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TABELLA
Tabelle demografiche

Tabella 1

Numero campioni della popolazione intera

Bolzano
s
msbrucetac
Kufton
Sofvaz

131

Val Isarco

Salto-Sciliar

Alta Val Isarco

Lienz

Tabella 2

Struttura della popolazione intera e quella oggetto dello studio in Alto Adige

Intero Alto Adige R C: N

Burgraviato | sy8 | 192% | 98 | 16,0%
Val Pusteria 112 18,3%
7,5%
13.5%
291 47.4%
40-59 anni 296 47,8%
357 58,2%

Luogo di residenza fino a 1200m 423311 90,6% 558 91,0%

Val Venosta

Bassa Atesina

Donne

Paese (<= 10.000 AB)
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Tabella 3

Struttura della popolazione intera e quella oggetto dello studio nel Tirolo settentrionale ed orientale

Tirolo settentrionale ed orientale intero 673504 _

Kufstein 93702 13,90% 140
Innsbruck Stact 113392 16,80% 111
Imst 52658

Reuite
Uomin
Citta (> 10.000 AB) 188

Luogo di residenza > 1200m | %306 |  540% | 66 |

478

20-39 anni 512

Tabella 4

Percentuale della popolazione oggetto dello studio che é attiva in agricoltura oppure in attivita forestale

Numero persone che sono attive in agricoltura (%) 25 (4,0) 33 (33

Tabella 5

Attivita ricreative all’aperto secondo il tipo di attivita e la media di ore durante una settimana

5.4 ore

Escursioni (4, 0.5-48) =
4.2 ore
Nuoto (2:0.1-36) e

3,1 ore

2, 0,2-20, 162

Raccolta dei funghi

; 11.00re
Caccia (5; 3-40) 9
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Tabella 6

Frequenza delle punture da zecca anamnestiche per area studiata (n=338)

Tirolo settentrionale ed orientale

338

Numero totale (100)

338 persone hanno dato indicazioni sul numero di punture

Tabella 7

Numero punture da zecca per area studiata

15,0%
3,2%
36,5%
20,0%
45,9%

Bolzano, Olfradige, Bassa Atesina

Val Pusteria senza San Candido, Dobbiaco, Sesto

Inntal centrale 169

Tirolo orientale con San Candido, Dobbiaco, Sesto

Unterinntal 358

rosso = Tirolo settentrionale ed orientale nero = Alto Adige
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Tabella 8

Indicazione dettagliata delle punture da zecca riferite per area studiata (n=663)

Italia Ora 1

/ Brunico 20

/ Merano

/ S. Lorenzo

/ Tirolo

/ Senales

A Imst

A Mieming

A Nassereith

. Buwio

 Memo |

. Sloew

T

| Senas |

st

. Memng |

| Nassersth |
A
A 1
A 2
A 6
A 9
A 2
A 2
A 2
A 2
A 1
A 3
A 7
A 3
A 1
A 2
A 2
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Westendorf
Breitenbach
Ebbs
Kufstein
Miinster
Niederndorf
Schwoich
Wildschdnau
Strengen
Lienz

NuBdorf-Debant

Breitenwang

A Lechaschau

A Pflach

A Schattwald

A Buch bei J.

A Fiigen

A Hainzenberg

A Hippach 1
A Rohrberg 1
A Stummerberg 1
A Vomp 2

A Wiesing 1

b

A Zellberg 7
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BORRELIA BURGDORFERI S.L.

Tabella 9
Numero e percentuale di positivi gli area (n=79)

Bolzano, Oltradige, Bassa Atesina
Val Pusteria senza San Candido, Dobbiaco, Sesto
Inntal centrale
6 | 60% |
Unterinnal

Tirolo orientale con San Candido, Dobbiaco, Sesto

rosso = Tirolo settentrionale ed orientale nero = Alto Adige

Tabella 10

Possibili luoghi di infezione con (n=24) e senza un’anamnesi da zecca (n=56)

Badla ox 1
Bolzano S e 2
Cormedo IS R E— 1
Parcines S 1

struck I A R
wis el st D T A 1
s I T A 1
Hall n Tio I R A 1
Kematen I R R -
Oboperuss I R A 7
Fum I A 7
Traur I T A

Brixen im Thale 1
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Iter A T T 1
Westenaorf A T S 1
Kirchbich A T S 1
Kufstein 2 2
Niederndorf A R S 1

Worgl 1
Ddlsach 1
Lienz 1

Hdfen 1

Pflach

Finkenberg
Hart im Zillertal 1
Rohrberg

Zell am Ziller 2

Tabella 11

Distribuzione per sesso e per area studiata (n=79)
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Tabella 12

Distribuzione per eta e area studiata (n=79)

20-39 anni

Tabella 13

Fattori di rischio per la sieropositivita contro le Borrelie

*puntura da zecca anamnestica 2,89 1,76-4,76
Attivita ricreativa all'aperto 1,25 0,51-3,28
Attivita lavorativa collegata alla permanenza all’aperto 1,30 0,62-2,73
Anamnesi di viaggio positiva (Africa, Asia, Sudamerica, Stati GUS) | 090 | 0,50-1,62
Rimozione della zecca con olio, colla, crema ecc. 0,31-1,68

