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Introduzione e scopo - La leishmaniosi canina (LCan) causata da Leishmania

infantum è una patologia zoonotica potenzialmente mortale. La disponibi-

lità di un kit diagnostico rapido e facilmente utilizzabile nella pratica clini-

ca rappresenta un valido ausilio per la diagnosi. L’obiettivo di questo stu-

dio è di confrontare il test rapido immunocromatografico, Theratest Lei-

shmania® kit (Tt) con l’immunofluorescenza indiretta (IFAT) quale metodo

quantitativo di riferimento, per individuare anticorpi nei confronti di L. infantum,

in cani naturalmente infetti.

Materiali e metodi - Sono stati valutati contemporaneamente con entrambi

i test, i sieri di 40 cani, 10 sani e 30 con diagnosi di leishmaniosi canina. Sono

stati considerati positivi titoli IFAT ≥ 1:80. Sono state calcolate sensibilità,

specificità, valore predittivo positivo e negativo del Tt. Per valutare la con-

cordanza tra i due test è stato utilizzato il test statistico Kappa (K) con IC

del 95%.

Risultati - Il test IFAT ha individuato anticorpi anti-leishmania in 30/40 cam-

pioni con titolo anticorpale compreso tra 1:80 e 1:5120. Con il metodo Tt

sono risultati positivi 31/40 campioni. Sensibilità e specificità di Theratest

sono risultate rispettivamente del 100% e 95%. Il valore Kappa è risultato

0,935 dimostrando ottimo accordo tra metodo IFAT e Tt.

Discussione - Theratest è in grado di identificare con accuratezza gli anti-

corpi anti-L. infantum nel siero di cane. Questo test rapido non richiede al-

cuna specifica preparazione dei campioni, né attrezzature dedicate e può es-

sere conservato a temperatura ambiente, caratteristiche che lo rendono adat-

to ad essere utilizzato nella pratica clinica fornendo risultati in tempi rapidi.
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INTRODUZIONE
La leishmaniosi canina (LCan), causata dal protozoo Lei-
shmania infantum è una patologia zoonotica potenzialmente
mortale. Nei cani infetti, lo sviluppo della malattia è con-
dizionato da diversi fattori tra cui il tipo di risposta im-
munitaria attivata, la razza, l’età, le patologie concomi-
tanti e il livello di esposizione al parassita. I sintomi cli-
nici, estremamente polimorfi, possono essere generalizzati
(febbre, perdita di peso, linfomegalia, splenomegalia), op-
pure interessare un solo organo o apparato (forme cu-
tanee, renali, oculari)1. L’andamento della patologia può
essere auto-limitante, grave o fatale2. La leishmaniosi ca-
nina è endemica in molte aree tropicali e subtropicali del
mondo. Nel bacino del Mediterraneo è presente con una
prevalenza media del 22%3,4,5,6 ed è stata segnalata an-
che in alcune aree del nord Europa7,8,9. In Italia la ma-

lattia è presente in quasi tutto il territorio con una

maggior prevalenza nelle regioni costiere del cen-

tro e del sud5,10-13. La trasmissione di L. infantum avviene

prevalentemente attraverso un vettore, la femmina del
flebotomo, che trasmette il parassita quando compie il
pasto di sangue ed il cane è considerato il principale ser-
batoio del parassita1,13. Nelle aree endemiche la preva-
lenza dei cani infetti è molto più alta di quella dei sog-
getti malati10 ed il sospetto diagnostico di LCan è reso
difficoltoso dalla presentazione clinica che varia in fun-
zione dello stato immunitario del soggetto colpito1. Ben-
ché la diagnosi clinica di LCan possa essere conferma-
ta con metodi diretti quali l’esame citologico e la reazione
a catena della polimerasi (PCR) su tessuti biologici, la ri-
cerca anticorpale riveste una notevole importanza dia-
gnostica, non solo per la conferma della patologia nei
casi clinici sospetti, ma anche per l’individuazione di cani
infetti asintomatici che fungono da serbatoio del pa-
rassita14. I test sierologici quantitativi rappresentano una

componente importante nell’algoritmo diagnostico del-
la leishmaniosi canina. Quelli maggiormente utilizzati
sono il test dell’immunofluorescenza indiretta (IFAT) e
i test immunoenzimatici (ELISA) che vengono impie-
gati sia negli studi epidemiologici, sia nella diagnostica

clinica15. Generalmente alti titoli anticorpali sono asso-
ciati ad un’alta carica parassitaria, a una sintomatologia
clinica evidente e confermano la diagnosi di malattia15-

