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Abstract	
  
Tick-­‐borne	
  encephalitis	
  (TBE)	
  is	
  a	
  severe	
  disease	
  that	
  has	
  been	
  endemic	
  in	
  north-­‐east	
  Italy	
  
since	
  1992.	
  Over	
  the	
  past	
  two	
  decades,	
  there	
  has	
  been	
  an	
  increase	
  in	
  the	
  number	
  of	
  human	
  
cases	
  reported	
  in	
  many	
  European	
  countries,	
  including	
  Italy.	
  To	
  assess	
  the	
  current	
  TBE	
  
infection	
  risk,	
  questing	
  ticks	
  were	
  collected	
  from	
  known	
  TBE	
  foci,	
  as	
  well	
  as	
  from	
  a	
  site	
  in	
  
northern	
  Italy	
  where	
  no	
  human	
  infections	
  have	
  been	
  reported	
  previously.	
  A	
  total	
  of	
  1739	
  
Ixodes	
  ricinus	
  (1485	
  nymphs	
  and	
  254	
  adults)	
  was	
  collected	
  and	
  analysed	
  for	
  TBEV	
  
prevalence	
  by	
  a	
  real-­‐time	
  RT-­‐PCR	
  targeting	
  the	
  39	
  untranslated	
  region.	
  Phylogenetic	
  analyses	
  
of	
  the	
  partial	
  envelope	
  gene	
  were	
  conducted	
  on	
  two	
  newly	
  sequenced	
  TBE	
  virus	
  (TBEV)	
  
strains	
  and	
  28	
  previously	
  published	
  sequences	
  to	
  investigate	
  the	
  genealogical	
  relationships	
  of	
  
the	
  circulating	
  TBEV	
  strains.	
  These	
  phylogenetic	
  analyses	
  confirmed	
  a	
  previous	
  report	
  that	
  
the	
  European	
  TBEV	
  subtype	
  is	
  the	
  only	
  subtype	
  circulating	
  within	
  the	
  TBE	
  foci	
  in	
  north-­‐east	
  
Italy.	
  Interestingly,	
  nucleotide	
  sequence	
  analysis	
  revealed	
  a	
  high	
  degree	
  of	
  divergence	
  (mean	
  
2.54	
  %)	
  between	
  the	
  TBEV	
  strains	
  recovered	
  in	
  the	
  Italian	
  province	
  of	
  Trento,	
  despite	
  the	
  
circulation	
  of	
  a	
  single	
  TBEV	
  subtype.	
  This	
  elevated	
  genetic	
  variability	
  within	
  a	
  single	
  TBE	
  
focus	
  may	
  reflect	
  local	
  differences	
  in	
  the	
  long-­‐	
  standing	
  evolutionary	
  dynamics	
  of	
  TBEV	
  at	
  this	
  
site	
  relative	
  to	
  previously	
  characterized	
  sites,	
  or	
  more	
  recent	
  and	
  continuous	
  reintroduction	
  
of	
  various	
  TBEV	
  strains.	
  
	
  
The	
  GenBank/EMBL/DDBJ	
  accession	
  numbers	
  for	
  the	
  TBEV	
  partial	
  E	
  gene	
  sequences	
  
sequence	
  determined	
  in	
  this	
  study	
  are	
  FJ917369	
  and	
  FJ917370.	
  
	
  
INTRODUCTION	
  
Tick-­‐borne	
  encephalitis	
  virus	
  (TBEV)	
  is	
  a	
  zoonotic	
  arbovirus	
  of	
  significant	
  medical	
  
importance	
  in	
  both	
  Europe	
  and	
  Asia,	
  causing	
  4500	
  and	
  11	
  000	
  cases,	
  respectively,	
  of	
  human	
  
encephalitis	
  annually	
  (Randolph,	
  2006).	
  The	
  ecology	
  of	
  TBEV	
  involves	
  a	
  rodent–tick	
  
transmission	
  cycle	
  where	
  uninfected	
  ticks	
  acquire	
  TBEV	
  from	
  infected	
  ticks	
  while	
  co-­‐feeding	
  
on	
  the	
  same	
  competent	
  reservoir	
  host,	
  mostly	
  small	
  mammals	
  of	
  the	
  genus	
  Apodemus	
  (Labuda	
  
et	
  al.,	
  1993,	
  1997).	
  The	
  non-­‐viraemic	
  transmission	
  among	
  co-­‐feeding	
  ticks	
  represents	
  the	
  
major	
  amplification	
  route	
  for	
  TBEV,	
  which	
  contributes	
  to	
  the	
  local	
  specificity	
  of	
  infection	
  risk	
  
and	
  the	
  heterogeneity	
  of	
  the	
  spatial	
  distribution	
  of	
  endemic	
  sites	
  (Randolph	
  et	
  al.,	
  1999).	
  
Additionally,	
  systemic	
  viraemia	
  in	
  rodents	
  is	
  not	
  sufficient	
  to	
  ensure	
  TBEV	
  transmission	
  to	
  
ticks,	
  as	
  the	
  virus	
  itself	
  causes	
  a	
  high	
  mortality	
  rate	
  in	
  the	
  host	
  before	
  ticks	
  are	
  presented	
  the	
  
opportunity	
  to	
  complete	
  a	
  blood	
  meal	
  (Randolph	
  et	
  al.,	
  1996).	
  Furthermore,	
  the	
  distribution	
  
of	
  
endemic	
  tick-­‐borne	
  encephalitis	
  (TBE)	
  sites	
  can	
  also	
  be	
  influenced	
  by	
  multiple	
  abiotic	
  and	
  
biotic	
  factors,	
  which	
  affect	
  tick	
  abundance,	
  tick	
  phenology,	
  tick	
  infestation	
  prevalence	
  and	
  tick	
  
human	
  contact	
  rate,	
  as	
  well	
  as	
  differences	
  in	
  surveillance	
  efforts	
  (Randolph	
  et	
  al.,	
  2008).	
  



TBEV	
  belongs	
  to	
  the	
  genus	
  Flavivirus	
  and	
  its	
  genome	
  consists	
  of	
  a	
  single-­‐stranded,	
  positive-­‐
sense	
  RNA	
  of	
  approximately	
  11	
  kb,	
  which	
  encodes	
  a	
  polyprotein	
  that	
  is	
  cleaved	
  by	
  cellular	
  
and	
  viral	
  proteases	
  into	
  three	
  structural	
  –	
  the	
  capsid,	
  membrane	
  and	
  envelope	
  proteins	
  –	
  and	
  
seven	
  non-­‐structural	
  proteins	
  (Gritsun	
  &	
  Gould,	
  1995).	
  According	
  to	
  recent	
  taxonomic	
  studies	
  
on	
  flaviviruses,	
  TBEV	
  is	
  a	
  member	
  of	
  the	
  mammalian	
  tick-­‐borne	
  flavivirus	
  group	
  and	
  has	
  
three	
  distinguishable	
  subtypes:	
  European,	
  Siberian	
  and	
  Far	
  Eastern	
  (Thiel	
  et	
  al.,	
  2005).	
  The	
  
three	
  subtypes	
  are	
  characterized	
  by	
  differences	
  in	
  vector	
  competence,	
  geographical	
  
distribution	
  throughout	
  Europe	
  and	
  Asia,	
  and	
  pathogenicity	
  to	
  humans.	
  In	
  particular,	
  the	
  
European	
  subtype	
  is	
  characterized	
  by	
  low	
  morbidity	
  and	
  
mortality	
  rates,	
  in	
  contrast	
  with	
  the	
  Siberian	
  and	
  Far	
  Eastern	
  subtypes,	
  which	
  cause	
  more	
  
severe	
  clinical	
  symptoms	
  and	
  have	
  mortality	
  rates	
  of	
  6	
  and	
  40%,	
  designed	
  to	
  respectively	
  
(Gritsun	
  et	
  al.,	
  2003).	
  However,	
  despite	
  the	
  low	
  mortality	
  rate	
  for	
  the	
  European	
  subtype	
  of	
  
TBEV,	
  post-­‐	
  infection	
  sequelae	
  characterized	
  by	
  cognitive	
  dysfunction	
  have	
  been	
  reported	
  in	
  
more	
  than	
  one-­‐third	
  of	
  patients	
  (Gunther	
  et	
  al.,	
  1997).	
  Interestingly,	
  the	
  co-­‐circulation	
  of	
  
TBEV	
  subtypes	
  has	
  recently	
  been	
  described	
  in	
  the	
  Baltic	
  States	
  and	
  Finland	
  (Lundkvist	
  et	
  al.,	
  
2001;	
  Haglund	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Golovljova	
  et	
  al.	
  2004).	
  
