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Leishmaniosi

stages in insect vector MB]

-

Gli esami di laboratorio sono di fondamentale importanza al
fine di emettere correttamente la diagnosi, ma anche a fini
prognostici e come monitoraggio durante la terapia.




Nella diagnosi della Leishmaniosi
si utilizzano esami.....

/  \

( Esami )

specifici

pool di test di base che si ritiene indispensabile come approccio
diagnostico/prognostico in caso di sospetto clinico di Leishmaniosi; sono esami di routine per
indagini ematologiche e di laboratorio non solo in caso di Leishmaniosi. Per es. Protidemia totale
(valori normali: 6-8 g/100 ml) e frazionata (protidogramma) sono test indicativi dello stato di



Esame aspecifico: PROTIDOGRAMMA

Ipoalbuminemia e picco
oligoclonale

aspetto ad orecchie di gatto
(infezione di vecchia data).

Protidogramma elettroforetico



Esame aspecifico: nei cani...

LABORATORY ABNORMALITIES

CBC*/Hemostasis

@ Mlld to mOderaT_e non_rege nerative Table 1 Clinical manifestations and laboratory abnormalities found in canine leishmaniosis due to L. infantum
anem | 3 Clinical manifestations Laboratory abnormalities

General Serum proteins and electrophoretogram
: f Generalized lymphadenomegaly Hyperglobulinemia
@ Le u kocytos IS Oor Ieu kopen 1a: Loss of body weight Polyclonal beta and/or gammaglobulinemia
- e - Decreased or increased appetite Hypoalbuminemia
lymphopenia, neutrophilia, neutropenia Lethargy Decreased albumin/globulin ratio
Mucous membranes pallor
Thrombocytopathy splenomegaly
Polyuria and polydypsia
i Faver
Thrombocytopenia Vet ing
: : Diarrhea (including chronic colitis)
Impaired secondary hemostasis and 2 .
) ) . Cutanegus CBC/Hemaostasis
f| br[ nOIyS|S Non-pruritic exfoliative dermatitis with or without alopecia Mild to moderate non-regenerative anemia
Erosive-ulcerative dermatitis Leukocytosis or leukopenia
Nodular dermatitis Thrombocytopathy
Papular dermatitis Thrombocytopenia
Pustular dermatitis Impaired secondary hemostasis and fibrinalysis

Serum biochemical profile with proteins Onychogryphosis
elect rOphorESiS Ocular Biochemical profile/urinalysis

Blepharitis (exfoliative, ulcerative, or nodular) and conjunctivitis (nodular) Mild to severe proteinuria
Keratoconjunctivitis, either commaon or sicca Renal azotemia
Anterior uveitis/Endophtalmitis Elevated liver enzyme activities

Hyperproteinemia =
Mucocutaneous and mucosal ulcerative or nodular lesions (oral, genital

Hyperglobulinemia  Mucocu
(polyclonal beta and/or Epistaxis

Lameness (erosive or non-erosive polyarthritis, osteomyelitis, polymyositis)

ga mm aglo b Ulln em I a) 3:::5::: :i‘:c::{i:lic:r?gy:::::::iias{ulitis, arterial thromboembaolism)
Hpra | bum |nem|a Meurological disorders

Decreased albumin/globulin ratio

Renal azotemia

Elevated liver enzyme activities Fonte: LeishVet

Proteinuria

* CBC: complete blood count




Esame aspecifico: nei gatti...

Table 4

Fregquency ol dinicogsatlological abimmmalities in domestic cats (Felis cates) with

beihumaminsis caweed by Lehmmanio infanium

Talsle 4 [comtirsed )

PFarameter

Heferenoe

Farmmeter

Frequency
{Hal

Keferenoe

Hemiogran

I Anasmia

‘Throm bocytopacmia

Lenkocyiosis

Leukopaemnia
Ensimophilia

Newtrapacnia
Lymphopacnia
Manocyiosis

Bood chemistry
Hyperprotenacmia

Henwis ef all (19997 Penmisi ot al.
[004); Miarcos ef al. [ )
Bichiter =t al. (20147, Pereira
Mondolfi ef al. (2019
Fermamder o et al. (AT,
Pimsrnia ef a