18. Un limite all’esecuzione di questi test è rappresenta-
to dalla necessità di laboratori specializzati, personale
esperto e attrezzature dedicate. Considerata la rilevan-
za di questa patologia per la salute del cane e dell’uomo,
la possibilità di confermare facilmente e in tempi brevi
il sospetto diagnostico di LCan agevola la veloce gestione
dei casi clinici permettendo anche di ridurre il rischio di
complicanze dovute al ritardo della somministrazione del-
la terapia19. Per questo motivo negli anni recenti, sono
stati sviluppati test rapidi ad uso ambulatoriale che fa-
cilitano l’iter diagnostico dei casi clinici sospetti e favo-
riscono la sorveglianza epidemiologica20-22. L’obiettivo
di questo studio è di valutare l’accuratezza di un nuovo
test immunocromatografico rapido, utilizzando il test
IFAT come metodo di riferimento.

MATERIALI E METODI
Per la valutazione del metodo immunocromatografi-
co rapido (Theratest Leishmania®, Bioforlife, Milano,
Italia) sono stati selezionati campioni, valutati con il me-
todo IFAT, con diversi titoli di positività anticorpale nei
confronti di L. infantum, in modo da riflettere la casi-
stica di cani affetti da LCan comunemente osservata
nella pratica clinica. I campioni di sangue sono stati pre-
levati da 40 cani, di età compresa tra i 2 e i 14 anni, af-
feriti agli ambulatori del Dipartimento di Medicina Ve-
terinaria dell’Università degli Studi di Milano. Trenta
dei 40 cani erano originari o avevano viaggiato in zone
endemiche per leishmaniosi canina ed i prelievi di san-
gue sono stati effettuati come parte integrante delle vi-
site diagnostiche o di follow up; 25/30 cani al momento
del prelievo, presentavano sintomi compatibili con CL,
rappresentando gli stadi della malattia precedentemente
descritti1, mentre 5/30 erano asintomatici. In questi 30
cani la presenza di infezione da L. infantum è stata con-
fermata mediante esame PCR real-time o citologia su
campioni di linfonodo, milza o midollo e positività al
test IFAT (titolo ≥ 1:80) per la ricerca di anticorpi anti
L. infantum. Il gruppo di controllo era composto da 10
cani clinicamente sani, donatori di sangue residenti in
zona indenne per LCan, che non si erano mai trasfe-
riti in aree endemiche. In questi soggetti il prelievo di
sangue era stato effettuato durante il periodico scree-

In Italia la Leishmaniosi canina è presente in qua-

si tutto il territorio con una maggior prevalenza

nelle regioni costiere del centro e del sud.

I test rapidi ad uso ambulatoriale permettono di

confermare facilmente e in tempi brevi il sospetto

diagnostico di LCan consentendo una veloce ge-

stione dei casi clinici e favorendo la sorveglian-

za epidemiologica del territorio.
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titoli di positività anticorpale al test IFAT in
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fetti da LCan comunemente osservata
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ning di controllo dei cani donatori e tutti erano risul-
tati negativi sia alla PCR sia al test IFAT per la ricer-
ca di antigene e anticorpi nei confronti di L. infantum.
Per valutare possibili cross reazioni con anticorpi nei
confronti di Ehrlichia canis è stato inoltre analizzato, con
il metodo Theratest Leishmania®, il siero prelevato da
un ulteriore gruppo di 10 cani, risultati negativi a PCR
e test IFAT per la ricerca di antigene e anticorpi rife-
riti a L. infantum, ma positivi al test IFAT per la ricer-
ca di anticorpi anti E. canis (titolo ≥ 1:80). In tutti i cani
i prelievi di sangue sono stati effettuati, dopo almeno
8 ore di digiuno, dalla vena cefalica dell’avambraccio
e il sangue è stato trasferito in provette prive di anti-
coagulante e in provette contenenti EDTA (Vacuette®,
Preanalitica S.r.l., Caravaggio, Italia). I campioni di sie-
ro e di sangue in EDTA sono stati analizzati con Tt en-
tro le 24 ore dal prelievo, mentre le aliquote di siero per
l’esame IFAT sono state congelate a -20 °C fino al-
l’esecuzione dell’esame.

