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POTENZIALI VETTORI DI MALARIA IN MAREMMA:
UNO STUDIO MULTIDISCIPLINARE

RIASSUNTO

Negli ultimi anni in Europa sono state introdottereintrodotte alcune malattie trasmesse dalle
zanzare, tra cui la malaria. | cambiamenti climaiambientali, spesso indotti dalle attivita umane
sono stati riconosciuti come i principali fattomec potrebbero influenzare la distribuzione e la
diffusione dei vettori che trasmettono queste nielat

Alla luce del presunto riscaldamento globale eadptissibile diffusione di agenti patogeni e vettori
e stato condotto uno studio multidisciplinare splasibilita di reintroduzione della malaria inteer
aree a rischio dell'ltalia. A questo scopo e stata, come area di studio, la Maremma, una atrett
fascia costiera pianeggiante in cui la malariaigeaendemica fino agli inizi degli anni ‘50. Questi
livelli di iperendemia erano mantenuti damopheles labranchiael vettore piu competente tra le
specie del complessdnopheles maculipenne ancora presente nella regione. Inoltre nel 1897,
una zona rurale del grossetano, si e verificateaso di malaria autoctona &asmodium vivax
presumibilmente trasmesso da popolazioni localAdi labranchiae[l], dimostrando come la

Maremma sia un’area a rischio di reintroduzionéadmlalaria.

Scopo di questo studio é stato quello di:

* caratterizzare la fauna dei Culicidi in questareista la mancanza di dati faunistici ed ecologic
in molte aree del Centro ltalia;

» descrivere la distribuzione spaziale Ah. labranchiaee valutare come i fattori ambientali e
climatici possano influenzare la sua presenza Médeemma, utilizzando tecnologie di tipo GIS;
* valutare le dinamiche di popolazioneAli. labranchiaee fare previsioni di abbondanza basate
sulle variazioni di fattori climatici, attraverso Isviluppo di un modello statistico in grado di
correlare dati entomologici con specifiche variatlimatiche, precedentemente selezionate;

» descrivere alcune caratteristiche ecologiche elogiche di An. labranchiae, quali
I'antropofilia/zoofilia e il periodo di attivita @fica, fattori importanti nella valutazione della
Capacita Vettrice. In questo studio si e carattatiz, inoltre, a livello ultrastrutturale, 'apptoa
riproduttore femminile in tre specie anofelicheilizeando la microscopia ottica (LM) e quella
elettronica a scansione (SEM) e a trasmissione (JTEM

» calcolare alcuni indici epidemiologici, confronth i risultati ottenuti con la letteratura esiséen

[2,3], quali il Potenziale Malariogenicodell'area di studio (cioé il rischio di reintrodoze della
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malaria in quell’area) e i tre parametri che loigisEono Recettivita Infettabilita e Vulnerabilita),

e laCapacita Vettrice (VC) di An. labranchiae

Materiali e Metodi
L'area di studio e la Maremma, una regione geaggaficavallo tra Toscana e Lazio, che si estende
dal Mar Tirreno alla zona collinare interna e chemprende una stretta pianura costiera.
In questa area l'antico vettore di malariAn. labranchiag € ancora diffuso a densita
epidemiologicamente rilevanti grazie alla presedzaina moltitudine di habitat naturali (zone
umide, paludi e stagni) e ambienti modificati dadimo (risaie, canali di irrigazione e di drenaggio)
che forniscono idonei focolai larvali alla riprodoze della specie.
Le zanzare sono state raccolte durante indagigicstali e durantsurveysporadici condotti, in siti
selezionati, durante il periodo 2005-2009. Le zamzsono state catturate in ambiemtdoor
(ricoveri animali e locali frequentati dal’'uomo)deirante catture notturne “su uomo”. Sono stati
raccolti e analizzati quei parametri climatici ghatessero influenzare la dinamica stagionale delle
zanzare. Un campione rappresentativo di alatecipscun sito e per ogni anno, é stato identificato
in laboratorio attraverso la morfologia delle u@vatilizzando una Multiplex-PCR.
Inoltre sono stati raccolti i dati storici di digimzione e abbondanza delle specie anofeliche piiese
in Maremma e di incidenza della malaria, oltre @i dggiornati dei casi di malaria importata e dei
portatori di gametociti. La formula di MacDonald lparmesso di calcolare i valori teorici di
capacita vettoriale din. labranchiagper sito e per mese).
L’apparato riproduttore femminile dhnopheles maculipennis s.&n. labranchiaee Anopheles
stephense stato analizzato e confrontato dal punto dawvidtrastrutturale, utilizzando LM, SEM e
TEM.
Analisi geostatistiche, in cui sono state applicédenologie GIS, sono state condotte per
individuare i potenziali focolai larvali e per védwe I'abbondanza degli adulti An. labranchiae
utilizzando come livelli informativi le carte di aglel suolo, il reticolo idrografico e la distribarne
delle aziende zootecniche. Sono state quindi edaonappe di distribuzione spaziale delle larve e
di presenza degli adulti secondo la metodica dinEraollaboratori [4]. Inoltre un modello statistic
multicategoriale di regressione logistica, basato‘@edittori” climatici, € stato sviluppato per

descrivere le fluttuazioni stagionali An. labranchiaenei principali siti selezionati.



Risultati
Sono state raccolte 9.629 zanzare appartenentispelcie. Tra queste zanzare, 9.364 (97,2%) sono
esemplari appartenenti al complegsn maculipennisun campione di 2.230 alate (23,8%) e stato
identificato morfologicamente e molecolarmente.
| risultati evidenziano chAn. labranchiaes la specie piu abbondante lungo tutta la pianaséiera
della Maremma e le sue fluttuazioni stagionali sdiverse in ciascun sito. Tuttavia questa specie é
stata identificata anche in aree interne della &oacUmbria e Lazio. Nel biennio 2005-2006, la
specie é stato trovata in provincia di Siena (ihdidMerse) e in provincia di Grosseto (Cinigiano e
Casenovole), nel 2007, in tre siti della provindid/iterbo e, nel 2008, in altro sito in Umbria,ine
pressi della citta di Narni (TR), confermando iinpo ritrovamento dAn. labranchiaenel 2003, in
provincia di Terni (Alviano e Fabro) [5]. Dalle iagini entomologiche e dall’elaborazione della
mappa di distribuzione € stata stimata, nell’areastiidio, un’elevataRecettivita per An.
labranchiae parametro che indica la presenza e la densitveatedre. Gli alti valori di densita,
rilevati in alcuni siti, sono strettamente legaliaapresenza dei focolai larvali maggiormente
produttivi (risaie e paludi) e alla presenza dieade zootecniche. Inoltre I'elaborazione di un
modello statistico multicategoriale ha permessardilizzare e descrivere quei fattori ambientali
che determinano le fluttuazioni stagionali dellee@gp. Per stimare il rischio di trasmissione
malarica €& stato preso in considerazione un almampetro entomologico, I&apacita Vettrice
(VC), che esprime il numero medio di punture poi@nzente infettanti che possono originare in un
giorno da un soggetto portatore di gametociti, capdi infettare tutte le zanzare sensibili che
compiano su di esso un pasto di sangue. La VC deeda tre fattori, I'antropofilia, la longevita e
la densita del vettore. In una vasta zona di catiione del riso (sito 9), valori di VC sono ristilta
molto bassi nel mese di giugno, non costituendodjuilcun rischio reale di trasmissione della
malaria (<0,01 sia pd?lasmodium falciparunche perP. vivay. Nel mese di luglio, i valori di VC
erano alti (da 5 a 10 per entrambi i plasmodi)elenmese di agosto erano compresi tra 2 e £per
falciparume 3 e 5 peP. vivax Nella stessa provincia, ma in una zona dove segoalati solo i
focolai naturali (sito 10), la VC in agosto variava 0,8 e 2 peP. falciparume 0,9 e 3 pelP. vivax
Gli altri due indici epidemiologici che, insiemelaalRecettivita, definiscono ilPotenziale
Malariologenico sono: lInfettabilita, che rappresenta il grado di suscettibilita deb@zare ai
diversi ceppi di plasmodio, e Mulnerabilita dell’area, che dipende dal numero dei portatori di
gametociti nel periodo favorevole alla trasmissideia malaria. In Maremma I'Infettabilita éin.
labranchiaee nota peP. vivax[1], mentre sembra che vi sia una scarsa competernmsmettere

ceppi afro-tropicali diP. falciparum (ceppo di laboratorio NF54) [6]. E’ confermata una



vulnerabilita molto bassa per I'area di studio davalla scarsa presenza di portatori di gametociti
presenti durante la stagione favorevole alla trasioine.

In questo studio e stata effettuata I'analisi dastpdi sangue per identificare I'ospite su cui si
nutrono le specie anofeliche. Dapprima € statoizméto il metodo ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), ma successivamente e sthtppsita € messa a punto una nuova tecnica
molecolare, una Multiplex-PCR. Questa, rispetta &icnica precedente, consente di identificare
una gamma piu ampia di ospiti vertebrati (13 speatadi’analisi del contenuto stomacale di zanzare
replete. L'analisi ha evidenziato chAe. labranchiagpunge una vasta gamma di ospiti, soprattutto
grandi mammiferi (bovini, ovini, suini, cavalli), ananche polli. Solo quattrAn. labranchiaesu
282 si sono nutrite sulluomo. La maggior parteleletonoscenze relative all’ultrastruttura
dell’apparato genitale femminile delle zanzareasdsu studi fatti sul genededes mentre poco si

sa delleAnopheleshe sembrano differenziarsi notevolmente dal coage A questo scopo € stato
studiato, per la prima volta, il sistema riprodudtifemminile nelleAnophelese in particolare la
spermateca e la ghiandola accessorid&mli maculipennis s,sAn. labranchiaee An. stephensi,
evidenziando correlazioni morfologiche e meccaniisivlogici. E stato inoltre analizzato I'effetto
del pasto di sangue sulle dimensioni della ghiaan@gkessoria din. labranchiagdurante il ciclo

gonotrofico.

Discussione
Come previstoAn. labranchiaes la specie predominante lungo la pianura costiela Maremma,
mentreAn. maculipennis s.saggiunge alte densita nell’entroterra (sopraQ 80s.l.m.). Tuttavia,
I'areale di distribuzione din. labranchiagprobabilmente si sta estendendo verso nord e &stso
attraverso le colline interne del Centro Italiayelon passato, i bassi livelli di trasmissione aell
malaria erano attribuiti adnopheles atroparvus/o Anopheles messea&d oggi € molto difficile
stabilire se questi reperti siano il risultato daunuova, ma lenta espansionéddi labranchiaen
gueste aree interne (dopo la campagna di eradiwmzella malaria), o se, piu semplicemente, la
sua presenza non sia mai stata rilevata in paaszdosa dell’ambiguita della diagnosi morfologica
delle uova che non ha permesso di discriminaretquesttore dalle altre due specie gemelle,
guando presenti in simpatria [7].
La distribuzione e I'abbondanza An. labranchiaeindicano una Recettivita elevata dell’area di
studio: questa specie € presente a densita digesezonda dei fattori climatici, ma anche delle
attivita antropiche che possono determinare lanipt@zione e la riproduzione massiva della
specie, modificando I'ambiente naturale (ad es.lagoresenza di risaie). Questo deve indurre a

ritenere che lo sviluppo di modelli statistici e ppa di distribuzione spaziale dei vettori della
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malaria siano prerequisiti essenziali per la vaiotee del possibile rischio di ri-emergenza della
malaria in Italia e per pianificare strategie dntollo adeguate. | valori di VC din. labranchiae
risultano molto elevati, soprattutto in quelle ad@ve l'alta densitd del vettore dipende dalla
presenza delle culture risicole. Tuttavia la CMaasa misura puramente teorica, in quanto viene
ottenuta attraverso la raccolta di zanzare su pershe si espongono all’attacco delle zanzare,
senza la minima protezione. Mentre la competenZadlabranchiagoer ceppi esotici dP. vivaxe
stata dimostrata in Maremma [1], recenti esperiirgirihfezione mostrano una suscettibilita molto
bassa di questo vettore ai ceppi afro-tropical dfalciparum almeno in condizioni di laboratorio
[6].

Dal 2000, in Italia viene confermata una diminueiccostante dei casi di malaria importata; in
particolare nell'area di studio, i casi importatlle province di Grosseto e Siena hanno
rappresentato il 10% dei casi della Toscana (6%cedsi nazionali). Gli immigrati provengono
soprattutto dai paesi dellEst Europa e dal Nordoat

L’attivita trofica di An. labranchiaesi esplica dal crepuscolo fino alle prime ore mott, ma
concentrata soprattutto nelle prime ore dopo rthtvato.An. labranchiagcome atteso, risulta molto
aggressiva durante le catture su uomo, conferméeldvato grado antropofilia di questa specie
rispetto alle altre del complesgn. maculipennisL’analisi delle preferenze alimentari &in.
labranchiae suggerisce che la scelta di questa specie pegpitkog legata piu alla disponibilita
dell'animale che alla sua specifica attrazione;sgtnbrerebbe confermato anche dal basso numero
di pasti di sangue su uomo, per la difficolta desjia specie ad accedere alle abitazioni.

Il presente studio ha anche fornito la prima desmme dettagliata della spermateca e della
ghiandola accessoria in tre specin( maculipennis s.s., An. labranchigeAn. stepheni
chiarendo la morfologia dell'epitelio ghiandolareeecando il significato funzionale del processo di

secrezione nella biologia riproduttiva delle anioiel

Conclusione
Nell'area di studio il Potenziale Malariogenico apgpbasso come in altre zone del paese iAgcui
labranchiaeancora € presente a densita rilevanti; quinditonno a una situazione endemica della
malaria non sembra possibile (anche per il mighwato delle condizioni socio-economiche e
culturali). Tuttavia, il verificarsi di casi isolaappare un evento improbabile, ma non impossibile,
come gia avvenuto in quest’area nel 1997. In realfssibile che gli immigrati clandestini che
vengono in Italia come lavoratori stagionali daael endemia malarica, rifiutando di accedere

alle strutture sanitarie pubbliche, possano intraagametociti in zone rurali a rischio. Va inoltre



considerato che in estate i turisti, molto numenagdia zona, potrebbero essere esposti a punture di
zanzare piu dei residenti.

La Maremma comunque rappresenta un modello distgdineo per I'analisi epidemiologica ed
entomologica del rischio di reintroduzione dellalamna. Per fattori genetici, storici, sociali ed
epidemiologici, An. labranchiaee, infatti, I'unica specie che puo davvero rapgmése un
potenziale rischio di ri-emergenza della malaria geei paesi che si affacciano sul versante
occidentale del bacino del Mediterraneo. Per questtivo, la sorveglianza epidemiologica ed
entomologica deve continuare, soprattutto lungudaura costiera della Maremma, dove le densita
rilevanti di An. labranchiaerappresentano ancora motivo di preoccupazione @epoksibile

ricomparsa della malaria in Italia.

Parole chiave: Maremma, malariaAnopheles labranchigaevettore, mappa di distribuzione, spermateca, rgluka
accessoria femminile, Potenziale malariogenico aCii Vettrice
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POTENTIAL MALARIA VECTORS IN MAREMMA AREA:
A MULTIDISCIPLINARY STUDY

ABSTRACT

In the last years, in some European Countriesrtreduction/re-introduction of some Mosquito-
Borne Diseases, including malaria, occurred. Ckmanhd environmental changes induced by
human activities have been recognised as the niagtors that could influence arthropod range
distribution and the diffusion of these diseases.

In the light of the expected global warming andtlté potential spread of exotic pathogens and
vectors outside their natural areas, a multidigtgol/-study on the possibility that malaria coutd b
reintroduced in Italy, in at “risk area”, was cadiout. The Maremma region, a narrow coastal plain
hyperendemic for malaria up to early 1950’s, wakected. Here, hyperendemic levels of the
disease were maintained B\nopheles labranchiaethe more competent vector species of the
Anopheles maculipennig€omplex, still presentin the region. Moreover, in this area an
autochthonous-introduce®lasmodium vivaxcase, reasonably transmitted by indigendus
labranchiae occurred in a rural locality of Grosseto in 199}, demonstrating that Maremma is

still a suitable area for malaria reintroduction.

This study aimed:
¢ to characterize the mosquito fauna in order todarid gap in faunistic and ecological data in
Central Italy;
¢ to characterize the spatial distribution @in. labranchiae and to assess how the
environmental and climatic factors may influence @gccurrence in Maremma Plain, by
using remote sensing techniques;
¢ to explain theAn. labranchiagpopulation dynamics and to forecast their dersdiecording
to climate changes, by developing a statistical eh@dble to correlate entomological field
data with several selected climatic variables;
¢ to describe some ecological and biological featofé. labranchiae:
- the feeding preference and the trophic activityhamans, as important elements in the
assessment of its Vectorial Capacity and its nulhé malaria transmission;
- the anopheline female reproductive system at wftretsire level by using of light
microscopy (LM), scanning electron microscopy (SEBNd transmission electron

microscopy (TEM);



¢ to evaluate the epidemiological malaria indexespgaring the results with the existing
literature [2,3]: theMalariogenic Potential of the study area (i.e. the risk of malaria
reintroduction), by the assessment of the 3 parsi¢hat define itReceptivity, Infectivity
and Vulnerability) and thevectorial Capacity (VC) of An. labranchiae

Material and Methods
The study area is the geographical region namedéMma”, extending from Tyrrhenian Sea to
the internal hilly area and including a narrow ¢abglain between Tuscany and Lazio regions.
Here, epidemiologically relevant densities of tbherfer malaria vectorAn. labranchiae are still
observed due to a wide variety of natural habifatstlands, marshes and ponds) and man-made
breeding sites (rice-fields, irrigation and draieaganals) that provide favorable breeding sites for
reproduction of this species.
Entomological data were collected by longitudinadl @&poradic surveys carried out in selected sites
during 2005-2009. Mosquitoes were collected in ordeoesting sites and human-bait night
collections were also performed. Environmental peaters that could influence mosquito dynamics
were analysed. For each site a representative nuoflspecimens was identified in laboratory by
egg-exochorion morphology and by Multiplex-PCR.
Historical data on the distribution and bionomi¢sanopheline species in Maremma, past data on
malaria incidence and current data on importedscég@Emetocyte carriers) were also acquired. The
theoretical values of Vectorial Capacity Af. labranchiaewvere assessed (per site and per month)
by the MacDonald formula.
The reproductive system éinopheles maculipennis s.8n. labranchiaeand Anopheles stephensi
was compared and analyzed by using LM, SEM and TEM.
In order to identify the potential breeding sitesl do assess the abundance of adults mosquitoes,
geostatistical analysis through the use of GISwso# and its module of Spatial Analyst were
carried out on shape and raster data of land uglrpyraphy, occurrence of livestock aAd.
labranchiae collection data. Maps with spatial distribution lafr'vae and adult presence were
produced according to Traet al. [4]. Furthermore, a multi-category statistical rabtbased on
logistic regression and driven by climatic predistovas computed to describe the yearly

absence/presence Ah. labranchiaan the main collecting sites.



Results
A total of 9629 mosquitoes, belonging to 17 specwesre collected. Out of total sample, 9364
(97.2%) were anophelines belonging to Are maculipenni€omplex. A sample of 2230 (23.8%)
was identified by morphological and molecular asaly
The results highlighted thain. labranchiaeis the most abundant species in coastal plain of
Maremma Plain and its seasonal trends are différeeich site. However, this species was also
detected in the internal areas of Tuscany, Umbnd bazio Regions. During 2005-2006, the
species was found in province of Siena (in Val dird&) and in province of Grosseto (in Cinigiano
and in Casenovole villages); in 2007, adults ofgpecies were collected in three sites of Viterbo
province and, in 2008, in another site in UmbriggiBe, near the town of Narni (TR), confirming
the first An. labranchiaedetection occurred in 2003 in province of TerniviAno and Fabro
villages) [5].
The results of the surveys and the development mbp of An. labranchiaedistribution show a
high Receptivitythat takes into account presence, density, anddcharacteristics of the vector
in the study area. These high densities of theisp@te strongly related to the presence of thé mos
relevant breeding sites (rice-fields and marshed)li@estock density. The multi-category statidtica
model produced good performances describing theoseh fluctuations oAn. labranchiaen the
main collecting sites.
In order to estimate the risk of transmission, riher entomological factor was taken into account,
the Vectorial Capacity (VC). It is expressed as the number of potentiaifgctive bites that
originate daily from a carrier of gametocytes cdpaif infecting all the receptive mosquitoes that
feed on the carrier, in a given area. VC is infeeshby three factors: the anthropophily, longevity,
and density of the vector. In a large area of dokivation (site 9), VC values were very low in
June, constituting no real risk for malaria trarssian (<0.01 for botlPlasmodium falciparunand
P. vivay. In July, VCs were high (5 to 10 for bgtkasmodi3, and in August VCs were from 2 to 4
for P. falciparumand from 3 to 5 folP. vivax In the same province, but in an area where only
natural anopheline breeding sites are reported {§j, the VCs in August ranged from 0.8 to 2 for
P. falciparumand from 0.9 to 3 foP. vivax
The other two epidemiological indexes forming Malariologenic Potential are:Infectivity that
represents the degree of susceptibility of mosagsitto differentPlasmodium species, and
Vulnerability of a given area, that is determined by the nunolb@&rametocyte carriers during the
period in which malaria transmission is possibfeMaremma a known infectability of the species
with P. vivax[1], opposite to an apparent poor competenceattsinit afro-tropicaP. falciparum

strains (NF54 lab-strain) was already demonstrgégdThe study area also confirms a very low
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vulnerability due to the scarce presence of gany&tocarriers potentially circulating during the
favourable transmission season.

In this study the host sources of blood meals o$aqudoes were previously identified by ELISA
technique (enzyme-linked immunosorbent assay). &uently for this purpose a novel Multiplex-
PCR was developed and set up. It permits to ideatiider range of Vertebrate hosts (13 different
species) of engorged mosquitoes caught during fieltections. This analysis revealed that.
labranchiaefeed on a wide range of hosts, mainly large mararfidvine, sheep, pigs, horses), but
also hen. Only a small number (4/282) of mosquitaksntified asAn. labranchiagfed on humans.
Much of what we know about the ultrastructure ofsouito female genitalia is based on/Asedes
model, while anophelines appear to deviate front tim@del in several ways. In order to
characterize the anopheline female reproductivéesysand to correlate morphological data with
physiological events, spermatheca and accessong girastructures oAn. maculipennis s.sAN.
labranchiaeandAn. stephensiwere studied for the first time. Besides, theeffof blood meal on

the size of accessory gland during the gonotropyate of An. labranchiaevas also investigated.

Discussion
As expected, along the coastal plain of Maremmaoredin. labranchiae species results
predominant, whiléAn. maculipennis s.$s the most abundant species in the internalsaf@aout
300 m a.s.l.). Howeve®n. labranchiaeis probably extending its range northward andveast,
across to the internal hills of Central Italy, wien the past, low levels of malaria transmission
were supposed to be maintained Agopheles atroparvuand/or Anopheles messeaenly. At
present it is very difficult to establish if theBedings could be the result of a new, slow but rea
expansion ofAn. labranchiaein these internal areas (after the malaria cortashpaign), or if,
more simply, its presence was not detected in #st jpecause of the ambiguous characters of the
egg morphology that did not permit to distinguikls tpowerful vector from the other two species,
when in sympatry [7].
An. labranchiaedistribution and abundance show a high receptioftthe study area, in fact this
species occurs at different densities relateditoatic parameters, but also according to anthropic
activities that may allow the colonization and thassive reproduction of the species, by modifying
the natural environment (i.e. rice-fields). Theselihgs aim to demonstrate that the development of
statistical models and spatial distribution mapsnwlaria vectors are essential prerequisites to
assess the risk of malaria re-emergence in ltatiytarplan suitable control strategid$e VC of

An. labranchiaeresults very high, especially in those areas whbee high density of vector
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depends on rice-field occurrence. However CV remaipurely theoretical value, because obtained
by collecting mosquitoes on persons exposed to aitmshites without any protection.

While the competencef An. labranchiagfrom Maremma for exoti®. vivaxstrains has already
been shown [1], attempts of artificial infectionsos/ a very low susceptibility of this mosquito
vector to afro-tropical strain &. falciparum at least at the laboratory conditions [6].