Paoli et al (002, Leiva of al.
[H005Y; da Silva et al (0107,
Vermenil (20013

Fermander Gallego et al. (300
Silva et all. (2020)

Pennisi et al. (2004 ); Maroos o al.
[HH¥TY; Richier ef al. (2004
Pimsenia et all (2015}, Basso et al.
(011 6); Pereira Mondalfi e al.
L&19]

Cmon =t al. (19987 da Silva et al
(301 0Y; Femandex Gallego = al.
A1)

Pennist ot al. (ZHMY; Riifenachs
et al. (200%) Richier ef al (2014)
Uimon et al. (19598, Hen

(199 Mareos e al. (2009
Abtrrrra et all (2030)
Fermandez-Gallego et al. (20120
Bifenascht et al (20H0E)

Lerva et all [GAHN]

Cimon et al. (1998 Herwds o al
(1995); Poli et al. (2K, Penmi=
et al. (Y Pimenita et al.

Increased oz globulins

Hyperbetaglobulinaemia

Unmnalysis

Barenn et al. (300G
Fernandex Gallego et al. (2000)

Heerwis ef ad. (195F)

|I-"rmni|1u.|'|.:

Marcos of al. (3(HHF); Leal o al.

Bulirmobenuria
Gl yonsnria

{2018, Pernander-Gallego et al.
Fal)]
Maroos of ;

Leiwa et al. (HHKES)

* Hemagram, n =42, Blosd chemisiry, a
= 32; Lhianalysis, a

Hyperglobulnacmia

Hypoalbominaemia

Hyperglyceemia

tlirrubinaemia
Hyperphosphataemia
Hypophosphatasmia
Increased alanine
amiriTanserane

Increased creatinine kinase

Hypergnmmaglobalinaemia

Pemnisi et al. (20T Leiva of al.
[HHEY; Richier ef

Pimsenta et al.

et al. (20197, Alfuzarra ot al.
[0

Pennisi et al. (20047, Lefva et al.
(M), Marcos of al - da
Silva et al. {20000k Leal e al.
[H018); Fermandex Gallego of all.
[0

Maia, 2021,

Ledwa et all (2005]; Richier of al.
(20147; Femandex Gallego of all.
(2T
Fermandez Gallego et al. (2050) 035
al. (AT
. (AT
al. ()

da Silva et all. {2000)

Fermandez Gallego of al. (20500

et al. (2019);
Altrrra et al (B00);
Fermandez Gallego et al. (205250)

R Benum profEin ﬂ-i.'cl.l1:l|:||:u:lrt'_'.-i.'ﬁ,

André Pereira, Carla

https://doi.org/10.10
16/j.crpvbd.2021.100

(15 Attipa ef al. (2007, b); Anemia non rigenerativa, iperglobulinemia, frazioni di alfa e

Leal et al. (2018); Brianki of al gammaglobulina elevate e proteinuria sono le anomalie piu frequentemente
riportate (Pennisi et al., 2015a; Fernandez-Gallego et al., 2020; Urbani et al.,
2020; Savioli et al., 2021).
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B. DIAGNOSTIC TECHNIQUES
CHAPTER 3.7.11.
Leishmaniosis diagnosis must be based on an integrated approach that takes into account signalling, medical
LEISHMANIOSIS history, physical findings, clinical and pathological changes, and results of diagnostic tests. The diagnostic methods
currently available are described below.

The list and fitness of each test for different purposes are given in Table 1.

Table 1. Test methods available for diagnosis of leishmaniosis and their purpose

SUMMARY
Purpose
Description and importance of the disease: Leishmaniosis is not & single entity but comprises a
variety of syndromes caused primarily by at least 20 Leishmania species affecting humans,
transmitted by phlebotomine sand flles belonging to the genera Phlebotomus and Lutzomyia. Method Papulation Individual animal Contribute to | Confirmation | Prevalence | Immune status in
Leishmaniosis is associated with and limited by the geographic distribution of its sand fly vectors. freadom from ) fre:e{_jom from aradication of clinical of infection — individual animals
Fifteen nosogeographical entities have been classified worldwide, of which 13 have an established infection infection prior to policies cases surveillance or populations

or putative zoonotic nature. In recent years, the number of regions becoming Leishmania-endemic movement post-vactination
has grown significantly, accompanied by an increased number of animal and human cases.

