza co-presenza di TOSV e FERV, in particolare 19 a Forli, 5 a Roncofreddo (FC), 4
Casalgrande (RE), 3 Verucchio (RN), 2 Castrocaro (FC) ed uno a Budrio (BO), Cesena (FC) e 1
Faenza (RA). La distribuzione dei siti risultati positivi, con riferimento al numero di pool positivi

nel biennio, é riportata nella figura 18.
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Particolarmente intensa é stata la circolazione del FERV in 3 siti (due dei quali anche con un alto

numero di pool TOSV+) nei comuni di Castrocaro (FC), Forli e Casalgrande (RE) in cui si sono

registrati nei due anni 59/189, 53/135, 26/89 pool positivi, rispettivamente.

O Ph. perfiliewi
@ Ph. perniciosus

O Identificazione di specie non disponibile
O Nessun flebotomo

Numero medio flebotomi:

O<10 Q<1oo©<1ooo©>1ooo

Figura 17 — Media dei flebotomi raccolti nel periodo nei diversi siti. Le circonferenze sono
categorizzate in base al numero di flebotomi catturati, evidenziando che la zona con piu flebotomi
sono le colline preappenniniche (soprattutto nella parte orientale).

Con la PCR Pan-phlebovirus e successivo sequenziamento, oltre al FERV (in 115 pool) e il TOSV
(in 9 pool) gia rilevati con le PCR specifiche, sono state rilevate positivita riferibili ad altri
Phlebovirus (tabella 9). In particolare, 35 sequenze riferibili ai virus Ponticelli (21 dalla provincia
di Forli-Cesena), 12 al Corfou virus (8 delle quali dalla provincia di Parma), 2 sequenze riferibili
al Punique virus (dalla provincia di Forli Cesena) (tabella 9).

I Ponticelli virus (1, 11, 111) sono tre virus che differiscono per il segmento M, non € quindi stato
possibile stabilire con precisone da quale dei tre virus derivassero le sequenze, visto che la PCR

Pan-phlebovirus € sviluppata per rilevare un tratto del segmento S. Inoltre, sono state rilevate le
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sequenze probabilmente appartenuti a due Phlebovirus non ancora isolati (25 appartenetti ad uno
e tre appartenetti ad un altro), ma gia rilevati in passato in Emilia-Romagna in flebotomi

campionati nel 2015 e nel 2016 (figura 19).

Tabella 9 — Sequenze riferibili ai diversi Phlebovirus individuati con riferimento alle province di
rilevamento (Toscana virus, TOSV; Fermo virus, FERV; Ponticelli virus, PONV; Corfou virus,
CORV; Punique virus, PUNV; sequenze ascrivibili a due Phleobovirus non noto, Phlebol e
Phlebo2).

pool TOSV FERV PONV CORV PUNV Phlebol Phlebo2 Totale

Bologna 445 34 2 1 5 42
Forli-Cesena 612 5 22 21 3 2 7 3 63
Ferrara 78 5 1 6
Modena 104 1 3 1 1 6
Piacenza 48

Parma 137 21 8 4 33
Ravenna 63 3 1 3 7
Efr?lﬂ'ao 179 2 21 9 2 34
Rimini 46 1 6 1 2 10
Totale 9 115 35 12 2 25 3 201
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Toscana virus
O 1 pool+ @ 27 pool+

Fermo virus
O 1 pool+ @ 59 pool+

Figura 18 — Mappa dell’Emilia-Romagna con le stazioni risultate positive a Toscana virus e
Fermo virus con riferimento al numero di pool positivo raccolto. In verde 1’area di pianura.
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Figura 19 — Albero ottenuto con le sequenze della PCR Pan-phlebovirus e posizione del loro rilevamento sulla mappa dell’Emilia-Romagna.

» Fermo virus

- i Toscana virus
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DISCUSSIONE

I risultati del presente studio, volto a rilevare Orthoflavivirus, Orthobunyavirus e Phlebovirus nelle
zanzare raccolte in 2 o 4 settimane in tre stagioni di campionamento diverse, ha fornito
“un’istantanea” degli arbovirus presenti nell'area di studio, inclusi quelli non oggetto di
sorveglianza, in particolare il TAHV.

