Valutazione dell’evoluzione dell’infezione
da Leishmania infantum in cani naturalmente
Infettl In area endemica

Introduzione e scopo del lavoro - E noto
che l'evoluzione clinica dell'infezione da Lei-
shmania infantum nel cane e fortemente influen-
zata dal sistema immunitario dell'ospite; tutta-
via pochi sono gli studi che valutano il decorso
clinico-patologico dell'infezione nel tempo, sia
in condizioni naturali che sperimentali. Obietti-
vo del presente lavoro é quello di monitorare
nel tempo gli aspetti clinici, diagnostici e labo-
ratoristici in cani naturalmente infetti da L. in-
fantum in area endemica.

Materiali e metodi - Lo studio parte da 218
cani negativi ai test diagnostici per L. infantum
nel Marzo del 2005; di questi, 23 cani si sono
positivizzati ad uno o piu test diagnostici tra
Novembre 2005 e Marzo 2006. Gli animali in-
fetti sono stati monitorati sierologicamente
(IFAT), parassitologicamente (analisi microsco-
pica del prelievo linfonodale, PCR su biopsia cu-
tanea) e clinicamente, mediante uno score cli-
nico-patologico ogni 4 mesi fino a Marzo 2007.
Risultati - Dalla valutazione longitudinale inte-
grata dei test diagnostici in ciascun follow-up
col punteggio clinico-patologico, gli animali na-
turalmente infetti sono stati inclusi in 3 catego-
rie evolutive d’infezione: transitoria asintomatica
(11 cani), persistente asintomatica (2 cani), paten-
te sintomatica (8 cani).

Discussione - | risultati di questo studio con-
fermano I'elevata variabilita nell’evoluzione del-
l'infezione da L. infantum in aree endemiche e
sottolineano la difficolta di proporre un sistema
chiaro per prevedere il decorso clinico dell’'in-
fezione mediante campionamenti effettuati in
un unico tempo. Per tale motivo € consigliabile
continuare a monitorare gli animali infetti al fi-
ne di facilitare qualsiasi interpretazione clinica
o l'inizio di un’eventuale terapia.
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La leishmaniosi canina, sostenuta da Leishmania infantum, & ampiamen-
te diffusa in molti paesi del Mediterraneo con indici di prevalenza che,
in Italia, vanno dall’l,7% al 48%! e con un’incidenza annuale che nelle
regioni meridionali raggiunge il 9,52%? Nelle aree endemiche i cani in-
fetti mostrano un ampio spettro di segni clinici, che va da forme gravi
a forme asintomatiche in oltre il 50% dei cani®*. | cani infetti, sia sinto-
matici che asintomatici, sono considerati importanti serbatoi di L. infan-
tum per i flebotomi, vettori della malattia, giocando un ruolo fonda-
mentale nella trasmissione del protozoo all'uomo®. Nelle zone ende-
miche, i cani esposti alla puntura dei flebotomi infetti possono svilup-
pare la forma clinica, restare portatori asintomatici o, talvolta, liberarsi
dell’infezione in virtu di un’efficiente risposta immunitaria individuale®3,
Tuttavia, pochi sono gli studi che valutano il decorso clinico-patologico
dell’infezione nel tempo, sia in condizioni naturali”® che sperimentali®°.
In Italia, I'evoluzione clinica in corso d'infezione da L. infantum, é stata
valutata’ solo in cani di razza non autoctona (beagles) ed é riconosciu-
to che fattori genetici possano influenzare il tipo di risposta immunita-
ria e la relativa produzione citochinica!* determinando un quadro evo-
lutivo differente. Lo scopo di questo lavoro é stato di analizzare il de-
corso dell'infezione naturale da L. infantum nel corso di due anni, in ca-
ni autoctoni (di canile) in area endemica, attraverso il monitoraggio di
dati clinici e laboratoristici. Agli animali infetti & stato assegnato un
punteggio in base ai rilievi clinico-patologici e, lo stesso, & stato utiliz-
zato, in associazione ai risultati dei test diagnostici, per collocare gli ani-
mali nei vari pattern d’infezione.

