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RIASSUNTO

Introduzione

Le malattietrasmesseda vettori sonocontraddistinte da aspetti epidemiologici peculiari,

essendoil risultato di una complessa interazione tra agenti patogeni (virus, batteri,

protozoi,elminti), ospiti vertebrati,artropodi vettori eambiente.

Le infezioni trasmesse da vettori sono recentemente tornate alla ribalta tra le priorità

sanitarie internazionali,anchein seguitoa improvviseepidemie di largascala, comeper la

WestNile Fevernegli Stati Uniti o perla Bluetonguein Europa.

In molti casi la comparsao la ricomparsadi tali malattie vieneassociataal cambiamento

climatico, anchese spesso intervengono anchealtri fattori di natura demografica,socio-

economicao semplicementeaccidentale.

Anchein Italia settentrionale,comepiù in generale nell’E uropacontinentale, le malattie

trasmessedavettori stanno ricevendosemprepiù attenzione, siaperil riscontrodi infezioni

precedentementenon presenti,sia per l’aumentata incidenza di infezioni storicamente

presenti.

In questa Tesivengonopresentatii risultati di 3 annidi indagini finalizzati allo studio della

epidemiologia della babesiosi dei ruminanti e della leishmaniosi canina in Italia nord-

orientale.

Babesiosi

Sono stati raccolti campioniematici da 116 bovini, 83 ovini, 24 caprini e 81 ruminanti

selvatici, e le zeccheeventualmentepresentisugli animali. Quandopossibile, è stato

effettuatolo striscio, mentrei sieri prelevatidabovini sonostati analizzati mediantetestdi

immunofluorescenzaindiretta(IFI). Sonostate condotteanalisi biomolecolari (PCR)perla

ricercadi Babesia spp. siasui coagulidi sanguechesulle zecche.

Solo un campione prelevatoda un bovino è risultato positivo all’esamemicroscopico. Il

53,4% (62/116) dei bovini sono risultati positivi per B. bovis e il 10,3%(12/116)per B.

bigemina, anchesea bassititoli . Tutti gli 83 campioni ovini e i 24 caprini sonorisultati

negativi alle analisi biomolecolari,mentre 21 bovini (19,1%) e 29 ruminanti selvatici

(35,8%)sonorisultati positivi per“piroplasmosi”.L’ analisi delle sequenze haconsentitodi

individuare15 campionipositivi per Babesia microti-li ke, 1 per Babesia microti, 1 per
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Babesia divergens e 4 per Theileria buffeli tra i bovini; 5 Theileria spp., 21 Babesia

divergens-li ke, 1 Babesia EU1 e 2 Babesia ovis tra i ruminantiselvatici. Tra le 166zecche

raccoltela specie predominanteera Ixodes ricinus; tutte sonorisultatenegativeall’analisi

biomolecolareperil genereBabesia.

L’ indaginehapermessodi rilevareuna‘circolazione’ inaspettatamente alta di protozoidel

genereBabesia sia nei bovini chenei ruminanti selvatici, ma particolare interesseriveste

soprattuttol’identificazione,in un capriolo della Provincia di Verona, del ceppo Babesia

EU1. Si tratta infatti dello stesso cepposegnalato come agentedi zoonosiin Italia, in un

cacciatoresplenectomizzatoe residentein un’area ruraledell’Emi liaRomagna.

Leishmaniosi

Nel corso dei 3 annidellaricercasonostate prese in considerazione5 aree:areaa nord-est

di Verona,Colli Berici (VI), Colli Euganei (PD), Caneva (PN), Majano (UD). Pressole

ultime 3 areecitate,sono stateorganizzate 4 giornate di prelievi gratuiti per i cani della

zona, e i sieri raccolti sonostati analizzati con la tecnica IFI. Quandopossibileè stata

effettuata la ricercadiretta di Leishmania mediante puntato linfonodalee tramite analisi

PCR per i cani positivi al sierologico.Durante i tre anni dello studio, in parallelocon le

indagini sulla popolazioneospite, sono state condotte indagini di tipo entomologico,

util izzandotrappoleadesive (sticky trap) e ad attrazione luminosa(CDC light trap). Per

tutti i flebotomi raccoltisi èprocedutoadunadiagnosidi specie.

In totale sonostati analizzati 1.032sieri di canee 39 sonorisultati positivi (3,8%), con

valori di sieroprevalenzache variano dallo 0,8% di Caneva al 10,0% del primo

campionamento dei Colli Euganei,valore poi sceso al 5,2%nel 2007.L’analisi dei fattori

di rischio,fatta soloper la popolazionedei Colli Euganei,haindicato come unicofattoreil

fatto di risiederein unazonacollinaredel Comunedi Baone.La maggior partedei positivi

èstatatrovatainfatti nellalocalitàcollinaredi Calaone.

Per quantoriguardale indagini entomologichesonostate posizionate in tutto 2.915sticky

trap, corrispondentia 116,6m2. In parallelosonostatefatte 52 notti di cattura mediante

CDC light trap. Le densità annuali complessive si sono mantenuteper tutte le areesu

valori inferiori ai 2 flebotomi/m2 e hannoraggiunto il valoremassimodi 3,11flebotomi/m2

(areadei Colli Euganeinell’anno2007).
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Le attività di monitoraggioeffettuatein questi ultimi dueanni hannoconfermato il trenddi

diffusione dei focolai di leishmaniosicanina in Italia nord-orientale, individuando,per la

primavolta, casiautoctoniin Friuli Venezia Giulia. Le aree presein considerazionehanno

mostratotra loro una certadiversitàrispetto all’effettiva presenza e livello di diffusione

della leishmaniosi canina,passandoda unasostanzialeassenzadel patogeno (Majano), ad

una scarsacircolazionedello stesso con conseguente presenzadi un focolaio instabile

(Caneva)fino a realtà in cui si è di fronte a focolai ormai stabilizzati (Verona, Colli

Euganei).

Conclusioni

I duecasistudio presentatitestimonianocomele infezioni considerate sianoun potenziale

rischio per la Sanità Pubblica. I risultati delle indagini condotte in questi tre anni

confermanol’importanzadi unaadeguatasorveglianzadelle infezioni trasmessedavettori

anchenel territorio dell’Italia nord-orientale.

Come primo passoi dati di presenzae densità dei vettori raccolti, così come quelli di

sieroprevalenzae positivitàbiomolecolare,potrannoessere associati a diversi parametri di

tipoambientale,demograficoeamministrativo, permettendol’i ndividuazionedei principali

fattori di rischioe la creazionedi mappedi rischio.



SUMMARY

Introduction

Vector-Borne Diseasesare characterisedby peculiar epidemiologic features, as a

consequenceof acomplexinteraction amongparasites,hosts,vectorsandenvironment.

Vector borneinfectionsarenow againa priority worldwide, after hugeepidemics, suchas

WestNile Fever in theUnitedStatesandBluetonguein Europe.

Emergenceor re-emergenceof thesediseasesareusually associated with climatic change,

but also other factor are involved, such as demographic, socio-economic and accidental

factors.

Similarly with continentalEurope,also in northern Italy researchers are paying more

attention to vector borneinfections, becauseof the introduction of new infectionsor the

increasingincidenceratefor infectionsalreadypresent.

The resultsof 3 yearsepidemiolocalinvestigationsaboutruminants babesiosis andcanine

leishmaniosisin north-easternItaly arepresented.

Babesiosis

Totally 116 cattle, 83 sheep,24 goatsand 81 wild ruminants were sampled, collecting

blood and ticks found on the animals.Whenever possibile a smearwas prepared and

bovine sera were analysedby IFAT. Both blood clot and ticks were investigated for

Babesia spp.by biomolecularanalysis.

Only one sample, collectedfrom a cattle, resulted positive to microscopic examination.

Concerning serology, 53,4%(62/116) were positive to B. bovis and 10,3%(12/116) to B.

bigemina, evenif with low titres.All 83 sheepand 24 goats were negative to biomolecular

assay, while 21 bovines (19,1%) e 29 wild ruminants (35,8%) resulted positives to

“piroplasm”. Sequenceanalysis identified 15 positive sample for Babesia microti-like, 1

for Babesia microti, 1 for Babesia divergens and4 for Theileria buffeli amongbovines;5

Theileria spp.,21 Babesia divergens-li ke, 1 Babesia EU1 e 2 Babesia ovis amongwild

ruminants.Out of the166collectedticks (mainly Ixodes ricinus) none resulted positive.

The outcamesof the researchindicateda Babesia circulation among bovinesand wild

ruminantshigherthanexpected.Theidentification of a Babesia EU1 strain in a roedeer in

Verona District is particularly important, since the same strain was previously isolated
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from a hunter living in Emilia Romagna,at present the only italian case of human

babesiosis.

Leishmaniosis

During the 3 yearsresearchingperiod,5 areaswere identified: area north-east to Verona,

Colli Berici (VI), Colli Euganei(PD), Caneva (PN), Majano (UD). In the latter 3 areas,a

total amount of 4 samplingdays wereorganised,targetingdogsfrom sourroundings.Sera

collected were analysedby IFAT. Whenever possiblesero-positive dogswere controlled

by lymphnodal needle aspiration and PCR for Leishmania. At the same time,

entomological investigationwere carriedout, using sticky trap and CDC light trap. All

sand-flies collectedwereidentified.

Out of the total 1.032dogsseraanalysed,39 resultedpositive (3,8%),with differentsero-

prevalenceamongareas, rangingfrom 0,8% in Canevato 10,0%in Colli Euganeiin the

2006, later decreasedto 5,2%in 2007.Epidemiological investigation, only performed for

Colli Euganeidog population,indicatedas theonly significantrisk factor theprovenience

from anhill y areaof Baonemunicipality.Most of thepositive dogs,in fact, werefound in

Calaone,asmall vil lageonahill in Baonemunicipalit y.

During entomological investigation 2.915 sticky trap were used, corrispondingto 116,6

m2, and52 sampling nightswith CDC light trap wereperformed.Annual densitieswere

always below 2 sandflies/m2 for all areas and highestvaluewas3,11sand fl ies/m2 (Colli

Euganeiareain theyear2007).

Monitoring activi ties confirmed canine leishmaniosis spreading trend in north-eastern

Italy, identifi ng authocthonouscasesin Friuli Venezia Giulia for the fi rst time. Areas

consideredshow different epidemiological pictures, ranging from a substantial absence

(Majano)to a low (Caneva)or a high circulation (Verona,Colli Euganei) of Leishmania.

The latteris indicativeof stablefoci of canineleishmaniosis.

Conclusions

The two casestudiespresentedshowthat theseinfectionsare a potential threatto Public

Health. Outcomesof the researchconfirm the importance of a proper surveillanceof

vector-borne infectionsalsoin north-easternItaly.

A fi rst step can be representedby the identifi cation of main risk factors through the

analysis of the epidemiological and entomological data collected in associationwith
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environmental, demographicand administrative data. The expected output will be the

productionof risk mapsfor vectorsandtransmitteddiseases.



PARTE INTRODUTTIVA
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1. LE INFEZIONI TRASMESSE DA VETTORI:

MALATTIE EMERGENTI?

1.1. INTRODUZIONE

In questa prima parte della tesi si intendeinquadrare, da un punto di vista generale,il

complesso ‘mondo’ delle infezioni trasmesse da vettori, partendo con una breve

descrizionedei più importantivettori di malattie e delle infezioni trasmesse. Non si ha la

pretesadi essere esaustivi, ma si cercheràdi evidenziare la notevolequantità di infezioni

descrittee la presenzadi alcunetra le malattie di maggiore attualità, a causa del loro

impatto economico e sociale, verrà inoltre affrontato il tema dei possibili futuri

cambiamenti nella diffusione spazialeo nell’inc idenza temporale di questemalattie,

cercandodi analizzarnele probabili cause,prima fra tutte quella più volte invocatadel

cambiamentoclimatico (riscaldamentoglobale). Verranno anche discussi i metodi di

indagine e i piani di sorveglianzafino adoraipotizzati e, a volte, realizzati nel tentativodi

controllare questaparticolare tipologia di infezione, focalizzandosi sull’uti lizzo ormai

comune di strumenti innovativi, tra cui i Sistemi Informativi Territoriale (G.I.S.-

Geographical Information Systems) e la Rilevazione Remota (R.S.- Remote Sensing).

Infine, passandodal globale al locale, si cercherà di presentare la situazione dell’I talia

nord-orientale,areain cui è statorealizzato il lavoro sperimentale della Tesi, riportandoi

risultati di indagini recentiin materiadi vettori emalattie trasmesse.

1.1.1. Definizione

Le malattietrasmesseda vettori sonocontraddistinte da aspetti epidemiologici peculiari,

solo in parte studiati e capiti. Il loro aspettocaratterizzante è sicuramente la via di

trasmissionedell’infezioneche avvienegrazie ad un organismoin grado di veicolare il

patogenoda un ospiteall’altro (Pampiglionee CanestriTrotti, 1990).Questaentitàviene

definita ‘vettore’ ed è rappresentatanella maggior parte dei casi da un artropode

ematofago.
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Le malattietrasmessedavettori sonodunqueil risultato di unacomplessainterazionetra il

patogenoconsiderato(virus, batteri, protozoi, elminti), gli ospiti vertebrati, gli artropodi

vettori e l’ambientedi cui tutti fannoparte.

Nel casodi zoneendemichepermalattiesostenutedaemoprotozoi trasmessidaartropodi,

ci si trova di fronte ad una situazionedi cosiddetta ‘stabilità enzootica’ (Norval et al.,

1992). Tale situazioneprevedeuna forte circolazione del patogeno all’in terno della

popolazione di ospiti vertebrati,graziead una adeguata densitàdel vettore e ad idonee

condizioni ambientali. In tali casi la malattiaè raramenteevidente,perchégli ospiti giovani

entranoin contatto precocementeconil patogeno,sviluppandoun’immunocompetenzache

li proteggedalla manifestazioneclinica e nondall’infezione,checosìsi mantienepresente.

Per tale motivo è meglio parlaredi infezioni trasmesseda vettori, in quanto, anchese la

malattia non è clinicamenteevidentein una determinata popolazione,può inveceessere

presentel’infezione,conil rischiochecambiamenti ambientali di svariatatipologiaportino

ad unaimprovvisa‘ricomparsa’dellamalattia.

Nel presente lavoro verràusatodi preferenza il termine “infezioni trasmesseda vettori”,

considerandoin tal modo tutte quelle situazioni in cui un determinato patogenocircola

all’interno di popolazioni di ospiti e vettori, ancheseil tutto non è clinicamenteevidente.

In alcuni casi,comead esempionello stessotitolo della presentetesi, si useràil termine

‘malattie’, in modosostanzialmenteanalogo, ma richiamando maggiormente l’attenzione

sugli aspetti clinici causati da tali infezioni ed anche in parte cedendoalla maggior

notorietà e al maggiorutilizzo chegodetale termine, sia nella letteratura nostranachein

quella internazionale,dove addirittura il termine ‘Vector-Borne Diseases’ può essere

sinteticamenteresodall’acronimoVBD.

1.1.2. Cenni storici

La capacitàdi alcuni artropodiematofagi di trasmetteremalattievieneoggi consideratauna

ovvietà, ma non deveesserestato semplice questa scoperta. Il primatoscientifico sembra

spettarea Sir PatrickManson capacedi dimostrare, nel 1878,chel’elefantiasi causatadel

nematode Wuchereria bancrofti, era trasmessadalla zanzara Culex quinquefasciatus

(Marquardt,1996).
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Più tardi, alla fine del XIX secolo,un gruppodi scienziati statunitensi (TheobaldSmith,

FredKilbournee CooperCurtice),dimostrò la capacità della zecca Boophilus annulatus di

trasmetterela Texas Cattle Fever(Malone,1989).Seguirono,nel giro di pochi anni, altre

scoperte sulle capacitàvettoriali di molti artropodi, spiegando così uno degli aspetti

epidemiologici fondamentali di malattie particolarmente diffuse e importanti, come la

malaria e la febbre gialla (Marquardt,1996).

In realtà,qualcunoavevagià intuito questopeculiare sistema di trasmissionedellemalattie

molto tempo prima, ma non aveva avuto la possibilità, o la necessità, di dimostrarlo

scientificamente. Nel 1764, Cosme Bueno riportò, in un libro, le conoscenze etno-

veterinarieriguardoalla trasmissionedella leishmaniosi cutaneanelle Ande peruvianee

annotòchegli abitantidel luogo ritenevanoche le malattia originassedalla punturadi un

piccolo insetto chiamato“uta”: si trattavadi unaspecie di flebotomo(Herrere Christensen,

1975).

Ovviamentesi è dovuto attendereancoraun po’ di tempo prima che ci fosserosolide

evidenzescientifichedellacapacitàdei flebotomi di trasmetterela leishmaniosi. Nel 1921

un volontario sviluppòla leishmaniosicutaneadopoessersifatto inoculareconun triturato

di flebotomi raccolti in natura,mentrenel 1941,grazie ad altri volontari, è statopossibile

dimostrarela trasmissionedi Leishmania tropica attraversola punturadi flebotomi infettati

sperimentalmente (HerrereChristensen,1975).

1.2. LE INFEZIONI TRASMESSE DA VETTORI

Il comportamentodi cibarsi di sanguesi è evoluto in modo indipendente in una svariata

moltitudinedi taxaanimali (ad esempionegli insetti, nelle zecche, nelle sanguisughe,nei

pipistrelli). Ancheall’interno di un singologruppodi insetti, comead esempio i ditteri, è

probabilechequestaabitudinealimentaresi siasviluppata in modoindipendente in diverse

famiglie(Ribeiro, 1996).

Questapeculiare caratteristica,comunea molte specie di artropodi, è statavelocemente

sfruttatada unaaltrettantosvariatamoltitudinedi parassiti (intendendoin sensolato virus,

batteri eparassiti propriamentedetti) comesistemadi ricercadi unnuovoospite.



18

Nei paragrafiseguentivengonopresentati in modo necessariamente succinto i principali

artropodivettori, soffermandosiconpiù attenzionesui duegruppi chesarannopoi oggetto

della partesperimentale: le zecchee i flebotomi.

In modo breve e schematico,sarannoinoltre riportate le caratteristiche di alcunedelle

malattie trasmessedai vari artropodivettori, dividendolepertipologiadi patogeno.

1.2.1. I vettori

1.2.1.1. Zecche

Le zecchesonoartropodi ematofagi(ordine: Acarina, sub-ordine: Ixodida),checompiono

generalmenteun solo pasto di sangueper ogni stadio evolutivo e sonoin gradodi colpire

sia gli animali che l’uomo. Oltre alle azioni patogenedi tipo diretto (anemizzante,

traumatica,allergizzante,tossica), diversespecie di zecchesono in gradodi fungere da

vettori per unaampiagammadi patogeni,dai virus agli elminti. Le zecchesono parassiti

obbligati, matemporanei.

Il gruppo delle zecche,al cui internoesistonopiù di 900 specie, si dividono in duegrandi

famiglie: Argasidae(zecchemolli), cheparassitanoprincipalmente gli uccelli , e Ixodidae

(zecchedure),tipicamenteriscontrabilinei mammiferi.

L’ intero ciclo vitale delle zecchedure si completa in settimane,mesi o anni, con durata

dipendentedalla speciein questionee dalle condizioni climatiche(soprattutto temperatura

ed umidità). Lo sviluppo si svolgeattraverso4 stadi: dall’uovo cheschiudefuoriesceuna

larva esapode, che muta in ninfa e poi in adulto, entrambi stadi ad otto zampe. Per le

mutazionidalarvaadadultoogni stadionecessita di unpasto di sangue.

Sono organismi relativamentepoco mobili , compiono pochi pasti ma abbondanti.Nella

femmina,dopo la fecondazionee il pastodi sangue,c’è un periododi pre-deposizionea

cui segue l’ovodeposizione nel terreno di un’unica massa,con numeri molto elevati di

uova. Dopoquestaunicadeposizione,la femminamuore.

Qualchegiorno dopo la schiusa,i tegumenti della larva si chitinizzanoe inizia la ricerca

del suo ospite. Dopo essersi fissataalla cute grazie all’i postoma,compie il suo pastodi

sangue e si trasforma in ninfa. La fissazione avviene, in una prima fase, grazie al

movimentodegli uncini e quindi alla penetrazionedei cheliceri mentrein unasecondafase

si ha la produzione, da parte delle ghiandole salivari, di un secreto in grado di
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depolimerizzarela sostanzafondamentaledel derma(ialuronidasisimile) creando unasorta

di cemento lipoproteicoconicoattornoall’ipostomae ai cheliceri cheancorano l’artropode

alla cute (Estrada-Penae Jongejan,1999).L’azione vettoriale delle zecche è favorita dal

fatto che durante il pasto la zecca rilascia secreti salivari contenenti sostanze

anticoagulanti, anestetizzanti,antinfiammatorie, in gradodi depolimerizzareil collageneed

interferiresulla reazioneimmunitarialocale; inoltrealla fasedi assunzionesegueuna fase

di rigurgito di larga partedella quota liquida (Kaufman, 1989) dovuta alla necessità di

mantenerel’equilibrio idrostatico.

Figura 1.1: esemplare femmina di Ixodes ricinus

Le zecchemolli hannoun ciclo più complesso,con molteplici stadi ninfali. Le femmine

compiono pasti di sangueripetuti e brevi. Spesso depongonole uova tra un pastoe il

successivo e l’ovodeposizionepuòripetersinumerosevolte.

Ancheseè statapiù volte sospettata,al momento attuale la capacità vettorialedellezecche

molli sembraesseredi gran lunga inferiore rispetto a quella delle Ixodidae. Le azioni

patogenemaggiori, nel casodegli Argasidae,sonoinvece legati alla capacità di liberare

tossineo di stimolarereazioniallergiche,tipicadi alcunespecie.
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1.2.1.2. Flebotomi

I flebotomi (ordine: Diptera, famiglia: Psychodidae) sonovettori della leishmaniosi,ma

possotrasmettere anchealcuni tipi di virus, tra cui phlebovirus,flavivirus, orbivirus e

vesciculovirus(Comere Tesh,1991), divenendocausadi problemi sanitari per l’ uomoe

per gli animali domestici.

Il termine ditteri deriva dal greco“di-pteros” che significa “a due ali”, infatti gli insetti

appartenenti all’ordine Diptera sono caratterizzati dall’avere un solo paio di ali (quelle

anteriori) poiché quelle posteriori si sono modificate in piccoli organi claviformi detti

bilancieri.

Il nomePsychodidae,dal greco“Psyche”(anima) derivadal fatto cheessi, durantei loro

brevi e frequenti spostamenti,compaionoe scompaionocome‘ombre’, in quanto, essendo

pessimivolatori, vengonofacilmentetrasportati dal vento.La famiglia vienedistintain due

sottofamiglie, Psychodidinaee Phlebotominae; quest’ultimacomprendetutte le speciefini

ad ora descritte di flebotomi (oltre 600). Flebotomo letteralmentesignifica “tagliatore di

vene”. Attualmente i flebotomi riconosciuti a livello internazionale vengonoclassificatiin

cinque generi: Phlebotomus e Sergentomyia comprendonoquelli presenti nel Vecchio

Mondo; Warileya, Lutzomyia e Brumptomyia quelli presenti in America Centrale e

Meridionale(Lewis,1982).

I flebotomisonoinsetti di piccolataglia(2-3 mm),di coloregiallo palli do o giallo ruggine,

ad andaturasimile aquelladellezanzare.Il corpoe le ali sonoricoperti daunafitta peluria.

I maschi sono riconoscibili, per la maggior parte, dai loro segmenti genitali molto

sviluppati. In entrambii sessi il corpoformacon il toracee l’addome unangolo quasiretto,

caratteristicaquesta,cheli rendericonoscibil i ancheadocchionudo(fig. 1.2).