Ricerca anticorpi verso L. infantum con test iFAT

Il test IFAT è stato effettuato come descritto prece-
dentemente14, utilizzando un kit commerciale (Lei-
shmania-Spot IF®, BioMerieux Marcy L’Etoile, France)
costituito da vetrini con adesi promastigoti di L. infan-
tum. Il siero è stato diluito con un buffer salino (PBS)
di pH 7,2 ed è stato depositato in diluizioni seriali nei
pozzetti presenti sul vetrino e incubato in camera umi-
da per 30 minuti. I vetrini sono stati quindi lavati con
PBS e incubati con anticorpi murini anti IgG di cane co-
niugati con fluoresceina (Sigma Aldrich, Monaco, Ger-
mania) a 37 °C per 30 minuti in camera umida. I vetri-
ni sono stati nuovamente lavati con PBS, asciugati ed esa-
minati al microscopio a fluorescenza (Zeiss Axiosop®,
Germania) a 280 nm. In ogni vetrino sono stati inclusi
come controllo negativo e positivo sieri canini provenienti
da un soggetto sicuramente sano e da uno con diagno-
si di LCan, precedentemente testati. Il test è stato con-
siderato positivo quando era presente una fluorescen-
za di membrana e/o citoplasmatica a un titolo anticor-
pale ≥ 1:80. Il test IFAT per l’individauzione degli an-
ticorpi anti E. canis è stato effettuato con un kit com-
merciale (Biopronix®, Agrolabo, Scamagno, Torino,
Italia) come precedentemente descritto15.

Ricerca anticorpi verso L. infantum con test 

Theratest Leishmania

Il test diagnostico Theratest Leishmania è un test qua-
litativo basato sulla tecnica immunocromatografica
per l’individuazione di anticorpi anti L. infantum nel sie-
ro, plasma e sangue intero di cane. Il test è stato eseguito
seguendo le istruzioni della ditta produttrice. Dieci µl
del campione (siero o sangue in EDTA) da testare sono
stati pipettati nel foro designato per la deposizione del
campione e immediatamente sono state aggiunte due
gocce di buffer fornito nella confezione. Il campione e
il buffer sono migrati nella zona di membrana con ade-
so l’antigene L. infantum denominata “finestra dei ri-
sultati”. Dopo 20 minuti di incubazione a temperatura
ambiente è comparsa in tutti i campioni testati, una li-
nea rossa, indicata con la lettera C (controllo), che deve
essere sempre presente affinché il test sia considerato
valido. Nei campioni positivi, nella finestra dei risulta-
ti, si è osserva la comparsa di un’ulteriore linea rossa in-
dicata con la lettera T (test). La presenza delle due linee
(C e T) indica il risultato positivo del test indipenden-

temente da quale delle due linee appare per pri-
ma e dall’intensità della loro colorazione.
Trascorsi 30 minuti dall’esecuzione il test non
è più interpretabile.
Per stabilire la ripetibilità del test Tt tre cam-
pioni risultati positivi (titoli 1:320; 1:2560;
1:5120) e un campione negativo al test IFAT
sono stati ripetuti 5 volte nello stesso giorno.
Gli stessi 3 campioni positivi sono stati valu-
tati su siero fresco e congelato a -20 °C per 7

giorni, per valutare gli effetti della conservazione sulla
lettura del campione. Gli effetti dell’emolisi sui risulta-
ti forniti da Tt sono stati valutati sugli stessi 3 campio-
ni di siero cui sono stati aggiunti 1 g/L di emoglobina.
La differenza di lettura del test eseguito su sangue intero
è stata valutata effettuando prove in doppio tra siero e
sangue EDTA su 5 campioni.