Attivita di agricoltura e giardinaggio esequiti 0,72-1,90

* differenza statistico significativa

BABESIE

Tabella 14
Livello del titolo anticorpale IgG per babesie per area studiata (n=38)

I N <7/
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Tabella 15

Numero e percentuale di persone positive per area studiata (n=38)

Bolzano, Oltradige, Bassa Atesina 6 | 28%
Inntal centrale
Tirolo orientale con San Candido, Dobbiaco, Sesto
Unterinntal 6 | 19% |

Val Pusteria senza San Candido, Dobbiaco, Sesto

rosso = Tirolo settentrionale ed orientale nero = Alto Adige

Tabella 16
Possibili luoghi di infezione con (n=7) e senza puntura da zecca ricordata (n=32)

Innsbruck
Axams
Kolsass
Sankt Johann
Miinster
Virgen 1

Fiigen

Corvara 1
Chienes 1
Merano 2

S. Lorenzo

Monguelfo 2
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Tabella 17

Distribuzione per sesso con anticorpi IgG per babesie per area studiata (n=38)

Tabella 18
Altersverteilung der Babesien IgG AK nach Studienregion (n=38)

20-39 anni

Tabella 19
Fattori di rischio per la babesiosi

Puntura da zecca anamnestica 067 0,26-1,63

Attivita ricreativa all’aperto 1,19 0,34-4,98

Attivita lavorativa collegata alla permanenza all’aperto 0,36 0,09-1,27

Anamnesi di viaggio positiva (Africa, Asia, Sudamerica, Stati GUS) | 096 | 0,44-2,09

Rimozione della zecca con olio, colla, crema ecc. 1,17 0,24-7,84
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HGE (Anaplasma phagocytophilum)
Tabella 20

Livello del titolo anticorpale IgG per ’HGE per area studiata (n=83)

21 (42,9) 18 (52,9)

11(133
. eo L

Tabella 21

Numero e percentuale delle persone positive per area (n=83)

Bolzano, Oltradige, Bassa Atesina
Val Pusteria senza San Candido, Dobbiaco, Sesto
Inntal centrale
Tirolo orientale con San Candido, Dobbiaco, Sesto 11,0%
Unterinntal
rosso = Tirolo settentrionale ed orientale nero = Alto Adige

Tabella 22

Possibili lughi di infezione con (n=19) e senza puntura da zecca ricordata (n=66)

Innsbruck
Nassereith

Hall in Tirol

Neustift im Stubaital
Seefeld in Tirol

Thaur




Zirl
Westendorf
Kufstein
Schwoich
Worg!
Strengen
Leisach
Schiaiten
Musau
Tannheim
Fiigen

Hart im Zillertal
Terfens
Bolzano
Bressanone
Nova Ponente
Gais

Caldaro s.s.d.v.
Castelrotto
Laces

Merano
Silandro

Vipiteno

Monguelfo

Allegato 1
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Tabella 23

Distribuzione per sesso per anticorpi lgG per HGE per area studiata (n=83)

Tabella 24

Distribuzione per eta per anticorpi lgG per HGE per area studiata (n=83)

20-39 anni

Tabella 25
Risikofaktoren fiir HGE

Puntura da zecca anamnestica 1,16 0,68-1,96

Attivita ricreativa all’aperto 0,64 0,32-1,32

Attivita lavorativa collegata alla permanenza all’aperto 0,12-0,63

Anamnesi di viaggio positiva (Africa, Asia, Sudamerica, Stati GUS) 0,46-1,47

Rimozione della zecca con olio, colla, crema ecc. 0,41-2,56

* differenza statisticamente significativa
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TBE

Tabella 26

Livello di titolo anticorpale contro il virus della TBE negli altoatesini vaccinati contro ’EEC (n=11)

West Nile Virus (WNV)

Tabella 27

Stato vaccinale contro I’EEC e sieropositivita contro il WNV

Positivi 417 (90,5) 14(3,0) 30 (6,5) 461 (89,7)
Negativi 255 (23,3) 653 (59,7) 185 (16,9) 1093 (68,0)

Hantaviren
Tabella 28

Numero e percentuale di persone positive per area (n=7)

- 00% |
L 00% |

Bolzano, Olfradige, Bassa Atesina
Val Pusteria senza San Candido, Dobbiaco, Sesto
Inntal centrale
Tirolo orientale con San Candido, Dobbiaco, Sesto

Unterinntal

rosso = Tirolo settentrionale ed orientale nero = Alto Adige
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Tabella 29

Fattori di rischio per la sieropositivita per Hantavirus

Attivita ricreativa all'aperto indicata 0,61 0,07-13,75
Attivita lavorative correlate alla permanenza all’aperto 0,02-34,00

Anamnesi di viaggio positiva (Africa, Asia, Sudamerica, Stati GUS) 0,02-2,95

Agricoltura e giardinaggio 0,21-6,30
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Disegno dello studio

Lo studio condotto € uno studio ,cross sec-
tional® per rilevare la sieroprevalenza per gli
agenti patogeni contro Borrelia spp, Anaplasma
phagocytophilum, Babesia spp., Virus TBE, Han-
tavirus, WNV e Rosolia (donne tra i 20-45 anni)
in una popolazione sana. Per tutti i partecipanti
e stato rilevato un questionario standardizzato

Selezione dei partecipanti

A causa della diversa organizzazione dei ser-
vizi trasfusionali in Italia rispetto all’Austria, il
metodo di selezione dei partecipanti differisce
leggermente nei due Paesi.

