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SUMMARY – Raman application for the diagnosis of canine leishmaniasis 
 
Leishmaniasis is a zoonosis of world interest, and one of the most important agent 
is L. infantum. Dogs are the principal reservoirs affected by a broad spectrum of 
clinical features. In the view of a more rapid and less expensive diagnosis of 
leishmaniasis, Raman spectroscopy, a rapid qualitative and quantitative technique 
that allows the simultaneous determination of several components in the biological 
fluids, was applied on the serum of not affected and affected dogs. Thirty-three dogs 
were divided into three groups based on their serological test for leishmaniasis 
(IFAT) and clinical status: Leishmania group (LG), constituted by 18 seropositive 
ill dogs; asymptomatic group (AG), constituted by 2 seropositive asymptomatic 
dogs; control group (CG), constituted by 14 healthy seronegative dogs. Blood 
samples were collected in tubes without anticoagulant during clinical exams. One 
aliquot was subjected to the Raman spectroscopic analysis. The acquired spectra, 
obtained from sera of LG and CG subjects were different in the region 1,200-1,370 
cm-1, in which it is possible to distinguish the amide III vibration (1,300 cm-1). In 
LG an evident shift to the shortwave region is observed in spectral frequencies of 
the band centered at 1,250 cm-1, corresponding to leucine and isoleucine. In AG, 
spectra were like the control group. In AG spectra were like the control group. In 5 
dogs affected by leishmaniasis in which it was possible to follow the treatment the 
spectra were similar to those of healthy animals already after two weeks of therapy. 
These results were validated by statistical analysis by using the receiver operating 
characteristic (ROC) curve and the Youden index (Y) to obtain the optimal cut-off 
point, in order to distinguish between ill group and healthy one, demonstrating the 
achievability of Raman spectroscopy as rapid and less expensive diagnosis of full-
blown leishmaniasis. Further studies are necessary to establish the diagnostic 
specificity and test reference range. 
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RIASSUNTO 
 
La leishmaniosi è una zoonosi di interesse mondiale, e uno degli agenti più 
importanti è L. infantum. I cani sono i principali serbatoi interessati da un ampio 
spettro di caratteristiche cliniche. Nell'ottica di una diagnosi di leishmaniosi più 
rapida e meno dispendiosa, sul siero di cani sani e infetti è stata applicata la 
spettroscopia Raman, una tecnica rapida qualitativa e quantitativa che consente la 
determinazione simultanea di più componenti nei fluidi biologici. Trentatré cani 
sono stati divisi in tre gruppi sulla base del test sierologico per la leishmaniosi 
(IFAT) e dello stato clinico: gruppo Leishmania (LG), costituito da 18 cani 
sieropositivi; gruppo asintomatico (AG), costituito da 2 cani asintomatici 
sieropositivi; gruppo di controllo (CG), costituito da 14 cani sieronegativi sani. I 
campioni di sangue sono stati raccolti in provette senza anticoagulante durante gli 
esami clinici. Un'aliquota è stata sottoposta all'analisi spettroscopica Raman. Gli 
spettri acquisiti ottenuti da sieri di soggetti LG e CG erano differenti nella regione 
1.200-1.370 cm-1, in cui è stato possibile distinguere la vibrazione dell'ammide III 
(1.300 cm-1). In LG si osservava un evidente spostamento verso la regione delle onde 
corte nelle frequenze spettrali della banda centrata a 1.250 cm-1 riferibile a leucina e 
isoleucina. In AG gli spettri erano simili a quelli del gruppo di controllo. In n. 5 cani 
affetti da leishmaniosi in cui è stato possibile seguire il trattamento gli spettri erano 
assimilabili a quelli degli animali sani già dopo due settimane di terapia. 
Questi risultati sono stati convalidati dall'analisi statistica utilizzando la curva della 
caratteristica di funzionamento del ricevitore (ROC) e l'indice di Youden (Y) per 
ottenere il punto di cut-off ottimale, al fine di distinguere tra il gruppo malato e 
qXello Vano, VXpporWando l¶impiego della VpeWWroVcopia Raman come diagnoVi rapida 
ed economica della leishmaniosi conclamata. Sono tuttavia necessari ulteriori studi 
per stabilire la specificità diagnostica e l'intervallo di riferimento del test. 
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PREMESSA 

La leishmaniosi è una zoonosi di interesse globale, molto diffusa nell¶area del 

Mediterraneo. I cani sono i principali serbatoi e l¶infe]ione può produrre quadri 

clinici che possono assumere carattere di notevole gravità come anche rimanere a 

livello subclinico. 

Sebbene sia una malattia molto conosciuta e la ricerca sia in continuo 

aggiornamento, la diagnoVi q WXWW¶ora Xna sfida per il clinico, essendo necessaria una 

combinazione di esami di laboratorio diretti e indiretti, anche dispendiosi sia in 

termini economici che di tempo. 

Poter disporre di una tecnica diagnostica rapida, economica e non invasiva 

rappresenterebbe una svolta positiva per la gestione della parassitosi, specie se 

applicabile nelle faVi precoci dell¶infe]ione, prevenendo le possibili gravi 

compromissioni organiche. 

