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questa presentazione.

Si ricorda il divieto di registrare, filmare o fotografare
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quanto e essenziale il concetto
di One Health

Medici per riconoscere e trattare le forme cliniche umane (CL/VL)
Veterinari per riconoscere e trattare le forme cliniche animali
Biologi / Tecnici di Lab. per ottimizzare i laboratori di ricerca
Entomologi per monitorare i vettori

Esperti di Selvatici per individuare i serbatoi non antropizzati

Ecologisti per responsabilizzare le autorita sanitarie ai principi di
igiene pubblica

Epidemiologi per delineare le strategie di sorveglianza
Media per informare sui rischi e la prevenzione




_eishmaniasi

Antropozoonosi causate da protozoi del genere Leishmania
Riserve animali cani e canidi
Vettore piccoli ditteri ematofagi:

flebotomi o pappataci

Leishmania spp protozoo flagellato,
ordine Kinetoplastida,

famiglia Trypanosomatidae,

genere Leishmania,

sottogenere Leishmania (Vecchio Mondo) e Viannia (Nuovo Mondo)



Le Leishmanie: Epidemiologia

Leishmaniasi viscerale

T - e

Leishmaniasi:
epidemiologia
globale

72 World Health
>3\ Organization




e Leishmanie - Tassonomia

j Species
Complexes

| Subgenera
Division/Section

Genus

Leishmania

L L.(Leishmania)

L. enrettl

L. major
L. major*
L. gerbith
L. turanica
L. arabica

L. tropica

L. tropica

(L, killicki)

L. gethiopica
|, donovani
L. donovani
(L, archibaldi)
L. infantum
(L. chagasi)

L. martiniquensis

- L. (Viannia) -

L. mexicana

L mexicana

(L. pifanot’)

L. amazonensis
(L. garnhami)

L. aristidesl

L. venezuelensis
L. forattinii

L, braziliensis
brazilienst
L peruviana

L. guyanensis
L. guyanensis
(L. shawi)

L. panamensis

e | fiNSONN
e |, 00MA
b | lindenbergi

e L, UINGENISIS

Old World

Multilocus enzyme
electrophoresis (MLEE)
— based taxonomy of
the Leishmania genus

New World

Clinical Microbiology Reviews



Entita nosogeografiche di Leishmaniosi
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Entita nosogeografiche di LC

el Vecchio Mondo
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Entita nosogeografiche di LC e LCM

nel Nuovo Mondo

LC Antroponotica (L.tropica)
L C Zoonotica (L.major)

Agenti principali
* L.peruviana
* L.mexicana

« L.guyanensis
* L.braziliensis

LC

LC + LCM




Entita nosogeografiche di Leishmaniosi Viscerale

oLV Antroponotica (Leishmania donovani)
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Leishmaniosi Viscerale — Vettori — Europa - Italia




1999: cqﬂuraﬂ per |a prima vol'ra 4 Parasitol Res (2008) (Suppl 1) 103:865-868

flebotomi (P. mOSCittii, veﬂor'e non Distribution of phlebotomine sandflies in Germany

Average air temperature of the pentade 2001 - 2005

provato di Leishmania) g\
2

Sandflies and leishmaniosis in Germany

)
e~ ® Phiebotomes macitts
Phiebo'omus pemiciosus

? proved respectively ssumed autoch-
thonous cases of lelskmaniosls
|
\
{

2001: Prima cattura di P.perniciosus

Dal 1991 al 2008:

11 casi di leishmaniosi (uomo, cane,
gatto e cavallo, alcuni reputati
autoctoni e altri probabili)

Fig. 2 Chmates (German meteorological service), distribution of
sandflies and of autochthonous cases of leishmaniasis in Germany




leishmaniasis have been recorded, Italy, 2005-2012




U . Mus spretus (topo algerino), Apodemus

sylvaticus (topo europeo), Rattus
rattus (ratto), Rattus

norvegicus (ratto), Meles meles (tasso
europeo), Martes

martes (martora), Muste/g

nivalis (donnola), Geneta geneta (G

e Vulpes vulpes (volpe)




Incidenza della Leishmaniosi Viscerale Umana - 1998-2012 tot: 1196 casi (1SS)

x Soprattutto casi importati




Le Leishmanie - Biologia

Le leishmanie sono parassiti asessuati, dixeni trasmessi all’'uomo

da insetti ematofagi.

