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INTRODUZIONE

La leishmaniosi canina causata deishmania infantun{sin. Leishmania chagapirappresenta

undi mportante zoonosi in mol te ar eeonstierdte mo n
endemi che si stanno diffondendo anche in terr
all 6interno degl. ospi ti vertebrat.i pu, evolywv
tipo di risposta immunitaria che questi tho@o in atto:ani mal i che non svilu

risposta immunitaria cellulmediata mostrano la sintomatologia clinica nonostante abbiano una
forte ma inefficace risposta umorale mentre a
mediatapossono rimanere infetti per un lungo periodo di tempo senza manifestare segni di malattia
o0 in alcuni casi possono eliminare definitivamente il paradsitatimolazione antigenica in corso

di leishmaniosi induce nei soggetti sensibili una forte rigppstliferativa policlonale da parte dei

' infociti B con pr odu-globalineerespbnsabié bssieme talln prgsanaan t i
diretta del parassita della sintomatologia clinica. La risposta anticorpale € composta sia da una
componente specifiadi anticorpi diretti verso i differenti epitopi parassitari sia da una componente
aspecifica imputabile alla cronicizzazione del processo inflammatorio, alla reazione autoimmune
che si instaura in corso di LCan ed anche ad una alterazione della capidait@citi T di regolare

la risposta immunitaria.

| sintomi clinici piu comunemente riscontrati in corso di LCan sono: dimagrimento, anoressia,
linfoadenomegalia, alterazioni cutanee, manifestazioni oculari, zoppia, ed in caso di coinvolgimento
renale sipossono manifestare segni di patologia renale cronica secondari alla presenza di una
glomerulonefrite causata dal deposito di immunocomplessi a livello glomerulare. Le manifestazioni
della patologia renale cronica vanno dalla comparsa di poliuria/padidips agli stadi terminali di
malattia renale cronica che frequentemente rappresenta la principale causa di morte nei soggetti

affetti da leishmaniosi.

Il f ar maci utili zzat. per il trattamento ,dell a
consentono solo una riduzione della carica parassitaria e la remissione della sintomatologia (in
molti casi) ma solo eccezionalmente la guarigione parassitologica. Questo comporta in alcuni

soggetti la comparsa di recidive della malattia a distanzaslidogo il termine del trattamento.

La tesi che presentiamo si compone di una br e
| 6epi demi ol ogi a di tale malattia ed in mani e
clinicopatologici adessa associati. Negli ultimi due capitoli sono, inoltre, accennate le metodiche
diagnostiche ed i protocolli terapeutici disponibili.

4



La parte sperimentale della tesi si compone di una parte in cui sono state valutate da un punto di
vista descrittivo il sgnalamento, i segni clinici e clinicopatologici dei pazienti affetti da
leishmaniosi portati in visita presso il Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie con particolare

attenzione sull éi mpatto dell a patlalCangi a r enal

Successivamente, utilizzando una metodica immunoturbidimetrica per la misurazione di 1gG ed

|l gM wutilizzata nell uomo e recentemente val.i
misurate le concentrazioni di tali immunoglobuline in corsdofibw-up in alcuni dei soggetti

inclusi nello studio e sottoposti a differenti trattamenti-Eghmaniaal fine diindagare e meglio
comprendere | 6evoluzione della malattia in c:
preliminare, se i toli anticorpali aspecifici possano essere considerati dei biomarker per il

monitoraggio della malattia.



Capitolo 1
Eziologia ed Epidemiologia

1.1 Eziologia della leishmaniosi

Le leishmaniosi sono un gruppo di malattie parassitarie causate da protozoi emoflagellati
appartenenti al genefeeishmaniac he i nteressano in molte aree

animali (domestici e selvatici) (Baneth, 2006).

| parassiti del genereeishmaniasono organismi bifasici che completano il loro ciclo biologico fra
due ospiti: undéospite invertebrato (fl ebotom
svolge il ruolo di reservoir della malattia. La forma flagellata (promastigotelgaleica 161 5 & m
e Ssi riscontra nell 6insetto vdedineosiorecomptese trd or me

1, 5 esiridcontna invece negli ospiti vertebrati (Pampiglione, 1999).

Sono state identificate almeno 17 specie e sottospetieigtimaniala cui classificazione si basa
principalmente sulla comparazione di sequenze di DNA, analisi elettroforetica di isoenzimi

(zimodemi), e reattivita verso anticorpi monoclonali specie specifici (Alvar et al.,.2004)

I n medi ci na u maishaanigdd evdiverein diverge fodre cliniche in funzione sia

delle diverse specie dLeishmaniac oi nvol t e, si a del | 6effici en
del Il i ndi viduo. Le tre forme cliniche-cu@meancip
(MCL) e la forma piu grave che é la viscerale (VL). leishmanieresponsabili dlla forma
visceralesono:L. donovanipresenten Africa, L .infantumin Asia, bacino del Mediterraneo inclusa

| 61 eladhagasin America Centrale (Ciaramella e Corona, 2003). La maggior parte delle specie

di Leishmaniaspp che infettano | 6 uhe soonotighe € soborpoclaersono ¢ ar

strettamente antroponotiche (Baneth, 2006).

Il n medicina veterinaria | 6i mportanza dell a ma
infetti, ed in modo particolare del cane, di fungere da serbatoio di inéepemleishmaniosi nelle

aree in cui la malattia € endemica. Numerose spedieisihmanigpossono infettare il cane ma le

forme piu importanti sono quelle sostenuteLdanfantumnel Vecchio Mondo e dal suo sinonimo

L. chagasin Centro e Sud America poiché per queste il cane rappresenta il principale reservoir del
parassita pe-Galdgoeta., 2@09)( Sol ano

La leishmaniosi canineausata d&. infantum(LCan) e classificata come VL, poiché e correlata ad
alcune delle gecie di Leishmaniar esponsabi | i raechel < unel ncansi da VL,
6



generalmente un interessamento sia viscerale che cyBaeeth, 2006)Le specie diLeishmania

che infettano il cane e la loro distribuzione geografica € elencataliabkdla 1.

Specie di Leishmania Distribuzione geografica Malattia clinica (uorr
L. infantum?® Bacino mediterraneo, Asia, Viscerale
Iran, Armenia, Afghanistan, Cina
L. donovani Est Africa Viscerale
L. tropica® Nord Africa Viscerale
L. chagasi® Centro e Sud America Viscerale
L. brasilensis Centro e Sud America Muco- cutanea
L. paranensis Centro America - dMitanmea
L. peruviana Ande Peruviane Cutanea
Tab. 1:a) Principale agente eziologico della leishmaniosi viscerale nel cane;
b) Causa raramente leishmaniosi nel cane (Sof@atiego et al., 2009 modificato)
1.2 Distribuzione ed Epidemiologia
La leishmaniosi umana € una malattia endemica in 88 paese(&&ochio Mondo e 22 nel

Nuovo Mondo) e rappresenta per | duomo | a pi%
mal aria e la filariosi ' infatica contando unt¢
sono invece i paesciuit raanclh&Euduréolpaal (ta) , | 6 Afr

endemica la leishmaniosi nel cane e almeno 2,5 milioni sono i cani infetti nel sedstsddropa
(Desi eux, 2004) . La distribuzione geogrppd i ca
del |l 6insetto vettore poich® questo il sol
biologica dellaLeishmania | principali insetti vettoridella Leishmaniaappartengono al genere
Phlebotomuspp nel Vecchio Mondo eutzomyaspp nel NuovoMondo. | flebotomi sono presenti
principal mente nelle zone tropical.| (Ameri ca
zone a clima temperato (Asia e Bacino Mediterraneo), durante la stagione calda-(alago et

al., 2009).Occasionalrante sono state dimostrate modalita diverse di trasmissione del parassita
rispetto a quella vettoriale: mediante trasfusioni di sangue da donatori portatori della malattia (de
Freitas et al., 2006), trasmissione transplacentare (Rosypal et al., 2005greavé3ilva et al.,

2009). Altre modalita supposte ma non ancora provate sono: trasmissione diretta da cane a cane
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tramite morsicatwg, che giustificherebbe la presenza di casi autoctoni di LCan in aree in cui non e
stata identificata la presenza del fledro vettore, e mediante morso di altri artropodi ematofagi tra

cui pulci (Coutinho e Linardi, 2007) e zecche (Ferreira et al., ;20@mtasTorres et al., 201
Verosimil mente queste modalit?’ di trasmissi o
della leishmaniosi canina; i casi di LCan diagnosticati nelle aree non endemiche riguardano infatti
solitamente animali importati da aree endemiche o che vi hanno soggiornato durante la stagione
della trasmissione (Baneth et al., 2008). La trasmissiorla delattia in una nuova area puo
avvenire per, solo se allodédintroduzione di ani

di vettori permissivi abbastanza grande (Sol@adlego et al., 2009)

La leishmaniosi € considerata oggi una mala&ttieergente o fémergente in molti paesi del bacino

del Mediterraneo. Le condizioni climatiche (riscaldamento), le dinamiche -soclogiche
(aumentata movimentazione di persone e animali) sono i fattori che hanno permesso la diffusione
ed in alcuni casid reintroduzione dei vettori e dei patogeni da essi trasmessi anche in aree in cui la
malattia era assente (Otranto et al., 2009). Diversi gruppi di lavoro negli ultimi anni stanno
eseguendo attivita di sorveglianza (raccolta dati, esami di laboratatagiim entomologiche) al

fine di monitoraree studiare la diffusione della leishmaniosi canihadati raccolti in Italia
confermano che a partire dal 2002 il numero di casi autoctoni riscontrati sono passati da un 50% ad
un 85% i ncl ud e npdreentuale anghe @ Beantiha Altd Adigeae la Lombardia (zone
considerate non endemiche fino a venti anni fa) ed in tutte le aree sottosorveglianza é stata trovata

la presenza del vettoRe perniciosugMaroli et al., 2008)

Monitoraggi sierologici e melkolari (PCR) in aree endemiche per leishmaniosi camaano
evidenziato und i prevalenza doéinfezione al ¢lebata(@3%r no
80%)tuttavia, questo dato non &€ accompagnato da altrettanto elevate percentuali di mailattia cli

solo il 13% circa dei soggeitifetti sviluppa la LCanStudi longitudinali in aree endemiche hanno

di mostrato che | 6evoluzione naturale dell a ma
che dipendono essenzialmente dal tipo di rispost mmuni t ari a che | 6ospit
mette i n atto nei confronti del |l 6i nfezione.

immunitaria cellulemediata mostrano la sintomatologia clinica nonostante abbiano una forte ma
inefficace risposa umor al e mentre al contrar i omediata mal i
possono rimanere infetti per un lungo periodo di tempo (anche tutta la vita) senza manifestare segni
di malattia o in alcuni casi possono eliminare definitivamente il pgaa@&aneth et al., 2008). Nei
soggetti infetti asintomatici la carica parassitaria cutanea, responsabile della trasmissione della

malattia a vettori non infetti, &€ inferiore rispetto a quella riscontrata nei soggesibiliche hanno



sviluppato lamalati a pertanto anche | 6i mportanza epi

correlata alla suscettibilita alla LCan (Saridomichelakis, 2009).

Non endemic areas
Countries or areas where cases are typically not
autochthonous (traveling or imported dogs)

Potential areas
Expected presence of known vectors and clinical cases

Autochtonous cases
Rare individual cases that have never travelled to endemic
areas (vectorial / non vectoral transmission?)

Autochthonous foci
(kennels with vectorial / non vectorial ransmission?)
(published or known by the authors)

Endemic areas

Areas with multiple cases {abundant and active vectors)
The prevalence and distribution of the disease are not
uniform but highly dependent on microclimate and
microhabitats

In many countries detailed information is still lacking

The northern limits of endemic areas are not well known.
The limits presented are estimated according to the
scientific literature and unpublished information

I
“.(. /Camtvts!andsw ‘cmw

Fig.1: Di stri buzione dell 6inf
(SolaneGallego et al., 2009)




Capitolo 2

Patogenesi
2.1 Meccanismo patogenetico dell déinfestazion
La leishmania~ i nocul ata nella cute dell dospite

durante il pasto di sangue del flebotomo femmina ematofdgtto. @ Do p o | parassimpen | o i
riuscire a sopravvivere deve superare i me Cc C a
[ i si medi ata dal compl emento e | a produzione
fasi iniziali in cui entra in gioco lasposta immunitaria innata sono fondamentali nel condizionare

|l a progressione dell déinfezione. Se il par as s
sopravvivere moltiplicandosi all i nternoi del
del macrofago stesso e disseminazione del parassita in sedi distanti dal punto di inoculo. Nei
soggetti suscettibili il passita, veicolato dai macrofagi e da altre cellule del sistema reticolo
endoteliale,s i di ffonde i n attine daglioorgdnidliofeidyparncui lsanparticadare p
tropismg mentre neicgget t i r e s i gntareriocalizzata hella ¢ute 2 in@ hinonodi

regionali (Alvar et al., 2004).

Infection

Local elimination of the parasite

Yes Mo

Salf-limited infection Parasite dissemination

Mo Yes

Mon-disseminated infection Disseminated infection
iskin, lymph nodes) |

Appearance of clinical signs-clinicopathological abnormalities

MNo Yes
| |

Disseminated asymptomatic infection Canine leishmaniosis

Resistance —::’;: }— Susceptibility

Fig.22Possi bile evoluzione dell 6infezigdg

(Saridomichelakis, 2009)

10



22Prgressione dell 6infezione e risposta i mmun
Léevoluzione del | 6i nfezione all i nterno d

flebotomo vettore (ripetuti morsi infettireazione intradermica allaaliva del flebotom)p il
parassita (virulenza) epostadnomsimptaria, patologeadanitantio n i o
(Saridomichelakis, 2009). Nal maggior parte dei cani infetti Bfézione assume un andamento
cronico e solo in ma minoranza dcasievolve inmalattia(LCan) Numerosi studi effettuati sia
nell uomo <che sui topi e nel cane hanno dim
| 6ani male sviluppa, condi zi onat armiganta affthchéinf at t o
soggettosi mantengainfetto asintomatico (resistente)pmure chesviluppi la sintomatologia
(sensibile) (Baneth, 2006; Alvar et al., 2004). In questa direzione sono stati effettuati numerosi studi
per comprendere quali meccanismi determinino lo svillppo uné6i mmuni t° pr ot et
della Leishmaniapiuttosto che la progressione della malattia al fine sia di individuare indicatori
immunologici per laprogressione della malattia, cdepermettere lo sviluppo di strategie mirate

alla formulazionedi vaccini e terapie contro la leishmaniosi. Un ruolo chiave nella protezione

i mmunitaria  or mai comprovato essere mediato
cellulomediata con maggiore espressione di citochine derivate dai linfoditeT®D4+. Nei cani

malati al contrario vi € una risposta di tipo prevalentemente umorale Th2 dipendente
contraddistinta da un elevata produzione di immunoglobilg)e(G.S.L.C. 2007) La risposta da

parte delle Ig & solitamente imponente ma non & piratet, a lungo termine, pud aggravare la
progressione della malattia a causa della formazione di immunocomplesgoadticorp(Baneth

20069.

Alla luce di quanto osservato in studi effettuati siaiuo che invitro, oggi e diffusamente accettata

|l a teoria che i macr of agi svolgono un ruol o
come | 6intewfervimer on &crFKENFS) f a-2 sedrdt LinUseguito
all attivazi ome dteiimadliindoclidat tTikitlid hanho dimestratch ma n |

come anche nel cane la produzione di ossido nitrico, che si & dimostrata una delle principali
molecole ad attivita leishmanicida prodotte dai macrofagi, &€ incrementata se la cslivl@lata
d al |-3($idgtoNet al, 2001).