La spettrofotometria Raman possiede un¶inWereVVanWe versatilità di applicazione che 

abbraccia molti ambiti, come quello della diagnostica biomedica. In particolare, la 

possibilità di determinare simultaneamente, in modo qualitativo e quantitativo, più 

componenti nei diversi fluidi biologici rappresenta una caratteristica di particolare 

rilievo scientifico.  

In questo lavoro di tesi si è studiata l¶applicabiliWj della Wecnica Raman nella diagnoVi 

della leishmaniosi canina. 

Prima di esaminare le esperienze personali, viene effettuata una disanima sui punti 

più salienti inerenti alla spettroscopia Raman e alla leishmaniosi del cane. 
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Capitolo 1 

SPETTROSCOPIA RAMAN 

1.1 INTRODUZIONE  

La spettroscopia Raman (RS) deve il suo nome al fisico indiano Chandrasekhara 

Venkata Raman. Egli notz che una piccola frazione della radiazione diffusa da certe 

molecole aveva energia diversa da quella della radiazione incidente, e che la 

differenza di energia era legata alla struttura chimica delle molecole responsabili 

della diffusione. Egli intuì che la differenza di energia era da attribuire alle 

caratteristiche chimiche del materiale in analisi. Nel 1930, in seguito a questa 

scoperta, gli fu conferito il premio Nobel per la Fisica. 

 

1.2 CENNI STORICI  

La diffusione Raman della luce da parte delle molecole è stata scoperta per la prima 

volta da Smekal nel 1923 (Smekal A. Zur, 1923), utilizzando la teoria quantistica 

classica, e osservata sperimentalmente da Raman e Krishnan nel 1928 (Raman & 

Krishnan 1928; Das & Agrawal, 2011). 

Alla fine degli anni ¶30 del Vecolo VcorVo, l¶effeWWo Raman diYenne il principale 

meWodo d¶analiVi chimica non diVWrXWWiYa sia per i composti organici che inorganici. 

La spettroscopia Raman poteva essere applicata non solo ai liquidi ma anche ai gas 

e ai solidi e, a differenza di altri metodi analitici, poteva essere applicata facilmente 

per l¶analiVi di VolX]ioni acqXoVe. 

L¶XVo della VpeWWroVcopia Raman come meWodo analiWico di baVe ebbe Xn declino 

dopo la seconda guerra mondiale, durante la quale la spettroscopia infrarossa (IR) 

fX poWen]iaWa dallo VYilXppo di riYelaWori VenVibili e dai progreVVi nell¶eleWWronica; le 

misure di spettroscopia IR divennero rapidamente operazioni di routine, mentre le 
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misure di spettroscopia Raman richiedevano ancora operatori esperti e camere 

oscure. 

Dagli ini]i degli anni ¶60 del Vecolo VcorVo, con l¶inWrodX]ione dell¶XVo del laVer, 

questa tecnica analitica ritornò in auge. Venne risolto, infatti, il problema della 

monocromaticità e intensità della radiazione eccitatrice, limiti per i quali la 

spettroscopia Raman era stata messa da parte. 

Dalla fine degli anni ¶80, fXrono commerciali]]aWi VpeWWrofoWomeWri Raman a 

trasformata di Fourier (FT-Raman) per molti scopi analitici, come il controllo di 

processi di produzione in industrie petrolchimiche e farmaceutiche, analisi di 

materiale nucleare, ecc. 

 

1.3 LA TEORIA DELLO SCATTERING RAMAN 

La spettroscopia Raman è una spettroscopia di tipo vibrazionale ed q basata sul 

processo di diffusione Raman. 

Quando si considera lo scattering Raman, si possono dare due interpretazioni: quella 

classica e quella quantistica. Nel primo caso, la luce è considerata una radiazione 

elettromagnetica, che contiene un campo elettrico oscillante che interagisce con una 

molecola attraverso la sua polarizzabilità. 

 

Figura 1: rappreVenWa]ione dell¶inWerpreWa]ione claVVica e qXanWiVWica dello scattering Raman. 
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Quando si considera l'interpretazione quantistica, invece, la luce è pensata come un 

fotone che colpisce la molecola e poi si disperde in modo anelastico. In questa 

interpretazione, il numero di fotoni sparsi è proporzionale alla dimensione del 

legame. 

Per spiegare l'effetto Raman, è più facile iniziare con l'interpretazione classica, 

considerando una semplice molecola biatomica come una massa su una molla dove 

m rappresenta la massa atomica, x rappresenta lo spostamento e K rappresenta la 

forza del legame. 

 

Figura 2: raffigXra]ione dell¶effeWWo Raman. 

 

Lo spostamento della molecola può essere espresso utilizzando la legge di Hooke 

come: 

 

Equazione 1 

Sostituendo la massa ridotta (m1 e m2 / [m1+ m2]) con ȝ e lo spostamento totale 

(X1 +X2) con q, l'equazione può essere semplificata a: 

 

Equazione 2 

Risolvendo questa equazione per q otteniamo: 
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Equazione 3 

dove m è la vibrazione molecolare ed è definita come: 

 

Equazione 4 

Dalle equazioni 3 e 4, è evidente che la molecola vibra secondo uno schema coseno 

con una frequenza proporzionale alla forza del legame e inversamente proporzionale 

alla massa ridotta. Da ciò si può dedurre che ogni molecola ha le sue frequenze 

vibrazionali e che queste sono determinate non solo dagli atomi nella molecola, ma 

anche dalle caratteristiche dei singoli legami. 

