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Samples

• Biopsia cutanea di cavallo

• Liquido articolare di cavallo

• Omogenato di scroto di coniglio

• T. equiperdum OVI strain

• T. evansi strain (Kazakistan)

KDNA PCR Targets

• Subunit 6 ATP synthase

• Subunit 7 NAD dehydrogenase

• Subunits 4 NADH dehydrogenase

• Subunits 5 NADH dehydrogenase

• Murf 2- COX1

• Subunit 2 Cytochrome oxidase

• 12S ribosomal RNA

Nuclear DNA PCR Targets

• RoTat 1.2 VSG gene 

• Dihydrolipoamide dehydrogenase
(LipDH)

• ATP synthase γ subunit (γATPase)

Studi di caratterizzazione genetica



Maxi circoli del kDNA

PCR T. equiperdum ICT  
(IZSAM)

T. equiperdum OVI

6 ATP synthase Negative Positive

7 NAD Negative Positive

4 NAD Negative Positive

5 NAD Negative Positive

MURF2-CO1 Negative Positive

CO2 Negative Positive



Target nucleare
RoTat 1.2 VSG gene (Claes F. et al 2004)

1) DNA from rabbit scrotum 

2) DNA from rabbit scrotum 1:10

3) DNA from rabbit scrotum 1:100

4) T. equiperdum OVI

5) T. evansi (Kazakistan)

6) T. evansi (Kazakistan)

1:10

7) T. evansi (Kazakistan)

1:100

8) T. evansi (Venezuela)

9) T. evansi (Venezuela) 1:100

10) NTC

Ann T 59°C

1     2      3     4       5       6     7      8      9    10



Caratterizzazione genetica

• T. equiperdum Italy è risultato negativo a tutte le  
PCR per target presenti sui maxicircoli del kDNA

• T. equiperdum Italy è risultato negativo alla PCR 
per RoTat1.2 VSG

• I prodotti PCR dei geni nucleari LipDH e γATPase
sono stati clonati e sequenziati



γATPase
Mutazioni nella regione C-terminal descritte in ceppi di
T. evansi and T. equiperdum

S. Dean et al. 2013



Analisi della sequenza di γATPase
Le mutazioni descritte in

T. evansi e T. equiperdum

che compenserebbero la

perdita totale o parziale

del kDNA non sono

presenti nel ceppo

italiano

AA T. eq
OVI

T. eq
BoTat
1.1

T. eq
Italy
(IZSAM)

T. ev
STIB 
810

T. ev
KETRI 
2479

262 L/L L/L L/L L/L L/L

273 A/A A/P A/A A/A A/A

281 A/A A/A A/A A/- A/A

282 M/M M/M M/M M/L



Ion Personal Genome Machine® 
(PGM™) System (Ion Torrent™)

Ion 316 ™ v2 Chip

Ion PGM™ 400 Sequencing Kit



PGM Run summary

• Contaminazione da DNA dell’ospite (ratto per T. eq. OVI, coniglio 

per T. eq. Italy)

• Basso coverage



Risultati

• T. equiperdum OVI
- Assembled nucleotides: 19 Mbp
- N. contigs: 7603
- Average contig length: 2508 bp
- Maximum contig length: 51702 bp
- N50: 6441

• T. equiperdum Italy (IZSAM)
- Assembled nucleotides: 0.9 Mbp
- N. contigs: 2676
- Average contig length: 336 bp
- Maximum contig length: 2018 bp
- N50: 358

Assemblaggio effettuato usando 
come genoma di referenza 
T. brucei brucei 927



kDNA: maxi-mini circoli

• Sequenza quasi completa (> 95%) dei maxi circoli
• Presenza dei mini circoli

• Nessuna evidenza di maxi circoli
• Nessuna evidenza di mini circoli

T. equiperdum OVI

T. equiperdum Italy (IZSAM)



Analisi filogenetica

J. Carnes et al. 2015

= T. Eq OVI



Analisi filogenetica



T. eq. 2011

• ATPase γ C-term • WT

• Dominant minicircle class • n/a

• LipDH genotype • atypical

• COX1 haplotype • n/a : ICT 2011 lacks COX1

• Microsatellite PCA • Tbb

• RoTat 1,2 • -

Caratterizzazione genetica



Analisi di microsatelliti

R. Echodu et al 2015

Pannello di 17 loci



A quale di questi gruppi è 
correlato geneticamente 
l’isolato italiano? 