| morfotipi descritti in Leishmania sono due:

Amastigote - ospite vertebrato
Corpo rotondeggiante 2-5u, nucleo,
kinetoplasto, senza flagello esterno

Promastigote — ospite invertebrato
Corpo allungato 15y, kinetoplasto
davanti al nucleo, flagello che
emerge in posizione anteriore

o’
&

| due morfotipi posseggono antigeni di superficie diversi




Le Leishmanie - Biologia

Le leishmanie compiono il loro ciclo biologico in due ospiti:
1.Ospite invertebrato: flebotomo (promastigoti liberi nel canale alimentare)
2.0spite vertebrato: mammifero (amastigoti endoparassiti delle cellule del SRE)

Sandfly Stages Human Stages

@ sandfy takes a blood meal

(injects promastigote stage o P‘ma&mﬂtﬂﬂ are

phagocytized by

Divide in midgut and H = 5"'1 . M macrophages
e migrate to proboscis (— \
/ q{.

it
9 g
Promastigotes transfonm
into amasfigotes inside

7oy

macrophages A
Amastigotes transform info
o promastigote stage in midgut
& @ :
$oo

'E'E? e ﬁ Amastigotes multiply in cells
Ty R - {including macrophages) of
ﬂ ﬁ M _‘l—; h vanous tissues ﬁ

0 Ingestion of |;;,.f_

parasifized cell s

Sandfly takes a blood meal
{ingests macrophages infected
with amastigobes)
ﬁ= Infective Stage

‘&= Diagnostic Stage




La Leishmaniosi Viscerale: PATOLOGIA

* Tossicodipendenti che utilizzano droghe

endovena (condivisione di aghi infetti; ciclo di
trasmissione antroponotica di L.infantum)

" Trapianto d’organo

* Trasfusioni di sangue: trasmissione rara, utile
leucodeplezione (Cardo et al. Trasfusion 2006)

" Trasmissione verticale (da madre con leishmaniosi
viscerale/infezione asintomatica)

L. Petrullo, Corso Palermo 2023



Diagnosi di Leishmaniasi Viscerale Zoonotica LVZ da L. infantum

Esami diretti Esami indiretti
Es. microscopico IFAT
Es. colturale ELISA-CLIA

Tecniche molecolari
(ibridazione in situ, PCR)

IB

ICT-rK39Ag




Diagnosi di LC e LCM - Esami Diretti

Esame microscopico

Esame al m.o. a 100X di strisci sottili di:

1) Lesione cutanea
2) Lesione cutaneo-mucosa

- Il campione biologico deve essere raccolto sotto i margini
dell’ulcera, viene in parte strisciato su vetrini ed in parte
raccolto in provette con EDTA per I'allestimento della coltura

- Almeno 4 vetrini
- Colorazione secondo Giemsa
- | test sierologici non danno risultati ottimali (IB)

L. Petrullo, Corso Palermo 2023



Diagnosi di LVZ da L. infantum — Esami Diretti

Esame microscopico

Esame al m.o. a 100X di strisci sottili di:

1) Aspirato splenico: sensibilita 93-99%, rischio di emorragie
spleniche o perforazione intestinale

2) Aspirato midollare: sensibilita: 53-86%

3) Biopsia epatica

4) Linfonodo ingrossato: sensibilita 60%

5) Sangue periferico (buffy coat) in pazienti Hiv+

- Il campione biologico viene in parte strisciato su vetrini ed in
parte raccolto in provette con EDTA per I'allestimento della
coltura

- Almeno 4 vetrini
- Colorazione secondo Giemsa

L. Petrullo, Corso Palermo 2023



Diagnosi di LVZ da L. infantum — Esami Diretti

Esame microscopico

- La diagnosi di certezza si fonda sulla messa in evidenza del
parassita nell'adatto campione biologico.

- Amastigoti: piccoli corpi rotondo-ovoidali di 2-4 Mm,
con nucleo e chinetoplasto bastoncellare colorati in
porpora scuro, visibili in piccoli gruppi all’interno dei
macrofagi od isolati in seguito alla rottura delle cellule.

