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seminario

Diagnostica di laboratorio della leishmaniosi umana.
Seminario  all’interno  dell’evento  formativo LA
LEISHMANIOSI IN  OTTICA  ONE-HEALTH,
organizzato da Istituto Zooprofilattico Sperimentale della
Lombardia e dell’Emilia-Romagna presso Centro Pastorale
Paolo VI, Brescia, 30 maggio 2022
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STATO DI APPROVAZIONE DEL PROGETTO DA
PARTE DEL COMITATO ETICO (se necessario per

il tipo di studio barrare o evidenziare la casella 0 Ottenuto X Da ottenere
corrispondente)
DESCRIZIONE DEL PROGETTO (max 800 parole) Punti

1. Obiettivi. Questo studio si inserisce nell’ambito pit ampio del progetto intitolato “ECL-based Infectious
Pathogen (bio)Sensor - ECLIPSE”, finanziato da HORIZON-Europe (Grant Agreement n. 101046787),
coordinato dal prof. Luca Prodi, Dipartimento di Chimica dell’Universita di Bologna. Obiettivo generale della
nostra parte del progetto ¢ la messa a punto di dispositivi per identificare un protozoo parassita, Leishmania
infantum, in campioni biologici.

Gli obiettivi specifici saranno i seguenti: A. Messa a punto di test per il riconoscimento di specifici peptidi del
parassita in esame da parte di “fagi esca”, fagi che verranno successivamente utilizzati per rilevare in modo
specifico le proteine parassitarie e quindi per catturare il parassita grazie a microsfere magnetiche. Nello
specifico, nel primo anno di progetto si prevede la messa a punto di un metodo per ottenere parassiti extracellulari
vitali adatti alla cattura da parte dei “fagi esca”. B. Sviluppo di sonde molecolari per il riconoscimento del DNA
parassitario; 1’ibridazione delle sonde con le sequenze di DNA del parassita verra utilizzata per generare
un’amplificazione del segnale mediante elettrochemioluminescenza; C. Valutazione dei nuovi dispositivi
sviluppati all’interno del progetto per identificare L.infantum in campioni biologici.

2. Materiali e metodi. A. Verranno messe a punto colture in vitro di promastigoti di un ceppo di riferimento di
L. infantum (forma extra-cellulare del parassita) e di una linea cellulare umana di macrofagi (THP1); i macrofagi
verranno poi infettati con L.infantum per ottenere la forma vitale intracellulare del parassita (amastigoti). Le
cellule THP1 infettate con Leishmania verranno trattate con detergenti delicati, allo scopo di liberare amastigoti
vitali. Verranno infine messi a punto test per la valutazione della vitalita degli amastigoti di Leishmania. B.
Inizialmente, verranno identificate sonde di oligonucleotidi per il riconoscimento molecolare di specifiche
sequenze di genoma di L. infantum. In dettaglio, regioni conservate dei minicircoli del DNA mitocondriale di
Leishmania (kDNA) verranno utilizzate in quanto espresse in 5.000-10.000 copie in ogni cellula protozoaria. I
set di primer e sonde selezionati verranno impiegati in real-time PCR per valutare sensibilita e specificita
nell’identificare diverse concentrazioni di L.infantum. In seguito, verra messo a punto un test di ibridazione tra
le sonde oligonucleotidiche di cattura selezionate, inserite nella nuova piattaforma tecnologica e diverse
concentrazioni di KDNA estratto da colture di L.infantum; 1’ibridazione delle sonde con le sequenze di DNA del
parassita verra valutata mediante elettrochemioluminescenza. C. Campioni di sangue periferico ottenuti da
pazienti con leishmaniosi viscerale e da pazienti risultati negativi per tale infezione verranno raccolti e conservati,
per essere in seguito testati utilizzando i nuovi dispositivi sviluppati nel corso del progetto

3. Risultati attesi. Ci attendiamo di sviluppare dispositivi semplici da usare, economici e sensibili nel
rilevamento del parassita in campioni biologici.

4. Attivita formativa degli assegnisti. I due assegnisti verranno affiancati da un tutor per la formazione nei
campi della biologia cellulare e della biologia molecolare previsti dal progetto. Inoltre, si prevede la
partecipazione di entrambi gli assegnisti ad almeno un congresso nazionale o internazionale nel campo della
Microbiologia Medica.

5. Attivita di ricerca degli assegnisti. | due assegnisti di ricerca saranno coinvolti negli esperimenti previsti per
i tre obiettivi del progetto; in particolare 1’Assegnista 1 verra coinvolto principalmente nell’Obiettivo A del
progetto (biologia cellulare), mentre 1’Assegnista 2 si focalizzera sull’Obiettivo B del progetto (biologia
molecolare). Entrambi gli assegnisti verranno coinvolti nell’Obiettivo C del progetto (studio clinico).

