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abbreviazione, a meno che non sia un’unita di misura standard.
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al Direttore Responsabile con lettera di accompagnamento. L’autore dovrebbe conservare una copia a proprio uso.
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Medical Systems che provvedera a spedire all’Autore cinquanta copie della monografia. Inoltre I’Autore avra I'op-
portunita di presentare la monografia nella propria citta o in altra sede nel corso di una serata speciale.

L’Autore della monografia cede tutti i pieni ed esclusivi diritti sulla Sua opera, cosi come previsti dagli artt. 12
e segg. capo Il sez. | L. 22/4/1941 N. 633, alla Rivista Caleidoscopio rinunciando agli stessi diritti d’autore (ed
acconsentendone il trasferimento ex art. 132 L. 633/41).

Tutta la corrispondenza deve essere indirizzata al seguente indirizzo:

Restless Architect of Human Possibilities sas
Via Pietro Nenni, 6

07100 Sassari
o %




Editoriale

naturalmente dagli animali vertebrati all'uomo e viceversa. Sebbene

I’OMS abbia riportato circa 12 milioni di casi di leishmaniosi umana
nel mondo nel solo 1990, in Italia tra il 1994 ed il 1999 sono stati segnalati circa
700 casi ma i flussi migratori sono destinati a cambiare anche questi scenari e
questa malattia “esotica” dovremo imparare a conoscerla per poterla sospet-
tare e quindi diagnosticare.

Gli Autori di questa monografia sono gia noti ai nostri lettori. In partico-
lare, il dottor Gaetano Magri ha conseguito il diploma di laurea in Chimica
pura quindi quello di specializzazione in Biochimica Clinica presso
I’'Universita di Siena. Successivamente ha conseguito un Master in “Chimica
Ambientale” ed il patentino di “Auditor interno del sistema qualita” nel set-
tore sanita (norma UNI EN 1SO 9001: 2000; UNI EN 1SO 19011: 2002) rilascia-
to da Chiarini & Associati. Ha svolto attivita di ricerca presso I'universita di
Catania sulla spettrografia foto elettronica. Ha fatto parte della segreteria
scientifica di numerosi congressi ed & stato docente in corsi del progetto ECM
e per i diplomi Universitari di scienze infermieristiche e Tecnici di laboratorio
Biochimico. Attualmente fa parte del consiglio Regionale Ligure della SIBioC
ed e iscritto all’European Communities Confederation EC4. Autore di nume-
rose pubblicazioni, tra cui la monografia su Caleidoscopio sugli aspetti bio-
chimici dell’abuso alcolico, ricopre I'incarico di Coordinatore per la
Certificazione e I'accreditamento del Laboratorio di Analisi dell’ASL1
Imperiese ed é referente per la “Formazione” nel Dipartimento di Patologia e
Medicina Trasfusionale della stessa ASL.

I a Leishmaniosi & una zoonosi, cioé una malattia infettiva trasmessa

Il dottor Marco Floridia, ha conseguito il diploma di Laurea in Medicina e
Chirurgia quindi quello di specializzazione in Allergologia e Scienza
dell’Alimentazione. Ha svolto attivita di ricerca e pubblicazioni scientifiche
nei settori dell'immunologia clinica e allergologia, della nutrizione e
HIV/AIDS. E’ stato ricercatore presso il Laboratorio di Virologia dell’ISS e
docenze in corsi del Piano di Formazione HIV, corsi regionali AIDS legge
135/90 e altri corsi di formazione nel settore dell’HIV e della metodologia
della ricerca clinica. Segretario scientifico del Corso ISS sulla Metodologia
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della Ricerca Clinica (organizzato in collaborazione con I'Istituto Mario
Negri), attualmente ne & condirettore . E’ inoltre coordinatore per I'ltalia degli
studi clinici multinazionali DELTA, ADHOC ed INITIO e per gli studi clinici
nazionali 1SS 901, 902, 047 ed IP-1. Svolge attivita di revisore per il Progetto
Nazionale di Ricerche sull’AIDS e per le riviste AIDS, Drugs, Lancet ed HIV
Clinical Trials. Ha collaborato alla stesura delle linee guida nazionali di tera-
pia antiretrovirale in pediatria, di documenti dell'’Agenzia Europea dei
Medicinali (EMEA), per la valutazione degli antiretrovirali e del Consensus
Europeo sul trattamento dell’infezione da HIV in gravidanza. Coordinatore
del Progetto Nazionale per la Sorveglianza sull’uso degli Antiretrovirali in
Gravidanza. Ha partecipato a progetti di ricerca nazionali ed azioni concerta-
te europee nel settore dell’HIV.

Il dottor Franco Ghiara, ha conseguito il diploma di laurea in Scienze
Biologiche e il Diploma di Specializzazione in lgiene con orientamento di
Laboratorio di Sanita Pubblica presso I’'Universita degli studi di Genova. Ha
quindi seguito un corso di perfezionamento in Biochimica presso I’'Universita
degli studi di Pavia e conseguito la specializzazione in Biochimica e Chimica
Clinica presso I'Universita degli studi di Siena. Ha frequentato un Corso di
Perfezionamento in "Direzione Gestionale delle strutture sanitarie” e succes-
sivamente ottenuto il patentino di Auditor interno del sistema qualita nel set-
tore sanita (norma 1SO 9001: 2000) rilasciato da CERTIQUALITY. Ha prestato
la Sua opera presso I'lstituto G. Gaslini di Genova, quindi presso il
Laboratorio Analisi dell’Ospedale di Nervi (Genova). Attualmente lavora
presso il Laboratorio di Patologia Clinica Levante ASL3 Genovese. E’ Autore
di diverse pubblicazioni riguardanti vari temi della Medicina di Laboratorio.

La dott.ssa Eliana Baghino ha conseguito il diploma di laurea i in Scienze
Biologiche ed il Diploma di Specializzazione in lgiene con indirizzo di
Laboratorio presso I’'Universita degli Studi di Genova. Ricercatrice in campo
virologico, in qualitad di borsista, presso il centro di microscopia elettronica
dell’Istituto di Igiene dell’Universita di Genova, ha lavorato presso il labora-
torio dell’Ospedale di Costarainera (USL3 Imperiese) e successivamente pres-
so il laboratorio analisi dell’Ospedale di Imperia (USL 1 Imperiese). Ha par-
tecipato a numerosi corsi di aggiornamento presso I'lSS, a convegni su diver-
si argomenti riguardanti I'attivita di laboratorio e ad un corso di perfeziona-
mento di formazione manageriale organizzato dall’Universita di Genova con
la collaborazione delle facolta di Medicina e di Economia. E’ autrice di diver-
se pubblicazioni riguardanti vari temi della medicina di laboratorio.
Attualmente fa parte del Consiglio Regionale Ligure della SIBioC.

Sergio Rassu
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Presentazione

care nuovi percorsi analitici, ma di raccogliere e riordinare da un

punto di vista diagnostico, le informazioni che copiose si ritrovano un
po’ dappertutto. La Leishmaniosi sino a poco tempo fa era una patologia di
“nicchia* per addetti ai lavori della parassitologia, e per implicazione diretta,
dei Veterinari. Ma da qualche tempo, I'implementazione delle malattie che
interferiscono con il sistema immunitario, i mutamenti del clima e il soprag-
giungere di flussi migratori di notevole entita hanno cambiato profondamen-
te gli scenari epidemiologici. Ci troviamo a fronteggiare una vecchia patolo-
gia in una nuova ambientazione, in cui la diagnostica di laboratorio riceve i
contributi maggiori dai laboratori veterinari e quindi li adatta all’'uomo. Del
copioso materiale presente in letteratura é evidente I’assenza di indicazioni di
statistica sulla sensibilita, specificita, predittivita dei test e tra i test diagno-
stici, e in particolar modo I'incapacita discriminante di riconoscere la pato-
logia in un tempo abbastanza breve dall’insorgere dei sintomi . Siamo di fron-
te ad una patologia in cui la variabilita biologica gioca un ruolo non indiffe-
rente, con un parassita estremamente opportunista dotato di un non invi-
diabile sistema di sopravvivenza. In conclusione noi vogliamo con guesta
ricerca bibliografica, evidenziare I’assenza di un protocollo di laboratorio nel
periodo di tempo che intercorre dalla comparsa dei sintomi all’evidenza dia-
gnostica della malattia.

I I pensiero scientifico che ha guidato il lavoro non é stato quello di indi-

Magri Dr.Gaetano
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Prefazione

Le zoonosi parassitarie dimostrano straordinarie capacita di adattamento
e di sopravvivenza in condizioni ambientali (osmolarita, pH, tensione di 0,.
carenze nutritive, presenza di inibitori. ecc...) fortemente avverse, insosteni-
bili da altri esseri viventi. Messi a confronto con le difese immunitarie dell’o-
spite che tendono a bloccarne la replicazione e ad eliminarli. essi dimostrano
grandissime potenzialita di resistenza, persistenza ed aggressivita.

Alla molteplicita di fattori e meccanismi difensivi ed offensivi dell’ospite,
i parassiti, enormemente avvantaggiati dalla rapidita e dalla dimensione di
crescita delle loro popolazioni, rispetto ai tempi di generazione o tasso di
replicazione delle popolazioni complesse pluricellulari, umana compresa,
sono in grado di contrapporre sistemi rapidi di adeguamento e strategie tali
da vanificarne le funzioni protettive, non solo ma anche di servirsene a pro-
prio beneficio e a danno dello stesso ospite. Questi operano, infatti, con
modalita estremamente variabili e complesse che vanno dal sabotaggio di
funzioni, meccanismi e molecole di difesa dell’ospite al loro sfruttamento ai
fini della propria sopravvivenza e disseminazione.

Alla base di questo straordinario potenziale “vitale” sta naturalmente un
ricchissimo, polimorfo ed estremamente duttile patrimonio genetico del
parassita, il quale risulta essere tanto piu complesso quanto pitu aumentano
le esigenze di sopravvivenza alle peggiori o diverse condizioni ambientali.
Originato con la comparsa delle prime forme unicellulari di vita sul pianeta,
tale patrimonio si € progressivamente arricchito ed é coevoluto in rapporti di
scambio e convivenza nei riguardi degli esseri pluricellulari e quindi anche
con il genere “Homo”.

Una storia di cosi lunga durata e coesistenza non poteva non associarsi ad
una serie illimitata di interazioni che sono intervenute e maturate nel tempo
e che hanno condizionato, per quanto attiene la patologia umana, il binomio
ospite-parassita, comprendendovi lo sviluppo sofisticato delle difese immu-
nitarie da una parte e quello ancor piu sofisticato del potenziale aggressivo
dei parassiti dall’altra.

Z0ooNnosi

Con questo termine si intende qualsiasi malattia infettiva trasmessa natu-
ralmente dagli animali vertebrati all’'uomo e viceversa (FAO - OMS). L'OMS
ha elencato circa 150 zoonosi significative. Alcune sono fatali come il carbon-
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chio ematico e la rabbia, altre sono meno gravi come il vaiolo bovino, o pos-
sono causare sintomi ricorrenti come la brucellosi nell’'uomo.
In base ad alcune caratteristiche del ciclo biologico ed alle modalita di tra-
smissione, le zoonosi parassitarie possono essere distinte in:
@ Zoonosi dirette: trasmesse per contagio diretto o tramite vettori che
agiscono meccanicamente (es.: toxoplasmosi);
e Ciclo-zoonosi: I'agente patogeno compie il ciclo biologico in ospiti
vertebrati diversi (es.: cisticercosi da Cysticercus bovis);
e Meta-zoonosi: I'agente patogeno viene trasmesso da un vettore inver-
tebrato nel quale si riproduce e si moltiplica (es.: leishmaniosi);
@ Sapro-zoonosi: I'agente patogeno, oltre che nell’ospite vertebrato, si
sviluppa e svolge parte del suo ciclo sul terreno o su sostanze organi-
che (es.: larva migrans).

Leishmania

Si tratta di una malattia infettiva e contagiosa a carattere zoonosico, ad
andamento generalmente cronico causata da protozoi. Si conoscono numero-
se specie di Leishmanie: L. Tropica, L. Donovani, L. Infantum, L. Braziliensis,
ecc. Queste malattie si presentano con sintomi molto vari. In genere si distin-
gue una Leishmaniosi cutanea, caratterizzata da lesioni ulcerose sulla pelle;
una Leishmaniosi cutaneo /7 mucosa, piu grave, in cui le ulcere tendono ad
interessare anche le mucose (bocca, fosse nasali) ed una Leishmaniosi visce-
rale, conosciuta anche col nome di Kala-azar, caratterizzata da accessi febbri-
li irregolari, perdita di peso, anemia, ingrandimento del fegato e della milza,
e da un’altissima mortalita, se non trattata.