In Italy, since 2000, a constant decrease of thgorted malaria cases has been confirmed. In the
study area, imported cases in Grosseto and SiemanBes represented 10% of the all Tuscany
cases (6% of the national cases). Immigration warlkeee mainly from East Europe and North-
Africa.

Trophic activity of An. labranchiaelasts from dusk to the beginning of the night,nigemainly
concentrated in the first hours after sunget. labranchiae as expected, results very aggressive
during human bait catches, confirming the high eopbphilic degree of this species, among the
An. maculipennigomplex. The observations on feeding behavioukroflabranchiaesuggest that
the host choice is more related to the availabiigther than to the specific attractiveness of the
hosts and it is also confirmed by the low numbehwoiman blood meals, depending on difficult
accessibility to human dwellings.

In order to clarify the morphology of the glandulgpithelium and to elucidate the functional
significance of the secretory process in the repeode biology of Anophelines, the present study
has also provided the first detailed descriptiohspermatheca and accessory gland ultrastructures

in three specie#\n. labranchiae, An. maculipennis sasdAn. stephensi

Conclusion
In the study area, the overall Malariogenic Potdrappears to be low, as in other areas of the
country whereAn. labranchiaestill persist in relevant densities; so a retuonat situation of
endemic malaria should be considered not possé#i® (due to the improved cultural and socio-
economic conditions). Nevertheless the occurrericsatated cases appears improbable but not
impossible as already occurred in this area in 18®7act it is possible that illegal immigrants,
coming from endemic malaria countries as seasomskers, and afraid to attend public health
facilities, may introduce gametocytes in rural figk” areas. It should be also considered thahén t
summer, tourists largely occurring in the area dook exposed to mosquito bites more than
resident people.
However Maremma Plain represents a suitable stuslyehfor epidemiological and entomological
analysis on the risk assessment of malaria reinttoeh. Indeed due to genetic, historical, social

and epidemiological reasonén. labranchiaeis the only species that may really represent a
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potential risk of malaria re-emergence in those ntoes facing the Western side of the
Mediterranean Basin. For this reason epidemioldgnd entomological surveillance has to go on,
especially along the coastal Maremma Plain, wheser¢levant abundance Ah. labranchiaestill

represents a concern about the possible reappeasfn@alaria in Italy.

Keywords: Maremma area, malari&nopheles labranchigevector, distribution map, spermatheca, femalessary
gland, Malariogenic Potential, Vectorial Capacity
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PREMESSA E SCOPO DEL LAVORO

Negli ultimi anni le malattie trasmesse da artragmho in sensibile aumento e le cause risiedono
in quei fattori, sia antropici che naturali, che@descono lo sviluppo dei vettori e/o dei patogeni.
Tra i fattori responsabili di tale aumento sono afaoverare eventi demografici (migrazioni,
guerre), sociali (globalizzazione dei traffici commiali, aumento dei viaggi intercontinentali),
ambientali (urbanizzazione, erronea gestione deitdgo e di determinate pratiche agricole) e
cambiamenti climatici.

L'importanza delle zanzare come vettori di patogerdegata soprattutto alla trasmissione della
malaria, una malattia ampiamente diffusa in arepit¢ali e subtropicali, dove causa ancora oggi
milioni di morti I'anno. In Italia la malaria non @u endemica dai primi anni '50, tuttavia alcune
specie anofeliche, potenziali vettori della madgttsono tuttora presenti nel nostro territorio.
Numerose sono inoltre le specie in grado di tramretarbovirus (dall'inglesarthropode-borne
virus, ovvero virus trasmessi da artropodi vettori). Qupatogeni sono responsabili di infezioni
che possono interessare o unicamente gli animaliasmettersi tra serbatoi animali e I'uomo
(zoonosi), o talvolta, come nel caso della denguénvolgere esclusivamente 'uomo. Queste
malattie rappresentano alcuni dei piu importangéngs di malattie emergenti, oltre che di
diffusione di infezioni in nuove aree geografichdtalia, per la sua posizione geografica, risulta
particolarmente interessata da tale fenomeno larfaé creato dai recenti episodi epidemici dovuti
ai virus Chikungunya (nel 2007) e West Nile (neD2{2009), trasmessi da alcune specie zanzare,
ha concretizzato il pericolo, paventato ormai dape dagli esperti. Le zanzare possono svolgere
un ruolo epidemiologicamente rilevante anche nedlamissione accidentale di filarie dagli animali
all'uomo, ma non sono da sottovalutare anche comte fi fastidio e di disturbo per molte attivita
umane, come quelle agricole e turistiche, alle iqeplesso possono arrecare grave danno
economico.

Nell'ltalia centrale, la Maremma, &€ una delle piadi aree a rischio di introduzione o
reintroduzione di organismi patogeni, sia per laipione geografica e gli aspetti climatici peculiar
sia per la presenza di insetti potenziali vettori densita epidemiologicamente rilevanti. In
Maremma alcune zoonosi sono radicate o emergemijmziative di prevenzione mirate alla
sorveglianza, al controllo, allinformazione e aflucazione della popolazione, sono spesso
sporadiche, circoscritte 0 comunque limitate nele.

Il presente studio ha inteso analizzare, attravensoapproccio multidisciplinare, aspetti della
biologia ed ecologia delle zanzare, in particoldefle specie anofeliche, approfondendo alcuni

argomenti legati alla dinamica di popolazione, aivita trofica e alla riproduzione. Inoltre in
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guesto studio si € voluto valutare il possibilechis di reintroduzione in Maremma di malattie
trasmesse da zanzare, come la malaria, attravarsirha di indici epidemiologici, quali il
potenziale malariologenico dell’area di studio ecégacita vettrice dell’antico vettore di malaria,
Anopheles labranchiadl passo successivo € stata I'elaborazione dipmap rischio e di modelli
statistici che hanno permesso di valutare in chguraii fattori climatici ed ambientali possono
influenzare la presenza, la densita e le fluttu@ztagionali del potenziale vettore. La metoddaogi
seguita, i risultati e le conclusioni raggiunte pEgsentano uno strumento essenziale per la
pianificazione di strategie di prevenzione e demméento a difesa del territorio, della sanita pidzbl

e delle attivita umane.
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INTRODUZIONE

Le malattie trasmesse da vettori

Alcune delle parassitosi umane piu gravi e diffisemondo (malaria, leishmaniosi, tripanosomiagcaha

e americana, filariasi linfatiche) sono veicolat® ah artropode vettore, cioé un organismo che arrec
all'uomo un danno indiretto attraverso la trasnussi di un agente patogeno. Essi si dividono inoviett
meccanici, 0 attori, e vettori biologici. | primgeneralmente non ematofagi, quali blatte e mosche,
trasportano meccanicamente il patogeno, infettarsiogeci, liquami o altri fluidi biologici e containando
'ambiente ed il cibo per contatto. | vettori bigloi, come zanzare, flebotomi e zecche, sono sempre
ematofagi e attraverso il pasto di sangue su uiteosypetto acquisiscono il patogeno che in essialtiplica

e/o compie una fase del suo ciclo di sviluppo; dacessiva puntura su un altro individuo determia |
trasmissione dell'agente patogeno per via linfaticamatica. L'efficienza con cui il vettore trasteeil
patogeno € definita capacita vettrice. Risulta djuith estrema importanza la comprensione delleoial e
dell'ecologia dei vettori per sviluppare strategificaci che permettano di intervenire nel procedso

trasmissione delle malattie.

| cambiamenti climatici e le malattie trasmesse daettori

Numerose evidenze indicano che i cambiamenti ciangtossono influire sulla comparsa e
diffusione di malattie a trasmissione vettorialee¥or-Borne Diseases o VBD), incidendo sulla
riproduzione, sullo sviluppo, sulla dinamica di ptazione dell’artropode vettore e sulla sua
capacita di ricerca dell’ospite e di trasmissiord patogeno. Questo dipende dal fatto che gli
artropodi sono eterotermi e quindi direttamenteedgenti dalle fluttuazioni della temperatura
(Rogers e Randolph, 2006, Pherez, 2007). La teryvarafluenza anche lo sviluppo del patogeno
all'interno del vettore ed essa, insieme all’'un@dipuo agire sulla sopravvivenza del vettore stesso
e quindi sulla sua capacita vettoriale. Nelle z@dnle variabili climatiche determinano variazioni
della distribuzione e dellabbondanza anche deghitd vertebrati che fungono da serbatoi
dell'infezione.

Il modo e gli effetti in cui il clima possa incidesulle VBD sono comunque difficili da definire e
soprattutto prevedere: in alcune aree il cambiamehiatico potrebbe determinare un aumento
delle epidemie e della diffusione di alcune VBD,ntne potrebbero verificarsi effetti opposti in
altre aree o per altre VBD. La difficolta di preeee tali scenari consiste nel fatto che molti fatto
qguali I'ecologia del vettore e dell’ospite, le aldini e il comportamento dell’'uomo, I'uso del suolo

e altre condizioni localmente variabili, unitamerstie cambiamenti climatici, sono direttamente
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implicati nel determinare lincidenza delle VBD. Lprevisione che linnalzamento della
temperatura del globo e 'aumento delle precipitazespandera I'areale di certi vettori a latitudin
ed altitudini maggiori puo essere verosimile solaicuni casi, e comunque l'insediamento di un
vettore recettivo per un certo patogeno non nedessente condurra all'introduzione e alla
diffusione dell'infezione (Shope, 1991). Rappreaant casi esemplificativi alcune aree del sud
degli Stati Uniti, in cui pur essendo presenti ttee di dengue e di malarigAédes aegypte
Anopheles quadrimaculatus dove occasionalmente si rinvengono sia zardaeersone infette,
la trasmissione rimane localizzata e limitata (&et al.,2003, Levineet al.,2004). Inoltre in caso

di zoonosi la situazione diventa ancora piu congaleperché oltre al vettore, al patogeno e
alluomo, deve essere contemporaneamente preseoke ain ospite vertebrato competente che
funga dareservoir.

Quindi per determinare le variazioni nell'incidennella diffusione e nella distribuzione geografica
delle VBD e necessario disporre di dati, non so&senti, ma soprattutto storici, che permettano di
valutare la tendenza nel lungo termine dei paranegati ai cambiamenti climatici e delle piu
importanti variabili che agiscono sia globalmente tocalmente (trend di fattori economici; stima
dei viaggi internazionali e del trasporto commdse;iavalutazione della popolazione; presenza e
diffusione di urbanizzazione, guerre e conflittviltj immigrazione, profughi; disponibilita e
gestione di risorse idriche; interventi di defoegsbne e altri cambiamenti dell’'uso del territorio;
conoscenza dell'incidenza nel passato delle VB2IBedologia e della biologia dei loro vettori)
(Gageet al.,2008).

Per quanto riguarda le zanzare, gli effetti demalisull’epidemiologia delle malattie da esse
trasmesse, e in particolare delle arbovirosi, nonosfacilmente prevedibili. L'incremento di
temperature e precipitazioni, e la conseguentecitagedel numero delle piccole raccolte d’acqua
peridomestiche durante la stagione calda, potreblaeraumentare l'incidenza di alcune arbovirosi
qguali dengue, febbre gialla e Chikungunya trasmdagedes aegyp(iPontest al.,2000, Montath
2004, Chretieret al., 2007). Alte temperature possono pero aumentareoltatita delle zanzare
(Reeveset al.,1994), cosi come forti precipitazioni possono diggere i focolai larvali (Reiter,
2001); inoltre 'uomo puo sempre evitare il cordatbn le zanzare (Sutherst, 2004). E’ necessario
sottolineare, infatti, che cambiamenti delle abitudmane (miglioramenti delle condizioni socio-
economiche, nella gestione delle fonti idriche kteeitorio, nella tipologia abitativa, uso deliia
condizionata e idonei metodi di controllo delle zame) possono alterare I'incidenza dei casi umani
di qualunque VBD (Gaget al.,2008).

Alcuni Autori reputano che I'ampliamento di moltebavirosi verso nord (dengue, febbre gialla,

West Nile e Chikungunya) non sia attribuibile amtsamento globale del clima, ma piuttosto
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all'importazione dei virus eziologici in ecosistegia recettivi, in periodi durante i quali il clima
locale é favorevole alla loro trasmissione (Rei01, Reisert al.,2006). Ovviamente il clima
influenza le dinamiche della trasmissione dellezigni, ma lo fa attraverso complesse interazioni,
molto spesso difficili da prevedere (Gatetral., 2005, Sutherst, 2004).

Nel caso della malaria, ad esempio, le tempergtirealte possono aumentare la trasmissione,
diminuendo il periodo di sviluppo del vettore e dioendo il periodo di incubazione estrinseco e
aumentando il titolo virale nelle zanzare (Reissnal., 2006, Sutherst, 2004). Alcune stime
prevedono decine, o forse anche centinaia, di mildd nuovi casi nelle regioni ad endemia
malarica ed e ipotizzabile che vettori e patogeméspno spostarsi verso latitudini e altitudini
maggiori. Presumibilmente i cambiamenti climati@vcebbero avere un effetto sulla malaria
determinando uno slittamento dell’areale geograkcauindi determinando epidemie lungo il
margine dell'attuale areale di endemia a carictedsbpolazioni non immuni (Gagt al.,2008).
Sebbene la relazione tra i cambiamenti climaticasmissione della malaria per il breve periodo sia
indiscutibile, I'effettivo impatto del clima su gsta infezione nel lungo termine rimane ancora
oggetto di dibattito. La temperatura influenza lsiavelocita di sviluppo del parassita nel vettore
(per Plasmodium falciparuntra 16°-19°C, mentre pd?lasmodium vivaxtra 14.5°-15°C) che la
sopravvivenza del vettore stesso, e quindi la barmdanza. Reiter (2008) individua cinque fattori
che possono incidere sull’epidemiologia della maldtecologia e il comportamento dell’'uomo,
I'ecologia e il comportamento del vettore e I'imnitdndell’ospite. Questi parametri interagiscono
tra loro e sono inoltre influenzati dalle varialglimatiche (temperatura, precipitazioni, umidita).
Quindi, come per tutte le VBD, anche in questo ca&smecessaria una visione olistica
dell’epidemiologia, dell’ambiente in cui l'infezienviene trasmessa e dei potenziali fattori climatic
implicati (Reiter, 2008). Sicuramente fattori amid quali il cambiamento nell'uso del suolo, la
resistenza ai farmaci e agli insetticidi e lo sposnto di popolazioni umane verso le citta
potrebbero avere un profondo impatto sulla diswitwe e l'incidenza della malaria (Jettehal.,
1996; Rogers e Randolph, 2000; Kudtral.,2002).
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Sorveglianza delle malattie trasmesse da vettori

In un’era in cui i cambiamenti sono rapidi e glopah’efficace prevenzione delle VBD richiede
avanzati programmi di salute pubblica che contemopé/o implementino sistemi di monitoraggio
dei vettori e di controllo delle infezioni, mediantimpiego di repellenti e vaccini efficaci,
parallelamente al miglioramento delle condizionciseconomiche (Gaget al., 2008). Inoltre
risulta necessario sviluppare efficaci e sostenihisure di controllo dei vettori di malattie per
adeguare piani di intervento che si basano spesBoisse esclusivo ed indiscriminato degli
insetticidi.

L’introduzione della febbre West Nile nel Nord Arwer e la sua rapida ed inarrestabile diffusione
lungo il continente esemplifica I'importanza di efficace sistema di sorveglianza e di controllo per
la salute pubblica. Naturalmente gli sforzi per lioigre la nostra conoscenza delle VBD, per
sviluppare sistemi di sorveglianza e potenziar@datra capacita di risposta richiedono ingenti
risorse economiche. E’ necessario prevedere uensistli sorveglianza e di allerta precoce che si
attivi in caso di epidemia da VBD e che permettaatjuire tutte le alterazioni nella trasmissione e
nell'incidenza delle malattie (fattori climatici @nbientali; dati ecologici e comportamentali dei
potenziali vettori) per mettere in campo efficacategie preventive e di controllo (Hayesal.,
2005, O’Learyet al., 2004, Gageet al., 2008). Inoltre alcune zone strategiche, quali aree
aeroportuali e portuali, dalle quali eventuali wdtt patogeni e ospiti potrebbero arrivare e
diffondere, richiedono una sorveglianza specificaostante. Qualora un vettore o se invece un
patogeno dovesse comparire in un’area dove nonneiastato presente, dovrebbero essere
intrapresi sforzi per determinare se si trattardeuento isolato e temporaneo o possa rappresentare
un reale insediamento del vettore o del focolaimf#izione. In questo caso, se I'infezione fosse di
tipo zoonotico, dovrebbe immediatamente iniziareharia ricerca del potenziale vertebrato ospite.

| dati che regolarmente provengono da un sistensardieglianza e di monitoraggio possono essere
usati anche per esplorare I'impatto dei fattorimeltici sulla trasmissione e l'incidenza della
malattia (Reisewt al.,2006), sviluppando e valutando appropriati modeHdiematici. Tali modelli
possono risultare utili per scopi di pianificaziom@er aiutare le autorita sanitarie a prevengehri
per la salute umana derivanti dalle VBD. Oggi ésfmke utilizzare modelli matematici che
permettono di descrivere sistemi complessi (Mur@802): vengono elaborati modelli stocastici,
realizzati con set di variabili selezionate, chebasano su una serie di equazioni differenziali.
Spesso questi modelli, supportati dai dati di camp@ngono ampiamente utilizzati
nell'epidemiologia delle malattie infettive per &mjare le dinamiche della trasmissione e capire
come i fattori climatici possano interferire nellao trasmissione (Confaloniegt al., 2007).

L’applicazione efficace di modelli che predicano effetti del cambiamento del clima su queste

-18 -



malattie richiedera probabilmente un’attenta cosrsidione delle condizioni ecologiche e
microclimatiche locali.

Un’altra via nella ricerca di nuove strategie dntollo degli insetti di importanza sanitaria catsi
nell'influenzare, destabilizzandoli, alcuni imparta processi vitali quali quelli legati alla
riproduzione o alla capacita di trasmettere il gatw. La conoscenza dell’apparato riproduttore
femminile delle zanzare, ad esempio, si basa faf@su studi morfologici e fisiologici condotti
sulle specie del gener&edes mentre dai rari studi condotti sui vettori di ev@h, le specie
anofeliche sembrerebbero avere caratteristicherdifti. Ad esempio inophelesnon esiste la
borsa copulatrice come iAedes mentre € presente una singola spermateca (ospht tre in
Aede}¥ e una ghiandola accessoria femminile, piccolalabulare. La ghiandola accessoria
femminile € un organo annesso all’apparato riprodet posto dorsolateralmente al retto e
posteriormente alla spermateca, che si apre netlagme apicale della vagina con un dotto impari.
Negli insetti € un organo altamente specializzajgrasenta una notevole variabilita a livello di
struttura, di tipologia di cellule, di modalita siecrezione e di composizione del secreto. Questa
ghiandola svolge un ruolo fondamentale legato afjeoduzione: in alcune specie essa produce
sostanze che ricoprono e fissano le uova al substaniscono protezione e/o lubrificazione alle
uova o possono direttamente partecipare alla fexode, attivando gli spermatozoi o aprendo |l
micropilo delluovo (Adiyodi e Adiyodi, 1975 e 198®avey, 1985; Happ, 1992; Gillott, 2003;
Kaulenas, 1991; Degrugillier e Leopold, 1976). Nelbotomi, piccoli ditteri vettori di leishmania e
di altri importanti patogeni, la ghiandola accessdiemminile e stata descritta sia a livello
ultrastrutturale (Faustet al., 1997) che funzionale (Roset&t al., 2003). Sono stati, infatti,
identificati e caratterizzati alcuni componenti detreto che presentano un’attivita lisozima-simile
confermando un possibile ruolo antibatterico dedlarezione ghiandolare.

La funzione della ghiandola accessoria femmingelta ancora sconosciuta Amophelesmentre
risulta avere un ruolo connesso al ciclo ovaricd@des(Jones e Wheeler 1965, Rossigeblal.
1977) andCulex(Rosay, 1968).
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Le zanzare e la loro importanza sanitaria

| Culicidi o zanzare sono ditteri ematofagi, coswldp dotati di una grande capacita di
adattamento, e comprendono piu di 3.000 speciéordl ciclo biologico é strettamente legato
all'acqua e qualunque raccolta d'acqua puo rappeeseun potenziale focolaio di sviluppo per una
0 piu specie. In Italia fanno parte della faunaoidica 64 specie, suddivise in due sottofamiglie,
Anofelinae, con il solo gener@dnopheles e Culicinae con i generCulex Culisetg Aedes
Ochlerotatus OrthopodomyiaCoquillettidia ed Uranotaenia(Romi et al.,1997a) e tra queste solo
alcune specie rivestono una reale importanza senita

L'importanza delle zanzare come vettori di ageatogeni € legata soprattutto alla trasmissione
della malaria, un’infezione ampiamente diffusa eetgioni tropicali e subtropicali, responsabile
ancora oggi di milioni di morti 'anno. Questa imfene & trasmessa da circa 60 specie tra le 450
appartenenti al genefsophelesma di esse meno di una trentina ha il ruolo giantante vettore e
molte di esse appartengono a complessi di spedleegempio con il termine di complesso
Anophelesmaculipennissi indica un insieme oloartico di specie gematieg morfologicamente
indistinguibili, ma che mostrano pero differenzetevoli dal punto di vista ecologico e
comportamentale. In Europa questo complesso comer@&ntaxa:Anophelesmaculipenniss.s.,
Anopheles labranchiae, Anopheles atroparvus, Aneghenelanoon, Anopheles messeae, An.
sacharovi,e Anopheles beklemishevQueste specie possono essere parzialmente idatsifin
base alla morfologia delle uova e in misura angotalimitata allo stadio larvale, con I'analisi
biometrica della somma del numero di rami del plicetole antepalmate del IV e V segmento
addominale. Oggi, grazie ad approcci biochimiciliBue Coluzzi, 1973) e molecolari (Marinucci
et al., 1999, Proftet al, 1999; Romiet al, 2000, Kampen, 2005) & possibile una completa di
discriminazione tra le specie.

Molte specie di zanzare sono in grado di trasmesti@rbovirus, appartenenti alle famiglie
Bunyaviridae, Togaviridae e Flaviviridae. La graartp delle arbovirosi sono infezioni che
interessano unicamente gli animali, alcune si teggno tra serbatoi animali e I'uomo (zoonosi),
poche sono le malattie trasmesse esclusivamenterda a uomo (antroponosi), come la dengue e
la febbre da Chikungunya (CHIK). I culicidi sonoche in grado di trasmettere elminti appartenenti
alla superfamiglia Filarioidea. In genere le zamzasltre alla potenziale capacita di veicolare
patogeni, rappresentano una fonte di fastidio @dodo punture, ma in molti casi questo fastidio

supera le soglie della sopportabilita e ostacoktigita all'aperto, in particolare quelle turiste.
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La malaria

La malaria € una delle piu importanti malattie tmasse da culicidi del genefaophelesEssa e
diffusa soprattutto nelle zone tropicali in formademica o epidemica, ma & anche presente in
alcune regioni temperate. Si stima che I'incidegiodale di questa malattia sia di 300-500 milioni
di casi I'anno, con circa 1,5-3 milioni di decessaprattutto a carico dei bambini che vivono nelle
aree tropicali (Greenwooet al.,2005).

Gli agenti eziologici della malaria sono Protozgpartenenti al Phylum Apicomplexa, Classe
Coccidea (Sporozoasidea), Ordine Eucoccidiida, gariPlasmodiidae, GeneRdasmodium

Le specie plasmodiali che principalmente infettinomo sono quattroPlasmodium falciparum
Plasmodium vivagxPlasmodium ovale Plasmodium malaria¢Ayala et al., 1999). Recentemente,
visto il numero di infezioni umane causateRlasmodium knowlesparassita dei primati e diffuso
nella regione del Borneo, questa specie viene draw@siderata la quinta specie plasmodiale
umana (White, 2008).

