Influenza delle misure preventive
sulla prevalenza di leishmaniosi canina
in un focolaio identificato in Nord Italia nel 2006
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Riassunto

La leishmaniosi canina €& un'infezione endemica nel bacino del Mediterraneo con una
documentata tendenza a diffondersi verso nord. L'uso massiccio di misure di protezione
contro i rischi del contatto con i flebotomi (collari e formulazioni spot-on) & stato studiato in
un focolaio registrato in una zona collinare dei Colli Euganei in Italia nord-orientale nel 2006.
Nel 2006 e 2007 sono stati testati i sieri di 449 cani provenienti dalla stessa zona. Trentuno
animali (6,9%) sono risultati positivi al test di immunofluorescenza indiretta (IFl). Lanalisi
dei fattori di rischio ha chiaramente dimostrato come il focolaio fosse limitato alla localita di
Calaone, situata nel comune di Baone (PD). Per verificare I'efficacia delle misure preventive
adottate, nel 2010, 63 cani di Calaone sono stati campionati e i loro proprietari intervistati.
In base alle informazioni rilasciate dai proprietari, la protezione dei cani nei confronti della
leishmaniosi ha avuto inizio nel 2006 (66,7% dei cani protetti) crescendo negli anni seguenti
(90% dei cani protetti). [l valore di sieroprevalenza (4,2%) della classe di cani di eta piu giovane
(<5 anni) e risultato significativamente minore di quello delle altre classi, dimostrando che
gli animali nati dopo il 2006 hanno avuto meno probabilita di infettarsi. Inoltre, i valori di
sieroprevalenza riferiti esclusivamente ai cani di Calaone sono risultati del 32,4% (23/71) nel
2006-2007 e 20,6% (13/63) nel 2010, mostrando una tendenza decrescente. | risultati ottenuti
mostrano un alto livello di sensibilizzazione dei proprietari dei cani e sembrano evidenziare
come l'uso pervasivo di collari e spot-on agisca positivamente nel ridurre l'intensita di
circolazione di Leishmania infantum.
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Introduzione

d’Europa (17). Luso pervasivo di misure di preven-
zione della puntura dei flebotomi (es. collari impre-

Leishmania infantum & un importante ed emergen-
te agente patogeno responsabile di zoonosi (17). Il
protozoo ¢ I'agente eziologico della leishmaniosi ca-
nina e delle forme cutanea e viscerale della leishma-
niosi umana nell'area del bacino del Mediterraneo.
La leishmaniosi canina &€ endemica in molte zone
delle coste del Mediterraneo con notevoli variazioni
di prevalenza (1, 8, 18).

In Italia & stata dimostrata la tendenza della malat-
tia a diffondersi verso nord (11) con il forte rischio
che focolai emergano in altre parti piu settentrionali

gnati con deltametrina o con imidacloprid-10%/
flumethrin-4,5%, formulazioni spot-on contenenti
imidacloprid-10%/permethrin-50%) ha dimostrato
di essere un efficace mezzo di prevenzione della lei-
shmaniosi canina e di riduzione della sua incidenza
nelle aree endemiche e iperendemiche (6, 10, 14,
16). Nonostante questo tipo di approccio sia da tem-
po ampiamente utilizzato e promosso nei focolai di
recente instaurazione al fine di controllare il diffon-
dersi del parassita, non ci sono studi di campo che
ne abbiano dimostrato l'efficacia.
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Molti focolai di leishmaniosi canina sono stati de-
scritti in Nord Italia a partire dagli anni ‘90 (15). Tra
questi, un piccolo focolaio & stato prima sospettato
e poi confermato in una piccola localita della zona
dei Colli Euganei nell'ltalia nord-orientale. Questo
studio riassume i risultati di cinque anni di attivita di
sorveglianza del focolaio e presenta i risultati prelimi-
nari dell’'uso massiccio di misure di prevenzione della
puntura dei flebotomi per controllare e, possibilmen-
te, eradicare la leishmaniosi canina nella zona.

Materiali e metodi

Area di studio

Nella prima parte dello studio & stato indagato il li-
vello di diffusione di Leishmania infantum nella zona
collinare a sud dei Colli Euganei, posta nella parte
centrale della regione Veneto, nell’ltalia nord-orien-
tale (Figura 1). Questa zona presenta caratteristiche
climatiche e ambientali peculiari, sostanzialmente
differenti da quelle dell’area pianeggiante che la cir-
conda. In particolare, i versanti esposti a sud sono
caratterizzati da un clima tipicamente mediterraneo.

