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INTRODUZIONE

La leishmaniosi canina è particolarmente diffusa nelle
aree a clima tropicale e subtropicale. In Italia la sua
prevalenza varia da 1,7 a 48,4% nelle regioni centro-
meridionali1 mentre recentemente questa malattia pro-
tozoaria è stata segnalata anche in alcune regioni del
settentrione.2,3

La diagnosi definitiva di leishmaniosi richiede il riscon-
tro diretto dei protozoi nelle cellule del sistema reticolo

istocitario negli strisci di tessuto (milza, midollo osseo o
linfonodi)4 o l’amplificazione di porzioni genomiche me-
diante PCR.5,6 Gli esami sierologici hanno il vantaggio di
poter identificare, con costi limitati, i soggetti asintomatici
e sono di fondamentale importanza per screening di massa
su ampi territori.7 Numerosi test sierologici per la ricerca
di anticorpi anti-Leishmania sono stati sviluppati e fra
questi l’IFAT rappresenta il gold standard per la sierodia-
gnosi della leishmaniosi canina.8

Recentemente i ricercatori hanno studiato diversi antige-
ni di Leishmania tra i quali l’antigene K39 (K39) del kine-
toplasto, che è un epitopo immunodominante presente ne-
gli amastigoti tissutali di L. infantum (syn. L. chagasi) e L.
donovani e caratterizzato da un’elevata immunogenicità.9
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Riassunto

Un test immunocromatografico rapido preparato con l’antigene ricombinante K39 (Leishmania rapid test; DiaSys Europe
Ltd., Wokingam, UK) e già disponibile in commercio per la sierodiagnosi della leishmaniosi umana è stato validato per la siero-
diagnosi di leishmaniosi canina. A tal fine sono stati utilizzati 165 sieri di cani, selezionati sulla base della positività/negatività
all’esame parassitologico su puntato linfonodale, e i risultati del test sono stati comparati con quelli dell’immunofluorescenza
indiretta (IFAT) (cut off 1:80). La specificità relativa del dipstick rK39 e dell’IFAT è risultata del 100% (97/97) e del 98,97%
(96/97) rispettivamente, mentre la sensibilità relativa del 97,06% (66/68) e del 98,53% (67/68).

I risultati del presente studio hanno dimostrato l’utilità dell’antigene rK39 per la diagnosi di leishmaniosi canina. In partico-
lare, il dipstick test si è dimostrato un test rapido, sensibile e specifico, utile sia per screening sierologici di massa sia nella
pratica clinica poiché richiede minima attrezzatura e minima esperienza dell’operatore.

Summary

The validity of an rK39 dipstick test (Leishmania rapid test; DiaSys Europe Ltd., Wokingam, UK), commercially available for
the serodiagnosis of human leishmaniasis, was evaluated using sera from 165 dogs selected on the basis of positive or nega-
tive lymph node smears at parasitological examination. The results were compared to the indirect fluorescent antibody test
(IFAT) (cut-off 1:80). The relative specificity of the rK39 dipstick and IFAT was 100% (97/97) and 98.97% (96/97), while the
relative sensitivity was 97.06% (66/68) and 98.53% (67/68), respectively. On the whole, the results of our study confirm the
usefulness of rK39 antigen for diagnosing canine leishmaniasis both in symptomatic and asymptomatic dogs. The rK39 di-
pstick proved to be a rapid, sensitive, and specific test that may be very useful in the field for large scale screening and also in
veterinary practice, requiring minimal equipment and operator expertise.