A partire da 218 cani risultati negativi per L. infantum nel Marzo del
2005 nel corso di un precedente studio longitudinale'?, sono stati se-
lezionati 23 animali che si sono positivizzati per la prima volta ad uno
0 piu test diagnostici per L. infantum fra Novembre 2005 e Marzo
20062, In particolare le metodologie diagnostiche utilizzate includeva-
no la sierologia (IFAT), la PCR su biopsia cutanea e I'analisi microsco-
pica da campioni linfonodali. | cani risultati positivi per L.infantum a uno
0 piul test sono stati inclusi nello studio come cani recentemente infet-
ti e su questi animali sono stati successivamente effettuati dei campio-
namenti ogni 4 mesi per 1 anno, fino a Marzo 2007. Durante il prelie-
vo dei campioni gli animali sono stati sottoposti a visita clinica e i se-
gni clinici piu indicativi di leishmaniosi (alopecia, dermatiti, congiuntivi-
ti, onicogrifosi, linfoadenopatia etc.) registrati di volta in volta su car-
telle individuali. Oltre ai test sierologici e/o0 parassitologici specifici per
L. infantum prima citati, & stato anche effettuato I'esame emocromoci-
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tometrico e I'elettroforesi delle proteine sieriche.
| dati riguardanti il valore dell’'ematocrito (Hct%),
le proteine totali (TP), il rapporto albumine/globu-
line (A/G) e la percentuale di gammaglobuline
(%vy) sono stati quindi registrati ed integrati con i
risultati dell’esame clinico e dei test diagnostici
specifici in ciascun follow-up nel corso dello stu-
dio.

IFAT (Test di Immunofluorescenza indiretta). Il
test € stato eseguito usando come antigene pro-
mastigoti di L. infantum appartenenti allo zimode-
ma MON-1". Le cellule sono state incubate in ter-
mostato a 37°C per 30 minuti, prima con i sieri di-
luiti (1:80) in soluzione PBS (Phosphate Buffered
Saline), e successivamente con anticorpi di coni-
glio anti-lgG di cane, marcati con fluoresceina in
diluizione 1:40 (Rabbit anti-dog IgG; Sigma - Al-
drich Chemie, Germany). Utilizzando 1:80 come
diluizione cut-off, i campioni venivano considerati
positivi quando a contatto con i promastigoti di L.
infantum conferivano a questi una netta fluore-
scenza citoplasmatica o di membrana. | sieri posi-
tivi sono stati titolati fino alla negativizzazione.
ANALISI MICROSCOPICA. Il prelievo del mate-
riale linfonodale ¢ stato effettuato tramite ago-in-
fissione, senza aspirazione®®. Gli strisci linfonodali
sono stati colorati utilizzando la colorazione di
Diff Quick (Medical Team Srl, Italia,) e quindi sono
stati esaminati per rivelare la presenza di forme
amastigote di Leishmania spp.

PCR SU BIOPSIA CUTANEA. Il prelievo del cam-
pione di cute é stato eseguito mediante bisturi da
oftalmologia usa e getta, nella regione corrispon-
dente alla spalla sinistra e dopo tosatura del pelo
in unarea di circa 0,5 x 0,5 x 0,6 cm. | campioni
sono stati conservati a -20°C in provette Eppen-
dorf che contenevano 1 ml di soluzione PBS (Pho-
sfate Buffered Saline). Dopo la frammentazione in
azoto liquido e la macinazione (due cicli di conge-
lamento-scongelamento), si € estratto il DNA ge-
nomico da circa 50 mg di campione cutaneo usan-
do un kit commerciale (Genomic DNA Purifica-
tion Kit, Gentra Systems, Minnesota, USA). Si &
quindi amplificato un frammento di minicircolo di
DNA da cinetoplasto di L. infantum usando MC1 e
MC2 come primer®. II DNA genomico (4 ul) e
stato aggiunto alla miscela di reagenti della PCR
(46 pl) contenente 2,5 mM di MgCl,, 10 mM di
Tris-HCI, pH 8,3 e 50 mM di KCI, 250 uM di cia-
scun dNTP, 50 pmol di ciascun primer e 1,25 U di
Ampli Tag Gold (Applied Biosystems, Milano, Ita-
lia). Sono state utilizzate le seguenti condizioni ot-
timali per standardizzare I'amplificazione PCR: de-
naturazione iniziale a 94°C per 12 minuti, 30 cicli
comprendenti denaturazione a 94°C per 30 se-
condi, ibridazione a 60°C per 20 secondi, esten-
sione a 72°C per 30 secondi ed estensione finale
a 72°C per 5 minuti. In tutti i campioni sono stati