La selezione é stata eseguita in modo che
partecipasse allo studio circa uno su mille
appartenenti alle diverse fasce d’eta della popo-
lazione residente e che per la maggior parte del-
le sieroprevalenze esaminate vi fosse una preci-
sione al di sotto del 3% basata sulla rilevazione
eseguita nel Tirolo settentrionale ed in altre
regioni dell’Europa centrale.

Alto Adige

| servizi trasfusionali sono situati all’interno
degli ospedali, vale a dire a Bolzano, Bressano-
ne, Brunico, Vipiteno e San Candido, e vengono
coordinati dal servizio trasfusionale di Bolzano
(primario Dr. 0. Prinoth), mentre quello di Siland-
ro viene coordinato da Merano (primario Dr. M.
Mitterer). In Alto Adige sono registrati ca. 18.000
donatori di sangue, che si presentano di solito
una volta all’anno nei vari ospedali per donare il

(vedi allegato) al fine di analizzare i probabili fat-
tori di rischio oppure anche fattori con una pos-
sibile influenza sul risultato del test (p.es. vacci-
nazione). Il questionario & stato compilato dal
partecipante stesso, controllato, e i dati sono
stati inseriti nella banca dati elettronica (epiinfo
versione 3.3 2003, CDC Atlanta) ed analizzati.

Per lo studio sono state considerate le perso-
ne che:

¢ nel periodo dal 1 dicembre 2003 al 1 maggio
2004 si sono recate a donare sangue in uno
dei 7 servizi trasfusionali che sono situati
negli ospedali della Provincia Autonoma di
Bolzano oppure si sono rivolte alla Croce
Rossa del Tirolo settentrionale ed orientale,
responsabili per [I’organizzazione delle
necessarie procedure;

e sono di etatrai20 edi 60 anni (nati tra il 1
dicembre 1943 ed il 1 dicembre 1983) e
sono residenti da almeno 5 anni in Alto Adige
oppure nel Tirolo settentrionale ed orientale.

sangue. La lista dei 611 partecipanti selezionati
e stata trasmessa al servizio centrale responsa-
bile per I'invio degli inviti scritti (AVIS). All’'invito
scritto sono stati allegati una lettera informativa,
una dichiarazione di consenso e il questionario.
Ogni partecipante e stato pregato di compilare
quest’ultimo e la dichiarazione di consenso ed &
stato invitato a portarla con sé alla prossima
donazione. | partecipanti dell’Alto Adige sono



stati 611. Le caratteristiche demografiche della
popolazione oggetto dello studio erano molto
simili a quelle dell’intera popolazione altoatesi-
na (Tabella 1). Ai partecipanti & stato spiegato lo
scopo dello studio ed il questionario da loro
compilato € stato controllato. Il questionario, il
campione di sangue e la dichiarazione di con-
$enso sono poi stati muniti di codice identifica-
tivo.

Tirolo settentrionale ed orientale

Nel Tirolo settentrionale ed orientale I'attivita
della donazione del sangue € stata eseguita
nell’lstituto centrale per le trasfusioni di sangue
delle Cliniche Universitarie di Innsbruck (=servi-
zio donazione sangue) (Primario Prof. Dr. D.
Schonitzer). Le persone iscritte come donatori
sono ca. 200.000. Le donazioni sono state rac-
colte decentralmente dai servizi trasfusionali; i
servizi trasfusionali hanno invitato per iscritto un
certo numero di donatori di un determinato
comune dove poi le persone si sono recate per
esequire il prelievo.

| partecipanti sono stati scelti come in Alto
Adige in modo casuale, sono poi stati contattati

Riflessioni etiche

La partecipazione allo studio € stata volonta-
ria. Tutti i partecipanti sono stati informati sullo
scopo dello studio per iscritto (tramite breve
descrizione) e verbalmente (da parte delle infer-
miere oppure dal medico che ha eseguito il pre-
lievo). Sono stati informati che solo in caso di
mancata protezione contro la rosolia era previ-

Allegato 2

Durante il prelievo per lo screening per la
donazione di sangue sono quindi stati prelevati
ulteriori 10ml di sangue, centrifugati e surgelati
a -70°C e trasportati adeguatamente (ghiaccio
secco) fino al Laboratorio del Dipartimento di
Igiene, Microbiologia e Medicina Sociale
dell’'Universita di Medicina di Innsbruck per ese-
guire la maggior parte dei test di laboratorio.

per iscritto allegando all’invito la documentazio-
ne necessaria pregando di consegnarla al
momento della donazione. La procedura della
donazione di sangue corrispondeva a quella in
Alto Adige (vedi sopra).

