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1. RAZIONALE

Tra i virus emergenti, alcuni dei virus trasmessi da artropodi (arbovirus) sono in grado
di raggiungere il sistema nervoso centrale e causare sindromi neurologiche severe. Tra
questi, i virus West Nile (WNV), Usutu (USUV), Toscana (TOSV) ed il virus dell’encefalite
da zecca (TBEV) sono i principali arbovirus zoonotici associati a meningoencefaliti,
endemici in Europa e nel bacino del Mediterraneo. Negli ultimi decenni, fattori come il
riscaldamento climatico, la globalizzazione dei viaggi e del commercio e le attivita
dell'uomo sull'ambiente, hanno causato un'espansione geografica della presenza e
dell'attivita dei vettori artropodi (zanzare, flebotomi, zecche), con un numero crescente
di casi e focolai di arbovirosi durante le stagioni di trasmissione nell'uomo e negli
animali anche in Italia. E' necessario, pertanto, porre particolare attenzione
all'identificazione di tali infezioni, includendole nella diagnosi differenziale delle
encefaliti, meningiti a liquor limpido ed altre sindromi neurologiche acute (es. paralisi
flaccida acuta) in particolar modo nei periodi di attivita dei vettori. Per gli aspetti
generali della diagnosi di infezioni del SNC si fa riferimento al percorso diagnostico “LE
INFEZIONI DEL SISTEMA NERVOSO CENTRALE". La diagnosi di laboratorio, seppur
attualmente di non comune accesso, svolge un importante ruolo per la conferma dei
casi per i quali gli aspetti clinici e i dati epidemiologici sono suggestivi di infezione da
arbovirus neurotropi. Al riguardo, per favorire sia la scelta del tipo di test da effettuare,
compreso un eventuale pannello per la diagnosi differenziale, sia linterpretazione dei
risultati, & importante che la richiesta di test per la diagnosi di meningoencefaliti
causate da virus emergenti sia accompagnata da una dettagliata informativa relativa a:

sintomatologia e data di insorgenza dei sintomi,

eventuali viaggi,

circostanze compatibili con l'esposizione ad artropodi vettori,

dati anamnestici quali pregresse vaccinazioni o infezioni (in particolare per la
febbre gialla, il cui agente eziologico presenta importanti crossreattivita
sierologiche con gli altri flavivirus trasmessi da artropodi)

e altre eventuali informazioni che possono essere concordate di volta in volta fra il
laboratorio ed il medico richiedente

Per queste infezioni, ancora piu che per tutta la diagnostica microbiologica in generale,
¢ importante quindi che vi sia un canale diretto di comunicazione fra clinica e
laboratorio per la condivisione e linterpretazione finale dei dati di laboratorio sulla base
del quadro clinico ed epidemiologico.

Non esistono metodi standardizzati e commerciali per tutti i casi oggetto di questo
percorso, pertanto spesso si deve far ricorso a metodi allestiti in house. | laboratori che
svolgono questa attivita utilizzano metodi validati tramite la partecipazione a reti di
collaborazione internazionale, e partecipano regolarmente a verifiche esterne della
qualita (VEQ) organizzate dalle stesse reti in modo da garantire la qualita delle attivita
diagnostiche, come avviene in generale nellambito della diagnosi di infezioni da virus
emergenti.

Negli ultimi anni, inoltre, si & sempre piu affermata 'analisi di campioni clinici mediante
sequenziamento di nuova generazione (NGS) con approccio metagenomico con
Uobiettivo di rilevare agenti patogeni sconosciuti o inaspettati, senza la necessita di
conoscere a priori la sequenza del genoma. D'altra parte l'applicazione di un approccio
metagenomico alla diagnosi delle malattie infettive e ancora limitata a casi particolari,
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mentre invece il sequenziamento genomico mirato, mediante NGS applicato a prodotti di
PCR, o a preparazioni di acidi nucleici arricchite mediante cattura con sonde specifiche,
e ampiamente utilizzata per il sequenziamento del genoma completo, soprattutto per
WNV.

Le infezioni da virus trasmessi da vettori, tra cui si annoverano tutti i virus considerati
in questo percorso diagnostico, sono soggette a notifica, e oggetto di sorveglianza, come
previsto dal “Piano Nazionale di prevenzione, sorveglianza e risposta alle Arbovirosi
2020 - 2025" del Ministero della Salute (Ministero della Salute, 2020). In questo ambito,
e ai fini degli adempimenti di notifica, sono state elaborate apposite definizoni di caso,
che verranno indicate nei paragrafi successivi, per ogni singolo virus. Inoltre,
considerate le peculiarita delle procedure diagnostiche, ai fini della sorveglianza il
Ministero della Salute prevede che la diagnosi venga confermata da un laboratorio di
riferimento regionale (il cui elenco viene aggiornato periodicamente) o nazionale
(quest'ultimo presso l'lstituto Superiore di Sanita).

Il presente percorso diagnostico riporta le caratteristiche virologiche, cliniche, ed
epidemiologiche dei principali virus emergenti endemici del bacino Mediterraneo causa
di meningoencefaliti nell'uomo, per i quali e attiva una sorveglianza anche sul territorio
italiano, ed ha lobiettivo di fornire indicazioni e procedure sulla relativa diagnosi di
laboratorio.

2. MALATTIA NEUROINVASIVA DA WEST NILE VIRUS (WNVND)
2.1 AGENTE EZIOLOGICO

Il virus del Nilo Occidentale (WNV, West Nile virus) & virus a RNA a singolo filamento
provvisto di envelope, appartenente al sierocomplesso del virus dell'encefalite
giapponese (JEV) all'interno del genere Flavivirus, famiglia Flaviviridae (Suthar et al.
2013). Dopo l'adesione, il virus entra nelle cellule attraverso l'endocitosi mediata da
recettore. Molte molecole sono state implicate come recettori per WNV, tra cui DC-
SIGN, il recettore del mannosio, e diversi glicosaminoglicani che interagiscono con la
proteina dell'envelope E. Nella cellula il genoma virale e tradotto in una singola
poliproteina, la quale & scissa da proteasi virali e dell'ospite in tre proteine strutturali
(C, capside; prM, membrana; E, envelope) e sette proteine non strutturali (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5H), coinvolte nella sintesi delURNA virale e nell’evasione
della risposta immunitaria innata. La neuropatogenesi del WNV dipende dalla capacita
del virus di entrare nel sistema nervoso centrale e di propagarsi in modo efficiente
all'interno delle cellule bersaglio, compresi i neuroni e le cellule mieloidi.

| meccanismi di invasione del SNC includono: 1) aumento delle permeabilita vascolare
nella della barriera emato-encefalica mediata da citochine; 2) passaggio attraverso
Uendotelio della barriera emato-encefalica; 3) trasporto attraverso la barriera emato-
encefalica veicolato da macrofagi tissutali infetti (cavallo di Troia); 4) trasporto assonale
retrogrado del virus al SNC tramite infezione dei neuroni olfattivi o periferici.

2.2 EPIDEMIOLOGIA

Nel ciclo enzootico, WNV e trasmesso tra gli uccelli da diverse specie di zanzare del
genere Culex. Gli uccelli selvatici sono considerati i principali ospiti vertebrati serbatoio
e amplificatori di WNV in natura. Infatti, gli uccelli (Strigiformes, Accipitriformes, e
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Passeriformes) sono in grado di sviluppare una carica virale nel sangue elevata e
prolungata nel tempo e sono in grado di infettare le zanzare che li pungono (Trogu et al.
2021). Gli esseri umani, gli equidi e altri mammiferi, invece, possono essere
accidentalmente infettati dalla puntura delle zanzare, ma sono considerati ospiti a vicolo
cieco perché la bassa carica virale nel sangue non e sufficiente per infettare le zanzare
(Martina et al. 2017).