In humans, the clinical spectrum ranges from asymptomatic infections to those with high mortality, Detection of the agent®
with three distinct forms being classically described: wisceral (VL) cutaneous (CL) and
mucocutaneous (MCL). Dogs are commonly affected by L. infantum and L. chagasi (now regarded Cytological
as synonyms), which causes a chronic viscero-cutaneous disease in this host (canine leishmaniosis, axamination
CanL). Asymptomatic infection in dogs is widespread and contributes to maintaining the long-term
presence of the parasite in endemic regions. The clinical appearance and evolution of leishmaniosis
is & consequence of complex interactions between the parasite and host immune response. The
outcome of infection depends on the ability of host macrophages to effectively destroy the parasite.

Histological
examination

Detection of the agent: When clinical signs and characteristic lesions are present in affected Isolation in
humans and animals, the demonstration of the parasites in stained smears of splenic, bone marrow eulture

and lymph node aspirates, of skin scrapings, and in issue biopsies, gives a positive diagnosis. If the
infection is low grade, detection of parasites is possible only by attempting in-vitro isolation or by
polymerase chain reaction (PCR). As there are very few morphological differences among various
species, the identification of any isolated Leishmania organism relies on biochemical andfor methods
molecular methods. Several centres throughout the world are presently using isoenzyme and DNA
characterisation to identify the agent. Detection of immune response

Molecular

Serological tests: Serology is the preferred method for diagnesis of VL and Canl, even during the
early stages of the disease. In subclinical forms, seropositive cases are confirmed by parasitological IFAT
diagnosis or PCR. Serciogy is of less value for CL and MCL. Of the several serclogical techniques
available, the indirect fluorescent antibody test and the enzyme-linked immunosorbent assay are the ELISA
most suitable. Crude antigens for sercdiagnostic tests can be prepared in the laboratory from cultured
parasites. Tests based on recombinant antigens may also be used and have a high specificity
although can be less sensitive.

Direct

agglutination test
The rapid immunochromatographic assay is easy to carry out and can be performed in veterinary

clinics, but has lower diagnostic efficiency than the indirect fluorescent antibody test (IFAT) and
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),

Rapid immuno-

_ ) chromategraphic
Requirements for vaccines: There is no effective vaccine W at present for use in assay

dogs or humans. A number of vaccines for use in animals are under evaluation, and four have been
authorised for use in dogs (two in Brazil and two in Europe). Beyond other issues fo be evaluated,
the use of these vaccines is posing present and future challenges fo the fields of diagnosis,
epidemiology and surveillance of the parasite, especially in countries where the parasite does not
occur. Leishmanin skin test antigen is no longer available worldwide and lacks standardisation

Key: +++ = recommended for this purpose; ++ recommended but has limitations;
+ = suitable in very limited circumstances,; — = not appropriate for this purpose.
PCR = palymerase chain reaction; |FAT = Indirect fluorescent antibody test; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay.
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(Identificazione (Valutazione della
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TECNICHE INDIRETTE
(Valutazione della risposta immunitaria)

¥ |mmunofluorescenza indiretta
(IFAT)

TEST ELISA

Test di agglutinazione diretta
(DAT)

Saggio immuno-
cromatografico rapido




Immunofluorescenza indiretta
(IFAT)

Leishmania



Immunofluorescenza indiretta (IFAT)

Vetrini multipozzetto sensibilizzati
con il ceppo di

riferimento nazionale
MHOM/TN/80/IPT1 di
Leishmania infantum.
Sieri di controllo + e O
Anti IgG di specie coniugate FITC

Leishmania sspp.

