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Leishmaniosi

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 
aspecifici

Esami 
specifici

Aspecifici: 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 

salute generale dell'organismo, ma non determinanti per la diagnosi. 



Esame aspecifico: PROTIDOGRAMMA

   Il tracciato elettroforetico deve essere 
continuamente monitorato nei cani 
leishmaniotici sottoposti a terapia, 

poiché offre la possibilità di 
controllare l’effettivo miglioramento 
o l’eventuale insorgenza di recidive, 
come anche di valutare l’utilità della 

ripresa dei cicli di trattamenti o 
viceversa, la loro sospensione.

Ipoalbuminemia e picco 

oligoclonale 

aspetto ad orecchie di gatto

 (infezione di vecchia data).



Esame aspecifico: nei cani…

Fonte: LeishVet
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Anemia non rigenerativa, iperglobulinemia, frazioni di alfa e 

gammaglobulina elevate e proteinuria sono le anomalie più frequentemente 

riportate (Pennisi et al., 2015a; Fernandez-Gallego et al., 2020; Urbani et al., 

2020; Savioli et al., 2021). 

Esame aspecifico: nei gatti…
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Nella diagnosi della Leishmaniosi 
si utilizzano esami …. 

Esami 
aspecifici

Esami 
specifici

Specifici: mettono in evidenza la presenza del parassita. 

Esami Diretti
(Identificazione 

agente biologico)

Esami Indiretti
(Valutazione della 

risposta 
immunitaria)



Immunofluorescenza indiretta 
(IFAT)

TEST ELISA

Test di agglutinazione diretta 
(DAT)

Saggio immuno-
cromatografico rapido

TECNICHE INDIRETTE 
(Valutazione della risposta immunitaria)



Leishmania

Immunofluorescenza indiretta
(IFAT)

positive

negative



La sierologia consente di 
determinare anticorpi 

specifici nei confronti del 
parassita, in particolare nei 

confronti della glicoproteina 
gp63

Immunofluorescenza indiretta  (IFAT)



•Titolo  < 1:40                            Negativo

•Titolo da 1:40 a 1:80               Sospetto *

•Titolo  ≥ 1:160                           Positivo

Il titolo Sospetto indica una reattività anticorpale dell’animale, è opportuno riprelevare il siero a 

distanza di 21-30 giorni per stabilire se il campione esaminato presenta un movimento anticorpale e 

quindi se il cane sia positivo o negativo.

•Titolo  < 1:80                            Negativo

•Titolo  1:80                               Sospetto *

•Titolo ≥ 1:160                           Positivo

Il titolo Sospetto indica una reattività anticorpale dell’animale, è opportuno riprelevare il siero a 

distanza di 21-30 giorni per stabilire se il campione esaminato presenta un movimento anticorpale

•Titolo  < 1:80                            Negativo

•Titolo  1:80                               Sospetto *

•Titolo ≥ 1:160                           Positivo

Il titolo Sospetto indica una reattività anticorpale dell’animale, è opportuno riprelevare il siero a 

distanza di 21-30 giorni per stabilire se il campione esaminato presenta un movimento anticorpale



Immunofluorescenza indiretta 
(IFAT)

TEST ELISA

Test di agglutinazione diretta 
(DAT)

Saggio immuno-
cromatografico rapido

TECNICHE INDIRETTE 
(Valutazione della risposta immunitaria)



ELISA

• Specificità inferiore

• Sensibile inferiore

• Possibili reazioni crociate



Maggiore 
sensibilità e 
specificità

costo

ELISA



Immunofluorescenza indiretta 
(IFAT)

TEST ELISA

Test di agglutinazione diretta 
(DAT)

Saggio immuno-
cromatografico rapido

TECNICHE INDIRETTE 
(Valutazione della risposta immunitaria)



Test di agglutinazione diretta (DAT)

Saggi immuno-cromatografici rapidi

➢ Vantaggi: Praticità/velocità

➢ Svantaggi: sensibilità bassa (30-50%)

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

non sono validati per l'uso con il siero di gatto. Quando uno di questi test rapidi commerciali è 

stato confrontato con un test IFA validato, sono stati osservati bassi livelli di sensibilità, valori 

predittivi negativi, specificità e valori predittivi positivi.



Nella diagnosi della Leishmaniosi 
si utilizzano esami …. 

Esami 
aspecifici

Esami 
specifici

Specifici: mettono in evidenza la presenza del parassita. 

Esami Diretti
(Identificazione 

agente 
biologico)

Esami Indiretti
(Valutazione 
della risposta 
immunitaria)



TECNICHE DIRETTE
(Identificazione agente biologico)

Colorazione May-
Grümwald Giemsa

Isolamento colturale

Tipizzazione 
isoenzimatica

Test molecolari



Colorazione May-Grümwald Giemsa



▪ Vantaggi: economica, pratica, veloce, specificità molto elevata in particolare 

all’inizio della evoluzione della patologia quando la carica parassitaria è 

notevole

▪ Svantaggi:bassa sensibilità.

▪ Nelle frequenti paucinfezioni infatti il numero di protozoi risulta scarso



TECNICHE DIRETTE
(Identificazione agente biologico)

Colorazione May-
Grümwald Giemsa

Isolamento colturale

Tipizzazione 
isoenzimatica

Test molecolari



Isolamento delle Leishmanie: promastigoti

Agoaspirato 
linfonodale

Agoaspirato 
midollare

Raschiato 
Cutaneo



Terreni di coltura

Bifasici

EMTM
 

NNN

Liquidi

RPMI
 

P-Y

RPMI-
PY



ISOLAMENTO

• Se il campione si mantiene 
negativo eseguire 3 passaggi 

nell’arco di 2 mesi.