In Europa, Culex pipiens (Cx. P. pipiens e Cx. P. molestus) ¢ il principale vettore di WNV.
Scoperto per la prima volta in Uganda nel 1937 (Smithburn et al. 1940), almeno dalla fine
degli anni ‘60 WNV circola in Europa e nel bacino del Mediterraneo, dove ha causato
sporadiche infezioni ed epidemie nelluomo e negli animali (Zeller et al. 2004). Negli
ultimi 30 anni, WNV si & diffuso a livello globale, diventando endemico in diversi Paesi
europei. L'analisi filogenetica delle sequenze del genoma di WNV hanno identificato
nove diversi lignaggi evolutivi (/neage), di cui solo i lineage 1 e 2 sono stati associati alla
malattia nell'uomo (Rizzoli et al. 2015).

Nelle Americhe (Ronca et al. 2021), dal Canada allArgentina, tutte le epidemie umane e
animali sono causate da un ceppo di WNV /ineage 1 che e stato rilevato per la prima
volta a New York nel 1999 e si e rivelato quasi identico a un ceppo neurovirulento di WNV
circolante in Israele nel 1998 (Lanciotti et al. 1999). Diversi ceppi di WNV /ineage 1 hanno
causato epidemie nellEuropa meridionale e nel bacino del Mediterraneo fino alla
comparsa di WNV lineage 2. Originariamente isolato nell'Africa sub-sahariana e per lo
pil associato a un ciclo endemico e a una lieve malattia febbrile (Hernandez-Triana et
al. 2014), WNV lineage 2 e stato trovato in un astore in Ungheria nel 2004 (Bakonyi et al.
2006), rappresentando il primo rilevamento di questo ceppo in Europa. Attualmente, due
diversi ceppi di WNV /lineage 2 circolano in Europa, dove sono stati associati a focolai
umani di malattia neuroinvasiva rispettivamente nei paesi dell’Europa centrale e
meridionale (dal 2004) e nella Russia meridionale (dal 2007) (Rizzoli et al. 2015;
Hernandez-Triana et al. 2014). | ceppi di WNV lineage 1b (virus Kunjin) e 1c sono stati
finora trovati solo in Australia e in India, rispettivamente (Coia et al. 1988; Bondre et al.
2007).

Nel 2021, in Veneto, e stato identificato un nuovo ceppo di WNV lneage 1 (Barzon et al.
2022a), il quale si e espanso nel 2022 causando molti casi di malattia neuroinvasiva
(Barzon L, 2022b)

2.3 ASPETTI CLINICI E TERAPEUTICI

L'infezione da WNV nelluomo avviene attraverso la puntura di una zanzara infetta.
Tuttavia, la trasmissione puo avvenire anche attraverso donazioni di sangue e
componenti del sangue o trapianto di cellule, tessuti e organi (Nanni Costa et al. 2011).

La trasmissione transplacentare verticale da madre a figlio e la trasmissione attraverso
'allattamento al seno sono estremamente rare (Barzon et al. 2015).

L'infezione da WNV nell'uomo & generalmente asintomatica; Il 20-30% dei casi sviluppa
una malattia simil-influenzale, definita febbre del Nilo occidentale (WNF, West Nile
fever), mentre meno dell'1% degli individui infetti, principalmente gli anziani, gli
immunocompromessi e quelli con condizioni mediche preesistenti, sviluppa una
malattia neuroinvasiva, caratterizzata da encefalite, meningite, paralisi flaccida acuta o
poliradicoloneurite. Un rash, tipicamente maculopapulare, puo essere presente nel 25-
50% dei casi ed & meno frequente nei pazienti con malattia neuroinvasiva. Nei pazienti
con malattia neuroinvasiva, la mortalita varia dal 10% al 20% (Pacenti et al. 2020; Vahey
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et al. 2019) e gravi sequele persistono nel 20-40% dei sopravvissuti (Sejvar et al. 2007).
La malattia da WNV e piu frequente nei maschi rispetto alle femmine e il sesso maschile
e considerato un fattore di rischio per lo sviluppo della malattia neuroinvasiva (Pacenti
et al. 2020; Jean et al. 2007). L'infezione da WNV nei bambini e meno grave che negli
adulti ed e raramente associata a sintomi neurologici (Barzon et al. 2015). Non sono
disponibili vaccini per WNV né farmaci antivirali specifici per 'uomo (Boldescu et al.
2017; Sinigaglia et al. 2020).

2.4 PREVENZIONE E SORVEGLIANZA

La malattia neuroinvasiva da WNV e soggetta ad obbligo di notifica ed e oggetto di
sorveglianza come previsto dal “Piano Nazionale di prevenzione, sorveglianza e risposta
alle Arbovirosi 2020 - 2025” del Ministero della Salute (Ministero della Salute, 2020). La
sorveglianza dei casi umani importati e autoctoni si attua per tutto l'anno su tutto il
territorio nazionale, con particolare attenzione nel periodo di maggiore attivita del
vettore.

. DEFINIZIONE DI CASO Al FINI DELLA SORVEGLIANZA
Caso probabile: || caso e classificato come probabile se sono rilevati anticorpi IgM anti-
WNV nel siero, in presenza di sintomi clinici o un nesso epidemiologico.

Caso confermato. La definizione di caso confermato di infezione da WNV richiede
almeno uno dei seguenti criteri di laboratorio:

- isolamento di WNV da sangue, liquido cerebrospinale, urina o altro campione
biologico; rilevamento di WNV RNA nel sangue, liquor, urina o altro campione
biologico;

- risposta anticorpale specifica per WNV (IgM) nel liquido cerebrospinale;

- titolo elevato di IgM WNV e rilevazione di IgG WNV e conferma mediante test di
neutralizzazione.

Un caso confermato di infezione da WNV deve essere immediatamente segnalato dal
laboratorio al Servizio Igiene e Sanita Pubblica competente, secondo le modalita
previste dal Piano Nazionale di Sorveglianza delle Arbovirosi.

2.5 DIAGNOSI DI LABORATORIO

La diagnosi di laboratorio dell'infezione da WNV si basa sulla rilevazione dell'RNA virale
nei fluidi corporei e sulla dimostrazione di una specifica risposta anticorpale contro il
virus nel siero o nel liquor. L'RNA del WNV puo essere rilevato nel sangue pochi giorni
dopo l'esposizione e per circa 8-10 giorni (Busch et al. 2008). Uno studio su donatori di
sangue WNV-positivi ha dimostrato che il carico di WNV RNA era maggiore nel plasma
rispetto al sangue intero prima della sieroconversione, ma inferiore rispetto al sangue
intero dopo la comparsa di anticorpi specifici (Lai et al. 2012). Questa
compartimentazione e riconducibile all'associazione di WNV con i globuli rossi (Rios et
al. 2007) e ha implicazioni per la diagnosi di laboratorio (Lustig et al. 2016). Nei pazienti
con infezione da WNV, il virus viene escreto nelle urine, dove e rilevabile a
concentrazione maggiore e per un periodo piu lungo (fino a un mese dopo linsorgenza
dei sintomi) rispetto al plasma (Barzon et al. 2013). In circa il 40% dei pazienti con
malattia neuroinvasiva, 'RNA di WNV puo essere rilevato nel liquor ma la carica e in
genere molto bassa (Pacenti et al. 2020). L'isolamento del virus in coltura rappresenta
una pratica diagnostica non routinaria, utile per la caratterizzazione biologica del virus.
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Il virus puo essere isolato da campioni di siero e di urina entro i primi 3-5 giorni dopo
linsorgenza dei sintomi (Barzon et al 2014).

Gli anticorpi IgM anti-WNV diventano rilevabili nel siero a partire da 3-9 giorni dopo
Uinfezione, mentre gli anticorpi IgG anti-WNV vengono identificati a partire da 4-16 giorni
(Prince et al. 2005). Le IgM anti-WNV generalmente persistono per oltre 6 mesi e
possono essere ancora rilevabili dopo 1 anno in circa nel 20% dei donatori di sangue
asintomatici (Prince et al. 2007) e in circa il 50% dei pazienti con malattia neuroinvasiva
(Roehrig et al. 2003). In circa il 60-70% dei pazienti con malattia neuroinvasiva, gli
anticorpi IgM specifici sono rilevabili nel liquor allinsorgenza dei sintomi neurologici;
inoltre bisogna tenere in considerazione che i pazienti immunocompromessi potrebbero
non sviluppare anticorpi specifici anti-WNV (Pacenti et al. 2020).

o FASE PREANALITICA
Raccolta e trasporto (preferibilmente a 4°C) di liquido cefalorachidiano (LCR), sangue,
siero e urine.

