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Abstract

Several tick-borne rickettsiae cause human diseasésin the last years, the increased use of mlalec
based identification methods has resulted in nesttegh fever group rickettsiae being characterineidadid
ticks throughout Europe. To ascertain RiekettsiaSpotted Fever Group (SFG) that threatens people’s
health, during March 2012- September 2012 the fithedy SFG rickettsiae in tick species that bitrfauns
and in host-seeking ticks was investigated in sdvareas of Tuscany and Liguria coast, Italy. Attex
identification of the tick, the DNA was extractenbdathe samples were investigateddgtiA andrompAgene.
Successful DNA extraction was verified using PCRrfitochondrial 16S rDNA sequences of hard and soft
ticks. Specie identification was performed by semeeanalysis and alignment with existing sequemtes
GenBank. Ticks belonging to following species waralysed:Dermacentor marginatus, Haemaphysalis
punctata Hyalomma marginatum Ixodes ricinus Ixodes (Pholeoixodes hexagonus Rhipicephalus
sanguineusand R. turanicus.Of 76 ticks removed from patients in Liguria ands€any hospitals, 18
(32.14%, 95% C. I. 19.91-44.37) resulted positweRickettsiaSFG DNA.R. monacensigsvas the most
amplified (n=8, 14.29%, 95% C. |. 5.12-23.45), daled byR. helvetica(n=5, 8.93%, 95% C. |. 1.96—
16.40) andRickettsia spCyRtu43S (n=1). A total of 442 host-seeking tsgecimens were collected by
dragging vegetation, corresponding to 444 nympl2s1@s), 24 females (4.98%), and 11 males (2.28%).
The adults were analysed singularly while the nysnplere analysed in pool of three subjects of timeesa
species. In total of 186 samples amplified, 60 Itedypositive forR. monacensi€32.26%, 95% C. I. 25.54—
38.98) and 9 foR. helvetica4.84%, 95% C. I. 1.75-7.92). Two male@fmarginatugesulted positive for

R. slovacaand one female dR. turanicusfor R. massiliaeR. belliiwas amplified from ah ricinus nymph.

Of 404 1. ricinus nymphs analysed, 22.89% (95% C. I. 18.78-26.99)Ited positive foRickettsiaSFG
DNA. The southern provinces of Tuscany (Leghorn Bigh) showed the highest prevalence, respectively
41.52%, (1.C. 95% 29.05-53.99) and 35.63% (I.C. 29%64—49.63).



Riassunto

Molte rickettsie, trasmesse da morso di zecca,areusnalattie nelluomo e negli ultimi anni I'aument
dell'utilizzo di metodiche diagnostiche basate 'anlhlisi molecolare ha permesso la caratterizzazidin
nuove rickettsie del gruppo Spotted Fever (SFGxenche della famiglidxodidae in tutta Europa. Per
accertare le rickettsie SFG che minacciano la saputbblica, tra marzo e settembre 2012, sono stati
analizzati per ricerca di DNA dRickettsiaSFG campioni di zecche raccolte nella zona castietle regioni
Toscana e Liguria e provenienti da tre flussi: dtluscentrale (zecche derivate da pazienti dal pronto
soccorso), monitoraggio ambientale (zecche racaol@bitat) e flusso periferico (zecche raccoleutenza
sensibilizzata). La presenza di DNA RliickettsiaSFG nei campioni di zecca e stata ricercata méifido
primer specifici per un frammento della regiayieA codificante per il gene della citrato sintetasieg pn
frammento della region®mpAcodificante per I'antigene di superficie OmpA. Gooontrollo di processo e
stato utilizzato un frammento del DNA ribosomia@Slspecifico per le zecche. L'identificazione décip
stata effettuata mediante analisi delle sequenabireamento con le sequenze presenti in GenBaak. L
zecche analizzate appartenevano alle seguentiesfmimacentor marginatus, Haemaphysalis pungtata
Hyalomma marginatupixodes ricinusixodes(PholeoixodeshexagonusRhipicephalus sanguineasndR.
turanicus.Dei 76 campioni prelevati da paziente negli ospettdla Liguria e della Toscana, 18 (32,14%, I.
C. 95% 19,91-44,37) sono risultati positivi per DHiARIickettsiaSFG.R. monacensié stata, tra le diverse
specie dRickettsiaSFG presenti in questi campioni, quella piu fregemente rilevata mediante PCR (n=8,
14,29%, I.C. 95% 5,12-23,45), seguitaRlahelvetica(n=5, 8,93%, I.C. 95% 1,96-16,40Réckettsia sp
CyRtu43S (n=1). Un totale di 442 campioni di zeitcaerca di ospite sono stati raccolti medianteygirag,
corrispondenti a 444 ninfe (92.12%), 24 femmine98§%) e 11 maschi (2.28%). Gli adulti sono stati
analizzati singolarmente mentre le ninfe sono statdizzate in pool di tre soggetti della stessecigp In
totale dei 186 campioni amplificati, 60 sono riatilpositivi perR. monacensié32,26%, |. C. 95% 25,54—
38,98) e 9 peR. helveticg4,84%, I. C. 95% 1,75-7,92). Due maschbdimarginatussono risultati positive
perR. slovacae una femmina dr. turanicusé risultata positiva paR. massiliaelUn campione dl. ricinus
ninfa ha presentato amplificato /i bellii per il genegltA. Delle 404 ninfe di. ricinus analizzate il 22.89%
(I. C. 95% 18.78-26.99) e risultato positive pgtickettsiaSFG. Le province di Livorno e Pisa hanno
presentato la prevalenza piu alta, rispettivameeled1.52% (1. C. 95% 29,05-53,99) e del 35,63%. (l.
95% 21,64-49,63).



Introduzione

Le malattie trasmesse da vettore sono considedlatesempre, una delle maggiori piaghe dellumanita.
Nell'ultimo secolo, I'impegno profuso dall'intersomunita scientifica, ha permesso di controllarepile
importanti malattie trasmesse da vettore nei pasdistrializzati. Tuttavia I'aumento dei viaggidtor
internazionali ha dimostrato, come nel caso detfemia di Chikungunya che si e sviluppata in Emilia
Romagna nel 2007, che infezioni caratteristichgalisi tropicali possono essere introdotte con restre
facilita nelle nostre regioni.

Queste malattie sono caratterizzate da una strewidi integrazione tra patogeno, vettore, ospite ed
ambiente. Inoltre, tali interazioni sono soggetteoaevoluzione prodotta dalle inevitabili conseguesdi
pressioni antropiche, quali i mutamenti climatléhdustrializzazione, le modifiche apportate alrii®rio e
l'aumento della popolazione. A livello locale, gteso-evoluzioni sono responsabili della modifida d
incidenza delle malattie nell'uomo e negli animaligiustificano I'apprensione di medici e veterinari

I'interesse nello studio dei meccanismi che regolannterazioni.
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Le zecche (Acari: Ixodidae) sono artropodi ematofdaipligati, altamente specializzati, in grado dtrirsi

su mammiferi, uccelli, rettili ed anfibi in quasitte le regioni del mondo e sono efficaci vettonida ampia
varieta di patogeni, inclusi virus, batteri, pratbed elminti (Cringoli, 2005; Estrada-Pefia et 2004). Le
zecche sono i vettori maggiormente coinvolti netesmissione di malattie infettive in Europa (Payol
2004). Inoltre, in tema di patologie emergenti)aléiverse nuove malattie trasmesse da zecchefidats
nell'ultimo ventennio, il maggior numero e statogsalato in Europa, confermando, per questa area
geografica, la presenza di habitat che supportantcli ecologici dei patogeni e la conseguente
stabilizzazione delle patologie sul territorio (Baret al., 2005; Parola and Raoult, 2001).

Le problematiche sanitarie di maggior impatto rigia®o in modo particolare specie di zecca adaddte
ambienti naturali. In questo caso il rischio dehtatto tra 'uomo e la zecca deriva dalla frequeiotae di
habitat infestati e questa opportunita pud corzzatsi esercitando in aree naturali attivita tiofst,
ricreative 0 anche professionali (Garbarino et 2003). Negli ultimi anni lo sviluppo dellattivitali
agriturismo, l'aumento della popolazione di animsdilvatici, la costituzione di aree protette e parc
naturali, la diffusione di sport come il trekkinggc., sembrano aver favorito le opportunita peorfio di
entrare in contatto con questi vettori (Gray etz009).

L’attivita di prevenzione nei confronti delle paigie trasmesse da zecche € orientata alla corretta
identificazione del rischio sanitario, all'informiame degli esposti al rischio, al coinvolgimenta sanitari

ad un approccio multidisciplinare.