Sia la predisposizionsia la resistenza alla leishmaniosi caniaaalogamente a quanto accade
nell uomo, sembra inoltre avere una base gene
hanno individuato ersi geni implicati nella suscettibilita alla malattia, tra questi e stato
riconosciuto il gendNramp-1 (Natural Resistent Associated Proteinche codifica per un catione

i mplicatreguélat dowom dell a pr oduzi aleuehinalb (Ilelb)t o ki n
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e del |l a si nt e sAncharellcané é@sta® dimastrato untpolimarfiemo di questo gene
nei cani suscettibili alla malattia (Atlet, 2002). Studi comparativi sui livelli di espressione di questo
gene tra gruppi dicanigsei st ent i e di cani sens i bmolilvelihanno
erano aumentatuttavig la differenza tra i due gruppi non e risultata statisticamente significativa

(Bueno et al., 2009). La poddlita che fattori genetici gichino un ruolo mportante nella

progressionesudgithadchetediabnd atto che in al cune
razza tipica delle Isole Baleari, i soggetti infetti sviluppano una risposta prevalentemente di tipo
cellulome di at a, qgui ndi] cpndbregygentdeed | a progress
2006).

In ogni casanche nei caniincuisi é sviluppatan 6 e f f i ci ent-me dii stpad s¢ al @iel

ha assunto un decorso sud i ni co al cuni fattori g unzd di | O i
patol ogi e concomitant. possono romper e | 6eqlL
sviluppo della malattia <c¢clinica, anal ogament

coinfezione da immunodeficienza umana (HIV positivi) (Sol@atlego et al., 2009Alvar et al.,

2008. Numerosepatologie sono frequentemente riscontrate nella pratica clinica concomitantemente
alla leishmaniosi influenzandone le manifestazioni ctipatologichee rendendo a volte piu

di fficil e | 6quadroelmipordel soggetiodmeested goho sia malattie infettive e
parassitosi (ehrlichiosi monolitica, babesiosi, anaplasmosi, bartonellosi, hepatozoonosi,
dirofilariosi, demodicosi), malattie immusuoediate (pemfigo foliaceo), endocrinopatie
(ipotiroidismo), e varie neoformazioni (emangiosarcoma, linfoma, mieloma, istiocitoma). La
leishmaniosi € una delle malattie maggiormente diagnosticate nella pratica clinica pertanto e
giustificabile la coesistenza di molte altre patolagsieme ad ess@io nonostantela frequenzali

alcune comorbidité® la frequenza di positivita per alcune malattie infettive sono superiori nei cani
con LCan rispett a quella che hanno da sole soprattutto nei soggetti an8andomichelakis,
2009).Per le malattigrasmesse da vettor@@pto in parte € giustificato dal fatthe spesso queste
risultano endemiche nelle stesse aree in cui € preseldisHanang, ed in parte potrebbe essere
spiegato dalla capacita dellzishmaniadi indurre una depressione dellapasta cellub-mediata

del | 6 os pi gund i ®gyette goldito piu suscettibiliallo svilugo di altre patologie
infettive, come resta c¢omun {KowdinasedMylgakis 20000.i | i t ~

Analogamente ancheep quanto riguarda processi neoplastici alcuni autori suggeriscono la
possibilita che possa esserci un relazione tra la leishmaniosi e lo svilugp@regressione

tumorale Ciaramella et al., 1997).
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2.2.1 Immunita cellulonediata e ruolo delle citochine
Nelcanecomanche nell uomo | &6i mmu niLeiShmgnieestate t t i v

associata ad una forte risposta linfoproliferativa sistemica mediata dai linfociti Th1 che attraverso la
produzione di IFNo , -2lelTNFU. , come gi”~ descritto, sti mol
macrofagi limitando la disseminazione del patasdJn ruolo nella resistenza allo sviluppo della
leishmaniosi & stato attribuito anche ai linfociti CD4+ e piu recentemente anche ai CD8+: questa
categoria di linfociti risulta infatti essere piu rappresentata nei soggetti infetti asintomatici (soggetti
che non manifestano la malattia) e oligosintomatici (soggetti che presentano qualche segno clinico)
rispetto ai soggetti che hanno sviluppato la maléttiaar et al., 2004 Reis at al., 2009; Boggiatto

et al. 2010). Lébevol uzl oxiea imevleceamd ohheavandlo
all 6inibizione della risposta Th1l dipendente
netta dicotomia tra le risposte Th1/Th2. Una costante documentata invece in piu studi sperimentali
tra i sogetti malati € la scarsa espressione di-tFN  a c u i per ., non si ac
pattern di citochine associate alla malattia. | ridotti livelli di#fN s econdo al cuni a
attribuire ad una ridotta risposta dei linfociti CD4+ ed inegate allo stato di immunodepressione
(Moreno et al. 1999). Per quanto riguarda le citochinedip@ndenti (110 e 1.4 ) nell 6uo
da tempo riconosciuto che le concentrazioni sieriche -dilllsono correlate positivamentencio

stato clinico del paente mentrenel cane non sono state riscontrate differenze significative tra
soggetti sintomatici, oligosintomatici e asintomatici. Tuttavia, numerosi autori concordano
nell éattri buire a qtuasfermiag growtht factotbi (TGkb )ars mpioe me
immunoregolatore correlato alla capacita di inibire la risposta delle cellule T favorendo pertanto la
progressione della malattia (Vouldoukie et al., 1997; Gantt et al.,, 2003). Prendendo in
consi der azalconnstudi hahnolevidenziato un sumngolgimento nella leishmaniosi

cutanea ma non e stato ancora chiarito il suo ruolo (Carrillo e Moreno, 2009).
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Fig. 3: Rappresentazione della complessa interazione tra la risposta T
Th2 nella LCan ( Baneth, 2008 modificato

2.2.2 Immunitaumorale: immunoglobuline
Nonostante sia chiara | 6i mp-mediata Mhi dipendente] a r

la leishmaniosi € associata anche allo sviluppo di una concomitante risposta immunitaria umorale
che differisce significativamente tmogget t i sensi bili e resisten
stimolazione antigenica in corso di leishmaniosi induce nei soggetti sensibili una forte risposta
proliferativa policlonale da part e -glebdineled nf oc
in modo particolare di IgG (Font et al., 1994). La produzione anticorpale € composta da una
componente specifica di anticorpi diretti contro i differenti antigeni parassitari, e da una
componente aspecifica imputabila cronicizzazioa del procsso inflammatoripalla produzione

di anticorpi diretti contro i tessuti danneggiati dalla presenza del parasgitad alla reazione
autoimmuneche si instaura in corso di LCad anche ad una alterazione della capacita dei linfociti

T di regolare laisposta immunitarigTurrel et al., 1982Ceci et al., 1980 Modelli di malattia

indotta sperimentalmente hanno mostrato che la stimolazione proliferativa policlonale inizia a
partire da un mese dopo | &i nol/tezd mase doempaion @lt 0 g e 1
anticorpi specifici antleishmaniac he per si stono per l unghi per.i
latente MartinezMoreno et al., 1993 La comparsa di anticorpi specifici avviergindi
generalmentg@rima che ci sia la manifestazione dethalattia e, come sostengono molti autori,

I 6ent i t ™ ddeglilstessinoorreaten positivamente con la progressieria gravita dei

segni clinici (Reis et al., 200&Itri autori invece, non hanno riscontrato correlazioni tra la gravita
delle manifestazioni cliniche cei valori dei titoli anticorpali (Ferrer et al., 1995Nei soggetti

resistenti invece, vi € comunque una risposta umorale con produzione di tutte le classi di
14



immunoglobuline ma con frequenze e concentrazioni inferiori rispattsoggetti sensibili
(Saridomikelachis, 2009).

Nel cane, analogamente a quanto fatto in medicina umana, sono state misurate asiraucer

sia la cinetica ché distribuzione delle diverse classi e sottoclassi di immunoglobuline specifiche
antileishmania prodotte, sia in corso di infezione sperimentale che naturale, adtatii@ncora

oggi controversil n al cuni l avori | 6aumento dell e 1gG2
elevate concentrazioni di IgG1 sono state correlate allo sviluppo della malattia (Deplazes et al.,
1994). In altri & stato valutato un pattern di IgG1 simile in asintomatgintomatici, con 1gG2

elevate invece solo nei cani sintomatici (Leandro et al., 2001). La discrepanza tra i risultati ottenuti
secondo Day é ricondimle al | 6i mpi ego di antisier:i pol i cl
distinguere le varie classi di Igépecifiche antieishmania metodica che invece non e stlbsse
specifica(Day, 2007) Lavor i recent.i concordano nell 6aff
IgG specifiche maggiormente rappresentata in animali sintomatici piuttosto che in quelli
ashtomatici e che entrambe le sottoclassi risultano comunque piu elevate nei cani sintomatici (Day,
2007; Bogiatto et al., 2010).

Per quanto riguarda le concentrazioni di IgM specifiche-laigihmaniadagli studi effettuati é
emerso che le loro concentrazicnon differiscono significativamente tra gruppi di cani sani ed
infetti, sia sintomatici che asintomatici (de Freitasakf 2012; Reis et al., 20Dp tuttavig
confrontando [ val or i tra soggett.i i nfatti
popolazione i livelli di IgM erano significativamente piu elevati. Gli autori avanzano pertanto

| 61 pot esi che negl:. ani mal i mal at i |l e concen
progressione della malattidAltro dato interessante riscoato € che nonostante le IgM siano
classicamente associate alle forme infettive acute, nella LCan i livelli di queste immunoglobuline,
rilevate precocemente a partire da un mese-iptetione, persistono anche negli stadi cronici

indipendentemente dalldago clinico (de Freitas et al., 2012).

Per le IgAspecifiche antieishmania anche le loro concentrazioni aumentano con la progressione
della malattia e questo come affermano diversi autori contribuisce al peggioramento dello stato
clinico dleidsth étaln2005aReis et al., 20D6Nello stesso studio & stato dimostrato
inoltre che le concentrazioni di IgA sono correlate positivamente oltre che con lo stato clinico,

anche con la carica parassitaria cutanea, s@leapatica e del midollssseo (Reis et al., 2006a).

by

Per guanto riguarda la produzione IdgE specifiche artieishmania si € visto che le loro

concentrazioni differiscono significativamente tra gruppi di animali infetti, sia malati che
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asintomatici, rispetto ad un gruppo di setigsani tuttavia, non € stata trovata correlazione tra i

titoli di IgE anttleishmaniae la presenza di simmatologia clinica (de feitas et al., 2012).

2.3 Carica parassitaria ednmunita organespecifica
La risposta immunitaria sistemica non éstda da valutare durante un infezione cronica, in

guanto anche | 6i mmunit”™ sviluppata da parte ¢
clinico dell 6ani mal e. La risposta immunitaria
Th1,Th2 @pure mista Th1/Th2 e studi recenti hanno dimostrato che esiste una buona correlazione
tra questoulti ma eel |l6ao ragarnioc al Mmad)rda sakitadi@engellan od,
carica parassitari a leshmanmd o rsd v abdit Gvver@ lnumdioudi i t
amastigoti diLeishmaniaosservati ogni 1000 cellule nucleate (Stauber, 1995 modificato da Reis et

al., 2006a). In ogni compartimento la carica parassitaria viene classificata come bassa (LP), media
(MP) o elevata (HP). Tra gli orgaesaminati la cute e la milza sono risultati quelli maggiormente
parassitati nelle forme cliniche di LCan. Dallo stesso lavoro emerge inoltre che esistono delle buone
correlazioni tra la carica parassitaria della milza e del midollo osseo e lo stato déh&aggetto

(Reis et al., 2006b).

A livello Iinfonodale | e indagini svolte hann
pu, favorire il controllo dell dinfezione ment
alla persistenzadgd at ogeno. Nei | i nfonodi cid S dgdgreNtFt iU e

possano avere un ruol o protettivo coelnlt reo T ®&H nf

sembrano coinvolti nella progressione detialattia (Maia e Campino, 2012

Studiando | 6i mmunit”™ | ocale a carico dell a mi
Th1l che Th2 tuttavia, non e stata trovata nessuna relazione tra le forme cliniche ed i livellddi IL

IL-4 (prodotte da linfociti Th2) e di TNB, -112L, | NFo (prodotte da | inf
degli splenociti (Lage et al., 2007). Confrontando invece le concentrazioni delle diverse
interleuchine e citochine espresse dagli splenociti, con la carica parassitaria stimata dalle biopsie
spleniche, diversi autori hanno riscontrato che i livelli illk erano superiori nei cani con elevata
carica parassitaria (Lage et al ., 2007) . Per
riscontrato una correlazione positiva tra la carica paeassitella milza ed i livelli sierici di IgM

specifici antileishmania(Reis et al. 2008).
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2.4 Patogenesi del danno déorgano
La disseminazione del parassita nella leishmaniosi viscerale canina € estesa alla maggior

parte degl. o r qrismo. Laepreserza dellaishmamiagddtelmina ung reazione
inflammatoria proliferativa con presenza di cellule inflammatorie (plasmacellule, istiociti e
macrofagi) che ne causano una proguvesslterazione e disfunzionédccanto al danno indotto
direttarente dal parassita frequentemente si aggiunge quello correlato dalla presenza di
immunocomplessi, secondari alla forte risposta umorale, composti principalmente da 1gG e dalle
frazioni C1, C2 e C4 del complemento (Makni et al., 1989)

Nei linfonodi e nellamilza le regioni linfocitarie deputate alla produzione di linfociti T vengono
distrutte a vantaggio delle regioni ricche di linfociti B, che proliferano e producono anticorpi.
Léaument at a proliferazione dei | i ind macrofagi B
determina linfeadenomegalia generalizzata, splenomegalia e persistente iperglobulinemia
caratteristiche della leishmaniosi canina (Baneth, 2008).

Nel midollo ossecsi riscontrano frequentemeng@adri di mielodiplasia che posson@nifestars

con: anemia, leucopenia e piastrinopenia. Nel cane sono state rilevate soprattutto anemia e
trombocitopenia. La mielodisplasia si ritiene possa essere una conseguenza della grande produzione
di citochine da parte dei macrofagi presenti nel midollo. Irofagi, oltre agli amastigoti, nel

mi doll o osseo possono fagocitare anche gl
verifica raramente in condizioni fisiologiche e, generalmente, coinvolge solo le forme mature dei
globuli rossi. In corsoidmalattia, invece, questa attivita € molto importante e, secondo uno studio, e
da attribuirsi, ancora una volta, ad una risposta anomala dei macrofagi nei confronti delle citochine

prodotte dagli stessi macrofagd). (TNF U e | FNo

Nell a LCan | a cut e, oltre a rivestire uno6i mp
parassita a flebotomi non infetti, permettendo cosi il completamento del cicloLd&lamania
rappresenta inoltre uno degli organi maggiormemnteressati dal processo infettivo. La frequenza
delle lesioni cutanee in corso di leishmaniosi € circa d€l®® ma analizzando tramite biopsie la
cute apparentemente sana di soggetti con LCan nella quasi totalita dei soggetti sono state riscontrate
lesioni microscopicamente evidenti probabilmente come conseguenza della diffusione ematogena
del parassita (Solar@al | ego et al ., 2004) . L6interessame
undampia variet? di l esi oni i togpneticia(dannb idirett® 1 a
indotto dal parassita, effetti secondarl | 6 e sager at asiap fatbod genetico coreelatd i I
alla razza(Fondati, 2010)Daun punto di vista istologico é possibile riscontrare a livello cutaneo
quadri di inflammazione granulomatosa o piogranulomatosa a livello perivascolare, interstiziale e
17



periannessale che in alcuni casi coinvolgono anche il tessuto adiposo circ@ambenichelakis,
2009)

Nel cane, il coinvolgimento ddegatosi manifesta con un epatite cronica che frequentemente si
presenta in maniera subula. A livello epatico € possibile trovaum infiltrato infiammatorio a
carico dei sinusoidi, composto daaginacellule, linfociti e macrofagi. Questi ultimi spesso
contengono amastigoti intracellulari. Altre lesioni riscontrate nel fegato di soggetti infetti sono;

iperplasia e ipertrofia delle cellule di Kuppfer e fibrosi a livello portale (Rallis et al., 2005)

A carico deimuscolisi osservano delle forme di miosite che si manifestano con andamento cronico,
esitando in atrofia muscolare. Lbéatrofia — pi
scheletrici (Vamvakidis et al., 2000). Dal puntovthta patogenetico, la miopiatia inflammatoria in

corso di LCan e dovuta sia direttamente alla presenza del parassita nel tessuto che, indirettamente,
alla presenza di anticorpi diretti contro le miofibre ed al deposito di immunocomplessi (Vamvakidis
etd . , 2000) . Ol tre ai meccani s mi sopra el enca

danno ischemico provocato dalla vasculite.