LCR: prelevare tramite per puntura lombare o rachicentesi e raccogliere in provette
sterili. E" preferibile dividere il campione in almeno 2 aliguote (volume complessivo 3/5
mL), una per 'esame chimico fisico e l'altra per le indagini microbiologiche. Il campione
deve essere inviato al laboratorio nel piu breve tempo possibile e comungue non oltre le
due ore; in alternativa per le indagini virologiche puo essere refrigerato. Puo essere
utile concordare modalita di prelievo ed invio con il laboratorio.

Sangue: prelevare in provette con anticoagulante, preferibilmente EDTA o sodio citrato,
non utilizzare provette contenenti eparina.

Siero: raccogliere il sangue in provette per sierologia preferibilmente contenenti gel
separatore.

Urine: raccogliere le urine in contenitori sterili.

o FASE ANALITICA
RICERCA DIRETTA

Ricerca del genoma virale

Real-time RT-PCR e PCR pan-flavivirus. La diagnosi diretta di infezione da WNV e
basata sulla ricerca di WNV RNA in campioni di plasma, sangue intero, liquor, urine e
altri campioni biologici mediante test di real-time RT-PCR specifica per WNV. E’
possibile inoltre usare test RT-PCR pan-Flavivirus, che amplificano sequenze
genomiche altamente conservate nel genere Flavivirus, seguiti dall'identificazione del
virus mediante sequenziamento dell'amplicon.

Test WNV NAT per lo screening dei donatori di sangue, organi, cellule staminali e
tessuti. A causa del basso titolo di WNV RNA nel sangue, i donatori sono sottoposti a
screening utilizzando WNV NAT altamente sensibili, completamente automatizzati e
specificatamente autorizzati per lo screening dei donatori. | test WNV NAT approvati per
lo screening dei donatori nellUE. Attualmente disponibili due tst approvati, ovvero il test
“Cobas WNV" usato sul sistema cobas 6800/8800 di Roche e il test Procleix WNV usato
nel sistema Procleix Panther di Grifols), entrambi dotati di elevata sensibilita analitica
per entrambi i l/neage di WNV (WNV-1 e WNV-2). Questi test possono fornire risultati
falsi positivi a causa dell'amplificazione non specifica di altri flavivirus, come USUV, JEV,
DENV, YFV.

Test antigenici
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Non sono disponibili test commerciali per la ricerca nel sangue dell’antigene NS1 di
WNV. | livelli ematici di WNV NS1 Ag sono molto pil bassi rispetto a quelli di DENV NSI1
Ag.

Isolamento virale

Il WNV puo essere isolato in coltura cellulare da siero, LCR, urina e tessuti. WNV e un
agente patogeno del gruppo di rischio 3 e deve essere maneggiato in una cappa a flusso
laminare di sicurezza biologica di classe Il allinterno di un laboratorio di livello di
biosicurezza 3 (BSL3). Per isolare e propagare il virus si usano sia cellule di
mammifero (Vero E6, BHK-21) che le cellule di zanzara (C6/36).

RICERCA INDIRETTA

Test sierologici

Il rilevamento di anticorpi IgM e IgG anti-WNV nel siero puo essere effettuato con test
immunoenzimatici, in chemiluminescenza o immunofluorescenza, che utilizzano
proteine virali ricombinanti, particelle simili-virali o cellule infette come antigeni. A
causa della somiglianza antigenica delle proteine strutturali dei flavivirus, gli anticorpi
contro un flavivirus sono ampiamente cross-reattivi con altri flavivirus, complicando
cosi la diagnosi sierologica. Cio & importante nei pazienti che risiedono in aree in cui
diversi flavivirus, come WNV, USUV e TBEV, circolano contemporaneamente e nei
pazienti con precedente infezione o vaccinazione contro flavivirus eterologhi. Pertanto,
per confermare i risultati sierologici positivi € necessario eseguire un test di
neutralizzazione che prenda in esame WNV e USUV ed eventuali altri flavivirus implicati
nella diagnosi differenziale. Nei pazienti con precedente immunita da flavivirus (ad es.
precedente infezione da USUV), i test di neutralizzazione possono essere non conclusivi
a causa della reattivita crociata degli anticorpi neutralizzanti (Pacenti et al. 2020;
Sinigaglia et al. 2019). Inoltre, questi pazienti possono avere una risposta IgM attenuata
0 assente a causa del fenomeno cosiddetto del “peccato antigenico originale”. In questi
casi, puo essere utile testare sieri acuti e convalescenti con saggi di neutralizzazione
per distinguere tra infezioni in atto e pregresse (Pacenti et al. 2020; Sinigaglia et al
2019).

A causa della persistenza degli anticorpi IgM WNV, lanalisi dell'avidita degli anticorpi
IgG anti-WNV puo consentire di distinguere una infezione recente da una infezione non
recente.

Il rilevamento di IgM anti-WNV nel liguor & considerato un criterio diagnostico per
Uinfezione del sistema nervoso centrale. Gli anticorpi IgM non attraversano la barriera
emato-encefalica e la loro presenza nel liquido cerebrospinale indica una produzione
locale da parte dei linfociti infiltranti. Il rilevamento degli anticorpi IgM WNV nel liquor e
un test molto sensibile ma, come le IgM sieriche, anche gli anticorpi IgM anti-WNV
rilevati nel liquor possono reagire in modo crociato con altri flavivirus.

| test di neutralizzazione di WNV sono test biologici, da eseguire in BSL3, che valutano la
capacita degli anticorpi presenti nel siero di un paziente con infezione da WNV di legarsi
a un ceppo di WNV di laboratorio e inibire linfezione cellulare in vitro. Il test di
neutralizzazione basato sulla riduzione delle placche (PRNT, plague reduction
neutralization test) che utilizza particelle virali vive e il “gold standard”. Sono inoltre
stati sviluppati e ottimizzati test di neutralizzazione del virus (VNT, virus neutralization
tesf) eseguiti in piastre di microtitolazione con rilevamento microscopico o
colorimetrico dell'effetto citopatico causato dal virus. | test di neutralizzazione devono
essere eseguiti in parallelo con ceppi rappresentativi dei flavivirus coinvolti nella
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diagnosi differenziale (ovvero flavivirus co-circolanti nella stessa area di potenziale
esposizione o ceppi vaccinali per un paziente vaccinato). L'utilizzo di una riduzione delle
placche del 90% come endpoint per un risultato positivo garantisce risultati altamente
specifici. Poiché i test di neutralizzazione possono avere una bassa sensibilita nelle
prime fasi dell'infezione, il test deve essere eseguito su un campione di siero raccolto
durante la fase tardiva dell'infezione o ripetuto in un campione di siero convalescente.

REFERTAZIONE ED INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Ricerca di anticorpi

Nel referto devono essere presenti le seguenti informazioni:

dati anagrafici del paziente e ID;

data di accettazione del campione;

matrice biologica (siero, LCR o altro);

tipologia di esame;

metodo (ELISA, EIA, CLIA, IFA, test di neutralizzazione mediante riduzione delle
placche, PRNT, test di microneutralizzazione. MNT, ecc);

risultato espresso nelle unita previste dal metodo, e relativo cut off;

nel caso di test di immunofluorescenza specificare la diluizione limite alla quale si
osserva la fluorescenza e specificare a partire da quale diluizione l'esito del test si
considera positivo;

per il test di neutralizzazione specificare la diluizione alla quale si osserva la
riduzione del 50% (IDso) o del 90% (IDso) dell'effetto citopatico, e specificare a partire
da quale diluizione l'esito del test si considera positivo;

Note: indicare ambiguita di interpretazione, eventuale necessita di approfondimenti,

ecc.

Test molecolare

Nel referto devono inserite le seguenti informazioni:

dati anagrafici del paziente e ID;

data di accettazione del campione;

matrice biologica (siero, sangue intero, urine, LCR o altro);

tipologia di esame (PCR in real time o altro test) e, se disponibile, la regione farget
rilevata dal test;

risultato qualitativo (positivo o negativo) se il test non permette deduzioni
quantitative (es. PCR end-point); se il test e quantitativo o semiquantitativo, le unita
previste dal test usato, e relativo cut off;

nel caso di test “pan-Flavirus”, aggiungere, se disponibile, il risultato della
caratterizzazione molecolare (sequenziamento o altro), indicando la regione
genomica sottoposta a caratterizzazione.