Dato che la percentuale di partecipazione
delle persone scelte era piu bassa che in Alto
Adige, sono stati reclutati ulteriori partecipanti.
Per garantire la rappresentativita sono stati
esclusi alcuni partecipanti.

| partecipanti scelti per lo studio sono 988,
per i quali fattori demografici coincidono con
quelli della popolazione generale. (Tabella 2).

sta la comunicazione dei risultati ai partecipan-
ti.

Nell’ ambito dell’esame di screening per la
donazione del sangue é stato prelevato un ulte-
riore campione di sangue e per questo motivo
non e stato previsto un ulteriore prelievo veno-
so. A tutti i partecipanti e stata chiesta una
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dichiarazione di consenso (vedi allegato).

In assenza di anticorpi IgG e di indicazione di
malattia cronica, eccetto per la borreliosi, non é
stata prevista alcuna terapia anche in caso di

Sicurezza dei dati/privacy
Tutti i dati rilevati sono stati trattati con la
massima riservatezza. Non e possibile identifi-
care i singoli individui nella banca dati epide-
miologica e in quella di laboratorio.

risultato del test positivo. Lo studio é stato
approvato dal comitato etico dell’Azienda sani-
taria di Bolzano.



Materiali e Metod

BORRELIA BURGDORFERI SENSU LATO

Scelta dei sistemi d’analisi

L'analisi degli anticorpi contro Borrelia burg-
dorferi avviene principalmente in due fasi: i
campioni vengono testati con I’'ELISA e i risulta-
ti positivi vengono confermati con il Westernblot.
Per entrambi i test sono a disposizione piu
metodi commerciali. E stato scelto il test ELISA
che viene utilizzato anche dal Dipartimento di

Esecuzione dei test
E stato utilizzato un IgG-ELISA commerciale
(Enzygnost, Dade Behring) e un Westernblot
commerciale (Euroline WB, Euroimmun), I'elabo-

BABESIA SPP.

Scelta dei sistemi d’analisi

Al momento non sono disponibili in commer-
cio metodi di analisi per anticorpi contro babe-
sie nel siero umano. Solo la ditta Focus offre un
test per I'immunofluorescenza standardizzato
sensibile a Babesia microti. Tranne un caso in
Svizzera, fino adesso in Europa non & stato
dimostrato alcun caso umano di Babesia micro-
ti. E vero che anche in alcuni donatori
dell’Europa centrale sono stati trovati anticorpi
contro Babesia microti, ma si potrebbe trattare
di rari casi di contaminazioni crociate con anti-
corpi per Babesia divergens. Anche I'agente
patogeno di due casi scoperti in Austria e in Ita-
lia risulta essere Babesia divergens e dato che
non é avvenuta una produzione di anticorpi cro-
ciati con la Babesia microti & sensato analizzare
solo il gruppo della Babesie divergens. Come

Annex 3

Igiene, Microbiologia e Medicina Sociale
dell’'Universita di Innsbruck per la Diagnostica di
Routine e di cui conosciamo gia i valori clinici
visualizzati in caso di una borreliosi confermata.
Come Westernblot e stato scelto un test com-
merciale, che contiene una proteina VSLE
ricombinante.

razione € stata eseguita secondo le indicazioni
del produttore.

sistema di analisi e stato scelto un test per I'im-
munofluorescenza che non richiede un grande
piano di sviluppo e quindi e stato disponibile
dopo breve tempo.

Un’analisi contemporanea di Babesia microti
sarebbe scientificamente interessante, ma con
la dotazione diagnostica disponibile, special-
mente nel Tirolo settentrionale, non é stato pos-
sibile. A causa dei dati disponibili nelle regioni
vicine si € ipotizzata una bassa sieroprevalenza
(al di sotto del 10%). Percio i metodi usati dove-
vano garantire la sola evidenziazione degli anti-
corpi contro babesie. Un campione falso positi-
vo avrebbe gravemente alterato il risultato.

120 sieri di donatori sono stati analizzati con
un metodo di rischio infettivo minimale per i loro
anticorpi 1gG e il cut-off e stato stabilito secon-
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do le linee guide della OMS per diminuire le rea-
zioni secondarie aspecifiche al minimo.

Per escludere che gli anticorpi influenzasse-
ro altre parti del sistema di analisi, soprattutto
gli eritrociti di criceto, ogni siero positivo & stato
riesaminato con eritrociti non contaminati e con
un sistema di analisi identico.

Per ’aumentare il valore predittivo positivo e
per migliorare la specificita sarebbe stato idea-

Produzione dei sistemi di test

Un ceppo di Babesia divergens Hannover &
stato iniettato per via intraperitoneale in alcuni
topi mongoli (Meriones unguiculatus). Inizial-
mente il ceppo ¢ stato isolato da bovini e per la
conservazione del suo carattere patogeno ¢ sta-
to reiniettato dopo un certo intervallo. | topi sono
stati controllati continuamente tramite prelievo
di sangue per lo sviluppo di babesia nei loro eri-
trociti.

