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Farmaci anti-
protozoari

e Arsenale di farmaci molto
limitato

* Nessuno sviluppo di nuovi
composti nel settore delle
grandi ditte farmaceutiche
(solo Medicines for Malaria
Venture, Drugs for Neglected
Diseases initiative- DNDi, Bill
and Melinda Foundation)

* Nel caso di zoonosi:
aumentato rischio di sviluppo
di resistenze

Verdaguer et al., Molecules 2019



Protozoi patogeni che hanno sviluppato resistenza
ai farmaci in uso

Protozoan A Common disease Drug resistance
parasite
Plasmodium Malaria Chloroquine,sulfadoxine/pyrimethamine,
spp. mefloquine, artemisinin and atovaquone
Leishmania Leishmaniasis Pentavalent antimonials, miltefosine, and
spp. amphotericin B
Trypanosoma Trypanosomiasis Melarsoprol, suramin, nifurtimox,
spp. nitrofuran and benznidazole
Entamoeba Amoebiasis Metronidazole
histolytica
Giardia Giardiasis Metronidazole
intestinalis
Toxoplasma Toxoplasmosis Sulfonamide and sulfadiazine

gondii




Meccanismi di resistenza ai farmaci nei
protozoi patogeni ® 7

7y 9

Riduzione dell‘uptake del farmaco (antimoniali in L.donovani)

Mutazione nel sito di azione del farmaco (enzimi bersaglio, quali
DHFR, target di antifolati in malaria da P.falciparum)

Inibizione nella produzione del target del farmaco (Amfotericina B

in L.donovani)

Aumentato efflusso per eliminazione del farmaco (clorochina in

malaria da P.falciparum)

Modifica nella durata di

stadi vitali del parassita
(artemisinina e malaria da

Pfalciparum): «persister-
like cells»

b Plasmodium falciparum

Ring-form parasite

Erythrocyte .
‘ .—'Donnunt erythrocytic
; stage parasite

Before DHA treatment >24 h after DHA
treatment

Barret et al. Nature Rev Microbiol, Oct 2019



Susceptibility Testing of Medically
Important Parasites

= Worldwide Antimalarial Resistance Network (WARN):
- standardizzazione dei test
- controllo di qualita dei reagenti
- Interpretazione dei dati (IC.,= 50% inhibitory concentration)
- Update su marker molecolari di resistenza

Drug Resistance in Malaria

Genetu Bayih et al. Clin Microb Rev 2017
Capela et al. Int J Mol Sci 2019




Test di suscettibilita ai farmaci,
Plasmodium falciparum

Drug stock —
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Patient isolates/
laboratory strains
Synchronized ring stage
P. falciparum

Genetu Bayih et al. Clin Microb Rev 2017
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Culture plate

Nella pratica clinica si
utilizzano dati «in vivo»:
parassitemia positiva al
3 ° giorno o clearance
ritardata del parassita
come indicatore di
resistenza

Parasitemia assessment

Histidine-rich protein
colorimetric assay

SYBR GREEN
fluorescence assay




Test di suscettibilita ai farmaci,
Leishmania spp.
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Epidemia multiannuale di leishmaniasi
umana in Emilia-Romagna
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Trattamento in
leishmaniasi viscerale

 Amfotericina B liposomiale
(AmBisome®)

* Miltefosina (Impavido®)

* Antimoniali pentavalenti
(Glucantim®)

* Pentamidina isetionato
(Pentacarinat®)

* Paromomicina topica al 15%




Meccanismi di resistenza di L.donovani
ad antimoniali

¥ Influx

Activation
Conjugation
Increased sequestration
Efflux

MDR inhibition

Host cell
K stimulation

Host cell

Amastigote '\

IThIO|S

I drug efflux

Sme

\Sb"l

Aquaporin 1

Ponte-Sucre A, et al. (2017) Drug resistance and treatment _@' PLOS NEGLECTED
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Meccanismi di resistenza di L.donovani-
complex ad Amfotericina B
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Purkait et al. Antimicrob. Agents Chemother, 2012



Fallimento terapeutico in leishmaniasi
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Treatment failure in leishmaniasi

Paziente -1

HIV+

M, 50 anni

Lglshmfmlam wscc.erale e cutanea ALAMAR BLUE test
disseminata da L.infantum Resozurina - Resorufina
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Paramomicin — ' } Negative control
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Dr. A Mastroianni, UO Malattie Infettive, Cosenza



Treatment failure in leishmaniasi

Paziente -2

-M, 61 anni

-HIV negativo

-Leishmaniasi cutanea da L.infantum,
polso sin

-Resistente a trattamento intralesione
con Glucantim (antlmonlall)
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Dr. Corbelli/U.O.C. Malattie Infettive Ospedali Riuniti Marche Nord
Dr Galluzzi, Dip. Scienze Biomolecolari, Universita di Urbino



Conclusioni

e Situazione reale delle resistenze ai farmaci
antiprotozoari poco chiara

 Test di suscettibilita ai farmaci in vitro complessi -
spesso resistenza ai farmaci e identificata clinicamente

 Fallimento terapeutico in infezioni da Leishmania: non
solo resistenza intrinseca del ceppo verso un farmaco,
ma importanti anche fattori legati all’'ospite
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