La presenza di WNV e USUV in un rilevante numero di pool era un risultato atteso, poiché questi
virus sono presenti nell'area di studio almeno dal 2008 (Calzolari et al. 2010). | dati raccolti hanno
evidenziato un’intensa circolazione di WNV in Emilia-Romagna in tutte le stagioni di
monitoraggio. L’ importante circolazione del virus é stata inoltre confermata dalla diagnosi, in
regione, di 141 casi umani di malattia neuro-invasiva, (17 nel 2021, 69 nel 2022 e 55 nel 2023)
(Bella et al. 2021, Bella et al. 2022, Bella et al. 2023). Lo screening avviato dopo il rilevamento
del virus ha inoltre identificato 45 donatori di sangue asintomatici (11 nel 21, 18 nel 2022 e 16 nel
2023) (Bella et al. 2021, Bella et al. 2022, Bella et al. 2023), prevenendo il rischio per la salute
derivante dalle donazioni di sangue infetto.

Nella parte orientale dell'area di studio é stata inoltre registrata la co-circolazione dei ceppi L1 e
L2 di WNV, in particolare nel 2023. | due lineaggi di WNV hanno cicli epidemiologici
sovrapponibili, questa osservazione potrebbe giustificare la loro possibile co-circolazione nel
medesimo ambiente. Questo € pero un evento raro, descritto per la prima volta nella stagione 2022
in Emilia-Romagna. Precedentemente i due virus non avevano dato evidenza di una co-
circolazione importante in Emilia-Romagna, dal 2008 al 2010, é stata riportata 1’esclusiva
circolazione di L1 (Calzolari et al. 2007). Dal 2013, dopo due anni in cui il WNV non era stato
rilevato (Calzolari et al. 2010), i ceppi registrati durante la sorveglianza erano quasi

esclusivamente L2, 1’unica eccezione era stato un pool di zanzare positive a L1 campionate nel
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2017, ad indicare che comunque il L1 continuava a circolare sotto traccia nell’area di studio, ma
non con una intensita tale da consentirne la regolare rilevazione. Nonostante i due lineaggi abbiano
una rilevante differenza nucleotidica, intorno al 20%, non é chiaro se esitano e quali possano essere
la differenza epidemiologica fra i loro cicli epidemiologici, la loro coesistenza in uno stesso
territorio nella stessa stagione sembrerebbe sottintendere che possano essere poche. Visto che il
vettore principale di WNV in Nord Italia & Culex pipiens, é difficile ipotizzare che eventuali
differenze siano da ricercare nell’ambito vettoriale, anche se non si puo escludere che i biotipi (Cx.
pipiens pipiens e Cx. pipiens molestus), o addirittura le popolazioni del vettore, possano avere
diverse capacita vettoriale per i due lineaggi, ma questa ipotesi non & ancora stata oggetto di
adeguati approfondimenti sperimentali, che risultano inoltre di difficile implementazione.
Maggiori differenze potrebbero emergere dalle diverse capacita, come serbatoio del virus, di
diverse specie di uccello, visto che sono molte quelle che possono rientrare nel ciclo di WNV
(Pérez-Ramirez et al. 2014). Eventuali differenze potrebbero giustificare la differente circolazione
dei due lineaggi del virus in base alle specie di uccelli piu 0 meno diffuse in una data area ed in
una data stagione. Questo tipo di informazione & pero difficile da ottenere, per la difficolta di
riuscire ad approntare infezioni sperimentali o ricavare queste informazioni dalla sorveglianza sul
campo. Un altro importante tassello necessario per chiarire i cicli dei due lineaggi, sarebbe capire
se esiste una eventuale cross-protezione immunitaria nei vertebrati, negli uccelli in particolare,
fornita dall’infezione di un lineaggio nei confronti dell’altro.

Di certo la co-circolazione dei due lignaggi, registrata anche in Veneto nel 2022, € una situazione
epidemiologica che merita di essere adeguatamente monitorata, che potrebbe avere rilevanti
risvolti sanitari. In particolare perché é stata ipotizzato i ceppi L1 siano piu patogeni per I’'uomo
rispetto ai ceppi L2 (Barzon et al. 2022).

Durante questo studio é stato possibile anche registrare una significativa diffusione di USUV.

