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Leishmaniosi - Diagnosi
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Oliva G., Nieto J., Manzillo V. F., et al.(2014). A randomised, double-blind, controlled efficacy trial of the LiESP/QA-21 vaccine in naive dogs 
exposed to two leishmania infantum transmission seasons. PLoS Negl Trop Dis, 8(10), e3213.



˝Segni clinici˝ di leishmaniosi

segni clinici 
e/o 

alterazioni di laboratorio !



Leishmaniosi e 
danno d’organo

Presenza diretta del parassita

Flogosi granulomatosa

Immunocomplessi

Autoanticorpi

Complicazioni



Leishmaniosi e Immunocomplessi

Ricorda: 

i cani che hanno forme cliniche caratterizzate da lesioni riferibili a immunocomplessi 
hanno prognosi peggiore !



Distretti più sensibili al deposito di complessi immuni:

Vasi                          → vasculite

Rene   → glomerulonefrite

Articolazioni  → poliartrite

Occhio   → uveite

Muscolo/cuore                         → miosite, miocardite, versamento pericardico

Meningi                     → meningoencefalite … ?

Ossa   → osteo-periostiti e osteolisi …. ?

Immunocomplessi e danno d’organo



Leishmaniosi – Segnalamento – età
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Leishmaniosi - Segnalamento

Razza: tutte le razze 
Boxer e Pastore tedesco sono più rappresentate in letteratura

Sesso: alcuni studi riportano una prevalenza maggiore nei cani sesso maschile

5% 4%
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32%

50%

Distribuzione delle razze nei pazienti 
con leishmaniosi

Boxer

Dobermann

Labrador 
Retriever
Pastore Tedesco

Setter Inglese

Altre razze

Meticci

56%

7%

25%

12%

Distribuzione del sesso nei pazienti 
con leishmaniosi

Maschi

Maschi castrati

Femmine

Femmine sterilizzate

234 casi unibo



Leishmaniosi – Anamnesi !

Anamnesi ambientale è ancora fondamentale !



Leishmaniosi: segni clinici
234 casi unibo
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• malattie infettive/infezioni disseminate

 Virus/funghi/parassiti, malattie granulomatose

 Ehrlichiosi, Leishmaniosi, Borreliosi …

 Dermatopatie diffuse

• malattie immunomediate/autoimmuni

 Lupus eritematoso sistemico, poliartriti, cellulite giovanile

 Reazione a farmaci (es.:ciclosporina)

•    neoplasie “emopoietiche” 

 linfoma, neoplasie istiocitarie (sarcoma istiocitario), leucemie …

•   metastasi ai linfonodi 

Linfoadenonegalia generalizzata – diagnosi differenziali



Splenomegalia – diagnosi differenziali

Congestione

Infarto splenico

Iperplasia 

Emopoiesi extramidollare

Ematoma 

Infiammazione/infezione

Masse spleniche (neoplastiche e non neoplastiche)

Neoplasie 

Virali
Epatite infettiva (adenovirus)

Rickettsial and Mycoplasmal
Ehrlichiosi and anaplasmosi
Rickettsiosi ?

Batteriche
Batteriemia
Bartonellosi
Brucellosi
Endotossemia
Borreliosi (Lyme)
Salmonellosi

Tularemia
Micobatteri
Micosi
Protozoi

Babesiosi
Hepatozoonosi
Leishmaniosi
Toxoplasmosi

S.J.Ettinger, E.C.Feldman, E.Cote; Textbook of veterinary internal medicine: diseases of the dog and the cat. 8th edition. Elsevier, [2017]





Dobermann
Femmina 

3 anni

Setter inglese
Femmina 

8 anni

Meticcio
Maschio 

4 anni

Meticcio
Maschio 
10 Anni

Sospetta 
neoplasia



Meticcio
Maschio 

5 anni





«Fred»
Basset Hound

Maschio 
7 anni

IFI 1:80
Istologia e PCR positiva 

sulle lesioni linguali

Cortesia Prof. Gaetano Oliva



«Fred»
Basset Hound

Maschio 
7 anni



«Fred»
Basset Hound

Maschio 
7 anni

Flogosi cronica + PCR positiva  
sulle lesioni laringee
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Leishmaniosi: segni clinici
234 casi unibo
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Zoppia e Leishmaniosi – diagnosi differenziale

