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RIASSUNTO

Introduzione

Le malattietrasmessela vettori sonocontraddistinie da aspeti epidemblogici peculiari,
essendoil risultato di una complesa interazone tra agenti paogeni (virus, battei,
protozoi, elminti), ospiti vertebratiartrgpodi vetori e ambiente.

Le infezioni trasnesse da vettori sono recentenente tornate alla ribalta tra le priorita
santarie internazionalianchein seguitoaimprovviseepideme di largascda, comeperla
WestNile Fevernegli Stati Uniti o perla Bluetonguein Europa

In molti casila comparsao la ricomparsadi tali mdattie viene assocataal cambiamento
climatico, anchese spesse intervergono anchealtri fattori di natuura demografica,socioc
economicao semplicementeaccidentale.

Anchein Italia setentrionale,comepiu in generak ndl’E uropacontinentale, le malattie
trasmessédavettori stamo ricevendaosenprepiu attenzione siaperil riscontrodi infezioni
precedentement@on presenti,sia per 'aumentdaa incidenza di infezioni stoiicamente
presenti.

In quega Tesivengonopresentati risultati di 3 annidi indagini finalizzai allo studio della
epidembloga ddla babegs dei ruminanti e della leishmaiosi caninain Italia nord-

orientale.

Babesios

Sono stati racolti campioniematicida 116 bovini, 83 ovini, 24 caprni e 81 ruminanti
selvatici, e le zeccheeventualmentegresentisugi animali. Quando possilile, & stato
effettuatolo striscio, mentrei sieri prelevatidabovini sonostai analzzat medianteestdi
immunofluorescenzandiretta(lFl). Sonostae condotteanalsi biomolecolari (PCR)perla
ricercadi Babesia spp. siasui coagulidi sasnguechesulle zecche

Solo un canpione prelevatoda un bovino e risultato postivo all’esamemicrosopico. I
53,4% (62/116) dei bovini sono risultati postivi per B. bovis e il 10,3%(12/116)per B.
bigemina, anchese a bassititoli. Tutti gli 83 campboni ovini e i 24 cgorini sonorisultati
negativi alle analsi biomolecolari, mentre 21 bovini (19,1%) e 29 ruminanti selvatici
(35,8%) sonorisultati postivi per“piroplasmosi”.L’ analsi delle sequene haconsentitadi
individuare 15 campioni postivi per Babesia microti-like, 1 per Babesia microti, 1 per



Babesia divergens e 4 per Theileria buffeli tra i bovini; 5 Theileria spp., 21 Babesia

divergens-like, 1 Babesia EU1 e 2 Babesia ovis trai ruminantiselvdici. Trale 166 zecche
raccoltela spece predaninanteeralxodes ricinus; tutte sonorisultate negative all’andisi

biomolecolareperil genereBabesia.

L’ indaginehapermessali rilevareuna‘circolazone’ inaspetatamene alta di protozoidel
genere Babesia sia nei bovini che nei ruminani selvatici, ma particolare interesseaiveste
soprattuttol’identificazione,in un capriolo della Provincia di Verona, del ceppo Babesia
EUL Si tratta infatti dello steso cepposegnaléo come agentedi zoonosiin Italia, in un

cacciatoresplenecbmizzatoe residenten un’arearurale del’lEmiliaRomagna.

L eishmaniosi

Nel coro dei 3 annidellaricercasonostae pres in consideraione5 aree:areaa nord-est
di Verona,Colli Berici (VI), Colli Eugane (PD), Caneva (PN), Majano (UD). Pressole

ultime 3 areecitate, sono stateorganizzée 4 giornak di prelievi grauiti peri canidella
zona, e i sieri raccolti sono stati analizati con la tecni@ IFl. Quandopossibileé stata
effettuatala ricercadirettadi Leishmania medianie puntato linfonodalee tramite andisi

PCR peri canipositivi al sierologico.Durank i tre anniddlo studio, in parallelocon le

indagini sulla popolazioneospite, sono state condote indaghni di tipo entomologico,
utilizzandotrappoleadesve (sticky trap) e ad attrazone luminosa(CDC light trap). Per
tutti i flebotomi raccoltisi € procedutcad unadiagnosidi spege.

In totde sonostati amalizzati 1.032 sieri di canee 39 sonorisultat postivi (3,8%) con
valori di sieroprevalenzache variano dallo 0,8% di Caneva al 10,0% del primo
campionamert dei Colli Euganei,valore poi sceso al 5,2% nel 2007.L’analisi dei fattori

di rischio, fatta soloperla popolazionadei Colli Euganei, haindicaib come unicofattoreil

fatto di risiederein unazonacollinaredd Conunedi Baone.La maggor partedei positivi

e statatrovatainfatt nellalocalitacollinaredi Calaone

Per quantoriguardale indagini entomologichesonostat poskionae in tutto 2.915sticky
trap, corrispondentia 116,6 m?. In parallelosonostatefatte 52 notti di cattura mediane
CDC light trap. Le densta annualicomplkessve si sono mantenuteper tutte le areesu
valori inferiori ai 2 flebotomi/nf e hannoraggiunb il valoremassimadi 3,11 flebotomi/nm’

(areadd Colli Euganenell’anno2007).



Le attivita di monitoraggioeffettuatein questi ultimi dueanni hannoconfermao il trenddi
diffusione dei focolai di leishmaniosicanina in Italia nord-orientale, individuando,per la
primavolta, casiautoctoniin Friuli Veneza Giulia. Le aree presein considerazion®anno
mostratotra loro una certadiversitarispeto all’effettiva presena e livello di diffusione
della leishmanosi canina,passandala unasostaziale assenzald patog@o (Majano) ad
una scarsacircolazionedello stesso con consguente presenzadi un focolao instabile
(Caneva)fino a realtain cui si e di fronte a focola ormai stablizzai (Verona, Colli

Eugane).

Conclusioni

| due casistudio presentattestimonianacomele infezioni considerag sianoun potenziale
rischio per la Sanita Pubblica. | risulta dele indagini condote in questi tre anni

confermand’importanzadi unaadeguataorveglanzadele infezioni trasmesseda vettori

anchenelterritorio dell’ltalia nord-orientde.

Come primo passoi dati di presenzae densia dei vettori raccolti, cosi come quelli di

sieroprevalenza positivita biomolecolarepotrannoessee assocati a diversi parametr di

tipo ambienale,demograficae amministraivo, permetendol’i ndividuazionedei principali

fattori di rischioe la creazionedi mappedi rischio.



SUMMARY

Introduction

Vedor-Borne Diseasesare characterisedby peculiar epidemologic feaures, as a
conseqierce of acomplexinteraction amongparasites,hosts,vecorsandenvironment.
Vector borneinfectionsare now againa priority worldwide, after hugeepidenics, suchas
WestNile Fever in the United StatesandBluetonguein Europe

Emegenceor re-emergene of thesediseasesre usually associged with climatic change,
but also other factor are involved, such as demograptd, sogo-economic and accidental
factors

Similarly with continental Europe, also in northern Italy researches are paying more
attention to vector borneinfections becauseof the introdudion of new infectionsor the
increasingnciderceratefor infectionsalreadypresent

The resultsof 3 yearsepidemiolocalnvestigationsaboutruminant babesiosis andcanine

leishmaniosisn north-easternltaly arepresentd.

Babesiosis

Totally 116 catle, 83 sheep,24 goatsand 81 wild ruminants were sampéd, collecting
blood and ticks found on the animals. Whenever possibie a smearwas prepaed and
bovine sera were analysedby IFAT. Both blood clot and ticks were investigted for
Babesia spp. by biomolecularanalysis.

Only one sanple, collectedfrom a cattle, result@ postive to microscopc examination.
Concernimg seroloy, 53,4%(62/116 were postive to B. bovis and 10,3%(12/116) to B.
bigemina, evenif with low titres. All 83 sheepand 24 goat were negative to biomolecula
assay, while 21 bovines (19,1%) e 29 wild ruminants (35,8%) resuled positives to
“piroplasm”. Sequenceanalysis identified 15 positive sanple for Babesia microti-like, 1
for Babesia microti, 1 for Babesia divergens and4 for Theileria buffeli amongbovines;5
Theileria spp.,21 Babesia divergens-like, 1 Babesia EU1 e 2 Babesia ovis amongwild
ruminants Out of the 166 collectedticks (mainly Ixodes ricinus) nore resultel postive.
The outcamesof the researchindicateda Babesia circulation among bovinesand wild
ruminantshigherthanexpectedTheidentification of a Babesia EU1 stran in aroedeerin

Verona District is particularly important since the sane stran was previously isolaed



from a hunter living in Emilia Romagna,at preseat the only italian case of human

babesiosis.

L eishmaniosis

During the 3 yearsresearchingeriod,5 areaswere idenified: area north-east to Verona,
Colli Berici (VI), Colli Euganei(PD), Careva (PN), Majano (UD). In the latter 3 areasa
total amouwnt of 4 samplingdays were organised targetingdogsfrom sourroundingsSera
collected were analysedby IFAT. Wheneer possiblesao-postive dogswere controlled
by lymphnodal needle aspiration and PCR for Leishmania. At the same time,
entomobgical investigationwere carried out, using sticky trap and CDC light trap. All
sard-flies collectedwereidentified.

Out of thetotd 1.032dogsseraanaly®d, 39 resuled posiive (3,8%),with different seio-
prevalence amongareas rangingfrom 0,8% in Canevato 10,0%in Colli Euganeiin the
2006, later decreasedio 5,2%in 2007.Epidemological investigéion, only performed for
Colli Euganeidog population,indicatedas the only significantrisk factor the provenience
fromanhilly areaof Baonemunicipality. Most of the posiive dogs,in fact, werefoundin
Calaoneasmal villageon ahill in Baonemunicipdity.

During entomobgical invedigation 2.915 sticky trap were used, corrispondingto 116,6
m?, and 52 samping nightswith CDC light trap were performed.Annud densitieswere
aways below 2 sandflies/n? for all area and highestvaluewas 3,11 sard flies/nf (Colli
Euganeiareain theyear2007).

Monitoring adivities confirmed canine leishmaniosis spreading trend in north-eastern
Italy, idertifing authocthonousasesin Friuli Venezia Giulia for the first time. Areas
consideredshow different epidemiologial pictures, ranging from a substatial absence
(Majano)to a low (Caneva)or a high circulaion (Verona,Colli Euganei) of Leishmania.

The latteris indicativeof stablefoci of canheleishmanosis.

Conclusions

The two casestudiespreentedshow that theseinfections are a potential threatto Public
Health. Outcomesof the researchconfirm the importance of a prope surveillanceof
vectorborre infectionsalsoin northreasernltaly.

A first step can be representedby the identficaion of main risk factors through the
analysis of the epidemiological and entomological dat collected in associationwith

11



environmeral, demographicand adminstrative data The expeted output will be the
productionof risk mapsfor vectorsandtransmited diseases.
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1. LEINFEZIONI TRASMESSE DA VETTORI:
MALATTIE EMERGENTI?

1.1. INTRODUZIONE

In questa prima parte della tesi si intendeinquadrae, da un pun di vista generale,il
compes® ‘mondo’ delle infezioni trasm&se da vettori, patendo con una breve
descrizionedei piu importantivettori di malattie e ddle infezioni trasmesse Non si hala
pretesadi essee esauvi, masi cercleradi evidenzare la notevole quantita di infezioni
descrittee la presenzadi alcunetra le malatie di maggiore attudita, a causadd loro
impatto economeéo e sociale, verra inoltre affrontato il tema de possibili futuri
cambiamentinella diffusione spazialeo nel’incidenza tenporale di queste malattie,
cercandodi analizzarnde probabili cause,prima fra tutte quella piu volte invocatadel
cambiamentoclimatico (riscaldamentoglobak). Verranno ande discussii mebdi di
indagne ei pianidi sorveglianzafino adoraipotizzati e, a volte, realizzai nel tentativodi
controllare questaparticolaretipologia di infezione, focdizzandosisull’'utilizzo ormai
comwe di strumenti innovatvi, tra cui i Sistani Informativi Territoriale (G.I.S-
Geograhical Information System} e la Rilevazone Remota (R.S: Renpte Sensing.
Infine, passandadal globale al locale, si cercleradi presentee la situazione del’'l talia
nord-orientale, areain cui e statorealizzab il lavoro spermentle ddla Tesi, riportandoi
risultati di indagni recentiin materiadi vettori e malatte trasmesse

1.1.1. Definizione

Le malattietrasmessela vettori sonocontaddistinie da aspedti epidemblogici peculiari,
solo in pate studiati e capiti. Il loro aspettocardterizzante € sicuranente la via di
trasmisione dell'infezioneche avvienegrazie ad un organismoin grado di veicolae il
patogeno da un ospiteall’altro (Pampiglone e Canestri Trotti, 1990). Questaentitaviene
definita ‘vettore’ ed é rappresentatanella maggior pare de casi da un artropode

ematofago.



Le malattietrasmesseda vettori sonodunquell risultato di unaconplessanteraziondrail
patogenoconsideratavirus, batteri, protoai, elminti), gli ospti vertebrdi, gli artropodi
vettori e 'ambiente di cui tutti fannopare.

Nel casodi zoneerdemicheper malattiesosenuteda emoproizoi trasmessida artropodi,
ci si trova di fronte ad una situazionedi cosidddta ‘stabilita enzooica® (Norval et al.,
1992). Tale situazione prevede una forte circolazione del pabgeno all'interno della
popdazione di ospiti vertebrati,grazie ad una adeguaa densitadel vettore e ad idonee
condizioniambienali. In tali cas la malétia e raramente evident, perchégli ospiti giovani
entranoin contatb precaementeconil paogeno,sviluppandoun’immunoconpetenzache
li proteggedalla manifestazionelinica e nondall'infezione, che cosisi mantiene presate.
Per tale mativo € meglio parlaredi infezioni trasmeseda vettori, in quanb, anchese la
maldtia non é clinicamenteevidentein una detegminaa popolaione, puo invece essere
presentd’infe zione,conil rischiochecambamenti ambiental di svariatatipologiaportino
ad unaimprovvisa‘ricomparsa'dellamalatta.

Nel presen¢ lavoro verrausatodi preferanzail termne “infezioni trasmeseda vetton”,
considerandan tal modo tutte quelle situazoni in cui un determinato patogenocircola
dl'interno di popolkzionidi ospiti e vettori, ancheseil tutto non e clinicamenteevidente.
In alcuni casi,comead eeempio nello stessatitolo ddla presenteesi, si userail termne
‘malattie’, in modo sostanzialmentanabgo, ma richiamando maggiormene I'attenzione
sugli aspetticlinici causti da tali infezioni ed anche in pare cedendoalla maggior
notorieta e al maggiorutilizzo che godetale termine, sia ndla letteraura nostranachein
quella internazionale,dove addirittura il termine ‘Vector-Borne Diseases’ pud essere

sinteticamenteesodall’acronimoVBD.

1.1.2. Cenni storici

La capacitadi alcun artropodiematdag di trasmetteremaléttie viene oggi consderatauna
ovvietg manon devees®re stato sempice quesa scopera. Il primatoscientifico sembra
spettarea Sir PatrickManson capacedi dimostare, nel 1878, chel’elefantiasi causatalel

nematode Wuchereria bancrofti, era trasmessaddla zanzara Culex quinquefasciatus

(Marquardt,1996).
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Piu tard, alla fine del XIX secolo,un gruppodi sdenzati staunitensi(Theobald Smith,
Fred Kilbourne e CooperCurtice),dimodro la capadta della zec@ Boophilus annulatus di

trasmeterela Texas Catle Fever(Malone, 1989). Seguirononel giro di pochianni, altre
scoperte sulle capacitavettoriali di molti artropodi, spiegando cosi uno dedi aspetti
epidemblogci fondamental di malattie particolarmene diffuse e importanti, come la

malaria e la febbre gialla (Marquardt,1996).

In realta,qualcunoavevagia intuito questopealliare sistena di trasmssonedelle malattie
molto tempo prima, ma non avevaawto la possibilta, o la necesi@, di dimostarlo

scientificamen¢. Nel 1764, Cosme Bueno riportd, in un libro, le conoscene etnc

veterinarieriguardo alla tragnissionedela leishmaniosi cutaneandle Ande pemuvianee

annoto chegli abitantidel luogo ritenevanoche le malétia originassedala punturadi un

piccoloinsetb chiamato“uta”™: s trattavadi unaspece di flebotomo (Herrere Christensen,
1975).

Owviamentesi € dovuto attendereancoraun po’ di tempo prima che ci fosserosolide
evidenzescientifiche della capacitadei flebotom di trasmdtere la leishmaniosi. Nel 1921
un volontar sviluppola leishmaniosicutaneadopoessersifatto inoculareconun triturato
di flebotomiraccoltiin natura,mentrenel 1941,graze ad altri volontari, & statopossibile
dimograrelatrasmssionedi Leishmania tropica attraversola punuradi flebotani infettati
sperimentainent (Herrere Christengn,1975).

1.2. L E INFEZIONI TRASMESSE DA VETTORI

Il comporamentodi cibarsidi sanguesi € evoluto in modoindipendate in una svarata
moltitudine di taxaanimali (ad esempionggli inseti, ndle zeche, nelle sanguisube, nei
pipistrelli). Ancheall'interno di un singologruppodi inseti, comead esenpio i ditten, e
probabilechequestaabitudinealimentaresi siasviluppatin modoindiperdentin diverse
famiglie (Ribeiro, 1996).

Questapeculiare caratteristicacomunea molte spede di artropodi, € statavelocenente
sfruttatada unaaltrettantosvariatamoltitudinedi parasdi (intendenddn sensolato virus,
battai e parasdi propriamentedetti) comesistemadi ricercadi un nuovoospie.
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Nei paragrafiseguentivengonopresntdi in modo necessarianent sucinto i principali
artropodivettori, soffermandoscon piu attenzione sui due gruppi che sarano poi oggetto
della partesperimentle:le zeccheei flebotomi

In modo breve e schematicosarannoinoltre riportae le caratteristiche di alcunedelle

maldtie trasmessedai vari artropodivetori, dividendolepertipologiadi patogew.

1.2.1. | vettori

1211 Zecche

Le zechesonoartrgpod ematofagi(ordine Acaring subordine: Ixodida), che compono
generalmenteun solo pasto di sangueper ogni stadio evolutivo e sonoin gradodi colpire
sia gli animali che 'uomo. Oltre alle azioni patogenedi tipo diretto (anemizante,
traumatica, allergizzante,tossca), diversespece di zecchesonoin gradodi fungere da
vettori perunaampiagammadi patogeni,da virus agli elminti. Le zecchesoro parassiti
obbligati, matempaoanei.

Il gruppo delle zeccheal cui internoesistongpiu di 900 spece, si dividono in duegrandi
famiglie: Argasdae(zecchemolli), che parasstano principaiment gli uccdli, e Ixodidae
(zecchalure),tipicamenteiscontrabilinei manmmiferi.

L’ intero ciclo vitale delle zecchedure si complda in setimane,mesio anni, con durata
dipendente dalla speciein questionee dalle condizoni climaiche (soprattitto temperatura
ed umidita). Lo sviluppo s svolgeattraverso4 stadi: ddl'uovo cheschudefuoriesceuna
larva esapde, che mutain ninfa e poi in adulto, entranbi stadi ad otto zampe. Per le
mutazionidalarvaad adultoogni stadionecessita di un pasto di sangue.

Sono organsmi relativamentepoco mobili, compono podi pasti ma abbondantiNella
femmina,dopo la fecondazionee il pastodi sanguec’é un periododi pre-deposizionea
cui sggue I'ovodepasizione nel terreno di un’unica massa,con numeri molto elevati di
uova Dopoquestaunicadeposizionela femminamuore.

Qualchegiorno dopola schiusa,i tegument della larva si chitinizzanoe inizia la ricerca
del suoospie. Dopo essersifissataalla cute grazie al'i posbma, compie il suwo pastodi
sargue e si trasformain ninfa. La fissazone avviene, in una prima fase, grazie al
movimentodedi uncini e quindi alla penetazionedei chdiceri mentrein unaseconddase

s ha la produzibne, da parte delle ghiandole salvari, di un secréo in grado di
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depolimerizzarda soganzafondamentaleld derma (ialuronidasisimile) crean@ unasotta
di cemento lipoproteicoconicoattornoall'ipostomae ai cheliceri cheancorao I'artropode
alla cute (EstradaPenae Jongejan,1999). L'azione vettoriale delle zeccte e favorita dal
fatto che durante il pasto la zecca rilasca seceti salvari conenenti sostanze
anticoagulantj anesgtizzanti,antinfiammadrie, in gradodi depolmerizzareil collagenesd
interferire sullareazionemmunitarialocale; inoltre alla fasedi assunione segueuna fase

di rigurgito di larga parte della quotaliquida (Kaufman, 1989) dovuta alla necesita di

manienerd’equilibrio idrostatico

Figura 1.1: esemplarefemminadi Ixodesricinus

Le zecchemolli hannoun ciclo pit complesso,con molteplici stadininfali. Le femmine
compono past di sangueripetuti e brevi. Spesso depongonde uova tra un pastoe il
successio e l’'ovodeposizionguoripetersinumeosevolte.

Ancheseé statapiu volte sospettataal momenb atuale |la cgpacta vettoriale delle zecche
molli sembraesseredi gran lunga inferiore rispdto a qudla dele Ixodidae.Le azioni
patogene maggori, nel casodegli Argasidae,sonoinvece legati alla capacita di liberare
tossineo di stimolarereazioniallergiche tipicadi alcunespecie.
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1212 Flebotomi

| flebotomi(ordine: Diptera, famiglia: Psychodida) sonovettori dela leishmaniosi,ma
possotrasmetere anchealcuni tipi di virus, tra cui phlebovirus, flavivirus, orbivirus e
vesciculovirus(Comere Tesh,1991), divenendocausadi problemi sanitari per|’uomoe
per gli animdi domesici.

[l termine ditteri derivadal greco*di-pteros” che significa “a due ali”, infatti gli insetti
appartenenti all’'ordine Diptera sono cardterizzati dal’avere un solo pao di ali (quelle
anteriori) poiché quelle poderiori si sono modificate in piccoli organi claviformi detti
bilancieri.

Il nomePsychodilae,dal greco“Psyche” (anma) derivadal fatto che essj durantei loro
brevi e frequenit spstamenticompaionoe sconpaionocome‘ombre, in quarto, essendo
pessimivolatori, vengondfacilmentetrasportatdal vento.La famiglia vienedistintain due
sottofamiglie Psychodidina@ Phlebotoninae quest’ultmacomprendetutte le speciefini
ad ora descrite di flebotomi (oltre 600). Flebotano letteralmente significa “tagliatore di
vene”. Attualmene i flebotomiriconosciut a livello internazonde vengonoclassificatiin
cinque generi: Phlebotomus e Sergentomyia comprendonoqueli presenti nel Vecchio
Mondo; Warileya, Lutzomyia e Brumptomyia queli present in America Centrale e
Meridionale(Lewis, 1982).

| flebotomisonoinsetti di piccolataglia(2-3 mm), di coloregiallo pdlido o giallo ruggine,
ad andaturasimile aquelladellezanzarell corpoele ali sonoricopert daunafitta peluia.
I maschi sono riconoscibili, per la maggor parte, da loro segmati genitali molto
sviluppati. In entrambii sessil corpoformaconil toracee 'addome un angob quasiretto,
caratteristicajuestacheli rendericonosabili andheadocchio nudo(fig. 1.2).