A caricodel | 6 appar atrisconsandaclne forme di golisstiite e osteomielite in cui
ancora una voltée lesioni sono attribuite sia al processo inflammatorio granulomatoso indotto dal
parassita sia al meccanismo immumnediato con deposito di immunocoplessi a livello sinoviale
(Agut at al., 2003). Secondariamente alla sinovite si pud sviluppare ostgotibabilmente
associata alla produzionedi-L che agi sce sul | 6 aggsndoli Agusendl.l a c .
2003; deSouza et al2005).

Lesioni a carico delsistema cardiovascolaren corso di leishmaniosi sono descritte solo
occasionalment letteratura e riguardano forme di miocarditi e pericarditi dovute ad una risposta
inflammatoria indotta dalla presenza del parassita nel tessuto. Le alterazioni del miocardio, riportate
in corso di |l ei shmani osi , d i cardliacd, itréanne inncaso dip o r t
pericardte (Font et al., 1993; Torreet al., 2005).

La vasculite causata da una reazione di ipersensibilita di Ill, tipo riveste un ruolo determinante
nella leishmaniosi canina, provocando lesioni in molti organi (cutestinb, linfonodi, milza, reni,
vesci ca, cuor e, pol mone, surrenal i, occhi o, C
e responsabile di una poliarterite necrotizzante con ischemia ed emorragie neglicongeoii
(Pumarola et al. 1991).
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Tra gli organi coinvolti nella patologia, anchi & ¢ cehimportante. | segni clinici riportati sono
conseguenti sia alla presenza di infiltrati di plasmacellule e macrofagi contenenti amastigoti di
Leishmanianelle diverse strutture oculari, sia al dspo di IgG e immunocomplessi che alterano la
permeabilita vascolare (Garefdonso et al., 1996; Pena et al., 2008). Le strutture coinvolte nel
processo infettivo sono, in ordine di frequen
conguntiva, inoltre, & stata utilizzata in molti studi per identificare direttamenteikhmaniae

grazie al grande numero di parassiti identificati con le metodiche dirette (PCR in particolare) si puo

considerare uno dei tessuti target per la diagnosie(Beal., 2008).

Nell a | ei shmani osi viscerale dell uomo e del
patogenese il rene.Nello studio di Costa et al. del 2003 in 55 cani con leishmaniosi viscerale, con
0 senza sintomatologia riferibile a nefatig, tramite istologia sono stati evidenziati quadri di
glomerulonefrite (100%) e di nefrite interstiziale (78,2%) dove nella maggior parte dei casi (90,9%)
stato possibile identificare (sia a genevell .
Leishmania(Costa et al., 2003). La patogenesi del danno renale secondo la maggior parte degli
autori e attribuita principalmente al deposito di immunocomplessi circolanti (ipersensibilita di lll
tipo). Questo si verifica prevalentemente nel glomeretbin particolare a livello della membrana
basale. Da un punto di vista istologico le lesioni glomerulari riscontrate corrispondono a quelle
riportate nella LV umana e sono: glomerulonefrite membranosa, glomerulonefrite
membranoproliferativa, glomerulointe mesangiale e glomerulonefrismgmentalgNieto et al.,
1992 Koutinas et al., 1994; Zatelli et al., 2Q08lella maggior parte dei soggetti affetti da LCan le
glomerulopatie determinano la comparsa di una persistente proteinuria non selettiva che
coinvolgono secondariamente, danneggiandolo, il compartimento tuibeistiziale (Zatelli et al.,
2003 Zatelli et al., 2010)

Secondo altri autori invece il danno renale ed in modo particolare la glomerulonefrite, non sono
dovuti tanto alla presenza depositi di immunoglobuline e complemento a livello glomerulare, che
non risulterebbero maggiormente presenti nella popolazione di cani infetti rispetto a cani sani,
guanto invece alla presenza di infiltrati inflammatori composti di linfoc@®D4 + richemati dalla
presenza deshmardagostaiet@le 20&0).
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Capitolo 3
Aspetti Clinici e Clinicopatologici della Leishmaniosi canina

3.1 Segnalamento e anamnesi
Tutte | e razze sono C 0 n s iLalskbnmamia tattavie alcusei b i | i

sembrano piu presboste a sviluppare la sintomatologia clinicame ad esempio il Boxe, i

Cocker Spaniel, il Rottweiler @i Pastore Tedesco mentre in akkre@ me | 6 | B e matiacin  h o L
provenienti da aree in cui la malattia € endemicatraos una frequenza minore di malattia
(SolaneGallego et al., 20Q05aridomichelakis, 20Q09Per quanto riguarda il sesso, secondo alcuni
autori la malattia si sviluppa con la stessa frequenza in entrambe i sessi, mentre altri hanno riportato
un maggior ischio nel sesso maschile analogamente a quanto osservato nei criceti-(Salago,

2009). Nonostante | 6infezione sia trasmessa nel/l
stagione primaverile/estiva, la malattia non presenta un andamento stagohale6i nt er no
popolazione di cani malati la prevalenza della malattia sembra avere una distribuzione bimodale
con un primo picco nei soggetti di et inferi
un secondo picco, meno significativea gli 8 e i 10 anni di eta (Abranches et al., 193ardoso

et al., 2004). Nei casi in cui ci sia un sospetto clinico e/o laboratoristico di leishmaniosi € molto
importante sapere se il cane vive 0 ha soggiornato in aree endemiche durante il periodo di
trasmissione della malattia, se ha ricevuto trattamenti immunosoppressivi e se e stata effettuata una
profilassi adeguata contro la puntura del flebotomo dal momento che questa rappresenta la
principale modalita di diffusione delfaalattia (G.S.L.C., 2007)

3.2 Riscontri clinici
| sintomi clinici della LCan possono essere molto variabili come conseguenza sia dei numerosi

meccanismi implicati nella patogenesi della malattia sia come risultato della differente risposta
immunitaria che presentano gli ospiBaneth et al., 2008). Potenzialmente la malattia puo
coinvolgere qualsiasi organo o tessuto e le manifestazioni cliniche generali frequentemente si

rivelano piuttosto aspecifiche rendendo piu ampia la lista delle diagnosi differenziali.
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Qinical manifestations Laboratory abnormalities

General Serum proteins and electrophoretogram
2 Generalized lymphad enomegaly % Hyperglobulinemia
% Loss of body weight Polyclonal beta and/or gammaglobulinemia
% Decreased or increased appetite % Hypoalbuminemia
% Lethargy % Decreased albumin/globulin ratic
% Mucous membranes pallor
% Splencmegaly
2 Palyuria and polydypsia
2 Fever
2 Vomiting
2 Diarrhea [including chronic colitish
Cutaneous CBC/Hemostasis
% Monepruritic exfoliative dermatitis with or without alopecia 2 Mild to moderate non-regenerative anemia
% Erosive-ulcerative dermatitis % Leukocytosis or leukopenia
2 Nodular dermatitis % Thrembocytopathy
2 Papular dermatitis @ Thrembocytopenia
2 Pustular dermatitis % Impaired secondary hemostasis and fibrinolysis
2 Onychogry phosis
Dcular Biochemical profile/urinalysis
% Blepharitis [exfoliative, ulcerative, or nodular} and conjunctivitis (nodular} 2 Mild to severe proteinuria
2 Keratoconjunctivitis, either commaon or sicca 2 Renal azotemia
2 Antericr uveitis/Endophtalmitis 2 Elevated liver enzyme activities
Other
2 Muceocutanecus and mucosal ulcerative or nodular lesions [oral, genital
and nasal}
Epistaxis

Lameness [erosive or non-erosive polyarthritis, osteomyelitis, polymyositis)
Atrophic masticatory myositis

Vascular disorders [systemic vasculitis, arterial thromboembalism)
Meurological disorders

O O O O O

Tab. 3:Manifestazioni cliniche ed alterazioni laboratoristiche riscontrate in corso di LCa
(SolaneGallego et al., 2011)

Vista | 6ampia variet”™ di sintomi clinici e d
hanno proposto dei criteridiclaksi cazi one per i nquadrare megl i
prima classificazione si basa sull 6esordi o de
i n: acut a, subacut a, cronica e | at einbbsa suflaL an o
capacita di manifestare i segni clinici, i pazienti vengono cosi suddivisi in sintomatici,

oligosintomatici e asintomatici (Mancianti et al., 1988; Abranches et al., 1991b). Altri autori, infine,
suddividono la malattia in tre periodi a sedardella sua progressione e della comparsa di segni piu
specifici di leishmaniosi (Alvar et al.2004). Attualmente il criterio di stadiazione piu diffuso é
guello proposto dal gruppo di studio sulla leishmaniosi canina (GSLC) che prevede un approccio
integrato tra riscontri clinici, alterazioni laboratoristiche e riscontri diagnosti.(GC., 2007. La

classificazione é riportata nel capitolo inerente al trattamento e stadiazione.

3.2.1 Manifestazioni generali
La perdita di peso, la debolezzh,6 i nt o& Il le ® @  edaacti rzd foi ae muscol

sintomi che accomunano il 60% dei cani malati assieme alla linfoadenomegalia periferica (62

90%).L6aument o di vol ume dei-6vbltele irmemsiodi nornthliedpdi, s |
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solito generalizzato (Baneth, 2006). La linfoadenomegalia si manifesta principalmente nelle fasi
acute della malattia mentre negli stadi piu avanzati, specialmente nei soggetti con coinvolgimento
renale, i linfonodi possono essere ipoplastici come conseguenzasckstiente stato di nutrizione

del | 6ani male (Koutinas et al ., 1999) . Al | a
riscontrare splenomegalia, nonostante generalmente questo segno sia piu facilmente evidenziabile
medi ante | 6ausiialginoo sdii ceas gpmir d immmodeqi(Koutinapetal.] | 60 e
1999).

Le lesioni cutaneesono assieme alla linfoadenomegalia una delle manifestazioni cliniche piu
comuni nella LCan (prevalenza dall 680 vipemo al
cui vengono condotti a visita gli animali malati. Le manifestazioni cutanee sono molto variabili tra i
soggetti colpiti e, questo, si ipotizza essere dovuto a fattori quali: razza, eta, patrimonio genetico,
presenza di malattie concomitanti, cangaaassitaria e virulenza del ceppad_dishmanial quadri

cutanei che si possono riscontrare sono comunemente suddivisi in tipici, che sono i piu
caratteristici, ed in atipici, meno comuni e probabilmente causati da altre malattie concomitanti
(Fondati, ®10). Tra le alterazioni cutanee tipiche vi sono: la dermatite desquamativa, la dermatite
ulcerativa e la dermatite papulare; le manifestazioni atipiche comprendono invece la dermatite
nodul ar e, | 6al opecia mul ti f oclaslod nasali aimildupusmat i
cutaneo ed ipercheratosi nasungiuntivale (Fondati, 2010). Le lesioni cutanee sopraelencate
possono essere aggravate dalla presenza di infezioni opportun{pimiermite, demodicosighe
intervengono secondariamente allatstdi immunodepressionghe accomuna i soggetti malati
(Baneth, 2006).

La presenza di lesioni a carico delle superfici mucose € un reperto raro nella leishmaniosi, tuttavia
sulla lingua, pene, prepuzio e cavita orale sono state osservate delle ledidarirgimil tumorali
(Font etal., 1996).

Circa il 2040 % dei cani affetti da LCan presental@sioni ocularj anche in questo caso i sintomi

oculari possono manifestarsi 0 meno concomitantemente alla presenza di altri segni di malattia
sistemica. Spesde lesioni oculari si presentano con piu di un segno clinico associato poiché quasi
tutte le componenti oculari possono essere interessate direttamente o indirettamente dal processo
infettivo (Pena 2000Crotti, 2010). Le manifestazioni oculari piu conmisono la congiuntivite, la

bl efarite (esfoliativa, ul cerativa o nodul ar e
al., 1999).
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Sintomi gastroenterici tra cui diarrea del piccolo o del grosso intestino sono stati segnalati con una
prevaleza variabile dal 6 al 30%. Nella maggior parte dei casi € stato possibile ricondurre la
sintomatol ogia alla presenza di undinsufficie
della malattia. Meno frequentemente la sintomatologia € da ricginddruna forma di colite
piogranulomatosa causata dalla presenza del parassita nella mucosa intestinale (Koutinas et al.,
1999; Amadamdvioraitou et al., 2007)

L épistassie un sintomo riscontrato net1®% dei soggetti sintomatici (Baneth et al., 2008).

principali fattori che ne determinano la comparsa sono la presenza di lesioni ulcerative

infiammatorie sulla mucosa nasal e eglobuinegpuer pr o
associarsi infatti al |l 6aume aldnbchadedstandasimdivello d i

endotelialei nt er f eri scono sulla funzionalit”™ piastr
al ., 2001) . Un altro fattore <c¢che pu, predis
secondaria sia all éi per vi s cmosiihd provosatoauna malatia s o

renale cronica, alla nefropafiduttner et al., 2001).

Nel 20-40% dei cani con leishmaniosi possono comparire segni correlati alla presenza di problemi
ortopedici che si manifestano con zoppia, dolore alla palpazione atglielazioni, riluttanza al
movimento ed atrofia muscolare (Amasategui et al., 2004; Sbrana et al., 2010). La sintomatologia
del |l 6apparato muscolo scheletrico  causata r
frequentemente dalla polimidsi In caso di poliartrite le articolazioni piu colpite sono quelle del
carpo, delle ginocchia e del garretto (Agut et al., 2003). A livello scheletrico le lesioni riscontrate
piu frequentemente sono state delle proliferazioni periostali ed intramidwlégidiafisi delle ossa

lunghe causate da una reazione infiammatoria granulomatosa nei confronti del parassita, ed osteolisi

articolare dovuta principalmente al deposito di immunocomplessi a livello sinoviale.

La miosite in corsali leishmaniosi ha un aadhento cronico subclinico, i sintomi di polimiosite si
rendono evidenti attraverso rigonfiamenti muscolari associati a dolore alla palpazione, disturbi nella

| ocomozi one, serazioedatrofia nauscalaae (\damvakides et al., 2000).

In due sogetti affetti da ICan € stato riscontrato un coinvolgimento del sistema nervoso centrale
ma solo in uno di guest. |l 6i nteressamento neu
comprendevano: letargia, paresi, rigidita cervicale e del racNidlecane che presentava questa
sintomatol ogi a nervosa, |l 6anal i si i stopatol
undéinfiammazione di tipo granul omatoso con p

contenevano organismi riferibililzeishmaia (Vinuelas et al.., 2001)
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3.2.2 Nefropatia in corso di leishmaniosi
Come gia illustratmel precedente capitolo,l&Can =~ una patol ogia ass

prevalenza di malattia renale cronica (CKD) sostenuta nella maggior parte dei casa da
glomerulonefrite associatal una nefrite tubulmterstiziale(Cortadellas et al., 2008)a nefropatia

nella LCan puo essere anche il solo riscontro clini{@aneth et al., 2008)Il meccanismo
fisiopatologico del danno renale in corso di leishmaniegeminina nella maggior parte dei cani la
presenza iduna proteinuria non seteta di entita moderatahe in una minoranza di soggetti puo
evolvere in sindrome nefrosica fino agli stadi terminali di malattia renale cr@natalli et al.,

2003) Nello stuio di Cortdellas et al. su una popolazione di cani affetti da leishmaniosi tramite
distick urinario € stata rilevata presenza di proteinuria in 82/105 soggetti ma solo in 34/85
rapporto proteine urinarie /creatinina urinafidP/C) era > 1(Cortadelas et al., 2006)Nei cani

|l ei shmani oti ci af fetti da mal attia renale cr
proprietari sona la poliuria/polidipsia, accompagnate nei cagjrpii da una progressiva perdita di

peso e da disoressia. Nelfasi avanzate di CKD sintomi sono riferibili principalmente alla
presenza di una sindrome uremica dovuta alla mancata eliminazione renale di metabolitN&issici.
soggetti proteinurici i segni clinici riscontrati dipendono dalla gravita della pgnditaica urinaria,

molti animali sono asintomatici e la presenza di proteinuria viene rilevata attraverso uno screening
del paziente mentre ima minoranza di caglli animali sono condotti a visita per i sintomi correlati

alla presenza di una sindrome nefrosica tipica delle nefropatie pralisperdenti come quella in

corso di leishmaniosi (Pressler 2011).