Queste frequenze vibrazionali possono essere misurate attraverso l'effetto Raman. 

La polarizzabilità di una molecola (α) è in funzione dello spostamento (q). Quando 

la luce incidente interagisce con una molecola, induce un momento di dipolo (P), 

pari a quello del prodotto della polarizzabilità della molecola e del campo elettrico 

della sorgente luminosa incidente. Questo può essere espresso come: 

 

Equazione 5 

dove Eo è l'intensità e νo è la frequenza del campo elettrico. Usando 

l'approssimazione di piccola ampiezza, la polarizzabilità può essere descritta come 

una funzione lineare dello spostamento: 

 

Equazione 6 
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che quando combinato con le equazioni 3 e 5 risulta: 

 

Equazione 7 

Nell¶eqXa]ione nXmero 7 ci Vono dXe effeWWi riVXlWanWi dall'inWera]ione della molecola 

e della luce incidente. Il primo effetto è chiamato diffusione di Rayleigh, che è 

l'effetto dominante e non provoca alcun cambiamento nella frequenza della luce 

incidente. Il secondo effetto è la componente diffusa Raman.  

 

Equazione 8 

L'aumento della frequenza è noto come spostamento anti-Stokes e la diminuzione 

della frequenza è nota come spostamento Stokes. 

Nell'interpretazione quantistica, l'effetto Raman è descritto come diffusione 

anelastica di un fotone fuori da un legame molecolare. Dal diagramma di Jablonski, 

mostrato nella figura 3, possiamo vedere che questo effetto risulta dal fotone 

incidente che eccita la molecola in uno stato energetico virtuale. 

 

Figura 3: diagramma di Jablonski. 
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Quando ciò si verifica, si possono osservare tre situazioni: 

1) la molecola può tornare allo stato fondamentale ed emettere un fotone di 

energia uguale a quella del fotone incidente (processo elastico di Rayleigh);  

2) la molecola può emettere un fotone con meno energia del fotone incidente;  

3) la molecola è già in uno stato eccitato più alto e poi si rilassa di nuovo allo 

stato fondamentale, emettendo un fotone con più energia del fotone incidente 

(scattering Raman anti-Stokes). 

 

1.4 SPETTROMETRO RAMAN  

Lo spettrometro Raman è un apparato che ha la funzione di: 

- raccogliere la luce diffusa da un campione irradiato da una sorgente 

eccitatrice monocromatica; 

- scomporre il segnale nelle sue componenti spettrali separandole in frequenza, 

grazie ad un sistema dispersivo; 

- digitalizzare il segnale affinché possa essere visualizzato, ad esempio su un 

monitor. 

Uno spettrometro Raman è costituito da diversi componenti fondamentali:  

1) una sorgente eccitatrice; 

2) un sistema per la focalizzazione e la raccolta della radiazione diffusa; 

3) un sistema di filtraggio della diffusione Rayleigh; 

4) un apparato dispersivo; 

5) un rivelatore (fotodiodo CCD o PMT). 
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Come sorgente di eccitazione, per provocare la diffusione Raman viene utilizzato un 

laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, cioq ³amplifica]ione 

della lXce per me]]o dell¶emiVVione VWimolaWa di radia]ioni´). 

 

Figura 4 rappresentazione schematica di uno spettrometro Raman dispersivo. 

 

L'energia del laser viene trasmessa al campione e raccolta mediante cavi in fibra 

ottica. Per eliminare la diffusione Rayleigh e anti-Stokes si utilizza un filtro edge o 

un filtro elimina banda (notch). La luce restante, che ha subito diffusione Stokes, 

viene fatta passare attraverso un elemento di dispersione, in genere un reticolo 

olografico. Un rilevatore CCD (ad accoppiamento di carica) cattura quindi la luce, 

producendo lo spettro della diffusione Raman. I laser comunemente utilizzati nella 

VpeWWroVcopia Raman generano radia]ioni lXminoVe di diYerVe lXnghe]]e d¶onda che 

vanno dal vicino ultravioletto (vicino UV) fino al vicino infrarosso (NIR), passando 

per il visibile (Butler et al., 2016). 

I laVer oWWimali e pi� freqXenWemenWe XVaWi per l¶analiVi VpeWWroVcopica dei campioni 

biologici hanno Xna lXnghe]]a d¶onda di 1.064 nm o 785 nm. Le molecole d¶acqXa 

e il vetro non causano interferenza nei segnali registrati nello spettro, cioè non 

mascherano la dispersione dei soluti nelle soluzioni, in quanto hanno una sezione 
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trasversale di dispersione relativamente bassa (Parachalil et al., 2019); la 

spettroscopia Raman, pertanto, può essere considerata una tecnica ideale per 

l¶analiVi di campioni biologici liquidi. 

 

1.5 SPETTRO RAMAN  

L¶analiVi VpeWWroVcopica genera Xn diagramma (VpeWWro); lo spettro che si ottiene 

forniVce Xn¶impronWa digiWale (finger print) della molecola in esame, permettendone 

l'identificazione. 