The	
  evolutionary	
  rate	
  of	
  TBEV	
  is	
  typical	
  of	
  vector-­‐borne	
  RNA	
  viruses,	
  most	
  of	
  which	
  exhibit	
  
lower	
  evolutionary	
  rates	
  than	
  RNA	
  viruses	
  with	
  different	
  transmission	
  modes	
  (Marin	
  et	
  al.,	
  
1995;	
  Hanada	
  et	
  al.	
  2004;	
  Suzuki,	
  2007).	
  In	
  particular,	
  two	
  possible	
  evolutionary	
  constraints	
  
affecting	
  the	
  genetic	
  diversity	
  of	
  TBEV	
  are	
  the	
  combination	
  of	
  the	
  tick’s	
  long	
  lifespan	
  and	
  its	
  
infrequent	
  feeding	
  (only	
  three	
  blood	
  meals	
  per	
  generation),	
  which	
  imply	
  a	
  limited	
  viral	
  
replication	
  rate	
  in	
  ticks	
  per	
  tick	
  generation,	
  and	
  the	
  necessity	
  for	
  TBEV	
  replication	
  in	
  two	
  very	
  
distantly	
  related	
  biological	
  systems	
  (Marin	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Weaver,	
  2006;	
  Gould	
  &	
  Solomon,	
  
2008).	
  Previous	
  molecular	
  epidemiological	
  studies	
  suggest	
  that	
  TBEV	
  has	
  evolved	
  slowly	
  
while	
  spreading	
  towards	
  the	
  north	
  and	
  west	
  (Zanotto	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Gould	
  et	
  al.,	
  2003),	
  and	
  
within-­‐subtype	
  observations	
  suggest	
  that	
  the	
  European	
  subtype	
  in	
  particular	
  has	
  levels	
  of	
  low	
  
genetic	
  diversity	
  (Han	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Haglund	
  et	
  al.,	
  2003;	
  D’Agaro	
  et	
  al.,	
  2009).	
  The	
  majority	
  of	
  
phylogenetic	
  studies	
  of	
  TBEV	
  have	
  analysed	
  the	
  envelope	
  glycoprotein	
  (E)	
  (Haglund	
  et	
  al.,	
  
2003;	
  Melik	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Suzuky,	
  2007).	
  The	
  E	
  protein	
  (496	
  aa)	
  is	
  the	
  major	
  surface	
  protein	
  of	
  
the	
  viral	
  particle	
  and	
  interacts	
  with	
  the	
  host	
  immune	
  system,	
  eliciting	
  neutralizing	
  antibodies	
  
in	
  mammalian	
  hosts,	
  and	
  thus	
  may	
  be	
  subjected	
  to	
  strong	
  forces	
  of	
  selection	
  (Hayasaka	
  et	
  al.,	
  
1999).	
  
TBE	
  has	
  become	
  an	
  increasing	
  health	
  threat	
  in	
  Italy,	
  especially	
  in	
  north-­‐east	
  regions	
  where	
  a	
  
total	
  of	
  198	
  confirmed	
  clinical	
  cases	
  were	
  recorded	
  between	
  1992	
  and	
  2006.	
  Furthermore,	
  the	
  
incidence	
  of	
  TBE	
  in	
  these	
  regions	
  has	
  increased	
  from	
  0.06	
  to	
  0.88	
  cases	
  per	
  100000	
  
inhabitants	
  in	
  the	
  same	
  time	
  frame	
  (Rizzoli	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Importantly,	
  TBEV	
  has	
  been	
  isolated	
  
and	
  identified	
  in	
  most	
  of	
  the	
  regions	
  where	
  human	
  cases	
  have	
  been	
  reported	
  (Hudson	
  et	
  al.,	
  
2001;	
  Beltrame	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Cruciatti	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Floris	
  et	
  al.,	
  2006;	
  D’Agaro	
  et	
  al.,	
  2009).	
  
However,	
  previous	
  studies	
  undertaken	
  primarily	
  in	
  the	
  Veneto	
  and	
  Trentino	
  regions	
  have	
  
shown	
  a	
  lower	
  prevalence	
  of	
  TBEV	
  in	
  Italian	
  tick	
  populations	
  compared	
  with	
  other	
  European	
  
sites	
  where	
  TBEV	
  is	
  endemic	
  (Hudson	
  et	
  al.,	
  2001),	
  whilst	
  phylogenetic	
  analyses	
  indicate	
  that	
  
only	
  strains	
  of	
  the	
  European	
  subtype	
  very	
  similar	
  to	
  the	
  Austrian	
  Neudoerfl	
  strain	
  have	
  been	
  
found	
  in	
  Italian	
  TBEV	
  populations	
  (Hudson	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Floris	
  et	
  al.,	
  2006;	
  D’Agaro	
  et	
  al.,	
  
2009).	
  
In	
  this	
  study,	
  we	
  have	
  (i)	
  provided	
  an	
  updated	
  estimate	
  of	
  the	
  TBEV	
  prevalence	
  in	
  questing	
  
Ixodes	
  ricinus	
  ticks	
  in	
  both	
  TBE	
  endemic	
  and	
  non-­‐endemic	
  regions	
  of	
  Italy,	
  and	
  (ii)	
  assessed	
  
the	
  genetic	
  variability	
  of	
  TBEV	
  strains	
  isolated	
  
herein.	
  We	
  performed	
  phylogenetic	
  analyses	
  of	
  partial	
  TBEV	
  E	
  protein	
  nucleotide	
  sequences	
  
from	
  both	
  strains	
  isolated	
  in	
  the	
  present	
  study,	
  as	
  well	
  as	
  sequences	
  gathered	
  from	
  GenBank,	
  



to	
  investigate	
  the	
  genealogical	
  relationships	
  and	
  genetic	
  diversity	
  of	
  previously	
  
uncharacterized	
  TBEV	
  populations.	
  
	
  
METHODS	
  
Study	
  area	
  
This	
  study	
  was	
  undertaken	
  in	
  three	
  northern	
  regions	
  of	
  Italy	
  (Trentino-­‐Alto	
  Adige,	
  Veneto	
  
and	
  Emilia	
  Romagna)	
  in	
  which	
  six	
  sites,	
  characterized	
  by	
  contrasting	
  TBE	
  human	
  infection	
  
risk	
  levels,	
  were	
  selected.	
  Specifically,	
  the	
  six	
  sites	
  chosen	
  were	
  Monticolo	
  [46°	
  25’	
  12’’	
  N	
  11°	
  
17’	
  11’’	
  E,	
  mean	
  altitude	
  495	
  m	
  above	
  sea	
  level	
  (a.s.l.);	
  Bolzano	
  province],	
  Lamar	
  (46°	
  07’	
  25’’	
  
N	
  11°	
  03’	
  21’’	
  E,	
  mean	
  altitude	
  721	
  m	
  a.s.l.;	
  Trento	
  province),	
  Filari	
  (45°	
  59’	
  24’’	
  N	
  10°	
  59’	
  09’’	
  
E,	
  mean	
  altitude	
  699	
  m	
  a.s.l.;	
  Trento	
  province),	
  Candaten	
  (46°	
  12’	
  39’’	
  N	
  12°	
  07’	
  52’’	
  E,	
  mean	
  
altitude	
  510	
  m	
  a.s.l.;	
  Belluno	
  province),	
  Losego	
  (46°	
  08’	
  32’’	
  N	
  12°	
  16’	
  48’’	
  E,	
  mean	
  altitude	
  
658	
  m	
  a.s.l.;	
  Belluno	
  province)	
  and	
  Caslina	
  (44°	
  28’	
  52’’	
  N	
  10°	
  20’	
  23’’	
  E,	
  mean	
  altitude	
  512	
  m	
  
a.s.l.;	
  Reggio	
  Emilia	
  province).	
  
The	
  incidence	
  rates	
  (per	
  100000	
  inhabitants)	
  of	
  human	
  TBE	
  cases	
  recorded	
  in	
  2006	
  for	
  three	
  
of	
  the	
  provinces	
  were	
  0.15	
  (Bolzano),	
  0.6	
  (Trento)	
  and	
  3.71	
  (Belluno)	
  (Rizzoli	
  et	
  al.,	
  2009).	
  In	
  
the	
  fourth	
  province	
  (Reggio	
  Emilia),	
  the	
  most	
  southern	
  site	
  (Caslina)	
  investi-­‐	
  gated	
  here,	
  there	
  
is	
  no	
  record	
  of	
  clinical	
  TBE	
  human	
  cases.	
  
	
  
Sample	
  collection	
  and	
  total	
  RNA	
  extraction	
  
Ticks	
  were	
  collected	
  from	
  the	
  vegetation	
  by	
  dragging	
  a	
  1	
  m2	
  white	
  blanket	
  along	
  100	
  m	
  of	
  
transects	
  from	
  March	
  to	
  November	
  2006	
  at	
  sites	
  characterized	
  by	
  different	
  TBEV	
  human	
  
incidence.	
  In	
  the	
  Caslina	
  site,	
  tick	
  sampling	
  was	
  performed	
  from	
  March	
  to	
  November	
  2007.	
  All	
  
ticks	
  were	
  identified	
  microscopically	
  by	
  species	
  and	
  life	
  stage	
  using	
  reference	
  keys	
  developed	
  
by	
  Manilla	
  (1998).	
  All	
  ticks	
  identified	
  as	
  I.	
  ricinus	
  that	
  were	
  still	
  alive	
  were	
  washed	
  once	
  in	
  
70%	
  ethanol	
  followed	
  by	
  deionized	
  water	
  for	
  5	
  min,	
  grouped	
  in	
  pools	
  of	
  five	
  nymphs	
  and	
  
individual	
  adults	
  according	
  to	
  the	
  site	
  and	
  the	
  date	
  of	
  collection,	
  and	
  then	
  stored	
  at	
  220	
  uC	
  in	
  
RNAlater	
  (Ambion)	
  until	
  nucleic	
  acid	
  extraction.	
  