Analisi Statistica

La normalità della distribuzione dei dati ottenuti con il
test IFAT è stata valutata con il test di D’Agostino-Pe-
arson. Per valutare la performance del metodo immu-
nocromatografico nel suo complesso sono stati calco-
lati sensibilità, specificità, valore predittivo positivo (VPP)
e valore predittivo negativo (VPN) utilizzando la tabel-
la 2x2 in base alla concordanza dei risultati di Tt con quel-
li ottenuti con il metodo IFAT. Per valutare l’accordo ol-
tre al caso, tra i risultati ottenuti con il test IFAT e il The-
ratest per la ricerca degli anticorpi nei confronti di L. in-
fantum nel siero canino, è stato utilizzato il K statistico
non pesato (k) con intervallo di confidenza del 95% ri-
ferito a un valore di prevalenza del 22% presente in me-
dia nel bacino del Mediterraneo1,9,18. In base al valore di

Affinché il test sia considerato valido, dopo 20 mi-

nuti di incubazione a temperatura ambiente, deve

sempre comparire una linea rossa, indicata con la

lettera C (controllo). La presenza di due linee (C e

T) indica il risultato positivo del test indipendente-

mente da quale delle due linee appare per prima e

dall’intensità della loro colorazione.
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k il livello di accordo tra i due test è stato valutato se-
condo la seguente linea guida: 0: accordo non superio-
re al caso; 0,20: < accordo scarso; 0,21-
0,40: accordo debole; 0,41-0,60: accor-
do moderato; 0,61-0,80: accordo buo-
no; 0,81-1,00: accordo ottimo. Le ana-
lisi statistiche sono state effettuate uti-
lizzando il programma MedCalc per
Windows v. 9.2.1 (Mariakerke, Belgio).
Per tutte le analisi è stato considerato sta-
tisticamente significativo un valore di P<
0,05.

RISULTATI
Utilizzando il test IFAT sono risultati
positivi per la ricerca di anticorpi anti
L. infantum 30/40 campioni con un ti-
tolo anticorpale compreso tra 1:80 e
1:5120 (5-1:80; 6-1:160; 3-1:320; 6-
1:640; 3-1:1280; 3-1:2560; 4-1:5120),
mentre con il metodo immunocroma-
tografico rapido sono risultati positivi
31/40 campioni. Un solo campione,
prelevato da un soggetto asintomatico,
ha evidenziato un risultato discordan-
te fornendo risultato negativo con il test
IFAT e positivo con Theratest. Tutti i
test effettuati con Tt sono risultati leg-
gibili ed interpretabili anche se, in 3
campioni risultati positivi al test IFAT
con titoli di 1:80 e 1:160, la linea ros-
sa di positività nella “finestra dei ri-
sultati” è apparsa molto tenue e non
ben evidente come quelle ottenute
con gli altri campioni anche con iden-
tici titoli di positività a IFAT (Figura 1).
Utilizzando il metodo IFAT come ri-
ferimento il test immunocromatogra-
fico ha evidenziato una sensibilità del
100% (95%IC 88,43%-100,00%) e

una specificità del 95% (95% IC 75,13%-
99,87%) con un valore predittivo positivo (VPP)
del 84,94% (95% IC 54,86-98,20) e un valore pre-
dittivo negativo (VPN) del 100% (95% IC
90,50-100,00). Il valore del kappa statistico (k),
calcolato per valutare la concordanza oltre al caso
dei due metodi nell’individuare anticorpi anti lei-

shmania nei campioni analizzati è risultato di 0,935 in-
dicando un ottimo accordo tra i due test. Nessuno dei

Utilizzando il metodo IFAT come riferimento il test im-

munocromatografico ha evidenziato una sensibilità

del 100% (95%IC 88,43%-100,00%) e una specificità del

95% (95% IC 75,13%-99,87%) e un valore K di 0,935 in-

dicando un ottimo accordo tra i due test.

Figura 2 - Prova di ripetibilità con metodo immunocromatografico Theratest Leishmania®

per la ricerca di anticorpi verso Leishmania infantum: lo stesso campione ripetuto ha

sempre mostrato il medesimo risultato positivo.