“Articolo ricevuto dal Comitato di Redazione il 17/1/2005 ed accettato
per pubblicazione dopo revisione il 12/5/2005”.
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L’antigene K39 è stato caratterizzato biochimicamente ed è
oggi disponibile come antigene ricombinante (rK39) impie-
gato per fini diagnostici e in studi di immunoprofilassi.
Nell’uomo, il rilievo di anticorpi circolanti anti-K39 con
metodica ELISA indica uno stato di leishmaniosi attiva10

mentre nel cane indica anche forme asintomatiche di leish-
maniosi.11,12 Un test rapido immunocromatografico basato
sull’antigene rK39 (rK39 dipstick test) è stato impiegato
per la diagnosi di leishmaniosi viscerale umana da L. infan-
tum e L. donovani con una sensibilità del 67-100% e una
specificità del 97-100%.13,14,15,16,17

Nel cane il dipstick test rK39 è stato utilizzato da
Reithinger e coll. (2002). I risultati sono stati confrontati
con quelli di un test ELISA e con la PCR su buffy coat; il
test ha dimostrato una sensibilità più alta di quella della
PCR e comparabile con l’ELISA, ma una specificità più
bassa in confronto agli altri due metodi.18

Lo scopo del presente lavoro è quello di verificare l’ef-
ficacia del dipstick rK39 test (Leishmania rapid test; Dia-
Sys Europe Ltd., Wokingam, UK) per la diagnosi di leish-
maniosi canina, utilizzando l’esame microscopico diretto
come gold standard. I risultati del rK39 dipstick test sono
stati comparati con quelli ottenuti con l’IFAT.

MATERIALI E METODI 

Campionamento

Il numero minimo di animali da esaminare (n = 138) è
stato calcolato utilizzando la formula proposta da Greiner
and Gardner19 per la stima della sensibilità (Se) e della
specificità (Sp) di un test, considerando un intervallo di
confidenza del 95%, un margine di errore desiderato del
5% ed un valore di Se/Sp stimato a priori del 90%.20

In totale sono stati selezionati 165 cani divisi in tre
gruppi come segue: 

Gruppo 1: 55 cani sani (controlli negativi) di cui 33 pro-
venienti da area endemica (Puglia), senza anamnesi né se-
gni clinici di leishmaniosi e con puntato linfonodale nega-
tivo e 22 provenienti da area non endemica (Svezia) e che
non hanno mai lasciato il Paese d’origine.

Gruppo 2: 68 cani con leishmaniosi accertata tramite
esame microscopico su puntato linfonodale (controlli po-
sitivi) e provenienti da area endemica (Puglia). In questi
cani i sintomi più frequentemente registrati sono stati:
condizioni generali scadenti, linfoadenopatia periferica,
dermatite esfoliativa, ulcerazioni cutanee, congiuntivite,
onicogrifosi ed epistassi. Tali sintomi erano presenti in
differenti combinazioni e gradi di gravità. Quattro cani
di questo gruppo non presentavano segni clinici evidenti
riconducibili a leishmaniosi e la positività al puntato
linfonodale è stata riscontrata nel corso di indagini di
routine.

Gruppo 3: 42 cani con altre patologie accertate e diver-
se dalla leishmaniosi di cui 24 provenienti da area endemi-
ca (Puglia), con puntato linfonodale negativo e 18 prove-
nienti da area non endemica (Svezia). Le patologie più
rappresentate erano rogna sarcoptica o demodettica, ehrli-
chiosi, neoplasie.

Per ciascun animale sono state raccolte informazioni ri-
guardanti razza, sesso, età ed habitat e una anamnesi clini-

ca remota e recente; ogni cane è stato sottoposto a visita
clinica accurata.

Un campione di sangue è stato prelevato dalla vena bra-
chiale o dalla giugulare di ciascun cane, mantenuto a tempe-
ratura ambiente e centrifugato a 3.000 giri per 10 minuti. Il
siero ottenuto è stato separato e conservato alla temperatura
di -20°C fino all’esecuzione degli esami sierologici.

Sui campioni di sangue prelevati dai cani provenienti da
area endemica è stata eseguita l’elettroforesi delle proteine
sieriche allo scopo di valutare la presenza di iperglobuline-
mia e/o di un anormale rapporto albumine/globuline.