• Quando il campione si 
positivizza, proseguire vari 

passaggi finalizzati 
all’amplificazione del ceppo 

isolato.

• Finalità dell’isolamento 
(diagnostica,conservazione del 

ceppo in azoto liquido, DNA, 
tipizzazione isoenzimatica e/o 

molecolare)



Isolamento

Fattori influenzanti l’esito 
dell’isolamento:

▪ Carica parassitaria del 
campione

▪ Virulenza del ceppo

▪ Idonee condizioni di coltura 
(terreno e temperatura)



TECNICHE DIRETTE
(Identificazione agente biologico)

Colorazione May-
Grümwald Giemsa

Isolamento colturale

Tipizzazione 
isoenzimatica

Test molecolari



TIPIZZAZIONE ISOENZIMATICA

Utilizzati per caratterizzare singoli 

individui facenti parte di un gruppo 

tassonomico

▪ Gli isoenzimi di uno stesso enzima 

catalizzano la stessa reazione, ma hanno una 

struttura chimica differente e diverse 

proprietà chimico-fisiche (punto isoelettrico, 

mobilità elettroforetica)

▪ Gli isoenzimi possono derivare da:

- Geni differenti

- Modificazioni post-traduzionali

- Assemblaggi diversi

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)

Colorazione May-
Grümwald Giemsa

Isolamento colturale

Tipizzazione 
isoenzimatica

Test Molecolari



Campioni di partenza:

➢ Sangue intero preferibilmente in 
EDTA

➢ Preparati istologici
 (campioni in paraffina, o in 

formalina )

➢ Ago aspirati linfonodali o 
midollari

➢ Tamponi oculo-congiuntivali, 
urine

➢ Raschiati cutanei

➢ Organi refrigerati o congelati



• Leishmania e altri trypanosomatidi 

hanno un unico mitocondrio che 

contiene una grande massa di DNA 

mitocondriale conosciuto come DNA 

del cinetoplasto (kDNA).

• Il kDNA è costituito da una gigantesca 

rete di minicircoli e maxicircoli 

concatenate. Ci sono circa 10.000 

minicircoli e 50 maxicircoli per rete.

• Il kDNA mostra caratteristiche che lo 

rendono quasi ideale per la costruzione 

di sonde molecolari, dal momento che 

sono presenti in un alto numero di 

copie e contengono sequenze 

conservate. 

Scelta della sequenza PCR target



PCR classica

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

 Oltre ad essere specifica è anche nettamente più 
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

COMPONENTI DELLA REAZIONE DI PCR:

1) Sequenza di DNA target

2) DNA polimerasi termostabile(Termophilus aquaticus, Taq polimerasi)

3) Due oligonucleotidi (15-25 bp) specifici per la sequenza target (Primers)

4) dNTPs



Dalla teoria… 

           …alla pratica



Sample

30’

PCR convenzionale

Termociclatore

PCR

Controllo spettrofotometrico
Estrazione del 

DNA

10’

3-5 h

Prodotti amplificati

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


CaricamentoPreparazione Gel di agarosio 

Analisi dei risultati Lettura 

Elettroforesi del DNA

PCR convenzionale

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 possibilità di errore

➢  Utilizzo di sostanze tossiche (etidio bromuro….)

➢ Possibile cross-contamination del DNA amplificato

➢ Non consente una quantificazione precisa del DNA target

                                 

                                       vantaggio ?

       Sensibilità            

                                       svantaggio ?



Real time PCR
Misura l'amplificazione in tempo reale durante la fase 

esponenziale della PCR, quando cioè l'efficienza di 
amplificazione è influenzata minimamente dalle 

variabili di reazione, permettendo di ottenere 
risultati molto più accurati rispetto alla PCR 

tradizionale "end point”

➢ Rilevamento della 
fluorescenza associata 

all’amplificazione

➢ Il prodotto di PCR non 
viene analizzato su gel di 

agarosio

➢ Analisi del prodotto di 
fluorescenza tramite 

computer

COMPONENTI DELLA REAZIONE RT-PCR:
1) Sequenza di DNA target
2) Master mix (DNA polimerasi, dNTPs) 
3) Due oligonucleotidi (15-25 bp) specifici per la 
sequenza target (Primers)
4) Sonda (oligonucleotide di 12 bp).



Sample

Estrazione del 
DNA

Riassumendo
Sample

Real time 
PCR

Controllo

 spettrofotometrico

Lettura ed interpretazione dei Dati

30’

1h 28’

10’



Lettura ed interpretazione

Standard
L. infantum   

106-101 Leish/ml



DIAGNOSI?? VANTAGGI METODI DIAGNOSTICI SIEROLOGICI:

IFAT

ELISA



DIAGNOSI?? SVANTAGGI METODI DIAGNOSTICI SIEROLOGICI:

http://www.google.it/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://it.wikipedia.org/wiki/Regno_d'Italia_(1861-1946)&ei=GdMWVZyOKYbuUsKwg9AN&psig=AFQjCNGP9rX0ER-PFkihqSN_T-375NtB7Q&ust=1427645512469942


Scelta della matrice biologica idonea

DIAGNOSI?? VANTAGGI REAL TIME PCR:

SVANTAGGI:

Ogni paziente è un "protocollo diagnostico”





Fonte: LeishVet



KEY POINTS… Leishmaniosi Felina

La citologia, l'istologia, l'isolamento 

o la PCR su campioni cutanei, 

linfonodi, sangue o qualsiasi altro 

tessuto colpito sono utili per la 

diagnosi diretta.

La sierologia è utile per 

valutare le frequenze di 

infezione.

Pennisi et al. 

Parasites & Vectors 

(2015) 8:302 DOI 

10.1186/s13071-015-

0909-z
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