L. Petrullo, Corso Palermo 2023



Diagnosi di LVZ da L. infantum — Esami Diretti

Oltre 100 amastigoti per campo

5+ 10-100 amastigoti per campo

1-10 amastigoti per campo

1-10 amastigoti per 10 campi

1-10 amastigoti per 100 campi

1-10 amastigoti per 1.000 campi

Assenza di amastigoti in 1.000 campi

Da Gradoni L et al. Manual on case management and surveillance of the leishmaniases
in the WHO European region. WHO, 2017 (tradotta)



Diagnosi diretta di leishmaniasi
viscerale: microscopia/2

esame microscopico da aspirato
splenico: sensibilita 93-99%, ma
rischio di emorragie spleniche o
perforazione intestinale

- esame microscopico da aspirato
linfonodale: sensibilita 60%

- da sangue periferico dopo
leucoconcentrazione in pazienti
HIV+ Murray et al. Lancet 2005




Esame microscopico

Center for Disease Control, Atlanta



AMASTIGOTI

* Le Leishmanie appaiono v
come corpiccioli
rotondeggianti od ovoidali
della grandezza di 1.5-4pu
con nucleo eccentrico,
kinetoplasto bastoncellare
affianco al nucleo,
entrambi colorati in rosso
violaceo e con citoplasma
colorato in azzurro.




ASPIRATO MIDOLLARE










Aspirato linfonodale

* L'aspirato linfonodale, se di
consistenza poco solida,

viene solo centrifugato a
2000 giri per 10’

» Tl sedimento ottenuto, viene
risospeso in un piccolo
volume di acqua distillata
sterile, e 20ul di questa
sospensione vengono posti su
ciascun vetrino per le
colorazioni e per la coltura.

* Se, invece, e di consistenza
solida, come un pezzo di
tessuto, si preparano delle
"impressioni" su vetrino e si

rocede con le colorazioni e
a coltura.




Aspirato linfonodale

29



BIOPSATO DUODENALE

o Nel Fazuen‘re HIV + la
oca izzazione delle
leishmanie e,
atipicamente, nel tratto
gastroenterico.

* In questi pazienti, la cui
sierologia specifica,
spesso; e hegativa o, al
massimo, po3itiva a bassi
titoli, la diagnosi di
Lelshmamasu Si fonda
sulla ricerca di
Leishmania nell'adatto
campione biologico.

* I| materiale di elezione &
|"aspirato duodenale o il
biopsato duodenale.




Apposizione Midollo, CDC Striscio sangue midollare, CDC



aping tessutale, CDC



LY

Apposizioni Midollo, CDC
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Diagnosi di LVZ da L. infantum — Esami Diretti

Esame colturale

Terreni di coltura:

1) Evans’Modified Tobie’S Medium (EMTM)
2) Sloppy Evans

3) Novy-Mc Neal-Nicolle

4) Brain Heart Infusion Agar

Scelta:

- Esigenza di crescita del parassita
- Resa che si desidera ottenere



Diagnosi di LVZ da L. infantum — Esami Diretti

Esame colturale

Evans’Modified Tobie’S Medium (EMTM)

Fase solida - Fase liquida — Promastigoti (Giemsa)




Diagnosi di LVZ da L. infantum — Esami Diretti — Test Molecolarli

* Real-time PCR (e end-point PCR)

* Diagnosi rapida

v Sensibilita elevata (90-100%),
specificita 70-95% (de Ruiter, J Clin
Microbiol 2014)

v Utilizzo di un controllo interno di
amplificazione (gene umano,
quale B-actina, RNAse P, etc) per
monitorare eventuali inibizione
dellamplificazione

[ Log Sese

Mo walls seagrand o1 Sample 13pe dended




PCR real-time per identificazione di Leishmania spp.

Targets Assay type Assay dye/fluorophore
Quantitative Qualitative TagMan SYBR Green Others
kDNA 10 2 5 9 0
SSUrRNA 8 3 3 5 3
HSP70 1 2 1 1 2
Others 10 4 10 8 3
Total 29 11 19 23 8

Moreira et a. Acta Tropica, 2018

Il DNA del chinetoplasto (kDNA) e quello codificante le proteine ribosomiali

della subunita minore (SSUrDNA) sono i piu utilizzati per la diagnosi di
leishmaniosi (kDNA: Mary C et al. 2004; SSUrDNA: Wortmann G et al. 2001)