Tick	
  samples	
  (n5297	
  pools	
  of	
  five	
  nymphs	
  each	
  and	
  n5254	
  adults	
  individually)	
  were	
  removed	
  
from	
  the	
  RNAlater	
  and	
  ground	
  in	
  285	
  ml	
  sterile	
  PBS	
  (Sigma)	
  with	
  5	
  mm	
  stainless	
  steel	
  beads	
  
(Qiagen)	
  by	
  means	
  of	
  a	
  tissue	
  lyser	
  (Qiagen).	
  One	
  hundred	
  microlitres	
  of	
  tick	
  homogenate	
  was	
  
added	
  to	
  300	
  µl	
  TRIzol	
  Reagent	
  (Invitrogen	
  Life	
  Technologies),	
  and	
  total	
  RNA	
  extraction	
  was	
  
performed	
  according	
  to	
  the	
  manufacturer’s	
  protocol.	
  RNA	
  was	
  eluted	
  in	
  30	
  µl	
  RNase-­‐free	
  
water	
  (Sigma)	
  and	
  stored	
  at	
  -­‐80	
  °C	
  until	
  further	
  analysis.	
  Negative	
  controls	
  were	
  added	
  for	
  
each	
  RNA	
  extraction	
  to	
  discount	
  possible	
  contamination.	
  
The	
  mean	
  infection	
  prevalence	
  for	
  each	
  pool	
  of	
  nymphs	
  was	
  calculated	
  with	
  methods	
  for	
  
estimating	
  individual-­‐level	
  prevalence	
  based	
  on	
  pooled	
  samples,	
  as	
  described	
  previously	
  
(Cowling	
  et	
  al.,	
  1999).	
  
	
  
Molecular	
  analysis	
  
Ixodes	
  calreticulin	
  gene	
  RNA	
  quality	
  control,	
  and	
  TBEV	
  3’	
  untranslated	
  region	
  (3’-­‐UTR)	
  and	
  E	
  
gene	
  amplification	
  and	
  sequencing.	
  To	
  monitor	
  false-­‐negative	
  results	
  in	
  TBEV	
  infection	
  
analysis,	
  a	
  highly	
  specific	
  RT-­‐PCR	
  assay	
  was	
  developed	
  as	
  a	
  qualitative	
  control	
  for	
  the	
  total	
  
RNA	
  extraction	
  from	
  Ixodes	
  spp.	
  This	
  assay	
  was	
  designed	
  based	
  on	
  the	
  intron–exon	
  structure	
  
of	
  the	
  tick	
  calreticulin	
  (CRT)	
  gene,	
  which	
  is	
  highly	
  conserved	
  in	
  hard	
  ticks	
  (Xu	
  et	
  al.,	
  2005).	
  All	
  
available	
  sequences	
  of	
  the	
  Ixodes	
  spp.	
  CRT	
  gene	
  were	
  aligned	
  and	
  primers	
  were	
  designed	
  to	
  
include	
  the	
  intron	
  sequence	
  (nt	
  88–244	
  of	
  the	
  complete	
  CRT	
  gene	
  sequence,	
  GenBank	
  
accession	
  no.	
  AY395272)	
  within	
  the	
  amplified	
  fragment.	
  The	
  different	
  sizes	
  of	
  the	
  amplified	
  
products	
  were	
  used	
  to	
  identify	
  the	
  presence	
  of	
  RNA	
  and	
  DNA	
  in	
  each	
  sample.	
  Specifically,	
  we	
  



obtained	
  fragments	
  of	
  313	
  and	
  468	
  bp	
  for	
  the	
  mRNA	
  and	
  DNA,	
  respectively.	
  Reverse	
  
transcription	
  was	
  performed	
  using	
  SuperScript	
  II	
  (Invitrogen	
  Life	
  Technologies),	
  according	
  to	
  
the	
  manufacturer’s	
  instructions.	
  Ten	
  microlitres	
  of	
  RNA	
  was	
  used	
  for	
  first-­‐strand	
  cDNA	
  
synthesis	
  in	
  a	
  20	
  ml	
  final	
  volume	
  containing	
  50	
  mM	
  random	
  hexamers	
  (Applied	
  Biosystems),	
  
10	
  mM	
  each	
  dNTP,	
  0.1	
  M	
  dithiothreitol,	
  40	
  U	
  RNaseOUT	
  (Invitrogen	
  Life	
  Technologies)	
  and	
  
200	
  U	
  SuperScript	
  II	
  reverse	
  transcriptase.	
  The	
  mix	
  was	
  incubated	
  at	
  25	
  °C	
  for	
  10	
  min	
  and	
  at	
  
42	
  °C	
  for	
  50	
  min,	
  and	
  then	
  inactivated	
  at	
  70	
  °C	
  for	
  15	
  min.	
  For	
  PCR	
  amplification,	
  2	
  µl	
  cDNA	
  
was	
  used	
  as	
  template	
  for	
  amplification	
  of	
  the	
  Ixodes	
  spp.	
  CRT	
  gene	
  using	
  primers:	
  CRT-­‐f1	
  
(forward:	
  59-­‐	
  CTTGTGTGCTTGTTGCTGCTTC-­‐39)	
  and	
  CRT-­‐r3	
  (reverse:	
  59-­‐	
  
GATGTTCTGCTCGTGCTTCA-­‐39).	
  PCR	
  amplification	
  was	
  per-­‐	
  formed	
  in	
  a	
  Perkin-­‐Elmer	
  
thermal	
  cycler	
  in	
  a	
  reaction	
  volume	
  of	
  20	
  µl	
  containing	
  10x	
  Qiagen	
  PCR	
  buffer	
  (with	
  25	
  mM	
  
MgCl2),	
  10	
  mM	
  dNTPs,	
  5	
  pmol	
  each	
  primer	
  and	
  1	
  U	
  Taq	
  DNA	
  polymerase.	
  The	
  reactions	
  were	
  
subjected	
  to	
  35	
  cycles	
  of	
  94	
  °C	
  for	
  1	
  min,	
  53	
  °C	
  for	
  1	
  min	
  and	
  72	
  °C	
  for	
  1	
  min,	
  followed	
  by	
  10	
  
min	
  extension.	
  Amplified	
  DNA	
  was	
  visualized	
  on	
  a	
  2	
  %	
  agarose	
  gel	
  (Sigma).	
  
A	
  real-­‐time	
  RT-­‐PCR	
  for	
  the	
  detection	
  of	
  TBEV	
  by	
  amplifying	
  a	
  fragment	
  of	
  the	
  TBEV	
  39-­‐UTR	
  
was	
  performed	
  for	
  all	
  RNA	
  samples	
  using	
  primers	
  and	
  probes	
  described	
  previously	
  
(Schwaiger	
  &	
  Cassinotti,	
  2003).	
  TBEV	
  RNA	
  was	
  amplified	
  in	
  a	
  25	
  ml	
  final	
  volume	
  containing	
  
Superscript	
  III	
  RT	
  Platinum	
  Taq	
  (Invitrogen	
  Life	
  Technologies),	
  100	
  µM	
  primer	
  F-­‐TBE1,	
  50	
  µM	
  
primer	
  R-­‐TBE1,	
  20	
  µM	
  TBE	
  probe/WT	
  probe	
  (synthesized	
  by	
  Applied	
  Biosystems),	
  506	
  ROX	
  
Reference	
  Dye	
  (Invitrogen)	
  and	
  5	
  ml	
  template.	
  Each	
  reaction	
  was	
  performed	
  in	
  a	
  7300	
  Real-­‐
Time	
  PCR	
  System	
  (Applied	
  Biosystems)	
  and	
  incubated	
  at	
  
	
  42	
  °C	
  for	
  30	
  min	
  for	
  reverse	
  transcription	
  and	
  then	
  at	
  95	
  °C	
  for	
  10	
  min,	
  followed	
  by	
  45	
  cycles	
  
of	
  amplification	
  at	
  95	
  °C	
  for	
  15	
  s	
  and	
  60	
  °C	
  for	
  1	
  min.	
  All	
  samples	
  were	
  replicated	
  and	
  in	
  each	
  
reaction	
  plate,	
  negative	
  and	
  positive	
  TBEV	
  controls	
  were	
  included.	
  TBEV-­‐positive	
  samples	
  
were	
  confirmed	
  by	
  amplifying	
  a	
  fragment	
  of	
  the	
  59-­‐UTR	
  (178	
  bp)	
  by	
  means	
  of	
  a	
  nested	
  RT-­‐
PCR	
  using	
  primers	
  reported	
  previously	
  (Schrader	
  &	
  Suss,	
  1999).	
  
Partial	
  E	
  gene	
  sequences	
  (326	
  bp)	
  were	
  amplified	
  by	
  PCR	
  from	
  TBEV-­‐positive	
  samples	
  using	
  
previously	
  reported	
  primers	
  (Skarpaas	
  et	
  al.,	
  2006)	
  to	
  investigate	
  TBEV	
  genetic	
  diversity.	
  
Amplified	
  DNA	
  was	
  visualized	
  on	
  a	
  2%	
  agarose	
  gel	
  (Sigma).	
  All	
  positive	
  PCR	
  products	
  for	
  both	
  
the	
  59-­‐UTR	
  and	
  the	
  E	
  gene	
  were	
  purified	
  using	
  a	
  QIAquick	
  PCR	
  Purification	
  kit	
  (Qiagen)	
  and	
  
sequenced	
  in	
  both	
  directions	
  using	
  an	
  ABI	
  BigDye	
  3.3	
  terminator	
  kit	
  (Applied	
  Biosystems)	
  
and	
  analysed	
  on	
  an	
  ABI	
  PRISM	
  3130	
  automated	
  sequencer.	
  
In	
  addition	
  to	
  the	
  sequences	
  produced	
  in	
  this	
  study,	
  a	
  set	
  of	
  28	
  TBEV	
  E	
  gene	
  sequences	
  
available	
  on	
  GenBank	
  were	
  gathered	
  and	
  a	
  Spanish	
  sheep	
  encephalomyelitis	
  virus	
  sequence	
  
(GenBank	
  accession	
  no.	
  X77470)	
  was	
  chosen	
  as	
  an	
  outgroup	
  for	
  phylogenetic	
  analysis.	
  