L’ arealegeografico occupatodai flebotomiè vasto e comprendediverseregionidel globo

maqualunquesiala latitudineo longitudine, lo sviluppodelle loro larveterricoleesigeuna

temperatura relativamente costante, una oscurità quasi completa, un mezzo nutritivo

formato da materiale organico e un grado di umidità relativa pressochévicino alla

saturazione. Il ciclo biologico si svolge con una metamorfosi completa dove la fase

preimaginalepresentaunostadioembrionaledi uovo,quattro stadi larvali edunopupale.

Durante il giorno i flebotomi riposano in luoghi relativamente umidi e freschi quali

abitazioni, cantine, stalle,grotte, barbacani, tanedi animali selvatici, termitai o anchein

crepe nei muri, nella roccia o nel suolo (Feli ciangeli, 2004). I flebotomi sono insetti
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notturni, anchesequalchespeciepuò pungere di giorno, inizianola loro attività al calare

della notte con picchi di massimaoperosità dopo il tramonto (Kil lick-Kendrick, 2002),

intorno alla mezzanotteedun’oraprimadel sorgeredel sole. Gli adulti appaionodurantela

stagionecaldanelle zonetemperatee in densitàvariabili sonopresentidurante tutto l’ anno

nelle regioni tropicali. Generalmentenon percorronogrossedistanzedai focolai larvali e

sono disturbatidal ventoe da temperatureal di sottodella media estiva, infatti nelle notti

in cui si manifestanoquestecondizioni metereologiche la loro attività è notevolmente

ridotta.

Figura 1.2: esemplare di flebotomo (foto F. Montarsi)

Nella ricercadell’ospite la femminadel flebotomomostraun comportamento silenziosoed

è perquestoconosciutain Italia anchecome“pappatacio” (‘pappare in silenzio’) . Il volo di

questiinsetti è di brevedurataedestensione,generalmente pochecentinaia di metri anche

se in esperimentidi campo (rilascioe ricattura) la massima distanzaregistrata è statadi 2,3

km (Kill ick-Kendricket al., 1984).

Sia i maschiche le femminesi nutronosu fonti naturali di zucchero,comela linfa delle

piante o le secrezioni degli afidi. La femminadi flebotomohaperòbisognodi un ‘pasto’ di

sangueper la maturazionedelleuova.Sonostati descritti comunquefenomeni di autogenia

che possonoinstaurarsi in condizioni sfavorevoli (El Kammah,1972).Le femminedella

maggior partedelle speciesonoesofaghe(attaccanol’ospite all’esterno) e possonoessere

ancheesofile (duranteil periododi digestionedel pastodi sanguee maturazionedelleuova
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sostanoall’esterno).Tali speciedifficilmente possonoessere controllatemediante l’uso di

insetticidiall’int ernodelleabitazioni.

1.2.1.3. Zanzare

Le zanzare (ordine: Diptera; famiglia: Culicidae) costituiscono il gruppo di insetti di

maggiore interessesanitario, sia come semplici ectoparassiti (provocandonell’ospite

reazioni cutaneedi intensità variabile a secondadella sensibilità individuale) che come

vettori biologici di agenti infettivi e parassitari. Ben conosciuto è infatti il loro

coinvolgimentonella trasmissionedi plasmodimalarici (Plasmodium spp.),di arbovirus

(delle famiglie Bunyaviridae,Togaviridaee Flaviviridae) e di numerosespecie di nematodi

(Wuchereria bancrofti, Brugia spp.,Dirofilaria spp.e Setaria spp.).

Alla famiglia Culicidaeappartengonole sottofamiglie Culicinaee Anophelinae.Grazie al

loro elevatogrado di adattabilitàle zanzare hannocolonizzato qualsiasi tipo di ambiente.

Essesonoinfatti presentiin tutto il mondo, dovesi contanooltre 3000specie, e vivono in

areedovevi ènotevoledisponibilitàdi acqua,necessariaperla riproduzione.

I culicidi sonocaratterizzatidasimmetriabilaterale e organizzazionemetamerica.Il corpo,

di lunghezzavariabile dai 4 ai 10 mm, è diviso in tre regioni: capo, toracee addome.

Presentanotre paiadi zampe,lunghee sottili , articolate al toracee composteda femore,

tibiaecinquesegmenti tarsali.

Duranteil ciclo vitale, le zanzareattraversano gli stadi di sviluppodi uovo, larva (di I, II,

III e IV stadio),pupao ninfa, adulto.Il loro sviluppo è legato all’acqua, infatti i primi tre

stadi del ciclo biologico (uovo, larva, pupa),cheprecedonolo sfarfallamento dell’adulto,

sono acquatici. Avvenuto lo sfarfallamento,gli adulti raggiungono la maturità sessuale

dopo 1-2 giorni. Mentre il maschio si nutre di succhi vegetali, la femmina è anche

ematofagaepresentaun apparatobuccaledi tipopungitore-succhiatore.

La maggiorpartedei culicidi alternal’assunzionedi sangueall’ovodeposizione,mafattori

ambientali (in particolare le variazioni stagionali di temperatura) possonoinfluire sul

numerodi pasti necessariperportareamaturazionele uova.

Nelle regioni tropicali le generazionidi zanzare si susseguonoper tutto l’anno, mentre in

quelle a clima temperatola presenzadegli adulti è stagionale e limitata solitamentealla

tarda primaverae all’estate. I culicidi sono però in grado di sopravvivere al periodo

invernalein vari modi. Alcune speciedel genereAedes entrano in diapausaallo stadiodi
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uovo, altri culicidi superanoi periodi freddi allo stadio di larva inattiva, mentre in altre

specie le femmine già fecondatecercanoin autunnodei luoghi umidi e poco illuminati,

adatti peribernare.

Figura 1.3: esemplare di pulce

1.2.1.4. Altri vettori

Oltre ai tre grossigruppi di artropodi vettori descritti nei precedenti paragrafi, esistono,

all’interno della classe Insecta, molte altre specie con potenzialità vettoriale, la cui

importanzavariaasecondadell’areageograficapresain considerazione.

Culicoides (ordine: Diptera; famiglia: Ceratopogonidae) è un piccolo e robustoinsetto,

lungo fino a 6 mm e simili ai simulidi (Holbrook,1996).Noto per il fastidio conseguente

alla puntura particolarmentedolorosae pruriginosa,cui si aggiungein alcuni soggetti

l’azioneallergenica.Questi insetti stannoassumendosempremaggioreimportanza,anche

in Europa,perla capacitàdi trasmettereil virus della Bluetongue.

I Simulidi (ordine: Diptera; famiglia: Simuliidae) sono insetti olometaboli i cui primi 3

stadi di vita (uovo,larva,pupa)si sviluppanonell’acquacorrente. I Simulidi rappresentano

un importanteproblemadi SanitàPubblica in molte parti del mondo,a causasoprattutto

dell’attività ematofaga particolarmenteaggressiva delle femmine adulte (Cupp, 1996).

Oltre alla capacitàdi produrretossine tipica di alcunespecie, questiinsetti sono vettori di

agenti virali (vesciculovirus) e protozoari (Leucocytozoon e Trypanosoma). La malattia

forse più grave di cui sono vettori è però l’oncocercosi, sostenutada varie specie del

genereOnchocerca, parassitisia degli ungulati chedell’uomo.

Le Pulci (ordine: Siphonaptera)sonoinsetti olometaboli, privi di ali e con il terzopaio di

zampeparticolarmenteadattoal salto.Generalmente il loro ciclo prevedeunafaseadulta
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ematofaga,chevive sull’ospite, mentre le prime fasi di vita (dall’uovo alla pupa)possono

vivere sullo stessoospiteo nel suoambientedi vita abituale. L’importanzavettoriale delle

pulci è storicamentelegataalla loro capacità di trasmetterela peste(Yersinia pestis), anche

se molti altri patogeni possono riconoscerele pulci come vettori. Ad esempiosono

trasmesseda pulci alcuneimportanti malattie batteriche, come il tifo murino (Rickettsia

typhi), la mixomatosi e la tularemia,ma ancheun comuneparassitosi zoonoticacomela

parassitosi sostenutada Dypilidium caninum. Più recentemente è stata riconosciuta

l’importanzadi Rickettsia felis , patogenotrasmessodaalcunespecie di pulci strettamente

legateall’uomo e agli animalidacompagnia, come causadi malattia per l’uomo (Parolaet

al., 2005).

Oltre a questi ulteriori tre gruppi, brevemente descritti per la loro diffusione

tendenzialmente ampiae per l’importanza delle malattie trasmesse,esistono ancora altre

speciedi artropodiin gradodi agiredavettori di malattia, la cui importanzaè generalmente

minoreeche,pertanto, nonsarannopresein considerazionein questasede.

1.2.2. Le infezioni trasmesse

1.2.2.1. Infezioni da parassiti

Nella tab. 1.1 sono riportate le maggiori infezioni da protozoi ed elminti trasmesseda

vettori, traquelle chevedonocoinvolto anchel’uomo.

Gruppo Vettore Malattia
Agente

Eziologico
Diffusione Serbatoio Altri Ospiti

Zecche Variespeciedi
Ixodidae

Babesiosi,
Theileriosi
(Piroplasmosi)

Babesia spp.
Theileria spp.

Tutto il mondo Mammiferi
Uomo,bovino,
cavallo,cane

Anopheles spp. Malaria Plasmodium spp. Zonatropicale
Roditori, carnivori,
erbivori

Uomo

Culex spp.,
Aedes spp.,
Simulidi

Filariosi Dirofilaria spp. Tutto il mondo Carnivori Uomo, carnivoriZanzare

Variespecie Filariosi linfatica
Wucheria spp.
Brugia spp.

Zonetropicali Uomo Uomo

Simulidi Oncocercososi
Onchocerca
volvulus

Africa, Sud
America

Bovini Uomo

Altri
Phlebotomus spp.
Lutzomya spp.

Leishmaniosi Leishmania spp. Tutto il mondo Cane Uomo, cane

Tabella 1.1: infezioni parassitarie trasmesse da vettori
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1.2.2.2. Infezioni batteriche

Nella seguentetab.1.2 sonoriportatele maggiori infezioni batterichetrasmessedavettori,

traquelleconrisvolti zoonosici.

Gruppo Vettore Malattia
Agente

eziologico
Diffusione Serbatoio Altri ospiti

Rhipicephalus spp.
Hyalomma spp.
Haemaphysalis spp.

Febbrebottonosadel
mediterraneo

Rickettsia spp.
Bacinodel
mediterraneo,Asia,
Africa

Cane Uomo

Ixodes spp. Malattia di Lyme Borrelia spp.
Nord America,
Europa,Asia

Roditori, carnivori,
erbivori

Uomo

Boophilus spp.
Ixodes spp.

Anaplasmosi Anaplasma spp. Europa
Roditori, carnivori,
erbivori

Uomo,
ruminanti
domestici

Ixodes spp.
Amblyomma spp.

Ehrlichiosi Ehrlichia spp.
Nord America,
Europa

Uomo,cane

Dermacentor spp.
Ixodes spp.
Amblyomma spp.
Hemaphysalis spp.

Tularemia
Francisella
tularensis

Nord America,
Europa,Asia

Lepri, conigli,
roditori, ovini

Uomo,lepre,
coniglio

Variespeciedi
Ixodidae

FebbreQ Coxiella burnetii Tutti i continenti
Mammiferi dom.,
roditori, uccelli

Uomo

Variespeciedi
Argasidae

Febbrericorrenteda
zecche

Borrelia spp.
Tutti i continenti
eccetto Oceania

Roditori, uccelli Uomo

Zecche

Dermacentor spp.
Amblyomma spp.

Febbremaculosa
delleMontagne
rocciose

R. rickettsii Americhe
Roditori, cani ealtri
mammiferi

Uomo

Flebotomi,
pulci,
pidocchi

Bartonellosi Bartonella spp.
Centro-Sud
America, Europa,
Africa

Uomo Uomo

Ctenocephalides felis
Malattiadagraffio di
gatto

Bartonella spp. Tutto il mondo Gatto, cane Uomo,cane

Xenopsylla cheopis
Ctenocephalides felis

Tifo murino
Rickettsia thiphi
R. felis

Tutto il mondo
Ratto, topo,gatto,
opossum

Uomo

Xenopsylla cheopis
Pulex irritans

Peste Yersinia pestis
Africa, Asia,
America, Europa
orient.

Roditori, Conigli,
Carnivori selv. e
domestici

Uomo

Liponyssoides
sanguineus

Rickettsiosi
vescicolare

Rickettsia spp.
USA, Africa,Asia,
Europa

Topo Uomo

Altri

Pediculus humanus Tifo esantematico
Rickettsia
prowazekii

Tutto il mondo Scoiattoli Uomo

Tabella 1.2: infezioni batteriche trasmesse da vettori

1.2.2.3. Infezioni virali

Nella tab. 1.3 sono riportatele maggiori infezioni virali trasmesseda vettori, tenendo in

particolare considerazionequelle con importanti ricadute di sanità pubblica (agenti di

zoonosi) e/o con forte impattosocio-economico (malattie gravi per il bestiameo causadi

blocchi commerciali).Le infezioni sono state suddivisein baseal gruppodi artropodiche
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funge da vettore, anchese, in alcuni casi, speciedi gruppi diversi possonotrasmettere la

stessamalattia (adesempioperla Rift ValleyFever).

Gruppo Vettore Malattia Agente
Eziologico

Diffusione Serbatoio Altri Ospiti

Ixodes persulcatus
Encefali te russaprimav.-
estiva

Flavivirus Asia orientale
Roditori,uccelli e
altri mammiferi

Uomo

Ixodes ricinus LoupingIll Flavivirus
Europaocc., Gran
Bretagna

Ovini, cani Uomo

Hyalomma spp.
Dermacentor spp.
Rhipicephalus spp.
Boophilus spp.

Febbreemorragica del
Congo-Crimea

Nairovirus
Africa, Asia,
Europaorientale

Roditori, insettivori,
uccelli

Uomo,ovini,
bovini

Haemaphysalis spp.
Ixodes spp.

Malattia della forestadi
Kyasanur

Flavivirus India Topi escimmie Uomo

Dermacentor spp.
Febbredazecchedel
Colorado

Coltivirus
Nord America
occidentale

Piccoli mammiferi Uomo

Dermacentor spp.,
Ixodes spp.
Haemaphysalis spp.

Encefali tedavirus
Powassan

Flavivirus
Nord America,
Russia

Roditori,piccoli
mammiferi,uccelli

Uomo

Zecche

Dermacentor spp. Febbreemorragica di OmskFlavivirus Siberia Roditori Uomo

Culex spp. WestNile Flavivirus
Tutti i continenti
eccetto Oceania

Uccelli Uomo,cavallo

Culex tarsalis
Encefali teequina
occidentale

Alphavirus Americhe Uccelli, lagomorfi Uomo,cavallo

Aedes spp.
Coquillettilidia spp.
Mansonia spp.
Culicoides spp.

Encefali teequinaorientale Alphavirus Americhe Uccelli Uomo, cavallo

Diversespecie
Encefalomielite equina
venezuelana

Alphavirus Americhe Roditori, uccelli Uomo,cavallo

Culex spp.
Malattia davirusSindbise
altre

Alphaivirus
Asia,Africa,
Europa,Australia

Uccelli Uomo

Aedes aegypti
Aedes albopictus

Dengue Flavivirus Zonatropicale Scimmie Uomo

Aedes spp.
Haemagogus spp.

Febbregialla Flavivirus
Africa, centro-sud
America

Scimmie,marsupiali Uomo,scimmie

Aedes aegypti
ealtrespp.

Malattia davirus
Chikungunya

Alphavirus
Africa, Sud-est
asiatico, Italia

Primati Uomo

Culex spp.
Aedes spp.

Febbredel fiumedi Ross Flavivirus Oceania Roditori Uomo

Culex spp. Encefalitegiapponese Flavivirus Asia,Oceania Uccelli, maiali Uomo,cavallo

Culex tarsalis
ealtrespp.

Encefali tedi St.Louis Flavivirus Americhe Diversespecie Uomo

Culex annulirostris
Encefali tedellaMurray
Valley

Flavivirus
Australia eNuova
Guinea

Diversespeciedi
uccelli

Uomo

Aedes spp.
Ochlerotatus spp.

Encefali tecaliforniana Bunyavirus USA Diversespecie Uomo

Aedes triseriatus Virus La Crosse Bunyavirus USA Diversespecie Uomo

Zanzare

Culex pipiens
Aedes mcintoshi
Phlebotomus spp.
Culicoides spp.

Rift Valley Fever Phlebovirus Africa
Ovini, bovini ealtri
animali

Uomo

Flebotomi,culicidi,
simulidi, mosche

Stomatitevescicolarevirale Vesiculovirus Tutto il mondo Bovini, cavallo Cavallo, uomo

Phlebotomus spp. Febbredapappataci Phlebovirus
Europa,Asia,
Africa

Uomo Uomo

Culicoides spp. Oropuche Bunyavirus SudAmerica Uccelli, roditori Uomo,scimmie

Culicoides spp. Pesteequinaafricana Orbivirus Afri ca
Ovini, bovini,
ruminantiselv.,cani,

Equidi

Altri

Culicoides spp. Bluetongue Orbivirus Tutto il mondo Grossi erbivori
Ovini, bovini,
ruminantiselv.

Tabella 1.3: infezioni virali trasmesse da vettori
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1.3. CAMBIAMENTI NELLO SPAZIO E NEL TEMPO

Negli ultimi tempi,molti Autori hannofocalizzato l’attenzionesulle malattie trasmesseda

vettori, richiamandol’attenzionesul loro aspetto ‘emergente’(Gubler,1998;Romi, 2001;

Parolaet al., 2005)Una malattiapuò esseredefinita emergente (o ‘ri -emergente’) senel

corso degli ultimi anni si è assistito alla sua comparsa per la prima volta, alla sua

ricomparsa dopo un periodo di assenzao, infine, ad un aumento della sua incidenza

(Morse, 1995).In molti casi la comparsao la ricomparsadi tali malattie vieneassociataal

cambiamentoclimatico che molti studiosi di climatologia ormai concordano essere in

corso(Luterbacheret al., 2004;EuropeanEnvironmentAgency- EEA, 2005).

Altri Autori sono più cauti nell’associare strettamente il riscaldamento globale alla

cosiddetta ‘emergenza’ delle malattie trasmesse da vettori, ricordando come spesso

intervenganoanchealtri fattori (Chevalier et al., 2004; Dujardin, 2006; Pherez,2007) e

come ogni malattia rappresentiun casoa sé, ulteriormentevariabile a secondadell’area

geograficaconsiderata.La possibilità di dimostrarein modo chiaro la relazione causa-

effetto, infatti, necessita di unasolida dimostrazionescientificaancoranonrealizzatanella

maggior partedei casi(RogerseRandolph,2006).

Nei seguenti paragrafivengonobrevementedescritti alcuni casisignificativi di vettori e di

infezioni trasmesseper i quali sianostati studiati gli effetti di svariati tipi di cambiamenti,

naturalie indotti dall’uomo,partendoovviamente dai cambiamenti climatici.

1.3.1. Cambiamenti climatici e ambientali

1.3.1.1. Indagini climatologiche

Il fatto che siano in atto cambiamentiglobali del clima sembra ormai essere opinione

comune della maggioranzadella comunità scientifica. Esistono molti lavori sia di tipo

scientifico, che tecnicoa sostegnodi questeipotesi(Intergovernmental Panelon Climate

Change- IPCC, 2001; Climatic ResearchUnit - CRU, 2003; Luterbacheret al., 2004;

Brunetti et al., 2005; EEA, 2005),anche senon semprevi è accordo sull’identificazione

dellecause esulla descrizionedegli scenari futuri.

Un punto su cui molti concordanoè l’i nnalzamento della temperatura, che a partire

dall’inizio del XX secolosembraaversubito unavariazionedi circa0,7°Ca livello globale
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(CRU, 2003). Nello stesso arco di tempo, in Europa, la temperatura è incrementata

mediamentein misuramaggiore,facendoregistrarequindi un valore di aumento di circa

0,95°C (Jonese Moberg, 2003), anche se esistonodifferenze all’int erno dello stesso

continente europeo.Le areechehanno fatto registrarel’i ncrementomaggioresonoquelle

meridionali (Spagna, Italia, Grecia) e nord-orientali (Paesi Baltici e Russia occidentale),

mentreil riscaldamentosi èsentitoin misuraminorelungotutta la costaatlantica.

Uno degli aspetti più evidentiè il riscaldamentodelle temperaturenotturne,fattorechepuò

rivestireuna certaimportanzapermolti insetti chevolanola notte o, più in generale,per la

sopravvivenzadegli stessi insettidurantel’i nverno.

Un secondocambiamento climatico che presenta quadri contrastanti è l’aumento delle

precipitazioni nel periodo1900-2000.Mentreil nordEuropasembraesserestatodal 10 al

40% più piovoso,il sud Europaè arrivatoadesserefino al 20%più secco (EEA, 2004). Le

previsioni indicanochequeste tendenzesi manterrannocontrastantianchein futuro.

Un ulteriore cambiamentoattesoè l’aumentodi eventi estremi ed in particolare di piogge

molto intense e inondazioni. Ci si attendeche nel XXI secolo tali eventi aumentino

(Christensene Christensen,2003)e le inondazioni avvenute in Europacentrale(chehanno

colpito in modoparticolarele città di Dresdae di Praga)nell’estate del 2002nesonoforse

un primoesempio.

1.3.1.2. Effetti dei cambiamenti climatici

Vari Autori hannocercatodi indagarecome il rischiodi diffusionedelle malattie trasmesse

davettori possaessereinfluenzatodai cambiamenti climatici in atto.

In generale, adesempio,le zecchesonolimitatedatemperaturae umidità. Il riscaldamento

del clima chestaavvenendoin Europapotrebbein futuro permettere lo stabilirsi di specie

di zeccheper le quali precedentementele bassetemperature invernali rappresentavanoun

fattore limitante.Allo stessotempo specie di zecche già presenti potrebbero diffondere

verso latitudini e altitudini maggiori, comesembraesseregià avvenutoper I. ricinus in

Svezia (Talleklint e Jaenson, 1998). Infine potrebbe aumentare la stagione utile per lo

sviluppoe la trasmissionedei patogeni.

In modoanalogo, nel casodei flebotomi, temperaturepiù miti potrannofavorire il tassodi

sopravvivenzainvernaledei flebotomi e allungarela stagioneriproduttiva, chenelle aree

temperateprevedenon più di duegenerazioni per anno. In generale si può ipotizzareun
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aumento delle densitàe dei limi ti geografici di diffusione, come testimonia la recente

primasegnalazionedi Phlebotomus mascittii in Belgio (Depaquilt et al., 2005).

1.3.1.3. Approccio modellistico quantitativo

Inserendosiall’i nternodel dibattito sullaquestionedell’im patto dei cambiamenti climatici

sulle malattie trasmessedavettori, Rogerse Randolph(2006)suggerisconola necessitàdi

adottare un approccio quantitativo e l’util izzo di modelli per capire a fondo questi

cambiamenti.

Partendoda unaequazionecheriassumain modoadeguato il modello di trasmissionedella

malattia in questionee checomprendaimportanti parametri comeadesempio il numerodi

vettori perospite, il tassodi mortalitàdei vettori e il numero di contatti utili, si puòstimare,

sulla base delle nostreconoscenzebiologiche, come i cambiamenti climatici influenzino

questi parametri e, di conseguenza,l’epidemiologia della malattia. Questo approccio

modellistico e sperimentale,però,è stato fino ad ora raramenteseguito, mentre spessosi

associanoin modo empirico i cambiamenti registrati dalle stazioni metereologichecon i

cambiamentinumericinellaprevalenzao nell’inc idenzadei casidi infezioneo malattia.

