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RIASSUNTO

I parassiti del genere Cryptosporidium (Apicomplexa) sono dei protozoi in grado di
colonizzare le cellule epiteliali del tratto enterico di molti vertebrati. La cryptosporidiosi,
ovvero I’infezione causata da Cryptosporidium, ¢ una delle pit comuni malattie legate alla
contaminazione fecale di cibo e acqua, in grado di provocare diarrea e disturbi
gastroenterici negli ospiti colpiti.

Questa parassitosi € spesso sotto-diagnosticata in quanto, nella maggior parte dei casi, ¢
autolimitante e si risolve in pochi giorni sia nell’'uomo che negli animali. Tuttavia nei
soggetti immunodepressi € nei bambini pud causare una grave forma enterica con, a volte,
un coinvolgimento extraintestinale. Lo stato immunitario dell’ospite gioca infatti un ruolo
fondamentale nel determinare la gravita, I’estensione e il decorso delle enteriti causate da
Cryptosporidium.

Sono numerose le segnalazioni che riportano I’isolamento da feci umane di specie di
Cryptosporidium specifiche degli animali domestici quali per esempio C. parvum
(genotipo bovino), C. meleagridis, C. canis e C. felis.

Pertanto 1”’obiettivo di questo lavoro ¢ stato quello di valutare il ruolo del cane quale fonte
di contaminazione ambientale e rischio per la salute di altri cani e dell’uomo.

Sono stati analizzati 435 campioni di feci canine raccolte in aree urbane della citta di
Padova e 237 campioni di feci di cani di proprieta provenienti da ambulatori veterinari di
Padova e Comuni limitrofi.

La cryptosporidiosi nel cane ¢ caratterizzata, nella maggior parte dei casi, da assenza di
sintomatologia e dall’eliminazione intermittente di un numero di oocisti relativamente
scarso rispetto ad altre specie animali, tali da rendere difficile la diagnosi con le
tradizionali metodiche copromicroscopiche; per tale ragione, si ¢ deciso di mettere a punto
delle tecniche biomolecolari di Real Time PCR che permettessero una diagnosi il piu
accurata possibile.

Nei campioni ambientali sono stati identificati 11/435 (2,5%) campioni positivi, nei cani di
proprieta sono stati isolati 7/234 (3%) campioni positivi. Solo un campione ambientale ¢
stato sequenziato con successo come C. canis, tutti gli altri sono stati confermati a livello

di genere. Inoltre, tutti i campioni presentavano una co-infezione da Giardia duodenalis.



In definitiva, le basse prevalenze riscontrate sono in linea con i dati della letteratura
internazionale e confermano il ruolo opportunistico di questo protozoo spesso trovato in
associazione a parassitosi/patologie pre-esistenti (es. giardiosi).

Sebbene 1 risultati suggeriscano un rischio trascurabile sia per la salute del cane sia per
quella dell’uomo, occorre sottolineare che una contaminazione fecale dell’ambiente, uno
stretto contatto uomo-cane, un sistema immunitario deficitario, 1’escrezione di oocisti gia
infettanti e particolarmente resistenti e la dose minima infettante rappresentano importanti

fattori che non dovrebbero essere sottovalutati.



ABSTRACT

Parasites of Cryptosporidium (Apicomplexa) types are Protozoa able to colonize the
epithelial cells of the intestinal tract of many vertebrates. Cryptosporidiosis, or infection
caused by Cryptosporidium, is one of the most common diseases related to contamination
of food and water, that can cause diarrhea and gastrointestinal disorders in the affected
guests. This Parasitosis is frequently under-diagnosed because, in most cases, is self-
limiting and resolves in a few days in both humans and animals. However, in
immunocompromised individuals and in children, can cause severe enteric pattern with, at
times, an extra-intestinal involvement. The host's immune status, in fact, plays a
fundamental role in determining the severity, spreading and course of enteritis caused by
Cryptosporidium.

There are numerous reports that feature the isolation of species of Cryptosporidium from
human feces. They come from specific domestic animals such as, e.g. C. parvum (cattle
genotype), C. meleagridis, C. canis and C. felis.

Therefore, the purpose of this work is to assess the role of the dog as source of
environmental contamination and health risk for other dogs and humans.

A total of 672 dog stool samples have been analyzed: 435 stool samples had been collected
in the urban area of Padua and 237 stool samples came from owned dogs provided by
Veterinary clinics in Padua and neighborhood.

As dogs’ Cryptosporidiosis is characterized, in most cases, by the absence of symptoms
and intermittent elimination of a number of oocysts relatively poor, if compared with other
animal species, diagnosis with traditional copromicroscopic methods is difficult. In order
to carry out a diagnosis as accurate as possible, we decided to develop biomolecular
techniques of Real Time PCR .

Positive samples identified in the 435 environmental samples were 11 (2.5%), while
positive samples isolated in the 234 owned dogs were 7 (3%). Only one environmental
sample was sequenced successfully as C. canis, while all the others were confirmed at the
genus level. In addition, all samples carried Giardia duodenalis co-infection.

Ultimately, the low predominance we observed is in keeping with data provided from the
international literature and confirms the role of this opportunistic protozoan parasite often

found in combination with parasitosis/ pre-existing diseases (eg. Giardiosi).



Although the results suggest a negligible risk to both the dog's health and man’s one, it
must be emphasized that fecal contamination of the environment, close contact human-
dog, deficient immune system, excretion of oocysts already infectious and particularly
resistant and minimum infective dose represent important factors that should not be

underestimated.



INTRODUZIONE

L’“addomesticamento” ¢ il processo attraverso il quale una specie animale viene resa
domestica, ovvero abituata alla convivenza con 1'uomo e al controllo da parte di
quest’ultimo.

I nostri antenati incominciarono ad allevare il cane tra i 18.000 e i 32.000 anni fa, piu tardi
pecore, buoi, cavalli, gatti e polli, modificandone 1 caratteri fisici e comportamentali
(Lorenz, 1950).

La figura del cane ha acquisito, nel corso dei secoli, una funzione sempre piu polivalente;
ha iniziato come cane da guardia, conduttore di greggi e slitte, fino a svolgere nella societa
moderna incarichi di assistenza (es. cani guida alle persone disabili), di salvataggio, di
supporto alle Forze dell’Ordine (es. cani anti-droga ed anti-esplosivo) e alle terapie non
convenzionali (es. pet-therapy).

E stato dimostrato infatti che accudire un animale domestico produce benefici psicologici
profondi come la riduzione dell’ansia e della depressione e apporta vantaggi fisici grazie
all’attivita motoria quotidiana nel portare fuori il proprio pet.

Il cane, con il passare del tempo, ¢ diventato I’animale domestico piu diffuso in Italia;
infatti si stima la presenza di quasi 8 milioni di cani e che solamente in Veneto ci sia un
cane ogni 5,2 abitanti (Legambiente 2015).

Senza trascurare tutti gli effetti benefici che comporta il prendersi cura di un cane, non
deve essere perod dimenticato che la stretta convivenza con esso potrebbe essere fonte di
patologie a carattere zoonosico.

Tra 1 parassiti intestinali poco considerati nel cane e che potrebbero essere causa di
malattia nell’'uomo, riveste certamente un ruolo di interesse Cryptosporidium spp..

Si tratta di un parassita intracellulare obbligato di molti vertebrati tra cui I’'uomo, il cane, il
gatto, il bovino, 1 rettili e gli uccelli, in grado di colonizzare I’epitelio intestinale delle
proprie specie ospiti.

Cryptosporidium, oltre ad essersi adattato a numerose specie ospiti, presenta degli ulteriori
vantaggi evolutivi: D’escrezione di oocisti gia sporulate e in grado di infettare
immediatamente 1’ospite con cui vengono a contatto, il basso numero di oocisti necessarie
a causare |’infezione e 1’elevata resistenza di queste ai comuni disinfettanti (Lindasay e

Zajac, 2004; Ramirez et al., 2004; Scorza e Tangtrongsup, 2010).



La principale via di trasmissione ¢ rappresentata dall’ingestione di oocisti attraverso il
contatto diretto con le feci di soggetti parassitati e/o con alimenti e acqua contaminati
(Lucio-Forster et al., 2010; Rossle e Latif, 2013). La contaminazione ambientale risulta
percio la principale via di diffusione del parassita.

In particolare, Lucio-Forster et al. in una review del 2010 riportano che il 63% delle
infezioni umane ¢ causato da C. hominis specie-specifico, seguito da C. parvum nel 34%
dei casi e segnalano anche 1’isolamento da feci umane di specie appartenenti ad animali
domestici come C. felis del gatto nel 2,6% dei casi e C. canis del cane nello 0,4% dei casi.
Numerosi studi condotti su questo protozoo hanno evidenziato che le persone
maggiormente esposte al rischio di infezione sono i soggetti immuno-compromessi (HIV+,
pazienti sottoposti a cure chemioterapiche o immunosoppressive), malnutriti € 1 bambini
(Xiao and Feng, 2008; Rossle e Latif, 2013); in particolare questi ultimi, rispettando
saltuariamente le consuete norme igieniche e portando tutto alla bocca nonché giocando
con il proprio cane, rappresentano la fascia a piu alto rischio (Painter et al., 2015).
Un’attenzione particolare deve essere inoltre posta ai pazienti immunodepressi o affetti da
particolari patologie (autismo, deficit psicomotori); per loro una pet-therapy significa
esporsi ad un possibile rischio di infezione.

Dato che gli studi in Italia sulla diffusione di questo protozoo sono scarsi e visti 1 possibili
risvolti sanitari, lo scopo di questa ricerca ¢ stato quello di valutare la presenza e la
prevalenza di Cryptosporidium spp. nel cane, considerando il potenziale rischio di
infezione per la specie canina e per I’uomo.

Allo scopo sono stati analizzati campioni di feci canine raccolte lungo le vie e le aree
pedonali della citta di Padova e di feci di cani di proprieta grazie alla collaborazione di
veterinari liberi professionisti operanti sul territorio.

Vista la scarsa sensibilita delle procedure copromicroscopiche nella specie canina per la
limitata e alternata eliminazione delle oocisti con le feci e le loro ridotte dimensioni
(Scorza e Tangtrongsup, 2010), si ¢ reso necessario procedere mediante tecniche
biomolecolari ritenute maggiormente sensibili e soprattutto utili ai fini di genotipizzare le
specie di Cryptosporidium spp. eventualmente presenti nei campioni fecali e quindi di

stimare 1 possibili rischi sanitari.



I punti principali affrontati in questo studio sono stati i seguenti:

mettere a punto delle tecniche diagnostiche biomolecolari per aumentare la
sensibilita nella diagnosi e arrivare all’identificazione di specie;

valutare la presenza e la prevalenza di Cryptosporidium spp. nel cane nella citta di
Padova;

verificare se il cane pud essere considerato una fonte significativa di
contaminazione ambientale e quindi valutare i potenziali rischi sanitari per gli altri

cani e per I’uomo.
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Capitolo 1 STORIA

Il primo ad osservare Cryptosporidium ¢ stato Clarke nel 1895 e lo descrive come un
agglomerato di oocisti sull’epitelio gastrico di topo.

Tyzzer (1907), nello studio condotto 12 anni dopo, sempre in sezione di ghiandole
gastriche in topi da laboratorio, descrive quei piccoli microrganismi osservati da Clarke
come dei probabili merozoiti (Tyzzer, 1907). Circa 3 anni dopo, Tyzzer descrive per la
prima volta il ciclo biologico di C. muris (Tyzzer, 1910) e nel 1912 identifica e descrive
una seconda specie: C. parvum ritrovata sempre nell’intestino di topo (Tyzzer, 1912). Lo
stesso autore 17 anni dopo descrive un’altra specie di Cryptosporidium trovata, questa
volta, sull’epitelio cecale di una gallina (Tyzzer, 1929).

L’interesse verso Cryptosporidium e, in particolare verso C. parvum, da parte dei medici
veterinari ¢ iniziato circa nel 1971 quando per la prima volta si ¢ associata la presenza di
questo protozoo con casi di diarrea nei bovini (Panciera ef al., 1971) (Figure 1-2).

La prima segnalazione in Italia di Cryptosporidium ¢ stata fatta da Mandelli e Valeri
(1972) in alcune specie aviarie.

Bisogna, invece, attendere il 1976 per il primo caso di cryptosporidiosi umana (Nime e?

al., 1976).
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Figure 1-2: Cryptosporidium visto al microscopio ottico (sinistra)
(http://studydroid.com/index.php?page=viewPack&packld=108122) e al microscopio elettronico
(destra) (http://malattiaclinica.com/cryptosporidium-infezione.html).

Prima del 1980, si pensava che le infezioni sostenute da Cryptosporidium fossero
relativamente rare negli animali, mentre nell’uomo fossero semplicemente delle infezioni
da patogeni opportunisti che colpivano per lo piu persone immunodepresse (Current e
Garcia, 1991).

centro di questa parassitosi emergente.

Fino al secolo scorso si era pensato che Cryptosporidium presentasse una ospite-specificita
molto ristretta e che il rischio di contrarre I’infezione di una determinata specie di
Cryptosporidium fosse limitato solamente al diretto contatto con gli ospiti specifici di
quella specie di parassita rinvenuti positivi. Questa certezza ha perd iniziato a vacillare gia
nel 1983 con Current ef al. che hanno dimostrato per la prima volta che C. parvum poteva
essere un pericolo non solo per i ruminanti, ma anche per il cane, il gatto e molti altri
mammiferi.

Questa evidenza ¢ stata poi confermata successivamente da O’Donoghue nel 1995 con il
ritrovamento di C. parvum in ben 170 ospiti diversi, compreso 1’uomo.

A supporto di tale tesi ¢ intervenuto anche Fayer et al. (2001) che, provando a verificare se
ospiti diversi erano in grado di trasmettersi specie diverse di Cryptosporidium, ha
dimostrato che cani affetti da C. canis erano in grado di trasmettere 1’infezione a vitelli che
a loro volta erano in grado di espellere oocisti del parassita in questione diventando loro
stessi fonte di infezione e lo stesso ¢ stato dimostrato nel cane che si puo infettare con C.

parvum genotipo bovino (Lucio-Forster et al., 2010).
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Situazione simile ¢ stata poi verificata sia nei gatti, ritrovati positivi a C. muris (Pavlasek e
Ryan, 2007), sia nei vitelli che si sono dimostrati suscettibili a C. parvum genotipo umano
(Ramirez et al., 2004).

L’uomo ed il cane, cosi come tutte le altre specie di mammiferi, possono percid essere
parassitati da una pit o meno ampia varieta di specie, oltre alle gia conosciute infezioni
sostenute da C. parvum e C. hominis e C. canis.

Recenti ricerche sperimentali condotte su questo parassita hanno, infatti, evidenziato che
I’ospite specificita finora tanto accreditata, non € cosi strettamente vincolante. Si ¢ infatti
piu volte dimostrata la capacita di trasmissione crociata dell’infezione da una specie
all’altra (O’Donoghue, 1995).

Nonostante questo, permane una certa ospite-specificita riconosciuta che vede C. canis
prevalente nelle forme di crytposporidiosi canina, cosi come C. felis in quelle feline e C.
hominis in quelle umane (Lindasay e Zajac, 2004).

La prima segnalazione di C. canis nel cane risale al 1979, mentre quella di C. felis nel
gatto nel 1981 (Tzipori e Campbell, 1981).

Attraverso gli studi di cross-trasmissione, si ¢ dimostrata una certa ospite specificita del
parassita e si ¢ cominciato ad identificare una serie di specie ritrovate in diversi ospiti

(Tabella 1).
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Specie Ospiti principali Ospiti minori *
C. muris Roditori, cammelli Uomo, capra

C. parvum Bovino, pecora, capra, uomo, cavallo Cervo, topo, maiale
C. hominis Uomo, scimmia Pecora

C. andersoni Bovino, cammello Pecora

C. canis Cane Uomo

C. felis Gatto Uomo, bovino

C. wrairi Cavia

C. meleagridis

Tacchino, uomo

Pappagallo

C. baileyi Pollo, tacchino Quaglie, anatre, struzzi
C. galli Pollo, fringuelli

C. serpentis Serpenti, lucertole

C. saurophilum Lucertole Serpenti

C. nasorum Pesci

C. molnari Pesci

Tabella 1: Specie di Cryptosporidium e relativi ospiti primari e minori (Xiao et al., 2004).
* ospiti in cui Cryptosporidium é stato trovato meno frequentemente

Si sono pertanto identificate circa 30 specie di Cryptosporidium e piu di 40 genotipi
(Levine, 1984; Xiao e Fayer, 2008; glapeta, 2013) e il loro nome ¢ nato facendo
riferimento alla specie ospite in cui ¢ stata isolata per la prima volta o al nome o
all’acronimo dello scopritore.

Si coniano cosi le nomenclature di C. muris per il protozoo ritrovato nel topo, C. serpentis
per quello dei rettili, C. nasorum per i pesci, C. meleagridis per gli uccelli, C. andersoni
dallo scopritore Bruce Anderson e C. wrairi dall’acronimo dello scopritore Walter Reed
Army Institute of Research. Successivamente da Fayer ef al. (1997) sono stati identificati

rispettivamente anche C. canis per il cane e C. felis per il gatto.
La classificazione di questo protozoo risulta particolarmente complicata e anche la

semplice nomenclatura delle diverse specie non ¢ di facile interpretazione in quanto nel

corso degli anni ha subito numerose riclassificazoni. C. hominis ad esempio un tempo era
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nominato come C. parvum genotipo umano o genotipo 1, mentre C. parvum era nominato
come C. parvum genotipo bovino o genotipo 2. Successivamente per C. hominis sono stati
identificati 4 sottotipi (Ia, Ib, Id, Ie) (Cama et al., 2008).

C. canis attuale, invece, era classificato come C. parvum genotipo canino (Morgan et al.,
2000 a; Xiao et al., 2004).

Da questo emerge che non tutti i sottotipi di C. parvum sono zoonosici. Infatti il sottotipo
IIc non ¢ mai stato ritrovato negli animali, facendoci supporre di essere di fronte ad un
sottotipo prettamente antroponotico (Xiao e Ryan, 2004).

Questo fa presupporre che forse C. parvum non si sia originato dal reservoirs bovino
(Grinberg et al., 2007) come si era sempre pensato.

Un aggiornamento della classificazione delle specie di Cryptosporidium ¢ riportata nella

Figura 3 tratta dal lavoro di Slapeta (2013).

Species Number  Valid species name Public health Host Human Cattle Genotype designation
significance range
Species | C muris Tyzzer, 1907 Minor MB Yes C muris B genotype
Species Il C parvum Tyzzer, 1912 Minor M (Yes) Mouse | genotype
Species Il C meleagridis Slavin, 1955 Moderate MB Yes (Yes)
(syn. C. tyzzeri Levine, 1961)
Species IV C wrairi Vetterling, Jervis, Merrill & Sprinz, 1971 None M (Yes)
Species V C agni Barker & Carbonell, 1974 None M C bovis-like genotype
(syn. C. xigoi Fayer & Santin, 2009)
Species VI C bovis Barker & Carbonell, 1974 None M Yes Bovine B genotype
Species VIl C cuniculus Inman & Takeuchi, 1979 Moderate M Yes Rabbit genotype
Species VIII C felis Iseki, 1979 Moderate M Yes (Yes) Cat genotype
Species IX C serpentis Levine, 1980 None RM (Yes)
Species X C nasoris Hoover, Hoerr, Carlton, Hinsman & Ferguson, 1981 None F nfa
Species XI C baileyi Current, Upton & Haynes, 1986 None B
Species XII C varanii Pavlasek, Lavickova, Hordk, Krdl & Kral, 1995 None R Desert monitor
(syn. C. saurophilum Koudela & Modry, 1998) genotype
Species XIII C dchlidis (Paperna & Vilenkin, 1996) None F Piscine genotype 1
Species XIV C reichenbachklinkei (Paperna & Vilenkin, 1996) None F Piscine genotype 2
Species XV C galli Pavlisek, 1999 None B Finch genotype
Species XVI C andersoni Lindsay, Upton, Owens, Morgan, Mead, & Blagburn, 2000 Minor M Yes Yes  C muris A genotype
Species XVII C aanis Fayer, Trout, Xiao, Morgan, Lal & Dubey, 2001 Minor M Yes (Yes) Dog genotype
Species XVIII C hominis Morgan-Ryan, Fall, Ward, Hijjawi, Sulaiman, Fayer, Major M Yes Yes  Human (I} genotype
Thompson, Olson, Lal & Xiao, 2002
Species XIX C molnari Alvarez-Pellitero & Sitja-Bobadilla, 2002 None F
Species XX C suis Ryan, Monis, Enemark, Sulaiman, Samarasinghe, Read, Buddle, Minor M (Yes) Yes Pig genotypell
Robertson, Zhou, Thompson & Xiao, 2004
Species XXI C scophthalmi Alvarez-Pellitero, Quiroga, Sitji-Bobadilla, Redondo, None F nfa
Palenzuela, Padrés, Vazquez & Nieto, 2004
Species XXII C pestis Slapeta, 2006 Major M Yes Yes  Bovine (Il) genotype
Species XXIII C fayeri Ryan, Power & Xiao, 2008 Minor M (Yes) Marsupial genotype |
Species XXIV C ryanae Fayer & Santin, Trout, 2008 None M Yes  Deer-like genotype
Species XXV € fragile Jirkd, Valigurové, Koudela, Kfizek, Modry & Slapeta, 2008 None A
Species XXVI € ‘macropodum Power & Ryan, 2008 None M Marsupial genotype Il
Species XXVII C ducismarci Traversa, 2010 None R
Species XXVIII C ubiquirum Fayer, Santin & Macarisin, 2010 Minor M Yes Yes  Deer genotype
Species XXIX C viarorum Elwin, Hadfield, Robinson, Crouch & Chalmers, 2012 Moderate M Yes
Species XXX C scrofarum Kvag, Kestranova, Pinkova, Kvétonova, Kalinova, Minor M (Yes) (Yes) Piggenotype Il
Wagnerova, Kotkova, Vitovec, Ditrich, McEvoy, Stenger & Sak, 2013
Host range: M, mammal; B, bird; R, reptile; F, fish. nfa, not applicable because the species has not been characterised using any DNA signature. (Yes), indicates extremely rare
or experimental evidence.