L'individuazione di questo Orthoflavivirus & molto rilevante in fase di diagnosi differenziale,
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poiché cross-reagisce con il WNV, non solo sierologicamente, ma anche nei test biomolecolari
(CIé et al. 2019). Inoltre, i due virus condividono molte caratteristiche epidemiologiche, come il
vettore, e mostrano cicli in parte affini. L’USUYV ¢ patogeno per 1’uomo, anche se in misura minore
rispetto al WNV (Domanovi¢ et al. 2019). Questa osservazione & confermata dalla diagnosi di soli
2 casi umani di USUV nel periodo di studio in Emilia-Romagna (1 nel 2021, 1 nel 2022) (Bella et
al. 2021, Bella et al. 2022, Bella et al. 2023), sebbene la circolazione del virus sia stata
significativa, come evidenziato dal rilevante numero di pool di zanzare positive. Anche la
definizione della circolazione di USUV e quindi rilevante per caratterizzare il rischio per la salute
associato a questo virus.

Nell'analisi dei dati va sottolineato che il campionamento delle zanzare era finalizzato alla cattura
di Cx. pipiens, ma questa impostazione non ha impedito di campionare numeri rilevanti di altre
specie di zanzare. Il rilevamento di WNV e USUV quasi esclusivamente in pool di Cx. pipiens
conferma ancora una volta questa zanzara come il principale vettore di entrambi i virus nel Nord
Italia (Calzolari et al. 2010a, Calzolari et al. 2010b). La presenza di pool di Ae. albopictus, An.
maculipennis sl e di An. plumbeus positive per il WNV non significa che queste specie svolgano
un ruolo vettoriale rilevante nella circolazione di WNV, in Italia solo raramente queste zanzare
sono state trovate positive per WNV (Mancini et al. 2017). Le positivita riscontrate, potrebbero
essere dovute alla persistenza di pasti di sangue non ancora digeriti o all’infezione di un esemplare
non necessariamente in grado poi di trasmettere il virus con la puntura. La competenza vettoriale
di zanzara tigre € stata confermata in laboratorio (Fortuna et al. 2015, Brustolin et al. 2016, Holicki
et al. 2020), ma vista la sua spiccata antropopofagia, é difficile ipotizzare che possa contribuire
maniera rilevane alla circolazione del virus. Sembra piu probabile possa avere un ruolo come
vettore ponte, come del resto gia ipotizzato (Fortuna et al. 2015, Holicki et al. 2020). Nuovi
esperimenti di competenza vettoriale potrebbero aiutare a chiarire il ruolo di queste zanzare nella

circolazione del virus.
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Meno frequente ¢ stata la rilevazione di sequenze relative a due ISF ottenuta solo nel 2021, con
I’individuazione del Marisma virus, precedentemente isolato in Spagna (Vaquez et al. 2012) e gia
rilevato nel Nord Italia, anche in Emilia-Romagna (Calzolari et al. 2010a), sempre da Ae. caspius,
come in questo studio. 1l secondo € un virus rilevato in Italia (Rizzo et al. 2014, Cerutti et al. 2012)
e nella Repubblica Ceca in Ae. vexans e Ae. caspius (Calzolari et al. 2012), e potenzialmente
ascrivibile anche a sequenze integrata nel genoma della zanzara (Rizzo et al. 2014). Gli ISF sono
sempre piu rilevati attraverso la sorveglianza entomologica in tutto il mondo (Calzolari et al.
2016), pertanto, non sorprende che siano stati rilevati anche nell’ambito di questo studio. In effetti,
la loro presenza non sembra costituire un problema sanitario, poiché sembrano essere virus
esclusivi delle zanzare (Calzolari et al. 2012). Tuttavia, la caratterizzazione del loro ciclo e la
possibile interazione con gli Orthoflavivirus patogeni nel vettore, meritano maggiori
approfondimenti sperimentali.

I nostri risultati evidenziano la persistenza temporale e la diffusione del TAHV in gran parte del
territorio indagato; cio conferma la persistenza nel tempo del virus in Emilia-Romagna (Calzolari
et al. 2023). | pool positivi al TAHV sono stati probabilmente sottostimati nel 2021, poiché il
protocollo Pan-orthobunyavirus non offre le stesse prestazioni di una PCR specifica in termini di
sensibilitd. L’implementazione del protocollo di real-time PCR messo a punto, ha mostrato buone
prestazioni in termini di sensibilita e specificita e la sua applicazione ha anche permesso di stimare
il numero di copie virali per i pool di zanzare positivi per TAHV. La variabilita della quantita di
virus in una zanzara — che & stata caratterizzata nel range di 3-4 logaritmi in un contesto
sperimentale per TAHV (Cai et al. 2023) — non ha permesso di stimare un numero preciso di
zanzare infette per pool. Al contrario di WNV e USUV, il TAHYV é stato identificato in diverse
specie di zanzare, principalmente del genere Aedes: Ae. caspius, Ae. vexans e in un pool di Ae.
albopictus, ma anche nelle zanzare del complesso Maculipennis ed in Cx. pipiens. Sebbene il

