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Conflitto di interessi

Dichiaro di non avere alcun conflitto di interesse riguardo 

all’argomento trattato né di aver ricevuto alcun compenso per 

questa presentazione.

 Si ricorda il divieto di registrare, filmare o fotografare

 





Antropozoonosi causate da protozoi del genere Leishmania

Riserve animali cani e canidi

    Vettore piccoli ditteri ematofagi:

     flebotomi o pappataci

Leishmania spp protozoo flagellato, 

ordine Kinetoplastida,

famiglia Trypanosomatidae, 

genere Leishmania, 

sottogenere Leishmania (Vecchio Mondo) e Viannia (Nuovo Mondo)

Leishmaniasi



Le Leishmanie: Epidemiologia



Le Leishmanie - Tassonomia

Multilocus enzyme 

electrophoresis (MLEE) 

– based taxonomy of 

the Leishmania genus



Entità nosogeografiche di Leishmaniosi

•LC Antroponotica (L.tropica)

•LC Zoonotica (L.major)

•LC Sporadica (L.infantum)

• L.peruviana

• L.mexicana

Agenti principali

LC

LC + LCM
• L.guyanensis

• L.braziliensis

Entità nosogeografiche di LC 

nel Vecchio Mondo

Entità nosogeografiche di LC e LCM 

nel Nuovo Mondo



Entità nosogeografiche di Leishmaniosi Viscerale

•LV Antroponotica (Leishmania donovani)

•LV Zoonotica (Leishmania infantum – sin.: L. chagasi)



Leishmaniosi Viscerale – Vettori – Europa - Italia
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Incidenza della Leishmaniosi Viscerale Umana - 1998-2012 tot: 1196 casi (ISS)



Le Leishmanie - Biologia

Le leishmanie sono parassiti asessuati, dixeni trasmessi all’uomo 

da insetti ematofagi.

I morfotipi descritti in Leishmania sono due:

Amastigote - ospite vertebrato
Corpo rotondeggiante 2-5µ, nucleo, 
kinetoplasto, senza flagello esterno

I due morfotipi posseggono antigeni di superficie diversi 

Promastigote – ospite invertebrato
Corpo allungato 15µ, kinetoplasto 
davanti  al nucleo, flagello che 
emerge in posizione anteriore



Le Leishmanie - Biologia

Le leishmanie compiono il loro ciclo biologico in due ospiti:

1. Ospite invertebrato: flebotomo (promastigoti liberi nel canale alimentare)

2. Ospite vertebrato: mammifero (amastigoti endoparassiti delle cellule del SRE)



La Leishmaniosi Viscerale: PATOLOGIA

L. Petrullo, Corso Palermo 2023



Esami diretti Esami indiretti

Es. microscopico IFAT

Es. colturale ELISA-CLIA

Tecniche molecolari 
(ibridazione in situ, PCR)

IB

ICT-rK39Ag

Diagnosi di Leishmaniasi Viscerale Zoonotica LVZ da L. infantum



Esame microscopico

Esame al m.o. a 100X di strisci sottili di:

1) Lesione cutanea
2) Lesione cutaneo-mucosa

– Il campione biologico deve essere raccolto sotto i margini 
dell’ulcera, viene in parte strisciato su vetrini ed in parte 
raccolto in provette con EDTA per l’allestimento della coltura

– Almeno 4 vetrini
– Colorazione secondo Giemsa
– I test sierologici non danno risultati ottimali (IB)

Diagnosi di LC e LCM -  Esami Diretti

L. Petrullo, Corso Palermo 2023



Esame microscopico

Esame al m.o. a 100X di strisci sottili di:

1) Aspirato splenico: sensibilità 93-99%, rischio di emorragie 
spleniche o perforazione intestinale

2) Aspirato midollare: sensibilità: 53-86%
3) Biopsia epatica
4) Linfonodo ingrossato: sensibilità 60%
5) Sangue periferico (buffy coat) in pazienti Hiv+

– Il campione biologico viene in parte strisciato su vetrini ed in 
parte raccolto in provette con EDTA per l’allestimento della 
coltura

– Almeno 4 vetrini
– Colorazione secondo Giemsa

Diagnosi di LVZ da L. infantum – Esami Diretti

L. Petrullo, Corso Palermo 2023



– La diagnosi di certezza si fonda sulla messa in evidenza del 
parassita nell'adatto campione biologico.

 
– Amastigoti: piccoli corpi rotondo-ovoidali di 2-4            µm, 

con nucleo e chinetoplasto bastoncellare colorati in 
porpora scuro, visibili in piccoli gruppi all’interno dei 
macrofagi od isolati in seguito alla rottura delle cellule. 