Figura 3: Ospiti in cui é stato isolato Cryptosporidium (M, mammal; B, bird; R, reptile;
F, fish.); n/a, specie non identificata; (Yes) indica ritrovamento di Cryptosporidium molto raro o solo
sperimentalmente (Slapeta, 2013).
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Capitolo 2 FILOGENESI

Un importante lavoro di analisi filogenetica ci viene proposto da Xiao et al. (1999 a,b) che,
attraverso un attento studio molecolare delle diverse specie di Cryptosporidium, hanno
evidenziato la presenza di due grandi gruppi che differiscono tra loro di circa 100 pb.

Il primo ¢ costituito da Cryptosporidium gastrici (C. muris, C. andersoni, C. serpentis €
specie isolate da tartarughe e lucertole); mentre il secondo raggruppa C. baileyi e
Cryptosporidium intestinali (C. meleagridis, C. wrairi, C. parvum con i suoi diversi
genotipi umano, bovino, scimmia, topo e coniglio; C. felis, C. canis e specie in grado di
parassitare suini, marsupiali, opossum). Il primo gruppo ¢ poi stato ulteriormente suddiviso
in due: una specie in grado di infettare mammiferi come C. muris e C. andersoni e una
specie in grado di colonizzare lo stomaco dei rettili.

Xiao et al. (1999 a) hanno notato inoltre che i due genotipi principali di C. parvum (umano
e bovino) differiscono tra loro in quattro aree di SSU rRNA. Si ¢ visto poi, in particolare
che sia il genotipo umano che quello bovino raggruppano al loro interno altri tre isolati
derivanti rispettivamente dall’uomo per il genotipo 1 e da bestiame, cervo e uomo per il
genotipo 2.

Un altro aspetto caratteristico che ¢ emerso da questa analisi filogenetica ¢ la somiglianza
che intercorre tra Cryptosporidium di cavia e di bovino. Xiao et al. (1999 a) hanno infatti
notato che il genotipo isolato da cavie (C. wrairi) differisce solamente di quattro aree da C.
parvum genotipo bovino, tanto da poter pensare che C. wrairi possa essere considerato un
altro genotipo di C. parvum piuttosto che trattarsi di due specie distinte. Ma le notevoli
diversita biologiche e di specificita di ospite intercorrenti tra i due protozoi ci fa

concludere che si tratti di due specie distinte (Figura 4).
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C. wrairi 517 (5)

Skunk genotype (10)

Opossum genotype I 1041 (8)

Marsupial genotype 1428 (9)

Horse genotype 6481 (1)

Rabbit genotype 2244 (2)

Monkey genotype 44 (3)

T0C. hominis 120 (122)

C. meleagridis 295 (18)

Pig genotype [ 427 (8)

Marsupial genotype IT 6475 (2)

Cervine genotype 6482 (3)

Fox genotype 2041 (1)

Muskrat genotype I1 3657 (6)

Deer mice genotype 1457 (2)

Opossum genotype IT 1040 (12)

Squirrel genotype 7406 (15}

Muskrat genotype [ 5490 (30)

Bear genotype 961 (1)

C. canis coyote genttype 2011 (2)

C. canis dog genotype 244 (11)

92= C. canis fox genotype 5035 (11)
C. felis 288 (10)

C. saurophilum 340 (15)

Goose genotype 1886 (33)

Goose genotype I1 1182 (9)

Duck genotype 6876 (2)

Pig genotype I1 6734 (2)

Bovine genotype B 2622 (19)

0.02 substitutions/site
—

1o 81k= Deer-like genotype 6293 (7)

t Snake genotype 938 (1)
C. baileyi 39 (6)

Tortoise genotype 750 (5) A

C. serpentis 63 (65)

2 Lizard genotype 1665 (1)
C. andersoni 20 (14)

C. muris 34 (15)

Woodcock genotype 5391 (1)
100 . gall finch genotype 1436 (2)
C. galli 4300 (T)

Ferret genotype 351 (4) \

—_—

Intestinal

9214 Deer genotype 2040 (4) )

Eimeria tenella AF026388 )

Figura 4: Albero filogenetico secondo Xiao ef al. (2004).
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Negli anni successivi Xiao et al. (2002) approfondiscono lo studio filogenetico attraverso

I’analisi del gene HSP70 (heat shock protein 70) ottenendo la sequenza di DNA da

Da questo ultimo lavoro emerge che filogeneticamente C. muris e C.andersoni sono molto
piu vicini tra loro rispetto a C. serpentis, mentre Cryptosporidium di coyote e volpe sono
geneticamente molto vicini a C. canis tanto da poter essere considerati come una variante

di C. canis (Xiao et al., 2002).



C. canis del cane e i1 genotipi isolati dal coyote e dalla volpe formano, infatti, un cluster a

sé stante (Figura 5).

C. wrairi (517)

Cryptosporidium ferret genotype (351)
) . parvum mouse genotype (411)
0.02 substitions'site c bovine type (6)
I I C. meleagridis (295)
€. parvum rabbit genotype (2244)

Ly C. parvam human genotype (120)

71.50% L. parvum monkey genotype (44)

Cryptosporidium skunk genotype (1170)

Cryptosporidium opossum genotype I (1041)
Cryptosporidium marsupial genotype (428)
Cryptosporidium pig genotype (427)

Cryptosporidium fox genotype (2041)

Cryptosporidium muskrat genotype (5490)
Cryptosporidium opossum genotype I1 (1040)
Cryptosporidium deer mouse genotype (1457)
Cryptosporidium bear genotype (961)

so.07 |Lsn,5] C. canis coyote genotype (2011)

C. canis fox-genotype (5035)

9581 €. canis dog genotype (244)

e . saurophitum (340)

C. elis (288)

Cryptosporidium bovine genotype B (2622)

Cryptosporidium deer genotype (2040)

== Cryptosporidium goose genotype (886)
L: Cryptosporidium snake genotype (938)
C. baileyi (39)
Cryptosporidium tortoise genotype (750)

LIN

B, Yo (. serpentis (63)
s [ Cipopordian lard genotype (1665
10,9 €. muris (M)
C. andersoni (20)

Figura 5: Albero filogenetico di Cryptosporidium attraverso I’analisi di sSRNA
(Xiao et al., 2002).
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Per capire le distanze filogenetiche tra cladi bisogna tenere in considerazione anche la
storia geologica del nostro pianeta e in particolare la deriva dei continenti; citiamo come
esempio la specie di Cryptosporidium in grado di parassitare da una parte 1’opossum e
dall’altra i marsupiali. Entrambe le specie in questione appartengono allo stesso clade, ma
se si vuole analizzare 1’ubicazione delle due ci si accorge che non sono cosi vicine dal
momento che la prima ¢ tipica dell’America, mentre la seconda ¢ tipica dell’Australia.
Questo ¢ da riferirsi al fatto che 200 milioni di anni fa 1 due continenti erano uniti e il
parassita che noi oggi ritroviamo in due continenti diversi e con due ospiti diversi in realta
¢ la stessa specie che nel tempo ha subito solo piccoli adattamenti filogenetici (Xiao et al.,
2002).

Per quanto riguarda C. parvum genotipo bovino si ¢ notato che, oltre ad essere molto
vicino al genotipo topo, forma un gruppo monofiletico con il genotipo umano, coniglio e
scimmia.

Questa somiglianza tra genotipi ¢ stata confermata anche da Murphy et al. (2001 a,b)
ricollegandola al fatto che roditori, primati e lagomorfi presentano un comune antenato che
differisce invece da quello dei ruminanti.

La vicinanza filogenetica puo essere infatti ricollegata al fatto che C. parvum fosse
originariamente un parassita dei roditori e che solo in un secondo momento si sia adatto ad
altre specie ospiti, come il bovino e ’'uomo.

I bovini presentano una loro specie, C. parvum genotipo bovino che differisce da C.
parvum genotipo cervo. Anche se quest’ultima specie a sua volta ¢ in grado di parassitare
anche 1 bovini, non ¢ chiaro come mai abbia una cosi bassa prevalenza in questa specie
ospite. Probabilmente questo aspetto ¢ legato al fatto che I’immunita indotta da C. parvum
genotipo bovino ne limiti la prevalenza (Xiao et al., 2004).

Particolarmente interessante ¢ anche la strana collocazione di C. meleagridis all’interno
dello stesso clade di altre specie di Cryptosporidium che parassitano mammiferi e la sua
vicinanza a C. parvum, C. hominis, C. wrairi ¢ ai vari genotipi di scimmia, topo, €
coniglio. Questo probabilmente ¢ da riferirsi al fatto che C. meleagridis originariamente
fosse un Cryptosporidium di mammiferi e che solo successivamente si sia stabilito negli
uccelli. Questa ipotesi ¢ supportata anche da recenti lavori che sottolineano I’abilita di
questa specie di infettare una vasta gamma di ospiti, inclusi roditori, suini e vitelli (Xiao et

al., 2004).
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Cryptosporidium quindi, con il passare dei secoli, si ¢ adattato ad un particolare gruppo di
ospiti, acquisendo sempre piu una ristretta ospite specificita. Questa specificita perd non ci
puo far escludere dal pensare che C. meleagridis possa infettare anche altri ospiti come
I'uvomo aprendo quindi uno scenario nuovo sull’importanza della sorveglianza
epidemiologica della salute umana (Xiao et al., 2004).

Studi successivi (Xiao e Feng, 2008) hanno avvalorato tale ipotesi.

Questi lavori ci fanno quindi concludere che siamo di fronte ad un’alta diversita biologica
intraspecifica e che Cryptosporidium non puo essere considerato come una singola specie,
ma come un gruppo di protozoi molto complessi dal punto di vista filogenetico, molecolare

e biologico.
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Capitolo 3 PHYLUM APICOMPLEXA
FAM. CRYPTOSPORIDIIDAE

3.1 Tassonomia

Phylum: Protozoa

Sub-phylum: Sporozoa o Apicomplexa
Classe: Coccidia

Ordine: Eucoccidiorida

Sottordine: Eimeriorina

Famiglia: Cryptosporidiidae

Genere: Cryptosporidium

Cryptosporidium appartiene al Phylum Protozoa che comprende al suo interno organismi
eucarioti il cui livello di organizzazione non supera quello della singola cellula. I protozoi
sono quindi considerati organismi unicellulari eucarioti non fotosintetici.

A questo Phylum appartengono quattro sub-Phylum che raccolgono i principali protozoi di
interesse veterinario (Sarcomastigophora 1 cui movimenti sono possibili grazie alla
presenza di pseudopodi o flagelli; Sporozoa o Apicomplexa il cui termine deriva dalla
presenza di un complesso apicale che coadiuva la penetrazione del parassita nella cellula
ospite e si muovono grazie a dei movimenti di scorrimento; Ciliophora che, come indica il
nome stesso, si muovono per mezzo di ciglia e infine Microspora).

In particolare Cryptosporidium appartiene al sub-Phylum Apicomplexa e alla Classe
Coccidia che comprende 1 parassiti delle cellule epiteliali (come per

esempio Eimeria, Isospora, Toxoplasma, e Sarcocystis), all’interno delle quali si verifica la
riproduzione asessuata (schizogonia) e sessuata (gametogonia).

Il complesso apicale, che contraddistingue questo sub-Phylum, ¢ adibito all’ingresso del
parassita nelle cellule del suo ospite ed ¢ composto da: uno o due anelli polari, un conoide,
micronemi, rhoptries e microtubuli subpellicolari (Figura 6). In particolare i micronemi
partecipano all’adesione all’ epitelio intestinale; i rhoptries, invece, sono importanti nella
formazione della membrana del vacuolo parassitoforo, durante la cui formazione i granuli

densi rilasciano il loro contenuto (Soldati et al., 2001). Successivamente, i micronemi € 1
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granuli densi migrano dall’interfaccia del parassita all’ospite creando una specie di tunnel

tra le due superfici permettendo cosi al citoplasma del parassita di diventare vacuolizzato.

Apical Extreme

Polar Ring
TRAP Micronemes
" SPECT
Rhoptries MAEBL and

PPLP 1-5 Surface

Micronemes
LSA-1
- LSA-3
Apicoplast Golgi Apparatus STARP

Nucleus . .
Mitochondria .
Parasitophorous

Vacuole
Ribosomes CS
SALSA
Endoplasmatic STARP
reticulum — LSA-3 Surface
SPATR
PxSR
Dense granules PIEMP3

Figura 6: Organizzazione di un microrganismo appartenente al Phylum Apicomplexa
(http://tolweb.org/Apicomplexa).
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3.2 Ciclo biologico di Cryptosporidium
Il ciclo vitale di Cryptosporidium ¢ monoxeno, ovvero si espleta all'interno di un solo
ospite e, piu precisamente, nel tratto gastrointestinale (Figura 7). Il protozoo replica sulla
superficie della cellula epiteliale gastrointestinale invadendone 1’orletto a spazzola ma
restando a livello extra-citoplasmatico, all’interno di un vacuolo parassitoforo (Fayer,
2008), motivo per cui non si verifica la rottura della cellula, come avviene invece nelle
infezioni da coccidi, ma si assiste, in seguito alla colonizzazione, ad una imponente
alterazione della mucosa dell’ileo con riduzione delle dimensioni dei villi, rigonfiamento e
fusione degli stessi.
I1 periodo di prepatenza di questo protozoo varia da pochi giorni a due settimane.
I1 ciclo biologico puo essere diviso in tre fasi principali:

1. sporulazione

2. infezione e schizogonia

3. gametogonia e formazione delle oocisti.

SPORULAZIONE

La sporulazione, diversamente dagli altri coccidi, non avviene all’esterno dell’ospite, ma al
suo interno permettendo di liberare cosi oocisti gia infettanti con le feci (Smith et al.,
2005).

La massa protoplasmatica presente all’interno della oocisti o zigote (unico stadio diploide)
inizia un processo simile alla meiosi, definito appunto sporulazione, che porta alla
formazione di 4 sporozoiti (aploidi). La formazione della parete della oocisti si completa
sempre all’interno del vacuolo parassitoforo attraverso un meccanismo ancora non
completamente conosciuto (O'Hara e Chen, 2011).

Le oocisti sporulate sono molto piccole (4-4,5 um), vengono prodotte dopo circa 72 ore
dall’inizio dell’infestazione e rappresentano lo stadio infettante (O’Hara e Xian-Ming

Chen, 2011).

INFEZIONE E SCHIZOGONIA (RIPRODUZIONE ASESSUATA)
Una volta ingerite dalla specie ospite gli sporozoiti si liberano (a), invadono il bordo dei
microvilli degli enterociti (b,c) ed evolvono in meronti di tipo I (d, €) contenti 4-8

merozoiti. [ merozoiti di tipo I danno origine ad altri meronti di tipo I oppure possono
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continuare nello sviluppo dando origine a meronti di tipo II (f) che proseguiranno a loro
volta con la divisione cellulare, formando 4 merozoiti di tipo II in grado di infettare

0gnuno un enterocita.

GAMETOGONIA E FORMAZIONE DELL’OOCISTI (RIPRODUZIONE SESSUATA)

La schizogonia termina quando i merozoiti di tipo Il danno origine a gametociti maschi e
femmine detti rispettivamente microgametociti (g)e macrogametociti (h). Questi ultimi,
pur rimanendo unicellulari, aumentano di dimensione fino ad occupare la maggior parte
del volume della cellula parassitata; successivamente poi si differenzieranno in
macrogameti. I microgametociti, invece, vanno incontro a numerose divisioni cellulari
producendo un gran numero di organismi flagellati uninucleati, i microgameti. La
fecondazione avviene attraverso la penetrazione di un solo microgamete, liberato in
seguito alla rottura della cellula ospite, all’interno di un macrogamete con la successiva
fusione dei due nuclei. Lo zigote (i), cosi formatosi, evolve in due tipi di oocisti; la prima,
che costituisce la maggior parte delle oocisti, ha una parete molto spessa e viene espulsa
con le feci (k); la seconda invece ¢ caratterizzata dall’avere una parete sottile (1) e dal
rilasciare gli sporozoiti direttamente nell’intestino provocando 1’autoinfezione. Questa

fase si conclude con I’espulsione con le feci delle oocisti gia sporulate (k).

Sporozoite
Ingested =

(inhaled) w
® ©

@ Type | Meront @

.80

Merozoitej

Thin-walled oocyst Microgamont Type Il Meront
(sporulated) @

A

5

Exits host

Auto-infection

Thick-walled oocyst
(sporulated)

Figura 7: Ciclo biologico Cryptosporidium (Bouzid et al., 2013).
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Tutte le varie fasi che caratterizzano il ciclo biologico di Cryptosporidium sono legate alla
presenza di determinate proteine o fattori tissutali che coadiuvano sia la sporulazione e
I’adesione sia I’invasione dell’epitelio intestinale (Figura 8). Per la sporulazione sono
sufficienti temperatura ¢ pH idonei, ma anche una determinata concentrazione di CO»; gli
enzimi pancreatici e i sali biliari contribuiscono a portare a termine questo processo (Fayer
e Leek, 1984; Reduker e Speer, 1985). Le interazioni iniziali con le cellule epiteliali sono
dose e tempo dipendenti e sono influenzate sia dal pH che dai cationi (Hamer et al., 1994),
ma anche dall’ambiente acido dello stomaco o alcalino dell’intestino in base alla specie di
Cryptosporidium coinvolta (Caccido e Putignani, 2014). Questo processo ¢ mediato da
carboidrati (come la lectina) in grado di formare un complesso adesivo insieme alle
glicoproteine gp900 e gp40 in grado di attaccare D’epitelio (Bhat et al., 2007). In
particolare Lin ef al. (2013) hanno scoperto che la glicoproteina 60 (gp60) codifica per
altre due glicoproteine (gpl5 e gp45) coinvolte nella fase dell’attacco e dell’invasione
della cellula ospite e nella virulenza del microrganismo stesso.

Infine, nell’invasione della cellula ospite sono coinvolte numerose proteine (le mucine

CpMuc4 e CpMucs, fosfolipasi,H4, etc.) (O’Connor et al., 2009).

Oocyst
= Excystation Adhesion/
m Serine protease locomotion Intracellular
l Aminopeptidase CSL multiplication/
u Gpo00 survival in the host
Gp60/40/15 Invasion CpABC
P23 Cp2 CpATPase2
P30 Cpal3s CpATPase3
B SE;E,’:Z;?{& TRAP-C1 Phospholipase | | HSP70
Cp47 H4 HSPS0
Cps-500 CpSUB Cysteine protease
\P\ CpMIC1 CpMuc Acetyl-co-synthetase

b / {/ \5
Secreted proteins i V
from apical organelles “:*- | ‘

Intestinal mucosal epithelium

Figura 8: Fattori che condizionano le varie fasi del ciclo biologico
di Cryptosporidium (Bouzid et al., 2013).
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Per quanto riguarda invece la capacita del parassita di sopravvivere nella cellula ospite ,
esistono altre molecole associate agli sporozoiti quali 1’arginina, gli aminopeptidi, la heat
shock protein, le serina e cistina proteasi, che sono di fondamentale importanza per
coadiuvare tale processo (Okhuysen et al., 1994).

A loro volta le cellule parassitate cercano di difendersi da questo attacco promuovendo
I’apoptosi o producendo particolari proteine anti-Cryptosporidium. L’induzione
dell’apoptosi gioca un ruolo fondamentale nella protezione delle cellule ospite limitando il
numero dei parassiti presenti sull’epitelio e riducendo cosi il grado di infezione (Widmer ef
al., 2000).

