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HIGH RESOLUTION POPULATIONS GENOMICS
REVEALS AN EXTREMELY COMPLEX DYNAMICS
OF EARLY SPECIATION IN AFROTROPICAL
MALARIA VECTORS

Giordano Botta (a), Alistair Miles (b), Beniamino Caputo (a), Alessandra Della Torre (a),

The Anopheles gambiae 1000 Genomes Consortium (c)

(a) Department of Public Health and Infectious Diseases, University of Rome La Sapienza,
Rome

(b) Wellcome Trust Centre for Human Genetics, University of Oxford, Oxford

(c) Authors listed at https://www.malariagen.net/projects/vector/ag1000g

Controlling malaria cases in Sub-Saharan Africa heavily relies on the reduction of
abundance and seasonal temporal availability of mosquitoes which transmit the parasite.
Studying the genomic makeup and the genetic relatedness between populations of malaria
vectors is fundamental to pave the way to the development of public health policy strategy
and technical innovations to control malaria. Genomes of natural populations are
continually exposed to a number of evolutionary forces, driving them towards either
divergence, homogenisation, or a mosaicism of the two. Our ability to detect and describe
genomic signatures left by these processes depends upon the level of resolution available in
terms of loci, individuals and populations sequenced. The Anopheles gambiae complex is
an established model system to study evolutionary dynamics between recently diverged
species. The Anopheles gambiae 1,000 Genomes Consortium made recently available an
extraordinary genomic data resource consisting of 765 genomes sequenced at high coverage
from 8 countries spanning Sub-Saharan Africa of the main malaria vectors An. gambiae and
An. coluzzii. Here we report at a very fine scale level complex dynamics of early speciation
forging the genomes in contrasting way, leading to various levels of reproductive isolation
and to the establishment of two new hybrid forms at the opposite edges of the species
range. We virtually described all possible directions a geographically non-homogenised
early speciation process can take: i) local genomic divergence surrounded by remarkable
homogeneity due to gene flow, ii) adaptive introgression of insecticide resistant genes
followed by the reestablishment of reproductive barriers, iii) reinforcement of reproductive
barriers in sympatry after populations expansions, iv) origins of hybrid forms with local
replacement of pure individuals. Moreover, we identified candidate genes and described
mutations under divergent selection between An. gambiae and An. Coluzzii giving the first
molecular support to previous hypothesis on mechanisms for the onset and maintenance of
reproductive isolation necessary to species formation. These data reveal the genetic features
of vector populations that have enabled a rapid response to human intervention and provide
a foundation for monitoring the impact of future malaria vector control strategy.



STUDIO DELL'ATTIVITA ANTIBATTERICA
DI ASSOCIAZIONI ANTIBIOTICHE NEI CONFRONTI
DI MICRORGANISMI MULTI-RESISTENTI

Alessia Cipolla, Alessandra Oliva, Maria Teresa Mascellino, Massimiliano de Angelis,
Claudio Maria Mastroianni, Vincenzo Vullo
Dipartimento di Sanita Pubblica e Malattie Infettive, Sapienza Universita di Roma, Roma

Introduzione. Le infezioni causate da K. Pneumoniae resistente ai carbapenemi (Kp-
RC) sono gravate da elevata morbidita e mortalita. In Italia, circa il 40% dei ceppi & anche
colistino-resistente. Combinazioni antibiotiche innovative quali ertapenem+meropenem
(doppio carbapenemico) hanno dimostrato efficacia in caso di infezioni sostenute da Kp-
RC. Scopo dello studio é stato valutare I’attivita di differenti combinazioni antibiotiche con
e senza colistina nei confronti di ceppi di Kp-RC.

Materiali e metodi. Sono stati analizzati 26 ceppi di Kp-RC provenienti da pazienti
ricoverati presso il Dipartimento di Malattie Infettive (Sapienza Universita, Roma). Il
sistema VITEK-2 & stato usato per I'identificazione e la suscettibilita antibiotica. La
produzione di carbapenemasi & stata verificata mediante il test di Hodge modificato mentre
il test di identificazione fenotipica con acido boronico, acido dipicolinico e cloxacillina é
stato utilizzato per individuare il tipo di carbapenemasi prodotta. La minima concentrazione
inibente (MIC) dei seguenti antibiotici & stata determinata con la macrodiluizione in brodo
(MDB) per ertapenem (ERT), meropenem (MEM), doripenem (DOR), colistina (COL),
rifampicina (RIF) e tigeciclina (T1G). L attivita sinergica di differenti associazioni (con e
senza COL) é stata valutata mediante il metodo checkerboard con il calcolo del FIC-index.

