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Introduzione

| Flavivirus sono un genere di virus ad RNA a singolo filamento positivo (+ssRNA) con capside icosaedrico rivestito da una membrana lipoproteica. Sono suddivisi in tre gruppi, a seconda del
loro vettore: Mosquito-borne Flavivirus quelli della zanzare (41 specie), Tick-borne Flavivirus quelli delle zecche (16 specie) ed infine una quindicina di virus di cui non € noto il vettore (fig. 1). Tra
i primi, in molti casi non & noto I'ospite vertebrato: questi virus sono stati finora isolati solo nelle zanzare. Si parla in questo caso di Mosquito Flavivirus.

Tra quelli che invece hanno un ospite noto, alcuni sono responsabili di patologie, anche di carattere neurologico o emorragico.
Alcuni esempi di questo gruppo sono i virus della Febbre Gialla, del Dengue, del’Encefalite da Morso da Zecca, della febbre
West Nile e di Usutu.

Altri
generi

Il virus responsabile di West Nile (WNV) pud essere neuropatogeno per 'uomo, i cavalli, gli uccelli e altri vertebrati. E’ un virus
indigeno del vecchio mondo recentemente introdotto anche nelle Americhe. Normalmente si mantiene in un ciclo di trasmissione
primario uccello-zanzara-uccello con il coinvolgimento di zanzare del genere Culex spp. L'uomo, il cavallo ed altri mammiferi
sono invece ospiti finali dai quali il virus non puo piu trasmettersi nemmeno tramite vettore.

In Italia il primo caso noto risale al 1998, quando furono colpiti dei cavalli in Toscana. Poi fino al 2007 non si trovarono piul tracce Mosquito Flavivirus
del virus, quando esso fu rilevato in uccelli sentinella in Trentino. Nel 2008 apparve il piti grande episodio finora registrato in
Italia, che coinvolse otto province tra Emilia Romagna, Veneto e Lombardia. Da allora nuove aree sono state via via coinvolte,
con particolare rilievo in Sardegna. In Piemonte non & ancora stato isolato, nonostante I'elevata densita di vettori presenti. Tick-borne Flavivirus

Anche il virus Usutu (USUV) risulta patogeno per gli uccelli. Originario dell'Africa, nel 2001 & stato per la prima volta isolato fuori
dal continente. Si trattava di uccelli trovati morti in una zona dell'Austria. Da allora il virus & stato rinvenuto in Ungheria, Svizzera
e Italia (nel 2006 in Lombardia, poi anche in altre regioni), ancora in uccelli e successivamente in zanzare infette. Sempre in
Africa, nel 1982 il virus é stato isolato nell'uomo. Nella tarda estate 2009 in Emilia Romagna sono stati registrati i primi due casi
umani al mondo di infezione neuroinvasiva da USUV. Si trattava di pazienti con sistema immunitario compromesso (uno per un
linfoma e l'altro per un recente trapiantato). Parrebbe dunque che anche questo virus si stia diffondendo in Europa e stia Flavivirus di cui non &
assumendo caratteri di patogenicita finora sconosciuti. noto il vettore

Mosquito-borne
Flavivirus

Al fine di approfondire le conoscenze relative al rischio d’'introduzione di questi virus e di valutarne I'eventuale presenza, sono
stati compiuti due studi in collaborazione con il Dipartimento di Produzioni Animali, Epidemiologia ed Ecologia dell'Universita
degli Studi di Torino e il Dipartimento di Studi Ambientali della Emory University di Atlanta. Fig. 1 - Albero filogenetico della famiglia Flaviviridae.