Le Leishmanie vengono trasmesse all’'uomo mediante la puntura di inset-
ti appartenenti al genere Phlebotomus. Benché si conoscano centinaia di spe-
cie di Flebotomi, solo una trentina sono responsabili della trasmissione della
malattia. E’ la femmina del Flebotomo che nel succhiare il sangue di mam-
miferi e dell’'uomo, trasmette la malattia dagli animali all’'uomo o da uomo
ad uomo.

La malattia infatti & causata da un protozoo, organismo unicellulare abba-
stanza evoluto, che parassita il cane e solo eccezionalmente I'uomo, approfit-
tando specialmente di quei soggetti immunocompromessi (come malati di
HIV, persone che hanno subito un trapianto, etc) che si trovano praticamen-
te indifesi di fronte all’aggressione di un microrganismo patogeno.

L'uomo infatti ha una forma di leishmaniosi tutta sua che in Medio
Oriente, India ed Africa sub-sahariana causa il famoso Kala-azar (malattia
nera), che é propriamente la leishmaniosi viscerale dell’'uomo dovuta ad una
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specie differente di leishmania (L. donovani). Perché si abbia la malattia
devono essere soddisfatte contemporaneamente queste tre condizioni .

e agente patogeno

e ambiente favorevole

e soggetto recettivo

La leishmaniosi in questo & una malattia particolarmente didattica, in
quanto tutti e tre questi elementi hanno delle caratteristiche che li rendono
immediatamente comprensibili anche al profano e possono aiutare a capire
perché un cane si € ammalato e quello del vicino invece no o perché la leish-
maniosi canina sia presente solo nei paesi bagnati dal mediterraneo (ed in
Cina) e non nel Nord - Europa.

Se il Paziente ¢ affetto da immunodeficienza, il disordine del sistema
immunitario & notevole e si possono poi osservare gravi infezioni intercor-
renti come polmoniti, gastroenteriti o infezioni associate come la tubercolosi.
In questi casi il quadro della malattia & severo e cid &€ messo bene in eviden-
za anche dal tasso di mortalita relativo ai pazienti non trattati: esso raggiun-
ge addirittura il 90%.

Attivita del sistema immunitario durante la Leishmaniosi

L’attivita fagocitaria dei macrofagi € indirizzata sia verso parassiti extra-
cellulari, sia verso parassiti intracellulari. Nella distruzione di protozoi extra-
cellulari, tale attivita @ marcatamente stimolata dalla opsonizzazione del ber-
saglio e dal legame di anticorpi citofili al fagocita ; nell’attacco a parassiti
intracellulari (Leishmania), si richiede una preventiva attivazione dei macro-
fagi. Anche i linfociti Th partecipano alla difesa dell’organismo contro i pro-
tozoi patogeni. Oltre alla loro funzione cooperante nei processi di attivazio-
ne macrofagica (attivazione delle cellule B) e di generazione dei cloni CTL, i
linfociti Th esercitano una attivita inibente sullo sviluppo di protozoi intra-
cellulari. Questa azione ¢ direttamente promossa da IFN-7 secreto dalle cel-
lule. In molte infezioni protozoarie, specifici meccanismi immunitari risulta-
no chiaramente operanti, ma ciononostante la loro azione protettiva ¢ par-
ziale ed il parassita non & completamente eradicato dall’ospite.
Evidentemente, in questi casi, il parassita sa eludere le difese dell’organismo
parassitato. La Leishmania ha inoltre sviluppato meccanismi che la proteg-
gono dall’attivita distruttiva delle cellule fagocitarie in cui alberga inibendo
la funzione respiratoria dei fagociti e resistendo all’azione degli ossidanti
degli enzimi lisosomiali.

La Leishmania espone alla superficie vere esche immunitarie: si tratta di
proteine ad epitopi ripetitivi, che si distaccano in continuazione dalla super-
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ficie parassitaria creando una molteplicita di bersagli che rende quantitati-
vamente inadeguata la risposta anticorpale e la forma parassitaria puo rag-
giungere in tempo una localizzazione intracellulare protetta. Antigeni libera-
ti in eccesso dal parassita Leishmania, possono indurre tolleranza dei linfo-
citi B attraverso molteplici meccanismi (delezione funzionale, esaurimento
clonale, blocco recettoriale); anticorpi prodotti in eccesso in risposte precoci
possono bloccare I'attivazione delle cellule T rendendo inaccessibili gli anti-
geni riconosciuti da queste cellule. Esistono farmaci per la cura della malat-
tia, ma il trattamento deve essere fatto il pit precocemente possibile.

La diagnosi di laboratorio

La diagnosi di laboratorio della leishmaniosi viscerale comprende meto-
diche dirette ed indirette, soltanto le prime consentono una diagnosi di asso-
luta certezza, mentre tra le seconde una positivita ad alto titolo della immu-
nofluorescenza pud consentire, se associata ad un quadro clinico, una dia-
gnosi presuntiva, che va comunque confermata con altre metodiche.
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Oggi la Leishmaniosi

Con il rientro dei nostri soldati dai vari ambiti operativi e con i flussi
migratori determinate patologie hanno avuto una particolare recrudescenza.
Come dichiara in proposito ’'OMS nel caso dei reduci dell’ Afganistan:

“L’OMS, in collaborazione con il Ministero della Sanita afgano e con orga-
nizzazioni non governative, tra cui Health Net International (HNI) e TODAI,
ha effettuato di recente una valutazione della situazione relativa alla
Leismaniosi cutanea a Kabul. Detta situazione appare molto grave nella citta
di Kabul, ove si stima che vi siano circa 200.000 casi di Leismaniosi cutanea.

Benché la Leismaniosi cutanea non sia una malattia mortale, essa costi-
tuisce un indice di grave peso sociale. | movimenti della popolazione, sia
all’interno del paese che attraverso i confini, a motivo dei conflitti in corso,
fanno prevedere un aumento dell’incidenza dei casi nei prossimi mesi. La
Leismaniosi cutanea € da anni malattia endemica in Afganistan, con focolai
di trasmissione per via zoonotica, soprattutto nelle provincie del nord, men-
tre la trasmissione da uomo a uomo coinvolge tipicamente le grandi citta.

L’OMS ed altri partners hanno preparato un piano di emergenza al fine di
porre sotto controllo la situazione gia dalla fine del 2003, almeno nella citta
di Kabul. Gli interventi prioritari comprendono la fornitura di zanzariere da
letto impregnate di repellenti, il trattamento dei casi con farmaci di prima
scelta, il reclutamento e I’'addestramento di gruppi di intervento e I’educa-
zione sanitaria”.
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Cenni Storici

Il parassita prende il nome da un medico militare scozzese, Sir William
Boog Leishman, (Glasgow 1865 - Millbank 1926) medico militare in India, poi
professore di Patologia alla Scuola di Sanita Militare di Netley e infine Capo
della Sanita Militare Inglese. Nel 1900 era Direttore di un Ospedale Militare
di Londra, dove mori un soldato rimpatriato dall’India per sospetta malaria,
ma in realta affetto da kala-azar. Durante la autopsia isolo dalla milza il pro-
tozoo che poi prese il suo nome e pubblico i suoi risultati nel 1903. Nello stes-
so anno, a Madras, India, Charles Donovan conferma il reperto di Leishman
nella polpa splenica prelevata in vita mediante puntura ad un giovane india-
no, ne individuo in coltura le forme flagellate e sostenne che non si trattava
di tripanosomi. Laveran e Ross dettero il nome al parassita, in onore dei due
scopritori. Ma la malattia & nota fin dall’antichita, specie nelle sue forme cuta-
nee; se ne trova una attendibile descrizione, intorno a 2300 anni fa, in Assiria
durante il regno Accadiano, appunto nella lingua accadica, a carattere silla-
bico cuneiforme, che a quel tempo era la lingua internazionale dell’Oriente,
usata perfino dalla cancelleria del Faraone a Tell el Amarna. E’ sempre stata
una malattia molto nota ai medici arabi; ne parla Avicenna (filosofo e medi-
co persiano, 980-1037) nel 1000 dopo Cristo nel suo famosissimo “Canone
della Medicina” (al-Qanun fi t-tibb), assai studiato in tutto il Medioevo. Per
la forma cutanea, ricordiamo che, nel 1903, fu individuato da Wright lo stes-
so agente patogeno osservato da Leishman nella viscerale; il parassita é stato
poi isolato in coltura da Nicolle e Sicre nel 1908. Nel 1941 Adler e Beer indus-
sero sperimentalmente la malattia cutanea mediante la puntura di flebotomi
infettati con L. tropica.

La prima segnalazione del cosiddetto “bottone di Oriente”in Italia fu fatta
nel 1910 in Calabria e Sicilia da Gabbi e LaCava. | nomi dati dai vari popoli
alla malattia sono molto immaginifici: in Arabia € conosciuta come “hab el
sem” o bottone di un anno, tempo medio per la guarigione spontanea; in
Etiopia “ghesoa”, dal nome di una farfalla, ritenuta responsabile della lesio-
ne; in Grecia “lubini”’, come in Abruzzo “falso lupino”; in Sicilia “coccio
duro” e cosi via. La forma viscerale ¢ stata a lungo confusa con molte altre
patologie simili, soprattutto con la Malaria. Ma gia circa cento anni fa, in
India, si comincio a distinguere, nel grande campo delle febbri tropicali, quel-
la che fu inizialmente chiamata “Febbre dum dum” (descritta, a Calcutta,
nelle guarnigioni militari) o “Kala Azar” o “Febbre nera” (dal colore grigio-
scuro che assume la cute di questi malati).

In Italia il quadro clinico della forma viscerale fu individuato e descritto
in una memoria con riferimento a ben 40 casi, come patologia autonoma
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denominata “leucemia lienale” (il popolino la chiamava “taccone”), fin dal
1876, da Tommaso Cigliano, medico di Forio d’Ischia. Dopo pochi anni, nel
1880, altri autori (Cardarelli, Somma, Fede) descrissero, nel meridione di
Italia, una stessa sindrome (in Sicilia chiamata “balatedda’), da loro definita
“anemia splenica infantile”. Va ricordato che, gia nel 1894, ben 6 anni prima
della osservazione di Leishman, il medico italiano Pianese aveva osservato e
descritto i corpuscoli endocellulari poi individuati come Leishmanie e chia-
ramente aveva descritto il quadro della Leishmaniasi infantile, distinguen-
dolo dalle varie forme di “anemia splenica” dell’infanzia. Nel 1927 fu resa
obbligatoria in Italia la notifica della L. viscerale; nel 1940 quella di
Leishmaniasi, comprendendo sia la forma viscerale che la cutanea; e infine
dal 1946 quella delle due forme separatamente.

Per quanto riguarda I’agente vettore del parassita, il primo a sospettare i
flebotomi fu Pressat nel 1905.

Nel 1990 I’'OMS riportd i casi di leishmaniosi umana nel mondo nel
numero di 12 milioni circa, con un incremento intorno a 400.000 - 1.200.000 di
nuovi casi ogni anno, in particolare in paesi della fascia equatoriale e sube-
quatoriale.

La diffusione della malattia risulta influenzata da molti fattori:

e Ambiente (densita dei flebotomi nelle aree endemiche, altitudine e

caratteristiche geologiche del territorio, ecc.);

e Clima (temperatura, tasso di umidita, ecc.);

e Condizioni socio-sanitarie (malnutrizione, incidenza nella popolazio-
ne umana di soggetti affetti da immunodeficienza acquisita, elevata
concentrazione di animali infetti, randagismo, ecc.);

e Mancanza di presidi immunizzanti (ossia vaccini) efficaci sia nell’uo-
mo che nel cane.
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La Leishmaniosi nell’lUomo

A differenza del cane, I'uomo &€ molto piu resistente all’infezione da L. infan-
tum o alla sua manifestazione clinica. In genere, quindi, gli individui colpiti da
leishmaniosi viscerale sono bambini al di sotto di due anni di eta (nei quali il
sistema immunitario € ancora immaturo), soggetti immunodepressi (HIV posi-
tivi, organo-trapiantati) o che comunque presentano condizioni fisiopatologi-
che predisponenti. Nel resto della popolazione sana I’'avvenuto contatto uomo-
parassita puo essere valutato con I'uso di reazioni intradermiche specifiche, che
rivelano in genere una elevata percentuale di infezioni asintomatiche in aree di
endemia. La loro frequenza aumenta con I'aumentare dell’eta, cosicche nei foco-
lai piu attivi oltre il 40% della popolazione adulta risulta positiva.

Nello scorso decennio le co-infezioni HIV-Leishmania hanno avuto un
grande impatto sanitario in tutto il sud Europa, dove sono stati recensiti circa
1.200 casi soprattutto in Spagna, sud della Francia e Italia. Oltre alla trasmis-
sione naturale tramite flebotomo infetto, tra i tossicodipendenti é stata dimo-
strata una trasmissione di tipo artificiale tramite scambio di siringa.