Nella seconda parte lo studio si é ristretto nella loca-
lita di Calaone, Comune di Baone, sempre nella zona
a sud dei Colli Euganei (45°14'58"N-11°39'54"E). Ca-
laone & l'unica frazione del comune che si trova so-
prai 100 m sul livello del mare (s..m.), con altitudine
media di 223 m s...m. (intervallo 74-377 m slm.) e
predominante esposizione verso sud. Secondo i dati
forniti dai servizi veterinari locali (ULSS 17), la popo-
lazione canina, registrata all'anagrafe nel 2010, e ri-
sultata costituita da 119 cani con una percentuale di
animali non registrati stimata intorno al 5%.

Campionamento

La segnalazione di un caso autoctono di leishmaniosi
canina e la presenza di Phlebotomus perniciosus, do-

Colli'
Euganei

Figura 1. Area di studio. Confini dei comuni coinvolti nello studio (linea
bianca spessa) e confini dell’area dei Colli Euganei (linea bianca sottile).
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cumentate nel 2005 (3), hanno contribuito a far so-
spettare che la leishmaniosi stesse circolando nel co-
mune di Baone. Il livello di diffusione della parassitosi
e stato indagato nel 2006 e nel 2007, quando sono
stati analizzati i campioni di sangue prelevati, rispetti-
vamente, da 245 e 229 cani (25 soggetti sono stati te-
stati entrambi gli anni). | proprietari di cani del comu-
ne di Baone e dei comuni collinari limitrofi sono stati
invitati a far controllare i propri animali, partecipando
alle giornate di campionamento gratuito organizzate
a maggio 2006 e giugno 2007. Sin dalla prima giorna-
ta i proprietari dei cani sono stati invitati a usare misu-
re preventive (collari o spot-on) da giugno a ottobre
di ogni anno. Inoltre & stato organizzato un incontro
informativo nell'ottobre del 2006 per aumentare la
consapevolezza della popolazione locale nei confron-
ti della malattia e delle misure di controllo attuabili.

A completamento dello studio, una specifica indagi-
ne epidemiologica é stata predisposta nel 2010 per
verificare l'efficacia dell'intervento promosso nella
localita di Calaone, intervistando i proprietari sull'u-
tilizzo delle misure di prevenzione della puntura
del flebotomo durante gli anni precedenti. In totale
sono stati prelevati campioni da 63 cani e intervistati
i rispettivi proprietari.

Analisi di laboratorio

| campioni di sangue sono stati analizzati utilizzando
un test di immunofluorescenza indiretta (IFl) esegui-
to secondo le indicazioni OIE riportate nel Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals
(13). 1 titoli =1:40 sono stati considerati positivi e
indicativi di esposizione al parassita, rivelatori del
contatto tra soggetto e flebotomo infetto durante la
precedente stagione estiva. Quando possibile, e sta-
to eseguito un esame citologico su aspirato linfono-
dale dei cani risultati positivi all'analisi sierologica, la
colorazione é stata eseguita con kit Diff-Quick® (Me-
dionDiagnostics International Inc., Miami, FL, USA).

Figura 2. Amastigoti in un aspirato linfonodale risultato positivo e prelevato
da un cane residente nella localita di Calaone, comune di Baone (PD).
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Analisi statistica

L'analisi ha coinvolto 449 cani controllati nel 2006 e
nel 2007 (i soggetti prelevati entrambi gli anni sono
stati considerati una sola volta). Si & proceduto con
un’analisi dei fattori di rischio per valutare le even-
tuali differenze di sieroprevalenza tra animali di
diverso sesso, con diverso stile di vita (cani da com-
pagnia e da caccia/guardia), appartenenti a diverse
classi d'eta (<5; 5-7; >7 anni), provenienti da diversi
comuni (Arqua Petrarca, Baone, Cinto Euganeo) o
residenti in zone a diversa altitudine (pianura: sot-
to i 100 m s..m.; collina: sopra i 100 m s.l.m.). Sono
stati anche indagati quali possibili fattori di rischio:
I'abitudine a pernottare nell'ambiente esterno, la
convivenza con altri cani e lo spostamento in aree
endemiche. Le differenze di sieroprevalenza sono
state valutate inizialmente utilizzando una statisti-
ca di tipo univariato con il test del Chi-quadrato di
Pearson o con il test esatto di Fisher, se maggior-
mente appropriato. Le analisi statistiche sono sta-
te esequite sia considerando tutti i positivi (soglia
>1:40), sia considerando positivi solo gli animali
con titoli =1:160, valori normalmente considerati
indicativi di infezione (5). Inoltre, il dataset é stato
analizzato anche con statistica multivariata, me-
diante un modello di regressione logistica (9), in
modo da verificare quali fossero i potenziali fattori
di rischio associati alla sieropositivita per Leishma-
nia infantum nei due diversi valori di cut-off (1:40
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o 1:160). Le analisi statistiche sono state eseguite
usando PASW Statistic 18 (SPSS Inc.).