Risultati. Dei 26 ceppi analizzati, 13/26 (50%) era colistino-resistente mediante MDB.
Tutti gli isolati risultavano essere KPC produttori. Le MIC50/90 erano 2/128, 256/512,
64/128, 32/>512 e 1/1 pg/mL per COL, MEM ed ERT,DOR, RIF e TIG, rispettivamente.
Globalmente, la combinazione COL+RIF era sinergica in 25/26 (96%) ceppi mentre
COL+MEM, COL+DOR e COL+TIG risultavano sinergiche rispettivamente nel 96%
(25/26), 88% (23/26) e 92% (24/26) dei ceppi. La sinergia si evidenziava anche nei ceppi
resistenti alla colistina. La combinazione ERT+MEM era sinergica in 19/26 (73%) ceppi

Conclusioni. | ceppi di Kp-RC erano associati ad elevati livelli di resistenza ai
carbapenemi. | regimi contenenti COL mostravano elevati livelli di sinergia in vitro, anche nei
confronti dei ceppi COL-resistenti. In considerazione dell’elevata efficacia in vitro di
ERT+MEM, si potrebbe considerare il doppio carbapenemico una valida opzione terapeutica
soprattutto nei casi in cui la COL non puo essere somministrata per resistenza o tossicita.



STUDIO DEL RUOLO DELL'ASSE
CCL2/CCR2 NELL'INFEZIONE DA HIV-1:
MECCANISMI MOLECOLARI E POTENZIALI
APPROCCI TERAPEUTICI

Daniela Angela Covino (a), Cristina Purificato (a), Mauro Andreotti (b), Laura Fantuzzi (a)

(a) Dipartimenti Ematologia, Oncologia, Medicina Molecolare, Sapienza Universita di
Roma, Roma

(b) Dipartimento del Farmaco, Istituto Superiore di Sanita, Roma

La chemochina CCL2 rappresenta un fattore chiave alla base dell’infiammazione
cronica e del danno tissutale negli individui HIV-1 infetti. Studi recenti del nostro gruppo
hanno dimostrato che la sua neutralizzazione mediante anticorpi specifici determina una
marcata diminuzione della replicazione di HIV-1 nei macrofagi primari con un meccanismo
che coinvolge I’accumulo del DNA virale. Inoltre, I’analisi dell’espressione genica globale
mediante RNAseq ha dimostrato che questo effetto & associato all’aumento dell’espressione
di diversi geni coinvolti nella risposta antivirale, tra cui APOBEC3A.

In questo studio abbiamo approfondito I’analisi dei fattori cellulari modulati dal blocco
della CCL2 e potenzialmente coinvolti nella regolazione della replicazione di HIV-1 e
indagato i meccanismi molecolari alla base della regolazione di APOBEC3A da parte della
neutralizzazione della CCL2.

In particolare, abbiamo esteso gli studi di RNAseq a diversi tempi di trattamento,
evidenziando che 1915 e 311 geni sono differenzialmente espressi nelle cellule trattate con
anticorpi anti-CCL2 rispettivamente a 4 e 20 ore di trattamento. Tra i geni indotti troviamo
fattori di restrizione (APOBE3A, MX2, TRIM5), componenti del signaling dell’interferone
(IRF1, IFT1, IFT5, ISG20, ISG15, IRF7, IF44, IF44L, MX1, STATL, STAT4), citochine e
chemochine, geni coinvolti nella risposta alla vitamina D (CYP27B1, VDR); tra quelli
inibiti troviamo il co-recettore CXCR4 e membri della famiglia TLRs. Questo studio sara
esteso a macrofagi infettati con HIV-1 e all’analisi dei microRNA.

Sulla base dei risultati della trascrittomica, stiamo valutando il coinvolgimento della via
JAK/STAT nell’induzione di APOBEC3A mediata dal blocco della CCL2, analizzando
I’attivazione di componenti di questa via e utilizzando inibitori specifici.

Inoltre, stiamo valutando I’effetto del blocco in vivo dell’asse CCL2/CCR2 in pazienti
HIV-1 infetti trattati con un nuovo farmaco, il Cenicriviroc, antagonista di CCR2 e CCRS5,
nell’ambito di uno studio clinico di fase Ilb. In particolare, stiamo conducendo un’analisi
longitudinale dell’espressione di fattori di restrizione su campioni derivati dallo stesso
paziente prima dell’inizio del trattamento e dopo 4, 12, 24, 48 settimane di trattamento.
Dati preliminari indicano un aumento di espressione di APOBEC3A dopo trattamento con
Cenicriviroc rispetto al basale, con una variabilita dipendente dal tempo e dal paziente.