Osservazione parassitologica diretta 
dei puntati linfonodali

Il riscontro dei parassiti all’osservazione microscopica
dei puntati linfonodali è stato utilizzato come criterio per
differenziare i soggetti infetti da quelli non infetti in area
endemica in quanto considerato il metodo migliore per di-
mostrare la presenza del parassita.21 Il materiale è stato
prelevato per agoinfissione dai linfonodi poplitei, gli strisci
colorati con MayGrunwald-Giemsa. All’osservazione al
microscopio ottico, gli amastigoti (1,5-2,0 x 2,5-5 µm) con-
tenevano un piccolo nucleo circolare ed un corto kineto-
plasto bastoncellare.

Immunofluorescenza indiretta

L’immunofluorescenza è stata eseguita apportando lievi
modifiche alla procedura descritta da Mancianti e Meciani22

e utilizzando come antigene promastigoti di L. infantum zi-
modema MON1, stratificati su appositi vetrini multispot. I
sieri in esame, diluiti 1:80, sono stati aggiunti nei pozzetti
contenenti l’antigene e i multispot sono stati messi ad incu-
bare in stufa termostatata per 30 min a 37°C. Dopo una se-
rie di lavaggi sono stati aggiunti gli anticorpi anti-cane da
coniglio marcati con fluoresceina (Rabbit anti-dog IgG; Sig-
ma - Aldrich Chemie, Germany; Lot 68H9190) diluiti 1:40.
I vetrini sono stati posti ad incubare nelle stesse condizioni
prima descritte e, dopo ulteriori lavaggi, sono stati letti al
microscopio ottico a fluorescenza a 40x.

Sono stati considerati positivi i campioni nei quali era
evidente una fluorescenza a livello della membrana e/o del
citoplasma dei promastigoti alla diluizione 1:80 (cut-off).
Per ciascun multispot sono stati inclusi come sieri di con-
trollo quelli provenienti da cani sicuramente negativi e si-
curamente positivi.

Test immunocromatografico rapido (Dipstick test)

Il dipstick test è un test immunocromatografico per la
determinazione di anticorpi anti-Leishmania su siero o
plasma messo a punto per la diagnosi della leishmaniosi
umana.

Sulla membrana è stratificato l’antigene rK39 a livello
della linea del test e anticorpi anti-proteina A (proteina A
coniugata ad oro colloidale) a livello della linea di controllo.

Il test (Leishmania rapid test; DiaSys Europe Ltd.,
Wokingam, UK) è stato eseguito secondo le indicazioni
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del foglio illustrativo. Nel pozzetto-campione sono stati
immessi 20 µl di siero in esame e, immediatamente dopo,
100 µl del buffer fornito con il kit; il test è stato letto dopo
10 minuti.

Sono stati considerati positivi i test in cui è stato possi-
bile osservare due distinte linee rosse (nella regione test e
nella regione controllo); negativi quelli in cui è apparsa la
sola linea di controllo e non validi quelli dove non era
chiaramente visibile la linea di controllo.

Valutazione del dipstick test e dell’IFAT

I due test sono stati valutati sulla base degli indici di
sensibilità (Se), specificità (Sp) e likelihood ratio (LR- e
LR+).19

La sensibilità è stata stabilita sui sieri di cani con leish-
maniosi confermata mentre per determinare la specificità
dei test sono stati impiegati i sieri dei controlli negativi
provenienti da area endemica e non endemica e i sieri dei
cani con altre patologie confermate, ma negativi per Lei-
shmania spp.

La concordanza tra IFAT e dipstick è stata valutata tra-
mite il calcolo del valore del “kappa” usando il software
SPSS per Windows (version 12.01). Un valore kappa com-
preso fra 0,60-0,80 rappresenta una discreta concordanza,
mentre un valore kappa >0,80 rappresenta una concor-
danza pressoché perfetta.23 I campioni che hanno fornito
risultati contrastanti sono stati esaminati tre volte.