Per quanto riguarda i cani monitorati nel 2010 a Cala-
one (n=63), le differenze di sieroprevalenza tra classi
di eta (<5; 5-7; >7anni) sono state valutate usando il
test del Chi-quadrato di Pearson. La sieroprevalen-
za ottenuta nel 2010 é stata confrontata con il va-
lore ottenuto dal dataset del 2006-2007, ma riferito
esclusivamente ai cani provenienti da Calaone.

Risultati

Indagine preliminare (anni 2006-2007)

Su 449 cani controllati, 31 (6,9%) sono risultati sie-
ropositivi (=1:40). Dei soggetti positivi 29 cani sono
risultati provenire dal Comune di Baone, in partico-
lare, 24 dalla localita di Calaone. Solo per un sog-
getto I'anamnesi ha riportato lo spostamento in
area endemica.

La maggior parte dei proprietari si & mostrata rilut-
tante al prelievo di materiale biologico dal proprio
cane mediante aspirato linfonodale. In totale sono
stati campionati solo 4 cani, di questi 2 sono risultati
positivi (Figura 2). | titoli anticorpali dei due cani po-
sitivi erano di 1:320 e 1:160.

| risultati delle analisi univariate sono riportati in Ta-
bella | e quelli del modello di regressione logistica

Tabella 1. Valori di sieroprevalenza per Leishmania infantum in relazione ad alcuni dati epidemiologici della popolazione canina (anni 2006-2007).

Fattori di rischio Nu!n ero
animali
Comune Arqua Petrarca 48
Baone 242
Cinto Euganeo m
Altitudine Pianura 273
Collina 174
Pernottamento in ambiente No 131
esterno
Si 316
Classi di eta (anni) <5 185
5-7 13
>7 133
Sesso Maschi 246
Femmine 199
Stile di vita (ani da compagnia 278
(ani da caccia/quardia 9%
Convivenza con altri cani No 208
Si 238
Spostamento in area endemica No 413
Si 32

**p<0,01; *p<0,05.
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Esposizione (1:40 cut-off) Infezione (1:160 cut-off)

Positivi  Prevalenza(%)  Positivi  Prevalenza (%)
0 0,0 0 0,0
29 12,0%* 20 8,3**
1 09 0 0,0
6 22 2 0,7
25 14,4** 18 10,3**
6 46 1 08
25 7.9 19 6,0*
12 6,5 9 49
10 8,1 5 41
9 6,8 6 45
16 6,5 10 41
15 7.5 10 50
17 6,1 10 3,6
9 9,6 6 6,4
n 53 9 43
20 84 n 46
30 73 20 438
1 31 0 0,0
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Tabella Il. Risultati dell'analisi multivariata dei fattori di rischio (anni
2006-2007).

0dds 95% C.1. per O.R.

Fattore di rischio Ratio

p value . .
Inferiore Superiore

<0,001 8,718 3,181 23,890
<0,001 4225 2,468 7,232

Comune di Baone
Area collinare

Pernottamento
ambiente esterno®

?Considerando solo cani positivi con titolo >1:160.

0,026 3,332 1,158 9,592

1/24 8/25 4/14
(28,6%)

(4,2%) (32,0%)

35
30
25

20

Sieroprevalenza (%)

<5 5-7 >7
Classi di eta (anni)

Figura 3. Valori di sieroprevalenza per Leishmania infantum nella
popolazione canina in relazione alle classi di eta (anno 20170).

in Tabella Il. I cani residenti in area collinare, quelli
provenienti dal comune di Baone e quelli tenuti a
pernottare nelllambiente esterno hanno mostrato
una maggiore probabilita di entrare in contatto con
i flebotomi infetti.

Indagine epidemiologica a Calaone
(anno 2010)

| proprietari dei cani intervistati nell'indagine del
2010 hanno riferito che I'utilizzo di collari e di
spot-on efficaci contro i flebotomi aveva avuto
inizio nel 2006. Nel primo anno il 66,7% (30/45)
dei cani é risultato dotato di misure preventive.
Tale percentuale € aumentata negli anni seguenti:
90,0% (45/50) nel 2007, 91,1% (51/56) nel 2008 e
88,9% (56/63) nel 2009.