La sierologia consente di
determinare anticorpi
Y . i specifici nei confronti del

// (anti-gp63) parassita, in particolare nei

confronti della glicoproteina
O// L gpé3

FAuUNP




*Titolo <1:40 Negativo
Titolo da 1:40 a 1:80 Sospetto *
Titolo > 1:160 Positivo

Il titolo Sospetto indica una reattivita anticorpale dell’animale, &€ opportuno riprelevare il siero a

dlstanza di 21-30 giorni per stabilire se il campione esaminato presenta un movimento anticorpale e
sia positivo o negativo. —

*Titolo < 1:80 Negativo
Titolo 1:80 Sospetto *
*Titolo > 1:160 Positivo

*Titolo <1:80 Negativo
Titolo 1:80 Sospetto *
Titolo > 1:160 Positivo

Il titolo Sospetto indica una reattivita anticorpale dell’animale, &€ opportuno riprelevare il siero a
distanza di 21-30 giorni per stabilire se il campione esaminato presenta un movimento anticorpale




TECNICHE INDIRETTE
(Valutazione della risposta immunitaria)

¥ |mmunofluorescenza indiretta
(IFAT)

TEST ELISA

Test di agglutinazione diretta
(DAT)

Saggio immuno-
cromatografico rapido




Anticorpi presenti nel
siero si legano
all'antigene

Aggiunta anti-mouse IgG
con perossidasi

| Aggiunta del substrato
cromogeno OPD

ELISA

* Specificita inferiore
* Sensibile inferiore
e Possibili reazioni crociate



The ELISA methods described above are based on crude antigenic preparations. A recombinant
antigen from a cloned protein of L. infantum, called rK39, has been reported to be highly reactive to
sera from human and canine visceral leishmaniosis cases when run in an ELISA format. Using 25—
50ng of the antigen, 99% specificity and sensitivity was consistently found for dogs with
parasitologically proven disease (Scalone et al.,, 2002). In HIV-positive patients, K39-ELISA showed
higher sensitivity (82%) than the IFA test (54%) (Houghton ef al., 1998). The K39 antigen, which shows
remarkable stability and reproducibility, is commercially available. More recently, a K39-K39-K26
recombinant chimeric antigen has been evaluated as a single ELISA protocol for serological diagnosis
of both human and canine Leishmania infections (Dapra et al., 2008). In dogs, test specificity and
sensitivity were reported to be 99.5% and 98.5%, respectively, with high concordance (K value: 0.98)
with standard IFA test,|

Primer Sequence (5'-3")

K9s: * -TTGGATCCATGGGAGCCTACTGCACGAAGGAC-2'

K9-K39a: ! ~-GCGAAGCTGCTGCTCTAGGTTGCCGGCAACCTGCTC-3"

Maggiore
sensibilita e
specificita

K9-K39s: ! ~-GAGCAGGTTGCCGGCAACCTAGAGCAGCAGCTTCGC-3"

K39a: * ~-TTGAATTCCGTGGCCCTCGTGCTC-3"

K39-K2ea: ' -TTGAATTCGCCATCGCCGTCATTTTTCTGTGTACGGCCGTCCT
CCTTAGGGCCATCGCCGTCATTCGTGGCCCTCGTGCTCTCGCG-3

Lt _Ko-K39s

B ———

1epcr ron - [

i — R
K9s

—

2° PCR run

rK9

Recombinant K9-K39-K26 chimera




TECNICHE INDIRETTE
(Valutazione della risposta immunitaria)

¥ |mmunofluorescenza indiretta
(IFAT)

TEST ELISA

Test di agglutinazione diretta
(DAT)

Saggio immuno-
cromatografico rapido




Test di agglutinazione diretta (DAT)

Impregnated fifter paper

Antigen control l

s ——

ST T T ET Y To)
COR000906
ce;am@owo.

Add DAT antigen
then add 8 Mn 18 bes
| DAT diluent |

» Vantaggi: Praticita/velocita
» Svantaggi: sensibilita bassa (30-50%)

| test rapidi in commercio per la rilevazione qualitativa degli anticorpi canini anti-L. infantum

non sono Vvalidati per I'uso con il siero di gatto. Quando uno di questi test rapidi commerciali e

stato confrontato con un test IFA validato, sono stati osservati bassi livelli di sensibilita, valori
predittivi negativi, specificita e valori predittivi positivi.
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TECNICHE DIRETTE
(Identificazione agente biologico)




Colorazione May-Grumwald Giemsa




Vantaggi: economica, pratica, veloce, specificita molto elevata in particolare

all’inizio della evoluzione della patologia quando la carica parassitaria ¢
notevole

Svantaggi:bassa sensibilita.

