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Leishmania, ospiti e vettori: un team di studio
multidisciplinare
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Tipizzazione isoenzimatica (MLEE)

Zimodemi (MON-) di Leishmania spp.
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Distribution of L. infantum zymodemes (n=37)

Zymodemes MION-1 @ = 61.7% of strains
MON-24 © =

F. Pratlong, C. Ravel, P. Bastien & J.-P. Dedet
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Zimodemi presenti in Italia

Il polimorfisme di Leishmania infantum e relazioni con I'ospite mammifero

H I PRINCIPALI ZIMODEMI IN ITALIA

MON-1

UOMO
(HIV/LV)

Epidemiologia molecolare di Leishmania

1) Identificare la specie in una indagine in focolaio epidemico
Introduzione di nuove specie in Europa/Italia?

2) Determinare la struttura di popolazione e il grado di
migrazione dei patogeni o dei vettori

3) Supporto alla diagnosi clinica e management del caso
Reinfezione o recidiva?

4) Studiare lo sviluppo e la diffusione di resistenza farmacologica




Tipizzazione molecolare di Leishmania

->Tipizzazione di specie

ITS-1: PCR e sequenziamento
heat shock protein (hsp)70: PCR e sequenziamento

considerati metodi di riferimento per tipizzazione di specie (van Der Auwera, EuroSurv 2016)

-> Tipizzazione a livello di ceppo

K26 discrimina tra MON1 e non-MON1
rnr.chr31 (Minodier et al) discrimina specie e alcuni zimodemi
Cpb E/F discrimina tra L. infantum e L. donovani

Multilocus microsatellite typing (MLMT)

- Analisi di 15 marker altamente polimorfici nell'ambito del L.donovani complex
(Kuhls et al PLOS Negl Trop Dis 2008; Reale et al Transbound Emerg Dis 2010)

- Dati analizzati in parallelo mediante statistica Bayesiana e sulla base delle
distanze genetiche
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Genotipi presenti in Emilia Romagna
(RER)

Cane RER (N=28)

Ceppi di riferimento MON-1 e MON-72
Uomo VL RER (N=3)
Uomo VL extra RER (n=9)

Flebotomi RER (N=31 pools)

Cane A/cpbE/626
Uomo C/cpbF/680

30 Flebotomo C
1 Flebotomo A

Genotipi circolanti nell'uomo e nei flebotomi diversi da genotipi circolanti nel cane in RER
Tranne 1 = infezione mista k26 626/680

Genetica di popolazione \

Metodologia MLMT (Multilocus Microsatellite Typing)
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| Genetica di popolazione in RER

Cane N=40
Uomo VL (RER) N=11
Uomo VL (extra RER) N=10
Flebotomo N=4
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L. infantum RER vs altri Paesi

: T ITALIA
Cane RER
VL extra RER
ITALIA
Flebotomi RER
VL RER

~—— L. infantum MON-1

L. infantum VL RER
L. infantum MON-24 Tunisia
L. donovani

microorganisms

Article

4 J Isolation and Molecular Typing of Leishmania infantum
from Phlebotomus perfiliewi in a Re-Emerging Focus
of Leishmaniasis, Northeastern Italy

Mattia Calzolari »*, Elena Carra !, Gianluca Rugna !, P
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Sampled <and flies in the Valsamorggia municipality (Bobogna provines, north-castern ltaly),
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Leishmaniosi tegumentaria umana in Italia \

eL.infantum (ceppi dermotropi)  MON-1, MON-24, MON-78, MON-111
(Gramiccia and Gradoni, 2007)

World Health = Sottodiagnosi e
@) o
e g ation sottonotifica al
Ministero della Salute

= Prevalenza reale &
sconosciuta

= Nessun dato su
tipizzazione molecolare
di ceppi dermotropi
circolanti

= Serbatoio canino?
Mancano evidenze
conclusive

Leishmaniosi tegumentaria in Italia
Leishmaniosi cutanea, CL

Gaspari et al., J Eur Acad Dermatol Venereol. 2017




Leishmaniosi tegumentaria in Italia
Leishmaniosi mucosa, ML -

|

7

= Interessa la mucosa nasale, orale, faringea
= (Casi riportati in Italia meridionale, Sicilia e Sardegna
= In RER: circa il 5% dei casi di leishmaniosi tegumentaria sono ML