Poliartrite immunoediata

Coinvolgimento osseo

Miosite 



approccio diagnostico alle poliartriti

radiografie delle articolazioni
citologia del liquido articolare

esame batteriologico

infiammatorie, settiche infiammatorie, non settiche degenerative

erosive non erosive

infettive secondarie o reattive primarie (autoimmuni) o idiopatiche

S.J.Ettinger, 

E.C.Feldman, 

E.Cote; 

Textbook of 

veterinary internal 

medicine: diseases 

of the dog and the 

cat. 8th edition. 

Elsevier, [2017]



Poliartriti immunomediate - infettive

Lo stimolo immunogeno è nell’articolazione !!

• Batteri (Gram positivi, raramente +articolazioni)

• Rickettsie

• Anaplasma/Ehrlichia spp.

• Borrelia burgdorferi

• Micoplasmi

• Leishmania spp.

• Funghi

• Virus







Liquido sinoviale Linfonodi

Liz
Beauceron

FS
Anni 4

Zoppia 
Febbre

Iperproteinemia

Provenienza: Ravenna 



Cortesia Dr Vezzali Enrico



http://www.google.it/url?sa=i&rct=j&q=dog+icon&source=images&cd=&cad=rja&docid=DWlf1Ay7FoVJgM&tbnid=5X9W_3pO9kg-hM:&ved=0CAUQjRw&url=http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Icon_dog.gif&ei=HlqBUeLWAYivOfuXgbgB&psig=AFQjCNFQpc57_7gjVFNWEBoKAfpvO2W1WQ&ust=1367518096698841


Proteinuria come unico reperto clinicopatologico in molti pazienti ! 

Quadri clinici legati a:

• glomerulonefrite e proteinuria

• CKD

• sindrome nefrosica (proteinuria+edemi)

Prognosi peggiore e sopravvivenza minore

Leishmaniosi e Glomerulopatie



Leishmaniosi: alterazioni clinicopatologiche



Tipiche Frequenti Occasionali

CBC - Leucociti neutrofilia linfopenia
Linfocitosi, eosinofilia

CBC - Eritrociti anemia normocitica-
normocromica non 
rigenerativa

test di Coombs +

CBC - Piastrine trombocitopenia 
→ co-infezioni

Emostasi ↓antitrombina ↑ PT e aPTT
ipercoagulabilità (TEG)

Chimica clinica iperazotemia
↑PT, ↓ albumine,↓ A/G

danno altri tessuti ?

Elettroforesi gammopatia policlonale gammopatia 
oligoclonale

gammopatia mono- o 
biclonale

Proteine di fase acuta ↑  CRP e APPs
↓ TIBC

Analisi urinaria Proteinuria allo stick, 
↑ PU/CU,  ↓   USG
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234 casi unibo



Terapia leishmaniosi

«Stabilizzazione» 
del paziente e 

terapie di supporto

Trattamento 
complicazioni 

e/o 
comorbidità

Trattamento 
della

nefropatia
Trattamento 

eziologico



Terapia - scopi

Cura clinica o cura parassitologica?

• miglioramento clinico e clinicopatologico

•   titolo Ab

• shift   risposta umorale  →  cellulo-mediata

• riduzione immunocomplessi



Terapia - stadiazione 



Terapia - stadiazione 





Domanda 

Per monitorare un cane dopo il trattamento, cosa faresti?

1. PCR quantitativa

2. Sierologia

3. Proteine di fase acuta

4. Valutazione clinica e gli esami di base





f.dondi@unibo.it 

Ringraziamenti: 
Sofia Segatore
Roberta Troìa
Chiara Grisetti
Erika Monari
Kateryna Vasylyeva
Silvia Zamagni
Alessandro Tirolo
Linda Perissinotto
Lorenza Urbani

Tutti i colleghi della UO di Nefrologia e Urologia
Dell’Ospedale veterinario universitario
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Leishmaniosi: cosa utilizzo per una diagnosi definitiva?

• Sierologia:

• Rapida o quantitativa?

• Citologia:

• Quale substrato?

• Biologia molecolare:
• Quale substrato?