Questi parassiti hanno avuto origine in Africa Bib adattamento all'uomo & avvenuto varie volte
e indipendentemente. Quindi si sono distribuitiaditle regioni calde, seguendo gli spostamenti
delluomo verso l'area Mediterranea, la MesopotamaidPenisola Indiana e il Sud-Est Asiatico.
Quando e come la malaria abbia raggiunto il huowmao € oggetto di ipotesi in quanto non si
hanno testimonianze storiche. E’ probabile €hevivaxe P. malariaevi siano giunti nel primo
millennio dal Sud-Est Asiatico con i primi viaggat attraverso 1'Oceano Pacifico, e dhe
falciparum sia arrivato in epoca post-Colombiana con gli @chdell’Africa deportati intorno al
1500 (Conwayet al.,2000; Cox-Singh e Singh, 2008).

| plasmodi della malaria sono parassiti dixeni tatanotevole specificita parassitaria, il cuiloic
vitale viene completato tra un ospite vertebratmna delle circa 60 specie del genérmopheles,
presenti nel mondo. | parassiti si moltiplicano pehizogonia (divisione multipla per mitosi del
nucleo seguita da divisione cellulare) nelle celldél parenchima epatico (ciclo pre-eritrocitago)
poi nei globuli rossi (ciclo eritrocitario); qui &irmano anche i gametociti che, ingeriti dall’itise
vettore, maturano a gameti nello stomaco di quigistia dove si accoppiano originando uno zigote
mobile (oocinete). Segue la formazione di un’odcisintenente numerosi sporozoiti (ciclo
sporogonico) che, raggiunte le ghiandole saliwsengono iniettati con la saliva all'uomo (Fig. 1 e
Fig. 2). Nella maggior parte del loro ciclo vitajeesti protozoi sono aploidi in quanto la meiosi

avviene subito dopo la fecondazione (Aikawa, 1988).
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Figura 2. Particolare del ciclo biologico dei plasmodi nalfophele® nell’'uomo.
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Rischio di emergenza e di riemergenza delle malagtirasmesse da zanzare in Italia

Le malattie trasmesse da vettori sono attualment®ontinua crescita in Europa e soprattutto in
I'ltalia, dove la posizione geografica e i mutametiimatici in corso, favoriscono tali eventi
(WHO, 2007). L'insediamento e la diffusione di sigedi zanzare, qualAedes albopictugla
zanzara tigre), e 'aumento dei casi importatirthoairosi, aumentano il rischio che queste malattie
di origine tropicale possano diffondersi e diveatatabili anche in Europa. A tale proposito si
consideri I'evento epidemico di Chikungunya (CHi&venuto in provincia di Ravenna tra luglio
ed ottobre 2007. In Italia quindi € avvenuta lanariepidemia di un’arbovirosi tropicale in Europa
che ha contato circa 250 casi umani ed il CHIK vieustato trasmesso dalla zanzara tigre, come &
stato dimostrato sperimentalmente (Reztzal.,2007).

Anche Culex pipiensla zanzara comune con cui si convive da sempséata piu volte implicata
nella trasmissione del virus della West Nile (WN)Nord America, nell’Europa continentale e
recentemente anche in Italia. Un’epidemia di WN gia verificata in Toscana nel 1998 a carico di
soli cavalli (Autorinoet al.,2002; Romiet al.,2004), ma nel 2008 e 2009 focolai epidemici della
stessa malattia si sono verificati in Emilia Romaghombardia e Veneto, coinvolgendo anche
uomini (Rossinet al.,2008, Rizzeet al.,2009).

Recentemente in Piemonte e nel Lazio e stata diatadt capacita dhe. albopictusli trasmettere
filarie (Dirofilaria immitis e Dirofilaria repeng, vermi parassiti dei cani e di carnivori selvatahe
possono essere accidentalmente trasmessi all’'uoeh@uale perd non sono in grado di riprodursi
(Cancriniet al, 2003a,b; Cancriret al.,2007).

In Italia la malaria non e piu endemica dai primna’50 (Fig. 3), tuttavia data la persistenza sul
territorio di specie del geneenophelespotenziali vettori di malaria, va considerata tsgibilita
che si possano verificare casi autoctoni, comerawweein Toscana nel 1997 (Baldatial. 1998).
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Quadro storico della malaria in Italia e in Toscana
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Figura 3. A sinistra, la mappa della diffusione della maan Italia realizzata dal senatore Luigi Torelil 1882 (in

rosso le aree iperendemiche, in giallo quelle medemiche; a destra la situazione malarica nellaipc@a di Grosseto

nel 1832 (in giallo le aree iperdendemiche).

All'inizio della seconda guerra mondiale la malagra ancora diffusa in gran parte dell’Europa e in
particolare in ltalia era presente al centro-sutkke isole maggiori, lungo le fasce costiere delle
regioni nord-orientali, con propaggini di ipoendamella Pianura Padana (Hackett, 1937). La
malaria fu eliminata come conseguenza dei cambiimelo sfruttamento delle terre, nella pratica
agricola, nella costruzione delle case ed in alcsinagtegie di controllo. Infatti, nellimmediato
dopoguerra, per bloccare la recrudescenza dellarmafu proposto un piano quinquennale che ne
prevedeva I'eradicazione. Esso fu condotto attsavérripristino delle opere di bonifica che erano
state parzialmente distrutte durante la guerra,sof@attutto attraverso le campagne di lotta al
vettore, basate sull’'uso intradomiciliare di DDTerighé agli inizi degli anni '50, la malaria fosse d
fatto debellata (Sopest al. 1947, Canaperia e Patrissi 1948, Missiroli, 1948)sistettero isolati
focolai di P. vivaxin Sicilia fino alla prima meta degli anni '60 (fakl e Gullotta 1959, Lazzaet

al. 1967), tanto che I'Organizzazione Mondiale deltmig&a (OMS) dichiard ufficialmente I'ltalia
libera da malaria solo nel 1970. Ai tempi dell’'enda, i principali vettori di malaria erano tre:
Anopheles labranchiae, Anopheles sacharappartenenti al “complessoaculipennis (Missiroli

et al., 1933; White, 1978), che raggruppava 7 specie ragicamente indistinguibili, ma con
competenze vettoriali diverse Amopheles superpictus.
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An. labranchiaeera il vettore principale lungo le pianure costiatie gran parte dell’ltalia
continentale, mentre in Sicilia e in Sardegna oawapanche aregiu interne, fino ad altezze non
superiori ai 1000 m s.I.mAn. sacharovsi rinveniva principalmente nella parte settemiaie della
Sardegna e lungo le pianure costiere adriatiche noeti-est, dove giocava il suo ruolo piu
importante come vettore per I'assenzaAdi labranchiae An. superpictugra considerato vettore
secondario in Italia centromeridionale ed in SaciliAltre specie appartenenti al complesso
maculipenniscontribuivano al mantenimento di bassi livelliedfidemia in alcune zone interne del
paese, dove i due principali vettori erano assehtitermine della campagna quinquennale
antimalarica, avviata nel 1947, le specie vettrisultarono assenti 0 comunque drasticamente
ridotte di densita (Raffaele, 1964).

In alcune aree storicamente iperendemiche delldaias come la Maremma, e della Sardegna
dove il vettoreAn. labranchiaeera molto abbondante, le operazioni di controlad malaria
continuarono per altri dieci anni (Aitken e Casi®i66, Majoriet al. 1970). In particolare, durante
periodiche indagini entomologiche condotte in Mamgam questa specie non fu piu rinvenuta fino
alla fine degli anni ‘60, mentre nei focolai lanvdlirono identificate altre specie anofeliche
(Coluzzi e Finizio 1966, Majoet al. 1970 ).

Agli inizi degli anni '70, nonostante il parere g@gievole delle autorita sanitarie locali, fu intoti

la coltivazione del riso nella provincia di Grosset vaste aree furono allagate, fornendo in
determinati periodi dell’anno I'habitat ideale pkx proliferazione delle zanzare. Negli anni
successivi, la sorveglianza entomologica condatthanea ha mostrato una costante crescita nella
densita diAn. labranchiaeche nel 1994 ha raggiunto il 100% del campionald¢otielle specie
anofeliche raccolte (Bettimt al. 1978, Romet al. 1992).

In seguito la sorveglianza e le misure di contrélimno consolidate per ridurre lo sviluppo larvale
nelle risaie e periodiche indagini entomologicheho estese anche alle zone risicole dell’interno,
nella Val di Merse, in Provincia di Siena, dove neraiportate elevate densita @dinopheles
atroparvus(80%) eAnopheles maculipennis sensu stri@6%) (Romiet al. 1992), altre specie del
complessanaculipennis

Una vasta indagine sulkiatusdei vettori di malaria in Italia, condotta versonheta degli anni ‘90,
identifico la Maremma quale zona ad elevato risdtiageintroduzione della malattia nel paese
(Romiet al.1997b).

A conferma di questo, nel 1997 nella provincia dd$3eto si verifico un caso di malaria autoctona,
(Baldari et al. 1998, Romiet al. 2001) e in conseguenza di questo evento, furorforzate le

attivita di sorveglianza e controllo dei focolaioéalici (Regione Toscana, 1998).
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Rischio di reintroduzione della malaria in Italia
Il 17 novembre 1970 I'ltalia e stata inclusa daftf@nizzazione Mondiale della Sanita nella lista dei
paesi indenni da malaria. Da allora, la quasi itatalei casi registrati nel nostro Paese sono di

importazione, cioé contratti all’estero in zoneeddemia (Tab. 1).

IMPORTATA  Malaria acquisita in un paese endemico e manigstan ung

indenne;

AUTOCTONA Malaria contratta localmente
a) indigena malaria trasmessa da vettori in un un’area in ¢
parassitosi € endemica;
b) introdotta malaria trasmessa da zanzare locali infettateain
caso importato, in un’area dove la malaria hon gmaémentg

presente;

INDOTTA Malaria non trasmessa da vettore, ma risultanteudéanfezione
prodotta artificialmente, ad esempio per trasfusidhsangue (malarja
trasfusionale) o per un’altra forma di inoculaziqgragenterale (scampi

di siringa tra tossicodipendenti o eventi accidi@nta

CRIPTICA Caso islato di malaria che non risulta classificabilen@ssun
categoria sopra descritta. Rientrano in questadéine i casi d

“malaria da aeroporto”, “malaria da bagaglio”, ecc.

Tabella 1. Classificazione dei casi di malaria.

La gravita e la complessita del quadro malariologttuale nelle zone tropicali del pianeta e la
crescente mobilita di persone tra paesi tropicalpaesi a clima temperato alimentano la
preoccupazione per il rischio di reintroduzionelaehalaria in Italia. Inoltre, a conferma di questi
timori, nell’agosto del 1997 si e verificato, inopincia di Grosseto, il gia citato caso di malaté

P. vivax ragionevolmente trasmesso dal vettore lodate,labranchiaejnfettatosi su una bambina
portatrice di gametociti appena giunta dall’'Indiale episodio ha rappresentato il primo caso
documentato di trasmissione autoctona dopo I'eeaitivie (Baldaret al. 1998).

Per verificare che possano sussistere gli elemengssari per una ripresa locale di questa infezion

(uomo, vettore e parassita) € necessario valutgreténziale malariogenico di una determinata
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area, indice che stima il rischio di reintroduziatedla malaria in quell'area (Roneit al., 2001).

Questo parametro si determina considerando trerifatécettivita, infettabilita e vulnerabilita.

La Recettivita

La recettivita valuta la presenza del vettore in
un'area, la sua densita e le sue caratteristiche
biologiche. Per stimare questo parametro
vengono valutati i dati storici e i risultati delle
inchieste entomologiche condotte in Italia nel
guadro della sorveglianza epidemiologica. In
Italia, durante il periodo di endemia malarica, la
trasmissione era sostenuta da tre specie vettrici:
An. labranchiag An. sacharovi e An.
superpictus Sebbene la densita di queste specie
sia stata fortemente ridotta grazie agli interventi

antimalarici della campagna di eradicazione

iniziata nel 1947, An. labranchiae e An.
Anopheles Iabranchiacs

superpictus @no tuttora presenti in densitaA P —

* Anopheles siperpictis
limitatamente alla provincia di Grosseto, In

Calabria, Puglia, Sicilia e Sardegna, do Figura 4. Distribuzione attuale dei vettori di malaria in
permangono caratteristiche idrogeologiche Italia.
ambientali idonee allo sviluppo di questi vettdRiomi, 1999; Bietoliniet al.,2006) (Fig. 4). Per

epidemiologicamente rilevanti in Toscan

guel che riguardan. sacharovinon ne é stata piu segnalata la presenza da36ltaeani.
L’elevata densita di popolazioni anofeliche riptatan alcune zone del nostro Paese, tuttavia, non
costituisce necessariamente condizione di gravegderper la ripresa della trasmissione, ma
impone la valutazione di un altro fattore entomadogla capacita vettrice basic reproduction
rate, importante per stimare tale rischio nelle diveasse.
La capacita vettrice (CV) di una popolazione di zzae esprime il numero di punture
potenzialmente infettanti che possono originarenrgiorno da un soggetto portatore di gametociti,
capace di infettare tutte le zanzare sensibili @@piano su di esso un pasto di sangue. Questo
indice rappresenta, quindi, I'efficienza con cuwvédttore trasmette il patogeno e dipende da una
serie di fattori che sono estrinseci alla spe@#dfi ambientali, climatici, socio-economici eced
intrinseci (fattori biochimici, cellulari, etologic Alcuni di questi fattori, quali la preferenzam
l'ospite (endo/zoofilia) o la suscettibilita allfiezione, sono determinati geneticamente e
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definiscono la competenza vettoriale (Bruce-Chwa@85). Per esempio un vettore puo essere
geneticamente e biochimicamente compatibile alitugpo del parassita, ma pud non coesistere
spazialmente e temporalmente con la specie oseitpatassita o succhiare il sangue su un altro
ospite (Cancrini, 1996). La capacita vettrice vielmemalmente espressa dalla seguente formula,
che prende in considerazione i principali fattdre da determinano (longevita, antropofilia e densit

del vettore):

mét p"

CV== —m—m —
- loge p

m = numero medio di vettori/uomo
a = numero medio di punture su uomo/giorno/vettdiren€ in considerazione sia I'antropofilia
(Human Bite Index, HBI) che la frequenza di puntdel vettore, in genere un pasto ogni 2-3
giorni)
ma = numero medio di punture/uomo/giorno (parametrtutabile mediante osservazioni dirette
sul campo, esponendo alle punture un certo numieperdone in diverse condizioni ambientali e
calcolando il numero di vettori da cui vengono g)né definito anche Human Bite Rate (HBR g h)
p = probabilita di sopravvivenza del vettore in uorgb, derivabile dalla frequenza di femmine
pare nella popolazione
n = durata in giorni del ciclo sporogonico nella zara (numero di giorni necessari perché l'insetto
diventi infettante), diverso per ogni plasmodioagiabile in rapporto alla temperatura cui la zaazar
€ esposta
p" = probabilita che il vettore infetto diventi infebte, ossia che sopravviva fino al termine |del
ciclo sporogonico

1/ - logep = attesa di vita, cioe longevita media del vet{@spressa in giorni)

p"/ — logp = attesa di vita dei vettori infettanti

La Capacita Vettrice, stimando i livelli di rischio un’area, ha un valore fondamentale nella
pianificazione di programmi di controllo. In Africaella zona di Garki (Nigeria, Stato di Kano),
area ad endemia malarica, é stato calcolato ilre@addtico della capacita vettrice, il valore ciae

di sotto del quale si destabilizza la trasmissier@rrisponde a 0.022; cioé alla produzione media
di circa 1 puntura infettante ogni 50 giorni a partla un singolo caso di malaria (Molineabal.,
1980).

Gia nel 1978 fu fatto un primo tentativo per cadeel la capacita vettrice di popolazioni Aln.
labranchiaepresenti in Calabria e i valori erano compresiOu@2 e 8.9, con una densita media di
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punture per persona per notte di 16 (Coluzzi e £x)ul980). Nel 2001, Romi e collaboratori
riportarono valutazioni della capacitaAtn. labranchiaecalcolate in due diversi siti in provincia di
Grosseto, sia peP. falciparumche perP. vivax (Tab. 2). Il primo studio riguardava catture
effettuate nel 1994 in un sito risicolo del groaset e gli alti valori di CV risultarono
indubbiamente influenzati dall’alto numero di pwetyper uomo per notte (>200) (Rost al.,
1997b); nel secondo caso lo studio fu condottonianga della stessa provincia, nel 1998, dove
erano presenti focolai naturali della specie eiaailori di CV risultarono molto piu bassi, con un

valore di punture per uomo per notte pari a <1iRa999).

Risaia, 1994 Focolai naturali, 1998
(S. Donato, Orbetello)  (Castiglione della Pescaia)

P. falciparum P. vivax P. falciparum P. vivax

Meta luglio <0,01 - - -
Inizio agosto 7 8 0.8 0.96
Fine agosto 26 32.5 2.9 3.3

Tabella 2. Capacita vettrice pd?. falciparumeP. vivaxin provincia di Grosseto

| valori di CV osservati in alcune zone dell'ltalisultano quindi epidemiologicamente rilevanti e
pertanto tali zone risulterebbero recettive. Va goque sottolineato che la CV €& un indice
puramente teorico: esso € ottenuto con catturamizare effettuate su volontari che si espongono
alla puntura delle zanzare, mentre in condiziormmadi, un soggetto non rimane esposto cosi a

lungo e senza mettere in atto opportune misureinge.

L’Infettabilita

L’infettabilita rappresenta il grado di suscetiiaildel vettore locale alle diverse specie e celppi
plasmodio. Una specie & altamente suscettibile dpah parassita pud completare il ciclo
sporogonico nella zanzara stessa. E noto che swmlbepspecie di zanzare del genArepheles
sono in grado di infettarsi e di trasmettere laarial inoltre, & stato evidenziato come popolazioni
di zanzare della stessa specie possano presep&regagioni genetiche, un diverso grado di
sensibilita ai plasmodi (competenza vettoriale)snltare completamente refrattarie all’infezione
con ceppi di plasmodi appartenenti alla stessaiesppl@smodiale, ma provenienti da zone

geografiche diverse. Poiché in ltalia i plasmodilariei sono stati eradicati in Italia da tempo,
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risulta importante determinare se le zanzare ammecisiano ancora sensibili all'infezione con
plasmodi provenienti dalle zone ad endemia malarica

Le poche evidenze scientifiche disponibili (de Ataet al., 1975; Ramsdale e Coluzzi, 1975) e
alcuni recenti esperimenti (Boccoliet al, 2008) sembrano indicare la refrattarieta o almkeno
bassa suscettibilita d\n. labranchiaead infettarsi con ceppi afro-tropicali &. falciparum E
invece ormai certo che la specie possa trasmd®tevevax come dimostra I'epidemia avvenuta in
Corsica nel 1971 (Sautet e Quilie971), i 5 casi occorsi in Grecia nel 1975-76 @ali990) e il
caso sporadico di Grosseto (Baldatral.,1998).

La sensibilita diAn. superpictuperP. falciparumdi origine africana non € stata mai saggiata, ma e
probabile che questa zanzara sia sensibile, paigpartiene al sottogene@ellia, come i principali

vettori africani di malaria.

La Vulnerabilita

La vulnerabilita di un territorio dipende dal numeti portatori di gametociti circolanti in un’area,
che potenzialmente possono infettare il vettoreamohe la stagione favorevole alla trasmissione
della malaria. Questo valore rappresenta, quirmlp sna parte dei casi importati nel Paese ed
inoltre, poiché la distribuzione dei potenziali teet € limitata ad alcune aree dell’ltalia
centromeridionale ed insulare, ai fini della sudutazione vanno considerati solo i casi
potenzialmente infettanti che occorrono annualmeatgiugno e ottobre nelle regioni considerate a
rischio.

L’analisi dei casi di malaria importata, effettualall’Istituto Superiore di Sanita dal 1970 ad qggi
dimostra come questo parametro sia attualmenteorbaléso nel nostro paese (Rahial., 2002;
Boccoliniet al.,2007). Ad esempio, degli 885 casi importati regisinel 1997, solo 25 casi (2.8%)
si sono verificati in persone che soggiornavanderaiee rurali a rischio nella stagione favorevole
alla trasmissione, e di questi 25 pazienti, soler&o portatori di gametociti, e solo 6 di questi
ospitavano gametociti d®. vivax(0.7% di tutti i casi di malaria registrati in lisin quell’anno)
(Romiet al, 1997hb).
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MATERIALI E METODI
AREA DI STUDIO

L'area di studio é situata in una vasta zo

di Grosseto, Siena e Viterbo (Fig. 5) e c{:

comprende la Maremma, territorio in cui

secolo scorso.
La Maremma si estende lungo la fasc

tirrenica e copre una superficie di oltre 5.5

isola dgyGiglio,
risto 4

Km?, con una profondita dalla linea di cos

che varia tra 16 e 50 Km, abbracciando I'I;igura 5. L'area di studio, la Maremm{@n rosso), a cavallo tra
parte piu meridionale della Toscana e il no Toscana e Lazio.

del Lazio, fino alle pendici degli Appennini. | dom geografici, e quindi I'estensione della
Maremma, sono piu volte mutati negli ultimi secwli seguito ad eventi naturali ed antropici.
Attualmente circa I'8,8% di questa regione e rigtpea parchi naturali per circa 44.000 ettari, il
10% dei quali e rappresentato da zone umide, pialefacolai larvali per molte specie di zanzare.
L’area € caratterizzata da una grande varietaotiopi (coste sabbiose, dune, macchia mediterranea,
boschi, praterie, zone coltivate) e da numerogpiodacqua naturali (paludi, lagune, stagni, laghi,
fiumi e torrenti). In Figura 6 viene riportato itqfilo schematico dei principali biotopi presemi i

Maremma, che si succedono dalla linea di costadileocolline.

spiagyia Costa sabbiosa con

_ : Retrodune Macchia Pascoli Aree coltivate Colline
piccole piante alofile

mediterranea

giuneo  Salicomia pineta
BIOTOPI N ; ginepra
Giglio di mard \ D v
< - Boschimisti di
leccie lilatro
Suolo Suolo Suolo
sabhioso fangoso argilloso

Figura 6. Successione di biotopi in Maremma.

Le principali attivita umane sono I'agricolturaallevamento zootecnico ed il turismo, come

confermato da una numerosa presenza di alberghturggmi e campeggi, soprattutto lungo la
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costa. La presenza di turisti & di circa 1.500.80006 (1.084.462 arrivi e 5.733.226 presenze) ed &

concentrata da maggio a settembre, come mostignadici relativi all’area grossetana (Fig. 7).

Presenze

2.000.000
1.800.000
1.600.000
1.400.000
1.200.000
1.000.000
800.000
600.000
400.000
200.000

Arrivi

250.000

200.000

150.000

100.000

50.000

Figura 7. Arrivi e presenze turistiche nel 2006.

Legenda {m s.l.m)
Caratteristiche del territorio

Provincia di Grosseto

Il territorio della Provincia di Grosseto presen
una morfologia complessa, che si estende d*
zone pianeggianti costiere, fino ad arrivare a
oltre 1700 m s..m. del Monte Amiata (Fig. 8
tra questi estremi si colloca un’estesa serie
formazioni collinari.

Il territorio risulta prevalentemente collinar
nelle aree interne, fatta eccezione per iso
rilievi montuosi nella zona delle Colline

Metallifere nella parte settentrionale e per il %
cono vulcanico del Monte Amiata nell Figura 8. Distribuzione delle altimetrie nella provincia@rosseto.
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parte orientale della provincia. In prossimita ad#scia costiera si estende la pianura maremmana,
caratterizzata anche da alcune aree umide edatteegporadicamente da isolati promontori, che
tende anche ad inoltrarsi nel retroterra, seguénbasse vallate dei principali corsi d'acqua.

Il principale tratto costiero di pianura della Prmia di Grosseto si estende dalla foce del fiume
Bruna a quella dellOmbrone lungo i circa 16 Knmtalinbolo. La pianura & delimitata a nordovest
dalle colline di Castiglione della Pescaia, ad @mie colline di Grosseto e a sud dai Monti
dell'Uccellina. Seimila anni fa, in corrispondendella stabilizzazione del livello marino, questa
pianura costituiva un ampio golfo nella cui parttentrionale sfociava il flume Bruna e in quella
ad est il fiume Ombrone. Successivamente, per gpodi fluviali, specialmente da parte
dell'Ombrone, si e verificata una continua progesmtae, fino allo stato attuale in cui il Paduleldel
Diaccia Botrona e cio che rimane dell’'antico golfég. 9). La pianura di Grosseto fa parte del
complesso Bacino dell'lOmbrone (4.768 mdi cui fanno parte quattro sottobacini: Ombrone,
Bruna, Albegna ed Osa. L’evoluzione della laguneigborica € ancora evidente nella parte
settentrionale presso Castiglione della Pescaigrossimita della foce del Fiume Bruna, dove é
presente la palude della Diaccia Botrona, ricontacizona umida di valore naturalistico
internazionale secondo la ConvenzioneRdimsare tutelata come Riserva Naturale Provinciale.
L’'area paludosa rappresenta una “tessera” rilevaleie complesso mosaico delle aree umide
costiere, fortunatamente lasciate intatte dall@djrapere di bonifica che per secoli hanno giocato
un importante ruolo nella storia e nello svilupmda Maremma.