inclusi un controllo positivo contenente DNA ge-
nomico di L. infantum e un controllo negativo pri-
vo di DNA. | prodotti di amplificazione (~447 bp)
sono stati visualizzati su gel di agarosio al 2% (p/v)
(Ambion), colorati con etidio bromuro.

Le alterazioni clinico-patologiche registrate in cia-
scun cane durante lo studio sono state espresse
con un punteggio finale ottenuto sommando sin-
gole alterazioni compatibili con lo stato di malat-
tia: presenza di singoli segni clinici (es. linfoadeno-
patia, onicogrifosi, perdita di peso, dermatiti, ulce-
re cutanee, lesioni oculari), ematocrito <37%, con-
ta piastrinica <100x10%/pl, proteine totali sieriche
>7,5g/dl, rapporto albumine/globuline <0,6, gam-
maglobuline >18%. Gli animali sono stati valutati in
base alle caratteristiche clinico-patologiche e i ri-
sultati integrati con i risultati dei test diagnostici al
fine di collocare ogni cane in differenti categorie di
decorso dell'infezione.

| risultati dei test diagnostici e del punteggio clini-
co-patologico assegnato a ciascun cane in ogni
follow-up sono riportati nella Tabella 1. Dei 23 ca-
ni inclusi nello studio, 19 sono risultati positivi per
L. infantum alla PCR o alla sierologia a Novembre
2005 (primo follow-up), mentre i restanti 4 si so-
no positivizzati a Marzo del 2006 (secondo fol-
low-up). Durante tutto il periodo di studio (No-
vembre 05-Marzo 07), 10 cani sono risultati posi-
tivi alla sola PCR in tempi diversi, mentre, gli altri
hanno mostrato un quadro diagnostico variabile
(Tab. 1). Quattro cani (n. 15, 16, 17 e 18) hanno
mostrato risultati positivi ad uno o piu test dia-
gnostici dal primo all’'ultimo follow-up mentre due
(n. 20 e 21) a partire dal mese di marzo del 2006
fino all’ultimo follow-up (Tab. 1). Due cani (n.18 e
19), positivi all'lFAT +/- PCR al primo e al secon-
do controllo, sono deceduti. In totale, su 23 cani,
6 hanno sviluppato uno o piu segni clinici (perdi-
ta di peso, linfoadenomegalia, ulcere, uveite e/o al-
terazioni di laboratorio) con patterns diagnostici
differenti (Tab. 1). A causa della gravita dei segni
clinici 3 animali (n. 6, 12 e 20) sono stati trattati
con terapia specifica (antimoniato di meglumina
100 mg/kg/bid per quattro settimane e allopuri-
nolo 15 mg/kg/bid per 6 mesi). | valori dell’emato-
crito sono risultati elevati in tutti gli animali, tran-
ne in uno (n. 14). Alterazioni dell’elettroforesi
delle proteine sieriche sono state registrate in
tutti i cani che hanno sviluppato i segni clinici e
sempre prima dell'insorgenza dei sintomi (dati
non rappresentati). In un unico cane (n. 13) la sin-
tomatologia clinica, al terzo follow-up, € rientrata
in maniera spontanea in assenza di terapia. Due
cani colpiti da malattia e sottoposti a trattamento,
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I Malattie infettive/infestive