Valutazioni collaterali: Dipstick test 
su sangue intero e prove di diluizione

Come prova collaterale è stata valutata l’attendibilità del
dipstick test nel determinare la presenza di anticorpi anti-
Leishmania anche a partire da sangue intero; a tal fine so-
no state effettuate tre diverse procedure su sangue di un
cane positivo all’IFAT (1:20.000). In particolare sono state
aggiunte tre gocce di buffer (fornito con il kit) dopo una

goccia di sangue lasciato essiccare all’aria o una goccia di
sangue fresco immediatamente dopo tre gocce di buffer o
tre gocce di buffer immediatamente dopo una goccia di
sangue fresco.

Al fine di valutare il più basso livello di anticorpi anti-
Leishmania svelabili dal dipstick test un siero di cane, ri-
sultato positivo all’IFAT (1:10.000), è stato testato fino alla
più alta diluizione in grado di fornire un risultato positivo
al test utilizzando come diluenti: a) un campione di siero
sicuramente negativo perché proveniente da cane sano di
area non endemica per leishmaniosi, b) acqua distillata, c)
soluzione fisiologica (NaCl 0,9%).

RISULTATI

I risultati dell’IFAT e del dipstick test rK39 per la ricer-
ca di anticorpi anti-Leishmania sono riportati nella Tabella
1. Nessun risultato falso positivo è stato riscontrato nel
gruppo 1 (cani sani) né all’IFAT né al dipstick test. Fra i
cani infetti (gruppo 2) è stato riscontrato un falso negativo
all’IFAT e due falsi negativi al dipstick. Tutti i campioni
del gruppo 3 sono risultati negativi al dipstick mentre un
campione (proveniente da area endemica) è risultato posi-
tivo (1:80) all’IFAT. 

Sia il dipstick che l’IFAT hanno mostrato ottime carat-
teristiche di performance: alti valori di Se e Sp, alto LR+ e
basso LR- e ottima concordanza di risultati (Tabella 2). I
due test infatti hanno dato risultati sovrapponibili ad ecce-
zione di un cane (parassitologicamente positivo) risultato
positivo all’IFAT (1:80 e 1:160) e negativo al dipstick test e
di un cane (parassitologicamente negativo, proveniente da
area endemica e con diagnosi di ehrlichiosi canina mono-
citica) risultato positivo all’IFAT (1:80) e negativo al di-
pstick test.

L’elettroforesi della proteine sieriche ha mostrato iper-
gammaglobulinemia in tutti i cani del gruppo 2 ad ecce-
zione di uno.

Fra le procedure in cui è stato impiegato sangue intero,
i migliori risultati sono stati ottenuti aggiungendo tre goc-

Tabella 1
Risultati dell’IFAT (1:80) e del rK39 dipstick test per la rilevazione di anticorpi anti-Leishmania

espressi come rapporto animali positivi/animali esaminati e percentuali

N. positivi/totali esaminati (%)

IFAT rK39 dipstick test

Gruppo 1 - Cani sani

Area endemica 0/33 (0) 0/33 (0)

Area indenne 0/22 (0) 0/22 (0)

Totale 0/55 (0) 0/55 (0)

Gruppo 2 - Cani infetti da Leishmania spp. 67/68 (98,53) 66/68 (97,06)

Gruppo 3 - Cani con altre patologie

Area endemica 1/24 (4,1) 0/24 (0)

Area indenne 0/18 (0) 0/18 (0)

Totale 1/42 (2,38) 0/42 (0)
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ce di buffer alla goccia di sangue lasciato essiccare all’aria.
Utilizzando sangue fresco è stata possibile la lettura del te-
st solo quando il buffer veniva immesso nel pozzetto pri-
ma del sangue. 

Nella prova di diluizione, le più alte diluizioni di siero
che producevano risultati positivi al dipstick test erano
1:4.000, 1:10.000 e 1: 2.000.000 quando il campione era
diluito in siero negativo, acqua distillata e soluzione fisio-
logica rispettivamente. La soluzione fisiologica testata da
sola determinava la comparsa di una linea rossa nell’area
del test (la soluzione fisiologica produce falsi positivi!)
mentre gli altri due diluenti testati da soli non produceva-
no alcuna reazione nell’area del test.