Dopo I'introduzione di terapie anti-HIV altamente efficaci nel 1998-1999,
I'incidenza dei casi clinici di leishmaniosi in questi individui € diminuita, ma
il problema sanitario persiste in quanto di tipo cumulativo: infatti nessuno
dei soggetti infetti guarisce dalla leishmaniosi, per cui sono richiesti continui
cicli di terapia con problemi di tossicita e di resistenza antiparassitaria. Oltre
I’'HIV e le terapie immunosoppressive anti-rigetto, altri fattori fisiopatologici
predisponenti sembrano essere lo stato di gravidanza e di malnutrizione e
una serie di patologie concomitanti quali epatite cronica, diabete mellito e
tubercolosi polmonare. Solo in una piccola percentuale di adulti non si
riscontrano apparenti fattori di rischio.

La malattia ha una lunga incubazione, in media 4-6 mesi e I’esordio ¢ carat-
terizzato da una febbricola accompagnata da una progressiva anemia. La milza
si ingrossa rapidamente e le analisi di laboratorio rivelano una diminuzione
generale di tutte le cellule ematiche ed un aumento delle y-globuline.

Il sospetto di una leucemia, con cui la malattia puo essere confusa soprat-
tutto nei bambini, porta spesso alla diagnosi occasionale di leishmaniosi
valutando i campioni di midollo osseo prelevati per la diagnosi.

Se la malattia viene diagnosticata in tempi brevi la terapia € molto effica-
ce e non da luogo a ricadute. Il farmaco piu utilizzato nell’'uomo, almeno in
Italia, & 'amfotericina B in forma liposomizzata. Nella fase clinica I'infezione
umana é di tipo “chiuso”, cioe la presenza di parassiti nel sangue periferico
e nel derma e un evento raro per cui il paziente non puo fungere a sua volta
da serbatoio, come avviene per il cane.
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| Protozoi Patogeni

| protozoi sono organismi unicellulari che, in base a differenze morfolo-
giche relative ai loro apparati locomotori ed alle caratteristiche nucleari, sono
stati suddivisi in quattro sottotipi, ciascuno comprendente una o due classi.

I protozoi del genere Leishmania (fam. Trypanosomatidae, ord.
Kinetoplasmida, classe Zoomastigophora) sono distinti in 3 forme:

1) amastigote - di forma rotondeggiante, 2-5 u di diametro, priva di flagel-
lo, si osserva regolarmente nell’ospite vertebrato all’interno dei macro-
fagi;

2) promastigote - di forma allungata, 15 u di lunghezza, dotato di flagello
libero. Si ritrova nell’insetto vettore e nei terreni di coltura;

3) paramastigote - ulteriore forma che si trova nell’ospite invertebrato, di
5-10 w di diametro, con flagello libero che si immerge nel citoplasma
assumendo aspetto rigonfio.

A questo livello tassonomico, i protozoi patogeni per I'uomo possono
essere utilmente riferiti a quattro gruppi principali: flagellati, sporozoi, cilia-
ti e amebe (i primi due termini corrispondono a classi, il terzo ad una sotto-
classe ed il quarto ad un ordine). Flagellati, ciliati ed amebe si riproducono
asessualmente per scissione binaria. Gli sporozoi presentano cicli riprodutti-
vi asessuali (schizogonia) e sessuali (sporogonia); tali cicli possono avvenire
nello stesso ospite o in ospiti diversi.

La trasmissione dei protozoi patogeni dipende dalla loro condizione
parassitaria: quelli che albergano nei tratti gastro-intestinale e genito-urina-
rio si propagano per contatto diretto o indirettamente attraverso I'ingestione
di cibi o bevande contaminate (trasmissione orofecale); i parassiti del sangue
e dei tessuti sono generalmente trasmessi da artropodi che sono contempo-
raneamente vettori ed ospiti intermedi. Queste differenze nella via di tra-
smissione hanno dirette conseguenze epidemiologiche.

Le malattie protozoarie che si diffondono per contagio orofecale sono
essenzialmente malattie delle popolazioni povere che abitano regioni a sca-
dente livello igienico, spesso in condizioni di sovraffollamento; le malattie da
parassiti del sangue e dei tessuti hanno distribuzione geografica che dipende
dai fattori ecologici (in particolare dal clima) che regolano la diffusione degli
artropodi vettori.

Flagellati

Al gruppo dei flagellati appartengono numerosi generi come Leishmania,
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Trypanosoma, Giardia e Trichomonas che comprendono specie patogene per
I'uomo.

Le specie del genere Leishmania hanno un ciclo di sviluppo che si alterna
in ospiti invertebrati e vertebrati. Nei primi il protozoo ha aspetto flagellato,
mentre assume forma rotondeggiante od ovale non flagellata negli ospiti ver-
tebrati; in questi ultimi il parassita ha in genere localizzazione intracellulare.

Della Leishmania comunemente si distinguono quattro gruppi (ciascuno
dei quali comprende una varieta di ceppi la cui individuazione come specie
a sé stante non é sufficientemente provata): L. donovani, L. upica, L. mexica-
na e L. braziliensis. Tutti sono trasmessi dalla puntura di numerose specie di
Phlebotomus che vivono prevalentemente nelle regioni costiere sino a 600-
800 metri di altitudine.

La malattia umana da Leishmania si manifesta in varie forme cliniche ad
interessamento viscerale (kala azar), cutaneo o cutaneo-mucoso (bottone d’o-
riente, leishmaniosi cutanea americana).

La leishmaniosi viscerale, caratterizzata da febbre, splenomegalia, epato-
megalia, anemia, leucopenia, trombocitopenia e cachessia progressiva, é dif-
fusa in Cina, India, Russia, Medio Oriente, fascia nord-orientale del conti-
nente africano, bacino del Mediterraneo, America centrale e meridionale. Su
una base comune, esistono almeno tre forme principali di leishmaniosi visce-
rale attribuite a varianti di L. Donovani:

v il kala azar mediterraneo o infantile colpisce i bambini di eta inferiore
ai 4 anni ed é presente nei Paesi mediterranei, in Cina, in Russia e
nell’America latina. Cani, volpi e sciacalli sono i serbatoi naturali di
ceppi di Leishmania talora indicati come

v L. infantum (diffusione eurasiatica) e

v L.hagasi (diffusione americana);

Il kala azar indiano colpisce adolescenti e giovani adulti, € piu fre-
guente nel maschio e si trasmette da uomo a uomo tramite specie antro-
pofile di Phlebotomus. L'uomo ¢ il solo serbatoio naturale noto; il kala
azar africano, diffuso nelle regioni nord-orientali dell’ Africa, ha distribu-
zione per sesso e per eta simile alla forma indiana ed é enzootico nel ger-
billo ed in altri roditori delle regioni sub desertiche, nel cane e in nume-
rosi carnivori selvatici.

Il bottone d’oriente & una leishmaniosi cutanea caretterizzata da una
ulcerazione della pelle che ha tendenza alla guarigione spontanea.

Questa malattia € endemica nei Paesi del Mediterraneo orientale, in
Africa, nell’Asia sud-orientale ed in India. L’agente eziologico & L. tropica di
cui sono noti due ceppi: L. tropica major responsabile della forma rurale che
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ha il suo serbatoio naturale in piccoli roditori e L. tropica minor responsabi-
le della forma urbana o secca che ha il suo serbatoio nell’'uomo e nel cane
domestico.

La leishmaniosi cutanea americana presenta numerose varianti.

Nell’America latina tropicale L. braziliensis provoca una malattia grave
nota con il nome di espundia, in cui lesioni cutanee e mucose mutilanti sono
accompagnate da manifestazioni sistemiche (febbre, anemia, ecc.).

Il microrganismo infetta naturalmente grandi roditori silvestri ed é tra-
smesso dai ditteri all’'uomo allorché penetra nella giungla (cacciatori, operai
ed agricoltori di nuovi insediamenti). Una forma meno severa, denominata
uta, che si manifesta con ulcere cutanee multiple del naso e delle labbra, €
causata da L. peruviana (una variante di L. braziliensis).

Il microrganismo ha nel cane domestico il suo serbatoio naturale. La
forma é diffusa in climi freschi e ad altitudini superiori ai 600 metri.

Nel Messico e nell’America centrale, una zoonosi dovuta a L. mexicana
colpisce roditori arboricoli ed e occasionalmente trasmessa all'uomo che
penetra nelle foreste per raccogliere chicle, il lattice di sapodilla (Achras
sapota), principale ingrediente del chewing gum.

La malattia umana, denominata ulcera del chiclcro é caratterizzata da una
lesione cutanea singola del viso o delle mani che puo causare estese perdite
di tessuto.

La variante L. mexicana amawnensis provoca una leishmaniosi cutanea a
vasta disseminazione che rassomiglia alla lebbra lepromatosa. La forma &
relativamente frequente in Venezuela.

Il genere Trypanosoma definisce protozoi fusiformi riconoscibili per la
presenza di una membrana ondulante che si estende lungo tutto il corpo cel-
lulare e termina in un flagello.

Attualmente é da ritenersi valida la seguente classificazione del genere
Leishmania, elaborata dall’OMS (1990) sulla base di studi inerenti la biologia
del protozoo, le specie di flebotomi implicati nella trasmissione e, soprattut-
to, il corredo enzimatico del microrganismo.

Le leishmanie sono protozoi appartenenti alla classe Zoomastigophora,
ordine Kinetoplastida, famiglia Trypanosomatidae.

@ Genere: Leishmania:
O Sottogenere: Leishmania:
B Complex: Leishmania donovani:

M Specie:
M Leishmania archiboldi;
M L. chagasi;
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M L. donovani;
M L. infantum;
B Complex: Leishmania tropica:
M Specie:
M L. chillicki;
M L. tropica;
B Complex: Leishmania mayor:
B Specie: L. mayor;
B Complex: Leishmania aethiopica:
M Specie: L. aethiopica;
B Complex: Leishmania mexicana:
H Specie:
M L. amazonensis;
M L. ganhani;
M L. mexicana;
M L. venezuelensis;
O Sottogenere: Viannia:
B Complex: Leishmania braziliensis:
H Specie:
W L. braziliensis;
M L. peruviana;
B Complex: Leishmania guyanensis:
H Specie:
Ml L. guyanensis;
M L. panamensis.

Le leishmanie sono microrganismi dixeni che necessitano di un ospite
intermedio costituito da un vettore ematofago, e di uno definitivo, rappre-
sentato dall’ospite vertebrato.

Le leishmanie di nostra pertinenza sono quelle inserite da Lainson e Shaw
(1979) nella sezione Suprapylaria, comprendente protozoi parassiti dei soli
mammiferi: le fasi di sviluppo dei microrganismi avvengono nelle sezioni
enteriche media ed anteriore del flebotomo; il contagio é assicurato dalla
puntura dell’insetto parassitato sul mammifero ospite.

La sezione Hypopylaria comprende invece leishmanie proprie dei sauri: i
protozoi si insediano e si sviluppano nella porzione enterica posteriore (pilo-
ro-ileo-retto) dei flebotomi vettori; il contagio dei sauri si realizza presumi-
bilmente con I'ingestione, da parte dei sauri medesimi, dei flebotomi paras-
sitati.

Infine la sezione Peripylaria comprende leishmanie parassite di mammife-
ri e sauri: le fasi di sviluppo dei microrganismi si realizzano nella parte ente-
rica posteriore del flebotomo vettore, con migrazione poi dei protozoi nella
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sezione enterica anteriore; il contagio € assicurato dalla puntura del fleboto-
mo parassitato sul mammifero ospite (e, si presume, sul sauro ospite).

Le leishmanie sono microrganismi dimorfici: nei mammiferi infestati
Leishmania si presenta sotto forma di amastigote (da qualcuno detta forma a
leishmania) con corpicciolo rotondo, globoso od ovalare, immobile, delle
dimensioni di 2-5 p di lunghezza per 2-3 u di larghezza, fornito di protopla-
sma granuloso omogeneo perifericamente delimitato da un plasmalemma
tristratificato; di grosso nucleo sferico centrale od eccentrico; di cinetoplasto
(kinetoplasto, DNA extranucleare) piriforme od a bastoncino, spesso situato
alla periferia del corpo parassitario ed in posizione antinucleare (spesso per-
pendicolare al nucleo).

E presente il rizoplasto, abbozzo di flagello costituito da due microtubuli
assiali circondati da 9 paia di microtubuli periferici, che si diparte in prossi-
mita del cinetoplasto da un corpo basale o blefaroplasto e si esaurisce, senza
esteriorizzarsi, alla periferia della cellula protozoaria, circoscritto, nel suo
breve percorso, da un manicotto citoplasmatico rivestito dal plasmalemma,
che qui si invagina profondamente in modo da costituire attorno al rizopla-
sto stesso una tasca flagellare aperta verso I’esterno.