Note: indicare ambiguita di interpretazione, eventuale necessita di approfondimenti, ecc.
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3.INFEZIONE DA USUTU VIRUS (USUV)
3.1 AGENTE EZIOLOGICO

Come WNV, il virus Usutu (USUV) e un virus a ssRNA con envelope, appartenente al JEV
serocomplex, genere Flavivirus, famiglia Flaviviridae (Clé, 2018). E trasmesso tra gli
uccelli (ospiti amplificatori) da zanzare Culex, mentre gli esseri umani, gli equidi e altri
mammiferi rappresentano ospiti accidentali a fondo cieco. La co-circolazione di WNV e
USUV virus e stata segnalata in molti paesi europei (Wang et al. 2020). Le analisi
filogenetiche hanno raggruppato i ceppi di USUV in otto //neage distinti: Africa 1,2 e 3 ed
Europa 1, 2, 3, 4 e 5 (Vilibic-Cavlek et al. 2020). Il lineage Europa 2 ¢ il piu comunemente
rilevato nei paesi europei, compresa l'ltalia.

La maggior parte delle infezioni da USUV nelluomo & stata identificata in donatori di
sangue asintomatici sottoposti a screening per WNV mediante test molecolari che
cross-reagiscono con USUV. Casi sporadici di malattia neuroinvasiva correlata a USUV
sono stati segnalati in diversi Paesi Europei (Pecorari et al. 2009; Cavrini et al. 2009).

3.2 EPIDEMIOLOGIA

USUV e stato isolato per la prima volta da zanzare Culex neavei catturate vicino al fiume
Usutu in Sud Africa nel 1959 (Woodall, 1964). Il virus e stato successivamente rilevato in
molti paesi africani ma raramente associato a malattie nelluomo (Nikolay et al. 201). In
Europa, USUV e stato isolato per la prima volta nel 2001 da merli morti ( 7Turdus merula)
durante un’epizoozia in Austria. Un'analisi retrospettiva ha attribuito l'elevata mortalita
dei merli in Toscana nel 1996 a USUV (Weissenbdck et al 2013). Da allora il virus e stato
rilevato negli uccelli, nell'uomo, nei cavalli, nelle zanzare e nei pipistrelli, indicando la
sua endemizzazione in molti paesi dell'Europa occidentale, meridionale e centrale (Clé
et al. 2019; Vilibic-Cavlek et al. 2020). Le zanzare Culex sono anche i principali vettori di
USUV, sebbene il virus sia stato rilevato in zanzare di altri generi allinterno della
famiglia Culicidae (Vogels et al. 2017).

3.3 ASPETTI CLINICI E TERAPEUTICI

La maggior parte delle infezioni da USUV nelluomo e asintomatica, come indicato dagli
studi di sieroprevalenza e dallo screening dei donatori di sangue con test di
amplificazione degli acidi nucleici (NAT) di WNV che cross-reagiscono con USUV (Pierro
et al. 2013; Bakonyi et al. 2017; Cadar et al. 2017, Percivalle et al. 2017; Aberle et al. 2018;
Faggioni et al. 2018; Carletti et al. 2019).

Le infezioni sintomatiche da USUV nell'uomo sono rare e finora in letteratura sono stati
descritti solo pochi casi. Questi includono pazienti con meningoencefalite, encefalite,
polineurite o paralisi facciale (Pecorari et al. 2009; Cavrini et al. 2009; Santini et al. 2015;
Grottola et al. 2017; Simonin et al. 2018; Pacenti et al. 2019) e, meno frequentemente, con
malattia febbrile (Nikolay et al. 2011; Pacenti et al. 2019). | soggetti immunocompromessi
e gli anziani hanno un rischio piu elevato di sviluppare malattia sintomatica da USUV
(Pecorari et al. 2009; Cavrini et al. 2009; Pacenti et al. 2019).

3.4 PREVENZIONE E SORVEGLIANZA

In Italia, dal 2017, l'infezione da USUV e oggetto di sorveglianza, come previsto dal “Piano
Nazionale di prevenzione, sorveglianza e risposta alle Arbovirosi 2020 - 2025" del
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Ministero della Salute. Nel Piano Nazione, la sorveglianza dei casi umani & integrata con
la sorveglianza della circolazione virale nei vettori, negli uccelli e negli equidi (Ministero
della Salute, 2020).

. DEFINIZIONE DI CASO Al FINI DELLA SORVEGLIANZA
Caso probabile: || caso e classificato come probabile se sono rilevati anticorpi IgM anti-
USUV nel siero, in presenza di sintomi clinici o un nesso epidemiologico.

Caso confermato. La definizione di caso confermato di infezione da USUV richiede
almeno uno dei seguenti criteri di laboratorio:

- isolamento di USUV da sangue, liquido cerebrospinale, urina o altro campione
biologico; rilevamento di USUV RNA nel sangue, liquor, urina o altro campione
biologico;

- risposta anticorpale specifica per USUV (IgM) nel liquido cerebrospinale;

- titolo elevato di IgM USUV e rilevazione di IgG anti-USUV e conferma mediante test
di neutralizzazione.

Un caso confermato di infezione da USUV deve essere immediatamente segnalato dal
laboratorio al Servizio Igiene e Sanita Pubblica competente, secondo le modalita
previste dal Piano Nazionale di Sorveglianza delle Arbovirosi.

3.5 DIAGNOSI'DI LABORATORIO

La diagnosi di laboratorio dell'infezione da USUV nell'uomo si basa sul rilevamento degli
acidi nucleici di USUV in campioni biologici, sull'isolamento del virus in coltura cellulare,
o sulla dimostrazione di una specifica risposta anticorpale contro il virus. L'isolamento
del virus in coltura rappresenta una pratica diagnostica non routinaria, utile per la
caratterizzazione biologica del virus.

° FASE PREANALITICA
Raccolta e trasporto (preferibilmente a 4°C) di liquido cefalorachidiano (LCR), sangue,
siero e urine.

LCR: prelevare tramite per puntura lombare o rachicentesi e raccogliere in provette
sterili. E' preferibile dividere il campione in almeno 2 aliquote (volume complessivo 3/5
mL), una per 'esame chimico fisico e l'altra per le indagini microbiologiche. Il campione
deve essere inviato al laboratorio nel pit breve tempo possibile e comunque non oltre le
due ore; in alternativa per le indagini virologiche puo essere refrigerato. Puo essere
utile concordare modalita di prelievo ed invio con il laboratorio.

Sangue: prelevare in provette con anticoagulante, preferibilmente EDTA o sodio citrato,
non utilizzare provette contenenti eparina.

Siero: raccogliere il sangue in provette per sierologia preferibilmente contenenti gel
separatore.

Urine: raccogliere le urine in contenitori sterili.

J FASE ANALITICA
RICERCA DIRETTA

Ricerca del genoma virale
La presenza di USUV RNA e stata dimostrata nel sangue, nelle urine e nel liquido
cefalorachidiano di pazienti con infezione acuta (Pecorari et al. 2009; Cavrini et al. 2009;
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Santini et al. 2015; Grottola et al. 2017; Simonin et al. 2018; Pacenti et al. 2019). L'indagine
di follow-up in tre pazienti con malattia neuroinvasiva o febbre ha dimostrato la
persistenza dell'RNA di USUV nel sangue intero e nelle urine per circa un mese (Pacenti
et al. 2019). Come per la diagnosi di infezione da WNV, i metodi molecolari includono
saggi di real-time RT-PCR specifici per USUV, sia come test singleplex sia come test
multiplex comprendenti altri flavivirus (per esempio USUV), e test di RT-PCR pan-
flavivirus, seguiti da sequenziamento dell'amplicon per lidentificazione dei virus. Come
detto sopra, i test WNV NAT convalidati per lo screening dei donatori possono anche
rilevare USUV con alta sensibilita.

Isolamento virale

USUV puo essere isolato e propagato /n vitroin colture di cellule Vero, BHK-21 e C6/36.