TABELLA 1
Risultati dei test diagnostici (Sier: sierologia con IFAT per rivelare gli anticorpi anti-Leishmania infantum,
PCR: polymerase chain reaction su tessuto cutaneo, Cit: esame al microscopio dello striscio linfonodale) e punteggio

clinico-patologico (Pcp) degli animali inclusi nello studio e raggruppati in accordo a pattern diagnostici simili.
Il quadrato (m) indica la positivita ad ogni specifico test. Gli animali che hanno sviluppato i segni clinici sono segnati
da un asterisco (*) e il tempo di insorgenza e la persistenza dei segni clinici & indicata dallo sfondo grigio.
La letteraT indica i cani trattati a causa della gravita dei segni clinici con terapia specifica

| follow up 1l follow up 111 follow up 1V follow up V follow up
Nov. 05 Mar. 06 Lugl. 06 Nov. 06 Mar. 07
PCR Sier Pcp PCR Sier Cit Pcp PCR Sier Cit Pcp PCR Sier Cit Pcp PCR Sier Cit Pcp
1 | 0 1 2 1 1
2 1 1 1 1 1
8 ] 0 0 1 1 0
4 | 1 | 1 2 1 2
5 ] 0 ] 0 0 0 0
6* ] 0 | 5T 0 0 1
7 ] 1 ] 1 0 0 0
8 ] 0 | 0 0 1 ] 0
9 ] 0 ] 0 0 0 ] 1
10 | 1 | 0 0 0 u 1
11 ] 0 0 1 0 0
12* 3 | 5 [ ] 2T 1 0
13* m 3 [ ] ] 4 ] 5 ] 5 2
14* | 3 | 3 [ ] 6 | 7 u | 5
15 m 0 [ ] ] 3 [ ] [ ] 4 ] ] [ 5 ] [ ] [ 5
16 | | 1 | 1 [ ] 0 u 2 u | ND 2
17 [ 1 ] 2 ] 0 ] 0 ] m ND 2
18 | 3 | | 2
19 1 ] 0
20* 0 | u 1 | u 5T | 0 u 0
21 1 | u 1 4 u 4 | 0
22 0 | | u 3 1 0
23 0 ] ] 0 1 1 ] ] 0
sono risultati negativi a tutti i test diagnostici nei TABELLA 2
successivi follow-up (Tab. 1). Numero e valore percentuale (su un totale di 23 cani infetti)
Dalla valutazione longitudinale dei tests diagnostici dei cani inseriti nelle categorie d’infezione. Le categorie sono state
e dal punteggio clinico-patologico il decorso dell'in- create in base ai risultati dei test diagnostici ed al punteggio
fezione @ stato suddiviso nelle seguenti categorie: clinico-patologico finale ottenuto sommando le singole alterazioni
1) infezione transitoria asintomatica, positivita tran- compatibili con la malattia (es. presenza di un unico segno clinico,

HCT < 37%, PLT<100x10%ml, PT>7,5¢/dl, A/G <0,6%,
gammaglobuline >18%)

sitoria ad almeno un test per un breve lasso di
tempo e punteggio clinico-patologico costante-

mente <3 (11 cani:n.1,2,3,4,5,7,8,9,10,11, 23). Categorie di infezione  Punteggio n. cani (%)

2) infezione persistente asintomatica, positivita co- clinico-patologico

stante alla PCR +/- IFI durante lo studio e punteg- Infezione transitoria <3 11 478)

gio clinico-patologico <3 (2 cani: n. 16, 17). asintomatica ‘ 56,5% cani
3) infezione patente sintomatica, positivita ai test asintomatici
parassitologici e sierologici e punteggio clinico-pa- Infezione persistente <3 287)

tologico > (8 cani: n. 3, 6,12, 13, 14, 15, 20, 21, 22). asintomatica '