L’ arealegeogafico occupatodai flebotomi e vasb e comprendediverseregionidel globo
maqualunquesiala latitudineo longitudine, lo sviluppodelle loro larveterricole esigeuna
temperaturarelativamene codante, una oscuriti quasi conpleta, un mezo nutitivo
formato da matriale organico e un grado di umidita relativa pressochévicino alla
saturazione. Il ciclo biologico s svdge con una metamorfosi conpleta dove la fase
preimaginak presentainostadioembrianaledi uovo,quatto stadilarvaliedunopupale.
Duranteil giorno i flebotomi riposano in luoghi relaivament umidi e freschi quali
abitazioni, cantne, stalle, grotte barkacani, tanedi animali selvatci, termitai 0 anchein

crepe nei muri, nella roccia o nel sudo (Fdiciangdi, 2004). 1 flebotomi sono insetti
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notturni, anchese qualchespeciepud pungee di giorno, inizianola loro attivita al calare
della notte con picchi di massimaoperosia dopoiil tramonto (Kil lick-Kendrick, 2002)
intorno allamezzanotted un’oraprimadd sorgeredel sole Gli aduti appaionodurantela
stagionecaldanelle zonetemperatee in densitavariabili sonopresentidurane tutto’amo
nelle regioni tropicali. Generalment&on percorronogrossedistanze da focolai larvali e
sono disturbatidal ventoe datemperatured di sottodella media estiva, infatti nelle notti

in cui si manifestanoquestecondizioni metereologiche la loro attivita € notevolmente

ridotta.

Figura 1.2: esemplaredi flebotomo (foto F. Montarsi)

Nellaricercadel’ospite la femminadel flebotomomostraun comportanend silenziosoed
e perquestoconosciutan Italia anchecome“pappdacio” (‘pappaein silenzo’). Il volo di

guestiinsetti e di brevedurataed estensine,generainent pochecentnaia di metii anche
sein esperimentidi canpo (rilascio e ricattura) la massima distanzaregistrat € statadi 2,3
km (Kill ick-Kendricket al., 1984).

Sia i maschiche le femminesi nutrono su fonti natrali di zucchero,comela linfa delle
piante o le secrezbni degli afidi. Lafemmnadi flebotomohaperdbisognodi un ‘pasto’ di

sarguepe la maturazionelelleuova.Sonostat descriti comunqudenomaeni di autogenia
che possonoinstaurars in condizionisfavorevol (El Kammah,1972).Le femminedella
maggor partedelle speciesonoesfaghe(attaccanol’ospite all’'esterno) e possoncesere

ancheesofie (duranteil periododi digestonedel pastodi sasnguee maturazone delleuova

21



sosianoall’esterno). Tali speciedifficilmente possoncessee controllate mediante l'uso di
insetticidiall'int ernodelle abitazioni.

1213. Zanzare

Le zanare (ordine: Diptera; famiglia: Culicidag cosituisconoil gruppo di insetti di
maggioe interessesanitario, sia come senplici edoparassiti (provocandonell’ospite
reazioni cutaneedi intensta variakile a secondadella sensibiita individude) che come
vettori biologici di agenti infettivi e parastari. Ben conoscuto € infatti il loro
coinvolgimentondla trasmisionedi plasmodimadarici (Plasmodium spp.),di arbovirus
(delle famiglie Bunyaviridae,Togaviridaee Flaviviridae) e di numerosespece di nematodi
(Wuchereria bancrofti, Brugia spp.,Dirofilaria spp.e Setaria spp.).

Alla famiglia Culicidae appartengonde sotbfamiglie Culicinaee Anophelnae.Grazie al
loro elevatogrado di adattabilitale zanzae hannocolonizzato qudsiasi tipo di ambiente.
Essesonoinfatti presentin tutto il mond, dovesi contanooltre 3000speae, e vivono in
areedovevi é notevoledisponibilitadi acqua,necessara perlariproduzione.

| culicidi sonocaratterizzatidasimmetriabilateale e organizzazionemetamerica.ll corpo,
di lunghezzavariabile dai 4 ai 10 mm, e diviso in tre regioni: capo,toracee addome.
Presentandre paiadi zampe,lunghee sotili, articolate a toracee composteda femore,
tibia e cinquesegnentitarsali.

Duranteil ciclo vitale,le zanzareattravesano gli stadi di sviluppodi uowvo, larva (di I, I,
[l e IV stadio), pupao ninfa, adulto.ll loro sviluppo e legato all’acqua infatti i primi tre
stadi dd ciclo biologico (uovo, larva, pupa),che precedondo sfarfallamento dell’adulto,
sono acguatici. Avvenutolo sfarfallamento,gli adulti raggiurgono la maturita sessuale
dopo 1-2 giorni. Mentre il maschiosi nutre di suchi vegestli, la femmna € anche
ematofagae presena un apparatduccaledi tipo pungitore-succhatore

La maggiorpartedei culicidi alternal’assunzone di sangueall’ovodeposizone, mafatori
ambientali (in particolarele variazoni stagondi di temperdura) possonoinfluire sul
numerodi past necessarperportarea maturazonele uova

Nelle regiani tropicali le generaziondi zanzae si susseguong@er tutto 'anng, mente in
quelle a clima temperatola presenzalegli aduli e stagionge e limitata solitamentealla
tarda primaverae all’estate.| culicidi sono pero in grado di sopravvivee al periodo
invernalein vari modi. Alcune speciedel genereAedes entrano in diapausaallo stadiodi
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uovo, altri culicidi superanad periodi freddi allo stado di larva inattiva, mentre in altre
specie le femmine gia fecondatecercanoin autunnodei luoghi umidi e poco illuminati,

adatti peribernare.

Figura 1.3: esemplaredi pulce

1.2.1.4. Altri vettori

Oltre ai tre grossigruppi di artrgpodi vettori descriti nei precedenti paragréi, esstono,
al'interno della classe Insecta, molte altre specie con potenialita vettoriale, la cui
importanzavariaa secondalell’areageografi@presan considerazone.

Culicoides (ordine: Diptera; famiglia: Ceratopogonilae) € un piccolo e robustoinsetto,
lungo fino a 6 mm e simili ai smulidi (Holbrook, 1996).Noto peril fastidio conseguente
alla puntura particolarmentedolorosae pruriginosa,cui si aggiungein alcuni soggetti
I'azione dlergenica.Quedi insetti stannoassumendgempremaggioreimportanzaanche
in Europa, perla capacitadi trasnettereil virus della Bluetongue.

I Simulidi (ordine Diptera; famiglia: Simuliidae) sonoinsetti olomeabol i cui primi 3
stadidi vita (uovo,larva, pupa)si sviluppanonel’acquacorrene. | Simulidi rappresentano
un importanteproblemadi SanitaPubblica in molte parti del mondo,a causasoprattutto
dell'attivita emabfaga particolarmenteaggressiva dele femmine adulie (Cupp, 1996)
Oltre alla capacitadi produrretossne tipica di alcunespede, questiinseti soro vettori di
agenti virali (vescculovirus) e protozoai (Leucocytozoon e Trypanosoma). La malattia
forse piu grave di cui sono vettori & pero I'oncocerosi, sosenutada varie spege del
genereOnchocerca, parassitisia degliungukti chedel’'uomo.

Le Pula (ordine: Siphonapterayonoinseti olometaboi, privi di ai e conil terzopaiodi

zampeparticolarmenteadattoal salto. Generament il loro ciclo prevedeunafaseadulta
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ematofagachevive sull’ospite, mertre le prime fasi di vita (ddl’'uovo alla pupa)possono
vivere sullo stessoospiteo nel suoambeentedi vita abituale. L'importarzavetoriale delle
pulci € storicamentelegataallaloro capaita di trasmeterela peste(Yersinia pestis), anche
se molti altri patayeni possono riconoscerele pulci come vettori. Ad esempiosono
trasmesseala pulci alcuneimportarti maattie bateriche, come il tifo murino (Rickettsia

typhi), la mixomabs e la tularemia,ma ancheun comuneparassiosi zoonoticacomela

parassitosi sostenutada Dypilidium caninum. Piu recenemeite € stata riconosduta

I'importanzadi Rickettsia felis , patogendrasmessala alcunespecie di puld strettamate
legateall’'uomo e agli animalidacompagniacome causadi mdattia perl’'uomo (Parolaet

al., 2005).

Oltre a questi ulteriori tre gruppi, brevenente desaitti per la loro diffusione
tendenzialmemt ampiae per I'imp ortarza delle malatie trasmessegsistono ancoa altre
speciedi artropodiin gradodi agire davettori di malattia, la cui importana e genealmente

minore e che,pertarto, non saranngpresein consderazonein quesa sede.

1.2.2. Leinfezioni trasmesse

1.2.2.1.
Nella tab. 1.1 sonoriportate le maggiori infezioni da protoai ed elminti trasmessela

Infezioni da par assiti

vettori, traquele chevedonocoinvdto andel'uomo.

; Agente e . . "
Gruppo Vettore Malattia \gent Diffusione Serbatoio Altri Ospiti
Eziologico
\arie specedi Babesiosi Babesia spp Uomo,bovino
Zecche Ixodidae Thdleriosi Theileria s : Tuttoil mordo  |Mammiferi cavaII(’) care '
(Piroplasnosi) PR '
. . ) Roditori, carnivori,
Anopheles spp Malaria Plasmodium spp. |Zonatropicale erbivori Uomo
Culex spp.,
Zanzar e |Aedes spp, Filariosi Dirofilariaspp. |Tuttoil mond |Carnivori Uomo, carnivori
Simulidi
\Varie spece Filariosi linfatica Wuchena SPp- Zonetropicali  |Uomo Uomo
Brugia spp.
Simulidi Oncocerososi Onchocerca Afrlca_, Swd Bovini Uuomo
. volvulus America
Altri
Phlebotomus spp Leishmaniosi Leishmaniaspp. |Tuttoil mond |Care Uomo, care
Lutzomya spp.

Tabella 1.1: infezioni parassitarie trasmesse da vettori
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1.222.

I nfezioni batteriche

Nella segeentetab. 1.2 sonoriportatele maggiori infezioni bateriche trasmessela vettor,

traquelleconrisvolti Zoonoi.

; Agente T . . e
Gruppo Vettore Malattia ~gent Diffusione Serbatoio | Altri ospiti
eziologico
Rhipicephalus spp Bacinodel
Hyalomma spp. ;deacti)i:rl:;);tg;osajel Rickettsaspp |medierraneoAsia, |Cane Uomo
Haemaphysalis spp. Africa
- . Nord America, Roditori, carnivori,
Ixodes spp. Malattia di Lyme Borrdia spp. EuropaAsia erbivori Uomo
) . .. |Uomo,
Boophilus spp. Anaplasnosi Anaplasma spp. |Europa RO‘.’“OF“ camwort, | minanti
Ixodes spp. erbivori .
domesici
Ixodes spp. o - Nord America,
Amblyomima spp. Ehrlichiosi Ehrlichia spp. Europa Uomo,cane
Zecche [permacentor spp.
Ixodes spp. Tularema Francisella Nord America, Lepri, conidi, Uomo, lepre
Amblyomma spp. tularensis EuropaAsia roditori, ovini coniglio
Hemaphysalis spp.
Varl(_espemedl FebbreQ Coxiella burnetii [Tutti i continenti Ma.m”?'e” dor_n., Uomo
Ixodidae roditori, uccelli
Varle_spemedl Febbrericorrerte da Borrelia spp. Tutti i contlne_ntl Roditori, uccell Uomo
Argasdae zecche eceto Ocaana
Febbremacuosa . . .
Dermacentor spp. delleMontagne R. rickettsii Americhe ROdItOI"I,C'aI"I ealtri Uomo
Amblyomma spp. - mammiferi
rocciose
Flebobmi, CentroSud
pulci, Bartonellosi Bartonellaspp |Americg Eurom, |Uomo Uomo
pidocchi Africa
. . |[Malattiadagraffio di .
Ctenocephalides felis gatto Bartonella spp. |Tuttoil mondo Gato, care Uomo,cane
Xenopsylla cheopis ) . Rickettsia thiphi . Ratto, topo, gato,
| Ctenocephalides felis Tifo murino R. felis Tuttoil monco opossum Uomo
Altri
Xenopsylla cheopis Africa, Asia, Roditori, Conigli,
P! P Peste Yersinia pestis  |[America Europ  |Carrivori sdv. e |Uomo
Pulexirritans . L
orient. domestci
Llponyssmdes Rlck(_etS|OS| Rickettsia spp USA, Africa, Asia, Topo Uomo
sanguineus vesctolare Europa
Pediculus humanus Tifo esantematico Rlckettsa__ Tuttoil mondo Sooiattoli Uomo
prowazekii

Tabella 1.2: infezioni batteriche trasmesse da vettori
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Infezioni virali

Nella tab. 1.3 sano riportatele maggiai infezioni virali trasmesseda vettori, tenendo in
particolare considerazioneguelle con importani ricadute di sanita pubbica (agenti di
zoonasi) e/o con forte impatto sociceconomio (maldtie gravi peril bestameo causadi

blocchi conmerciali). Le infezioni sono stae suddivisein baseal gruppodi artropodiche
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funge davettore, arche se, in alcuni casj speciedi gruppi diversi possonarasmettes la

stessamaldtia (ad esempiqgoerla Rift Valley Fever).

Agente

Gruppo Vettore Malattia . : Diffusione Serbatoio  |Altri Ospiti
Eziologico
Ixodes persul catus Enpefdl terussgprimav- Flavivirus Asiaorientale Roghton, ucpel_h € luomo
estiva altri mammiferi
Ixodes ricinus Loupinglll Flavivirus Europaocc, Gran Ovini, cani Uomo
Bretagna
Hyalomma spp
Dermacentor spp.  |Febbreenorragca del Nairovirus Africa, Asia, Roditori, insettivori, |Uomo,ovini,
Rhipicephalus spp.  |CongoeCrimea Europaoriertale |uccelli bovini
Boophilus spp.
Zecche . .
Haemaphysalis spp. |Malatia délla forestadi Flavivirus India Topi e scimmie Uomo
Ixodes spp. Kyasaur
Febbredazeccte del - Nord America A :
Dermacentor spp. Colorado Coltivirus occidentale Piccolimammferi  |Uomo
Dermacentor spp., Encefdite davirus - Nord America,  [Roditori, piccoli
Ixodes spp. Flavivirus : i . |Uomo
. Powasan Russia mammiferi,uccdli
Haemaphysalis spp
Dermacentor spp.  |[Febbe emoragica di OmskFlavivirus Sibera Raoditori Uomo
Culex spp. \WestNile Flavivirus Tutti contnent Uccelli Uomo,cavdlo
eccetb Oceania
Culex tarsdis Enc_efal teequina Alphavirus Ametiche Uccdli, lagomorfi  |Uomo,cavalo
occidentale
Aedes spp.
Coquillettilidia spp. . . . . . .
Mansonia spp. Encefdite equinaoriertale |Alphavirus Americhe Uccdli Uomo, cavallo
Culicoides spp.
Diversespeie Egsgiicg:g'te equina Alphavirus Americhe Raditori, uccdli Uomo, cavalo
Malatia davirus Sindbise s Asia, Africa, .
Culex spp. altre Alphaiirus Europa,Australia Uccelli Uomo
Aedes aegypti - ) N
Aedes albopictus Dengue Flavivirus Zonatropicale Scimmie Uomo
AAedes spp. Febbregialla Flavivirus Afncq, centrosud Scimmie, marsupiali [Uomo, scimmig
Haemagogus spp America
Zanzar e|Aedes aegypti M a_&latla davirus Alphavirus Af_rlc_a, Sud_est Primati Uomo
ealtrespp Chikungunya asiatico, ltalia
Culexspp. Febbredelfiumedi Ross |Flavivirus Oceania Roditori Uomo
Aedes spp.
Culex spp. Encefalite giapponese Flavivirus Asia, Oceania Uccelli, maili Uomo, cawallo
Culex tarsalis Encefdite di St. Louis Flavivirus Americhe Diversespeie Uomo
ealtrespp
. . |EncefditedellaMurray - Austrdia e Nuova |Diversespeie di
Culex annulirostris Flavivirus ; - Uomo
Valley Guinea uccelli
ACdEs Spp. Encefdite californiana Bunyavirus USA Diversespeie Uomo
Ochlerotatus spp.
Aedes triseriatus Virus La Crosse Bunyavilus USA Divers specie Uomo
Culex pipiens
Acdes mintoshi Rift Valley Fever Phlebovius  |Africa Ov_|n|, powm ealtri Uomo
Phlebotomus spp. animali
Culicoides spp.
Flebotomi, culicidi, . . . : . . -
simulidi, mosche Stomatite vescicdarevirale|Vesiculovirus [Tuttoil mondo  [Bovini, cawllo Cavalo, uomo
Phlebotomusspp.  [Febbe dapappatai Phlebovius ilfjrrigga,Asm, Uomo Uomo
Altri |Culicoides spp. Oropuche Bunyavirus  |SudAmerica Uccelli, roditori Uomo, scimmig
Culicoides spp. Pesteequinaafricara Orbivirus Afri ca OV"."’ bo_vlnl, . |Equidi
ruminantiselv.,cani,
Culicoides spp. Bluetongue Orbivirus Tutto il mondo  |Gross 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 I'attenzone sule malattie trasmessela
vettai, richiamanda’attenzionesul loro aspeto ‘ememgente’ (Gubler,1998; Romi, 2001;

Parolaet al., 2005) Una malattiapuo0 esseraldinita emergeng (o ‘ri-emergerte’) se nel

corso degli ultimi anni s é assistitoalla sua compasa per la prima volta, alla sua
ricompars dopo un periodo di asenzao, infine, ad un aunento dela sua incidenza
(Morse, 1995).In molti cas la comparsao la ricomparsali tali mdattie vieneassociataal

cambiamentoclimatico che molti studiosi di climablogia ormd conrdano essee in

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

Altri Autori sono piu cauti nell’asociare stretamente il riscddamento globak alla

cosiddetta ‘emergenza’ delle malattie trasme&se da vettori, ricordando come spesso
interverganoanchealtri fattori (Chevaler et al., 2004; Dujardin, 2006; Pherez,2007) e

come ogni malatia rappesentiun casoa sé ulteriormentevariabile a secondadell’area
geograficaconsderata.La possibilitadi dimostrarein modo chiaro la relazione causa

effetto, infatti, necesta di unasolida dimostazionescientificaancoranonrealizzatanella
maggor partedei casi(Rogerse Randolph2006).

Nei segueritparagrafivengonobrevementalescriti alcuni casisignificativi di vettorie di

infezion trasmesseperi quali sianostati studidi gli effetti di svaridi tipi di cambiamenti,

naturalie indotti dal’'uomo, partendaovviament dai cambamaenti climatid.

1.3.1. Cambiamenti climatici e ambientali

1.3.1.1. Indagini climatologiche

Il fatto che sianoin atto cambiamentiglobal dd clima senbra ormd essee opinione
comuwne ddla maggioranzadella comunta sdentfica. Esistono molti lavori sia di tipo
scientifico, che tecnicoa sogegnodi questeipotesi(Intergovernnentd Panelon Climate
Change- IPCC, 2001; Climatic ResarchUnit - CRU, 2003; Luterbacheret al., 2004;
Brunretti et al., 2005 EEA, 2005),anche se non semprevi e acordo sul’identificazione
delle cau® e sulla descrizionalegli scenai futuri.

Un purto su cui molti concordanoé I nnalzameto della tenperatra, che a partire

dall'inizio del XX secolosembraaversubib unavariazionedi circa0,7°Calivello globale
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(CRU, 2003). Nello stesso arco di tempo, in Europa, la temperatua € incrementata
mediamenten misuramaggiore,facendoregistrarequindi un valore di aumento di circa
0,95°C (Jonese Moberg, 2003), arche se esistonodifferenz all'interno dello stesso
continente europeoLe areeche hamo fatto registrarel’'i ncrenmento maggiore sonoquelle
meridionali (Spaga, Italia, Grecia) e nord-orientali (Paesi Baltici e Russa occidentale),
mentreil riscaldamentasi € sentitoin misuraminorelungotutta la costaatlantica.

Uno degli aspetit piu evidentieil riscaldanentoddle tenperatre notturne,fattore chepuo
rivestireuna certaimportanzgpermolti insdti chevolanola notte o, piu in geneale, per la
sopravvivenzadegl stessinsettidurantd’i nverno.

Un secondocambiameto climatico che presend quadri contrastarit & I'aumento delle
predpitazioni nel periodo19062000.Mentreil nord Europasembraesserestatodal 10 al
40% piu piovoso,il sud Europae arrivatoad esserdino al 20% piu secco (EEA, 2004) Le
previsioni indicanochequese tendenzesi manterannocontastantianchen futuro.

Un ulteriore cambiamentoattesoe 'aumentodi eventi estemi edin paticolare di piogge
molto intense e inondazioni.Ci si attendeche nel XXI secob tali eventi aumentino
(Christensere Christensen2003)e le inondazoni avvenue in Europacentale (chehanno
colpito in modoparticolarele citta di Dresdae di Praga)nell'estate del 2002ne sonoforse

un primo esenpio.

1312 Effetti dei cambiamenti climatici

Vari Autori hannocercatodi indagareconeil rischiodi diffusionedelle malatie trasmese
da vettori possaesserenfluenzatodai canbiamenti climatici in atto.

In generalead esempio)e zecchesonolimitatedatempeaturae umidita. Il riscaldameto

del clima che staavvenendan Europapotrebben futuro permetere lo stabilirsi di specie
di zeccheperle quali prece@ntementde bassetemper&ure invernali rappresentavanon

fattore limitante. Allo stessotempo specie di zecche gia presenti potrebbero diffondere
verso latitudini e atitudini maggiori, come sembraesseregia avvenutoper |I. ricinus in

Sveza (Tadleklint e Jaeason, 1998). Infine potrdbbe aunentae la stagione utile per lo

sviluppo e latrasmission&lei patogeni.

In modoanabgo, nel casodei flebotomi tempergure piu miti potranno favorireil tassodi

sopravvivenzainvernale dei flebotomi e allungarela stagoneriprodutiva, che nelle aree
temperateprevedenon piu di due generaioni per anno. In geneale si puo ipotizzareun
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aumertio delle densitae dei limiti geografci di diffusione, come testimonia la recente
primasegnalazion€i Phlebotomus mascittii in Belgio (Depaquit et al., 2005).