La corretta identificazione del rischio non puod suiadere dalla conoscenza di: 1) ecologia, etolegia
fenologia delle specie di zecche di maggior inte$Sonenshine and Thomas, 1994); 2) meccanismi che
regolano linterazione tra patogeno, vettore editespWalker et al., 2003); 3) dati originali sulla
distribuzione, densita e prevalenza di infezioné wtori nellarea di studio (Rizzoli et al., 2011

http://ecdc.europa.eu).

| cicli delle zoonos trasmesse da zecche

Tutti i cicli delle malattie trasmesse da zecchevpdono una triangolazione interattiva depite, vettore e
microrganismo (Nuttal and Labuda, 2004). La realizzazione dallocidipende da fattori limitanti,
tipicamente definiti di tipo “intrinseco” (barrieffisiche, fisiologiche, cellulari) ed “estrinsec@ensita di
ospiti e vettori, coincidenza spazio temporalegtinfita, ecc), pertanto ogni singolo elementocielo deve
possedere particolari requisiti che rendano attiteéiangolazione (Sonenshine and Thomas, 1994).
L'ospite. Tipicamente divisi in ospiti riproduttivi, che replicemente sostengono la popolazione di zecche
con il pasto di sangue ed ospiti serbatoi@servoir, sui quali la zecca perpetua I'infezione. Ospitiedsi
possono modulare le due proprieta nei confrontirdidato binomio vettore-patogeno. La capacita di un
reservoir si realizza essenzialmente con la compatbiologica, quindi il reservoir deve essere gtdbile

al patogeno, tollerarne lo sviluppo e garantire infettivita di lunga durata. In genere i micromaifam
sono buoni reservoir, ma anche all'interno di qaesisse di animali, I'efficacia varia con la sgetieta, il
sesso, la stagionalita (Sonenshine and Thomas).1994

Il vettore Le zecche sono efficienti vettori per una ammaeta di microrganismi, tra cui virus, protozoi,
rickettsie, spirochete. Le zecche della famigliledodidae si nutrono solo tre volte, come laramfa e
adulto. Al pasto di sangue segue la muta o ladigzmne, cosicché, al contrario di quanto avvieaegitri
vettori, come ad esempio le zanzare, un determistaitio che si € eventualmente infettato con itqds
sangue, non puo ritrasmettere I'infezione finoadtp che effettuera come stadio successivo. Qasptito,
al fine di garantire linfettivitd del vettore, nuduce la necessita della trasmissione transtadiale
microrganismo, una evenienza inconsueta tra gibpodi, ma che nelle zecche e resa possibile ddesib
processi istiolitici che intervengono nelle mute. alcuni binomi il microrganismo infetta I'apparato
riproduttivo della zecca e viene trasmesso pertngasovarica, originando una progenie di larvetiafe
Anche nel caso della zecca, al fine di garantirecdpacita vettoriale, € necessario il requisitdadel
competenza, quindi la capacita di ingerire il patag con il sangue, tollerarne la moltiplicaziondoe
sviluppo, inocularlo in un sito idoneo. Mentre parsua efficienza di vettore & importante pasteggsu
reservoir che non abbandonino I'habitat idealeade#icca ed avere una densita relativa superioteldaq
dell'ospite, per garantire un numero elevato ditatthinfettanti nel periodo di massima infettivitiel

reservoir (Sonenshine and Thomas, 1994).

II_microrganismo Il microrganismo agente di una zoonosi trasmefsazecche deve essere adatto ad

infettare e moltiplicarsi alternativamente su téissu ospiti invertebrati e di vertebrati: questmrsfica



superare le alte temperature del corpo dei mamin@fdrloro sistema immunitario complesso, cosi eom
adattarsi alla variabilita di temperatura di undrtebrato ed al suo sistema di difesa piu primitina
comunqgue efficace. Inoltre il successo dell'infeEalipende dall’interazione ospite-vettore e dedlpacita
di utilizzare come veicolo i fluidi corretti, tipgenente il sangue nei vertebrati e la saliva nefleckze
(Sonenshine and Thomas, 1994).

Tra le zoonosi trasmesse dalla zecca un ruolo irapt é rivestito dalla rickettsiosi.

Rickettsia Spotted Fever Group

Microrganismo
Le rickettsie sono piccoli batteri, coccobacilliraB negativi, parassiti intracellulari obbligatipaptenenti

alla classe delle Alphaproteobacteria (Gillespiealet 2008). Appartengono all’ordine Rickettsialese
comprende tre famiglie: Holosporaceae, Anaplasmatce Rickettsiaceae, di cRickettsiafa parte
(Gillespie et al., 2008).

Il nome deriva da Howard Ricketts microbiologo aiceemo che per primo le descrisse come agenti dausal
della febbre delle Montagne Rocciose nel 1906 (Broahd Wolfel, 2009). Il primo a identificarne latara
intracellulare fu invece Wolbach (1919) mediantéo@zione di Gram e negli anni 30 e 40 Castaneda e
Macchiavello ne descrissero le proprieta tintoiigkrola et al., 2000). Per molto tempo descrittne “large
virus”, con l'avvento delle colture cellulari e tebiologia molecolare sono state classificate ctatteri,
insieme actrlichia e AnaplasmgDobler and Wolfel, 2009).

Sono quindi batteri intracellulari obbligati le agimensioni sono dell’'ordine di 0,3 x O8n per 0,5 x 2,0
pum. La morfologia € quella dei Gram negativi ma soivestite da un glicocalice o “slime” e non sono
visualizzabili alla colorazione di Gram, mentrestino con la colorazione di Glimez e Giemsa (Remvets
al., 2009).

Essendo un microrganismo che si moltiplica solang#irno di cellule di eucarioti, il sSuo genoma $abito
nel corso del suo percorso evolutivo adattamergilothanno portato dall’'essere un organismo aliaeaa

ad un parassita obbligato (Holste et al., 2000anhlisi filogenetica ha infatti dimostrato cRéckettsiae
'organismo esistente piu vicino all'antenato deitavondri (Anderson et al., 1998). Il suo genoma
relativamente piccolo, circa 1,1 x°1paia di basi (bp), potrebbe essere quindi il titaldi un’evoluzione
riduttiva confrontabile a quella che ha portat@ aViluppo dei moderni mitocondri (Holsten et 2000).
Inoltre, il genoma dRickettsiasi distingue per la larga frazione di DNA non dmdinte (24 %), che negli
altri batteri intracellulari obbligati non supetd 0 % ed é stato ipotizzato che questa frazioppresenti cio

che rimane di geni che sono stati degradati daziautee non sono stati rimossi (Anderson, 1998).

Tassonomia
Storicamente sono state classificate in tre gruppggiori sulla base delle caratteristiche sieralogj

chiamati “typhus group” (TG), “spotted fever gro(FG) and “scrub typhus group” (Weinert et al., 200



L’analisi filogenetica ha messo invece in evidenmampia diversita delle specie Rickettsiache sono
state classificate dapprima in 3 gruppi: SFG candpi20 specie, TG con le 2 speBleprowazekie R. typhi

e un gruppo ancestrale (AG) cBncanadensie R. bellii. Successivamente gli intensi studi degli ultinmian
hanno suggerito che SFG sia costituito da due étatilli, uno dei quali € adesso designato congp @
transizionale (TRG), comprendenfe felise R. akari e derivati dal’AG non patogeno per i vertebrati
(Weinert et al., 2009). Al momento secondo I'andiisgenetica la speciRickettsiarisulta suddivisa quindi
in almeno 4 gruppi: AG, TG, TRG e SFG; mentre shatati su analisi parziale di sequenze ancheudi pi
geni suggeriscono ulteriori suddivisioni dell’albefilogenetico (Gillespie et al., 2011). Le riclsatisi
trasmesse da zecca (tick-borne rickttesioses) ggrgmnmo comunque tutte al SFG (Parola et al., 2008)
le diverse rickettsiosi SFG variano comunque, asga della specie interessata, in severita, caasgo del
23% di casi fatali per la Rocky Mountain Spotteddfea forme afebbrili e non riportate come fatali B.
slovacae R. aeschlimanniie nei sintomi, anche unici come per la linfoadextigpassociata R. slovaca
(Sexton and Walker, 1999)

Vettore
La maggior parte delle zecche infette Bickettia SFG appartengono alla famiglixodidag e la

distribuzione di questo patogeno € legata quindjualla della zecca infetta (Azad and Bear, 1998).
L'infezione iniziale della zecca pud avvenire quangecche non infette si cibano su ospiti infetti
(Socolovschi et al.,, 2008). La relazione fRickettsiae zecca € comunque piuttosto complessa e i
meccanismi usati per sopravvivere nelle zecchenderrth periodo invernale o durante la muta non sono
ancora chiari. Sono capaci di rimanere quiesceamtartte i lunghi periodi di inattivita del vettoréage
transtadiale e ricerca dell’'ospite), non utilizzan@sorse stoccate e riducendo qualsiasi effetia §tness.
Quando la zecca inizia a nutrirsi, invece, il cambi temperatura e la fisiologia dell'ospite indoooil
batterio a emergere dalla fase dormiente e adeesaruovo infettante; si parla, infatti, di “riz#zione”
(Socolovschi et al.,, 2009). Anche se alcuni stuainrfo spiegato il fenomeno della riattivazione della
virulenza dopo che le zecche infette acquisisconmasto di sangue, non € ben chiaro invece come i
cambiamenti che avvengono nella fisiologia deksiino prima e dopo il pasto di sangue influendao
crescita di questo microrganismo, la sua divisiorBulare e la differente espressione delle pretain
superficie (Azad and Bear, 1998).

Maggiore € la quantita di sangue che la zecca isgerpiu alto e il livello diRickettsianel sangue
dell'ospite vertebrato e piu lungo € il tempo in leuzecca rimane attaccata, maggiori sono le foititzadi
infettarsi (Socolovschi et al., 2009).

Il sangue dell'ospite ingerito fluisce attraversaa@nale formato dai cheliceri e l'ipostoma, ateeso la
cavita faringea e il corto esofago e penetra midi§tino medio e nel suo diverticolo. La digestiangiene
tramite la lisi dei globuli rossi nel lume intestla, penetrazione dellemolisato nelle cellule dige e
digestione intracellulare di proteine e lipidi. Qavviene il primo contatto del batterio con le okl

Rickettsiainteragisce con le cellule della zecca tramiteetteci della superficie cellulare non ancora ben



conosciuti ed evade la risposta immunitaria dedleca. Una fosfolipasi, forse appartenente alleofipsfsi D
(PLD) potrebbe essere il fattore critico per I'mializzazione e la sopravvivenza intracellular®iikettsia

E stato ipotizzato che PLD abbia le funzioni chefdafolipasi A2 (PLA2) ha nel vertebrato: mediare
I'entrata nelle cellule dell’'ospite, evadere i fagmi e facilitare le lesioni cellulari. Le cellubpiteliali
dell'intestino medio della zecca sopportano un &8s0 di replicazione dickettsiasenza alterare la loro
ultrastruttura. Dopo aver attraversato la barrige tratto digestivo, questo batterio penetra nelsita
corporea dell'artropode, sopravvive e si moltiplgE lungo tempo, virtualmente per tutta la vithwdgtore.