Phylogenetic	
  analysis.	
  Sequences	
  obtained	
  from	
  positive	
  samples	
  were	
  aligned	
  using	
  
CLUSTAL_X	
  (Thompson	
  et	
  al.,	
  1997),	
  respecting	
  the	
  coding	
  frame.	
  The	
  best	
  model	
  of	
  
molecular	
  evolution	
  was	
  estimated	
  using	
  both	
  a	
  hierarchical	
  likelihood	
  ratio	
  test	
  approach	
  
and	
  the	
  Akaike	
  information	
  criterion	
  (Akaike,	
  1973)	
  as	
  implemented	
  in	
  the	
  software	
  
ModelTest	
  v3.7	
  (Posada	
  &	
  Crandall	
  1998,	
  2001).	
  A	
  Bayesian	
  Markov	
  chain	
  Monte	
  Carlo	
  
method	
  implemented	
  in	
  the	
  computer	
  program	
  MrBayes	
  v3.1.2	
  (Huelsenbeck	
  et	
  al.,	
  2001;	
  
Ronquist	
  &	
  Huelsenbeck,	
  2003)	
  was	
  used	
  to	
  create	
  phylogenetic	
  trees	
  and	
  assess	
  statistical	
  
support	
  for	
  specific	
  clades.	
  Markov	
  chains	
  were	
  run	
  for	
  1	
  000	
  000	
  generations	
  under	
  default	
  
conditions	
  [two	
  parallel	
  analyses	
  of	
  four	
  chains	
  (three	
  heated)],	
  and	
  results	
  were	
  represented	
  
as	
  a	
  50	
  %	
  majority	
  rule	
  consensus	
  tree.	
  Tree	
  statistics	
  were	
  calculated	
  using	
  the	
  computer	
  
program	
  PAUP*	
  v4.0b10	
  (Swofford,	
  2003).	
  Estimates	
  of	
  genetic	
  diversity	
  were	
  expressed	
  as	
  
mean	
  pairwise	
  nucleotide	
  diversity	
  (Nei,	
  1987)	
  or	
  the	
  mean	
  proportion	
  of	
  nucleotide	
  
differences	
  among	
  sequences.	
  
	
  



RESULTS	
  
A	
  total	
  of	
  1739	
  host-­‐seeking	
  I.	
  ricinus	
  (1485	
  nymphs	
  and	
  254	
  adults)	
  were	
  tested	
  for	
  TBEV	
  
infection.	
  TBEV	
  infection	
  only	
  occurred	
  in	
  adult	
  ticks,	
  with	
  an	
  overall	
  prevalence	
  of	
  1.2	
  %	
  [95	
  
%	
  confidence	
  interval	
  (95	
  %	
  CI)	
  0.2–3.4	
  %],	
  whilst	
  all	
  of	
  the	
  nymphs	
  examined	
  were	
  found	
  to	
  
be	
  negative.	
  When	
  analysed	
  by	
  region,	
  prevalence	
  rates	
  in	
  adult	
  ticks	
  were	
  2.5	
  %	
  (95	
  %	
  CI	
  
0.3–8.7	
  %)	
  in	
  Trentino-­‐	
  Alto	
  Adige	
  and	
  1.0	
  %	
  (95	
  %	
  CI	
  0.0–5.5	
  %)	
  in	
  Veneto,	
  whilst	
  no	
  TBEV	
  
infection	
  was	
  found	
  in	
  I.	
  ricinus	
  collected	
  in	
  the	
  Emilia	
  Romagna	
  region.	
  Of	
  three	
  TBEV-­‐
positive	
  samples,	
  partial	
  E	
  gene	
  sequences	
  were	
  generated	
  for	
  two	
  samples	
  (ITTN	
  2006	
  6-­‐7	
  
and	
  ITTN	
  2006	
  12-­‐8).	
  The	
  phylogenetic	
  tree	
  estimated	
  from	
  these	
  partial	
  (326	
  bp)	
  E	
  gene	
  
sequences	
  showed	
  the	
  Italian	
  TBEV	
  sequences	
  clustering	
  within	
  the	
  European	
  TBEV	
  subtype	
  
(Fig.	
  1).	
  The	
  pairwise	
  nucleotide	
  diversity	
  estimated	
  between	
  the	
  two	
  new	
  Italian	
  TBEV	
  
sequences	
  was	
  2.54	
  %.	
  Estimates	
  of	
  the	
  pairwise	
  nucleotide	
  diversity	
  between	
  the	
  ITTN	
  2006	
  
6-­‐7	
  and	
  ITTN	
  2006	
  12-­‐8	
  Italian	
  samples	
  and	
  the	
  Austrian	
  strain	
  TBEV	
  Neudoerfl	
  (GenBank	
  
accession	
  no.	
  U27495)	
  were	
  2.09	
  and	
  3.31%,	
  respectively,	
  and	
  the	
  Czech	
  Republic	
  Hypr	
  strain	
  
(GenBank	
  accession	
  no.	
  U39292)	
  were	
  2.50	
  and	
  0.63	
  %,	
  respectively.	
  Comparison	
  of	
  
sequences	
  at	
  the	
  nucleotide	
  level	
  showed	
  that	
  ITTN	
  2006	
  6-­‐7	
  differed	
  by	
  six	
  nucleotide	
  
substitutions	
  from	
  the	
  Neudoerfl	
  strain,	
  one	
  of	
  which	
  was	
  a	
  non-­‐	
  synonymous	
  substitution	
  
(isoleucine	
  /	
  valine	
  at	
  aa	
  447),	
  whilst	
  ITTN	
  2006	
  12-­‐8	
  differed	
  by	
  nine	
  nucleotide	
  
substitutions,	
  two	
  of	
  which	
  were	
  non-­‐synonymous	
  sub-­‐	
  stitutions	
  (isoleucine	
  /	
  valine	
  at	
  aa	
  
447	
  and	
  glutamine	
  /	
  lysine	
  at	
  a	
  513).	
  Comparison	
  of	
  the	
  ITTN	
  2006	
  6-­‐7	
  E	
  gene	
  sequence	
  with	
  
the	
  Hypr	
  strain	
  revealed	
  seven	
  nucleotide	
  substitutions,	
  two	
  of	
  which	
  were	
  non-­‐	
  synonymous	
  
(glycine/cysteine	
  at	
  aa	
  466	
  and	
  arginine/glutamine	
  at	
  aa	
  53),	
  whilst	
  ITTN	
  2006	
  12-­‐8	
  differed	
  
at	
  two	
  positions	
  in	
  the	
  same	
  codon,	
  of	
  which	
  at	
  least	
  one	
  was	
  non-­‐synonymous	
  
(arginine/lysine	
  at	
  aa	
  513).	
  The	
  nucleotide	
  and	
  amino	
  acid	
  substitutions	
  are	
  summarized	
  in	
  
Table	
  1.	
  
	
  
DISCUSSION	
  
In	
  the	
  present	
  study,	
  we	
  observed	
  a	
  TBEV	
  infection	
  prevalence	
  of	
  2.5	
  and	
  1.0	
  %	
  in	
  adult	
  I.	
  
ricinus	
  ticks	
  collected	
  from	
  natural	
  TBE	
  foci	
  of	
  human	
  cases	
  in	
  the	
  Trentino-­‐Alto	
  Adige	
  and	
  
Veneto	
  regions,	
  respectively,	
  whilst	
  confirming	
  the	
  absence	
  of	
  infected	
  ticks	
  from	
  areas	
  where	
  
no	
  human	
  TBE	
  cases	
  have	
  been	
  identified	
  to	
  date.	
  These	
  relatively	
  low	
  estimates	
  of	
  TBEV	
  
infection	
  prevalence	
  in	
  Italian	
  tick	
  populations	
  in	
  comparison	
  with	
  other	
  endemic	
  European	
  
sites	
  is	
  not	
  surprising,	
  as	
  estimates	
  of	
  infection	
  prevalence	
  were	
  performed	
  on	
  questing	
  ticks.	
  
This	
  is	
  supported	
  by	
  the	
  study	
  of	
  Suss	
  et	
  al.	
  (2006),	
  which	
  showed	
  that	
  higher	
  estimates	
  of	
  
TBEV	
  infection	
  prevalence	
  in	
  ticks	
  are	
  obtained	
  by	
  screening	
  feeding	
  ticks	
  collected	
  directly	
  
from	
  patients.	
  