Gli stessi Autori riportanocomeesemplificativo il casodelle variazioni di incidenzadella

encefalite da zecche (Tick-BorneEncephalitis - TBE) negli ultimi 30 anni in alcunearee

dell’Europaorientale.Basandosiappuntosuun approccio di tipo quantitativo si puòvedere

come i cambiamenti climatici sono, in questo caso,solo uno dei molteplici fattori che

entranoin gioco.L’aumentodi densitàdelle popolazioni di vertebrati selvatici, ospiti delle

zecche(soprattutto i cervidi sucui si cibanogli stadi adulti), comela mutata gestionedelle

areeboschive,sonoduedei fattori non climatici che purehannoavuto un proprio ruolo.

Considerazioni simili sonostatefatte da altri Autori in altre aree del continente europeo

(Rizzoli et al., 2002).

1.3.2. Cambiamenti demografici, economici e sociali

Partendoda esempi concreti di eventi epidemici, alcuni recenti lavori hanno evidenziato

comesiano molti i fattori chepossonoinfluenzare i processiepidemiologici dellemalattie

trasmesseda vettori. In partequestifattori possonofar aumentare o diminuire l’ incidenza

dell’infezionenel tempo,in partepossonofavorirne ladiffusionein nuovi territori.
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1.3.2.1. Fluttuazioni temporali nelle aree endemiche

Nel casodella Rift Valley Fever(RVF) sembranoentrarein gioco sia fattori ambientali,

che demografici (Chevalier et al., 2004).Nella zonadel lago Nasser, in Egitto, i focolai

epidemici del 1977 e del 1978 sembravano essere associati più alle locali pratiche di

irrigazione,chea piovosità eccezionali.In Afri caoccidentale, invece, i focolai chesi sono

susseguitiogni 5-6 anni,a partiredaquello della Mauritania del 1987,sembrano dipendere

dalla dinamica immunitaria delle popolazioni di ospiti. I periodi inter-epizootici

corrispondono infatti al tempodi rinnovamentodella mandria.

La febbreemorragicaCrimea-Congo(CCHF- CrimeanCongoHaemorragicFever) è una

virosi trasmessada zecche,che riconosce nella lepre un importanteospiteamplificatore.

Durante la secondaguerra mondiale, l’occupazione militare della Crimea comportò

l’improvviso arrestarsi delle tradizionali pratiche agricole e, come conseguenza, un

notevole aumento sia delle popolazioni di lepri che di quelle di zecche(in particolare

Hyalomma marginatum). Il ritorno, nel 1944,delle trupperusse,cheeranocompletamente

scopertedal punto di vista immunitario,in un territorio con alta circolazionevirale,portò

al primo focolaio accertatodellamalattia.

Nove anni più tardi un secondofocolaio venne registrato nel sud della Russia,dove le

popolazioni di zecchee quelledegli ospiti vertebrati venivanonormalmente regolatedalle

stagionali esondazioni del Volga. All’i nizio degli anni ’50 il flusso del fiume venne

regolatoper permetterelo sfruttamentodi nuoveareeagricole (Hoogstraal, 1979).

Anche il casodella encefalitegiapponese(JapaneseEncephaliti s - JE) è emblematicodi

come i cambiamenti sociali possanoinfluenzare la dinamica delle malattie. La JE è una

malattia virale attualmenteendemicain buonaparte dell’Asia sud-orientale e responsabile

di circa50.000casiclinici all’anno(Mackenzieet al., 2001).I campidi riso sonoi luoghi

ideali per il mantenimentodel virus, dal momentocheassociano la presenza dellezanzare

(soprattuttodel genereCulex) a quelladegli ospiti vertebrati (soprattutto suini domesticie

uccelli acquatici).

In Giapponee Taiwan, l’esplosione demografica, la crescente urbanizzazione, l’aumento

del tenoredi vita, la diminuzionedei campidi risoe l’all ontanamento degli allevamenti di

maiali dalle zoneresidenziali, insiemecon adeguatecampagne di vaccinazioni, sonostati

in gradodi far calarel’inc idenzadella malattia in modo drammatico negli ultimi 20 anni,

fino adavereattualmentecirca100casiall’anno(Wu et al., 1999).
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In Cina, invece,dove l’allevamentotradizionale del maiale rimanepredominantee le case

si trovano vicino ai gruppi di animali allevati, nonostante le numerosecampagne di

vaccinazione,la JE continuaadiffondersi,causandocirca10.000casil’anno.

1.3.2.2. Cambiamenti nella distribuzione spaziale

Semprepartendodal casodella RVF si può osservarecome tale infezione sia attualmente

disseminata in modonon omogeneo,ma particolarmenteampio, nel continenteafricanoe

sia recentemente entrataanchein Yemene Arabia Saudita (Chevalier et al., 2004).Fino

alla metà degli anni ’70 la malattia sembrava limitata ad alcuni Stati meridionali

dell’Africa, ma in seguito si sono sviluppati focolai in molte altre aree dell’Af rica

occidentale(Mauritania,Senegal)e di quella orientale(Tanzania,Kenya, Somalia),oltre al

già citato focolaio in Egitto. La diffusionedella RVF sembraesserelegata alle migrazioni

animali, in parte dovutaal tradizionalesistemadi nomadismo pastorale ancorapresentein

molte aree dell’Africa (spessocoincidenti con aree di focolaio), ed in parte alle

movimentazioni commerciali. Quest’ultima sembra essere stata anche la causa

dell’introduzionedellamalattianellapenisolaarabica.

L’aumentodella movimentazioneinternazionalesembraesserein effetti uno dei maggiori

rischi di introduzionein nuoveareesia delle infezioni, chedegli stessivettori.

Un trasporto commerciale di bestiame tramite nave sembra essere all’origine

dell’introduzione della African Tick Bite Fever (Rickettsia africae), dall’Afr ica sub-

saharianaalle Indieoccidentali(Pherez,2007).

La possibilità di introduzionein Europaattraversouccelli migratori è ritenuta essere una

delle vie più probabili per la West Nile Fever,ed è stata riportata per alcuni dei focolai

europei (Autorino et al., 2002; Durand et al., 2002). Sembraprobabile, invece, che

all’origine della devastante introduzione della malattia negli Stati Uniti ci sia stata

l’importazionedi uccelli esoticida Israele(Campbell et al., 2002).La particolareelasticità

di questa malattia, chericonosce molte specie di zanzaree alcunespecie di zecchecome

possibili vettori, oltre che numerosiospiti serbatoio, la rende poi in gradodi diffondersi

facilmenteanchein unnuovoambiente.

Un ultimo esempio è quello della “zanzara tigre” (Aedes albopictus), introdotta attraverso

il commerciointernazionaleprima negli USA e poi in Europa.In questocaso non si è

diffusaun’infezione,maunpotenzialevettoredi pericolosemalattie.
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1.4. IL CONTROLLO DELLE INFEZIONI TRASMESSE DA

VETTORI

Sono passati circa 130 anni da quandoè stato dimostrato che alcuni artropodierano in

grado di trasmettere le infezioni. Storicamente, la malaria, la febbre gialla, la dengue,la

pesteedaltremalattietrasmesse davettori sonostate,fino all’iniz io del ventesimosecolo,

responsabilidi alti livelli di morbilità e mortalità per la popolazioneumana. A partiredai

primi del ‘900, importantiprogrammidi controllo di queste malattie sonostati pianificati e

realizzati,concentrandosisoprattuttosul controllo del vettore. La promozionedell’igiene

ambientalee l’ut ili zzo estensivodi prodotti chimici, in effetti, ha permessodi controllare

in modo effi cace la maggior parte delle infezioni, tanto che, intorno agli anni ’60, le

malattie trasmesseda vettori non eranopiù considerate un problema di sanità pubblica

prioritario (Gubler,1998).

Negli ultimi anni, però,alcune di queste infezioni sonoritornate sulla scenadelle priorità

sanitarie internazionali, anchein seguitoa improvviseepidemie di largascala, comeper la

West Nile Fever negli Stati Uniti o per la Bluetongue in Europa. Il tutto è stato poi

ulteriormente complicatodal fatto chemolti artropodihannosviluppato formedi resistenza

ai più comuni antiparassitari.In questomomento è fondamentale investire nuovamente

risorseumaneedeconomichenello studio dei processiepidemiologici chestannoalla base

della ‘riemergenza’ delle malattie trasmesseda vettori, e, allo stessotempo, per la

formulazionedi appropriatestrategiedi controllo esorveglianza.

1.4.1. Sistemi di Controllo

Senza voler entrare troppoin dettaglioin un temacosìampio, sembraopportuno ricordare

alcuni concettiriguardantil’approccioal controllo dellemalattie trasmessedavettori.

A livello globale è senzadubbio essenziale avereun sistemarapido di diffusionedelle

informazioni e migliorare il coordinamentodelle azioni di controllo. Un altro importante

canale di comunicazioneche necessita di essererafforzato, sia a livello globale che a

livello locale, è quello tra chi lavoranel campodella salute umanae chi lavora in quello

della saluteanimale. Lo studiodellezoonosi(molte malattie trasmesseda vettori lo sono)

necessitachele dueparti coinvoltelavorino fianco a fianco(Chevalier et al., 2004).
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Altro aspetto importanteè quellodi concentrare gli sforzi dovesi ritieneesserciil maggior

rischio. A questofine è semprepiù importanteaverea disposizionemezzi di valutazione

oggettiva del rischio di introduzione/diffusione di una o più infezioni in un determinato

territorio.

Nel campodelle malattietrasmesseda vettori, comeancheper altre, uno strumentosenza

dubbio molto interessanteper la valutazione del rischio è il GIS, o SistemaInformativo

Territoriale, anche per la possibilità di utilizzare lo stesso databasedi informazioni

ambientali, demografiche e amministrativeperpiù infezioni, soprattutto setrasmessedallo

stessovettoreo daspeciesimili.

Pur non essendostato utilizzato nella parte sperimentale della tesi, di seguito viene

brevemente presentatoquesto strumento, il cui utilizzo è comunque l’i deale passo

successivo nell’analisi dei dati cheverrannodescritti.

1.4.1.1. GIS e RS

In questi ultimi anni i GeographicInformation Systems(GIS) sonoemersicomeinnovativi

e importanti strumentiancheper le attività di sorveglianzadelle malattie, risultandoutili

per scopi di ricerca epidemiologica, attività decisionale, pianificazione, gestione e

divulgazionedelleinformazioni.

Un GIS è un sistemacomputer-assistito di gestionedi databasee di tecnologie per la

creazionedi mappe,in gradodi organizzare e memorizzaregrandiquantità di informazioni

di qualsiasitipo. Caratteristica essenzialedi un GIS è quindi quella di integrarele funzioni

cartograficheconquelledi gestionedei dati.

Una delle peculiarità di un GIS è l’organizzazione delle informazioni su strati

sovrapponibili (ad esempiouno stratocherappresenta i siti di campionamentopuò essere

sovrappostoadun secondostratocherappresenta i limiti amministrativi, l’uso del suolo, i

fiumi, ecc.) in modo da permettere l’analisi dell’int erazione geografica tra entità

appartenenti adifferenti classi.

Per RemoteSensing(RS)si intendeun qualsiasiprocessoconcui sonoottenutemisuree/o

informazioni su un oggetto, area o fenomeno, senzaessernein contatto. In ambito

geografico ciò equivale al rilevamento, alla misurazione e all’id entificazione di

caratteristichedel territorio dapartedi strumenti distanti, come le foto aereee le immagini

satellitari.
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GIS e RS hanno capacitàtecnologicheche sono estremamente adatte e utili per la

sorveglianzae il controllo delle malattietrasmesseda vettori in cui capire e conoscerela

componenteambientaleè molto importante.

L’ integrazionedi GIS, analisi spaziale,e modelli statistici può essereutilizzata per

classificareil territorio in relazioneal rischio di malattie, tenendocontodell’effetto di più

fattori.

1.4.1.2. Modelli predittivi

Un passoulteriorenellavalutazionedel rischio legato alla presenzadi infezioni trasmesse

da vettori è rappresentatodall’utilizzo di modelli matematici, spesso usati in modo

integratocon il GIS. In questimodelli la distribuzione del vettore o della malattiaviene

correlata,tramiteequazionimatematiche,adalcuni parametri, spessodi tipoambientale.

Ad esempio,in seguito all’improvvisa ed imprevista introduzione e diffusione della

Bluetonguein Italia, si è cercatodi prevederela presenzadel vettore Culicoides imicola

per l’intero territorio italiano (Conteet al., 2003),attraversoun modello in cui venivano

presein considerazione alcunevariabili ambientali (alti tudine, temperatura, piovosità e

presenzadi acquacorrente). La presenzadel vettore è un indice immediato del potenziale

rischio di diffusione della malattia in un territorio, anchese non è ovviamentel’unico

fattorenecessario.

In un altro esempio, in cui un approccio simile è stato usatoper un altro tipo di vettore,

l’Autore ha evidenziatocomel’utilizzo di informazioni territoriali ottenutetramite il RS

può essereapplicato in modoefficaceal problema di mapparela distribuzione delle varie

speciedi zecche,sempreconil fine di prevenireeventuali malattie trasmesse,individuando

i luoghi e i periodidi maggiorrischio(Estrada-Peña,2001).Un aspetto importante,quando

si usano parametri non biologici come quelli delle immagini satellitari, è l’accuratezza

statisticacon cui si leganotali parametriagli aspetti ecologici dell’artropodevettore in

questione.

In un ultimo caso,si è cercatodi svilupparediversi tipi di modelli per stimare il rischio

potenziale di leishmaniosi visceralenello Statobrasiliano di Bahia. Oltre adusare raffinati

parametri ambientali, all’interno dei modelli eranointegrati alcuni valori di prevalenza

noti. In questomodo, partendodadati relativi a pochearee,venivacostruita una mappasu

baseGIS perl’i nteroStato(Nieto et al., 2006).



35

1.5. LA SITUAZIONE IN ITALIA NORD-ORIENTALE

Anchein Italia settentrionale,comepiù in generale nell’E uropacontinentale, le malattie

trasmessedavettori stanno ricevendosemprepiù attenzione, siaperil riscontrodi infezioni

precedentementenon presenti,in partenella forma di focolai di malattia, in partecome

risultato di indagini epidemiologiche, sia per l’aumentata incidenza di infezioni

storicamentepresenti.

Le recentiacquisizionisu diffusione e andamento dei principali artropodi vettori e delle

infezioni trasmesse,nel contestodell’Italia nord-orientale, vengonopresentati nei paragrafi

seguenti,soffermandosi con maggiore attenzione su zecchee flebotomi, i duevettori che

sarannopoi oggetto dei casistudioconsiderati nella partesperimentaledel lavoro.

1.5.1. Zecche e malattie trasmesse

L’importanza delle zecche come vettori di malattie trasmissibili all’uomo, sta

gradualmente aumentandonegli ultimi anni, in particolare per la presenza sempre più

diffusa e consistente di Ixodes ricinus, la zecca di più comune riscontro nelle zone

boschivedelle areeprealpinee collinari (Montarsi et al., 2007). Ixodes ricinus è vettore

dimostratodi alcunemalattieinfettive conpesanti implicazioni di sanità pubblica(malattia

di Lyme, TBE), ma sembra poter essere implicato anche nella trasmissionedi alcuni

patogeni potenzialmentezoonosici recentemente segnalati nel territorio dell’Italia nord-

orientale.

La malattiadi Lyme (borreliosisotenuta da specie del gruppoBorrelia burgdorferi sensu

lato),segnalatain Italia perla primavolta nel 1983,èunainfezionedatempoendemicanel

territorio dell’It alia nord-orientale,così comein quelli circostanti dell’arco alpino (Rizzoli

et al., 2002).La malattiasi presentaperòin modoevidente soloin alcuni ‘punti caldi’ (hot

spots) dove particolari condizioni ecologiche del territorio e demografiche delle

popolazioni di ungulati selvatici, creano una situazione ideale per il mantenimento

dell’infezione.Molti di questi punti caldi sonopresenti nelle Provincedi Trento,Belluno,

Pordenonee Udine. La presenzadell’infezione è stata comunquesegnalataanchein zone

collinari emontuosedi altreProvince(Montarsiet al., 2006).

L’encefaliteda zecche o TBE (malattiasostenuta da un flavivirus) è inveceunainfezione

di più recenteintroduzionee di minor diffusione, anche se la malattia è ampiamente
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diffusa in alcune areeconfinanti (Austria, Slovenia). Negli anni ’90 è stata segnalatain

Trentino-Al to Adige e Veneto,con isolamento del virus nelle zecchee diagnosidi alcune

decine di casi umani, mentre le indagini sierologiche su personea rischio (lavoratori

forestali) riportanovalori chesi aggiranointorno all’1% (Cinco et al., 2004).L’ infezione

da TBE nonè diffusa in modoomogeneonell’ecosistema forestale, ma si trovasolamente

in piccole aree dove esistono le condizioni ideali al suo mantenimento. Anche se la

manifestazioneclinica della malattiaè recente, è probabile che il virus circolassegià da

tempo in ambito selvatico, ma alcuni cambiamenti, come l’aumento di densitàdegli

ungulati selvatici, l’abbandono delle areecoltivate e il riscaldamento del clima, hanno

favorito l’aumento di densità delle zecche e, di conseguenza, il rischio di contatto con

l’uomo(Hudsonet al., 2001).

In seguito ad indagini appositamentepredispostesu zecche (I. ricinus) campionate in

Provincia di Trento e di Belluno, è stato possibile segnalare la presenza Rickettsia

helvetica, specie già segnalatain altre parti d’Europae implicatacomecausadi malattia

nell’ uomo (Beninati et al., 2001).Precedentemente in l’Ita lia era stata segnalatasolo R.

conori, causadella febbre bottonosadel mediterraneo,patologia diffusa soprattutto in

centroe sud Italia (Scaffidi, 1981),doveraggiunge,in alcuneRegioni,tassidi incidenzadi

più di 10 casi all’anno su 100.000persone(Beninati et al., 2001).A causadella cross-

reattività delle tecnichediagnostiche normalmente usate nella diagnosidelle rickettsiosi

umane, non si può escludereche i pochi casi che vengonosegnalati anchenelle Regioni

dell’ Italia nord-orientalesianodovuti,almenoin parte,ad altrespeciedi Rickettsia.

Infine è statarecentementedimostratala circolazione in ruminanti domestici e selvaticidi

alcune speciedi Babesia (Cassini et al., 2007), la cui potenzialità zoonosica, per quanto

bassa,è da non sottovalutare.Anche in questocasoI. ricinus rappresentail vettore più

probabile.

1.5.2. Flebotomi e leishmaniosi

Un esempio di infezione di nuova introduzionenel territorio dell’ Italia settentrionale è

quello della leishmaniosi. Questa malattia riconosce nel cane il proprio serbatoio

domestico,ma, in condizionidi alte prevalenzenella popolazione canina e alte densitàdi

insetti vettori, può rappresentareun rischio ancheper l’uomo, comeè documentatodalle
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centinaiadi casiumanichesi registranoin centro e sudItalia, dovel’infezioneè endemica

(Gradoni et al., 2004).

Recentementesonostatecondottediverseindaginisierologiche ed entomologichein tutto

il territorio del nord Italia, dimostrando la presenzadi diversi focolai autoctoni in

popolazioni canine di areepedemontanee collinari, ubicate per la maggior partelungo il

perimetrodella Pianura Padana(Poglayenet al., 1997;Piccoli et al., 1999;Capelli et al.,

2004; Pietrobelli et al., 2004).

La presenzadei flebotomivettori, in anni precedenti all’i ntroduzionedella malattia,è stata

storicamente documentata(Bioccaet al., 1977),anchesenonsi puòescluderechequalche

cambiamentonella distribuzionegeografica e nella dinamica di popolazione di questi

insettipossaaverfavorito il diffondersidella leishmaniosi.

Tutti questiaspetti verrannopresentatiin modoapprofondito nella partesperimentale.

1.5.3. Altri vettori

Un altro gruppodi artropodi importantedal puntodi vistasanitario, siaper il dannodiretto

cheperla capacitàvettorialeèquellodelle zanzare.

Unaspecie molto studiata,ancheperchédi recenteintroduzione, è la zanzaratigre (Aedes

albopictus). Questazanzara,notaper la capacità di pungeredurante il giorno,si è adattata

particolarmentebeneal clima dellaPianuraPadana,raggiungendoalti livelli di diffusione,

soprattutto in ambito urbano.Esistono però altre specie di zanzare(generi Aedes, Culex,

Anpoheles) diffuse in Italia nord-orientale,che in determinateareeraggiungonolivelli di

densitàtali dapoterassumereun importanteruolo vettoriale.

Ad esempio è stato recentementedimostrato il ruolo nella trasmissione della fi lariosi

cardio-polmonare del canedi Aedes albopictus (Cancrini et al., 2003),cosìcomequellodi

Aedes spp. e Culex pipiens nella diffusione della setariosi bovina (Frangipanedi

Regalbono, 2000).

Apparepiù preoccupanteperòil ruolo chele zanzarepotrebbero averenella epidemiologia

di alcune infezioni virali chenegli ultimi anni sonocomparseper la prima volta in Italia

centro-settentrionale e nell’Europa continentale, tra cui malattie con risvolti di carattere

zoonosicocomelaChikungunya (Rezzaet al., 2007),e la WestNile Fever (Autorino et al.,

2002).
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Per quantoriguardala WestNile Feversi vuole ricordareche in alcunearee d’Italia (zone

umidecon forte presenzadi uccelli selvatici) è attivo un pianonazionale di monitoraggio,

per il quale sonopreviste,tra le altre,ancheattività di tipo entomologico. Un pianosimile

è in corso, in tutta Italia, per la Bluetongue, con analogheindagini di tipo entomologico,

finalizzatea rilevarela presenzae l’abbondanza dell’insetto vettore,chein questo casonon

èunazanzara,maappartieneal genereCulicoides (vedi par.1.2.1.4).

In definitiva apparechiara la sempre maggiore importanza che gli aspetti entomologici

assumeranno, anche in questa parte d’Italia, soprattutto con lo scopo di realizzare un

efficacepianodi monitoraggioecontrollo dellemalattie trasmessedavettori.
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PARTE SPERIMENTALE
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1. INTRODUZIONE

In questa partevengonopresentati i risultati di 3 anni di indagini finalizzati allo studiodi

duemalattieparassitarietrasmessedavettori: la babesiosi e la leishmaniosi.

1.1. CASI STUDIO

Babesiosi e leishmaniosi,malattieparassitarie sostenutedadiverse specie di emoprotozoie

trasmesseda vettori, sono entrambe‘malattie emergenti’, per quanto riguarda l’area

dell’Italia nord-orientale.

Altro aspetto comune è la potenzialità zoonosica. Se nel caso della leishmaniosi

l’incidenzaannuale a livello mondiale si calcola nell’ordine delle centinaia di migliaia di

casi (Gramiccia e Gradoni, 2005)ed in Italia il numero di casiumani si aggira intorno ai

200 casi all’anno (Gradoniet al., 2003),per quanto riguardala babesiosi la potenzialità

zoonosica è una scopertarelativamenterecente e i casi umani fino ad ora segnalati si

aggiranosulle pochecentinaiain tutto (Gray, 2006),mentrein Italia si è avuto fino adora

un solocaso(Piccalugaet al., 2004).

Anche se fino ad ora, in Italia nord-orientale, sono stati segnalati pochissimi casi di

leishmaniosie nessuncasodi babesiosinell’uomo, i rispettivi patogenistanno circolando

nelle popolazioni animali.La leishmaniosi, il cui reservoir domestico è rappresentatodalle

popolazioni di cani, è presentesolo in alcune aree dalle caratteristiche orografiche e

climatiche idonee,mentrenon è ancoraben chiaro quali animali (domestici o selvatici)

funganoda serbatoio per le speciedi Babesia potenzialmente patogeneper l’ uomo e, di

conseguenza,qualesiala loro distribuzionegeografica.