Esecuzione dei test

| sieri sono stati diluiti con PBS fino al livello
del titolo anticorpale desiderato e incubati a
37°C per 30 minuti in una stanza umida su un
portaobiettivi rivestito con antigeni.

Successivamente € stato rimosso il siero e il
portaobiettivi & stato lavato con un tampone per

le usare un sistema d’analisi di conferma possi-
bilmente indipendente.

Tuttavia attualmente si conosce solo il siste-
ma usato per I'analisi di babesie e la rilevanza
dei Westernblots non é stata verificata con sieri
umani. Per questo ci si & limitati a ricontrollare i
sieri positivi con lo stesso sistema utilizzato
fin’ora.

Durante le paressitemie sono stati isolati eri-
trociti dalla vena della coda e fissati su un por-
taobiettivi. Come controllo dei negativi sono sta-
ti usati eritrociti di topi non infetti.

La contaminazione crociata con il ceppo
patogeno umano EU 1 & stata controllata nel
siero del paziente austriaco, con risultato positi-
vo per un titolo anticorpale di 1:256.

PBS. Poi sono stati aggiunti 20pl di coniugato e
il siero & stato nuovamente incubato a 37°C per
30 minuti nella stanza umida. Dopo un ulteriore
lavaggio € stata valutata la fluorescenza sotto il
microscopio con un ingrandimento di 400 volte.



Stabilire i valori di cut-off

Prima dell’inizio delle analisi dei sieri dei
donatori, & stato stabilito il valore locale di cut-
off per i test di conferma sierologici usati, qua-
lora non fosse stato stabilito dal fabbricante o
mediante una precedente conferma con lo stes-
so metodo.

Secondo le linee guida OMS sono stati presi
in considerazione almeno 100 sieri negativi per
esaminarli con diverse diluizioni. Come cut-off &
stato stabilito un livello di diluizione in cui alme-
no 2% dei sieri risultassero positivi.

Per questo esame sono stati previsti 120 sie-
ri di donatori residenti in comuni ad una altitudi-
ne sul livello dal mare superiore ai 1200m sen-
za puntura da zecche anamnestica, che non
avevano ricevuto una trasfusione di sangue e
non erano stati trattati con farmaci immunomo-

ANAPLASMA PHAGOCYTOPHILUM

Scelta dei sistemi d’analisi

Attualmente esiste un sistema commerciale
per I'analisi degli anticorpi contro Anaplasma
phagocytophilum: un test immunofluorescente
rivestito con un isolato di Anaplasma phagocyto-
philum e coltivato su cellule HL60. Il ceppo
HGE1 utilizzato e stato isolato da un paziente
ammalato di ehrlichiosi. Un unico esame contie-
ne anche cellule non infette per riconoscere una
reazione sierologia contro cellule HL60 non
infette. Questo sistema d’analisi € stato utilizza-
to gia alcune volte negli studi di sieroprevalenza
europei e tra questi anche in una piccola indagi-
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dulanti, che non avevano ricevuto una sommini-
strazione di immunoglobuline e non avevano
anticorpi contro Borrelia burgdorferi o Anaplas-
ma phagocytophilum. Soggetti non vaccinati
contro Iencefalite trasmessa da zecche
dell’Europa centrale (TBE) sono stati controllati
per la presenza di anticorpi contro TBE. Sieri
risultanti positivi non sono stati presi in conside-
razione per la determinazione del valore di cut-
off. Nessun siero risultava positivo agli anticorpi
contro gli eritrociti di criceto. Iniziando con un
livello di titolo anticorpale pari a 1:16 i sieri sono
stati esaminati con un livello di diluizione 1:2. Al
livello 1:64 del titolo anticorpale solo un siero
risultava ancora positivo (0,83%). Quindi il valo-
re cut-off & stato stabilito a 1:64.

ne del Tirolo settentrionale ed orientale nel
2001.

Per la conferma dei risultati positivi esiste fra
I’altro anche un Westernblot commerciale rive-
stito con due proteine di Anaplasma phagocyto-
philum con un peso molecolare di 41 e 42 KDa.
In una ricerca in pazienti americani queste pro-
teine vengono descritte come immunodominan-
ti. Il Westernblot e stato testato in un esame pre-
liminare di sei sieri di pazienti HGE del Tirolo
corrispondenti ai criteri CDC con un’ehrlichiosi
umana granulococitica certa. Nel periodo di
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quattro settimane dopo I’inizio dei sintomi tutti i
pazienti avevano sviluppato anticorpi contro
almeno una delle proteine dimostrabili anche
dopo 6 e 24 mesi. In base a questi risultati si &
deciso di usare il Westernblot come test di con-

Test d’immunofluorescenza

| portaobiettivi rivestiti con antigeni sono sta-
ti incubati a 37°C per 30 minuti in una stanza
umida, dopo di che sono stati lavati con un tam-
pone di PBS. | sieri sono stati diluiti al livello del
titolo anticorpale desiderato tramite I’aggiunta
di PBS.