Nello spettro Raman si ha in ordinaWa l¶inWenViWj di emiVVione lXminoVa e in aVciVVa 

la frequenza assoluta in cm-1 oppure, più comunemente, lo spostamento Raman o 

Raman shift, cioq la differen]a in nXmeri d¶onda Wra la radia]ione oVVerYaWa e la 

radiazione incidente.  

 

Figura 5: rappresentazione di uno spettro Raman. 
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Lo spettro è prodotto dalla rilevazione dei fotoni sparsi e contiene i diversi picchi 

Raman, ciascuno dei quali è caratteristico di uno specifico legame molecolare. 

ColleWWiYamenWe, qXeVWi picchi forniVcono Xn'³impronWa digiWale molecolare´ 

intrinseca del campione (lo spettro Raman), risultando in una ricchezza di 

informazioni sui legami chimici associati alle varie molecole presente nei tessuti e 

nelle cellule. 

Lo spettro Raman presenta una serie di picchi, ciascuno dei quali corrisponde a 

legami o grXppi fXn]ionali delle molecole all¶inWerno del campione. Lo VpeWWro q 

caratterizzato da tre tipi di segnale:  

1) la radiazione Rayleigh, la più intensa dello spettro, avente la stessa frequenza 

della radiazione incidente ed energia pari a ȣ0; 

2) le linee Stokes, con energia ȣ0 ± ȣ1, che corrispondono alle interazioni 

anelastiche da cui originano fotoni con energia inferiore a quella incidente;  

3) le linee anti-Stokes, con energia ȣ0 + ȣ1, che corrispondono alle interazioni 

anelastiche con emissione di fotoni ad energia superiore a quella incidente. 

Lo spettro Raman q quindi uno spettro vibrazionale, come lo spettro IR, da cui 

differisce per due motivi fondamentali:  

a) lo spettro Raman viene generato dalla differenza di due livelli elettronici (la 

cui differenza q pari ad un livello vibrazionale);  

b) la sorgente dello spettrometro q perciò nel visibile, anche se ora sono molto 

diffuse sorgenti nel NIR. 

Gli spettri Raman ed IR differiscono per le regole di selezione delle transizioni. 

Per quanto riguarda i campioni biologici, la regione dello spettro Raman 

maggiormente significativa q quella compresa tra 400 e 2.000 cm-1 e, in particolare:  
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� la banda compresa tra 1.500 e 1.700 cm-1 q associata alle vibrazioni di legame 

delle proteine;  

� le bande centrate a 980, 1.080 e 1.240 cm-1 sono legate alla presenza di gruppi 

fosfati del DNA;  

� la banda compresa tra 470 e 1.200 cm-1 q associata ai carboidrati;  

� infine, la regione compresa tra 2.700 e 3.500 cm-1 q indicativa della 

vibrazione dei gruppi CH, NH e OH nei lipidi e nelle proteine (Butler et al., 

2016). 

L¶inWenViWj di ciaVcXn picco dipende dalla qXanWiWj dei VXddeWWi legami o grXppi 

funzionali.  

 

1.6 APPLICAZIONI 

La spettroscopia Raman è ormai considerata una tecnica analitica alla pari della 

spettroscopia ad infrarossi (Suzuki et al., 2018). 

La spettroscopia Raman viene utilizzata a livello industriale per una grande varietà 

di applicazioni, comprendenti: processi di cristallizzazione, identificazione di 

polimorfismi, reazioni di idrogenazione, sintesi chimica, biocatalasi e catalasi 

enzimatica, chimica a flusso, monitoraggio di bioprocessi, reazioni di sintesi. 

La spettroscopia Raman offre informazioni spettroscopiche dirette sulla 

composizione biomolecolare del campione senza o con una preparazione minima. 

Di conseguenza, possono essere monitorate varie attività intracellulari, come morte 

cellulare, apoptosi, proliferazione, ecc. 

L'applicazione della spettroscopia Raman per caratterizzare i materiali biologici è 

un campo che ha mostrato una rapida espansione negli anni in vari ambiti di interesse 

biologico.  
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In parWicolare, q nei VeWWori della biologia e della medicina che l¶applica]ione della 

spettroscopia Raman ha avuto il maggior sviluppo, in quanto è una tecnica di 

imaging iper-spettrale chimicamente selettiva che non richiede marcatori 

fluorescenti. 

La spettroscopia Raman è stata applicata anche in farmacologia (Frosch, et al., 2013) 

e in tossicologia (Owen et al., 2006). 

La necessitj di una diagnosi sempre più precoce con elevata sensibilità e specificità 

e la relativa facilitj di acceVVo all¶organo da indagare Vono reqXiViWi eVVen]iali che 

spingono i ricercatori a mettere a punto nuove tecniche diagnostiche. La 

spettroscopia Raman soddisfa molti dei criteri richiesti per l'adozione di una nuova 

tecnica diagnostica biomedica nella pratica clinica: sensibilità ai cambiamenti nei 

tessuti, applicazione in vivo con informazioni ottenute in modo non invasivo ed in 

tempo reale (Hanlon et al., 2000). 