1.3.1.3. Approccio modéllistico quantitativo

Inserendosall’i nternodel dibattito sulla questionedell'im patio dé cambamenti climatici
sulle malatie trasmeseda vettori, Rogerse Randolph (2006) suggerisconda necessitali
adottare un appoccio quantitativo e I'utilizzo di modeli per capire a fondo questi
cambiamenti

Partendoda unaeqguazionecheriassumain modoadegué#o il moddlo di trasmssionedella
maléttia in questionee checomprendamportant parameri comead esenpio il numerodi
vettari perospit, il tassodi mortalitadeivettori e il numeo di contdti utili, si pudstimare,
sulla base dele nostreconoscenzédiologiche comei cambiamenti climatici influenzino
questi parameti e, di conseguenzal'epidemiologia della mdattia. Questo appioccio
modellistico e sperimentalepero, e stato fino ad ora raranente seyuito, mentre spessasi
associanon modo empiricoi cambiamati registati dalle stazioni metereologichecon i
cambiamentnumericinellaprevalenza nellincidenz dei casidi infezioneo malattia.

Gli stesi Autori riportanocomeesemplifi@tivo il casodelle variazoni di incddenzadella
encdalite da zeccle (Tick-Borne Encegnalitis - TBE) negl ultimi 30 anniin alcunearee
dell’Europaorientale Basandosiappuntosuun approc di tipo quanttativo si puovedee
come i cambiamenti climatici sono,in questo caso,solo uno de molteplici fattoi che
entranoin gioco.L’aumentodi densitadelle popolaioni di vertebra sdvatici, ospii delle
zecche(sopratutto i cervidisucui si cibanogli stadi adulti), comela mutaa gestionedelle
aree boschive,sonodue dei fattori non climatici che pure hannoavu un proprio ruolo.
Consideraznni simili sonostatefatte da altri Autori in atre aree del cortinente europeo
(Rizzoli et al., 2002).

1.3.2. Cambiamenti demografici, economici e sociali

Partendoda esenpi corncreti di eventiepidenici, alcuni recenti lavori hanno evidenziato
comesiaro molti i fattori chepossondnfluenzae i processiepidemblogid delle malattie
trasmessela vettori. In partequestifattori possondar aunentae o diminuireI’incidenza

dell'infezioneneltempo,in partepos®nofavorirne ladiffusionein nuoviterritori.
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13.2.1 Fluttuazioni temporali nelle aree endemiche

Nel casodela Rift Valley Fever(RVF) sanbranoentrarein gioco sia fattori ambientali,
che demografici (Chevalieret al., 2004). Nella zonadel lago Nasser,in Egitto, i focolai
epidemici del 1977 e del 1978 sembrarano essee assocati piu ale locali pratiche di
irrigazione,chea piovosta eccezionaliln Africaoccidentde, invece, i focolai chesi sono
susseguitiogni 5-6 anni,a partiredaquelo della Mauritaniadel 1987,sembrao dipendere
dala dinamica immunitaria delle popolazioni di ospti. | periodi inter-epizootici
corrispondmo infatti al tempodi rinnovamento dela mandria.

La febbreemorragicaCrimeaCongo(CCHF CrimeanCongoHaenorragic Fevel) € una
viros trasmessala zecche chericonose ndla lepre un importante ospiteamplificatoe.
Durante la secondaguerra mondiale, 'occupazone militare della Crimea compoto
I'improvviso arrestarsi delle tradizionali praiche agricole e, come consguenza,un
notevole aunento sia delle popolaziom di lepri che di quelle di zecche(in particolare
Hyalomma marginatum). Il ritorno, nel 1944,delle trupperusse cheeranocompletamente
scopertedal puni di vistaimmunitario,in un territorio con alta circolazionevirale, porto
al primofocolaio accertatalellamalattia.

Nove anni piu tardi un secondofocolaio venne registrato nel sud dela Russia,dove le
popdazioni di zecchee quelledegli ospii vertebrati venivanonormamente regolatedalle
stagiondi esondazini del Volga. All'i nizio degli anni '50 il flusso del fiume venne
regdato per permeterelo sfruttamentali nuoveareeagrioole (Hoogstaal 1979)

Ancheil casodella encefalitegiapponesdJapaeseEncephaitis - JE) € emblematicodi
come i cambianenti sociali posanoinfluenzare la dinamica delle mdattie. La JE € una
maldtia virale attualmenteendemican buonaparie ddl’Asia sudorientde e responsabile
di circa50.000 casiclinici all’'anno (Mackenzieet al., 2001).1 campidi riso sonoi luoghi
ideali peril mantenimentadel virus, dal momentocheasso@no la presena delle zanzare
(soprattuttadel genereCulex) a quelladegli ospit vertebrai (sopratutto suini domesticie
uccdli acquaici).

In Giapponee Taiwan, I'esplosone demogréica, la crescate urbanizzazione, 'aumento
del tenoredi vita, la diminuzionedei campidi riso e I'all ontananenb degl allevamenitdi
maidi dalle zoneregdenziali, insiemecon adegyuate campane di vaainazioni, sonostati
in gradodi far calarel’incidenzadella malatia in modo drammatico negli ultimi 20 anni,

fino adavereattuamentecircal00casiallanno(Wu et al., 1999).
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In Cina,invece,dowe I'allevamentotradizionde del maale rimanepredoninantee le case
s trovano vicino ai gruppi di animali allevat, nonostarg le numerose campane di

vacadnazione Ja JE continuaa diffondersi,causandocirca10.000casil’anno.

1.3.2.2. Cambiamenti nella distribuzione spaziale

Semprepartendodal casodella RVF si puo osservareome tale infezione sia attualmeng
disseminah in modonon omogeneoma particolamenteampn, nd continenteafricanoe
sia reentemerd entrataanchein Yemene Arabia Saudia (Chevaler et al., 2004).Fino
adla meta degi anni '70 la malattia sembrava limitata ad alcuni Stai meirdiondi
dell’Africa, ma in seguito s sono sviluppdi focolai in molte altre aree dell’Africa
occidentalgMauritania, Senegal)e di quela orientale (Tanzania,Kenya, Somalia),oltre al
gia citato focolaioin Egitto. La diffusioneddla RVF sembraesserdegata alle migrazioni
animali, in pare dovutaal tradizionalesistana di nomadsmo pastorée an@ra presenten
molte aree dellAfrica (spessocoincident con aree di focolaio), ed in parte alle
movimentazioni commerciali. Quest'ulima senbra essee stata anche la causa
dell'introduzionedellamalattianellaperisolaarabica.

L’aumentodela movimentazionanternazionalesenbra esserein effetti uno dei maggori
rischidi introduzonein nuoveareesia delle infezioni, chedegli stessivettori.

Un trasporto commerciale di begiame tramte nave sembra essere all’'origine
dell'introduzione della African Tick Bite Feve (Rickettsia africae), dal’Africa sub
saharianaalle Indie occidentaliPherez2007).

La possibilta di introduzionein Europaattraversouccelli migratori é ritenuta essee una
delle vie piu probabili per la West Nile Fever,ed e stat riportag pe alcuni dei focolai
europei (Autorino et al., 2002; Durand et al., 2002). Sembraprobabie, invece, che
al'origine dela devagante introduzione ddla malatia negli Stai Uniti ci sia stata
I'importazionedi uccelli esoticida Israele(Canpbell et al., 2002).La paricolareelasticita
di quesa maldtia, chericonose molte spede di zanzaree alcune spece di zecchecome
possibili vettori, oltre che numerosiospti serbabio, la rende poi in gradodi diffondersi
facilmerte anchein un nuovoambiente.

Un ultimo esempb e quello della“zanzaa tigre” (Aedes albopictus), introdota attraveso
il commerciointernazionaleprima negli USA e poi in Europa.ln guestocaso non si &

diffusa un’infezione,maun poterziale vettore di periclosemdattie.
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1.4. IL CONTROLLO DELLE INFEZIONI TRASMESSE DA

VETTORI

Sono passaticirca 130 anni da quandoé stato dimostato che alcuni artropodierano in
grado di trasmetere le infezioni. Storicament, la mdaria, la febbre gialla, la dengue a
peste ed altre malattietragmesg da vettori sonostate,fino all'inizio del ventesimo secolo,
responsabildi alti livelli di morbilita e mortdita perla popobhzioneumara. A partiredai
primi del ‘900, importantiprogrammidi controllo di queste mdattie sonostati pianificati e
realizzati,concentandosisoprattuttosul controlo del vettore. La promazione dell'igiene
ambientalee I'utili zzo egensivodi prodotti chimici, in effetti, ha permessali controllare
in modo effi cacela maggior parte ddle infezioni, tanto che, intorno agli anni ‘60, le
maldtie trasmesseda vettori non eranopiu considerag un problema di sanita pubblica
prioritario (Gubler, 1998).

Negli ultimi anni, pero,alcure di quede infezioni sonoritornat sulla scenadelle priorita
santarie internaionali, anchein seguitoaimprovviseepideanie di largascah, comepe la
West Nile Fever negli Stati Uniti o pe la Bluetongwe in Europa. Il tutto & stato poi
ulteriorment conplicatodal fatto chemolti artropodihannosviluppab formedi resistenza
a piu comuni aniparassitari.In questomomento e fondametale investre nuovameate
risorseumaneed economichenello studio dei processepideniologici chestannoalla base
della ‘riemergenza’ delle malattie trasmesseda vettori, e, allo stessotempo, per la

formulazionedi appropriatestrategiedi controllo e sorveglianza.

1.4.1. Sistemi di Controllo

Senz voler entrae troppoin dettaglioin un temacosiampb, sembraopporturo ricordare
alcuni concettiriguardanti’approccioal controllo delle mdattie trasmesséavettori.

A livello globak € senzadubbio essenzale avereun sisttmarapido di diffusione delle
informazioni e migliorare il coordirmmentodédle azioni di controlo. Un altro importante
cande di comunicazioneche necesta di essererafforzab, sia a livello globale che a
livello locde, é quello tra chi lavoranel campoddla sdute umanae chi lavorain quello
della saluteanimale. Lo studiodelle zoonosi(molte malattie trasmesseda vettori 1o sono)

necessitachele dueparti coinvoltelavorino fianco afianco (Chevaler et al., 2004)
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Altro aspeto importanteé quellodi conentrae gli sforzi dovesi ritiene esserciil maggior
rischio. A questofine € semprepiu importanteaverea disposizone mezzi di valutazione
oggdtiva del rischio di introduzione/diffusbne di unao piu infezioni in un deterninato
territorio.

Nel campodelle malattietragnesseda vettori, comeancheper altre, uno strumentosenza
dubbio molto interessantger la valutazone del rischio € il GIS, o Sistema Informativo
Territoriale, anche per la possbilita di utilizzare lo stesso datbasedi informazioni
ambientli, demayrafiche e amministrativeper pit infezioni, soprattitto setrasmesselallo
stessovettoreo daspeciesimili.

Pur non essendostato utilizzato nella parte sperimatale ddla tesi di seguito viene
brevemente presentatoquesto strumento, il cui utilizzo € comunquel’i deale passo

successio nellanalis deidati cheverrannodescrtti.

141.1. GISeRS

In quegi ultimi annii Geographidnformaion SystemgGIS) sonoemersicomeinnovativi
e important strumentiancheper le attivita di sorveglianzaddle mdattie, risultandoutili
per scqi di ricerca epidemiologica, attivita dedsionale pianificaziong gestione e
divulgazionedelleinformazioni.

Un GIS é un sistemacomputerassisito di gestionedi datdasee di temologie per la
creazionadi mappe,n gradodi organizzae e menmorizzaregrandiquantta di informazioni
di qualsiasitipo. Camtterigica esenzialedi un GIS e quindi quela di integrarde funzioni
cartograficheconquelledi gestionadei ddi.

Una delle pecularita di un GIS e l'organizzazione ddle informadoni su strati
sovrapponibili (ad esempiouno stratocherappreserati siti di canpionanentopuo essere
sovrappostoad un secondcstratocherappreserai limiti anministratvi, 'uso del suolo, i
fiumi, ecc.) in modo da permetterel’analisi dellinterazone geografia tra entita
appartenent adifferenti classi.

Per Renpte SensingRS) si interde un qudsiasi processaon cui sonoottenutemisuree/o
informazioni su un oggetto, area 0 fenomeno, senzaessernein contato. In ambito
geografico cio equivale al rilevamento, alla misurazone e all'id entificazione di
caratterstiche del territorio da partedi strument distant, come le foto ageee le immagini

satellitari.
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GIS e RS hanno capacitatecnologicheche sono estrenanente addte e utili per la
sorveglianzae il controllo delle malattietrasmessela vettori in cui capre e conoscerda
componenteambentaleé moltoimportane.

L’ integrazionedi GIS, analisi spaziale,e moddli staistici pud essereutilizzata per
classificareil territorio in relazioneal rischio di malattie, tenendocontodell'eff etto di piu
fattori.

1.4.1.2. Modelli predittivi

Un passoulteriore nella valutazionedel rischio legato alla presenzali infezioni trasmese
da vettori e rappresentatadall’utilizzo di modell maemadici, spesso usati in modo
integratocon il GIS. In questimodelli la distribuzone del vettore o della malattiaviene
correlata,tramite equazionimatematicheadalcuni paranetri, spessali tipo amhentale.

Ad esempio,in seguito allimprovvisa ed imprevista introduzione e diffusione della
Bluetonguen ltalia, si & cercatodi prevederda presenzadel vettore Culicoides imicola

per I'intero territorio italiano (Conte et al., 2003), attraversoun modélo in cui venivano
presein consideraione alcunevariabili ambientali (atitudine, tenperatra, piovosia e

presenzali acquacorrerte). La preenzadd vettore € un indiceimmediab dd potenziale
rischio di diffusione della malattiain un territorio, anchese non € ovviamentel'unico

fattore necessario.

In un altro esenpio, in cui un approcod simile & stab usatope un altro tipo di vettore,

I’Autore ha evidenziatocomel'utilizzo di informazioni territoriali ottenutetramiteil RS

puo essereappicato in modoefficaceal problena di magpparela distribuzione delle varie

speciedi zecchesanpreconil fine di prevenireeventiali malattie trasmese,ndividuando
I luoghi ei periodidi maggiorrischio (EstradaPdia,2001).Un aspetb importante,quando
s usano parameti non biologici come qudli dele immagini saellitari, € I'accuratezza
statisticacon cui si leganotali parametriagli aspett ecobgici dellartropodevettorein

guestione.

In un ultimo caso,si e cercatodi svilupparediversitipi di modelli per simare il rischio

potenzide di leishmaniosvisceralenello Stato brasiliano di Bahia Oltre ad usae raffinati

parameri ambiengli, all'interno dei modeli eranointegrai alcuni valori di prevalenza
noti. In questomodo, partendodadatirelatvi a poche aree,venivacostruia una mappasu

baseGlIS perl'interoStato(Nieto et al., 2006).
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1.5. LA SITUAZIONE IN I TALIA NORD-ORIENTALE

Anchein Italia setentrionale,comepiu in generak ndl’E uropacontinentale, le malattie
trasmessédavettori stamo ricevendaosenprepiu attenzione siaperil riscontrodi infezioni
precedentementaon presenti,in partendla forma di focolai di maldtia, in partecome
risultato di indagini epidemiologiche, sia per l'aumenta&a incidenza di infezioni
storicameng presenti.

Le recentiacquisizionisu diffusione e andameto de principdi artropodi vettori e delle
infezion trasmessajel contestadell’ltalia nord-orientale, vengonopresentai nei paragafi

seguenti,soffermandsi con maggiore attenaone su zecchee flebotomi, i due vettori che

saranngpoi oggeto dei casistudioconsderdi ndla parte spermenaledd lavoro.

1.5.1. Zecche e malattie trasmesse

L’'importanza delle zecche come vettori di mdattie trasmissibili alluomo, sta
gradualmené aumentandaegli ultimi anni, in particolare per la presena sempe piu

diffusa e consistete di Ixodes ricinus, la zeccadi piu comuneriscontro nelle zone
boschivedelle areeprealpinee collinari (Montarsiet al., 2007). 1xodes ricinus e vettore
dimogratodi alcunemalattieinfettive con pesantimplicazoni di sanit pubblica (malattia
di Lyme, TBE), ma sembrapoter esee implicato anche nella trasmssionedi alcuni
patogeni potenzialmentezoonosicirecenterante segnaléi nel territorio ddl'ltalia nord-

orientale.

La malattiadi Lyme (borreliosisotenua da spece del gruppoBorrelia burgdorferi sensu
lato),segnalatan Italia perla primavoltand 1983,e unainfezione datempoendenicanel
territorio dell'lt alia nord-orientale,cos comein quelii circostanti del’arco alpino (Rizzoli

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

spots) dove particolari condizoni ewlogiche del territorio e demogréiche delle
popdazioni di ungulati selvatici, creano una situazone ideale per il mantenmento
dell'infezione. Molti di quesi punti caldi sonopresati nelle Provincedi Trento, Belluno,
Pordenonee Udine La preenzadel’infezione e stda comunquesegnahtaanchein zone
collinarie montuosedi altre Province(Montarsiet al., 2006).

L’encefaliteda zeccle o TBE (malattiasostenwt da un flavivirus) & inveceunainfezione

di piu recenteintroduzionee di minor diffusiong anche se la malatia € ampianente
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diffusa in acune areeconfinanti (Austria, Slovenia). Negli anni’90 é stata seqalatain
TrentincAlto Adige e Veneto,conisolamento del virus nelle zecchee diagnosidi alcune
decine di casi umani, mentrele indagni sierobgiche su personea rischio (lavoratori
forestdi) riportanovalori chesi aggiranointorno al’1% (Cinco et al., 2004).L’ infezione
da TBE non e diffusain modoomogenemdl’e cosistena forestale, ma si trova solamate
in piccole aree dove esidono le condizoni ideali al suo mantenmenb. Anche se la
manifesazioneclinica della malattiaé recente, € probabik che il virus circolassegia da
temp in ambto selvatico, ma alcuni canbiamenti, come I'aumenb di densitadegli
unguldi selvatci, 'abbandono delle aree coltivate e il riscddamento del clima, hahno
favaito 'aumento di dengta delle zecte e, di conseguerg, il rischio di contatto con
I'uomo (Hudsonet al., 2001).

In seguitoad indagini appostamente predspostesu zeahe (I. ricinus) canpionatein
Provincia di Trento e di Belluno, é stato possibik segnalare la presena Rickettsia
helvetica, spete gia segnalatan altre parti d’Europae implicatacomecausadi malattia
nell’ uomo (Beninat et al., 2001). Preceder@maente in I'ltalia era stata segnalatasolo R.
conori, causadella febbre bottonosadel mediterraneo,paologia diffusa sopattutto in
centroe sud ltalia (Scaffidi, 1981),doveraggiungejn alcuneRegioni,tassidi incidenzadi
piu di 10 casi al’'anno su 100.000persone(Beninat et al., 2001). A causadella cross
reattivita delle tecnichediagnosiche normamente usde ndla diagnosidele rickettsiosi
umane, non si puo escluderechei pochi casi che vengonosggnalai anchenelle Regoni
dell’ ltalia nord-orientalesianodovuti, almenoin parte,ad altre specie di Rickettsia.

Infine e statarecentementeimodratala circolazone in ruminanti domestici e selvaticidi
alcune speciedi Babesia (Casini et al., 2007),la cui potenzalita zoonosta, per quanto
bassa,e da non sottovauitare. Anchein questocasol. ricinus rappresentdl vettore piu

probabile.

1.5.2. Flebotomi e leishmaniosi

Un esenpio di infezione di nuovaintroduzionenel territorio ddl’ Italia setentionale €
quello della leishmanios Quesa maldtia riconose nel cane il proprio sebatoio
domestico,ma, in condizionidi alte prevaknzenella popolaione canina e alte densitadi

insettivettori, puo rappresentaren rischio ancheper 'uomo, comeé documentatodalle
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centinaiadi casiumanichesi registranan centro e sudltalia, dovel’infezione e endemica
(Gradoniet al., 2004).

Recentementsonostatecondottediverseindaginisierologiche ed entonologichein tutto
il territorio del nord ltalia, dimodrando la presenzadi diversi focola auoctoni in
popdazioni canine di areepedemontane collinari, ubicate perla maggior partelungo il
perimetrodela Piarura PadangPoglayenet al., 1997; Piccol et al., 1999; Capelliet al.,
2004; Pietrobeli et al., 2004).

La presenzalei flebotomivettori, in ann preedent al'i ntroduzonedella malattia, e stata
storicameng documentatgBioccaet al., 1977),ande senonsi puo esduderechequalche
cambiamentonela distribuzione geografca e nella dinamca di popolazone di questi
insettipossaaverfavoritoil diffondersiddla leishnaniosi.

Tutti questiaspeti verranngpresntatiin modoapprofondib ndla partespeimentale.

15.3. Altri vettori

Un altro gruppodi artropodi importantedal puntodi vistasanitario, siaperil dannodiretto

cheperla capacit vettorialee quellodelle zanzae.

Unaspede molto studiata,ancheperchédi recenteintroduzone € la zanaratigre (Aedes

albopictus). Questazanzaranotaperla capacta di pungeredurane il giorno, si € adattata
particolarmentebeneal clima dellaPianuraPadaa, raggiungendaalti livelli di diffusione,
soprattitto in ambito urbano.Esidono pero altre spece di zanzare(genei Aedes, Culex,

Anpoheles) diffuse in Italia nord-orientale,chein deerminateareeraggiungonolivelli di

densitatali dapoter assumereunimportanteruolo vettoriale

Ad esempd e stab recentementelimostrdo il ruolo nella trasmissione della filariosi

cardio-polmonae del canedi Aedes albopictus (Cancrni et al., 2003),cosicomequellodi

Aedes spp. e Culex pipiens nella diffusione ddla sdariosi bovina (Frangipanedi

Regalbono2000.

Apparepiu preoccupant@eroil ruolo chele zanzarepotrebbeo averenela epidemiologa

di acune infezioni virali che negli ultimi anni sonocompase per la prima volta in Italia

centrosettentrionad e nel’Europa continentde, tra cui malatie con risvolti di carattere
zoonesicocomela Chikungurya (Rezzaet al., 2007),e la WestNile Fever (Autorinoet al.,

2002).
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Per quantoriguardala WestNile Feversi vuole ricordarechein alcuneares d’'ltalia (zone
umide conforte presenzali uccelli selvaici) € attivo un pianonazonale di monitoraggo,

per il qude sonopreviste trale altre,ancheattivita di tipo enibbmologi®. Un piano simile
e in cor9, in tutta Italia, perla Bluetorgue con analogheindagni di tipo entomologico,
finalizzatearilevarela presenza I'abbondana del’insetto vettore,chein ques$o casonon
e unazanzaramaappartienel genereCulicoides (vedipar.1.2.1.4).

In definitiva apparechiarala sempe maggiore importanza che gli aspetti entomologci

assumeamo, anche in quega parte d’ltalia, sopratutto con lo scopodi realizar un

efficace pianodi monitoraggioe controllo delle malattie trasmesseéavetori.
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PARTE SPERIMENTALE
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1. INTRODUZIONE

In quesa partevengono presentatii risultat di 3 annidi indaginifinalizzai allo studiodi

due mdattie parasdarietrasmesseéavettori: la babesbsi e la leishmaniosi.