CONCLUSIONI

I risultati di questo studio dimostrano chiaramente che
l’IFAT e il dipstick test rK39 sono ugualmente accurati
nello svelare la presenza di anticorpi anti-Leishmania.

La Se è risultata del 97,06% per il dipstick test e del
98,53% per l’IFAT (alla diluizione di 1:80 che è considera-
to cut-off nelle aree endemiche). Solo un cane positivo per
Leishmania spp. (ricerca microscopica) è risultato negativo
sia all’IFAT che al dipstick test. Questo cane non presenta-
va segni evidenti di leishmaniosi e l’elettroforesi appariva
normale; tali valutazioni suggerivano che l’animale si tro-
vava in una fase iniziale della malattia. È difficile invece
spiegare i risultati dei test sul siero dell’altro cane parassi-
tologicamente positivo risultato positivo all’IFAT e negati-
vo al dipstick. 

La Sp dimostrata dall’IFAT è stata del 98,97% con un so-
lo falso positivo per il cane appartenente al gruppo 3 con
ehrlichiosi canina monocitica e proveniente da area endemi-
ca; sullo stesso campione il dipstick è risultato negativo.

Il dipstick ha mostrato una Sp del 100% e nessuna
cross-reazione nei sieri degli animali del gruppo 3 prove-
nienti sia da aree endemiche che da aree indenni. Questi
risultati confermano l’alta specificità dell’antigene rK39,
impiegato anche nel dipstick test, per la diagnosi differen-
ziale della leishmaniosi umana dalla malattia di Chagas,
della malaria, della schistosomiasi e della toxoplasmosi.20

I risultati del presente lavoro non sono concordi con
quelli di Reithinger e coll.18 che, in uno studio volto a valu-
tare lo stesso test per la diagnosi di leishmaniosi canina, ri-
portano bassi valori di specificità per il dipstick (61% e
75% in confronto con PCR e ELISA rispettivamente) di-
chiarando un elevato numero di falsi positivi. La Se del di-

pstick riportata da Reithinger et al.18 è risultata del 72% e
77% in confronto alla PCR e all’ELISA rispettivamente
mentre nel presente lavoro è risultata pari al 97,06%.

Le discrepanze tra i risultati del presente lavoro e quelli
di Reithinger e coll.18 possono essere dovute all’uso di un
differente approccio per stimare la popolazione dei falsi
positivi e dei falsi negativi. Infatti, mentre Reithinger e
coll.18 non hanno effettuato alcuna ricerca microscopica
del parassita e i cani positivi o negativi sono stati selezio-
nati sulla base della positività/negatività all’ELISA e/o
PCR, nel presente studio il criterio per la selezione dei ca-
ni positivi e negativi è stato basato sulla positività o negati-
vità all’esame parassitologico diretto su strisci da puntato
linfonodale. In effetti, sebbene l’utilizzo di tecniche bio-
molecolari offra molti vantaggi, le metodiche basate sulla
PCR sono caratterizzate da una bassa specificità (possono
infatti fornire risultati positivi anche in presenza di mate-
riale genomico inerte) e una minore sensibilità nell’identi-
ficare l’infezione nei cani asintomatici o in animali in fol-
low-up post-trattamento.24,25

I risultati di questo lavoro confermano quelli riportati
da Sundar et al.,16 Jelinek et al.,15 Bern et al.,13 Zijlstra et
al.17 e Brandonisio et al.,14 i quali hanno utilizzato questo
dipstick test per la diagnosi di leishmaniosi viscerale uma-
na registrando una specificità variabile dal 97 al 100%.

Per concludere, il dipstick test e l’IFAT hanno mostra-
to entrambi buona sensibilità e specificità. L’IFAT ha il
vantaggio di essere un test sia qualitativo che quantitati-
vo; tuttavia la corretta interpretazione dei risultati di
questo test può dipendere da diverse variabili tra cui la
modalità di esecuzione e l’esperienza dell’operatore,
mentre per il dipstick la comparsa di una linea, seppur di
differente intensità (da rossa a rosa) è un segno inequivo-
cabile di positività.