Nell’insieme questi studi suggeriscono che I’asse CCL2/CCR2 potrebbe rappresentare
un nuovo bersaglio terapeutico nell’infezione da HIV-1 per potenziare le difese innate
dell’ospite e limitare I’infezione.



VALUTAZIONE EPIDEMIOLOGICA DELL'IMPATTO
DELLE LINEE GUIDA PER L’ANTIBIOTICOPROFILASSI
PERIOPERATORIA NELL’ADULTO (SISTEMA
NAZIONALE LINEE GUIDA 2008) PER INTERVENTI
CHIRURGICI SELEZIONATI NELLA REGIONE LAZIO

Federica Ferraro, Silvia Pittalis, Pierluca Piselli, Luca Enrico Ruscitti, Claudia Cimaglia,
Vincenzo Puro

Dipartimento di Epidemiologia e Ricerca Preclinica, Istituto Nazionale per le Malattie
Infettive Lazzaro Spallanzani, Roma

Le Infezioni del Sito Chirurgico (ISC) sono tra le piu comuni Infezioni Correlate
all’Assistenza (ICA). L’antibioticoprofilassi peri-operatoria (APP) ha I’obiettivo di ridurne
I’incidenza ed esistono Linee Guida (LG2008) nazionali che contengono specifiche
raccomandazioni pratiche. Lo studio, coordinato dall’INMI “L. Spallanzani”, aveva
I’obiettivo di fornire informazioni sull’uso di antibiotici nelle chirurgie della regione Lazio
riguardo I’APP, confrontando studi svolti nel periodo precedente e successivo alla
diffusione delle LG2008, evidenziando le criticita, al fine di definire opportuni interventi
formativi sul corretto uso degli antibiotici (Antimicrobial Stewardship).

I risultati di uno studio prospettico sull’appropriatezza dell’APP e sorveglianza attiva
delle ISC, effettuata in accordo con le raccomandazioni e definizioni europee
HELICS/IPSE integrate con quelle NHSN, condotto in alcune Chirurgie della Regione in
un trimestre del 2013 sono stati confrontati con quelli di un’analoga sorveglianza condotta
prima della diffusione delle attuali LG.

E stato, inoltre, condotto (gennaio-marzo 2014) uno studio di prevalenza sulle ICA e
sull’uso di antibiotici basato sul Protocollo Europeo di Prevalenza Puntuale 2011
delPECDC. 31 strutture hanno aderito volontariamente allo studio prospettico
sull’appropriatezza dell’APP e sorveglianza delle I1SC; I’APP era indicata dalle LG e
somministrata nell’81,7% delle procedure sorvegliate. Nel 12,1% dei casi sono stati
somministrati antibiotici non raccomandati in profilassi. Il confronto dei dati con quelli
della sorveglianza del 2008 mostra un miglioramento nel 2013 del timing di inizio e della
durata della somministrazione (rispettivamente: 51,3 vs 73,1%; p<0,001 e 48,1% vs 72,9%;
p<0,001); riguardo alle ISC evidenzia un aumento dell’incidenza cumulativa (3,0%; 1C95%
2,4-3,7 vs 5,4%; 1C95% 4,6-6,2; p<0,001 ) e del tasso di incidenza di infezione (0,65/103
GP; 1C95% 0,52-0,80 vs 0,87/103 GP; 1C95% 0,75-1,01 p<0,026). Allo studio di
prevalenza hanno partecipato 29 strutture. Il giorno dello studio il 44,2% dei pazienti era
sottoposto a trattamento antibiotico e il 4,0% presentava almeno una ICA contratta in
ospedale per acuti. Le classi di antibiotici piu utilizzate erano le cefalosporine di prima
generazione (17,7%).

Lo studio conferma la necessita dell’implementazione di LG evidence-based nelle
chirurgie della Regione e suggerisce di integrare la ricerca di un sistema costo-efficace di
sorveglianza delle ISC a livello regionale con un programma formativo di antimicrobial
stewardship diretto agli operatori sanitari del territorio.
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L'alert organism & un microrganismo multiresistente ad antibiotici, a diffusione rapida
in ospedale e potenzialmente responsabile di gravi infezioni in pazienti vulnerabili.