1.1. CASI STUDIO

Babesosi e leishmaniosi,malattieparasgarie sosenutedadiverse specie di emoprotozoie
trasmesseda vettori, sono entrambe‘malatie emegenti’, per quanb riguada l'area
dell'ltalia nord-oriertale.

Altro aspdéto comune € la potenzialta zoonosca. Se nel caso della leishmaniosi
I'incidenzaannua¢ a livello mordiale si cdcola nell’ordine delle centinaia di migliaia di

casi (Gramiccia e Gradmi, 2005)edin Italia il numeo di casiumani si aggra intorno ai

200 cag all'anno (Gradoniet al., 2003), per quanto riguardala babesisi la potenzialita
zoongsica € una scopertarelativamenterecente e i casi umani fino ad ora segnalati si

aggiranosulle pochecentinaiain tutto (Gray, 2006), mentrein Italia si € avub fino ad ora
un solocaso(Piccaligaet al., 2004).

Anche se fino ad ora, in Italia nord-orientale, sono stati segnaldi podhissimi casi di

leishmaniose nessurncasodi babesiosnel’luomo, i rispetivi pabgenistanno circolando
nelle popolazioni animali. La leishmaniosiil cui reservoir domestto e rappresentatadalle
popdazioni di cani, € presentesolo in alcune aree dalle carateristiche orogmafiche e
climatiche idonee,mentrenon & ancoraben chiaro quali animdi (domestici o selvatici)
funganoda serbabio perle speciedi Babesia potenzialmene paogeneper I'uomo e, di

consegenza,ualesiala loro distribuzionegeografca.

Sulla basedi questepremesse;i € sembratochequese dueinfezioni rappresentassemasi
studio ideal pertestareil correttoappracio allo studioe, se possbile, al controllo delle
maldtie trasmesseda vettori, nellarea di nostro interessee compédenz, verficando
direttamené sul campoqualefosseil livello di diffusionede duepaibgeni,ad oggi poco
conosciuti nel’area di studio, e quali fosseroi fattori di rischio per gli animali e per

'uomo.
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1.2. APPROCCIO DELLO STUDIO

Un aspettosicuranentecomunea tutte le infezioni trasmeseda vettori € appuntola via di

trasmisiore. Tradotto in termini operdivi, lo studio di quese malatie necessitauno
gpostamentodi attenzione rispetto ad altre malatie trasmssiili. In questo caso e

fondamentée, infatti, associarallo studiodell'infezionendl’'ospite, lo studio degli aspetti
ecologicidel vettore e di comequesi possananfluenzarelatrasnissibilita del patogence,

di conseguenzda velocitadi propagazionédl’i nfezionenelo spazo e neltempo.

In tutte le indagni che verranno preserdite nei prossim due capitoli si & operato
utilizzandoparallementeun approcciodi tipo epidemiologico pergli ospit vertebratie di

tipo entomdogico pergli artropodivettori.

1.2.1. Dal particolare al generale: le mappe di rischio

Le indagini hanno cercatodi mantenereun ampio respiro territoriale, anche se per
necessita operatve e per le caratteristibe stessedelle infezioni (in paricolare per la

leishmaniosi)si € concentratdo sforzo di indaginesoloin alcunearee.ll fatto perodi aver
individuato pit areesparsenellintero territorio dell'It alia nord-orientde, ha pemessodi

analizzare un insieme di situazion tra loro differenti e per@anto rappresentativedella
variabilita dellint eraareadi studio.Le indicazoni che esoono dale aree campionesono
pertantodi cardtere generalee facilmenteampiabili anchealle zonenonindagate.

Uno degli strumenti attualmentea disposizone per fare questotipo di passaggp ‘dal

particolare al generalee il GIS. L'utilizzo di quesb sistena di gestionedelle informazoni

su basegeograficaas®ciatoall’'utilizzo di datiambiental e demogréici gia predispostsu

base cartografica,permettedi applicareall’'intero territorio percui si disponedi tali dat, le

indicazion fornite dallo studiodi unao piu aree canpione.

Lo scopofinale e quellodi definire quali sianoi fattori maggormente implicati nelfavorire

il diffondersi delle infezioni e arrivare a creare dele mappe in cui determinate
caratteristichedele popolazionianimali e del territorio in cui vivono possanoessere
associatecon un maggioro minor rischiodi contrare I'infe zioneconsiderad.

Per fare un esenpio corcreto, partendoddlo studio di alcune aree campione e possbile

individuarequali sianole speciedi flebobmi e/odi zecchepresentinel territorio dell’ltalia

nord-oriertale e definire quali siaro le carateristiche anmbientdi favorevoli alla
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esdicazione della loro capacitavettoride, legandoil tutto ad alcune caratteristiche
demayrafiche delle popolazioniospiti. | valori ottimali ricavat in questomodo (ad es.
intervallo di tempeature, umidita, piovosi, densitapopolazone ospit) possonoessere
applicatiad unamappatematicasu baseGIS, permetendodi stimareperI'int ero teritorio
guali sianole areearischo di preenzadellinfezione.

Questopasso,che non sarasviluppatond presente lavoro, rappresenti uno dei possibili

sviluppi futuri ddl'indagine.
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2. BABESIOS|I DEI RUMINANTI DOMESTICI E
SELVATICI: RISCHIO ZOONOSICO?

2.1. INTRODUZIONE

2.1.1. Situazionein Italia

Le babkesiosi sono malattie parasgarie sostenuw# da emoprotooi intraeritrocitari
appartaent al genereBabesia, la cui trasmissione2 assicurad da artropodi emdofagi

rappesentatida zecchedure (Ixodidae)appartaenti a diversi generi Le diverse speciedi

Babesia possonanteressareaumerosianimdi domestia e selvdici.

Noncstantein Italia le babesiossianorelativamentediffuse negli animdi daredditoe da
compagnia,particolarmentenelle Regionidd cento e dd sud,sonodisponibli pochidai

relaivi alla presenzae alla diffusione ddla madattia in adtre zone, consderate
tradzionalmentenoninfette.

Le caratteristthe epidemiologichelelle malatie sost@ute dalle diversespece di Babesia

(specieanimali chefungonoda ospiti vertebrati, specie di zeche che fungonoda vettori,

diffusione geogafica, potenzialitizoonaica) possonovariare molto a secondalellaspecie
in questione.Nel presentelavoro vengono presein consideazioni le babesiosidei

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

capreoli ed altre). All'interno di questogruppo sembra essercila spece o le specie
poterzialmentetrasmisibili all'uomo, dd momeni che fino ad orai casi di babesiosi
umara accertat in Europasono stati riferiti a B. divergens o quantomeno a gruppo B.

divergens-like.

2.1.2. Aspetti zoonosici

Le babefosi sonoun problema‘emergeante’ in sanit pubbica. A partire dalla mea del
secdo scorsoinfatt sono stati segnalatipiu di 300 casi di babesiosiumananedi USA e

circa una trenina in Europa (Kjemtrup e Conral, 2000). La precsa eziologia della
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babesiosi umana € ancoraoggettodi indagini. Negli USA la maggior pate dei casi
(soprattuttolungo la costaorientale) e imputable a B. microti, mentre in Europa la
maggiorpart dei casie statoricondottoa B. divergens, anchese spessasolamentesulla
base di una identificazione morfologica all’esame microscopco (Gray, 2006)
Recentememt € stato segnalatoun ca® umanoin Italia (Emilia-Romagna)sostenutada
una variante denominata "European Union 1" (EU1). L’isolato, infatti, all’andisi
filogeneticarisutavaessereunaspeciecorrelda, ma diversada B. divergens (Herwaldtet
al., 2003) Analagamente altri casiumaniin Europapossonoessereicondoti ad isolati
appartenenti ad un gruppodefinibile comedivergens-like, non totalmente corrispondente
ala specieB. divergens, tipica del bovino, ma forse ad unanuovaspeie, probabilmeate
circolantetrai ruminantiselvatici.Recentemate, in Slovenia campioni di milza di alcuni
capiioli ablkattui durantela cacciadi sekezionesonostai trovai postivi per Babesia EU1
(Duh et al., 2005a)

2.1.3. Obiettivi dellaricerca

Si é ritenuto pertantoestremamenteteressard verificare la diffusione delle babesiosin
diverse specie di ruminanti,siadomesticichesdvatici, nele areedell'ltalia nord-orientale
al finedi valutareil rischio di trasmissione&dla malatia al'uomo.

Piu in dettagio, gli obiettivi dellaricerca sonostai quelii di identificareeventuali serbatoi
selvatici del parassitaidentificaree tipizzarele specie di Babesia isolae nei diversi ositi
mediantetecnicle biomolecolarie infine verificare presenza, abbondana ed eventuale
capaita vettoriale rispettoa Babesia delle spege di zeccherisoontrabli sugli animali e

nell’ ambierte.

2.2. MATERIALI E METODI

L’ indagine che viene presentatae parte di uno studio piu ampio condoto a livello
nazionale(Prageto di Ricercadi InteresseéNazonale - PRIN 2004),finanzato dal MUR e
riguardantela diffusione delle babesiosin animal domestici e selatici, il cui scopoera
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guello di descrvere I'epidemiologia di questa parassitosiin alcune aree del teritorio
italianoe di valutareil livello di rischioperlasalue pubblica (Pietobelli et al., 2007)

Lo studio é stab condottoda quattroUnita Operaive (UU.OO.) in streta collaborazione
(Padova,Bologna, PerugiaRoma).CiascundJ.O. haprovvedutoalla raccolta di campioni
di sanguedaanimali domestici(cani, equini bovini, ovini e cgprini) e daungulatiselvatici
(caprioli, daini, cervi, camosi, mufloni e cinghiali) presenti nelle diverse aree di
competenza.

Nel presentdavoro vengonopresentate discussi risultati riguardanti le analsi condotte

su campionidi ruminantidomesticie selvatci prelevati dall’'U.O. di Padova.

2.2.1. Campionamenti

Nel periodo Giugno 2005 - Marzo 2006, graze alla collaboraione di Veteinar liberi

professonisti, dipendentidelle AziendeSanitrie Local e operdori del setore, sonostati
raccolti canpioni ematicida 116 bovini, 83 ovini, 24 caprni e 81 ruminani selvaticidi

diverse specie (49 caprioli, 15 daini, 9 camosci, 5 cervi, 3 mufloni) provenientidalle
Province di Belluno, Padova,Verona e Vicena dela Regobne Veneto e in quelle di

Gorizia, PordenoneTriede e Udine della Regione Friuli Venezia Giulia (figg. 2.1, 2.2).

Sono statiindividuati allevamentidi piccoledimensioni conanimdi manteuti al pascoloe
presentiin Aziendada almenoalcuni mesi. Fattaecceaone per un gruppodi daini, che
provenivano da un allevamento,per gli altri ruminant sdvatici, i canpioni sono stati
raccoltidurantele stagionaliattivita vendorie.

Al momenb del prelievo e stato effettuato un esame clinico sugi animali al fine di

evidenziarela presenzadi zeccle. Tutte le zecthe eventuaimene present sono state
raccolte e portate in laboratorio, dove sono state mantaute in vita (in condizoni di

temperaturae umidita controllate) per almeno 20 giorni, per consentie 1o sviluppo di

eventuali protozoi ingeriti. Infine, le zeccheraccolte sono stak sopprese,consevate in

alcool 70%einviateall’'U.O. di Romaperl’identificazionee I'analisimediantePCR.

Tutti i camponi (sargue intero, sieri, coauguli e zeche) sonostati catalogai mediante
codici di riferimento riportati su una schedaappositanente predispostae compilataper
ogni singolo animaleriportandoi principdi dati anannestci (spede, razza, eta, sesso,

provenienzapasolo).
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Figura2.2: struttureper il prelievo da specie selvatiche
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2.2.2. Analis di laboratorio

2221, Microscopia e sierologia

Quando possbile, e stato effettuato lo strisdo, usandoil kit Hemacobr® (Merck,
Darmgadt, Germany)perla colorazione.

| sieri prelevat da bovini, conservatia -20°C, sono stai analzzati medante test di
immunofuorescenzandiretta(IFl), utilizzandoi kit per ricercadi anticorpi anti-B. bovis e
anti-B. bigemina (Fuller Laborateies, California, USA), checonsentond’individuazionee
la semiquanificazionedi anticorpidella classelgG, secondoil protocollo fornito dalla
ditta.

La reazionepostiva apparecomedistinti corpi inclusi color verdemeda sovrappostiagli
eritrociti. Ogni reazionedeve esserevalutata in funzione dei rispettvi controlli. | sieri
positivi sono stati succesivamentetestti a diluizioni scahri sino a definirne il titolo
finale. | due testsi differenzianoperil titolo soglia che corrisponct a 1:40 per B. bovis e
1:80 perB. bigemina.

Non e statopossibilees@uire testsierologici per altre specie potenzalment presenti(B.
divergens nel bovino, B. motasi e B. ovis negli ovini e ne caprni), percké non sonostati
reperitikit del commerciogpertali specie.

22.2.2. Analisi biomolecolari sui coaguli

Sono state condote analisi biomolecolari (PCR) per la ricerca di Babesia spp. sa sui
coagul di sangiechesulle zecche.

Per quantoriguardai coaguli,ciascuncampbne e stato sotopostoall’estrazone del DNA

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

protocollo fornito dalladitta.

Sono state sekzionate due coppie di primes: la prima (CRYPTO F e CRYPTO R)
genericaperil Phylum Apicomplexaampificaun segmato di circal1700bp del genel8S
rRNA (Herwddt et al., 2003).La secondacoppiadi primers(RLB-F2 e RLB-R2), invece,
e piu specfica per Babesia spp. e amplifica un segmenb di 460520 bp dd 18S rRNA

(CentereLimaet al., 2003).
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Sono quindi stati scelti per quese analisiil primer CRYPTO F (5'-AAC CTG GTT GAT
CCT GCC AGT-3’) comeforward e il prime RLB-R2 (5'-CTA AGA ATT TCA CCT
CTG ACA GT-3') come reverse:questacoppiadi primers pernette di amplificare il
segmentadi circa800bp del 18SrRNA.

E stataallestitaunaPCRin unvolumedi reazonedi 50 pl contenente 10 ul di Buffer 10X
(PROMEGA), 2U (0,4 ul) di Tag (PromegaUSA), 200uM di ogninudeotide(dNTP Mix,
PromegaUSA), 20 pmol di ogniprimer(MWG-BIOTECH) e 5 ul di DNA.

Il ciclo di amplifi cazionee statocondoto in un termocclatore WHATMAN BIOMETRA
(Germany)secondal protocolloriportatoin tabella2.1.

Faselniziale DENATURAZIONE 94° X 2 min.
o DENATURAZIONE 94° X 30sec

40 cicli ANNEALING 60° X 30sec
ESTENSIONE 72° X 1min.

Fase Finale ESTENSIONEFINALE 72° X 7 min.

Tabella 2.1: ciclo di amplificazione per analisi PCR sui coaguli

La corsaeletroforetica e statarealizzatasu gd di agarosioal 2% conteneite Bromuro di
Etidio (5 ul/50 ml). La lettura e stataeseguitautilizzando I'analizzaore d’'immagineFluor
S (BioRad USA) eil programmaQuantty One

2.2.2.3. Analisi biomolecolari sulle zecche

Prima di esegiire le PCR, tutte le zecchesono stake osservée alo steleomicroscopioe
identificatesu basemorfologicaseguendde chiavi di identficazioneriportate in lori et al.

(2005).

Pressol’'U. O. di Romae statamesaa puni unamebdicadi biologia molecdare (PCR)
ataarilevare la presenzalei genidi Babesia na canpioni di zecde (larve, ninfe e adulti)
provenientidalle varie UU.OO.

Il protocollodi estazionedel DNA prevedea I’'omogenizazone di ogni campionee il

successivotratameno con 20 ul di ProteinasiK (Quiogen).Effettuatal’incubagone a
65°C per circa 30, sono stati aggiunti 14 pul di K Acetato (8M) ponendoil compostoin

ghiaccio per30'. Dopocentrifugazionex 13.000rpm per 10’, il surnatate é stato prelevato

aggiungendoun eguale volume di fenolo-cloroformo (1:1) ed effettuando un’ulteriore
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centrifugazionea 13.0® rpm per 2'. Il surnaénte &€ stato nuovanent prelevato e
addiziorato con un doppo volume di etanoloassoluto.Refrigaato a -20°C per almeno
10’, il campionee stato poi centrifugato (13.000rpm per 20°) per far precipitareil DNA.
Al pellet di DNA sono stati aggiunti 100 ul di etanolo 70% e, dopo un’ulteriore
centrifugazione (13.000 rpm per 5’), & stab eliminato il surndant. Per eliminare
competamenk I'etanob, si & procedutaliofilizzandoi canpioni con unapompaa vuoto
pernonpiu di 5" erisospendendd pelletin 50 ul di acquadisiill atasterile.

La PCR e stata eseguita usando i prime CRYPTO F (5-
AACCTGGITGATCCTGCCAG-3") e RLB-R2 (5-CTA AGA ATT TCA CCT CTG
ACA GT-3’), cheamplificanoun frammento di 800 pb dd genel8SrRNA (Hemwaldt et
al., 2003).1I ciclo di PCRprevedevd0’ a94°C,30” a94°C,45” a60°C,1’ a72°Cper35

volte, seguto daun passaggidinaledi 7’ a72°C.

2.2.2.4. Analis delle sequenze

| campioni risultati postivi alla PCR, sonostdi purificati utilizzandoil kit Nucleo Spin
Extract® (MacherNagel,Germany),seguendole indicazoni ddla ditta produttrice, ed
inviati per il seguenziamental laboratoro del CRIBI, Universitadegi Studidi Padova.

Il sequenamenb e statoeseguitain enrambele direzioni (sensoe antisenso) utilizzando
gli stessiprimersimpiegati nella PCR. Le sequaze di circa 800 bp sono state corrette
mediant analsi visualedegli elettroferogrami utilizzandoBioeditv 7.0.2(Hall, 1999)e
sono statetestae versole sequenzeli 18SrRNA di Babesia spp.e Theileria spp.presenti
nei databasé&erBark, EMBL e DDBJ utilizzandoBLAST (Altshulet al., 1990).

2.2.3. Analis statistica

L’'analisi statstica e stataeseguitaper i bovini (sia rispeto dla positivita sieologia, che
alla posgtivita all'analis biomolecolarek peri ruminani sdvatici (solorispeto all’ analisi
biomolecolare),dal momentoche in enrambi i casi erano state riscontate prevalenze
sufficientemente alte.

Il softwareutilizzatopertuttele analisie stato SPSSperWindows,versionel 3.
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2231 Bovini

Le differenzedi prevalerza(sierologiaversoB. bovis, sierobgiaversoB. bigemina, esane
PCR) in relazione ad alcuni dati epideniologici (razza, etg provenienza) sono state
analizzateconil testunivariatodel chi-quadro(y?).

Per quantoriguarda la razza,i soggeti sono stat suddivisi in due gruppi, ritenendo
significativo differenziarele razzeconsderae rustiche (bruna,grigia alpina, rendenale i

soggettimeticci, daquelleadaltagerealogia(frisona,pezatrossalimousing.

Perl'etai soggeti sono statisuddivig in 4 classi(finoai 18 mesi,dal9a24 mesi,da25a
48 mesi e con piu di 48 mesi),individuatke sullabasedi unadivisionein quartili.

Per quantoriguardal’areadi provenienzai campboni sonostati suddivsi in relazionealle
Province di provenienzaVicenza,Verona, Belluno, Udine), escludado la Provinciadi

Padovain quanb caratterizzataaunanumerosta campionariaeccessvamene bassa.

L’ esigenzadi eventualifattori di rischio € stat valutata ancheattraversoun analisidi tipo

multivariato (modelo di regresionelogistica binaria).

Il modellodi regres®ne logistica € stato ripetuto perle 3 variabili dipendenticonsderate
anche per I'analisi univariata (sierologia verso B. bovis, sierobgia verso B. bigemina,

esame PCR) ed ha sempre utilizzato, come variabili indipendent i segienti dati

epidemiolagici: razza.eta,provenienza.

Il metodoutilizzab nell'analisidi regressionéogistica & stao dapprina per blocchie poi

per pasi all'i ndietrg la bontadi adattamato dei dati al modello e stak valutaa tramiteil

testdi Hosme-Lemeshow.

2.2.3.2. Ruminanti selvatici

Nel ca® dei ruminanti selvatici, invece, sono state valutate unicamente le differenzedi
prevalenza al’esamePCR in relazionead alcuni dati epidemiologici (sessoeta, areadi
provenienza)senpreattravers il testunivariab del chi-quadro(y?).

Perl'etai soggeti sonostati suddivisiin 4 classi(fino ai 6 mesi, da7 al2mesi,dal3a24
mesie conpiu di 24 mes) individuatesula basedi unadivisionein quartii.

Per quantoriguardal’areadi proveniena, i canpioni sonostdi suddivisiin 3 grandiaree
individuate sula basedelle caratteriiche geogrdiche del territorio, ritenendoquesta
suddivisone maggiamenteutile di quela fatta sempicemente sulla basedi una divisione
di tipoamminstrativo (fig. 2.3). In particolare:
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- Areal: zonadellePrealp veneteg(Veronae Vicerea)
- AreaZ2: zonadelle Dolomiti (Belluno)e dellaCarnia(Udine)

- Area3: zonadal Car® triestino(Trieske e Gorizia)
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Figura 2.3: area di provenienza dei campioni di ruminanti selvatici

Peri selatici none stataeseguitalcunaanalsi di tipo multivariato.

2.3. RISULTATI

2.3.1. Microscopia e sierologia

Su untotaledi 116 bovini, 83 ovini, 24 caprni e 15 ruminanti selatici (daini) peri qualie
stato possbile esegire 'esamemicroscopico,sdo un canpione prelevdo da un bovino
femmina,di razzaLimousinee 18 mesidi eta, proveniete da un allevanento della zona
orientaledella Provinciadi Udine, € risultato posiivo. Le carateristiche morfologiche(fig.
2.4) dello striscio potevanofar sogetiare una ezologia riconducbile a B. divergens,

diagnos poi confermatalall’analis biomolecokre.
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Figura 2.4: esame micraoscopico del campione PD-254-BV

Per quantoriguardale analisi sierologiche sono stati condoti test IFI su 116 bovini,
provenientida 14 diverseAziende.Sul totale dei 116 sieri analzzati, 64 (pari al 55,2%)
sono risultati positivi perpresenzali anticorpi anti-Babesia, convalori del 53,4%(62/116)
per B. bovis e del 10,3%(12/116)per B. bigemina. Positvita na confrontidi entmambele
specieprotozoariesonostateevidenziaten 10 (8,6%) campini.