Negli insetti vettori (flebotomi) Leishmania si sviluppa e si moltiplica
dando luogo a forme flagellate dette promastigoti e paramastigoti.

| promastigoti sono elementi dal corpo stretto e lungo fino a 20 y, con
protoplasma granuloso, nucleo grande centrale, cinetoplasto bastoncellare
(ubicato in posizione antinucleare subterminale o terminale), blefaroplasto
prossimo a questo, puntiforme; infine lungo e robusto flagello che si diparte
dal blefaroplasto e presto si rende cranialmente libero emergendo dalla tasca
flagellare con una porzione pressoché lunga quanto I'intero corpo.

In base alle indagini compiute su L. mexicana amazonensis (che probabil-
mente valgono anche per altre specie di Leishmania) si riconoscono due diffe-
renti tipi di promastigoti: il tipo nectomonade con corpo allungato, sottile,
lungo oltre 12 u (escluso il flagello), con 76-91 microtubuli sottopellicolari,
flagello libero incapace di attaccarsi alle strutture parietali dello stomodeo
“apparato buccale” del flebotomo vettore e quello aptomonade.

Quest’ultimo ha corpo piu corto, di dimensioni inferiori a 12 pu (escluso il
flagello), con 115-138 microtubuli sottopellicolari, flagello libero e capace di
attaccarsi alle strutture parietali dello stomodeo del flebotomo vettore.

| paramastigoti si differenziano dai promastigoti per essere muniti di
cinetoplasto in genere ubicato non anteriormente ma allo stesso livello del
nucleo, o poco posteriormente ad esso, e si possono reperire nella faringe, nel
piloro e nell’ileo dei flebotomi infestati.
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Ciclo biologico

La durata del ciclo biologico del parassita nell’ospite invertebrato varia
da un minimo di 4 giorni ad un massimo di 20, in relazione alle condizioni
climatiche esterne.

Le forme capaci di conferire I'infestione (o infestazione o infezione) al
mammifero ospite sono costituite da promastigoti piccoli e molto attivi (pro-
mastigoti metaciclici infettanti) presenti nella proboscide dei flebotomi vet-
tori.

In Italia la tipizzazione isoenzimatica ha permesso di stabilire che il
parassita responsabile delle forme di leishmaniosi umana e canina é rappre-
sentato da Leishmania infantum.

In particolare nel cane la malattia é causata principalmente dallo zimode-
ma Montpellier 1 (MONL1) e, talvolta, dal MON72, quest’ultimo isolato
soprattutto da animali provenienti da comuni dell’area vesuviana. L. infan-
tum e stata inoltre isolata da altri animali, quali la volpe (che sviluppa anche
una sintomatologia viscero-cutanea, simile a quella del cane) ed il ratto nero
(Rattus rattus); non sembra comunque che I’occasionale presenza di tali ani-
mali nelle aree endemiche possa in qualche modo incidere consistentemente
sulla diffusione urbana e suburbana della malattia.

Il vettore

I promastigoti di Leishmania vengono trasmessi agli ospiti definitivi da
piccoli insetti ematofagi appartenenti ai generi Sergentomya, Warileya,
Brumptomyia, Lutzomyia e Phlebotomus. Solo questi ultimi sono i responsabili
della diffusione della malattia nelle zone endemiche del bacino del
Mediterraneo (in particolare P. perniciosus, P.
perfiliewi e P. major sono i vettori di Leishmania
infantum in Italia), e vengono classificati nel
phylum Arthropoda, classe Insecta, ordine
Diptera, sottordine Nematocera, famiglia
Phlebotomidae.

Fra le circa 800 specie o sottospecie di fle-
botomi, 80 sono provate o sospettate di esse-
re i vettori delle 22 specie di Leishmania che
causano la malattia nell’'uomo.
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LIFE CYCLE of LEISHMANIA spp.

In alcuni focolai di leishmaniosi i vettori restano sconosciuti, per cui
appare evidente che altre specie saranno aggiunte alla lista (Killick-Kendrick,
2002).

Caratteristiche salienti dei flebotomi:

e Corpo di colore giallo-pallido o giallo-ruggine, piccolo, lungo circa 2-
3 mm (fino ad un massimo di 5), coperto da lunghi e fitti peli; il tora-
ce e 'addome formano un angolo quasi retto (cio che li rende ricono-
scibili anche ad occhio nudo);

e Testa allungata ed inserita sul collo in modo da formare un angolo di

45°;

Occhi composti, voluminosi, di colore scuro, situati ai lati della testa

(appaiono rotondeggianti se visti di profilo e reniformi dorsalmente);
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e Palpi (appendici articolate in rapporto con I'apparato buccale aventi
funzione sensoriale) pelosi ricurvi;

e Proboscide corta e diretta in basso;

e Antenne lunghe, pelose, costituite da 16 segmenti o articoli (alcuni di
questi fungerebbero da organi di senso);

e Ali grandi, pure pelose, di forma subovale.

Mentre i maschi si nutrono di succhi vege-
tali, le femmine sono ematofaghe (determinan-
do irritazione con la loro puntura) e per questo
hanno strutture buccali atte a perforare la pelle
dei propri ospiti: un labbro-epifaringe ventral-
mente scanalato e denticolato alla sua estre-
mita, un’ipofaringe che porta il dotto salivare,
due mandibole con estremita seghettata, due
mascelle a forma di lama (mandibole e mascel-
le sono preposte ad incidere la cute); il tutto € contenuto, in posizione di ripo-
so, entro il labbro inferiore (labium).

La puntura da parte delle femmine ematofaghe si compie generalmente
durante le ore notturne, con picchi intorno alla mezzanotte ed un’ora prima
del sorgere del sole; si parla anche di un picco immediatamente dopo il tra-
monto (Killick-Kendrick, 2002).

Una singola puntura puo essere indolore ma I'attacco di piu flebotomi
provoca quasi sempre un certo dolore.

Nel sito dove é avvenuta la puntura pud manifestarsi una reazione cuta-
nea locale, pruriginosa, con formazione di una piccola papula che puo persi-
stere per alcune settimane. Conseguentemente alla puntura si puo verificare
una reazione allergica, soprattutto in soggetti provenienti da zone non ende-
miche (fenomeno pit 0 meno generalizzato con febbre e cefalea).

Il volo dei flebotomi & molto silenzioso e di
breve durata ed estensione, poche centinaia di
metri, anche se in esperimenti di campo (di rilascio
e ricattura) la massima distanza registrata e stata di
2,3 km ; sono disturbati dal vento e da temperature
al di sotto della media estiva.

La velouta durante il volo é di circa 1 metro al secondo (0,65 - 0,70 m/sec.)
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Patogenesi

Lo sviluppo della malattia nel vertebrato dipende da un insieme di varia-
bili relative alle caratteristiche del parassita ed allo stato immunitario dell’o-
spite.

Le leishmanie sono estremamente eterogenee tra loro dal punto di vista
genetico. Questa diversita e responsabile della notevole variabilita nella
capacita di virulenza del parassita. Ad esempio variazioni dei lipofosfoglica-
ni di superficie o della produzione degli enzimi perossidasici possono modi-
ficare in modo sostanziale la capacita del parassita di sopravvivere all’inter-
no dei macrofagi, quindi la sua capacita di provocare la malattia. La via natu-
rale del contagio e rappresentata dall’inoculazione dei promastigoti metaci-
clici infettanti, da parte dei flebotomi parassitati, durante un pasto di sangue,
nella cute (sito primario d’infezione) dei mammiferi ospiti. Non si escludono
altre possibili vie di contagio, come quella dell’ingestione volontaria o acci-
dentale, da parte del mammifero, dei flebotomi parassitati.

Introdotte nell’organismo le forme promastigote sono attaccate dai
macrofagi (a cui i parassiti si “agganciano” mediante I’estremita craniale fla-
gellata o I’estremita caudale) nei quali, in un tempo piuttosto breve, passano
a forme amastigote (requisito importante per lo stabilirsi dell’infezione) e si
riproducono per scissione binaria fino ad infarcire tutta la cellula ospite pro-
vocandone la distruzione.

L’attivita leishmanicida del macrofago € bassa a temperatura compresa
fra 30 e 35 °C; infatti, nell’'uomo, le lesioni piu gravi sulla pelle sono state rile-
vate in aree del corpo in cui la temperatura &€ mediamente di 30-32 °C.
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Il comportamento del sistema immuni-
tario nella patologia

Macrofago

Grande globulo, in grado di inglobare le particelle estranee nei tessuti
corporei (fagocitosi). E il tipo principale di cellula del sistema fagocitario
mononucleato, una comunita cellulare largamente distribuita negli organi.

I macrofagi sono presenti nel sangue come monociti, nel tessuto connet-
tivo come istiociti, nel fegato come cellule di Kuppfer ed anche nella milza,
nel midollo osseo e nei linfonodi come fagociti fissi.

Le funzioni dei macrofagi sono vitali e comprendono:

e Larimozione delle particelle dai fluidi corporei tramite la fagocitosi;

e La degradazione dell’emoglobina degli eritrociti degenerati e la pro-

duzione di bilirubina ed emosiderina;

e Lasecrezione di certe componenti del complemento;

e Lasecrezione di prostaglandine (PGs), interferone (IFN) e interleuchi-

na 1 (IL-1);

e La presentazione degli antigeni ai linfociti.

I macrofagi dendritici (nei linfonodi) e le cellule di Langherans (nella
cute) sono presentatori di antigeni, ma richiedono la presenza di anticorpi
per agire efficacemente.

L’amastigote si insedia nel contesto delle cellule macrofagiche (cellule del
sistema reticolo istiocitario; monociti, ecc.) del mammifero ospite; piu esatta-
mente entro un vacuolo intracitoplasmatico circoscritto da una membrana
fagosomiale che, fondendosi con i lisosomi, si trasforma in fagolisosoma; qui
si sviluppa e si moltiplica per scissione binaria dando luogo a humerosi ele-
menti simili.

Endocitosi e Fagocitosi

La fagocitosi &€ indubbiamente il meccanismo pit importante che caratte-
rizza I'immunita innata. Una strategia importante usata da molti parassiti &
quella di evitare i fagociti professionali invadendo e nascondendosi in altre
cellule, come quelle epiteliali, endoteliali, fibroblasti, ecc.

Altri batteri piu aggressivi attaccano invece i fagociti professionali
distruggendoli oppure invadendoli per trovarvi micronicchie di sopravvi-
venza e financo di replicazione. Sui fagociti sono espressi principalmente i
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recettori Fc (leganti il frammento Fc delle immunoglobuline), i lectinici
“MBL” (leganti selettivi di mannani), i recettori del complemento CRs, ed i
recettori cosi detti “spazzini” (“scavenger™). | lectinici fanno parte della fami-
glia delle collectine e si legano a una serie di strutture carboidratiche micro-
biche, riconoscendole selettivamente .

La fagocitosi indotta da recettori “scavengers” o spazzini dei macrofagi
puo risultare determinante per la protezione dell’ospite.

A seconda del recettore fagocitico che viene interessato nel processo di
internalizzazione, variano i meccanismi, i fattori che vi sono coinvolti e gli
eventi che ne conseguono .

Cosi avviene nella fagocitosi dipendente dalla opsonizzazione batterica
da parte di anticorpi di classe 1gG che si legano ai recettori del fagocita, oppu-
re da opsonine del complemento che si legano al recettore CR3 del comple-
mento espresso pure sul fagocita. Altre proteine, come la fosfatidil-inositolo
chinasi, controllano la fusione di vescicole con la membrana plasmatica per
la formazione del fagosoma. Gli eventi che ne conseguono sono rappresenta-
ti dal burst respiratorio e dalla cascata infiammatoria. Nel caso invece sia
coinvolto il recettore CR3 del complemento (fagocitosi di tipo 2), non si for-
mano lamellipodi ed il batterio affonda nella membrana del fagocita.

Della fagocitosi indipendente da opsonine e legata a vari recettori sono
ancora da chiarire i meccanismi e fattori coinvolti.

Il processo fagocitario viene avviato dall’ospite quando i parassiti dimo-
strano velleita tossiche ed invasive, velleita che emergono soprattutto in con-
dizioni di stress e di sofferenza della cellula batterica (nutritive, metaboliche,
osmotiche, ossidative, da antibiotici, da anticorpi, ecc...), stress che inducono
nel microrganismo I’espressione di geni che codificano per numerosi fattori
di sopravvivenza e di virulenza.

A questo proposito assume una funzione fondamentale il sistema senso-
riale effettore noto come “Quorum Sensing”, sistema complesso, percettivo e
comunicativo tra cellula e cellula. Esso é attivato dall’accumularsi durante la
crescita della popolazione batterica di segnali o molecole extra cellulari o
autoinduttori. Il sistema € attivato in rapporto alla concentrazione batterica,
guesta soglia é stata definita “quorum sensing”.