It	
  is	
  commonly	
  believed	
  that	
  nymphs	
  are	
  the	
  most	
  important	
  vector	
  stage	
  for	
  the	
  transmission	
  
of	
  TBEV	
  to	
  humans,	
  as	
  they	
  are	
  characterized	
  by	
  lower	
  host	
  specificity	
  and	
  are	
  more	
  abundant	
  
than	
  adult	
  ticks	
  (Su	
  ̈ss,	
  2003).	
  Nevertheless,	
  the	
  results	
  of	
  our	
  survey	
  did	
  not	
  find	
  significant	
  
infection	
  rates	
  in	
  this	
  developmental	
  stage.	
  The	
  pattern	
  of	
  TBEV	
  infection	
  prevalence	
  
observed	
  in	
  ticks	
  could	
  be	
  explained	
  by	
  the	
  specific	
  pattern	
  of	
  tick	
  infestation	
  on	
  competent	
  
hosts	
  within	
  the	
  TBE	
  foci	
  investigated.	
  In	
  this	
  part	
  of	
  Italy,	
  the	
  ratio	
  of	
  nymphs	
  to	
  larvae	
  
feeding	
  on	
  rodents	
  (Apodemus	
  flavicollis)	
  is	
  approximately	
  1	
  :	
  20	
  (Rosa`	
  et	
  al.,	
  2007),	
  which	
  is	
  
comparable	
  to	
  other	
  endemic	
  TBE	
  sites	
  in	
  Europe	
  (Randolph	
  et	
  al.,	
  1999).	
  Estimates	
  of	
  the	
  
TBEV	
  transmission	
  potential	
  obtained	
  from	
  the	
  ratio	
  of	
  nymphs	
  to	
  larvae	
  recorded	
  on	
  the	
  
most	
  infected	
  transmission	
  cohort	
  (adult	
  male)	
  probably	
  explain	
  the	
  sustained	
  endemic	
  TBE	
  
cycles	
  in	
  this	
  area	
  (Perkins	
  et	
  al.,	
  2003).	
  Furthermore,	
  the	
  composition	
  of	
  32	
  co-­‐feedings	
  
recorded	
  out	
  of	
  21	
  live-­‐captured	
  small	
  mammals	
  (A.	
  flavicollis	
  and	
  Clethrionomys	
  glareolus)	
  
trapped	
  in	
  2006	
  from	
  the	
  same	
  study	
  areas	
  (Lamar	
  and	
  Candaten	
  sites)	
  showed	
  similar	
  mean	
  



percentages	
  of	
  nymphs	
  and	
  larvae.	
  In	
  particular,	
  the	
  mean	
  percentage	
  of	
  nymphs	
  and	
  larvae	
  
in	
  the	
  co-­‐feedings	
  were	
  found	
  to	
  be	
  0.45	
  (95	
  %	
  CI	
  0.43–0.48)	
  and	
  0.54	
  (95	
  %	
  CI	
  0.54–0.57),	
  
respectively	
  (CIs	
  calculated	
  by	
  Student’s	
  t-­‐	
  test	
  probability	
  density	
  function).	
  This	
  co-­‐feeding	
  
com-­‐	
  position	
  suggests	
  that	
  nymph-­‐to-­‐nymph	
  TBEV	
  transmission	
  may	
  occur	
  during	
  feeding	
  
on	
  competent	
  hosts	
  and	
  thus	
  produce	
  detectable	
  infection	
  prevalence	
  in	
  host-­‐	
  seeking	
  adults.	
  
Despite	
  this,	
  a	
  more	
  comprehensive	
  explanation	
  of	
  our	
  results	
  is	
  the	
  probable	
  occurrence	
  of	
  
transovarial	
  transmission	
  of	
  TBEV	
  in	
  the	
  I.	
  ricinus	
  populations	
  investigated.	
  This	
  mode	
  of	
  
transmission	
  has	
  been	
  proven	
  experimentally	
  and	
  observed	
  in	
  nature,	
  and	
  results	
  in	
  a	
  filial	
  
infection	
  rate	
  of	
  about	
  0.23–0.75	
  (Danielova	
  ́	
  et	
  al.,	
  2002).	
  Therefore,	
  vertical	
  transmission	
  can	
  
produce	
  low	
  but	
  significant	
  rates	
  of	
  infected	
  larvae	
  that	
  may	
  transmit	
  TBEV	
  to	
  both	
  larvae	
  and	
  
nymphs	
  by	
  either	
  viraemic	
  or	
  non-­‐viraemic	
  transmission	
  (most	
  likely	
  the	
  latter)	
  when	
  feeding	
  
on	
  susceptible	
  hosts.	
  Thus,	
  our	
  findings	
  indicate	
  that,	
  whilst	
  vertical	
  transmission	
  of	
  TBEV	
  in	
  
ticks	
  may	
  be	
  relatively	
  rare,	
  it	
  can	
  significantly	
  increase	
  the	
  number	
  of	
  infected	
  larvae	
  and	
  
nymphs	
  and	
  therefore	
  the	
  number	
  of	
  adult	
  ticks	
  with	
  TBEV	
  infections.	
  
The	
  Bayesian	
  phylogenetic	
  analyses	
  provide	
  results	
  that	
  are	
  consistent	
  with	
  those	
  of	
  previous	
  
studies,	
  indicating	
  that	
  the	
  new	
  Italian	
  TBEV	
  sequences	
  generated	
  here	
  belong	
  to	
  the	
  
European	
  TBEV	
  subtype	
  (Hudson	
  et	
  al.,	
  2001;	
  D’Agaro	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Interestingly,	
  we	
  found	
  a	
  
substantial	
  amount	
  of	
  genetic	
  divergence	
  between	
  these	
  Italian	
  TBEV	
  
sequences,	
  despite	
  both	
  the	
  relatively	
  short	
  E	
  gene	
  sequence	
  fragments	
  analysed	
  and	
  the	
  
restricted	
  geographical	
  range	
  (Trento	
  province	
  only).	
  Comparison	
  of	
  the	
  sequences	
  at	
  the	
  
nucleotide	
  and	
  amino	
  acid	
  levels	
  showed	
  that	
  this	
  variability	
  is	
  mostly	
  caused	
  by	
  synonymous	
  
substitutions,	
  as	
  observed	
  previously	
  by	
  Hudson	
  et	
  al.	
  (2001).	
  In	
  particular,	
  we	
  found	
  that,	
  
whilst	
  six	
  synonymous	
  substitutions	
  separate	
  the	
  two	
  Italian	
  sequences,	
  only	
  one	
  non-­‐	
  
synonymous	
  substitution	
  was	
  observed,	
  at	
  aa	
  513,	
  where	
  ITTN	
  2006	
  6-­‐7	
  has	
  a	
  glutamine	
  and	
  
ITTN	
  2006	
  12-­‐8	
  has	
  a	
  lysine	
  (see	
  Table	
  1).	
  The	
  glutamine	
  is	
  conserved	
  in	
  the	
  most	
  analysed	
  
sequences,	
  including	
  the	
  Neudoerfl	
  strain.	
  In	
  contrast,	
  the	
  Hypr	
  strain	
  from	
  the	
  Czech	
  
Republic	
  has	
  an	
  arginine	
  at	
  the	
  same	
  amino	
  acid	
  position;	
  however,	
  this	
  amino	
  acid	
  
substitution	
  is	
  conservative,	
  considering	
  the	
  common	
  biochemical	
  characteristics	
  of	
  the	
  
amino	
  acids	
  involved.	
  
The	
  highly	
  unresolved	
  topology	
  of	
  the	
  phylogenetic	
  tree	
  did	
  not	
  show	
  any	
  clear	
  geographical	
  
clustering.	
  Unfortunately,	
  the	
  lack	
  of	
  additional	
  TBEV	
  E	
  gene	
  sequences	
  from	
  Italy	
  and	
  
bordering	
  countries	
  makes	
  it	
  difficult	
  to	
  perform	
  rigorous	
  geographical	
  comparisons	
  of	
  TBEV	
  
populations.	
  Interestingly,	
  it	
  has	
  been	
  proposed	
  that	
  flaviviruses	
  (including	
  TBEV)	
  have	
  
dispersed	
  and	
  evolved	
  across	
  the	
  Eurasian	
  continent	
  from	
  east	
  to	
  west	
  over	
  the	
  last	
  few	
  
thousand	
  years	
  (Zanotto	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Golovljova	
  et	
  al.,	
  2008).	
  This	
  proposed	
  east-­‐to-­‐west	
  
spread	
  of	
  TBEV	
  may	
  have	
  been	
  caused	
  by	
  the	
  dispersal	
  of	
  its	
  hosts,	
  its	
  vector	
  or	
  both,	
  as	
  
vector-­‐borne	
  pathogens	
  may	
  be	
  introduced	
  (and	
  reintroduced)	
  via	
  range	
  expansions	
  of	
  their	
  
host	
  and	
  vector	
  species.	
  In	
  light	
  of	
  this,	
  the	
  circulation	
  in	
  Trento	
  province	
  (a	
  relatively	
  small	
  
geographical	
  region)	
  of	
  variable	
  TBEV	
  strains,	
  one	
  of	
  which	
  is	
  similar	
  to	
  the	
  Hypr	
  strain	
  from	
  
the	
  Czech	
  Republic,	
  suggests	
  two	
  alternative	
  hypotheses	
  to	
  explain	
  the	
  observed	
  TBEV	
  
diversity.	
  Firstly,	
  a	
  relatively	
  high	
  TBEV	
  substitution	
  rate	
  may	
  have	
  resulted	
  in	
  the	
  production	
  
of	
  two	
  distinct	
  TBEV	
  strains	
  within	
  the	
  same	
  small	
  geographical	
  region.	
  As	
  all	
  RNA	
  viruses	
  
replicate	
  using	
  an	
  RNA-­‐dependent	
  RNA	
  polymerase,	
  which	
  has	
  no	
  proofreading	
  or	
  error-­‐
correction	
  capabilities,	
  random	
  mutations	
  may	
  accumulate	
  rapidly	
  during	
  viral	
  replication	
  
and	
  lead	
  to	
  high	
  viral	
  substitution	
  rates.	
  Secondly,	
  the	
  distinct	
  TBEV	
  strains	
  might	
  have	
  been	
  
introduced	
  to	
  Trento	
  by	
  birds	
  from	
  bordering	
  countries.	
  Birds	
  can	
  carry	
  nymphs,	
  which	
  may	
  
have	
  acquired	
  TBEV	
  infections	
  as	
  larvae	
  on	
  competent	
  hosts	
  (Waldenstrom	
  et	
  al.,	
  2007).	
  