IgG-Westernblot

E stato ultilizzato un IgG-Westernblot (MarDx,
Trinity Biotech, Bray, Irland) in commercio rive-
stito con due proteine di Anaplasma phagocyto-

Determinazione del valore di cut-off

Da una ricerca nell’anno 2000 & noto che si
puo usare solo un cut-off di 1:128 per descrive-
re I'lFA degli IgG specifici di A. phagocytophilum.
In una ricerca del 2000 sono stati descritti i
risultati positivi di un Westernblot ed era neces-
sario verificare il cut-off del titolo anticorpale.
Secondo le linee guida OMS sono stati esamina-
ti almeno 100 sieri negativi a diversi livelli di
diluizione. Come cut-off & stato stabilito quel
livello di diluizione per cui almeno 2% dei sieri
risultano positivi.

Per questo esame sono stati previsti 120 sie-
ri di donatori residenti in comuni ad una altitudi-

ferma. Il cut-off per questo sistema combinato &
stato stabilito secondo le raccomandazioni
dell’OMS con 120 sieri di persone con un rischio
d’esposizione basso.

Dopo I'incubazione sono stati aggiunti 20pl
di additivo e i sieri sono stati incubati di nuovo
per 30 minuti a 37°C in una stanza umida. Dopo
un altro lavaggio € stata esaminata la fluores-
cenza sotto il microscopio con un ingrandimen-
to di 400 volte.

philum (42 und 44 KDa); seguendo le indicazio-
ni del produttore.

ne sul livello del mare superiore ai 1200 m. Le
persone scelte erano negative all’anamnesi di
una puntura da zecche, non avevano ricevuto
una trasfusione di sangue, non erano state trat-
tate con farmaci immunomodulanti, non aveva-
no ricevuto una somministrazione di immuno-
globuline e non avevano anticorpi contro Borre-
lia burgdorferi e sono state testate con un’IFA ad
un livello di diluizione di 1:64. Quattro di loro
sono risultati IFA positivi, ma nessuno risultava
positivo alla ricerca di IgG nel Westernblot. Il
valore di cut-off della presente ricerca & stato
stabilito al livello di 1:64.
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TBE

Scelta dei sistemi d’analisi

Per la determinazione degli anticorpi contro
la TBE sono disponibili diversi sistemi commer-
ciali, spesso sulla base dell’ELISA. Per lo studio
sono stati utilizzati due sistemi ELISA, che ven-
gono applicati dal Dipartimento di Igiene, Micro-
biologia e Medicina Sociale dell’'Universita di
Innsbruck per la Diagnostica di Routine. A causa
dell’area geografica e dei pochi casi fino ad ora
notificati (in nessuno dei casi & stata possibile
confermare come luogo di’infezione I’Alto Adige)
¢ stata stimata una sieroprevalenza molto bas-

Esecuzione dei test

E stato utilizzato un ELISA IgG commerciale
(Enzygnost, Dade Behring), la rimozione ¢ stata
eseguita secondo le istruzioni del produttore.

sa. E apparso necessario ottimizzare la specifi-
cita della procedura di conferma con un test di
conferma. E stato scelto un test di neutralizza-
zione con un ceppo TBE austriaco che viene uti-
lizzato dall’lstituto di Virologia dell’'Universita di
Medicina di Vienna. Questo test permette la
distinzione tra gli anticorpi rivolti contro il virus
TBE e quelli formatesi dopo I’infezione oppure la
vaccinazione contro altri Flavivirus (febbre gial-
la, encefalite giapponese B, virus Dengue, WNV).

Come test di conferma e stato utilizzato il
Plaque-reduction-Test come raccomandato.
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WEST NILE VIRUS

Scelta dei sistemi di analisi

Dopo la notifica di infezioni del Virus West
Nile nell’America settentrionale sono apparsi sul
mercato alcuni test commerciali di conferma
degli anticorpi. Questi sono stati testati su
pazienti americani, nessun test e stato sviluppa-
to per I'Europa. In un esperimento preliminare e
stato verificato quale dei metodi di analisi fosse
meno influenzato da una vaccinazione antece-
dente contro la TBE.

In base agli esperimenti preliminari sul siero
di bambini di eta al di sotto dei 5 anni, immuniz-
zati contro la TBE, & stato deciso di scegliere un

Esecuzione dei test

E stato utilizzato un ELISA IgG commerciale
(Focus WNV, Focus Technologies), la rimozione &
stata esequita secondo le istruzioni del produt-

test ELISA rivestito con tre proteine ricombinan-
ti del Virus West Nile. | risultati ottenuti nel Tiro-
lo settentrionale hanno mostrato che anche
questo test da un numero elevato di risultati fal-
samente positivi in pazienti vaccinati contro la
TBE. Dato che al momento non sono disponibili
Westernblot che permettano la differenziazione
tra anticorpi contro il Virus West Nile e quelli
contro il Virus TBE, la conferma dei risultati posi-
tivi poteva avvenire soltanto attraverso un test di
neutralizzazione. Questo test e stato eseguito
dal Prof. Pauli dell’Istituto Robert Koch a Berlino.

tore. Come test di conferma é stato utilizzato un
Plaque-reduction-Test come descritto altrove.
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HANTAVIRUS

Scelta dei sistemi di analisi

Per I'analisi degli anticorpi contro gli Hanta-
virus sono disponibili sul mercato diversi meto-
di di analisi. La principale differenza sta nella
tecnica adottata (IFA e ELISA) come anche nel
tipo di antigeni utilizzati. Esistono test ai quali
viene sottoposto un unico sierotipo (Puumala,
Hantaan, Seoul) e metodi con i quali viene ana-
lizzato un antigene ricombinante che e uguale a
tutti i sierotipi. Nonostante intense ricerche non
e stato possibile trovare un sierotipo Dobrava
sensibilizzato ELISA.