Nella lamina propria dei pazienti affetti da cryptosporidiosi sono state rinvenute delle
citochine pro-inflammatorie come il Tumor Necrosis Factor o (TNFa) in grado di
stimolare a loro volta la sintesi di prostaglandine. Questi mediatori dell’inflammazione
contribuiscono a scatenare fenomeni diarroici, ma, la contemporanea produzione
intestinale di mucina favorisce la formazione di una barriera protettiva contro gli
sporozoiti. E stata ritrovata nell’area interessata dall’infiammazione anche la sostanza P,
un neuropeptide che sembra essere coinvolto sia nella secrezione di cloro dalle cellule
intestinali, sia nella regolazione delle citochine pro-infiammatorie come 1’interleuchina 1 e

6 (IL-1 e IL-6), il TNFa e I’interferone y ( IFNy) (Cuesta et al., 2002).
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3.3 Specie di interesse nel cane

Delle 30 specie riconosciute del genere Cryptosporidium nel cane ne sono state isolate

solo due: C. canis e C. parvum (Abe et al., 2002).

Cryptosporidium canis :

Questa specie, specifica del cane, un tempo era conosciuta con il nome di Cryptosporidium
sp. genotipo canino o semplicemente come “genotipo cane” (Pieniazek et al., 1999); solo
in un secondo momento ¢ stata nominata C. canis da Fayer et al. (2001).

Lindsay e Zajac nel 2004 sottolineano, infatti, ’alta specie-specificita esistente in questo
parassita con una prevalenza di 44,8% soprattutto nei cani tenuti all’esterno.

Questa specie, oltre ad essere stata rinvenuta nel cane, ¢ stata isolata anche in carnivori
selvatici come la volpe e il coyote con i rispettivi genotipi volpe e coyote (Fayer et al.,
2001).

Le oocisti di C. canis si caratterizzano per essere incolori, ovoidali o sferiche, misurano
4,59x4,71 um e hanno un rapporto lunghezza/larghezza di 1,05 (Taylor et al., 2010).

La via di trasmissione ¢ quella oro-fecale e ’infezione puod verificarsi in seguito a
coprofagia, grooming o attraverso 1’ingestione di cibo o acqua contaminate.

Gli schizonti e 1 gametociti si sviluppano all’interno di una vescicola parassitofora che
deriva dai microvilli intestinali.

Non si verifica la rottura della cellula ospite, ma le alterazioni a livello della mucosa
intestinale dell’ileo sono ugualmente molto evidenti (riduzione delle dimensione dei villi,
iperplasia delle cripte, perdita delle ghiandole); 1’eventuale fusione dei villi porta ad una
notevole riduzione dell’attivita enzimatica (Aydin et al., 2004).

Gli animali neonati, debilitati o immunodepressi (Cimurro), oltre a essere i1 soggetti
maggiormente esposti all’infezione, presentano enterite cronica e diarrea persistente,
mentre nel resto degli animali la patologia decorre in forma asintomatica (Fukushima e
Helman, 1984).

Il periodo di prepatenza varia da 2-14 giorni, mentre la durata dell’escrezione delle oocisti
dura 21-88 giorni (particolarmente elevata nei cuccioli) (Scorza e Tangtrongsup, 2010).

C. canis ¢ stata isolato sporadicamente anche nell’'uomo, sia in bambini che avevano
contatti con il proprio cane (Xiao et al., 2001; Xiao et al., 2007), sia in pazienti HIV
positivi (Pieniazek et al., 1999) che in persone adulte (Elwyn ef al., 2012).
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Nonostante queste segnalazioni, la specie in questione svolge solo un ruolo marginale nel
rischio della salute pubblica anche se la dose infettante per I’uomo, essendo molto bassa, fa

presupporre il contrario.

Cryptosporidium parvum:

E in grado di colpire molti animali (bovini, ovini, caprini, cavallo, cervidi, suino, cane ma
anche I’'uomo) (Tzipori et al., 1980).

Morgan et al. (1997), attraverso il sequenziamento del DNA del parassita tramite tecnica
PCR, sono stati in grado di identificare 8 genotipi di C. parvum in grado di infettare varie
specie ospiti. Il protozoo ¢ stato isolato infatti in piu di 170 specie di ospiti diversi; questo
sta ad indicare 1’enorme adattamento di questa specie ad una grande varieta di mammiferi.
Nonostante questa cross-reazione tra specie diverse, solo due genotipi di questa specie si
sono dimostrati realmente patogeni per 1’uomo.

Il primo, il genotipo umano (nominato successivamente C. hominis), si trova solo
nell’uomo, ma il secondo, il genotipo bovino, si ritrova sia in ruminanti che nell’'uomo
(Figura 9).

Per quanto riguarda invece gli altri 6 genotipi (topo, furetto, suino, marsupiali, coniglio,
cane), essi sono stati ritrovati solamente nei rispettivi ospiti.

Questi genotipi tra di loro presentano notevole similarita, ad eccezione del genotipo canino
che mostra una notevole distanza filogenetica dagli altri, tanto da poter essere considerato
una specie separata (Morgan ef al., 2000 b).

C. parvum ¢ in grado di colonizzare sia il piccolo intestino che il colon e la via principale
di infezione ¢ quella oro-fecale attraverso 1’allattamento, il lambimento, la coprofagia e la
contaminazione di acqua e alimenti con le feci.

Le oocisti sono ovoidali o sferoidali , con un rapporto lunghezza/larghezza di 1,19 e con
dimensioni medie di 5x4,5 um (Taylor et al., 2010).

Come abbiamo accennato prima, questa specie ¢ in grado di infettare anche 1 cavalli e le
indagini condotte nel Regno Unito ne hanno evidenziato una prevalenza del 30% (Taylor
etal., 2010).

Studi allelici condotti in Nuova Zelanda hanno dimostrato inoltre che C. parvum che

infetta il cavallo puo avere anche potere zoonosico (Hendrix, 2002).
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La sintomatologia di C. parvum non differisce da quella classica di cryptosporidiosi con
diarrea a volte intermittente, dimagramento, disidratazione, febbre, inappetenza, ridotto
incremento ponderale, tutti sintomi particolarmente evidenti soprattutto nei soggetti
giovani o immunodepressi.

Nei giovani vitelli I’infezione ¢ legata all’eta, con picchi stagionali che corrispondono ai
periodi dei parti (Santin et al., 2004). I primi nati spesso si infettano pur non manifestando
sintomatologia clinica e divengono cosi fonte di infezione sia per gli altri vitelli sia per 1

soggetti adulti.

Figura 9: Immagine al microscopio ottico di oocisti di C. parvum
(https://www.cdc.gov/dpdx/cryptosporidiosis/gallery.html#oocystsZNacidfast).
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3.4 Prevalenza e distribuzione geografica di Cryptosporidium nel cane

Le indagini epidemiologiche sulla cryptosporidiosi nel cane sono limitate e i pochi dati
disponibili evidenziano valori di prevalenza piuttosto scarsi in questa specie. Infatti, Scorza
e Tangtrongsup del 2010 in una loro review riportano prevalenze che si aggirano attorno al
5-10% (Figura 10).

Per I’identificazione di Cryptosporidium nelle feci di cane si sono adottate diverse tecniche
quali I’osservazione al microscopio, test immunoenzimatici come Elisa o moderne tecniche

biomolecolari come la PCR.

Table 1. Prevalence of Cryptosporidium spp in Dogs A
Diagnostic Sample Prevalence
Location test size (%) Reference
United States
-Colorado Microscopy 130 3.8 54
-California Microscopy 200 2 55
-Georgia Microscopy 49 10.2 56
-Kentucky Microscopy 100 17 57
Australia Microscopy/PCR 421 0 58
Australia Microscopy 493 11 58
Brazil Microscopy 450 8.8 59
Brazil PCR 450 9.5 59
Argentina Microscopy 2193 22 60
The Netherlands Microscopy 152 8.7 61
Spain Microscopy 505 6.3 62
Canada EIA 70 7.4 63
Korea Microscopy 255 9.7 64
\%j‘bl'cviallions: PCR, Polymerase chain reaction; EIA, cnzyme-linked immunosorbent antigen assay. //

Figura 10: Prevalenza di Cryptosporidium spp. nel cane nelle diverse aree geografiche
(Scorza e Tangtrongsup, 2010).

Indagini condotte in Canada e nei Paesi Bassi segnalano una positivita attorno al 9-10%
(Overgaauw et al., 2009; Uehlinger et al., 2013), in Giappone del 4% (Yoshiuchi et al.,
2010), in Brasile del 9% (Lallo e Bondan, 2006), in Iran del 5% (Beiromvand et al., 2013)
e in Polonia del 12% (Bajer et al., 2001). Incidenze molto piu basse si registrano invece in
Inghilterra con 0,6% (Batchelor ef al., 2008) e a Praga con 1,4% (Dubna et al., 2007).

Situazione simile al resto del mondo, si verifica nel nostro paese. Le indagini
biomolecolari che sono state condotte in Italia meridionale prendendo in considerazione sia
cani di proprieta che di canile (3,3% secondo Giangaspero et al. (2006) e del 0,2% secondo
Paoletti et al. (2015)). Risultati analoghi sono stati ottenuti da Rinaldi et al. (2008),
mediante ’utilizzo di kit diagnostici per la determinazione di coproantigeni; ha riscontato

1,7% di Cryptosporidium nelle feci canine raccolte lungo le vie di Napoli.
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3.5 Prevalenza di Cryptosporidium canis nell’uomo

Per quanto riguarda le prevalenze di C. canis isolato nell’'uomo, si conferma quanto
affermato precedentemente sul ruolo marginale del cane nella trasmissione zoonosica di
questo protozoo. Nella review di Lucio-Forster et al. (2010) si puo infatti notare che i
soggetti maggiormente coinvolti da cryptosporidiosi trasmessa dal cane sono i bambini e i

soggetti immunodepressi (Figura 11). Si registrano infatti solamente 26 casi in tutto il

mondo nell’arco di circa 16 anni.

Table Il. Reported isolations of Cryptosporidium canis from people

Continent Countries MNumber of cases Comments Refs

Africa Kenya 3 All Immunocompetent children [54]

North America us 1 HIV+ adult [59]

South America Venezuela, 16 13 HIV+ adults, 3 children 155,66,62,79]
Peru

Europe England, Wales 4 3 people of unknown age or [48,52,53]

immune status, and
1immunocompetent child
that had recently returned from Africa

Asia Thailand 2 All HIV+ adults 761
Australia and New Zealand 0
Total 26

Figura 11: Casi riportati nel mondo di cryptosporidiosi umana trasmessa dal cane
(Lucio-Forster et al., 2010).
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Capitolo 4 EPIDEMIOLOGIA

La cryptosporidiosi ¢ influenzata da numerosi fattori, come I’eta, lo stato infettivo, il
sistema immunitario del soggetto, I’alimentazione, i trattamenti eseguiti, la stagione, la
localizzazione geografica e il grado di urbanizzazione (Hamnes et al., 2007).
Cryptosporidium presenta infatti numerosi punti di forza a suo favore sia nella persistenza
delle oocisti nell’ambiente che nella diffusione dell’infezione stessa.

La lunga resistenza delle oocisti a condizioni ambientali avverse, 1’inefficacia dei comuni
disinfettanti e la mancanza di una terapia adeguata contro la cryptosporidiosi, hanno fatto
acquisire al protozoo un vantaggio evolutivo da non sottovalutare.

Di fondamentale importanza nell’instaurarsi dell’infezione ¢ il ruolo che svolge il sistema
immunitario dell’ospite.

Hamnes et al. (2007) hanno infatti sottolineato come cani rinvenuti positivi ad altre
parassitosi 0 immunocompromessi in seguito a co-infezioni virali e/o batteriche o soggetti
sottoposti a terapie antitumorali, erano maggiormente esposti al rischio di contrarre una
infezione da Cryptosporidium spp. confermando cosi il ruolo da parassita opportunista di
questo protozoo.

I cani analizzati da Hamnes ef al. si sono inoltre dimostrati positivi ad una coinfezione tra
Cryptosporidium e Giardia. Questa ultima evidenza si puo ricollegare al fatto che 1 due
protozoi, presentando una epidemiologia simile, facilitano I’instaurarsi dell’infezione, oltre
al fatto che I'organismo gia debilitato dalla precedente parassitosi offre un terreno piu
fertile per I’instaurarsi di altre infezioni opportunistiche.

Proprio in questo studio emerge inoltre che la piu alta prevalenza di Cryptosporidium nei
cani si verifica intorno ai primi 3-4 mesi di vita (26,5%), positivita che poi tende a

diminuire con il progredire dell’eta (Hamnes et al., 2007) (Figura 12).
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Figura 12: Diagramma che mette in evidenza il numero di cani ritrovati positivi a Cryptosporidium
nelle diverse fasce di eta (Hamnes et al., 2007).

Questa elevata positivita nei primi tre mesi di vita si puo ricondurre ad infezioni avvenute
prima dello svezzamento, quando cio¢ il sistema immunitario € ancora immaturo.

Inoltre lo stress legato a questa fase, il trasporto o il cambio di luogo possono rendere il
cucciolo piu predisposto a contrarre infezioni.

I cuccioli poi, oltre a presentare una piu alta suscettibilita alle infezioni, impiegano molto
piu tempo per debellare la malattia e eliminano un numero piu elevato di oocisti con le
feci. Questo, oltre a rappresentare un grande problema per la contaminazione ambientale,
puo rappresentare un pericolo soprattutto nelle persone immunodepresse e nei bambini che
potrebbero venirne a contatto. A differenza pero di altre specie nelle quali gli animali
giovani possono arrivare ad eliminare fino a 10° oocisti per grammo di feci come per
esempio il vitello, il cane elimina in modo intermittente un ridotto numero di oocisti
(Scorza e Tangtrongsup, 2010), motivo per cui la diagnosi risulta spesso molto indaginosa
e le forme latenti nonché asintomatiche sono di gran lunga sottostimate.

Un’altra caratteristica di questa infezione ¢ la capacita delle oocisti di rilasciare sporozoiti

all’interno dell’intestino dello stesso ospite causandone cosi una autoinfezione oppure di

36



emettere oocisti gia sporulate attraverso le feci.

Inoltre le oocisti di Cryptosporidium, diversamente da altri microrganismi di origine fecale
(coliformi ed enterococchi), possiedono un’elevata resistenza ambientale; sono, infatti, in
grado di sopravvivere nelle acque reflue ad una temperatura di 4 °C per addirittura per 12
mesi (Nasser et al., 2007) e sono resistenti ai piu comuni disinfettanti e al cloro, inefficaci
nell’inattivare le oocisti anche dopo 18 ore di contatto (Gyurek et al., 1997) o addirittura
48 ore (Rose et al., 2002). Inoltre le piccole dimensioni delle oocisti facilitano il
superamento di filtri utilizzati negli impianti di potabilizzazione utilizzati per frenare altri
patogeni.

Tutte queste caratteristiche che contraddistinguono le oocisti di Cryptosporidium e la bassa
dose di oocisti necessaria per causare infezione aumentano di gran lunga il rischio di
contrarre questa parassitosi.

Infine, un altro aspetto importante da considerare ¢ la situazione ambientale in cui vive
I’animale in quanto questa puo influenzare il rischio di contrarre la patologia. Giangaspero
et al. (2006) hanno infatti riscontrato una prevalenza maggiore in cani di canile (5%)
rispetto a quelli di proprieta (1,7%) a sottolineare appunto come una diversa collocazione
ambientale e stile di vita dell’animale possano determinare una diversa situazione
epidemiologica. E noto infatti che I’elevata densita di popolazione in contesti ristretti
favorisce la diffusione dei patogeni ed aumenta il rischio di contrarli (Ortufio e Castella,

2011).

4.1 Contaminazione ambientale
La contaminazione dei parchi pubblici da parte di patogeni ad eliminazione fecale tra cui
Cryptosporidium rappresenta una grande problema di sanita pubblica come dimostrato da
Grimason et al. (1993) che nella loro indagine hanno evidenziato 16x10* oocisti per
grammo in campioni fecali prelevati in aree verdi.
Wang et al. (2012), infatti, dichiarano che i cani che frequentano abitualmente i parchi
hanno un maggior rischio di contrarre infezioni da Cryptosporidium o Giardia rispetto a
quelli che non frequentano aree verdi. I fattori che influenzano questa maggiore prevalenza
sono molteplici:

e il grande afflusso di cani e persone rispetto alle dimensioni dell’area;

e la presenza di acque stagnanti;
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e la frequente noncuranza da parte del proprietario di raccogliere le feci del proprio
cane, rappresentando cosi fonte di possibili infezioni per gli altri animali e per

I’uomo stesso.

Non solo le aree verdi sono al centro di tanto clamore per il maggior rischio di contrarre il
patogeno, ma anche le aree urbane. Anche queste, infatti, sono colpite in egual misura
dall’inquinamento ambientale da Giardia e Cryptosporidium, come dimostra lo studio di
Rinaldi et al. (2008).

Cryptosporidium fa parte delle malattie infettive idrotrasmesse o, con terminologia
anglosassone, delle waterborne infections, che rappresentano di fatto una delle principali
cause di morbilita e mortalita a livello mondiale, in quanto arrivano a colpire 1.8 milioni di
persone all'anno, di cui il 90% sono bambini (WHO, 2004).

Cryptosporidium rappresenta la principale causa di infezione opportunistica nei pazienti
HIV, e non solo. Si stima infatti che annualmente ci siano 149 casi ogni 100.000 abitanti,
di cui 2,7 casi ogni 10° persone immunocompromesse ¢ ben 148 casi in 10° persone
immunocompetenti in seguito all’ingestione di acqua contaminata da Cryptosporidium
(Caccio e Putignani, 2014).

La prima segnalazione in USA di “wateroutbreak disease” risale al 1985 (D’Antonio et al.,
1985). Rose e Slitko nel 1999 dichiaravano che il 90% dei focolai, registrati in USA, era
legato all’acqua (fiumi, laghi, piscine e acqua potabile), mentre solo 1’1% era legato alla
contaminazione del cibo.

La contaminazione delle risorse idriche avviene mediante diversi meccanismi, quali la
contaminazione fecale diretta, il dilavamento del suolo o ancora la contaminazione
crociata, per lo piu involontaria, con il sistema fognario. Si instaura cosi un ciclo di
infezione che interessa l'ambiente, l'uomo e la fauna (Almeida, 2010). I fattori
maggiormente responsabili della trasmissione attraverso 1’acqua sono sia biologici,
correlati alla quantita e infettivita di oocisti presenti, sia ambientali e climatici, legati alle
precipitazioni e/o alla temperatura dell’acqua che influenzano la capacita di sopravvivenza
degli agenti infettivi (Rose et al., 2002).

Gia nel 1991 negli USA LeChavallier ef al. registravano una presenza molto elevata di
oocisti nelle acque superficiali di fiumi e laghi (80-97%). In Italia, Briancesco e

Bonadonna (2005) stimavano un’alta prevalenza (23%) di Cryptosporidium nelle acque
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fluviali (bacini e corsi d’acqua), in particolare di C. parvum e di C. hominis (Almeida et
al., 2010).

Una review molto interessante che fornisce una panoramica della situazione
epidemiologica di Cryptosporidium in Italia ¢ stata condotta da Giangaspero et al. (2007).
In particolare si evince come le acque superficiali siano quelle maggiormente interessate
come le acque di fiume del Piemonte (Carraro et al, 2000), del Lazio (Briancesco e
Bonadonna, 2005) e della Sicilia (Di Benedetto et al., 2005) con il 100% di positivita dei
campioni analizzati. Le analisi condotte sulle acque reflue hanno rivelato che non solo nel
sud Italia esiste un’alta prevalenza (87,5%-100%) di cryptosporidiosi (Di Benedetto et al.,
2005), ma anche in Piemonte (Carraro et al., 2000). Non da meno ¢ il Lazio con il 100% di
positivita dei campioni analizzati (Di Cave et al., 2005; Briancesco ¢ Bonadonna, 2005).
Questa rilevante positivita riscontrata nelle acque del territorio italiano ¢ probabilmente da
collegarsi alla diffusione degli allevamenti di bovini, suini, pollame, cavalli distribuiti in

tutto il territorio e allo scorrimento delle acque reflue verso i fiumi.

39



40



Capitolo S PATOGENESI e SINTOMATOLOGIA

La patogenicita di Cryptosporidium varia in funzione della specie coinvolta, del tipo,
dell’eta e dello stato immunitario dell’ospite. Di fondamentale importanza in tutto questo
scenario ¢ I’efficacia del sistema immunitario, che non solo influenza la gravita dei
sintomi, ma anche la durata dell’infezione e 1’efficacia della terapia nei nostri animali
domestici.

L’infezione di solito decorre in modo asintomatico e autolimitante nei soggetti
immunocompetenti, mentre assume un carattere piu grave, debilitante e particolarmente
persistente nei soggetti immunocompromessi (Ramirez et al., 2004). Sono proprio questi
ultimi infatti a destare una maggiore preoccupazione sia per la maggiore facilita di
contrarre 1’infezione sia per il decorso particolarmente lungo e debilitante della stessa. In
genere, 1 soggetti sintomatici sono quegli animali che sono immunocompromessi oppure
hanno delle patologie pre-esistenti (es. quadri infilammatori intestinali cronici, linfoma,
Cimurro, leucemia felina, etc.) o ancora presentano quadri di coinfezione con altri patogeni
come Giardia duodenalis (segnalata in cane e gatto) e Tritrichomonas foetus (segnalato nel

gatto) (Scorza e Tangtrongsup, 2010).