Il numero dei cani e | val_qu pgrcentuall e_Iencatl Infezione sintomatica >3 8 (34.7) 34,7% cani
nelle succitate categorie di infezione sono riporta- sintomatici

ti nella Tabella 2.
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Questo studio suggerisce che nelle aree endemi-
che le infezioni da L. infantum possono presentare
differenti quadri evolutivi. Infatti, & noto che il de-
corso clinico della leishmaniosi nelle aree endemi-
che dipende da una serie di fattori associati alla
presenza e al numero di punture del flebotomo, al-
le specie di leishmanie coinvolte e soprattutto al-
I'ospite (in termini di pattern di risposta immunita-
ria e predisposizione genetica)®®. La complessita
nell'interpretazione dei test diagnostici ed il pleo-
morfismo della presentazione clinica rende la lei-
shmaniosi canina una sfida diagnostica per i veteri-
nari nelle aree endemiche e pone molte problema-
tiche nel prevedere il decorso clinico dell'infezio-
ne. | sette animali (30,4%) risultati transitoriamen-
te positivi alla PCR su tessuto cutaneo all'inizio
dello studio (I e Il follow-up) dopo la prima stagio-
ne dei flebotomi, ma che sono poi risultati negati-
vi a tutti i campionamenti successivi, suggeriscono
che il sistema immunitario sia stato in grado di
controllare I'infezione da Leishmania spp. a livello
cutaneo in seguito alla puntura del flebotomo.

In alcuni studi sperimentali sull'infezione da Lei-
shmania spp. nei topi'®"8 e in cani asintomatici®®,
e stato suggerito che la presenza dei parassiti a li-
vello cutaneo rilevata con la metodica PCR pote-
va essere dovuta o ad una recente inoculazione
da parte dei flebotomi o al fatto che la cute agi-
sce come tessuto-reservoir di amastigoti in ospi-
ti immunocompetenti dopo la generalizzazione
dell'infezione.

La positivita transitoria alla PCR é stata gia ripor-
tata in una popolazione di animali monitorati in
area endemica per Leishmania spp.”, ma su campio-
ni di midollo osseo. E stato suggerito che la positi-
vita transitoria alla PCR possa essere dovuta ad
una temporanea diminuzione della carica parassita-
ria nel midollo al di sotto dei livelli investigabili o
anche ad una clearance dall'infezione seguita, 0 no,
da re-infezione nella successiva stagione dei flebo-
tomi nei casi di ripositivizzazione’. Le categorie che
sono state proposte in questo studio per definire
il decorso dell'infezione sostenuta da L. infantum,
sono state ricavate dall'insieme delle caratteristi-
che diagnostiche, cliniche e clinico-patologiche re-
gistrate in ciascun cane durante lo studio longitu-
dinale. Degli animali asintomatici risultati positivi
transitoriamente alla PCR e/o al test IFAT il 30,4%
risultava persistentemente negativo ai successivi
campionamenti mentre il 17,4% si ripositivizzava
dopo un periodo in cui era risultato negativo. In
quest’ultimo caso, I'evoluzione dell'infezione verso
una condizione di patenza non poteva essere
esclusa. Due cani con infezione patente sintomati-
ca ma segni clinici lievi (n. 21 e 22) non hanno mo-
strato alcuna progressione clinica nel corso dello
studio probabilmente grazie alla loro capacita indi-
viduale di controllare I'infezione?. La mancanza di