DESCRIZIONE DELLE ATTIVITA DELL’ASSEGNISTA Punti
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(per i nuovi assegni: max 400 parole; competenze richieste, scansione temporale della formazione,
scansione temporale dell attivita, obiettivi primari e secondari)

(per i rinnovi: max 600 parole — da integrare con la relazione dell’assegnista; formazione
raggiunta, attivita effettuata, obiettivi raggiunti/competenze acquisite, formazione ancora da
acquisire (se pertinente), scansione temporale dell attivita durante il rinnovo)

Competenze richieste. Si richiede Laurea in Biologia della salute o equivalente (LM6) e comprovata esperienza
di almeno 2 anni in un Laboratorio di Microbiologia Medica.

Scansione temporale della formazione. Mese 1 e 2: i due assegnisti verranno affiancati da un tutor per la
formazione nei campi della biologia cellulare ¢ molecolare previsti dal progetto.

Scansione temporale dell’attivita:

Timeline Assegnista 1

Mese 1-4: Colture in vitro di L. infantum e cellule THP1 (Obiettivo A).

Mese 5-8: Test di fagocitosi parassitaria, messa a punto del test di rottura macrofagica attraverso detergenti ionici,
isolamento di amastigoti liberi (Obiettivo A). Preparazione dello studio clinico per sottomissione al Comitato
Etico di Area Vasta Emilia Centro (Obiettivo C).

Mese 9-12: Messa a punto di test per valutare la vitalita cellulare di amastigoti e messa a punto di colture axeniche
(Obiettivo A). Conservazione di campioni clinici di pazienti con leishmaniosi viscerale e pazienti non infetti e
compilazione della CRF (Obiettivo C).

Timeline Assegnista 2

Mese 1-4: Selezione e sintesi di sequenze oligonucleotidiche di kDNA per il riconoscimento da parte di sonde di
cattura (Obiettivo B).

Mese 5-8 : Estrazione del DNA da colture di L. infantum e valutazione di presenza di DNA bicatenario ad
adeguate concentrazioni di kDNA mediante real-time PCR quantitativa (Obiettivo B). Preparazione dello studio
clinico per sottomissione al Comitato Etico di Area Vasta Emilia Centro (Obiettivo C).

Mese 9-12: Test di ibridazione tra le sonde oligonucleotidiche di cattura inserite nella nuova piattaforma
tecnologica e le specifiche sequenze di KDNA presenti nel DNA estratto da colture di L.infantum (Obiettivo B).
Conservazione di campioni clinici di pazienti con leishmaniosi viscerale e pazienti non infetti e compilazione
della CRF (Obiettivo C).

Obiettivo primario di Assegnista 1. Produzione di colture axeniche di amastigoti vitali di L.infantum da
utilizzare per lo studio di peptidi di superficie adatti alla cattura da parte dei “fagi esca”.

Obiettivo primario di Assegnista 2. Messa a punto del test di ibridazione tra le sonde oligonucleotidiche di
cattura inserite nel nuovo dispositivo e le specifiche sequenze di DNA mitocondriale di L.infantum.

SE RINNOVO, SI RICORDA DI ALLEGARE ANCHE LA RELAZIONE DELL’ASSEGNISTA
CON LA SUA PRODUZIONE SCIENTIFICA.

Scheda attivita assistenziale (se prevista)

ATTIVITA ASSISTENZIALI DELL’ASSEGNISTA/ N. ORE SETTIMANA

Assegnista 1. Non ¢ prevista attivita assistenziale da collegarsi al progetto di ricerca.

Assegnista 2. Attivita di diagnostica parassitologica focalizzata su test molecolari per identificazione di Leishmania
infantum (8 ore/settimana). Tale attivita risulta fondamentale per permettere all’assegnista che si occupera di
biologia molecolare all’interno del progetto di ricerca (Obiettivo B) di acquisire esperienza nella parte prettamente
tecnologica della diagnostica molecolare per meglio identificare i criteri che dovra possedere la nuova piattaforma
che utilizza sonde molecolari (vedere obiettivo B del progetto).

AZIENDA SANITARIA PRESSO CUI SI SVOLGERA L’ATTIVITA

Azienda Ospedaliera-Universitaria IRCCS Policlinico Sant’Orsola-Malpighi
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Si ricorda che, come previsto dagli Accordi sull’impiego nell’attivita assistenziale dei Titolari di
assegni di ricerca, sottoscritti tra I’Universita di Bologna e le Aziende Ospedaliere di riferimento, una
volta stipulato il contratto con il vincitore della selezione, il tutor deve consegnare alla Direzione
Medica Ospedaliera la relativa modulistica, nella quale andranno riportate le attivita qui segnalate.
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Asymptomatic Leishmania infantum infection in blood donors living in an endemic area, northeastern Italy
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infections (https://hdl.handle.net/11585/606034)
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