Le rickettsie che superano lintestino medio invad@li emociti, ottenendo un accesso virtuale & tut
tessuti e agli organi e causando un’infezione sist@ nella zecca. Dopo 5 giorni dall'ingestidRerickettsi
puo essere rinvenuta nei plasmociti della zecag#dhie al momento in cui € completamente ingorgata
mutato allo stadio successivo (10-15 giorni dopoejalezione) tutti i tessuti sono fortemente irdéstE
quindi capace di eludere le difese immunitarie'aetopode che generalmente uccidono gli altri dratt
Questo awviene perd solo nei vettori competentijeoy che hanno la capacita di ospitare e trasrgetter
determinate specie #Hickettsia Per esempi®. sibiricainduce una forte risposta cellulare nelle zecdiee ¢
non sono il suo naturale vettore. Questa capaeitdbsa dipendere da una differente composizione dei
recettori della zecca e dalla sua abilita di ricgmese e distruggere alcuni microrganismi. (Socaloiet al.,
2009).

La secrezione delle ghiandole salivari facilitditteentazione della zecca e gioca un ruolo impoetarglla
propagazione drickettsiaLe ghiandole salivari infatti non sono organcin questi microrganismi vengono
raccolti prima di essere rilasciate ma sono un ditmtensa moltiplicazione. Per quanto riguardavdio,
Rickettsiaprobabilmente invade gli oociti durante 'oogengls¢ segue il pasto di sangue. Lo sviluppo delle
rickettsie nelle cellule interstiziali delle ninfe piu tardi anche negli oogoni e oociti ne permddte
trasmissione transovarica. (Socolovschi et al.9200

Un’altra via di infezione per la zecca € pero ib-feeding”, che pud avvenire quando diverse zesthe
nutrono l'una vicino all’altra sullo stesso ospilea trasmissione sessuale invece da maschio in&tto
femmina non infetta & stata descritta, ma la feramin questo caso non sembra capace di trasmettere
l'infezione per via transovarica alla sua progg&ecolovschi et al., 2009).

Molto poco si conosce riguardo al processo di cdinpee interspecifica tra i microrganismi procdirio
nella zecca, alcuni studi sid. paecockji endosimbionte della zecca non patogeno per I'yohamno
evidenziato che questo microrganismo € mantenutta mpopolazione di questi artropodi tramite la
trasmissione transovarica e le zecche infettateessn sono refrattarie all'infezione ovarica €arrickettsij
mentre non lo sono all'infezione sperimentale paraorizzontale. L’endosimbionte bloccherebbe quiadi
trasmissione transovarica e se consideriamo chmgmior parte delle zecche ospita speciRidkettsianon
patogene, questa interferenza potrebbe avere uortame significato epidemiologico. Cido potrebbéaiti
spiegare perché le zecche raccolte nei numeratiirstim sono infette con due o piu speci®itikettsiaSFG
(Azad and Bear, 1998). In tabella 1 vengono rigerta zecche considerate vettore per le diversettizie
SFG.



Tabella 1 RickettsiaSFG, malattia associata, vettore, reservoir gilblisgione (modificata da Dobler
Wolfel, 2009 e Gillespie et al., 2011, http://wwwaccgov*)

and

Specie Malattia Vettore Reservoir * | Distribuzione Bibliografia
geografica del vettore
R. aeschlimannii Tick bite fever Hyalomma marginatum Non Africa Socolovschi
marginatum conosciuto et al., 2009
R. africae African tick bite Amblyomma hebraeum Ruminanti | Africa Sud- Socolovschi
fever A. variegatum Sahariana, Caraibi | et al., 2009
R. amblyommii § Amblyomma sp. Socolovschi
etal., 2009
R. australis Queensland tick Ixodes holocyclus Roditori Australia, Sexton et al.,
typhus Ixodes tasmani Tasmania 1991
R. conorii Mediterranean Rhipicephalus sanguineus | Cane e Mediterraneo, Socolovschi
spotted fever roditori Medio oriente, et al., 2009
India
R. Far East tick- Dysmicoccus sylvarum Roditori Est della Russia, Duanetal.,,
heilongjiangensis | borne spotted Nord Cina 2011
fever
R. helvetica Uneruptive tick I ricinus Roditori Eurasia Socolovschi
bite fever D. marginatus et al., 2009
Dobec et al.,
2009
R. honei Flinders Island R. haemaphysaloides Non Australia, Murphy et
tick bite fever; I. granulatus conosciuto Thailandia al., 2011
Thailand tick bite
fever
R. japonica Japanese spotted | H. longicornis Roditori Giappone Tabara et al.,
fever I. ovatus 2010
R. marmionii Australian Bothriocroton hydrosauri | Roditori e Australia Unsworth et
spotted fever (Aponomma hydrosauri) | rettili al., 2007
R. massiliae Tick bite fever R. turanicus Non Europa Socolovschi
conosciuto et al., 2009
R. monacensis Tick bite fever I. ricinus Non Europa Socolovschi
riportata etal., 2009
R. parkeri Macular fever A. maculatum Roditori Sud America, Venzal et al.,,
A. triste Nord America 2012
A. tigrinum
R. peacockii § D. andersoni Socolovschi
etal., 2009
R. raoultii § D. reticulatus Socolovschi
D. marginatus etal.,, 2009
R. rhipicephali § Dermacentor sp. Socolovschi
et al., 2009
R. rickettsii Rocky Mountain | D. andersoni Roditori Sud America, Socolovschi
spotted fever D. variabilis Nord America et al., 2009
R. sibirica Siberian tick D. nuttalli Roditori Russia, Cina, Socolovschi
typhus Mongpolia etal., 2009
R. sibirica subsp. Tick-borne Hy. anatolicum Roditori Sud Europa, Asia, | Psaroulaki et
mongolotimonae lymphangitis Africa al.,, 2005
R. slovaca TIBOLA (tick- D. marginatus Lagomorfi e | Eurasia Socolovschi
borne D. silvarum roditori et al., 2009
lymphadenitis) Tian et al,,
2012

§ Patogenicita non accertata
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Ospite serbatoio o reservoir

Perché la zecca si infetti € necessario un sufiiei¢ivello di Rickettsianel sangue di un vertebrato che
funga da reservoirR. rickettsié stata isolata da diverse specie di piccoli mderimcome: Microtus
pennsylvanicus Pitymys pinetorum Peromyscus leucopusSigmodon hispidysSylvilagus floridanus
Didelphis marsupialis virginiangEutamias amoenusepus americanue Spermophilus lateralis tescorum
(Socolovschi et al., 2009). Negli USA comunquetéigbrevalenza delle rickettsie SFG nelle zecche puo
essere spiegata con il contributo estensivo dedantissione transtadiale. Il passaggio transovagico
transtadiale nel vettore assicurerebbe infattolaravvivenza del batterio senza richiedere la cesgia di
un sistema obbligato di reservoir multi-ospite (@oeoschi et al., 2009). Per sostenere un ciclaleviton
successo € presumibile pero che gli animali seivatiiscano come reservoir naturali anchéribkettsia
SFG, ma questa parte del ciclo vitale non € andoigra; sono pochi infatti gli studi che si sonm@entrati
sui roditori e sui piccoli mammiferi (Schex et &Q11) e il ruolo dei vertebrati come reservoir mostato
ancora ampiamente esaminato (Elfving et al., 201pdchi studi effettuati, che hanno evidenziataresi
con sieroconversione 0 DNA dRickettsia SFG in roditori e piccoli mammiferi selvatici, ndmnno
permesso di capire se vi era un’infezione perdistenun’escrezione in atto (Schex et al., 2011}ti,Ra
bestiame e piccoli mammiferi sono risultati posifper alcune rickettsie SFG ma molti vertebratilteno
rickettsiemici solo per brevi periodi e in quel ede zecche non sono in grado di acquisire 'irdagi dal
sangue dell'ospite (Elfving et al., 2010). Il Cenfor Disease Control and Prevention comunque tapoer
alcune rickettsie SFG I'ospite reservoir (tabela 1

Anche studi sugli uccelli non hanno indicato queatiimali come possibili reservoir per questi
microrganismi seppur competenti nella trasmissidinRickettsiaalla larva di zecca (Elfving et al., 2010).
Gli uccelli migratori sarebbero comunque un fattionportante per la distribuzione e I'espansionguisto
patogeno (Elfving et al., 2010; Hildebrandt et 2010).

Diagnosi nella zecca

In passato solo i laboratori di ricerca erano iadgr di isolare le rickettsie da campioni cliniciarmon lo
sviluppo delle colture cellulari per l'isolamentdrate, il numero di laboratori capaci di isolareegto
batterio e cresciuto (Angelakis, et al., 2012).