RICERCA INDIRETTA

Test sierologici

La rilevazione di anticorpi contro USUV mediante test immunoenzimatici e di
immunofluorescenza mostra reattivita crociata con flavivirus eterologhi, incluso WNV
(Percivalle et al. 2020; Berneck et al. 2021). Il test di microneutralizzazione virale (VNT)
viene utilizzato per confermare i risultati sierologici positivi, ma, come riportato per la
diagnosi di WNV, gli anticorpi neutralizzanti USUV possono reagire in modo crociato
contro WNV.

o FASE POST ANALITICA
REFERTAZIONE ED INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI
Ricerca di anticorpi
Nel referto devono essere presenti le seguenti informazioni:
e dati anagrafici del paziente e ID;
data di accettazione del campione;
matrice biologica (siero, LCR o altro);
tipologia di esame;
metodo (ELISA, EIA, CLIA, IFA, test di neutralizzazione mediante riduzione delle
placche, PRNT, test di microneutralizzazione. MNT, ecc);
risultato espresso nelle unita previste dal metodo, e relativo cut off;

e nel caso di test di immunofluorescenza specificare la diluizione limite alla quale si
osserva la fluorescenza e specificare a partire da quale diluizione l'esito del test si
considera positivo;

e per il test di neutralizzazione specificare la diluizione alla quale si osserva la
riduzione del 50% (IDso) o del 90% (ID9o) dell’effetto citopatico e specificare a partire
da quale diluizione U'esito del test si considera positivo.

Note: indicare ambiito di interpretazione, eventuale necessita di approfondimenti, ecc.

Test molecolare
Nel referto devono inserite le seguenti informazioni:
o dati anagrafici del paziente e ID;
e data di accettazione del campione;
e matrice biologica (siero, sangue intero, urine, LCR o altro);
e procedura d'esame (PCR in real time o altro test ;e, se disponibile, la regione farget
rilevata dal test;

Associazione Microbiologi Clinici Italiani ETS (AMCLI ETS)
Via C. Farini 81 - 20159 Milano - T. 02 66801190 - segreteriaamcli@amcli.it
N. 26168 iscrizione RUNTS - sez. “G” - altri enti del Terzo Settore” - Iscrizione REA MI - 1969948
C.F. 06653690153 - P.I. 12404560158



14/28 Percorso Diagnostico MENINGOENCEFALITI CAUSATE DA VIRUS EMERGENTI 2023
ENDEMICI DEL BACINO MEDITERRANEO

e risultato qualitativo (positivo o negativo) se il test non permette deduzioni
quantitative (es. PCR end-point); se il test & quantitativo o semiquantitativo, le unita
previste dal test usato, e relativo cut off;

e nel caso di test “pan-Flavirus”, aggiungere, se disponibile, il risultato della
caratterizzazione molecolare (sequenziamento o altro), indicando la regione
genomica sottoposta a caratterizzazione.

Note: indicare ambiguita di interpretazione, eventuale necessita di approfondimenti, ecc.

4.ENCEFALITE DA VIRUS TOSCANA (TOSV)
4.1 AGENTE EZIOLOGICO

Il virus Toscana (TOSV), appartenente al genere Phlebovirus della famiglia
Phenuiviridae, Ordine Bunyavirales, & stato isolato per la prima volta da Phlebotomus
perniciosus in Italia centrale nel 1971 (Verani et al. 1982). Il virus é stato anche isolato da
Phlebotomus perfiliewi, sottolineando il ruolo che questi artropodi vettori del genere
Phlebotomus hanno nella trasmissione del virus agli esseri umani. Anche il genere
Sergentomyia include alcuni vettori per il TOSV (Charrel et al. 2005; Charrel et al. 2012;
Cusi et al. 20109. TOSV e un virus provvisto di pericapside, con genoma a RNA a singolo
filamento, con polarita negativa, suddiviso in tre distinti segmenti: L, che codifica per
la polimerasi virale; M, che codifica per le glicoproteine strutturali Gn e Gc ed una
proteina non strutturale (NSm); S, che codifica per la Nucleoproteina (N) ed una
proteina non strutturale (NSs). Al genere Phlebovirus appartengono attualmente circa
60 virus (Abudurexiti et al. 2019), dei quali il TOSV ha la maggiore importanza dal punto
di vista medico. L'infezione puo causare malattie neuro-invasive, come la meningite
asettica, la meningoencefalite e neuropatie periferiche, gquali la sindrome di Guillan
Barré e poliradiculopatie (Rota et al 2017); piu recentemente sono state riportate alcune
manifestazioni cliniche insolite dovute a TOSV con gravi sequele, come complicazioni
ischemiche e idrocefalo (Baldelli F, et al. 2004; Sanbonmatsu-Gamez et al. 2009).
Sebbene la malattia possa essere grave, il riscontro di sequele a lungo termine o di
decessi e molto raro (Ayhan et al. 2020a). Studi genetici hanno rilevato l'esistenza di tre
lignaggi di TOSV (A, B e C). Ad oggi, non e nota alcuna correlazione tra virulenza o
manifestazioni cliniche nelluomo e lignaggio genetico (Ayhan et al. 2020b).

4.2 EPIDEMIOLOGIA

Il TOSV rappresenta un importante agente patogeno emergente, strettamente correlato
al ciclo vitale degli insetti vettori e della loro distribuzione geografica; la sua presenza &
prevalente durante lestate e i mesi con clima temperato, nei paesi dell'area
Mediterranea (Gori Savellini et al. 2020; Ayhan et al. 2020b).

In Italia, Phlebotomus perniciosus e Phlebotomous perfiliewi rappresentano la specie di
vettore predominante, particolarmente presenti nelle aree rurali e in quelle periurbane
delle regioni tirreniche e meridionali che si trovano ad alta e bassa quota (1.070-17 m).
L'andamento stagionale dei casi di TOSV risente di diversi fattori che vanno dai processi
di urbanizzazione a quelli metereologici. | cambiamenti climatici influiscono sulla
distribuzione geografica di molte specie di flebotomi che si sono diffuse nell'ultimo
decennio anche nel Nord Europa (Ayhan et al. 2020a). La distribuzione del TOSV
comprende Paesi dellEuropa meridionale, Italia, Spagna, Francia, Portogallo, del
Mediterraneo Orientale, Turchia, Cipro, della penisola Balcanica, Grecia, Croazia, Bosnia
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ed Erzegovina, Kosovo, Bulgaria e del Nord Africa, Tunisia, Marocco, Algeria (Sghaier et
al. 2012; Punda-Poli¢ et al. 2012; Ergunay et al. 2012; Anagnostou et al. 2013; Masse et al.
2019).

La diffusione del TOSV dipende dalla presenza e dall'abbondanza dei suoi vettori. La
trasmissione alluomo o ad altri animali avviene durante il pasto di sangue di flebotomi
femmine, tipicamente tra maggio e ottobre. Anticorpi anti-TOSV sono stati trovati, oltre
che nell'uomo, in cavalli, gatti, cani, pecore, maiali, bovini e pipistrelli (Ayhan et al. 2021).
Non vi sono evidenze solide circa la presenza di reservoir dellinfezione e 'uomo e
considerato un ospite terminale. Casi di infezione TOSV sono stati segnalati nei pazienti
che ritornano da viaggi in paesi endemici, come l'ltalia, quindi questo virus rappresenta
una minaccia per la salute pubblica per molti paesi (Depaquit et al. 2010; Charrel et al.
2005).

4.3 ASPETTI CLINICI E TERAPEUTICI

L'infezione da TOSV nelluomo e spesso asintomatica o provoca una forma febbrile e
lieve autolimitante. Il tempo di incubazione varia da 10 a 7 giorni. Alcuni soggetti
possono presentare sintomi qual mal di testa, febbre, nausea, vomito e dolori muscolari.
Talvolta & presente anche eritema maculo-papulare. Nelle forme piu gravi, quali
meningite e meningo-encefalite, il soggetto presenta rigidita nucale, alterazione del
sensorio, tremori, paresi e nistagmo (ECDC, /nfectious disease topics). La
sintomatologia dura in media 7-12 giorni. Il decorso e generalmente favorevole e meno
frequenti i casi con manifestazioni neurologiche gravi (Laroche et al. 2021).