un’evoluzione clinica dell'infezione nei cani pauci-
sintomatici € stata gia descritta in corso d’infezio-
ne sperimentale in cui i cani che mostravano solo
qualche lieve segno clinico volgevano a remissione
spontanea al termine dello studio®. Al contrario, in
cani di razza beagle infettati naturalmente e colpiti
in forma conclamata, non si & mai avuta una risolu-
zione clinica spontanea’ probabilmente per il fatto
che le razze non autoctone sono pit suscettibili al-
I'infezione da L. infantum. L'aumento delle gamma-
globuline, registrato in tutti gli animali che hanno
sviluppato segni clinici ancor prima della comparsa
dei sintomi e in precedenza gia documentato®,
suggerisce che esso possa rappresentare ancora
un valido marker per il monitoraggio dell'infezione.
L'anemia, considerata un riscontro comune in cor-
so di leishmaniosi?, al contrario, & stata registrata
per uno solo dei 23 cani (4,3% degli infetti) rispet-
to al 73,3% riportato in precedenza®. | parametri
urinari o renali non sono stati monitorati sebbene
sia noto che l'insufficienza renale & una delle prin-
cipali cause di morte nei pazienti leishmaniotici?;
tuttavia i segni clinici, I'esame ematologico e il pro-
filo elettroforetico delle proteine sieriche possono
essere considerati come parametri indiretti per as-
sumere informazioni sullo stato renale dei cani?.
Due cani, sottoposti a trattamento, oltre che gua-
rire clinicamente, sembra che abbiano operato
una clearance parassitaria in quanto sono risultati
negativi ad ogni test nei successivi campionamen-
ti. Questo potrebbe essere un dato interessante
visto che ¢ stato riportato che le terapie anti-Lei-
shmania spp. attualmente in uso non garantiscono
nei cani la guarigione parassitologica*>??. La guari-
gione parassitologica post-terapia negli animali
malati & stata comunque definita un evento possi-
bile benché raro®. Tuttavia, la presenza del paras-
sita in forma latente, eventualmente rilevabile at-
traverso mezzi diagnostici differenti e in campioni
tissutali diversi, non puo essere esclusa cosi come
non pud essere escluso un ritorno di positivita se
si fossero effettuati ulteriori campionamenti.
Solo il 26% degli animali monitorati hanno svilup-
pato un quadro clinico-patologico associato a lei-
shmaniosi sintomatica progressiva, mentre i re-
stanti sono rimasti asintomatici o paucisintoma-
tici. Questo dato si trova in accordo con la per-
centuale di cani asintomatici registrata in Brasile
(85,3%)3. | risultati di questo studio longitudinale
confermano una elevata variabilita, nelle aree en-
demiche, dell’evoluzione dell’infezione da L. infan-
tum nei cani e sottolineano la difficolta di pro-
porre un sistema chiaro per definire lo status
dell'infezione attraverso campionamenti effettua-
ti in un unico tempo. Quindi, per comprendere
meglio il decorso clinico di questa patologia in
ciascun cane, & consigliabile continuare a monito-
rare nel tempo gli animali infetti al fine di facilitare
ogni decisione anche riguardo I'inizio di un’even-
tuale terapia.
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Cane, infezione naturale, Leishmania infantum, studio
longitudinale.

Time course of Leishmania
infantum infection in naturally
infected dogs in endemic area

Introduction and aim of the study - The clin-
ical evolution of Leishmania infantum infection in
dogs is largely influenced by the host’s individual
immune response. Few studies have investigated
the time-course and clinical evolution of the infec-
tion both under experimental and natural condi-
tions. In the present investigation, the time-course
of L. infantum infection was studied by monitoring
clinical and laboratory features in naturally infect-
ed animals.

Material and methods - The study starts from
218 dogs resulted negative to diagnostic tests for
L. infantum on March 2005, of which 23 dogs pos-
itivized to one or more diagnostic tests between

November 2005 and March 2006.The infected an-
imals were monitored serologically (IFAT), para-
sitologically (lymph-node smear microscopical ex-
amination, PCR on dermal tissue) and clinically,
through a clinical-pathological score, every 4 months
till March 2007.

Results - After assessing the diagnostic tests over
time and the clinical scores, the time course of in-
fection was defined as transient asymptomatic in-
fection (11 dogs), persistent asymptomatic infec-
tion (2 dogs), patent symptomatic infection (8
dogs).

Discussion - The results of this study confirm the
high variability of the L.infantum infection progres-
sion in endemic areas and underline the difficulty
to propose a clear method to define the clinical s-
tatus of the infection with single-time samples. So
it's advisable to monitor infected animals over
time in order to make easier any clinical interpre-
tation or the beginning of a possible therapy.

Dog, natural infection, Leishmania infantum, longitudi-
nal study.
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