L'identificazione di specie o sierotipi &ickettsiada singola zecca con queste tecniche rimanevarwunau
complesso, laborioso e presentava diversi problgaige et al., 1994). L'isolamento Hickettsiadai
campioni tramite le colture cellulari (cellule VERQOnNfatti, rimane comunque critico e il successdlal
coltivazione di questo batterio &€ basato sul nunderaicrorganismi nelle cellule, che dovrebbe esdepiu
alto possibile, e dallo step di centrifugazioneg chigliora I'adesione dei batteri che si sono liiedalla
localizzazione intracellulare delle cellule in co#t (Angelakis, et al., 2012). Inoltre I'identifiane a livello
di specie € comunque difficile mediante la sier@ag causa delle cross reazioni tra le diverseisgéado

et al.,, 2006). Il metodo piu utilizzato, la micramnofluorescenza di Philip, fornisce un affidabile
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raggruppamento di sierotipi, alcuni dei quali seim@nosciuti a livello di specie e concorda cort {@s
laboriosi come la fissazione del complemento oalise toxin neutralizzation. La microimmunofluoresce
prevede comunque che le rickettsie siano isolateoiture cellulari o uova embrionate per fornire un
materiale sufficiente per la sierotipizzazione eltie@ sono necessari una serie di sieri e anti¢geraui
produzione e costosa e laboriosa (Gage et al.,)1995

La disponibilita di metodiche molecolari ha perneesgiindi anche peRickettsiaSFG lo sviluppo di
protocolli che sfruttano I'amplificazione di unagrene ipervariabile e il suo successivo sequenzihonper
una piu sicura identificazione a livello di speaelmando la scarsita di dati a livello globaldesipecie di
Rickettsiacircolanti nei vettori, negli ospiti reservoir beccausano malattia nel’'uomo (Jado et al., 2006).
Regnery e colleghi nel 1994 descrissero un praimatil PCR/RFLP (Polimorfismo della Lunghezza dei
Frammenti di Restrizione) che permetteva di diffieiare vari ceppi diRickettsia in gruppi che
concordavano con la classificazione dei sierofipage et al., 1994). Contemporanemente allo sviugip
guesta tecnica, diversi studi sono stati condatti lo scopo di stabilire le relazioni genotipicne tjueste
specie utilizzando il confronto tra sequenze di Di$fothard e Fuerst (1995) and Roux e Raoult (1985)
primi stabilirono la filogenesi basandosi sull'afiamento del gene che codifica il 16s rRNA mentaxRe
colleghi(1996) stabili le relazioni tra le specieRickettsiaconfrontando il gene della citrato sintetagiA)

e dimostrando che questo era piu sensibile derRB\ (Fournier et al., 1998). L'utilizzo della sesnra
del gltA permetteva pero di stabilire interelazioni filogdéohe solo tra rickettsie molto distanti dall’amdto
comune delle SFG. Il gene che codifica per la pmateli membra esterna A (rickettsial outer membrane
protein A, rOmpA) invece é considerato un buon @atd per le analisi filogenetiche perché ha dimadet

di avere un grado di differenza interspecie maggiaspetto al 16S rRNA e @ltA utilizzati in passato
(Fournier et al., 1998). L'analisi del gerempA mediante i primeRr190.70pRr190.602n non é in grado
pero di rilevare la presenzaRlihelvetica forse perché il suo gene rompA € perso o moddida helvetica

e una delle poche specie SFG largamente diffusauiin primer utilizzati per I'amplificazione del ge
rompAnon producono un prodotto di amplificazione, inseaRR. akari(TRG), R. australis(non presente in
Europa), eR. bellii (AG), ma costringe all’'utilizzo di piu primer e gozolli per il rilevamento di questo

patogeno dalla zecca (Simser et al., 2002; Margquak, 1998).
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SCOPO DELLATESI

Il presente studio si inserisce all'interno delgatio europeo denominato REDLAV (Reseau Tranfrartal
de Demustication et de Lutte Anti-Vectorielle) irg® nel programma di Cooperazione lItalia-Francia
“Marittimo” di cui € partner la ASL 2 di Lucca. progetto REDLAV mira a migliorare la governance in
materia di gestione dei mezzi di lotta anti-vetiterie di crisi in caso di epidemie, attraverso tetienti
locali sul territorio di competenza, che corrisperalle province tirreniche della regione Toscarigutia,
Sardegna e Corsica. In questo ambito progettudilkSal 2 di Lucca é stato affidato uno studio sulla
definizione del rischio di malattie trasmissibitiraverso il morso della zecca per la popolaziasidente
nel bacino di utenza del progetto REDLAV. Per malre I'obiettivo assegnato, I'ASL 2 di Lucca ha
proposto di replicare sull’area di studio, la dtrta di un sistema di sorveglianza attivo fin d@D2, presso
I'Osservatorio Permanente per Patologie a trasamssyettoriale (OPPV).
Il sistema di sorveglianza realizzato per REDLAVdampreso piu livelli:

- lattivazione di un flusso centrale: pazientigntrata per morso di zecca presso le Unita Operdtiv

Pronto Soccorso delle Aziende Sanitarie coinvolte;
- l'attivazione di un flusso periferico: utenza naffierente al Pronto Soccorso sensibilizzata méelian
informativa ad Enti o Associazioni o0 a mezzo didbnare;

- larealizzazione di monitoraggi ambientali.
In questo contesto, presso 'ASL 2 di Lucca é sHdtestito un laboratorio di diagnostica molecoldie
prima linea per la ricerca di agenti patogeni d=iegeBorrelia e Rickettsiain zecche antropofile al fine di
raccogliere dati originali sulla distribuzione, déa e prevalenza di infezione dei vettori nellads studio.
Il presente studio si inserisce quindi all'intemtioun ambito progettuale piu ampio e ancora in@ocsn o
scopo di effettuare una prima valutazione dellasgmea diRickettsiadel gruppo “Spotted Fever” nelle
zecche afferenti al laboratorio mediante i divéltssi, valutarne la prevalenza nelle diverse spes®sso e
stadio di zecca ed effettuare una caratterizzaziolecolare delle specie RickettsiaSFG rilevate. Sono
state quindi analizzate, mediante PCR, zecche ltaauslla regione Toscana e Liguria per la ricaficANA
di RickettsiaSFG. In particolare la maggior parte sono statniani provenienti dal flusso costituito da
raccolta in habitat naturali, che é stato il piloge ad attivarsi. Inoltre, gli amplificati dei camni risultati

positivi sono stati sequenziati al fine di idermt#fie le specie circolanti sul territorio toscarimere.
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Materiali e metodi

Campioni di zecca

Da marzo 2012 a settembre 2012 sono stati analipeatricerca di DNA diRickettsiaSFG campioni
provenienti dai seguenti tre flussi:

» Flusso centrale: zecche estratte da pazienti nat@nper morso di zecca presso le Unita Operative d
Pronto Soccorso delle Aziende Sanitarie di Lucdaa,PLivorno e Genova. Il campione é stato
estratto dal paziente mediante pinze O'TOMconservato in alcool etilico assoluto fino atieo
all'Osservatorio Permanente per Patologie a trasome Vettoriale (OPPV), ASL 2 di Lucca.

» Monitoraggio ambientale: effettuato dallOPPV. llomtoraggio ha compreso 59 siti distribuiti
lungo la costa toscana e ligure (Figura 1) e 83Mpionamenti. La raccolta delle zecche é stata
effettuata con il metodo della coperta strisciateagging sample) che consiste nel raccogliere le
zecche allo stato libero, cioé non fissate su bspitelo di 1 metro di larghezza e 1 metro di
lunghezza viene trascinato dall'operatore, garaeotehe rimanga sempre adeso al terreno, per 100
metri senza mai passare nello stesso punto (1 camanpiento). Le ninfe sono state suddivise in pool
di 3 individui, mentre adulti maschi e femmine s@tati inseriti singolarmente in provette distinte.

Le province e i comuni delle due regioni interessatno riportati in tabella 2:

Tabella 2: Province e i comuni in cui € stato effettuato ilmtoraggio ambientale p&ickettsiaSFG

Provincia Comune

Genova Borzonasca

Campo Ligure
Massa-Carrara| Filattiera
Pontremoli

Villafranca in Lunigiana
Lucca Bagni di Lucca

Barga

Fabbriche di Vallico
Lucca

Molazzana

Pescaglia

Vergemoli

Pisa Pisa

Montecatini Val di Cecina
Monteverdi Marittimo

Volterra
Livorno Piombino
Grosseto Follonica

| siti di raccolta della regione Liguria sono ripadr in figura 2, mentre quelli della regione Tosaa

in figura 3.
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» Flusso periferico: ovvero utenza sensibilizzata ia@e informativa ad Enti o Associazioni o a
mezzo di brochure. In questo caso il campione t© sstratto da animali da compagnia (cane) dal
proprietario e inviato al’lOPPV, ASL 2 di Lucca.

Figura 1: Sitid

— -

i raccolta lungo la costa ligure e t

oscana

ry

Figura 2: Siti di raccolta nella regione Liguria
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| dentificazione delle zecche

L'identificazione dello stadio, sesso, genere egpdelle zecche pervenute attraverso i flussiatite stato
effettuato dal’lOPPV mediante chiavi dicotomichporitate in letteratura (Cringoli et al., 2005; Mkmi
1998; Manilla and lori, 1992, 1993).

Estrazione del DNA

Il campione di zecca, conservato in alcool etikssoluto, & stato sottoposto, dopo eliminazionkatimlol,

a due lavaggi in PBS 1 X sterile mediante centdafiigne a 1000 g. Per I'estrazione del DNA é stato
utilizzato il kit DNeasy blood and tissue kit (Qeg Hilden, Germany). Essendo la zecca rivestita da
esoscheletro chitinoso, il campione é stato trituraediante bisturi sterile dopo aggiunta dil8@li buffer
ATL e successivamente omogenizzato tramite micstgble al fine di permetterne la lisi completa. Dop
aggiunta dei restanti 150 di buffer ATL e di 20l di proteinasi K il campione & stato sottoposto a
trattamento termico in agitazione a 56 °C overnidihprotocollo di estrazione & proseguito seguelelo

istruzioni fornite dalla casa produlttrice.