Nonostante | 6el evata prevhéenzadai |l €KOHhiHhd ®i0 663
del | 6i nsuf fi ci en z a sticogiscantrato solo nel 860% dei aasi (Slappemdela t o r
et al., 1988; Cortadellas et al., 2006;) questa discordanza di risultati & dovuta verosimilmente alla
bassa sssibilita della creatinina plasmatica nel diagnosticare precocemente una riduzione della
funzionalit?@ renal e. Loutilizzo di Glomeeutarn di e
filtration rate) hanno dimostrato infatti che nei cani leishmaniotici siaotemici che

normoazotemici, la funzionalita renale e significativamente ridotta rispetto a soggetti sani
(Cortadellas et al., 2008).

L6i pertensione  una complicazione riscontr at
origine glomerulare e ssviluppa secondariamente al danno renale indipendentemente dalla
presenza o meno di proteinuria che pud a sua volta aggravare se non trattata (Vaden and Grauer,
2011). Percentuali analoghe di frequenza sono ssmibntrati. in un gruppo decani affetti

|l ei shmani osi , in culi | 6i pertensi one ~ stata
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iperazotemici assieme ad una correlazione positi t r a | 6 i albuminuegan isliveli die e

creatinina sierici ed il rapporto proteine urinasteatinina urinaria (Cortadellas et al., 2006).

La sopravvivenza dei cani leishmaniotici sottoposti a trattamento anti protozoario € stata correlata
alla gravita della patologia renale che rappresentpesti soggetti laausagprincipaledi morte, da
quil 6i mportanza di i ndagare | a funzionalit”™ rer

fine di rallentarne la progressione (Costa et al., 2003; S@atlego et al., 2009).

In accordo con la stadiazione IRIBtérnational Renal Interessociety la CKD in corso di Can
puo essere classificata in quattro stadi in base ai valori sierici dinin@atid in ulteriori due

sottostadi indipendenti in base alla presenza ed alla gmivptéateinuria ed ipertensione (IRIS,

2007)

International Renal Interest Society bpocs

RIS International Renal Interest Society ooas) l RIS International Renal Interest Society Does) I

Staging System for Chronic Kidney Disease (CKD) Substaging CKD: urine protein to creatinine ratio (UP/C)
STEP 1. Staging is intally based on fasting plasma crestinine assessed on at least two cccasions in the stabls patient. [} | ] 1 ] ] 1
STEP 2 Cases are then sub-staged based on proteinuria and blood pressure 0 01 0.2 0.3 0.4 05 06
Plasma creatinine concentration NON-PROTEINURIC BORDERLINE PROTEINURIC PROTEINURIC
= or Tl TT T T T T T .
50 100 725 150 180200 250 00 350 400 440 450 500 Substaging CKD: risk of end organ damage from hypertension
5 L Syswlc bood pressare s Ny
| STAGE2 1 STAGE 3 STAGE4 : :
v Maoy systome checd Iecroasey osk of [ |
o3y be pravest wyateme chrical sigee 130 180
30d waemse com
MINIMAL RISK

Fig. 4: Stadiazionalella CKD (www.iriskidney.com)

3.3Riscontri clinico-patologici
Nel 6073,4% dei soggetti leishmaniotici € stata riscontrateemia normocromica,

normocitica non rigenerativa (Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999). Dal puwittadi
clinico | danemia si mani festa con pallore de
(Polzin, 2011). La sindrome anemica nei cani coBarm pu0 essere attribuita a numerosi
meccanismi patogenetici tra cui una diminuita eritropoiesi doulgastto infiammatorio cronico,
oppur e, all i nsufficienza renal e (Baneth et

leishmaniosi canina pud essere aggravata anche dalla carenza di ferro che pud seguire ad una
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perdita cronica di sangue (per esempin caso di ulcerazioni cutanee, epistassi, patologia
gastrointestinale) o al danno diretto a livello midollare che induce una displasia della linea eritroide
(FogiaManzi Il Il o et al ., 2006) . Meno fr eque@uot emer
essere causata ad un processo emolitico immunomediato che puod intervenire o in seguito alla
produzione di autoanticorpi diretti contro gli antigeni eritrocitari, secondariamente al deposito di
immunocomplessi sulla membrana dei globuli rossi, oppurepe undal t er azi one de
gl obul o rosso causata del parassita che ne ri
milza (Brandoniso et al., 1990ped | una et al . , 2000; Bilidik et
per lisi degli ettrociti solitamente e di tipaigenerativo,c ar att eri zzata da un
proliferativa da parte del midollo, ed e associata ad una variazione degli indici eritrocitari (Giger,
2005).

Generalmente il leucogramma nei cani affetti da leishmaniosi subisce notevoli variazioni,
tuttavia in una piccola percentuale di soggetti sono state riscontrate sia leucocitosi neutrofilica che
leucopenia. La leucocitosi interessava principalmente soggetti con piodermite o sintomi gastro
enterici correlati con lgpresenza di infezioni batteriche secondarie. Occasionalmente sono state
segnalate monocitosi ed eosinofilia (Amusategui et al., 2003). Quadri di leucopenia con riduzione
degli eosinofili, dei monociti e dei linfociti sono stati riscontrati invece in sitiggen elevata

carica parassitaria nel midollo osseo (Reis et al., &006

Per quanto riguarda le piastrine le alterazioni rilevate piu frequentemente in corso di leishmaniosi
sono latrombocitopenigriduzione del numero di piastrine) etlembocitopatie(alterazioni della
funzionalita piastrinica). Nella Can queste manifestazioni sono dovute principalmente
all 6attivazione d-me dmed d ans$ s eod n diamigshmanlalcahi nf e z
produzione di anticorpi IgG e IgM arpiastrine. In questoaso gli anticorpi an{piastrine non solo
alterano |l a funzionalit”™ piastrinica ma comp.]
2009). Altre cause di trombocitopenia in corso @ah sono: maggior permeabilita vasale in
seguito a vasculite penomegalia con sequestro di piastrine, difetti della trobocitopoiesi midollare,
aumentata distruzione piastrinica secondaria ad insufficienza renale o epatica (Ferrer 1992;
Ciaramella et al., 2005).

3.3.1.Valutazione della Protidemia e profilo elettnegtico
La valutazione quantitativa del profilo protidemico viene normalmente eseguita mediante

elettroforesi sierica che permette di distinguere le proteine plasmatiche in albumine e globuline che

a loro volta vengono suddivise nelle diverse frazidhib e 0. Le Ue le b sono ulteriormente

26



suddivise in0;, U, by, by. Albumine,Ue b globuline sono sintetizzate a livello epatico mentre le
globuline sono prodotte dai linfociti B o dalle plasmacellule e sono responsabili della risposta
immunitaria ditipo umorale (Stockham, 20110

Le albumine assieme a molte delle globuline
ovvero, proteine le cui concentrazioni sieriche o plasmatiche subiscono modificazioni in risposta ad

uno stimolo infiammatorio divaria natura (infettivo, immunitario, traumatico, neoplastico,

parassitario). Léal bumina assieme alla transf
Ainegativao in quanto il fegato in segmaong.o ad
Fi brinogeno, proteina C reattiva (CRP), ami |

glicoproteina acida sono invece proteine di fasetafipositived la cui produzione aumenta negli

stati inflammatori (Thomas, 2000).

A partire dagli anni80 lo studio e la caratterizzazione del profilo protidemico in corso di

|l ei shmani osi ~ sempre stato oggetto di nume
particolare alle immunoglobuline ed al loro rapporto in relazione all@entrazione di albmine.

Questo perché la@an € malattia infettiva contraddistinta da una stimolazione cronica del sistema
immunitario con produzione di elevate quantita di immunoglobuline la cui importanza non é
limitata al ruolo protettivo nel mediare la risposta umorale ma soprattutto esseogigtauolo
determinante nella patogenesi e nella progressione della malattia.

Nei cani leishmaniotici e frequente pertanto il riscontro di una riduzione del normale rapporto

al bumine/ globuline che — giust i fglolubné edindnadoun |
parti coglobulire edi i m mi s ur-globuime,eordeal dibabtr o dal |
presenza di i p oal bemim heflaeleishnaaniosi lcaning pud dridinafee che

dall o stato i nf i amata, tdelo Scanente astatocdh ratrizibrze|dégh animaliteo p
nei soggetti con coinvolgimento renale dalla presenza di una nefropatia padisgacdente
(Koutinas et al., 1999).

Nella leishmaniosi canina il tracciato elettroforetico puo essere caratterigaath dalla presnza

di un picco nelle regiorielle b globuline secondario allo stato infiammatorio indotto dal parassita
relativo quindi alla risposta di fase acuaad un picco nellaregioe del | e 9 gl obul i
invecealla forte risposta imunitaria umorale (gammopatiapesso in corso di LCan i due picchi
graficamente possono fondersi conferendo al tracciato elettroforetico un aspetto caratteristico
(Ciaramella et al., 2003Amasategui et al., 2003)La gammopatia in corso di leishmaniasi

ti picamente di tipo policlonale, e rappresent

immunoglobuline da parte di diversi cloni di plasmacellule. Solo in pochi casCan le stata
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documentata invece una gammopatia monoclonale (paeapmia) (Giraudel et al. 2002;
Antognoni et al., 2010)

Esempio di gammopatia policlonale

Elettroforesi delle Sieroproteine

Fig. 5: Elettroforesi con gammopatia policlonale di un cane affetto
leishmaniosi incluso nel nostro studiba freccia indica la presenza dg
Apontexetta begbobuline.

3.3.2.Le proteine di fase acuta
Proteine di fase acuta (APP). Tra le APP valutate in corso di leishmaniosi sia in medicina

umana sia recentemente in medicina veterinaria vi $odoa pt ogl obi na, l a pro
cerul oplasmina e | 6amiloide A sieri,patnalCn un
reattiva e ceruloplasmina in cani infetti asintomatici, infetti sintomatici e in un gruppo di controllo

di animali sni per verificare un loro possibile ruolo nella diagnosi e prognosi della leishmaniosi.
Rispetto ai soggetti sani, i cani con leishmaniosi presentano concentrazioni sieriche piu elevate di
APP, in particolare la proteina C reattiva si € dimostrata lagngibile nel distinguere i cani malati
(sintomatici e asintomatici) da quelli sani. La sensibilita della proteina C reattiva era del 93 % nei
soggett.i sintomati ci e del | 6S8uz2b% en ai, SL20PPet.t iL
sierica, invecetra le altre proteine di fase acuta si € dimostrata essere la meno sensibile nel
distinguere gli animali infetti da_eishmania in quanto non sempre aumenta in corso di
leishmaniosi (MartineSubiela, 2003). Alla luce di quanto detto sopra, si pfiermare che le
proteine di fase acuta sono dei parametri altamente sensibili, ma poco specifici perché possono

aumentare in presenza di qualsiasi stato infammatorio.
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Tra i parametri da valutare nei cani affettildashmaniavi sono anche gli enzimi epa: alanina
siero conversion€ALT), fosfatasi alcalina (ALP) e aspartato aminotranferasi (AST). Tali parametri

sono risultati aument at i nell 682% dei cani | e

3.3.3 Coaugulazione
Accanto all e al t emaiadeterminate daplattutboeda piastrirmmtie ep r i

piastrinopeni e, i n corso di | ei shmani osi sono
particolare, le valutazioni dei parametri coagulativi quali i tempi di coagulazione (aPTT e PT)
hanno ilevato un aumento di aPTT, compatibile con un piu veloce consumo dei fattori della via
intrinseca a causa del | 6at Cortesanet al.0200Ciadraellaled ¢ a s
al., 2005).

Nel cane, secondo alcuni autori, livelli normali delncentrazioni dei EDimeri fanno escludere

| 61 pot esi di una <coagulazione intravasale di
secondo altri autori € risultata una complicanza della leishmaniosi umana (Lomtadze, et al., 2005).
In un recentetsu di o, ~ stato indagato il coinvol gi me
tromboelastometria, tecnica che valuta le proprieta viscoelastiche del sangue durante il processo di
polimerizzazione dell a f i br i netdicahamessoinadigehzac o a
in pazient.i i n remissione | a presenza di uno
(prodotti della degradazione della fibrina/fibrinogeno). Questo studio, a differenza degli studi citati
precedentemente, dimostin questi soggetti la presenza di uno stato di coagulazione intravasale

disseminata compensata (Bruno et al., 2010).

Inoltre, per i pazienti nefropatici affetti da sindrome nefrosica, la perdita renale di fattori
anticoagulanti (antitrombina 1ll) assaect a trombocitosi, i poal bum
del | 6adesi vit”™ piastrinica, conseguent.i all o

stato di ipercoaguabilita con conseguente tromboembolismo (Vaden and Grauer, 2011).
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Capitolo 4
Diagnosi diLeishmaniosi nel cane

Léampia variet? e aspecificit® del l e possibi
patologiche in corso di Can rende a volte complesso per il clinico formulare una diagnosi di

|l ei shmani osi .uhbébapptocazoonetdgrato che compr
i riscontri clinicopatologici e le indagini finalizzate ad identificare il parassita (metodi
parassitologici o molecolari) o nel vmmlbgel ar ne
risulta quindi essenziale per formulare una diagnosi accurata (Paltrinieri et al., 2010).

La diagnosi di leishmaniosi pud essere richiesta non solo per confermare o escludere la malattia in
soggetti in cui & stato avanzato un sospetto clinicoalattig, ma anche a fini epidemiologici per
indagare | a presenza dell 6infezione, come scr
aree endemiche, per prevenire la trasmissione tramite trasfusioni di sangue da istgftjedtiper

e Vvi t apodazidné® di roani infetti in aree non endemiche e per nrangola risposta al
trattamento (G.S.L.C. 2007).

La scelta del test diagnostico da utilizzare varia quindi in funzione della ragione per cui viene
richiesta la diagnosi: nei soggesintomatici s uf fi ci ente ai fini di ac
dotato di elevata specificita (sierologia, citologia) mentre nei cani asintomatici o oligosintomatici la
formul azione della diagnosi pu, richiedere |

molecolari).

4.1.Metodi diagnostici diretti

4.1.1 Citologia ed istologia
Classicamente la diagnosi diCan é confermata attraverso la dimostrazione diretta del

parassita. La Leishmania spp. puo essere identificata sia attraverso esame citoloigtodogitn

su campioni prelevati da diverse matrici.
Léindagine citologica andrebbe eseguita su ca

- lesioni cutanee nodulari, papulari e ulcerative in cui il materiale viene prelevato tramite

agofissione o0 ageaspirazionee/o apposizione;
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- midollo osseo o linfonodi in presenza di segni clinici o alterazioni clipatologiche
riferibili ad un loro interessamento;

- liquidi biologici prelevati da sedi con lesioni (essudati cavitari in caso di pericardite, liquido
sinoviale incaso di artrite e liquido cefal@mchidiano in caso di interessamento del sistema

nervoso).

| tessuti od organi in cui si rileva piu facilmente la presenza del parassita con questa metodica sono
in ordine decrescente di sensibilita diagnostica: midokeoslinfonodi, milza e sangue (G.L.S.C.,
2007). Il test & molto specifico (Sp) ma poco sensibile (Se) soprattutto in soggetti asintomatici in cui
Vi ~ una ridotta carica parassitaria. La sen
eseguita cotemporaneamente nel midollo osseo e nel linfonodo (arrivando fino ad un 90%)
piuttosto che utilizzare midollo osseo (Se=%) e linfonodi (Se=360%), separatamente. Oltre

all 6identificazione del par as s idreda presenza o reens ut i
di alterazioni citologiche compatibili con la leishmasii¢Tab.4. Se | desame <citol
esito negativo, il materiale per la citologia puo essere utilizzato per la ricerca del genoma di

Leishmaniamediante PCR (Mancianti020).

Di seguito sono riportate alcune foto scattate presso il laboratorio del Servizio di Patologia Clinica
Veterinaria (SEPAC VET) del Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie che mostrano la

presenza dieishmanian preparati citologici provenientia diverso materiale biologico.