Esame microscopico

Diagnosi di LVZ da L. infantum – Esami Diretti

L. Petrullo, Corso Palermo 2023



6+ Oltre 100 amastigoti per campo

5+ 10-100 amastigoti per campo

4+ 1-10 amastigoti per campo

3+ 1-10 amastigoti per 10 campi

2+ 1-10 amastigoti per 100 campi

1+ 1-10 amastigoti per 1.000 campi

0 Assenza di amastigoti in 1.000 campi

Da Gradoni L et al. Manual on case management and surveillance of the leishmaniases

in the WHO European region. WHO, 2017 (tradotta)

Diagnosi di LVZ da L. infantum – Esami Diretti



Diagnosi diretta di leishmaniasi 
viscerale: microscopia/2

- esame microscopico da aspirato 
splenico: sensibilità 93-99%, ma 
rischio di emorragie spleniche o 
perforazione intestinale

- esame microscopico da aspirato 
linfonodale: sensibilità 60%

 - da sangue periferico dopo 
    leucoconcentrazione in pazienti 
     HIV+ Murray et al. Lancet 2005



Esame microscopico

- Amastigoti

Center for Disease Control, Atlanta



AMASTIGOTI

• Le Leishmanie appaiono 
come corpiccioli 
rotondeggianti od ovoidali 
della grandezza di 1.5-4µ 
con nucleo eccentrico, 
kinetoplasto bastoncellare 
affianco al nucleo, 
entrambi colorati in rosso 
violaceo e con citoplasma 
colorato in azzurro.



ASPIRATO MIDOLLARE







Aspirato linfonodale

 L’aspirato linfonodale, se di 
consistenza poco solida, 
viene solo centrifugato a 
2000 giri per 10’

 Il sedimento ottenuto, viene 
risospeso in un piccolo 
volume di acqua distillata 
sterile, e 20µl di questa 
sospensione vengono posti su 
ciascun vetrino per le 
colorazioni e per la coltura. 

 Se, invece, è di consistenza 
solida, come un pezzo di 
tessuto, si preparano delle 
"impressioni" su vetrino e si 
procede con le colorazioni e 
la coltura. 



29

Aspirato linfonodale



BIOPSATO DUODENALE

 Nel paziente HIV + la 
localizzazione delle 
leishmanie è, 
atipicamente, nel tratto 
gastroenterico.

 In questi pazienti, la cui 
sierologia specifica, 
spesso, è negativa o, al 
massimo, positiva a bassi 
titoli, la diagnosi di 
Leishmaniasi si fonda 
sulla  ricerca di 
Leishmania nell'adatto 
campione biologico.

 Il materiale di elezione è 
l'aspirato duodenale o il 
biopsato duodenale.



Apposizione Midollo, CDC Striscio sangue midollare, CDC



Da scraping tessutale, CDC



Apposizioni Midollo, CDC



Esame colturale

Terreni di coltura:

1) Evans’Modified Tobie’S Medium (EMTM)
2) Sloppy Evans
3) Novy-Mc Neal-Nicolle
4) Brain Heart Infusion Agar

Scelta: 

– Esigenza di crescita del parassita
– Resa che si desidera ottenere

Diagnosi di LVZ da L. infantum – Esami Diretti



Esame colturale

Evans’Modified Tobie’S Medium (EMTM)

Fase solida - Fase liquida – Promastigoti (Giemsa)

Diagnosi di LVZ da L. infantum – Esami Diretti



Diagnosi di LVZ da L. infantum – Esami Diretti – Test Molecolari



PCR real-time per identificazione di Leishmania spp.



Diagnosi di LVZ da L. infantum – Esami Diretti – Test Molecolari



Diagnosi di LVZ da L. infantum – Test Molecolari in pazienti 

immunocompromessi



Assay or method 

Antibody detection 

Sensitivity 

(%) 

Specificity 

(%) 
Advantages Disadvantages 

IFA test 87–100 77–100 Positive in the early stages 

of infection and 

undetectable six to nine 

months after cure. 

Requires sophisticated laboratory. 

No application in the field. 

ELISA > 97 > 94 Can be used to screen a 
large scale of 
epidemiologic studies. 

Sensitivity and specificity is greatly 

influenced by the antigen used. 

Requires skilled personnel, 

sophisticated equipment, and 

electricity. 

WESTERN BLOT 90–98 88–100 Provides detailed 

antibody responses to 

various leishmanial 

antigens. 

Time consuming, technically 

cumbersome, and expensive. 

IC test with rK39 90–100 93–100 Inexpensive, rapid, simple, and can be performed by untrained 
person. 

Diagnosi di LVZ da L. infantum – Esami Indiretti



Percorso diagnostico per LV
(Gradoni L, López-Vélez R, Mokni M.  WHO, 2017)
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