Il virus puo essere isolato da liquor e sangue entro i primi 3-5 giorni dallinsorgenza dei
sintomi. Il virus nel sangue o nel siero viene riscontrato in una bassa percentuale dei
soggetti, a causa della breve viremia. In alcuni casi la presenza del virus nelle urine
puo essere rilevata dopo 3-8 giorni dall'inizio della manifestazione clinica. Le IgM sono
presenti all'inizio della sintomatologia e permangono per circa un mese. In alcuni casi
con gravi forme neurologiche, le IgM possono persistere per circa 6 mesi. Le IgG
compaiono parallelamente alle IgM o dopo 2-3 giorni, con un picco al giorno 7-15 e
permangono a lungo, oltre i 2 anni (Ayhan et al. 2020a; Pierro et al. 2017)

Non esiste una terapia specifica; il trattamento & sintomatologico con riposo, reintegro
idro-salino, antipiretici e antinfammatori. Nei casi pilu gravi sono richieste
ospedalizzazione e cure specifiche.

4.4 PREVENZIONE E SORVEGLIANZA

Non esiste un vaccino per il Toscana virus, tuttavia, la prevenzione viene effettuata
individualmente con misure comportamentali, in quanto intervenire sui focolai larvali di
pappataci e molto difficile, a differenza di quanto avviene con le zanzare.

L'infezione da TOSV e inclusa nel Piano Nazionale di prevenzione, sorveglianza e
risposta alle Arbovirosi 2020-2025 realizzato dal Ministero della Salute con il supporto
dell'ISS e di esperti delle Regioni che ha incluso anche il Toscana Virus (Ministero della
Salute, 2020).

. DEFINIZIONE DI CASO Al FINI DELLA SORVEGLIANZA
Caso probabile. Persona che soddisfa il criterio clinico; il criterio di laboratorio
documenta presenza di IgM specifiche nel siero.
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Caso confermato. Persona che soddisfa il criterio clinico e almeno uno dei criteri di
laboratorio per caso confermato:

- isolamento di TOSV nel liquor, nel sangue e/o nelle urine;

- identificazione dell’acido nucleico di TOSV nel liquor, nel sangue e/o nelle urine;

- risposta anticorpale specifica (IgM) per TOSV nel liquor;

- sieroconversione o incremento di 4 volte del titolo anticorpale per anticorpi
specifici anti-TOSV in campioni consecutivi.

Un caso confermato di infezione da TOSV deve essere immediatamente segnalato dal
laboratorio al Servizio Igiene e Sanita Pubblica competente, secondo le modalita
previste dal Piano Nazionale di Sorveglianza delle Arbovirosi.

4.5 DIAGNOSI DI LABORATORIO
La diagnosi di laboratorio dell'infezione da TOSV si basa sul rilevamento dell’acido
nucleico del virus in campioni biologici, sull'isolamento del virus in colture cellulari, o
sulla dimostrazione di una specifica risposta anticorpale contro il virus. L'isolamento
del virus in coltura rappresenta una pratica diagnostica non routinaria, utile per la
caratterizzazione biologica del virus.

o FASE PREANALITICA

Raccolta e trasporto (preferibilmente a 4°C) di liquido cefalorachidiano (LCR), urine,
sangue e siero

LCR: viene prelevato per puntura lombare (PL) o rachicentesi nello spazio tra la 4" e la
5* vertebra lombare, raccolto in provette sterili con tappo a vite e fondo conico. Il
campione deve essere inviato al laboratorio nel pil breve tempo possibile e comunque
non oltre un tempo massimo di due ore. Il volume complessivo di liquor dovrebbe
essere distribuito in due provette; 1 viene utilizzata per indagini chimiche, laltra per la
valutazione macroscopica, che valuta aspetto e colore (limpido, torbido, presenza di
sangue, ecc.) e per indagine molecolare e isolamento su colture cellulari.

Sangue: deve essere prelevato in provetta con anticoagulante, preferibilmente sodio
citrato da 4 ml

Siero: raccogliere il sangue in provette per sierologia con gel separatore, da 7-10 mL.
Urine: raccogliere le urine in contenitori sterili.

. FASE ANALITICA

Il LCR presenta conta cellulare compresa tra 30-900 cell/mm?® con prevalenza di
linfomonociti. All'inizio dell'infezione la linfocitosi pud essere assente. Le proteine e i
livelli di glucosio sono generalmente normali.

RICERCA DIRETTA

Isolamento virale

TOSV puo essere isolato e propagato /n vitro in colture di cellule Vero E6 da liquor e/o
altri campioni biologici (sangue, urine).

Ricerca del genoma virale

Identificazione dell'acido nucleico del TOSV nel liquor e/o altri campioni biologici
(sangue, urine) tramite real-time PCR (Pérez-Ruiz et al. 2007; Thirion et.al. 2021; Cusi et
al. 201). | test molecolari specifici generalmente utilizzano il gene N come target.
Recentemente e stato messo a punto un test (Trio TOSV RT-gPCR) che utilizza la
combinazione di tre primers e probe sullo stesso target, nella stessa reazione PCR,
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prevenendo risultati falsamente negativi e con una sensibilita (Thirion et al. 2021). E’
disponibile un test commerciale per la rilevazione rapida di TOSV in un pannello
sindromico per virus neurotropi (Pérez-Ruiz et al. 2018).

RICERCA INDIRETTA

Test sierologici

La rilevazione di anticorpi specifici per TOSV puo essere effettuata sia nel siero
(Soldateschi et al. 1999; Erginay et al. 2011) che nel liquor tramite test in
immunofluorescenza o immunoenzimatico. La conferma di positivita pud essere
effettuata mediante test di sieroneutralizzazione eseguito in parallelo con Phlebovirus
co-circolanti nella stessa area di potenziale esposizione per confermare la specificita
della risposta anticorpale. Poiché i test di neutralizzazione possono avere una bassa
sensibilita nelle prime fasi dell'infezione, il test deve essere eseguito su un campione di
siero raccolto durante la fase tardiva dell'infezione o ripetuto in un campione di siero
convalescente.

o FASE POST ANALITICA
REFERTAZIONE ED INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI
Ricerca di anticorpi, indicare:
o dati anagrafici del paziente e ID;
data di prelievo del campione;
tipologia del campione (siero, LCR);
tipo di test eseguito (ELISA, IFA, microneutralizzazione);
risultato nelle unita di misura previste dal test utilizzato, e relativo cut off (fare
riferimento ai parametri indicati nelle istruzioni del test utilizzato);
e il risultato in immunofluorescenza e qualitativo; il siero viene diluito come indicato
nelle istruzioni del kit, e tale diluizione va indicata nel referto
e per il test di neutralizzazione specificare la diluizione alla quale si osserva la
riduzione del 50% (IDso) o del 90% (IDso) dell’effetto citopatico e specificare a partire
da quale diluizione U'esito del test si considera positivo.
Note: indicare eventuali ambiguita di interpretazione riscontrate in IFA, suggerendo di
usare test di neutralizzazione, oppure richiedere ulteriore campione di siero, a distanza
di 12 giorni dal primo prelievo, in assenza di IgM specifiche, per verificare
sieroconversione.