Figura 6: Esame citologico: Fig. 7: Esame citologico: midollo osseo. N

linfonodo. Presenza di amastigo midollo. Quadro suggestivo di leishmanig
all 6interno dei con presenza di eosinofiliasmacellule
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Gli amastigoti diLeishmaniapossono essere visualizzati anche mediante istologia eseguita su
campioni bioptici cutanei o di altri organi infetti. In associazione al §sétea possono essere
presenti, cCome accade nel |l 6esame idiitloloogs cm
leishmaniosi (Tab)} Nel caso in cui si rilevino alterazioni istologiche, ma non sia possibile
identificare il parassita sarebbe opportuno procedere con colorazioni immunoistochimiche,
utilizzando anticorpi diretti contro antigene lceishmaniao con metodiche molecolaf.L.S.C.,

2007).

Riscontri patologici negli organi e fluidi corporei

Infliammazione macrofagica (granulomatosa)

Infliammazione neutrofilicanacrofagica

1

1

1 Infiammazione linfoplasmocitaria

1 Iperplasia reattiva degli organi linfoidi
1

Presenza o meno di amastigtitL eishmania intracellulari o extracellulari in numero variabile

Tab. 4 Pattern citologici ed istologici suggestivi di LCan ritrovati negl
organi o fluidi corporei (Solandgsallego et al., 2009)

4.1.2 Metodiche molecolari
Si basano sulla messa in evidenza di DNA parassitario su diversi campioni biologici. La

tecnica utilizzata e l&@Polymerase chain reactioPCR) che permette di amplificare sequenze
specifiche del genoma dieishmania Le tecniche molecolari sono metodichmlto sensibili e
risultano di particolare utilita come test di conferma nei casi che risultano dubbi, in animali
sintomatici, o per determinare la carica parassitaria (Real Time PCR) sia a fini diagnostici che per il
monitoraggio in corso di trattamentariacologico amprotozoario (Penniset al., 2003 Le

tecniche molecolari possono essere utilizzate sia sui tessuti lesionati che su altri campioni biologici
tra cui in ordine decrescente di sensibilita: midollo/linfonodo, cute, congiuntiva, buffyseogt)e
periferico (G.L.S.C., 200§ . Il n soggetti asintomati ci | 6i nt e
deve essere eseguito alla luce di test sierologici quantitativi dal momento che spesso soggetti
asintomatici e sieronegativi che vivono in zondemiche possono albergare DNA parassitario in

assenza di parassita integro e vitale.

Altri test diagnostici utilizzatiin corso di studi sperimentali ma che nwovano applicazione in

ambito clinico sono | 6esame awedturale, | a xen
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4.2 Metodi diagnostici indiretti
La diagnosi di ICan pu0 essere emessa anche sulla base del riscontro di anticorpi specifici anti

| ei shmani a. Gl i anticoropi all 6inizio dell 6inf
negativa,peguest o motivo | a sierologia va rivalut at
dopo circa 6 mesi dalla fine della stagione di trasmissione (Mancianti, 2010). Le tecniche piu

utilizzate sono riportate di seguito.

4.2.1 Immunomigrazione rapida
Sono i kit diagnostici commercializzabili per uso ambulatoriale. Presentano scarsa

sensibilita e una specificita, meditta (3070%). E bene associare il kit rapido alla metodica di
immunofluorescenza indiretta, in modo da avere anche il titolo anticorpapotrebbe essere utile

alla conferma diagnostica ed al monitoraggio terapeutico (G.L.S.C.a2007

4.22 Test Elisa
Il siero da esaminare & posto3dA micropiastrerivestite di antigeni dLeishmanialn caso

di positivita si apprezza una reaziar@orimetrica quantificabile tramite spettofotometria.E un test
specifico con sensibilita medaita (701 0 0 %) . La sensibilit”™ e | a s|
comunque, variare a secon-Galega 2009).d wntdggiqdpieste c o i
test € di avere una lettura oggettiva (in quanto sono automatizzabili) e di permettere la
guantificazione degli anticorpi (G.L.S.C, 2@

4.2.3Test di immunofluorescenza indiretta (IFI).
E6 il testdedil 60OefaeanenzadziaonSeanmMandi(aOMS) d eel

International Des Epizooties (OIE).test viene eseguito ponendo il siero del paziente in esame a

diluizioni successive su vetrino su cui sono presenti promastigdieidhmania Gli anticorpi

eventualmente presenti si legaai promastigoti e la positivita viene evidenziata tramite- anti

anticorpi fluorescenti. Tramite diluizioni seriali del siero in esame € possibile determinare il titolo

anticorpale. La sensibilita e specificita del test sono vicine al 100%, per queshsiéecato il

metodo sierologico di riferimento (Gradoni, 2002; Mettler et al, 2005; Mancianti et al., 1995). La

sensibilita del test, diminuisce in caso di soggetti asintomatici (Scalone et al., 2002; Mettler at al.,

2005; Olivaet al., 2006 Ferreira etl., 2007; Ferroglio et al., 2007). Bisogna tener presente che sia

| 6ELI SA sia |61 FI possono fornire risultat.i

endemi che per Lei shmani osi . La defi niomsaglane d
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(titolo anticorpale oltre il quale un risultato positivo riflette un effettivo contatto con il parassita) del
laboratorio di riferimento che effettua il test. Nella maggior parte dei laboratori, si considera
Apositivoo un tDtéoétotahovisogpabhy.dinlgédneral e
a 2 volte il titolo soglia del | aboratorio di
titoli anticorpali che superano di almeno 4 volte il valore soglia del labaratoriferimento (titolo
anticorpale 01:a4L60) (G.L.S.C., 2007

Un alto titolo anticorpale, quindi, pud permettere una ragionevole certezza diagnostica, in quanto e
associato ad unobalta carica par assiid(BReasietal.,e so
2006). Esistono, tuttavia, numerose eccezioni a tale regola come riportato ad esempio da Ferrer e
collaboratori secondo i quali ad esempio cani infetti possono rimanere sieronegativi (Ferrer et al.,
1995). Secondo gli stessi autori, imok , esisterebbero soggetti co
titolo anticorpale si modifica scarsamente nel corso della malattia.

Dog with clinical signs and /or clinicopathological abnormalities
compatible with leishmaniosis

L

| Quantitative Serology |

Doubtful/negative

high medium low
Leishmaniosis is Cytological/histological - Highly suspicious of Investigate other
confirmed evaluation of lesions leishmaniosis differential diagnoses
] I 3
Lesions Lesions
compatible incompatible
with with
leishmaniosis leishmaniosis

Optional Presence of Leishmania amastigotes
Real-time PCR for ,
Yes No

follow-up . :’

reatment *
; Immunchistochemistry
1
¥ PCR assays

Leishmaniosis is l
confirmed ..‘_l Yes | No

Fig. 8 : Algoritmo diagnostico in cani con sospetto clinico o clinicopatologico di
leishmaniosi (Solan&allego, 2009)
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Capitolo 5
Stadiazione, TrattamentdProfilassi

5.1 Stadiazione del paziente
L6i nf e ZAdeishmaeiapubavolvere, in tempi che vanno da poche settimane a molti mesi, in

guadri di malattia estremamente variabili e polimorfi, non sempre facilmente classificabili.
Léobbiettivo del clinico al moment o delnd a di
malattia nel suo stadio evolutivo, sia per consentire il corretto approccio terapeutico, sia per cercare
di anticipare possibili evoluzioni verso stadi piu gravi. Il gruppo di studio sulla leishmaniosi canina
ha proposto recentemente delle linee guiéa la classificazione dellaGan basate su di un
approccio integrato che comprenda: |l o stato s

alterazioni clnico-patologiche (G.S.L.C., 2008

Stadio A CANE ESPOSTO o CON INFEZIONE SUB-PATENTE

Sogetti clinicamente san(o con segni di altre patologie), nei quadist diagnostici citgstologici,
parassitologici € molecolatisultino negativima sianaevidenziabili titoli anticorpali specifichon superiori

a 4 voltei | val ore soglia del | abor at or i olL. Idfantummsonb
solitamente soggetti che soggiornano o hanno soggiornato, durante una o piu stagioni di trasmis
undbarea dovd accertattome |l a presenza del fleb

Stadio B: CANI CON INFEZIONE SUB -PATENTE

Soggetticlinicamente sanfo con segni di altre patologie) nei qualiienostrabile la presenza del parass

con metodi diretti (microscopia, coltura, PCR) ed in cui sewidenziabili bassi livelli di toli anticorpali

specifici Nelle zone endemiche, la sola positivita alla PCR, eseguita da materiale cutaneo in as

lesione, durante la stagione di trasmissione, potrebbe non essere sufficiente a definire infetto un cai
Stadio C. CANE MALATO

Caniinfetti e cani con elevati titoli anticorpali specifithe mostrano uno o piu segni clinicomunemente
riscontrat.i in corso di | ei shmani osi o chi a
Infantum pud essere definito malato and®e in assenza di segni clinici rilevabili, mosgiéerazioni
ematologiche, ematbiochimiche ed urinarie riferibili alla leishmaniosi 0 come prima, correl:
all 6infezione in atto.

Stadio D. CANE MALATO CON QUADRO CLINICO GRAVE

Un cane infetto da L. Infantum pud essere definito malato con un quadro clinico grave se: € ¢
sottoposto a uno o piu trattamenti gmtbtozoari e non mostra remissione della sintomatologia o pre
frequenti recidive; affetto da e nefropatia tgiourica o insufficienza renale cronica; presenza ¢
problemi concomitanti (patologie oculari gravi, artropatie gravi) che richiedono trattam
immunosoppressivo; concomitantemente affetto da gravi patologie (infettive, neoplastiche, endc
metaoliche).

Stadio E: CANE MALATO
E-a: Cane malateefrattario al trattamentspecifico antieishmania
E-b: Cane malatgottoposto a trattamentoon recidiva precoce

Tab. 5 Classificazione dei cani infetti/malati ai fini terapeutici (Roura, 2010 modificato)
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5.2 Farmaci utilizzati nella terapia della LCan

| principali farmaci antleishmania sono stati ideati e sviluppati in fasi-gmeiche e cliniche
esclusivamente per la terapia della leishmaniosi umana e solo successivamente sono stati studiati ed
utilizzat:. nel cane. N eohol stauao guarigiogeuctinicd che duella ma c
parassitologica a differenza di quanto avviene nel cane ti@l® clinici hanno dimostrato che la
terapia consente una riduzione della carica parassitaria e la remissione della sintomatologia (in
molti casi) ma slo eccezionalmente la guarigione parassitologica. Questo comporta in alcuni
soggetti la comparsa di recidive della malattia a distanza di mesi dopo il termine del trattamento

(G.S.L.C., 2008)

Gli scopi della terapia anteishmaniadevono essere: riduzierdella carica parassitaria; controllo

dei danni indotti dal parassita; ripristino della risposta immunitaria del cane; stabilizzazione nel
tempo dei risultati ottenuti; trattamento delle recidive. Dalla revisione della letteratura il protocollo
terapeuto che trova pi % ampi c 0 n s e nAnwiilglucammin®d® a s s o c
Allopurinolo. Tale associazione puo essere proposta come prima scelta in tutti i soggetti degli stadi
B, C e Dal dosaggio di 100 mig SID SCper 4 settimane di Antimoniato bi-metilglucamnina

e di 10 mg/Kg BID PQdi Allopurinolo per un periodo di almenc-6tmesi. Questo protocollo,
applicato correttamente nei cani in stadio B e C determina quasi costantemente la guarigione clinica

ed il suo mantenimento per periodi quasi seguperiori ad un anno. Gli effetti collaterali sono di

scarsa i mportanza (fatta eccezione per | fer
costringono ad interrompere la terapia).
Protocol Drugs and dosages Main side effects Reference
1st line M-methylglucamine antimoniate® Potential nephrotoxicity and Denerolle and Bourdoiseau {1999,
(75=100 mg/kg/SID) for 4=8 weeks, qutaneous abcesses/cellulitis Ikeda=Carcia et al. {2007)
S.C. + allopurinol {10 mg/kg/BID) (N-methylglucamine antimoniate) and Manna et al, (2008a)
for at least 6=12 months P.O.
Xantine urolithiasis {allopurinol) Cavaliero et al. {1999), Koutinas et al.
{2001], Pennisi et al. {2005b)
and Plevraki et al, {2006}
2nd line Miltefozine® (2 mg/kg/SID) for 4 weeks Vomiting, diarrhea (Miltefosine) Manna et al. (2008b) and Mird et al. {in press)
P.0, # allopurinol {10 mg/keg/BID)
for at least 6-12 months P.O.
Xantine urolithiasis
Allopurinel (10 mg/kg/BID) for at Xantine urolithiasis Cavaliero et al (1999), Koutinas et al. (2001},
least 6=12 months P.O. Pennisi et al. {2005b} and Plevraki et al. (2006}
3rd line Amphotericin B® (0.5-0.8 mg/kg, LV/5ID/rwice MNephrotoxicity Lamothe (2001 and Cortadellas (2003)
per week) for 2 months
Liposomal amphotericin B® (3 mg/kg/SID) Transient nephrotoxicicy Oliva et al. (1995)
for 5 consecutive days, LV,
Metronidazole {25 mg/kg/SID) + spiramycin Mot described Pennisi et al, {2005a)
(150,000 U/SID} for 3 months PO,
Marbofloxacin {2 mg/kg/SID for 1 month P.O.) Not described Rougier et al. (2008)
PO per os: 5.C. subcutaneocus: LV.: intravenous,
* Registered for veterinary use in Europe.
1zt line drug for Human Visceral Leishmaniasis in Europe: not recommended by WHO for veterinary use, to avoid drug parasite resistance.

Fig. 9: Protocolli terapeutici applicati correntemente nell@an (SolaneGallego et al., 2011)
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5.3 Indicazioni per il trattamento
Secondo le linee guida proposte dal gruppo di studio sulla leishmaniosi canina, i cani che rientrano

negli stadi A e B non necessitano di nessuna terapia farmacologica a menddaohes i dle n z a
parassita non sia associataiero conversiongstadio B), in questi soggetti € necessario effettuare

un nuovo monitoraggio sierologico e parassitario doplt Settimane dal primo riscontro di
positivita. Pazienti collocati nello stadio €D devono essere trattati con farmaci aeishmania

ed eventualmente con terapie di supporto suggerite dal quadro clinico del paziente. | pazienti
collocati nello stadio E devono essere testati per altre patologie (malattie trasmesse da zecche) e

gualom non si tratti di una falsa positivita, il clinico dovrebbe rivalutare il protocollo terapeutico

proposto o propoe un protoollo alternativo (G.S.L.C., 2008

Clinical stages Serology® Clinical signs Laboratory findings Therapy Prognosis

Stage I: MNegative to Dogs with mild clinical Usually no clinicopathol ogical Scientific neglect/ Good
mild disease low positive signs such as peripheral abnormalities observed; allopurinel alone/

antibody lymphadenopathy, normal renal profile: allopurinel + meglumine
levels or papular dermartitis creatinine < 1.4 mg/dl; antimoniate or miltefosine
{Ordeix et al,, 2005; non=proteinuric: UPC < Q5
Bottero et al, 2006}

Stage II: Low to high® Diogs, which apart from Clinicopatheolegical abnormalities Allopurinel + meglumine Good to
moderate positive the signs listed in stage [, such as mild non=regenerative antimoniate or miltefosine  guarded
disease antibody may present: diffuse or anemia, hypergammaglobulinemia,

levels symmetrical cutaneous hypoalbuminemia, serum
lesions such as exfoliative hyperviscosity syndrome
dermaritis/onychogryphaosis, {Petanides et al., 2008}
ulcerations (planum nasale, Substage—{a) normal renal
footpads, bony prominences, profile: creatinine < 1.4 mg/dl:
mucocutaneous juncrions), non=proteinuric: UPC < 05. (b)
anorexia, weight loss, fever, Creartinine < 1.4 mg/dl; UPC=0.5-1
and epistaxis { Petanides
et al,, 2008)

Stage [l Medium to Dogs, which apart from the Clinicopathological abnormalities Allopurinol + meglumine Guarded

severe disease  high positive signs listed in stages [ and I, listed in stage II antimoniate or miltefosine  © poor
antibody may present signs Chronic kidney disease (CKD) Follow RIS guidelines
levels originating from IRIS stage [ with UPC = 1 or for CKD (IRIS, 2006b)
immune=complex lesions: stage I (creatinine 1.4=2 mg/dl})
vasculitis, arthritis, uveitis {IRIS, 2006a)
and glomerulonephritis