L'infezione ha origine nell'intestino tenue, dove gli sporozoiti emergono dalle oocisti e
vanno ad infettare gli enterociti. I parassiti, una volta insediatisi tra 1 villi e nelle cripte
mucosali, danneggiano il margine dei microvilli stessi andando a compromettere la loro
funzione di assorbimento (Fayer ef al., 2000). Infatti, in seguito all’adesione di C. parvum
sulla superficie cellulare, il parassita rilascia delle sostanze in grado di alterare la
funzionalita della cellula stessa (Deng et al., 2004). Si assiste quindi ad una perdita
dell'epitelio ciliato, alla degenerazione epiteliale e all’atrofia dei villi (Huang e White,
2006). D’altro canto, questa rapida perdita di superficie mucosale comporta, come strategia
controffensiva, l'accorciamento dei villi residui, I'allungamento del lume criptale ed infine
l'aumento del ritmo di divisione cellulare per far fronte alle perdite dovute al
danneggiamento epiteliale (Tzipori e Ward, 2002). Una risposta analoga si verifica anche
negli enterociti infettati che iniziano a secernere dei prodotti antimicrobici in grado di
modulare la risposta infiammatoria.

La vastita dell'area interessata ¢ quindi direttamente correlata alla gravita dell'infezione
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(Aydin et al., 2004). L'infezione puo infatti talvolta migrare e arrivare ad interessare anche
la mucosa gastrica e l'intestino tenue distale, nonché il crasso.

I soggetti adulti immunocompetenti presentano nella maggior parte dei casi un’infezione
subclinica (Asahi et al., 1991), 1 gattini e i1 cuccioli di cane, in genere al di sotto dell’anno
di eta, quando gravemente colpiti, sviluppano una sintomatologia grave e depauperante con
diarrea acquosa, in assenza di muco e melena, dolori addominali, anoressia e perdita di
peso, piu raramente vomito ed ipertermia (Fukushima e Helman, 1984). Questo ¢ dettato,
molto probabilmente, da un sistema immunitario immaturo (Willard e Bouley, 1999).
Sintomatologia analoga si riscontra anche nei soggetti immunodepressi (virus
dell’immunodeficienza felina - FIV, virus della leucemia felina - FeLv, linfomi) con

conseguente diarrea intermittente e cronica, anoressia e deperimento (Spain et al., 2001).

Il quadro clinico pud essere inoltre ulteriormente compromesso dalla presenza di co-
infezioni. Gatti affetti da Giardia o Tritrichomonas foetus e da Cryptosporidium
presentano una sintomatologia ben piu marcata rispetto a compagni affetti solamente da
cryptosporidiosi (Keith ef al., 2003). Situazione simile puo essere riscontrata anche in cani
gia infetti da Parvovirus e/o Isosopora e/o Giardia che mostrano una maggiore
suscettibilita all’infezione da Cryptosporidium e una piu grave e persistente sintomatologia
(Denholm et al., 2001).

Secondo Scorza e Tangtrongsup (2010) sembra che sia molto piu frequente incorrere in
gatti sintomatici che in cani, sia per la maggior frequenza di gatti immunodepressi sia per
le piu frequenti co-infezioni.

Poco ancora pero si conosce sulla capacita di acquisire immunita dopo I’infezione e se
questa possa proteggere contro altri genotipi o contro re-infezioni da parte della stessa

specie (Xiao et al., 2000).
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5.1 Visita cinica, indagini strumentali e laboratoristiche

Ad una primo controllo di un paziente presumibilmente affetto da cryptosporidiosi non si
riscontrano particolari anomalie. Solo nei casi piu gravi, in seguito alla marcata
disidratazione, si puo assistere ad un decadimento delle condizioni generali, ad un
infossamento degli occhi e ad una ridotta elasticita delle pliche cutanee. Anche uno stato
nutrizionale scadente puo riflettere i danni riportati dalla mucosa intestinale concomitanti a
sintomatologie particolarmente perduranti e debilitanti. Durante 1’esame obiettivo
particolare dell’addome, questo si presenta trattabile, mentre le anse intestinali potrebbero
risultare aumentate di spessore nei casi cronici.

All’esame ecografico e/o radiografico dell’addome emerge un quadro tipicamente enterico
caratterizzato dall’aumento di spessore della mucosa intestinale e da contenuto liquido
nelle anse intestinali.

Ad un check-up emato-biochimico non si riscontrano alterazioni particolari, ad eccezione
di un eventuale quadro di disidratazione dovuto ad una diarrea persistente.

Le lesioni isto-patologiche presentano un quadro riferibile ad infezione cronica; la mucosa
intestinale subisce un profondo processo disorganizzativo, con conseguente distruzione
della superficie epiteliale, fibrosi, infiltrazione cellulare e ascessi criptali (Miliotis e Bier,
2003); a livello intestinale si nota una infiltrazione di linfociti e la lamina propria viene

invasa da plasmacellule, linfociti, macrofagi e neutrofili (Greene ef al., 1990).
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Capitolo 6 DIAGNOSI

La maggior parte delle analisi per determinare la presenza del parassita ¢ legata
all’individuazione delle oocisti nelle feci. Le principali difficolta nella diagnosi di questa
parassitosi nella specie canina sono legate alla ridotta dimensione delle oocisti e al fatto
che vengono eliminate in limitato numero ed in modo alternato. Bisogna percio ricordare
che ¢ di fondamentale importanza, per avere un dato attendibile, campionare i soggetti
ripetutamente (almeno in 3 giornate consecutive). Hamnes et al., (2007) hanno infatti
riscontrato che la positivita aumentava se si campionavano piu volte gli stessi cani, gia
risultati negativi nelle precedenti analisi, confermando che una positivita intervallata da
due negativita era legata ad escrezioni intermittenti delle oocisti o a casi di re-infezione.
Percio, un singolo test negativo non ci permette di escludere 1’assenza dell’infezione.

La piccola dimensione delle oocisti rende alquanto difficile 1a loro individuazione con gli

esami copromicroscopici standard basati su tecniche di concentrazione e successiva

flottazione con soluzioni ad alto peso specifico, in quanto le oocisti appaiono
rotondeggianti, incolori, con parete sottile e trasparente con all’interno un granulo ben
visibile e appariscente rispetto ad altre granulazioni piu fini (Figura 13). L’utilizzo
dell’esame copromicroscopico in associazione a colorazioni specifiche, come la Ziehl-

Neelsen modificata, permette una valutazione piu facile della presenza/assenza delle

oocisti in quanto esse appaiono come corpi piccoli, rotondi, di rosso vivo e ben evidenti
sullo sfondo verdastro con al centro una zona chiara e alcune granulazioni scure (Figura
14-15). Questa metodica si ¢ dimostrata particolarmente utile e specifica nel determinare le
oocisti in feci di vitello, ma ha dimostrato scarsa sensibilita quando si dovevano testare feci
di cane, gatto per il basso numero di oocisti presenti in queste (Weber ef al., 1991).

Nonostante 1’utilizzo di colorazioni particolari, queste procedure non sono in grado di
discriminare le specie di Cryptosporidium; si possono infatti osservare solo grossolane
differenze morfologiche (ad esempio le oocisti di C. felis sono piu piccole di quelle di C.

parvum (Sargent et al., 1998).
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Figura 13: le oocisti di piccole dimensioni (diametro 4-6 pm), sono difficilmente riconoscibili; al loro
interno sono visibili dei granuli scuri; mettendo a fuoco si puo inoltre notare la parete molto sottile
delle oocisti (frecce)
(http://www.atlas-protozoa.com/it/gallery.php?SOT_CAP=CRIPTO).

Figure 14-15: Oocisti di Cryptosporidium evidenziate con colorazione di Ziehl-Neelseen
(http://www.revistanefrologia.com/en-publicacion-nefrologia-articulo-cryptosporidium-parvum-

infection-in-Kidney-transplant-recipient-X2013251410050379;
http://www.atlas-protozoa.com/it/gallery.php?SOT_ CAP=CRIPTO#4).
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Per quanto riguarda la colorazione di Heine, questa tecnica mette in evidenza

I’impermeabilita della parete delle oocisti al colorante carbolfucsina. Si osserva il
preparato ad immersione e le oocisti, come conseguenza dell’impermeabilita della loro
parete, appaiono come perle bianche fortemente rifrangenti, omogenee in forma e
dimensione. Tale colorazione ha perd un grosso limite, con il tempo tende a penetrare

all’interno della parete rendendo la visualizzazione impossibile.

Infine con la colorazione di Giemsa, le oocisti appaiono rotondeggianti, di colore azzurro-
grigiastro, circondate da un alone incolore, contenenti granuli di colore rossastro e altri
granuli piu scuri e piccoli disposti eccentricamente intorno ad una zona centrale piu chiara

(Figura 16).

e

Figura 16: Colorazione di Giemsa. Numerose oocisti sono visibili all’interno della cripta e sulla
superficie dell’epitelio (frecce)
(http://www.atlas-protozoa.com/it/gallery.php?SOT CAP=CRIPTO#7).
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Altre tecniche diagnostiche utili sono ’'immunofluorescenza diretta (IFA) che sfrutta

I’impiego di anticorpi monoclonali fluorescenti in grado di legarsi alle oocisti di C. parvum
e la tecnica immunoenzimatica (ELISA) in grado di cross-reagire nei confronti di oocisti di
C. parvum (Graczyk et al., 1996).

L’IFA ¢ una combinazione di immunologia e morfologia microscopica e si ¢ dimostrata
una tecnica sensibile e specifica in grado di determinare 10°-10° oocisti/grammo (Scorza et
al., 2003) (Figura 17). L’utilizzo di anticorpi specifici per C. parvum perd ha dei limiti
diagnostici in quando possono produrre falsi negativi qualora siano utilizzati per testare la
presenza di specie diverse. Si ¢ dimostrato perd che specie diverse di Cryptosporidium
presentano lo stesso antigene di superficie in grado di essere riconosciuto dall’IFA; questo

quindi in un certo senso aiuta la diagnosi (Tzipori e Campbell, 1981).

Figura 17: Oocisti di Cryptosporidium evidenziati attraverso anticorpi monoclonali fluorescenti (IFA)
(http://www.cdc.gov/dpdx/Cryptosporidiosis/index.html).

Anche ELISA presenta una discreta sensibilita, perché ¢ in grado di mettere in evidenza
10° oocisti/grammo (Rimhanen-Finne et al., 2007). In questo caso si impiegano anticorpi
specifici (IgG e IgM) contro antigeni di superficie di Cryptosporidium.

Un'altra metodica immunologica per la diagnosi di cryptosporidiosi ¢ quella che sfrutta il

rilevamento degli anticorpi specifici nel siero di animali sospetti positivi. Grazie alla cross-
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reattivitd antigenica, ¢ possibile utilizzare oocisti di C. baileyi in ELISA o IFA per
determinare la presenza di anticorpi contro C. parvum in varie specie ospiti, compresi
I’uomo e il bovino.

Luft et al. (1987) hanno dimostrato inoltre che il siero ottenuto da diversi ospiti € in grado
di riconoscere differenti antigeni di C. parvum; questa ipotesi ¢ stata poi confermata anche
da Mead et al. (1988) che hanno a loro volta verificato che sieri isolati dall’uomo erano in
grado di riconoscere solo alcune proteine e glicoproteine della parete delle oocisti di C.
parvum, mentre sieri estratti da animali identificavano altri antigeni.

La ricerca di anticorpi nel siero pud essere utile, nell’'uomo, non solo per avere una
conferma immediata di positivitd a cryptosporidiosi in pazienti sintomatici, ma anche per
evidenziare una eventuale esposizione passata al parassita. Molti sondaggi sierologici
hanno infatti evidenziato la presenza di IgG in pazienti umani apparentemente sani
suggerendo appunto una recente esposizione a questo parassita (Caccio e Putignani, 2014).
Esiste in commercio una svariata gamma di kit diagnostici rapidi per I’identificazione di
Crytposporidium in feci umane; il loro utilizzo in campo veterinario non ¢ da escludersi
ma va valutato accuratamente in quanto, in assenza di studi scientifici, non si puo aver la
certezza che la sensibilita e la specificita siano adeguate ad identificare genotipi differenti
da quelli comunemente isolati in feci umane.

I campioni fecali non sono pero 1’'unico mezzo per identificare 1’eventuale presenza di
oocisti. La diagnosi di cryptosporidiosi puo essere fatta infatti anche su campioni istologici
in seguito a biopsie a livello di apparato gastroenterico o respiratorio.

I campioni, prima di essere osservati al microscopio elettronico a trasmissione, possono

essere mantenuti in soluzioni di eosina-ematossilina. Le oocisti appaiono sferiche, come

dei corpi basofili (Figura 18).
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Figura 18: Colorazione ematossilina- eosina. Numerose oocisti sono visibili sulla superficie luminale
della cripta del colon (frecce)
(http://www.atlas-protozoa.com/it/gallery.php?SOT_ CAP=CRIPTO#9).

Quando, invece, non ¢ possibile procedere subito all’osservazione al microscopio, i
campioni possono essere conservati in soluzioni di formalina 10% oppure sodio aceto-
acetato-formalina; se per0d bisogna preservare la vitalita delle oocisti, ¢ preferibile
utilizzare una soluzione di bicromato di potassio.

Con il passare degli anni si ¢ reso necessario mettere a punto delle tecniche con una piu
alta specificita e sensibilita rispetto alle citate metodiche.

Le diagnosi mediante tecniche biomolecolari rappresentano, infatti, uno strumento

affidabile sia per I’identificazione della specie del parassita, sia per evidenziare la
parassitosi in animali asintomatici o che siano risultati negativi ad altri test diagnostici
(Cacciod , 2004; Sotiriadou ef al., 2013).

Numerosi sono i1 protocolli che sono stati ottimizzati per I’amplificazione del DNA di
Cryptosporidium in grado di individuare il parassita non solo sui campioni fecali ma anche

su altre matrici come acqua e cibo.
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All’interno del grande gruppo delle tecniche biomolecolari si ritrova la PCR, la Real-Time
PCR, la Nested PCR, PCR-RFLP, tutte tecniche atte ad isolare ed amplificare il DNA del
protozoo.

Gia la semplice PCR si ¢ dimostrata molto piu sensibile e specifica delle tradizionali
tecniche microscopiche (Mayer e Palmer, 1996).

I bersagli piu utilizzati per le tecniche biomolecolari includono una serie di geni piu o
meno conservati (SSU-rRNA; COWP; hsp70; actina; TRAP-C1; TRAP-C2; ITS1; DHFR;
Poly-T) oppure loci contenenti sequenze ripetute altamente polimorfiche (Caccio et al.,
2001).

Sulaiman et al. (1999) hanno analizzato alcuni protocolli di amplificazione del DNA di
Cryptosporidium adoperate nel corso degli anni da diversi autori (Tabella 2). Ne emerge
quindi che i protocolli utilizzati da Gibbons (Nested-PCR su DHFR) e Xiao (Nested PCR
su SSU-rRNA) sono quelli che hanno dimostrato maggiore sensibilita (Tabella 2). In
particolar modo la metodica impiegata da Xiao si ¢ dimostrata molto specifica per
Cryptosporidium perché 1 primer utilizzati amplificano solamente il parassita in questione
e non anche le altre specie che potrebbero essere presenti nei campioni rischiando di
mascherare il parassita oggetto di analisi.

Si € notato inoltre che la sensibilita della PCR aumenta all’aumentare del numero delle
oocisti e I’'impiego di COWP (un gene che codifica per una proteina fondamentale per
mantenere 1’integrita della parete dell’oocisti) permette di evidenziare i due genotipi di C.
parvum (genotipo 1 che ¢ quello esclusivamente umano e genotipo 2 che ¢ stato rinvenuto

sia nell’uomo che nei ruminanti come vacche, pecore, capre) (Spano ef al., 1997).
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Protocol Primers Target Detection of the following n. of oocysts
Authors 10,000 | 4,000 | 400 | 100 | 20 | 10 | 5
Bonnin et al. (1996) PAPI1-PAP2 Unknown + + + + | = | = |-
Carraway et al. (1996) Cry7-ITS1 ITS1 + + + + - | = |-
Carraway et al. (1997) Cry39-Cry44 Poly-T + + + + |+ |+ |-
Spano et al. (1997) Cryl5-Cry9 COWP + + + + |+ |+ |-
Morgan et al. (1998) 021F-CPCR Unknown + + + + + | = |-
Gibbons et al. (1998) Nested PCR DHFR + + + + + |+ |+
Spano et al. (1998) Cp.E-Cp.Z TRAP-C1 + + + + |+ |- |-
Sulaiman et al. (1999) Forward- TRAP-C2 + + + + |+ |+ |+
Reverse
Xiao et al. (1999) Nested PCR SSU RNA + + + + + |+ |+

Tabella 2: Comparazione delle diverse sensibilita di PCR effettuate da vari autori sulla base del
numero di oocisti di C. parvum che sono in grado di identificare
(Sulaiman et al., 1999).

Anche Tanriverdi et al. (2002) hanno messo a confronto diverse tecniche di estrazione del
DNA dalle oocisti, arrivando alla conclusione che la real-time PCR, a differenza delle altre
tecniche classiche di PCR, presenta una piu alta sensibilita essendo in grado di evidenziare
la presenza anche di solo 5 oocisti. Questo ¢ di fondamentale importanza nella diagnosi di
soggetti asintomatici in cui I’escrezione delle oocisti € molto bassa (Pedraza-Diaz et al.,

2001 b). Pertanto questa metodica ¢ da privilegiare nella procedura di screening grazie alla

sua elevata sensibilita e rapidita di esecuzione delle analisi.
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Capitolo 7 TRATTAMENTO

7.1 Terapie nel cane

Per il cane non esiste un trattamento specifico per la cryptosporidiosi probabilmente perché
I’infezione si risolve spontaneamente dopo alcuni giorni. In alcuni casi perd ¢ importante
sostenere i cuccioli e i soggetti particolarmente debilitati con una terapia sintomatica.

Lo scopo principale del trattamento ¢ infatti arrestare la diarrea e fornire diete altamente
digeribili associate a probiotici per aiutare la mucosa lesionata dall’infezione. In caso di
diarrea grave e persistente si ricorre alla somministrazione di fluidi parenterali per far
fronte alle ingenti perdite di liquidi ed elettroliti avvenuti durante la fase acuta; in alcuni
casi si rende necessaria anche la somministrazione di una terapia antibiotica per far fronte
ad eventuali infezioni batteriche secondarie che peggiorano il quadro clinico.

I farmaci che si sono dimostrati efficaci nel trattare la cryptosporidiosi nel cane sono tratti
dalla medicina umana e le posologie cui in seguito si fa riferimento fanno parte di

protocolli ancora sperimentali e non ancora registrate nella farmacopea ufficiale.

PAROMOMICINA :

La paromomicina ¢ un antibiotico aminoglicosidico che viene assorbito sia dall’epitelio
intestinale, in seguito a somministrazione per via orale (OS), sia dalla membrana
extracitoplasmatica del parassita alterando cosi la sintesi proteica nei ribosomi (Griffiths et
al., 1998).

L’utilizzo della paramomicina in gattini di sei mesi di eta ha ridotto notevolmente
I’escrezione di oocisti nelle feci (Barr et al., 1994).

La posologia nel gatto ¢ di 165 mg/Kg OS BID per 5 giorni, ma si consiglia di proseguire
il trattamento per almeno due settimane e fino a risoluzione dei sintomi (Linsay e Zajac,
2004). La posologia consigliata nel cane e nel gatto da Scorza e Tangtrongsup (2010) ¢ di
150 mg/Kg OS ogni 12-24 h fino ad una settimana dopo la risoluzione della diarrea.

Sono pero state registrate reazioni avverse particolarmente gravi come nefrotossicita e/o
danni renali acuti (Barr ef al, 1994). E inoltre sconsigliata la somministrazione in animali
che presentano diarrea con presenza di sangue nelle feci per I’eventuale elevato
assorbimento sistemico del farmaco con conseguente ototossicita e nefrotossicita (Scorza e

Tangtrongsup, 2010).
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NITAZOXANIDE (NTZ):

Gargala (2008) ha dimostrato 1’efficacia del Nitazoxanide negli animali sia nel ridurre la
durata della diarrea sia nel limitare i danni causati da Cryptosporidium sulla mucosa
intestinale arginando il conseguente malassorbimento. L’efficacia del principio attivo ¢
perd dipendente dal funzionamento del sistema immunitario (Scoza e Tangtrongsup,
2010).

Il Nitazoxanide produce due metaboliti: il tizoxanide che ¢ in grado di inibire I’attivita e la
crescita di protozoi ed elminti; e il tizoxanide glucuronico che inibisce sia lo stadio
sessuato che quello asessuato del parassita (Gargala, 2008).

Posologia negli animali domestici: 25 mg/Kg OS BID per 28 giorni (Scorza e
Tangtrongsup, 2010).

In seguito alla sua somministrazione si ¢ registrata una diminuzione dell’escrezione delle
oocisti sia nei gatti (Barr e Bowman, 2006) sia nei suini (Theodos et al., 1998) associata ad
una riduzione della diarrea in questi ultimi (Ramirez et al., 2004).