Test molecolare, indicare:
o dati anagrafici del paziente e ID;
e data di prelievo del campione;
e tipologia del campione (siero, sangue intero, urine, LCR o altro);
e tipo di test eseguito (PCR in real time o altro test) e, se disponibile, la regione farget
rilevata dal test;
e risultato qualitativo (rilevato o non rilevato) o, se disponibile, risultato quantitativo
nelle unita previste dal test.
Note: indicare ambiguita di interpretazione, eventuale necessita di approfondimenti, ecc.
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5.ENCEFALITE VIRALE DA ZECCA (TBE)
5.1 AGENTE EZIOLOGICO

Il virus dell'encefalite da morso di zecca (7ick borne encephalitis virus, TBEV),
appartiene genere Flavivirus della famiglia Flaviviridae, oltre ai 3 noti sottotipi: Europeo,
TBEV-Eu; Siberiano, TBEV-Sib; e dellEstremo Oriente, TBEV-FE, sono stati segnalati
altri sottotipi, tra cui quelli attualmente denominati Baikalian e Himalayane (Ecker et al.
1999; Demina et al. 2010). La loro distribuzione geografica ricalca la distribuzione del
vettore, ovvero /xodes ricinus per il sottotipo europeo, e / persulcatus per i sottotipi
siberiano e dell'Estremo Oriente. Ultimamente, in Europa il TBEV e stato riscontrato
anche in specie di Dermacentor reticulatus (Sidorenko et al. 2021). IL TBEV e un virus a
RNA a singolo filamento a polarita positiva (+ssRNA) che presenta un virione sferico
dotato di involucro (Fuzik et al. 2018). Il genoma virale ha una lunghezza di circa 11 kb e
codifica per una singola poliproteina che viene tagliata sia da proteasi virali che cellulari
in tre proteine strutturali (C; prM; ed E) e sette non strutturali (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5) coinvolte nella replicazione del genoma virale, e nella modulazione
delle funzioni cellulari. Il virione e costituito da un nucleocapside circondato da una
membrana composta da lipidi di derivazione della cellula ospite in cui sono incorporate
le proteine dell'involucro virale (E) e della membrana (M). La replicazione del virus
avviene attraverso la sintesi di RNA a polarita negativa (antisenso), che serve come
modello per la produzione di RNA genomico.

5.2 EPIDEMIOLOGIA

L'encefalite virale da zecca (TBE), & endemica in diversi Paesi dell'Europa centrale,
settentrionale e orientale, compresa lltalia, in particolare le regioni nordorientali, con
un'incidenza maggiore nei Paesi baltici e dell'Europa centrale (Beaute et al. 2018).
L'infezione e trasmessa all'uomo prevalentemente attraverso il morso di zecche del
genere /xodes. In ltalia e stata identificata per la prima volta nel 1994 in provincia di
Belluno. | casi di TBE presentano generalmente un picco stagionale nei mesi di luglio e
agosto, periodo in cui attivita del vettore & maggiore. | dati ECDC relativi al 2020, hanno
confermato a stagionalita prevista, con il 95% dei casi segnalati da maggio a novembre
(ECDC, 2022). Nell'emisfero settentrionale eurasiatico la TBE rappresenta la piu
importante malattia virale trasmessa dalle zecche (Medlock et al. 2013). Il TBEV viene
trasmesso dalla saliva di una zecca infetta entro pochi minuti dal morso. Sebbene la
concentrazione del virus nella saliva delle zecche aumenti da dieci a cento volte durante
il pasto (Alekseev et al. 1990), la rimozione precoce delle zecche dalla zona punta non
previene la malattia. L'infezione puo essere inoltre acquisita occasionalmente in seguito
all'assunzione di latte non pastorizzato. latte crudo o prodotti lattiero-caseari,
soprattutto di capra (Hudopisk et al. 2013).

5.3 ASPETTI CLINICI E TERAPEUTICI

Come nel caso delle infezioni da altri flavivirus, la maggior parte delle persone con
un'infezione da TBEV potrebbe non presentare sintomi (Bogovic et al. 2015). L'infezione
sintomatica puo manifestarsi come una malattia febbrile senza coinvolgimento del
sistema nervoso centrale (SNC), ma spesso puo progredire fino alla forma encefalitica
(TBE). Nel 50% circa dei casi sintomatici, infatti, la TBE causata dal sottotipo europeo si
manifesta con un coinvolgimento diretto del SNC (Gunther et al. 1997; Bogovic et al. 2027;
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Kohlmaier et al. 2021) e nella maggior parte dei pazienti l'inflammazione del SNC e
preceduta da una malattia febbrile, con un decorso bifasico. La fase iniziale, che
corrisponde alla viremia, si manifesta con febbre, affaticamento, malessere, cefalea e
dolori muscolari e articolari, in assenza di inflammazione del SNC; questa fase dura di
solito meno di una settimana (Mickiene et al. 2002) e la sintomatologia migliora nel giro
di pochi giorni. Il segno distintivo della seconda fase della malattia e il coinvolgimento
del SNC. La meningite e la manifestazione predominante nei bambini. Negli adulti, la
meningite si verifica nel =50% dei casi, la meningoencefalite nel =40% e la
meningoencefalomielite nel ~5%-10%. Il tasso di mortalita della TBE causata dal
sottotipo di TBEV europeo &€ compreso tra lo 0,5% ed il 2%. Inoltre, circa il 5% dei pazienti
adulti e colpito da paresi permanente e almeno un terzo soffre di sindrome
postencefalitica che causa una malattia cronica progressiva (Bogovic et al. 2015. Taba et
al. 2017). Non esistono farmaci antivirali specifici approvati per il trattamento della TBE
(Taba et al. 2017) e l'assistenza ai pazienti e principalmente sintomatica e di supporto,
compresi gli interventi di terapia intensiva nei casi piu gravi. L'onere maggiore della
malattia nei paesi endemici & dato dalla gestione delle disabilita neurologiche a lungo
termine.

5.4 PREVENZIONE E SORVEGLIANZA

Il primo vaccino contro la TBE e stato sviluppato all'inizio degli anni '70, ha avuto un
grande successo e il suo utilizzo ha portato a una significativa riduzione dell'incidenza
della malattia nell'Europa centrale. Nel tempo, sono state apportate diverse modifiche al
processo di produzione e alla formulazione di tale vaccino (Barrett et al. 2003).

L'attuale formulazione si basa su virus inattivato, esiste in due formulazioni, pediatrica e
per adulti e conferisce un'elevata immunizzazione crociata anche verso i sottotipi virali
non inclusi nel vaccino. Il ciclo vaccinale di base prevede tre dosi, da somministrare ad
un intervallo di 1-3 mesi tra le prime due dosi e 9-12 mesi tra la seconda e la terza dose,
con richiami a cadenza triennale, per via intramuscolare. Esiste anche la possibilita di
seguire un ciclo accelerato di vaccinazione, che pero non garantisce gli stessi risultati
del ciclo classico, in termini di risposta anticorpale.

| residenti e i viaggiatori nelle regioni in cui la TBEV & endemica dovrebbero essere
consapevoli del rischio di esposizione alle zecche e dovrebbero applicare misure di
protezione personale contro le punture di zecca (ECDC, 2015), evitare il consumo di
prodotti lattiero-caseari crudi e prendere in considerazione la vaccinazione contro la
TBE per una protezione piu efficace (in linea con le raccomandazioni nazionali), in
particolare se svolgono attivita all'aperto.

L'infezione da TBEV e soggetta a sorveglianza epidemiologica ed e inserita nel Piano
Nazionale di prevenzione, sorveglianza e risposta alle Arbovirosi 2020-2025 realizzato
dal Ministero della Salute con il supporto dell'lSS e di esperti delle Regioni (Ministero
della Salute. 2020).

. DEFINIZIONE DI CASO Al FINI DELLA SORVEGLIANZA
Caso probabile: Persona che soddisfa il criterio clinico ed il criterio di laboratorio per la
presenza di IgM specifiche nel siero.

Caso confermato. Persona che soddisfa almeno uno dei criteri di laboratorio per caso
confermato (ECDC, 2012), in particolare:
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- presenza di IgM specifiche per TBEV nel liquor (le IgM non attraversano la barriera
emato-encefalica e la loro presenza nel liquido cerebrospinale indica una
produzione intratecale);

- sieroconversione o incremento di 4 volte del titolo anticorpale per anticorpi specifici
anti-TBEV in campioni consecutivi, il risultato deve essere confermato mediante test
di sieroneutralizzazione differenziale con altri flavivirus endemici;

- identificazione di TBEV RNA in campioni biologici (sangue, urine, liquor);

- isolamento di TBEV da campioni biologici (liquor, sangue, urine).

Un caso confermato di infezione da TBEV deve essere immediatamente segnalato dal
laboratorio al Servizio Igiene e Sanita Pubblica competente, secondo le modalita
previste dal Piano Nazionale di Sorveglianza delle Arbovirosi.