Per entranbe le specie protozoariesono stai risoontrati titoli anticorpali che si sono
mantenutia livelli piuttostobass e non superiorial valore di 1:320.La maggior partedei

campioniha evidenziatatitoli non superioria 1:80, sia per B. bovis, che per B. bigemina

(tah 2.2).
Titoli i i ) Totale
test IEI 1.40 1:80 1:160 1:320 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. Analis su ospiti vertebrati

Tutti gli 83 canpioni ovini ei 24 caprinisonorisultat negaivi ale analsi biomolecolar.
Per quantoriguardai bovini sono stati analzzati mediantePCRsolo 110 campioni(su116
raccolti), 21 dei quali (19,1%) sonorisultat positivi per “piroplasmosi”.L’analig delle
sequenzehaconsentitadi individuare 15 campioni postivi perBabesia microti-like (ceppo
gpanish dog), 1 per Babesia microti, 1 per Babesia divergens e 4 per Theileria buffeli.
L’unico campbnepositivoallo strisciodi sangue e risultato essereanchel’unico nel quale,
dl'analisi filogeneticag statariscontrateB. divergens, spece tipicadel bovino.

E stato possibie condurre la PCR su 81 degli 83 campbni proveniati da ruminanti
selvatici, individuandouna positivita per “piroplasmi” nd 35,8%(29/81)dei campioni.ll
successvo sequenziamentaffettuatosui 29 campini posiivi, ha pemessodi tipizzare
Theileria spp. (in 4 daini e 1 capriolo), Babesia divergens - like (in 20 caprioli e 1

camoscb), Babesia EU1 (in 1 capriolo)e Babesia ovis (in 1 camoscd ein 1 cervo).

© = © é c 2 © % é g g
ioni| 28 |82 | 88| 82| & | & | @
campionii. & 5 | 88 | 85 | 28 7 2 Tz | TOT |prevalenza

andlizzatil S | 85 | 82 | &85 | & 2 =

(N) El ] 8] & | & | £
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 22 449
DAINI 15 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: poditivita all’analisi biomolecolar e per le diver se specie di ospiti.

Nella tab. 2.3 sonoriportate le postivita all’analisi biomolecokre e relaivo esito delle
analisi delle sequenzedivisi per specie ospte (considerandoseparaamente i diversi

ruminantiselvatci).
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2.3.2.2. Analisi su artropodi vettori

In totalesonostateraccoltel66 zeccheciasanadele qudi e statidenificatae analizzata
mediantePCR e swccesivo sequenziameto per la ricercadi Babesia spp. Per quanto

riguardai bovini, sonostateraccolte7 zecde (da 6 soggetid, tutte appatenenti alla specie

Ixodes ricinus e risultate negativeper “piroplasmi” all’andisi biomole®lare Solamente

una pecaa é risultata postiva alla ricercadi ecbparassiti presentandaina sola zecca,
identificatacomeRhipicephalus bursa e negaiva per* piroplasm” ala PCR.

La faunaecbparassitaria risultata piu abbondardg nd casode ruminani selvatici. Sul

totale degi 83 soggetticampionati 33 sonorisultati positvi perpresenadi zeccheperun

totale di 158 artropodiraccoltie un’intersita di infestazonedi circa4 zeacheboggetto.

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 33 caprioli.

Tutte le zeccheraccoltesono risultatenegaive per Babesia spp.,mentredue esemplaridi

Ixodes ricinus, prelevatida unafemminadi capriolo di 6 mesi della provinda di Trieste,
sonorisultati positivi perTheileria spp., ancheselo stesssoggeto e risultatonegativoalle

analisi di PCRconddte sul coagulodi sangue.

2.3.3. Analis dg fattori di rischio

2.3.3.1. Bovini

Per quanto riguardala razza,il testdel ¥* non ha consenito di evidenziaredifferenze
statisticamerg significative di prevalenza (p > 0,05) rispeto a nessunodei 3 test
diagnosticiconsderati (sierologiaB. bovis, sierologiaB. bigemina, analsi biomolecolae).
Per quanto riguada, invece, I'eta, sono stae riscontrde differenze leggemente
significative (x2 = 8,000; p = 0,046) solo rispeto allesame PCR. | vaori di
sieroprevalenzaiu elevatisonostati rilevati nelle classidi eta0-18 mesie 25-48 mesi
Anche per quantoriguardala Provincia di proveniena sono stae riscontate differenze
significative rispeto atutti gli esamiconsiderat(p<0,05).La Provinciadi Belluno risulta
essergjuella perla qualesono stateregistate postivita costanémerte bassemente pe le
dtre Province le positivita sonorisultate variaresensibimente a seondadel test presoin

considerazione
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L’'analisi multivariata, invece, non ha messoin evidenza alcun fattore di rischio, fatta
ecceziore perla sieropositivitaverd B. bovis, risultatesignificativament piu elevatenelle

classidi eta0-18 mes e 25-48 mes.

2.3.3.2. Ruminanti selvatici

Il testdel y* non hacorsentib di evidenziarealcunadifferenz staisticamente significativa
di prevalenza(p < 0,05) rispetto alla postivita allesamePCR. Il fattore che ha fatto
registrareil valore di significativita maggiore € quelo relativo all’'area di proveniena.

Nellatabella2.4 vengonariportatii valori perle 3 aree.

PCR
areadi provenienza totali positivi |prevalenza
(N) (N) (%)
1. Prealpi venete 18 3 16,7
2. Dolomiti e Carnia 29 10 34,5
3. Carsotriestino 34 16 47,1
totale 81 29 35,8

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

2.4. CONSIDERAZIONI

L’'indaginehapernes® di rilevareuna‘circolazone’ inaspetatamene alta di protozoidel
genereBabesia sia nei bovini chenei ruminanti selvdici, con posiivita alla ricercadiretta
del parasita rispetivamentedel 15,5% (17/110) e del 29,6% (24/81), e di segralarela
presenzali protozoi del genereTheileria, con postivita del 3,6% (4/110) nei bovini e del
4,9% (4/81) na ruminantiselvatici.| canpioni prdevdi daovini e caprini invece sono
risultati tutti necativi, anchese non é possbile fare consideazioni perché soprttutto per

la speciecaprinale numeroga campiorarie eranopiuttostobasse.
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24.1. Ovini e caprini

Anche senessunalegli ovini (83) e dei caorini (24) provenenti dall'lt alia nord-orientale
(areadi competenzalell’'U.O. di Padow) e risultato posiivo agli acertanent diaghodici
(microscopae PCR),alcunepostivita sonostaterismntrat negliovini, in soggetti allevati
in altre Regoni indagateall'interno dello stessoPRIN 2004 (Emilia Romagna,Toscana,
Umbria e Lazio) per un valore medio di postivita pari al 5,9% (18/306) all'analisi
biomolecolare(Pietrobelli et al., 2007). Analoganente a quanto riscontrao dall’'U.O. di
Padova, invece,i camponi caprini (133 in totalke) sono semprerisultati negativi per
Babesia spp., il che fa ipotizzare una loro refrdtarietd o, comunque, una maggore
resistenzalella speciecaprinaall'infezione.

In letteratua esistonopocheindagini in Italia sulle babesbsi dei piccoli ruminanti, con
segralazionisporadichedi focolai e con valori di prevdenza ndle pere tendenzialmente
inferiori al 10% (Saviniet al., 1999).In Europail problena senbraessereparticolamente
presentendle areemediterranedGrecia, Spagna, Turchia), dove ci si trova di fronte a
situazioni di babesbsi enzooticacon alti valori di sieroprevagnzatra gli ovini (Cicek et
al., 2004;Papadopoulost al. , 1996;Ferreret al., 1998).La malatia sembraesseraneno
diffusa e menograve nei caprini,anchesein questaspece sonostati riscontati alti valon

di sieroprevadnza(Papadopoulost al. , 1996).

2.4.2. Bovini

24.2.1. Indagine sier ologica

| risultati delle analis sierologiche mostranoun valore di sieroprevalenzaalto (53,4%)per
quantoriguardaB. bovis, confermatadai risulteti ottenut dale altre UU.OO. chein tutte le
aree sono superiorial 30% (Pietrobelli et al., 2007). Quest valori non consentonaodi
descrivereun chiarotrendgeograficodi variazionedela sieroprealenza, anchesesembra
esserdendenzianentemaggiorenellearee piu setentrionali.

Al contrario,la sieroprevalenzavidenziga per B. bigemina (10,3%6), comparga conquelle
otterute dale altre UU.OO (Pietrobelliet al., 2007), senbranodesaivere un andamento

tendenzialmemopposo, convalori inferiori nelle areesdtentrional del’ltalia.
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| risultati descriti sonoabbastanzaorprendati perla redta italiana Non esisteinfatti un
guadrocompleo e generalalelladiffusionedelle babesosi dei bovini nd nostroPaesema
precedentiindaghi sembranodescrivereuna situazone di endenicita per B. bigemina
nell’area centremeridionale (De Vico et al., 1999; Careli et al., 2000; Cringoli et al.,
2002 e unasituazicme generaldai preenza sporadia perB. bovis, legat a segnalazionidi
focdai circoscriti (Rosignoliet al., 2000; Badan et al., 2007) o comunquesegnalataon
prevalenze decsanente bassenel casodi indagini epidemiologiche (Savini et al., 1999)
Per quantoriguardaB. divergens, sono stdi riportat bassivalori di sieroprevalenzaella
Provinciadi Bolognaedin quelladi Macerda in unaindaginedegli anni ‘80 (Progel et
al., 1990).In Italia non edstonomolti altri dai ariguardo,anchesela malattia € ben nota
in areeconfinanti con la zonaoggettoddla presente indagine, come ad esempid’ Austria
(Eddhofer e Baumaartner,1996). Recenemente e stato segnalab un focolao in unastalla
di vaccle da latte, con animali tenuti confinat, in unazonadella Provinga di Vicenza.
Ancheseall’esamebiomolecolaresono stak trovatediverse spece di Babesia, la maggior
parte dei posiivi eradovutaa B. divergens. Il focolaio ha coinvolto diversi animali, a
seguto di unatrasmisionedi tipo iatrogeno, ma sembraesserestab causatanizialmente
dallaintroduzonedi alcunisoggettiprovenenti dall' Austria (Badanet al., 2007).

Nel tentativodi interpretarei datiottenutidalle andisi sierologichedella presentendagne,
e possilile ipotizzare chediverse speciedi Babesia sianopresanti in diverseareedel Paese,
possibilita peralto giudificata dalle differenze climaiche e ambientali tra I'lt alia centio-
settentrionale e quella centremeridionde. Gli artropodiriconoscuti come vettori delle
varie speciedi Babesia sonomolti e hamo prefaenzeecobgichediverse.La diffusionedi
[. ricinus (vettore di B. divergens) € ampameite documetata per I'ltalia cento-
settentrionalee trova riscontroanchenella preseng ricerca, mente Rhipicephalus bursa €
stato recenementeidentificato come la specie predomnantein allevanenti bovini di una
ampia areadell’ Italia centremeridionale(Cringoli et al., 2002).Nella stessandaginenon
era stato riscontrab alcun esemplaredi B. annulatus, riconos@uto vettore sia di B.
bigemina che di B. bovis, e I'indagine sierologica (condott utilizzandoun test ELISA)
avevaevidenziab una alta sieroprevalenzaversoB. bigemina e nessurposiivo verso B.
bovis. Rimanedunqueda chiarire'eff ettiva distribuzione geografi@a delle varie speciedi
Babesia tipiche del bovino e daidentificare qudi sono,nel contestataliano, le zecchecon

effettiva capacia vettorialeperogni singola spece.
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| dati dd preseng studio aggiungonoacuni indizi ndla costruzone dela mappadelle
babesiosi bovine, anche se non bisogna dimenticare che le postivita siemlogiche
riscontratesonostate,per entrambde spece di Babesia, a bassititoli, e, considerandda
tendenzaalla crossreattivitadel testIFI, non e possibie escludee che alcune positvita
sianodovutealla preenzadi altre specie,e tra queste soprattitto B. divergens, perla quale
non si & potub testaresierologicamentelcun canpione.

24.2.2. Indagine biomolecolare

I dubbi sulla scarsaspecificita del testsierobgico sonostat in qudche modo confermati
dall’ analisibiomolecolare,in quantoil sequazianmentodd prodoti di amplificazionedei
campionibovini ha pemessodi identificare in 15 campboni un ceppo filogeneticamete
vicino a B. microti e definito comeB. microti-like, e in altri duebovini rispetivamenteB.
microti e B. divergens. Sembrapertand strano che siero-prevdenze cosi alte non siano
legatead un pur minimo riscontrodirettodi B. bovis.

Il campioneposiivo per B. divergens corrispondevall’'uni co canpionerisultato posiivo
alo striscio, rappresentanddunqueun casodi infezione dlo stao iniziale Dal puntodi
vista ddla sani& pubblica, invece, desta ben piu preoccupzione il risoontro di un
campionepostivo per B. microti e di ben 15 campioni postivi per B. microti-like. Come
detto nellaintroduzione B. microti € causariconoscutadi babesiosumananedi USA. In
Europa, pur essendastatapiu volte segnaléa in vari ospti vertebratj sopratutto micro-
mammiferi(Karbowiak,2004), e in artropodivettori (Duh et al., 2001;Foppaet al., 2002),
non e mai statadimostratacomecausadi balesiosindl'uomo. Nel tenfativo di spiegarda
mancanzadi babess clinica umanain Europa da B. microti, staa anche ipotizzata
I'esistenzadi diversi cepi (Gray, 2006), caratterizzai da maggiore 0 minore potenzialita

zoonotica.A quantoci risultaquesa e la primasegndazionedi B. microti nd bovino.

24.2.3. Fattori di rischio

Per quantoriguardal’analisi dei fattori di rischio, non si € riuscit a stabilire in modo
chiaro alcuntipo di fattore. Alcune classidi eta (gli animal piu giovani e quelli tra il
secando ed il quartoannodi eta) sembrancessee maggiormete a rischio di presentare
“piroplasmi” circolanti, maquestorisultato non mostra unatendena chiaradellapositivita
rispeto all’eta ed e difficilmente interpretable dd punib di vistabiologico. Il nonriscontro

by

di alcun fattore di rischio significativo € imputable anche ale basse numerosita
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campiorarie e alla difficolta di raccoglere con precisione e costanza tutti i dati

anamnestii.

2.4.3. Ruminanti selvatici

Nei ruminantiselatici e stataaccertatda presenzali B. divergens-like (21), B. ovis (2) e
Babesia EU1 (1). Particolare interesseriveste I'i dentficazone, in un capriolo della
Provinciadi Verora, del ceppoBabesia EUL. Si tratta infatti ddlo stessacepp segnalato
comeagentedi zoonosiin Italia, in un caccatoresplenecbmizzato e resideng in un’area
ruraledellEmilia RomagnaHerwaldtet al., 2003)e viene segné#ato perla primavoltain
un ruminanteselaticoin ltalia. Prece@ntemate, campionipositvi a Babesa EU1 erano
stati segralati in caprioli (Duh et al., 2005a)e zecche(l. ricinus) ddla Slovenia(Duh et al.,
2009%0), ein zecchalellaSvizzera(Hilpertshauseet al., 2006).

Occorre inoltre considerarecomein molti selvdici esamindi, in particolare capioli, sia
stataossevata la preenzadi ceppiinseriti nel clusier Babesia divergens-like, a cui sono
correlati ceppi seqalati comeagentidi babesbsi umanain Europae il ceppozoonotico
MO1 riscantratoin Missouri (Herwaldtet al., 1997).

Ancheper i ruminanti selvatici non e stato possbile individuareacun fattore di rischio
significativo, anche perchéancordi piu valgonoin questocasoi problem legatialle basse
numerositacampiorarie e alla difficolta di raccoltadei datianamnmesici. La specie capiolo
e senzadubbio quella che presentale maggiori posiivita (tab. 2.3), ma a causadel
campioramento fortemente shilanciato, non & possbile fare confront statisticamente
significativi con le altre specie.L’'unico aspédto per il qualeé possibik individuare una
tendenzaé la provenenza.Comes vededallatabela 2.4 unatendena all’aumentodelle
positivita andando,lungo I'arco alpino del Triveneb, da ocddent verso oriente.L’area
con prevdenzamaggiorerisulta esserequella al confine con la Slovenia,Pasein cui, in
effetti, sonostat riportati valori di prevaknzaancorapiu alti (Duh et al., 2005).

Per quantoriguardale zecchejnfine, viene confermaa la presenzali varie specie,anche

sel. ricinustendead eserespeciealtamene predoninante.
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244, Aspetti diagnostici

Da un puntodi vista diagnosticoé statoosservata@ome, in soggett appaentementesani,
I’esame microscopico su striscio di sangue rappresentiuna meodica diretta poco
affidabile, diversanentedallaPCR chesi e dimostratanolto piu sensilil e.

Nel cors delli ndagineci sono statenotevoli diffi coltand reperimentodei kit diagnostici
e degli antigeniper alcune specieprotozdarie quali B. divergens, B. motas e B. ovis,
rencendoimpossbile I'esecuzionali esamisierobgici pergli ovini ei caprini. Nei bovini,
inoltre, & statopossibileeffettuarela ricercadi aniicorpi solanentenei confronti di alcune
specie(B. bovis e B. bigemina). Anchela ricera di con@att alivello internazonale nonha
consentitoperil momentodi risolverequesb problema

Nello studio della babesiosin animali sdvatici, un’ulteriore diffi colta consistenel fatto
che le speciedi Babesia fino ad ora descrite sonostéae differenzate prevdentementesu
base morfologica. L’introduzione delle tecnche biomdecohri sta rivoluzionando la
tassmomia dei ‘piroplagni’ e potra fornire in futuro utili indizi per la corretta
identificazioneeziologica(Allsopp e Allsopp,2006).Non va tuttaviadimenticatoche solo
integrandole analisi molecolaricon lo studio degl aspeti ewmlogici, epidemiologici e
sierologici, si potraarrivaread avereun quadrochiaro e compleo delle babesiosicircolanti
trai ruminant, siaselvaticichedomestici

Fino a quandoquestoobiettivo non sara raggiunto, la PCR da sola non sarain gradodi
stabilire la speciedi Babesia in questionee, per quantosianoin corsostudi riguardanti
I'applicazionedi metodichedi digestioneconenzimi di restrzionesui prodott amplificati,
a momerto, il sequenziamente la succasiva analisi filogeretica rappresentd’unico
sistema che permettedi tipizzare evertuali piroplasmi evidenzati con la PCR (Bonoli,
2006).

2.5. CONCLUSIONI

In conclusionele babesiosdei ruminantisonopresentanchein areedel nord consideate
fino ad oggi scarsamentateresatedalla malattia. Paricolarmene importang, del punto
di vistadella sanit pubblica,il riscontrodi un canpione postivo a Babesia EU1, ceppo

con accertae capacitadi causre malatia nelluomo, e di ben 21 campioni positivi a B.

62



divergens-like in ruminantiselvaticie 15 campboni posiivi a B. microti-like tra i bovini,

ceppicorrelati ad isdati responabili di babesiosiumana.

In futuro, la raccolta di zeccheadultediretamente dagi animali potrebbeesserantegrata
dallaricercadeivari stadi(larva, ninfa, adulto)e di pabbgenieventudment presnti al loro

interno, attraversocampionamentambienéli in aree di pasmlo frequentate degli animali
stessi,comegiavieneregolarmete fatto per altre mdattie trasmessedazecche

Nel casospecfico dellarealtadellltalia nord-orientale saraimportantearrivare a definire

le caratteristthe epidemiologichee la potenzidita zoonosia dei ceppi riscontati,

attraversoun monitoraggioattivo dellearee maggiormene arischo.

Piu in generale,samnno senzadubbio necessa ulteriori studi per chiaire gli aspetti
tassmomici ed epidemiologicidelle babesiosumanenel contestoeuropeo.L’'obiettivo e

quello di poter individuare in modo chiaro quale o qual spece di Babesia siano
responsabildi mdattianelluomoe sopratutto qual ospiti vertebratifunganodaserbatoio
e quali speciedi zecchedavettori. Il tutto permeteradi valutarein modopiu appropriatoi

fattori di rischiolegatia quesa malattiaemergene.

63



64



3. LEISHMANIOSI CANINA INITALIA NORD-
ORIENTALE: QUALI FATTORI DI RISCHIO?

3.1 INTRODUZIONE

3.1.1. Situazionein Italia

La leishmaniosié unazoonosiprotozoarigpresenteondiverseforme cliniche e altrettanto
differenti caratteristicheepidemiologichan molte aree ddl’Europa dell' Asia, dell’Africa
e del’America Latina. In Italia 'unica specie di Leishmania segnaléa e L. infantum,
agentedellaleishmaniostanina(Lcan) e dela leishmaniosiviseerak (LV) e cutanea(LC)
nell'uomo. L'unico serbatoioriconoscido ddla mdatta e il canee i vettori responsabili
della trasmissione sono alcune specie di inseti emabfagi dd genere Phlebotomus,
chiamaticomunementdlebotomio pappaéci.

In alcure Regboni del centroe del sudltalia la mdattia € conoséuta datempo,sianel cane
che ndl’'uomo, mentrele prime segnalaoni di focolai autodoni in nord Italia risalgono
alla met degli anni’90 (Poglayenet al., 1997; Ferroglo et al., 2000). Negli ultimi anni
anchein quesha parte d’Italia la malatia sta assunendo sempre maggiore importanza
(Gerchi e Pietrobeli, 2006).

L’It alia nord-orientalenon e rimaga indenneda questaendena e negli ultimi annisi sono
susseguitevarie segnalazionnel cane,che, graze ad indaginiappostamentepredisposte,
hanno portato alla luce I’ edgstenzadi veri e propri focolai autod¢oni della malattia con
circolazionedel protozooall’interno della popolaione cannalocale A partire dal primo
focdaio segnalap nellazonadellaValpolicella a Veronand 1994 (Poglayenet al., 1997),
una sorvalianzasierolgyica ed entomobgica dele aree limitrofe ha dimostratoche il
focdaio originale era ancoraattivo e che I'infe zione si stava espandedo a nord-ovest,
versoil lago di Garda(Piccoliet al., 1999).Inoltre sonostéi individuai focolai nel’areaa
nord-estdi Verona(Pietrobelli et al., 2004), nella zonadi Arco di Trento (Capelliet al.,
2004) e nella zonadi Vittorio Veneto(Vascellari et al., 2005).
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In Italia, nelle zonetradizionalmenteendaniche dovei valori di siercprevalenzanella
popdazione cannae quelli di densitadel vettore sonoelevati, si sonoregistrati nell’'uomo,
apartiredd 2000, circa 200 nuovi casiconplessividi LV e LC (Gradoniet al., 2004).Al
contrario, la situazioneepidemiologicadi questinuovi focolai € ben meno allamantee |l
rischio di trasmssione all'uomo minore,ande seiniziano ad esseresegné#ati alcunicasi

umani, a partire dalle zonedel primo focolaio veroneséGabrieli et al., 2001).