Controllo di processo

Per evitare la presenza di falsi negativi dovudiriata estrazione del DNA dal campione é statizzdito
come controllo di processo un frammento del DNAsitimiale 16S specifico per le zecche. Il DNA egdrat
e stato quindi sottoposto a protocollo di amplificae utilizzando come primer senso il 16S+ (5-
CTGCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGTGG-3") e come antisensid 16S- (5-CCGGTCTGAACTC
AGATCAAGT-3) (d'Oliveira et al., 1997).
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A 22,5l di una miscela di reazione contenente 1#,8i 2X Hot Gold Star Red Master Mix, 08V di
Primer 16S+ , 0,8M di Primer 16S- e 8l di H,O sono stati aggiunti 2,4 di DNA.

L’amplificazione del gene 16S della zecca é stHtdtaata utilizzando il seguente protocollo termic

Amplificazione DNA ribosomiale 16S
Denaturazione 92 °C per 1 min )
Annealing 48 °C per 1 min , 10 cicli
Estensione 72 °C per 1 min e 30 sec
Denaturazione 92 °C per 1 min h
Annealing 54 °C per 35 sec . 32 cicli
Estensione 72 °C per 1 min e 30 sec
Estensione finale 72 °C per 7 min

(d'Qliveira et al., 1997)

La corretta estrazione € stata valutata mediantprdgenza di un amplificato di 456 bp dopo corsa
elettroferitica sul gel d’agarosio all'l%. In ogréazione di amplificazione é stato utilizzato umtcollo
positivo costituito da DNA di zecca e un controllegativo costituto da acqua per biologia molecolare

sterile.

PCR Rickettsia SFG

La presenza di DNA dRickettsiaSFG nei campioni di zecca e stata ricercata mdifidlo primer specifici per
un frammento della regiorgtA codificante per il gene della citrato sintetasi.

| primer utilizzati sono stati il primer senso Rp8&/p (5- GGG GGC CTG CTC ACG GCG G-3) e
I'antisenso Rrl90.602n (5'- ATT GCA AAA AGT ACA GT@AC A-3’) (Regnery et al., 1990).

A 45 pul di una miscela di reazione contenente25li 2X Hot Gold Star Red Master Mix, 0,8V di
RpCS.877p e 0,8M di Primer RpCS.1258n e 16 di H,O sono stati aggiunti gl di DNA.

L amplificazione del frammento del gegHA é stata effettuata utilizzando il seguente prdtodermico:

Amplificazione gene gItA

Denaturazione 95 °C per 3 min

Denaturazione 95 °C per 20 sec

Annealing 48 °C per 30 sec 35 cicli
Estensione 60 °C per 2 min

Estensione finale 72 °C per 7 min
(Regnery et al., 1990)
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La presenza di un amplificato di 381 bp dopo caisdiroferitica sul gel d’agarosio all'1% ha indicda
presenza di DNA dRickettsiaSFG nel campione.

I campioni risultati positivi allamplificazione dgenegltA, sono stati analizzati ulteriormente utilizzando
primer specifici per un frammento della regioo@pA codificante per I'antigene di superficie OmpA. |
primer utilizzati sono stati il primer senso RrB0p (5-ATG GCG AAT ATT TCT CCA AAA-3) e
antisenso Rrl90.602n (5-AGT GCA GCA TTC GCT CCCCT-3’) (Morita et al., 2004). La doppia
amplificazione é stata scelta in virtu del fatt@ ¢h sequenza dgltA non &€ un buon candidato per I'analisi
filogenetica ma il geneompAnon € in grado di rilevare la presenzeRdhelvetica(Fournier et al., 1998;
Simser et al., 2002).

A 45 ul di una miscela di reazione contenenteuR8li 2X Hot Gold Star Red Master Mix, 0,8 di Primer
RI190.70p e 0,&M di Primer Rrl90.602 e 16l di H,O sono stati aggiunti gl di DNA.

L' amplificazione del frammento del genempA e stata effettuata utilizzando il seguente prdtoco

termico:

Amplificazione gene rompA

Denaturazione 95 °C per 3 min

Denaturazione 95 °C per 45 sec

Annealing 55 °C per 30 sec 35 cicli
Estensione 72 °C per 1 min e 30 sec

Estensione finale 72 °C per 7 min
(Morita et al., 2004)

La presenza di un amplificato di 530 bp dopo caisdtroferitica sul gel d’agarosio all'1% ha indicda
presenza di DNA dRickettsiaSFG nel campione.

In entrambe le reazione di amplificazione e staitizezato un controllo positivo costituito da DNAI d
Rickettsia slovacamplificato secondo gli stessi protocolli e sequeozper il frammento del gemrempA
(Max identity 100 %, Query Coverage 95, Total sc88&) e un controllo negativo costituto da acqua pe

biologia molecolare sterile.

Seguenziamento e allineamento

I campioni di amplificato risultati positivi peRickettsiaSFG sono stati inviati alla ditta PRIMM srl (San
Raffaele Biomedical Science Park, Milano) dove sstati sequenziati secondo metodo Sanger. Le sequen
sono state elaborate mediante programma di alliertBioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1989)

I'analisi di omologia é stata effettuata tramitpribgramma Blast del’NCBI (http://www.ncbi.nim.ngov).

Analisi filogenetica

Le sequenze ottenute sono inoltre state allineatdecsequenze dickettsiaSFG piu significative riportate

su GeneBank per confermare l'identificazione ethéaseffettuata I'analisi filogenetica mediantsaftware
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Mega 5.1. L'analisi filogenetica e stata determansgcondo le assunzioni di Kimuras con un modetloea
variabili ed e stata utilizzata per costruire ihdeogramma con il metodo neighbor-joining (Saitod &lein,
1987). Il valore di confidenza per i rami individiva stato determinato mediante analisi bootsti@p 1000
repliche (Bertolotti et al., 2006)

Analis statistica

| dati di prevalenza sono stati elaborati medidrgeftware statistico R (R Development Core Tea01.1),
sono stati inoltre calcolati i limiti superiore feriore dell’'Intervallo di Confidenza (1.C.) al 9% | dati di
prevalenza di ninfe positive pRickettsiaSFG nelle diverse province sono stati analizzauliamte il test di
Friedman per confronti multipli non parametricitdbt dely® per i gruppi con pit di 6 soggetti e il test esatt
di Fisher per i gruppi con numerosita inferiore.

Al fine di ottenere i dati sulla prevalenza delkate patogeno riferiti alla singola zecca, i rigtiltiguardanti

i pool di 3 ninfe sono stati sottoposti ad un’agiafitatistica utilizzando la seguente formula, dpve
probabilitd stimata che la singola zecca sia iafett = numero di campioni non infetti, N = numeio d

campioni esaminati, k = numero di esemplari pesaia pool (Cinco et al. 1998):
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Risultati

Sono stati analizzati in totale 249 campioni diczeprovenienti dai tre flussi descritti precedergrta e
cosi distribuiti: 56 da paziente (pa, flusso cded;al86 da habitat (ha, monitoraggio ambientald) @éa
animale (an, flusso periferico). Le zecche analezzappartenevano alle seguenti spefermacentor
marginatus, Haemaphysalis punctatelyalomma marginatumIxodes ricinus Ixodes (Pholeoixodep
hexagonusRhipicephalus sanguine@sR. turanicusDei 249 campioni analizzati 96 sono risultati pesit
per DNA diRickettsia SFGcon una positivita del 38,55%. (1.C. 95% 32,5160% Le specie dRickettsia
SFG identificate sono state le segueRtihelveticaR. slovaca, R. monacensis, R. massilRiekettsia sp.
CyRtu43% unCandidatus Rickettsia hoogstraaikiolato Et161B. Sebbene non appartenente al grégpo

oggetto del presente lavoro, € stata identificatdna unaR. bellii (AG).

Flusso centrale:

Le zecche di questo flusso sono state identificatee appartenenti alle seguenti spebiemarginatus(n=

3, 5,35%) H. punctata(n=1, 1,79%),H. marginatum(n=2, 3,57%),l. ricinus (n=39, 69,64%)J. (P.)
hexagonugn=3, 5,35%) &R. sanguineugn=7, 12,50%) (tabella 3). Riguardo a stadio esdaspercentuale
e stata di 35,71% per le ninfe (n=20), 57,14% pdemmine (n=32) e 5,36% per i maschi (n=3). Débe
zecche rimosse da 56 pazienti, 18 (32,14%, 1.C. 99%1-44,37) sono risultate positive packettsiasp.

R. monacensig stata, tra le diverse specie RlickettsiaSFG presenti in questi campioni, quella piu
frequentemente rilevata mediante PCR (n=8, 14,29%6,95% 5,12-23,45), seqguita &a helvetica(n=>5,
8,93%, I.C. 95% 1,96-16,40). Tutti i campioni pwsitper R. helvetica sono stati ottenuti
dall'amplificazione da zecche della spetieicinus. Anche i campioni positivi peR. monacensisono stati
ottenuti dal. ricinus, eccetto un amplificato che e derivato da DNAa&irdal. (P.) hexagonuslinoltre,
sono state amplificatRickettsia sp. CyRtu438=1) daR. sanguineug un presunt@€andidatus Rickettsia
hoogstraaliiisolato Et161B (n=1) dh (P.) hexagonusTre campioni sono risultati positivi per I'amdifto
del genegltA, e di questi uno anche per I'amplificato del geoepA ma il sequenziamento non ha
permesso l'identificazione della specie Riickettsia Quindi, i due campioni nei quali e stata rilevéda
presenza solo d@jltA sono stati identificati come positivi pRickettsiasp., mentre il campione positivo per
entrambi i genidltA erompA) é stato indicato come positivo fRrickettsiaSFG.

Sebbene non oggetto del presente studio, perchproganienti dalle regioni Liguria e Toscana, msegslo
all'interno di un progetto transfrontaliero, sortatsanalizzati anche 2 campioni di zecca provenidalla
Corsica e pervenuti tramite questo flusso. | camipgono stati identificati com®&. sanguineug sono
risultati negativi peRickettsiaSFG. In tabella 3 sono riportate le positivita Bérkettsiaspp. nella specie,

stadio, sesso e provenienza delle zecche analizzate
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Tabella 3: Rickettsiaspp. identificate nelle zecche analizzate provendal flusso centrale.