rilevamento del virus in una specie non possa essere considerato una prova della sua competenza
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vettoriale, questi risultati potrebbero essere spiegati presupponendo un’ampia plasticita ecologica
del virus, vale a dire la capacita del virus di essere trasmesso da diverse zanzare e di infettare
diversi ospiti in diversi habitat e regioni ecogeografiche. | principali vettori di TAHV sono le
zanzare che si nutrono preferenzialmente sui mammiferi, e del resto sono proprio i mammiferi a
essere ritenuti i principali serbatoi. Le lepri e i conigli sono identificati come i principali ospiti
amplificatori nell’Europa centrale entrambi considerati altamente suscettibili al TAHV, poiché
possono sviluppare una viremia di lunga durata in grado di infettare i vettori (Mravcova et al.
2023) (Bardos e Danielova 1959, Bardos 1975). Un'elevata sieroprevalenza é stata pero riscontrata
in diversi mammiferi, come cervi e cinghiali (Hubalek et al. 1993, Halouzka et al. 2008, Camp et
al. 2018), pecore (Juricova et al. 1986), orsi (Madi¢ et al. 1993), cavalli e animali domestici
(Stevanovic et al.2022). 11 possibile coinvolgimento di specie diverse nel mantenimento del virus
nei focolai naturali non puo essere escluso a priori. Sebbene diversi uccelli selvatici siano risultati
positivi al TAHV mediante metodi sierologici (Juficova et al. 1998, Juficova et al. 2000),
sembrano non essere coinvolti nella circolazione e nel ciclo ecologico del virus (Simkova et al
1962). In ogni caso, questi dati sembrano indicare un certo grado di plasticita nel ciclo del TAHV:
ad esempio, studi sierologici precedenti hanno ipotizzato il ruolo di roditori e insettivori come
serbatoi nel nord Italia (Le Lay Rogues et al. 1983). Il possibile coinvolgimento di questi animali
e di diverse specie di animali domestici come ospiti occasionali e locali & gia stato suggerito
(Labuda 2001), e I'importanza relativa delle diverse specie nelle diverse aree richiede indagini piu
approfondite. Dato che il ciclo di TAHV potrebbe coinvolgere animali diversi in aree diverse, uno
sforzo per chiarirlo dovrebbe essere fatto in particolare in Nord Italia, visto che la letteratura
disponibile riguarda in prevalenza I'Europa centro-orientale, e per quest’area esiste un unico studio
che risale al 1983 (Le Lay Rogues et al. 1983). A questo scopo sara necessario organizzare studi
sul campo che prevedano di effettuare test sierologici e test diretti su un ampio numero di specie

selvatiche. A questo scopo potra essere utile, dopo una opportuna validazione, sfruttare il
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protocollo messo a punto per rilevare il TAHV negli insetti, anche nei vertebrati. Si potra anche
valutare, con la collaborazione dei colleghi degli ospedali, la possibile presenza di casi umani. A
questo scopo, sara importante valutare se la real-time PCR messa a punto in questo studio potra
essere utilizzata anche per i campioni umani, intraprendendo un adeguato percorso di validazione
del protocollo in quest’ambito.

La zanzara con il piu alto numero di pool positivi per TAHV nell'area indagata e stata Ae. caspius,
specie che ha mostrato anche la maggiore carica virale mediana per pool e dalla quale e stato
possibile isolare il virus. Questo risultato suggerisce che Ae. caspius, come gia ipotizzato
(Calzolari et al. 2022, Calzolari et al. 2023), sia il principale vettore di TAHV nell’area di studio,
al contrario di quanto osservato in Europa centrale dove questo ruolo é ricoperto da Ae. vexans
(Labuda 2021). E interessante notare che TAHV ¢ stato rilevato in un pool di Ae. albopictus, e
questo potrebbe indicare la competenza della zanzara tigre per questo virus, anche se in precedenti
studi sperimentali era stata evidenziata una bassa capacita di vettore e nessuna trasmissione
verticale (Bellini et al. 2021). Ulteriori studi sperimentali sulla competenza vettoriale di Ae.
albopictus e altre specie aiuteranno a caratterizzare il ciclo del TAHV.