Il segnale biochimico & composto da una famiglia di oligopeptidi o fero-
moni che nei Gram-negativi sono di norma rappresentali da N-acil omoseri-
na lactoni o “AHLSs”. Questi regolerebbero varie funzioni cellulari: trasferi-
mento di plasmidi, competenza genetica, resistenza antibiotica, secrezione,
produzione di idrolisi, siderofori, surfattanti e determinanti di virulenza, for-
mazione di biofilms.

| parassiti, intervenendo sulle regolazioni del Quorum Sensing trovano
nuove fonti, mezzi ed equilibri vitali, come la sintesi, la secrezione e la tran-
slocazione in cellule bersaglio di propri determinanti di patogenicita all’in-
staurarsi di condizioni ecologiche stressanti e particolarmente avverse.
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Le HSPs sono proteine altamente conservate, presenti costitutivamente
ma rapidamente inducibili da stress sia nelle cellule eucariote che in quelle
procariote. Molte di esse agiscono da molecole protettrici (“chaperones’)
delle proteine durante la biosintesi, assistendone il ripiegamento “folding”,
I'assembaggio ed il disassemblaggio, impedendone la denaturazione, I'ag-
gregazione irreversibile se denaturate e/o promuovendone la degradazione
proteolitica in caso di malformazione . Alcune HSP 60 e 70 (da micobatteri,
legionelle, clamidie) dimostrano la capacita di stimolare fortemente la rispo-
sta immune adattativa, contribuendo tra I’altro al funzionamento delle APCs
(“antigen presenting cells). Esse rispondono prontamente a segnali di allar-
me in condizioni di stress (calore, stress, raggi UV, infezioni batteriche e vira-
li), attivando la risposta immune innata tramite stimolazione di monociti,
macrofagi, cellule dendritiche, endoteliali, ecc. Inducono segnali che condu-
cono all’endocitosi rapida, influsso di Ca++, fosforilazione dell’inibitore
IkBaB cui consegue I'attivazione del fattore nucleare NFkB. Ne deriva pro-
duzione di citochine pro-inflammatorie (TNFa. 1L-6, 1L-8. IL-12, DM-CSF) e
I'inflammazione con meccanismo molto simile a quello indotto da LPS .

Complemento (C’)

Serie di proteine, presenti nel plasma, che svolgono un ruolo fondamen-
tale nella difesa immunitaria dell’organismo, promuovendo la fagocitosi
delle cellule estranee e di altri antigeni (Ag) ed incaricandosi della lisi di alcu-
ni batteri.

Il C’e coinvolto anche nei processi inflammatori e puo essere responsabi-
le dei danni che si verificano nelle malattie autoimmuni e nell’ipersensibilita.

La serie comprende 9 diversi componenti proteici, che interagiscono
sequenzialmente nel cosi detto effetto cascata (cascata del C’): un piccolo
evento scatenante sufficiente ad attivare uno dei componenti, avvia un effet-
to amplificato.

Nella via classica di attivazione del C’ il primo stadio e rappresentato dal
legame degli anticorpi (Ac) delle classi IgG o IgM ad Ag specifici, legame che
induce una variazione di conformazione dell’Ac stesso che attiva il primo
componente del C’, il C1. Il C1 attivato é in grado di attivare il C2 ed il C4
che scindono unitamente il C3 in C3a e C3h. Quest’ultimo stimola I'afflusso,
il legame e le attivita fagocitarie dei macrofagi e dei granulociti neutrofili ed
il rilascio di sostanze inflammatorie da parte delle piastrine (PIt), mentre il
C3a (anafilotossina) innesca il rilascio di istamina dai mastociti (mastzellen o
mastcells).

Il C3 pud anche essere scisso dalla via alternativa di attivazione del C’
(che salta C1, C2 e C4), innescata da varie sostanze, inclusi lipopolisaccaridi
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(LPS) batterici, trombina e plasmina (queste ultime due sono sostanze coin-
volte nella coagulazione del sangue).

Una volta prodotto il C3b, assieme ad altre proteine, é in grado di stimo-
lare un’ulteriore scissione di C3.

I1 C3b (generato da entrambe le vie) é in grado di attivare il C5 che viene
scisso per produrre C5a, un’altra anafilotossina. Cio che rimane della mole-
cola C5 forma un complesso con C6 e C7 ed in questa forma acquisisce il
potere ulteriore di attivare i neutrofili.

Il complesso attivato C567, infine, € in grado di fissare i componenti C8 e C9,
che quindi acquisiscono il potere di lisare certi batteri o altre cellule estranee.

In ospiti normorecettivi (non ignorando che, nel campo delle leishmanio-
si sperimentali in piccoli animali da laboratorio (topi), si siano riconosciuti
individui geneticamente recettivi in contrapposizione ad individui genetica-
mente resistenti) il protozoo stimola I'attivazione delle difese immunitarie sia
umorali (anticorpi) che cellulo-mediate.

Peraltro amastigoti e promastigoti sono in grado di opporsi agli anticorpi
(Ac) sierici agganciandoli mediante gli antigeni (Ag) di superficie (il plasma-
lemma di questi protozoi puo essere considerato come un mosaico costituito
da una matrice lipidica e da molecole proteiche capaci di “movimenti dire-
zionali”) e poi eliminandoli come immuno - complessi (Ic), al contempo rico-
stituendo, secondo un turnover assai breve (3, 4,5 ore), gli Ag di superficie
andati perduti.

Per la refrattarieta della parete dell’amastigote ai metaboliti del macrofa-
go e per la capacita del parassita di inibirne I'attivita (sembra che il protozoo
elimini localmente sostanze ad azione antienzimatica “fattore escretore”), le
leishmanie resistono all’attivita del macrofago.
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Interferenze sull’immunita acquisita

Apoptosi delle cellule immuno competenti

Per quanto attiene all’immunita acquisita o adattativa, i suoi compiti e
funzioni protettive dell’ospite si intersecano, si sovrappongono e si integra-
no strettamente con quelli prima ricordati dell’immunita innata, garantendo
un sistema difensivo molto complesso ed evoluto, specializzato e memoriz-
zato, il quale consente di aggredire ed eliminare tutto quanto non sia ricono-
sciuto come proprio o “self”,quali le cellule ed i prodotti procarioti, tra cui
anche i parassiti. Naturalmente a tale sviluppo del sistema immunitario non
poteva non corrispondere una pari ed adeguata evoluzione (o “coevoluzio-
ne”) dei sistemi difensivi ed offensivi parassitari posta la complessita delle
interazioni ospite-parassita, delle risposte specifiche dell’ospite alla tossicita
ed invasivita dei parassiti e delle relative contro risposte da parte di questi
patogeni, con strategie che la Leishmania mette in opera per aggirare e sov-
venire le difese adattative dell’ospite.

Tra queste assume indubbia importanza la capacita di molti parassiti di
stimolare la morte programmata o apoptosi, delle cellule cui & sostanzial-
mente legata I'immunita acquisita, e precisamente i linfociti T e B. | meccani-
smi con cui i parassiti inducono apoptosi di queste cellule saranno ora men-
zionati.

Morte Cellulare

Apoptosi delle cellule immunocompetenti. La morte programmata delle
cellule immuni, sia di quelle coinvolte nell'immunita innata che di quelle
responsabili dell’'immunita adattativa, non é che I’espressione di un fenome-
no biologico naturale e generale che sta alla base del controllo omeostatico
della vita e della morte cellulare.

L’'apoptosi si differenzia per morfologia e meccanismo di morte cellulare,
oltre che per effetti fisiopatologici, dalla necrosi e dall’oncosi cellulare.

L’apoptosi coinvolge fattori e reazioni proprie della cellula & genetica-
mente programmata, non si accompagna a stimoli inflammatori, € seguita da
immediata clearance delle cellule apoptotiche da parte dei macrofagi, € carat-
terizzata morfologicamente da perdita di contatto tra cellula e cellula, rag-
grinzamento della cellula, vacuolizzazione del citoplasma, nucleo rattrappi-
to, condensazione della cromatina e frammentazione del DNA in segmenti di
circa 200 paia di basi, ma con organelli ben conservati e minima liberazione
di proteine. La necrosi € invece indotta da fattori tossici esterni alla cellula,
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determina inflammazione ed é caratterizzata da rottura o perforazione in
grosssi canali della membrana plasmatica, dispersione extracellulare di ele-
menti e proteine del citoplasma, organelli alterati, nucleo e DNA inizialmen-
te conservati.

L’oncosi, definita morte accidentale, si distingue per il rigonfiamento
della cellula e del nucleo, vacuolizzazione e disintegrazione della membrana
cellulare.

Per quanto concerne I’'apoptosi, molteplici sono i fattori che possono sti-
molare i recettori specifici della cellula per la transduzione di segnali proa-
poptotici, messaggi che comportano attivazione di chinasi per avviare il pro-
cesso apoptotico, o per generare secondi messaggeri (CAMP, Ca++, ecc.), 0
coinvolgere molecole adattatrici di connessione con quelle effettrici (caspasi)
della morte cellulare.

| parassiti sono in grado di a) attivare i recettori simili ai TNFRs (Fas) dei
segnali apoptotici, b) indurre i secondi messaggeri, c) attivare oppure inibire
le molecole effettrici o caspasi (aspartato cistein-proteasi), d) attivare compo-
nenti della superfamiglia BcL-2 pro-apoptosi (Bax, Bad, Bik e Bak) oppure
inibirne i regolatori (Bcl-2 e Bcl-xL), e) inibire la sintesi proteica, o perforare
le membrane cellulari con tossine a basse concentrazioni che producono
finissimi fori, g) impiegare altri meccanismi ancora non ben conosciuti. Un
aumento di espressione sulla loro membrana e di liberazione in circolo del
ligando FasL solubile da parte dei monocito-macrofagi pare determinare
nelle infezioni in generale, batteriche comprese, I'interazione con il recettore
Fas espresso sui Neutrofili accelerandone la morte programmata mediata
dalle caspasi 8 e 3 con il probabile contributo del citocromo e liberato dai
mitocondri.

Sul fenomeno dell’apoptosi, i parassiti possono facilmente interferire per
sovvertirlo sia nel senso di stimolarlo ed accelerarlo sia nel senso di impedirlo
o ritardarlo, a seconda delle rispettive esigenze di vivere all’estremo od all’in-
terno della cellula ospite, come gia ricordato a proposito dei patogeni intra cel-
lulari abituali e di quelli transitori. Delle cellule che partecipano alle difese
immunitarie dell’ospite, sia innate che acquisite dai patogeni intra cellulari,
come gia accennato,deprimono il processo apoptotico nelle cellule bersaglio.

L’apoptosi dei PMNs sarebbe stimolata in generale in tutti i processi
indotti da parassiti. Le cellule monucleate circolanti aumentano I’espressione
e la produzione del ligando di Fas (FasL) che viene in parte liberato nel siero.

Incontrando il recettore Fas espresso sui PMNSs, FasL innesca il meccani-
smo apoptotico con reclutamento FADD (o Fas-associated death
domain),attivazione caspasi 8 e 3, liberazione citocromossidasi e dai mito-
condri quindi apoptosi, oppure seguendo il percorso dell’attivazione di
NFkB via RIP-TRAF2-MEKK3-Ikks-1kB).

Tra le strategie nel manipolare le funzioni delle cellule bersaglio va ovvia-
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mente citato l'uso di tossine elaborate da diversi patogeni (E.coli,
Campylobacter, H. ducrey. ecc...). Tra queste particolarmente interessanti per
il sistema immune sono le CUT (cytoletnal distendine toxins), capaci di con-
trollare la progressione del ciclo vitale delle cellule eucariote, di provocarne
in 2-5 giorni il rigonfiamento fino allo scoppio. La sub unita attiva dell’olo-
tossina CDT (o CdtB) possiede attivita nucleasica che provoca danni limitati
al DNA fino a provocare I'arresto del ciclo in G1 e G2 della cellula bersaglio,
come le cellule epiteliali intestinali, i linfociti B e T, senza provocarne la morte
rapida.

La risposta immune

L’esito dell’infezione € strettamente connesso al tipo di risposta immune
che viene innescata. La reazione immunitaria dell’ospite é altrettanto impor-
tante. E’ stato dimostrato che una reazione immunitaria cellulo-mediata di
tipo Thl é responsabile della resistenza alla leishmania, mentre lo sviluppo
di una reazione di tipo Th2 e correlato alla disseminazione della malattia.

La risposta immune orientata in senso Th-1, come & noto, si associa al pro-
filo citochinico IFN-y / TNF-ML-2 / 11-12, alla produzione di IgG2a fissanti il
C’, all’attivazione delle cellule NK e dei macrofagi, all’azione citotossica
CD8+, cui compete la distruzione delle cellule infettate da patogeni intracel-
lulari, mentre la risposta in senso Th-2 si caratterizza per la prevalenza delle
citochine IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, e per la stimolazione dei linfociti B e quin-
di la produzione di anticorpi umorali (soprattutto 1gG 1, IgE e IgA) diretti
verso patogeni extracellulari .