Sono state perd registrate reazioni avverse quali irritazione gastrointestinale e vomito
(Scorza e Tangtrongsup, 2010), diarrea scura e maleodorante in gatti trattati (Gookin et al.,

2001).

CLINDAMICINA e TYLOSINA:

I trattamenti con clindamicina (25 mg/Kg OS SID per 60 giorni) o con tylosina (11 mg/Kg
OS BID per 28 giorni con il cibo) hanno dato risultati soddisfacenti (Lindsay e Zajac,
2004).

Trattamenti a base di tylosina hanno evidenziato buoni risultati nei gatti, ma sono
necessarie terapie prolungate per sortire un buon effetto (Barr e Bowman, 2006).

Il sapore amaro pero della tylosina ha creato non poche difficolta nel far assumere il
farmaco al proprio animale da parte del proprietario. Inoltre si sono riscontrati fenomeni di
irritazione della mucosa gastrointestinale in seguito a trattamenti con questo principio

attivo (Scorza e Tangtrongsup, 2010).
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AZITROMICINA:

Si tratta di un antibiotico della famiglia dei macrolidi che ha mostrato una buona efficacia
nel trattare la cryptosporidiosi negli animali domestici.

L’azitromicina, con posologia 10 mg/Kg OS per 10 giorni (Scorza e Lappin, 2006), ¢ in
grado di interferire con la sintesi proteica del microrganismo ed ¢ considerato quindi il
macrolide piu attivo contro Cryptosporidium (Rehg, 1994).

Nonostante gli eccellenti risultati ottenuti dalla terapia con questo antibiotico, sono stati
registrati casi di irritazione gastrointestinale in cani e gatti trattati; inoltre 1 costi per la
terapia nei grossi animali risultano elevati, motivo per cui ¢ difficilmente utilizzato (Scorza

e Tangtrongsup, 2010).

SULFAMIDICI e SULFAMIDICI POTENZIATI:

Questa classe di farmaci viene utilizzata per trattare infezioni sostenute da altri protozoi
come Toxoplasma, Neospora, Isospora e presentano un rapido assorbimento per OS e una
rapida diffusione a tutti gli organi.

Numerose sono state le segnalazioni di reazioni avverse riscontrate al loro utilizzo come
orticaria, febbre, necrosi epatica acuta, cristalluria e ematuria in particolare nei soggetti
disidratati, cheratocongiuntivite secca in seguito a trattamenti prolungati in cani di piccola
taglia, anemia aplastica e trombocitopenia. Particolarmente predisposti nel sviluppare

questi effetti collaterali sono i cani di razza Dobermann.

PREDNISOLONE:

Nel gatto la somministrazione di prednisolone (10 mg/Kg SC die per 4-9 giorni o 2,8-3,8
mg /Kg OS die per 26 giorni) ha dimostrato di ridurre I’escrezione delle oocisti nelle feci
(Gookin et al., 2001). Nel cane asintomatico, invece, la somministrazione per via
intramuscolare (IM) di questo farmaco ha portato all’escrezione delle oocisti nei due giorni

successivi (Fayer et al., 2001).
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IMMUNOTERAPIE PASSIVE:

L’impiego di immunoterapia passiva mediante 1’utilizzo di siero iperimmune e colostro
contenenti anticorpi per C. parvum, non ha dato invece gli effetti sperati (Ramirez et al.,
2004).

La somministrazione di colostro di animali immunizzati ¢ in grado di ridurre la gravita
della diarrea nei vitelli trattati rispetto a quelli che avevano ricevuto del semplice colostro
(Fayer et al., 1989). Questo risultato ¢ particolarmente evidente quando la
somministrazione di colostro bovino iperimmune viene fornito non solo ai vitelli per
aiutarli a combattere la malattia, ma anche a soggetti immunocompromessi (HIV positivi).
Si ¢ infatti registrato un significativo miglioramento dell’infezione accelerando cosi la fase
di guarigione, anche se non si assiste ad una eradicazione della malattia (Greenberg e
Cello, 1996).

Molti studi segnalano che il colostro ottenuto in seguito a iperimmunizzazione con antigeni
di oocisti di C. parvum ¢ in grado di proteggere sia 1'uomo sia il topo dalla
cryptosporidiosi, rispetto al semplice colostro ottenuto da animali non immunizzati (Fayer

etal., 1989).
PROBIOTICI:

La somministrazione di probiotici durante il decorso della patologia ¢ in grado di ridurre

sia la durata sia la quantita delle oocisti escrete (Alak et al., 1999; Ramirez et al., 2004).
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SUPPORTO NUTRIZIONALE:

La riabilitazione nutrizionale ¢ di fondamentale importanza soprattutto nella fase in cui si
assiste ad un danno diffuso della mucosa intestinale con conseguenti ripercussioni
sull’assorbimento enterico dei principi nutritivi. Inoltre, un buono stato di nutrizione aiuta
sensibilmente a ridurre la durata della patologia e ad attenuarne la gravita.

Si consiglia infatti una dieta leggera e facilmente digeribile oltre alla somministrazione di
glutammina che ¢ in grado di stimolare il riassorbimento di sodio nel piccolo intestino
anche in presenza di atrofia dei villi (Gargala, 2008).

Nei casi piu gravi il ricorrere ad una nutrizione parenterale puo aiutare in soggetti che si

trovano in condizioni di malnutrizione con persistente cryptosporidiosi.

In definitiva, non si dispone di terapie specifiche per Cryptosporidium, ma solo di
trattamenti palliativi che aiutano ad attenuare i sintomi o a ridurre la fase escretiva.

Inoltre va ricordato che, spesso, farmaci aventi discreti effetti su una determinata specie
animale risultano totalmente inefficaci in altre specie ospite creando cosi un ulteriore freno

nella determinazione di un’unica terapia efficace a combattere questa patologia.
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Capitolo 8 CRYPTOSPORIDIUM ¢ UOMO

La cryptosporidiosi ¢ stata riconosciuta come un’importante zoonosi gia nel 1980 (Current
et al., 1983), ma con il passare del tempo ha acquistato sempre maggiore rilevanza sia per
il crescente numero di casi isolati che per ’inefficacia dei comuni chemioterapici utilizzati
per trattare le altre infezioni da coccidi (Fayer e Ungar, 1986).

Si stima che in tutto il mondo ogni anno si verifichino 4 - 5 milioni di decessi a causa della
diarrea (Nemes, 2009), di cui 17,4% sono bambini e Cryptosporidium ¢ in grado di
complicare il quadro enterico sia nei bambini che nelle persone immunodepresse (HIV+ o
soggetti sottoposti a cure chemioterapiche) arrivando, nei piu gravi, anche al decesso.
L’infezione da Cryptosporidium nell’uomo ¢, infatti, la causa piu frequente di diarrea di
origine non virale (Robertson e Thompson, 2002).

Nelle persone immunocompromesse, a differenza delle persone immunocompetenti in cui
I’infezione ¢ autolimitante o si risolve in pochi giorni (al massimo 9-15 giorni), la
patologia decorre in modo particolarmente grave e pud durare anche per mesi (Farthing,
2000).

La sintomatologia, essendo poco specifica, spesso viene sottodiagnosticata e molte volte
viene infatti confusa con una blanda intossicazione alimentare.

Si assiste, infatti, per lo piu ad un semplice malessere generale, dolore addominale, perdita
di peso, anoressia, nausea, vomito e diarrea acquosa (Fayer et al, 1997; Marshall e
LaMont, 1997; Aydin et al., 2004).

Negli Stati Uniti si stima che ogni anno ci siano circa 748.000 casi di cryptosporidiosi
umana, ma meno del 2% sono quelli registrati (Painter ef al., 2015).

Situazione completamente diversa ¢ quella invece che si registra nei soggetti
immunodepressi con forme particolarmente debilitanti e croniche. Cryptosporidium in
questi pazienti pud inoltre migrare in sede ectopica e infestare i dotti epatobiliari e
pancreatici, dando luogo a colangite, colecistite e pancreatite, ma possono interessare
anche il tratto respiratorio con ritrovamento di oocisti nella saliva, nel lavaggio tracheale o
broncoalveloare, nelle biopsie effettuate a livello di polmone, nonché nella bile (Hojlyng et
al., 1987; Lucio-Forster et al., 2010; Mor et al., 2010; Desai et al., 2012).

Ruolo chiave nella prevalenza e gravita dell’infezione ¢ svolto, infatti, dai linfociti T CD4+

che rappresentano i mediatori piu importanti della immunita cellulare contro il parassita
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(Navin et al., 1999). Aspetto quest’ultimo gia notato nel 1996 da Colford et al. che
avevano suddiviso la gravita dell’infezione in base al numero di linfociti T CD4+ rinvenuti
nei pazienti affetti, riscontrando una correlazione tra diminuzione di cellule CD4+ e

aumento della gravita della sintomatologia.

8.1 Modalita di trasmissione e fattori predisponenti

Le via principale di trasmissione dell’infezione ¢ rappresentata dall’ingestione delle oocisti
del protozoo e pud avvenire attraverso il contatto con persone e animali infetti e/o
I’ingestione di acqua e cibo contaminati (Casemore et al., 1997; Hunter ¢ Thompson,
2005) (Figura 19).

Le scarse condizioni igieniche, I’immunocompromissione e la malnutrizione sono ritenuti i
principali fattori predisponenti per la cryptosporidiosi nell’'uomo (Rossle e Latif, 2013).
Rimane pero da confermare se la malnutrizione rappresenti una causa predisponente o se lo
scadente stato nutrizionale riscontrato nei pazienti affetti da cryptosporidiosi sia una
conseguenza della patologia per I’atrofia e la distruzione dei villi (Molbak ef al., 1997). In
uno studio condotto nell’ospedale di Gerusalemme, bambini con diarrea e oocisti di
Cryptosporidium nelle feci risultavano molto pit malnutriti di bambini con diarrea di altra
natura (Sallon et al., 1988).

Altri fattori di rischio sono rappresentati dalle condizioni di vita poco salutari, dallo scarso
peso alla nascita e/o dalla presenza di co-infezioni (Putignani e Menichella, 2010), come

riportato nella Figura 19.
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FATTORI EPIDEMIOLOGICI:

eta
genere
stato immunitario
distribuzione geografica
asintomaticita
infezioni self-limitanti
diagnosi difficile

ATTIVITA' UMANE:
diete e fattori igienici
grado di ubanizzazione/ruralizzazione
rifiuti urbani
alimentazione
viaggi
migrazioni
trattamento sistemi idrici
allevamenti e inquinamento annesso

fattori che influenzano
la prevalenza della
cryptosporidiosi e

relativa sorveglianza

FATTORI SOCIALIE
AMBIENTALI:
malnutrizione
disidratazione
calamita e variazioni climatiche
deforestazione
piogge stagionali
inquinamento

SORVEGLIANZA:
contaminazione delle acque
manipolazione non idonea del cibo
co-infezioni

Figura 19: Fattori che influenzano la prevalenza e la sorveglianza di Cryptosporidium.
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Tra i fattori di rischio non sono da trascurare anche i viaggi o il frequentare piscine e centri
acquatici pubblici (Nichols et al., 2009).

Le ripercussioni peggiori si registrano nei paesi poveri (Caccio e Putignani, 2014) dove le
norme igieniche sono scarsamente rispettate, ma anche i paesi industrializzati devono far
fronte a questa parassitosi dal momento che i principali bersagli sono i bambini e le
persone immunodepresse (HIV o soggetti sottoposti a cure chemioterapiche). In
particolare, 1 bambini sono esposti maggiormente al rischio di contrarre 1’infezione sia per
il loro sistema immunitario ancora immaturo sia per il fatto che si lavano poco
frequentemente le mani e si portano tutto alla bocca (Macpherson, 2005; Zambrano ef al.,
2014). Infatti, negli Stati Uniti Painter et al. (2015) dichiarano che i bambini nella fascia di
eta compresa tra 1 - 4 anni sono i piu coinvolti nell’infezione, seguiti poi da quelli tra 5 - 9
anni. In particolare, in questi soggetti la cryptosporidiosi ¢ causa di danno della mucosa
intestinale con conseguente ridotto assorbimento dei nutrimenti a danno della crescita,
dello sviluppo fisico e mentale soprattutto se I’infezione si sviluppa in soggetti di eta
inferiore ai 2 anni (Zambrano et al., 2014). Anche la stretta convivenza con gli animali
domestici puo essere fonte di infezione; in realta pero la crytposporidiosi nel bambino
causata da C. canis e da C. felis rappresenta rispettivamente il 2% e 1’1% dei casi (Xiao et
al., 2000). Le specie maggiormente isolate nei bambini infatti sono C. hominis (79%) e C.
parvum genotipo bovino (9%) (Xiao et al., 2000).

In Italia Brandonisio et al. nel 1996 hanno segnalato una prevalenza del 1,9% di
Cryptosporidium in bambini con enterite.

I soggetti immunocompromessi sono esposti al rischio per scarsa e/o non adeguata risposta
immunitaria (Rossle e Latif, 2013). In Italia ¢ stata valutata una prevalenza del 21,54% in
pazienti HIV positivi (Brandonisio et al., 1999).

La maggior parte dei casi di cryptosporidiosi umana ¢ dovuta ad infezioni sostenute da C.
hominis (63%) e da C. parvum (34%); sono stati riscontrati anche casi di infezione da parte
di altre specie come da C. canis, C. felis, C. meleagridis, C. muris, C. andersoni, C. suis €
C. cuniculus (Chalmers et al., 2001; Morgan ef al., 2002; Xiao e Feng, 2008), ma il rischio
zoonosico indotto dal contatto con i propri animali domestici ¢ alquanto trascurabile, come
era stato gia precedentemente affermato da Lindsay e Zajac (2004) ed ¢ riscontrato piu in
persone immunodepresse (Caccio et al., 2002) che in individui immunocompetenti (Gatei

et al.,2002).
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8.2 Distribuzione di Cryptosporidium nel mondo
Xiao e Feng (2008) in una review hanno raccolto tutte le segnalazioni di Cryptosporidium
nell’uvomo negli ultimi dieci anni, sottolineando come la prevalenza di una determinata

specie varia nei diversi Paesi del mondo (Tabella 3).
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Mixed

Location Patient type Sample size C. hominis C. parvum C. meleagridis C. felis C. canis species Reference
Portugal HIV+adults 29 7 16 3 3 Alves et al. (2003
Portugal HIV+adults? 9 2 5 2 Almeida et al. (2006
Spain Children and HIV+adults 105 69 34 1 1 Llorente et al. (2007
England Children and adults 2414 1005 1354 22 6 1 21 McLauchlin et al. (2000
Leoni et al. (2006
England Children and adults 1622 726 896 Sopwith et al. (2005
England Children and adults 1263 563 662 Hunter et al. (2003
England and Wales Children and adults 191 115 76 Hunter et al. (2004b
England and Wales Children and adults 2251 936 1315 Smerdon et al. (2003
England and Wales Children and adults 13112 6594 5981 99 22 2 65 Nichols et al. (2006
Scotland Children and adults 136 71 64 1 Mallon et al. (2003)
N. Ireland Children and adults 39 5 34 Lowery et al. (2001
France HIV+adults and other 46 14 22 3 6 Guyot et al. (2001)
immunocompromised
France HIV+adults 13 6 7 Bonnin et al. (1996
France HIV+adults and others 64 35 16 8 5 Coupe et al. (2005)
France Unknown 54 20 26 2? 6? Ngouanesavanh et al. (2006
Switzerland HIV+adults 13 2 7 1 3 Morgan et al. (2000)
Switzerland Children 14 11 3 Glaeser et al. (2004
Switzerland Unknown 9 9 Fretz et al. (2003
Denmark Various 44 25 18 1 Enemark et al. (2002
The Netherlands HIV- adults? 10 10 Caccio et al. (1999
The Netherlands” Mostly children 41 29 9 Ten Hove et al. (2007)
Czech Republic Children 9 9 Hajdusek et al. (2004)
Slovenia Children and adults 29 2 26 Soba et al. (2006)
Iran Children and HIV+adults 15 4 11 Meamar et al. (2007
Turkey Children 4 4 Tamer et al. (2007
Kuwait Children 62 3 58 2 Sulaiman et al. (2005
Taiwan HIV+adults 4 2 1 1 Hung et al. (2007
Japan All 19 13 3 3 Yagita et al. (2001
Japan Unknown 5 3 2 Abe et al. (2006
South Korea Unknown, rural area 7 7 Park et al. (2006
Australia All 83% 17% Morgan et al. (2000)
Australia Unknown 22 16 6 Chalmers et al. (2005b
New Zealand Unknown 423 198 223 Learmonth et al. (2004
Canada’ Children and adults 150 108 29 2 Ong et al. (2002
Canada Immunocompetent persons 11 4 6 Trotz-Williams et al. (2006)
USA HIV+adults 10 5 1 3 1 Pieniazek et al. (1999
USA HIV+adults 29 18 8 3 Xiao et al. (2004a)
USA All 178 119 25 Xiao et al. (2004b
USA All 49 1 44 Feltus et al. (2006)

Tabella 3: Distribuzione delle specie di Cryptosporidium patogene piu comuni per ’uomo nei paesi industrializzati (Xiao e Feng, 2008).
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Innanzi tutto si osserva una piu alta positivita nei Paesi in via di sviluppo rispetto ai paesi
industrializzati. Gia nel 1991 Current e Garcia (1991) avevano riscontrato una prevalenza
del 64-85% in Africa, Asia, Sud America e del 25-35% in Europa e Nord America.

Weber et al. (1999) confermarono il dato con valori di prevalenza del 50% nei paesi
sottosviluppati e del 10-20% nei paesi industrializzati con una maggior frequenza in
pazienti HIV positivi.

Si assiste comunque ad un maggior numero di casi nei centri abitati ad alta densita
demografica, rispetto alle zone rurali meno abitate (Current e Garcia, 1991).

Molto particolare ¢ invece la situazione che si ¢ venuta a verificare in Inghilterra in cui il
numero dei campioni positivi superava di gran lunga quelli ritrovati nel resto del mondo,
compresi 1 paesi poveri. Questo probabilmente ¢ da imputarsi sia ad una analisi piu
approfondita che all’impiego di metodologie piu specifiche e costose nella ricerca di
oocisti (Xiao e Feng, 2008).

In UK ed in altri Paesi europei la maggior parte delle infezioni umane ¢ causata da C.
parvum (McLauchlin et al., 2000; Caccio et al., 2000; Xiao, 2010), contrariamente a
quanto accade in USA, Australia, Cina, Giappone e in altri paesi sviluppati dove il
principale responsabile dell’infezione ¢ C. hominis (Xiao, 2010; Rossle e Latif, 2013).

Nei paest in via di sviluppo la specie maggiormente isolata ¢ C. hominis e in particolar
modo nei bambini e nei soggetti HIV positivi come descritto da Cama et al. (2003) in Peru,
dove il 67,7% dei casi di cryptosporidiosi umana sono causati da C. hominis, seguito poi
da C. meleagridis nel 12,6% dei casi, e quindi al terzo posto da C. parvum.

In Sud Italia Brandonisio et al. (1999) segnalano una prevalenza del 21,54% di C. parvum
in soggetti immunodepressi.

Non da meno perd sono anche i livelli di ubanizzazione o di ruralizzazione di uno stesso
Paese ad influenzare la diversa distribuzione del parassita. Xiao e Feng (2008) in una
review riportano infatti una maggiore positivita di C. hominis nelle aree urbane e di C.
parvum in quelle rurali. Quest’ultimo aspetto ¢ probabilmente legato alla maggior
presenza di allevamenti che fungono da possibile fonte zoonosica.

Questa diversa distribuzione era gia stata riscontrata nel 2000 da McLauchlin et al. che
avevano registrato molti casi di C. hominis in USA, di C. parvum (genotipo bovino) in UK
proprio per 1’alta ruralizzazione (McLauchlin et al., 2000). L’epidemia di afta epizootica

verificatasi in Inghilterra nel 2001 ha consentito una ulteriore indagine che ha messo in
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relazione diarrea umana e C. parvum genotipo bovino. In seguito a tale evento catastrofico
si € reso necessario attuare dei piani di controllo ed eradicazione (sono stati macellati ben
6.245.349 animali e si sono limitate le movimentazioni nel Paese per alcuni mesi sia di
animali sia di persone). Oltre ad eradicare 1’epidemia di afta, i casi di cryptosporidiosi
umana legata a C. parvum genotipo bovino si sono ridotti drasticamente, sottolineando il
ruolo del bestiame quale fonte di contagio per I’'uomo in questo contesto (Hunter et al.,
2003).

Le specie di Cryptosporidium ad oggi conosciute sono 30 e sono rappresentate, nella
Figura 20 tratta dalla review di Slapeta (2013), con I’albero filogenetico e con il potere

patogeno che hanno nei confronti dell’uomo.