Figura 1 - Valutazione della positività per la ricerca di an-

ticorpi verso Leishmania infantum con metodo immuno-

cromatografico Theratest Leishmania®: campione con tito-

lo di positività IFAT 1:80 risultato positivo al test immuno-

cromatografico con una colorazione della linea del risulta-

to molto tenue.
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campioni risultati positivi per la ricerca di anticorpi anti-
E. canis e negativi al test IFAT per la ricerca di anticorpi
anti-L. infantum è risultato positivo al test immuno-
cromatografico. Il test Tt ha mostrato una buo-
na ripetibilità in quanto i campioni ripetuti 5 vol-
te hanno sempre evidenziato il medesimo ri-
sultato (Figura 2) anche se il campione a tito-
lo IFAT 1:2560 ha evidenziato una forte va-
riabilità nell’intensità della linea di positività (Fi-
gura 3). I risultati ottenuti con il test immuno-
cromatografico sono rimasti invariati anche sui
campioni di siero congelati a -20 °C per 7 gior-
ni. L’emolisi indotta nei 3 campioni analizzati,
non ha modificato il risultato ottenuto. La let-
tura dei risultati è apparsa leggibile anche in cam-
pioni di sangue intero, anche se la linea rossa
del test era meno netta rispetto a quella otte-
nuta con il siero (Figura 4).

DISCUSSIONE
Il monitoraggio e la sorveglianza epidemiolo-
gica della leishmaniosi canina riveste particolare
importanza sia in medicina veterinaria, sia in me-

dicina umana in quanto questa patologia è una
zoonosi con importanti risvolti sulla salute pub-
blica per la quale il cane è il principale serba-
toio. L’approccio diagnostico alla patologia pre-
vede la ricerca degli anticorpi anti leishmania nel
siero, associata all’identificazione del parassita
o del suo genoma nei tessuti. La sierologia vie-
ne utilizzata per la diagnosi dei soggetti mala-
ti, lo screening dei cani donatori di sangue, per
identificare soggetti infetti clinicamente sani re-
sidenti o provenienti da regioni endemiche o per
effettuare studi epidemiologici su ampia sca-
la23,24,25. Malgrado per la diagnosi di LCan non
vi sia un test “gold standard” dotato di sensi-
bilità e specificità del 100%18, i test maggior-
mente attendibili per la ricerca di anticorpi spe-
cifici anti leishmania (IgG) sono quelli quanti-
tativi come l’IFAT e l’ELISA19. Il test IFAT è
considerato il metodo di riferimento nella dia-
gnostica di laboratorio19, mentre il metodo ELI-

Figura 3 - Prova di ripetibilità con metodo immunocromatografico Theratest Leishmania®

per la ricerca di anticorpi verso Leishmania infantum: un campione positivo al test IFAT

con titolo 1:2560 alla prova di ripetibilità ha evidenziato una forte variabilità nell’intensità

della linea di positività.

SA presenta sensibilità e specificità variabili in base al
differente antigene impiegato23. I metodi quantitativi,
oltre a confermare l’infezione, permettono la valuta-

Figura 4 - Valutazione della positività per la ricerca di anticorpi verso Leishmania in-

fantum con metodo immunocromatografico Theratest Leishmania®: test effettuato sul-

lo stesso soggetto positivo al test IFAT, con sangue intero e con siero. La lettura dei

risultati è leggibile con entrambi i campioni.

Theratest Leishmania® per la ricer-

ca di anticorpi anti-leishmania, può

essere eseguito utilizzando siero o

sangue intero, è di facile interpre-

tazione, non richiede alcuna at-

trezzatura o preparazione del cam-

pione e può essere conservato a

temperatura ambiente.
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zione del titolo anticorpale (titolazione “end point”) il
cui andamento può essere monitorato durante il decorso
della malattia, e rappresenta uno dei parametri indica-
tivi di miglioramento o aggravamento del quadro cli-
nico1,17,21. La titolazione anticorpale, inoltre, permette
di distinguere i soggetti malati, clinicamente sintoma-
tici e con alto titolo anticorpale, da quelli infetti che,
generalmente, presentano basso titolo anticorpale16. Mal-
grado questi indubbi vantaggi, non sempre questi test
sono facilmente attuabili nella pratica clinica in quan-
to vengono realizzati in laboratori specializzati e ne-