Figura 9. Aree paludose nella pianura di Grosseto: palutla Béaccia Botrona

Un’altra importante area umida € la palude dellappola situata alla foce del fiume Ombrone,
caratterizzata da laghetti salmastri (Stagni d€Happola) la cui origine € da ritenersi legata al
progressivo avanzamento del delta del flume orah&osi di diramazioni di questo (Fig. 10).
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Figura 10. Aree paludose nella pianura di Grosseto: palutla @eappola.

Nel periodo compreso tra 5000-6000 anni fa, laymarera occupata da un’estesa laguna (Fig. 11).
I rilievi di Poggio Terriccio (Castiglione della 8&aia) e dei Monti dell’Uccellina, erano collegati
da barriere di sabbia discontinue depositate d@alteente marina e dal vento. In seguito le barriere

si unirono e la laguna si trasformo progressivaméntin lago.

Figura 11. Ricostruzione della piana di Grosseto (Arnoldusstéindveld, 2005).

In accordo con tale evoluzione i dati del sottostintlicano che le ghiaie si trovano con maggiore
frequenza oltre i 30-40 m di profondita; inoltrédi, girati di ghiaie e sabbie sono piu abbondanti e
spessi nella parte meridionale della pianura, guieimata dal’Ombrone, mentre nell’area del
Bruna e della laguna, la pianura & costituita dtytta da limi e argille. | maggiori spessori di

ghiaie si trovano in corrispondenza dello sbocct’@mbrone e fra queste ghiaie possiamo

distinguere due livelli principali, che si assadiigo e si approfondiscono procedendo verso il mare
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e verso ovest. La distribuzione delle ghiaie alieede profondita indica che I'Ombrone si €

progressivamente spostato nella pianura, da

NO a SE.

L’'area costiera della pianura alluvionale
Grosseto presenta la forma di un de
microtidale dominato dal moto ondoso.
quest’area e possibile riconoscere molte d
costiere che identificano la posizione stori
della linea di costa a testimoniani
dell’avanzamento non regolare del delta (F
12).

I cambiamento nelluso del suolo (I

deforestazione avvenuta durante il Medioev(

il Rinascimento per ampliare le aree destin

all'agricoltura e alla pastorizia) determind v~

incremento dell’erosione del suolo e

conseguenza un aumento del trasporto

dei sedimenti da parte del fiumg
permettendo I'avanzamento del delta.
Nel corso dellultimo secolo alcund®™
attivita antropiche sono cambiate e
processo di bonifica ha profondamen
trasformato I'area della pianura costier
determinando I'arretramentc
progressivo della prominenza del delt
Questo processo € ancora in atto e
bocca del fiume Ombrone presenta u
severa erosione della linea di costa

(Innocenti e Pranzini, 1993).

Figura 12. Ricostruzione storica dell’evoluzione della
linea di riva (Bellottiet al. 1999)

oSLTERL

EDLA_L3RES ECLT CHET

ERADaM1

CRALN PO

EOP 5002

Quindi nella pianura grossetana sono

riscontrabili tre tipi principali di ambienti

Figura 13. Carta pedologica della pianura grossetana

pedogenetici e di suoli distinti in base alla

litologia (Fig. 13):
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1. argille e limi di fiume (FIN1_CDP1);

2. depositi sabbiosi costieri (MAR1_PRI1);

3. depositi di bonifica e colmata (SQP1_SQP2).
| dati pedologici per la provincia di Grosseto salgponibili grazie al Progetto Carta dei Suoli in
scala 1:250.000 del Settore Foreste e Patrimonigo-faggestale della Regione Toscana

(http://sit.lamma.rete.toscana.it/websuoli/

Provincia di Viterbo

| processi geologici che hanno interessato la Bulsa@iale hanno lasciato un’impronta indelebile,
dando origine ad un paesaggio morfologico riccendlti elementi: le colline dolci sedimentarie, i
ripiani tufacei, i rilievi aguzzi ed aspri delleviy i laghi craterici o vulcano-tettonici di forma
circolare o composta da piu circonferenze che tersecano sovrapponendosi, le forre e i corsi
d’acqua a carattere torrentizio (Fig. 14).

L’idrografia della Tuscia laziale & caratterizzaf@la presenza di una fitta rete di corsi d’acqua,
guasi tutti a carattere prevalentemente torrentigiee confluiscono nei due fiumi principali, il

Mignone e il Marta che hanno scavato e modellagstyterritorio.

Figura 14. Paesaggi tipici della Tuscia laziale.

La geologia della provincia di Viterbo é carattedta principalmente da formazioni dovute
all'attivita di tre importanti complessi vulcaniajuello Vulsino, quello Vicano, e quello Cimino
(Fig.15).
Il territorio puo essere schematizzato in tre fasce
* occidentale, la Maremma, in cui si rinvengono irgé&amaggioranza formazioni di tipo
sedimentario, con argille, sabbie, conglomerapodéate in corrispondenza dei grandi cicli

marini del Pliocene e del Pleistocene (tra 5 ell®ni di anni fa);
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» orientale, sulla sponda destra del Tevere, caiattda da argille e sabbie marine in

successione verticale, di eta
Pliocenica, in parte ricoperte
da conglomerati e travertin
di origine continentale e di
eta Pleistocenica;

e centrale, notevolmente pit
ampia delle precedenti, ir

cui si manifestano le
formazioni vulcaniche,
ignimbriti, lave, tufi e
piroclastici.

La storia geologica della Tuscia

strettamente legata alls

manifestazioni vulcaniche del Pleistocene, tant® gitan

g
Bontalta it
i 4

Figura 15. La provincia di Viterbo

parte del suo territorio risulta occupato da esdepiositi di piroclastiti piu 0 meno coerenti (Fig

e 17). Questa formazione litologica, nel tempo, peamesso lo sviluppo, in vasti settori del

comprensorio, di suoli caratteristici per lo pilwbastri e ricchi di elementi nutritivi come I'ossid

Legenda Geolitologica

I anuvioni lacustri
|:| Travertini

|:| Argille e argille sabhiose mio-plio-pleistoceni
E:l Flisch cretacico-oligocenici

: Alluvioni fluviali, depositi Quaternari costieri
|:| Sahbie. conglomerati e calcareniti plio-pleisto
- Ignimbrite quarzolatitica cimina "Peperino tipi
|:| Piroclastiti, ignimbriti, scorie e lapilli
N Lave

- Depositi vulcano-sedimentari
- Calcari e filladi mesozoici

Fiaura 16. Carta aeoloaica della provincia di Viter
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di potassio, I'anidride fosforica e I'ossido di cial. Tali substrati pedologici hanno uno spessore i
genere minimo su formazioni piu compatte e cementaime i tufi litoidi e il peperino, massimo
sulle rocce piu porose e permeabili come la porzola il tufo rosso. Anche il loro scheletro
presenta discrete differenze: sui tufi sciolti édmenente ricco di argilla, mentre su rocce piu
consistenti non mancano suoli sabbiosi i qualiaasa della loro maggiore permeabilita, soffrono

spesso di aridita durante la stagione estiva.

colata lavica

plioceniche

L tufi vulcanics argille plioceniche

Figura 17. Paesaggio geologico della provincia di Viterbo.

Il clima

Provincia di Grosseto

L'elevata eterogeneita e complessitda morfologicd teritorio della provincia di Grosseto
determinano l'instaurarsi di condizioni microclintdte diverse in aree anche non molto distanti tra
loro. Il clima varia prevalentemente in relaziorla alistanza dal mare e all’altitudine: in linea
generale, infatti, man mano che ci si allontandadabsta, si accentuano le escursioni termiche e
aumenta la piovosita primaverile-estiva, mentre Ealtitudine diminuiscono le temperature, sia
minime che massime, e aumenta la piovosita.

Le temperature minime medie di gennaio, il mesefqgiddo, variano tra i -2 °C dell'area intorno al
Monte Amiata e i 3 °C della costa e delle isoleluiglio e agosto, i mesi piu caldi, i valori massim
risultano compresi tra i 21 °C sulla vetta del MoAmiata e i 31 °C lungo la fascia costiera e nelle

pianure interne (DesertNet, 2005).
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Le precipitazioni, concentrate soprattutto nei naegunnali e nel periodo di transizione tra inverno
e primavera, si aggirano mediaméragéorno agli 850 mm annui, ma con forti variazi¢fig. 18):

i valori medi sulle isole e nella zona dei Montlltliecellina e dell'Argentario sono inferiori a 650
mm annui; lungo la restante fascia costiera e mpéfleure corrispondenti i valori sono inferiori iagl
800 mm annui, mentre man mano che si procede Varsono i valori tendono ad aumentare fino
a toccare e superare i 1000 mm annui nella zonanpedatana del Monte Amiata e sui rilievi piu
elevati delle Colline Metallifere. Sull’Amiata i i@i medi superano i 1200 mm annui.

Lungo la fascia costiera e nella relativa area

pianeggiante sono molto frequenti prolung; HEER Y

[

. . .. . . .. . ] o =
episodi siccitosi che negli ultimi anni stanr B o
-:.I‘:l\..l-ll.tl.'

causando una vera e propria condizione B o vi0e
-umu T2

aridita. L'area prossima alla fascia costiera & § =
annoverare, infatti, tra le zone italiane a risct .
desertificazione (DesertNet, 2005). ?
In base ai parametri climatici, si possor =
individuare in questa area quattro fas
geografico-altitudinali:

1. fascia costiera, distribuita dalle coste al
colline prospicienti il mare, attraverso |
Pianura Maremmana.

2. fascia collinare, distribuita nell’entroterr: {:f; .
collinare dal livello del mare fino ai 60( &

m di altitudine;

3. fascia submontana, distribuita nelle altu Figura 18. Precipitazioni medie annue.
comprese trai 600 e i 1100 m;

4. fascia montana, distribuita a quote superiori &QLd.

Fascia costiera

Il clima della costa e di tipo mediterraneo, canatizato da estate calda e secca, autunno mite e co
un’elevata piovosita, inverno non molto freddo arsamente piovoso, primavera mite e con una
piovosita abbastanza consistente, ma comunqueiardea quella autunnale (Fig. 19). Una

caratteristica peculiare di alcune zone della fasoistiera grossetana € la presenza di limitate are

1 Le medie sono relative al trentennio di riferimento standard per il WMO (World Meteorological
Organization) 1961-1990.

-39 -



paludose, con acquitrini permanenti o temporamesidue della passata condizione della Maremma,
ormai radicalmente bonificata e coltivata.

La lecceta rappresenta la formazione boschivangguente in quest'area. Ad essa si accompagna
una macchia composta prevalentemente da ericacseghera e tra la fascia costiera e le retrostanti

pianure agricole la caratteristica pineta.

60 - 120
(*C) {mm)

Gen Feb Mar Apr Mag Giu Lug Ago Set ott Nov Dijc

-10 - -0

Figura 19. Diagramma termo-pluviometrico della fascia costier

Fascia collinare e submontana

Spostandosi dalla costa verso le zone piu interradtimetricamente piu elevate, le variazioni
climatiche che si riscontrano riguardano prevaimetete le differenze stagionali delle temperature
che diventano piu marcate e la piovosita che aumeimhanendo perd abbastanza concentrata nei
periodi autunnale e primaverile.

La vegetazione € prevalentemente costituita diodgiee (leccio, quercia, faggio, cerro, castagno) e
conifere (cipresso, pino).

Fascia montana

L’unica zona che si eleva oltre i 1100 m s.l.ml. Monte Amiata, la cui cima tocca i 1738 metri di
altezza. Con laltitudine si accentua la durata eigidita della stagione invernale e si registna u

complessivo aumento della piovosita, anche primizvestiva.
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La vegetazione € costituita da faggete e conifere.

Provincia di Viterbo

| dati meteorologici della Provincia di Viterbo sostati forniti dall’Ufficio Idrografico di Roma
(ora Centro Funzionale della Regione Lazio). Daitpudi vista climatico la provincia di Viterbo
presenta affinita con i territori limitrofi dellacBcana meridionale dove, in genere, le scarse
precipitazioni vengono compensate dall'elevatanzitsme idrica dei suoli. Inoltre tutta la Tuscia e
influenzata dalle correnti umide del Mar Tirreno @a deriva una generale caratterizzazione del
clima in senso oceanico, fattore importante pecdetteristiche della flora e della vegetazione
spontanea della Provincia.

Dal punto di vista fitoclimatico, procedendo datlasta verso l'interno, si assiste al passaggia dall
regione mediterranea a quella temperata; in pdatiepsi passa dal termotipo mesomediterraneo

- inferiore  con ombrotipo piuttosto secco di
talia

*C|42.00°N / 12.00°E / 326m 40 Montalto di Castro e Tarquinia, fino al termotipo
;::Egljzuuml +13.7°C  T67Tmm T montano inferiore con ombrotipo umido, che
e mfzz caratterizza esclusivamente l'area dei Monti
lgg  Cimini, attraverso aspetti di transizione che
404 ilgo rientrano ora nella regione mediterranea ora in
7 ) 170 quella temperata.
3'3"‘1 / / | dati riguardanti le precipitazioni e le temperatu
213:- ; ,«»’Tf\ iz relativi alla stazione termopluviometrica di Viterb
] / /J s l,g i riferiscono al periodo 1961-2004 (Fig. 20);
10+ : ,f/ 5 120 questi evidenziano come la precipitazione media
T 10 annuale sia pari a 767 mm con un periodo
b= :‘:Hm autunnale piu piovoso con valori che raggiungono
.-m:- i 115,36 mm a novembre, mentre a luglio si
registra la maggiore siccita (20,87mm).

Figura 20. Diagramma termo-pluviometrico della stazione devto.

Le temperature medie annue sono di 13,76°C, copdsture medie minime che si registrano il
mese di gennaio (6,05°C) e le massime nel mesgabta (23,76°C). Le temperature minime
assolute sono anch’esse in gennaio (- 4°C) e lesimasad agosto (35°C). Vi & un’aridita estiva

debole a luglio, agosto e sporadicamente a giughivesldo € prolungato da ottobre a maggio.
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Le correnti umide del mar Tirreno caratterizzanaliina, influenzando in gran parte le tipologie
della vegetazione spontanea della provincia. Datlaa costiera verso l'interno si verifica il
passaggio dalla regione mediterranea a quella tergattraversando aspetti di transizione che
rientrano sia nella regione mediterranea che itl@temperata. Si passa cioé da una zona piu calda
e asciutta della fascia costiera ad un clima dewsde piu fresco e umido delle aree collinari e
montane interne. A conferma di cid vengono riporiadiagrammi termo-pluviometrici di due
localita, una costiera, Tarquinia, ed una pedemnmantal M. Cimino, Soriano (Fig. 21). La prima
localita, nella Regione Mediterranea, e carattetezla precipitazioni scarse (593 mm - 811 mm) e
da temperature medie di 15,5°C. L’aridita & intedaanaggio ad agosto con valori non elevati ad
aprile. Verso l'interno, nella zona a ridosso del Gmino, si passa alla zona temperata in cui si
hanno precipitazioni abbondanti con aridita assentgolto debole e temperature medie intorno ai

13 °C; durante I'inverno le temperature bassedaumgano da ottobre a maggio.

ND DATASET —_— NO DATASET ail
“C| 0.00°N / 0.00°E / 145m “C|0.00°N / 0.00°E / 510m
H1.0 [ Tarquinia Lyop 0.0 [ Sariann al Clninag La00
00| [ ] +155°C 658mm 0.0 | [ ] #13.0°C 1107 mm
L300 L300
200 200
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Figura 21. Diagramma termo-pluviometrico della stazione dirquinia (a sinistra) e della stazione di Soriaho a
Cimino (a destra).
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Siti di campionamento

Nell'area di studio sono stati individuati 11 gtiraccolta, georeferenziati e selezionati in telke
posizione e alle caratteristiche ecologiche (FB). Zutti i siti sono caratterizzati dalla preseniza
un allevamento zootecnico, pil 0 meno esteso, kndigiofi potenziali focolai larvali, rappresentat
da tutte le raccolte d’acqua (risaie, canali irrigudi drenaggio, anse di fiumi e torrenti), prasen

nel raggio di 500 m.

Figura 22. Siti selezionati nell'area di studio: 1-11, ind@igintomologiche longitudinali;
A-F, indagini occasionali.

Di sequito I'elenco dei siti monitorati:

Sito 1 - Tarquinia (VT), loc. Forca di Parma, Azienda temmica di Tombini (42°17'88"N,
11°42'89"E) caratterizzata dall’allevamento diibgvbufali, ovini e caprini per la produzione

di latte e prodotti caseari.
Sito 2 - Tarquinia (VT), loc. Valfragida, Azienda agricetootecnica di Stefanelli (42°18'26"N,
11°39'27"E) caratterizzata dall'allevamento di lvper la produzione di latte e prodotti
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Sito

Sito

caseari e da un’estensiva coltivazione di pomo@f05), che é stata poi sostituita dal grano
(2006-2009).

3 - Montalto di Castro (VT), Tenuta La Parrina disBaalini (42°19'20"N, 11°38'48"E),
azienda caratterizzata dall’allevamento di ovimagrini per la produzione di latte e prodotti
caseari.

4 - Montalto di Castro (VT), loc. Campo Morto, Azl agricolo-zootecnica di Simoni
(42°20'64"N, 11°38'30"E) caratterizzata da urcqe allevamento di suini, conigli e pollame.

Sito 5 - Tuscania (VT), loc. Pantacciano, Azienda agecdi Riccioni (42°25'46"N, 11°55'08"E)

caratterizzata dall’allevamento di ovini per la quaione di latte e prodotti caseari e da

un’'estensiva coltivazione di tabacco.

Sito 6 - Viterbo: Azienda agricolo-zootecnica di Gibell{d2°28'00"N, 12°06'98"E) caratterizzata

Sito

Sito

dall'allevamento di bovini per la produzione ditéae prodotti caseari e da suini, ma solo per
il 2007.

7 - Monteromano (VT), loc. Civitella Cesi, Aziendaatecnica di Cherchi (42°15'28"N,
11°58'22"E) caratterizzata dall’allevamento dimwer la produzione di latte e prodotti
caseari.

8 - Monteromano (VT), loc. La Turchina, Azienda zmmtica di Micozzi (42°14'31"N,
11°52'02"E), caratterizzata dall’allevamento dinower la produzione di latte e prodotti

caseari.

Sito 9— Grosseto, loc. Principina, Azienda zootecnicBetlini (42°43'29”N, 11°02’28"E); questo

sito é caratterizzato dall’allevamento di ovini jeeproduzione di latte e prodotti caseari e da

suini e cavalli, e nelle vicinanze dalla presenzaagte risaie (250 ha).

Sito 10— Grosseto, loc. Ampio, Maneggio di Raffi (42°40°8l, 10°56'51"E); sito localizzato piu

Sito

internamente nella provincia in cui si custodiscooavalli di pregio, impiegati in
manifestazioni ippiche. Nelle vicinanze il paesaggicaratterizzato da coltivazioni estensive
di girasoli e mais. Questo sito é stato sceltohpgemelle sue vicinanze, nel 1997, avvenne il
primo caso di malaria autoctona in Italia dall'ecagione.

11 — Siena loc. Val di Merse, Azienda agricolo-zoatea di Angiolini (43°09'11"N,
11°17'18"E), localizzata lungo il margine nord-entale della Maremma, in una zona
collinare (300-400 m s.l.m.), considerata il présumite nord dell'areale din. labranchiae

in Italia. Il sito e caratterizzato dall'allevamendi suini e dalla presenza di risaie (70 ha) e

campi di mais.
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Inoltre sporadiche indagini entomologiche sonoestdfettuate negli anni per valutare I'estensione
degli areali delle diverse specie anofeliche ecasssivamente, per validare e testare i modelli
statistici e le mappe di rischio (siti A-F) (Figd)2

A) Alviano (42°35'0"N 12°18'0"E) @) Fabro (42°52'0"N 12°01'0"E), (TR), settembre 2088no
due localita collinari in provincia di Terni, laipra posta a 251 m s..m. nelle vicinanze
dell’omonimo lago artificiale, la seconda a 364 .hms.

C) Cinigiano (42°53'28"N 11°23'33"E) e la frazione@asenovole (43°02°0"N 11°19'57"E) (GR),
luglio 2006: due localita collinari poste lunggéndio di Monte Antico.

D) San Donato (GR) (43°42'10"N 10°47'15"E), luglio0Z0 questa € un’area di coltivazione
estensiva del riso, a circa 30 km a sud di Grosseita per essere un sito di ricolonizzazione e
riproduzione massiva din. labranchiaein Maremma. Dal 2003 il numero di risaie € andato
progressivamente riducendosi, poiché il riso éossaistituito da altre colture. Attualmente anche
molte fattorie stanno modificando parzialmente mptetamente la loro vocazione in agriturismi.

E) Parco dell’'Uccellina, Alberese (GR) (42° 40'67”"M1°06'22"E), luglio 2007: questo parco &
caratterizzato da una catena di boscose collinecatre parallela ad una striscia di costa sabbiosa.
Il parco include diversi tipi di biotopi, quali face del fume Ombrone, le paludi della Trappola,
una pineta retrodunale e ampi pascoli utilizzati & erbivori selvatici che da mandrie di bovini
allevati allo stato brado.

F) Borgheria (TR) (42°29'02"N 12°31'48"E), fraziodeNarni, settembre 2008: localita umbra
posta a 240 m s.l.m..

Sito 9 Grosseto, loc. Principina (GR), Azienda zootecmicBerni (42°43'29”N, 11°02'28"E); in
guesto stesso sito in cui & stata condotta un’inéagntomologica nel biennio 2005-2006, sono

state effettuate raccolte sporadiche nel luglio720@| settembre 2008 e nel settembre 2009.

ATTIVITA DI CAMPO

Per studiare le fluttuazioni stagionali e la denslelle specie anofeliche, sono state condotte due
indagini entomologiche longitudinali, con raccalisadulti e larve di zanzare. La prima si e svolta
nel biennio 2005-2006, con catture quindicinalegale ad ottobre, nei siti della Maremma toscana
(siti 9, 10 e 11) e in un sito in Maremma laziad&q 2); la seconda indagine é stata condotta,
mensilmente, nei siti della Maremma laziale (si#8)1 durante il periodo aprile-ottobre del 2007-
2008.
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Metodi di cattura

Le zanzare sono state catturate attivamente eddorasaustivo in ogni sito, durante le prime ore
del giorno (dalle ore 7:00 alle ore 10:00), utiimeo sia aspiratori a bocca che elettrici (Fig. 28)
catture sono state effettuate in ricoveri animatal(e, porcilaie, conigliere, pollai etc.), locali
frequentati dalluomo (locali per il rimessaggio miacchine e strumenti da lavoro), ed ambienti
“misti” (locali per la mungitura, fienili). In zon@recedentemente selezionate sulla base delle
abitudini trofiche delle zanzare adulte, sono staisizionate trappole CDC, attivate con anidride

carbonica e/o luce, e lasciate operare per almeaonotte (Fig. 23). Sono state condotte catture

coppie di persone nei siti 2, 9, 10 e
nel 2005, e nei siti 9 e 11 nel 2006.
Per prelevare campioni di larve ne
focolai larvali si e utilizzato u
pescalarve da 250 ml (Fig. 23).
risaie sono state effettuate 100 pesc
lungo l'intero perimetro (400-600 m :
circa 2 ha di superficie), mentre
Fig. 23.Trappola CDC; aspiratore elettrico; campionamelitarve.

torrenti, canali irrigui e di drenaggio

sono stati campionati con 10-20 pescate, a seatglttadimensione del corpo d’acqua.