FJ262725 €. cuniculus [genotype: rabbit] e — Species VII 4]
Cryptosporidium parvum AF108865 C. hominis [genctype: | huma e - Species XVIII “‘K
species complex AF108864 C. pestis [genotype: Il bovine] - Species XXII ﬁ “
AF112571 C. parvum [genctype: mouse | e Species |l H
AF115378 C. wrairi === Species IV
AF112574 C. meleagridis (syn. C. tyzzer e - Species Il i
AF112570 C. fayeri [genctype: marsupial [] ——— - Species XXIlI ﬁ
JINB46705 C. viatorum e species xxix B11
AF 112576 C. canis [genotype: dog] Species XVII H =
3
AF513227 C. macropodum [genctype; mars - Species XXV1 §
AF115377 C. suis [genctype: pig 1] e ———————- Species XX K i
) o X HM208366 C. wbiguitum [genotype: deer - Species XXVIII K
Public health significance: AF108862 C. felis [genotype: caf] : - Species VIl KH
K minor AF112573 C. varanii (syn. C. saurophilum) [genotype:dese - Species XII
“ moderate 56 EF547155 C. ducismarci e
K“ major JX424840 C. scrofarum [genotype: pig Il] K
98 o4 EU410344 C. ryanae [genotype: deer-ike] —
82":‘— FJBIBOS0 C. agni (syn. C. xioai) [genotype: G -
- 921 AY741305 C. bovis [genotype: bovne B]
L19068 C. baileyi
AF151376 C. serpentis ]
= I_ EU1B2751 C. fragile Species. q
AF 316624 AY 168847 C. gaHi e -3
AB089284 C. muris [genotype: Bl - i 3
76 L— AF093496 C. andersoni[genotype: A] S — H
P IrEmEn— HM243547 C. molnari T
..... ;--------------g AY524773 C. cichlidis [genotype: pise _—
E FJ769050 C. reichenbac hklinkei [genctype: piscinetij s
ssrRNA i1 C.pasoris e
0.02 :-.: C.scophthalmi 008w T

Figura 20: Albero filogenetico delle 28 specie di Cryptosporidium ottenuto dalle sequenze di ssTRNA e
relativa patogenicita nell’'uomo. Per le specie C. nasorum e C. scophthalmi la sequenza di ssTRNA non é
disponibile (Slapeta, 2013).
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C. parvum (genotipo bovino, riclassificato come C. pestis, Figura 20) e C. hominis,
nonostante siano responsabili del 90% dei casi di cryptosporidiosi umana, differiscono
nella specificita d’ospite, nella loro patogenicita e nei sintomi clinici riscontrati nell’uomo
affetto (Peng et al., 1997); tuttavia 1 principali mezzi di trasmissione per le due specie
risultano uguali (Caccio e Putignani, 2014) (Figura 21).

Vari studi condotti in Europa e in America latina (McLauchlin et al., 1999; Xiao et al.,
2001; Cama et al., 2003) hanno dimostrato anche che individui infettati da C. hominis
presentano un quadro clinico piu grave, eliminano un maggior numero di oocisti nelle feci
e per un periodo piu lungo (10 giorni), rispetto a quelli infettati da C. parvum (5-6 giorni,
Cama et al., 2008); relativamente a C. parvum, C. canis ¢ C. felis Cama et al. (2007)
segnalano diarrea cronica, in particolare in pazienti HIV positivi, nonch¢ vomito nel caso

delle infezioni da C. parvum.

Cryptosporidium hominis

Recreational water |
| ‘ ,| Direct transmission
| Drinking water | ‘ Hospital
Family
A Day-care centres
| contact
| Water freatment | v Sexual contac

|
Surface water, groundwater | v
& | Contamination of soil and water |

Cryptosporidium parvum

T
ecreational water ‘ ‘
__D inkin it E H
rinking water WO
A & | Direct transmission

Water treatment

Hospital
A Family
Sewage Day-care centres
| Surface water, groundwater | Sexual confact

~ | Contamination of soil and water |

Figura 21: Principali metodi di trasmissione di C. hominis e di C. parvum
(Caccio e Putignani, 2014).
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C. parvum (genotipo bovino) ¢ la specie che ¢ stata isolata in numerosi altri mammiferi al
di 1a del bovino. E’ stato infatti ritrovato sia nei cavalli sia negli agnelli che, una volta
infettatisi, sono stati in grado di trasmettere a loro volta I’infezione all’'uomo (Chalmers et
al., 2005, Galuppi et al., 2016). Giangaspero et al. (2006) hanno isolato C. parvum dal

cane, anche se per questo C. canis rimane la specie predominante.

8.3 Fattori che influenzano la distribuzione di Cryptosporidium

Fattori meteorologici (temperatura e piovositd) e comportamenti antropici sono in stretta
correlazione con 1’aumentare o il diminuire del numero di casi di cryptosporidiosi di
genotipi diversi (Atwill ef al., 1999; Jagai et al., 2009).

Lo si evince dai numerosi studi condotti in aree geograficamente lontane e con economie
diverse.

Meinhardt et al. (1996) hanno individuato in UK due picchi annuali di epidemicita: il
primo di solito in primavera, associato all’alta piovosita, all’abitudine di portare gli animali
al pascolo e alla dispersione dei liquami; il secondo in autunno, legato alle persone di
ritorno da viaggi, effettuati durante 1 mesi estivi, in paesi con alta prevalenza.

Andamento analogo ¢ descritto da McLauchlin et al. (1999) che riscontrano una relazione
tra genotipo e stagione: C. parvum genotipo 1 o genotipo umano/estate-autunno (legato ai
viaggi effettuati nei mesi precedenti); C. parvum genotipo 2 o genotipo bovino/primavera
(legato alla correlazione bestiame-pascoli-contaminazione fecale).

Anche Pedraza-Diaz ef al. (2001 b), grazie agli studi molecolari, hanno attribuito ad ogni
picco un genotipo specifico. Hanno infatti notato che si era di fronte ad un maggior
numero di casi in concomitanza con piogge abbondanti. Il dilavamento del terreno e il
successivo percolamento delle acque contribuiscono notevolmente a contaminare sia le
acque potabili che 1 vegetali destinati poi al consumo umano. In particolare, essendo C.
parvum genotipo 2 associato al bestiame, si assisteva ad un aumento di casi di infezione
durante la primavera in concomitanza sia del pascolo che delle piogge stagionali.

Lo studio di Smerdon et al. (2003) giunge ad uguali conclusioni: mentre nella prima parte
dell’anno ¢ coinvolto principalmente C. parvum genotipo 2 (e quindi legato al bestiame),
nell’altra meta dell’anno il piu rappresentato ¢ C. parvum genotipo 1, umano, legato cioe

alla trasmissione persona-persona.
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Nonostante questa diversa distribuzione dei genotipi, negli ultimi anni si ¢ verificata una
diminuzione della prevalenza del genotipo 2 in Wales e Inghilterra (Smerdon et al., 2003).
Questo fatto si puo ricollegare sia ad una diminuzione dei contatti tra uomo-bestiame in
questa regione sia alla limitazione dell’utilizzo dell’acqua reflua dei macelli come acqua di
abbeverata del bestiame.

Rose et al. (2002) hanno evidenziato come I’utilizzo di acque reflue di macelli incrementi
sensibilmente il numero di casi di cryptosporidiosi negli allevamenti che utilizzano questa
fonte idrica nelle operazioni routinarie di pulizia dell’azienda.

Anche Desai et al. (2012) segnalano, in India, un acuirsi dei disturbi gastro-enterici in
concomitanza con i mesi piovosi a conferma che i fattori meteorologici influenzano

I’intensita delle epidemie stagionali.

8.4 Implicazione di Cryptosporidium nell’alimentazione

La cultura e la religione influenzano notevolmente il modo di alimentarsi, ma anche il
crescente diffondersi della moda di mangiare sushi, sashimi, carne cruda o poco cotta o
crostacei crudi espone ogni giorno sempre di pit I’'uomo a contrarre un gran numero di
patogeni.

Infatti si sono registrati casi di “foodborne outbreak” legati al consumo di alimenti
contaminati da Cryptosporidium. La trasmissione puo avvenire non solo direttamente dal
cibo, ma anche in modo indiretto attraverso una non corretta manipolazione senza
I’applicazione di buone pratiche igieniche (Robertson e Chalmers, 2013).

Un esempio ci ¢ fornito dalla segnalazione di una sintomatologia gastro-enterica con
diarrea acquosa, affaticamento, dolore addominale, nausea, emicrania, febbre e vomito
avvenuta ad Helsinki nel 2008 in seguito al consumo di insalata in una mensa della catena
“Public Works Department (Ponka ef al., 2009).

Il cibo inizialmente ¢ stato testato per vari patogeni (Escherichia coli, Enterococchi, S.
aureus, Campylobacter, Enterobacteriaceae, Cryptosporidium), ma solo grazie alla
genotipizzazione ¢ emerso che la contaminazione era da riferirsi a C. parvum.

Anche altri studi hanno evidenziato i vegetali crudi, in particolare ’insalata, come 1

principali vettori di cryptosporidiosi (Long et al., 2002). Numerosi casi si sono verificati
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anche in seguito al consumo di latte non pastorizzato e contaminato da Cryptosporidium

(Harper et al., 2002).

Cryptosporidium ¢ in grado di parassitare anche specie acquatiche come crostacei,
molluschi bivalvi (vongole, ostriche, cozze, tartufi di mare) (Freire-Santos et al., 2000).
Oocisti di Cryptosporidium rinvenute nell’emolinfa e nella polpa di Chamelea gallina
(vongola), con una concentrazione minima inferiore a 30 oocisti (Dillingham et al., 2002;
Giangaspero ef al., 2005), sono in grado di infettare un uomo adulto immunocompetente.
Inoltre I’elevata capacita di sopravvivenza (anche 1 anno) delle forme infettanti in
ambiente marino motiva la presenza di oocisti nei molluschi bivalvi in grado di persistere
anche dopo due settimane di depurazione (Gomez-Couso et al., 2003); cio richiama
I’attenzione sul rischio sanitario e sulla necessita di rivedere i tempi di depurazione delle
sopraddette specie ittiche che, d’altro canto, rappresentano un buon indicatore per il
monitoraggio dei fiumi e delle acque dell’Adriatico di organismi di interesse
antropozoonosico (Molini ef al., 2004).

Rimane pero il fatto che i casi segnalati di cryptosporidiosi da contaminazione alimentare
sono molto limitati se confrontati ai casi associati alla frequentazione di piscine e ambienti
acquatici (Yoder ef al., 2008). Si ¢ infatti dimostrato che per contaminare una piscina

intera ¢ sufficiente una sola persona positiva (Pedraza-Diaz et al., 2001 a).
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Capitolo 9 PREVENZIONE

La notevole resistenza delle oocisti ai normali trattamenti con disinfettanti e alle
temperature estreme, gli scarsi risultati terapeutici con i farmaci in commercio, nonche la
bassa dose infettante necessaria (meno di 10 oocisti) per generare infezione nell’uomo
(Okhuysen et al., 1999) rendono necessarie alcune misure preventive riguardanti:

e Igiene della persona

e Igiene degli alimenti

e Potabilizzazione dell’acqua

e Educazione sanitaria dei proprietari di animali.

La prevenzione quindi ¢ di fondamentale importanza soprattutto quando si ¢ di fronte a
soggetti immunodepressi, bambini, anziani, soggetti sottoposti a terapie immunodepressive
e tutto il personale (allevatori e veterinari) che con la loro pratica quotidiana sono esposti
ogni giorno al rischio zoonosico.

Alle persone affette da HIV+ si consiglia, infatti, di limitare il contatto con animali di eta
inferiore ai 6 mesi di eta in quanto in questi si sono dimostrate prevalenze particolarmente
elevate (Hamnes et al., 2007).

Si raccomanda, inoltre, di far sempre bollire ’acqua non potabile per almeno 3 minuti
prima del consumo, utilizzare filtri appositi e quando possibile disinfettare le superfici con
ammoniaca. Si ¢ visto infatti che una soluzione di ammoniaca al 50% ¢ in grado di
inattivare le oocisti in circa 30 minuti (Scorza e Tangtrongsup, 2010). Anche
concentrazioni al 10% di formalina sono in grado di distruggere le oocisti. Perd quando si
utilizzano concentrazioni piu basse di questi disinfettanti negli ospedali e nei laboratori
clinici, I’efficacia viene ridotta e il rischio di infezione ritorna elevato (Current e Garcia,
1991).

Efficace si ¢ dimostrato il biossido di cloro, in grado di inattivare il 90% delle oocisti
(Peeters et al., 1989), ma 1 risultati piu soddisfacenti sono stati ottenuti con i raggi
ultravioletti che sono in grado di alterare il DNA delle oocisti, senza pero alterare la
permeabilita delle membrane, rendendolo cosi incapace di replicarsi. Il loro effetto ¢ legato

alla capacita del DNA di assorbire gli UV fotoni (Craik et al., 2001). I raggi UV sia a
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media che a bassa pressione si sono dimostrati efficaci nell’inattivare fino al 99,9% delle
oocisti nell’acqua potabile (Craik et al., 2001).

I vantaggi di impiego degli UV sono innumerevoli: la loro capacita di inattivare non solo
Cryptosporidium, ma molti altri protozoi, la non necessita di additivi chimici e il limitato
tempo di contatto (alcuni minuti) per ottenere ottimi risultati. Un'altra tecnica impiegata
per disinfettare 1’acqua ¢ ’ozono. Il suo utilizzo perd ha un grosso limite rappresentato
dalla temperatura dell’acqua; infatti una diminuzione di 10 °C della temperatura dell’acqua
fa diminuire di un fattore tre il grado di inattivazione delle oocisti di C. parvum rendendo
tale procedura inadatta nei climi freddi. Inoltre, tale procedura risulta pericolosa e
sconsigliata poich¢ 1’ozono produce bromuro, un potente cancerogeno (Rennecker et al.,
1999).

Il congelamento a -20°C o I’esposizione a +60°C, i trattamenti di pastorizzazione, di
scongelamento, di essicazione, la cottura degli alimenti e 1’utilizzo del vapore si sono
dimostrati efficaci nel rompere le oocisti (Scorza e Tangtrongsup, 2010).

Basta pero conservare il protozoo a 4°C in una soluzione a 2,5% di bicromato di potassio
per mantenere vitali le oocisti di C. parvum per 3 - 4 mesi (Current e Garcia, 1991).

Per limitare I’infezione negli allevamenti ¢ di fondamentale importanza una corretta
gestione con idonee pratiche igieniche per evitare la contaminazione fecale dell’abbeverata
e degli alimenti, raggruppando gli animali in base all’eta e soprattutto evitando il
sovraffollamento. Si € riscontrato inoltre che una somministrazione precoce di colostro ai
vitelli entro le 6 ore dalla nascita ¢ in grado di ridurre drasticamente il rischio di
cryptosporidiosi (Fayer et al., 1989). Inoltre, ¢ importante separare immediatamente dagli
altri gli animali positivi con sintomatologia manifesta per limitare la diffusione
dell’infezione e trattare con idonei mezzi le feci e 1 liquami per distruggere le oocisti.
Molto sensibili al controllo della cryptosporidiosi causata dalla contaminazione delle acque
sono gli USA che gia nel 1971 hanno emanato un piano di controllo: il Waterborne
Disease and QOutbreak Surveillance System (WBDOSS), integrato da linee guide dei
Centers for Disease Control and Prevention (CDC, Cryptosporidiosis Outbreak Response
& Evaluation Guidelines, CORE, Reducker et al., 1985). Una particolare attenzione ¢
posta sulla corretta gestione delle piscine in quanto queste, soprattutto nel periodo estivo,
diventano la principale fonte di diffusione dell’infezione (Painter et al., 2015). Sono

necessari un incremento dei controlli, disinfezioni supplementari con raggi ultravioletti o
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0zono nei centri acquatici, trattamenti settimanali con cloro e I’utilizzo di idonei filtri per
limitare la diffusione del patogeno. CORE consiglia di lavarsi accuratamente con il sapone
prima di accedere alla piscina, non ingoiare 1’acqua della piscina e astenersi dal
frequentare 1 centri acquatici se affetti da diarrea.

Non da meno ¢ il rispetto delle buone pratiche di igiene come il lavarsi le mani dopo aver
usato i servizi pubblici, prima di mangiare, dopo aver buttato la spazzatura, dopo aver
avuto contatti con persone ammalate o dopo aver interagito con animali.

I1 Model Acquatic Health Code (MAHC, CDC) ha inoltre raccomandato, oltre alle
semplici norme igieniche, nella prevenzione della cryptosporidiosi, di porre particolare
attenzione nell’ingestione di cibi e acqua durante i viaggi e di limitare il piu possibile il

consumo di latte non pastorizzato.
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Capitolo 10 MATERIALI E METODI

10.1 Campionamenti ambientali

Questa ricerca ¢ stata condotta nell’ambito di un Progetto di Ateneo (prot.
CPDA110843/2011) dell’Universita degli Studi di Padova (Dipartimento di Medicina
Animale, Produzione e Salute - MAPS), in collaborazione con I’Universita degli Studi di
Teramo (Dipartimento di Scienze Biomediche Comparate) e con 1’assessorato all’ambiente
della citta di Padova.

Il campionamento, eseguito nel periodo compreso tra Giugno e Dicembre 2013 , ha
interessato tutte le aree urbane, in particolar modo aree pedonali, marciapiedi, piste
ciclabili, portici, cigli stradali e piazze.

In base a dati aggiornati a Gennaio 2015, il territorio comunale si estende per circa 92,850
km® di  superficie e presenta una popolazione di 211.210 abitanti

(http://demo.istat.it/pop2015/index.html).

Il campionamento ¢ stato eseguito secondo un ben preciso studio del territorio. Allo scopo
di monitorare ’intero territorio comunale, con il software Google Earth (versione
7.1.5.1557) ¢ stata disegnata una griglia a ricoprire I’intera area della citta. I 6 quartieri
principali (Figura 22 e Tabella 4) sono stati suddivisi in 84 celle della dimensione di 0,8 x

1,1 km ciascuna (Figura 21).
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Figura 12: Quartieri di Padova (http://cartografia.comune.padova.it/mappe/index.html)
Legenda: 1. Centro storico, 2. Nord, 3. Est, 4. Sud-Est, 5. Sud-Ovest, 6. Ovest.

QUARTIERI

CENTRO STORICO

NORD

EsT

SuUDp-EsT

SuD-OVEST

OVEST

TERRITORIO (LOCALITA)

PI1AZZE, SAVONAROLA, SANTO, PORTELLO, PRATO DELLA VALLE, STAZIONE
FERROVIARIA

ARCELLA, S. CARLO, PONTEVIGODARZERE, S. BELLINO

FIERA, STANGA, FORCELLINI, MORTISE, TORRE, SAN LAZZARO, PONTE DI
BRENTA, ZONA INDUSTRIALE, ISOLA DI TERRANEGRA, CAMIN, GRANZE

CITTA GIARDINO, SANT'OSVALDO, MADONNA PELLEGRINA,
VOLTABAROZZO, SS. CROCEFISSO, SALBORO, GUIZZA

SACRA FAMIGLIA, SAN GIUSEPPE, PORTA TRENTO SUD, PORTA TRENTO
NORD, MANDRIA

BRUSEGANA, CAVE, BRENTELLE, SANT'IGNAZIO, MONTA, PONTEROTTO,
SACRO CUORE, ALTICHIERO

Tabella 4: Elenco e descrizione dei quartieri della citta di Padova
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SUPERFICIE
(km?)

5,2
6,71

28,02
17,58
14,05

21,88
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Ciascuna cella ¢ stata suddivisa in ulteriori 4 sub-aree con dimensione di 0,4 x 0,55 km
ciascuna (Figura 24). Sono state escluse dal campionamento 31 celle che ricoprivano aree
non accessibili come basi e insediamenti militari, area aeroportuale e zone industriali.
Nelle 53 celle campionabili (Figura 23) ¢ stato studiato un percorso che attraversasse tutte
e 4 le sub-aree di ciascuna cella e che passasse lungo le vie caratterizzate da una maggiore
densita abitativa (Figura 24). Nella Figura 25 sono riportati tutti i percorsi compiuti nelle

53 celle campionabili.

Figura 23: Griglia sovrapposta al territorio della citta di Padova e celle campionabili numerate da 1 a
53 (Google Earth).
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In rosso il percorso tracciato.
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Figura 25: Le linee verdi indicano il dettaglio dei percorsi tracciati per ciascuna cella.

L’inizio del campionamento era fissato alle 9.00 del mattino per facilitare il ritrovamento
di feci il piu possibile fresche e si riteneva concluso al termine del percorso designato. E
stato deciso infatti di raccogliere esclusivamente feci ritenute fresche e di evitare il
prelievo ripetuto delle feci presumibilmente di uno stesso animale. Inoltre si ¢ ritenuto
opportuno sospendere 1 campionamenti nel mese di Agosto, sia per la scarsa presenza dei
cittadini e dei loro cani nel periodo estivo in citta, sia per le elevate temperature, tipiche del
periodo, che avrebbero reso le feci inidonee all’analisi.