Il TAHV é stato rilevato anche in pool di Cx. pipiens, come gia riportato (Arvan et al 1974), anche
se con un basso numero di copie di genoma virale. Data la marcata ornitofilia di Cx. pipiens, questo
risultato suggerisce 1’importanza di indagare meglio il possibile ruolo degli uccelli nella
trasmissione del virus. Inoltre, la presenza di tre diversi arbovirus (USUV, WNV, TAHV) in due
pool di Cx. pipiens, potrebbero indicare la presenza di hot spot di trasmissione arbovirale, in cui
questi virus circolano contemporaneamente. Questa ipotesi € supportata dall'origine di questi pool,
campionati in due siti vicini, nell'area con la circolazione di WNV piu intensa. Si tratta di un
risultato inatteso, considerando che i cicli di questi virus coinvolgono animali e vettori diversi, e
suggerisce l'esistenza di particolari condizioni ambientali in grado di favorire la circolazione di

arbovirus ecologicamente diversi in un particolare ambiente.
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Il genoma TAHV ottenuto ha permesso di valutare la relazione tra il virus isolato in Italia e i ceppi
precedentemente isolati. Tutti i genomi disponibili sono stati ottenuti da ceppi isolati da zanzare,
principalmente nell'ex Cecoslovacchia dal 1958 al 1964. La grande maggioranza dei ceppi € stata
isolata da Ae. vexans, ma il ceppo italiano e stato isolato anche da Ae. caspius, confermando la
capacita di TAHV di sfruttare diverse zanzare come vettore. L'analisi filogenetica basata sulle
sequenze complete dei segmenti ha raggruppato tutti i ceppi europei, caratterizzati da un genoma
altamente conservato, in un clade ben supportato, mentre gli isolati cinesi sono raggruppati in un
ramo diverso. L’alto tasso di identita registrato con ceppi isolati piu di 50 anni fa, che rappresenta
un periodo significativo per I’evoluzione virale, sembra confermare la stabilita genomica di questo
virus (Bennet et al. 2011, Camp et al. 2021), probabilmente legata ad un alto livello di adattamento
di TAHV alla sua nicchia ecologica.

In Italia non sono mai stati segnalati casi umani di TAHV, ma la diffusione del virus osservata nel
presente studio suggerisce che il TAHV possa essere considerato un possibile agente eziologico
nei casi di malattie simil-influenzali estive senza una diagnosi certa. Questo virus puo anche essere
agente eziologico di meningite o di altre malattie caratterizzate dal coinvolgimento del sistema
nervoso centrale (Labuda 2021), e spesso anche queste sindromi possono rimanere non
diagnosticate. La sieropositivita al virus € stata registrata in passato nell’uomo in diverse regioni
d'ltalia, anche con valori elevati (Verani et al. 1979). Pertanto, anche considerando i limiti di
specificita dei test sierologici, sarebbe utile avviare un'indagine siero-epidemiologica per valutare
la presenza di TAHV nell’uomo, in particolare nelle aree dove ¢ stato rilevato.

Nonostante la grande diffusione geografica del SINV, che va dai paesi Scandinavi al Sud Africa
all’Oceania, questo virus non ¢ stato rilevato nel presente studio (Ayhan et al. 2022). La mancata
rilevazione del SINV sembra indicare, quantomeno, una sua limitata diffusione, anche se sono

necessarie ulteriori indagini per escluderne definitivamente la potenziale presenza.
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Nell’ambito di questo studio ¢ stato catturato un numero importante di flebotomi, provenienti in
particolare dalle zone collinari delle province di Bologna e Forli-Cesena. In queste aree persistono
densita di flebotomi ragguardevoli, sostenute principalmente dalla specie Ph. perfiliewi, che &
molto piu abbondante di Ph. perniciosus, come gia evidenziato in altri lavori nella stessa area
(Corradetti 1962, Calzolari et al. 2019). Queste grandi abbondanze di Ph. perfiliewi sono peculiari
di alcune aree di questa zona e di alcune altre aree del Centro Italia. L’identificazione di specie ha
permesso di evidenziare come il Ph. perfiliewi sia preponderante nelle zone collinari e nella parte
orientale della regione, mentre spostandosi verso la pianura e verso la parte occidentale della
regione, dove le densita dei flebotomi sono perd minori, Ph. perniciosus diventi piu abbondante
ed in alcuni siti prevalente.