Esecuzione dei test

E stato utilizzato un ELISA IgG commerciale
(Hantavirus-ELISA, Focus technologies) e un
Westernblot commerciale (Bunya-dot-blot,

| dati di altre regioni europee facevano stima-
re una sieroprevalenza bassa (<10%) per cui
per aumentare la specificita e risultato opportu-
no utilizzare un test di conferma per i risultati
positivi.

Dopo brevi test preliminari & stato deciso di
utilizzare lo Screening-ELISA ricombinante. |
risultati positivi sono stati confermati con il
Westernblot che permette di differenziare tra i
sierotipi Hantaan europei, Dobrava, Puumala e
Seoul e che contemporaneamente ¢ il test meno
costoso a disposizione.

Microgen); I'esecuzione € stata eseguita secon-
do le istruzioni del fabbricante.
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QUESTIONARIO
Studio TIMO
------- NON COMPILARE ----- viene compilato dal servizio trasfusionale -----NON COMPILARE -------
Data del prelievo di sangue: _ [/ /2003
Servizio trasfusionale: Bolzano [  Brunico (d San Candido | Bressanone 1
Vipiteno 1  Merano (a  Silandro M
Istituto per medicina trasfusionale Innsbruck d

Iniziali ___ Sesso: maschio @ femmina 4 Data di nascita:

Luogo di residenza:
———————————————————————————————————————— prego segnare la risposta -----------==-==--=--mmmmmmemeooon

1.) La Sua professione prevede attivita all’aperto? Si,spesso 1 avolted  no, maid
Se si oppure a volte prego indicare la professione

---------------------------------------- prego segnare 1a risposta -------=-=--=--=-=--mcocoooooooooooooo-
2.) Quale attivita svolge in primavera, estate ed in autunno?

camminare (1 quante volte alla settimana ___ x in media per quante ore __
andare in bicicletta (d quante volte alla settimana ___ x in media per quante ore ___
nuotare (1 quante volte alla settimana ___ x in media per quante ore ___
giardinaggio (4 quante volte alla settimana ___ x in media per quante ore ___
rafting (1 quante volte alla settimana ___ x in media per quante ore ___
attivita agricole (1 quante volte alla settimana ___ x in media per quante ore __
raccogliere funghi (1 quante volte alla settimana ___ x in media per quante ore ___
andare a caccia (d quante volte alla settimana ___ x in media per quante ore ___
altro
---------------------------------------- prego segnare la risposta --------=---------mmmmmmmme e

3.) ) Si ricorda se & mai stato punto da una zecca? sia nod  non ricordo

a) se si, numero di punture: <501 6-20 1 >20 1

)

b) se si, I'ultima puntura era nell’anno (prego indicare I'anno solare)

c) se si, e stato punto al di fuori dell’Alto Adige /Tirolo dell’Est/zona Reutte/Inntal? [ si dno
d) luogo della puntura (il piu preciso possibile)

4.) Dopo la puntura di una zecca, ha avuto i seguenti sintomi?

(]

febbre O influenza 1 mal di testa
dolori muscolari oppure alle articolazioni 1 diarrea/malessere a
eritema (Erythema migrans) 1  disturbi dei battito cardiaco

altro
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5.) Come rimuove la zecca:
pinza a olio/smalto per unghie [ mano a affatto
altro:

---------------------------------------- prego segnare 1a risposta ---------=--====-=-mmmcomomoooooooon
6.) E mai stato vaccinato contro una delle seguenti malattie (consigliato solo per i viaggi all’estero)?

FSME (meningite da zecca) (d numero dosi __ ultima dose nell’anno ___ non ricordo
Febbre gialla (Africa, Sudamerica) [ numero dosi __ ultima dose nell’anno ___ non ricordo
Encephalite giapponese B (Asia) 1 numero dosi ___ ultima dose nell’anno ___ non ricordo

7.) E mai stato in uno dei seguenti paesi? si d no 1 non ricordo
se si, prego segnare la risposta Africa Asia ex UdSSR O Sudamerica
se si, & stato malato di un’infezione febbrile? sild nod

8.) E mai stato malato di meningite? sild no 4 non ricordo

se si, indicare I'anno
---------------------------------------- prego segnare la risposta -----------------mmmmmmmmmome o
9.) Le & mai stata diagnosticata una malattia infettiva con valori bassi di globuli rossi (anemia), non dati da un’assenza
di ferro? sila no 4 non ricordo
se si, indicare I'anno
---------------------------------------- prego segnare la risposta ------------==----===---mmmmmmmmmoo-
10.) E mai stato curato per un’infiammazione ai reni?