Gli spettri Raman consentono di individuare variazioni nella struttura biochimica 

dei WeVVXWi doYXWe a proceVVi paWologici o all¶inYecchiamenWo (OlV]WĔska-Janus et al., 

2012). Infatti, la baVe dell¶applica]ione di questa tecnica in campo medico q quella 

che la progressione di molte patologie causa una variazione nel contenuto 

molecolare delle cellule che dj luogo ad un diverso pattern di segnali. 

Un altro importante campo di applicazione è quello oncologico (Auner et al., 2018). 

La spettroscopia Raman è stata utilizzata per classificare e diagnosticare diverse 

neoplasie in vari organi: sistema nervoso centrale (Meyer et al., 2011; Desroches et 

al., 2018), ghiandola mammaria (Haka et al., 2002), vescica (Crow et al., 2004), 

colon-retto (Lin D et al., 2011), polmone (Huang et al., 2003; Zheng et al., 2020), 

linfonodi (Horsnell et al., 2012; Lloyd et al., 2013) e apparato riproduttore (Rashid 

et al., 2014). In questo campo di ricerca, la spettroscopia permette di misurare 

campioni biologici in modo non distruWWiYo Ven]a l¶XVo di marker e in vivo a seconda 

della posizione del tumore. La possibilità di indagare istantaneamente senza la 
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necessità di biopsie è un enorme vantaggio rispetto all'istopatologia, con notevole 

riduzione dei tempi di diagnosi (Eberhardt et al., 2015). 

Oltre agli studi sul cancro, la tecnica è stata impiegata in alcuni studi sulle malattie 

infettive, come la malaria (Wood & McNaughton, 2006) e la malattia di Lyme 

(Farber et al., 2021), e per la rilevazione di vari agenti patogeni virali e batterici 

(Rösch et al., 200; Kloss et al., 2013; Tadesse et al., 2020). 

Recentemente, è stata riscontrata una correlazione diretta tra gli spettri Raman e la 

degenerazione dell'ippocampo, dimostrando che la spettroscopia Raman potrebbe 

essere un potenziale strumento per il monitoraggio della progressione 

dell¶Al]heimer (Carlomagno et al., 2020). 

In campo endoscopico, la spettroscopia Raman potrebbe essere utile per 

discriminare il tessuto normale da quello patologico, come evidenziato nella 

patologia dell'esofago di Barrett (Bergholt et al., 2014). 

La tecnica è stata applicata con notevoli risultati anche nello studio delle patologie 

cardiovascolari, in particolare in caso di arteriosclerosi delle arterie coronariche 

(Buschman et al., 2000; BXVchmaneW al., 2001; MoW] eW al., 2006, SüepanoYiü eW al., 

2011).  

La spettroscopia Raman, inoltre, è stata proposta come metodo diagnostico non 

invasivo per individuare la celiachia (Acri et al., 2021a). 

Per quanto riguarda le indagini con applicazione della spettroscopia Raman su 

sangue intero, emoderivati e cellule che lo compongono, i primi studi hanno avuto 

ini]io negli anni '70 e proVegXono WXWW¶oggi (AWkinV eW al., 2017). Analisi 

spettroscopiche Raman dell'emoglobina hanno portato a scoperte molto importanti 

sulla forma e sulla funzione di questa metalloproteina (Jin et al., 2004). Sono state 

anche effettuate varie misurazioni per rilevare la saturazione di ossigeno del sangue 

(Rinia et al., 2004). 
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Ad oggi, i risultati ottenuti tramite analisi spettroscopica Raman su plasma e siero 

hanno dimostrato la capacitj di rilevare i diversi metaboliti, quali: glucosio (Dou et 

al., 1996; Berger et al., 1997; Lyandres et al., 2005; Enejder et al., 2005; Lyandres 

et al., 2008; Ma et al., 2011; Dingari et al., 2011; Shao et al., 2012), colesterolo, 

trigliceridi, urea, proteine totali, albumina (Qu et al., 1999; Berger et al., 1999; 

Rohleder et al., 2004; Rohleder et al., 2005; Parachalil et al., 2019), creatinina 

(Stosch et al., 2005), acido lattico (Pilotto et al., 2001; Hsu et al., 2010), proteina C 

reattiva (Berghol et al., 2009), ecc.  

L'obiettivo finale di molti studi spettroscopici Raman sul sangue intero e i 

componenti ematici q quello di ottenere un metodo diagnostico rapido ed 

economico, con l¶XlWeriore YanWaggio che pXz eVVere eVegXiWo in modo non inYaViYo. 

Per eVempio, le aWWXali ricerche Vono YolWe ad elaborare Xn¶analiVi VpeWWroVcopica per 

la misurazione della glicemia in modo non invasivo, transcutaneo, nei pazienti 

diabetici. 

Altre applicazioni biomediche della tecnica Raman sono: analisi della composizione 

chimica dei composti biologici (DNA, RNA, lipidi, proteine, ecc.), studio delle 

interazioni tra macromolecole (DNA-proteina, proteina-lipidi), monitoraggio delle 

funzioni biologiche (assorbimento lipidico, attività enzimatica, funzione 

neurologica, mappatura dell'ambiente chimico intracellulare). 