Sulla basedi questepremesse,ci è sembratochequeste dueinfezioni rappresentasserocasi

studio ideali per testareil correttoapproccio allo studioe, sepossibile, al controllo delle

malattie trasmesseda vettori, nell’area di nostro interessee competenza, verificando

direttamente sul campoqualefosseil livello di diffusionedei duepatogeni,ad oggi poco

conosciuti nell’area di studio, e quali fosseroi fattori di rischio per gli animali e per

l’uomo.
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1.2. APPROCCIO DELLO STUDIO

Un aspettosicuramentecomunea tutte le infezioni trasmessedavettori è appuntola via di

trasmissione. Tradotto in termini operativi , lo studio di queste malattie necessitauno

spostamentodi attenzione rispetto ad altre malattie trasmissibili. In questo caso è

fondamentale, infatti, associareallo studiodell’infezionenell’ospite, lo studio degli aspetti

ecologici del vettoree di comequesti possanoinfluenzarela trasmissibilità del patogenoe,

di conseguenza,la velocitàdi propagazionedell’i nfezionenello spazio enel tempo.

In tutte le indagini che verranno presentate nei prossimi due capitoli si è operato

util izzandoparallelamenteun approcciodi tipo epidemiologico pergli ospiti vertebratie di

tipo entomologicopergli artropodivettori.

1.2.1. Dal particolare al generale: le mappe di rischio

Le indagini hanno cercato di mantenereun ampio respiro territoriale, anche se per

necessità operative e per le caratteristiche stessedelle infezioni (in particolare per la

leishmaniosi),si èconcentratolo sforzodi indaginesoloin alcunearee.Il fatto peròdi aver

individuatopiù areesparsenell’intero territorio dell’It alia nord-orientale, ha permessodi

analizzare un insieme di situazioni tra loro differenti e pertanto rappresentativedella

variabilità dell’int eraareadi studio.Le indicazioni cheescono dalle aree campionesono

pertantodi carattere generalee facilmenteampliabili anchealle zonenonindagate.

Uno degli strumenti attualmentea disposizione per fare questotipo di passaggio ‘dal

particolare al generale’è il GIS. L’utilizzo di questo sistema di gestionedelle informazioni

su basegeografica,associatoall’utilizzo di dati ambientali e demografici già predispostisu

basecartografica,permettedi applicareall’intero territorio percui si disponedi tali dati, le

indicazioni fornitedallostudiodi unao più areecampione.

Lo scopofinale èquellodi definirequali sianoi fattori maggiormente implicati nel favorire

il diffondersi delle infezioni e arrivare a creare delle mappe in cui determinate

caratteristichedelle popolazioni animali e del territorio in cui vivono possanoessere

associatecon unmaggioro minor rischiodi contrarre l’infezioneconsiderata.

Per fare un esempio concreto,partendodallo studio di alcunearee campione, è possibile

individuarequali sianole speciedi flebotomi e/odi zecchepresentinel territorio dell’Italia

nord-orientale e definire quali siano le caratteristiche ambientali favorevoli alla
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esplicazione della loro capacità vettoriale, legando il tutto ad alcune caratteristiche

demografiche delle popolazioniospiti. I valori ottimali ricavati in questomodo (ad es.

intervallo di temperature,umidità, piovosità, densitàpopolazione ospiti) possonoessere

applicati adunamappatematicasubaseGIS, permettendodi stimareper l’int ero territorio

quali sianoleareea rischio di presenzadell’infezione.

Questopasso,che non saràsviluppatonel presente lavoro, rappresenta uno dei possibili

sviluppi futuri dell’indagine.
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2. BABESIOSI DEI RUMINANTI DOMESTICI E

SELVATICI: RISCHIO ZOONOSICO?

2.1. INTRODUZIONE

2.1.1. Situazione in Italia

Le babesiosi sono malattie parassitarie sostenute da emoprotozoi intraeritrocitari

appartenenti al genereBabesia, la cui trasmissioneè assicurata da artropodi ematofagi

rappresentatida zecchedure(Ixodidae)appartenenti a diversi generi. Le diverse speciedi

Babesia possonointeressarenumerosianimali domestici eselvatici.

Nonostantein Italia le babesiosisianorelativamentediffuse negli animali da redditoe da

compagnia,particolarmentenelleRegionidel centro e del sud,sonodisponibili pochi dati

relativi alla presenza e alla diffusione della malattia in altre zone, considerate

tradizionalmentenoninfette.

Le caratteristicheepidemiologichedellemalattie sostenutedalle diversespecie di Babesia

(specieanimali chefungonoda ospiti vertebrati, specie di zecchechefungonoda vettori,

diffusionegeografica,potenzialitàzoonosica)possonovariaremolto a secondadellaspecie

in questione.Nel presentelavoro vengono prese in considerazioni le babesiosidei

ruminantidomestici e selvatici(B. bovis, B. bigemina, B. divergens, B. ovis, B. motasi, B.

capreoli ed altre). All’interno di questogruppo sembra esserci la specie o le specie

potenzialmentetrasmissibili all’uomo, dal momento che fino ad ora i casi di babesiosi

umana accertati in Europasono stati riferiti a B. divergens o quantomeno al gruppoB.

divergens-like.

2.1.2. Aspetti zoonosici

Le babesiosi sonoun problema‘emergente’ in sanità pubblica. A partire dalla metà del

secolo scorsoinfatti sono stati segnalatipiù di 300 casi di babesiosiumananegli USA e

circa una trentina in Europa (Kjemtrup e Conrad, 2000). La precisa eziologia della
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babesiosi umana è ancoraoggetto di indagini. Negli USA la maggior parte dei casi

(soprattuttolungo la costa orientale) è imputabile a B. microti, mentre in Europa la

maggiorparte dei casiè statoricondottoa B. divergens, anchesespessosolamentesulla

base di una identificazione morfologica all’esame microscopico (Gray, 2006).

Recentemente è stato segnalatoun caso umanoin Italia (Emilia-Romagna)sostenutoda

una variante denominata "European Union 1" (EU1). L’isolato, infatti, all’analisi

filogeneticarisultavaessereunaspeciecorrelata, ma diversada B. divergens (Herwaldtet

al., 2003) Analogamente,altri casi umani in Europapossonoesserericondotti ad isolati

appartenenti ad un gruppodefinibile comedivergens-like, non totalmentecorrispondente

alla specieB. divergens, tipica del bovino, ma forsead unanuovaspecie, probabilmente

circolante tra i ruminantiselvatici.Recentemente, in Slovenia, campioni di milza di alcuni

caprioli abbattuti durantela cacciadi selezionesonostati trovati positivi perBabesia EU1

(Duh et al., 2005a)

2.1.3. Obiettivi della ricerca

Si è ritenutopertantoestremamenteinteressante verificare la diffusionedelle babesiosiin

diverse specie di ruminanti,siadomesticicheselvatici, nelle areedell’Ita lia nord-orientale

al finedi valutareil rischiodi trasmissionedella malattiaall'uomo.

Più in dettaglio, gli obiettivi dellaricerca sonostati quelli di identificareeventuali serbatoi

selvatici del parassita,identificaree tipizzarele specie di Babesia isolate nei diversi ospiti

mediantetecniche biomolecolarie infine verifi care presenza, abbondanza ed eventuale

capacità vettoriale rispettoa Babesia delle specie di zeccheriscontrabili sugli animali e

nell’ ambiente.

2.2. MATERIALI E METODI

L’ indagine che viene presentataè parte di uno studio più ampio condotto a livello

nazionale(Progetto di Ricercadi InteresseNazionale - PRIN 2004),finanziato dal MUR e

riguardantela diffusione delle babesiosiin animali domestici e selvatici, il cui scopoera
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quello di descrivere l’epidemiologia di questa parassitosiin alcune aree del territorio

italianoedi valutareil livello di rischioperlasalutepubblica (Pietrobelli et al., 2007).

Lo studioè stato condottoda quattroUnità Operative (UU.OO.) in stretta collaborazione

(Padova,Bologna,Perugia,Roma).CiascunaU.O. haprovvedutoalla raccolta di campioni

di sanguedaanimali domestici(cani,equini, bovini, ovini e caprini) e daungulatiselvatici

(caprioli, daini, cervi, camosci, mufloni e cinghiali) presenti nelle diverse aree di

competenza.

Nel presentelavoro vengonopresentatie discussi i risultati riguardanti le analisi condotte

su campionidi ruminanti domesticieselvatici prelevati dall’U.O. di Padova.

2.2.1. Campionamenti

Nel periodo Giugno 2005 - Marzo 2006, grazie alla collaborazione di Veterinari liberi

professionisti, dipendentidelle AziendeSanitarie Locali e operatori del settore, sonostati

raccolti campioni ematici da 116 bovini, 83 ovini, 24 caprini e 81 ruminanti selvatici di

diverse specie (49 caprioli, 15 daini, 9 camosci, 5 cervi, 3 mufloni) provenienti dalle

Province di Belluno, Padova,Verona e Vicenza della Regione Veneto e in quelle di

Gorizia, Pordenone,Trieste e Udine della RegioneFriuli Venezia Giulia (figg. 2.1, 2.2).

Sono stati individuati allevamentidi piccoledimensioni conanimali mantenuti al pascoloe

presentiin Aziendada almenoalcuni mesi. Fattaeccezione per un gruppodi daini, che

provenivano da un allevamento,per gli altri ruminanti selvatici, i campioni sono stati

raccoltidurantelestagionaliattivitàvenatorie.

Al momento del prelievo è stato effettuato un esame clinico sugli animali al fine di

evidenziare la presenzadi zecche. Tutte le zecche eventualmente presenti sono state

raccolte e portate in laboratorio, dove sono state mantenute in vita (in condizioni di

temperaturae umidità controllate)per almeno 20 giorni, per consentire lo sviluppo di

eventuali protozoi ingeriti. Infine, le zeccheraccolte sonostate soppresse,conservate in

alcool 70%e inviateall’U.O. di Romaperl’identificazionee l’analisi mediantePCR.

Tutti i campioni (sangue intero, sieri, coauguli e zecche) sonostati catalogati mediante

codici di riferimento riportati su una schedaappositamentepredispostae compilataper

ogni singolo animaleriportandoi principali dati anamnestici (specie, razza, età, sesso,

provenienza,pascolo).
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Figura 2.1: visita e prelievo da specie domestiche

Figura 2.2: strutture per il prelievo da specie selvatiche
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2.2.2. Analisi di laboratorio

2.2.2.1. Microscopia e sierologia

Quando possibile, è stato effettuato lo striscio, usando il kit Hemacolor® (Merck,

Darmstadt,Germany)perla colorazione.

I sieri prelevati da bovini, conservatia -20°C, sono stati analizzati mediante test di

immunofluorescenzaindiretta(IFI), utilizzandoi kit per ricercadi anticorpi anti-B. bovis e

anti-B. bigemina (Fuller Laboratories,California, USA), checonsentonol’indiv iduazionee

la semi-quantificazionedi anticorpi della classeIgG, secondo il protocollo fornito dalla

ditta.

La reazionepositiva apparecomedistinti corpi inclusi color verde-mela sovrappostiagli

eritrociti. Ogni reazionedeve esserevalutata in funzione dei rispettivi controlli. I sieri

positivi sono stati successivamentetestati a diluizioni scalari sino a definirne il titolo

finale. I due testsi differenzianoper il titolo soglia checorrisponde a 1:40 per B. bovis e

1:80perB. bigemina.

Non è statopossibileeseguire testsierologici per altre specie potenzialmente presenti(B.

divergens nel bovino, B. motasi e B. ovis negli ovini e nei caprini), perché non sonostati

reperitikit del commerciopertali specie.

2.2.2.2. Analisi biomolecolari sui coaguli

Sono state condotte analisi biomolecolari (PCR) per la ricerca di Babesia spp. sia sui

coaguli di sanguechesulle zecche.

Per quantoriguardai coaguli,ciascuncampioneè statosottopostoall’estrazionedel DNA

util izzando il kit QIAamp DNA Blood Mini Kit Handbook® (QIAGEN), secondoil

protocollo fornito dalladitta.

Sono state selezionate due coppie di primers: la prima (CRYPTO F e CRYPTO R)

genericaperil Phylum Apicomplexa,amplifica un segmento di circa1700bp del gene18S

rRNA (Herwaldt et al., 2003).La secondacoppiadi primers(RLB-F2 e RLB-R2), invece,

è più specifica per Babesia spp. e amplifica un segmento di 460-520 bp del 18S rRNA

(Centero-Lima et al., 2003).
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Sono quindi stati scelti per queste analisi il primer CRYPTO F (5’-AAC CTG GTT GAT

CCT GCC AGT-3’) comeforward e il primer RLB-R2 (5’-CTA AGA ATT TCA CCT

CTG ACA GT-3’) come reverse:questacoppia di primers permette di amplificare il

segmentodi circa800bp del 18SrRNA.

È stataallestita unaPCRin un volumedi reazionedi 50µl contenente: 10µl di Buffer 10X

(PROMEGA), 2U (0,4µl) di Taq (Promega,USA), 200µM di ogni nucleotide(dNTPMix ,

Promega,USA), 20pmol di ogni primer(MWG-BIOTECH)e5 µl di DNA.

Il ciclo di amplifi cazioneè statocondotto in un termociclatoreWHATMAN BIOMETRA

(Germany)secondoil protocolloriportatoin tabella2.1.

Fase Iniziale DENATURAZIONE 94° X 2 min.

40 cicli
DENATURAZIONE

ANNEALING
ESTENSIONE

94° X 30sec
60° X 30sec
72° X 1 min.

Fase Finale ESTENSIONEFINALE 72° X 7 min.

Tabella 2.1: ciclo di amplificazione per analisi PCR sui coaguli

La corsaelettroforeticaè statarealizzatasu gel di agarosioal 2% contenente Bromurodi

Etidio (5 µl/50 ml). La letturaè stataeseguitautilizzando l’analizzatored’immagineFluor

S (BioRad, USA) e il programmaQuantity One.

2.2.2.3. Analisi biomolecolari sulle zecche

Prima di eseguire le PCR, tutte le zecchesonostate osservate allo stereomicroscopioe

identificatesubasemorfologicaseguendole chiavi di identificazioneriportate in Iori et al.

(2005).

Pressol’U.O. di Romaè statamessaa punto unametodicadi biologia molecolare (PCR)

atta a rilevare la presenzadei genidi Babesia nei campioni di zecche(larve,ninfe e adulti)

provenientidallevarie UU.OO.

Il protocollo di estrazionedel DNA prevedeva l’omogenizzazione di ogni campionee il

successivotrattamento con 20 µl di ProteinasiK (Quiogen).Effettuata l’incubazione a

65°C per circa 30’, sono stati aggiunti 14 µl di K Acetato (8M) ponendoil compostoin

ghiaccioper30’. Dopocentrifugazionea13.000rpm per 10’, il surnatanteèstatoprelevato

aggiungendoun eguale volume di fenolo-cloroformio (1:1) ed effettuandoun’ulteriore



51

centrifugazionea 13.000 rpm per 2’. Il surnatante è stato nuovamente prelevato e

addizionato con un doppio volume di etanoloassoluto.Refrigerato a -20°C per almeno

10’, il campioneè stato poi centrifugato(13.000rpm per 20’) per far precipitareil DNA.

Al pellet di DNA sono stati aggiunti 100 µl di etanolo 70% e, dopo un’ulteriore

centrifugazione(13.000 rpm per 5’), è stato eliminato il surnatante. Per eliminare

completamente l’etanolo, si è procedutoliofi lizzandoi campioni con unapompaa vuoto

pernonpiù di 5’ e risospendendoil pelletin 50µl di acquadistill atasterile.

La PCR è stata eseguita usando i primer CRYPTO F (5’-

AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3’) e RLB-R2 (5’-CTA AGA ATT TCA CCT CTG

ACA GT-3’), cheamplificanoun frammento di 800 pb del gene18SrRNA (Herwaldt et

al., 2003).Il ciclo di PCRprevedeva10’ a 94°C,30” a 94°C,45” a 60°C,1’ a 72°Cper35

volte,seguito daunpassaggiofinaledi 7’ a72°C.

2.2.2.4. Analisi delle sequenze

I campioni risultati positivi alla PCR,sonostati purificati utilizzandoil kit Nucleo Spin

Extract® (MacherNagel,Germany),seguendole indicazioni della ditta produttrice, ed

inviati per il sequenziamentoal laboratorio del CRIBI, Universitàdegli Studidi Padova.

Il sequenziamento è statoeseguitoin entrambele direzioni (sensoe antisenso)utilizzando

gli stessiprimers impiegati nella PCR. Le sequenze di circa 800 bp sonostate corrette

mediante analisi visualedegli elettroferogrammi utilizzandoBioedit v 7.0.2(Hall, 1999)e

sono statetestate versole sequenzedi 18SrRNA di Babesia spp.e Theileria spp.presenti

nei databaseGenBank, EMBL eDDBJ utili zzandoBLAST (Altshulet al., 1990).

2.2.3. Analisi statistica

L’analisi statisticaè stataeseguitaper i bovini (sia rispetto alla positività sierologia, che

alla positivit à all’analisi biomolecolare)e per i ruminanti selvatici (solo rispetto all’analisi

biomolecolare),dal momentoche in entrambi i casi erano state riscontrate prevalenze

sufficientemente alte.

Il softwareutili zzatopertuttele analisièstatoSPSSperWindows,versione13.
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2.2.3.1. Bovini

Le differenzedi prevalenza(sierologiaversoB. bovis, sierologiaversoB. bigemina, esame

PCR) in relazione ad alcuni dati epidemiologici (razza, età, provenienza) sono state

analizzatecon il testunivariatodel chi-quadro(χ2).

Per quanto riguarda la razza, i soggetti sono stati suddivisi in due gruppi, ritenendo

significativo differenziarele razzeconsiderate rustiche (bruna,grigia alpina, rendena)e i

soggettimeticci, daquelleadaltagenealogia(frisona,pezzata rossa,limousine).

Per l’età i soggetti sonostatisuddivisi in 4 classi(fino ai 18 mesi,da19 a 24 mesi,da25 a

48 mesi econpiù di 48mesi),individuatesullabasedi unadivisionein quartil i.

Per quantoriguardal’areadi provenienza, i campioni sonostati suddivisi in relazionealle

Province di provenienza(Vicenza,Verona, Belluno, Udine), escludendo la Provinciadi

Padova in quanto caratterizzatadaunanumerositàcampionariaeccessivamentebassa.

L’ esistenzadi eventualifattori di rischioè stata valutata ancheattraversoun analisidi tipo

multivariato(modello di regressionelogisticabinaria).

Il modellodi regressione logistica è stato ripetuto per le 3 variabili dipendenticonsiderate

anche per l’analisi univariata (sierologia verso B. bovis, sierologia verso B. bigemina,

esame PCR) ed ha sempre utilizzato, come variabili indipendenti, i seguenti dati

epidemiologici: razza,età,provenienza.

Il metodoutil izzato nell’analisi di regressionelogistica è stato dapprima perblocchi e poi

per passi all’i ndietro; la bontàdi adattamento dei dati al modello è stata valutata tramiteil

testdi Hosmer-Lemeshow.

2.2.3.2. Ruminanti selvatici

Nel caso dei ruminanti selvatici, invece,sonostate valutate unicamente le differenzedi

prevalenza all’esamePCR in relazionead alcuni dati epidemiologici (sesso,età,areadi

provenienza),sempreattraverso il testunivariato del chi-quadro(χ2).

Per l’età i soggetti sonostati suddivisiin 4 classi(fino ai 6 mesi, da7 a 12mesi,da13 a 24

mesieconpiù di 24mesi) individuatesulla basedi unadivisionein quartili.

Per quantoriguardal’areadi provenienza, i campioni sonostati suddivisiin 3 grandiaree

individuate sulla basedelle caratteristiche geografiche del territorio, ritenendoquesta

suddivisionemaggiormenteutile di quella fatta semplicemente sulla basedi una divisione

di tipoamministrativo (fig. 2.3). In particolare:
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- Area1: zonadellePrealpi venete(VeronaeVicenza)

- Area2: zonadelleDolomiti (Belluno)edellaCarnia(Udine)

- Area3: zonadal Carso triestino(TriesteeGorizia)

Figura 2.3: area di provenienza dei campioni di ruminanti selvatici

Per i selvatici nonèstataeseguitaalcunaanalisi di tipo multivariato.

2.3. RISULTATI

2.3.1. Microscopia e sierologia

Su un totaledi 116bovini, 83 ovini, 24 caprini e 15 ruminanti selvatici (daini) per i quali è

stato possibile eseguire l’esamemicroscopico,solo un campione prelevato da un bovino

femmina,di razzaLimousinee 18 mesidi età, proveniente da un allevamentodella zona

orientaledella Provinciadi Udine,è risultatopositivo. Le caratteristichemorfologiche(fig.

2.4) dello striscio potevanofar sospettare una eziologia riconducibile a B. divergens,

diagnosi poi confermatadall’analisi biomolecolare.
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Figura 2.4: esame microscopico del campione PD-254-BV

Per quanto riguarda le analisi sierologiche, sono stati condotti test IFI su 116 bovini,

provenienti da 14 diverseAziende.Sul totale dei 116 sieri analizzati, 64 (pari al 55,2%)

sono risultati positivi perpresenzadi anticorpi anti-Babesia, convalori del 53,4%(62/116)

per B. bovis e del 10,3%(12/116)per B. bigemina. Positività nei confronti di entrambele

specieprotozoariesonostateevidenziatein 10 (8,6%)campioni.

Per entrambe le specieprotozoariesono stati riscontrati titoli anticorpali che si sono

mantenutia livelli piuttostobassi e non superiorial valore di 1:320.La maggior partedei

campioniha evidenziatotitoli non superioria 1:80, sia per B. bovis, cheper B. bigemina

(tab. 2.2).

Titoli
test IFI 1.40 1:80 1:160 1:320 Totale

positivi

B. bovis 25 29 4 4 62

B. bigemina - 8 3 1 12

Tabella 2.2: titoli anticorpali dei campioni positivi sierologicamente
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2.3.2. Analisi biomolecolari

2.3.2.1. Analisi su ospiti vertebrati

Tutti gli 83campioni ovini e i 24caprinisonorisultati negativi alle analisi biomolecolari.

Per quantoriguardai bovini sonostati analizzati mediantePCRsolo110campioni(su116

raccolti), 21 dei quali (19,1%) sonorisultati positivi per “pi roplasmosi”.L’analisi delle

sequenzehaconsentitodi individuare15 campioni positivi perBabesia microti-like (ceppo

spanish dog), 1 per Babesia microti, 1 per Babesia divergens e 4 per Theileria buffeli.

L’unico campionepositivoallo strisciodi sangue è risultato essereanchel’unico nel quale,

all’analisi fi logenetica,è statariscontrataB. divergens, specie tipicadel bovino.

È stato possibile condurre la PCR su 81 degli 83 campioni provenienti da ruminanti

selvatici, individuandounapositività per “piroplasmi” nel 35,8%(29/81)dei campioni.Il

successivo sequenziamento,effettuatosui 29 campioni positivi, ha permessodi tipizzare

Theileria spp. (in 4 daini e 1 capriolo), Babesia divergens - like (in 20 caprioli e 1

camoscio), Babesia EU1 (in 1 capriolo)e Babesia ovis (in 1 camoscio e in 1 cervo).
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TOT prevalenzacampioni
analizzati

(N)

N POS N POS N POS N POS N POS N POS N POS POS %

BOVINI 110 1 15 1 4 21 19,1

CAPRIOLI 49 20 1 1 22 44,9

DAINI 15 4 4 26,7

CAMOSCI 9 1 1 2 22,2

CERVI 5 1 1 20,0

MUFLONI 3 0 0,0

TOT 191 1 15 1 21 1 2 9 50 26,2

Tabella 2.3: positività all’analisi biomolecolare per le diverse specie di ospiti.