Conservazione dei campioni

Dopo ogni raccolta, larve e pupe sono state matdgenulaboratorio, in armadi termostatati, fino
allo sfarfallamento, mentre un campione e statsenmto in alcool al 70%. Tutti gli adulti, sia
quelli sfarfallati in laboratorio che quelli ractobul campo, sono stati uccisi e conservati in

congelatore a -20°C per le successive analisi.

ANALISI STATISTICA

Le differenze tra i siti, negli anni, sono statéutae con il test di Kruskal-Wallis, mentre il tes
Mann-Whitney é stato utilizzato per calcolare Igedenze in ciascun sito negli anni. La parita e le
catture su uomo sono state analizzate rispettivearean I'analisi de)2 e con ily2 test for trend
Tutti i test statistici applicati sono stati coresialti significativi con una probabilita dF0.05. Per le
analisi statistiche é stato utilizzato EpiCalc 200Q.02 e il software GraphPad PRISM v.3.02.
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ATTIVITA’ DI LABORATORIO

Identificazione morfologica e molecolare
Le zanzare, adulti e larve, sono state identificailezzando chiavi morfologiche specifiche (Rioux
1958, Romiet al. 1997a). Dopo ogni raccolta, una percentuale dnfera gravide del complesso
An. maculipennis € stata indotta a deporre per [lidentificazione dpecie, basata
sull'ornamentazione dell’esocorion delle uova (Angei, 1955).

La maggior parte degli esemplari del compleaso maculipennigcompresi tutti quelli usati per
valutare il tasso di parita, l'attivita trofica @ Ipreferenze alimentari), sono stati processati
molecolarmente per l'identificazione di specie imtidndo una Multiplex PCR (Proét al. 1999)
(Fig. 24).

Per valutare la presenza di eterogeneit

intraspecifica e confermare i risultati delle Mpléx
PCR, un campione casuale proveniente da cias
sito e per ciascun anno di raccolta & stato arsbz:
attraverso il sequenziamento dell'lTS2 (Collins
Paskewitz 1996, Marinuccet al., 1999), metodo
impiegato anche per distinguere le specie gem
Anopheles clavigered Anopheles petragnanil
prodotti di PCR sono stati purificati usando il k
Microcon-PCR  (Millipore) e  direttamente
sequenziati presso la MWG Biotech AG (Ebersbe
Germany). Gli allineamenti tra sequenze omoloc
disponibili in GenBank (AY232827, AY238424
AY238425, AY238408, Z50103) e quell” Figura 24. Pattern di bandeggio per la diagnosi di specie
generate dal presente studio sono state anali: ?Ni(c”; i%%@iiﬁi’ﬂﬁ?;‘ffﬁg”}&i branchia MES: An. messea

utilizzando il software DS Gene v1.5 (ACCE“’) MEL: An. melanoonSAC: An. sacharoviATR: An. atroparvui

Inc. 2003).

Analisi delle preferenze alimentari

Per stabilire I'origine del pasto di sangue e ideare quindi gli ospiti sui quali le zanzare saro
alimentate, sono state impiegate due diverse natedNella prima, il contenuto dello stomaco di
femmine replete, raccolte nel biennio 2005-2006,stato strisciato su carta da filtro e
successivamente si € proceduto all’analisi ELISAzyene-linked immunosorbent assay) secondo il
protocollo impiegato da Bongiornet al., 2003. Per un secondo pool di esemplari, racceli n
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biennio 2007-2008, e stata progettata e messata poa diagnosi rapida basata su una Multiplex-
PCR. Come marcatore molecolare €& stato sceltoné geer la Citocromo b (cytb), una proteina
transmembrana ben caratterizzata, appartenent®naplesso Il del sistema di fosforilazione
ossidativa e la sola proteina del complesso caddidal genoma mitocondriale (Hatefi 1985; Irwin
et al.,, 1991). Il gene per la cytb e caratterizzato daalte numero di copie e da una sufficiente
variabilitd genetica a livello di sequenza primalitinterno del taxon dei Vertebrati e per questo
ampiamente utilizzato in studi evolutivi (Kent ers, 2005). Sono state utilizzate sequenze della
cytb dell'uomo (europeo, asiatico, africano) e piéncipali animali domestici presenti nell’area di
studio (pecora, capra, mucca, bufalo, cavallo,astoniglio, cane, gatto, ratto, maiale e diverse
specie di volatili da cortile) depositate in GenBaQueste sequenze sono state allineate per
costruire un primer universale, un set di 12 prirmgecie-specifici per i mammiferi e un primer
classe-specifico per gli uccelli (Tab. 3) che pdtessero di ottenere prodotti di amplificazione di
dimensione diagnostica per ciascun ospite vertebhabltre € stata condotta una ricerca con Blast
per escludere una possibile compatibilita di ciasguimer con la sequenza di altri animali
domestici o selvatici, potenzialmente presentiardh di studio (Tab. 4).

ID primer 5-3 Tm  Tamotimae lUnghezza
for_Univ GRGGHCAAATRTCNTTYTGRGG
1 goat_rev TGCTAGCTGCTGGTATTATT 48.37 53.17 708
2 dogl rev  TGAAATATAAGATTGAAGCGAC 46.73 52.55 675
3 cat_rev GATGGTGATGAACGGATGTTCTACA 5498 55.66 647
4 horse_rev TTAGTGTCAGTAAGTCTGCCA 50.45 54.95 603
5 donkey rev CTGCTACTAAGAGTCAGAACAC 50.24 54,51 588
6 rabbit rev AGAATAGGACTTGRCTAATGGG 48.77 52.96 573
7 buffalo_rev. GAATGGCCGGAACATCATA 49.29 53.91 557
8 pig_rev GTGTGTAGTATGGGCATTAAAAT 49.16 53.07 523
9 man_rev GAGGATGGATAGTAATAGGGCA 50.31 54.82 494
10 dog2_rev CTAATAGGTCAGGTGAAAATAAA 46.08 51.46 348
11 cow_rev AGAGCTAGAATTAGTAAGAGGG 48.00 52.39 313
12 bird_rev TGCCTAGNGGRTTRTTTGAG 53.67 55.19 228
13 sheep_rev CTGCGATGATGAATGGGAAAA 51.16 50.83 168
14 rat_rev TTRGGRATGGAGCGTAGAATA 50.61 53.37 454

(B=C,G,T; D=A,G,T; H=A,C,T; K=G,T; M=A,C; N=AC,IG; R=A,G; S=C,G; V=A,C,G;
W=AT; Y=C,T).

Tabella 3.Elenco dei primer messi a punto per I'analisifbesti di sangue.
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ID Specie

Capra spp.

Canis familiaris

Felis spp.

Equus caballug E. przewalskii
Equus asinus

Oryctolagus cuniculus
Bubalus bubalis

Sus scrofa

Homo sapiens

10 Canis lupus lupus C. |. familiaris
11 Bos spp.

12 Classes Aves

13 Ovis spp.

14 Rattus spp.

OCoO~NOOUIEWNPE

Tabella 4. specificita dei primer reverse dopo analisi coadil

I DNA totale e’ stato estratto da campioni di saagin ciascun animale incluso nel saggio
diagnostico (DNA di riferimento); inoltre parte duesto sangue e stato utilizzato per nutrire
artificialmente alcune specie di zanzare di lalmwiat(Anopheles stephenshedes albopictug
Aedes aegypti mantenute presso linsettario dell'lstituto Super di Sanita) che hanno
rappresentato il controllo positivo del saggio.R@R e stata quindi messa a punto sui campioni di
DNA di riferimento e sui DNA estratti dai contropiositivi (zanzare col pasto di sangue) e negativi
(zanzare senza pasto di sangue). La PCR prevedeemadurazione iniziale a 94 °C per 5 minuti;
seguita da un ciclo, ripetuto 30 volte, di denatimae a 94 °C per 30 secondi, dafihealinga
50°C per 1 minuto e dalla polimerizzazione a 728€ 30D secondi; infine I'estensione finale a 72°C
per 7 minuti. | prodotti di PCR sono stati discmati dopo elettroforesi su gel di agarosio all’1.8%

e colorazione con bromuro di etidio (Fig. 25).

CAVALLO BUFALO UOMO POLLO TACCHINO
GATTO CONIGLIO MAIALE MUCCA OCA PECORA

GallRe 603p  57ap,

S570P.  oahne  oadins

313bp
2280p  228bp  228bp oo

Figura 25. Multiplex-PCR: pattern di bande specie-specifiche.
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Per identificare successivamente alcune specieddilluda cortile, i prodotti di PCR amplificati da
sangue di uccello sono stati digeriti utilizzan@mztima di restrizionéiphl (sito di taglio 5-G G T
G A[N]8"-3") che ha prodotto specifici pattern chirhmenti (Tab. 5).

faraona/pavone  pollo anatra oca tacchino
228 179 164 138 115
49 64 64 113
26

Tabella 5. Dimensione (in bp) delle bande ottenute dopo diiges conHph1dei prodotti di PCR da sangue di uccello.

Caratterizzazione ultrastrutturale di annessi dellapparato riproduttore femminile

Per caratterizzare a livello ultrastrutturale lerspateca e la ghiandola accessoria dell’apparato
riproduttore femminile delle specie anofeliche ettere in relazione alcuni eventi fisiologici con
certi aspetti morfologici, sono stati condotti stadmparativi SLAn. labranchiagAn. maculipennis
s.s.e suAn. stephensispecie di riferimento quest’'ultima mantenuta lievemento nell'insettario

dell’lstituto Superiore di Sanita.

Microscopio ottico (LM)

Per l'analisi al LM, sono state dissezionate leagbple accessorie e le spermateche da campioni di
10 femmine diAn. labranchiaeai diversi stadi del ciclo gonotroficerfgorged, half-gravid, gravid

e after-oviposition, associati alla digestione del pasto di sanguguandi, alla maturazione delle
uova. PelAn. maculipennis s. An. stephende ghiandole sono state prelevate da campion0di 1

femminehalf-gravid

Microscopio elettronico a trasmisssione (TEM)

Per l'analisi al TEM, da un campione di 10 femmimaf-gravid di An labranchiaesono state
rimosse le ghiandole accessorie e fissate per ha@feC in tampone cacodilato 0,1 M a pH 7,2,
contenente paraformaldeide al 4% e glutaraldeid®@m({Karnovsky, 1965). Le ghiandole sono state
immerse overnight nel tampone cacodilato, quinssdte in tetrossido di osmio all'l% per 1 ora,
disidratate in etanolo a concentrazione crescemel@se in resina epossidica. Successivamente si &
proceduto al taglio (con microtomo Reichert Ulttaper le sezioni sottili e con l'ultramicrotomo
LKB Nova per le sezioni ultrasottili), alla colorane con acetato di uranile e citrato di piombo, e

al’esame dei campioni con il microscopio elettoama trasmissione 1200 Jeol EX 1.
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Microscopio elettronico a scansione (SEM)

Per l'analisi al SEM, le ghiandole accessorie sdermateche di 10 femmirrlf-gravid di An.
labranchiae, An. maculipennis s.8.An. stephenssono state fissate e disidratate, seguendo le
procedure precedentemente descritte. || materiataté disidratato attraverso il metodo dedical
point dry con l'uso di CQ liquida in un apparato Balzers CPD 020. | campisomo poi stati
montati su speciali porta-campioni, metallizzath aaro usando un metallizzatore Balzers Union
MED 010 ed osservato al microscopio elettronico®c2€ol JSM

VALUTAZIONE DEGLI INDICI EPIDEMIOLOGICI

Per la valutazione del Potenziale Malariogenicdateh di studio (cioé il rischio di reintroduzione
della malaria in quell'area), e dei 3 parametri dbedefiniscono (Recettivita, Infettabilita e
Vulnerabilita), sono stati utilizzati i dati entofogici del presente studio e sono stati considerati
discussi i dati storici di distribuzione e abborzkaelle specie anofeliche presenti in Maremma, i
dati dell'incidenza della malaria, insieme ai datjgiornati dei casi di malaria importata e dei
portatori di gametociti, presenti in letteraturea formula MacDonald (1957) ha permesso di

calcolare i valori teorici della Capacita Vettrid€C) di An. labranchiagper sito e per mese).

MODELLI STATISTICI E ANALISI DI TIPO GIS

In collaborazione con la Fondazione per il CliméeSostenibilita, sono stati elaborati modelli
statistici e modelli prototipali di dinamica per paevisione categoriale su base meteorologica del
potenziale vettore di malarian. labranchiagFig. 26) Inoltre I'impiego di un sistema informativo
computerizzato (Sistema Informativo Territoriald]  Geographic Information System, GIS) ha
permesso l'analisi di informazioni derivanti da idgeografici, climatici e biologici per la
valutazione del rischio strutturale con produziahienappe predittive di presenza e densita del
vettore nellarea compresa tra la fascia costiexthe dorovince di Grosseto e Viterbo e, verso

I'interno, fino a circa 40 Km di distanza dal mare.
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Dat1 pregressi

Dati/campionati

Mappe di rischio statico per An. labranchiae

Modello predittivo di presenza e di abbondanza

Figura 26. Schema di analisi di tipo GIS, attraverso I'utitizdi livelli informativi di tipo spaziale e relamiale.

Mappa di rischio statico
Sulla base dei dati di campionamento effettuatiarela di studio e dei fattori bio-ecologici che

favoriscono la presenza dAn. labranchiae, &€ stata realizzata una mappa di rischio di
presenzal/assenza e di abbondanza relativa di gsstée. La potenzialita degli strumenti di tipo
GIS per studi ambientali risiede nella possibilda poter eseguire analisi di tipo spaziale e
relazionale tra “strati informativi” diversi traro e individuare anche possibili “trend” in senso
temporale (Fig. 26). In questo senso €& stato nadesscquisire un dettagliatdata setdi
informazioni relative alle caratteristiche ambidintiell'area di studio:

» la carta dell’'uso del suolo CORINE Land Cover

* ['elenco delle aree umide

* il reticolo idrografico

» [l'elenco georeferenziato degli allevamenti zootecni

» il Modello Digitale del Terreno (DTM).
L'immagine satellitare ASTER é stata acquisita 0 8iugno 2006 ed essa rappresenta le

caratteristiche della vegetazione e della copedatauolo della pianura grossetana (Fig. 27A).
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Immagini a media risoluzione spaziale sono statesma disposizione dagli archivi della LaMMA-

CRES. Sono state impiegate ortofoto riferite al gi@d@007, con risoluzione spaziale di 0.5 m,

presenti negli archivi della Provincia di Grosseto

(Fig. 27B).

La carta di uso del suolo di dettaglio deriva da
Carta Tecnica Regionale ed & quindi coere
geometricamente e topologicamente ad essa. P
pianura alluvionale di Grosseto la carta dei sdoli

maggior dettaglio (scala 1:50.000),

realizze H—JA -
=
dall'Universita di Amsterdam (Sevirgt al. 1987), ~='

identifica il modello geo-lito-morfologico delle

distribuzione spaziale dei suoli (Fig. 28). L-

by

classificazione dei suoli applicata e quella de
FAO-UNESCO  (1974)

generalizzazioni riguardo alla pedogenesi dei st

che offre utili
in relazione all'interazione con i principali fatto
di formazione del suolo. Le unita di suolo soi
state distinte in Associazioni di Suolo in basa s
loro unita di suolo dominante con le fasi del suc

(proprieta del suolo, quali salino, litico, rocaiys

Sy &) :"'.f-|'
S -C:]I
A =

L

g o

el
Legenda T
Carta dei Suadi
Dun
Cxrpeeaii i L
Dhxrali skl \"

] i i
4 o' 1,
Cwznsti h coimees o :
Baciice aindoal pesncm e | [
S shrvicmbe 0 Grosest d
| el P pCETcTE

BB cangiameral

| Eoehare

B

I Trirewrani

B e

[ o

- EcEh

B 5o uiiaiche

- rbsang

con tre classi tessiturali (grossolana, media,)fine

di

gentilmente ondulato, da ondulato a collinoso, e

con tre classi pendenza (da livellato

ripido a montagnoso).

a

Figura 28. Carta dei suoli della pianura di Grosseto.
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Poiché alcuni di questi dati provengono da fontifedénti, si € resa necessaria una loro
omogeneizzazione prima dell’elaborazione: i datusth del suolo, reticolo idrografico, aree umide
e siti zootecnici sono stati convertiti ddnapefilea formatoraster, in questa fase sono stati
uniformati i parametri relativi al sistema di rifexento spaziale (WGS_1984 UTM_Zone_32N) e
altre variabili di ambiente di calcolo (risoluziodella griglia, estensione).

| dati sono stati quindi elaborati con I'applicatikrcToolbox del software ArcMap ESRI.

A patrtire dalle informazioni di base dell’'uso dabfo e dell'idrografia & stato possibile identifiea
anche grazie ai supporti aerofotogrammetrici ellgatg i potenziali focolai larvali (risaie, lagh
fiumi, stagni, aree umide). In particolare, perunfi sono stati considerati solamente i tratti liina
degli stessi dove e ipotizzabile un rallentamergthadvelocita della corrente ed inoltre sono stati
esclusi quelli principali (Bruna, Ombrone ed Albagnei quali le condizioni di sviluppo delle larve
sono ostacolate dal tipo di regime idrico. Per dleeaumide, stagni e piccoli invasi sono stati
utilizzati le indicazioni ricavabili dalla Carta Geica Regionale e dalle immagini satellitari: con
opportune operazioni di filtraggio e detection sastati estrapolati gli invasi sulla base della
risposta spettrale dell’acqua. L’habitat delle &adi An. labranchiaee stato ulteriormente affinato
valutando le soglie di temperatura media delle reappnatiche elaborate, fissando a 300 m s.l.m.
la quota limite oltre la quale € poco probabilevidlare la specie.

Rispetto ad ogni potenziale focolaio larvale ésstaticolata la distanza relativa con lo strumemto d
ArcToolbox. Il dato ottenuto € stato inserito nebdello di calcolo dell'indice larvale insieme alle

informazioni relative alle risaie, le aree umide, &

reticolo idrografico ed i corpi idrici. Ogni singpl |
strato informativo € stato moltiplicato per
coefficienti di regressione derivanti da uno stuc’ =
analogo condotto sui siti larvali nella regior
francese della Camargue (Tranal.,2008).
Il risultato del modello € un valore definit
“indice larvale” che rappresenta la probabilita
avere larve in un sito almeno una volta in |
anno. Rispetto a Tran e collaboratori (2008),
stato inserito un ulteriore fattore spaziale c
tenesse conto della presenza dei siti zootec.

presenti al di sotto dei 300 m (Fig. 29). Ques

. ) . ) ) Figura 29. Distribuzione dei siti zootecnici (<300 m
dato e stato fornito dal Dipartimento di Zoolog s.|.m.) nellarea di studio.

Ambientale del’ASL 9 di Grosseto e comprende,
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quindi, solo questa provincia.
L’elaborazione e stata svolta con ModelBuilder stramento per la progettazione, la simulazione
e l'analisi di modelli matematici, integrato nebkware ArcMap (Fig. 30).

Figura 30. Schema di calcolo dell'indice larvale in ModelBigit
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Modelli statistici categoriali di presenza/assenza modelli protipali di dinamica

E’ stato utilizzato un approccio statistico mulgressivo di tipo logistico per la costruzione di un
modello che si basa su dati meteo-climatici e paardh fare previsioni di presenza e abbondanza
di An. labranchiaenel territorio della provincia di Grosseto.

Un modello statistico a regressione logistica metteelazione variabili indipendenti osservate di
tipo meteo-climatico con la variabile dipendentestimare, ovvero la presenza di adultiAh.

labranchiae,opportunamente categorizzata

Y=pX,
con Y= logit(p) =logn(p /1 - p)
p: probabilita che si verifichi 'evento Y
B: parametri del modello
Y: presenza/assenza di adultiAdiopheles labranchiae

X: variabili meteo-climatiche

Il modello statistico categoriale di presenza/azaema utilizzato, come dati biologici, le catture
degli adulti diAn. labranchiaenei siti 2 (Valfragida), 9 (Principina), 10 (Ampie 11 (Val di
Merse), relative agli anni 2005-2008, riportati maniera lineare, su scala settimanale e
categorizzati. | dati relativi al biennio 2005-2086n0 stati impiegati per la calibrazione, mentre
quelli del biennio 2007-2008 per la validazione sistema. | dati entomologici sono stati messi in
relazione con i parametri climatici rilevati daléazioni meteorologiche piu prossime ai punti di
campionamento. In Tabella 6 vengono riportati 1 éatpirici utilizzati sia per la calibrazione che
per la verifica dei modelli. Per la categorizzaeoé stata ricavata la corrispondente variabile
binomiale (0 — assenza, 1 - presenza), e quellamoniiale (0 — assenza, 1 - presenza medio-bassa,
2 presenza medio-alta) attraverso la scalf@iori di una soglia di transizione: in particolare si e
stabilito che il valore di 60 adulti catturati fesd limite tra le categorie 1 e 2. Il modello di
previsione multinomiale e stato applicato soloipsito 9, in quanto nel biennio 2005-2006 si sono
registrate spesso catture abbondanti (N>60), meetreyli altri siti € stato sufficiente applicate i

modello binomiale di assenza/presenza.

-56 -



Data-set di calibrazione Periodo Sito di raccolta | Stazione meteorologica
2 (Valfragida) Tarquinia
9 (Principina) Alberese
Apr-Ott 2005-2006 _ .
10 (Ampio) Casotto dei Pescator
11 (Val di Merse) Grosseto Aeroporto
Data-set di validazione Periodo Sito di raccolta| @kzione meteorologica
Apr-Ott 2007-2008 2 (Valfragida) Tarquinia

Tabella 6. Dati empirici utilizzati per la calibrazione/tesilidazione dei modelli statistici.

In un caso, per il sito 11, non é stato possibikr@ una stazione meteorologica prossima al sito di
cattura delle zanzare, per cui i dati meteo poabimon risultare del tutto adeguati nel descrivere
le peculiarita microclimatiche tipiche di questodo.

E’ stata quindi condotta un’analisi esplorativa deti osservati per individuare quali fossero i
fattori meteo-climatici che principalmente influ@ssero la presenza della specie sul territorio.

In base alla letteratura e all’esperienza acquisih settore biometeorologico da parte delle
Fondazione per il Clima e la Sostenibilita, si eferito usare variabili meteorologiche derivate a
scala settimanale come predittori (Sommatoria tesnai sette e quindici gironi, accumulo di gradi
giorno con soglia 5, 10 e 15 °C, escursione termedia, varianza dell’escursione termica, media
delle temperature medie, varianza delle temperatigdie, numero di giorni con velocita minima
del vento inferiore a 2 metri al secondo calcokasale ore 8:00 e le ore 20:00, precipitazione
cumulata a 7 e 15 giorni, umidita relativa medideéicit di saturazione medio), in luogo dei dati
primari (temperatura istantanea, temperatura diaday velocita del vento, umidita relativa e

millimetri di pioggia).

Tecnicamente la realizzazione dei modelli statigtiavvenuta attraverso le seguenti operazioni:

= analisi esplorativa dei dati e delle matrici diretazione tra predittori (variabili termiche e
psicometriche) e predittandi (catture degli adtdtiegorizzate);

= analisi fattoriale sui due raggruppamenti (variat@fmiche e psicrometriche) al fine di poter
ottenere una riduzione della complessita del nurdefattori che spiegano il fenomeno tramite
un numero esiguo di fattori incorrelati tra loro;

= modello lineare logistico binomiale e multinomialehe e essenzialmente un modello a
regressione lineare applicabile a variabili di tidecotomico (binomiale) o categorizzate
(multinomiale);

= procedura iterativa con test di verifica delle mf@azioni di Akaike per selezionare i parametri
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del modello lineare che meglio descrivono i dasievsati;
= restituzione di output grafici e numerici in termjrobabilistici (probabilita di ottenere la

categoria 0, 1 0 2).