Molteplici pubblicazioni testimoniano ormai che la spettroscopia Raman può 

supportare le tecniche gold standard e può migliorare la diagnostica clinica in 

termini di tempo e riduzione dei costi (Eberhardt et al., 2015). 

 

1.6.1 APPLICAZIONI IN MEDICINA VETERINARIA 

Nel campo della medicina veterinaria, la spettroscopia Raman è stata utilizzata come 

strumento diagnostico in tempo reale per la valutazione dei margini in corso di 

mastectomia (Birtoiu et al., 2016), per differenziare i tessuti malati da quelli sani su 
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campioni retinici di un gruppo di cani affetti da glaucoma ereditario (Wang et al., 

2011) e di alWre condi]ioni neXropaWiche dell¶occhio (Wang eW al., 2013), per 

identificare le cellule di transizione cancerose nelle urine di cane tramite Surface-

Enhanced Raman Spectroscopy (SERS) (Pallaoro et al., 2018).  

Per quanto riguarda l¶XVo della meWodica nella diagnoVi di malaWWie infeWWiYe q stata 

testata nella toxoplasmosi in gatti domestici per discriminare i campioni negativi da 

quelli positivi (Duarte et al., 2010). Inoltre, si è tentato di produrre un test 

immunologico basato sulla tecnica SERS per rilevare tracce di antigeni per il virus 

West Nile (WNV), il virus della febbre della Valle del Rift (RVFV) e per Yersinia 

pestis (Neng et al., 2018). 

Recentemente, è stata valutata tramite spettroscopia Raman la composizione del 

siero in cavalli atleti per identificare i biomarcatori delle prestazioni sportive (Acri 

et al., 2021b). 

In aggiunta, è stata dimostrata la capacità della spettroscopia Raman come metodo 

non invasivo, rapido e specifico per eseguire analisi in situ di cellule endoteliali 

aortiche bovine (McManus et al., 2011). Infine, la metodica è stata utilizzata per il 

sessaggio nelle galline ovaiole (Galli et al., 2016). 

 

1.7 VANTAGGI E LIMITI DELLA SPETTROSCOPIA RAMAN PER LO 

STUDIO DELLE MOLECOLE BIOLOGICHE  

La spettroscopia Raman q una tecnica non distruttiva, non invasiva, con danno del 

campione minimo o praticamente assente. Spettri a bassa temperatura minimizzano 

gli eventuali danni causati al campione dal riscaldamento locale indotto dal laser. 

Molto utile è la possibilità di analizzare volumi molto piccoli di soluzione (da 5 a 30 

Pl). 

La specificità chimica senza l'uso di marker, la non invasività e l'ottima risoluzione 

spaziale sono i principali vantaggi delle tecniche basate sullo scattering Raman.  
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La tecnica Raman, tra le metodologie spettroscopiche utilizzate per supportare la 

diagnoVWica medica, q l¶Xnica ad offrire informazioni spettroscopiche dirette sulla 

composizione biomolecolare del campione senza che sia necessaria una 

preparazione laboriosa del campione stesso. 

Gli svantaggi della tecnica, di contro, sono legati alla debolezza del segnale e alla 

limitata profondità di penetrazione. 

Per affrontare queste limitazioni, con lo scopo di aumentare l'intensità del segnale 

di scattering, sono state sviluppate negli anni diverse tecniche Raman: ne esistono 

ormai 25 diversi tipi (Jones et al., 2019). 

Un esempio è quello di scegliere la lunghezza d'onda di eccitazione all'interno della 

banda di assorbimento di una certa molecola. In questo caso il processo è chiamato 

Resonance Raman Scattering (RRS). 

Altre tecniche consentono un'ulteriore amplificazione del segnale Raman. In 

particolare: Coherent Anti-Stokes Raman Scattering (CARS), in cui la radiazione di 

due laser q incidenWe VXl campione e l¶inWenViWj dell¶energia dell¶onda XVcenWe dj 

informazioni sui modi vibrazionali del campione; Stimulated Raman Scattering 

(SRS), in cui lo scattering Raman ottenuto con un laser fuoriesce davanti al 

campione, nella stessa direzione oppure con un piccolo angolo rispetto alla 

radiazione del laser incidente. 

  



21 
 

Capitolo 2 

LA LEISHMANIOSI 

2.1 INTRODUZIONE  

La leishmaniosi q una zoonosi parassitaria trasmessa da vettori e causata da protozoi 

flagellati del genere Leishmania (Trypanosomatida: Trypanosomatidae).  

La leishmania è un parassita eteroxeno e, nell¶arco della VXa YiWa, colonizza due tipi 

di ospiti: i mammiferi, dove vive nei fagociti del sistema reticolo-endoteliale, e i 

flebotomi, di cui colonizza l'intestino; tuttavia, anche Forcipomyia spp. (Diptera: 

Ceratopogonidae) e alcune specie di zecche sono state segnalate come potenziali 

vettori di Leishmania sp. (Dantas-Torres et al., 2010; Solano-Gallego et al., 2012; 

Slamaet al., 2014). 

