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TOSV

� Arbovirus
� Famiglia Bunyaviridae
� Genere Phlebovirus
� Sierotipo del Sandfly fever Naples virus
� RNA a singola elica; dotato di envelope.
� Isolamento nel 1971 da Phlebotomus

perniciosus sul monte Argentario 
(Grosseto)

� Isolamento nel 1983 da LCR in un 
paziente con meningite a liquor limpido.
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TOSV: epidemiologia

� Trasmesso da Phlebotomus perniciosus
e Phlebotomus perfiliewi .

� Il flebotomo costituice anche il reservoir del 
virus =  trasmissione transovarica



Phlebotomi maschio e femmina



DESCRIZIONE   E   CICLO  BIOLOGICO

� PICCOLI INSETTI  di 2-3 MM  SIMILI AD UNA 
ZANZARA DI PICCOLE DIMENSIONI.

� COLORE GIALLO, UNA FITTA PELURIA 
RICOPRE CORPO E MARGINE ALI; IL CAPO 
FORMA ANGOLO RETTO CON IL TORACE. 

� A RIPOSO LE ALI PELOSE VENGONO 
TENUTE VERTICALMENTE SUL CORPO.

� ATTACCANO ALL’IMBRUNIRE E DI NOTTE; 
DI GIORNO SI RIFUGIANO NELLE FESSURE 
DEL SUOLO NELLE GROTTE,RUDERI,TANE 
DI RODITORI.

� DEPONGONO CIRCA 50-100 UOVA ALLA 
VOLTA.



Ciclo biologico

� Vivono nelle lettiere e tane di animali selvatici e nel loro sterco.
� Depositano le uova in luoghi molto umidi e bui.  
� Presentano 4 stadi larvali con apparato masticatore (si cibano di 

materiale organico in decomposizione) .
� Gli adulti frequentano gli stessi ambienti delle larve; alcue specie 

si sono adattate agli insediamenti umani e sono antropofile.
� Pessimi volatori:  volo saltellante a poca altezza dal suolo.  
� Solo le femmine sono ematofaghe.  
� Attività da giugno a settembre, con picco massimo in luglio-

agosto.   



P. perniciosous

P. perfiliewi



TOSV: epidemiologia

� Italia:
� Sieroprevalenza variabile dal  3% nel nord Italia (Torino) 1 al  16% 

in Umbria 2 ed al  22% Centro Italia. 
� Il virus è ampiamente distribuito in diverse regioni, quali Toscana, 

Piemonte, Marche, Umbria ed Emilia Romagna (primo isolamento 
2002) 

� Isolamento virale  nel 5,6% dei LCR di sogg. con meningite a 
liquor limpido (n = 126)  nel napoletano 3

� Sieroprevalenza nel 37%  delle meningiti a liquor limpido (n = 60) 
e nel  7% delle meningoencefaliti (n = 30) in Umbria 2.  

� Europa: recente estensione a Francia (12%), Spagna (5-26%), 
Slovenia, Grecia, Cipro e Turchia.

1 Pugliese et al.Cell Biochem Funct. 2007) 2 Francisci et al.   Eur J Epidemiol. 
2003) 3 Di Nicuolo G et al JCM 2005)



TOSCANA VIRUS







TOSV: epidemiologia

� Rischio stagionale di infezione in estate ed inizio 
autunno:  agosto> luglio> settembre > giugno > 
ottobre 
= periodo di maggiore attività dei Phlebotomi.    



TOSV: clinica 

� Forme  asintomatiche  o paucisintomatiche
+++  

� Sindrome acuta febbrile  “estiva” + + +  
� Meningite 
� Encefalite

Dionisio et al. Clin Infect Dis 2001



TOSV: clinica

� Periodo di incubazione variabile da 2 a 14 giorni

� Manifestazioni di intensità marcata (70%) :
� cefalea (100%, 18 ore–5 giorni), 
� febbre (76%–97%), 
� nausea and vomito (67%–88%), 
� mialgie (18%). 

� Esame obbiettivo
� Rigidità nucale (53%–95%), 
� Kernig (87%), 
� Alterazione del sensorio (12%), 
� Tremori (2.6%), 
� Paresi   (1.7%), 
� Nistagmo (5.2%)

Nicoletti et al. comunicazione  personale



TOSV: clinica e decorso

� Nei casi di meningite: 
� GCS normale nel 70% dei casi, e valore sempre  > 12
� pleiocitosi (30-900 cell/mm3, 60-90% linfociti)  liquorale con 

elevazione protidorachia e normoprotidorachia.
� Indagini di neuroimaging normali 
� EEG: alterazioni aspecifiche nel 60% dei casi.

� Es. ematologici: leucocitosi (29%) o leucopenia (6%). 
� Durata media dei sintomi 7 giorni.
� Decorso generalmente favorevole.
� Rari i casi con manifestazioni neurologiche gravi.