3.1.2. Obiettivi dellaricerca

Considerando la limitata conoscenza della situazone epidemiologica in aree
potenzidmente adatteal diffondersidella mdattia, nel corsodd triennio 20052007 si

cercato di monitorare I'evolvers del'infezione nellltalia nord-orientale attraveso

indagini sierolagyiche ed entomologiche realizzae in acune aree, oppatunamente
individuate Basanabsi sulla segnalazionedi sospeti casi aubctoni di Lcan e sulle

caratteristicheclimatiche ed orografichedel territorio adate alla presena dei flebotomi
vettori, sono stak pres in consideazione5 aree, 3 in Vendo (areaddle colline orientali

del veroneseareadei Colli Euganeie areada Colli Berici) e 2 in Friuli VeneziaGiulia

(areaintornoal Comunedi Majanoe areaintornoal Comunedi Caneva).

La zonacollinaredel veronesee datemp oggeto di studio,perquantoriguardala Lcan. A

partire dal primo focolaio dellaValpolicella I'infezione si e diffusasia in direzionenord-

ovest,versoil lago di Garda,siain direzione orientale, interessado progressivameatla

Valpantenala Val Squarantce infine la Val d’lllasi. L'i nfezione ormai copreunavasta
area,anchesee distribuitaa macchiadi leopado. La presenzadella malattia € ormainota
anche tra i Medici Veterinari liberi professionst ddl'area. L'uso di repelenti

antiparassitari e la sorveglianzasierolgyica dei cani resdenti nelle zone a rischio sono
pratiche sicuramentepiu comunidi quanb lo sianoin altre aree dell'ltalia nord-orientale,
anche senon vi sonodati certi sull’efficacia dele attivita di contollo. | dati riportati nel

presente studio rappresentanola parte conclusiva ddle attivita di monitoraggio
entomologico, messein atto in modo organco a parire dalla fine dd 2002. L'area
consideratan modospecifico € quelladdla zonacollinarea nord-est dela citta di Verona

e compresanei Comunidi Lavagnodi Grezanae dela stessaVerona.
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Per quanb riguarda lI'area dei Colli Eugané& erano gia state condotte indagni
entomobgiche nedi ami 2002 e 2003 ndla zona sdtentrionak (Natale, 2004). Forse
anche a causadelle condizioniclimaticheavverse granostai trovati solo 4 flebotom (3 P.
perniciosus e 1 Sergentomya minuta) nel 2002e nessunad 2003.

L’areadei Colli Berici, limitrofa alla preceden¢ anchese sgyaratada un brevetratto di
territorio pianeggante, avevafatto pureregistrae la presenzadi acuni flebotomi durante
indagni condote nel 1998e nel 1999 (Furnari, 2005).Questgpresena, ancheseminima,
confermaval sospettachele areein questiondosseradoneedd puntodi vistaclimatico e
ambientale allo sviluppo dei vettori della leishnmaniosi. Nel corso dela ricerca é stata
realizzata una indagine sia di tipo sierologico, che entomobgico per i Colli Euganei,
mente peri Colli Berici si e partiti nel 2007solo con unaindagine enomologica.

Per quarto riguardainveceil Friuli Venezia Giulia, nonrisultavaesseranai stao segalato
acun focolaio autoctom di leishmaniosi,ance se la presenzadi possibil vettoi (P.
perniciosus) era statasegnalataancoraa meta degi anni 70 (Biocca et al., 1977). In
entramte le aree identificate in questa Regobne sono state condote delle indagini
sierologche, mentresolo nell’areadi Canevae stab possbile realzzareunaindagne di
tipo entomologco.

Nellafig. 3.1 vienevisualizzatda distribuzionegeograftade focolai gia precelentemente

descrittie quella delle areeconsideratael preserte studio.

SVIZZERA

arn i a
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Figura 3.1: distribuzione dei focolai di leishmaniosi (1: VR, 2: TN; 3: TV) earee

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

Le indagini epidemiologicheed entomologitie del triennio 20052007, che vengonodi
seguto presentat, sono state frutto dela collaboraione tra I'area di Paasstologia e
Malattie Parassitag del Dipartimeno di ScienzeSpermenali Veterinaie ddl’'Universita
degli Studi di Padova e il Laboratoriodi Parasgologia ed Eco-patobgia dell’lstituto
Zooprofilattico Sperimentalelelle Veneze (1ZSVe).

La ricerca é stata realizzatagrazie ai finanzamenti garantiti da fondi ministeiali e
dell’ industia farmaceutica(network scientfico Leish Map), peri primi due anni, e dalla
RegioneVeneto peril 2007, magraziesopratutto allimpegno umano e professionalalel
personale dele due Istituzioni coinvolte Alcune fasi dela ricerca (giornate di
campionamert) hanno visto impegnatenumerose personein contanporanea.Oltre al
personale delle Istituzioni stese e a quello ddle Aziende Sanitarie Locali (ASL)
interessate,sono stati coinvolti alcuni Medici Veteinari liberi professonisti opeanti nella

areedi studioe studentidellaFacoltadi MedicinaVeterinariadell’Universita degli Studidi

Padova.
3.2.1. Campionamento
3.2.1.1. Indagini sulle popolazioni canine

Nel coro dei 3 anniddla ricercasoro stateorganizzae 4 giornae di prelievi gratuiti peri

cani di alcune aree opportunamenteindividuae. In tutti i casi la giornata & stata
pubdicizzata medantevolantini e cartelloniinformaivi. Inoltre, grazie alla collaborazione
delle ASL e aquelladei Comuniinteressat tutti i proprietai di caniregistati all’anagafe
sonostatiavvisati edinvitati attravesounabrewe letterainformativa.

Allo soopodi raccoglierein modoorganco e standardizato il maggior numen possibile
di informazoni anamnestiche;i si € avvdsi di unaapposia schedada conpilare prima
che venisseeffettuatoil prelievo(fig. 3.2). Nella schedasonostat raccolte le informazioni
reldive al soggetto (razza,sess, eta, attitudine, allambiente di vita (Comunee zona
atimetrica di provenienza,ricovero notturno), alla sua eventuak pemanenzain aree

endemicheper Lcane allapresenza menodi sintomi clinici riferibili alla mdattia.
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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 gior nata di campionamento

Il campionedi sanguee statoprelevatoddla vena cefalca brachide (fig.3.3) o dallavena
safena di ciascun cane, ed il sielo ottenuto & stab analzzato con la tecnica
dell’ Immunofluorescenzandiretta (IFI) pressoil Laboratord di Immunobgiadell’lZSVe
di Legnaro,secondajuantodescrittonel par.3.2.2.1.

Quando possibie, i cani risultati postivi al test sierobgico sono stdi prelevati
nuovamente,a distanzadi circa un mese per confaemare la posiivita sierolodca ed
effettuarela ricerca direttadi Leishmania mediante puntab linfonodalee tramite analisi
PCR.

Nel luglio 2005, sulla basedella segraladone di un probabie caso aubctano € stata
organizzaa una giornatadi campionamemt su cani del Comunedi Majano (UD) ed
eventualiComuni limitrofi. In tutto sonostati raccolti e andizzai 193 canpioni. In questa
areanoné statopossbile procederallariceraenbmologica.

Nel 2006 sono state organizzatedue giornate di campibnamenb. In entambi i casi,
durantel’anno precedentegrastatosegnalto un sospetb casoposiivo auto¢ono e si era
procedutoad effettuare una ricercaentomologta pressola residenzade propietai del
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canepositvo e pressduoghiidonei nelle vicinanze,cheavera dato esito positivo rispetto
ala presenzali flebotomipossibilivettai di leishmanosi.

Unagiornataé stataorganizzatanel mesedi maggio, pressola locdita di Rivadolmo(fig.
3.4) in Conmunedi Baore (PD), nella zonameridionak dei Colli Euganei Il casopositivo
era stato segnalat in localita Calaone,nel territorio dd medeimo Comune Sono stati
raccolti ed analzzati 201 campioni.Sempredurante il mesedi maggio, veterinai liberi
professonisti dd territorio hanno racolto 44 canpioni di siero provenieti da cani
residentiin diversiComunidellazonasuddei Colli Euganei

L’'altro Comunenel qualesi e procedutoall’ indagire sierologi@, nel mesedi giugno,
guello di Caneva(PN), sul cui territorio, in localitd Stevena, era stato trovato il caso
positivo. Forse ancte per il fatto che volanini e cartdloni informativi erano stati
disseminatin areeesterneal Comure stessoja partecipadone e sta notevolee sonostati
raccoltiedanalzzai 365campioni.

Nel corsodel 2007,in seguitoai risultati del’anno precedate, si € deciso di appiofondire
la situazionedel’areadei Colli Eugarei, allargandd’i ndaginead altri due Comuni(Cinto
Euganeoed Arqua Petrarca)della zona meridionale degli stessi Colli, individuandonei
campi sportivi di Valle San Giorgio un sito di camponamato di comodoaccessaper la
popdazionedei 3 Comuni.In tutto sonostat raccoti 229 campioni tra cui 25 dacaniche
eranostatiprelevatiancte I'anno precedenta Rivadomo.

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 paralldo conle indagni sula popokzione ospite,sono
state conddte indagini di tipo entomobgico, finalizzae alla catura e alla successiva
identificazionadi flebotomi.La decisionedi organzzae unaindagineentonologicain una
determinatazonaé partita dalla segnahzione di sospeit casi autoconi di Lcan, tenendo
comunguein consderaziond’effettiva esist@zadi unasituazone climatica e ambienéle
idoreaalla presenzalegliinsetti.

Quandopaossibie le indagini entomologichenannosempreprecealuto quele siemlogiche,
in condderazionedel minor sforzoorganizativo e del minor cos. L’organizzazionedella
giornata di campionamentaui cani poteva dunqueessereeffettuata dopo che il caso
sospetto autocbno fosse stato avvabrab dal’esito positvo della ricerca de flebotomi
vettori, rendendo piu plausbile l'ipotesi che il pabgeno stessedavvero circolando
al’interno della popolazionecanina.

Per le indagini entomologichesono stateutilizzate in prossimia deiluoghi di riposodedi
animali present nell’areadel sito di catura, trappok 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) che sfruttanoil fototropismopositivo
di molte spece di flebotomi e che offrono la possibilta di caturare inseti vivi e di
raccogliere canpioni piu consistenti. P ogni sito di catura sono stdi regstrati
I'altitudine, le speciedi animali vertebratipresenti (‘fanimali es@’), il tipo di sito (fattoiia,
giardino, canilke) e le coordinategearafiche.Quando possbile le cature sonostatefatte
con cadenzasetimanale,a partire dafine giugnoe fino ad inizio di ottobre, lasciandole
sticky trap perdue notti e la CDC light trap perunasolanotte

Nel 2005, comedetto precedentementspnostak organizat indaginientomdogiche sui
Colli Euganei(PD) edin Comunedi CanevaPN), individuando4 siti peri Cdli e 3 siti a
Caneva.Nel casodei Colli sano stateeffettuae cature mediante sticky trap in localita
Calaone,mentein altri duesiti di cattura(Pone della Torre,Comunedi Estee TeoloAlto,
Comunedi Teolo), individuati sempreal’i nterno del territorio dei Colli Euganei, ma
distanti dalla localita in cui erastatosegnal#o il casoautodcono di Lcan, si € decisodi
utilizzarela CDC light trap, a garanziadi unamaggiorecgpacta di cattura. Nel casodi

Canevajnvece,i 3 siti monitoratieranoin localita Stevena
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Nella tabela 3.1 sano riportatela localizzazone e le caratteristiche di ogni singolo sito
(N=37)eil tipodi trappolautilizzatoe ndla fig. 3.5la distribuzionegeografca.

ID sito|Provincia Comune localita al“;#gme animali esca | tipo sito tra,ttnlgc()jla*
PD/00 PD Bame Calaone 215 cani giardno S
PD/01 PD Baone Caséte 17 cani giardno S
PD/02 PD Baone Calaone 215 cani giardno S
PD/03 PD Baone Calaone 220 cani giardno S,CDC
PD/04 PD Baone Calaone 178 canicavallimaiali fattoria S
PD/05 PD Baone Piomba' 30 carni uccelli giardno S
PD/06 PD Baone Calaone 235 caniuccelli fattoria S
PD/07 PD Baone Calaone 226 cani giardno S
PD/08 PD Baone Calaone 151 bovini fattoria S
PD/09 PD Ese Este 20 caniuccelli giardno CDC
PD/10 PD Rovolon Carbonarali Rovolon 28 cani giardno S
PD/11 PD Cinto Euganeo Fontanéredda 35 cani giardno S,CDC
PD/12 PD Cinto Euganeo Faedo 184 cani giardno S
PD/14 PD Teolo Teolo Alto 257 caniucceli conigli giardino  CDC
PN/01 PN Caneva Stevena 60 caniconigli giardno S,CDC
PN/02 PN Caneva Stevena 83 caniconigli fattoria S,CDC
PN/03 PN Caneva Stevena 65 caniconigl uccelli giardino S
PN/04 PN Caneva Borgo Fontana 66 cani giardno S,M
PN/05 PN Polcenig Santissima 72 cani giardno S
PN/06 PN Caneva Stevena 80 bovini fattoria S
PN/O7 PN Caneva Borgo Fontana 60 - - S
PN/08 PN Caneva Borgo Fontana 60 caniuccelli giardno S
PN/09 PN Caneva Borgo Fontana 64 caniuccelli giardno S
V1/01 Vi Vicenza Vicenza 30 cani carile S
V1/02 VI NoventVicertina NoventaVicentina 19 cani carile S,CDC
V1/03 VI Costabssara Ongaresca 77 cavali uccelli fattoria S
V1/04 Vi BarbaanoVic.  S.Giovenniin Monte 347 cani carile S
V1/05 Vi NoventVicertina NoventaVicentina 25 cani carile S
V1/06 VI Arcugnaro Arcugnano - caniuccelli giadino S,CDC
VR/01] VR Verona Novaglie 270 conigl bovini cani fattoria S
VR/02| VR Verona Contrada Maroni 270 conigl bovini cani fattoria S
VR/03| VR Lavagno Barco 270 conigl bovinicani fattoria S,CDC
VR/04| VR Grezzam Vaio dei Mulini 300 ucceli conigli fattoria S
VR/0O5] VR Grezzam Spralin 300 bovini fattoria S
VR/06| VR Grezzam Zerbaro 600 canimaiali fattoria S
VR/O7| VR Grezzam Ca'Nova - cani giardno S
VR/08| VR Grezzama Ca'Nova - capre fattoria S

* S=Sticky trap; CDC=CDC light trap; M=manuale
Tabella 3.1; caratteristiche del siti di cattura de flebotomi
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Figura 3.5: distribuzione geografica del siti di campionamento dei flebotomi

Nell’areadel veronesesonostati monitoratiin totde 8 siti, anchese pe la maggor paite
dei siti nonsi e riusciti a garantireunabuonacopeturadi tutto il periodo di presenzalei
flebotomi. Soloin un sito é 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 indagni hamo riguardatole stessezonepresein consideraone nel 2005,ma
aumentandal numerodi siti e I'intensita del canpionamento.Nel 2007,infine, la zonadi
Canevanon € piu statamonitorata,mentrele cature sonocontinude sui Colli Euganei,
allargardosi al Comunedi Cinto Euganeo,ma diminuendo leggemene in intensita.
Semprenel 2007, vista la contiguitageografi@a con i Colli Euganeie la segnalaziondi

acuni cas di Lcan,s é volutoiniziare unaindaghe enbmologicaanchein alcuneareedei

Colli Berici.

Figura 3.7: sticky trap

3.2.2. Analis di laboratorio

3.2.21. Indagini sulle popolazioni canine

| sieri di canesonostati analizzaticonlatecnicadell'lFl. La metodicad’analisi si basasu
guantodescritdb da Gradonie Gramiccia (2000) nd capiblo sula leishmanosi della 4°
edizionedel Manualof Standard$or DiagnosticTeds andVacanes.

L'IFI permete di evidenziarela presena di anticorpi anti-Leishmania mediante una
reazionedel sistemarivelatore (anticorpi antrimmunogbbuline di spede, marcati con
isoticcianatodi fluoresceina)con gli immunocompéssipresentinel siero dedi animali
infetti. Tale complessosi manifesa con I'emissionedi unaluce verde-giala fluorescente

durantel’osservazoneal microscopiocafluorescenza
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La procedua per I'applicazionedi questametodica prevedela coltivazione del ceppo,la
preparazionedellantigenee, nel momentodel’arrivo dei campboni, il vero e proprio test
di IFI indiretta perla ricercadegli anticorpi.Una descrizone detagliataddle varie fasi si

puo trovarein Natale (2004).

La sogliadi postivita é statapostaa 1:40, ala luce della notevole spedficita del test e
dello svolgimento dello studio in un’area precalentenente consideata indenne
dall’ infezione.

Per quantoriguardale analisiper la ricercadiretta dd parassta, si € proceduto,quando
possibile, al'osservazione citologica del puntab linfonodale (colorazione con
Hemacolor® Merck, Darmstadt,Germany) e all’analisi biomolecolae pressostrutture
esternea quelle coinvoltenell’indagine.Née 2005é¢ stataeseguitala nestedPCR (n-PCR)

pressoil Dipartimento di Malattie Infetive, Paasstarie e Immunomedate dell’Istituto

Superioredi Sanitaa Roma,utilizzandoi primersdel gene SSUrRNA (Gramicciaet al.,

2003, mertre nel 2006 e stataesguitala PCR pressoil Dipartimento di Produziore
Animale, Epidemiologia ed Ecologia Animale del’Universita di Torino, secondoil

protocollo descrito in Ferroglioet al. (2006).

3.2.2.2. Indagini sul vettore

Per tutti i flebotomi raccolti s e proceduto ad una diagnosi di specie. Ai fini

dell’ identificazione, i flebotomi, precedenémene fissati in alcol al 70%, sono stati

chiarificati in clorallattofenolo(Maroli e Bettini, 1977) per 72 ore a 40°C e montati su
vetrino allestendoprepaati permanenta basedi Fenob Balsano.

| ditteri maschisono stati montati integri su vetrino, avendocura di distendee beneil

corpo, le ali e le zampein mododa evidenziare I'ipopigio, fondanmentak perl’indicazione
tassmomic, mentrei ditteri femmine sono stati sezonati in modo da ben orientaree
separarela test dalle ali e dal tratto distale ddl'addome.L’i dentficazone ddla spece si

basainfatti sullo studio di alcuni caratterimorfologici distint secondal sesso,e si basa
sulle differenze morfologiche delle amature genitali, delle armature faringee e delle

spermatecheomedescritto nellacomparazineschenaticadi Romi et al. (1994).
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3.2.3. Analis statistica

3.2.3.1. Indagini sulle popolazioni canine

| dati sulle cardterigiche delle popolazionicanne indagate,racmlti in occasionedelle 4

giornatedi campioramento,sonostatianalzzat tramite unasempice statstica descittiva,

utilizzardo anche le schede di soggeft che non & poi stado possilile testare
sierologcamente. In tutto sono state utili zzae 193 schaele a Majano e 267 a Caneva,
mente peri campionamentilei Colli Euganeisi e procalutocome di seguto descitto per
I'analisi dei fattori di rischio.

Lavalutazionedi eventualifattori di rischio legat alla sieropositvita é stat realizatasolo
nel casodei canpionamentidei Colli Euganei dal momenb chein entranbe le altre due
aree campionag la sieroprevalenze risultata eccessivarante bassaper pote fornire

risultati significativi.

| sogetti campionatidurantele due giornae di Rivadoimo (N=201)e di Valle SanGiorgio

(N=229), edi canivisitati da liberi professimisti della zona(N=44) sonostati andizzati

come un unico campione.Sono stati considerat positivi tutti i soggéti che lo erano
risultati ad almenouno dei duecampionameti. Sonostat infine esclusi ddl’analisii cani
residentiin Comuni completamete esteni all’area collinare,arrivandoad un campione
totale di 436 cani, anche se, per alcuni parameti, la numerosita campionaria e
ulteriormentecalag, a caus dellamancanzali alcuni dati.

Tra i vari dati anamnesticiraccdti al momento del camponamenbd sono stati presi in

considerazinei pamametrieta(4 classidi eta 0-3 anni da3 a5 anni;da5 a8,5anni sopra
gli 8,5 ami), sesso,razza (di razza, meiccio), Comune di provenienza (Baone, altri

Comuni dellarea collinare), zona altimetrica di provenienza (pianura pedecollina,
collina), attitudine (guardia,caccia,compania) e luogodi riposodurantela notte (intemo,
esterno). Le differerze di sieroprevalenain relazione ai paraméri considerdtsonostate

analizzateconil testunivariao del chi-quadro(y?).
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3.2.3.2. Indagini sul vettore

Le raccolteeffettuae conl’ausilio delle sticky traps hannopermessda stima della densita
di flebotomi/n? di superficie.La valutazbne in bassamediae alta densig, é statafatta
sulla basededi indici suggeritidall’Organizzagzone Mondiale della Sanita (WHO, 1979).
Gli indici sono:

Densitabassax 8 flebotomi/mz;

Densitamedia: tra 8 e 32 flebotomi/m?

Densitaalta: > 32 flebotomi/m?2.

Eventuali differenze tra le diverse aree di catura sono stak stimate prendendoin

consideraziond'i ndemedelledensitadi ogni singolacattura effettuat.

Per verificarela normalitadelladistribuzone delle densig tal qual e trasformatein log su
basenaturde € stab utilizzatoil testdi KolmogorovSmrnov.

Dal momenb chela distribuzioneé risultata non normak, la comparamne e stataquindi

valutata tramite test non parametrici.In primo luogo é stato usab il testK di kruskat

walllis (comparazonedi piu campioniindipendati), seguito, in casodi significativita, dal

testU di MannWhitneyperconfrontiadueadue

78



3.3. RISULTATI

3.3.1L. | ndagini sulle popolazioni canine

3.3.1.1. Aspetti generali

In totale, grazie alle 4 giornatedi campionareno e ai liberi professimisti che hanno
collaboratonella zonadei Colli Euganeijl campionedi caniindagab perquanb riguardai
dati anamensti corrispondea 996 soggett, che vengonopresenati di seguito, divisi nelle
3 areedi provenienzgMajano,CanevaColli Eugaei).