Il parassita viene trasmesso ai mammiferi da insetti vettori appartenenti al genere 

Phlebotomus, ordine Diptera, sottordine Nematocera, famiglia Psychodidae, 

sottofamiglia Phlebotominae. Attualmente, i vettori appartenenti ai Phlebotominae 

vengono suddivisi in tre generi del Vecchio Mondo (Phlebotomus [13 sottogeneri], 

Sergentomyia [dieci sottogeneri] e Chinius [quattro specie]) e tre del Nuovo Mondo 

(Lutzomyia [26 sottogeneri e gruppi], Brumptomyia [24 specie] e Warileya [6 

specie]) (Galati 2003; Seccombe et al., 1993) 

La malattia rappresenta un importante problema di salute pubblica in America, 

Africa, Bacino del Mediterraneo, regioni occidentali e sud-orienWali dell¶AVia e 

Australia. La malattia è assente in Nuova Zelanda e nel Sud del Pacifico 

(www.who.int) 

In Italia, per quanto riguarda la leishmaniosi canina, si q assistito negli ultimi anni 

ad un aumento della sua incidenza e diffusione geografica ad aree ritenute indenni 

(Poglayen et al, 1997, Rossi et al., 1999, Ferroglio et al., 2002, Maroli et al., 2008, 

Baldelli et al. 2011). Infatti, da aree tradizionalmente endemiche, quali Centro e Sud 
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Italia e isole maggiori, l'infezione si q espansa in molte aree collinari prealpine e pre-

appenniniche del Nord Italia. Un recente studio epidemiologico condotto tra la fine 

del 2019 e l¶ini]io del 2020 denominaWo ³LeiVhmania 2020´ (Gradoni et al., 2021), 

VYolWo dall¶IVWiWXWo SXperiore di SaniWj in collaborazione con il Dipartimento di 

Medicina Veterinaria di Napoli e supportato dalla multinazionale farmaceutica 

Ba\er, ha confermaWo la preVen]a di focolai aXWocWoni anche in Valle d¶AoVWa, 

Piemonte, Lombardia, Veneto, Trentino-Alto Adige e Friuli-Venezia Giulia. Gli 

esperti hanno inoltre prospettato in futuro Xn¶ulteriore espansione della malattia 

verso nord, nelle aree che sono compatibili con la presenza del vettore. Come 

principale causa di questo fenomeno sono indicati i cambiamenti climatici 

responsabili dell¶innal]amenWo delle WemperaWXre, che ha reso quasi tutte le regioni 

italiane compatibili con la presenza dei vettori della malattia. La diffusione del 

protozoo, inoltre, q stata favorita dal fenomeno del randagismo e dalla maggiore 

mobilitj dei cani, soprattutto durante il periodo estivo. 

 

Figura 6: Diffusione della leishmaniosi canina nel Nord Italia (Gradoni et al., 2021). 
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2.2 CLASSIFICAZIONE: CENNI STORICI 

La conoVcen]a dell¶origine della leishmania e dei flebotomi, così come la 

comprensione delle loro relazioni evolutive, è di fondamentale importanza per poter 

fare previsioni future dei modelli di trasmissione della malattia e della sua 

epidemiologia e sviluppare strategie di intervento e controllo (Akhoundi et al., 

2016). 

L¶origine e la diffXVione del paraVViWa riVale all¶epoca preiVWorica, come dimostrato 

da reperti fossili dai quali è stato possibile isolare il patogeno (Steverding, 2017). 

Uno studio di paleontologia molecolare ha stabilito che la leishmaniosi viscerale era 

già preVenWe nell¶anWico EgiWWo: il DNA mitocondriale del parassita, infatti, è stato 

isolato in quattro esemplari di mummie egizie del 2050-1650 aC (Zink et al.,2006). 

Inoltre, in alcuni papiri del 1500 aC era descritta una forma cutanea denominata 

µboWWone del Nilo¶ riconducibile alla leishmaniosi cutanea. 

Nel Medioevo, alcuni studiosi arabi descrissero numerosi casi di leishmaniosi 

cutanea (Edrissian et al., 2016). 

Nel 1756, il medico Alexander Russel descrisse dettagliatamente forme secche ed 

umide della piaga orientale. 

Nel 1827, il chirurgo militare William Twining, in servizio in India, descrisse casi 

clinici di pazienti che presentavano aspetto emaciato, splenomegalia, anemia acuta 

e febbre intermittente. 

Alla fine del 1800, Xn medico dell¶eVerciWo rXVVo riconobbe che l¶agenWe e]iologico 

all¶inWerno di alcXne leVioni cXWanee era Xn proWo]oo, ma questa scoperta rimase 

senza seguito (Hoare, 1938). 

All¶inizio del ventesimo secolo, gli studiosi Leishman e Donovan isolarono, nella 

milza di alcuni pazienti deceduti in India, dei corpi ovoidali. Ronald Ross riconobbe 
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tali elementi come una nuova specie di protozoo, denominandola Leishmania 

donovani (Steverding, 2017). 