5.5 DIAGNOSI DI LABORATORIO

Nel sospetto di infezione da TBEV bisogna tener conto dellandamento bifasico
dellinfezione, il sospetto viene solitamente posto al momento della comparsa della
sintomatologia neurologica; a questo punto, il virus grazie alla risposta del sistema
immunitario e gia stato eliminato sia dal sangue che dal liquido cerebrospinale. |
tentativi di utilizzare i metodi molecolari su sangue e LCR per la diagnosi di TBE,
nonostante l'elevata sensibilita dei test, nella stragrande maggioranza dei casi, non si
sono rivelati di successo (Gunther et al. 1997; Puchhammer-Stockl et al. 1995; Holzmann,
2003); per tale motivo la ricerca degli anticorpi specifici rappresenta il test di elezione
per la diagnosi di TBE. Nella seconda fase dell'infezione, sia pur raramente, e possibile
ricercare il virus nelle urine (Nagy et al. 2018). L'isolamento del virus in coltura
rappresenta una pratica diagnostica non routinaria, utile per la caratterizzazione
biologica del virus.

| fallimenti vaccinali e le conseguenti infezioni in soggetti con documentata vaccinazione
contro TBEV nonostante siano rari, possono verificarsi soprattutto nelle persone di eta
superiore ai 50 anni. In questi casi, si rileva una rapida risposta IgG con un titolo
elevato, mentre la risposta IgM puo essere ritardata o non rilevabile. La diagnosi di
breakthrough vaccinale pone un problema diagnostico particolare in cui la rilevazione
degli anticorpi specifici intratecali, la positivita del test molecolare o la dimostrazione di
anticorpi specifici contro l'antigene NS1 di TBEV (test non disponibile in commercio, Girl
et al. 2020) diventano indispensabili per la conferma del caso (Lindquist et al. 2008;
Andersson et al. 2010; Taba et al. 2017). Inoltre, esecuzione di un test di avidita degli
anticorpi 1gG anti-TBEV pu0 consentire di distinguere un’infezione recente rispetto alla
positivita dovuta alla pregressa vaccinazione (Albinsson et al. 2018; Vilibic-Cavlek et al.
2016).

° FASE PREANALITICA
Raccolta e trasporto (preferibilmente a 4°C) di liquido cefalorachidiano (LCR), urine,
sangue e siero.

LCR: prelevare tramite per puntura lombare o rachicentesi e raccogliere in provette
sterili. E' preferibile dividere il campione in almeno 2 aliquote (volume complessivo 3/5
mL), una per 'esame chimico fisico e l'altra per le indagini microbiologiche. Il campione
deve essere inviato al laboratorio nel pit breve tempo possibile e comunque non oltre le
due ore; in alternativa per le indagini virologiche puo essere refrigerato. Puo essere
utile concordare modalita di prelievo ed invio con il laboratorio.
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Sangue: prelevare in provette con anticoagulante, preferibilmente EDTA o sodio citrato,
non utilizzare provette contenenti eparina.

Siero: raccogliere il sangue in provette per sierologia preferibilmente contenenti gel
separatore.

Urine: raccogliere le urine in contenitori sterili.

o FASE ANALITICA

Nei casi di infezione da TBEV l'esame chimico fisico del LCR presenta proteine
moderatamente elevate e lieve pleocitosi linfomononocitaria che varia da 6 a 1000
cellule/mm?® con una moderata compromissione della barriera ematoencefalica
(aumento del rapporto CSF/albumina sierica) (Holzmann, 2003).

RICERCA DIRETTA

Ricerca del genoma virale

Rilevamento del RNA virale di TBEV da sangue, urine o liqguor mediante test di real-time
RT-PCR specifica per TBEV (Veje et al. 2014). E’ possibile inoltre usare test RT-PCR pan-
flavivirus, che amplificano sequenze genomiche altamente conservate nel genere
Flavivirus, seguiti dalla caratterizzazione molecolare mediante sequenziamento del
tratto amplificato. La probabilita di ottenere un risultato positivo dal test molecolare &
maggiore durante la prima fase febbrile della malattia.

Test antigenici

Non sono disponibili test commerciali per la ricerca di antigeni specifici per TBEV.
Inoltre, data la natura bifasica dell'infezione, non e un test utile per la diagnosi di
encefalite da TBEV.

Isolamento virale

IL TBEV pu0 essere isolato su linee cellulari permissive all'infezione come Vero E6 o
BHK-21 da siero, urine o liquor. TBEV e classificato come un agente di gruppo di rischio
3 (GR3) per tale motivo e necessario manipolarlo all'interno di laboratori di livello di
biosicurezza 3 (BSL3).

RICERCA INDIRETTA

Test sierologici

La rilevazione di anticorpi specifici per TBEV puo essere effettuata sia nel siero che nel
liguor tramite test in immunofluorescenza o immunoenzimatico validato per la matrice
liguor (Reusken et al. 2019). Bisogna ricordare che la positivita del test anticorpale, in
zone endemiche per altre infezioni da flavivirus (ad esempio, WNV ed USUV) deve
essere confermata mediante test di sieroneutralizzazione differenziale per altri
flavivirus endemici nellarea del contagio, d'altra parte i test di neutralizzazione
potrebbero non essere conclusivi a causa della reattivita crociata degli anticorpi
neutralizzanti (Gomes da Silva et al. 2023); in questi casi e necessario testare due
campioni consecutivi a distanza di almeno 20 giorni U'uno dall'altro. Inoltre, nei pazienti
con pregressa infezione da altri flavivirus si puo avere una risposta IgM attenuata o
assente.

La diagnosi di breakthrough vaccinale pone un problema diagnostico particolare in cui
la rilevazione degli anticorpi specifici intratecali o la dimostrazione di anticorpi specifici
contro l'antigene NS1 di TBEV (test non disponibile in commercio, Girl et al. 2020)
diventano indispensabili per la conferma del caso. L'esecuzione di un test di avidita degli
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anticorpi IgG anti-TBEV puo consentire di distinguere un’infezione recente rispetto alla
positivita dovuta alla pregressa vaccinazione (Albinsson et al. 2018; Vilibic-Cavlek et al.
2016).

Gli anticorpi IgM specifici per TBEV possono persistere fino a 10 mesi in soggetti
vaccinati o che hanno acquisito linfezione naturalmente (Taba et al. 2017).

e FASE POST ANALITICA
REFERTAZIONE ED INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI
Ricerca di anticorpi
Nel referto e necessario inserire le seguenti informazioni:
e dati anagrafici del paziente e ID;
e data di prelievo del campione;
e tipologia del campione (siero, LCR o altro);
e tipo di test eseguito (ELISA, EIA, CLIA, IF, test di neutralizzazione mediante
riduzione delle placche, PRNT, test di microneutralizzazione. MNT, ecc);
risultato espresso nelle unita di misura previste dal test utilizzato e relativo cut off
e nel caso di test in immunofluorescenza specificare a partire da quale diluizione
lesito del test si considera positivo ed indicare la diluizione sino alla quale si
osserva un segnale di fluorescenza positivo qualora si tratti di un test quantitativo
(diluizione limite);
o per il test di neutralizzazione specificare la diluizione alla quale si osserva la
riduzione del 50% (IDso) o del 90% (IDso) dell'effetto citopatico e specificare a partire
da quale diluizione l'esito del test si considera positivo.

Note: indicare eventuali ambiguita di interpretazione, presenza di crossreattivita,
necessita di ulteriori approfondimenti, ecc.

Test molecolare
Nel referto vanno inserite le seguenti informazioni:

e dati anagrafici del paziente e ID;

e data di prelievo del campione;

e dipologia del campione (siero, sangue intero, urine, LCR o altro);

e tipo di test eseguito (RT-PCR in real time o altro test) e, se disponibile, la regione
target rilevata dal test;

e il risultato qualitativo (rilevato o non rilevato) se il test non permette deduzioni
quantitative (es. RT-PCR end-point); se il test e quantitativo o semiquantitativo, le
unita previste dal test utilizzato, e relativo cut off;

e nel caso di test “pan-flavivirus”, aggiungere, se disponibile, il risultato della
caratterizzazione molecolare (sequenziamento o altro, indicando la regione
genomica sottoposta a caratterizzazione).

Note: indicare eventuali ambiguita di interpretazione, necessita di approfondimenti, ecc.
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