sid no non ricordo
se si, indicare I'anno
11.) E mai stata malate di rosolia? sild no non ricordo 4
12.) E mai stata vaccinata contro la rosolia? sild no 4 non ricordo
se si, indicare I'anno in cui & stata vaccinata
13.) E mai stata malate di morbillo? sild no 4 non ricordo
12.) E mai stata vaccinata contro il morbillo? sild no non ricordo

se si, indicare I'anno in cui & stata vaccinata

Tutti i dati verranno trattati nel rispetto della privacy.
Ringraziamo per la collaborazione
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DICHIARAZIONE DI AVVENUTA INFORMAZIONE E
DI CONSENSO AL PRELIEVO DI SANGUE

[I/La SOttosCritto/a .........coveeeeeeeceeeceeeeceeecee e e NATO/A L,

FESIUBNTE @ eeeeee it e

scelto/a quale partecipante allo studio TIMO, studio sieroprevalente sulle malattie trasferibili
attraverso zecche e zanzare, condotto dall’Osservatorio Epidemiologico dell’Assessorato alla Sanita
della Provincia Autonoma di Bolzano in collaborazione con i servizi trasfusionali di Bolzano e Mera-
no e I'lstituto di igiene e medicina sociale dell’Universita di Innsbruck,

dichiara di:

- - essere stato/a adeguatamente informata sugli scopi dello studio

- dare il proprio assenso per il prelievo di 10ml di sangue per I’accertamento di un eventuale
contatto con i seguenti agenti patogeni (FSME, Borrelia spp., Anaplasma phagocytophila,
Babesia spp., Puumla oder West Nile Virus)

- dare il proprio consenso al trattamento dei dati personali necessari alla gestione amministra-
tiva e sanitaria nei limiti, ed esclusivamente per gli usi della ricerca in oggetto, nonché della
Legge 31.12.1996, n. 675 “Tutela delle persone e di altri soggetti rispetto al trattamento dei
dati personali”

Firma del parteCipante ... e e

Timbro e firma dell’ iNTErVISTAIOIE ...ooeeeeeeeeeeeeeeeee e



L'Osservatorio epidemiologico dell’Assesso-
rato alla Sanita della Provincia Autonoma di Bol-
zano sta svolgendo in collaborazione con i ser-
vizi trasfusionali di Bolzano e Merano e con
I'Istituto di medicina trasfusionale dell’'Universi-
ta di Innsbruck e I'lstituto di igiene e medicina
sociale della Clinica Universitaria di Innsbruck
uno studio sieroprevalente (Studio TIMO) sulle
malattie trasmissibili attraverso zecche e zanza-
re in donatori di sangue sani del Tirolo del nord,
sud ed est.

Scopo dello studio e verificare se la popola-
zione sana della Provincia ha avuto contatto con
diversi agenti patogeni (FSME, Borrelia spp.,
Anaplasma phagocytophilum, Babesia spp.,
Hantavirus o Virus West Nile), che a volte posso-
no provocare malattie.

Questo studio servira inoltre a poter
dare raccomandazioni rispetto alla vaccinazione
contro la meningite trasmessa da zecche
(FSME), che viene consigliata nel Tirolo del nord
ed est. Solo in base ai dati rilevati sara possibi-
le stabilire il grado di infezione nella popolazio-
ne altoatesina e redigere raccomandazioni ade-
guate. Inoltre & importante rilevare la frequenza
del contatto con specifici agenti patogeni, per-
ché da questi dati potrebbero risultare conse-
guenza sulla sicurezza degli emoderivati.

Le analisi effettuate possono solamente con-
fermare un eventuale contatto con uno o piu

Allegato 3

LETTERA INFORMATIVA PER | PARTECIPANTI ALLO STUDIO TIMO

agenti patogeni; essi NON danno informazioni
su eventuali malattie in corso, né permettono
conclusioni su infezioni pregresse. Per questo
motivo solo in casi eccezionali & prevista la
comunicazione del risultato al partecipante.

Per le donne tra i 20-45 anni & previsto I’esa-
me del titolo anticorpale relativo alla rosolia, per
poter stabilire la suscettibilita alla malattia in eta
feconda. Le donne suscettibili verranno avvisate
per potersi proteggere dal rischio di una embrio-
patia da rosolia causato da un’infezione durante
la gravidanza.

Nel caso fosse disposto ad amettere a
disposizione il Suo sangue per questa importan-
te ricerca, sara necessario compilare un breve
questionario (ca. 5 min.) e Le verranno preleva-
ti ulteriori 10 ml di sangue (1 ulteriore tubetto)
senza dover “bucare” una seconda volta.

Lo studio non trattera né comprendera dati
personali che permettono di identificare la per-
sona.

Le chiediamo gentilmente di firmare 'allega-
ta lettera di consenso, di compilare il questiona-
rio e portarlo con se alla donazione di sangue
prevista.

La ringraziamo per la Sua collaborazione.

| servizi trasfusionali e I'osservatorio epide-
miologico
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