Ogni campionamento prevedeva almeno due squadre composte ciascuna da due persone
che, percorrendo a piedi il percorso designato, setacciavano ognuna un lato della strada.
Tutti 1 residui fecali osservati durante il tracciato sono stati annotati e georeferenziati
mediante 1I’'impiego di un GPS portatile e solo quelli ritenuti idonei sono stati raccolti in
appositi contenitori, etichettati individualmente e conservati in una borsa frigo fino al
termine del campionamento per poi venir immediatamente trasportati al Laboratorio di

Parassitologia e Malattie parassitarie del Dipartimento MAPS.
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Successivamente tutti i campioni pervenuti in laboratorio sono stati mantenuti a +4°C e
analizzati entro 1 due giorni successivi. Di ogni campione ¢ stata prelevata una aliquota e
conservata a -20°C per le successive analisi biomolecolari.

Il campionamento ¢ stato accompagnato da un’attivita volta a valutare la consapevolezza
del cittadino sui rischi sanitari associati alla presenza di feci canine nell’ambiente
attraverso la somministrazione di questionari a proprietari € non proprietari di cani. I

risultati di quest’attivita sono stati descritti nell’elaborato di Bonassi (2015).

10.2 Cani di proprieta

Il campionamento ¢ stato effettuato nel periodo Febbraio-Aprile 2012 grazie alla
collaborazione di veterinari liberi professionisti (n=7) operanti nella citta di Padova e nei
Comuni limitrofi (Figura 26). I campioni di feci appartenevano a cani di proprieta che si
recavano in ambulatorio per visite di routine (es. vaccinazioni).

Ogni veterinario ¢ stato fornito di schede da compilare per ogni singolo campione
riportanti dati segnaletici ed anamnestici quali:

dati dell’animale (eta, sesso, razza);

tipologia di ambiente di vita (appartamento, giardino);

convivenza con altri animali;

frequentazione di aree verdi pubbliche;

eventuali sintomi enterici presenti al momento del campionamento;

pregresse parassitosi e trattamenti parassitari effettuati.

I campioni pervenuti in laboratorio sono stati conservati a temperatura di refrigerazione
(+4°C) ed analizzati entro 48 h dal loro arrivo. Una piccola parte ¢ stata poi aliquotata e

conservata a -20°C per le successive analisi biomolecolari.
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Figura 26: Distribuzione geografica degli ambulatori veterinari che hanno collaborato; il perimetro in
rosso delimita I’area della Provincia di Padova.
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10.3 Analisi di laboratorio

ANALISI BIOMOLECOLARI

Per determinare la presenza di Cryptosporidium nei campioni fecali, data la scarsa
sensibilita dei metodi copromicroscopici a causa delle piccole dimensioni delle oocisti e
della loro limitata eliminazione nelle feci nella specie canina (Scorza e Tangtrongsup,

2010), si ¢ deciso di optare per le tecniche biomolecolari, secondo 1 seguenti step:

1. Estrazione del DNA

2. Real Time duplex
3. Real Time PCR su SYBR® green I
4. Nested PCR
5. Elettroforesi su gel di agarosio al 2%
6. Sequenziamento

Estrazione del DNA

Le aliquote precedentemente prelevate dai campioni fecali e conservate alla temperatura di
congelamento (-20°C), sono state progressivamente decongelate e sottoposte ad estrazione
del DNA con il kit commerciale PSP® Spin Stool DNA Kit (Invitek GmbH, Germania)
seguendo le indicazioni del produttore.

Una volta ottenuti, gli estratti sono stati analizzati con le tecniche biomolecolari di cui

sopra o, qualora non fosse stato possibile, ricongelati a -20°C.
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Real Time Duplex

Dal momento che quest’indagine rientrava in una piu ampia che prevedeva la
determinazione di altri parassiti intestinali tra cui anche Giardia duodenalis, la procedura
biomolecolare in oggetto ¢ stata messa a punto per la determinazione contemporanea di
entrambi i protozoi.

I primer e la sonda utilizzati per la determinazione di G. duodenalis avevano come gene
target il gene che codifica per la piccola subunita ribosomiale del RNA (18S-rRNA o SSU-
rRNA) e sono stati tratti dal lavoro di Verveij et al. 2003 (Tabella 5).

I primer e la sonda specifici per ’individuazione di Cryptosporidium spp. sono stati
disegnati da Guy et al. (2003) per amplificare una porzione (151 bp) del gene che codifica
per la proteina di parete di Cryptosporidium (gene COWP) e sono riportati nella Tabella 5.

Identificativo Sequenza

Giardia duodenalis

Primer forward — Giardia F 5’-GACGGCTCAGGACAACGGTT-3’
Primer reverse — Giardia R 5’-TTGCCAGCGGTGTCCG-3’
Sonda double-labeled — Giardia T FAM- 5’-CCCGCGGCGGTCCCTGCTAG-3’-TAMRA

Cryptosporidium spp.

Primer forward — COWP P702-F 5-CAAATTGATACCGTTTGTCTTTCTG-3'
Primer reverse — COWP P702-R 5’-GGCATGTCGATTCTAATTCAGCT-3’
Sonda double-labeled — COWP P702-P HEX-5'- TGCCATACATTGTTGTCCTGACAAATTGAAT-3’-BHQ1

Tabella 5: Primer e Sonde double-labeled della Real Time PCR duplex.
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Il volume finale di reazione era di 10 pul comprensivo di Sul di un reagente pronto all’uso
FastStart Essential DNA Probes Master a concentrazione 2x (Roche, Germany), 0,1ul di
PCR Grade water, 0,5ul (0,5umol) di ciascun primer specifico, 0,2ul (0,2pmol) di
ciascuna sonda e 2,5ul di DNA estratto dai campioni fecali. La reazione di amplificazione
¢ stata eseguita in un LightCycler® Nano (Roche, Germany) e prevedeva un primo step a
95°C per 10 minuti, seguito da 45 cicli di 95°C per 10 secondi e 60°C per 30 secondi. Per
garantire la buona riuscita della procedura, ad ogni reazione sono stati inclusi un controllo
positivo (DNA target di entrambi 1 protozoi) e un controllo negativo (no DNA aggiunto).

Poiché¢ in fase di validazione della procedura di Real Time duplex ¢ stato evidenziato che a
parita di cisti e oocisti rispettivamente di Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp.,
quest’ultimo veniva inibito a favore della determinazione di Giardia, si ¢ deciso di ritestare
con la metodica di Real Time PCR su SYBR® Green I i campioni positivi a Giardia per
valori di cicli di amplificazione (Cq) inferiori a 33. Si veda il Paragrafo “Validazione delle

metodiche biomolecolari”.

Real Time PCR su SYBR Green I

La procedura di Real Time PCR su SYBR" Green I ¢ stata messa a punto in condizioni di
touch-down (gene COWP). La miscela di reazione aveva un volume finale di 10ul di cui
Sul di FastStart Essential DNA Green Master concentrato 2x (Roche, Germany), 2,6ul di
PCR Grade water, 0,2ul (0,2umol) di ciascun primer (COWP P702-R e COWP P702-F)
(Tabella 5) e 2ul di DNA estratto dai campioni fecali.

L’amplificazione ¢ avvenuta in un LightCylcler® Nano (Roche, Germany) con il seguente
programma: uno step iniziale a 95°C per 10 min, seguito poi da 50 cicli costituiti da una
fase di denaturazione (95°C per 10 sec), da una fase di annealing (65°C per 10 sec) e da
una finale di estensione (72°C per 15 sec).

Lo step di annealing ¢ stato condotto in condizioni di touch-down, ovvero la temperatura
iniziale di 65°C per 10 sec ¢ stata diminuita di 0,5°C/sec ad ogni ciclo durante i primi 10
cicli fino a raggiungere la temperatura di annealing di 60°C. I successivi 40 cicli sono stati
eseguiti alle condizioni di temperatura raggiunta.

Terminata questa prima fase, 1 campioni positivi sono stati individuati attraverso 1’analisi

della curva di Melting. La temperatura ¢ stata incrementata gradualmente da 60°C a 95°C
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ogni 15 sec (alla velocita di 0,1°C/sec) monitorando continuamente la fluorescenza. Per
ogni campione ¢ stata registrata una temperatura specifica di Melting (Tm).
Ad ogni reazione sono stati inclusi un controllo positivo (DNA target) ¢ un controllo

negativo (no DNA aggiunto).

Nested PCR (gene SSU — rRNA)

I campioni risultati positivi a Cryptosporidium spp. in Real Time PCR duplex con Cq
inferiori o uguali a 33 sono stati successivamente processati in Nested PCR per
confermarne la positivita, amplificando una porzione del gene 18S rRNA o SSU-rRNA. La
procedura in oggetto si sviluppava in due PCR sequenziali. Rispettivamente dalla prima
PCR si otteneva un amplicone di circa 1325bp, mentre dalla seconda PCR un amplicone,
interno al precedente, di circa 820bp.Per la messa a punto di questa procedura si ¢ partiti
dalla tecnica descritta da Xiao et al. (2004) a cui sono state apportate le seguenti
modifiche: il volume finale di reazione per la prima PCR era di 30pul costituito da 3ul di
DNA, 3ul di Buffer 10X, 0,6pul (0,4uM) di ciascun primer (SSU-F2 e SSU-R2) (Tabella
6), 0,4ul (1 UI) di AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (Applied Biosystem®, USA), 0,6l
di deossinucleotidi trifosfato (ANTPs) 10mM, 3,6pul di dicloruro di magnesio (MgCl,)

25mM e infine acqua bi-distillata a volume.

Identificativo Sequenza

Primer forward — SSU-F2 5-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’

Primer reverse — SSU-R2 5’-CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3’

Primer forward — SSU-F3 5’ -GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’
Primer reverse — SSU-R3 5’-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’

Tabella 6: Primer utilizzati nella Nested PCR (gene SSU-rRNA).

Il processo di amplificazione, realizzato in un T-Personal Thermocycler (Biometra,
Germany), prevedeva 1 seguenti step:

e 95°C per 5 min;

e 35 cicli di 94°C per 45 sec, 55°C per 45 sec, 72°C per 60 sec;

e 72°C per 5 min.
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La seconda PCR ripeteva le stesse condizioni di reazione della prima ad eccezione di
alcuni componenti della miscela ovvero il MgCl, veniva abbassato a 1,8ul, i primer
utilizzati erano SSU-F3 e SSU-R3 (Tabella 6) e il DNA corrispondeva a 2ul
dell’amplificato della prima reazione. Ad ogni reazione sono stati aggiunti un controllo

positivo ed uno negativo.

Elettroforesi su gel di Agarosio al 2%

Per verificare la riuscita della reazione di amplificazione ¢ stata effettuata una elettroforesi
su gel di agarosio al 2% additivato di SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen™, USA),
che consentiva la separazione dei frammenti di DNA in base alla forma e al peso

molecolare.

1) PREPARAZIONE DEL GEL DI AGAROSIO AL 2%

I1 gel veniva preparato sciogliendo in una beuta 2 g di agarosio in 100 ml di tampone TBE
1x mediante riscaldamento della sospensione in un forno a microonde. In funzione delle
dimensioni del gel che si voleva ottenere, si versavano circa 40 o 60 ml in un piccolo
becker e poi sotto cappa aspirante venivano aggiunti rispettivamente 2,6 o 4 ul di SYBR®™
Safe DNA Gel Stain.

II gel veniva versato in un’apposita vaschetta provvista di pettine per la formazione dei

pozzetti dove venivano poi caricati i campioni da analizzare.

2) CORSA ELETTROFORETICA

Il gel, una volta solidificato, veniva posto nella camera di un apposito apparecchio da
elettroforesi, precedentemente riempita con il tampone TBE 1x e veniva rimosso il pettine.
Nei pozzetti venivano caricati con una pipettatrice automatica 10 ul di campione al quale
era stato aggiunto 1,8 ul di tampone di caricamento (DNA Gel Loading Dye 6x, Thermo-
Scientific, USA). In parallelo alla corsa dei campioni, veniva caricato uno standard di
DNA (GenRuler 100 bp DNA Ladder, ThermoScientific, USA) di dimensioni e
concentrazioni note per confrontarlo con 1 campioni di nostro interesse. Durante la corsa
elettroforetica, un alimentatore applicava un campo elettrico di circa 100 volt per 30 minuti

che permetteva la migrazione dei frammenti.
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3) ANALISI DEL GEL

Alla fine della corsa elettroforetica, la lettura automatizzata del gel veniva eseguita con
I’ausilio di Gel Doc™ EZ System (BIO-RAD, Belgio). In caso di risultato positivo, per il
campione amplificato si ricavavano approssimativamente dimensione (in bp) e
concentrazione di DNA (in ng/ul) per confronto con lo standard di riferimento. Queste
informazioni sono state poi utili per calcolare la quantita di campione (in pl) necessaria per

il sequenziamento.

Sequenziamento

Una volta ottenuti gli ampliconi di Cryptosporidium spp. dalle reazioni di Nested PCR e
gli ampliconi di Cryptosporidium spp. dalla procedura di Real Time PCR su SYBR® Green
I, questi sono stati inviati al laboratorio della Macrogen Europe (Olanda) per il
sequenziamento. Le analisi delle sequenze sono stata effettuate con il software
ChromasPro version 1.7.5 (Technelysium Pty Ltd, Australia). Infine, le sequenze cosi

ottenute sono state confrontate con quelle disponibili presso la banca dati GenBank ™.

Analisi dei dati

Per la raccolta dei dati relativi ai campionamenti eseguiti nelle aree urbane e ai cani di
proprieta, sono state predisposte delle apposite banche dati (fogli di lavoro Excel 2007).

In particolare, per i campioni prelevati lungo le vie cittadine (aree urbane), sono stati
inseriti nel rispettivo dataset i dati di georeferenziazione (cella e quartiere in questione)
relativi sia alle feci osservate e non raccolte sia alle feci raccolte con 1 relativi esiti delle
analisi di laboratorio (esame copromicroscopico e analisi biomolecolari).

I dati relativi ai cani di proprieta, riportati nelle schede di accompagnamento del campione,
sono stati registrati per ciascun individuo in associazione ai risultati delle analisi
copromicrocopiche e biomolecolari. 1 dati relativi alle indagini copromicroscopiche sono
riportati nell’elaborato di Mutarello (2014).

I risultati delle indagini biomolecolari sono stati registrati nei rispettivi dataset di

riferimento e sono stati oggetto di un’analisi di tipo descrittivo.
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10.4 Validazione delle metodiche biomolecolari

Controllo interno

Dal momento che ¢ noto che il materiale fecale possiede al suo interno dei fattori inibenti
in grado di influenzare negativamente la buona riuscita dell’amplificazione, si ¢ reso
necessario testare le procedure molecolari oggetto di quest’indagine con un DNA estraneo
definito “controllo interno”. A questo scopo si ¢ deciso di utilizzare il DNA di un plasmide
commerciale (Hoffmann et al., 2006) con concentrazione di 2x10° copie/ul (Labor
diagnostic GmbH-Leipzig) in cui poi ¢ stata clonata una parte del gene EGFP. Per
I’amplificazione del controllo interno sono stati scelti ed utilizzati 1 primer EGFP-1F (5°-
GACCACTACCAGCAGAACAC-3’) ed EGFP-2R (5’-GAACTCCAGCAGGACCATG-
3”). Nella miscela di reazione sono stati inseriti il DNA target ed il controllo interno e la
loro contemporanea amplificazione ha garantito 1’assenza di inibizione. I campioni sono

stati testati a concentrazioni diverse in duplice aliquota ed in tre giornate distinte.

Real Time PCR su SYBR® Geen |

Per la validazione delle procedure biomolecolari ¢ stato utilizzato un campione fecale di
vitello positivo a C. parvum, vista la difficolta di reperire un idoneo campione di feci di
cane.
Le feci di vitello positivo, fornite dal Laboratorio di Parassitologia dell’Istituto
Zooprofilattico Sperimentale delle venezie (IZSVe), presentavano un notevole numero di
oocisti per grammo (opg) pari a circa 500.000, determinato mediante metodica di
immunofluorescenza diretta (Merifluor™, Meridian Bioscience).
In questa fase sono state valutate:

e sensibilita analitica;

e specificita analitica;

e ripetibilita;

e riproducibilita.
L’estrazione del campione ¢ stata eseguita come da protocollo. Partendo dall’estratto Tal
quale (Tq), attraverso diluizioni seriali (in base 10) con acqua bi-distillata, si sono ottenute

10 aliquote, corrispondenti alle diluizioni dalla10™ alla 10™'°,
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Il Tq e le diluizioni sono state testate in doppia aliquota in tre giornate distinte e da piu
operatori (ripetibilita e riproducibilita, Figure 27-28). Ad ogni reazione sono stati abbinati
un controllo positivo € uno negativo.

La sensibilita analitica (limite di determinazione, LOD) ¢ stata definita a 36 cicli di
amplificazione (Cq) corrispondenti alla diluizione 10 del campione (circa 5 opg; Figura

27).

Cryptosporidium parvum

e—pro . ————peoval - ]

Figura 27: LOD Real Time PCR su SYBR® Green I per la determinazione di Cryptosporidium spp.
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Figura 28: Output Real Time PCR su SYBR® Green I relativa alle diluizioni di Cryptosporidium spp.

Per quanto riguarda invece la determinazione della specifica temperatura di Melting (Tm),
sono stati analizzati 5 campioni di feci di vitello positivi a C. parvum (Merifluor®,
Meridian Bioscience). La Tm ¢ stata poi registrata per ogni campione; la Tm media,
calcolata sui valori positivi dei vitelli analizzati in doppia aliquota e testati in tre giornate

distinte, era di 78,25+0,46 (Figura 29).
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Figura 29: Output di Real Time PCR su SYBR® Green I (Tm).

Infine, per valutare la specificita del metodo, sono stati testati in doppia aliquota gli estratti
di DNA di 16 patogeni isolati da feci quali elminti (7. crassiceps, Taenia spp., E.
granulosus) e protozoi (Toxoplasma gondii) e da coltura come batteri (Streptococcus
epidermidis, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Enterococcus fecalis, Clostridium difficile, Listeria monocytogenes), lieviti (Candida spp.)
e funghi (Aspergillus spp., Cladosporium spp., Mucor spp., Prototheca spp.), tutti forniti
dal Laboratorio di Parassitologia dell’IZSVe.

Real Time PCR duplex

La procedura in oggetto ¢ nata dalla fusione di due Real Time PCR indipendenti, una per la
determinazione di Giardia duodenalis e una per la determinazione di Cryptosporidium
spp.. Poiché la sensibilita e la specificita analitica nonché la ripetibilita e la riproducibilita
sono state valutate nelle due Real Time PCR separatamente (per la validazione della

procedura di Real Time PCR Giardia duodenalis si rimanda al lavoro di Simonato 2016),
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si ¢ reso necessario verificare che, una volta unite le due procedure, non vi fossero
fenomeni di inibizione tra i due protozoi; ¢ stata percio eseguita una serie di prove crociate.
Come prima prova I’aliquota Tq di G. duodenalis ¢ stata abbinata all’aliquota Tq e alle
diluizioni (da 10" a 10®) di C. parvum (campione utilizzato per la validazione della Real
Time PCR SYBR® Green I). Successivamente, 1’aliquota Tq di C. parvum & stata miscelata
a quella Tq e alle diluizioni (da 10" a 10°) di Giardia duodenalis.

Per ottenere una maggiore sicurezza nei risultati si ¢ ritenuto opportuno testare ogni
campione in doppia aliquota per tre volte consecutive. Ad ogni reazione, poi, ¢ stato
aggiunto il relativo controllo positivo dei DNA target e un controllo negativo.

Da questa serie di controlli crociati ¢ emerso che la sensibilita analitica per G. duodenalis
era mantenuta mentre per Cryptosporidium spp. era notevolmente diminuita. In particolare
si ¢ notato che, mentre il DNA di Giardia non veniva in alcun modo inibito da quello di
Cryptosporidium indipendentemente dalla concentrazione, quello di Cryptosporidium
veniva facilmente mascherato da quello di Giardia a parita di cisti/oocisti per grammo.

Si & reso pertanto necessario ritestare, attraverso la procedura di Real Time su SYBR®
Green I, tutti 1 campioni risultati positivi a Giardia per cicli di amplificazione (Cq)
inferiori a 33 (campioni con una presenza stimata di 50 cisti/g), al fine di individuare
eventuali campioni positivi a Cryptosporidium che nell’analisi precedente potevano essere

sfuggiti.
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Capitolo 11 RISULTATI

11.1 Campionamenti ambientali

Durante il campionamento sono stati percorsi in totale 184,20 km lungo 1 quali sono stati
osservati e georeferenziati 1861 residui fecali (Figura 30) per una media di 10,1 feci per
ogni km percorso (Tabella 7). I risultati relativi alla contaminazione ambientale, come
precedentemente scritto, sono riportati nell’elaborato di Simonato (2016).

Dei 1861 residui fecali osservati sono stati raccolti 435 campioni, con una media di circa

72 campioni per quartiere (Tabella 7, Figura 30).