* Non ¢’ e standardizzazione né consenso sui metodi e target
molecolari, non esistono linee guida internazionali
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Diagnosi di LVZ da L. infantum — Esami Diretti — Test Molecolarli

* Ricerca del DNA di Leishmania
su sangue midollare e sangue
periferico hanno sensibilita
equivalenti

* Aspirato di midollo osseo &
considerato il campione
elettivo, tuttavia real-time PCR
che utilizzano i target kDNA e
SSUrDNA mostrano risultati
paragonabili su sangue
periferico intero




Diagnosi di LVZ da L. infantum — Test Molecolari in pazienti

Immunocompromessi

= Sensibilita dei metodi sierologici &
limitata in pazienti \"-l-/
immunocompromessi— test /
sierologici non possono essere
utilizzati per escludere \/
leishmaniasi viscerale in pazienti
HIV+

=
®* Tra i metodi diretti, la PCR su / \W.‘./
sangue periferico e/o aspirato

midollare ha sensibilita e o ThY:
specificita piu elevate rispetto ai
metodi convenzionali (esame g
micrﬂscﬂpicﬂ e coltu I'EI] % Organization




Diagnosi di LVZ da L. infantum — Esami Indiretti

Assay or method Sensitivity Specificity .
. . Advantages Disadvantages
Antibody detection (%) (%)

IFA test 87-100 77-100 Positive in the early stages | Requires sophisticated laboratory.
of infection and No application in the field.
undetectable six to nine
months after cure.

ELISA >97 >94 Can be used to screen a Sensitivity and specificity is greatly
Iarge sc:.;\le of _ influenced by the antigen used.
epidemiologic studies. Requires skilled personnel,

sophisticated equipment, and
electricity.

WESTERN BLOT 90-98 88-100 Provides detailed Time consuming, technically
antibody responses to cumbersome, and expensive.
various leishmanial
antigens.

IC test with rK39 90-100 93-100 Inexpensive, rapid, simple, and can be performed by untrained

person.




Percorso diagnostico per LV UW*"“ Health

Organization
(Gradoni L, L6pez-Vélez R, Mokni M. WHO, 2017) oow omrn EUFOp

Health facility Health facility
without access to laboratory equipment with access to laboratory equipment
Patient with clinical suspicion of VL Patient with clinical signs of VL
(and no previous history of VL) (and no previous history of VL)

Observe and repeat test

after 1—2 weeks
Both negative ‘
Negative Positive l
l RDT positive Find differential
Refer t . + hi
fe{ "' —+ Possible _h'gh Ab -
next Jeve titres by Discrepant
Not ! quantitative results
found Impossible method
I |
v
Administer
antileishmanial  +— Positive Negative
Found treatment
Treat or
refer to Consider presumptive .
next antileilshmanial treatment Not found
level

Fig. 3. Algorithm for VL diagnosis

* The most common clinical sample is bone marrow aspiration, but lymph node and other tissue biopsy and leucoconcentration of peripheral blood may be considered in specific situations.




@ QSP PERCORSO DIAGNOSTICO Gradoni L, Lopez-vélez R, [T TYCRIn

Mokni M. WHO, 2017 . Organization
DELLE g oo e EUOPE
PARASSITOSI EMATICHE
E DEL

SISTEMA RETICOLO ENDOTELIALE (SRE)

Algoritmo diagnostico per le leishmaniasi viscerali

Paziente con segni clinici di VL
(senza precedente storia di VL)

y

RDT (K 39

*

Entrambi i test Negativi

l

ELISA o IFl quantitativi

, 1’ Esito Negativo
RDT Positivo ] Valutare diagnosi
e & : 7 L .
| alto livelio anticorpale con s _ Risultati discrepanti G differenziale
IR -~
ELISA o IFI . l' g
‘\ - ' -
\A L- /
Cercare i parassiti
Trfz:tqr:enrq < Rxeprca.c.mena G St dat A mc;rca dAnretta
anti-leishmania ositiva PCR, Microscopia, Coltura egativa
\\/ ‘L

Considerare un trattamento
anti-leismania presuntivo

Cercare una diagnosi
differenziale

Non trovata

A

Trovata

VL: Leishmaniosi viscerale

RDT: Test Rapido Immunocromatografico
ELISA® Enzime-Linked Immunosorbent Assay
IFl: Immunofiuorescenza indiretta
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