• Che tipo ?



Diagnosi di Leishmaniosi → Sierologia

Test disponibili:  Pro     Contro

Rapidi qualitativi  Semplici e rapidi   Poco sensibili

    Elevata specificità   Non quantitativi

IFI    Sensibile    Time-consuming

    Specifico a titoli alti  Operatore-dipendente

         Poco ripetibile

        

ELISA quantitativa  Sensibile    Strumentazione

    Specifica a titoli elevati

    Oggettivabile



Leishmaniosi: cosa utilizzo per una diagnosi definitiva?

• Sierologia:

• Rapida o quantitativa?

• Citologia:

• Quale substrato?

• Biologia molecolare:
• Quale substrato?

• Che tipo ?





Leishmaniosi - Esami a confronto

• Per lo screening iniziale:

• Sierologia e dati di base

• Per la diagnosi definitiva:
•  Citologia

•  PCR

•  (Sierologia alto titolo)

• Per il monitoraggio ???



Poliartriti - Protocollo diagnostico

• Esame emocromocitometrico

• Profilo chimico + CRP

• Analisi urinaria

•  Artrocentesi + citologia del liquido sinoviale (+ batteriologico)
 → almeno 4 articolazioni a prescindere dai segni clinici

• Radiografie arti

• Rx torace e ecografia addominale 

• Test eziologici …



Patogenesi del danno renale

+ Formazione di autoanticorpi? 
(anticorpi anti-istone)



Danno diretto → presenza di amastigoti

Deposizione di immuno-complessi 

correlato a vasculiti e anticorpi anti-miofibrociti

Istologia: 

infiammazione linfoplasmocellulare e/o granulomatosa → fibrosi

Leishmaniosi e Miopatie 



1. Reazione granulomatosa legata alla 
presenza del parassita → ossa lunghe

2. Deposito di immuno-complessi a livello 
sinoviale & reazione di ipersensibilità di 
III tipo → neutrofili 

Alterazione articolazioni
Vasculiti
Aumento della 
permeabilità vascolare



Mosè
Meticcio

M
10 anni

Zoppia
Recidiva Leish 

PCR + osso 

Pre-terapia     VS    1 mese post-terapia Pre-terapia     VS    1 mese post-terapia 









Leishmaniosi – vasculite e danno miocardico



Rodi
Pastore tedesco
MC
10 anni 

Pregressa positività a Leishmania IFI: 1:320
Trattato anni prima con : 
antimoniali+allopurinolo





Meccanismi patogenetici proposti:

1) effetto diretto del parassita

2) lesioni immunomediate

3) vascultite o altre lesioni vascolari

4) complicazioni legate a immunosoppressione

5) altre complicazioni



permanenza dell’antigene + «mimica molecolare» e liberazione antigeni criptici

produzione di autoanticorpi 

anti-globuli rossi → IMHA

anti-piastrine → IMT

anti-granulociti → IMN ?

anti-nucleari → ANAtest+

anti-Ag cutanei → dermatopatie 

        immunomediate ?

anti-istone  → glomerulonefrite ? 

Immunopatologia e segni clinici  –  ˝casi atipici˝

Reazioni di ipersensibilità di tipo II







Leishmaniosi e Citopenie immunomediate



Leishmaniosi e IMHA (anemia emolitica immunomediata)

Numerosi case report in letteratura di bambini con IMHA secondaria a L. infantum *

Descritta anche sindrome di Evans *

* Visceral leishmaniasis presented with Evans syndrome: a case report, B. Alioglu, Z. Avci, E. Ozyurek, N. Ozbek,  Am. J. Hematol. 82 (2007) 1030–1031.
* Immune haemolytic anaemia due to visceral leishmaniasis in a young child, M. Boel, Eur. J. Pediatr. 162 (2003) 444.
*Kala-azar associated with coombs-positive autoimmune hemolytic anemia in the patients coming from the endemic area of this disease and successful treatment of these patients with 
liposomal amphotericin B, E. Erduran, A. Bahadir, Y. Gedik, Pediatr. Hematol. Oncol. 22 (2005) 349–355.
*Immune mediated hemolysis in visceral leishmaniasis, V. Mahajan, R.K. Marwaha, J. Trop. Pediatr. 53 (2007) 284–286.