Nella tabela 3.2 sono comparatele caratteristiche delle popdazioni campiona¢, per
guantoconcernealcuni fattori chesi ritienepossanaappreserare un risahio rispettoalla
possibilitadi diffusionedellaLcan.

o . _ Majano Caneva |Colli Euganeil TOTALE
car atteristiche popolazione canina
N % N % N % N %
compagnia 138 71,5| 236 64,3| 261 59,9 | 635 63,8
- guadia 24 124| 16 44 | 54 124]| 94 9,4
attitudine :
cacia 30 155| 59 16,1| 39 89 | 128 129
n.d. 1 05| 56 153| 82 188 139 14,0
egerno 111 57,5| 264 71,9 313 71,8| 688 69,1
luogo di riposo interno 76 394 102 278 121 27.8| 299 30,0
notturno
n.d. 6 31| 1 03| 2 05 9 0,9
viaggi fuori si 32 166| 51 139 55 12,6| 138 13,9
dall'area di no 155 80,3| 316 86,1| 375 86,0| 846 84,9
residenza n.d. 6 31| 0 00| 6 14| 12 1,2
segni dlinici si 5 26| 5 14| 22 50| 32 3,2
riferibili a no 181 93,8| 361 98,4 | 353 81,0| 895 89,9
L n.d. 7 36| 1 03| 61 140| 69 69
Totale Totale 193 367 436 996

Tabella 3.2: caratteristiche delle popolazioni canineindagate

In totale sono stati analizzati 1.032 sieri di care, se@ndo la suddivisione riportatain
tabella3.3, e 39 sonorisultati positivi (3,8%),anchesebisognaconsideareche 25 soggetti

sono statiprelevat duevolte, di cui 3 sonorisultati postivi adentrambii prelievi.
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| valori di sieroprevalenzdeisingoli canpionanenti variano considerevahente passado
dal 0,8% di Canevaal 10,0% del primo camponamaeto dei Colli Euganeivalorepoi sceso

a 5,2% nel 2007,quandol’area di interessee staa estesanche estermmente al Comune

di Baone.
anno data area N positivi | sieroprevalenza intervallo di
1° prelievo (%) confidenza (95%)
2005 2 luglio M ajano (UD) 193 2 1,0 0-2,3
27 maggio Baone (PD) 201 20 10,0 6,3- 13,7
2006 maggio Calli Euganei 44 2 45 0-105
10giugno Caneva (PN) 365 3 0,8 0-1,7
: Baone, Cinto Euganeo, )
2007 | 30giugno Arqua Petrarca (PD) 229 12 52 24-80
TOTALE 1.032 39 3,8 26-50

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 sottopost a controllo, rispetto alle anamnsi individudi e alle caratteristthe
dell’ ambiene di vita. Parallelamentesarannariportate alcure informazioni aggiuntivesui

soggettirisultat positivi al testsierologicoe I'esito degli eventiali ulteriori accetament.

3.3.1.2 Areadi Majano (UD)

La popolazionecampionataa Majanoeracompostan prevaknzadaanimali dacompagnia
(71%); quasi equamentedistribuiti tra maschi(46%) e femmne (54%); appartenenti a

molteplici razze (52%), ma in bumna pate meticci (48%). La maggior parte dei cani

provenivadaareeperiurbane(69%) e collinari (55%)e circail 9% haeffettuatoviaggi sia

in Italia cheall’estero,compresenchealcuneareearischio(Croazia, Sicilia).

Sul totale dei 193 campioniraccoltia Majano nel 2005, sonorisultati postivi 2 sogyetti

(1,0%), entrambi al limite soglia (1:40). | due cani positvi, che dai dai anamnestici
risultavanonon esseramai statiin areearischo, sonostati in seguitoprdevai nuovamate

adistanzadi circa 1 mes. Soloun soggeito e risultato nuovanentepositivo al titolo sodia

di 1:40, manegatvo allesamePCR.
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3.3.1.3. Areadi Caneva (PN)

La popolazone campionatadurantela giornatadi Canevaeracompostain prevalenzada
animali da compagia (64%), equamentalistribuiti tra maschi(50%) e femmine (50%).
Anchein quesb casomolti canieranodi razza(39%), mala maggior parie meticci(61%).
La maggor part dei caniprovenivada aree periurbane (72%) e collinari (76%)e il 13%
aveva effettuab viaggi sia in Italia che all’e stero conprese anchealcune aree a rischio
(Calabri, Sidlia, Sardegna).

A Canevasonorisultati positivi 2 cani conviventi in localita Borgo Fontana,Comune di
Caneva(entambi 1:2560 al primo prelievo e 1:640 a se®ndo) ed un caneresidenten
Comune di Polcenigo (1:40 ad entambi i prelievi). Tutti avevano presumibilmente
contrattol'infezionein loco dal momerto che nonrisultava dalla anannesialcun viaggio

in zonearischb. Duecampionisu 3 soro risultai positivi al’analisi PCR.

3.3.14. Areadei Colli Euganei (PD)

Per guantoconcernal campionamentael 2006, effettuato solo peril Comunedi Baone,
sul totale dei 20 cani positvi, ben 18 non riportavano espegienzedi viaggio in areea
rischio. Altro aspeto importanteriguardavail luogodi residena degli animali: 15 soggetti
positivi su 20 vivevanoin localita Calaonejn unaarea collinare situga trai 150 e i 250
metri sul livello del mare.Gli altri 5 soggeti risiedevanctutti in Comunedi Baone,main

dtre localita generalmenteén zona pedecolinare e per la maggor pare soo risultati

positivi a bassititoli (vedi tabella3.4). Trai 44 cani prdevati daliberi professionist della
zona, 2 sono risultati positivi al valore soglia (1:40), provenienti rispdtivamenteda
Calaonee daMonselice.

Nel 2007 sono risultati positiv 12 soggéti, di cui 3 erano gia risultati positivi al

campioramentodell’anno precedentel’area di indagine € stah allargat ad altri due
Comuni della zonasud dei Colli Euganei.Sui 229 cani totali, 102 provenvano da Cinto

Euganeg 58 da Baone,46 da Arqua Pdrarcae 23 da dtri Comuni. Nonosante questa
diversa provenenzadel campionepenl1 soggett positvi sul2risiedevanan Comunedi

Baonee piu precsamenten localitaCalaone.

Il dettagliodegli accertamentindiretti tramite testsierologico IFI (con rispetivo titolo) e

gli accertarenti diretti tramite PCR peri soggeti risultai paositivi (N=31), tra qudli dei

Colli Euganeiyengonopresentatnellatabella 3.4.
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b | 1OEmo | Comune tocaa | s | 32| 1100 159 | por | e

1 Rivadolmo2006 Baone Calaone M 13 NO 1:80 1:40 neg 1:40 nel 2007
15 Rivadolmo2006 Baone Calaone F 2 NO 1:320 1640 POS

23 Rivadolmo2006 Baone Calaone F 7 NO 1:80 1:80 neg

25 Rivadolmo2006 Baone Caséte 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 Sl 1:1280 1:1280 ney

51 Rivadolmo2006 Baone Calaone F 6 NO  1:2560 1640 POS 1:128nel2007
63 Rivadolmo2006 Baone  Rivadolmo F 3 Sl 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 Baore F 5 NO 1:40 1:40 neg

138 Rivadolmo2006 Baone Calaone F 6 1:80 1:80 negnel 2007
148 Rivadolmo2006 Baone Calaone M 4 NO 1:80 1:40

164 Rivadolmo2006 Baone Calaone M 6 Sl 1:1280 in terapia
177 Rivadolmo2006 Baone Calaone M 5 NO 1:1280 1:1280 ney 1:128) nel 2007
178 Rivadolmo2006 Baone Calaone M 14 NO 1:2560 soppreso
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 Monselie® Monselice M 1 NO 1:40

17 Colli 2006 Baone Calaone M 10 NO 1:40 neg

54 | Valle S.Giorgio2007 Baone Cdaone M 4 Sl 1:1280

101 | Valle S.Giorgio2007 | CintoE. Faead M 3 1:40 neg

111 | Valle S.Giorgio2007 Baone Cdaone M 2 1:40

113 | Valle S.Giorgio2007 Baone Cdaone F 2 1:1280 in terapia
128 | Valle S.Giorgio2007 Baone Cdaone F 6 Sl 1:2560

161 | Valle S.Giorgio2007 Baone Cdaone M 5 1:640

182 | Valle S.Giorgio2007 Baone Cdaone M 4 1:5120 soppreso
196 | Valle S.Giorgio2007 Baone Cdaone M 10 Sl 1:5120 negnel 2006
200 | Valle S.Giorgio2007 Baone Cdaone M 15 Sl 1:2560 morto

Tabella 3.4: dati dei cani positivi nei campionamenti dei Colli Euganei
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In locdita Calaoneé stato possbile calmlare una sieroprevalenza totde pai al 35,3%
(26,9-43,7; C.1.=959%), consderando i soggeti positivi in ameno uno de due
campioramenti (N=24), sul totale dei prdevai pe cui era spedficata Calaonecome
localitadi provenenza(N=68).

Su 21 sogeetti risultati negativial prelievodd 2006e prelevdi anchenel 2007,solo1s &
sieroconertto, indicando un valore di incidenza del 4,8% (0-13,3; C.1.=95%). La
numerositamolto bassaendecomunqueapprossinativo il valore cacolato.

Solo per alcuni soggettie stato possibie eseguie il se@ndo test sierologico e I'esame
PCR. In particolare nel 2007 si & cercab di monitorare attivamente con un secondo
prelievo solo i canirisultati positivi a bassititoli al primo test,mentrei proprietai deicani
altamente postivi sono stati indirizzai verso i liberi professiorst per un adegiato
monitoragdo sierobgico e clinico del cane,oltre che pe iniziare quanb prima unacura

terapeutica.

3.3.15. Analis fattori di rischio

L’analisi dei fattori di rischiorispettoalla siero-postivita verso la Lcan e statafatta solo
perlapopolazionedei Colli Euganei,consideatacomeun unico campione(N=436)

Per la maggor partedei parametrinon sonostae dimostate diff erenzesignificative tra le
varie cate@rie corsiderate,fatta eccezioneper il luogo di provenenza sia come area
(Comure di provenierza), che come altitudine. Infatti la sieroprevaénza dei cani
provenientidal Comunedi Baoneg signific ativamene pitl alta (x*=16,8; p<0,001)di quelli
provenientida altri Comunidell’areadei Colli Eugarei. Paralelament la sierqorevalenza
dei caniprovenientidazonedi collina & pitl ata (x*=22,0 p<0,001)di quelli provenientida
aree pedecollinari o di pianura. Quest due fattori sono comunque in qualche modo
interdiperdenti e legati al fatto che Calaore (la locdita dove € preseng la magdor parte

dei postivi) sitrovain unazonacollinaredel Comunedi Baone.
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Un aspettointeressantedell’analisi dei fattori di rischio riguardale classi di eta, dal
momentoche il fatto di non aver riscontrab sieropr&alenze maggori nelle classicon i
soggetti piu anziani tedimonia la naura recente del focolaio di Calame, in cui
probabilmentetutti i caniresidentihannoavu solo gli ultimi anni per entrarein confatto

con il parasdm, a prescinderalallalunghezadi vitaalle spale.

Colli Euganei (N=424)
10,0
g 8,0
g 6,0
S 40
3 20
0,0

<3 >3; <5 >5; <8,5 >8,5
classi di eta

Figura 3.8: sieroprevalenza per classi di eta (popolazione dei Colli Euganei)

In fig. 3.8 viene mostratala sostanzialeomogenea tra le 4 classj individuatke sulla base

dei quartili, conunasieroprevalenzeggementeminoresolo nei soggett molto giovani.
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3.3.2. I ndagini sul vettore

3.3.2.1L Aspetti generali e confronto tra aree

Nellatabela 3.5 vieneevidenziatal confrontotra le densitarismntrae neidiversiannie
nelle diversearee di cattura.Viene riportata ante la presenza delle diverse specie di
flebotomi, basandossul ritrovamentoin almeno uno dei siti di catura di ciascunaarea,
con almenouno dei due tipi di trappok. In totde sono state identficate 3 speciedi
flebotomi: Phlebotomus perniciosus, P. neglectus (figg. 3.9; 3.10; 3.11)e Sergentomya
minuta. A parte S minuta, flebotomo erpetofio privo di significato vettonale, P.
perniciosus e P. neglectus sono entrambespece con importana epidemiologicae
rappesentanonumericamentela maggor pare dei flebotomi caturati. P. perniciosus

I'unicaspeciepresenten tuttele areeed é generémente andhela spece piu abbondante.

anno area égttteSrS;t?n?% (ﬂ({gz?rlrjz) fleb(’:iomi D(ﬁ?nsqizt)a PpTleDstm
Colli verones 53 132 11 2,08

0 Caneva 15,9 397 7 0,44 X

o

& Colli Eugarei 12,4 309 17 1,38 X X
totale 2005 335 838 35 1,04
Caneva 28,8 720 24 0,83 X X

é Colli Eugarei 21,0 524 60 286 | x x X
totale 2006 49,8 1244 84 1,69
Colli Eugarei 17,7 442 55 311 X X X

g Monti Berici 15,6 391 7 045 | x X
totale 2007 33,3 833 62 1,86

Totale 2005-2007 116,6 2915 181 1,55

* Pp=P. perniciosus; Pn=P. neglectus, Sm=S .minuta

Tabella 3.5: confronto trale densita di flebotomi nellediversearee
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Lo sforzo di cattul € stato notevole: sono state poszionatein tutto 2915 sticky trap,
corrispondati a 116,6 m%. In paralleb sonostatefatte 52 notti di cattira mediane CDC
light trap (veditab.3.6,3.7,3.8,3.9).

Le densta annwali complesive si mantengonauvalori inferiori ai 2 flebotomi/n? (densita
bassaseconddl WHO, 1979)e raggiungondl valore massino di 3,11flebotomi/nt (area
dei Colli Euganenell’anno 2007).

Per quantoriguardale differenzetra aree calcolae all'int ernodello stessoanno,l’area di
Caneva presentadensitapiu base rispetto sia ai Colli Euganei(p=0,022)che a quelli
veronesi (p=0,027)nel 2005, ma non piu rispeto agli Eugané nel 2006 (p>0,05) Le
densita riscontratenell’areain Provinciadi Veronae in qudla di Palovanel 2005 non
presentandlifferenzesignificative. Nel 2007, infine, le densita trovatesui Cali Euganei
sonorisultate maggdori aquelledei Colli Berici in modosignificaivo (p<0,001).

Le densta annuai dell’area dei Colli Eugané (unica areamonitora tutti i tre anni)
mostranounatendeza all’aumento,anchese non e possbile un confrontostatisticamente
corretto,dd momentochei siti sonocambidi nd corsodegi anni L’'unico sito monitorato
tutti gli anni(PD/04;veditab.3.8) hafatto registrarda densita massinanel 2006.

Figura 3.9: appar ato 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 femminiledi P. perniciosus
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| risultati delle singole indaginientomologitie vengonaodescritt con maggior dettadio nei

seglenti paragrafi.

3.3.2.2

Nella tab. 3.6 sonoriportati il numerodi flebotom trovai per ogni sito di cattua e la

Areadi Caneva

densitastimatasullabas del numerodi sticky traps poskionag, perlazonadi Caneva.

anno | 1D sito |@titudine|  tipo N | Nfogli |catture| N |Densta specier
(m)  |trappola|catture| (1=04m?) | positive |flebotomi| (N/m’) | pp ‘ Pn ‘Sm | ni.
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
2005 totale 2005 36 397 4 7 0,44
PN/O1 60 CDC 4 2 2 2
totale 2005 9 0O 0 O
PN/0O1 60 sticky 14 143 1 1 0,17 1
PN/02 83 sticky 14 199 7 13 163 |13
PN/04 66 sticky 11 106 4 5 1,18 4 1
PN/O5| 72 sticky 6 68 0 0 0,00
PN/06 80 sticky 9 37 2 3 2,03 | 3
PN/O7| 60 sticky 6 18 0 0 0,00
2006 | 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/O1 60 CDC 9 5 7 6 1
PN/02 83 CDC 3 1 1 1
PN/04 66 mantale 16 13 2 1
totale 2006 48 42 4 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: densita e specieriscontrate per ogni sito dell’area di Caneva

Le specieidertificate sono P. perniciosus (89% sul totale dei cdturai) e P. neglectus
(7%). Le densta amuali varianoda O (siti negaivi) a 2,03 flebotoniym? nel sito PN/06.

Nel sito PN/O4 sono stati inoltre raccolt 16 flebotom in casa,gragze ad una tecnica

mantale escogfata dallaproprietaria.
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3.3.23. Areadéllecolline orientali del veronese
Nella tab. 3.7 sonoriportati il numerodi flebotom trovai per ogni sito di catturae la
densitastimata sulla basedel numerodi sticky traps poseionae, per la zonacollinare a

nord-estdela cittadi Verona.

anno| 1D sito |&titudine tipo | N | Nfogli |catture| N | Densita specie*
(m)  |trappola|catture| (1=04m’) [positive|flebotomi| (Nm?) | pp ‘ Pn |Sm ‘ ni.
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
VR/05 300 sticky 2 20 1 1 1,25
2005( 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
totale 2005 248 91 134 0 23

* Pp=P. perniciosus, Pn=P. neglectus, Sm=S. minuta, n.i.=non identificato

Tabella 3.7: densita e specieriscontrate per ogni sito dell’areadi Verona

Le specieriscontrae sonoP. perniciosus (37% sul totale) e P. neglectus (54%). Le densita
annualivariano da 0 a 17,5 flebotomi/nf, anchesein reatd sonocalcolatesu numerosia
bassedi flebotom. La maggiorparteda 248 flebotomi raccolti sonodovuti alle catture

medianie CDC light trap effettuatepresoil sito VR/03.

3.3.24. Areadei Colli Euganei

Nella tab. 3.8 sonoriportati il numerodi flebotom trovai per ogni sito di catturae la
densitastimat sulla basedel numerodi sticky traps posidonat, per la zora dei Colli
Euganei

Le spece riscontiate sonoP. perniciosus (70%), P. neglectus (22%) e S. minuta (3%). A
parte alcunirari esemplaridi S. minuta, le due spece con importana epidemiologca (P.
perniciosus e P. neglectus) rappresentanda quasitotdita degli identificati peri siti de
Colli Euganei.Le densta annuali per sito varianoda 0 a 14,06 flebotomi/m?® nel sito

PD/08. In questocasoe interesante notare come, anchein siti in cui la densitaannuée
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rimane bassaPD/03; PD/04), vi sono comunquealcuni brevi periodi dell'estatein cui si
arriva avalori di densitamedi(WHO, 1979).

annoliD sitol titudine | tipo N N fogli |catture N | Densita specie*
(m)  |trappolalcatture| (1=04m’) |positive|flebotomi| (Nm’) [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
2005 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
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 23 397 |22 1
PD/05 30 sticky 4 20 0 0 0,00
2006 | 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 1
totale 2006 107 85 15 6 1
PD/03 220 sticky 13 117 10 23 491 118 3 1 1
PD/04 178 sticky 14 119 9 12 252 (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
2007|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 55 311
PD/03 220 CDC 4 4 56 23 33
PD/12 184 CDC 3 2 2 2
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: densita e specie riscontrate per ogni sito dell’area dei Colli Eugane

Nellafigura 3.12vengonomostratigli andamerntstagionali della densitadei flebotomiper
duesiti medamenteprodulttivi dei Colli Euganejnellarcode 3 annidi campionamentoll
valore sogliatra bassae mediadensta (8 flebotomi/m?) & evidenziap dala linea ross

orizzontale.
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Figura 3.12: andamento stagionale dei flebotomi in due siti dei Colli Euganel

3.3.25.

Nella tab. 3.9 sonoriportati il numerodi flebotom trovai per ogni sito di catturae la

densitastimat sulla basedel numerodi sticky traps posizonat, per la zora dei Colli

Areade Colli Berici

Berici.
anno| 'D | altitudine|  tipo N | Nfogli |catture| N | Densita specier
sito (m) trappola|catture| (1=0,4 m’) [ positive (flebotomi| (N'm?) | pp | Pn ‘Sm | ni.
V1/01 30 sticky 4 43 0 0 0,00
V1/02 19 sticky 6 73 1 1 0,34 1
V1/03 77 sticky 7 70 0 0 0,00
VI/04| 347 sticky 10 127 2 6 1,18 4 2
V1/05 25 sticky 3 24 0 0 0,00
2007 V1/06 >50 sticky 6 54 0 0 0,00
totale 2007 36 391 3 7 0,45
V1/02 19 CDC 1 0 0
V1/06 >50 CcDC 3 1 1 1
totale 2007 8 6 0 2 O

* Pp=P. perniciosus, Pn=P. neglectus, Sm=S. minuta, n.i.=non identificato

Tabella 3.9: densita e specie riscontrate per ogni sito dell’area dei Colli Berici

Le specieriscontatesono P. perniciosus e S. minuta. Le numerosia sonotroppo baseper

calcolarela abbondanzeelative perle varie spece ed andhei dai relativi alle densita,che

varianoda0 a 1,18flebotomi/nt nel sito VVI/04, devonoessereonsideati preiminari.
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3.4. CONSIDERAZIONI

34.1. Comparazionetralearee

Le aree presein consideraione hanno mostato tra loro una certa diversita rispetto
al'effettiva presenzae livello di diffusione ddla Lcan. In quathe modo pos®no
rappesentae la varieta dell’intero territorio dell'lt alia nord-orientale, per il quale molte
aree non sono ancoa state studiate. Riteniamo probabik che alcune zone attualmate
consideratenon infette posanoin reata nascondee una circolazione del patogenonon
ancora evidente per mancanzadi casi clinici, per il mancdo riconosémento della loro
naturaautoctora o infine perla mancatasegnalaionedegli stessiagli organi competenti.

Nellatab. 3.10vengonoriportati il numerodi testlFl per Lcan eseguit pressde strutture
dell’ 1ZSVe negi ultimi 3 anni (IZSVe, dai non pubblicai) e il numeo di quelli risultati

positivi, escludend® campionianalizzatiall'i nternodella presentericerca

o 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
\ 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 1115 166 | 2515 338 134

Tabella 3.10: test |Fl eseguiti presso 'l ZSVe, divis per Provinciadi provenienza

Non sonoriportati in tabellai titoli di posiivita divisi per anno e provenienza, ma per
avere unaideadel livello mediodi titolo anticorpale la distribuzone degli stessié stata
calcolata sul totale dei postivi del 2005 e 2006 (N=203; sonoinclusi anchei campioni

raccoltinei canpionamentdi Majano,Caneza e Rivadolmo).
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In fig. 3.7 si puo oservarecomela maggior parte dei campbni (75%) abbiaun titolo
superiote o ugualea 1:160,valoreperil qude si sospeta chel’infezione sia effettivamente

in cors, tantodaraccomandarég trattamentd del cane(Gradoniet al., 2004).
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Figura 3.13: distribuzione per titoli dei campioni positivi all’lFI nel 2005 e nel 2006

| dai riportati in tab. 3.10 hannoalcunilimiti. Innanztutto non e possibiledistingueregli
infetti autoconi da quelli che hannocontrdto una infezione andandan zonea rischio. |
valori di sieroprevalenz#b) riportati sonofuorviant, perchécdcolati suun campionenon
caslwale e perché risentono, soprattutto per alcune Provine, dele bassenumerosita
campiorarie.

Ancheconsiderandautti quesi limiti, la tab.3.10mostrachiaranent come le Provincedi
Verana Padova,Vicenza, Trento e Pordenonesianoquele maggorment interessatedal
problemadella leishmaniosi.L’'aspetto interessate e, per altri versi preoccypante,e il
numerodi posiivi, cherisulta essereddl’ordi ne ddle centnaia, se calcolao per I'intero
territorio e sui 3 ann. Ancheconsderandoche solo unapartedi questi(presumibilmente
intorno al 75%) sia postivo a titoli sufficientanentealti da essereindici di infezione
veramate in atto, siamocomungie di fronte ad un ato numeo di cani potenzialmente
diffusori di Leishmania. Si trattain questo caso di animali che saraino probabilmente

sottoposti a trattanmentoe peri qual verrannousatiappropriat presidi aniparassitar, masi
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trata anchedella puntadi un iceberg, la cui parte nascosta rappresentata datutti i cani

che non sono stati controllati e che, molto probabimente, non saranom neanche
oppatunamete gestiti.