Questi inducono rapidamente la produzione di citochine pro-infiamma-
torie da parte di numerose cellule (dendritiche, macrofagi, NK, mastociti,
polimorfonucleati, TCR-ydT, endoteli, fibroblasti).

Di recente ¢ stato messo in rilievo il ruolo immunoregolatorio di un’altra
sottopopolazione di cellule T, chiamate per I'appunto cellule “Tregolatorie o
Tr”, diverse da quelle Thl o Th2.

Dei vari sottotipi le cellule Trl produrrebbero alti livelli di IL-10 e scarse
quantita di TGFB, le Th3 alti livelli di TGFB, mentre le CD8+Tr secernereb-
bero in quantita moderate sia IL-10 che TGFB.

Le modalita immunologiche di cronicizzazione della malattia non sono
ancora chiare. Tenuto conto degli effetti immunodepressori ed anti-infiam-
matori di queste due citochine, si pud comprendere I'importanza di queste
sottopolazioni linfocitarie nel favorire eventualmente la cronicizzazione e/ o
la persistenza di certe infezioni.

Cio vale specialmente per quelle sostenute da protozoi intracellulari come
la Leishmania, per le quali una depressione della risposta Thl puo essere piu
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0 meno dannosa per I’'ospite ma é sicuramente utile per le strategie di soprav-
vivenza del patogeno.

Sembra che I'lL-4 sia la citochina che provoca una rapida crescita della
lesione, e I'lL-13 sia invece responsabile nel promuovere la cronicizzazione
della malattia. In particolare il controllo dell’infezione o I’evoluzione della
malattia, sono legati alle popolazioni di linfociti T (LT), CD4+ e CD8+, respon-
sabili del riconoscimento degli Ag presentati dai macrofagi (cellule presen-
tanti I'antigene, Antigen Presenting Cells [APC]) e dell’attivazione dell’im-
munita cellulo mediata. Le cellule che presentano I’'antigene possono essere
macrofagi tissutali, cellule di Langherans, cellule dendritiche o cheratinociti;
queste cellule, una volta fagocitate le leishmanie, le demoliscono e ne proces-
sano gli Ag, che espongono poi in superficie, presentandoli ai LT helper.

Nell’ambito della popolazione CD4+ si hanno due sottopopolazioni
(fenotipi): i Thled i Th2; i Thl, quando vengono attivati, determinano un’e-
voluzione benigna dell’infezione perché proteggono I'organismo dalla
malattia attraverso I’elaborazione di sostanze sotto specificate.

Poiché Leishmania é un parassita intracellulare obbligato, il successo della
resistenza dell’ospite & in funzione dell’attivita dei macrofagi stimolati dalle
citochine e interferone-y (IFN-y) prodotti dalle cellule Thl, cioe I'immunita
protettiva é cellulo-mediata e dipende dal fenotipo linfocitario T helper (LT
helper) attivato (Thl, appunto); la prevalente produzione di IFN-y, IL-2,
TNF-a, IL-12 da parte delle cellule Thl é associata alla risoluzione dell’infe-
zione e quindi alla protezione dei soggetti infetti.

Al contrario la prevalente produzione di IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ed il fatto-
re di stimolazione dei linfociti B (BSF-1) ad opera del fenotipo Th2 & respon-
sabile della progressione dell’infezione verso la malattia.

La questione fondamentale, che resta sostanzialmente insoluta, riguarda
la conoscenza dei fattori che inducono una risposta prevalentemente Thl o
prevalentemente Th2.

Sono state formulate diverse ipotesi, sulla base delle evidenze risultanti
dai dati sperimentali sui topi (specie in cui le conoscenze immunologiche per
I'infezione da Leishmania, sono abbastanza ampie, a differenza che nel cane).

Ad esempio, le cellule dendritiche presenti nel sistema linfatico peribron-
chiale o nelle placche di Peyer captano antigeni inducendo prevalentemente
risposte Th-2, mentre quelle spleniche inducono risposte Th-1/Th-0.

Antigeni inalati propendono a provocare risposte Th-2, mentre quelli
somministrati sottocute inducono risposte prevalentemente di tipo 2.

La riduzione della dose di antigene al disotto di una determinata soglia,
come puod avvenire nel corso di una infezione a seguito di una efficiente “
clearance “ batterica, determina il blocco e la fine della risposta immune.

Per contro, la persistenza di basse concentrazioni antigeniche, che si
accompagnino a “poussées” di antigene periodiche determina lo stato pro-
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tettivo, mentre un eccesso di antigene pud condurre sia alla delezione delle
cellule T ed alla tolleranza, sia a fenomeni immunopatologici .

Le cellule dendritiche giocano, in sostanza, un ruolo critico nella polariz-
zazione della risposta immune, con effetti diversi a seconda delle loro sotto-
popolazioni e dei recettori da loro espressi. Cosi le “mieloidi” o mDCs, deri-
vate da monociti e provviste di recettori Toll-simili -2,-4 e -6, favoriscono la
risposta di tipo Th-1, mentre quelle derivate dalla linea linfoide o pDCs prov-
viste di recettori TLR-9 e-7 inducono risposte Th2.
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La predisposizione genetica

Si e parlato anche di una predisposizione genetica - certamente multifat-
toriale - sulla base di risultati sperimentali su topi BALB/c, nei quali, tale
suscettibilita (perlomeno per quanto riguarda L. major), probabilmente
dipende da un riconoscimento aberrante degli epitopi antigenici di
Leishmania (in particolare di quello denominato LACK) da parte dei LT
CD4+; conseguentemente si avrebbe un’esagerata produzione di IL-4 (e lo
sviluppo eccessivo del clone linfocitario Th2) con la perdita della risposta di
IL-12 e/o un’alterata produzione di IL-12 da parte delle APC. Le sostanze
prodotte dai Th2 non proteggono I’organismo dall’aggressione delle leish-
manie perché richiamano, nel sito di partenza dell’infezione, macrofagi
immaturi a bassissimo potenziale antiparassitario; favoriscono anzi I’evolu-
zione della malattia, in quanto permettono una persistenza delle leishmanie
“protette” all’interno dei macrofagi ed una loro diffusione sistemica. Nei sog-
getti ammalati, infatti, la continua sollecitazione delle cellule immunocom-
petenti, indotta dai parassiti posti al riparo nei fagociti, comporta uno squili-
brio del sistemma immunitario, con iperfunzione della risposta umorale (non
protettiva), ed anomalie in quella cellulo-mediata: il tutto si traduce in uno
stato immunopatologico caratterizzato essenzialmente da immunodepres-
sione e dalla produzione di immunocomplessi (Ic) circolanti.

L’attivazione preferenziale dei linfociti Th2 comporta due fondamentali
conseguenze:

e La scarsa capacita di queste cellule, come & detto sopra, ad attivare il

processo di “killing” parassitario ad opera dei fagociti invasi;

e L’abnorme produzione di anticorpi diretti anche contro strutture pro-
prie dell’organismo (fenomeni immunopatologici autoimmunitari),
che sono alla base di gran parte degli eventi patologici che si realizza-
no nei soggetti leishmaniotici.

Le lesioni organiche e tissutali che piu comunemente si riscontrano nella
leishmaniosi sono costituite, appunto, da vasculiti, poliartriti, ulcerazioni
cutanee, uveiti, glomerulonefriti, ecc., tutte espressioni dello squilibrio
immunologico che viene innescato dal parassita.

Nel quadro della risposta umorale, pero, agli accennati fenomeni autoim-
munitari, deve essere attribuita un’importanza superiore a quella finora con-
ferita, per quanto concerne la patogenesi della malattia.

Probabilmente questi fenomeni giocano un ruolo non secondario, come
lasciano ritenere le sempre piu frequenti segnalazioni di patologie autoim-
muni od immuno-mediate negli animali leishmaniotici, con presenza nel
sangue di autoanticorpi e di Ic. Nell’'uomo, infatti € stata rilevata la presenza
di auto-Ac anti-proteine filamentose ed anti-eritrociti.
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Sintomatologia Clinica

Le leishmaniosi sono caratterizzate da un polimorfismo sintomatologico
accentuato, rendendo spesso difficile la diagnosi clinica. Le manifestazioni
cliniche sono piu conseguenza dello scardinamento della risposta immunita-
ria che dell’azione diretta del parassita. (Tab1/2)

INCUBAZIONE da 1 mese a 4 anni
MANIFESTAZIONI CLINICHE
FORMA ACUTA (rara) febbre alta iniziale, dimagrimento, astenia, linfo-

adenopatia; possono insorgere disturbi nervosi,
enterite, lesioni cutanee (dermatite ed ulcere)

FORMA CRONICA dimagrimento, grave astenia, anemia, linfoade-
nomegalia, splenomegalia, febbre intermittente,
lesioni cutanee spesso localizzate alla testa
(“cane con gli occhiali”), ulcere, lesioni oculari,
diarrea, vomito, ascite, onicogrifosi, epistassi,
lesioni renali, lesioni ossee ed articolari

Frequenti le manifestazioni atipiche (scarsi o singoli sintomi non caratteristici) e le forme
asintomatiche.

Tabella 1. Quadro clinico riassuntivo della leishrnaniosi nel cane.

INCUBAZIONE da 2 settimane a 4 mesi

COLPITI SONO CLASSICAMENTE | BAMBINI AL DI SOTTO DEI 6 ANNI E GLI INDI-
VIDUI IMMUNODEPRESSI

MANIFESTAZIONI CLINICHE

PRIMO PERIODO febbre moderata irregolare, pallore, sudorazione,
splenomegalia, epatomegalia, linfoadenopatia
(occasionale), diarrea, edema (raro), manifestazio-
ni emorragiche, problemi digestivi e respiratori,
anemia, leucopenia, trombocitopenia

CASI AVANZATI splenomegalia accentuata, manifestazioni emorra
giche, aggravamento dell’anemia, leucopenia e
trombocitopenia, cachessia.

ASSENZA DI LESIONI CUTANEE

IL DECORSO NATURALE DELLA MALATTIA IN ASSENZA DI TRATTAMENTO PORTA
AL DECESSO.

Tabella 2. Quadro clinico riassuntivo della LV nell’'uomo.
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La Sindrome

La sindrome classica e caratterizzata da febbre, epato-splenomegalia e
deperimento; altre manifestazioni cliniche possono essere epistassi, diarrea,
tosse, debolezza e linfoadenopatia.

La diagnosi differenziale dipende dall’area geografica e il periodo d’in-
cubazione della Leishmania viscerale puo variare da due settimane ai quat-
tro / sei mesi.

La L.V. pud manifestarsi come un’infezione opportunistica dei soggetti
immunodepressi (per es. dopo un trapianto d’organo e/o durante I'impiego
di steroidi) e viene scoperta con sempre maggiore frequenza tra i pazienti con
infezione da HIV, in particolare nei paesi del Mediterraneo.

La diagnosi puo essere difficile poiché i pazienti possono essere asinto-
matici e i classici segni clinici possono essere assenti. | pazienti possono pre-
sentare localizzazioni insolite dell’infezione (apparato gastrointestinale, cute,
polmoni).

Al contrario, la pancitopenia e I'ipergammaglobulinemia possono essere
conseguenza di altre malattie o di terapie con svariati farmaci e possono non
indurre direttamente a prendere in considerazione la diagnosi di L.V. in que-
sti pazienti.

L’esordio acuto e piu caratteristico della malattia negli adulti: accessi feb-
brili simil-malarici o simil-tifoidei, seguiti da sindrome spleno-epatomegali-
ca, anemizzazione ed altri segni di interessamento del midollo osseo, feno-
meni emorragici e diarrea.

E, ancora, la cute del volto, delle estremita e dell’laddome tende ad assu-
mere una tinta di tonalita brunastra (da cui il nome della malattia) e si osser-
vano talora particolari manifestazioni cutanee (leishmanidi, noduli di aspet-
to verrucoide). La malattia € molto grave e la guarigione spontanea ¢ rara; va
comungue segnalato che il decorso é in genere meno severo nelle forme
indiana ed africana.

Se I’esordio € subdolo, si accusano invece malessere, stanchezza, pallore,
dimagrimento, febbre irregolare (spesso elevata), ribelle ad antibiotici, anti-
piretici e cortisonici.

Il quadro generale si aggrava progressivamente e compaiono anche colo-
rito cereogrigiastro, spleno ed epatomegalia, diarrea, linfoadenomegalia,
anemia, leuco-citopenia, ipoalbuminemia, ipergammaglobulinemia, tenden-
za alle emorragie.

Questi sintomi sono dovuti al blocco del sistema reticoloendoteliale, all’a-
nemizzazione conseguente all’invasione del midollo osseo ed alla vita piu
breve degli eritrociti (captati e distrutti a livello splenico in ragione dei lega-
mi di membrana con antigeni parassitari e della correlata fissazione del com-
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plemento), alla flebite ostruttiva provocata dall’iperplasia delle cellule endo-
teliali e, infine, all’azione tossica esercitata dal parassita. In assenza di tratta-
mento il paziente muore per cachessia progressiva oppure, acutamente,
durante un episodio dissenterico o emorragico.