Dati variabili in letteratura (21 - 84%*)

Mancanza di studi che correlino anemia & positività test di Coombs

→ Evidenza di IMHA ?

*A retrospective clinical study of canine leishmaniasis in 150 dogs naturally infected by Leishmania infantum, P. Ciaramella, G. Oliva, R. De Luna, L. Gradoni, R. Ambrosio, 
L. Cortese, A. Scalone, A. Persechino -Veterinary Record (1997) 141, 539-543
* Canine Leishmaniasis,  A review based on 95 cases in the Netherlands, R. J. Slappendel - THE VETERINARY QUARTERLY, VOL. 10, No. 1, JANUARY 1988

Leishmaniosi e Positività al test di Coombs → anemia emolitica immunomediata (IMHA) ?





Diagnosi anemia emolitica immunomediata (IMHA) cane

Nuova classificazione



Diagnosi anemia emolitica immunomediata (IMHA) cane

Anemia

Sferocitosi

Autoagglutinazione («saline agglutination test» positivo)

Anticorpi anti-RBCs ?

Iperbilirubunemia

Pigmenturia (emoglobinuria/bilirubinuria)

RBCs Ghosts (eritrociti fantasma)

+  identificazione di una potenziale causa 









Evidenza scientifica bassa / trascurabile !

→ Consigliato comunque testare i cani con IMHA in zone endemiche!

Leishmaniosi e IMHA (anemia emolitica immunomediata)



Daisy
Pit bull 

FS
10 anni

Anemia
Sferocitosi

Iperbilirubinemia 
Pigmenturia

IFI Leishmania + 1:1280
PCR midollo negativo



Daisy
Pit bull 

FS
10 anni

Anemia
Sferocitosi

Iperbilirubinemia 
Pigmenturia

IFI Leishmania + 1:1280
PCR midollo negativo



Leishmaniosi e IMT (trombocitopenia immunomediata)



63,3% (21/33) avevavo anticorpi anti-piastrine
- 9/33 trombocitopenici
- 15/21 CanL sintomatica
- 21/21 PBIgM+
- 9/21 PBIgM& PBIgG +

72,7% (32/44 ) avevano anticorpi anti-piastrine
- 20/44 trombocitopenici  
- 20/32 PBIgM&PBIgG +
- 12/32 PBIgM +

Positivi a anticorpi anti-piastrine:
- 80% (8/10) co-infetti L.infantum e E. canis
- 50% (5/10) L.infantum
- 60% (6/10) E. canis

Leishmaniosi e IMT (trombocitopenia immunomediata)



• Trombocitopenia non così frequente

• Elevate positività anticorpi anti-PLT anche in pazienti non trombocitopenici

→ correlazione tra trombocitopenia & anticorpi anti-PLT ?

• Soggetti con co-infezioni maggiore frequenza di anticorpi anti-PLT, 

     ma non più trombocipenici 

→ Alterata funzionalità piastrinica?

Leishmaniosi e IMT (trombocitopenia immunomediata)

altri meccanismi patogenetici?



Leishmaniosi e Citopenie

Meccanismi immunomediati sono possibili

+ frequenti → meccanismi diversi dalla distruzione immunomediata :

coinvolgimento diretto del midollo osseo  

flogosi       

alterazioni emostatiche

perdita    

CKD       

➢ piastrinopenia, anemia, leucopenia

➢ anemia (leucocitosi)

➢ piastrinopenia, anemia

➢ anemia

➢ anemia



Cortisone si o no?

Leishmaniosi e malattie immuno-mediate correlate: terapia 

˝Cortisone˝ sì o no ?
Dosaggio ?

Altre terapie immunosoppressive ?



Leishmaniosi: alterazioni clinicopatologiche



Tipiche Frequenti Occasionali

CBC - Leucociti neutrofilia linfopenia
linfocitosi
eosinofilia

CBC - Eritrociti anemia normocitica-
normocromica non 
rigenerativa

test di Coombs +

CBC - Piastrine trombocitopenia 
→ co-infezioni

Emostasi ↓antitrombina ↑ PT e aPTT
ipercoagulabilità (TEG)

Chimica clinica iperazotemia
↑PT, ↓ albumine,↓ A/G

danno altri tessuti ?