Nella tab. 2.3 sono riportate le positivit à all’analisi biomolecolare e relativo esito delle

analisi delle sequenze,divisi per specie ospite (considerandoseparatamente i diversi

ruminantiselvatici).
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2.3.2.2. Analisi su artropodi vettori

In totalesonostateraccolte166zecche,ciascunadelle quali è stata identificatae analizzata

mediantePCR e successivo sequenziamento per la ricercadi Babesia spp. Per quanto

riguardai bovini, sonostateraccolte7 zecche(da6 soggetti), tutteappartenenti alla specie

Ixodes ricinus e risultate negativeper “piroplasmi” all’analisi biomolecolare. Solamente

una pecora è risultata positiva alla ricerca di ectoparassiti, presentandouna sola zecca,

identificatacomeRhipicephalus bursa enegativa per“piroplasmi” alla PCR.

La faunaectoparassitariaè risultata più abbondante nel casodei ruminanti selvatici.Sul

totale degli 83 soggetticampionati,33 sonorisultati positivi perpresenza di zecche,perun

totaledi 158 artropodiraccoltieun’intensitàdi infestazionedi circa4 zecche/soggetto.

In particolaresonostaterinvenute3 Ixodes ricinus in 1 camoscio;5 Ixodes ricinus in 1

daino; 9 Ixodes ricinus in 2 cervi; 141 Ixodes ricinus, 3 Haemaphysalis concinna e 3

Dermacentor marginatus in 33caprioli.

Tutte le zeccheraccoltesono risultatenegative per Babesia spp.,mentredueesemplaridi

Ixodes ricinus, prelevatida unafemminadi capriolo di 6 mesi della provincia di Trieste,

sonorisultati positivi perTheileria spp., ancheselo stessosoggetto è risultatonegativoalle

analisi di PCRcondottesul coagulodi sangue.

2.3.3. Analisi dei fattori di rischio

2.3.3.1. Bovini

Per quanto riguarda la razza,il test del χ2 non ha consentito di evidenziaredifferenze

statisticamente significative di prevalenza (p > 0,05) rispetto a nessunodei 3 test

diagnosticiconsiderati (sierologiaB. bovis, sierologiaB. bigemina, analisi biomolecolare).

Per quanto riguarda, invece, l’età, sono state riscontrate differenze leggermente

significative (χ2 = 8,000; p = 0,046) solo rispetto all’esame PCR. I valori di

sieroprevalenzapiù elevatisonostati rilevati nelleclassidi età0-18mesie 25-48mesi.

Anche per quantoriguardala Provincia di provenienza sonostate riscontrate differenze

significative rispetto a tutti gli esamiconsiderati (p<0,05).La Provincia di Belluno risulta

esserequella per la qualesonostateregistratepositività costantemente basse,mentre per le

altre Province le positività sonorisultatevariaresensibilmente a secondadel testpresoin

considerazione
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L’analisi multivariata, invece, non ha messoin evidenza alcun fattore di rischio, fatta

eccezione perla sieropositivitàverso B. bovis, risultatesignificativamente più elevatenelle

classidi età0-18mesi e 25-48mesi.

2.3.3.2. Ruminanti selvatici

Il test del χ2 non haconsentito di evidenziarealcunadifferenza statisticamentesignificativa

di prevalenza(p < 0,05) rispetto alla positivi tà all’esamePCR. Il fattore che ha fatto

registrareil valore di significatività maggiore è quello relativo all’area di provenienza.

Nella tabella2.4vengonoriportati i valori perle 3 aree.

PCR

area di provenienza totali
(N)

positivi
(N)

prevalenza
(%)

1. Prealpi venete 18 3 16,7

2. Dolomiti e Carnia 29 10 34,5

3. Carso triestino 34 16 47,1

totale 81 29 35,8

Tabella 2.4: ruminanti selvatici positivi alla PCR divisi per area di provenienza

2.4. CONSIDERAZIONI

L’indaginehapermesso di rilevareuna‘circolazione’ inaspettatamente alta di protozoidel

genereBabesia sianei bovini chenei ruminanti selvatici, conpositività alla ricercadiretta

del parassita rispettivamentedel 15,5% (17/110)e del 29,6% (24/81), e di segnalarela

presenzadi protozoi del genereTheileria, con positivi tà del 3,6%(4/110)nei bovini e del

4,9% (4/81) nei ruminanti selvatici. I campioni prelevati da ovini e caprini, invece, sono

risultati tutti negativi, anchesenon è possibile fare considerazioni perchè, soprattuttoper

laspeciecaprina,le numerosità campionarieeranopiuttostobasse.
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2.4.1. Ovini e caprini

Anchesenessunodegli ovini (83) e dei caprini (24) provenienti dall’It alia nord-orientale

(areadi competenzadell’U.O. di Padova) è risultato positivo agli accertamenti diagnostici

(microscopiae PCR),alcunepositività sonostateriscontratenegli ovini, in soggetti allevati

in altre Regioni indagateall’interno dello stessoPRIN 2004 (Emilia Romagna,Toscana,

Umbria e Lazio) per un valore medio di positivi tà pari al 5,9% (18/306) all’analisi

biomolecolare(Pietrobelli et al., 2007). Analogamentea quanto riscontrato dall’U.O. di

Padova, invece, i campioni caprini (133 in totale) sono semprerisultati negativi per

Babesia spp., il che fa ipotizzare una loro refrattarietà o, comunque, una maggiore

resistenzadellaspeciecaprinaall’infezione.

In letteratura esistonopocheindagini in Italia sulle babesiosi dei piccoli ruminanti, con

segnalazionisporadichedi focolai e con valori di prevalenza nelle pecore tendenzialmente

inferiori al 10%(Saviniet al., 1999).In Europail problema sembraessereparticolarmente

presentenelle areemediterranee(Grecia, Spagna, Turchia), dove ci si trova di fronte a

situazioni di babesiosi enzooticacon alti valori di sieroprevalenzatra gli ovini (Çiçek et

al., 2004;Papadopouloset al. , 1996;Ferreret al., 1998).La malattia sembraesseremeno

diffusa e menograve nei caprini,anchesein questaspecie sonostati riscontrati alti valori

di sieroprevalenza(Papadopouloset al. , 1996).

2.4.2. Bovini

2.4.2.1. Indagine sierologica

I risultati delle analisi sierologiche mostranoun valoredi sieroprevalenzaalto (53,4%)per

quantoriguardaB. bovis, confermatodai risultati ottenuti dalle altre UU.OO.chein tutte le

aree sono superiori al 30% (Pietrobelli et al., 2007). Questi valori non consentonodi

descrivereun chiarotrendgeograficodi variazionedella sieroprevalenza, anchesesembra

esseretendenzialmentemaggiorenelleareepiù settentrionali.

Al contrario,la sieroprevalenzaevidenziataper B. bigemina (10,3%), comparata conquelle

ottenute dalle altre UU.OO (Pietrobelli et al., 2007),sembranodescrivere un andamento

tendenzialmenteopposto, convalori inferiori nelleareesettentrionali dell’Ita lia.
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I risultati descritti sonoabbastanzasorprendenti per la realtà italiana. Non esisteinfatti un

quadrocompleto e generaledelladiffusionedelle babesiosi dei bovini nel nostroPaese,ma

precedentiindagini sembranodescrivereuna situazione di endemicità per B. bigemina

nell’area centro-meridionale(De Vico et al., 1999; Carelli et al., 2000; Cringoli et al.,

2002) e unasituazionegeneraledi presenza sporadica perB. bovis, legata a segnalazionidi

focolai circoscritti (Rosignoliet al., 2000; Badan et al., 2007)o comunquesegnalatacon

prevalenzedecisamentebassenel casodi indagini epidemiologiche (Savini et al., 1999).

Per quantoriguardaB. divergens, sono stati riportati bassivalori di sieroprevalenzanella

Provincia di Bologna ed in quelladi Macerata in unaindaginedegli anni ‘80 (Prosperi et

al., 1990).In Italia non esistonomolti altri dati a riguardo,anchesela malattia è ben nota

in areeconfinanti con la zonaoggettodella presente indagine,come ad esempiol’ Austria

(Edelhofer e Baumgartner,1996).Recentementeè statosegnalato un focolaio in unastalla

di vacche da latte, con animali tenuti confinati, in una zona della Provincia di Vicenza.

Ancheseall’esamebiomolecolaresonostate trovatediversespecie di Babesia, la maggior

parte dei positivi era dovuta a B. divergens. Il focolaio ha coinvolto diversi animali, a

seguito di unatrasmissionedi tipo iatrogeno, ma sembraesserestato causatoinizialmente

dalla introduzionedi alcunisoggettiprovenienti dall’Austria (Badanet al., 2007).

Nel tentativodi interpretarei dati ottenutidalle analisi sierologichedella presenteindagine,

èpossibile ipotizzarechediversespeciedi Babesia sianopresenti in diverseareedel Paese,

possibilitàperaltro giustificata dalle differenzeclimatiche e ambientali tra l’It alia centro-

settentrionale e quella centro-meridionale. Gli artropodi riconosciuti come vettori delle

varie speciedi Babesia sonomolti e hanno preferenzeecologichediverse.La diffusionedi

I. ricinus (vettore di B. divergens) è ampiamente documentata per l’Italia centro-

settentrionalee trova riscontroanchenella presente ricerca, mentre Rhipicephalus bursa è

stato recentementeidentificatocome la specie predominantein allevamenti bovini di una

ampia areadell’ Italia centro-meridionale(Cringoli et al., 2002).Nella stessaindaginenon

era stato riscontrato alcun esemplaredi B. annulatus, riconosciuto vettore sia di B.

bigemina che di B. bovis, e l’indaginesierologica (condotta utilizzandoun test ELISA)

avevaevidenziato una alta siero-prevalenzaversoB. bigemina e nessunpositivo verso B.

bovis. Rimanedunqueda chiarire l’eff ettiva distribuzionegeografica delle varie speciedi

Babesia tipichedel bovinoe daidentificare quali sono,nel contestoitaliano, le zecchecon

effettiva capacitàvettorialeperogni singolaspecie.
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I dati del presente studio aggiungonoalcuni indizi nella costruzione della mappadelle

babesiosi bovine, anche se non bisogna dimenticare che le positivi tà sierologiche

riscontratesonostate,per entrambele specie di Babesia, a bassititoli, e, considerandola

tendenzaalla cross-reattività del test IFI, non è possibile escludere che alcune positività

sianodovutealla presenzadi altrespecie,e tra queste soprattutto B. divergens, per la quale

nonsi èpotuto testaresierologicamentealcuncampione.

2.4.2.2. Indagine biomolecolare

I dubbi sulla scarsaspecificità del testsierologico sonostati in qualche modoconfermati

dall’ analisibiomolecolare,in quantoil sequenziamentodei prodotti di amplificazionedei

campioni bovini ha permessodi identificare in 15 campioni un ceppo fi logeneticamente

vicino a B. microti e definito comeB. microti-like, e in altri duebovini rispettivamenteB.

microti e B. divergens. Sembrapertanto strano che siero-prevalenze così alte non siano

legateadunpurminimo riscontrodirettodi B. bovis.

Il campionepositivo per B. divergens corrispondevaall’uni co campionerisultato positivo

allo striscio, rappresentandodunqueun casodi infezione allo stato iniziale. Dal puntodi

vista della sanità pubblica, invece, desta ben più preoccupazione il riscontro di un

campionepositivo per B. microti e di ben 15 campioni positivi per B. microti-like. Come

detto nella introduzione,B. microti è causariconosciutadi babesiosiumananegli USA. In

Europa,pur essendostatapiù volte segnalata in vari ospiti vertebrati, soprattutto micro-

mammiferi(Karbowiak,2004), e in artropodivettori (Duh et al., 2001;Foppaet al., 2002),

non è mai statadimostratacomecausadi babesiosinell’uomo. Nel tentativo di spiegarela

mancanzadi babesiosi clinica umanain Europa da B. microti, stata anche ipotizzata

l’esistenzadi diversi ceppi (Gray, 2006),caratterizzati da maggiore o minorepotenzialità

zoonotica.A quantoci risultaquestaè la primasegnalazionedi B. microti nel bovino.

2.4.2.3. Fattori di rischio

Per quantoriguardal’analisi dei fattori di rischio, non si è riusciti a stabilire in modo

chiaro alcun tipo di fattore. Alcune classi di età (gli animali più giovani e quelli tra il

secondo ed il quartoannodi età) sembranoessere maggiormente a rischio di presentare

“piroplasmi” circolanti,maquestorisultato nonmostra unatendenza chiaradellapositività

rispetto all’età edè difficilmente interpretabile dal punto di vistabiologico. Il nonriscontro

di alcun fattore di rischio significativo è imputabile anche alle basse numerosità
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campionarie e alla difficoltà di raccogliere con precisione e costanza tutti i dati

anamnestici.

2.4.3. Ruminanti selvatici

Nei ruminantiselvatici è stataaccertatala presenzadi B. divergens-like (21), B. ovis (2) e

Babesia EU1 (1). Particolare interesseriveste l’i dentificazione, in un capriolo della

Provinciadi Verona, del ceppoBabesia EU1. Si tratta infatti dello stessoceppo segnalato

comeagentedi zoonosiin Italia, in un cacciatoresplenectomizzato e residente in un’area

ruraledell’Emilia Romagna(Herwaldtet al., 2003)e vienesegnalato per la primavolta in

un ruminanteselvatico in Italia. Precedentemente,campionipositivi a Babesia EU1 erano

stati segnalati in caprioli (Duh et al., 2005a)ezecche(I. ricinus) della Slovenia(Duh et al.,

2005b), e in zecchedellaSvizzera(Hilpertshauseret al., 2006).

Occorre inoltre considerarecomein molti selvatici esaminati, in particolare caprioli, sia

stataosservata la presenzadi ceppi inseriti nel cluster Babesia divergens-like, a cui sono

correlati ceppi segnalati comeagentidi babesiosi umanain Europae il ceppozoonotico

MO1riscontratoin Missouri (Herwaldt et al., 1997).

Ancheper i ruminanti selvatici non è statopossibile individuarealcun fattore di rischio

significativo, anche perchéancordi più valgonoin questocasoi problemi legatialle basse

numerositàcampionariee alla difficoltà di raccoltadei dati anamnestici. La specie capriolo

è senzadubbio quella che presentale maggiori positività (tab. 2.3), ma, a causadel

campionamento fortementesbilanciato, non è possibile fare confronti statisticamente

significativi con le altre specie.L’unico aspetto per il qualeè possibile individuare una

tendenzaè la provenienza.Comesi vededalla tabella 2.4 unatendenza all’aumentodelle

positività andando,lungo l’arco alpino del Triveneto, da occidente verso oriente.L’area

con prevalenzamaggiorerisulta esserequella al confinecon la Slovenia,Paesein cui, in

effetti, sonostati riportati valori di prevalenzaancorapiù alti (Duh et al., 2005).

Per quantoriguardale zecche,infine, vieneconfermata la presenzadi varie specie,anche

se I. ricinus tendeadesserespeciealtamentepredominante.
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2.4.4. Aspetti diagnostici

Da un puntodi vista diagnosticoè statoosservatocome,in soggetti apparentementesani,

l’esame microscopico su striscio di sangue rappresentiuna metodica diretta poco

affidabile, diversamentedallaPCR chesi èdimostratamolto più sensibile.

Nel corso dell’i ndagineci sonostatenotevoli diffi coltànel reperimentodei kit diagnostici

e degli antigeni per alcunespecieprotozoarie, quali B. divergens, B. motasi e B. ovis,

rendendoimpossibile l’esecuzionedi esamisierologici pergli ovini e i caprini. Nei bovini,

inoltre, è statopossibileeffettuarela ricercadi anticorpi solamentenei confronti di alcune

specie(B. bovis e B. bigemina). Anchela ricerca di contatti a livello internazionalenonha

consentito,peril momento,di risolverequesto problema.

Nello studio della babesiosiin animali selvatici, un’ulteriore diffi coltà consistenel fatto

che le speciedi Babesia fino ad ora descritte sonostate differenziate prevalentementesu

base morfologica. L’introduzione delle tecniche biomolecolari sta rivoluzionando la

tassonomia dei ‘piroplasmi’ e potrà fornire in futuro utili indizi per la corretta

identificazioneeziologica(Allsopp e Allsopp,2006).Non va tuttaviadimenticatochesolo

integrandole analisi molecolari con lo studio degli aspetti ecologici, epidemiologici e

sierologici, si potràarrivareadavereun quadrochiaroe completo delle babesiosicircolanti

tra i ruminanti, siaselvaticichedomestici.

Fino a quandoquestoobiettivo non sarà raggiunto, la PCR da sola non saràin grado di

stabilire la speciedi Babesia in questionee, per quantosianoin corsostudi riguardanti

l’applicazionedi metodichedi digestioneconenzimi di restrizionesui prodotti amplificati,

al momento, il sequenziamentoe la successiva analisi fi logenetica rappresental’unico

sistema che permettedi tipizzare eventuali piroplasmi evidenziati con la PCR (Bonoli,

2006).

2.5. CONCLUSIONI

In conclusione,le babesiosidei ruminantisonopresenti anchein areedel nordconsiderate

fino ad oggi scarsamenteinteressatedalla malattia. Particolarmente importante, del punto

di vista della sanità pubblica,il riscontrodi un campionepositivo a Babesia EU1, ceppo

con accertate capacitàdi causare malattia nell’uomo, e di ben 21 campioni positivi a B.
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divergens-like in ruminanti selvaticie 15 campioni positivi a B. microti-li ke tra i bovini,

ceppicorrelati ad isolati responsabili di babesiosiumana.

In futuro, la raccolta di zeccheadultedirettamente dagli animali potrebbeessereintegrata

dalla ricercadei vari stadi(larva,ninfa,adulto)e di patogenieventualmente presenti al loro

interno,attraversocampionamentiambientali in aree di pascolo frequentate degli animali

stessi,comegiàvieneregolarmente fattoper altre malattie trasmessedazecche.

Nel casospecifico della realtàdell’Italia nord-orientale, saràimportantearrivarea definire

le caratteristiche epidemiologichee la potenzialità zoonosica dei ceppi riscontrati,

attraversounmonitoraggioattivodelleareemaggiormentea rischio.

Più in generale,saranno senzadubbio necessari ulteriori studi per chiarire gli aspetti

tassonomici ed epidemiologicidelle babesiosiumanenel contestoeuropeo.L’obiettivo è

quello di poter individuare in modo chiaro quale o quali specie di Babesia siano

responsabili di malattianell’uomoe soprattutto quali ospiti vertebratifunganodaserbatoio

e quali speciedi zecchedavettori. Il tutto permetteràdi valutarein modopiù appropriatoi

fattori di rischiolegatia questamalattiaemergente.
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3. LEISHMANIOSI CANINA IN ITALIA NORD-

ORIENTALE: QUALI FATTORI DI RISCHIO?

3.1. INTRODUZIONE

3.1.1. Situazione in Italia

La leishmaniosiè unazoonosiprotozoariapresentecondiverseformeclinichee altrettanto

differenti caratteristicheepidemiologichein molte areedell’Europa, dell’Asia, dell’Africa

e dell’America Latina. In Italia l’unica specie di Leishmania segnalata è L. infantum,

agentedellaleishmaniosicanina(Lcan)e della leishmaniosiviscerale (LV) e cutanea(LC)

nell’uomo. L’unico serbatoioriconosciuto della malattia è il canee i vettori responsabili

della trasmissione sono alcune specie di insetti ematofagi del genere Phlebotomus,

chiamaticomunementeflebotomio pappataci.

In alcune Regioni del centroe del sudItalia la malattia è conosciuta datempo,sianel cane

che nell ’uomo, mentrele prime segnalazioni di focolai autoctoni in nord Italia risalgono

alla metà degli anni ’90 (Poglayenet al., 1997;Ferroglio et al., 2000).Negli ultimi anni

anche in questa parte d’Italia la malattia sta assumendo sempre maggiore importanza

(Genchi ePietrobelli, 2006).

L’It alia nord-orientalenonè rimasta indennedaquestatendenza e negli ultimi annisi sono

susseguitevarie segnalazioninel cane,che, grazie ad indaginiappositamentepredisposte,

hanno portato alla luce l’ esistenzadi veri e propri focolai autoctoni della malattia con

circolazionedel protozooall’interno della popolazionecanina locale. A partire dal primo

focolaio segnalato nellazonadellaValpolicella a Veronanel 1994(Poglayenet al., 1997),

una sorveglianzasierologica ed entomologica delle aree limitrofe ha dimostratoche il

focolaio originale era ancoraattivo e che l’infezione si stava espandendo a nord-ovest,

versoil lago di Garda(Piccoli et al., 1999).Inoltre sonostati individuati focolai nell’areaa

nord-estdi Verona(Pietrobelli et al., 2004), nella zonadi Arco di Trento (Capelli et al.,

2004) enella zonadi Vittorio Veneto(Vascellari et al., 2005).
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In Italia, nelle zone tradizionalmenteendemiche, dove i valori di siero-prevalenzanella

popolazionecaninae quelli di densitàdel vettoresonoelevati, si sonoregistrati nell’uomo,

a partiredal 2000,circa200nuovi casicomplessividi LV e LC (Gradoniet al., 2004).Al

contrario, la situazioneepidemiologicadi questinuovi focolai è benmeno allarmantee il

rischio di trasmissioneall’uomo minore,anche seinizianoad esseresegnalati alcuni casi

umani, apartiredallezonedel primo focolaioveronese(Gabrielli et al., 2001).

3.1.2. Obiettivi della ricerca

Considerando la limitata conoscenza della situazione epidemiologica in aree

potenzialmente adatteal diffondersi della malattia, nel corsodel triennio 2005-2007 si è

cercato di monitorare l’evolversi dell’infezione nell’It alia nord-orientale attraverso

indagini sierologiche ed entomologiche realizzate in alcune aree, opportunamente

individuate. Basandosi sulla segnalazionedi sospetti casi autoctoni di Lcan e sulle

caratteristicheclimaticheed orografichedel territorio adatte alla presenza dei flebotomi

vettori, sono state prese in considerazione5 aree,3 in Veneto (areadelle colline orientali

del veronese,areadei Colli Euganeie areadei Colli Berici) e 2 in Friuli VeneziaGiulia

(areaintornoal Comunedi Majanoeareaintornoal Comunedi Caneva).

La zonacollinaredel veroneseèda tempo oggetto di studio,perquanto riguardala Lcan.A

partire dal primo focolaio dellaValpolicella, l’infezionesi è diffusasia in direzionenord-

ovest,versoil lago di Garda,sia in direzioneorientale, interessando progressivamente la

Valpantena, la Val Squarantoe infine la Val d’Illasi. L’i nfezione ormai copreuna vasta

area,ancheseè distribuitaa macchiadi leopardo. La presenzadella malattia è ormainota

anche tra i Medici Veterinari liberi professionisti dell’area. L’uso di repellenti

antiparassitari e la sorveglianzasierologica dei cani residenti nelle zone a rischio sono

pratichesicuramentepiù comunidi quanto lo sianoin altre aree dell’Ital ia nord-orientale,

anchesenon vi sonodati certi sull’efficacia delle attività di controllo. I dati riportati nel

presente studio rappresentanola parte conclusiva delle attività di monitoraggio

entomologico, messein atto in modo organico a partire dalla fine del 2002. L’area

consideratain modospecificoè quelladella zonacollinarea nord-est della città di Verona

ecompresanei Comunidi Lavagno,di Grezzanae della stessaVerona.
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Per quanto riguarda l’area dei Colli Euganei, erano già state condotte indagini

entomologiche negli anni 2002 e 2003 nella zona settentrionale (Natale, 2004). Forse

anchea causadelle condizioniclimaticheavverse,eranostati trovati solo 4 flebotomi (3 P.

perniciosus e1 Sergentomya minuta) nel 2002enessunonel 2003.

L’area dei Colli Berici, limitrofa alla precedente anchese separatada un brevetratto di

territorio pianeggiante, avevafatto pureregistrare la presenzadi alcuni flebotomi durante

indagini condotte nel 1998e nel 1999(Furnari, 2005).Questapresenza, ancheseminima,

confermavail sospettochele areein questionefosseroidoneedal puntodi vistaclimaticoe

ambientale allo sviluppo dei vettori della leishmaniosi. Nel corso della ricerca è stata

realizzata una indagine sia di tipo sierologico, che entomologico per i Colli Euganei,

mentreper i Colli Berici si èpartiti nel 2007soloconunaindagineentomologica.