Interestingly,	
  most	
  human	
  TBE	
  cases	
  were	
  recorded	
  in	
  alpine	
  provinces	
  known	
  to	
  be	
  on	
  the	
  



major	
  post-­‐reproductive	
  migration	
  routes	
  of	
  birds	
  from	
  north-­‐	
  central	
  Europe	
  through	
  the	
  
Alps	
  (Pedrini	
  et	
  al.	
  2008).	
  
Both	
  hypotheses	
  stem	
  from	
  well-­‐known	
  biological	
  features	
  of	
  vector-­‐borne	
  RNA	
  viruses	
  and	
  
both	
  are	
  supported	
  by	
  our	
  results.	
  Greater	
  efforts	
  in	
  collecting	
  TBEV	
  sequences	
  from	
  
European	
  tick	
  populations	
  and	
  further	
  analyses	
  of	
  the	
  mutation	
  rate	
  and	
  genetic	
  diversity	
  of	
  
TBEV	
  are	
  needed	
  for	
  more	
  thorough	
  investigations	
  into	
  the	
  ecological	
  and	
  evolutionary	
  
dynamics	
  of	
  TBEV	
  that	
  led	
  to	
  its	
  maintenance	
  in	
  northern	
  Italy.	
  
	
  
ACKNOWLEDGEMENTS	
  
This	
  research	
  was	
  partially	
  funded	
  by	
  EU	
  grant	
  GOCE-­‐2003-­‐010284	
  EDEN	
  and	
  by	
  additional	
  
research	
  funds	
  provided	
  by	
  the	
  Autonomous	
  Province	
  of	
  Trento.	
  The	
  paper	
  is	
  catalogued	
  by	
  
the	
  EDEN	
  Steering	
  Committee	
  as	
  EDEN	
  160	
  (http://www.eden-­‐fp6project.net/).	
  The	
  contents	
  
of	
  this	
  publication	
  are	
  the	
  sole	
  responsibility	
  of	
  the	
  authors	
  and	
  do	
  not	
  necessarily	
  reflect	
  the	
  
views	
  of	
  the	
  European	
  Commission.	
  We	
  thank	
  Valentina	
  Tagliapietra	
  for	
  helping	
  with	
  tick	
  
collection	
  and	
  Fausta	
  Rosso	
  for	
  helping	
  with	
  RNA	
  extraction.	
  We	
  are	
  grateful	
  to	
  Dr	
  Philippe	
  De	
  
Mendonca	
  (Ludwig-­‐Maximilians-­‐Universitat	
  Munchen,	
  Germany)	
  for	
  providing	
  TBEV	
  RNA	
  as	
  
positive	
  controls	
  used	
  in	
  RT-­‐	
  PCR.	
  We	
  thank	
  the	
  two	
  anonymous	
  reviewers	
  and	
  Andrew	
  
Kitchen	
  who	
  provided	
  helpful	
  comments.	
  
	
  
References	
  
Akaike,	
  H.	
  (1973).	
  Information	
  theory	
  and	
  an	
  extension	
  of	
  the	
  maximum	
  likelihood	
  principle.	
  
In	
  2nd	
  International	
  Symposium	
  on	
  Information	
  Theory,	
  pp.	
  267–281.	
  Budapest:	
  
Akade	
  ́miai	
  Kiado	
  ́.	
  

Beltrame,	
  A.,	
  Ruscio,	
  M.,	
  Cruciatti,	
  B.,	
  Londero,	
  A.,	
  Di	
  Piazza,	
  V.,	
  Copetti,	
  R.,	
  Moretti,	
  V.,	
  Rossi,	
  P.,	
  
Gigli,	
  G.	
  L.	
  &	
  other	
  authors	
  (2006).	
  Tickborne	
  encephalitis	
  virus,	
  northeastern	
  Italy.	
  Emerg	
  
Infect	
  Dis	
  12,	
  1617–1619.	
  

Cowling,	
  D.	
  W.,	
  Gardner,	
  I.	
  A.	
  &	
  Johnson,	
  W.	
  O.	
  (1999).	
  Comparison	
  of	
  methods	
  for	
  estimation	
  
of	
  individual-­‐level	
  prevalence	
  based	
  on	
  pooled	
  samples.	
  Prev	
  Vet	
  Med	
  39,	
  211–225.	
  

Cruciatti,	
  B.,	
  Beltrame,	
  A.,	
  Ruscio,	
  M.,	
  Viale,	
  P.	
  &	
  Gigli,	
  G.	
  L.	
  (2006).	
  Neurological	
  manifestation	
  
of	
  tick-­‐borne	
  encephalitis	
  in	
  North-­‐	
  Eastern	
  Italy.	
  Neurol	
  Sci	
  27,	
  122–124.	
  

D’Agaro,	
  P.,	
  Martinelli,	
  E.,	
  Burgnich,	
  P.,	
  Nazzi,	
  F.,	
  Del	
  Fabbro,	
  S.,	
  Iob,	
  A.,	
  Ruscio,	
  M.,	
  Pischiutti,	
  P.	
  
&	
  Campello,	
  C.	
  (2009).	
  Prevalence	
  of	
  tick-­‐borne	
  encephalitis	
  virus	
  in	
  Ixodes	
  ricinus	
  from	
  a	
  
novel	
  endemic	
  area	
  of	
  North	
  Eastern	
  Italy.	
  J	
  Med	
  Virol	
  81,	
  309–316.	
  

Danielova	
  ́,	
  V.,	
  Holubova	
  ́,	
  J.,	
  Pejcoch,	
  M.	
  &	
  Daniel,	
  M.	
  (2002).	
  Potential	
  significance	
  of	
  
transovarial	
  transmission	
  in	
  the	
  circulation	
  of	
  tick-­‐borne	
  encephalitis	
  virus.	
  Folia	
  Parasitol	
  
(Praha)	
  49,	
  323–	
  325.	
  

Floris,	
  R.,	
  Altobelli,	
  A.,	
  Boemo,	
  B.,	
  Mignozzi,	
  K.	
  &	
  Cinco,	
  M.	
  (2006).	
  First	
  detection	
  of	
  TBE	
  virus	
  
sequences	
  in	
  Ixodes	
  ricinus	
  from	
  Friuli	
  Venezia	
  Giulia	
  (Italy).	
  New	
  Microbiol	
  29,	
  147–150.	
  

Golovljova,	
  I.,	
  Vene,	
  S.,	
  Sjo	
  ̈	
  lander,	
  K.	
  B.,	
  Vasilenko,	
  V.,	
  Plyusnin,	
  A.	
  &	
  Lundkvist,	
  A.	
  (2004).	
  
Characterization	
  of	
  tick-­‐borne	
  encephalitis	
  virus	
  from	
  Estonia.	
  J	
  Med	
  Virol	
  74,	
  580–588.	
  

Golovljova,	
  I.,	
  Katargina,	
  O.,	
  Geller,	
  J.,	
  Tallo,	
  T.,	
  Mittzˇ	
  enkov,	
  V.,	
  Vene,	
  S.,	
  Nemirov,	
  K.,	
  Kutsenko,	
  
A.,	
  Kilosanidze,	
  G.	
  &	
  other	
  authors	
  (2008).	
  Unique	
  signature	
  amino	
  acid	
  substitution	
  in	
  
Baltic	
  tick-­‐borne	
  encephalitis	
  virus	
  (TBEV)	
  strains	
  within	
  the	
  Siberian	
  TBEV	
  subtype.	
  Int	
  J	
  
Med	
  Microbiol	
  298	
  (Suppl.	
  1),	
  108–120.	
  

Gould,	
  E.	
  A.	
  &	
  Solomon,	
  T.	
  (2008).	
  Pathogenic	
  flaviviruses.	
  Lancet	
  371,	
  500–509.	
  
Gould,	
  E.	
  A.,	
  de	
  Lamballerie,	
  X.,	
  Zanotto,	
  P.	
  M.	
  &	
  Holmes,	
  E.	
  C.	
  (2003).	
  Origins,	
  evolution,	
  and	
  
vector/host	
  coadaptations	
  within	
  the	
  genus	
  Flavivirus.	
  Adv	
  Virus	
  Res	
  59,	
  277–314.	
  

Gritsun,	
  T.	
  S.	
  &	
  Gould,	
  E.	
  A.	
  (1995).	
  Infectious	
  transcripts	
  of	
  tick-­‐	
  borne	
  encephalitis	
  virus,	
  
generated	
  in	
  days	
  by	
  RT-­‐PCR.	
  Virology	
  214,	
  611–618.	
  



Gritsun,	
  T.	
  S.,	
  Lashkevich,	
  V.	
  A.	
  &	
  Gould,	
  E.	
  A.	
  (2003).	
  Tick-­‐borne	
  encephalitis.	
  Antiviral	
  Res	
  57,	
  
129–146.	
  

Gunther,	
  G.,	
  Haglund,	
  M.,	
  Lindquist,	
  L.,	
  Skoldenberg,	
  B.	
  &	
  Forsgren,	
  M.	
  (1997).	
  Intrathecal	
  IgM,	
  
IgA	
  and	
  IgG	
  antibody	
  response	
  in	
  tick-­‐borne	
  encephalitis.	
  Long-­‐term	
  follow-­‐up	
  related	
  to	
  
clinical	
  course	
  and	
  outcome.	
  Clin	
  Diagn	
  Virol	
  8,	
  17–29.	
  