Elettroforesi gammopatia policlonale gammopatia 
oligoclonale

gammopatia mono- o 
biclonale

Proteine di fase 
acuta

↑  CRP e APPs
↓ TIBC

Analisi urinaria ↑ UPC,  ↓   USG



- Emoconcentrazione (↑ albumine, a/g =)

- Aumentata sintesi proteica

Iperprotidemia 

da Stockham e Scott,  Fundametals of Vet. Clin. Path., 2008



Aumentata sintesi proteica

INFIAMMAZIONE
 
 infezioni (croniche): batteriche, virali, funghi, parassiti

    Leishmaniosi, Ehrlichiosi 
    altre malattie trasmesse da zecche

 malattie “non infettive”: neoplasie, immunomediate (LES )

NEOPLASIA linfoide o plasmocellulare

 Plasmacellule →  plasmocitoma, mieloma multiplo

 Linfociti  →  linfomi, leucemie linfocitiche

da Stockham e Scott,  Fundametals of Vet. Clin. Path., 2008



Iperprotidemia e Ipergammaglobulinemia nel cane

Patologie infiammatorie/infettive (Ehrlichiosi, Anaplasmosi, Leishmaniosi, Borreliosi, piometra, etc)

Patologie immunomediate 

Neoplasie linfociti B e delle plasmacellule

da Stockham e Scott,  Fundametals of Vet. Clin. Path., 2008



Approccio alla Proteinuria

Proteinuria

Extra-Urinaria Apparato Urinario

Pre-renale Apparato Genitale Post-renaleRenale

Funzionale Patologica

Glomerulare Tubulo-interstiziale

Segev G, 2010 – ACVIM consensus statemet 2005 98



PU/CU
Sottostadiazione basata su proteinuria

http://www.google.it/url?sa=i&rct=j&q=cat+icon&source=images&cd=&cad=rja&docid=A73knsVCRdlmuM&tbnid=QzzxvOBN22OIrM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.clker.com/clipart-16143.html&ei=xFmBUarVKMKvO82rgfgD&bvm=bv.45921128,d.bGE&psig=AFQjCNF9Zv8cIqtxjsYyk-u3G_2Juy1jxQ&ust=1367518012462919
http://www.google.it/url?sa=i&rct=j&q=dog+icon&source=images&cd=&cad=rja&docid=DWlf1Ay7FoVJgM&tbnid=5X9W_3pO9kg-hM:&ved=0CAUQjRw&url=http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Icon_dog.gif&ei=HlqBUeLWAYivOfuXgbgB&psig=AFQjCNFQpc57_7gjVFNWEBoKAfpvO2W1WQ&ust=1367518096698841


Biopsia renale

CKD
 
diagnosi 
precoce

https://www.google.it/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj9rbChuqXPAhUBcRQKHT7wDzIQjRwIBw&url=http://kidneyla.org/understanding-your-lab-values/&bvm=bv.133700528,d.d24&psig=AFQjCNGNSpV8w24akWnIKW4S953Iihyx_A&ust=1474718898566958
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Tutti i colleghi della UO di Nefrologia e Urologia

101









Perla - Segnalamento

Cane 

Meticcio
 
Femmina sterilizzata
 
4 anni 

25 kg

Motivo della visita: 
zoppia/anoressia



Perla - Anamnesi 

Adottata da un canile di Napoli (1 anno prima)

Asportazione di un plasmacitoma cutaneo localizzato nel carpo destro (3 mesi prima)

Nessun approfondimento diagnostico prima/dopo l’esame istologico

Regolarmente vaccinata e trattata per endo-ectoparassiti

Cane 
Meticcio
 Femmina sterilizzata
 4 anni 
25 kg



- zoppia ?

- ultimi 15-20 giorni: depressione del sensorio, PU/PD ?