Nelle frequenti paucinfezioni infatti il numero di protozoi risulta scarso



TECNICHE DIRETTE
(Identificazione agente biologico)




Isolamento delle Leishmanie: promastigoti

Agoaspirato Agoaspirato Raschiato
linfonodale midollare Cutaneo




Terreni di coltura

EMTM

NNN

-~
/\/




ISOLAMENTO

e Seil campione si mantiene
negativo eseqguire 3 passaggi
nell’arco di 2 mesi.

e Quando il campione si
positivizza, proseguire vari
passaggi finalizzati
all’'amplificazione del ceppo
isolato.

e Finalita dell'isolamento
(diagnostica,conservazione del
ceppo in azoto liquido, DNA,
tipizzazione isoenzimatica e/o
molecolare)




Fattori influenzanti l'esito
dell'isolamento:

= Carica parassitaria del
campione

= Virulenza del ceppo

= |donee condizioni di coltura
(terreno e temperatura)




TECNICHE DIRETTE
(Identificazione agente biologico)




ems -

TIPIZZAZIONE ISOENZIMATICA [

Utilizzati per caratterizzare singoli y — a6F0
individui facenti parte di un gruppo | =
tassonomico - L
= Gli isoenzimi di uno stesso enzima t PGD £ o S

catalizzano la stessa reazione, ma hanno una
struttura chimica differente e diverse —_— . — — e e
proprieta chimico-fisiche (punto isoelettrico, ' et . ==
mobilita elettroforetica)

=  Gli isoenzimi possono derivare da: -

ot

sl H ME ?v
- Geni differenti =
- Modificazioni post-traduzionali ————— | =
- Assemblaggi diversi t MP! $ FH
L L ¥ % B4 I B ¥ ¥ 2
2% g8 fp £, 20 2B & 2, 24

L’analisi viene condotta per confronto di bande elettroforetiche e riferite a ceppi
standard di riferimento WHO, definiti biochimicamente e molecolarmente



TECNICHE DIRETTE
(Identificazione agente biologico)




Campioni di partenza:

» Sangue intero preferibilmente in
EDTA

> Preparati istologici
(campioni in paraffina, o in
formalina)

> Ago aspirati linfonodali o —————
midollari \ T TR

oooo
"""""""
.......
o @ -
e © v’ P
©

» Tamponi oculo-congiuntivali,
urine

» Raschiati cutanei



Scelta della sequenza PCR target

Mitocondria

|
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PCR classica

La PCR é una tecnica diretta indipendente dallo status
immunitario del cane

Oltre ad essere specifica € anche nettamente piu
sensibile rispetto alle altre tecniche diagnostiche sia
nelle fasi precoci della malattia che nei casi
asintomatici

Amplificazione selettiva in vitro di una sequenza di DNA target




Dalla teoria...

...alla pratica



PCR convenzionale

Sample

Estrazione del kg
DNA “x‘:‘iég ¢, Controllo spettrofotometrico

'g 4“ 3 [ e 3 L3 g
ey
ﬂw}{.‘{} i CTROstar
e 4‘3‘
e
3ol ;)‘ g ,‘,. , e smaTCaerecH
5 2 10

3-5h

Prodotti amplificati

..........


http://it.wikipedia.org/wiki/Immagine:Pcr_machine.jpg

PCR convenzionale

#FV?"}
- %
_-f‘.m, _

Preparazione Gel di agarosio

Caricamento

U R B R

750



http://it.wikipedia.org/wiki/Immagine:Agarosegel.jpg
http://it.wikipedia.org/wiki/Immagine:Agarose_gel_electrophoresis.jpg
http://it.wikipedia.org/wiki/Immagine:AgarosegelUV.jpg

LIMITI DELLA PCR standard

» Numerosi step che possono aumentare la possibilita di errore

» Utilizzo di sostanze tossiche (etidio bromuro....)

» Possibile cross-contamination del DNA amplificato

» Non consente una quantificazione precisa del DNA target
vantaggio ?

Sensibilita
.