Infine sui modelli ottenuti per ciascun sito somatiseseguiti appositi test di validazioni (conftion
con data set diversi da quello di calibrazionejaa#rso I'utilizzo dei seguenti “indici statistidi
skill”: I' Hit Rate il POD (Probability Of Detectior) e il FAR (False Alarm Ratio) che valutano la
performance del modello formulato. Tali indici sadano sulla costruzione di una tabella di
contingenza per ogni categoria definita nel mod@lioa sola tabella per il modello binomiale, 3
tabelle per il modello multinomiale, da ognuna eejuali scaturiscono i relativi indici) (Tab. 7).
L'indice Hit Rate indica la probabilita di ottenepgevisioni corrette rispetto alla totalita degli
eventi (a+d / a+b+c+d ), il POD valuta quante skenprevisioni corrette rispetto alla totalita degli
eventi osservati (a/a+c), mentre il FAR determirfalsi allarmi rispetto alla totalita degli eventi
previsti (b/a+b). Per una buona previsione I'Hitd&ke POD devono risultare prossimi ad 1, mentre

il FAR prossimo a zero.

Categoria Osservata 1 Categoria Non Osservata 1
Categoria Prevista 1 A B
Categoria Non Prevista 1 C D

a = previsioni corrette; b = falso allarme; c =ygs@®ne mancata; d = eventi non previsti

Tabella 7.Esempio di tabella di contingenza; in questo ¢dagwevisione risulta corretta sia se la categorévista e 1
cosi come quella osservata, sia se la categoriastgenon € 1 e neppure lo é quella osservata.ilNdtgl casi la

previsione & mancata oppure viene definita falsorak.
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RISULTATI

PRIMA INDAGINE ENTOMOLOGICA

Nel biennio 2005-2006, durante la stagione favdesatio sviluppo delle zanzare (aprile-ottobre), &
stata condotta una prima indagine entomologicailodigale nei siti 2, 9, 10 e 11 (Fig. 22). Sono
state raccolte 8.274 zanzare, di cui 7.691 (93%neranofeline, per il 97,7% (N=8188)
appartenenti al complessan. maculipennis(Tab. 8). Nel complesso sono state identificate
quattordici specie, appartenenti a cinque geneab(M). Circa il 15% (N = 1111) dell'intero
campione diAn. maculipennis s.k stato identificato mediante morfologia delle aiqfig. 31) o
Multiplex-PCR (Fig. 32); inoltre 25 femmine sono atet identificate utilizzando
contemporaneamente entrambi i metodi e nessuneep@za diagnostica e stata osservata nei
risultati. I 19% (n = 116) del campione, prece@em¢nte identificato con la Multiplex-PCR, é stato
sequenziato e ha generato sequenz&ndilabranchiag An. maculipennis s#n. melanoore An.
atroparvus che condividono il 100% di identita con sequenm®loghe depositate in GenBank.

Nessuna variazione intraspecifica e stata rilemataampioni esaminati (Di Lue al.,2009).

Anopheles labranchiae Anopheles messeae Anopheles atroparvus
S B % ¥ : - i d
L ' & . i’

Anopheles maculipennis ss Anepheles melanoon

Figura 31. Uova di alcune specie del complegsn maculipennis
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Riferimenti

Figura 32. Esempio di diagnosi molecolare utilizzando la Npak-PCR (Profet al. 1999) per alcuni esemplari
raccolti nel sito 2 (LAn. labranchiagMc: An. maculipennis

SECONDA INDAGINE ENTOMOLOGICA

Nel biennio 2007-2008 e stata condotta una secomntiaine entomologica con gli stessi tempi e
modalita della precedente, nei siti 1, 2, 3, 4,5, e 8 (Fig. 22). Sono state raccolte 867 zanzhr
cui 714 (82.3%) erano anofeline, per il 96,3% (N&)p&ppartenenti al complesém. maculipennis
(Tab. 8). Nel complesso sono state identificatedjai specie, la maggior parte delle quali comuni
a quelle riportate nell'indagine condotta nel 2@I®6, ma con tre ulteriori speciénopheles
petragnanj Aedes vexangd Ochlerotatus geniculatugTab. 9). Il 96% (N = 661) dell’intero
campione diAn. maculipennis s.k stato identificato mediante morfologia delle aiq¥ig. 31) o
Multiplex-PCR; 17 femmine sono state identificatilizzando contemporaneamente entrambi i
metodi e nessuna discrepanza diagnostica € stdavata.
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Metodo di cattura

Sito Localita, Comune (Provincia) Anno Catture Catture Trappol¢ Tot per  Tot per
Indoor suuomo CDC anno sito
: - 2007 57 - 4 61
1 Forca di Parma, Tarquinia (VT) 2008 40 ) ) 40 101
2005 210 1 0 211
. - 2006 67 - - 67
2 Valfragida, Tarquinia (VT) 2007 65 ) 3 68 422
2008 76 - - 76
, . 2007 18 - 1 19
3 La Parrina, Montalto di Castro (VT) 2008 16 ) ] 16 35
. 2007 138 - 14 152
4 Campo Morto, Montalto di Castro (VT) 2008 60 ) ) 60 212
. . 2007 14 - 0 14
5 Pantacciano, Tuscania (VT) 2008 21 ) ] 21 35
, 2007 85 - 7 92
6 Viterbo 2008 34 ) ) 34 126
- . 2007 4 - 2 6
7 Civitella Cesi, Monteromano (VT) 2008 6 ) i 5 12
. 2007 8 - 3 11
8 La Turchina, Monteromano (VT) 2008 12 ) 12 23
o 2005 2826 46 16 2888
9 Principina (GR) 2006 1497 66 223 1786 ‘074
. 2005 497 2 0 499
10 Ampio (GR) 2006 127 ] ) 127 626
. 2005 347 38 0 385
11 Val di Merse (SI) 2006 1450 50 55 1555 1940
Tot 2005-2008 7675 203 328 8206

Tabella 8. Numero di esemplari dhknopheles maculipennis sthccolti tra il 2005 e il 2008 per sito e per nuetali

raccolta.
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Specie identificate nel 2005-2006
Anopheles labranchiakalleroni, 1926

Anopheles maculipennis sheigen, 1818
Anopheles melanoddackett, 1934
Anopheles atroparvugan Thiel, 1927
Anopheles clavigefMeigen, 1804)
Anopheles plumbew&tephens, 1828
Ochlerotatus caspiu@allas, 1771)
Ochlerotatus detritusialiday, 1833
Aedes albopictu6Skuse, 1897)
Culex pipiend.inne, 1758

Culex impudicug-icalbi, 1890

Culex hortensigicalbi, 1899

Culiseta longiareolatgMaquart, 1838)
Culiseta annulatgSchrank, 1776)

Specie identificate nel 2007-2008
Anopheles labranchiakalleroni, 1926

Anopheles maculipennis sMeigen, 1818
Anopheles melanoddackett, 1934
Anopheles petragnamel Vecchio, 1939
Anopheles clavigefMeigen, 1804)
Anopheles plumbew&tephens, 1828
Ochlerotatus caspiu@allas, 1771)
Ochlerotatus detritusialiday, 1833
Ochlerotatus geniculatu®livier, 1791)
Aedes albopictuéSkuse, 1897)

Aedes vexan@vieigen, 1830)

Culex pipiend.inné, 1758

Culex hortensigicalbi, 1899

Culiseta longiareolatgMaquart, 1838)
Culiseta annulatgSchrank, 1776)

Tabella 9. A sinistra elenco delle specie di culicidi iderttifte durante la prima indagine entomologica (200862, a
destra I'elenco delle specie identificate duraatedconda indagine entomologica (2007-2008).
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Dinamica di popolazione e composizione di speciea®pless@n. maculipennis

La dinamica stagionale (DS), la composizione ircepe le frequenze relative (%) delle specie del
complessd@n. maculipennisper sito e per anno, sono mostrate in Figurgp8B8le catture condotte
nel biennio 2005-2006 e in Figura 34, per quellebtennio 2007-2008.

Nel confronto tra siti, sono state rilevate diffieze significative nell’abbondanza dei campioni di

An. maculipennis s.per entrambi gli anni di monitoraggio (p<0.05) (Ricaet al.,2009).

Sito 2
- Aprile Maggio  Giugno Luglin Agosto Settembre  [ttobre ° = g Maggio Giugna Luglia fgosto  Settembre [ttobre ‘
A 2005 B 2006
Sito 9
" Aprile Maggio  Diugno Luglin Mgoste  Settembre  Dttobre " ) Maggin Giugna Luglia Bgoste  Settembre Mtobre °
C 2005 D 2006
Sito 10
" Maggio Giugna Luglia Agosto Settembre [tobre " 0% Maggio Giugno Luglo Agosto  Sattembre Tttobre o
E 2005 F 2006
Sito 11
1005 7 ’// V 7 7 200 - 00% y V 7 7 S00 .
0% é é Z Z / zz%; 80% Z é é Z mu:g
"9/~ 71 5/7 5\ 0
Al 1BEILI\E
RNAR R IREN oA a il
o HAprile Maggio Biugno Luglia Agosto Settembre Maggio Giugno Luglio Agosto Settembre (ttobre
G 2005 H 2006
[=L8 = maC ==MEL mm——sTR — D5

Figura 33. Dinamica stagionale (linea) e composizione ircapéstogramma) per sito e per anno (2005-2006).
DS: dinamica stagionale; LABN. labranchiagMAC: An. maculipennis s$EL: An. melanoopATR: An. atroparvus
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Figura 34. Dinamica stagionale (linea) e composizione in Epéistogramma) per sito e per anno (2007-2008).
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DS: dinamica stagionale; LABn. labranchiagMAC: An. maculipennis s$/EL: An. melanoon.
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Sito 1 —il 95% (N=96) degli esemplari raccolti in questtosnel biennio 2007-2008 e stato
identificato sia morfologicamente che molecolarmesmnessuna differenza di abbondanza tra i due
anni e risultata significativa (p> 0.05). La spepievalente é risultatAn. labranchiaeche é stata
trovata in simpatria coAn. maculipennis s.® conAn. melanoonquest’ultima specie rinvenuta
solo nel 2008. La dinamica stagionale delle spe@k complesso ha seguito un andamento
differente nei due anni di studio, con tuend piu irregolare nel 2007, con picchi a maggio, i@
ottobre, mentre nel 2008 i valori maggiori di déasi sono ottenuti in luglio e in ottobre (Fig. 34
A, B).

Sito 2 -circa il 65% (N = 274) del campione provenientdledeaccolte stagionali condotte nel
guadriennio 2005-2008 é stato identificadm. labranchiaeg risultata la specie prevalente, rispetto
ad An. maculipennis s. An. melanoonin questo sito nessuna differenza di abbondaazquiesti
guattro anni e risultata significativa (p> 0.05a Hinamica stagionale delle specie del complesso
maculipennisha seguito un andamento bimodale. Un primo pid¢adedsita si &€ avuto a meta del
mese di giugno (in media 12 esemplari/mese) p200b, 2006 e 2007, mentre nel 2008 I'analogo
picco € comparso solo a luglio; un secondo piccarifgvante si e verificato nel mese di settembre
(16-43 esemplari/mese) (Fig. 33 A,BeFig. 34 &, D

Sito 3 —tutto il campione (N = 35) proveniente dalle rdtegtagionali condotte nel biennio 2007-
2008 e stato identificato sia morfologicamente chelecolarmente e nessuna differenza di
abbondanza tra i due anni € risultata significafpa 0.05). Le densita dellanophelesraccolte
sono risultate relativamente basse in quanto lagmmagarte dei ricoveri animali (capannone col
tetto di lamiera e stalla in muratura adibita a ar@go) non possedeva le condizioni idonee di
temperatura e umidita per le zanzare. La specieafmete e risultat@én. labranchiaeche é stata
trovata in simpatria coAn. maculipennis s.siel 2007 e con. melanoomel 2008. Gli andamenti
stagionali sono abbastanza simili, con un piccatyasto e settembre nel 2007 e uno ad agosto nel
2008 (Fig. 34 E, F).

Sito 4 —il 91.7% (N=194) degli esemplari raccolti in guesito nel biennio 2007-2008 e stato
identificato e il primo anno é stato caratterizzdto una maggiore densita di zanzare rispetto al
secondo (p <0,05), in quanto nel 2008 la porciéaranasta inaccessibile all'indagine entomologica
per buona parte della stagione. Anche in questolaispecie prevalentdn. labranchiae é stata

trovata in presenza delle altre due specie del @Bap,An. maculipennis s.€ An. melanoonLa
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dinamica di popolazione ha avuto un andamento goah@i due anni, con un picco di densita in
agosto (Fig. 34 G, H).

Sito 5 —tutti gli esemplari diAn maculipennis s.I(N = 35) provenienti dalle raccolte stagionali
condotte nel biennio 2007-2008 sono stati iderifjcsia morfologicamente che molecolarmente.
Nonostante I'esiguitd del campione, dovuta proloadilte agli sporadici e non preventivati
trattamenti adultici messi in atto dal gestore’deienda, nessuna differenza di abbondanza tra i
due anni e risultata significativa (p> 0.05). Dueanl 2007 le catture hanno evidenziato la
contemporanea presenzaAt. labranchiaee An. maculipennis s.xon una leggera prevalenza
percentuale di quest'ultima specie, soprattutto medse di giugno. L'anno successiAn.
labranchiaeé risultata la specie predominante (>78%) sia tig@An. maculipennis s.she aAn.
melanoon(Fig. 34 1, L).

Sito 6 —il 93.7% (N=118) degli esemplari raccolti in quesito nel biennio 2007-2008 & stato
identificato. In questo sito € stata valutata uifi@ietnza significativa nella densita relativa itidue
anni (p< 0.05), la cui causa e da ricercarsi mgéitiruzione, nel 2008, dell’allevamento dei suini,
presenti invece I'anno precedente insieme ai boeirdd alcuni altri animali da cortile (cani e
conigli). La specie predominante in questo sittaéag\n. maculipennis s.she ha condiviso il suo
areale con piccole popolazioni &in. melanoone di An. labranchiae(solo nel 2007), specie

guest'ultima mai rinvenuta in aree cosi interneldalio (Fig. 34 M, N).

Sito 7 —1'83.3% (N=10) degli esemplari raccolti in questibo nel biennio 2007-2008 e stato
identificato sia morfologicamente che molecolarreenNonostante I'esiguita del campione,
'analisi statistica non ha evidenziato alcunaetiéhza di abbondanza significativa tra i due anni
(p> 0.05). L'unica specie rilevata nel 2008 & stto maculipennis s,smentre 'anno precedente

accanto a questa specie era preséntdabranchiagFig. 34 O, P).

Sito 8 —tutto il campione (N = 23) proveniente dalle rdteatagionali condotte nel biennio 2007-
2008 e stato identificato e nessuna differenzeébdbadanza tra i due anni e risultata significativa
(p> 0.05). Come avvenuto nel sito precedeAte, maculipennis s.® risultata 'unica specie nel
2008, mentre nel 2007 era stato rinvenuta adaheabranchiagFig. 34 Q, R). Anche in questo
sito An. labranchiaeé stato rinvenuta in densita epidemiologicamentidevanti, ma la sua

presenza non era mai stata rilevata finora.
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Sito 9 -circa il 12% (N = 566) del campione An. maculipennis s.kaccolto nel biennio 2005-
2006 e stato identificato e nessuna differenza hbhoadanza tra questi due anni € risultata
significativa (p> 0.05). Nel 200Bn. labranchiaee stata l'unica specie registrata, mentre nel 2006
sono state rinvenute altre due specie del compléssanelanoore An. atroparvugrispettivamente

il 4,9% e lo 0,7% del campione totale)triknd stagionale delle specie del complesso ha mostrato
un andamento simile durante il periodo di studm) ana crescita prima graduale nel corso della
primavera, quindi piu accentuata dal mese di giuggro un picco ad agosto (558 e 449 esemplari,
rispettivamente) ed una repentina diminuzione nelsendi settembre (186 e 90 esemplari,
rispettivamente). Nel 2005, ad ottobre, la dendiéle zanzare ha continuato a diminuire (97
esemplari/mese), mentre nel 2006 si e registrdtavensione di tendenza (189 zanzare/mese) (Fig.
33 C, D).

Sito 10 -oltre il 34% (n = 214) del campione e stato id&sdto, permettendo di registrare per il
2005 una maggiore densita di zanzare rispetto @6 Zp <0,05). Anche quin. labranchiaeé
risultata la specie piu abbondante (> 96% ), riok@nin simpatria con altre due specie del
complessoAn. maculipennis s.giel 2005 eAn. melanoonnel 2006. Un picco di densita nel mese
di giugno ha coinciso nei due anni in esame (3#fnetEi nel 2005 e 22 nel 2006). Nel 2005 ad un
secondo picco apparso ad agosto (56 zanzare/mege3aguito un terzo ad ottobre (89). Nel 2006,
invece, al primo picco e seguita una diminuzionastica nella popolazione, la cui causa e da
ricercarsi in un trattamento insetticida operato neoveri per animali da parte dei gestori
dell'azienda. Successivamente a questo eventot@ r&gistrato, tra agosto e ottobre, un lento e
costante aumento di densita con 46 esemplari aéittufine stagione (Fig. 33 E, F).

Site 11 -circa I'11% (n = 214) del campione e stato idesaib con differenze significative di
abbondanza relativa per il 2005 e 2006, (p <0.Qd).An. labranchiaeé stato rinvenuto a densita
molto basse (1% nel 2005 e 3% 2006), meAtremaculipennis s.® risultata la specie prevalente
(> 97%). Nonostante la presenza di impianti risioglle immediate vicinanze della fattoria che
assicurano alle zanzare focolai larvali con un appoostante d’acqua, le dinamiche stagionali
hanno evidenziato utrend notevolmente diverso nei due anni di monitoragtaocui causa piu
probabile e da ricercarsi nella diversa tipologiaadimali allevati (Fig. 31 G, H ). Nel 2005 in
guesto sito erano presenti solo volatili domedgglline, anatre, oche e tacchini) e la dinamica
anofelica e stata caratterizzata da una bassisimsta e da una totale assenza di qualunque picco

fino a settembre, mese in cui, in concomitanzdidilio di un ciclo di allevamento di suini, si €
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registrato un improvviso aumento con oltre 280 gdar catturati. Nel 2006, essendo stato
pianificato un allevamento annuale di suini, €& cstaggistrato un graduale aumento della
popolazione di zanzare (circa 70 esemplari a maggie ha raggiunto un picco ad agosto (circa

450 esemplari) per poi diminuire drasticamentettesdre (Fig. 33 G, H).

In Figura 35 vengono riportate le fluttuazioni stexgli del complesso di specfn. maculipennis
durante il biennio 2007-2008. Sono stati aggrepdatti provenienti dai siti distribuiti lungo la
fascia pianeggiante maremmana (siti 1-4) e corditorcbn quelli dei siti collinari dell’entroterra
(siti 5-8). Le differenze di densita risultano satamente significative tra i due anni, sia lurigo
costa che nell’'entroterra (p <0.05). Inoltre i picai abbondanza sono concentrati all’inizio
dell'estate per le stazioni collinari (a luglio 07 e a giugno nel 2008), mentre sono piu tardivi

per le stazioni in pianura (ad agosto nel 200&et@mbre nel 2008).

Fascia costiera Entroterr a

02008
m 2007

2008
m 2007

2007
2008

agosto
settembre
ottobre
maggio
giugno
luglio
agosto
settembre
ottobre

Figura 35. Dinamica stagionale delle specie del comple&so maculipennigaccolte lungo la fascia costiera
pianeggiante (a sinistra) e nell'entroterra (amgstel biennio 2007-2008.
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INDAGINI ENTOMOLOGICHE SPORADICHE
Qui di seguito vengono riportate alcune delle indiagntomologiche che occasionalmente sono
state condotte come singalurveyssia nell'area di studio che in altre zone dellitaCentrale in
anni diversi (Fig. 22).
¢ Alviano (A) e Fabro (B): nel settembre 2003 al&mo di porcilaie, conigliere e pollai sono
state catturate 1Bn. maculipennis s,l che identificate sono risultate . maculipennis
S.s, 2An. atroparvus2 An. labranchiag2 An. melanooriBoccoliniet al.,2004).
¢ Cinigiano e Casenovole (C): nel luglio 2006 nelleedocalita sono stati raccolti 18
esemplari diAn. maculipennis s.lin conigliere e porcilaie. Dall'indagine morfolagi e
molecolare e risultato che 8 erafn. maculipennis s,s.7 An. atroparvus 3 An.
labranchiae
¢ San Donato (D): nel luglio 2007 sono state raccwltguest’area, storicamente malarica,
208 An. maculipennis s.lin stalle per cavalli. Sia la diagnosi morfolagidelle uova che
I'analisi molecolare hanno confermatm. labranchiaecome unica specie. Nelle risaie le
larve di anofelini presentavano una densita p@rileD.2 larve /pescata.
¢ Parco dell’Uccellina, (E): nel luglio 2007 sono tetaaccolte 80 anofeline in stalle per
cavalli e in ricoveri aperti per le mucche maremeartutte sono state identificate coAre
labranchiae Nei focolai larvali, rappresentati da canaligui e da canali di bonifica, sono
state raccolte larve di anofelini lungo i bordiasbe densita (<0.01 larve/pescata).
¢ Borgheria (TR): nel settembre 2008 sono state reau68 femmine e 2 maschi An.
maculipennis s.lin stalle per cavalli e per mucche. L’analisi méwfpica e molecolare e
stata condotta sull’87% del campione e ha perméssientificare 52An. maculipennis s.s.
3 An. labranchiaee 6 An. melanoonin una vicina vasca per la raccolta delle acqme n
sono state rinvenute larve di anofelini.
¢ Principina (Sito 9): nel luglio 2007 delle 1&n. maculipennis s.lposte a deporre per
I'analisi morfologica delle uova, 7 hanno dato uava&n. labranchiag mentre le altre non
hanno deposto.
¢ Principina (Sito 9): nel settembre 2008, dei 2#rgdari catturati, 21 eranAn. labranchiae
2 An. melanoopmentre gli altri non sono stati identificati.
¢ Principina (Sito 9): nel settembre 2009, dei 55mgdari catturati, 44 sono risultafin.
labranchiae 1 An. melanoon 1 An. maculipennis s,smentre gli altri non sono stati

identificati.
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In Figura 36 viene riportata la distribuzione e damposizione percentuale delle specie del
complessanaculipennis campionate sia durante le raccolte entomologoduasionali, sia durante
le due indagini longitudinali. Nell’area di studfn. labranchiaerisulta distribuito, in maniera
preponderante, lungo tutta la fascia costiera deieure maremmane, sia della Toscana che del
Lazio. La sua presenza si spinge nell’entroteroa, mercentuali che vanno diminuendo man mano
che si procede verso linterno, nelle province tn&, Viterbo e Terni, e viene rinvenuto in
simpatria con altre specie del comples&n: atroparvus distribuito in aree piu settentrionali ed
orientali,An. maculipennis s,spresente un po’ ovunqueAa. melanoominvenuto sporadicamente

sul territorio.

Anopheles labranchiae [
Anopheles macutipennis s

Anopheles melanoon [ ]
Anopheles atroparvus -

Figura 36. Distribuzione percentuale (torte) delle specie damnplessoAn.maculipennisnelle province di Siena,

Grosseto, Viterbo e Terni.
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TASSO DI PARITA

Dall'analisi molecolare compiuta sugli esemplairlizeati per questi esperimenti risulta cAa.
labranchiaeé I'unica specie identificata per i siti 2, 9 eelBn. maculipennis s.ger i campioni
provenienti dal sito 11.

Il tasso di parita in una popolazione & dato dabaione delle femmine che hanno gia deposto
almeno una volta (pare), su quelle vergini (nubl@aed € un indice dell’eta della popolazione
(Detinova, 1962), per cui in primavera e previsto hasso valore di parita che aumenta col

procedere della stagione.

Da giugno ad agosto 2005

100 e 2006, e stato valutato il

80 - tasso di parita per il sito 9
80
70+
B0
a0
40 4
30 4
20 4

(Fig. 37), che mostra un

andamento analogo

durante i due anni.

percentuale (%)

Nei mesi di giugno e

101 luglio sono stati
]

giugno luglio riscontrati valori

mesi . i i

sensibilmente differenti

| oz D206 | nei due anni: 30% nel

. o _ _ giugno 2005 rispetto al
Figura 37. Tasso di parita nel periodo giugno-agosto 20050862per le

popolazioni diAn. labranchiaepresenti nel sito 9 (Principina) 10% del giugno 2006, e
* valori statisticamente significativi (p<0.05). .
65% per luglio 2005
rispetto al 46% per il luglio 2006 (p <0,05); adostp invece i valori dell'eta delle popolazioni

raggiungono valori simili (70-75%) in entrambi ghni (p> 0.05) (Di Lucat al.,2009).