-     ultimi 7 giorni: disoressia/anoressia

- dimagrimento

- esami eseguiti da un collega 48 h prima della visita rilevano iperazotemia

Perla - Anamnesi 



- BCS 4/9; MCS 1

- depressione del sensorio

-scolo nasale bilaterale (siero-ematico)

- linfoadenomegalia generealizzata

- normotermica (39.0°C)

- splenomegalia

- tumefazione/dolore articolare arti anteriori

Perla - Esame fisico diretto 



P.A. 200 mm-Hg

ipertensione arteriosa grave

Perla - Misurazione pressione arteriosa 



Perla - Problem list

Zoppia e tumefazione articolare

Linfoadenomegalia - Splenomegalia

Ipertensione

Depressione del sensorio

Calo dell’appetito e dimagrimento

Iperazotemia ?



Perla - Protocollo diagnostico

- esame emocromocitometrico

- profilo chimico + elettroforesi

- analisi delle urine

- a.a. linfonodale

- artrocentesi e citologia del liquido articolare

- eco addome e Rx torace

- Rx arti







Proteinuria ?



Perla - Ecografia addominale

Reni aumentati di volume

Lieve pielectasia

Milza omogenea, ripiegata, aumentata di volume 







Perla - Rx torace

• nei limiti della norma



Perla - ulteriori indagini

Elettroforesi sierica



da Stockham e Scott,  Fundametals of Vet. Clin. Path., 2008



- Emoconcentrazione (↑ albumine, a/g =)

- Aumentata sintesi proteica

Iperprotidemia 

da Stockham e Scott,  Fundametals of Vet. Clin. Path., 2008



Aumentata sintesi proteica

INFIAMMAZIONE
 
 infezioni (croniche): batteriche, virali, funghi, parassiti

    Leishmaniosi, Ehrlichiosi 
    altre malattie trasmesse da zecche

 malattie “non infettive”: neoplasie, immunomediate (LES )

NEOPLASIA linfoide o plasmocellulare

 Plasmacellule →  plasmocitoma, mieloma multiplo

 Linfociti  →  linfomi, leucemie linfocitiche

da Stockham e Scott,  Fundametals of Vet. Clin. Path., 2008



L’infiammazione è la causa più comune di iperprotidemia

INFIAMMAZIONE → AUMENTA la SINTESI di GLOBULINE (↓Alb)

SINTESI RAPIDA di         PROTEINE di FASE ACUTA        iperprotidemia lieve/moderata

               alfa e beta-globuline

SINTESI “TARDIVA” di        “DELAYED RESPONSE PROTEINS”         iperprotidemia 
                immunoglobuline e complemento        moderata/grave

                 beta e gamma-globuline

ore - giorni

1-3 settimane

Aumento della sintesi proteica

da Stockham e Scott,  Fundametals of Vet. Clin. Path., 2008

+  1 - 2  g/dl

fino a + 4 g/dl e oltre



Iperprotidemia e Ipergammaglobulinemia nel cane

Patologie infiammatorie/infettive (Ehrlichiosi, Anaplasmosi, Leishmaniosi, Borreliosi, piometra, etc)

Patologie immunomediate 

Neoplasie linfociti B e delle plasmacellule

da Stockham e Scott,  Fundametals of Vet. Clin. Path., 2008



Ulteriori indagini:

Cosa fareste ?

- sierodiagnosi IFI:   

                                    Leishmania spp.

                                    Ehrlichia canis

                                    Anaplasma phagocitophilum

            …  

Altro ?  

- esame citologico del midollo osseo e della milza



MIDOLLO OSSEO

- conta plasmacellulare 5%, assenza di infiltrati plasmacellulari
atipici, mielogramma WRI

- assenza di microrganismi riferibili a Leishmania spp. 

- assenza di inclusioni citoplasmatiche riferibili a Ehrlichia canis
o Anaplasma phagocytophilum



Milza

- iperplasia associata a mielopoiesi extramidollare

- assenza di infiltrati plasmacellulari atipici

- assenza di microrganismi riferibili a Leishmania spp.



IMMUNOFLUORESCENZA INDIRETTA

?



Ehrlichia o Anaplasma?

• PCR

- positiva per Ehrlichia canis

e se fosse stata negativa ?



Proteinuria ?



UPC 0,6 R.I.  < 0,4

UAC 0,17 R.I.  < 0,02



Elettroforesi proteine urinarie (gel di agarosio HRE)

Albumine

Alto peso molecolare

Basso peso molecolare

Albumine
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