Regione | Provincia Comune N | Specie zecca stadi| Positivi | Specie
0 Rickettsia
Liguria Genova Bargagli 1| H. punctata Q 0
Liguria Genova Campo 5 | I. ricinus ninfa 0
Ligure
Toscana | Firenze Reggello |l D. marginatus 3 0
Toscana | Lucca Bagnidi | 1 | I ricinus ninfa 0
Lucca
Toscana | Lucca Borgoa | 1 | I ricinus Q 1 R. helvetica
Mozzano
Toscana | Lucca Capannori P 1. ricinus ninfa R. monacensig
1 | I. (P.) hexagonus| ninfa R. monacensig
Toscana | Lucca Castiglione di 1 | I. ricinus ninfa R. helvetica
Garfagnana
Toscana | Lucca Coreglia | 1 | l.ricinus ninfa 0
Antelminelli
Toscana | Lucca Lucca 1 1. ricinus ninfa 3 R. monacensig
1 R. helvetica
Toscana | Lucca Lucca 1D1. ricinus Q 2 R. monacensig
1 Rickettsia
SFG
Toscana | Lucca Lucca 2 1. (P.) hexagonus| @ 1 Candidatus
Rickettsia
hoogstraalii
isolate
Et161B
Toscana | Lucca Lucca 1 R. sanguineus Q 0
Toscana | Lucca Lucca 1 n.c 0
Toscana | Lucca Pescaglia P 1. ricinus Q 1 R. helvetica
Toscana | Lucca Pescaglia 1D. marginatus Q 0
Toscana | Pisa Pisa 1 1. ricinus ninfa 0
Toscana | Pisa Volterra 1 1. ricinus ninfa 0
Toscana | Pisa Volterra 2 I. ricinus Q 1 Rickettsiasp
Toscana | Pisa Volterra 1 R. sanguineus 3 0
Toscana | Pisa Volterra 1 H. marginatum 3 0
Toscana | Livorno Piombino 5 I. ricinus Q 1 R. monacensig
1 R. helvetica
Toscana | Livorno Piombino 1| H. marginatum Q 0
Toscana | Livorno Piombino 3 R. sanguineus Q 1 Rickettsiasp.
CyRtu43S
Toscana | Grosseto Follonica | D. marginatus Q 1 Rickettsiasp.
Corsica 2 | R. sanguineus Q
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Monitoraggio ambientale:

Il monitoraggio ha coinvolto in totale 6 provinc@ comuni, e ha compreso 64 siti distribuiti ludgcosta
toscana e ligure per un totale di 362 campionam®si 64 siti analizzati 53 sono risultati positper la
presenza di zecche, e su 362 campionamenti effiet@igdono risultati positivi 148. La distribuziodei siti

e dei campionamenti risultati positivi per presedizzecche e riportata in tabella 4.

Tabella 4: Numero di siti e numero di campionamenti effettua#l monitoraggio ambientale e siti e

campionamenti risultati positivi per presenza dicres.

Siti Campionamenti
Provincia Comune Localita Siti| positivi | Campionamenti positivi
Genova Campo Ligure Beigua P 2 9 6
Capanne di
Genova Campo Ligure Marcarolo 2 2 7 6
Genova Borzonasca Caregli 1 1 7 1
Genova Borzonasca Giacopiane 1 1 6 1
Genova Genova Lago Le lame 2 0 7 0
Genova S. Stefano Aveto Monte Penna 2 ] 12 1
Genova Rezzoaglio Passo 1 1 4 3
Massa Filattiera Gigliana 1 1 9 9
Massa Pontremoli Grongola il 1 7 6
Massa Villafranca Irola 1 1 8 5
Massa Filattiera Logarghena a 4 20 11
Massa Villafranca Merizzo 1 1 3 3
Massa Pontremoli Succisa i 1 4 1
Lucca Bagni di Lucca n.r. 1 1 1 1
Lucca Barga n.r. 1 1 1 1
Lucca Fabbriche di Vallico n.r. 1 1 1 1
Lucca Lucca n.r. 1 1 1 1
Lucca Molazzana n.r. 1 1 1 1
Lucca Vergemoli M.te Forato 9 9 43 40
Pisa Volterra Berignone 1 5 50 11
Pisa Montecatini Val di Cecina Miemo p 2 16 4
Pisa Montecatini Val di Cecina Querceto 2 2 12 5
Pisa Pisa S.Rossore o 4 30 9
Livorno Piombino Casalappi 5 4 32 9
Livorno Suvereto Montioni 3 1 27 6
Livorno Piombino Sterpaia 1 1 5 2
Grosseto Follonica Montioni 6 3 39 4
Totale 64 53 362 148

In totale, sono stati analizzati 186 campioni, masiderando che i campioni di ninfe erano costitlatpool
di 3 soggetti, sono stati analizzate in questostiué82 zecche. Le specie raccolte durante i drgggpno
state le stesse pervenute da paziente, con eswudibl. marginatume la presenza invece Bi turanicus.
Entrando nel particolare, 6 zecche sono stateifaetié comeD. marginatug2,07%) 33 comeH. punctata
(6,84%), 417 come ricinus (84,75%), 6 comé (P.) hexagonu$l,24%), 3 com®. sanguineuf),62%) e 2
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comeR. turanicus(0,41%). Riguardo a sesso e stadio, la quasiittotdélle zecche raccolte erano ninfe
(n=444, 92,12%), 24 sono risultate femmine (4,98%]) i maschi (2,28%). Dei 186 campioni analizZégi,
sono risultati positivi all’'amplificazione del DNAIi Rickettsiasp. (41,94%, |.C. 95% 34,84-49,03). Anche
in questo casdk. monacensig stata la specie piu frequentemente amplificat®@n 32,26%, 1.C. 95%
25,54-38,98) insieme R. helvetican=9, 4,84%, 1.C. 95% 1,75-7,92), e, per entrarié, gli amplificati
sono risultati da DNA estratto da zecche identibceomel. ricinus. Le zecche positive péR. helvetica
erano inoltre tutte nello stadio di ninfa. L'ampddto diR. slovacae stato ottenuto solo in due campioni dei
186 analizzati (1,07%), entrambi identificati coe marginatusmaschio e provenienti uno da Pescaglia
(LU) e uno da Filattiera (MS). Un campione Rii turanicusfemmina proveniente da Montecatini Val di
Cecina (PI) e risultato positivo pBr. massiliad0,54%). Due campioni di ricinus ninfa invece, provenienti
uno da Villafranca (MS) e l'altro da Vergemoli (L) un campione dd. marginatusmaschio proveniente
da Borzonasca (GE), sono risultati positivi pemfdificato del gengltA, ma il sequenziamento non ha
permesso l'identificazione della specieRickettsia Un campione di. ricinus ninfa raccolto a Villafranca in
Lunigiana (MS) ha presentato amplificatcRdibellii (AG) per il genegltA.

Visto l'alto numero dil. ricinus analizzate (n = 416) e la presenza in tutte lesipole campionate dello
stadio di ninfa & stato possibile effettuare anatitistica per la prevalenzaHRlickettsiasp. in questa specie.
La prevalenza totale é risultata del 22,12 % (9&itjpo su 416, I.C. 95% 18,13-26,10), in particelali
adulti dil. ricinus hanno presentato una prevalenza del 21,43% (3iypasi 14, I.C. 95% 0,00-42,92),
mentre le ninfe del 22,89% (92 positivi su 404, B6% 18,78-26,99) e i due stadi non hanno presentea
differenza significativa al test def (P=0,7914). Il calcolo della prevalenza sulle nigfestato effettuato
utilizzando il fattore di correzione per valutaaeprobabilita di positivita del singolo soggett@bzzando un
pool di tre ninfe. Le prevalenze delle ninfeldiicinus nelle diverse province sono riportate in tabelldl 5
test di Friedman per confronti multipli non paranwétha evidenziato una differenza significativa<QF05)

in tutti i gruppi, mentre il test def® ha mostrato differenze altamente significativelérorevalenze nelle
diverse province (P<0,01). Mediante la scomposiidei gradi di liberta def sono state quindi confrontate
le prevalenze di infezione p&ickettsiaSFG nelle ninfe dl. ricinus ottenute nelle province oggetto dello
studio (esclusa la provincia di Grosseto). Le sigaiivitd sono riportate in tabella 5 e in partare per la
provincia di Livorno e stata evidenziate una diéfera altamente significativa della prevalenza tispalle
province piu a Nord. Per la provincia di Grosseio ana numerosita inferiore a 5 di zecche posgistato

utilizzato il test esatto di Fisher che non ha ewmiato differenze con gli altri gruppi.
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Tabella 5: Prevalenza dRickettsiaSFG in ninfe di. ricinus raccolte nel monitoraggio ambientale

Provincia Ninfe Ninfe positive per Prevalenza di [.C.95% | I.C. 95%
esaminate Rickettsia SFG Rickettsia SFG (%) | inferiore | superiore
Genova 54 8 15,14%° 5,58 24,70
Massa-Carrarg 189 34 17,79 12,86 23,91
Lucca 48 8 17,45° 6,71 28,19
Pisa 45 16 35,63 21,64 49,63
Livorno 60 25 41,52 29,05 53,99
Grosseto 6 0 0,00 0,00 0,00

A, B: P<0,01; a,b,c: P<0,05 al test gel

Flusso periferico:

Il flusso periferico e stato il piu lento ad attiseessendo legato alla sensibilizzazione dell’zaéePer questo
motivo i campioni analizzati sono stati soltantduti provenienti da animale da compagnia, e pajuasi
totalita dalla zona di Lucca in cui risiede 'OPPASL 2 di Lucca. Le poche specie ricevute dal ftuss
periferico sono state b ricinus (3 dal comune di Castiglione di Garfagnana, 2 dellq di Lucca e 1 da
guello di Campo Ligure) D. marginatus(dal comune di Lucca) tutte nello stadio di femaiadulta.