Perquanto riguarda inveceil Friuli VeneziaGiulia,nonrisultavaesseremai stato segnalato

alcun focolaio autoctono di leishmaniosi,anche se la presenzadi possibili vettori (P.

perniciosus) era statasegnalataancoraa metà degli anni ’70 (Biocca et al., 1977). In

entrambe le aree identificate in questa Regione sono state condotte delle indagini

sierologiche, mentresolo nell’areadi Canevaè stato possibile realizzareuna indagine di

tipoentomologico.

Nella fig. 3.1vienevisualizzatala distribuzionegeograficadei focolai già precedentemente

descrittiequelladelleareeconsideratenel presentestudio.

Figura 3.1: distribuzione dei focolai di leishmaniosi (1: VR, 2: TN; 3: TV) e aree

considerate (A: Majano; B: Colli Euganei e Berici; C: Caneva; D: Verona)
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3.2. MATERIALI E METODI

Le indagini epidemiologicheed entomologiche del triennio 2005-2007, che vengonodi

seguito presentate, sono state frutto della collaborazione tra l’area di Parassitologia e

Malattie Parassitarie del Dipartimento di ScienzeSperimentali Veterinarie dell’Università

degli Studi di Padova e il Laboratoriodi Parassitologia ed Eco-patologia dell’Istituto

ZooprofilatticoSperimentaledelleVenezie (IZSVe).

La ricerca è stata realizzatagrazie ai finanziamenti garantiti da fondi ministeriali e

dell’ industria farmaceutica(network scientifico Leish Map), per i primi dueanni, e dalla

RegioneVeneto per il 2007,ma graziesoprattutto all’impegno umano e professionaledel

personale delle due Istituzioni coinvolte. Alcune fasi della ricerca (giornate di

campionamento) hanno visto impegnatenumerosepersonein contemporanea.Oltre al

personale delle Istituzioni stesse e a quello delle Aziende Sanitarie Locali (ASL)

interessate,sonostati coinvolti alcuniMedici Veterinari liberi professionisti operanti nella

areedi studioestudentidellaFacoltàdi MedicinaVeterinariadell’Universitàdegli Studidi

Padova.

3.2.1. Campionamento

3.2.1.1. Indagini sulle popolazioni canine

Nel corso dei 3 annidella ricercasono stateorganizzate 4 giornate di prelievi gratuiti per i

cani di alcune aree opportunamenteindividuate. In tutti i casi la giornata è stata

pubblicizzata mediantevolantini e cartelloniinformativi. Inoltre,grazie alla collaborazione

delle ASL e a quella dei Comuniinteressati, tutti i proprietari di cani registrati all’anagrafe

sonostatiavvisati edinvitati attraversounabreve letterainformativa.

Allo scopo di raccoglierein modoorganico e standardizzato il maggior numero possibile

di informazioni anamnestiche,ci si è avvalsi di unaapposita scheda,da compilare prima

che venisseeffettuatoil prelievo(fig. 3.2). Nella schedasonostate raccolte le informazioni

relative al soggetto (razza,sesso, età, attitudine), all’ambiente di vita (Comunee zona

altimetrica di provenienza,ricovero notturno), alla sua eventuale permanenzain aree

endemicheper Lcaneallapresenzao menodi sintomi clinici riferibil i alla malattia.
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Figura 3.2: scheda raccolta dati per campionamento su popolazioni canine
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Figura 3.3: prelievo di sangue durante giornata di campionamento

Il campionedi sangueè statoprelevatodalla venacefalica brachiale (fig.3.3) o dallavena

safena di ciascun cane, ed il siero ottenuto è stato analizzato con la tecnica

dell’ ImmunofluorescenzaIndiretta(IFI) pressoil Laboratorio di Immunologia dell’IZSVe

di Legnaro,secondoquantodescrittonel par.3.2.2.1.

Quando possibile, i cani risultati positivi al test sierologico sono stati prelevati

nuovamente,a distanzadi circa un mese, per confermare la positività sierologica ed

effettuarela ricerca diretta di Leishmania mediante puntato linfonodalee tramite analisi

PCR.

Nel luglio 2005, sulla basedella segnalazione di un probabile caso autoctono è stata

organizzata una giornata di campionamento su cani del Comunedi Majano (UD) ed

eventualiComuni limitrofi. In tutto sonostati raccolti e analizzati 193campioni. In questa

areanonèstatopossibile procederealla ricerca entomologica.

Nel 2006 sono state organizzatedue giornate di campionamento. In entrambi i casi,

durantel’anno precedente,erastatosegnalato un sospetto casopositivo autoctono e si era

procedutoad effettuareuna ricercaentomologica pressola residenza dei proprietari del
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canepositivo e pressoluoghi idonei nelle vicinanze,cheaveva datoesitopositivo rispetto

alla presenzadi flebotomi possibilivettori di leishmaniosi.

Unagiornataè stataorganizzata,nel mesedi maggio, pressola località di Rivadolmo(fig.

3.4) in Comunedi Baone (PD), nella zonameridionale dei Colli Euganei. Il casopositivo

era stato segnalato in località Calaone,nel territorio del medesimo Comune. Sono stati

raccolti ed analizzati 201 campioni.Sempredurante il mesedi maggio,veterinari liberi

professionisti del territorio hanno raccolto 44 campioni di siero provenienti da cani

residentiin diversiComunidellazonasuddei Colli Euganei.

L’altro Comunenel qualesi è procedutoall’ indagine sierologica, nel mesedi giugno, è

quello di Caneva(PN), sul cui territorio, in località Stevenà, era stato trovato il caso

positivo. Forse anche per il fatto che volantini e cartelloni informativi erano stati

disseminati in areeesterneal Comune stesso,la partecipazioneè stata notevolee sonostati

raccoltiedanalizzati 365campioni.

Nel corsodel 2007,in seguitoai risultati dell’anno precedente,si è decisodi approfondire

la situazionedell’areadei Colli Euganei, allargandol’i ndagineadaltri dueComuni(Cinto

Euganeoed Arquà Petrarca)della zonameridionaledegli stessi Colli, individuandonei

campi sportivi di Valle San Giorgio un sito di campionamento di comodoaccessoper la

popolazionedei 3 Comuni.In tutto sonostati raccolti 229campioni, tra cui 25 dacaniche

eranostatiprelevatianche l’annoprecedenteaRivadolmo.

Figura 3.4: giornata di campionamento di Rivadolmo, Comune di Baone (PD)
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3.2.1.2. Indagini sul vettore

Durantei tre anni dello studio,in parallelo con le indagini sulla popolazioneospite,sono

state condotte indagini di tipo entomologico, finalizzate alla cattura e alla successiva

identificazionedi flebotomi.La decisionedi organizzare unaindagineentomologicain una

determinatazonaè partita dalla segnalazione di sospetti casi autoctoni di Lcan, tenendo

comunquein considerazionel’effettiva esistenzadi unasituazione climatica e ambientale

idoneaallapresenzadegli insetti.

Quandopossibile le indagini entomologichehannosemprepreceduto quelle sierologiche,

in considerazionedel minor sforzoorganizzativo e del minor costo. L’organizzazionedella

giornata di campionamentosui cani poteva dunqueessereeffettuata dopo che il caso

sospetto autoctono fossestato avvalorato dall’esito positivo della ricerca dei flebotomi

vettori, rendendo più plausibile l’ipotesi che il patogeno stessedavvero circolando

all’interno della popolazionecanina.

Per le indagini entomologichesonostateutilizzate, in prossimità dei luoghi di riposodegli

animali presenti nell’areadel sito di cattura, trappole adesive(fogli di cartaper fotocopie

delle dimensionidi 20 x 20 cm, imbevuti in olio di ricino, detti sticky trap) e trappolead

attrazioneluminosa,modelloCDC (CDC light trap) chesfruttanoil fototropismopositivo

di molte specie di flebotomi e che offrono la possibilità di catturare insetti vivi e di

raccogliere campioni più consistenti. Per ogni sito di cattura sono stati registrati

l’altitudine, le speciedi animali vertebratipresenti (‘animali esca’), il tipo di sito (fattoria,

giardino, canile) e le coordinategeografiche.Quando possibile le catture sonostatefatte

con cadenzasettimanale,a partireda fine giugnoe fino ad inizio di ottobre, lasciandole

sticky trap perduenotti e la CDC light trap perunasolanotte.

Nel 2005,comedettoprecedentemente,sonostate organizzate indaginientomologichesui

Colli Euganei(PD) ed in Comunedi Caneva(PN), individuando4 siti per i Colli e 3 siti a

Caneva.Nel casodei Colli sono stateeffettuate catture mediante sticky trap in località

Calaone,mentre in altri duesiti di cattura(Pontedella Torre,Comunedi EsteeTeoloAlto,

Comune di Teolo), individuati sempreall’i nterno del territorio dei Colli Euganei, ma

distanti dalla località in cui era statosegnalato il casoautoctono di Lcan, si è decisodi

util izzarela CDC light trap, a garanziadi una maggiorecapacità di cattura. Nel casodi

Caneva,invece,i 3 siti monitoratieranoin località Stevenà.



73

Nella tabella 3.1 sono riportatela localizzazione e le caratteristiche di ogni singolo sito

(N=37)e il tipodi trappolautilizzatoenella fig. 3.5 la distribuzionegeografica.

ID sito Provincia Comune località altitudine
(m) animali esca tipo sito tipo

trappola *

PD/00 PD Baone Calaone 215 cani giardino S

PD/01 PD Baone Casette 17 cani giardino S

PD/02 PD Baone Calaone 215 cani giardino S

PD/03 PD Baone Calaone 220 cani giardino S,CDC

PD/04 PD Baone Calaone 178 canicavalli maiali fattoria S

PD/05 PD Baone Piomba' 30 cani uccelli giardino S

PD/06 PD Baone Calaone 235 caniuccelli fattoria S

PD/07 PD Baone Calaone 226 cani giardino S

PD/08 PD Baone Calaone 151 bovini fattoria S

PD/09 PD Este Este 20 caniuccelli giardino CDC

PD/10 PD Rovolon Carbonaradi Rovolon 28 cani giardino S

PD/11 PD Cinto Euganeo Fontanafredda 35 cani giardino S,CDC

PD/12 PD Cinto Euganeo Faedo 184 cani giardino S

PD/14 PD Teolo Teolo Alto 257 cani uccelli conigli giardino CDC

PN/01 PN Caneva Stevena' 60 caniconigli giardino S,CDC

PN/02 PN Caneva Stevena' 83 caniconigli fattoria S,CDC

PN/03 PN Caneva Stevena' 65 cani conigli uccelli giardino S

PN/04 PN Caneva Borgo Fontana 66 cani giardino S,M

PN/05 PN Polcenigo Santissima 72 cani giardino S

PN/06 PN Caneva Stevena' 80 bovini fattoria S

PN/07 PN Caneva Borgo Fontana 60 - - S

PN/08 PN Caneva Borgo Fontana 60 caniuccelli giardino S

PN/09 PN Caneva Borgo Fontana 64 caniuccelli giardino S

VI/01 VI Vicenza Vicenza 30 cani canile S

VI/02 VI NoventaVicentina NoventaVicentina 19 cani canile S,CDC

VI/03 VI Costabissara Ongaresca 77 cavalli uccelli fattoria S

VI/04 VI BarbaranoVic. S.Giovanni in Monte 347 cani canile S

VI/05 VI NoventaVicentina NoventaVicentina 25 cani canile S

VI/06 VI Arcugnano Arcugnano - caniuccelli giardino S,CDC

VR/01 VR Verona Novaglie 270 conigli bovini cani fattoria S

VR/02 VR Verona ContradaMaroni 270 conigli bovini cani fattoria S

VR/03 VR Lavagno Barco 270 conigli bovini cani fattoria S,CDC

VR/04 VR Grezzana Vaio deiMulini 300 uccelli conigli fattoria S

VR/05 VR Grezzana Spredin 300 bovini fattoria S

VR/06 VR Grezzana Zerbaro 600 canimaiali fattoria S

VR/07 VR Grezzana Ca'Nova - cani giardino S

VR/08 VR Grezzana Ca'Nova - capre fattoria S

* S=Sticky trap; CDC=CDC light trap; M=manuale

Tabella 3.1: caratteristiche dei siti di cattura dei flebotomi
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Figura 3.5: distribuzione geografica dei siti di campionamento dei flebotomi

Nell’areadel veronesesonostati monitorati in totale 8 siti, ancheseper la maggior parte

dei siti non si è riusciti a garantireunabuonacopertura di tutto il periodo di presenzadei

flebotomi. Solo in un sito è statautilizzata la CDC light trap (fig. 3.6), oltre alle trappole

adesive(fig. 3.7).

Figura 3.6: CDC light trap
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Nel 2006 le indagini hanno riguardatole stessezonepresein considerazionenel 2005,ma

aumentandoil numerodi siti e l’intensitàdel campionamento.Nel 2007,infine, la zonadi

Canevanon è più statamonitorata,mentrele catture sonocontinuate sui Colli Euganei,

allargandosi al Comune di Cinto Euganeo,ma diminuendo leggermente in intensità.

Semprenel 2007,vista la contiguitàgeografica con i Colli Euganeie la segnalazionidi

alcuni casi di Lcan,si è voluto iniziareunaindagineentomologicaanchein alcuneareedei

Colli Berici.

Figura 3.7: sticky trap

3.2.2. Analisi di laboratorio

3.2.2.1. Indagini sulle popolazioni canine

I sieri di canesonostati analizzaticon la tecnicadell’IFI. La metodicad’analisi si basasu

quantodescritto da Gradonie Gramiccia (2000) nel capitolo sulla leishmaniosi della 4°

edizionedel Manualof Standardsfor DiagnosticTests andVaccines.

L’IFI permette di evidenziarela presenza di anticorpi anti-Leishmania mediante una

reazionedel sistemarivelatore (anticorpi anti-immunoglobuline di specie, marcati con

isotiocianatodi fluoresceina)con gli immunocomplessi presentinel siero degli animali

infetti. Tale complessosi manifesta con l’emissionedi una luceverde-gialla fluorescente

durantel’osservazioneal microscopioa fluorescenza.
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La procedura per l’applicazionedi questametodicaprevedela coltivazionedel ceppo,la

preparazionedell’antigenee, nel momentodell’arrivo dei campioni, il vero e proprio test

di IFI indiretta per la ricercadegli anticorpi.Una descrizionedettagliatadelle varie fasi si

può trovarein Natale(2004).

La soglia di positività è statapostaa 1:40, alla luce della notevole specifici tà del test e

dello svolgimento dello studio in un’area precedentemente considerata indenne

dall’ infezione.

Per quantoriguardale analisi per la ricercadiretta del parassita, si è proceduto,quando

possibile, all’o sservazione citologica del puntato linfonodale (colorazione con

Hemacolor®, Merck, Darmstadt,Germany) e all’analisi biomolecolare pressostrutture

esternea quelle coinvoltenell’indagine.Nel 2005è stataeseguita la nestedPCR(n-PCR)

pressoil Dipartimento di Malattie Infettive, Parassitarie e Immunomediate dell’Istituto

Superioredi Sanitàa Roma,utilizzandoi primersdel gene SSUrRNA (Gramicciaet al.,

2003), mentre nel 2006 è stataeseguita la PCR pressoil Dipartimento di Produzione

Animale, Epidemiologia ed Ecologia Animale dell’Università di Torino, secondoil

protocollodescritto in Ferroglioet al. (2006).

3.2.2.2. Indagini sul vettore

Per tutti i flebotomi raccolti si è proceduto ad una diagnosi di specie. Ai fini

dell’ identificazione, i flebotomi, precedentemente fissati in alcol al 70%, sono stati

chiarificati in clorallattofenolo(Maroli e Bettini, 1977) per 72 ore a 40°C e montati su

vetrinoallestendopreparati permanentiabasedi Fenolo Balsamo.

I ditteri maschisono stati montati integri su vetrino, avendocura di distendere beneil

corpo, le ali e le zampein mododaevidenziare l’ipopigio, fondamentale per l’indicazione

tassonomica, mentre i ditteri femmine sono stati sezionati in modo da ben orientaree

separarela testa dalle ali e dal tratto distale dell’addome.L’i dentificazione della specie si

basa infatti sullo studio di alcuni caratterimorfologici distinti secondoil sesso,e si basa

sulle differenze morfologiche delle armature genitali, delle armature faringee e delle

spermatechecomedescritto nellacomparazioneschematicadi Romi et al. (1994).
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3.2.3. Analisi statistica

3.2.3.1. Indagini sulle popolazioni canine

I dati sulle caratteristiche delle popolazionicanine indagate,raccolti in occasionedelle 4

giornatedi campionamento,sonostatianalizzati tramite unasemplice statistica descrittiva,

util izzando anche le schede di soggetti che non è poi stato possibile testare

sierologicamente. In tutto sono stateutili zzate 193 schede a Majano e 267 a Caneva,

mentre per i campionamentidei Colli Euganeisi è procedutocome di seguito descritto per

l’analisi dei fattori di rischio.

La valutazionedi eventualifattori di rischio legati alla sieropositività è stata realizzatasolo

nel casodei campionamentidei Colli Euganei, dal momento chein entrambe le altre due

aree campionate la sieroprevalenzaè risultata eccessivamente bassaper poter fornire

risultati significativi.

I soggetti campionatidurantele duegiornatedi Rivadolmo (N=201)e di ValleSanGiorgio

(N=229), ed i cani visitati da liberi professionisti della zona(N=44) sonostati analizzati

come un unico campione.Sono stati considerati positivi tutti i soggetti che lo erano

risultati adalmenounodei duecampionamenti. Sonostati infine esclusi dall’analisi i cani

residentiin Comuni completamente esterni all’area collinare,arrivandoad un campione

totale di 436 cani, anche se, per alcuni parametri, la numerosità campionaria è

ulteriormentecalata,a causadellamancanzadi alcuni dati.

Tra i vari dati anamnesticiraccolti al momento del campionamento sono stati presi in

considerazionei parametrietà(4 classidi età: 0-3 anni; da3 a 5 anni;da5 a8,5anni; sopra

gli 8,5 anni), sesso,razza (di razza, meticcio), Comune di provenienza (Baone, altri

Comuni dell’area collinare), zona altimetrica di provenienza (pianura, pedecollina,

collina),attitudine(guardia,caccia,compagnia)e luogodi riposodurantela notte(interno,

esterno).Le differenze di sieroprevalenza in relazioneai parametri considerati sonostate

analizzateconil testunivariato del chi-quadro(χ2).
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3.2.3.2. Indagini sul vettore

Le raccolteeffettuate con l’ausilio delle sticky traps hannopermessola stima della densità

di flebotomi/m² di superficie.La valutazione in bassa,mediae alta densità, è statafatta

sulla basedegli indici suggeritidall’Organizzazione Mondialedella Sanità (WHO, 1979).

Gli indici sono:

Densitàbassa:< 8 flebotomi/m²;

Densitàmedia: tra8 e32 flebotomi/m²;

Densitàalta: > 32 flebotomi/m².

Eventuali differenze tra le diverse aree di cattura sono state stimate prendendoin

considerazionel’i nsiemedelledensitàdi ogni singolacatturaeffettuata.

Per verificarela normalitàdelladistribuzionedelledensità tal quali e trasformatein log su

basenaturale èstato utilizzatoil testdi Kolmogorov-Smirnov.

Dal momento chela distribuzioneè risultata non normale, la comparazione è stataquindi

valutata tramite test non parametrici.In primo luogo è stato usato il test K di kruskal-

walllis (comparazionedi più campioniindipendenti), seguito, in casodi significatività,dal

testU di Mann-Whitneyperconfrontiadueadue.
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3.3. RISULTATI

3.3.1. Indagini sulle popolazioni canine

3.3.1.1. Aspetti generali

In totale, grazie alle 4 giornatedi campionamento e ai liberi professionisti che hanno

collaboratonella zonadei Colli Euganei,il campionedi cani indagato perquanto riguardai

dati anamenstici corrispondea 996soggetti, chevengonopresentati di seguito, divisi nelle

3 areedi provenienza(Majano,Caneva,Colli Euganei).

Nella tabella 3.2 sono comparatele caratteristiche delle popolazioni campionate, per

quantoconcernealcuni fattori chesi ritienepossanorappresentareun rischio rispettoalla

possibilitàdi diffusionedellaLcan.

Majano Caneva Colli Euganei TOTALE
caratteristiche popolazione canina

N % N % N % N %

compagnia 138 71,5 236 64,3 261 59,9 635 63,8

guardia 24 12,4 16 4,4 54 12,4 94 9,4

caccia 30 15,5 59 16,1 39 8,9 128 12,9
attitudine

n. d. 1 0,5 56 15,3 82 18,8 139 14,0

esterno 111 57,5 264 71,9 313 71,8 688 69,1

interno 76 39,4 102 27,8 121 27,8 299 30,0
luogo di riposo

notturno
n. d. 6 3,1 1 0,3 2 0,5 9 0,9

sì 32 16,6 51 13,9 55 12,6 138 13,9

no 155 80,3 316 86,1 375 86,0 846 84,9
viaggi fuori
dall'area di
residenza n. d. 6 3,1 0 0,0 6 1,4 12 1,2

sì 5 2,6 5 1,4 22 5,0 32 3,2

no 181 93,8 361 98,4 353 81,0 895 89,9
segni clinici
riferibili a

Lcan n. d. 7 3,6 1 0,3 61 14,0 69 6,9

Totale Totale 193 367 436 996

Tabella 3.2: caratteristiche delle popolazioni canine indagate

In totale sono stati analizzati 1.032 sieri di cane, secondo la suddivisione riportata in

tabella3.3,e 39 sonorisultati positivi (3,8%),anchesebisognaconsiderareche25 soggetti

sonostatiprelevati duevolte,di cui 3 sonorisultati positivi adentrambii prelievi.
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I valori di sieroprevalenzadei singoli campionamenti variano considerevolmente,passando

dal 0,8%di Canevaal 10,0%del primo campionamentodei Colli Euganei, valorepoi sceso

al 5,2% nel 2007,quandol’area di interesseè stata estesaanche esternamente al Comune

di Baone.

anno data area N
positivi

1° prelievo
sieroprevalenza

(%)
intervallo di

confidenza (95%)

2005 2 luglio Majano (UD) 193 2 1,0 0 - 2,3

27 maggio Baone (PD) 201 20 10,0 6,3- 13,7

maggio Colli Euganei 44 2 4,5 0 - 10,52006

10 giugno Caneva (PN) 365 3 0,8 0 - 1,7

2007 30 giugno Baone, Cinto Euganeo,
Arquà Petrarca (PD)

229 12 5,2 2,4 - 8,0

TOTALE 1.032 39 3,8 2,6 - 5,0

Tabella 3.3: numero di cani prelevati e numero di positivi per giornata di campionamento

Nei seguenti paragrafi,divisi per areadi provenienza, vengonodescritte le popolazioni

canine sottoposte a controllo, rispetto alle anamnesi individuali e alle caratteristiche

dell’ ambiente di vita. Parallelamentesarannoriportatealcune informazioni aggiuntivesui

soggettirisultati positivi al testsierologicoe l’esito degli eventuali ulteriori accertamenti.

3.3.1.2. Area di Majano (UD)

La popolazionecampionataa Majanoeracompostain prevalenzadaanimali dacompagnia

(71%); quasi equamentedistribuiti tra maschi (46%) e femmine (54%); appartenenti a

molteplici razze (52%), ma in buona parte meticci (48%). La maggior parte dei cani

provenivadaareeperi-urbane(69%)e collinari (55%)e circa il 9% haeffettuatoviaggi sia

in Italia cheall’estero,compreseanchealcuneareea rischio(Croazia, Sicilia).

