Attivita formativa

Test di suscettibilita a farmaci antiprotozoari di ceppi di Leishmania infantum isolati da casi di
Leishmaniosi tegumentaria umana

Le leishmaniosi sono un gruppo di malattie trasmesse da vettori flebotomi, causate da parassiti
protozoari del genere Leishmania (Gradoni et al., 2013). Lo spettro clinico della malattia varia dalla
leishmaniosi viscerale alla leishmaniosi tegumentaria, che comprende la leishmaniosi cutanea,
mucosa e mucocutanea. Le leishmaniosi sono distribuite in Asia, Africa, America Latina e Sud Europa,
con una stima di 0,5-2,0 milioni di nuovi casi allanno (Savoia et al, 2015).
Tuttavia, I'aumento delle temperature associato al cambiamento climatico sta facilitando Ia
diffusione della leishmaniosi e dei suoi vettori anche in altre aree, come gia osservato nell'ltalia
settentrionale. Infatti, un'impennata di casi e stata recentemente osservata nella regione Emilia-
Romagna, con cluster nelle aree comprese tra le province di Modena e Bologna e nelle province di
Forli-Cesena e Rimini (Maroli et al., 2008; Mattivi et al., 2022; Gaspari et al., 2017). Nonostante la
prevalenza sia in aumento, le leishmaniosi sono classificate come malattie neglette, a causa della
loro forte associazione con la poverta e della limitata quantita di investimenti nella loro diagnosi,
trattamento e controllo (Jha et al., 2013).

Ad oggi, la crescente incidenza di fallimenti terapeutici dovuta all'incremento della
farmacoresistenza dei parassiti, nonche la mancanza di standardizzazione delle metodiche di test di
suscettibilita e resistenza ai farmaci, rappresentano un ostacolo per il controllo efficiente a lungo
termine della malattia.

In questo contesto, il presente progetto si propone di testare la suscettibilita ai farmaci attualmente
in uso per il trattamento della leishmaniosi (antimoniali pentavalenti, paromomicina, amfotericina B
liposomiale e miltefosina) nei confronti di ceppi di Leishmania infantum isolati da pazienti con
diagnosi di leishmaniosi tegumentaria, la cui storia clinica di trattamento farmacologico & nota.
Saranno confrontati tra loro ceppi di L. infantum derivanti da pazienti clinicamente sensibili o
resistenti ai farmaci indagati, nonché ceppi di riferimento. Lo scopo e quello di incrementare le
informazioni riguardo alla distribuzione della resistenza ai farmaci di L. infantum nella regione Emilia-
Romagna. Verra inoltre valutata la correlazione tra la risposta clinica del paziente al trattamento e la
corrispondente sensibilita/resistenza in vitro del ceppo isolato ai farmaci anti-Leishmania. Infine, il
progetto ambisce alla standardizzazione del saggio di suscettibilita, tramite I'esecuzione dei test in
triplicato e I'utilizzo di un numero elevato di ceppi.

Per i precedenti scopi, promastigoti di L. infantum isolati da pazienti o ceppi di riferimento verranno
coltivati in vitro. Diluizioni seriali dei diversi farmaci saranno testate nei confronti dei promastigoti al
guarto giorno di crescita. La vitalita dei promastigoti dopo 72 ore di incubazione con le diverse
concentrazioni di farmaci verra rivelata mediante test dell’Alamar Blue, che prevede l'utilizzo di un
indicatore di ossido-riduzione che cambia colore in risposta all'attivita metabolica delle cellule.
Lassorbanza dei campioni verra misurata a 550 nm e 630 nm con un lettore di piastra
spettrofotometro. | valori numerici ottenuti saranno utilizzati per calcolare il valore di IC50, che
rappresenta la concentrazione del composto in grado di inibire la crescita del 50% dei promastigoti,
mediante analisi di regressione non lineare.
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