Nel 2010, su 63 cani campionati, 13 (20,6%) sono
risultati positivi. La Figura 3 mostra la differenza
dei valori di sieroprevalenza tra le classi d'eta. La
classe <5 anni presenta un valore (4,2%) significati-
vamente minore (p<0,05) delle altre due classi. Nel
2006-2007, dei 449 soggetti campionati, 71 sono
risultati provenienti dalla localita di Calaone, di
questi 23 (32,4%) sono risultati positivi al test IFI,
almeno ad uno dei due campionamenti. La ridu-
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zione di sieroprevalenza tra il 2006-2007 e il 2010
e stata dell’11,8%.

Discussione

Lindagine condotta sulla popolazione canina nel
2006-2007 ha dimostrato la presenza di un focolaio
di leishmaniosi canina in quest’area meridionale dei
Colli Euganei. La residenza in un‘area collinare e la
provenienza dal comune di Baone sono stati iden-
tificati come i due piu importanti fattori di rischio,
confermando la localita di Calaone come centro del
focolaio. La mancanza di differenze di sieropreva-
lenza tra le classi d'eta € indicativa di un‘'infezione di
nuova introduzione, quando i soggetti pil anziani
hanno le stesse probabilita di quelli piu giovani di
entrare in contatto con il parassita e diventare infet-
ti. Il focolaio & stato dunque descritto come limitato
all’area di Calaone e di recente instaurazione (2006).

Utilizzando il cut-off 1:160, i cani abituati a pernot-
tare all'esterno sono risultati a maggior rischio.
Questo risultato suggerisce che anche i cani tenuti
in ambienti interni durante la notte possono avere
occasionali contatti con i flebotomi infetti, ma la per-
manenza all’'esterno viene confermata come impor-
tante fattore di rischio per lo sviluppo dellinfezione
e, conseguentemente, della malattia (4, 12).

| risultati dello studio epidemiologico condotto nel
2010 per valutare la progressione del focolaio sem-
brano essere incoraggianti anche se risentono della
ridotta numerosita del campione.

| dati sull'impiego delle misure di prevenzione della
puntura del flebotomo dimostrano come i proprie-
tari dei cani siano stati fortemente sensibilizzati sulla
malattia e come gli stessi siano a conoscenza delle
corrette misure di controllo dell'infezione.

L'uso diffuso di collari e di spot-on sembra agire in
modo positivo, come dimostrano la tendenza de-
crescente della sieroprevalenza e il limitato numero
di cani sieropositivi tra i soggetti giovani. Infatti, in
tre anni, il valore di sieroprevalenza nella localita di
Calaone si e ridotto di circa un terzo. Inoltre, consi-
derando gli animali campionati nel 2010, il valore di
sieroprevalenza della classe di eta piu giovane (fino a
4 anni di eta) e risultato significativamente piu basso
di quello delle altre classi, dimostrando che gli ani-
mali nati dopo il 2006 (quando & iniziato l'utilizzo di
massa delle misure preventive) hanno avuto meno
probabilita di essere esposti al parassita rispetto agli
animali piu anziani (Figura 3).

Questo focolaio, insieme con i numerosi nuovi fo-
colai di leishmaniosi canina segnalati nel Nord Ita-
lia (11, 14), conferma l'espansione dell'infezione da
Leishmania infantum in questa parte del paese, che
a ragione deve essere considerata endemica, alme-
no in buona parte delle proprie aree collinari a clima
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Mediterraneo. In letteratura, solo un caso di leishma-
niosi umana & stato documentato in Italia nord-
orientale (7), ma la presenza di casi sub-clinici e la
sottostima di casi di leishmaniosi umana nei report
ufficiali potrebbero contribuire a non far emergere
una piu rilevante circolazione del parassita all'inter-
no della popolazione umana, come riscontrato in
Italia nord-occidentale (2). La presenza di aree con
elevata prevalenza del parassita all'interno della po-
polazione canina e la sempre maggiore diffusione
geografica suggeriscono un aumento del rischio per
la popolazione umana nel prossimo futuro.

Conclusioni

Lo studio descrive l'identificazione di un focolaio di
leishmaniosi canina in una piccola localita di una
zona collinare del Nord lItalia, in precedenza consi-
derata indenne dal parassita. Un tempestivo inter-
vento, finalizzato a promuovere |'utilizzo di misure di
prevenzione nei confronti della puntura del fleboto-
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