cessitano di personale esperto per essere eseguiti ed in-
terpretati e di lunghi tempi di esecuzione. Durante lo
svolgimento dell’attività clinica, la disponibilità di un
test rapido, di facile utilizzo, che non richieda particolari
competenze laboratoristiche e possa essere realizzato
in ambulatorio, rappresenta una risorsa in grado di fa-
cilitare e velocizzare l’approccio diagnostico alla pa-
tologia come dimostrano i numerosi test rapidi che sono
stati commercializzati negli ultimi anni 20,21,22,26. Theratest
Leishmania® per la ricerca di anticorpi anti-leishmania,
può essere eseguito utilizzando siero o sangue intero,
è di facile interpretazione, non richiede alcuna attrez-
zatura o preparazione del campione e può essere con-
servato a temperatura ambiente. In meno di 30 minu-
ti il sospetto diagnostico può essere confermato ren-
dendo questo test ideale per l’uso ambulatoriale e di
campo. Non è stata osservata cross-reazione con sie-
ri positivi ad E. canis, patologia che rappresenta una co-
infezione non rara in corso di leishmaniosi canina. Il
valore del k statistico evidenzia che l’accordo tra i ri-
sultati ottenuti con il metodo immunocromatografico
e il metodo IFAT è ottimo. In campioni con titolo an-
ticorpale IFAT ≥ 1:80 il test immunocromatografico
è in grado di individuare anticorpi anti-L. infantum nel
siero di cane con una specificità del 95% e una sensi-

bilità del 100%, non avendo fornito mai risultati fal-
samente negativi. Occorre sottolineare che la saltuaria
e casuale comparsa di una linea di positività molto te-
nue non correlata al valore del titolo anticorpale
IFAT, potrebbe dar luogo ad errate interpretazioni con
risultati falsi negativi. Per questo motivo gli autori en-
fatizzano l’importanza di un’attenta valutazione della
“finestra dei risultati” considerando positivi anche cam-
pioni con linee di positività estremamente tenui. In cor-
so di LCan, la sensibilità di un metodo è fondamentale
quando questo viene utilizzato per il controllo della sie-
roprevalenza dell’infezione, mentre la specificità è par-
ticolarmente importante per l’identificazione dei pazienti
malati22. La presenza di possibili risultati falsi positivi
(VPP 84,94%) deve indurre a considerare il risultato
del test nell’ambito di un contesto epidemiologico e cli-
nico-patologico compatibile con la presenza della pa-
tologia. Esiti positivi in soggetti in cui la sintomatologia
clinica e le alterazioni di laboratorio non riflettano il
quadro tipico della malattia deve indurre a considera-
re sempre con attenzione i risultati ottenuti. 

La principale limitazione di questo studio è di non aver
valutato altre possibili cross-reazioni del test immuno-
cromatografico con altre malattie parassitarie quali ba-
besiosi, rickettsiosi o anaplasmosi che possono essere pre-
senti come co-infezioni in corso di LCan.
In conclusione, il metodo immunocromatografico The-
ratest Leishmania® ha evidenziato ottime performance
diagnostiche, dimostrandosi un valido ausilio per la pra-
tica clinica. Gli autori sottolineano, però, che per una cor-
retta gestione del paziente leishmaniotico qualsiasi ri-
sultato positivo ottenuto con un metodo qualitativo deve
essere confermato utilizzando un metodo quantitativo
in grado di avvalorare la diagnosi e fornire un titolo an-
ticorpale “end point”.

Nell’interpretazione dei risultati occorre consi-

derare positivi anche campioni con linee di po-

sitività estremamente tenui.

Il risultato del test deve sempre essere va-

lutato nell’ambito di un contesto epide-

miologico e clinico-patologico compatibile

con la presenza della patologia.
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Introduction and aim of  the study - Canine leishmaniosis (CanL) due to Leishmania infantum infection is a life-threat-
ening zoonotic disease. The availability of  reliable and rapid in-clinic serologic tests, would assist immediate diagnosis in clinically sus-
pected cases. The aim of  this study is to compare the rapid immunocromatographic Theratest Leishmania® kit (Tt) with a quanti-
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firmed CanL and were evaluated with both tests. IgG-IFAT titers ≥ 1:80 were considered positive. Sensitivity, specificity, and pos-
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Thirty-one out of  40 samples tested positive with the qualitative Tt. The sensitivity and specificity of  the Leishmania Theratest were
100% and 95% respectively, compared with those of  the IFAT. The Kappa value of  0.935 demonstrated very good agreement be-
tween the 2 tests.
Discussion - The immunocromatographic test reliably identified canine sera with anti-L. infantum IgG antibody titers ≥ 1:80.
Tt requires neither special preparation of  the serum nor specialized equipment and is applicable as a field test being easy to use and
providing rapid results.
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