Stage IV: Medium to Diogs with clinical signs listed Clinicopatheolegical abnormalities Allopurinol {alone) Poor
Very severse high positive in stage [l Pulmonary listed in stage II
disease antibody thromboembolism, or nephrotic  CKD RIS stage Il (creatinine Follow RIS guidelines

levels syndrome and end stage 2-5 mgfdl) and stage IV for CKD (IRIS, 2006b)
renal disease (creatinine = 5 mg/dl) (IRIS, 2006a)
Nephrotic syndrome: marked
proteinuria UPC > 5
* Dogs with negative to medium positive antibody levels should be confirmed as infected with other diagnostic technigues such as cytology, histology/
immunehistochemistry and PCR.
® High levels of antibodies are conclusive of a diagnosis of CanL and are defined as three- to four fold increase of a well established laboratory reference
aut=off.

laboratoristici ed il tipo di terapia e prognosi per ogni stadio clinico
(SolaneGallego et al., 2011)

Fig. 10: Stadiazione clinica della LCan basata sullo stato sierologico, i segni climisgantri
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5.4 Monitoraggio del trattamento
Loutil i zzo deishmania meltmamaggiorapartei dei pazienti comporta un

miglioramento dei segni clinici e delle alterazi@matebiochimiche entro poche settimane
dal | 6i ni z i (Penrdseet dl.,a2006)d0noatgnie guesto la prognosi per i cani infetti o
malati varia tra soggetti in funzione sia del quadronitio al momento della diagnosi che come
abbiamo vistesoprattutto dalla presenza e dalla gravita della pafra(SolaneGallego et al.,

2009) Inoltre, la cmmplessita della malattidga forte compromissione immuaria dei soggetti

col pi ti e | 6i mpossibilit”™ di garantire una
periodi di trattarento con farmaci anteishmania rende difficile la gestione di un cane affetto

da leishmaniosi soprattutto per quamtguarda il monitoraggio in corso di trattamento e la
durata della terapia. Nonostante i numerosi studi effettuati sia in corso di infezione sperimentale
che naturale, non si hanno ancora a disposizione parametri considerati specifici per monitorare
la rigposta al trattamentoBianciardi et al., 2010) Essendo la malattia determinata
principal mente ol tre c¢he dmddihtdmansepraftuttocda enaz a
progressiva perdita di controllo della risposta umorale con produzione dieelpvantita di

i mmunogl obuline alcuni autori hanno propost
del rapporto albumine/globulineomepunt o chi ave per stabilire
anttl ei shmani a e per (Ceo eatal,198%; Bizzetteet dl., A2BI) dttaveaanc i a

letteratura vi sono datmo | t o vari abi i per guanto rigua
proteiche all 6elettroforesi sierica, come ar
tra i titoli anticorpali (anticorpi specificiardi ei shmani a) e | 6el ettrofo
et al ., 2003) . Sia nell duomo che nel cane i

una riduzione graduale dei titoli anticorpali, tuttamila leishmanisi caninaquesto riscontro

non si & dimostrato costante e non sempre avviene in tempi brevi. In alcuni soggetti al contrario,
nonostante ci sia una buona risposta clinica i titoli aniali specifici antileishmaniapossono
rimanere elevati anche dopovdisi mesi. Tali risultati dimostrano pertanto che il monitoraggio

dei titoldi anticorpal. speci fici non possanit
del trattamento nei cani affetti da leishmani@serreret al., 199% Cosi come ripo#to per i

titoli anticorpali, anche la valutazione del rapporto A/G ha dato dei risultati incostanti:
generalmente in corso di trattamento si € visto che il rapporto tende in media nel tempo a
normalizzarsi, tuttavia anche la correlazione tra la normaiame del rapporto A/G ed il
miglioramento del quadro clinico non ha mostrato un rapporto statisticamente significativo

(Bianciardi et al. 2010).
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Risultati interessanti sono stati ottenuti inved#izzandole proteine di fae acute (APP) come
marker peril monitoraggio e la diagnosi di eventuali recidiga in corso di infezione
sperimentale che di infezione naturalea le APP in modo particolare la proteina C reattiva
(CRP) si ~ dimostrata |l a pi ¥ s en scorbuntfideziosei a
significativa in corso di terapia, sia nel follawp per identificare tramite un suo aumento la
possibile comparsa di recidive (Martin8mnbiela et al., 2003; Sassanelli et al., 2000 deqli

ultimi lavori riportati in letteratura prele in considerazione la misurazione di alcune APP e
concomitantemente le concentrazioni di IgG ed IgM totali in corso di infezione sperimentale
prima e durante trattamento atgishmania. | risultati ottenuti confermano ancora la sensibilita di

CRP e diHp nel monitoraggio della malattia mentre per quanto riguarda le immunoglobuline non

e stata dimostrata una corrispondenza tra le loro concentrazioni ed il decorso della malattia

durante il trattamentdartinezSubiela et al., 2011)

5.5Cenni di Profilassi
La leishmaniosi canina € in molti paesi del mondo un problema non solo per thantdla € in

grado di produrrenel cane ma soprattutto rappresenta un aspetto serio di sanita pubblica dal

momento che il cane rappresenta il principale s er voi r del parassita pe

se non trattata, pud essere fatale. Le possibili strategie per il controllo della LCan sono
individuabili in 3 punti: lotta agli insetti vettori e prevenzione della puntura; vaccinazione degli

animalisani ; eliminazione degl:i i nfetti/ mal ati

raccomanda la soppressione dei cani infetti ma, allo stesso tempo riconosce le difficolta etiche

nell 6attuare questa misur a dinsialitnd gordronti deglin e i

animali per cui il dibattito € sempre aperto sulla decisione se trattare o0 sopprimere questi soggetti.

Anche il controllo della popolazione di vettori € un obbiettivo complesso da raggiungere dal
momento che vi sono piu spedei fl ebot omi i mplicat.i nel | a t
le principali misure di profilassi sono mirate pertanto a limitare il morso del flebotomo mediante

A A

l Guti lizzo di putilizzal d tadcininerseggedtilsdnie n t i e all o

5.5.1Profilassidiretta

Lemi sure di profil assi diretta sono finalizz

misure di controllo che limitino il contatto vetteoes pi t e medi ante | 6util i z

uso topico con effetto repellente ranfronti del flebotomo. Questa misura di controllo da una
parte limita la possibilita che flebotomi infetti possano trasmettere la malattia a soggetti sani e
dall é6altra I imita |l a diffusione del pam@ssit

applicae le misure preventive anchecni sottoposti a terapia perchénostante questi possano
39
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risultare clinicamente sani, continuano ancora ad essere infetti. Le specialita farmaceutiche con
effetto repellente nei confronti del flebotomo sonodutti a base di piretro idi (Tab.8). | piretroidi

sono molecole ben tollerate nella maggior parte dei cani, in una minoranza di casi sono state
osservate reazioni di ipersensibilita cutanea con eritema e prurito nel punto di applicazione. Per
guesti sogg# che vivono in aree inuw la leishmaniosi € endemica e sui non €& possibile
utilizzare tali prodotti — consigliabile ridu
flebotomo € maggiormente attivo. In alternativa, € possibile utilizdaelle misure di protezione

meccanica utilizzando dei rifugi protetti danzariere a maglia fitta (Maroli et al., 2010)

Principio attivo Somministrazione Inizio Durata

protezione protezione

24-48 ore

4 settimane

Permetrina (Espot ®) Spoton
Permetrina+imidacloprid (dvantix®) Spoton 24-48 ore 4 settimane
Permetrina+Piriproxifene (Duowin®)  BSJee\; Immediata 3 settimane

Complessaleltametrinatrifenilfosfato Collare (a lento 5-6 giorni 5 mesi
(Scalibor®) rilascio)

Tab. 6: Sostanze utilizzate nella prevenzione della leishmaniosi canina(Solg
Gallego et al., 2011, modificato).

5.52 Profilassi Indiretta
| vaccini utilizzati per la leishmaniosi canina sono vaccini di 2° generazione che utilizzano

antigeni purificati diLeishmania(proteine e lipofosfoglicani con potere immunogenetico). Il primo
vaccino (Leishmune®) registrato e commercializzato in Brasieomposto da glicoproteine di
Leishmanig FML=fucosemannosdigand) e adiuvato con saponine (QS21).ll vaccino e in grado di
prevenire lo sviluppo di gravi forme cliniche (con un efficacia < 100%) riducendo allo stesso tempo

| 6i nf et t i vi tHhaindltelun dffdtte immunaienapeutieadnei soggetti malati. Il secondo
vaccino, disponibile in portogallo, € il caniLeish®. Questo vaccino € composto da ESPs (excreted
secreted proteins) e anche in questo caso sono state utilizzate come adiuvantarie §@f21)

per la loro efficacia nello stimolare la risposta immunitaria di tipo Thl. Il canileish® sembra
risultato sicuro sia in animali sani sia in soggetti sieropositivi; studi di campo utilizzando modelli
déinfezione natur ale®arheaninaa 9wra mesdasfof idd a cviea i 1f @

f orme cliniche, riducendo di circa 3 volte il
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circa 4 volte di sviluppare la malattia. Il protocollo vaccinale ancora in fase di sperimeatazio
prevede la somministrazione di tre dosi a partire dai 6 mesi di eta, con richiami di 3 settimane a cui
segue il richiamo annual e. L6i mmunit™ si S Vi
iniezione. La somministrazione del vaccino & conaiglisolo in animali sieronegativi, in quanto

non é stato ancora provato la sua efficacia in animali sieropositivi (Oliva, 2011). Ad oggi sono
necessar.i tuttavia ulteriori studi per verifi

vaccini e deprotocollo vaccinale.
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CAPITOLO 6
SEZIONE SPERIMENTALE

1.Obiettivi
Lo studio sperimentale oggetto dellesi si € posto come primo obbiettivo queliovalutare la

leishmaniosi canina dal punto di vista clinico e clinicopatologico, con particolare riferimento alla
nefropatia associat a, attraverso unéindagine
visita pressé6 Os pedal e Di d d dati sowcocstatifipottati e analiazatiitramite statistica
descrittiva e in particolare sono stati cons
clinica e i segni di laboratorio per poi analizzarne la freqaedelle principali alterazioni rilevate

nella nostra realta clinica e confrontarla con i dati riportati ttedatura. Successivamente la

popolazione oggetto di studio é stataldivisa indiversi gruppi:

V nefropatici e non nefropatici al fine sia di utdre la malattia renale in corso di leishmaniosi
ed in particolare indagare le conseguenze di tale condizione a livello sistemico sia di
confrontare tramite undéindagine statistica
guelle presenti nei ggetti non nefropatici.

V anemici e non anemici

! confronto tra quest. gruppi  stato mirato

tra il tipo di alterazione rilevata (nefropatia, anemia) e la gravita della malattia sistemica settostant

by

Un secondo obbiettivo e stato quellib valutare la rispost immunitaria umoralén corso di
leishmaniosi caninanediante la migrazione di Immunoglobuline G Bnmunoglobuline M al
moment o del | 6 ammtiup i® icoosa @i trattamane|afdishomanlagemindagare e
comprendere megl i o | afeed applizarea mseltaticbehuti aellamiatica t t i
ed utilizzarele concentrazioni anticorpalcome possibilibiomarker per la remissione o la

progressione della malattia.

42



2.Materiali e metodi

2.1.Criteri doéinclusione e selezione dei pazi
Lo studio clinico proposto € stato condotto in modo retrospettivo su una coorte di pazienti condotti

a visita presso il Dipartimento Clinico Veterinario e di Scienze Mediche Yateed e lhiversita

di Bolognad el | 6 Al ma Manelgeriods tompres® trtGanmaio 2003 e Marzo 201

casi sono stati selezionati tramite il software gestionale in uso (Fenice 3.42) considerando la
positivita sierologica peteishmania spp O lediaht® la metodica di Immunofluorescenza

Indiretta (IFI) e almeno uno dei seguenti criteri:

V presenza di reperti clinici e clinicopatologici riferibili a leishmaniosi;
V individuazione diretta degli amastigoti loeishmaniaspp. mediante esame citologico da
matrici biologiche (puntati linfonodali e/o midollari, raschiato/citologia cutanea);

V positivita alla polimerase chain reaction (PCR) per DNAashmanisspp

| soggetti inclusi nello studio sono stati ulteriormente selezionati mediante i seguentvahiteii

al moment o dell dammi ssione presso | 60spedal e

V presenza di cartelle cliniche complete;
V disponibilitd di dati clinicepatologici, tra cui esame emocromocitometrico, biochimica
clinica, esame chimicisico delle urine eproteinuria elettroforesi sierica, parametri

coagulativi (ATIII, ddimeri, fibrinogeno) proteine di fase acuta (CRP)

Léinserimento di un caso nello studio coinci
Veterinario. Tale condizione, non in tuttisoggetti corrispondeva necessariamente al momento

della diagnosi eziologica.

| soggetti selezionati sono stati ulteriormente suddivisi in asintomatici (A), malati (ML), malati con
patologie concomitanti (MLC) e nefropatici (KD). | soggetti A non preseamavsegni clinici

riferibili a leishmaniosi (indipendentemente dal titolo anticorpale); i soggetti ML presentavano
segni clinici e clinicopatologi ci attribuibil
presentavano segni clinici e clinigmtologici attribuibili a leishmaniosi e una o piu comorbidita
sono stati classificati come MLC; i pazienti KD presentavano segni clinici e clinicopatologici
riferibili a danno renale con presenza di proteinuria (rapporto proteine urinarie/creatinima iirina

UPC >0,4) elo iperazotemia (creatinina sierica >1,4 mg/dl) associata peso specifico urinario

Ai nadeguatoodo (<1030).
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In base alle variazioni dei parametri elencati in segytazienti sono stati ulteriormente suddivisi
in diversi gruppi diagnostici

V pazienti che presentavaiperoglobulinemia’i | 6 ioghokutinemia é stata definita come un
aumento della concentrazione delgobuline stimata mediante valutazione elettroforetica, i
pazienti affetti da ipeglobulinemia dovevano presentare valorioglobuline >0,78 g/dl
(.LR. 0,420,78 g/dl);

V pazienti con peso specifico urinario inadeguatoi i soggetti con peso specifico
Ai nadeguatoo dovevano presentare P.S. <103
del rene di concentrare le urine.

V pazieni anemicii i soggetti sono stati considerati anemici o0 non anemici in base ai valori di
ematocrito, i n particol ar ealorgdi Hct FB@M(ERM37Cc i 0 ¢
55%).

Le altre alterazioni clinicopatologiche (es.: leucopenia/leucocifmsilbuminemia, etc) che hanno
permesso unodéulteriore classificazione diaghnos:s
intervalli di riferimento forniti dal laboratorio del Servizio di Patologia Clinica Veterinaria del
Dipartimento di Scienze Btiche Veterinarie (vedi tabelle 12, 13,14). Tali risultati sono frutto di

validazione interna e sono coerenti con quelli presenti in letteratura.

Tra i soggetti selezionatini b as e ainclusoméestlusionesond étati successivamente
selezionati i pazienti sottoposti a trattamenti aldishmania per la misurazione di

Immunoglobuline G1gG) ed Immunoglobuline MIgM) in base a:

V disponibilitadisieroop asma ci trato al momento dell é6am
V disponibilita di siero o plasma citrato in corsdfdiow-up dopo | 6i ni zi o de
leishmania

by

La miarazione delle IgGed IgM e stata effettuata presso il Servizio di Patologia Clinica
Veterinaria del Dipartimento di Scienze Medichest&finarie avvalendosi di una metodica
immunoturbidimetrica mpi egata nel | 6 uomo Ile stessmaberatdrienslea nt e
specie canina. Gli intervalli di riferimento sofratto di una validazione interna e sono coerenti con

quelli presenti in letteratura.
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2.2.Determinazioni:
Per tutti i soggettselezionati, quando disponibili sono stati presi in esame i seguenti parametri:

valore Ematocrito (Hct); Emoglobina totale (Hb); Eritrociti (RBC); volume corpuscolare medio
(MCV); concentrazione di emoglobina corpuscolare media (MCHC); Leucociti totaiC)\wW
Piastrine (PLT); profilo biochimico comprendente creatinina (CREA); Urea; Colesterolo; Aspartato
Amino-Transferasi (AST); Alanina AminoTransferasi (ALT); Fosfatasi alcalina (SAP); Proteine
totali (PT); Alboumine (ALB); rapporto albumine/globuline (A/@)lirubina totale; Fosforo (P);
Calcio (Ca); Potassio (K); Cloro (CI); Sodio (Na); Proteina C reattiva (CRP); Ferro totale;
Transferrina (TIBC); Saturazione della TIBC (Sat%), Fibrinogeno; Antitrombina 11l (ATIIF; D
Dimeri (D-D) ; -g Ua& b u |-dlobudin, e ,42ab@bul i ne e oglobuline; |6
urine (comprendente almeno peso specifico urinario, pH e proteine urinarie) e del sedimento
urinario. Con le matrici del surnatante urinario é stato effettuato un esame biochimico delle urine
per valutare le proteine urinarie (UPT); creatinina urinaria (Crea) e albumina urinaria (UAIb) ed e
stato successivamente calcolato il rapporto proteine urinarie/creatinina urinaria (UPC); albumina

urinaria/creatinina urinaria (UAC).