Materiali e metodi
* Poiché il Piemonte orientale rappresenta |'afea regionale con maggior densita di zanzare per la presenza di risaie, si & scelto di concentrare qui
le due indagini (fig. 2). In questa zona e afttivo dal 1997 un piano di monitoraggio e lotta alle zanzare che fa capo al Comune di Casale M.to (AL),
@ Do grazie al quale vi & una serie completa di dati raccolti ogni anno da maggio a settembre. Si tratta di dati derivanti da una rete di monitoraggio
i :://;O:v costituita da una quarantina di stazioni attivate settimanalmente con trappole attrattive medello CDC modificato innescate a ghiaccio secco. | dati
(O Riceieis dal 2000 al 2006 sono stati utilizzati per costruire un modello spazio-temporale sulla distribuzione dei vettori, quelli del 2010 per verificarlo.
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L'abbondanza per trappola délle singole specie (sono state scelte le tre principali, Culex pipiens, Culex modestus e Ochlerotatus caspius) & stata
analizzata mediante analisi statistica spaziale locale G di Getis (Getis-Ord Gi*). Poi, per ogni campionamento sono stati incorporati parametri
ecologici (indice di vegetazione normalizzato o NDVI, temperatura al suolo ecc.) in un modello GLMM (Generalized Linear Mixed Model) per
valutare il contributo di questi fattori alla potenziale distribuzione dei vettori nell'area di studio.

Sono quindi state costruite delle mappe di distribuzione per le tre specie con un dettaglio elevato (1 pixel = 500 m), moltiplicando le variabili
ambientali continue per i coefficienti di regressione del miglior GLMM per predire il picco di abbondanza dell’agosto 2010.

Inoltre, nel 2009 e 2010, le zanzare catturate con questo metodo verso fine stagione (meta agosto 2009 e meta settembre 2010) sono state
analizzate per individuare I'eventuale presenza di Flavivirus, secondo la seguente metodica:

« identificazione, conta, suddivisione in pool e conservazione a — 80° C delle zanzare

« estrazione del RNA totale da ciascun pool di zanzare

« nested PCR sul gene NS5 con coppie di primer degenerati per identificare la positivita dei pool al genere Flavivirus (circa 130 bp)

« sequenza del prodotto della seconda PCR per la caratterizzazione molecolare

* PCR sul gene NS5 e successivo sequenziamento del prodotto (~260bp) per ottenere sequenze omologhe a quelle presenti su GenBank

* PCR e successivo sequenziamento parziale del gene envelope di Usutu virus

« allineamento delle sequenze ottenute con sequenze di riferimento di altri Flavivirus, rispettando la frame di codifica

Fig. 3 - Distribuzione spaziale media delle specie. . inferenza filogenetica utilizzando modello evolutivi GTR e approccio bayesiano implementato in MrBayes
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Risultati

Tutte le specie mostrano una maggiore abbondanza dove predominano le risaie, ma anche le principali aree urbane (fig. 3). Oc. caspius estende la sua distribuzione spaziale piti precocemente
e mostra una maggiore abbondanza anche a quote pitl elevate. La sua abbondanza é positivamente associata con le temperature medie della settimana precedente il campionamento, le piogge
dei 10 giorni precedenti e i valori bisettimanali di NDVI. L'abbondanza di Cx. pipiens e positivamente associata con le piogge dei 10 giorni precedenti e la media termica della settimana prima,
mentre & negativamente associata con l'elevazione. Per Cx. modestus, il miglior modello include una significativita positiva con temperatura media e NDVI, ma € negativamente associata alla
distanza dalle risaie e alla quota. Il miglior modello per ciascuna specie mostra un alto potere predittivo e ha permesso di generare una mappa di predizione per la prima settimana di agosto
2010 (fig. 4). | modelli predicono bene la localizzazione delle trappole con maggiore e minore abbondanza, validando l'abilita dei modelli GLMM nel predire schemi spaziali e temporali
d’abbondanza di un certo vettore. L’analisi molecolare dei pool di zanzare ha portato all'identificazione di 3 pool di Cx. pipiens positivi a Usutu
virus (2 nel 2009, 1 nel 2010), e 4 pool di Oc. caspius positivi a un ceppo divergente di Mosquito Flavivirus.
La prevalenza osservata nello studio € confrontabile con i dati riportati da precedenti lavori, nello stesso
periodo dellanno, ma in zone diverse dell'ltalia. L'analisi filogenetica del frammento del gene NS5
suggerisce che 2 campioni identificati in Piemonte siano piu simili allo strain circolante in Austria
(AY453411) e Ungheria (EF206350), e il terzo sia invece piu simile allo strain di riferimento isolato in Sud
Africa (AY453412); gli isolati italiani sono invece piu distanti. L’analisi filogenetica del gene env confermano
quanto osservato con NS5.
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