Sul totale dei 193 campioniraccolti a Majano nel 2005,sonorisultati positivi 2 soggetti

(1,0%), entrambi al limite soglia (1:40). I due cani positivi, che dai dati anamnestici

risultavanononesseremai stati in areea rischio, sonostati in seguitoprelevati nuovamente

a distanzadi circa 1 mese.Soloun soggetto è risultato nuovamentepositivo al titolo soglia

di 1:40,manegativo all’esamePCR.
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3.3.1.3. Area di Caneva (PN)

La popolazione campionatadurantela giornatadi Canevaeracompostain prevalenzada

animali da compagnia (64%), equamentedistribuiti tra maschi(50%) e femmine (50%).

Anchein questo casomolti canieranodi razza(39%),mala maggior parte meticci (61%).

La maggior parte dei caniprovenivadaareeperi-urbane(72%) e collinari (76%)e il 13%

aveva effettuato viaggi sia in Italia che all’estero comprese anchealcune aree a rischio

(Calabria,Sicili a,Sardegna).

A Canevasonorisultati positivi 2 cani conviventi in località Borgo Fontana,Comunedi

Caneva(entrambi 1:2560 al primo prelievo e 1:640 al secondo) ed un caneresidentein

Comune di Polcenigo (1:40 ad entrambi i prelievi). Tutti avevano presumibilmente

contrattol’infezionein loco dal momento chenon risultava dalla anamnesialcun viaggio

in zonea rischio. Duecampionisu 3 sono risultati positivi all’analisi PCR.

3.3.1.4. Area dei Colli Euganei (PD)

Per quantoconcerneil campionamentodel 2006,effettuatosolo per il Comunedi Baone,

sul totale dei 20 cani positivi, ben 18 non riportavano esperienzedi viaggio in areea

rischio.Altro aspetto importanteriguardavail luogodi residenza degli animali: 15 soggetti

positivi su 20 vivevanoin località Calaone,in unaarea collinare situata tra i 150 e i 250

metri sul livello del mare.Gli altri 5 soggetti risiedevanotutti in Comunedi Baone,ma in

altre località generalmentein zona pedecollinare, e per la maggior parte sono risultati

positivi a bassititoli (vedi tabella3.4).Tra i 44 cani prelevati da liberi professionisti della

zona, 2 sono risultati positivi al valore soglia (1:40), provenienti rispettivamenteda

CalaoneedaMonselice.

Nel 2007 sono risultati positivi 12 soggetti, di cui 3 erano già risultati positivi al

campionamentodell’anno precedente.L’area di indagine è stata allargata ad altri due

Comuni della zonasuddei Colli Euganei.Sui 229 cani totali, 102 provenivanoda Cinto

Euganeo, 58 da Baone,46 da Arquà Petrarcae 23 da altri Comuni. Nonostantequesta

diversa provenienzadel campione,ben11 soggetti positivi su12 risiedevanoin Comunedi

Baoneepiù precisamentein localitàCalaone.

Il dettagliodegli accertamentiindiretti tramite testsierologico IFI (con rispettivo titolo) e

gli accertamenti diretti tramite PCR per i soggetti risultati positivi (N=31), tra quelli dei

Colli Euganei,vengonopresentatinellatabella3.4.
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N°
ID

luogo e anno di
prelievo

Comune località sesso
età

(anni)
segni
clinici

titolo
1° IFI

titolo
2° IFI

PCR note

1 Rivadolmo2006 Baone Calaone M 13 NO 1:80 1:40 neg 1:40 nel2007

15 Rivadolmo2006 Baone Calaone F 2 NO 1:320 1:640 POS

23 Rivadolmo2006 Baone Calaone F 7 NO 1:80 1:80 neg

25 Rivadolmo2006 Baone Casette F 10 NO 1:40 neg neg

33 Rivadolmo2006 Baone Rivadolmo M 6 NO 1:80 neg neg

36 Rivadolmo2006 Baone Calaone M 9 NO 1:5120 in terapia

50 Rivadolmo2006 Baone Calaone F 6 SI 1:1280 1:1280 neg

51 Rivadolmo2006 Baone Calaone F 6 NO 1:2560 1:640 POS 1:1280 nel2007

63 Rivadolmo2006 Baone Rivadolmo F 3 SI 1:2560 in terapia

64 Rivadolmo2006 Baone Calaone F 4 1:160 1:320

65 Rivadolmo2006 Baone Calaone M 2 1:320 1:320 morto

72 Rivadolmo2006 Baone Calaone F 4 NO 1:320 1:640

115 Rivadolmo2006 Baone Baone F 5 NO 1:40 1:40 neg

138 Rivadolmo2006 Baone Calaone F 6 1:80 1:80 negnel2007

148 Rivadolmo2006 Baone Calaone M 4 NO 1:80 1:40

164 Rivadolmo2006 Baone Calaone M 6 SI 1:1280 in terapia

177 Rivadolmo2006 Baone Calaone M 5 NO 1:1280 1:1280 neg 1:1280 nel2007

178 Rivadolmo2006 Baone Calaone M 14 NO 1:2560 soppresso

186 Rivadolmo2006 Baone Piomba F 11 NO 1:320 1:640 neg

190 Rivadolmo2006 Baone Calaone F 7 NO 1:160 1:80 neg

13 Colli 2006 Monselice Monselice M 1 NO 1:40

17 Colli 2006 Baone Calaone M 10 NO 1:40 neg

54 ValleS.Giorgio2007 Baone Calaone M 4 SI 1:1280

101 ValleS.Giorgio2007 Cinto E. Faedo M 3 1:40 neg

111 ValleS.Giorgio2007 Baone Calaone M 2 1:40

113 ValleS.Giorgio2007 Baone Calaone F 2 1:1280 in terapia

128 ValleS.Giorgio2007 Baone Calaone F 6 SI 1:2560

161 ValleS.Giorgio2007 Baone Calaone M 5 1:640

182 ValleS.Giorgio2007 Baone Calaone M 4 1:5120 soppresso

196 ValleS.Giorgio2007 Baone Calaone M 10 SI 1:5120 negnel2006

200 ValleS.Giorgio2007 Baone Calaone M 15 SI 1:2560 morto

Tabella 3.4: dati dei cani positivi nei campionamenti dei Colli Euganei
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In località Calaoneè stato possibile calcolare una sieroprevalenza totale pari al 35,3%

(26,9-43,7; C.I.=95%), considerando i soggetti positivi in almeno uno dei due

campionamenti (N=24), sul totale dei prelevati per cui era specificata Calaonecome

localitàdi provenienza(N=68).

Su 21 soggetti risultati negativial prelievodel 2006e prelevati anchenel 2007,solo1 si è

sieroconvertito, indicando un valore di incidenza del 4,8% (0-13,3; C.I.=95%). La

numerositàmolto bassarendecomunqueapprossimativo il valorecalcolato.

Solo per alcuni soggettiè stato possibile eseguire il secondo test sierologico e l’esame

PCR. In particolare nel 2007 si è cercato di monitorare attivamente con un secondo

prelievo solo i cani risultati positivi a bassititoli al primo test,mentrei proprietari dei cani

altamente positivi sono stati indirizzati verso i liberi professionisti per un adeguato

monitoraggio sierologico e clinico del cane,oltre cheper iniziare quanto prima unacura

terapeutica.

3.3.1.5. Analisi fattori di rischio

L’analisi dei fattori di rischio rispettoalla siero-positivi tà verso la Lcan è stata fatta solo

per lapopolazionedei Colli Euganei,consideratacomeununicocampione(N=436).

Per la maggior partedei parametrinonsonostate dimostratedifferenzesignificative tra le

varie categorie considerate,fatta eccezioneper il luogo di provenienza, sia come area

(Comune di provenienza), che come altitudine. Infatti la sieroprevalenza dei cani

provenientidal Comunedi Baoneè significativamente più alta (χ2=16,8;p<0,001)di quelli

provenientidaaltri Comunidell’areadei Colli Euganei. Parallelamente la sieroprevalenza

dei caniprovenientidazonedi collinaèpiù alta (χ2=22,0; p<0,001)di quelli provenientida

aree pedecollinari o di pianura. Questi due fattori sono comunque in qualche modo

interdipendenti e legati al fatto cheCalaone (la località doveè presente la maggior parte

dei positivi) si trovain unazonacollinaredel Comunedi Baone.
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Un aspettointeressantedell’analisi dei fattori di rischio riguarda le classi di età, dal

momentoche il fatto di non aver riscontrato sieroprevalenze maggiori nelle classicon i

soggetti più anziani testimonia la natura recente del focolaio di Calaone, in cui

probabilmentetutti i cani residentihannoavuto solo gli ultimi anni perentrarein contatto

con il parassita,aprescinderedallalunghezzadi vitaalle spalle.

Colli Euganei (N=424)
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Figura 3.8: sieroprevalenza per classi di età (popolazione dei Colli Euganei)

In fig. 3.8 vienemostratala sostanzialeomogeneità tra le 4 classi, individuate sulla base

dei quartili, conunasieroprevalenzaleggermenteminoresolo nei soggetti molto giovani.
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3.3.2. Indagini sul vettore

3.3.2.1. Aspetti generali e confronto tra aree

Nella tabella 3.5 vieneevidenziatoil confrontotra le densitàriscontrate nei diversi anni e

nelle diversearee di cattura.Viene riportata anche la presenza delle diversespecie di

flebotomi, basandosisul ritrovamentoin almeno uno dei siti di cattura di ciascunaarea,

con almeno uno dei due tipi di trappole. In totale sono state identificate 3 speciedi

flebotomi: Phlebotomus perniciosus, P. neglectus (figg. 3.9; 3.10; 3.11)e Sergentomya

minuta. A parte S. minuta, flebotomo erpetofilo privo di significato vettoriale, P.

perniciosus e P. neglectus sono entrambespecie con importanza epidemiologicae

rappresentano,numericamente,la maggior parte dei flebotomi catturati. P. perniciosus è

l’unicaspeciepresentein tuttele areeedè generalmenteanchela specie più abbondante.

specie*
anno area

intensità di
cattura (m2)

N fogli
(1=0,04m2)

N
flebotomi

Densità
(N/m2) Pp Pn Sm

Colli veronesi 5,3 132 11 2,08

Caneva 15,9 397 7 0,44 x

Colli Euganei 12,4 309 17 1,38 x x20
05

totale 2005 33,5 838 35 1,04

Caneva 28,8 720 24 0,83 x x

Colli Euganei 21,0 524 60 2,86 x x x

20
06

totale 2006 49,8 1244 84 1,69

Colli Euganei 17,7 442 55 3,11 x x x

Monti Berici 15,6 391 7 0,45 x x

20
07

totale 2007 33,3 833 62 1,86

Totale 2005-2007 116,6 2.915 181 1,55

* Pp=P. perniciosus; Pn=P. neglectus; Sm=S .minuta

Tabella 3.5: confronto tra le densità di flebotomi nelle diverse aree
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Lo sforzo di cattura è stato notevole:sono state posizionate in tutto 2915 sticky trap,

corrispondenti a 116,6m2. In parallelo sonostatefatte 52 notti di cattura mediante CDC

light trap (vedi tab.3.6,3.7,3.8,3.9).

Le densità annuali complessive si mantengonosuvalori inferiori ai 2 flebotomi/m2 (densità

bassasecondoil WHO, 1979)e raggiungonoil valoremassimo di 3,11flebotomi/m2 (area

dei Colli Euganeinell’anno2007).

Per quantoriguardale differenzetra aree, calcolate all’int ernodello stessoanno,l’area di

Caneva presentadensitàpiù basse rispetto sia ai Colli Euganei(p=0,022)che a quelli

veronesi (p=0,027)nel 2005, ma non più rispetto agli Euganei nel 2006 (p>0,05). Le

densità riscontratenell’area in Provinciadi Veronae in quella di Padova nel 2005 non

presentanodifferenzesignificative. Nel 2007, infine, le densità trovatesui Colli Euganei

sonorisultatemaggiori a quelledei Colli Berici in modosignificativo (p<0,001).

Le densità annuali dell’area dei Colli Euganei (unica area monitorata tutti i tre anni)

mostranounatendenzaall’aumento,anchesenon è possibile un confrontostatisticamente

corretto,dal momentochei siti sonocambiati nel corsodegli anni. L’unico sito monitorato

tutti gli anni(PD/04; vedi tab.3.8)hafatto registrarela densitàmassimanel 2006.

Figura 3.9: apparato genitale maschile di P. neglectus (sn) e di P. perniciosus (dx)
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Figura 3.10: apparato genitale femminile di P. neglectus

Figura 3.11: apparato genitale femminile di P. perniciosus
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I risultati delle singole indaginientomologichevengonodescritti con maggior dettaglio nei

seguenti paragrafi.

3.3.2.2. Area di Caneva

Nella tab. 3.6 sonoriportati il numerodi flebotomi trovati per ogni sito di cattura e la

densitàstimatasullabase del numerodi sticky traps posizionate,perlazonadi Caneva.

specie*
anno ID sito altitudine

(m)
tipo

trappola
N

catture
N fogli

(1=0,4 m2)
catture
positive

N
flebotomi

Densità
(N/m2) Pp Pn Sm n.i.

PN/01 60 sticky 12 130 1 2 0,38 2

PN/02 83 sticky 12 140 3 5 0,89 5

PN/03 65 sticky 12 127 0 0 0,00

totale 2005 36 397 4 7 0,44

PN/01 60 CDC 4 2 2 2

2005

totale 2005 9 9 0 0 0

PN/01 60 sticky 14 143 1 1 0,17 1

PN/02 83 sticky 14 199 7 13 1,63 13

PN/04 66 sticky 11 106 4 5 1,18 4 1

PN/05 72 sticky 6 68 0 0 0,00

PN/06 80 sticky 9 37 2 3 2,03 3

PN/07 60 sticky 6 18 0 0 0,00

PN/08 60 sticky 7 92 2 2 0,54 2

PN/09 64 sticky 4 57 0 0 0,00

totale 2006 71 720 16 24 0,83

PN/01 60 CDC 9 5 7 6 1

PN/02 83 CDC 3 1 1 1

PN/04 66 manuale 16 13 2 1

2006

totale 2006 48 42 4 0 2

Totale flebotomi 2005-2006 57 51 4 0 2

* Pp=P. perniciosus; Pn=P. neglectus; Sm=S. minuta, n.i.=non identificato

Tabella 3.6: densità e specie riscontrate per ogni sito dell’area di Caneva

Le specieidentifi cate sono P. perniciosus (89% sul totale dei catturati) e P. neglectus

(7%). Le densità annuali varianoda 0 (siti negativi) a 2,03 flebotomi/m2 nel sito PN/06.

Nel sito PN/04 sono stati inoltre raccolti 16 flebotomi in casa,grazie ad una tecnica

manualeescogitatadallaproprietaria.
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3.3.2.3. Area delle colline orientali del veronese

Nella tab. 3.7 sonoriportati il numerodi flebotomi trovati per ogni sito di catturae la

densitàstimata sulla basedel numerodi sticky traps posizionate, per la zona collinare a

nord-estdella cittàdi Verona.

specie*
anno ID sito altitudine

(m)
tipo

trappola
N

catture
N fogli

(1=0,4 m2)
catture
positive

N
flebotomi

Densità
(N/m2) Pp Pn Sm n.i.

VR/01 270 sticky 1 10 1 7 17,50 7

VR/02 270 sticky 2 14 2 2 3,57 2

VR/03 270 sticky 1 10 0 0 0,00

VR/04 300 sticky 2 20 1 1 1,25 1

VR/05 300 sticky 2 20 1 1 1,25 1

VR/06 600 sticky 2 26 0 0 0,00

VR/07 sticky 2 22 0 0 0,00

VR/08 sticky 1 10 0 0 0,00

totale 2005 13 132 5 11 2,08

VR/03 270 CDC 5 5 237 80 134 23

2005

totale 2005 248 91 134 0 23

* Pp=P. perniciosus; Pn=P. neglectus; Sm=S. minuta, n.i.=non identificato

Tabella 3.7: densità e specie riscontrate per ogni sito dell’area di Verona

Le specieriscontrate sonoP. perniciosus (37%sul totale) e P. neglectus (54%).Le densità

annuali variano da 0 a 17,5 flebotomi/m2, anchesein realtà sonocalcolatesu numerosità

bassedi flebotomi. La maggiorpartedei 248 flebotomi raccolti sonodovuti alle catture

mediante CDC light trap effettuatepressoil sito VR/03.

3.3.2.4. Area dei Colli Euganei

Nella tab. 3.8 sonoriportati il numerodi flebotomi trovati per ogni sito di catturae la

densitàstimata sulla basedel numerodi sticky traps posizionate, per la zona dei Colli

Euganei.

Le specie riscontratesonoP. perniciosus (70%), P. neglectus (22%) e S. minuta (3%). A

parte alcuni rari esemplaridi S. minuta, le duespecie con importanza epidemiologica (P.

perniciosus e P. neglectus) rappresentanola quasi totalità degli identificati per i siti dei

Colli Euganei.Le densità annuali per sito variano da 0 a 14,06 flebotomi/m2 nel sito

PD/08. In questocasoè interessantenotare come,anchein siti in cui la densitàannuale
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rimane bassa(PD/03; PD/04), vi sono comunquealcuni brevi periodi dell’estatein cui si

arriva avalori di densitàmedi(WHO, 1979).

specie*
anno ID sito altitudine

(m)
tipo

trappola
N

catture
N fogli

(1=0,4 m2)
catture
positive

N
flebotomi

Densità
(N/m2) Pp Pn Sm n.i.

PD/00 215 sticky 13 136 1 1 0,18 1
PD/04 178 sticky 14 173 8 16 2,31 8 1 7

totale 2005 27 309 9 17 1,38
PD/09 20 CDC 4 0 0
PD/14 257 CDC 7 6 28 23 3 1 1

2005

totale 2005 45 31 3 2 9
PD/01 17 sticky 3 35 0 0 0,00
PD/02 215 sticky 10 76 1 1 0,33 1
PD/03 220 sticky 12 114 10 31 6,80 27 3 1
PD/04 178 sticky 12 145 8 23 3,97 22 1
PD/05 30 sticky 4 20 0 0 0,00
PD/06 235 sticky 10 104 3 5 1,20 2 1 2
PD/07 226 sticky 4 30 0 0 0,00

totale 2006 55 524 22 60 2,86
PD/03 220 CDC 5 4 31 22 7 1 1
PD/14 257 CDC 4 3 16 12 3 1

2006

totale 2006 107 85 15 6 1
PD/03 220 sticky 13 117 10 23 4,91 18 3 1 1
PD/04 178 sticky 14 119 9 12 2,52 10 1 0 1
PD/06 235 sticky 12 119 2 2 0,42 1 1
PD/08 151 sticky 9 32 7 18 14,06 16 2
PD/10 28 sticky 1 8 0 0 0,00
PD/11 35 sticky 2 8 0 0 0,00
PD/12 184 sticky 4 39 0 0 0,00

totale 2007 55 442 28 55 3,11
PD/03 220 CDC 4 4 56 23 33
PD/12 184 CDC 3 2 2 2

2007

totale 2007 113 70 40 1 2
Totale flebotomi 2005-2007 265 186 58 9 12
* Pp=P. perniciosus; Pn=P. neglectus; Sm=S. minuta, n.i.=non identificato

Tabella 3.8: densità e specie riscontrate per ogni sito dell’area dei Colli Euganei

Nella figura 3.12vengonomostratigli andamenti stagionali della densitàdei flebotomiper

duesiti mediamenteproduttivi dei Colli Euganei, nell’arco dei 3 annidi campionamento.Il

valore soglia tra bassae mediadensità (8 flebotomi/m2) è evidenziato dalla linea rossa

orizzontale.
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Figura 3.12: andamento stagionale dei flebotomi in due siti dei Colli Euganei

3.3.2.5. Area dei Colli Berici

Nella tab. 3.9 sonoriportati il numerodi flebotomi trovati per ogni sito di catturae la

densitàstimata sulla basedel numerodi sticky traps posizionate, per la zona dei Colli

Berici.

specie*
anno

ID
sito

altitudine
(m)

tipo
trappola

N
catture

N fogli
(1=0,4 m2)

catture
positive

N
flebotomi

Densità
(N/m2) Pp Pn Sm n.i.

VI/01 30 sticky 4 43 0 0 0,00

VI/02 19 sticky 6 73 1 1 0,34 1

VI/03 77 sticky 7 70 0 0 0,00

VI/04 347 sticky 10 127 2 6 1,18 4 2

VI/05 25 sticky 3 24 0 0 0,00

VI/06 >50 sticky 6 54 0 0 0,00

totale 2007 36 391 3 7 0,45

VI/02 19 CDC 1 0 0

VI/06 >50 CDC 3 1 1 1

2007

totale 2007 8 6 0 2 0

* Pp=P. perniciosus; Pn=P. neglectus; Sm=S. minuta, n.i.=non identificato

Tabella 3.9: densità e specie riscontrate per ogni sito dell’area dei Colli Berici

Le specieriscontratesono P. perniciosus e S. minuta. Le numerosità sonotroppo basseper

calcolarela abbondanzerelativeper le varie specie ed anchei dati relativi alle densità,che

varianoda0 a1,18flebotomi/m2 nel sitoVI/04, devonoessereconsiderati preliminari.
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3.4. CONSIDERAZIONI

3.4.1. Comparazione tra le aree

Le aree prese in considerazione hanno mostrato tra loro una certa diversità rispetto

all’effettiva presenzae livello di diffusione della Lcan. In qualche modo possono

rappresentare la varietà dell’intero territorio dell’It alia nord-orientale, per il qualemolte

aree non sono ancora statestudiate.Riteniamo probabile che alcune zone attualmente

consideratenon infette possanoin realtà nascondere una circolazione del patogenonon

ancora evidenteper mancanzadi casi clinici, per il mancato riconoscimento della loro

naturaautoctonao infine perla mancatasegnalazionedegli stessiagli organi competenti.

Nella tab. 3.10vengonoriportati il numerodi test IFI per Lcan eseguiti pressole strutture

dell’ IZSVe negli ultimi 3 anni (IZSVe, dati non pubblicati) e il numero di quelli risultati

positivi, escludendoi campionianalizzatiall’i nternodella presentericerca.

2005 2006 2007 TOTALE
Provincia

testati pos testati pos testati pos testati pos %

VR 314 34 581 53 804 130 1.699 217 12,8
PD 55 15 77 9 99 21 231 45 19,5
VI 155 10 46 13 145 6 346 29 8,4
TN 16 12 11 5 14 3 41 20 48,8
PN 15 4 6 4 4 2 25 10 40,0
VE 10 1 3 0 13 3 26 4 15,4
TV 10 3 3 1 6 0 19 4 21,1
UD 57 2 7 0 6 1 70 3 4,3
BZ 14 2 11 1 20 0 45 3 6,7
RO 8 2 0 0 4 0 12 2 16,7
GO 0 0 1 1 0 0 1 1 100,0

tot 654 85 746 87 1.115 166 2.515 338 13,4

Tabella 3.10: test IFI eseguiti presso l’IZSVe, divisi per Provincia di provenienza

Non sonoriportati in tabella i titoli di positività divisi per anno e provenienza, ma per

avere una idea del livello mediodi titolo anticorpale, la distribuzione degli stessiè stata

calcolata sul totale dei positivi del 2005 e 2006 (N=203; sonoinclusi anchei campioni

raccoltinei campionamentidi Majano,Canevae Rivadolmo).
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In fig. 3.7 si può osservarecome la maggior partedei campioni (75%) abbiaun titolo

superiore o ugualea 1:160,valoreper il quale si sospetta chel’infezionesia effettivamente

in corso, tantodaraccomandareil trattamento del cane(Gradoniet al., 2004).
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Figura 3.13: distribuzione per titoli dei campioni positivi all’IFI nel 2005 e nel 2006

I dati riportati in tab.3.10hannoalcuni limiti. Innanzitutto non è possibiledistingueregli

infetti autoctoni da quelli chehannocontratto una infezioneandandoin zonea rischio. I

valori di sieroprevalenza(%) riportati sonofuorvianti, perchécalcolati suun campionenon

casuale e perché risentono, soprattutto per alcune Province, delle bassenumerosità

campionarie.