Haglund,	
  M.,	
  Vene,	
  S.,	
  Forsgren,	
  M.,	
  Gu	
  ̈nther,	
  G.,	
  Johansson,	
  B.,	
  Niedrig,	
  M.,	
  Plyusnin,	
  A.,	
  
Lindquist,	
  L.	
  &	
  Lundkvist,	
  A.	
  (2003).	
  Characterisation	
  of	
  human	
  tick-­‐borne	
  encephalitis	
  
virus	
  from	
  Sweden.	
  J	
  Med	
  Virol	
  71,	
  610–621.	
  

Han,	
  X.,	
  Aho,	
  M.,	
  Vene,	
  S.,	
  Peltomaa,	
  M.,	
  Vaheri,	
  A.	
  &	
  Vapalahti,	
  O.	
  (2001).	
  Prevalence	
  of	
  tick-­‐
borne	
  encephalitis	
  virus	
  in	
  Ixodes	
  ricinus	
  ticks	
  in	
  Finland.	
  J	
  Med	
  Virol	
  64,	
  21–28.	
  

Hanada,	
  K.,	
  Suzuki,	
  Y.	
  &	
  Gojobori,	
  T.	
  (2004).	
  A	
  large	
  variation	
  in	
  the	
  rates	
  of	
  synonymous	
  
substitution	
  for	
  RNA	
  viruses	
  and	
  its	
  relationship	
  to	
  a	
  diversity	
  of	
  viral	
  infection	
  and	
  
transmission	
  modes.	
  Mol	
  Biol	
  Evol	
  21,	
  1074–1080.	
  

Hayasaka,	
  D.,	
  Suzuki,	
  Y.,	
  Kariwa,	
  H.,	
  Ivanov,	
  L.,	
  Volkov,	
  V.,	
  Demenev,	
  V.,	
  Mizutani,	
  T.,	
  Gojobori,	
  
T.	
  &	
  Takashima,	
  I.	
  (1999).	
  Phylogenetic	
  and	
  virulence	
  analysis	
  of	
  tick-­‐borne	
  encephalitis	
  
viruses	
  from	
  Japan	
  and	
  far-­‐	
  eastern	
  Russia.	
  J	
  Gen	
  Virol	
  80,	
  3127–3135.	
  

Hudson,	
  P.	
  J.,	
  Rizzoli,	
  A.,	
  Rosa`,	
  R.,	
  Chemini,	
  C.,	
  Jones,	
  L.	
  D.	
  &	
  Gould,	
  E.	
  A.	
  (2001).	
  Tick-­‐borne	
  
encephalitis	
  virus	
  in	
  northern	
  Italy:	
  molecular	
  analysis,	
  relationships	
  with	
  density	
  and	
  
seasonal	
  dynamics	
  of	
  Ixodes	
  ricinus.	
  Med	
  Vet	
  Entomol	
  15,	
  304–313.	
  

Huelsenbeck,	
  J.	
  P.,	
  Ronquist,	
  F.,	
  Nielsen,	
  R.	
  &	
  Bollback,	
  J.	
  P.	
  (2001).	
  Bayesian	
  inference	
  of	
  
phylogeny	
  and	
  its	
  impact	
  on	
  evolutionary	
  biology.	
  Science	
  294,	
  2310–2314.	
  

Labuda,	
  M.,	
  Nuttall,	
  P.	
  A.,	
  Kozuch,	
  O.,	
  Eleckova	
  ́,	
  E.,	
  Williams,	
  T.,	
  Zuffova	
  ́,	
  E.	
  &	
  Sabo	
  ́,	
  A.	
  (1993).	
  
Non-­‐viremic	
  transmission	
  of	
  tick-­‐	
  borne	
  encephalitis	
  virus:	
  a	
  mechanism	
  for	
  arbovirus	
  
survival	
  in	
  nature.	
  Experientia	
  49,	
  802–805.	
  

Labuda,	
  M.,	
  Kozuch,	
  O.,	
  Zuffova	
  ́,	
  E.,	
  Eleckova	
  ́,	
  E.,	
  Hails,	
  R.	
  S.	
  &	
  Nuttall,	
  P.	
  A.	
  (1997).	
  Tick-­‐borne	
  
encephalitis	
  virus	
  transmission	
  between	
  ticks	
  cofeeding	
  on	
  specific	
  immune	
  natural	
  rodent	
  
hosts.	
  Virology	
  235,	
  138–143.	
  

Lundkvist,	
  A.,	
  Vene,	
  S.,	
  Golovljova,	
  I.,	
  Mavtchoutko,	
  V.,	
  Forsgren,	
  M.,	
  Kalnina,	
  V.	
  &	
  Plyusnin,	
  A.	
  
(2001).	
  Characterization	
  of	
  tick-­‐borne	
  encephalitis	
  virus	
  from	
  Latvia:	
  evidence	
  for	
  co-­‐
circulation	
  of	
  three	
  distinct	
  subtypes.	
  J	
  Med	
  Virol	
  65,	
  730–735.	
  

Manilla,	
  G.	
  (1998).	
  Fauna	
  d’Italia,	
  Acari	
  Ixodida,	
  vol.	
  XXXVI.	
  Bologna,	
  Italy:	
  Edizioni	
  Calderini.	
  
Marin,	
  M.	
  S.,	
  Zanotto,	
  P.	
  M.,	
  Gritsun,	
  T.	
  S.	
  &	
  Gould,	
  E.	
  A.	
  (1995).	
  Phylogeny	
  of	
  TYU,	
  SRE,	
  and	
  CFA	
  
virus:	
  different	
  evolutionary	
  rates	
  in	
  the	
  genus	
  Flavivirus.	
  Virology	
  206,	
  1133–1139.	
  

Melik,	
  W.,	
  Nilsson,	
  S.	
  A.	
  &	
  Johansson,	
  M.	
  (2007).	
  Detection	
  strategies	
  of	
  tick-­‐borne	
  encephalitis	
  
virus	
  in	
  Swedish	
  Ixodes	
  ricinus	
  reveal	
  evolutionary	
  characteristics	
  of	
  emerging	
  tick-­‐borne	
  
flaviviruses.	
  Arch	
  Virol	
  152,	
  1027–1034.	
  

Nei,	
  M.	
  (1987).	
  Molecular	
  Evolutionary	
  Genetics.	
  New	
  York:	
  Columbia	
  University	
  Press.	
  
Pedrini,	
  P.,	
  Rossi,	
  F.,	
  Rizzolli,	
  F.	
  &	
  Spina,	
  F.	
  (2008).	
  Le	
  Alpi	
  italiane	
  quale	
  barriera	
  ecologica	
  nel	
  
corso	
  della	
  migrazione	
  post-­‐riproduttiva	
  attraverso	
  l’Europa.	
  Risultati	
  generali	
  della	
  prima	
  
fase	
  del	
  Progetto	
  Alpi	
  (1997–2002).	
  Biol	
  Cons	
  Fauna	
  116,	
  183–184	
  (in	
  Italian).	
  

Perkins,	
  S.	
  E.,	
  Cattadori,	
  I.	
  M.,	
  Tagliapietra,	
  V.,	
  Rizzoli,	
  A.	
  P.	
  &	
  Hudson,	
  P.	
  J.	
  (2003).	
  Empirical	
  
evidence	
  for	
  key	
  hosts	
  in	
  persistence	
  of	
  a	
  tick-­‐borne	
  disease.	
  Int	
  J	
  Parasitol	
  33,	
  909–917.	
  

Posada,	
  D.	
  &	
  Crandall,	
  K.	
  A.	
  (1998).	
  MODELTEST:	
  testing	
  the	
  model	
  of	
  DNA	
  substitution.	
  
Bioinformatics	
  14,	
  817–818.	
  

Posada,	
  D.	
  &	
  Crandall,	
  K.	
  A.	
  (2001).	
  Selecting	
  the	
  best-­‐fit	
  model	
  of	
  nucleotide	
  substitution.	
  Syst	
  
Biol	
  50,	
  580–601.	
  

Randolph,	
  S.	
  E.	
  (2006).	
  EDEN	
  –	
  emerging	
  diseases	
  in	
  a	
  changing	
  European	
  environment:	
  tick-­‐
borne	
  diseases.	
  Int	
  J	
  Med	
  Microbiol	
  296	
  (Suppl.	
  1),	
  84–86.	
  



Randolph,	
  S.	
  E.,	
  Gern,	
  L.	
  &	
  Nuttall,	
  P.	
  A.	
  (1996).	
  Co-­‐feeding	
  ticks:	
  epidemiological	
  significance	
  
for	
  tick-­‐borne	
  pathogen	
  transmission.	
  Parasitol	
  Today	
  12,	
  472–479.	
  

Randolph,	
  S.	
  E.,	
  Miklisova	
  ́,	
  D.,	
  Lysy,	
  J.,	
  Rogers,	
  D.	
  J.	
  &	
  Labuda,	
  M.	
  (1999).	
  Incidence	
  from	
  
coincidence:	
  patterns	
  of	
  tick	
  infestations	
  on	
  rodents	
  facilitate	
  transmission	
  of	
  tick-­‐borne	
  
encephalitis	
  virus.	
  Parasitology	
  118,	
  177–186.	
  

Randolph,	
  S.	
  E.,	
  Asokliene,	
  L.,	
  Avsic-­‐Zupanc,	
  T.,	
  Bormane,	
  A.,	
  Burri,	
  C.,	
  Gern,	
  L.,	
  Golovljova,	
  I.,	
  
Hubalek,	
  Z.,	
  Knap,	
  N.	
  &	
  other	
  authors	
  (2008).	
  Variable	
  spikes	
  in	
  tick-­‐borne	
  encephalitis	
  
incidence	
  in	
  2006	
  independent	
  of	
  variable	
  tick	
  abundance	
  but	
  related	
  to	
  weather.	
  Parasit	
  
Vectors	
  1,	
  44.	
  