Metodica di prelievo, proessazione e stoccaggio dei campioni

| prelievi di sangue sono stati eseguiti attraverso un sistema a vuoto Sarstedt® e quando possibile

sono state raccolte:
w 1 aliquota di sangue inKEDTA;
w 1 o piu aliquote di sangue senza anticoagulante, casepalatore, per ottenere il siero;
w 1 aliquota di sangue con Métrato.

| prelievi di urina sono stati eseguiti mediante cistocentesi, minzione spontanea o cateterismo

vescicale.

Il sangue raccolto in &EDTA con provette Svonovett€ Sarstedt & statoprecs sat 0 ent r o
dal prelievo per | 6esecuzi one del | 6esame e mi
utilizzando i contaglobuli automaticdHematology Self Cell Countemodello Baker System
9120'ax, Abbott CELL-DYN 3500 R e Siemens ADVIA2120 che si sono succeduti durante il
periodo oggetto di studio presso il laboratorio. Prima delle determinazioni analitiche, i campioni in

K3-EDTA sono stati sottoposti ad agitazione trarivitetex (Reamix 2789).

| parametri valutati sono stati: eritrticfRBC/mnt), valore ematocrito (Hct%), emoglobina totale

(Hgb g%), volume corpuscolare medio (MCV fl), contenuto medio di emoglobina (MCH pg),
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concentrazione corpuscolare media di emoglobina (MCHC g%), ampiezza della distribuzione
eritrocitaria (RDW), legociti totali (WBC/mm), piastrine (PLT/mn), volume piastrinico medio
(MPV), conta reticolocitaria assoluta e percentuale, indice di produzione reticolocBRrsrisci

di sangue eseguiti a fresco e colorati dday-GriinWaldGiemsa(Merk® o MGG-Quick Stain
(Bio-Optica) sono stati esaminati al microscopio al fine di valutare la morfologia eritrocitaria, la
morfologia e la formula differenziale leucocitaria, dma e la morfologia piastrinicanonché

| 0 e v epresanza di@ggregati

Il sangue raccod in provette da siecro(BlonovetteE Sarstedt con fdgel
immediatamente posto in termoblocco (THERMOBLOC, FALC) a 37°C e lasciato per 30 minuti.
La separazione del siero e stata ottenuta attraverso centrifugazione per 1@ B00@ix g.

! siero stato ut iptofilozkoahimico congrendenté AlsTe AST,z i o n
Fosfatasi alcalina, Creatinina, Urea, Fosforo, Glucosio, Bilirubina Totale, Acidi Biliari, GGT,
Proteine Totali, Albumina, rapporto Albumina/Globulin@alcio, Sodio, Potassio, Cloro, Ferro

totale e per le determinazione delle Proteine di Fase Acuta (CRP, TIBC). Tutte le determinazioni
sono i risultato di met odi ¢ h ©LYMRUS tAb14D0a t e !
precedentemente validate per il ean

Il sangue in Naitrato raccolto con $Monovett& Sarstedt (provette allestite con 4dirato in
soluzione 0,11 mol/l, rapporto Natrato/sangue di 1 + 9) e stato processato in laboratorio entro 2

ore dal prelievo. La separazione del plasma citratata sttenuta attraverso centrifugazione per 10
minuti a 3000 x g. Il surnatante é stato successivamente prelevato con pipette monouso, evitando lo
strato eritrocitario sottostante, al fine di ottenere un campione di plasma povero di piastrine. I
plasmaest at o utilizzato per | a det e-Dimdrirplasmatioon e d
attraverso metodiche i nstCAYMPES AU 480 ptetedentenmeente z z a
validate per il cane

Il campione di urina é stato sottoposto alla valutaiofrattometrica per il peso specifico urinario

e all 6esecuzi on e-fisidoi mediante ielsttarena@utonsalico MIRWI-BD0 Urine

Analyzer e il Dipstick DIRUI H10. Infine, ciascun campione é stato sottoposto a centrifugazione

perlOminutia@00 T g. 1 surnatante  stato success
stato valutato a fresco al mi croscopi o. (!

la presenza di leucociti, emazie e batteri e confermato attravelsimziane citologica di un

preparato citocentrifugato.
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In accordo con le indicazioni riportate per le misurazioni specifiche e data la stabilita di siero,
plasma e surnatante urinario, ove possibile, queste matrici sono state aliquotate e st?@t@te a
80AC fino all desecuzione delle ulteriori dete

Tutte le misurazioni sono state eseguite presso il laboratorio del Servizio di Patologia Clinica
Veterinaria (SEPAC VET) del Di parti mento di
Studiorum- Universita di Bologna.

Ferro totale

Il ferro totale del canpione di siero & stato misurato attraverso la metodica colorimetrica al Ferene
di Sentinel CH (Sentinel REF KALO®ORon Ferene).

Principio del test

Il Ferro in presenza di un sistema tampone a pH 4,8 viene liberato dalla transferrina e ridoto
guantitativanente allo stato ferroso. Il Fe++ cosi ottenuto forma con il complessante specifico
Ferene S un composto colorato stabile la cui intensita di colore & proporzionale alla quantita di ferro
presente nel campione in esame. L'interferenza dovuta al rameigatdintilizzando condizioni

particolari di reazione e un mascherante specifico.

Reagenti, controllo di qualita e calibrazione

Tampone acetato 1,4 mol/l

. |IpH 4,8; Conservazione
Reagenti ] o
Guanidina idrocloruro >4,5 mol/l; 2-6°C
Mascherante specifico per Cu
Ferene S >20 mmol/l;
Reagente

Acido ascorbico >0,5 mol/l

Conservazione -8°C fino a ]
CalibratoriCalibratore specifico contenuto nel kit OE66300  [99
15 25°CaZ2gg

Conservazione2-8°C fino a |
a9
15-25°Ca2gg

controlli Olympus Multicontrollo CatN° ODCO003

Controllo ODC004

Tab.7:Reagenti, controllo di qualita e calibrazioni per la determinazione del Ferro
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Linearita e sensibilita analitica

Il metodo risulta lineare tra concentrazioni di ferro comprese tra 1 e 1000 pg/dl. Lbilgansi

analitica ovvero la concentrazione minima rilevabile diversa da zero e di 0,5 pg/dI.
Interferenze

Nessuna interferenza da ittero (bilirubina coniugata e non coniugata < 15 mg/dl), emolisi
(emoglobina < 0,5 g/dl) e lipemia (trigliceridi < 1000 mg/dl)

Unsaturated Iron Binding Capacity (UIBC)

La UIBC e stata valutata mediante un test colorimetrico di tipo quantitativo (Olympus System
Reageni UIBC, OSR 61205).

Principio del test

La reazione alla base del test € che il Ferro del reagente R1 reegisdaNitroscPSAP del
reagente R2 per formare un compl esso di col or
gli ioni Ferro del reagente R1, invece, si legano specificamente con la transferrina e pertanto non
sono disponibili per la reazioneolorata con il Nitrosd@®SAP. La differenza delle assorbanze

mi surate con o senza | 6aggiunta di campione r

Reagenti, controllo di qualita e calibrazione

uiBC Soluz. Tampone Tris 180 mmol/l Conservazione-2
Reagente  |rerr6,9 umolll 6°C
Nitroso-PSAP 176 pmol/l

Cloruro di idrossilammonio 36 mmol/l

Tiourea 175 mmol/l

Calibratore |Multicalibratore OLYMPUS SYSTEM CALIBRATOR Conservazione:
Cat.N°.66300 2.8°C fino a 7 gg

1525°Ca2qgg

Controllo Controlli Olympus Multicontrollo CatN° ODCO003, ODC004Conservazione:
2-8°C finoa 7 gg
1525°Ca2qgg

Tab.8:Reagenti, controllo di qualit”™ e calibr
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Linearita e sensibilita analitica

Il metodo risulta lineare traoncentrazioni di ferro comprese tra 55 e 450 pg/dl. La sensibilita

analitica ovvero la concentrazione minima rilevabile diversa da zero e di 1,46 pumol/l.

Interferenze

Bilirubina: interferenza inferiore al 10% fino a 40 mg/dl di bilirubina aggiunta.

Emolsi : concentrazioni di emolisato aggiunto di

Lipidi: concentrazioni di lipidi (Intralipil) aggiunti di 1000 mg/dl portano a una interferenza

inferiore al 10%.
Transferrina

La transferrina sierica e stataismrata comeTotal Iron Binding Capacity(TIBC). La TIBC é

calcolata sommando il Ferro totale alla UIBC:
Ferro Totale + UIBC = TIBC.
Saturazione percentuale della Transferrina (Sat%)

La saturazione percentuale della transferrina rappresenta la quatandstf er r i na c¢che |
noto infatti che solo una parte del pool di transferrina circolante trasporta il ferro mentre la restante

parte circola non saturata.
La Sat% é stata calcolata come segue:

Fe x 100/TIBC = Sat%
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CRP

La concentrazionadella CRP é stata valutata mediante una metodica immunoturbidimetrica
(Olympus System ReagentREACTIVE PROTEIN OSR 6147), in uso in medicina umana e

validata nel nostro laboratorio per il cane.

Reagenti, controllo di qualita e calibrazione

Reagente R1 [Sduzione tampone Tris (Idrossimetil) Conservazione
aminometano (pH 7,5) 2-8°C fino a |
80 mmol/l 99

15-25°Ca2qgg

Reagente R2 [Sodio cloruro 125 mmol/l Polietilenglicole 6000 1,5 % |Conservazione
Anticorpo anttCRP umana di capra 2.8°C fino a

Conservante (sodio azide) g9
1525°C a2 gg

MulticalibratordCalibratore allestito presso il nostro laboratorio

Controllo Controlli allestiti presso il nostro laboratorio

Tab.9:Reagenti, controllo di qualita e calibrazioni per la CRP
Principio del metodo

Il campione di siero viene miscelato con la soluzione tampone R1 e la soluzieeem@nR2. La
CRP reagisce e forma aggregati insolubili con il siero-@riRi P , | 6 ad wmbagdematiza d

proporzionale alla concentrazione di CRP nel campione.

Linearita

1 metodo | ineare per concedmigdlazi oni compr e
Interferenze

Bilirubina: nessuna interferenza significativa fino a 40 mg/dl di bilirubgwumta.

Emolisi: concentrazioni di emolisato aggiunto di 500 mg/dl portano a una interferenza significativa
del 10%.
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Lipidi: concentrazioni di lipidi (Intralipil) aggiunti di 1000 mg/dl portano a una interferenza

significativa del 20%.

Albumina

Léal bumina ~ stata misurata con neAtbondni @SR Ol vy |
6102). Tale metodica e di utilizzo noutine da diversi anni in medicina umana e veterinaria ed &

nota come MAmet odcor easlolvoeor.de di br omo
Principio del test

Quard o i | verde di bromo cresolo reagisce con
Léassorbanza del-veednpronoscesolo @lil cblarenverdeg viene misurata

bicromaticamente (66800nm) ed € proporzionale alla concentrazione di Albamg campione.

Reagenti, controllo di qualita e calibrazione

Reagente |Soluzione tampone succinalConservazione:
R1 (pH 4,2) 100 mmol/I 2-25° a confezione integra fino a data di scadenza,;
aperto 90 giorni
Reagente |Verde di bromocresolo Conservazione:
R2 0,2mmol/l 2-25° a confezione integra fino a data di scadenza;
Corservante aperto 90 giorni
Calibratore(OLYMPUS SYSTEM Conservazione:
CALIBRATOR 2-8°C finoa 7 gg
Cat.N°.66300 15-25°C a 2 gg
Controllo [Controlli Olympus Conservazione:
Cat-N° ODCO0003, 2-8°C finoa 7 gg
Tab.10:Reagenti, controll o di qualit”™ e calibrazi
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Linearita e sensibilita analitica

Il metodo e lineare per concentrazioni comprese tra 1,5 e 6,0 g/dl.
Interferenze

Bilirubina: interferenze inferiori al 10% fino a 40mg/dl! di bilirubina aggiunta.
Emolisi: interferenze inferiori al 10% fino a 4,5 g/l di emoglobina aggiunta.

Lipemia: interferenze inferiori al 10% fino a 8000 mg/dl di lipidi (Intralfidggiunti.

Proteine totali urinarie (uTP)

Le proteine totali urinarie sono state misurate con metodica Olympus (Olympus System Reagent
Urinary/CSF protein, OSR 6170). Tale metodica e di utilizzautine da diversi anni in medicina

umana e veterinariaed not a come fimetodo al rosso di piro
Principio del test

Il rosso di pirogallolo si combina con il molibdato per formare un complesso rosso con
unbassorbanza massima a 470nm. ! test = basce
guardo il complesso rosso di pirogallefoolibdato lega gli aminogruppi basici delle molecole
proteiche dando origine a un complesso-fplar por a con undassor banz:
Lébassorbanza di guesto compl esso edigroteirmindgl a me n

campione.
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Reagenti, controllo di qualita e calibrazione

Reagente [Rosso di pirogallolo 47 |Conservazione:

R1 emol /1 2-8° a confezione integra fino a data di scadenza; aps
Mol i bdat o di|90 giorni

Acido succinico 50 mmol/
Benzoato di Na 3,5 mmol
Ossalato di Na 1,0 mmol/I
Metanolo0,8% wi/v

Calibratore|OLYMPUS SYSTEM Conservazione:

CALIBRATOR 2-8°C finoa 7 gg
Sieroalbumina umana 0,5[15-25°C a 2 gg
o/l
Controllo |Controllo Sentinel Conservazione:
diagnostics 2-8° a confezione integra fino a data di scadenza; aps
Dropper Level ke 2 90 giorni
Tab.11:Reagenti, controllo di qualit”™ e calibi

Linearita e sensibilita analitica

Il metodo € lineare peconcentrazioni comprese tra 1 e 200 mg/dl. La concentrazione minima

rilevabile é di 0,7 mg/dl.

Interferenze

Interferenze inferiori al 10% per:

bilirubina 0,3mmol/l

glucosio 277mmol/l

acido urico 18 mmol/l

Rapporto proteine urinarie/creatinina urinaria (BC)

L6OUPC @ stato calcolato attraverso | a formul a

uPT(mg/dl)/uCrea(mg/dl) = UPC.
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uAlb

Léal bumi na urinari a - stata mi sur at a cion me
Microalbumin, OSR 6167). Tale metodica di tipo immunoturbidimetrico & di utilizzoutine da
diversi anni in medicina umana e nel nostro laboratorio. || metodo é stidate nel cane come

riportato in letteratura (Gentilini et al., 2005)
Principio del test

Quando il campione viene miscilacon la soluzione tampone R1 e la soluzione antisiero R2,
| 6al bumi na r e a&cgicoscaneanticorpi amicalbloninas ynamk@ando origine ad un
composto di aggregat.i I nsol ubi | i . Léoassorba

concentrazione di albumina nel campione.