Nessuna di queste € risultata positiva per amatifidiRickettsiasp.

Analis di omologia e filogenetica

Per i campioni risultati positivi per il gengltA e rompA il sequenziamento degli amplificati & stato
effettuato sul secondo, candidato migliore perdles filogenetica, mentre per i campioni positalo per il
genegltA e stato inevitabilmente utilizzato questo peetjgenziamento, I'analisi di omologia e filogenetica
Le sequenzaompA ottenute sono state allineate e confrontate coeefpienze dRickettsiaSFG piu
significative disponibili su GeneBank. L’analisidgenetica ha confermato I'identificazione delledp
effettuata mediante I'analisi di omologia dell’'aifishto del generompA In figura 4 é riportato I'albero
fiogenetico dei campioni analizzati e delle spestelte dal database. Sono state utilizzate a qgesfm |
ceppiR. slovacau43808,R. massiliaeU43799,R. conoriiU43806,e il ceppoRickettsia splRr/Munich
riconosciuto come primo isolato B. monacensis letteratura (Simser et al, 2002). | ceppi 1Bbeaiportati

in figura sono i due campioni risultati positivirpB. slovacaall'analisi di omologia (identita del 99%),
mentre il campione 208 & quello identificato comemassiliagidentita del 99%) e i219 comeRickettsia
sp. CyRtu43S (identita del 99% cBickettsiasp. CyRtu43S e del 98% c&h massiliag

L’analisi filogenetica delle sequenze degli ampéfi del gengltA, ha confermato l'identita delle rickettsie
identificate comeR. helvetica(fig. 5). | sequenziamenti del presente studioosstati confrontati con le
sequenze per cui avevano mostrato maggior omol(iRiekettsia helveticasolato 6AW18, Rickettsia
helveticaisolato 73-3-2Rickettsia helveticiésolato 6AW18). Come appare in figura 5 sebbemisidn due
cluster, I'analisi filogenetica conferma l'identifizione degli amplificati coR. helveticall campione 102 si

conferma come appartenente invece al clustBr. dellii (identita del 98%).
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Un'ulteriore analisi filogenetica e stata effetagter i ceppi del presente studio identificati coRe
monacensisin questa seconda analisi sono stati inclusi tuteppi disponibili su GeneBank, confie
monacensisna identificati nel corso del tempo con altre esigholtre, sono stati inclusi nell’'analisi i ceppi
italiani ed europei verso cui gli amplificati aveamostrato maggiore omologia. Visto I'alto numerdr.
monacensisia dal flusso centrale (pa) che dal monitoraggiientale (ha) i campioni da noi analizzati
sono stati identificati anche in base al flussprdvenienza, alla provincia e al comune di origideme si
evince dalla figura 6, la maggior parte dei campidentificati comeR. monacensigel presente studio
rientrano in un cluster principale di cui fa paRiekettsia splRr/Munich, mentre 11 campioni clusterizzano
con il ceppaRickettsiasp. IRS3 e con due ceppi identificati in letteratcomeR. monacensid.’amplificato
con presunta identificazione cdickettsia hoogstraaliisolato Et161B (identita dell'80%) & derivato dal
sequenziamento del geg#A di un campione, risultato positivo ad entrambihig ma non sequenziabile

per il gengompA
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Figura 4: Albero filogenetico diRickettsiaSFG dedotto dal confronto delle sequenze del genpA mediante il
softwareMega 5.1. L’analisi filogenetica € stata determans¢condo le assunzioni di Kimuras con un modeline
variabili ed e stata utilizzata per costruire ihdeogramma con il metodo Neighbor-Joining (Saitod Bein, 1987). Il
valore di confidenza per i rami individuali & stateterminato mediante analisi bootstrap (Bertolettal., 2006). |
numeri ai nodi sono la proporzione di 1000 replicghediante bootstrap che supportano la topologia.staa

rappresenta la differenza nucleotidica in percdatua
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Figura 5: Albero filogenetico diRickettsia helveticaledotto dal confronto delle sequenze del ggltee mediante il
softwareMega 5.1. L’analisi filogenetica e stata determans¢condo le assunzioni di Kimuras con un modeline
variabili ed e stata utilizzata per costruire ihdeogramma con il metodo Neighbor-Joining (Saitod Bein, 1987). Il
valore di confidenza per i rami individuali & stateterminato mediante analisi bootstrap (Bertolettal., 2006). |
numeri ai nodi sono la proporzione di 1000 replicghediante bootstrap che supportano la topologia.staa
rappresenta la differenza nucleotidica in percdatua
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Figura 6: Albero filogenetico dRickettsia monacenstedotto dal confronto delle sequenze del genpAmediante il
softwareMega 5.1. L’analisi filogenetica € stata determans¢condo le assunzioni di Kimuras con un modelioe
variabili ed e stata utilizzata per costruire ihdeogramma con il metodo Neighbor-Joining (Saitod Bein, 1987). Il
valore di confidenza per i rami individuali & stateterminato mediante analisi bootstrap (Bertolettal., 2006). |
numeri ai nodi sono la proporzione di 1000 replicghediante bootstrap che supportano la topologia.staa

rappresenta la differenza nucleotidica in percdatua
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Discussioni

Nel presente studio sono stati analizzati una palté dati provenienti dalle attivita realizzate
dall'Osservatorio Permanente per Patologie a tresione Vettoriale (OPPV) della ASL 2 di Lucca,
nell'ambito di un progetto comunitario denominat&I AV. Tali dati hanno permesso una prima
valutazione della presenza Rickettsiadel gruppo “Spotted Fever” nelle zecche che soeovgmute
all'Osservatorio dalle regioni Liguria e Toscanae kecche provenienti dal flusso centrale sono state
prevalentementé. ricinus (n=39, 69,64%) eR. sanguineugn=7, 12,50%). Questi dati confermano uno
studio effettuato in provincia di Savona, negli iah®95 e 1996, in cui 318 zecche sono state razdat
paziente e le specie piu frequenti sono statécinus (89,3%) eR. sanguineug9,8%) (Manfredi et al.,
1999). In quel caso, sono stati identificati nedhoo tutti gli stadi di. ricinus, mentre diR. sanguineusolo
ninfe e adulti. | campioni da noi analizzati nomha invece mostrato la presenza di larvé dcinus né di
ninfe diR. sanguineusPer quanto riguarda le specie riscontrate candpno a quelle riportate da Manfredi
e collaboratori (1999) fatta eccezione Berbursa di cui non e stata rilevata la presenza né daipcani
provenienti dal flusso centrale né dal monitoraggiabientale. Uno studio condotto invece in proandi
Belluno negli anni 2000-2001 per la ricercaBditonellasu 271 zecche rimosse da paziente ha evidenziato
una percentuale minore Bi sanguineuf),4%), e una percentuale maggioré. dicinus (98,9%) (Sanogo et
al., 2003).La variabilitd nella composizione delle zecche antfippaipende comunque essenzialmente
dall'ambiente da cui proviene il flusso, nel nostaso i dati sono stati raccolti, inoltre, in umarparticolare
da un punto di vista climatico, dove ¢é attesa lessione della densita iodes Sebbene non molti gli studi
effettuati su zecche raccolte nei pronto socco@arienti per la ricerca dickettsiaSFG, uno studio
condotto in Spagna, in provincia di Soria, su 18&che raccolte da 179 pazienti ha evidenziato iveasdh
percentuale delle specie di zecba fharginatus 55,5%,l. ricinus, 12,4% €eR. bursa 11,9%) e una positivita
di 26 zecche peRickettsiaSFG (Merino et al., 2005). Dieci zecche estratieuth paziente nel 1997
all'Ospedale di Careggi in Firenze sono risultatesce positive peRickettsialrITA2 (Beninati et al., 2002).
Nel nostro caso la positivita pRickettsiaSFG é stata di 18 su 56 (32,14%), quindi piu rdgetto a quella
dello studio spagnolo. Il maggior numero di campjwsitivi in questo flusso é risultato p@r monacensis
(n=8, 14,29%) &. helvetican=5, 8,93%).

La prima segnalazione della patogenicita per I'uain®. monacensis riportata da Jado e colleghi nel 2007
in Spagna in due pazienti con segni di Mediterrar&@ot Fever, tra cui rash cutanei, mal di testialeri
articolari (Jado et al., 2007) mentre in Italiaigortato un caso recente del 2011 in una ragaz3asaari
(Madeddu et al., 2012). L'ospite riportato in lest®ira per questRickettsiae I. ricinus, ma nel nostro caso
anche un campione di ninfa i (P.) hexagonugproveniente da questo flusso é risultato posifeoR.
monacensisin letteratura, non risultano pero segnalaziowmjustaRickettsiaSFG in questa specie di zecca,
comunque poco studiatR. helveticae stata rinvenuta ih ricinus in molti paesi europei, ma sebbene il

principale vettore sia questa specie, € ripor@tarésenza anche Dermacentor reticulateéNilson et al.,
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1999). Quest®ickettsiae considerata poco patogena (infezione mite diaitiante con febbre, mal di testa
e mialgia) ma casi gravi sono stati dimostrati,cdwaun caso di meningite subacuta (Nilson et24110). In
Italia nel 2004 tre casi umani di Rickettsiosi setati associati R. helveticgCiceroni et al., 2006).
Riguardo alle altreRickettsieidentificate da questo flusso, il campioneRickettsia sp. CyRtu43i8 R.
sanguineusha mostrato una correlazione filogenetica €&nmmassiliaeR. sanguineupuo trasmetter®.
massiliage patogeno cosmopolita emergente (Parola et al8)2@on un caso dimostrato di trasmissione
dell'infezione daR. massiliagParola et al., 2008). Di questa rickettsia, jpeprima volta identificata in un
Rhipicephalusa Marsiglia, il primo caso e stato diagnosticatoppio in ltalia da Vitale e colleghi in un
paziente con sintomi febbrili, escara necroticasthirmaculopapulare (2006). Riguardo al campione(Bt)
hexagonusn cui é stato identificato DNA presunto Gandidatus Rickettsia hoogstraaigolato Et161B
(identita dell’'80% per il gengltA e mancata amplificazione per il germampA), sono necessarie ulteriori
analisi per il gene 16S mmpB La mancanza dell'amplificazione del gemenpA e I'omologia del 80%
della sequenza del geigtA non permettono infatti una sicura identificaziamwn Candidatus Rickettsia
hoogstraalii,isolato anche in Croazia (Duh et al., 2010).