Rizzoli,	
  A.,	
  Hauffe,	
  H.	
  C.,	
  Tagliapietra,	
  V.,	
  Neteler,	
  M.	
  &	
  Rosa`,	
  R.	
  (2009).	
  Forest	
  structure	
  and	
  
roe	
  deer	
  abundance	
  predict	
  tick-­‐borne	
  encephalitis	
  risk	
  in	
  Italy	
  PLoS	
  ONE	
  4,	
  e4336.	
  
doi:10.1371/journal.	
  pone.0004336.	
  

Ronquist,	
  F.	
  &	
  Huelsenbeck,	
  J.	
  P.	
  (2003).	
  MrBayes	
  3:	
  Bayesian	
  phylogenetic	
  inference	
  under	
  
mixed	
  models.	
  Bioinformatics	
  19,	
  1572–	
  1574.	
  

Rosà,	
  R.,	
  Pugliese,	
  A.,	
  Ghosh,	
  M.,	
  Perkins,	
  S.	
  E.	
  &	
  Rizzoli,	
  A.	
  (2007).	
  Temporal	
  variation	
  of	
  
Ixodes	
  ricinus	
  intensity	
  on	
  the	
  rodent	
  host	
  Apodemus	
  flavicollis	
  in	
  relation	
  to	
  local	
  climate	
  
and	
  host	
  dynamics.	
  Vector	
  Borne	
  Zoonotic	
  Dis	
  7,	
  285–295.	
  

Schrader,	
  C.	
  &	
  Suss,	
  J.	
  (1999).	
  A	
  nested	
  RT-­‐PCR	
  for	
  the	
  detection	
  of	
  tick-­‐borne	
  encephalitis	
  
virus	
  (TBEV)	
  in	
  ticks	
  in	
  natural	
  foci.	
  Zentralbl	
  Bakteriol	
  289,	
  319–328.	
  

Schwaiger,	
  M.	
  &	
  Cassinotti,	
  P.	
  (2003).	
  Development	
  of	
  a	
  quantitative	
  real-­‐time	
  RT-­‐PCR	
  assay	
  
with	
  internal	
  control	
  for	
  the	
  laboratory	
  detection	
  of	
  tick	
  borne	
  encephalitis	
  virus	
  (TBEV)	
  
RNA.	
  J	
  Clin	
  Virol	
  27,	
  136–145.	
  

Skarpaas,	
  T.,	
  Golovljova,	
  I.,	
  Vene,	
  S.,	
  Ljøstad,	
  U.,	
  Sjursen,	
  H.,	
  Plyusnin,	
  A.	
  &	
  Lundkvist,	
  A.	
  (2006).	
  
Tickborne	
  encephalitis	
  virus,	
  Norway	
  and	
  Denmark.	
  Emerg	
  Infect	
  Dis	
  12,	
  1136–1138.	
  

Suss,	
  J.	
  (2003).	
  Epidemiology	
  and	
  ecology	
  of	
  TBE	
  relevant	
  to	
  the	
  production	
  of	
  effective	
  
vaccines.	
  Vaccine	
  21	
  (Suppl.	
  1),	
  S19–S35.	
  

Suss,	
  J.,	
  Klaus,	
  C.,	
  Diller,	
  R.,	
  Schrader,	
  C.,	
  Wohanka,	
  N.	
  &	
  Abel,	
  U.	
  (2006).	
  TBE	
  incidence	
  versus	
  
virus	
  prevalence	
  and	
  increased	
  prevalence	
  of	
  the	
  TBE	
  virus	
  in	
  Ixodes	
  ricinus	
  removed	
  from	
  
humans.	
  Int	
  J	
  Med	
  Microbiol	
  296	
  (Suppl.	
  40),	
  63–68.	
  

Suzuki,	
  Y.	
  (2007).	
  Multiple	
  transmissions	
  of	
  tick-­‐borne	
  encephalitis	
  virus	
  between	
  Japan	
  and	
  
Russia.	
  Genes	
  Genet	
  Syst	
  82,	
  187–195.	
  

Swofford,	
  D.	
  (2003).	
  PAUP*.	
  Phylogenetic	
  analysis	
  using	
  parsimony	
  (*	
  and	
  other	
  methods).	
  
Sunderland,	
  MA:	
  Sinauer	
  Associates.	
  

Thiel,	
  H.	
  J.,	
  Collett,	
  M.	
  S.,	
  Gould,	
  E.	
  A.,	
  Heinz,	
  F.	
  X.,	
  Houghton,	
  M.,	
  Meyers,	
  G.,	
  Purcell,	
  R.	
  H.	
  &	
  Rice,	
  
C.	
  (2005).	
  Family	
  Flaviviridae.	
  In	
  Virus	
  Taxonomy:	
  Classification	
  and	
  Nomenclature.	
  Eighth	
  
Report	
  of	
  the	
  International	
  Committee	
  on	
  the	
  Taxonomy	
  of	
  Viruses,	
  pp.	
  981–998.	
  Edited	
  by	
  
C.	
  M.	
  Fauquet,	
  M.	
  A.	
  Mayo,	
  J.	
  Maniloff,	
  U.	
  Desselberger	
  &	
  L.	
  A.	
  Ball.	
  London/San	
  Diego,	
  CA:	
  
Elsevier/Academic	
  Press.	
  

Thompson,	
  J.	
  D.,	
  Gibson,	
  T.	
  J.,	
  Plewniak,	
  F.,	
  Jeanmougin,	
  F.	
  &	
  Higgins,	
  D.	
  G.	
  (1997).	
  The	
  
CLUSTAL_X	
  windows	
  interface:	
  flexible	
  strategies	
  for	
  multiple	
  sequence	
  alignment	
  aided	
  
by	
  quality	
  analysis	
  tools.	
  Nucleic	
  Acids	
  Res	
  25,	
  4876–4882.	
  

Waldenstrom,	
  J.,	
  Lundkvist,	
  A.,	
  Falk,	
  K.	
  I.,	
  Garpmo,	
  U.,	
  Bergstro	
  ̈	
  m,	
  S.,	
  Lindegren,	
  G.,	
  Sjo	
  ̈	
  stedt,	
  
A.,	
  Mejlon,	
  H.,	
  Fransson,	
  T.	
  &	
  other	
  authors	
  (2007).	
  Migrating	
  birds	
  and	
  tick-­‐borne	
  
encephalitis	
  virus.	
  Emerg	
  Infect	
  Dis	
  13,	
  1215–1218.	
  

Weaver,	
  S.	
  C.	
  (2006).	
  Evolutionary	
  influences	
  in	
  arboviral	
  disease.	
  Curr	
  Top	
  Microbiol	
  
Immunol	
  299,	
  285–314.	
  

Xu,	
  G.,	
  Fang,	
  Q.	
  Q.,	
  Sun,	
  Y.,	
  Keirans,	
  J.	
  E.	
  &	
  Durden,	
  L.	
  A.	
  (2005).	
  Hard	
  tick	
  calreticulin	
  (CRT)	
  
gene	
  coding	
  regions	
  have	
  only	
  one	
  intron	
  with	
  conserved	
  positions	
  and	
  variable	
  sizes.	
  J	
  
Parasitol	
  91,	
  1326–1331.	
  



Zanotto,	
  P.	
  M.,	
  Gould,	
  E.	
  A.,	
  Gao,	
  G.	
  F.,	
  Harvey,	
  P.	
  H.	
  &	
  Holmes,	
  E.	
  C.	
  (1996).	
  Population	
  
dynamics	
  of	
  flaviviruses	
  revealed	
  by	
  molecular	
  phylogenies.	
  Proc	
  Natl	
  Acad	
  Sci	
  U	
  S	
  A	
  93,	
  
548–553.	
  



	
  
	
  

	
  

Fig. 1. Bayesian phylogenetic tree of 29
partial E protein gene sequences belonging
to all three TBEV subtypes. A Spanish sheep
encephalomyelitis virus E protein gene
sequence was included as an outgroup.
Sequences obtained in this study are under-
lined. The posterior probabilities of clades are
indicated above the branches. Bar, 0.06
nucleotide substitutions per site.

Table 1. Variable sites in E protein gene sequences from two Italian samples compared with the previously described Neudoerfl and
Czech Republic Hypr TBEV strains

Nucleotide (upper) and codon (lower) positions are related to the complete polyprotein sequence. Asterisks (*) indicate nucleotides and amino

acids identical to the ITTN 2006 6-7 strain. Codons with non-synonymous substitutions are indicated in bold.

Strain Nucleotide or amino acid position

1339–

1341

1360–

1362

1390–

1392

1393–

1395

1396–

1398

1420–

1422

1486–

1488

1498–

1500

1537–

1539

1546–

1548

1561–

1563

447 454 464 465 466 474 496 500 513 516 521

ITTN 2006 6-7
GTT CTG TTG CTG TGC CTG CAC TTC CAA AAT CTG

V L L L C L H F Q N L

ITTN 2006 12-8
* * CTG TTG TGT TTG * TTT AAA * TTG

* * * * * * * * K * *

Neudoerfl
ATT TTG * TTG * TTG CAT * * AAC *

I * * * * * * * * * *

Czech Republic Hypr
* * CTG TTG TGT TTG * TTT CGA * TTG

* * * * G * * * R * *
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