Reagenti, controllo di qualita e calibrazione

Reagente R1 [Soluz. Tampone Tris Conservazione:

R2 (pH 7,6) 71 mmol/l 2-8° a confezione integra fino a data di scader
Anticorpi di capra antialbuming2Perto 90 giorni a-8°C
umana
Conservante

Calibratore |Calibratore allestito presso il
nostro laboratorio

Controllo Controllo allestito presso il
nostro laboratorio

Tab. 122.Reagent i, controll o di gualit?” e calibr

urinaria.
Linearita e sensibilita analitica

Il metodo é lineare per concentrazioni comprese tra 1 e 30 mdpaluna tolleranza al fenomeno

prozona di 600 mg/dl.2
Interferenze
Glucosio: interferenza <5% fino a 3000mg/dl di glucosio aggiunto;

Creatinina: interferenza <5% fino a 300 mg/dl di cratinina aggiunta.
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Rapporto creatinina urinaria/albumina urinaria (UAG

LOUAC  stata calcolata attraverso | a formul a
uAlb(mg/dl)/uCrea(mg/dl) = UAC.

Creatinina

La creatinina (sierica e urinaria) & stata misurata con metodica Olympus (Olympus System Reagent
T Creatinine, OSR 6178). Tale metodica e di utilizzoantineda diversi anni in medicina umana e

veterinaria ed  nota come fAmetodo di Jaf f ®0.
Principio del test

La Creatinina forma un composto giadoancio con acido picrico in un mezzo alcalino. La
variazi one nel-800 amn 8 propbrziamaedal cancerirazibne di creatinina nel

campione.
Creatinina + acido picrico = complesso di picrato e creatinina

Reagenti, controllo di qualita e calibrazione della creatinina

Reagente R1 eldrossido di sodio 120 |Stabili tra

R2 mmol/| 2 e 8°C a confezione integra fino a data di scadenz
Acido picrico 2,9 mmol/l faperti per 14 gg

Conservard

Calibratore Olympus System Stabile tra
Calibrator Cat. n° 663002 e 8°C fino a 7 gg;
tra 15 e 25°C per 2 gg

Controllo Controlli Olympus Stabili tra
Cat. n° ODC0003 e 2 e 8°Cfino a7 gg;tra
ODC0004 15 e 25°C per 2 gg

Tab. 13: Reagenti, controllo qualita e calibrazione della creatinina

Linearita e sensibilita analitica

Il metodo e lineare per concentrazioni di creatinina compres®,®& e 25 mg/dl. Il metodo
applicato sulle urine e lineare tra 1 e 400 mg/dl. La concentrazione minima rilevabile usando le

impostazioni per il siero é di 0,027 mg/dI.
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Interferenze

Ittero: interferenze inferiori al 10% fino a 40mg/dl di bilirubina aggiunta
Emolisi: interferenze inferiori al 3% fino a 5 g/l di emoglobina aggiunta.
Lipemia: interferenze inferiori al 10% fino a 600 mg/dl di lipidi (Intralipicggiunti.

Proteine: interferenza inferiore al 6% tra 3 e 10 mg/dl di proteine aggiunte.

Fibrinogeno

Per la determinazione del Fibrinogeno plasmatico questa sperimentazione si € avvalsa di una
metodica di tipo turbidimetricoH{BRINOGENO TURBIDIMETRICOMeDia diagnostics). La
metodica  stata instalOLYMPUSAB400 | 6anali zzatore

Reagenti, Controllo di Qualita e Calibrazione

Sol fato dobéammo

Fibrinogeno ksEDTA 39,6 mmo Conservazione:-B°C
Reagente 1 Guanidina HCI 26,2 mmol '
PH /
Sol fato doéammo
Fibrinogeno ksEDTA 39,6 mmol Conservazione:-B°C
Reagente 2 Guanidina HCI 26,2 mmol '
PH 4
Fibrinogeno Fibrinogeno umano liof 24 Conservazione-B°C
Standard ' Stabilita: 7gg
Citrato 15 pmol
Eparina 800 U
Fibrinogeno A. AminoCaproico 0,1 mmol/l| Conservazione:-B°C
Diluente Albumina bovina 40 gf Stabilita: 7gg
Tampone fosfato
pH I

Conservazione:-B°C
Stabilita: 7gg

Fibrinogeno Controllo, livello basg Fibrinogeno umano liof. 1,19

Tab. 14: Reagenti, Controllo di Qualita e Calibrazioni per la determinazione del Fibrinogeno.

Principio del test

Léaggiunta di Ammoni osol fat o, EDTA e Guanidi

Fi brinogeno presente all 6imdateo.no La@anh aldampaitoor
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variazione turbidimetrica dopo aver valutato il cosiddéienco campioneal fine di evitare le

interferenze da bilirubina, emoglobina o chilomicroni.
Linearita:

La metodica € lineare da 0 a 9,0 g/l. | campioni contenebiri superiori devono essere diluiti

(1+2) con ilDiluente Fibrinogeno e rivalutati.
Altri dati:
1 Temperatura 25°C,;
T Lunghezza doéo3onhm,
Antitrombina 1

Lo6at t i Amtitrombirch d1l & stata determinata attraverso una metodica di tipo
cromogenicoAntitrombinall, Roche Diagnostics GmbH) aut omat
OLYMPUS AU 400

I n questa sperimentazione, l 6attivit”™ dun AT |

plasma di controllo umano.

Reagenti e Controllo di Qualita

Tampone TRIS/HCI
100 mmol/l
Reagente R1 Eparina (suina) 2 U/ml

Reattivo Trombina | Aprotinina(bov.) 6,5 U/ml

Conservazione:-8°C

Stabilita: 28 gg refrigrato
sull danali zzator

NaCl 270 mmol/l
Trombina(bov.) 0,38 U/ml

RERgRTE K2 MeOCOqgli-pro-argp N A A A c¢| Conservazione:-8°C Stabilita: 28 gg

Reattivo Starter 1,8 mmol/l refrigerato sull
(substrato cromogeno

Plasma citrato umano liofilizzatc

PreciChrom /1l )
a concentrazione nota

Stabilita (ricostituito):

(controllo basso, di AT 1II % g ore a 245"5
gg a +4°
canirallgialto) ( basso 41%, alto 84%) 1 28ggdi20°C
Tab.15:Reagent i e Control |l di Qualit”™ per
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Calibrazione(a 2 punti):

Calibratore S1
(bianco) NaCl 0,9%

Plasma citrato umano liofilizzato a

concentrazione Stabilita (ricostituito):

Calibratore S2:

_ nota di AT Il 1 8orea25C

Precimat Chromogen 1 5ggaZz8°C

(92%) 1 28gga20°C
Tab.16:Cal i brazi one per | a determinazione del |l 06A"

Principio del test
ATIIl + EparinaA (ATII -Eparina)+Trombing eccessd®
A (ATIII -EparinaTrombina)+TrombinasiquaA

A Trombinaesigug substrato cromoge® p-nitroanilina(cromogeno)

Léintensietazi deéel aol ori metrica, i nver samente |
valutata dall analizzatore che | a esprime in
Linearit&
La metodica  |ineare tra 20 e 15 @&bcadipioneart t i v i
esame super.i i 150%, | 6analizzatore diluisce
Interferenze

1 Ittero (I): nessuna interferenza significativa fino ad un indice | di 29 (bilirubina coniugata e

non coniugata 29 mg/dl circa);

1 Emolisi (H): nessuna interferenza significativa fino ad un indice H di 1000 (emoglobina
1000 mg/dI circa);

1 Lipemia (L) (Intralipid): nessuna interferenza significativa fino ad indice L di 1250

(trigliceridi 2500 mg/dI circa);

1 Irudina (antitrombotico): concentrazioni limg/ml di irudina portano ad un valore di AT

[l falsamente elevato del 5% circa.
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Altri dati:

1 Temperatura 25°/30°/37°C
T Lunghezza dboddmrmha 660 nm

D-Dimeri

La determinazione déd-dimeri & stata ottenuta utilizzando la nuova metodite-quant D-
Dimerodella Roche Diagnostics GmbH. Tale metodica utilizza un principio immunoturbidimetrico
al l attice. Lébapplicazione al cane di met odi
medi cina umana si b a s -aeattwita Ivdltéta ia precedemi stadi.Sddeve u n a
ricordare chein vivo, una degradazione completa della Fibrina a dimeri D, avviene soltanto a
seguito di lisoterapia (es-PtA mediata). Per questo motivo, gli anticorpi ddimero si legano ai

cosiddettiOligomeri X in cui, comunqgue, sono presenti i determinanti antigenici caratterizzati dalla

presenza del legame covalente (Ciagsed Doman).

Reagenti e Controllo di Qualita:

Tampone TRIS/HCI
Conservazione2-8°C

Reagente R1 370 mmol/l o _
Tampone NaCl 267 mmol/l Stabilita: 28 99 refrlgeratq
sull danal i
PH 8,2

Particelle di latex rivestite di

anticorpi monoclonali

Reagente R2 Conservazione2-8°C

anti-D-dimero umano

Sospensione di (topo) 0,15% Stabilita: |28|gq refrigerellto_
FD-di su 6anal i
anti-D-dimerclatex Tampone TRIS/HCI
10 mmol/l

Siero umano liofilizzato a Conservazione-8°C

D-DIMER Control I/II concentrazione nota e
(controllo basso, di D-dimero Stabilita (ricostituito):
controllo alto) (basso 0,88ug/dl, f 1gga1825°C

alto 4,19 pg/dl) T 14gga2-8°C

Tab. 17: Reagenti e Controllo di Qualita per la determinazione déiteri.

59



Calibrazione(manuale, 6 diluizioni):

Conservazione:-2

Zero Standard _ o 8°C
Matrice di siero umano .
(f1) Stabilita: 1gg a 15
25°C

D-DIMER Conservazione-2

] Framment{umani) contenenti EDimeri in matrice di siero |8°C
(t2) umano a concentrazione specifica per ogni lotto Stabilitd: 1gg a 15
25°C

Tab. 18: Calibrazioni per la determinazione detDimeri.

Principio del test

N
’F +
—
-
{
Antigene del Anticorpi anti-
D-dimero D-dimero legati
(campione) a latex (reattivo)
-j ié Estinzione
\ —_—
-
Conc.
Complesso Misurazione
antigene-anticorpo turbidimetrica

Fig. 12: Principio del test immunoturbidimetrico al lattice
per la determinazione dei EDimeri.

Linearita: la metodica e lineare tra 0,15 e 9,0 pg/ml. Concentrazioni superiori necessitano di
diluizione (es.: 1+1) con NaCl 0,9%.
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Interferenze:

T

1 nessuna interferenza da fattori reumatoidi < 100 Ul/ml;

1 nessuna intéerenza da eparina < 1,5 Ul/ml;

1 nessuna interferenza da farmaci documentata (31 farmaci di frequente impiego);

1 alti livelli di IgM (es.: mieloma) possono portare a risultati falsamente elevati;

1 in corso di lisoterapia {PA mediata) elevate concentraziadii frammenti DD possono

condurre a risultati diminuiti (effetto fAp

Altri dati:

1 sensibilita analitica: 0,04 pg/mi;

1
il

Ittero (I): nessuna interferenza significativa fino ad un indice | di 20 (bilirubina coniugata e

non coniugata 20 mg/dl circa);

Emolisi (H): nessuna interferenza significativa fino ad un indice H di 500 (emoglobina 500

mg/dl circa);

Lipemia (L) (Intralipid): nessuna interferenza significativa fino ad un indice L di 750

(trigliceridi 1500 mg/dI circa);

temperatura: 37°C,

| unghezzar00dmonda: O

Elettroforesi sierica

Léelettroforesi si eri ca tlizzasdo d kitaHydeageERROTEINEE) i n

della Sebia, applicato su strumento per elettroforesi Hydrasys, Sebia (Sebia, Milano).

Metodica di immunofluorescenza indiretta (IFI)

Per la metodica di immunofluorescenza indiretta ci si € avvalsi del kit FLBISHMANIA
(Agrolabo s.p.a.) disponibile presso il Servizio di Patologia Clinica Veterinaria (SEPAC VET).
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Metodica utilizzata

Per tutti i soggetti e stata eseguita la determinazione quantitativa delle IgG tramite un metodo di

tipo immunoturbidimeté o cr eat o per | 6uomo, e da noi appl
utilizzato | danalizzatore per bi ochi mica ¢c
indicazioni fornite dalla casa produt térstatec e . E
necessario procedere alla validazione del t €

validazione della metodicaé stata ottenuta con procedure di validazione standardizzate. Le

specifiche riportate di seguito si riferiscono alla metodicana.

Reagenti utilizzati nel test: contenuto e composizione

| reagenti utilizzati nel test sono R1 (4x22ml) e R2 (4x20ml), rispettivamente la soluzione buffer e

la soluzione antisiero, la composizione dei reagenti e riportdtakalla 19.

Buffer Tris (pH 7,2) 48 mmol/L

Polietilenglicole 6000 3,1 %

Anticorpi di capra antlgG In base al titolo
Tab. 19

| reagenti sono stabili a confezione integra fino alla data di scadenza indicata, se conservati a
temperature comprese tra +2 e +8 °C. Una vajitarta la confezione i reagenti sono stabili nello

strumento per 90 giorni.
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Principio del metodo

Quando un campione viene miscelato con | a sol

umana reagisce in modo specifico con anticorpi-l@g@ umane dando origine a aggregati

insol ubi |l i. Léassorbanza di guest. aggregat.
campi one. LéapplFigwral3i vo  riportato in
Specific Test Parameters
-General:* | LIH | ISE | Range |
Test Name: e v Type: [ Seum | v Operation: [ Yes | v
Sample:  Volume 2 |pL Diution [0 JuL Pre-Dilution Rate:
Reagents: R1Volume | 110 |uL Dilution | 180 |yt MinOD. Max OD
R2 Volume [(100 | L Dilution [T40 |t R H
Reagent OD limit:
Wavelength: Pri. [600 ]v Sec. [None ]v First. [ 0.1 | FirstH[ 15
Method: ‘END |V LastL | -01 LastH] 15
Reaction slope: +rF by Dynamic Range:
Measuring Point 1:  First | O Last 23 L{ozs*] Wl 300° |
Measuring Point 2. First 1] Last 10 Correlation Factor:
Linearity : % Al 1 B0
No Lag Time: v On-board stability period: | 90
Fig.13: Applicativo della metodica per |l a misurazione del |

Campioni utilizzabili e stabilita della metodica

Siero e plasma EDTA o eparinizzato. Le IgG sono stabili nel siero e nel plasma per 8 mesi se
conservato a una temperatura compresa tra 2 e 8°C e per 4 mesi se conservato a una temperatur

compresatral525AC. Evitare | 6uso di campioni forten

Linearita

Il metodo € lineare per concentrazioni comprese tr@0U® mg/dl (0,75 e 30,0 g/l). la curva di

calibrazione e ripdata inFigura 14

Precisione

| seguenti dati sono stati ottenuti con un enzaltore AU400 utilizzando 3 pool di siero analizzati

nell arco di 20 giorni .Tabklla®al ori ottenuti son
Sensibilita

|1 l'ivell o minimo rilevabile dall é6analizzator

63



Fig. 14: Curva di calibrazione della metodicatilizzata per la misurazione delle 1gG nel siero
umano

N=80 INTRAANALISI TOTALE
Media, g/l SD CV% SD CV%
4,31 0,05 1,14 0,14 3,29
10,88 0,16 1,45 0,38 3,49
21,73 0,49 2,24 1,01 4,66

Tab. 19: Precisione della metodica utilizzata. | Coefficienti\thriabilita (CV%) calcolati sono
inferiori al 5%.

Interferenze sul siero

Ittero: interferenza inferiore al 3% fino a 40 mg/dl di bilirubina.
Emolisi: interferenza inferiore al 3% fino a 500 mg/dl di emoglobina.
Lipemia: interferenza inferiore al 10% firol000 mg/dl di intralipid.
Fattore reumatoide: interferenza inferiore al 10% fino a 1200 1U/ml.

Limitazione

Il reagente Olympus IgG é stato ottimizzato per ridurre il rischio di un fenomeno di inibizione in
presenza di concentrazione di immunoglobulifencamemente elevate (effetto prozona). |
campioni con concentrazioni molto alte di Ig& 30000 mg/dl policlonali) potrebbero produrre
risultatdi bassi non corrett.i senza generare
antigene nel campione. @udo si esegue il test di campioni elevati su analizzatori del sistema AU é

possibile ottenere indicator.i AFO o una combi
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