Esiste inoltre una grande differenza, in termini di abbondanza, fra i campioni collinari e quelli di
pianura. Del resto, la pianura era considerata fino a tempi recenti, un ambiente ostile ai flebotomi.
Questo studio ha confermato una tendenza, gia osservata negli ultimi anni, con I’aumento del
numero di questi insetti in pianura, fino al raggiungimento di abbondanze ragguardevoli, un
cambiamento forse legato al cambiamento climatico.

Le grandi densita in ambiente collinare sembrano legate inversamente alla piovosita (Pampiglione
et al. 1974, Calzolari et al. 2021), all’aumento della piovosita si assiste ad un calo dei flebotomi
catturati. In effetti, il numero di flebotomi rilevato nel 2023, anno piu piovoso, in molti siti
monitorati per entrambe le stagioni, & stato minore di quello rilevato nel 2022 ed in generale la
stagione 2023 e stata meno produttiva di quella del 2022. Esistono pero alcune notevoli eccezioni
(per esempio zona intorno a Forli), con siti che sono stati piu produttivi nel 2023, suggerendo la
presenza di fattori locali difficilmente individuabili che determinano 1’abbondanza stagionale di
questi insetti.

Durante questo studio abbiamo registrato la presenza di almeno 7 diversi Phlebovirus,

confermando 1’abbondate presenza e circolazione di questi virus nell’area di studio (Calzolari et
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al. 2018). Oltre al noto TOSV, & stato rilevato il Corfou virus, isolato per la prima volta in Grecia
nel 1981 (Rodhain et al 1985), il FERV, isolato per la prima volta nelle Marche nel 2012 (Remoli
et al. 2014) ed il Punique virus, isolato per la prima volta in Tunisia (Zhioua et al. 2010) e che non
era ancora stato rilevato sulla sponda nord del Mediterraneo. Inoltre, sono stati rilevati i virus del
gruppo Ponticelli, anche se non sono stati tipizzati ulteriormente, visto che questi tre virus
differiscono per il segmento M. Abbiamo anche rilevato sequenze riferibili a due virus non ancora
isolati ma gia rilevati in passato in Emilia-Romagna nei flebotomi (Calzolari et al. 2018). Questa
grande varieta di virus che si e possibile rilevare nei flebotomi € sorprendente, ed e probabile sia
in larga parte legata all'alto tasso di mutazione osservabile in questi virus (Daoudi et al. 2023).
Questi virus sono stati rilevati attraverso un protocollo non specifico, questo pone un limite
intrinseco alla sensibilita di rilevazione, suggerendo che questi virus siano piu diffusi. L’utilizzo
di protocolli in real-time PCR specifici per il TOSV e il FERV ha effettivamente consentito di
registrare numeri di pool positivi molto piu alti di quanto non evidenziato con la PCR Pan-
phlebovirus seguita da sequenziamento.

Tra i virus rilevati, I’unico riconosciuto come patogeno per 1I’'uomo ¢ il TOSV, che ha la capacita
di causare infezioni neuroinvasive. Effettivamente il numero di casi di meningoencefalite estiva
dovuti a TOSV registrato in Emilia-Romagna & molto rilevante: sono stati riportati 62 casi nel
2023 (https://www.epicentro.iss.it/arbovirosi/dashboard-2023), tanto che la nostra regione risulta
quella con un maggior numero di casi notificati in Italia (Mellace et al. 2022). Questa situazione
risente moto della probabile sotto-notifica nelle altre regioni, visto che I’Emilia-Romagna ¢ 1’unica
ad includere il TOSV nelle diagnosi differenziali delle meningoencefaliti estive. E anche
interessante notare come il numero dei pool positivi per questo virus siano maggiori dove
I’abbondanza di flebotomi ¢ maggiore (colline bolognesi e romagnole) e proprio in quest’area Si
concentrino i casi umani di TOSV. Questa osservazione sembrerebbe indicare come per il TOSV,

e probabilmente per i Phlebovirus in genere, I’abbondanza dei vettori costituisca un fattore
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importante nel determinare I’intensita della circolazione, al contrario di quanto osservabile per
WNV e USUV (Calzolari et al. 2020).