Va sottolineato che le leishmanie, in quanto colpiscono e distruggono cel-
lule deputate anche a ruoli di tipo difensivo immunitario, esplicano un’evi-
dente azione immunodepressiva.
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La Diagnosi

Diagnosi differenziale

Le malattie rispetto alla quali si pone la diagnosi differenziale della leish-
maniosi viscerale (LV) sono essenzialmente le seguenti: malaria, febbre tifoi-
de, brucellosi, tubercolosi, sepsi, leucemie, linfomi.

Ovviamente, nel sospetto di LV, prima di effettuare indagini invasive,
andrebbe valutata la cosiddetta congruita epidemiologica del sospetto clini-
co. Sappiamo, ad esempio, che in Italia € da escludere, salvo casi eccezionali,
che l'infezione possa essere avvenuta nelle regioni a nord della dorsale
appenninica emiliana e della Liguria o in territori al di sopra di 7-800 metri
s.l.m.; inoltre, nelle zone endemiche, il periodo in cui pud avvenire la tra-
smissione € limitato alle ore notturne nei mesi da giugno a settembre.

Gia solo questi dati anamnestici possono dare un primo orientamento.

Altro elemento importante é dato dalla osservazione che la negativita sie-
rologica a un test specifico, nell’ambito di un quadro clinico sospetto, abi-
tualmente esclude, in un soggetto immunocompetente, la diagnosi di LV e
non autorizza la effettuazione di ulteriori indagini invasive o I'impiego di un
trattamento terapeutico ex-juvantibus. Occorre valutare pero la possibilita di
risposte falsamente negative.

Diagnosi di Laboratorio
La diagnosi di laboratorio della LV comprende metodiche dirette ed indi-

rette, soltanto le prime consentono una diagnosi di assoluta certezza, mentre
tra le seconde una positivita ad alto titolo della immunofluorescenza puo

DIAGNOSI DI LABORATORIO

/\

DIRETTI INDIRETTI

—

Aspecifici Specifici
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consentire, se associata ad un quadro clinico, una diagnosi presuntiva, che va
comunque confermata con altre metodiche.

Da ricordare (anche se di scarsa utilita nella diagnostica clinica se non per
il fatto che, se prima positiva, si negativizza durante la malattia) la reazione
di ipersensibilitd cutanea alla Leishmanina (detta da alcuni “Test di
Montenegro”), che si effettua con iniezione intradermica di 0.1 ml di un pre-
parato di antigene derivato da colture di promastigoti e che si legge dopo 48-
72 ore rilevando I'indurimento; se esso raggiunge o supera i 5 mm, il test &
positivo.

I metodi diagnostici utilizzabili per la conferma di un sospetto clinico di
Leishmaniasi sono di due tipi Diretti e Indiretti e di qust’ultima Aspecifici e
Specifici.

1) Dimostrazione del parassita infettante, “Diretta“

L’evidenziazione e tipizzazione del parassita rappresentano I'unico
mezzo diagnostico di certezza. L’isolamento puo essere effettuato a partire
da materiale autoptico (milza, midollo osseo, fegato, linfonodi, strisci di san-
gue, puntato sternale, linfonodale e raschiato di lesioni cutanee).

In particolare I’esame della milza in fase precoce di malattia permette di
reperire i parassiti nelle cellule della polpa rossa e nei corpuscoli di Malpighi.
Coesiste una reazione endoteliale e macrofagica che puo determinare I’obli-
terazione dei capillari. In fase evoluta si ha una fibrosi diffusa degli organi,
con aumento del connettivo interstiziale e rarefazione degli elementi linfoidi.

Esame microscopico di ago aspirato di organi emopoietici

Viene solitamente eseguito a partire dal materiale midollare a causa dei
pericoli connessi con la puntura splenica e permette diagnosi di certezza.

Con questa metodica le Leishmanie (corpuscoli rotondeggianti od ovoi-
dali) presentano le seguenti caratteristiche:

un nucleo arrotondato con trama “ lassa ” e colorato in rosso porpora

un blefaroplasto allungato o puntiforme con struttura densa e colora-

to in violetto;

> un sottile abbozzo di flagello (incostante) colorato in rosso ed adeso al
blefaroplasto;

> un citoplasma colorato in azzurro.

>
>

| protozoi sono reperibili nel citoplasma, delle cellule reticolari in nume-
ro variabile da pochi elementi ad una decina; spesso cellule che li contengo-
no si rompono e le leishmanie si riversano all’esterno del citoplasma, il che
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rende piu difficoltoso il loro riconoscimento. Il numero di cellule parassitarie
€ molto spesso assai limitato, cid che impone estrema accuratezza nella let-
tura del campione.

aie . >
Figura 1. L’immagine mostra un campione di tessuto midollare strisciato su
vetrino e colorato con metodo MGG, nel quale si possono apprezzare un
istiocita con il citoplasma infarcito di numerose forme amastigoti di
Leishmania Donovani (infantum) e rare forme libere (tre) in basso a destra.

“. . B0 ALY T e
Figura 2. In queste due immagini si possono apprezzare immagini di istioci-
ti midollari con numerose forme amastigoti nel citoplasma
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Una metodica alternativa all’esame in microscopia ottica € I’osservazione al
Microscopio Elettronico, il cui impiego non € comunque sostenibile di routine.
La migliore individuazione del parassita nei preparati microscopici si
ottiene strisciando il materiale su vetrino, fissato in metanolo e colorato con
Giemsa (8% in acqua e pH neutro, per 40 m’); osservando in immersione, €

Figura 3. Nelle due foto affiancate: rare forme amastigoti nel citoplasma di
due istiociti

Figura 4. Numerose forme amastigoti libere prodotte dalla rottura della
membrana citoplasmatica dell’istiocita durante lo strisciamento del cam-

pione.
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possibile studiare bene la morfologia dell’amastigote, con il rilievo del tipico
kinetoplasto.

Per ottenere una risposta corretta almeno nell’80-95% dei casi (a seconda
dell’esperienza dell’osservatore) si consiglia di osservare a 1.000 ingrandi-
menti, per un’ora, 3 preparati da midollo osseo.

E’ sempre corretto tentare di coltivare la L. in adatto terreno, sia perché
talora a uno striscio “negativo” si associa una positivita colturale e sia perché
il parassita coltivato permette la sua esatta tipizzazione.

Da alcuni anni si impiegano due terreni all’agar-sangue molto efficienti:
I'EMTM o Tobie’s medium, a risposta piu rapida (gia al 5°-6° giorno dalla
semina) e lo “sloppy Evans”, con maggiore efficienza ma risposta ritardata
(20° giorno).

Il materiale bioptico puo essere

v seminato su terreno selettivo (NNN o Tobiemedia) ove si sviluppano
gli amastigoti in 7-21 giorni

v utilizzato con anticorpi monoclonali o con DNA-probes,

v inoculato in animali suscettibili (topini BALB/c, hamster);

Tutte le indagini sopra citate costituiscono ancora il gold standard della
diagnostica.

Determinazione della Leishmania spp. mediante amplifica-
zione di un frammento del gene dell’lRNA ribosomale 18S

Recentemente si & aggiunta alla diagnostica convenzionale la PCR su
campioni bioptici cutanei o di ago-aspirato (splenico o midollare).

Questa tecnica consente di ottenere in breve tempo informazioni non solo
circa la presenza o meno del parassita nella cute, ma anche di quantificare la
carica parassitaria.

La PCR real-time inoltre permette di identificare in modo preciso le varie
specie di Leishmania.

La diffusione della PCR potrebbe dunque in futuro facilitare la diagnosi
di leishmaniosi e, di conseguenza, consentire di effettuare stime epidemiolo-
giche piu precise riguardo la reale diffusione della malattia e le numerose
specie di questo parassita nel mondo. Ricordiamo che sono in studio nuove
tecniche: quella di ibridazione detta “dob-blot”, che utilizza come sonda di
DNA una sequenza specifica di L. infantum e da risposta in 2-3 giorni sia di
rilievo della L. che di sua tipizzazione, e nuovi metodi che impiegano la PCR,

) Caleidoscopio ‘.E

i [l | 0 f | el | 30 |

4

A AN
© 2 HoHEl




G. Magri, E. Baghino, M. Floridia, F. Ghiara Leishmania

con utilizzo di primer ricavati da una sequenza specifica di DNA della L.
infantum, e con sensibilita del 90 % e specificita del 100%.

Il sistema per I'amplificazione e determinazione del genoma di
Leishmania spp., si basa sull’impiego di primers altamente conservati e di
reagenti standardizzati e pronti all’uso.

Il prodotto di amplificazione, ottenuto con una doppia amplificazione
secondo la metodica “nested”, corrisponde ad un frammento di 215 bp del
gene che codifica ’'RNA ribosomale 18S e viene rilevato mediante elettrofo-
resi su gels Clearose (pre-cast) contenenti bromuro di etidio.

L’Esame colturale

L’Esame colturale & una metodica molto sensibile, che consente spesso la
diagnosi ma che richiede estrema accuratezza di realizzazione; il campione,
prelevato mediante puntura da uno degli organi potenzialmente infetti, deve
essere seminato immediatamente. Il terreno di coltura abitualmente impie-
gato & il N.N.N. (Novy-McNeal-Nicolle).

Il sangue viene accuratamente miscelato al terreno base, che sia stato pre-
cedentemente riscaldato sino a 70° C e lasciato raffreddare fino a 45 °C. Prima
di utilizzare il terreno, si conservano le provette per 24 ore in termostato a 37
°C per controllare la sterilita.

Il terreno puo essere conservato a + 4° C per non piu di un mese; dopo 15
giorni inizia I'emolisi. La semina deve essere effettuata immediatamente
dopo il prelievo dal malato. Il terreno seminato va quindi posto in termosta-
to a 22-25° C e viene letto dopo 14 giorni.Spesso la prima coltura e negativa,
per cui la semina viene ripetuta su altre 2 provette di terreno N.N.N., che
vengono incubate per 7 giorni. Nel caso in cui anche questa seconda semina
sia negativa, é consigliabile ripetere le sottocolture anche fino a 6 volte.

Se la coltura € positiva, i protozoi appaiono sotto forma di elementi fla-
gellati mobili, allungati, rifrangenti, con un flagello anteriore e privi di mem-
brana ondulante (promastigoti), che si dispongono irregolarmente sul terre-
no. E possibile eseguire una colorazione del materiale May Grunwald-
Giemsa.

Il materiale bioptico puo anche essere inoculato in animali da laboratorio
recettivi (hamster), procedure che perd possono richiedere diverse settimane.
Negli strisci ed impronte di organo colorati (Giemsa, May Grunwald-
Giemsa, nuovo Bleu di metilene) le leishmanie appaiono in forma amastigo-
te all’interno dei macrofagi, o libere nello spazio intercellulare per rottura
delle cellule durante il prelievo o lo striscio.
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2) Metodi immunologici indiretti. “Indiretta*

Diverse prove sierologiche permettono di ricercare gli anticorpi in ani-
mali sospetti di infezione. Il test considerato piu affidabile € I'Immuno
Fluorescenza Indiretta utilizzando come antigene colture in vitro. Altre prove
utilizzabili sono Fissazione del Complemento, Emoagglutinazione Indiretta,
Agar Gel Immunodiffusione, ELISA. Alcune di queste sono oggi disponibili
in Kits, con ricerca e titolazione degli anticorpi specifici circolanti, che insor-
gono con I'infezione e si protraggono a lungo (8-15 mesi) dopo la guarigio-
ne.La ricerca sierologica viene effettuata soprattutto nella diagnostica della
LV (nelle forme cutanee spesso i tests risultano negativi) e si avvale di diver-
se tecniche, oggi abbastanza soddisfacenti per sensibilita e specificita, alme-
no nei soggetti immunocompetenti.

Esami Specifici: Immuno Fluorescenza Indiretta IFAT (Ig Totali), ELISA.

Esami Aspecifici: Emocromocitometrico, Ves, Proteine totali,
Protidogramma, Urea, Creatinina, Esame delle Urine.