Per ciò che concerne l’uso del dipstik a partire da san-
gue intero, il miglior risultato è stato ottenuto lasciando
essiccare la goccia di sangue nel pozzetto prima di aggiun-
gervi le tre gocce di buffer. La tecnica era stata già utilizza-
ta con successo nella diagnosi di leishmaniosi viscerale
umana in condizioni di campo in India.16

Sebbene il dipstick non sia un test quantitativo la prova
di diluizione eseguita ha dimostrato che un campione po-
sitivo all’IFAT (1:10.000) è positivo fino a diluizioni di
1:4.000 e 1:10.000 quando diluito in siero negativo e in ac-
qua distillata rispettivamente e ciò fa ipotizzare che il test
sia in grado di svelare la presenza di quantità anche mini-
me di anticorpi; la soluzione fisiologica invece induce da
sola la comparsa di una linea rosa nell’area del test produ-

Tabella 2
Performance e concordanza fra dipstick e IFAT

Indici di Performance (95% CI) Likelihood ratios Concordanza
Test

Se Sp LR+ LR- Kappa (95% CI)

rK39 dipstick 97.06% 100% – 0.03 0,987
(93,04-100) (0,01-0,11) (0,96-1,01)

IFAT 1:80 98,53% 98,97% 95,97 0,015 p=0,013
(95,76-100) (96,96-100) (13,59-671,81) (0,002-0,104)
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cendo falsi positivi. Questo è un riscontro di grande im-
portanza se si considera che in condizioni di campo con
temperature superiori ai 40 °C e bassa umidità relativa
può essere necessario diluire il siero prima di eseguire il
test. In uno studio sul dipstick test condotto in Sudan17 la
diluizione dei campioni di siero in soluzione fisiologica ha
infatti causato risultati falsi positivi probabilmente a causa
dell’aggiunta di un diluente improprio.

In conclusione il dipstick può rappresentare una valida
alternativa ai test diagnostici sierologici attualmente dispo-
nibili con un ottimo rapporto costo-beneficio specialmen-
te quando usato per indagini sierologiche su larga scala
che non richiedono determinazione del titolo anticorpale.
Il dipstick test rK39 è anche ideale quando si deve effet-
tuare diagnosi di leishmaniosi canina in condizioni di cam-
po per diversi motivi: può essere letto facilmente; non ri-
chiede equipaggiamenti particolari né elettricità né refrige-
razione; può essere utilizzato il sangue intero da testare an-
che in seguito; il training necessario per imparare a leggere
il dipstick è minimo se comparato alla diagnosi microsco-
pica, all’ELISA, IFAT e PCR; infine la possibilità di visua-
lizzare immediatamente i risultati e comunicarli ai proprie-
tari in tempo reale rende questo test utile anche nella con-
ferma di sospetto diagnostico di leishmaniosi canina nella
pratica clinica veterinaria. Non va comunque dimenticato
che nelle aree endemiche un test sierologico positivo può
essere riscontrato oltre che in animali infetti o malati, an-
che in animali in via di guarigione o guariti, e dunque, co-
me per tutti gli altri test sierologici, i risultati del test devo-
no essere valutati attentamente nel contesto epidemiologi-
co da cui proviene il campione e in base all’obbiettivo del-
l’indagine per cui viene effettuato il test.

Test diagnostici rapidi, sensibili e specifici quale si è di-
mostrato il dipstick rK39 in questo studio sono particolar-
mente utili ed estremamente pratici nelle campagne di in-
tervento volte a definire la diffusione della leishmaniosi ca-
nina e conseguentemente a stabilire una profilassi contro i
flebotomi vettori con lo scopo finale di ridurre l’incidenza
della leishmaniosi umana e canina.
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