Gli studi effettuati in Toscana e Liguria RickettsiaSFG riportano dati molto variabili sulla prevalanz
sulle specie circolanti in questi territori. In ustudio effettuato in toscana su campioni di saretevati
da lavoratori nelle foreste toscane tra il 19889811e emersa una positivita sierologica del 2,4%Rhe
conorii, 3,4% perR. slovaca3,0% perlRR. mongolotimonae2,8% perR. massiliaee 1,0% peR. helvetica
(Aquilini et al., 2000). Un altro studio effettuasempre in Toscana ma su zecche raccolte tranztgithg
nel 2004 (1248. ricinus e 12Riphicephalussp.) ha, invece, evidenziato una prevalenza did®isia SFG
del 38,5% in ninfe di. ricinus, del 34,6 negli adulti e del 50,0% (6 positivil) in adulti diRiphicephalus
sp. (Bertolotti et al., 2006). In questo caso lecsp diRickettsiaSFG identificate sono stal&ckettsiastrain
Bar29 inRiphicephalusp. eRickettsialrITA2 (23,1% sia in adulti che ninfeRickettsialrITA3 (9,2% nelle
ninfe e 7,7% negli adult)R. helvetica(1,5% nelle ninfe e 1,9% negli adulti) RickettsiaSFG non
identificata (4,7% nelle ninfe e 1,9% negli aduiti). ricinus (Bertolotti et al., 2006).

In un altro studio, condotto negli anni 2007-200&e&cche in cerca di ospite nella valle del fiureecBio, il
30,77% diD. marginatuse risultata positiva (4 su 13) pBr slovacaunR. sanguineug risultato positivo
RickettsiaSFG (1 su 1) e il 4,17% di 120ricinusraccolte € risultato positivo p&ickettsiaSFG Rickettsia
sp. IRS3 Rickettsiasp. IRS4 &R. helvetica(Martello, 2009).

Nel nostro caso la positivita p&ickettsiasp. &€ stata complessivamente piu alta (41,949%) spécie di
Rickettsia SFG identificata sono risultate distribuite in nema diversa:R. monacensig32,26%), R.
helvetica(4,84%),R. slovaca(1,07%) eR. massiliag0,54%). Dall'analisi della prevalenza in ninfe Idi
ricinus nelle diverse province oggetto del dragging emeege un’alta variabilita, per altro significativae

si esclude la provincia di Grosseto in cui le nidfé. ricinus analizzate sono state soltanto 6, la prevalenza
sembra aumentare da Nord a Sud, con il 15,14% dozee il 41,52% di Livorno. Questo indica che come

avviene per Borrelia (Rizzoli et al., 2011) studissala locale spesso rivelano un’incidenza pal réidpetto
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a quella riportata su scala regionale, e fa siilcm®nitoraggio delleRickettsiaSFG localmente possa essere
un fattore importante per prevenire la malattia.

Nel nostro studio I&®. monacensis stata quella maggiormente amplificata sia neipiami da paziente che
in quelli del monitoraggio ambientale. Gli studiletteratura non riportano questa specie in quaste ma
dal primo isolamento e caratterizzazioneRdi monacensigel 1998 inl. ricinus a Monaco (Germania),
effettuata mediante I'analisi di tre geni (16S rRNAmpA e gltA), era subito emersa una stretta relazione
con altre rickettsie identificate precedentemerdme Cadiz agent, IRS3 e IRS4 (Simser et al, 2002).
ceppo IrR/Munich in questione, identificato com®. monacensjsinfatti all'analisi filogenetica del 16S
rRNA aveva mostrato una similarita del 100 % copreécedenti tre ceppi, a quella del gegitd una
similarita del 100 % con IRS4, del 99, 77 % con3RSdel 97,01 % con il Cadiz agent, mentre peefileg
rompA 99, 62 % con IRS4, 98,88 % con IRS3 e 98,12 % itddadiz agent (Simser et al., 2002).
Precedentemente, Sekeyova e collaboratori (2008)ame identificato due nuove specieRickettsiaspp.
molto simili tra loro nelle zecchke ricinus raccolte sul territorio slovacco. Queste venndriamatelRS3e
IRS4e formano un gruppo filogeneticamente separatinedtho dello SFG. Questi due ceppi sono stati
isolati anche irl. ricinusin Germania (Silaghi et al., 2008). In Italia, Beati et al. (2002) hanno rilevato la
presenza in zeccHericinus di due ceppi che sono stati denomindtikettsia.sp. Ir ITA2 e Rickettsiasp. Ir
ITA3 e hanno sequenze molto simili rispettivamemiickettsiasp.IRS4e Rickettsiasp.IRS3 La presenza
di questi due strain e stata confermata anche &tdra (Bertolotti et al., 2006). Negli anni suciégsero
molti autori hanno iniziato a considerare IrR/MuniclRS3 e IRS4appartenenti alla specR. monacensis
(Jado et al., 2008; Radulovic et al., 2011; Satrild.¢ 2008). Un altro studio del 2008 effettuatdriortogallo
seppur distinguendo trR. monacensi® IRS3 ha messo in evidenza come i due ceppitislassero
identita del 100% uno coR. monacensis il ceppo identificato come IrITA2 e I'altro cdinceppo IRS3 e
IrITA3 (De Carvalho et al., 2008). E’' quindi da siterarsi ancora aperta la questione se tutti goegpi
cosi strettamente correlati appartengano alla spBci monacensisLa maggior parte dei campioni
identificati comeR. monacensisel presente studio rientrano in un cluster ppal@ di cui fa part®ickettsia
sp. IRr/Munich e IrITA2 (fig. 6), mentre 11 campioniusterizzano con il ceppRickettsiasp. IRS3 e Ir
ITA3 e con due ceppi identificati in letteraturar@®R. monacensis

E’ di notevole interesse l'identificazione Bi. helvetica(4,84%) giaidentificata anche in altre aree della
Toscana (Bertolotti et al., 2006; Tomassone et28106) e responsabile di casi umani di rickettsiosi
Europa (Parola and Raoult 2001) eRdi slovaca(1,07%) agente causale della linfoadenopatia daaze
(TIBOLA) e gia riportata con una prelavenza dell82,inD. marginatusraccolti da cinghiali in provincia di
Lucca (Selmi et al., 2008).

Un campione di. ricinus ninfa ha presentato amplificato i bellii (identita del 98%) per il gengltA e
I'analisi filogenetica ha confermato la clusterizimme di questo amplificato con questa spdRieelliié un
organismo non considerato patogeno che occupaasizigne ambiguaella classificazione delle Rickettsie,
esibendo una limitata cross reattivita antigeniaacen il gruppo SF che con il Transizionale. Dgounto di

vista filogenetico e inserito nel gruppo ancest@6&) e riportato in America Meridionale in partlace
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nelle zecche del generdmblyomma(Laburna et al.,, 2004; Horta et al., 2006; For&tsal., 2010;
Orgzewalska et al., 2012). Negli ultimi anni somoeese pero evidenze di infezioni in vertebrati {loama e
cani) nel sud del Brasile anche se un ruolo paiogemon € mai stato dimostrato (Fortes et al., 2000
Europa sono poche le segnalazioni di questa Ruiletiportate in letteratura, tra cui uRa bellii-like in
Olanda (Sprong et al., 2009) e la sequdRzdellii 369L42-1 depositata in GeneBank da Roult e coilegh
(2004), Faculte de Medecine, Unite des Rickettdidarsiglia, Francia, ma a cui non corrisponde una
pubblicazione, per cui non é possibile risalir@a aibna di provenienza.

Il nostro studio ci permette di affermare che nellee considerat®ickettsiadel gruppo Spotted Fever é
presente nelle zecche e il dato della prevalenzanfdzione per le specie di vettori presenti, tsul
indispensabile per valutare, unitamente alle abitudi vita della popolazione, il rischio infettiva livello
locale.

Risulta quindi sempre piu utile la sorveglianza lpgpatologie trasmesse da vettore e la sensiailiane del
cittadino ad essere piu attento e scrupoloso, Iswtndo il fatto che la nostra area di studio eswerata
un’area a rischio. La valutazione del rischio pdtenanfatti di attuare delle azioni di prevenziandirette,
guali I'informazione al corretto utilizzo del tewiio, misure comportamentali da adottare per eiia
morso di zecca, utilizzo di insettorepellenti eeitisidi, etc. Inoltre le analisi effettuate sulkecche
provenienti dal flusso centrale (paziente morso zéache) da parte della struttura dellOPPV, con
I'identificazione del reperto e la valutazione defiresenza di DNA di patogeni trasmissibili da eati
questi artropodi, permettono ai medici di svolg@rdagini diagnostiche piu veloci ed un trattamento

farmacologico appropriato qualora si manifestimaani di malattie trasmesse da zecche.
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