Nell'Azienda Ospedaliera Sant'/Andrea di Roma, oggetto della ricerca, all'identificazione
in un paziente di alert organism, scatta tempestiva segnalazione dall'Unita Microbiologia
all'Unita Igiene e Tecnica Ospedaliera (UOS ITO). A campione l'infermiera epidemiologa
della UOS ITO svolge in Reparto un audit: monitorando attuazione dell'isolamento del
paziente e favorendo formazione sul campo degli operatori sanitari. Vengono compilate
schede ad hoc con: descrizione del caso clinico, fattori di rischio per infezione, terapia
antibiotica somministrata, applicazione misure di prevenzione della diffusione del
microrganismo. Tra gennaio e dicembre 2015 e stato monitorato un campione di 314
pazienti, circa il 65% dei degenti con alert organism. L'isolamento prescelto & stato
spaziale-funzionale e in stanza singola. | pochi isolamenti mancanti sono stati motivati da
consulenza infettivologica e da cause varie (inefficace comunicazione, difficolta
organizzative e ritardo lettura referto microbiologico). E stata ipotizzata una probabile
classificazione basata su informazioni reperite da personale di reparto e da cartella clinica:
infezioni correlate all'assistenza (ICA), colonizzazioni, ICA di provenienza da struttura di
precedente ricovero, infezioni comunitarie e non classificabili. Sono stati indagati inoltre:
maggiori localizzazioni corporee, microrganismi e Reparti coinvolti.

La sorveglianza suddetta pud migliorare nella: identificazione precoce dei pazienti fonte
di infezione; gestione tempestiva dell'isolamento, in base al meccanismo di trasmissione
dello specifico alert organism, per prevenirne la diffusione e ridurre il rischio epidemico;
aumentata consapevolezza e sensibilita degli operatori sanitari, per un radicale
cambiamento conoscitivo e culturale; comunicazione con pazienti e loro familiari.

Questa ricerca mette in luce che una quotidiana sorveglianza attiva integrata nei Reparti
con consulenza di mini équipe multidisciplinare (infermiera epidemiologa, medico
igienista, medico infettivologo) comporterebbe diminuzione, sul medio periodo, della
circolazione di alert organism e percentuale di ICA ad essi legate.
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I ceppi di Escherichia coli aderenti/invasivi (AIEC) rappresentano un nuovo gruppo di
E. coli potenzialmente patogeni, coinvolti nell'eziologia della Malattia di Crohn (MC). |
ceppi AIEC sono in grado di aderire e invadere le cellule epiteliali, cosi come di
sopravvivere all'interno dei macrofagi. Il completo sequenziamento del genoma del ceppo
AIEC di riferimento LF82, ha confermato la presenza di caratteristiche genetiche comuni
fra questo e gli E. coli patogeni extraintestinali UPEC con i quali condivide tratti di
virulenza. Sulla base di tali evidenze, ¢ stata effettuata una comparazione fra le
caratteristiche di virulenza del ceppo AIEC LF82 ed un ceppo UPEC (ceppo EC73), isolato
da un soggetto affetto da prostatite cronica, al fine di determinare la capacita del patotipo
AIEC di indurre processi patogenetici in siti corporei differenti rispetto a quelli in cui esso
€ comunemente presente. | saggi di protezione con gentamicina unitamente a tecniche di
microscopia elettronica evidenziano come il ceppo AIEC LF82 sia in grado di aderire,
invadere e sopravvivere all'interno della linea cellulare epiteliale prostatica RWPE-1 ed
nella linea cellulare HEp-2. Dal punto di vista genotipico i ceppi condividono
I'appartenenza al gruppo filogenetico B2 e una serie di fattori di virulenza comunemente
associati alle infezioni delle vie urinarie (IVU). Ambedue i ceppi sono risultati forti
formatori di biofilm mentre, LF82 si dimostrava capace di indurre un marcato aumento
della fosforilazione delle MAPKsErk1/2, p38, JNK1/2 MAPKSs e della subunitad p65 del
fattore di trascrizione NF-kB. In aggiunta, cellule prostatiche RWPE-1 infettate con il
ceppo LF82 mostravano livelli pit elevati di produzione e rilascio di citochine
proinfiammatorie 1L-6 e 1L-8, a 24 ore dall'inizio dell'infezione, indicando l'induzione di
una forte risposta inflammatoria da parte del ceppo stesso. | risultati prodotti supportano
I'ipotesi che il patotipo AIEC possa giocare un ruolo nell'insorgenza di prostatiti acute e
croniche e favorire la dispersione e la moltiplicazione batterica attraverso la modulazione
delle vie di segnalazione coinvolte nel controllo dell'immunita innata della cellula ospite.
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Objectives. Aim of the study was to identify immunophenotypic markers of JCV
activation in natalizumab treated patients with relapsing-remitting multiple sclerosis (RRMS).