Ancheconsiderandotutti questi limiti, la tab.3.10mostrachiaramente come le Provincedi

Verona Padova,Vicenza,Trento e Pordenonesianoquelle maggiormente interessatedal

problema della leishmaniosi.L’aspetto interessante e, per altri versi preoccupante,è il

numerodi positivi , che risulta esseredell’ordi ne delle centinaia, se calcolato per l’intero

territorio e sui 3 anni. Ancheconsiderandochesolo unapartedi questi(presumibilmente

intorno al 75%) sia positivo a titoli sufficientementealti da essereindici di infezione

veramente in atto, siamocomunque di fronte ad un alto numero di cani potenzialmente

diffusori di Leishmania. Si tratta in questo caso di animali che saranno probabilmente

sottoposti a trattamentoe peri quali verrannousatiappropriati presidi antiparassitari, masi



94

tratta anchedella puntadi un iceberg, la cui parte nascostaè rappresentata da tutti i cani

che non sono stati controllati e che, molto probabilmente, non saranno neanche

opportunamente gestiti.

L’ ultimo aspetto che ci sembracomunqueindicativo della tab. 3.10 è la chiara tendenza

alla crescita del numerodi controlli sierologici effettuati dal 2005al 2007,soprattuttoper

la Provincia di Verona, indice, se non dell’aumentata diffusione dell’infezione,

quantomenodel maggiorelivello di attenzionechelamalattia stadestando.

Nei paragrafiseguenti vienebrevementedescritta la situazioneper ogni singolaarea,sulla

basedei dati appenapresentatiesullabasedei risultati della ricerca.

3.4.1.1. Area del veronese

Come detto nel paragrafo 3.1.2, la Lcan si sta diffondendo in buonaparte della zona

colli naredella Provinciadi Verona. Il quadroglobaledella situazionenon è al momento

ben conosciuto, anchesein molte areesonostate condotte indaginiapprofondite(Capelli

et al., 2004; Natale2004;Marchi,2005),rilevando spessounasituazionepreoccupante.Le

sieroprevalenzepassano dal 20% della zona del primo focolaio (calcolati però su un

campionenon casuale)a valori variabili tra il 2,5% e il 5% nella zona a nord-ovest di

Verona(Pietrobelli et al., 2004)e, spostandosiversoest,si aggiranosul 3% nellazonadi

Lavagnoe Mezzane,fino a calareall’1% nella Val d’Illasi e allo 0% nella Valle di Soave

(Marchi,2005).

Per quantoriguardale densità di flebotomi, passiamoda valori sintetici di densitàmedia

annualedi circa 13 flebotomi/m2 nelle zonepiù occidentali (Maroli et al., 1995)a valori

similari di circa 11 flebotomi/m2, per l’area Lavagno, Mezzanee Illasi, con punte

stagionali, nel mese di agosto,fino ai 70 flebotomi/m2 nei siti maggiormenteproduttivi

(Marchi,2005).

I risultati delle indagini entomologichecondottein questolavoro non apportanonovità

interessanti,ma confermanola presenzadi entrambele specie di flebotomi(P. perniciosus

e P. neglectus) a densità particolarmentealte per un’area del nord Italia e con punte

stagionalicherientranonellacategoria‘altadensità’ del WHO.

Ne consegueuna confermadel forte rischio di stabilizzazione dei focolai esistentie di

diffusionegeograficadell’infezione.La sempremaggior attenzionedestata dalla malattiaè
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dimostrataanchedallacrescitadel numerodi esami sierologici richiesti all’IZSVe, che,per

quantoriguarda la Provinciadi Verona(tab. 3.10), sonopiù che raddoppiati dal 2005al

2007.

3.4.1.2. Area di Majano

Nell’areadel Comunedi Majano,su193 campioni testati, solo 1 è risultato positivo siaal

primo testchea quello di conferma,risultandocomunquenegativo alla ricerca direttadel

parassita.Ne conseguecheal momentosembranon essereunazonainteressatada questa

malattia. La numerosità campionaria, infatti, era tale da poter rilevare con un livello di

confidenzadel 95% la presenzadella infezione, anchenel casoin cui la prevalenzaattesa

non superasseil 2%, prevalenzasotto la quale è diffi cile immaginareche un focolaio di

Lcanpossamantenersi(Favatiet al., 2000). Si vuole segnalare inoltre comenon sia stato

possibileconfermare con certezzala naturaautoctona del casodi Lcan da cui è partita

l’intera indagine.

Nel casodi Majanonon è statopossibilecondurredelle indagini entomologichee dunque

confermareo menola presenzadellespecie di flebotomicoinvoltenella trasmissionedella

leishmaniosi,anchese la zonanon presentava le caratteristiche orografiche e climatiche

più adatteagli insetti in questione.

3.4.1.3. Area di Caneva

Nella zona di Caneva,non sembrache in questomomento si stia sviluppando un vero e

proprio focolaioautoctono,mail riscontrodi anchesoloduesoggetti positivi adalto titolo

esenzastoriedi viaggi in zonea rischiorappresentacomunqueuncampanello d’allarme.Il

patogeno,infatti, probabilmentestacircolandoancheseconunavelocità ed unadiffusione

limitata. Questa ipotesi è supportataanchedal riscontro, in questaarea, di densitàdi

flebotomi più basserispettoallealtreareeinteressatedaveri epropri focolai.

In definitiva la situazionepuò essereparagonataa quella osservatanella limitrofa areadi

Vittorio Veneto (Vascellari et al., 2005) e sarebbeopportunovalutare con maggiore

attenzionela distribuzionedei soggettipositivi, magari conducendoindagini approfondite

nelle località di Stevenàed in quella limitrofa di Borgo Fontana dovesonostati trovati 3

casi sicuramente autoctoni. La bassa sieroprevalenzagenerale (0,8% per 365 soggetti)

potrebbenasconderevalori più alti in alcuni foci ristretti, possibili tà oltretutto spesso

riscontrataperla leishmaniosi,malattiadalla classicadistribuzioneamacchiadi leopardo.
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3.4.1.4. Colli Euganei

Nell’area dei Colli Euganei, il riscontrodi sieroprevalenzedecisamente alte per un’area

fino adoggi considerataindennee la presenza dei vettori con densità che in alcuni periodi

riesconoa raggiungerevalori di ‘densitàmedia’ (WHO, 1979), fa presupporrechesi sia

stabilito in località di Calaoneun focolaio autoctono.La circolazionedel patogenoè stata

confermataanchedallepositività riscontrateall’esamedel puntatolinfonodaleeallaPCR.

L’ ipotesi chel’infezione si possadiffondereanche ad altre areedei Colli Euganei è stata

per orasmentita dal campionamento2007, in cui si eraappositamenteallargato il campodi

indagine a due Comuni limitrofi e con il territorio adatto al diffondersi della malattia. I

risultati del secondocampionamentohannoinfatti indicato in modochiaro che,perora, la

grande maggioranzadegli animali infetti e la quasitotalità dei malati sonocani residenti

nella localitàcollinaredi Calaone.

Sarà comunquesicuramentenecessario mantenere la situazione monitorata, formare il

personalesanitario di basee informare adeguatamente la popolazione residente.Come

primo passo,nel 2006, a seguito dei risultati del primo campionamento, sono stati

realizzatinel Comunedi Baonedegli incontri di sensibili zzazionerivolti alla popolazionee

si è cercato di promuovere un uso diffuso di mezzi di profilassi, in particolare i presidi

antiparassitari attivi nei confrontidei flebotomi.

3.4.1.5. Colli Berici

L’ area dei Colli Berici, oltre ad essernevicina geograficamente, presenta caratteristiche

climatiche simili a quelle dei Colli Euganei, al punto che, come in quest’ultimi, si

evidenzianozonedi vegetazionedi tipo mediterraneo.

In aggiuntaa un ambienteadattoalla presenza dei flebotomi, sonostati segnalati, nel corso

degli ultimi anni, vari casi di Lcan di origine sospetta, anchese non è stato possibile

verificarnela naturaautoctona.

La presentericercaconfermala presenzain più punti di catturadi P. perniciosus, anchese

le densità registrate si mantengonogeneralmente basse.Sarebbeopportunocontinuare nel

prossimoanno le indagini entomologiche,possibilmenteaumentandolo sforzodi cattura.

D’altro lato sarebbeconsigliabile capire meglio la situazione della popolazione canina

residente sui Colli Berici, raccogliendo maggiori informazioni sui casi sospetti ed

eventualmenteorganizzandoindaginisierologiche mirate.
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3.4.2. Fattori di rischio

L’analisi statistica dei fattori di rischio è stata possibile solonel casodella popolazionedei

Colli Euganei, dal momentochenellealtre indagini il numero di soggetti sieropositiviera

eccessivamentebassoperpermetteredi otteneredei risultati significativi .

Anchenel casodei Colli l’analisi nonhafornito indicazioni particolarmente interessanti,a

parte confermarechesiamodi fronte ad un focolaio recente, sostanzialmente circoscritto

alla località collinare di Calaone. Nessunadelle tre categorie di attitudine prese in

considerazione è risultata maggiormente a rischio, così come, inaspettatamente,non è

risultato essereun comportamentoa rischio quello di tenere il caneall’aperto durantela

notte.

Nonostante questo l’indagine ha permessodi confermare alcune caratteristiche della

diffusione della leishmaniosi già precedentemente riscontrate e di indagare le

caratteristiche di alcune aree e di alcune popolazioni campione, rispetto a fattori che

notoriamentepossonoaumentareil rischiodi introduzionee di diffusionedell’inf ezionein

un territorio.

Di seguito verrannopresi in considerazione gli aspetti ecologici, di maggiorepertinenza

dei vettori, equelli socio-economici,maggiormentelegati alle popolazioni canine.

3.4.2.1. Aspetti ecologici

La presenzadei vettori, condizione necessaria per la presenza stabile dell’infezione,

sembraessere strettamentelegataadcondizioni orografichee climaticheprecise.Le areedi

recenteintroduzione della malattia sono tutte accomunate da un clima particolarmente

dolce, rispetto al restanteterritorio, tanto da presentare vegetazione dai tipici tratti

mediterranei (presenzadi ulivi, viti, …). Nel territorio dell’Ita lia nord-orientale queste

condizioni normalmente coincidono con ambienti collinari di altitudine limi tata e

possibilmenteespostiasud.

La ricerca dei flebotomi in areepianeggianti della provincia di Padova (Natale, 2004) e

Venezia(Capelli , 2004)ha fino adoradato esito negativo. In questo studio, nelleareedei

Colli Euganei e Berici, sono stati individuati siti di cattura sia in zona pianeggiante o

pedecollinare(sotto i 50m; N=8), che in zonacollinare(soprai 50m; N=11). Solo 1 sito
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sugli 8 di pianuraè risultatopositivo(con1 solo flebotomoraccolto in tutto), mentre9 siti

colli nari sugli 11campionatisonorisultati positivi (con272flebotomi raccolti).

Presein generale, le areeconsideratedalla ricercamostranotuttecaratteristicheadattealla

presenzadei flebotomi e in effetti sono tutte risultate positive, anche sea diversedensità.

Avendoa disposizionei dati metereologici per ciascunaarea sarebbepossibile verificarese

le diverse densità riscontratecorrispondonoa differenze in alcuni importanti parametri

ambientali (temperatura, precipitazioni, vento), e, per alcuni di questi parametri

(altitudine),si potrebberoconfrontareanchei singoli siti.

L’ obiettivo finale,comedettonell’introduzione,è definire, tramite indagini di campo,gli

intervalli di variazionedi questi parametricherisultanoottimali per i flebotomi.Sullabase

di questi intervalli e grazie a strumenti quali il GIS e il RS, si potrà poi stimare la

probabilità di presenza/assenza,o addirittura il livello di densità dei flebotomi, anchein

areenoncopertedallaricerca.

3.4.2.2. Aspetti socio-economici

La presenzadei flebotominel territorio dell’Ital ia nord-orientale è notada tempo(Biocca

et al., 1977), anchesenon si hannoa disposizionedati di lungoperiodosulla densitàdegli

stessinelle diverseareedel territorio considerato, essendo probabile, ma non dimostrata,

unatendenzaall’aumento,in seguitoagli effetti del riscaldamento globale.

Esistonoperò sicuramentealtri fattori, di tipo socio-economico, chepossonocontribuire a

spiegare l’im provvisa insorgenzae la diffusione della leishmaniosi nell’It alia nord-

orientale.

Sicuramentel’abitudine semprepiù diffusa di viaggiare con il proprio cane al seguito

durantele vacanzeestive,haavutoun ruolo fondamentale nell’i ntroduzionedell’infezione

in nord Italia. Il tutto è stato aggravatoprobabilmente da una scarsaconoscenza della

malattia da partedei proprietari che risiedevano in zone indenni da leishmaniosi e che,

pertanto,non hannopreso le adeguatemisuredi protezione, né hannofatto controllareil

caneal rientro.

Le popolazioni presein considerazionenello studio testimonianoquestaabitudine. In totale

circa il 14%dei proprietari hadichiaratodi averportatoil caneconséin viaggio, e, in più

di qualchecaso,in areee duranteperiodi a rischio.Le aree maggiormentefrequentatesono

le Regioni meridionali e insulari italiane, ma è stataspessocitatala Croazia, per la quale
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bisognerebbeperò avere informazioni più precise, in quanto solo le Province più

meridionalidi questo StatorisultanoessereendemicheperLcan(Živičnjak, 2005)

Anche se attualmenteesistesicuramente maggiore attenzione da parte sia dei Medici

Veterinari liberi professionisti, che da parte dei proprietari di cani, rispetto al problema

degli spostamentiin areea rischio, il metterein pratica semplici misurepreventive(usodi

presidi anti-parassitari duranteil viaggio, controllo sierologico del cane 6-9 mesidopo il

rientro) rimaneun importantepunto dellastrategiadi controllo della Lcanin nordItalia.

Un altro aspettoprobabilmenteimplicato nella diffusione della Lcan è il cambiamento

delle condizioni economico-sociali dei piccoli centri rurali. Il flebotomopungesu tutti gli

animali domestici, senzaparticolari preferenze. I cambiamenti economico sociali degli

ultimi decennihannoperòinfluenzatola tipologiadi animali domestici, presenti alivello di

piccoli centri rurali. Seda un lato gli animali da produzione (bovini, suini, avicoli) sono

stati concentrati e confinati in pocheaziendee sonopertanto diminuiti in prossimitàdelle

case,dall’altro lato i canisonoinveceaumentati. In Italia si stimanocirca7 milioni di cani

padronalie quasiun milione di cani randagi(Zanutto, 2007). I cani di proprietàvivono

soprattutto in città o nei piccoli centri, dove rappresentano uno dei pochi animali

domestici. In definitiva, nei piccoli centri rurali come ad esempio Calaone, il cane

rappresentauno dei pochi animali su cui il flebotomo può effettuare il pastodi sangue,

mentre precedentementegli altri animali domestici, non essendorecettivi, fungevanoda

diluitori della malattia, ridimensionandola prevalenzadella Lcan.

3.4.3. Monitoraggio e controllo

Le attività di monitoraggiorealizzatein questi anni si sono sempre basate su ricerche

entomologiche e su indagini sierologichemirate a specifiche aree, scelte sulla basedi

segnalazionidi casipositivi autoctoni.Si vuoleperciò rammentarequanto siaimportantela

segnalazionedapartedei liberi professionisti dei casidi Lcan,edin particolare di queicasi

in cui non risulti dalla anamnesiuno spostamento in area a rischio. Tale segnalazioneè

peraltro prevista dal Regolamentodi Polizia Veterinaria (D.P.R.320/1954)e rappresentail

primo fondamentale passo per poter iniziare un monitoraggio attivo del territorio e di

conseguenzaunaefficaceattivitàdi controllo.
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L’ approccio da seguire nel caso di focolaio accertato, come nelle zone collinari del

veroneseo nel casodi Calaone,necessitail coinvolgimento di più attori in gradodi agirein

modo coordinato.

Da un lato infatti devemuoversi l’autorità sanitaria (ASL e Comune),ma al tempostesso

alcuneattività (terapia,profilassi, controllo sierologico)possonoo devono esserefattedai

Medici Veterinari liberi professionisti del territorio o garantite dalla disponibilità di

adeguatipresidi sanitaria livello locale.La popolazione,ed in particolare i proprietari di

cani, devono essereinformati correttamente sulla malattia e sulle possibili attività di

profilassi da mettere in atto, ma resta a discrezione del singolo realizzare quanto

consigliato. Dal momento però che attuare o meno determinate azioni profilattiche

(registrazioneall’anagrafedella popolazionecanina, monitoraggiosierologico dei cani e

trattamentotempestivodei positivi, uso di presidi anti-parassitari durante il periodo di

rischio) ha conseguenzedi interessegenerale, il Comunepotrebbe decidere di rendere

obbligatori alcunidi questiinterventi.

La mancanzain Italia di un vaccinoefficacenei confronti della Lcan,rendela prevenzione

del contatto tra il flebotomoe il caneuno dei mezzi migliori nel controllo della Lcan.Molti

Autori concordanonel sostenereche l’util izzo di presidi antiparassitari sia un mezzoche

può ridurre notevolmenteil rischio di trasmissionedel parassita, grazie all’utilizzo di

collari impregnati con deltametrina(Halbig et al., 2000;Maroli et al., 2001;Reithinger et

al., 2004)o ad altre combinazionifarmacologiche somministrabili come spot-on (Otranto

et al., 2007).

Altro punto cardineè il trattamentotempestivodei cani positivi. A questo risultatosi può

arrivare solo mantenendo regolarmente monitorati i cani che vivono in zone

potenzialmente a rischio. Sarebbe consigliabile proporre ai proprietari un controllo

sierologico annuale dei cani da effettuarsi nel periodo primaverile, in modo da poter

individuare anche quei soggetti infetti che però non hanno ancora manifestato alcun

sintomo.
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3.5. CONCLUSIONI

Le attività di monitoraggioeffettuatein questi ultimi dueanni hannoconfermato il trenddi

diffusionedei focolai di Lcanin Italia nord-orientale, individuando,per la primavolta,casi

autoctoni in Friuli VeneziaGiulia.

Le areeindagate presentanosituazionitra loro molto diverse,passandoda unasostanziale

assenzadel patogeno (Majano),ad una scarsa circolazione dello stessocon conseguente

presenzadi un focolaio instabile(Caneva) fino a realtà in cui si è di frontea focolai ormai

stabilizzati(Verona,Colli Euganei).

Le zonea maggior rischiodi presenzadei flebotomi e, conseguentemente, di introduzione

e diffusione della Lcansonoquellecaratterizzate daun ambientecollinareconclima mite,

in certi casitestimoniatodallapresenzadi vegetazionedi tipomediterraneo.

Non è stato possibile individuare precisi fattori di rischio, legati a caratteristiche delle

popolazioni canineo a quelle del territorio, anche se sonostati confermati alcuni aspetti

che si ritiene possanofavorire il diffondersi della leishmaniosi (ad es.: viaggi in zone a

rischio).

Uno dei prossimi passi della ricerca è certamente rappresentato dalla necessitàdi

analizzarei dati raccolti, correlandoli a dati ambientali e demografici attualmenteancora

nondisponibili , tramitel’utilizzo di unGIS.

Anchele attivi tà di monitoraggioin futuro potrebbero trarre vantaggio da un approccio

maggiormente integrato e basato sull’util izzo di moderni sistemi di visualizzazione

geograficaed analisi spazialedei dati. Tale approccio è già stato suggerito per altre zone

d’Italia doveil problemaleishmaniosi èsicuramentepiù sentito (Brianti et al., 2006).

Rimaneperòprioritario il tempestivointervento degli organicompetenti con l’impiego di

adeguaterisorseumanee finanziarie. Guardandola questione dal punto di vista della

Sanità Pubblica, infatti, sembra particolarmente calzante il vecchio adagio “meglio

prevenire,checurare”.
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4. CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Le infezioni trasmesse da vettori stannonuovamenteacquistandounacerta importanzaa

livello globale,dopocheper alcuni decennisi erapensato di averle tenuteefficacemente

sotto controllo (Gubler, 1998).Il verificarsidi importanti epidemie come quella dellaWest

Nile Fevernegli Stati Uniti e quella di Bluetonguein Europa,ha evidenziato che anche

Paesiprovvisti di un sistemadi Sanità Pubblica all’avanguardiasonoa rischio (Chevalier

et al., 2004).

Anchenel nostroPaese e,più in particolare,nel nordItalia, esistonoimportanti esempiche

confermano che le malattie trasmesse da vettori stanno ‘emergendo’. Il progressivo

espandersi della leishmaniosi canina, il riscontro di nuovi patogeni potenzialmente

zoonosici trasmessida zecche(Rickettsia helvetica; Babesia EU1), oltre all’aumentata

incidenza di quelli ‘tradizionalmente’ presenti (TBE, malattia di Lyme) e il recente

focolaio di Chikungunya in Provinciadi Ravenna (Rezza et al., 2007) sonotutti esempi

che fannocapirequantosiaimportanteessere preparati adaffrontare il problemadei vettori

edelleinfezioni trasmesse.

Lo studio di queste malattie necessitauno spostamento di attenzione verso argomenti,

come l’entomologia e l’ecologia, che non fanno sempre parte del bagaglio culturale del

personalesanitario,siamedicoumanocheveterinario.

Nel presente lavoro si è dunquecercatodi affrontarelo studiodi duemalattie parassitarie

(leishmaniosie babesiosi), entrambesostenuteda emoprotozoipotenzialmente zoonosici,

attraverso indagini epidemiologichesulle popolazioni ospiti e contemporaneeindagini

entomologichesugli artropodivettori (rispettivamente flebotomiezecche).

I duecasi studio presentatitestimonianocomele infezioni considerate siano un potenziale

rischioperlaSanitàPubblica.

Nel caso della leishmaniosi, in alcune aree dalle caratteristiche ambientali idonee, la

malattia si è ormai stabilmenteradicata nelle popolazioni di animali che fungono da

serbatoio(cani). Il rischio per l’uomo rimaneper ora basso,anche se in futuro potrebbe

aumentare,soprattutto in assenzadi adeguateazioni di controllo eprofilassi.
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La situazioneper la babesiosiè più complessa,ancheperchénonè ancora del tutto chiaro

quali specie di Babesia sianoresponsabili di malattia nell’uomo e soprattutto quali ospiti

vertebratifunganodaserbatoioequali specie di zecchedavettori.

Il rischio per l’uomo sembraessereper ora decisamente basso,anche se non si può

escludereunacircolazionein ambito selvatico chepossain futuro diventareevidenteanche

nell’uomo,comesembraesseresuccessoperla TBE (Hudsonet al., 2001).

Un possibile sviluppo futuro della ricercaconsisterànell’analisi dei dati raccolti, tramite

l’utili zzo di metodiche GIS. I dati di presenzae densità dei vettori, così come quelli di

sieroprevalenzae positivitàbiomolecolare,potrannoessere associati a diversi parametri di

tipoambientale,demograficoeamministrativo, permettendol’i ndividuazionedei principali

fattori di rischio. La prospettivaultima è la creazionedi mappedi rischioper le principali

infezioni eperi principali artropodi vettori.

Ci sembrain definitiva di poteraffermarechei risultati delle indagini condotte in questitre

anni confermino l’importanzadi una adeguata sorveglianza delle infezioni trasmesseda

vettori anchenel territoriodell’I talianord-orientale. Le attivi tàdi monitoraggiopotrebbero,

in futuro, trarrevantaggiodaun approcciomaggiormenteintegrato, soprattutto nel casodi

infezioni checondividonolo stessotipo di vettore.
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