Gli altri Phlebovirus rilevati non sono stati chiaramente associati a malattie nell’uomo, sebbene Ci
siano alcune osservazioni che facciano sospettare un loro potenziale patogeno. Per esempio, il

.....

e pecore (Lelli et al. 2021). In Lombardia sono inoltre state osservate sieroconversioni al virus

Ponticelli 11 in persone malate (Percivalle et al. 2021). Queste sieronconversioni sono state
riscontrate solo nei confronti del virus Ponticelli Il, e non verso gli altri due virus, Ponticelli | e
virus Ponticelli 111, che differiscono dl primo per il segmento M. Ci0 evidenzia I’importanza del

segmento M nel definire la capacita di questi virus di infettare i vertebrati e la capacita di riassortire
questo segmento € probabilmente un fattore importante nel determinare 1’evoluzione ¢ la
patogenicita dei Phlebovirus, simile a quello osservato con i virus del genere Orthobunyavirus
(Briese et al. 2006, Gerrard et al 2004). La stretta vicinanza di questi Phlebovirus rilevati nello
stesso sito offre probabilmente loro I'opportunita di riassorbirsi tra loro.

Quanto ottenuto nel presente studio dimostra quanto i flebotomi possano ospitare una varieta di
virus, in stretta coesistenza spaziale e temporale. La definizione dei cicli di questi virus e delle
possibili interazioni tra loro porterebbe a una migliore comprensione di questo quadro complesso,
consentendo anche di chiarire la loro la loro possibile patogenicita per I’'uomo e gli animali. Per
definire il ciclo di questi virus € pero ancora necessario un importante sforzo sperimentale che ne

possa chiarire i meccanismi di persistenza nell’ambiente.

CONCLUSIONI
Il presente studio dimostra come la sorveglianza entomologica, se applicata con un adeguato sforzo

di campionamento, fornisca un quadro preciso della diffusione e dell'intensita della circolazione
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di un dato arbovirus nell’area sorvegliata. Nel complesso questi risultati supportano la necessita di
mantenere un ampio sistema di sorveglianza entomologica, organizzato per individuare non solo i
virus noti per essere presenti nelle aree studiate (WNV per esempio), ma anche altri possibili
arbovirus di rilevanza sanitaria, possibilmente attraverso I'applicazione di protocolli specifici per
la loro rilevazione.

L’isolamento degli arbovirus rilevati ha reso disponibili ceppi virali che potranno essere utilizzati
per test di sieroneuralizzazione e per mettere a punto nuovi test diagnostici, diretti e indiretti, per
la diagnosi delle potenziali patologie che possono provocare nell’'uomo e negli animali.
L’applicazione di queste metodiche potra aiutare a chiarire il ciclo epidemiologico di questi virus,
per molti versi non ancora completamente caratterizzato.

Chiarita la presenza dei virus rilevati in questo studio sul territorio, & ora importante riuscire a
caratterizzare la loro patogenicita, se non nota, e la possibilita che questi possano causare malattia
nell’uomo o negli animali. Di certo il rilevamento continuo durante il periodo di studio di TAHV
nell'area di studio implica la circolazione del virus, e quindi la possibilita che possa essere causa
di sindromi simil-influenzali estive. Non si puo nemmeno escludere che anche uno dei Phlebovirus
individuati, oltre al TOSV, possa avere qualche capacita patogena. Visto 1’ampio numero di casi
di febbri estive e meningoencefaliti in cui I'eziologia rimane sconosciuta, € importante prendere in
considerazione questi virus come possibile causa di forme neuro-invasive nella diagnosi
differenziale, anche se va precisato che questi sintomi possono essere il segno di molte infezioni
da arbovirus (Kallio-Kokko et al. 2005) o di altre malattie virali. La stretta collaborazione, ormai
stabilita ed in fase di consolidamento, fra le diverse professionalita (biologi, medici, veterinari,
entomologi, zoologi, virologi, epidemiologi, decisori delle strategie di prevenzione etc.) coinvolte
nella sorveglianza degli arbovirus consentira di caratterizzare, in maniera sempre piu precisa, la

rilevanza di questi patogeni sulla salute di uomo e animali.
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