- |

Dr.ssa Gaspari UO Dermatologia, S.Orsola, Bologna
Dott. Mastroianni, UO Malattie Infettive, Forli

ol

17/02/2020

Leishmaniosi tegumentaria in pazienti
HIV-positivi

- Sinergismo tra i due patogeni
- | pazienti co-infettati presentano frequentemente coinvolgimento
cutaneo (anche diffuso) o mucosale da Leishmania

Dr.ssa Gaspari

Dr. Mastroianni-Malattie Infettive, Forli UO Dermatologia, Bologna

Casi di leishmaniosi tegumentaria in RER
(1999-2019) ™
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Casi di leishmaniosi tegumentaria in RER
(2014-2019)

= |ncidenza nel 2019: 0,7/100.000 abitanti
= |ncidenza media 2014-2019: 0,6/100.000 abitanti
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] 30 63 casi tipizzati con
2 25 PCR ITS-1:
; 20 - 60 L.infantum
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Diagnosi di specie mediante PCR hsp70
(n=28 casi)
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> 15/15 casi tipizzati come L.infantum mediante PCR ITS-1

MLMT di leishmaniosi tegumentaria- RER

N=20 leishmaniosi tegumentaria umana m
N=11 leishmaniosi viscerale umana
N=38 leishmaniosi canina L

PopB1

L. infantum /L. donovani
H (hsp70) :{

Distance-based phylogenetic

analysis i a=
Bayesian model-based iL. infantum |% E.Carra
clustering analysis (hsp70) G. Rugna




Conclusioni

- Incidenza di leishmaniosi tegumentaria aumentata di oltre 5 volte
in RER nel 2014-2019 rispetto al 2009-2013: aumento reale?

- Specie identificate: L.infantum e L.major (quest’ultima solo da
importazione)

- Due diversi ceppi appartenenti a L.donovani complex causano
leishmaniosi tegumentaria in RER: un ceppo di L.infantum
sovrapponibile al ceppo causa di LV in RER e un ceppo con
caratteri misti L.infantum/L.donovani

| dati MLMT indicano che i ceppi di leishmaniosi tegumentaria
umana sono diversi dai ceppi causa di leishmaniosi canina della
stessa regione -» reservoir?
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Un progetto di studio a Pianoro

In relazione alla residenza dei pazienti con CL e
VL, & stata individuata una zona di 2 km?
quadrati

- circa lo 0,06% rispetto al territorio dell’AUSL di
Bologna

- Presenza di 11 di 90 casi (12%) di leishmaniosi
autoctona registrati nel territorio aziendale nel
periodo 2004 -2018 ;
-Incidenza locale: 49 casi/100.000 abitanti : ; .
all'anno :

Dr R Todeschini —AUSL Bologna 23

Studio del serbatoio di Leishmania in

provincia di Bologna
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Studio del serbatoio di Leishmania in
provincia di Bologna -2
Emilia Romagna Bologna
2018 | 2019 tot 2018 2019 _tot
ICapriolo 35 272 307 6 86 92
lcervo 20 16 36 20 13 33
[Cinghiale 75 1 86 40 9 49
[Coniglio 2 21 23 6 6
Daino 3 21 24 2 3 5
Faina 2 5 7 2 1 3
(Gatto 6 6 s 5
[Ghiro 5 8 13 4 7 1
Istrice 30 20 70 2 10 ]
Lepre 68 58 126 34 21 55
Lupo 24 19 43 13 11 24
INutria 3 3
Pipistrello 21 23 a4 1 3 4
Ratto 4 23 27 1 1
Riccio 46 137 183 6 30 36
[Scoiattolo 6 6 12 3 3 6
[Tasso 43 50 93 3 12 15
fTopo 1 1 0
Volpe 519 448 967 151 104 255
2071 317 2
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