Degli Esami Specifici i tests attualmente utilizzati sono i seguenti, i
primi due effettuabili anche in laboratori di prima linea, non particolarmen-
te attrezzati:

v Formol gel test (detto anche “aldeide-test”):

aggiungendo 2 gocce di soluzione di formalina concentrata (40%) a 1 ml
di siero, si ha risposta positiva se il siero diviene biancastro e solidifica in gel
in pochi minuti; si puo effettuare anche su vetrino.

v Direct Agglutination Test (DAT)
usando un preparato antigenico da promastigoti conservati e varie dilui-
zioni di siero; il test e positivo se I'agglutinazione raggiunge o supera titoli di
3200.

v (Indirect) Immunofluorescent Antibody Test (IFAT)

facendo reagire il siero su vetrino su cui € disteso un preparato con pro-
mastigoti prelevati da coltura e, dopo adeguato lavaggio, facendo agire un
antisiero coniugato con isotiocianato di fluoresceina. Se si impiega antigene
fresco (ceppo di riferimento internazionale di L. infantum
MHOM/TN/80/IPTL), in soggetti immunocompetenti malati, la sensibilita

raggiunge il 99 % e la specificita il 98 %, con titoli tra 280 e 5120.

v Enzyme-linked Immunosorbent Test (ELISA)
con analoga procedura dell’lFAT, solo che I'avvenuta reazione viene sve-
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lata dal sistema perossidasico dell’lELISA; & ora disponibile un test rapido
semplificato in ELISA (chiamato “dipstick test”) effettuabile con semplicita
anche a domicilio del paziente. Attualmente € in studio, sia per I'uomo che per
il cane, un ELISA che utilizza un particolare antigene di leishmania (“rK39”),
con il quale si raggiunge una sensibilita e una specificita ambedue del 99 % .

v Controimmuno-elettroforesi (CIEP)
metodo piu laborioso effettuabile solo in Centri specializzati.

v Emoagglutino inibizione
indiretta (ne esiste in commercio un kit), poco affidabile e con valore solo
indicativo.

Diagnosi indiretta aspecifica

E’ basata sulla dimostrazione di una risposta immunitaria anti Leismania
donovani, sia umorale (indagini sierologiche), sia cellule-mediata (intrader-
Mo reazione).

Esami Aspecifici

v Esame emocromocitometrico
E evidenziabile un’anemia normocitopenica e normocitica, cui si associa
scarsa rigenerazione midollare.

v Elettroforesi

Si manifesta un’ipoalbuminemia variabile(pit evidente nei bambini) ed
un costante aumento a larga banda policlonale delle gamma globuline, che si
conferma al dosaggio delle immunoglobuline con un aumento delle IgG.

v Velocita di Eritrosedimentazione VES
E costantemente e notevolmente elevata nella grande maggioranza dei
casi, potendo superare anche i 100 mm/prima ora.
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Conclusione

Alla luce di tutto quello che abbiamo descritto appare chiara I’assenza di
un protocollo di laboratorio per la Leishmania.

Ma ancora piu grave ¢ I'esistenza di un periodo di tempo (finestra) pit o
meno lungo, per la Leishmania Viscerale, in cui le analisi di laboratorio non
hanno capacita discriminante, e va dalla comparsa dei sintomi (ricordando
che la patologia si pud presentare, nella maggior parte dei casi in maniera
asintomatica), al momento in cui in un contesto, dove le analisi indirette
aspecifiche mostrano una positivita, le analisi dirette segnano il passo con
falsi negativi.

Ricordiamo per onore di cronaca che nella Leishmania Cutanea o Bottone
d’Oriente, le analisi di laboratorio non hanno nessuna capacita discriminan-
te e I'unica diagnosi si pu0 avere dall’evidenziazione e tipizzazione del
parassita con I'isolamento che puo essere effettuato dal materiale autoptico
del morso cutaneo.

) Caleidoscopio ‘.E
d

|1 B 00w || el B 504 |

— il
6

€ el




G. Magri, E. Baghino, M. Floridia, F. Ghiara Leishmania

Proposta di protocollo operativo

Rete neurale artificiale

In questo quadro, non certamente edificante, tralasciando la patologia
cutanea e affrontando quella viscerale, si pone come gold standard I'insieme
dei dati epidemiologici, clinici e laboratoristici (diretti e indiretti) dei sog-
getti in esame.

Per approdare ad un protocollo operativo, in base a quanto descritto,
dovremo agire sul significato di analisi, o per meglio dire sul significato di
risultato, definendolo come probabilita che un determinato evento possa
accadere e cancellando il concetto di cut-off.

Per far questo dobbiamo ricorrere alla Rete Neurale Artificiale. Le reti
neurali artificiali sono sistemi di elaborazione che esprimono una probabilita
che un evento accada utilizzando dati sia analitici, che anamnestici .

Ricordiamo a tale proposito la determinazione del rischio per la Trisomia
21 / 18 / DNT, il rapporto tra PSA libero e Totale, ecc. dove i risultati vanno
letti non in base al valore soglia ma alla probabilita di un determinato rischio.

Questo tipo di ragionamento puo essere applicato, per la Leishmania dato
che la malattia & estremamente didattica.

Infatti, perché si manifesti devono essere soddisfatte contemporaneamen-
te tre condizioni: agente patogeno, ambiente favorevole, soggetto recettivo

Tutti e tre questi elementi comprendono delle caratteristiche che possono
rendere la Leishmania immediatamente comprensibile anche al profano e
possono aiutare a capire perché un cane si € ammalato e quello del vicino
invece no o perché la leishmaniosi canina sia presente solo nei paesi bagnati
dal mediterraneo (ed in Cina) € non nel Nord - Europa.

Una condizione vincolante e standardizzata puo aiutarci a riconosce la LV
e utilizzare come parametri, per la nostra rete neurale, su:

Diagnosi differenziale; Congruita epidemiologica del sospetto clinico;
Variabilita biologica; Ipersensibilita cutanea alla Leishmanina (“Test di
Montenegro®); Diagnosi di Laboratorio

Diagnosi differenziale

Le malattie rispetto alle quali si pone la diagnosi differenziale della leish-
maniosi viscerale sono essenzialmente le seguenti: malaria, febbre tifoide,
brucellosi, tubercolosi, sepsi, leucemie, linfomi. Di conseguenza si potrebbe
applicare la teoria BAESIANA per escludere o avvalorare probabilisticamen-
te la nostra teoria
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Congruita epidemiologica del sospetto clinico

Ovviamente, nel sospetto di L.V., prima di effettuare indagini invasive,
andrebbe valutata la cosiddetta congruita epidemiologica del sospetto clini-
co. Sappiamo, ad esempio, che in Italia € da escludere, salvo casi ecceziona-
lissimi, che I'infezione possa essere avvenuta nelle regioni a nord della dor-
sale appenninica emiliana e della Liguria o in territori al di sopra di 7-800
metri s.I.m.; inoltre, nelle zone endemiche, il periodo in cui pud avvenire la
trasmissione ¢ limitato alle ore notturne nei mesi da giugno a settembre. Gia
solo questi dati anamnestici possono dare un primo orientamento.

Variabilita biologica

In genere, quindi, gli individui colpiti da LV sono bambini al di sotto di
due anni di eta (nei quali il sistema immunitario & ancora immaturo), soggetti
immunodepressi (HIV positivi, organo-trapiantati) o che comunque presen-
tano condizioni fisiopatologiche predisponenti.

Nel resto della popolazione sana I’'avvenuto contatto uomo-parassita puo
essere valutato con I'uso di reazioni intradermiche specifiche, che rivelano in
genere una elevata percentuale di infezioni asintomatiche in aree di endemia.
La loro frequenza aumenta con I'aumentare dell’eta, cosicche nei focolai pit
attivi oltre il 40% della popolazione adulta risulta positiva. Nello scorso
decennio le co-infezioni HIV-Leishmania hanno avuto un grande impatto
sanitario in tutto il sud Europa, dove sono stati recensiti circa 1.200 casi
soprattutto in Spagna, sud della Francia e Italia. Oltre alla trasmissione natu-
rale tramite flebotomo infetto, tra i tossicodipendenti é stata dimostrata una
trasmissione di tipo artificiale tramite scambio di siringa. Quindi fattori con
un alto peso probabilistico sono:

Eta, Soggetti immunodepressi (HIV positivi, organo-trapiantati),
Condizioni fisiopatologiche predisponesti Condizioni socio-sanitarie (mal-
nutrizione, elevata concentrazione di animali infetti, randagismo, ecc.);
Individui geneticamente recettivi in contrapposizione ad individui genetica-
mente resistenti

Ipersensibilita cutanea alla Leishmanina (“Test di Montenegro®).

Prima di parlare di analisi di laboratorio ¢ da ricordare il “Test di
Montenegro®. Anche se di scarsa utilita nella diagnostica clinica, se non per
il fatto che se prima positivo, si negativizza durante la malattia, una sua posi-
tivia da un contributo non indifferente al nostro protocollo in caso di positi-
vita.
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Diagnosi di Laboratorio

E’ evidente che all’approccio con un paziente i protocolli analitici parti-
ranno dalle analisi di carattere indiretto aspecifico seguite da quelle specifi-
che ed infine da quelle Dirette.

Conclusioni

In questo quadro di carattere generale dove tutte le voci sopra citate
hanno un peso differente ma sono concatenate tra di loro, si pu0, a parere
nostro arrivare ad un’espressione di probabilita. La difficolta sorgerebbero, a
differenza degli esempi sopra citati, per il numero estremamente esiguo di
casistica, dato che per la Leishmania non esistono valori statisticamente
significativi che possono condurre ad un concetto di probabilita. Sicuramente
con I'invio dei campioni biologici correlati dalle informazioni raccolte, in cen-
tri specializzati, dopo opportune valutazioni, si potranno avere indicazioni
probabilistiche di positivita o negativita con un notevole risparmio di tempo
per I’eventuale terapia .
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stems.it sono riportati in nero mentre in grigio quelli non
ancor a disponibili su Internet.

Inoltre sono disponibili un limitato numero di copie di
alcuni numeri del Caleidoscopio che ormai sono “stori-
che’. Qualora mancassero per completare la collana pote-
te farne richiesta al collaboratore Medical Systems della
Vostra zona. | numeri sono: Caleidoscopio 14, 18, 33, 40,
48, 49, 50, 54, 65, 68, 84, 100, 106, 118, 121, 126, 129, 130,
131, 132, 133, 134. | volumi verranno distribuiti sino ad
ﬁu_rlmento e non verranno ristampati se non in nuove
izioni.
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Azione concertata alla verifica qualita delle riviste edite dalla Medical Systems SpA
Questionario per la fase di valutazione Genova, Maggio 2004

11 questionario ha lo scopo di studiare il grado di soddisfazione degli utenti delle pubblicazioni scientifiche della Medical Systems
SpA al fine di migliorare continuamente il prodotto offerto ed indirizzare le scelte strategiche per i prossimi anni

Barrare con una crocetta le voci di interesse.
Le risposte ai questionari saranno esaminate ed elaborate. Se avete problemi con le domande, o se non siete sicuri delle risposte,
segnalatelo nel questionario o contattateci. In base alle vostre osservazioni riportate sul questionario si potra decidere quali innovazioni
introdurre. Vogliamo ringraziarVi per aver trovato il tempo di compilare questo questionario.Tra tutti coloro che avranno risposto al

questionario verra sorteggiato.....

Quale ¢ il nome e la citta del vostro ospedale?

Numero dei letti per “acuti”’ nel vostro ospedale (inclusi i letti neonatali):

Come potreste definire il vostro ospedale?

a. un ospedale generale

b. un grande ospedale generale con strutture per I’insegnamento agli studenti in medicina
c. un ospedale universitario

Quanti pazienti sono stati ricoverati nel vostro ospedale nell’ultimo anno solare/finanziario?

Quante provette primarie vengono processate in un giorno nel laboratorio dell’Ospedale?

Conoscete le seguenti riviste:

* Caleidoscopio si- no- * Guida Pratica Immulite si- no-
* Pandora si- no- * Pandora si- no-
* Journal of Clinical Ligand Assay si- no- * Tribuna Biologica e Medica  si- no-
* GALA si- no- * Caleidoscopio illustrato si- no-
« Caleidoscopio letterario si- no-

1. Come valuta la rilevanza degli argomenti trattati nel Caleidoscopio?

| Non rilevante | Poco rilevante | Abbastanza rilevante | Rilevante | Molto rilevante
2. Come valuta la qualita educativa fornita dal Caleidoscopio?
| Scarsa | Mediocre | Soddisfacente | Buona | Eccellente
3. Come valuta la efficacia del Caleidoscopio per la Sua formazione?
Inefficace Parzialmente efficace | Abbastanza efficace Efficace Molto efficace
(non ho imparato (mi ha confermato (mi ha stimolato a (mi ha stimolato (mi ha stimolato a
nulla) che non ho necessita modificare alcuni a cambiare alcuni cambiare in modo

di modificare la mia
attivitd)

aspetti dopo aver
acquisito ulteriori
informazioni)

elementi della mia
attivita)

rilevante alcuni
aspetti della mia
attivita)

Suggerimenti, commenti € proposte

(Firma)

I dati raccolti sono strettamente confidenziali, verranno utilizzati a fini statistici e trattati nel rispetto della legge sulla Privacy (L.675/96)

Consegnare al collaboratore o spedire a Sergio Rassu, Via Pietro Nenni, 6 — 07100 Sassari

(Firma)
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