Methods. Blood and urine samples from 43 RRMS patients were collected before
natalizumab initiation (baseline, n=11) and during treatment (lyear, n=12; 2years, n=12;
after 2years, n=8). A longitudinal study was performed on 26 natalizumab treated RRMS
patients, by collecting blood and urine samples before treatment initiation and after 12 and
24 months (TO, T1, T2, respectively). JCV-DNA and peripheral blood T lymphocyte
phenotype were detected by RT-PCR and flow cytometry, respectively.

Results. In the cross-sectional study JCV-DNA was detected in blood and urine at
baseline, during the 1%, the 2", and after the 2" year of treatment in 27% and 9%, 25%
and 33%, 42% and 33%, 25% and 25%, respectively. In the longitudinal study JCV-DNA
was detectable in blood and urine (T0:25% and 19%, T1:25% and 31% and T2:31% and
25%, respectively). A reduction of CD49d median fluorescence intensity (MFI) was
observed on CD4, CD8 T lymphocytes and their subpopulations (CD4 and CD8 Central
Memory p<0.001 and p=0.008; Effector Memory p=0.038 and p<0.001; Effector,
p<0.001 and p=<0.001, respectively) associated with an increased percentage of peripheral
blood CD8CM (p=0.026), EM (p=0.007) and E (p=0.045). Performing a logistic
regression analysis, at T1 the percentage of CD8E resulted a predictor of JCV-DNA
positivity (p=0.044). At T2 both CD4E and CD8E predicted the presence of JCV-DNA.
ROC analysis showed a cut-off of 13.3% for CD8E at T1 (specificity:83.3%,
sensitivity:80%, AUC=0.82, p<0.021) and 11.9% at T2 (specificity 94%, sensitivity 80%,
AUC=0.9 p<0.001) able to predict JCV reactivation.

Conclusions. The cross-sectional study showed an increased of JCV viruria and
transient viremia during the 1% and the 2" year of treatment and the substantial stability of
JCV-DNA detection rate after the 2™ year of treatment. The longitudinal study showed a
reduction of CD49d expression on T lymphocytes and an impairment of T-cell migration
from peripheral blood into the central nervous system, reducing immune surveillance and
facilitating JCV reactivation. The percentage of CD8E could be an useful tool in order to
identify patients with an increased risk of JCV reactivation.
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Introduzione. La progressione della fibrosi epatica nei pazienti (pts) coinfetti HIV-HCV
(HIV+/HCV+) & piu rapida rispetto a quella dei monoinfetti HCV (HCV+). Il sistema
immunitario e I’inflammazione sembrerebbero avere un ruolo fondamentale per la
progressione della fibrosi epatica durante I’infezione da HCV e HIV. Scopo dello studio é
analizzare le sottopopolazioni di cellule dendritiche (mDC, pDC e M-DC8+), dei monociti
(classici, intermedi e atipici) e dell’immunoattivazione dei linfociti T CD4+ e CD8+ in
soggetti HCV+ e HCV+/HIV+ che ricevono un trattamento anti-HCV.

Materiali e Metodi. Sono stati arruolati 26 pazienti (13 HCV+/HIV+ e 13 HCV+) in
trattamento con regimi IFN free. | campioni sono stati raccolti prima dell’inizio (TO) e tre
mesi dalla fine del trattamento (risposta virologica sostenuta, SVR). 11 soggetti sani sono
stati reclutati come gruppo di controllo (HD). Le sottopopolazioni delle cellule dentritiche e
dei monociti e lo studio dell’immunoattivazione sono stati valutati tramite analisi
citofluorimetrica a 7 fluorocromi. La fibrosi epatica & stata misurata tramite Fibroscan e
Fib-4. Friedman ANOVA con Dunn's Test, Mann-Whitney Test, Wilcoxon Test e
correlazione di Spearman sono stati utilizzati per I’analisi statistica (GraphPadPrism6).

Risultati. L’attivazione delle cellule T CD8+ sono significativamente piu alte negli
HIV+/HCV+ e negli HCV+ rispetto agli HD (rispettivamente p=0,0002 and p=0,0077) con
una diminuzione in entrambi i gruppi (comparando I’'SVR degli HIV+/HCV+ e degli
HCV+ con gli HD, rispettivamente p=0,0186 e p=0,0479) fino alla normaliz