L’ ultimo aspetto che ci sembracomunqueindicaivo ddla tab. 3.10 € la chiara tendenza
ala crecita del numerodi controlli sierobgici effettuati dd 2005al 2007, sopa@ttutto per

la Provinca di Verona, indice, se non dellaumenata diffusione dell'infezone,

guantomenalel maggiorelivello di attenzonechela mdattia sta destando.

Nei paragrafisegueti vienebrevementealescritta la situazioneper ogni singolaarea,sulla

basedeidat appaapresentate sullabaseda risultati ddla ricerca.

34.1.1. Areadel veronese

Come detto nel paragrafo 3.1.2, la Lcan si sta diffondendoin buonaparie della zona
collinaredella Provinciadi Verora. Il quadroglobaledella situazone non € al momento
ben conosauto, anchesein molte areesonostae condote indaginiapprofondite(Capelli
et al., 2004 Natale 2004;Marchi, 2005),rilevando spessounasituazone preoccupantelLe

sieroprevalenzepassino dal 20% della zona del primo focolaio (calmlati perd su un

campionenon casuale)a valori vanabili tra il 2,5% e il 5% nela zonaa nord-oveg di

Verona(Pietrobeli et al., 2004)e, spostandosversoest,si aggiranosul 3% nellazonadi

Lavagnoe Mezzanefino a calareall’l% nellaVal d’lllasi e allo 0% ndla Valle di Soave
(Marchi, 2005).

Per quantoriguardale dengta di flebotomi passamo da valori sintdici di densitamedia
annualedi circa 13 flebotomi/nf nelle zonepitl ocddentali (Maroli et al., 1995)a valori

similari di circa 11 flebotomi/nf, per I'area Lavagno, Mezzanee lllasi, con punte
stagionali, nel mese di agosto,fino ai 70 flebotomim? nei siti magdgormenteprodutivi

(Marchi, 2005).

| risultati delle indagini entomologichecondottein questolavoro non apportanonovita
interessanti,ma confermanda presenzali entrambele spece di flebotomi (P. perniciosus
e P. neglectus) a densitaparticolarmentedlte pe un’area del nord Italia e con punte
stagionalicherientranonellacategoridalta densta’ dd WHO.

Ne conggueuna confermadel forte rischio di stablizzazone de focola esistentie di

diffu sionegeograficadell'infezione.La sempremaggior attenzone destaa dalla malattiae
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dimogrataanchedallacrescitadel numerodi esann sierobgici richiest al'lZSVe, che,per
guantoriguarda la Provinciadi Verona(tab. 3.10), sonopiu che raddoppiati dal 2005 al
2007.

34.1.2. Areadi Majano

Nell’'areadel Comunedi Majano,su 193 campimi testat, solo 1 e risultato postivo siaal
primo testchea quello di conferma risultandoconmunquenegaivo alla ricerca direttadel
parassitaNe consegueche al momentosembranon essereunazonainteressatala questa
maldtia. La numeraita campioraria, infatti, eratale da poter rilevare con un livello di
confiderza del 95% la preenzadellainfezione anchenel casoin cui la prevdenzaattesa
non superassel 2%, prevalenzasotto la quak e diffi cile immaginare che un focolaio di
Lcanposamanenersi(Favatiet al., 2000). Si vuole segnalae inoltre comenon sia stato
possibile confamare con certezzala natura autociona del casodi Lcan da cui € partita
I'interaindagine.

Nel casodi Majanonon é statopossibilecondurredelle indagini enomologiche e dunque
confermareo menola presenzalelle spece di flebotomicoinvolte nella trasmissionalella
leishmaniosianchese la zonanon preserdiva le caratteristiche orogrdiche e climatiche

piu addte adi insettiin questione.

34.1.3. Areadi Caneva

Nella zona di Caneva,non sembrachein questomomenb si stia sviluppaxdo un vero e
proprio focolaio autoctonomail riscontrodi ande soloduesoggeti postivi adalto titolo
e senzastoriedi viaggiin zonearischiorappresergcomunqueun canpanelo d’allame.ll
patogeno,infatti, probabilmentestacircolandoanchese conunavelocita ed unadiffusione
limitata. Quesa ipotes & supportataanchedal riscontro, in questaarea, di densitadi
flebotomi piu basseispettoalle altre areeinteressatelaveri e propri focolai.

In definitiva la situazionepuo essergraragonataa quella ossevatanella limitrofa areadi
Vittorio Veneb (Vascellari et al., 2005) e sarebbeopportunovalutare con maggiore
attenzionela distribuzionedei soggettipositivi, magari conduendoindagni approfondite
nelle localita di Stevenaedin quellalimitrofa di Borgo Fontana dove sonostati trovati 3
casi sicuranente auoctoni. La basa sieroprevaénzagererale (0,8% per 365 soggetti)
potrebbe nasconderevalori piu alti in alcuni foci ristretti, possbilita oltretutto spesso
riscontratgoerlaleishmaniosimalattiaddla classia distribuazoneamacdiadi leopado.
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3.4.1.4. Coalli Eugane

Nell'areadei Colli Eugang il riscontrodi sieroprevaénzededsamaente alte per un’area
fino ad oggi consideratandennee la presena de vettori con densit che in alcuni periodi
riesconoa raggungerevalori di ‘densitameda’ (WHO, 1979),fa presupporrehesi sia
stabilito in localita di Cdaoneun focolaio autocbno. La circolazone del paogenoé stata
confermataanchedalle postivita riscontrae all’esamedel puntatolinfonodalee alla PCR.
L’ ipotesi chel'infezione s posadiffondereancte ad atre areedei Colli Eugané e stata
per orasmenita dal campionament@007, in cui si eraapposiamenteallargab il campodi
indagine a due Comunilimitrofi e conil territorio adatb a diffondersidella malattia. |
risultati del secondacampionamentdannoinfatti indicab in modo chiaro che, perora, la
grarde maggioranzadegli animali infetti e la quasitotalita dei malati sonocani residenti
nella localita collinaredi Calaone.

Sara comunquesicuramentenecesario mantenee la situazone monitoratg formare |l
personalesanitirio di basee informare adeguaamente la popolazone residente.Come
primo passo,nel 2006, a seguito dei risultati dd primo campionanenb, sono stati
realizzatinel Comunedi Baonedegliincontri di sensibilizzazonerivolti alla popolaziones
s e cerato di promuo\ere un uso diffuso di meza di profilassi, in particolar i presidi
antiparasitari attivi nei confrontideiflebotomi.

34.15. Colli Berici

L’ areadei Colli Berici, oltre ad essernevicina geografiamene, preserd caratterisiche
climatiche simili a quelle dei Colli Eugang al punto che, come in quest'ultimi, si
evidenzianazonedi vegetazioneli tipo medterraneo.

In aggiuntaa un ambienteadattoalla presena dei flebotomi sonostati segndati, nel corso
degli ultimi anni, vari casi di Lcan di origine sospeta, anchese non e stao possibile
verificarnela naturaautoctona.

La presenteicercaconfermala presenzan piu puntidi caturadi P. perniciosus, anchese
le dersitaregistrate si mantengon@enealmente basse Saebbeopportunocontinuae nel
prossimoanno le indagini entomologichepossililmenteaumenandolo sforzodi cattura.
D’altro lato sarebbeconsgliabile capire meglio la situazone della popolazone canina
residente sui Colli Berici, raccogliendomaggori informazioni sui casi sospetti ed
eventualmere organizzandandaginisierologicle mirate.
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3.4.2. Fattori di rischio

L’analisi statistica dei fattori di rischio € staa possibie solonel casodela popolazionedei
Colli Euganej dal momentoche nelle altre indagni il numeo di soggeti sieropositiviera
eccessivarantebassqoer permettereali otteneredd risultati significativi.

Anchenel casodei Colli I'analisi nonhafornito indicazioni paticolarmente interessantia
parte confermareche siamodi fronte ad un focolaio recente, soganzalmene circoscritto
alla localita collinare di Calaore. Nessunadelle tre cakgorie di attitudine prese in
considerazine € risultata maggiormerd a rischio, cosi come, inaspetatamente,non é
risultato essereun comportamenta rischio quelo di tenereil caneall’apero durantela
notte.

Nonostante questo I'indagine ha permessodi confermae alcune camatteristiche della
diffusione della leishmaniosi gia precedenémente riscontrde e di indagare le
caratterstiche di alcune aree e di alcune popolaioni canpione, rispeto a fattori che
notoriamentepossoncaumentarel rischiodi introduzionee di diffusionedel’inf ezionein

un territorio.

Di seguto verrannopresiin consderazone gli aspetit ecologici, di maggioreperinenza

dei vettar, e quell sociaceconomicimaggiornentelegat alle popokzioni canne.

34.2.1. Aspetti ecologici

La presenzadei vettori, condizione necessdaa per la presena stabile dell'infezione,
sembraesee stretamentdegataad condiioni orografidie e climatichepredse.Le areedi
recenteintroduzone della malattia soro tutte acoomunaé da un clima particolarmente
dolce, rispetto al restanteterritorio, tanto da presentare vegetzione dai tipici tratt
mediterranei (presenzadi ulivi, viti, ...). Nel territorio del’ltalia nord-orientale queste
condizioni normalmente coincidono con ambienti collinari di altitudine limitata e
possibilmeng espostia sud.

La ricerca dei flebatomi in areepianeggiaritddla provinda di Padova (Natale, 2004) e
Venezia(Capdli, 2004) hafino ad oradato esio negdivo. In questo studp, nelle areedei
Colli Euganei e Berici, sono stati individuai siti di catura sia in zona pianeggante o
pedecollinareg(soto i 50m; N=8), chein zonacollinare (soprai 50n N=11). Solo 1 sito
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sugli 8 di pianuraeé risultato positivo (con 1 solo flebotomoraccoto in tutto), mentre9 siti

collinarisudi 11 campionatisonorisultati posiivi (con272flebotom racolti).

Presein generale le areeconsderatedallaricercamostranotutte caratteristicheadattealla
preenzadea flebotami e in effetti sono tutte risultate positive, ancle sea diversedensita.
Avendoadisposizimei datimetereologii per ciasaunaarea sarebbegossibik verificarese
le diverse densia riscontratecorrispondonoa differenze in acuni importanti paametri

ambientali (temperatura, precipitazioni, vento), e, per alcuni di questi pamametri

(altitudine), si potrebberaconfrontareandei singol siti.

L’ obiettivo finale,comedettonell'introduzione, & definire, tramite indagini di campo,gli

intewvalli di variazicne di quesi parametricherisuttanoottimal peri flebotomi.Sullabase
di quedi intervali e grazie a strumentiquali il GIS e il RS, si potra poi stimae la
probabilita di presenza/assiza,o addirittura il livello di densia dei flebotomi, anchein

areenoncopertedallaricerca.

34.2.2. Aspetti socio-economici

La presenzalei flebotominel territorio dell'ltal ia nord-orientak € notadatempo(Biocca
et al., 1977, anchesenon si hannoa disposizonedai di lungoperiodosula densitadegli
stessinelle diverseareedel territorio consteratq ess@do probabik, ma non dimostrata,
unatendenzall’aumento,in seguitoagli effett delriscadament globak.

Esistonopeao sicuramentaltri fattori, di tipo sociceconomi®, che possonacontribuire a
spiegare I'im provvisa insorgenzae la diffusione della leishmaiosi ndl’lt alia nord
orientale.

Sicuramentel’abitudine semprepiu diffusa di viaggiae con il proprio cane al segiito
durantele vacanzeestive,haavutoun ruolo fondametale nell’i ntroduzoneddl'infezione
in nord Italia. Il tutto € stato aggravatoprobabiment da una scarsaconoscena della
maldtia da parte dei proprietari che risiedevao in zone indenni da leishnmaniosi e che,
pertanto, non hannopre® le adeguatemisuredi protezione né hannofatto controllareil
caneal rientro.

Le popolazoni presein consderazionendlo studb testmonianoquesta abitudine. In totale
circail 14%dei proprietari hadichiarato di averportatoil cane conseéin viaggio, e, in piu
di qudchecaso,in areee duranteperiod arischio.Le aree maggiormente frequentatesono
le Regioni meridionali e insulariitaliang ma e stataspesscitatala Croaza, perla quale
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bisognerebbeperd avere informazion piu precse in quanto solo le Province piu
meridionalidi quesb StatorisultanoesserendemtheperLcan (Ziviénjak, 2005)

Anche se attualmenteesiste sicuramete maggiore attenaone da parte sia dei Medici
Veterinariliberi professonisti, che da pate dei proprietai di cani rispeto al problema
degli sposbmentiin areea rischio, il meterein pratica semplici misurepreventive(usodi
presidi anti-parassiri duranteil viaggio, contollo sierologico del cane 6-9 mesidopoll
rientro) rimane unimportantepurto dellastraegiadi contollo ddla Lcanin nordItalia.

Un altro aspettoprobabilmenteimplicato nela diffusione ddla Lcan € il cambianento
delle condizioni economicesocialidei piccoli centrirurdi. Il flebotomopungesu tutti gli
animali domesici, senzaparticdari preferenze | canbiamenti economto sociali dedi
ultimi decennihannoperoinfluenzatola tipologiadi animali domestti, presenti alivello di
piccoli centi rurali. Seda un lato gli animali da produzone (bovini, suini, avicoli) sono
stati concentrate confinati in poche aziendee sonopertanb diminuiti in prossimitadelle
case dall’altro lato i canisonoinveceaumentdi. In Italia si stimanocirca7 milioni di cani
padronalie quasiun milione di cani randagi(Zanutto, 2007).1 cani di proprietavivono
soprattuto in cittd o nei piccoli centri, dove rappresentao uno de pochi animali
domestici. In definitiva, nei piccoli centri rurdi come ad esenpio Calane, il cane
rappesentauno da pochi animali su cui il flebotomo puo effettuare il pastodi sangue,
mente prece@ntementgyli altri animali domestid, non essendaecdtivi, fungevanoda

diluitori della mdattia, ridimensionandda prevalenzadella Lcan.

34.3. Monitoraggio e controllo

Le attivita di monitoraggiorealizzatein questianni si sono senpre basde su ricerche
entomobgiche e su indagini sierologichemirate a specifche aree, scdte sulla basedi
segnalaziondi casipositivi autoctoni.Si vuole percio rammenarequanto siaimportantela
segnalazionelapartedei liberi profesionist deicasidi Lcan,edin particolare di queicasi
in cui non risulti dalla anamnesuno sposamento in area a riscio. Tale segnalazione@
peratro prevista dal Regolamentali Polizia Veterinaia (D.P.R.320/1954 ) rappesental
primo fondamerdle pas® per poter iniziare un monitoraggio attivo del terntorio e di

consegenzaunaefficaceattivitadi controlo.
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L’ approccioda seguire nel caso di focolaio accetato, come ndle zone cdlinari del

veroneseo nel casodi Calaonenecesitail coinvolgimento di piu attori in gradodi agirein

modo coordinab.

Da un lato infatti devemuovers l'autorita sanitaria (ASL e Comune)maa tempostesso
alcuneattivita (terapia,profilassi, controllo sierobgico) possona devono esserefatte dai

Medici Veterinari liberi profesionisti dd territorio o garantite dalla disponibilita di

adeguatipresdi sanitaria livello locale.La popolaione,edin paticolarei proprietai di

cani, devono essereinformati correttamete sulla malatia e sulle possibil attivita di

profilassi da metere in atto, ma resta a discrezone dd singolo realizzae quanto
consigliato. Dal momento pero che attuare 0 meno deerminate azioni profilattiche
(registrazioneall’anagrafedella popolazionecanina, monitoraggio sierobgico dei cani e
tratamentotempestivodei postivi, uso di presidi ani-parassitd durante il periododi

rischio) ha conseguenzeli interessegeneale, il Comunepotrebbe decidere di rendere
obbligatori alcunidi questiinterventi.

La mancanzan Italiadi unvaccinoefficace ne confront della Lcan,rendela prevenzione
del contdto trail flebotomoeil caneuno de mez migliori nd contollo ddla Lcan.Molti

Autori concordanonel sogenerechel'util izzo di presidi antiparassitari siaun mezzoche
puo ridurre notevolmenteil rischio di trasmissionedel parassita, grade all’utilizzo di

collari impregnati con deltametringHalbig et al., 2000; Maroli et al., 2001; Reithinger et

al., 2004) o ad altre combinazionifarma®logiche somministrabili come spoton (Otranto
etal., 2007).

Altro punb cardineg il trattamentaempestivodei caniposifvi. A questo risultatosi puo
arrivare  solo martenendo regolarmerg monitorai i cani che vivono in zone
potenzidmenie a rischio. Sarebbe consiglabile proporre ai proprietri un contollo

sierologico annuale dei cani da effettuarsind periodo primaveile, in modo da poter
individuare anche quei soggettiinfetti che perd non hanno ancora manfestato alcun

sintomo.
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3.5. CONCLUSIONI

Le attivita di monitoraggioeffettuatein questi ultimi dueanni hannoconfernato il trenddi
diffusione deifocolaidi Lcanin Italia nord-orientale, individuando per la primavolta, casi
autocton in Friuli VeneziaGiulia.

Le areeindagaé preentanosituazionitra loro molto diverse,passandaa unasostanziale
assenzadel paogeno (Majano),ad unascasa circolazione ddlo stessocon conseguente
presenzali unfocolaioinstabile(Canew) fino areatain cui si e di fronte a focolai ormai
stabilizzati(Verona,Colli Euganei).

Le zonea magdor rischiodi presenzala flebotomi e, conseguemmeneg, di introduzione
e diffusione della Lcan sonoquellecaraterizzae daun ambentecollinare con clima mite,
in certi casitestmoniatodallapresnzadi vegetzionedi tipo medierran®.

Non e stab possbile individuare precisi fattori di rischio, legai a carateristiche delle
popdazioni canineo a quelle del territorio, anthe se sonostati confamai alcuni aspetti
che si ritiene possandavorire il diffondersi della leishmanosi (ad es.:viaggi in zone a
rischio).

Uno dei prossimi passi della ricerca € ceramente rappreserato dala necessitadi
analizzarei dai raccolti, correlaroli a dai ambeental e denogrdici attualmenteancora
non disponibili, tramitel'utilizzo di unGIS.

Anchele attivita di monitoraggioin futuro potrebbeo trarre vantaggio da un approccio
maggdormente integrato e basato sull’'utilizzo di moderni sistem di visualizzazione
geograficaed analsi spazialedei dati. Tale approcoo e gia stato suggerio per altre zone
d'ltalia doveil problemaeishmaimos € sicuramerte piu sentto (Briantiet al., 2006).
Rimanepero prioritario il tempestivaintervento degli organiconpetanti conl’impiego di
adeguaterisorse umanee finanziarie. Guardandola questone dd punto di vista della
Sanita Pubbli@, infatti, sembra particolarmente cdzante il veahio adajio “medglio

prevenire,checurare”.
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4. CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Le infezioni trasnes® da vettori stannonuovanenteaquistandounacerta importanzaa
livello globale,dopo che per alcuni decennisi erapensab di averle tenuteefficacemate
sotto contrdlo (Guber, 1998).1l verificarsidi important epidemie come qudla dellaWest
Nile Fevernegli Stati Uniti e quelladi Bluetonguein Europa,ha evidenzato che anche
Paesiprovvist di un sistemadi Sarita Pubblca al’avanguardiasonoa rischio (Chevdier
etal., 2009.

Anchenel nostroPaesg e, piu in particolae, nel nord Italia, esistonamportanti esempiche
confermano che le malattie tragnes® da vettori stanno ‘emergendo’. Il progressivo
espandersi della leishmaniosi canina, il riscontro di nuovi paibgeni potenzialmente
zoonosici trasmessida zecche(Rickettsia helvetica; Babesia EU1), oltre allaumentata
incidenza di queli ‘tradizionalmente’ presenti (TBE, mdattia di Lyme) e il recete
focdaio di Chikungunw in Provinciadi Raveina (Rezzaet al., 2007) sonotutti esempi
che fannocapirequantosiaimportanteessee prepaati ad affrontaeil problenmadeivettori
e delleinfezionitrasmese.

Lo studio di queste malattie necessitauno spostarento di attenzione verso argpmenti,
come I'entomologia e I'ecologia, che non fanno sempre pare del bagagio culturale del

personalesanitrio, siamedicoumanocheveterinario.

Nel presaite lavorosi € dunquecercatodi affrontarelo studiodi due mdattie parassitarie
(leishmaniosie babegos), entrambesost@ute da emoprotozoipotenzialmene zoonosici,
attraverso indagini epidemiologichesulle popolaioni ospti e contanporaneeindagini

entomologichesudi artropodivettori (rispéetivamente flebotomie zecche).

| due casi studb presentattestimonianacomele infezioni consderag siano un potenziale
rischioperla Santa Pubblica.

Nel casodella leishmanios in alcune aree dalle carateristiche ambientali idonee la

maldtia si € ormai stabilmenteradicat nele popohkzioni di animali che fungono da

serbatoio(cani). Il rischio per 'uomo rimaneper ora basso,ande sein futuro potrebbe

aumentaresorattutto in assenzai adegiateazioni di contollo e profilassi.
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La situazioneperla babesiosk piu complessa,ancheperdié none ancoa dd tutto chiaro

quali specie di Babesia sianoresponsalii di malatia ndl'uomo e soprattitto quali ospiti

vertebratifunganoda serbatoice quali spede di zechedavettori.

Il rischio per 'uomo sembraessereper ora decsament basso,anche se non si puo
escludereunacircolazionein amhto selvaico chepossan futuro diventareevidenteanche

nelluomo, come sembraesseresuccess@erla TBE (Hudsonet al., 2001).

Un possible sviluppo futuro della ricercaconsisteranell’analisi dei dati racmlti, tramite
I'utilizzo di metodche GIS. | dati di presenzae densita dei vettori, cosi come quelli di
sieroprevalenza positivita biomolecolarepotrannoessee assocati a diversi parametr di
tipo ambienale,demograficae amministraivo, permetendol’i ndividuazionedei principali
fattori di rischo. La prospettivaultima e la creazionedi mappedi rischio perle principali

infezion e peri principaliartropali vettori.

Ci sembran definitiva di poteraffermarechei risultati delle indagini condote in questitre
anni confermno l'importanzadi una adeguad sorveglianza delle infezioni trasmesseala
vettari anchenelterritorio dell’ltalianord-orientale Le attivita di monitoraggiopotrebbero,
in futuro, trarrevantaggioda un appoccio maggormenteintegrab, sopratutto nel casodi

infezion checondividonolo stessatipo di vettore.
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