TOSV in RER  nel 2010

� Ricerca anticorpale su sangue e su liquor e nei casi positivi ricerca 
virale su LCR in tutti i casi adulti di meningite a liquor limpido nel 
periodo  giugno- nov 2010 nell’ambito del Programma di “
Sorveglianza WNV umana dell’ Emilia-Romagna): 

� Pazienti di età ≥ 15 anni con meningite, meningoencefalite, 
poliradiculoneurite, paralisi flaccida acuta + liquor limpido

� ricerca su liquor e su sangue di IgG anti-TOSV con test ELISA 
e di IgM con test a cattura;  

� nei campioni positivi, conferma con IIFA e ricerca del virus 
mediante RT-PCR.   

� Sede di effettuazione delle indagini: U.O. Microbiologia 
Policlinico Sant’Orsola Malpighi Bologna.



120 campioni testati 
per TOSV

44/120 positivi (36,6%)

IgG+/IgM-
30/120 positivi

IgG+/IgM+
13/120 positivi

IgG-/IgM+
1/120 positivi

Ricerca genoma positiva in 
11/11 liquor disponibili  

Bertoletti M, et al. 9°congresso nazionale SIMIT Roma  24-27 Novembre 2010







Leishmaniosi  



Agente eziologico

� “Complessi” principali che causano nell’uomo una malattia 
generalizzata (LV) o localizzata (LC e LMC)  

� I principali complessi filogenetici sono nove: 
� L. donovani (L. donovani, L. archibaldi); 
� L. infantum (L. infantum, sin. L. chagasi); 
� L. tropica (L. tropica); 
� L. major (L. major); 
� L.aethiopica (L. aethiopica); 
� L. mexicana (L. mexicana, sin. L. pifanoi); 
� L. amazonensis (L. amazonensis, sin. L. garnhami); 
� L. braziliensis (L. braziliensis, L. peruviana); 
� L. guyanensis (L. guyanensis, L. panamensis).



LV : agente eziologico

� L. infantum (Mediterraneo, America)

� L. donovani (Africa,India)



Epidemiologia

� 350 milioni di persone a rischio ogni anno
� LV: ~ 500,000 nuovi casi/anno stimati nel mondo
� LC: ~ 1.5 milioni nuovi casi/anno stimati nel mondo
� > 12 milioni di individui infetti in 88 Paesi   
� Almeno 70,000 decessi/anno nel mondo 



Aree endemiche (90% dei casi)

� LV : Bangladesh, Brasile, India e  Sudan.
� LC: Afghanistan, Iran, Arabia Saudita,Siria, Brasile, 

Peru.
� LMC:  Bolivia, Brasile e Peru.



Aree endemiche per leishmaniosi

BMJ 2003;326:378

Circa 350 milioni di persone vivono in 
zone a rischio con una prevalenza
globale di 12 milioni di soggetti infetti

La diffusione della malattia è
associata alla distribuzione e densità
dei flebotomi vettori (specie 
ubiquitaria: Phlebotomus perniciosus)









Leishmaniosi in Italia

� Agente responsabile: L. infantum (L. chagasi). 
� Presente lungo la fascia costiera e nell’entroterra 

collinare. 
� Spettro di malattia nell’uomo molto variabile: 

infezione asintomatica, malattia cutanea e viscerale. 
� La variabilità clinica della espressione di malattia è

legata in parte alla forma infettante, in parte 
all’ambiente immunologico dell’ospite.



La leishmaniosi viscerale zoonotica umana: una 
malattia relativamente sporadica

Mazloumi Gavgani et
al., 2002 
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Casi di leishmaniosi viscerale umana 
diagnosticati in Italia
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Incidenza cumulativa della
leishmaniosi viscerale umana

nel periodo 1998-2002
(tot. 849 casi)
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3- Un altro flebotomo punge l’uomo
infettandosi con Leishmania

2- Il flebotomo punge l’uomo
iniettando Leishmania
(proamastigote) 

1- Puntura di flebotomo di 
animale infetto ed ingestione
di sangue infetto con 
Leishmania (amastigote)

4- Il ciclo continua 
quando il flebotomo
punge un altro uomo o 
un animale infetto .

Ciclo biologico



Patogenesi

� Il parassita è inoculato in forma flagellata (promastigote)
� Nell’uomo viene fagocitato dai monociti, perde il flagello 

(amastigote) ed è trasportato nel SRE (MO,fegato,milza). 
� IFNγ e TNFα sono essenziali per l’eliminazione del 

parassita dalle cellule infette. 
� Un profilo citochinico Th2 (IL4,IL10) è associato alla 

persistenza di malattia; 
� lo switch in senso TH1 (IL2,IFNgamma-TNFa) viene 

indotto dalla terapia.
� La risposta anticorpale specifica  non ha efficacia 

protettiva; può contribuire alle manifestazioni di malattia 
con la precipitazione di immunocomplessi e sviluppo di 
auto-anticorpi.



IL-10 IL-13                         
IL-5 IL-6

Patogenesi



Leishmaniosi Cutanea



Leishmaniosi cutanea

� Forma cutanea “classica ”
� Incubazione: qualche settimana
� Papula, nodulo duro, lesione ulcerata singola (talora

multiple) a bordi rilevati nelle zone scoperte del 
corpo, talvolta accompagnate da adenomegalia
regionale.