Real time PCR

Misura I'amplificazione in tempo reale durante la fase
esponenziale della PCR, quando cioe I'efficienza di
amplificazione e influenzata minimamente dalle
variabili di reazione, permettendo di ottenere
risultati molto piu accurati rispetto alla PCR
tradizionale "end point”

pathogens MDPI

> Rilevamento della

fluorescen.zz.zl ass?oqata Molecular Diagnosis of Leishmaniasis: Quantification of
all’'amplificazione Parasite Load by a Real-Time PCR Assay with High Sensitivity

— - - o s 2 - — P T
Germano Castelli 1, Federica Bruno *1, Stefano Reale 2, Simone Catanzaro !, Viviana Valenza !

> ” prOdotto di PCR non and Fabrizio Vitale !
viene analizzato su gel di
agarosio

» Analisi del prodotto di
fluorescenza tramite
computer




Riassumendo

Sample

. Controllo
Estrazione del “%;
o

DNA 9l spettrofotometrico

.
‘3:':&‘ “‘}. =y /&
ﬁg%"ifﬁ“‘s
P
el SPECTROstar 72
M
il

30’ ¥ 10°

Real time
PCR

1h 28



Lettura ed interpretazion
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Sample 1 - - Negative
Invalid

.

Sample 1 - - Negative
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Sample 2 - - Megative
Sample 3 1.077E+6 Positive
Sample 3 4,084E+3 Positive
Sample 4 9.412E+5 Positive
Sample 4 4.084E+3 Positive
Sample 5 1.027E+5 Positive
Sample 5 8.565E+2 Positive
Sample & 7.901E+4 Positive
Sample 6 6.076E+2  Positive
Sample 7 1.077E+4 Positive
Sample 7 1.292E+2 Positive
Sample 8 L.106E+4 Positive
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DIAGNOSI?? SVANTAGGI METODI DIAGNOSTICI SIEROLOGICI:
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B. DIAGNOSTIC TECHNIQUES

Leishmaniosis diagnosis must be based on an integrated approach that takes into account signalling, medical
history, physical findings, clinical and pathological changes, and results of diagnostic tests. The diagnostic methods

currently available are described below.

The list and fitness of each test for different purposes are given in Table 1.

Table 1. Test methods available for diagnosis of leishmaniosis and their pupose

Purpose

Mathod Individual animal ' ! Immune status in
pectomton, | fsedom rom- | Cortbtelo | Conimaten | Preierce | aia anmas

infection infiection prior to 0|IICIIES ca:ses sun-'eillance_ or papulations
movement P post-vaccination

Detection of the agent?

Cytological
examination

Histological
examination

Izolation in
culture

Maolecular
methods

Datection of immune response

IFAT

ELISA

Direct
agglutination test

Rapid immuno-
chromatographic
assay

Key: +++ = recommended for this purpose; ++ recommended but has limitations;
+ = guitable in very limited circumstances, — = not appropriate for this purpose.
PCR = polymerase chain reaction, IFAT = Indirect fluorescent antibody test; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay.




DIAGNOSTIC APPROACH

Dog with clinical signs and/or clinicopathological abnormalities compatible with CanL

v"
- K WEITTTE
v Y

Cytological/histological
evaluation

Leishmania amastigotes
 /
— o
= z
7 ¥ :
B > s
| ro gy o B e

other
CanL diagnoses

Confirmed

Fonte: LeishVet




La citologia, l'istologia, I'isolamento
0 la PCR su campioni cutanel,
linfonodi, sangue o qualsiasi altro
tessuto colpito sono utili per la
diagnosi diretta.

Pennisi et al.
Parasites & Vectors
(2015) 8:302 DOI
10.1186/s13071-015-
0909-z

Abartion

Hypathermia

La sierologia € utile per
valutare le frequenze di
infezione.




Algoritmo diagnostico
Leishmaniosi felina (Fel)

Gatti Gatti
con segni clinici cutanei Clinicamente malati |con sintomatclogia ascrivibile a Fell
{=75% dei gatti affettida Fel mostra lesicni nodulari] Malati i Fiv, Fefv, FOOV, diabate, neoplasia, condizions di immunodeprassions

|Legagne| [Siera)

ks dir

@ v
| 2160

Fel

{Leslona)
{hatrice di edezione: agoaspirato Bnfonoadale o madoliare,

MABETie N o ale2iane: sangue)
[

Diagnosi -
differenziale .

Diagniosi
differenziale
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