Quartieri Km percorsi N° feci osservate N° feci/km N° feci raccolte
1 27,62 284 10,3 58
2 21,72 101 4,7 35
3 28,67 221 7,7 80
4 52,75 580 11,0 112
5 22,86 402 17,6 70
6 30,58 273 8,9 80
Totale 184,20 1861 10,1 435

Tabella 7: Ripartizione per quartiere dei km percorsi e delle feci osservate con indicazione della
contaminazione ambientale (N° feci/km).
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Figura 30. Distribuzione delle feci canine raccolte (rosso) e osservate (blu) sul territorio della citta di
Padova

Al fine di ridurre i costi e i tempi di analisi, il primo step ¢ stato quello di indagare, tramite
Real Time PCR duplex, la positivita dei campioni sia a Cryptosporidium che a Giardia
duodenalis (oggetto, questo ultimo protozoo, di un altro lavoro di ricerca). Da questa
analisi sono state evidenziate positivita del 36,8% (160/435 campioni) per Giardia e dello

0,5% (2/435) per Cryptosporidium (Tabella 8).
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Real Time PCR duplex positivo Aree URBANE

n. %
G. duodenalis 160 36,8
Cryptosporidium spp. 2 0,5
Campioni totali 435

Tabella 8: Risultati della Real Time PCR duplex per G. duodenalis e
Cryptosporidium spp.
Nel secondo step sono stati ritestati in Real Time PCR su SYBR® Green I i 79 campioni
risultati positivi a Giardia in Real Time PCR duplex (per valori di Cq<33), per determinare
una eventuale cryptosporidiosi mascherata. Questa seconda metodica, oltre a confermare la
positivita dei 2 campioni precedenti, ha consentito di individuare ulteriori 9 campioni
positivi a Cryptosporidium ottenendo cosi una prevalenza totale del 2,5% (11/435)

(Tabella 9).

Quartieri n. Giardia RT-PCR * Cryptosporidium RT-PCR *°

1 58 42 0

2 35 12 0

3 80 24 7

4 112 30 1

5 70 23 2

6 80 29 1
Totale 435 160 11
Prevalenza % 36,8 2.5

Tabella 9: Esiti della Real Time PCR duplex (*) e della Real Time PCR su
SYBR Green I (°) sui campioni delle aree urbane ripartiti per quartiere indagato.
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Il terzo step infine ¢ stato quello di confermare, mediante Nested PCR (gene SSU-RRNA),
la positivita a Cryptosporidium degli 11 campioni in questione e di procedere con il
sequenziamento per determinare la specie.

Di questi solamente 4 sono possedevano un quantitativo di DNA sufficiente ad essere
amplificato con il metodo tradizionale della Nested PCR. Solo uno di questi ampliconi ¢
stato amplificato con successo; la sequenza confrontata con quelle disponibili in
GenBank™ presentava un’omologia del 100% con C. canis (accession number
KF516543).

Poiché per gli altri 7 campioni non si ¢ riusciti ad ottenere un amplificato, si ¢ deciso di
procedere ugualmente al sequenziamento a partire dagli ampliconi ottenuti in Real Time
PCR su SYBR® Green I. Le 151 paia di basi dell’amplicone non erano sufficienti
all’identificativo di specie e hanno permesso solamente la conferma del genere.

Tutti i campioni positivi a Cryptosporidium erano anche positivi a G. duodenalis.
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11.2 Cani di proprieta

Il campionamento relativo ai cani di proprieta, grazie alla collaborazione di alcuni
ambulatori della citta di Padova e dei Comuni limitrofi, ha permesso di raccogliere 237
campioni di feci canine di cui 3 campioni non sono stati sottoposti ad estrazione del DNA
in quanto non si disponeva di un quantitativo di materiale fecale sufficiente.

I campioni erano accompagnati da schede identificative nelle quali i veterinari hanno
riportato i1 dati segnaletici (Tabella 10) e 1 dati anamnestici (Tabella 11) relativi a ciascun
cane.

Le mancanze di alcuni dati sono imputabili ad una non corretta o incompleta compilazione

delle schede stesse.

Classi di eta Totale (n=218) %
<1 anno 68 31,2
1-6 anni 80 36,7
>6 anni 70 32,1

Sesso Totale (n=231) %
maschi 115 49,8
femmine 116 50,2

Razza Totale (n=232) %
Meticcio 88 37,9
Razza pura 144 62,1

Tabella 10: Distribuzione dei campioni raccolti in funzione dei dati di segnalamento.
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Ambiente di vita

Totale (n=235)

%

Casa 63 26,8
Giardino 172 73,2
Convivenza altri animali Totale (n=231) %
Si 116 50,2
No 115 49,8
Frequenza aree verdi Totale (n=234) %
Si 170 72,6
No 64 27,4
Sintomi enterici Totale (n=232) %
Si 41 17,7
No 191 82,3
Elmintiasi pregresse Totale (n=221) %
Si 30 13,6
No 191 86,4

Tabella 11: Ripartizione dei campioni in funzione dei dati anamnestici.

Anche in questo caso per I’identificazione di una eventuale positivita a Cryptosporidium

sono state utilizzate tecniche biomolecolari.

La metodica di Real Time PCR duplex non ha evidenziato positivita a Cryptosporidium,
mentre G. duodenalis ¢ risultata presente nel 17,3% dei campioni analizzati (n=41/234)
(Tabella 12). In Real Time PCR SYBR™ Green I sono stati sottoposti i campioni positivi a

Giardia per valori di Cq<33 (n=30) e con tale metodica sono stati individuati 7 campioni

positivi, con una prevalenza totale del 3% (n=7/234) (Tabella 12).

CANI DI .o a L. b
PROPRIETA n. Giardia RT-PCR Cryptosporidium RT-PCR
Totale 234 41 7

Prevalenza % 17,3 3

Tabella 12: Esiti della Real Time PCR duplex (*) e della Real Time PCR su
SYBR Green I (°) sui campioni di feci di cani di proprieta.
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I 7 campioni positivi amplificavano a valori di Cq superiori alla LOD della Nested PCR,
motivo per cui non ¢ stato possibile ottenere degli amplificati utili all’identificazione di
specie. Come per i campioni ambientali, sono stati sequenziati gli ampliconi ottenuti in

Real Time SYBR® Green I che hanno permesso di confermare il genere.

Considerato il basso numero di campioni risultati positivi, non ¢ stato possibile procedere
con una analisi statistica, ma ci si ¢ limitati ad un’analisi descrittiva dei casi riportata in
Tabella 13.

Tutti 1 cani erano asintomatici, pur presentando una co-infezione da G. duodenalis e da
Cryptosporidium. Nella maggior parte dei casi risultavano essere soggetti adulti (dai 2 anni
ai 5 anni di etd), mentre solo due rientravano nella classe dei soggetti anziani (10 e 13
anni). Ad eccezione di un soggetto che viveva in giardino, tutti gli altri frequentavano aree
verdi pubbliche. Per quanto riguarda infine la convivenza con altri animali, tre soggetti

convivevano con altri cani.

n ETI‘-\. Sesso Vive in \.Iive.in Frequentaf sz\rl‘i\:letr:iza Elmintiasi NO
anni appartamento | giardino | aree verdi cani pregresse SINTOMI
1 13 M X X X X
2 4 M X X X
3 10 M X X X X
4 3 F X X X X
5 4 F X X X X
6 2 M X X X
7 5 M X X X X

Tabella 13: Escrezione dei campioni positivi a Cryptosporidium spp. in relazione ai dati segnaletici ed
anamnestici.
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Capitolo 12 DISCUSSIONE

La contaminazione fecale delle aree urbane non solo rappresenta un problema di igiene e
decoro della citta, ma puo diventare una fonte di rischio, spesso sottovalutato, per la salute
pubblica. La fecalizzazione ambientale ¢ infatti un’importante fonte di patogeni, tra cui i
parassiti, sia per gli animali sia per ’'uomo.

L’indagine condotta nella citta di Padova ci ha permesso da una parte di valutare il grado
di contaminazione ambientale da feci canine, dall’altra di monitorare la distribuzione sul
territorio dei parassiti intestinali che interessano la popolazione canina, tra cui elminti e
protozoi potenzialmente zoonosici.

Dal momento che la problematica del randagismo in Veneto e in particolare nel Comune di
Padova ¢ molto limitata, grazie ad un efficiente sistema di sorveglianza nella gestione dei
cani vaganti, si pud affermare che la maggior parte delle feci rinvenute sul territorio
padovano ¢ da attribuirsi a cani di proprietari incuranti del rispetto dell’Ordinanza
Ministeriale in vigore (O.M. 3 agosto 2015, G.U. n. 209) e in particolare del Regolamento
Comunale (2010) che obbliga alla raccolta delle deiezioni.

Tutti 1 quartieri della citta sono risultati contaminati da feci canine in modo piu 0o meno
intenso, senza differenze statisticamente significative, e con una media di deiezioni per km
lineare pari a 10,1 (1861 feci osservate/184,20 km percorsi) (Simonato, 2016).

Questo studio rientra nell’ambito di un Progetto piu ampio (Progetto di Ateneo, 2011)
volto alla valutazione della contaminazione ambientale da feci canine, della distribuzione
di parassiti intestinali del cane sul territorio, con particolare interesse nei confronti di
elminti e protozoi con potenziale zoonotico, del rischio per la salute di cani e di uomini,
nonché¢ della consapevolezza del cittadino relativamente ai rischi associati alla
problematica della fecalizzazione ambientale. In particolare, questo lavoro riassume i dati
relativi alla presenza di Cryptosporidium nei campioni fecali raccolti nelle aree urbane e in
quelli pervenuti dagli ambulatori veterinari che hanno partecipato al Progetto.

A livello nazionale, le indagini epidemiologiche relative alla presenza e diffusione di
questo protozoo nella specie canina sono molto scarse e, per quanto ¢ di nostra
conoscenza, questa risulta essere la prima segnalazione nel Nord Italia.

La cryptosporidiosi nel cane ¢ una parassitosi che nella maggior parte dei casi si presenta

asintomatica ed autolimitante; infatti i soggetti immunocompetenti sono in grado di
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rispondere autonomamente alla parassitosi senza 1’aiuto di terapie. I soggetti sintomatici
maggiormente colpiti risultano essere i cuccioli, in quanto non ancora dotati di un sistema
immunitario completamente efficiente, e cani adulti immunodepressi o che presentano co-
infezioni con altri patogeni (es. G. duodenalis) o ancora che presentano patologie
intestinali pre-esistenti come virus (es. Cimurro), coliti croniche, linfoma intestinale, etc..
In aggiunta, la cryptosporidiosi canina risulta una parassitosi di difficile diagnosi in quanto
le oocisti vengono eliminate in numero ridotto ed in modo intermittente (Scorza e
Tangtrongsup, 2010), motivo per cui 1’accertamento copromicroscopico, di elezione in
altre specie animali tra cui bovino e uomo, risulta avere bassa sensibilita generando falsi
negativi nella maggior parte dei casi.

Per poter realizzare lo studio epidemiologico si ¢ reso necessario mettere a punto delle
metodiche biomolecolari accurate quali la Real Time PCR duplex e la Real Time PCR su
SYBR Green I che, rispetto alla tradizionale PCR, si sono rivelate maggiormente sensibili.
Inoltre, tali procedure hanno permesso di analizzare in tempi piuttosto rapidi un numero
elevato di campioni. La metodica di Nested PCR ¢ stata comunque adottata per i soli
campioni positivi (Cq<32), al fine di ottenere degli amplificati sequenziabili.

La Real Time PCR duplex ¢ stata messa a punto per ridurre i tempi e 1 costi, dal momento
che 1 campioni in analisi erano oggetto anche di un altro lavoro di ricerca mirato
all’identificazione di Giardia.

In corso di validazione della metodica si € notato che il DNA di Giardia inibiva, a parita di
cisti/oocisti presenti nel campione, la rilevazione di Cryptosporidium, riducendo la
sensibilita della Real Time PCR duplex nella determinazione di quest’ultimo. Dato che nel
cane la giardiosi ¢ molto piu diffusa della cryptosporidiosi € che in genere il numero di
cisti di Giardia eliminate con le feci supera largamente il numero di oocisti di
Cryptosporidium, tutti 1 campioni positivi a G. duodenalis per valori di Cq inferiori a 33
(che corrispondevano ad una concentrazione di circa 50 cisti/g) sono stati nuovamente
testati mediante Real Time PCR su SYBR® Green 1 per evidenziare eventuali positivita
occulte dovute a co-infezione.

La procedura di Real Time PCR su SYBR® Green I si ¢ dimostrata infatti molto sensibile,

riuscendo a identificare la presenza di campioni positivi a Cryptosporidium spp. con sole 5

opg.
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II limite di questa procedura ¢ rappresentato dall’amplificato prodotto che, per numero
ridotto di bp (151 bp) e limitata specificita, non ¢ sufficiente per poter procedere ad una
identificazione di specie. In definitiva, dato che le metodiche messe a punto in questa
indagine si sono dimostrate efficienti per analizzare un elevato numero di campioni in
tempi relativamente brevi, il loro impiego puod certamente essere consigliato nelle indagini
epidemiologiche. Allo stesso tempo, prima di poter inserire la procedura di Real Time PCR
duplex nell’ambito della diagnostica di laboratorio, si rendono necessarie ulteriori prove
che consentano di aumentare la sensibilita espressa da tale metodica nei confronti di
Cryptosporidium ed ovviare al fenomeno di inibizione osservato nelle co-infezioni con

Giardia.

Dalle analisi biomolecolari, nei campioni fecali raccolti dall’ambiente ¢ emerso per
Cryptosporidium un valore di prevalenza del 2,5%, in accordo con quello (1,7%)
riscontrato da Rinaldi e al. (2008) nei campioni fecali raccolti lungo le vie di Napoli. Per
quanto riguarda i campioni di feci canine pervenuti dagli ambulatori di Padova, le analisi
hanno evidenziato una prevalenza del 3%, in accordo con quanto evidenziato da
Giangaspero et al. (2006) e da Paoletti et al. (2015) sempre su cani di proprieta. Bassi
valori di prevalenza (inferiori al 9-10%) sono registrati non solo nel nostro Paese, ma
anche in tutto il resto del mondo (Overgaauw et al., 2009; Scorza e Tangtrongsup, 2010;
Uehlinger et al., 2013).

Per quanto riguarda il sequenziamento, questo ha avuto successo su un solo campione di
feci canine prelevato dall’ambiente; la sequenza ottenuta, confrontata con quelle
disponibili in GenBank™ aveva un’omologia del 100% con C. canis, a conferma della
ospite-specificita riportata anche da Giangaspero et al. (2006), Wang et al. (2012) e
Uehlinger et al. (2013). Per 1 restanti campioni ci si ¢ dovuti limitare alla conferma di
genere, per 1 motivi precedentemente descritti.

Aspetto importante da considerare ¢ la presenza di una co-infezione con Giardia in tutti i
campioni risultati positivi a Cryptosporidium, a conferma del fatto che quest’ultimo,
essendo un protozoo opportunista, sfrutta le difese immunitarie compromesse da altri
patogeni per poter colonizzare I’organismo ospite.

Bisogna tenere in considerazione che, sebbene sia possibile ipotizzare che le feci di uno

stesso cane eliminatore possano essere state campionate piu volte, tale aspetto risulta di
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scarso rilievo in quanto I’obiettivo dell’indagine condotta a livello ambientale non era
quello di definire una prevalenza di Cryptosporidium spp. nella popolazione canina che
frequenta le aree urbane, bensi di valutare la diffusione di questo protozoo nell’ambiente.
A causa del basso numero di campioni positivi, in questo studio non ¢ stato possibile
procedere con una elaborazione statistica che potesse mettere in relazione la presenza
dell’infezione da Cryptosporidium con i dati segnaletici ed anamnestici raccolti per i cani
di proprieta. Pertanto sono possibili solo le seguenti osservazioni:
e tutti i cani risultati positivi non mostravano nessun sintomo gastroenterico a
conferma di quanto osservato da Scorza e Tangtrongsup (2010) e Lindsay e Zajac
(2004) in soggetti immunocompetenti;
e tutti i campioni hanno mostrato la presenza di una co-infezione con Giardia, a
suggerire il ruolo opportunista di questo protozoo (Uehlinger et al., 2013; Mundim

et al., 2006).

Durante la fase di campionamento delle aree urbane della citta di Padova, sono stati forniti
dei questionari sia ai proprietari di cani che ai non proprietari. I questionari sono stati
successivamente elaborati per valutare quanto il cittadino fosse consapevole che le feci
canine abbandonate su suolo pubblico potessero, al di 1a dell’aspetto di decoro, essere un
rischio per la salute pubblica. Per quanto riguarda 1’analisi completa dei questionari si
rimanda all’elaborato di Simonato (2016).

Si deve comunque sottolineare che la maggior parte delle persone intervistate, oltre a non
essere a conoscenza delle possibili malattie zoonosiche legate al cane, ¢ totalmente ignara
che le feci possono essere veicolo di patogeni sia per altri cani sia per I’'uomo. La
mancanza di informazione da parte della popolazione sulle possibili parassitosi dei propri
animali domestici ¢ un problema diffuso in tutto il mondo, come confermano Katagiri e
Oliveira-Sequeira (2008). Questo evidenzia un enorme gap di informazione ponendo a
forte rischio soprattutto le persone piu suscettibili come bambini, anziani e
immunodepressi.

Una attenzione particolare dovrebbe essere infatti posta nei confronti di Cryptosporidium
in quanto importante patogeno zoonosico (Xiao et al., 2000). Per quanto il rischio di
trasmissione cane-uomo sia trascurabile (Lucio-Forster et al., 2010), la cryptosporidiosi ¢

presente sul territorio e non va sottovalutata. Ricordiamo che sono proprio i bambini il
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maggiore bersaglio (frequentazione di parchi pubblici, portarsi le mani alla bocca senza
averle lavate accuratamente prima). Infatti proprio in questi ultimi si registrano le maggiori
ripercussioni, pitt 0 meno gravi, in seguito ad un contatto con feci degli animali rinvenute
per terra (Macpherson, 2005). Inoltre, come confermano Zambrano et al. (2014), i bambini
poich¢ interagiscono maggiormente con i propri pets, sono quelli piu esposti ad una
possibile infezione; il loro sistema immunitario ancora poco sviluppato potrebbe
complicare ulteriormente la patogenesi in atto con possibili ripercussioni anche a lungo
termine (Painter et al., 2015).

Spesso anche le cattive abitudini come il tenersi in casa le scarpe, con cui si ¢ stati fuori,
potrebbero rappresentare un'altra possibile fonte di rischio di infezione per i bambini
soprattutto se molto piccoli (gattonano e si portano facilmente le mani alla bocca).

Un altro aspetto da non sottovalutare ¢ la lunga vitalita e persistenza delle oocisti, aspetti

che amplificano notevolmente la diffusione di Cryptosporidium nell’ambiente.
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CONCLUSIONI

La cryptosporidiosi nel cane ¢ spesso sotto-diagnosticata non solo perché nella maggior
parte dei casi ¢ asintomatica, ma anche perché le oocisti sono escrete in modo intermittente
e in bassa quantita e sono difficilmente identificabili mediante 1’analisi copromicroscopica
viste le loro ridotte dimensioni; si ¢ pertanto reso necessario adottare tecniche
biomolecolari avanzate che, oltre a essersi dimostrate molto sensibili, sono state in grado di
consentire I’identificazione di specie.

Nella presente indagine, le prevalenze di Cryptosporidium riscontrate sia nei campioni
ambientali sia in quelli dei cani di proprieta sono risultate molto basse, ma in accordo con
la maggior parte delle segnalazioni presenti in questa specie a livello nazionale ed
internazionale. Questo indica quanto questa parassitosi sia poco frequente nei nostri pets e
sottolinea il ruolo marginale del cane come fonte zoonosica di cryptosporidiosi.
Nonostante il cane sembri quindi svolgere un ruolo limitato nella trasmissione zoonosica di
Cryptosporidium, una attenzione particolare deve essere posta nei confronti di bambini e
persone immunodepresse in cui si registrano le maggiori ripercussioni.

La lunga resistenza delle oocisti, I’emissione delle stesse gia infettanti, la bassa dose
infettante non sono pero aspetti da trascurare in quanto possono contribuire in modo
significativo ad una possibile contaminazione ambientale, rischiando di amplificare cosi il
rischio di trasmissione cane-cane € cane-uomo. Inoltre, passando spesso inosservata sia per
I’assenza di sintomi sia per la rapidita di guarigione, espone i soggetti piu sensibili
ulteriormente al rischio di infezione.

Aspetto di non minore importanza ¢ la mancanza di una terapia specifica efficace sia
nell’uomo che nel cane; si puo ricorrere solo ad una terapia sintomatica per cercare di
alleviare 1 sintomi o ridurre la fase escretiva.

Possiamo quindi concludere che ¢ di fondamentale importanza attuare dei programmi di
informazione ed educazione della popolazione coinvolgendo figure professionali quali
Medici Veterinari ¢ Umani e Pubblica Amministrazione al fine di ridurre la fecalizzazione
ambientale e di educare i cittadini ad una corretta prevenzione delle parassitosi specie-

specifiche e zoonosiche nell’ottica di una salute comune (One-Health).
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