ATTIVITA TROFICA E PREFERENZE ALIMENTARI

| risultati delle catture notturne effettuate sunaonegli anni 2005 e 2006 sono descritti in Figura
38. Nel sito 9, la maggior parte @n. labranchiaeé stata raccolta durante la prima ora di
esposizione (dalle ore 20:00 alle ore 21:00), arsghdattivita trofica di questa specie € rimasta
relativamente elevata anche nelle ore successive,alle 24:00 h; inoltre & stata osservata una
significativita statistica tra i due anni (p <0.0%Wel sito 11, invece, non sono state riscontrate
differenze significative (p> 0.05) e l'attivita fioa di An. maculipennis s.® apparsa piuttosto
elevata durante le prime due ore, diminuendo d@stente dopo le ore 22:00 e concludendosi
definitivamente alle ore 23:00 (Di Lueaal.,2009).
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Da un campione di 258 femmine replete di

. . A .
An. maculipennis s,l.raccolto nel 2005- Sito 9

2006, nei siti 2, 9, 10 e 11, & stato 1 fa=

analizzato il contenuto dello stomaco con |l
112y P

metodo ELISA su nitrocellulosa (Fig. 39) §_
per stabilire I'origine del pasto di sangue e

valutare quindi le preferenze alimentari | . . . ;
% 0% II% A% 0% 0% EC%H % s

delle zanzare (Boccolinet al., 2008). Il Cercentuale
pasto e stato effettuato su sei ospiti [p20m waues]

vertebrati e nessun esemplare ha mostrato g

un duplice pasto. IAn. labranchiag(N =
237) & stato possibile evidenziare una -'
preferenza alimentare per i grandi
mammiferi  (nell’ordine: bovini, ovini, ¥

suini, cavalli) e quindi per il pollame. Solo

3 esemplari, raccolti in un garage nel sit0 9, s wx  mw mx am sw ew mw eow
. . PP . . percentuale
sono risultati positivi al siero anti-uomo. e

L’attivita trofica di An. maculipennis s.§N

= 21) ha riguardato esclusivamente suini &igura 38. Catture notturne su uomo condotte durante I'estate
(luglio-settembre) 2005-2006 nei siti 9 e 11. Ldtwa sono

pollame (Tab. 10). riportate come percentuali totali di esemplari waiti per
diverse fasce orarie (dalle 20 alle 2).

mucca cavallc maiale
Controlli positivi

Campioni 4

Controlli negativi

Figura 39. Analisi col metodo ELISA per identificare I'origindei pasti di sangue. Il campione € stato coreider
positivo quando lo spot di sangue su nitrocellulassumeva la colorazione blu (riquadri) (Boccadinal.,2008).
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sito  specie mucca  pecora maiale cavalloconiglio cane uomo pollo Tot

2 LAB 36 36
9 LAB 45 75 39 15 3 9 186
10 LAB 15 15
11 MAC 16 5 21

Tot(%)  81(31.4) 75(29.1) 55(21.3) 30(11.6) 0(0) 0(0) 3(1.2) 14(5.4) 258

Tabella 10. Identificazione (per sito e per ospite) dei pastsahgue di femmine din. labranchiae(LAB) e An.
maculipennis s.MAC) catturate nel 2005-2006, usando il saggioFA.l

Un’indagine analoga e stata condotta per campioramnizare raccolte nelle indagini entomologiche
del biennio 2007-2008. In questo caso pero e #tegata una nuova Multiplex-PCR messa a
punto per questo scopo (Fig. 40). Anche in questmoni, a seconda della tipologia di animali
domestici presenti in ciascun sitAn. labranchiaeha mostrato una preferenza alimentare nei
confronti dei grandi mammiferi (suini, ovini, bovjrcaprini). Solo un esemplare catturato nel sito 1
si e nutrito sul'uomo (Tab. 11).

Nel confronto tra i volatili da cortile, risulta ePAn. labranchiaesi nutre piu spesso sui polli
rispetto alle altre specie di uccelli domesticirgh€ numericamente piu abbondanti nei siti

analizzati (dati non mostrati).

uomo  maiale capra bufalo & pollo

TSk

"l"lThFl

- 4-44|=.;.

164bp

i

Figura 40. Analisi per identificare I'origine dei pasti di rsgue utilizzando la Multiplex-PCR. |
prodotti di PCR che si ottengono hanno una dimemsie quindi un’altezza diagnostica.
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sito specie mucca bufalo pecora capra maiale cawall asino coniglio cane gatto uomo ratto pollo Tot

1 LAB 2 7 1 10
2 LAB 2

3 LAB 3

4 LAB 9 2 11
5 LAB 5 5
6 LAB 3 8 11
7 LAB 2 2
8 LAB 1 1

Tot(%) 5(11.1) 2(4.4) 15(33.3) 3(6.7) 17(37.8) 0() 0() 0(0)) 0(0) 0(0) 1(22) 0(0) 2(4.4) 45

Tabella 11.ldentificazione (per sito e per ospite) dei pasgsahgue di femmine din. labranchiagLAB) catturate nel 2007-2008, usando la MultipR&€R, messa a punto in
guesto studio.
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CALCOLO DELLA CAPACITA VETTRICE
La capacita vettrice din. labranchiaee stata valutata sia pEr falciparumche perP. vivax in
quattro siti dell’area di studio, per gli anni 200806, usando la formula di MacDonald (1957). A
guesto scopo, in base alla letteratura corrente stati stabilita priori i seguenti parametri:

¢ all'antropofilia della specie (HBI) e stato assegnan valore pari a 0.5;

¢ il ciclo gonotrofico della zanzara e stato consitieimediamente di tre giorni;

¢ il ciclo sporogonico é stato considerato di 11 wgjiguer P. falciparume 10 giorni pefP.

vivax,ad una temperatura media giornaliera di 25°C.

| valori per i mesi di giugno, luglio ed agosto eaiportati in Tabella 12.

¢ 2 9 10 11
sito
Valfragida Principina Ampio Val di Merse
P.falciparum| P.vivax P.falciparum P.vivax P.falcipen P.vivax P.falciparum P.vivax
giugno NC NC <0.01 <0.01 NC NC NC NC
luglio <0.1 <0.1 <5-10> <5-10% <0.1-0.5> | <0.1-0.5% <0.01 <0.01
agosto <1 <1 <2-4> <3-5> <0.8-2> <0.9-3> <0.1 <0.1

Tabella 12.Valori della capacita vettrice (VC) din. labranchiaesia perP. falciparumche perP. vivax per il biennio
2005-2006, in quattro siti dell'area di studio.
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ANALISI ULTRASTRUTTURALE DELL’APPARATO RIPRODUTTORE  FEMMINILE

Al SEM é stato analizzato I'apparato riproduttoeenfinile di tre anofeliniAn. labranchaie An.
maculipennis s.® An. stephensiln queste specie esso presenta una strutturaganedstituita da
due ovari e due ovidotti laterali, una singola speteca ed una singola ghiandola accessoria (Fig.
41 e Fig. 42).

ovidotti
laterali

\
= 4

-, *

I
spermateca —, “,

- 1

ghiandola /
accessoria femminile

SFBFM 188181

iy,

Figura 41. Apparato riproduttore femminile al SEM.

TEM, la spermateca ha una form
sferica ed una struttura cuticola
pigmentata; €& circondata da
sottile strato di cellule epiteliali e
al polo posteriore, presenta u
placca di cellule ghiandolari pi
grandi. Lo strato cuticolarg
contiene numerose piccole arg
depigmentate che conferisco
alla struttura un apparente aspe R
perforato e che al TEM appaion Figu 42. Particolare della spermateca (a sinistra) e detianglola

. . . . . accessoria femminile (a destra)Adi. maculipennis s.el SEM.
come zone in cui la cuticola é pi..
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sottile (Fig. 43).

Figura 43. Particolare della parete della spermateca: I'areéaottile, al centro, appare all'ottico come dgpéntata.

by \

La ghiandola accessoria € globulare e, attraverscsaitile dotto, € connessa alla vagina in
prossimita dell'apertura del dotto spermatecalentvéele dimensioni della ghiandola variano nelle
tre specie in esame, come mostrato in FiguraAM¥ $tephengpossiede la ghiandola piu piccola,
An. maculipennis s.4a piu grandeAn labranchiaequella di dimensione intermedia), la struttura

rimane analoga.

Figura 44. Spermateca e ghiandola accessoria in femmiaegid di An. maculipennis s.¢a sinistra) An labranchiae

(al centro) éAn. stephengia destra).

La ghiandola e, infatti, costituita da cellule aljate, cilindriche presenti intorno ad un canale

centrale che termina con due sottili diramaziorss€@vata all’'ottico, la parete del canale ha un
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aspetto rugoso per la presenza di duttuli che esnerdalla porzione apicale delle cellule allungate.
Distalmente, il canale prosegue nel dotto dellagtola, che si apre nella vagina.

In An. labranchiaee stato investigato I'effetto dell’assunzione gasto di sangue sulle dimensioni
della ghiandola, durante tutto il ciclo gonotrofiddanalisi ai diversi stadi ha mostrato una cresci
significativa della ghiandola subito dopo il pastanto da raddoppiare le dimensioni, ma non

durante la digestione, fase in cui I'organo nonarditdimensioni (Fig. 45). Dopo la deposizione la

ghiandola si riduce, ma rimane comunque piu grahdeella presente nelle femmine nullipare.

e, |

Figura 45. Variazione nelle dimensioni della ghiandola acceastemminile diAn. labranchiaedurante il ciclo

gonotrofico. (A sinistra, prima del pasto di sangalecentro, subito dopo il pasto; a destra, dogrziple digestione).

Come in molte ghiandole ectodermiche di insettih@nia ghiandola accessoria € composta da due
distinte porzioni: al microscopio ottico si ricomosio cellule ad attivita secretoria e cellule che
costituiscono il dotto, secondo I'organizzaziongpb 1l di Noirot e Quennedey (1974) (Fig. 46).

Figura 46. Ghiandola accessoria @in. labranchiaesubito
dopo il pasto di sangue, all'ottico.

In sezioni trasversali condotte attraverso la
porzione secretoria della ghiandola ed esaminate al
TEM, si osservano, procedendo dallinterno
all'esterno, 1 seguenti elementi: un’intima
cuticolare di spessore variabile che riveste ildum
quindi uno strato di piccole cellule (le cellule
secernenti il dotto), uno strato di grandi cellule
piriformi secernenti ed infine una membrana basale
(Fig. 47).
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Figura 47.Porzione della ghiandola accessoriddi labranchiaeal TEM.

Quarantotto ore dopo il pasto di sangue, le celdlattivitd secretoria presentano la maggior parte
del citoplasma e il grande nucleo localizzati gikrte basale della cellula, mentre la porzione
apicale é costituita da due lunghe propaggini Gtapatiche che circondano il serbatoio in cui si
riversa il secreto (Fig. 48). Al TEM il secreto b aspetto filamentoso ed appare circondato da
delicati setti costituiti da cellule adiacenti dlidajuali protrudono corti microvilli. | nuclei ha
forma irregolare, presentano ampi
nucleoli e grandi masse di cromatina
condensata. Il citoplasma é ricco di
lunghe ed irregolari cisterne del
reticolo endoplasmatico ruvido,
sSpesso disposte tra loro
parallelamente, di mitocondri e di
apparati del Golgi associati a
numerose vescicole. Molti di questi
elementi sono localizzati presso una

cavita extracellulare (Fig. 48).

Figura 48. Particolare della parte basale di una cellulastegr: € possibile evidenziare il grande nucleoidale ed il
citoplasma ricco di reticolo endoplasmatico ruvElmumerose vescicole con materiale elettrontraspar&lumerosi

microvilli protrudono nella cavita ricca di matdeaecretorio debolmente fibroso.
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Il materiale secreto si addensa intorno alla papieale complessa di un breve dotto efferente o
duttulo. Quest'ultimo collega la cavita delle c&dlisecretorie al lume della ghiandola e risulta in
continuazione con l'intima cuticolare che lo riees$ia I'intima cuticolare, sia la cuticola del ot

efferente sono formate dalle cellule del dotto.r@uil materiale di secrezione passa attraverso il
complesso apice del duttulo, che mostra piccoli fat € drenato dal serbatoio cellulare nel lume

della ghiandola accessoria (Fig. 49).

e

Figura 49. A sinistra I'apparato terminale che connette laitdadella cellula secretoria al lume della ghidaddi An.
labranchiae(x16000). A destra particolare della parte apicalaplessa del duttulo (x50000).

Le cellule del dotto sono piatte: presentano unlewcallungato, mitocondri e reticolo
endoplasmatico ruvido. Sono unite fra loro da giomizsettate e prendono contatto attraverso
estroflessioni citoplasmatiche con le cellule sexre. Le cellule del dotto elaborano il materiale
elettrondenso cuticolare che va a formare la sqgtirete del duttulo e la spessa e complessa parete
del dotto cuticolare (Fig. 50 e Fig. 51).

Non sono state identificate fibore muscolari intoalacorpo ghiandolare, che sono invece presenti

intorno al dotto.
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Figura 50. Particolare delle cellule del dotto e del materiedmplesso che elaborano e che va a formare étepadel
dotto

Figura 51. Particolare delle cellule del dotto.
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REALIZZAZIONE DI MAPPE DI RISCHIO

L’esigenza di monitorare nellarea di studio alcumspetti ambientali, le principali attivita
antropiche e la presenza dei potenziali vettonmdiaria impone di conoscere il territorio con |l
massimo dettaglio possibile, in modo da poter [fiizarie strategie per fronteggiare emergenze
nell’ambito della salute pubblica (Angeii al.,2009, Boccoliniet al, 2009).

A questo scopo sono state realizzate mappe dihiasstrutturale” per la maremma tosco-laziale
che definiscono gli “ambienti sensibili” alla pri@iazione di popolazioni d\n. labranchiaee che
comprendono la fascia costiera delle Province dis€gto e Viterbo, fino a circa 40 di distanza dal
mare.

L’'immagine satellitare ASTER ben rappresenta |lattaristiche della vegetazione e della copertura
del suolo della pianura grossetana: le aree direolerde evidenziano la pineta presente lungo la
fascia costiera e i campi coltivati con colturegue; le zone con una colorazione rosso-arancio

identificano il suolo nudo, privo di vegetazionesiti di campionamento 9 (Principina) e 11

(Ampio), si trovano ad una distanza di circa 1,5 #emaree umide artificiali (risaie) e naturali
(Diaccia Botrona) (Fig. 52).

Figura 52. Immagine satellitare ASTER dell'area di studio
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I livelli informativi utilizzati (la mappa di uso @l suolo, la mappa del reticolo idrografico, il
modello digitale del terreno SRTM e la mappa gewefziata di tutti gli allevamenti zootecnici,
localizzati al di sotto dei 300 m s.I.m.) rappreseo i diversi elementi ambientali che influenzano
la presenza della specie. La stima quantitativie gelpolazioni degli adulti (indice di infestazigne

e messa in relazione alle variabili climatiche aftbientali.

A partire dalle informazioni di base dell'uso dab® e dellidrografia, opportunamente elaborate,

e dopo aver valutato le soglie di temperatura medie mappe climatiche, fissando a 300 m s.l.m.
la quota limite oltre la quale € improbabile indivare la specie, é stata realizzata una prima mappa
che riproduce i potenziali focolai larvali e le @ravorevoli allo sviluppo dAn. labranchiaedal

punto di vista termico (Fig. 53).

Figura 53. Mappa dei focolai larvali e, in giallo, le areedaevoli allo sviluppo dAn. labranchiae
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Per stimare quantitativamente la presenza delleiespe stata ricavata una distanza relativa rispett
a ciascun focolaio larvale. Il dato ottenuto ecstaserito in un modello di calcolo, insieme alle
informazioni relative alle risaie, alle aree umia@e,reticolo idrografico ed ai corpi idrici. Ogni
singolo strato informativo e stato moltiplicato merefficienti di regressione derivanti da analoghi
studi condotti in siti larvali nella regione fraseedella Camargue (Tra al.,2008).

Si e ottenuto cosi un valore, definito indice ldeyahe rappresenta la probabilitd di avere lanve i
un sito, almeno una volta in un anno, e tutti oviatelativi ai diversi siti sono stati mappati ¢Fi
54).

Larval Index
[ Jo-o01
o -01s
[ Jo1s.02s

[ 1025-05

T o5-075

Figura 54. Mappa dell'indice larvale.
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| valori di indice larvale sono stati confrontatircle abbondanze massime annuali di catture dei sit
di campionamento 2 (Valfragida), 9 (Principina) @ (Ampio), permettendo di trovare il valore

della distanza dal sito larvale che fosse piu adereon i dati relativi agli adulti osservati (Fip).

y=20433.07090x ¥=17416.4074x 2000 v 1s3mEovsTs
15°D R} . u?dns 1?““ ﬁz - 9?553 Fd = 0. 76546
1000
1000 | 1000 -
EOD | * 200 * BOD *
- GO0 = &0p s
BOD P 400 -
| il L A00 — e
400 =
| F}_,ff zng — _ . | ff,f .
200 ¥ ) .-
0 +— . - 0003000 0.0 20000 0.020000 0060000 '
0.00D0000 0.O50000
0000300 0020000 G.040000

Figura 55. Correlazione tra catture e distanza del sito dad@pa dell'indice larvale

La distanza che meglio ha correlato i dati osse®attata quella di 2000 metri. Il coefficiente
angolare della retta di regressione, che vale dif#00, e stato quindi moltiplicato per la mappa

dell'indice larvale in modo da ottenere una mappadittiva della presenza e abbondanza di adulti

Mappa predittiva di densita
[ ]e

[ jo- 1oy

[ 110- 100

[ 1100- 1000
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Figura 56. Mappa predittiva di densita di popolazionéAdi. labranchiae.

-85 -



Rispetto al lavoro svolto dal gruppo di ricercanfrase (Traret al., 2008) e stato inserito un
ulteriore fattore spaziale che tenesse conto daésenza dei siti zootecnici (localizzati nella
provincia di Grosseto, al di sotto dei 300 m sd.Rig. 29) e, quindi, dei potenziali ospiti sui tjua

gli anofelini potessero pungere ed ha prodottod@mpa predittiva in Figura 57.

[ | 1100 - 1000)
B =000
L

Figura 57. Mappa predittiva di densita di popolazioneAdi. labranchiaeViene considerato I'indice larvale aggregato
con raggio 2 km e la presenza dei siti zootecnici.
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REALIZZAZIONE DI MODELLI STATISTICI

E’ stato elaborato un modello statistico a regmassilogistica peAn. labranchiaeche descrive la
dinamica stagionale delle popolazioni della spgcésenti presso i siti campionati, determinando i
fattori climatici correlati alla loro presenza eeclia previsioni dei livelli di densita della
popolazione (Angelet al., 2009). Questo modello é stato realizzato mettendelazione i dati
entomologici raccolti nel biennio 2005-2006 nei 2i(Valfragida), 9 (Principina), 10 (Ampio) e 11
(Val di Merse) con i parametri atmosferici rilevalalle stazioni meteorologiche piu prossime ai

punti di campionamento.

Analisi esplorativa dei dati e delle matrici di celazione

Dall’analisi esplorativa dei dati, risulta che laopwlazione diAn. labranchiaedel sito 9
(Principina), situato in prossimita delle risaigegente ad alte densita se rapportate ai valori di
abbondanza dei siti 2 (Valfragida), 10 (Ampio) e(Val di Merse). Questa differenza rispecchia le
caratteristiche geomorfologiche del territorio difologia dei focolai larvali: nel sito 9 le rigadi
pianura costituiscono focolai larvali altamentedutivi rispetto ai ristagni del torrente Ampio e
alla Diaccia Botrona (sito 10) e ai bacini del Corauwli Tarquinia (sito 2). Rispetto al sito 9, anche
il sito 11, localizzato in Val di Merse, presentare principali focolai larvali le risaie, ma qui le
differenti condizioni climatiche ed ambientali faiszono alti livelli di densita diAnopheles
maculipennis s.smentre la presenza An. labranchiaaisulta molto scarsa.

Di seguito e riportato il grafico con le serie teorgdi delle catture di adulti nei 4 siti per il hi@o
2005-2006 (Fig. 58). Questo grafico riporta le senmogeneizzate su scala settimanale attraverso
un’interpolazione lineare dei dati originari. Paichel biennio 2007-2008 nella Tuscia laziale la
frequenza di campionamento ha avuto cadenza meihgjtafico relativo non é stato uniformato su

scala settimanale (Fig. 59).
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Catture settimanali di adulti di An. labranchiae omogenizzate 2005-2006
DATA SET DI CALIBRAZIONE
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Figura 58. Grafico della serie temporale delle catturéddi labranchiaeomogeneizzate a scala settimanale nel 2005 e
2006 a Principina, Ampio, Valfragida e Val di Merse

Catture mensili "unatantum" in Tuscia 2007 - 2008
DATA SET DI VALIDAZIONE
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Figura 59. Grafico della serie temporale delle catturédi labranchiaeeffettuate mensilmente nel 2007 e 2008 in 4
siti presenti lungo la costa laziale, in Provindid/iterbo.
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Successivamente sono stati presi in considerazouagi, fattori meteo-climatici, quelle variabiliatr
loro ortogonalizzate che meglio spiegassero la grarte della varianza (predittori termici e
psicometrici: sommatoria termica a sette e quingiarni, accumulo di gradi giorno con soglia 5,
10 e 15 °C, escursione termica media, varianzaedellrsione termica, media delle temperature
medie, varianza delle temperature medie, numegodni con velocita minima del vento inferiore
a 2 metri al secondo calcolata tra le ore 8:00ade20:00, precipitazione cumulata a 7 e 15 gjorni
umidita relativa media e deficit di saturazione rogd

Attraverso I'analisi delle matrici di correlaziopestata fatta una verifica qualitativa su come tgues
variabili meteorologiche fossero legate al preditia (abbondanza della specie).

Da questa analisi si evince cha. labranchiaesembra preferire situazioni ambientali carattetiez
da condizioni atmosferiche stabili, prive di var@az repentine, elevate temperature prolungate nel
tempo, venti relativamente deboli; inoltre lo spiw della specie sembra favorito da condizioni di
umidita relativa tipica degli ambienti palustri eopsimi ai bacini idrici, ma non troppo elevate,

tipiche delle giornate caratterizzate da abbondafrequenti precipitazioni.

| risultati del modello statistico prescelto, siadmiale che multinomiale, costruito a partire dai
predittori e dal predittando, vengono illustrati geafici riportati nei successivi paragrafi. Inesii
grafici, i dati delle catture entomologiche sonddiwuisi in categorie (0, 1 per il binomiale; 0,2,
per il multinomiale). Le categorie osservate vemganesse a confronto con le probabilita di
accadimento di ogni categoria, calcolando tre inshiatistici diskill che permettono di validare le
prestazioni del modello rispetto ai dati reali: itHRate che indica la probabilita di ottenere
previsioni corrette rispetto alla totalita deglieei; il POD (Probability Of Detection) che valuta
guante sono le previsioni corrette rispetto all@lith degli eventi osservati e FAR (False Alarm
Ratio) che determina i falsi allarmi rispetto atlatalita degli eventi previsti. Per una buona

previsione I'Hit Rate e POD devono risultare prossad 1, mentre il FAR prossimo a zero.
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Sito 9: Principina (calibrazione)

La calibrazione del modello statistico sia di tipaltinomiale che binomiale é stata effettuata ¢on i
data-set di catture ottenute nel 2005-2006 nel &itm prossimita delle risaie di Principina (Fig.
60).

o =
2 % Classi Oss. | ™ e =
m Prob. 1 bin. o
O Prob. 0 o
Prab. 1 o

— Prob. 2

Settimant

Figura 60. Grafico delle categorie osservate messe a cowfiaon le probabilita di accadimento per il sitoahte il
biennio 2005-2006.