Almeno quattro eventi 
evolutivi indipendenti per i 
ceppi T. ev/T. eq



T.ev./T.eq.group 1
Tev_STIB805_CD
Tev_STIB810_CD
Tev_Colombian
Tev_Kazakstan
Tev_Philippine
Tev_RoTat1.2
Tev_Vietnam
Tev_Antat3/3
Tev_Can86/Brazil
Tev_C13
Teq_ATCC30019
Teq_ATCC30023
Teq_American
Teq_AnTat4.1
Teq_Canadian
Teq_Hamburg
Teq_STIB818
Teq_SVP

T. b. brucei controls (Yale)
H285
H538
H569
H591
H851
Try006
Try007
Try020

T.ev./T.eq.group 2
Teq_BoTat1.1_1
Teq_BoTat1.1_2

T.ev./T.eq.group 3
Teq_OVI

T.ev./T.eq.group 4
Tev_KETRI2479

T. equiperdum Italy

Ceppi analizzati



Risultati



Risultati



Almeno quattro eventi 
evolutivi indipendenti per i 
ceppi T. ev/T. eq

2017



Conclusioni

• Il ceppo responsabile del focolaio di morbo coitale in Italia
nel 2011 non è geneticamente correlato con nessun ceppo
di T. equiperdum riportato in letteratura.

• Risulta strettamente correlato con un ceppo di T. evansi di
tipo B (KETRI 2479) isolato nel 1980 in Kenya (Ngurunit area)
e con uno di T. b. bruceii isolato nel 1977 in Uganda (Busoga
area).

• Gli studi filogenetici evidenziano come l’evoluzione di ceppi
appartenenti al sottogenere Trypanozoon con capacità di
trasmissione attraverso insetti ematofagi o il coito sia
avvenuta almeno in quattro diverse occasioni



Ngurunit1980
T.evansi B

Busoga 1977
T.brucei brucei

2011

Considerazioni
• Multiple evolutionary origins of T. b. rhodesiense 

from different strains of T. brucei brucei. 
• T. b. brucei strains from different genetic backgrounds 

apparently can become either parasites of a lethal 
human disease or become able to be transmitted by a 
variety of hematophagous insects.

• Few reported cases of T. evansi infecting humans. 
• The acquisition of the SRA gene requires sexual 

recombination in the tsetse fly.



•Maurilia Marcacci
•Valentina Curini
•Marco Di Domenico
•Andrea Di Provvido
•Vincenzo D’Innocenzo
•…e tutto il gruppo di 
lavoro MCM dell’IZSAM 

•Achim Shnaufer
•Julie Wallis

•Adalgisa Caccone
•Norah Saarman
•Christine Muhonja
•Kirstin Dion

• Michel Lewis

Ringraziamenti


	Caratterizzazione molecolare dell'isolato T. equiperdum responsabile dei focolai di morbo coitale maligno del 2011 in Italia��Ilaria Pascucci, Cesare  Cammà, Andrea Di Provvido, Marco Di Domenico, Maurilia Marcacci, Achim Schnaufer.��I risultati della ricerca corrente condotta dall'IZSAM. Anno 2017. �Teramo, 14 giugno 2018�
	Diapositiva numero 2
	Diapositiva numero 3
	Diapositiva numero 4
	Perchè�
	Morbo Coitale Maligno 2011 �
	I campioni
	Diapositiva numero 8
	Diapositiva numero 9
	Diapositiva numero 10
	Diapositiva numero 11
	Diapositiva numero 12
	Protocollo
	Diapositiva numero 14
	Tentativi di adattamento ai roditori
	Tentativi di adattamento ai roditori
	Diapositiva numero 17
	Diapositiva numero 18
	Prove di purificazione 
	Studi di caratterizzazione genetica
	Diapositiva numero 21
	Diapositiva numero 22
	Studi di caratterizzazione genetica
	Maxi circoli del kDNA
	Target nucleare
	Caratterizzazione genetica
	γATPase
	� Analisi della sequenza di γATPase
	Diapositiva numero 29
	Diapositiva numero 30
	Risultati�� 
	kDNA: maxi-mini circoli
	Analisi filogenetica
	Analisi filogenetica
	Diapositiva numero 35
	Diapositiva numero 36
	Diapositiva numero 37
	Diapositiva numero 38
	�Risultati
	Risultati
	Diapositiva numero 41
	Conclusioni
	Diapositiva numero 43
	Ringraziamenti