� Forma cutanea diffusa
� Lesioni papulo-nodulari disseminate (con ricca

componente protozoaria)



Distribuzione della LC classica nel Mediterraneo 
(zoonosi?)



Leishmaniosi cutanea

� La maggior parte delle lesioni si sviluppano nel giro di 
poche settimane dalla puntura del flebotomo.  

� Le lesioni possono guarire spontaneamente, ma 
spesso dopo mesi o anni.  

� Le lesioni possono lasciare cicatrichi rilevanti, che
sono deformanti se interessano la faccia.  

� In caso di infezione da L. tropica la lesioni può
estendersi alle mucose contigue (dal labbro superiore
al naso)  . 





















� Raccolta campioni
� Scraping
� Biopsia

� Tecniche diagnostiche
� Microscopia
� Biologia molecolare
� Colture

Leishmaniosi cutanea: diagnosi



Raccolta campioni

Leishmaniosi cutanea : diagnosi



Leishmaniosi : Citologia



Leishmaniosi : Istologia



Leishmaniosi cutanea : opzioni
terapeutiche

� Nessun trattamento
� Crioterapia
� Calore
� Sodio Stibogluconato (Pentostam®)
� Paramomicina
� Imidazoli
� Terapia antibiotica topica



Leishmaniosi Viscerale





LV 

� La maggior parte delle infezioni sono inapparenti e si 
risolvono spontaneamente

� Solo una minima parte di casi evolve verso la forma 
conclamata

� Fattori favorenti l’evoluzione : fattori genetici, 
malnutrizione, immunodepressione.



LV: segni clinici

� Incubazione:  tra 2-8 mesi  (range < 10 giorni-anni)
� Segni clinici classici:

� febbre irregolare; 30% con andamento tipico con due cuspidi 
“a orecchie di gatto”;  

� Perdita di peso;
� Splenomegalia (di solito imponente = fino all’ombelicale 

traversa, di consistenza dura); 
� Epatomegalia (di grado non elevato, consistenza duro-

elastica); 
� Edemi peri-malleolari e petecchie (in fase molto avanzata);
� Linfoadenopatia (può mancare nella forme del mediterraneo).



LV: alterazioni di laboratorio

� Anemia,
� Leucopenia (fino a 1000 globuli bianchi/µl) 
� Piastrinopenia (<80.000/µl);
� Aumento valore della VES   ( 70-100 mm); 
� Ipoalbuminemia (<3 g/dl)
� Ipergammaglobulinemia (>3 g/dl); 
� Aumento delle aminotrasferasi (2-3x);
� Bilirubina e γ-Gt normali.



Decorso

� Decorso in assenza di terapia specifica: 
� Progressivo decadimento dello stato generale,
� Aplasia midollare, manifestazioni dissenteriche, 

compromissione cardiaca e renale, edemi, ascite
� Morte per infezioni o complicanze intercorrenti.



A bone marrow biopsy demonstrating the presence in 
the aspirate of the intracellular amastigotes typical of 
visceral leishmaniasis (hematoxylin and eosin, x400).



Esame microscopico del midollo osseo (1)

Frustoli di midollo osseo sono strisciati su vetrin o che fissato in 
metanolo viene successivamente sottoposto alla colo razione Giemsa
per l’esame microscopico diretto (600 – 1000 X)

Nucleo
Kinetoplasto

amastigote



Esame microscopico del midollo osseo (2)

La sensibilità del metodo dipende dall’esperienza
dell’osservatore (70-95%)

Kinetoplasto

Nucleo



LV : diagnosi

� La presentazione può essere atipica e la presenza di 
leishmaniosi deve essere sospettata in tutti i pazienti
che vivono o arrivano da aree endemiche.  

� La presenza di anticorpi anti Leishmania non 
conferma o esclude la diagnosi.

� Per la diagnosi è necessario evidenziare il parassita
sulla biopsia midollare, epatica , linfonodale o della
milza. 

� Alta sensibilità diagnostica dimostrano le tecniche di 
biologia molecolare per l’identificazione di 
Leishmania su sangue e tessuti.



LV: conferma diagnostica

Parassitologica
• Aspirato spelenico = Sensibilità 94-97%  (mortalita = 1%)   
• Aspirato midolare = Sensibilità 67-94%  
• Aspirato linfonodale = Sensibilità 52.6-59% 
• Biopsia epatica = Sensibilità 77-91%

Cultura (agar NNN) 
• Sensibilità 64-67%  

Sierologia (associare 2 tecniche)
• Enzyme immunoassay (Ag rK 39) = sensibilità 90-100%
• Test di agglutinazione (DAT) = sensibilità 72%, specificità = 

94% (cross reattività con malaria, schistosoma; falsi negativi in 
HIV)

PCR  (sangue periferico, midollo, tessuti)
• Sensibilità 72-100% 
• Monitoraggio post-trattamento (test quantitativo)