Modello multinomiale (0; 1-60; >60)
0ss 0 0ss NO O oss 1 oss NO 1 0ss 2 0ss NO 2

prev 0 49 3 prev 1 30 7 prev 2 11 4

prev NO 0 4 48 prev NO 1 7 60 prev NO 2 3 86
tot eventi 104 tot eventi 104 tot eventi 104
HIT RATE 0.93 HIT RATE 0.87 HIT RATE 0.93
POD 0.92 POD 0.81 POD 0.79
FAR 0.06 FAR 0.19 FAR 0.27

Tabella 13.Tabella di contingenza e relativi indici skill.

Per questo sito gli indici dkill ottenuti dal processo di calibrazione mostrandouon risultato,
riuscendo a discriminare la categoria 0 (assenlta sigecie) con un POD del 92%, la categoria 1
(abbondanza compresa tra 1 e 60 esemplari) coindell'81% e la categoria 2 (> 60 esemplari)

con un POD del 79%. Anche il FAR presenta valoritsmbuoni, ovvero prossimi a zero (Tab. 13).
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Sito 10: Ampio (calibrazione)
La calibrazione del modello statistico sia di tipaltinomiale che binomiale é stata effettuata ¢on i
data-set di catture ottenute nel 2005 - 2006 tell€), in prossimita del torrente Ampio (Fig. 61).

@ o £
2 » Classi Oss. E
m Prob. 1 bin. o
Ol - Prob.0 o
Prab_ 1 o
— Prob. 2
1 —]
D —_ —————
| | | | | |
0 20 40 60 80 100
Settimant

Figura 61. Grafico delle categorie osservate messe a cowfrmott le probabilita di accadimento per il sitodifante
il biennio 2005-2006.

Modello binomiale (presenza/assenza 1-60)

ossl o0ssO
prev 1 44 7
prev 0 4 49
tot eventi 104
HIT RATE 0.89

POD 0.92
FAR 0.14
Modello multinomiale Modello multinomiale (0; 1-50; >50)
0ssO0 o0ssNOO ossl o0ssNO1 0ss 2 0ss NO 2
prev 0 48 5 prev 1 41 7 prev 2 3 0
prev NO O 7 4 prev NO 1 5 51 prev NO 2 0 101
tot eventi 104 tot eventi 104 tot eventi 104
HIT RATE 0.88 HIT RATE 0.88 HIT RATE 1
POD 0.87 POD 0.89 POD 1
FAR 0.09 FAR 0.15 FAR 0

Tabella 14.Tabella di contingenza e relativi indici skill.
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Per questo sito gli indici dikill ottenuti dal processo di calibrazione mostranaisutato piu che
soddisfacente, sia per il modello binomiale chequesllo multinomiale (Tab. 14).

Sito 11: Val di Merse (calibrazione)
La calibrazione del modello statistico di tipo himale é stata effettuata con il data-set di catture
ottenute nel 2005 — 2006 nel sito 11, in prossirdi#e risaie della Val di Merse e di un tratto

dell’omonimo fiume (Fig. 62).

= Classi Oss.
= Prab. 1 hbin.

Classes

Prabahility

Settiman

Figura 62. Grafico delle categorie osservate messe a cownfraomt le probabilita di accadimento per il sitodirante
il biennio 2005-2006.

Modello binomiale (presenza/assenza 1-60)

ossl 0ssNO 1
prev 1 8 6
prev NO 1 10 80
tot eventi 104
HIT RATE 0.85
POD 0.44
FAR 0.43

Tabella 15.tabella di contingenza e relativi indici skill.

Per questo sito gli indici dskill ottenuti dal processo di calibrazione mostranorisaltato

abbastanza soddisfacente, benché i valori di eatagistrati risultino piuttosto bassi (Tab. 15).
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Sito 2: Valfragida (calibrazione e validazione)

La calibrazione del modello statistico di tipo himale é stata effettuata con il data-set di catture

ottenute nel 2005 - 2006 nei pressi del sito 2odalita Valfragida, presente lungo la costa lazial

tra Tarquinia e Montalto di Castro (Fig. 63).

o . =
@ Classi Oss. =
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Figura 63. Grafico delle categorie osservate messe a cowfreot le probabilita di accadimento per il sitolZahte il

biennio 2005-2006.

Modello binomiale (presenza/assenza 1-60)
0ssl o0ssO

prev 1 44 0

prev 0 0 60
tot eventi 104
HIT RATE  1.00
POD 1.00
FAR 0.00

Tabella 16.Tabella di contingenza e relativi indici ki

Gli indici di skill ottenuti dal processo di calibrazione mostranagismtato piu che soddisfacente

(Tab. 16).
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Inoltre per questo sito, disponendo di ulteriorii grovenienti dalle catture effettuate mensilmente
tra aprile e ottobre nel biennio 2007-2008, e spatssibile effettuare una validazione del modello
(Tab. 17).

settimane [anoph_bin_oss|anoph_oss| anoph_bin_prev
16 0,00 0,00 0,00
20 0,00 1,00 1,00
~ 25 1,00 7,00 1,00
S 29 1,00 5,00 1,00
T =33 1,00 17,00 1,00
38 1,00 15,00 1,00
42 1,00 6,00 0,00
16 0,00 2,00 0,00
20 1,00 3,00 1,00
© 25 1,00 8,00 1,00
S 29 1,00 9,00 1,00
T =33 1,00 8,00 1,00
38 1,00 31,00 1,00
42 1,00 6,00 1,00

Tabella 17.Confronto tra categorie osservate e quelle previst sito di Valfragida per il biennio 2007-2008.

Modello binomiale (presenza/assenza 1-60)
ossl o0ssO

prev 1 9 1

prev 0 0 4
tot eventi 14
HIT RATE  0.93
POD 1.00
FAR 0.10

Tabella 18.Tabella di contingenza e relativi indici skill.

| risultati espressi dagli indici dikill sono piu che soddisfacenti con soli due errorl4® con un
successo dell'85.7%, anche se l'impiego di un nonmpu consistente di dati potrebbe rendere i
risultati maggiormente affidabili (Tab. 18).
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DISCUSSIONE

Sulla base dei risultati qui riportati e alla ludella letteratura scientifica analizzata, & possibi
delineare quale sia, ad oggi, la possibilita dntreduzione della malaria nell’area di studio, la
Maremma.

Le specie anofeliche appartenenti al complégsomaculipennisono state rinvenute in tutta I'area
di studio. Sia la composizione di specie, che Iasda e le dinamiche stagionali sono risultate
diverse in relazione ai biotopi, alle attivita aqiche e ai fattori climatici caratteristici di s@un
sito di studio.

An. labranchiaeé la specie predominante nella Maremma toscanpaiiticolare nei siti 9 e 10
(>98%). La specie risulta comunque prevalente lumngfa la fascia costiera (siti da 1 a 5), fino al
limite sud dellarea di studio, nella Maremma |$&igd69%-91%), dove per0 la specie non
raggiunge mai densita elevate, confrontabili copdezione toscana. In particolare, nella piana del
grossetano, le risaie che rappresentano i prindipadlai larvali perché alimentate da un costante
continuo apporto di acqua, consentono alla specieghiungere densita epidemiologicamente
importanti (sito 9). Tali densita non vengono nmegiunte in altre zone dell’area di studio, dove i
siti riproduttivi dipendono principalmente dalleepipitazioni. Nel sito 10, nelle vicinanze del leog
in cui si verifico il caso di malaria autoctono NE997, la popolazione dhn. labranchiaeé
mantenuta a medie densita, sostenute dalla vicindakzPadule della Diaccia Botrona. Quest'area
naturale rappresenta l'originario habitat e I'abtbamza di acqua e la ricca vegetazione lacustre
permettono la proliferazione delle larve, le cunsita sono comungue regolate dalla presenza di
numerosi predatori naturali (pesci, anfibi, uccefisetti etc.).

Nel sito 11, collocato a nord-est dell’area di studell’alta valle del fiume Merse, a circa 300840
m s.l.m., le differenti condizioni ambientali fai®@rono un rilevante sviluppo dell’altra spedia.
maculipennis s.smentreAn. labranchiaaappresenta solo 1-3% del campione analizzatstessa
situazione si presenta anche nella porzione lazalkarea di studio (siti 6, 7 e 8), dovan.
maculipennis s.srisulta la specie dominante, ma dove tuttavia 2@07 sono stati rinvenuti
esemplari diAn. labranchiae(11% nel sito 6, 16% nel sito 7 e 9% nel sito B)ttavia, queste
piccole frazioni di popolazioni din. labranchiaerappresentano nuove e inattese testimonianze
della specie in queste aree interne, rispetto @ilribuzione finora nota. Questo risultato e
ulteriormente avvalorato dagli esemplariAth. labranchiaerinvenuti durante sporadiche indagini
entomologiche condotte nell’entroterra del grossetael luglio 2006 (16% a Cinigiano e
Casenovole) e in Umbria sia nel 2003 a Fabro-Alvigh3%) che nel 2008 a Narni (5%An.
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melanoone stato trovato sporadicamente sul territorio (percentuali che oscillano tra I'1% e |l
3.9%) e mai modo continuativAn. atroparvusvicariante settentrionale 8n. labranchiagée stato
rinvenuto nell’area di studio una sola volta néb 9 nel 2006, ma la sua presenza in aree piu
interne e testimoniata dai ritrovamenti nel 200€iaigiano e Casenovole, localita collinari del
grossetano, poste lungo il pendio di Monte Antedogonfine con la provincia senese, e nel 2003, a

Fabro, cittadina umbra a 364 m s.l.m.

Le analisi condotte per la realizzazione di mappeaisthio “strutturale” hanno permesso di
identificare le aree che mostrano un’elevata paddite per la presenz@n. labranchiae In
particolare intorno alle risaie e alle aree umittame confermato dalle indagini entomologiche, si
riscontrano le maggiori densita previste della speda la mappa prodotta, oltre a confermare il
dato ottenuto nell’area di studio (Principina ed f\o), pone in evidenza altre aree a rischio,
soprattutto nei pressi delle prime propaggini oalli di Magliano e Scansano e lungo la valle
dell’Albegna, che dovrebbero essere oggetto diesgiianza entomologica.

Inoltre, nell’'ottica di una corretta gestione dedimergenze sanitarie, € importante sottolineare che
la scelta di utilizzare, come livelli informatifiuso del suolo, la rete idrografica, ma soprattutt
guello relativo alla presenza e localizzazione si8i zootecnici, si € dimostratio estremamente
valida nell’elaborazione della mappa di rischiol@®laremma. Infatti, rispetto a quanto emerso in
studi condotti nella grande area naturale del seith d~rancia, la Camargue, dove i potenziali
focolai larvali (numerose risaie ed un’area umidaltm estesa) sono distribuiti sul territorio in
maniera continua ed omogenea, in Maremma tali antibg®no piu localizzati e distribuiti “a
mosaico”. Inoltre disponendo di informazioni relati non solo alla localizzazione, ma anche al tipo
di allevamento del bestiame (specie allevate e murdiecapi), sara possibile elaborare in futuro
mappe che evidenzino differenze nella diffusioneatizare in presenza di allevamenti differenti.
Inoltre le buone prestazioni realizzate dai modstitistici nel descrivere i livelli di abbondanza
della specie nei vari siti, in relazione alle vhaiiameteo-climatiche, avvalorano la convinzione di
aver utilizzato I'approccio statistico adeguatoi agliettivi della ricerca. Le fluttuazioni stagidna
di popolazioni diAn. labranchiadungo l'intera pianura maremmana, seguonarend termofilico,
tipico dell’ecologia della specie, come dimostraaache dallandamento della parita nella
popolazione diAn. labranchiaedi Principina (sito 9) e come gia confermato ieqadenti studi
condotti in questa area negli anni ‘90. | bassownatli giugno riflettono la presenza di giovani
popolazioni, ancora a bassi livelli di densitajuglio I'aumento dei valori di parita sono coerenti
con I'incremento delle popolazioni, mentre ad agastalori di parita piu elevati coincidono con il

picco di abbondanza numerica.
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L’attivita trofica di An. labranchiaee di An. maculipennis s.si esplica dal crepuscolo all'inizio
della notte, concentrandosi maggiormente nelle @rme dopo il tramonto. Dalle catture notturne
condotte su uomén. labranchiaeg risultata una specie molto aggressiva, ma éesgante notare
che anché\n. maculipennis s,sspecie considerata prettamente zoofila, € maitatea dal’'uomo,
anche in presenza di altri animali. Dall'analisii geasti di sanguéAn. labranchiaesi nutre su
un’ampia gamma di ospiti, dai piccoli volatili dostei ai mammiferi, mostrando una preferenza
per quelli di grossa taglia, a seconda della tig@lalegli allevamenti presenti. Nonostante l'alto
numero degli animali presenti nei siti considesmno stati rinvenuti comunque esemplari che si
erano nutriti sull'uomo (4 su un totale di 282 pashalizzati). A conferma del carattere
spiccatamente antropofilo di questa specie, lareli@mnza tra risultati dell’analisi dei pasti e dell
catture notturne su uomo rimane solo apparentehpdiuomo di norma risulta poco accessibile,
proteggendosi con vestiti, repellenti e zanzariesk,e quindi meno esposto alla puntura delle

zanzare nelle ore in cui € massima l'attivita tafdel vettore, cioe la sera e la notte.

Il pasto di sangue, il cui apporto proteico risudtssenziale in tutti gli insetti ematofagi per la
maturazione delle uova, sembra attivare un pagieabrgano dell’apparato riproduttore femminile,
la ghiandola accessoria, come evidenziato dalldigtultrastrutturale, condotto qui per la prima
volta su specie del genefmophelesanche se in realta per gli altri generi di cdlida letteratura
risulta estremamente scarsa e daf@izesta ghiandola, attivamente secretoria, aumentaluime
subito dopo il pasto, mantenendo dimensioni intargurante la fase digestiva e di maturazione
delle uova, per poi diminuire subito dopo la depasie. Poiché il dotto di questa ghiandola é
parallelo e localizzato a monte del dotto dellarsyateca, si puo ipotizzare che le uova, durante il
loro passaggio nella vagina, vengano bersagliate rdateriale secreto dalla ghiandola,
contemporaneamente all’emissione degli spermatdaesto materiale di secrezione verrebbe
pompato nella vagina grazie alle cellule muscatae avvolgono il dotto della ghiandola. Quali
siano i componenti del secreto e la sua funzionensa oggetto di ulteriori studi di
caratterizzazione biochimica e molecolare, ancha sgomento si puo ipotizzare un suo ruolo nella
biologia riproduttiva, e in particolare nell’attxi@ne degli spermatozoi o nell’apertura del
micropilo nell'uovo. La ghiandola accessoria pobelpresentare un certo valore tassonomico,
almeno tra le specie oggetto di questo studioftinfaur mantenendo una struttura analoga, esiste
una significativa variabilita nelle dimensioni e tre specie dAnophelesin particolargin An.
maculipennis s.da ghiandola possiede dimensioni maggiori rispattguella diAn. labranchiae,
mentreAn. stephengiresenta, in assoluto, la ghiandola piu piccllaltre I'osservazione di questa

ghiandola al microscopio ottico, contestualmentel@dsico esame degli ovarioli (Detinova, 1962),
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permette di analizzare la parita in una popolazionequanto le femmine pare, anche dopo la
deposizione delle uova, mostrano una ghiandolairdemisioni maggiori rispetto alle femmine

nullipare.

Per quanto riguarda il rischio di un’eventuale teiduzione della malaria in Maremma, dalle
caratteristiche differenziali delle due specie pladiali e dai fattori climatici e morfologici
dell'area di studio, si puo ipotizzabile che lunigofascia costiera (< 100 m s.l.m.) la stagione
potenzialmente favorevole alla trasmissione vadérdzio di giugno alla fine settembre, con una
prevalenza di casi importati da vivaxtra 'inizio di giugno e meta agosto e un leggsiitiamento
stagionale per quelP. falciparum,(tra gli inizi di luglio e la fine di settembre)nvece, nelle zone
collinari dell’entroterra, la stagione idonea al@missione risulterebbe piu breve (da fine giugno
fine di agosto). | presupposti perché cio avvengsspno essere valutati dall’analisi del potenziale
malariogenico, attraverso la stima dei tre paramelte lo determinano, cioé la recettivita,
l'infettabilita e vulnerabilita dell'area. | ris@ti del presente studio, suffragati dalla lettenatu
dimostrano che I'area di studio &€ molto recettiea la presenza din. labranchiaeche in alcune
aree raggiunge spesso densita cospicue. Inoltretajispecie mostra valori teorici di capacita
vettrice molto elevati: nel sito di Principina (@esti valori, per il mese di luglio, sono compres
tra 5 e 10, per entrambe le specie plasmodialitme agosto, tra 2 e 4 derfalciparume 3 e 5
perP. vivax

Relativamente all’infettabilita din. labranchiae questa specie risulta suscettibile a ceppi tedpic
di P. vivax come confermato, nel 1997, dal caso di malariacéono. Probabilmente questa specie
presenta una potenziale, anche se bassa, compet¢razanettere ceppi tropicali Bi falciparum,
come testimoniato in recenti esperimenti effetteat popolazioni dAn. labranchiaeprovenienti
dal sito di Principina (9) e raccolte in tempi disie Nel 2007 sono stati condotti cinque tentatiivi
infezione diAn. labranchiag proveniente dal sito di Principina (9), cén falciparum(ceppo di
laboratorioNF54), inducendo le zanzare a pungere su un appaté#ioiale, presso i laboratori del
Medical Centre dell'Universita di Nijmegen (PaesisBi). Questi esperimenti hanno evidenziato lo
sviluppo del parassita fino alla fase di oocistidiresemplari sui 35 sopravvissuti e dissezionati
(8.6%), dimostrando che la specie si infetta casplodio (Boccolingt al.,2008). Nel 2008 presso

il Centre de Production et d'infection dAsopheles dell'lstituto Pasteur di Parigi, sono state
effettuale tre prove che hanno dato una prevalenedia di infezione del 29.3% e un numero
medio di 0.4 oocisti per zanzara. Nel 2009, quatsperimenti successivi hanno prodotto una
prevalenza media di infezione del 7% e un numerdiongi 0.08 oocisti. Poiché nessuna zanzara

infettata e sopravvissuta, non e stato possibilergare il completamento del ciclo con la
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localizzazione finale degli sporozoiti d?. falciparum nelle ghiandole salivari, che avrebbe
dimostrato la capacita infettante della popolazidn@n. labranchiaedi Principina (Boccoliniet

al., submittegl. Attualmente sono in fase di processamento aldegii esemplari dissezionati nel
2009 per evidenziare con tecniche molecolari lagmea degli sporozoiti nelle ghiandole salivari.
Per quanto riguarda il numero dei casi importattatia nell’'ultimo decennio, dopo un picco di casi
nel 1999 (1083 casi), si € registrata una tendee® una graduale diminuzione, sia tra italia® ch
tra immigrati (dai 977 casi del 2000 ai 630 casiaf®6, con circa una diminuzione dell’8-10% per
anno) (Romiet al., 2002, Boccoliniet al., 2007). In particolare, in Toscana dei 241 casiartgii
notificati tra il 2000 e il 2004, 31 (13%) eranorfabori di gametociti; di questi, 8 erano presenti
nell’area di studio (provincia di Grosseto) e sblmel periodo favorevole alla trasmissione (tra
giugno e ottobre). Quindi la vulnerabilitd dell’areli studio risulta estremamente bassa per lo
scarso numero di casi in cui € comprovata la pesel gametociti, nel periodo favorevole alla
trasmissione (con una media 1 portatore di gamésuio) (Romiet al.,2006).

E’ necessario pero sottolineare che il numero tifiobe dei casi importati potrebbe rappresentare
una sottostima della situazione reale, in quamt@l¢une regioni del Centro e del Sud d’ltalia non
vengono registrati tutti i casi di malaria, soprtti tra gli immigrati, e in particolare tra quelli
irregolari. Inoltre, benché confermata la riduziodei casi importati tra gli immigrati, essi
rappresentano ancora circa i ¥ della totalita dsi anportati. Infatti, gli immigrati, mentre nel
decennio precedente rappresentavano solo il 15%aseiimportati, nel 2002-2006 rappresentano
circa il 75% (Boccoliniet al.,2007). Rispetto agli italiani che visitano zondsghio malarico per
turismo o per lavoro, molti tra gli immigrati tentmancora ad ignorare o a sottostimare il rischio d
contrarre la malaria. Essi sono prevalentementeaai; che, lavorando e risiedendo stabilmente in
Italia, perdono I'immunita acquisita nelle aree emiche; quando tornano nei paesi di origine, in
visita a parenti e familiari, spesso senza riceraat alcuna profilassi o effettuandola solo in modo

non corretto, incorrono nel rischio di infettardigornare ammalati in Italia.
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CONCLUSIONI

Nonostante i risultati abbiano chiaramente evidaoziin’elevata recettivita e alti valori di capacit
vettrice limitatamente all'area di Principina (s, I'intera Maremma puo essere considerata un
territorio a rischio di reintroduzione della madgricosi come riportato anche per altre regioni
recentemente investigate del’Europa mediterragealj la Camargue nel sud della Francia.

In questo contesto, la Maremma, e piu in genertiddid, rappresentano sicuramente il modello di
studio piu idoneo poiché@n. labranchiage il vettore di malaria piu efficiente quando guest
infezione era endemica nei paesi del’Europa octale, € ancora ampiamente diffuso nel nostro
paese. Questa specie, per quanto riguarda I'lGdiatrale, sta probabilmente estendendo il suo
areale verso nord-est, attraverso le zone collahgia Toscana, Umbria e Lazio, come evidenziato
dai risultati di questo studio. In passato si peaszhe i bassi livelli di trasmissione della madadi
gueste aree fossero mantenuti unicamente da gireies del complessoin. atroparvuse/o
Anopheles messeaedati raccolti, comunque, non consentono andosdabilire se I'espansione di
An. labranchiaeverso le aree interne sia |'effettiva conseguedebla lotta antimalarica o dei
recenti cambiamenti climatici 0 se questa specestita sempre presente in queste zone, ma mai
rilevata in passato per la difficolta di identifioe le uova in modo univoco. Infatti, 'estrema
variabilita nel pattern di ornamentazione dell’astan rende difficile la diagnosi di questa specie
rispetto alle altre due del complesso, soprattgtiando rinvenute in simpatria, problema oggi
risolto con l'uso della diagnosi molecolare.

L’'impiego di metodologie GIS ha permesso di elabmrana mappa della presenza Ain.
labranchiaeche ci permette di fare previsioni sulla diffusodel vettore in base alle differenti
caratteristiche naturali e a quelle ambientaliedatnate dalle attivita antropiche. Inoltre é stato
elaborato un valido modello statistico capace diaditrare la stretta correlazione tra densitArdi
labranchiaee alcuni dei parametri climatici chig base alla letteratura e all'esperienza acquisita
negli anni, erano stati scelti come fattori deteraniti per I'ecologia del vettore.

Si ritiene comunque che sia il modello che la mapgpaischio abbiano ulteriori margini di
implementazione, soprattutto per il loro impiegedttivo. E’ necessario, infatti, dotarsi di mappe
di rischio che prevedano I'impatto del riscaldanoegibbale sulla demografia di potenziali vettori,
con riferimento a possibili scenari climatici. Qtesstrumento pud risultare di fondamentale
importanza per la salute pubblica, soprattuttcasocdi emergenze sanitarie.

In conclusione, 60 anni dopo I'eradicazione dellalana in Italia, il potenziale maloriogenico
presenta valori sufficientemente bassi da rendemprdbabile, ma non impossibile, la

reintroduzione di questa malattia in forma endemidan € da escludere, infatti, che sporadici e
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isolati casi diP. vivax(come quello avvenuto nel 1997) o perfino picolocalizzate epidemie
possano verificarsi in aree rurali dell'ltalia cex¢, in cui condizioni climatiche e densita del
vettore risultino favorevoli a questo evento, insge alla contestuale presenza di portatori di
gametociti, i cui numeri riportati ufficialmente rsm in realta sottostimati. Inoltre, andrebbe
approfondita a livello sperimentale I'eventualitieaun continuo contatto di ceppi plasmodiali afro-
tropicali con i potenziali vettori autoctoni possevorire la selezione o I'adattamento di ceppi di
plasmodio capaci di infettare le zanzare italidnequesto contesto, € estremamente importante
mantenere una continua sorveglianza epidemiologittaata sia attraverso il monitoraggio dei

vettori sia attraverso la caratterizzazione deglidati plasmodiali circolanti nel nostro paese.
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