Nel 1904, Cathoire e Laveran identificarono Leishmania sp. in bambini con anemia 

splenica infantile e per tale motivo, nel 1908, Nicolle denominò il parassita 

Leishmania infantum. Nello stesso anno, a Tunisi, insieme al collega Comte, 

identificò il serbatoio nel cane, che da allora è riconosciuto come il principale 

reservoire per la leishmaniosi viscerale (Nicolle & Comte 1908). Contestualmente, 

il patologo americano WrighW Vcopru nel 1903 l¶agenWe e]iologico della leishmaniosi 

cutanea; nel 1906, il tedesco Lühe diede a questo il nome di Leishmania tropica. 

Nei primi anni 40, Swaminath, Shortt ed Anderson in India e Adler e Ber in Palestina 

dimostrarono la trasmissione di L. donovani e L. tropica mediante i flebotomi. Adler, 

infatti, riuscì a trasmettere la malattia in cinque volontari dopo puntura da parte di 

flebotomi infettati sperimentalmente in laboratorio con L. tropica. (Steverding, 

2017). 

Successivamente, si scoprì che il flebotomo implicato nella trasmissione della 

leishmaniosi era del genere Lutzomyia. 

I protozoi del genere Leishmania appartengono al phylum Sarcomastigophora, 

ordine Kinetoplastida, famiglia Tripanosomatidae. Il genere comprende due 

sottogeneri, Leishmania (Leishmania) parassiti del Nuovo e Vecchio Mondo e 

Leishmania (Vianna), parassiti del Nuovo Mondo. 

La classificazione in specie e sottospecie di Leishmania era inizialmente basata sulla 

distribuzione geografica della malattia e sul quadro clinico, individuando così tre 

principali forme di leishmaniosi umana: leishmaniosi viscerale (LV), leishmaniosi 

cutanea (LC) e leishmaniosi mucocutanea (LMC). 

La leishmaniosi viscerale e quella cutanea erano distribuite nel Vecchio e Nuovo 

Mondo, mentre la forma mucocutanea era prevalentemente limitata alle Americhe. 
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Nel 1987, Lainson e Shaw proposero una classificazione in base alla posizione del 

proWo]oo all¶inWerno dell¶inWeVWino del YeWWore.  

Con l'introduzione dell'analisi elettroforetica degli isoenzimi negli anni ¶70 e 

l'ibridazione del DNA nei primi anni ¶80, la classificazione è stata meglio definita, 

dimostrando che i criteri patologici e geografici erano inadeguati. 

L'uso di queste tecniche molecolari ha portato alla pubblicazione di uno schema 

tassonomico da parte dell'Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS, 1990). 

Una classificazione del 1990 di Rioux e collaboratori si basa su tali caratteri 

biochimici: le unità tassonomiche elementari sono costituite da ceppi che presentano 

lo stesso profilo enzimatico (zimodema), mediante la Multilocus Enzyme 

Electroforesis (MLEE). Ogni zimodema q composto da ceppi che presentano la 

stessa mobilitj elettroforetica di un certo numero di enzimi (WHO 2010) e vengono 

indicati con il prefisso MON (Sistema Montpellier) o LON (Sistema London), 

seguito da un numero arabo: MON 1, MON 24, etc. (Gramiccia M., 1997). L. 

donovani e L. tropica presentano un elevato polimorfismo enzimatico e genetico, 

mentre L. infantum q una specie piuttosto uniforme: quasi tutti gli isolati 

appartengono allo zimodema MON 1 e MON 72 (Pratlong et al., 2004). 

Attualmente, la MLEE costituisce il gold standard per l'identificazione e la 

classificazione dei ceppi isolati di Leishmania spp..  

Recentemente q stato proposto l'utilizzo della Multilocus Microsatellite Typing 

(MLMT). Studi di genetica di popolazione condotti attraverso questo esame hanno 

rivelato una struttura di popolazione gerarchica nei complex L. tropica, L. major e 

L. donovani. 
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Figura 7: tassonomia di Leishmania spp. World Health Organization (WHO, 1999). 

 

2.3 SPECIE DI LEISHMANIA DI INTERESSE MEDICO  

Oggi sono note 53 specie di Leishmania e circa 20 sono patogene per l'uomo (Baxuls 

et al., 2007; Akhoundi et al., 2016). La leishmaniosi è endemica in Asia, Medio 

Oriente, Nord Africa, Mediterraneo e America Meridionale e Centrale. È diffusa in 

89 Paesi e in tutto il mondo si verificano da 1,5 a 2 milioni di nuovi casi ogni anno. 

La leishmaniosi può causare malattie mucocutanee o viscerali ed è causa di circa 

70.000 decessi all'anno. (Maxfield & Crane 2021). 

Come detto, si distinguono tre forme morbose di leishmaniosi umana, in base alla 

distribuzione geografica, alla specie di Leishmania coinvolta ed 

all¶immXnocompeWen]a dell¶oVpiWe: forma viscerale; forma cutanea; forma 

mucocutanea. 

La leishmaniosi viscerale ± causata da L. donovani complex ±, nota anche come 

kala-azar, febbre dumdum o febbre nera, si presenta frequentemente con andamento 

cronico e può riattivarsi in soggetti immunodepressi dopo 2-4 mesi di incubazione. 

La forma promastigote migra verso il sistema dei fagociti mononucleati; i segni 
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clinici sono febbre, perdita di peso, epatosplenomegalia, linfoadenomegalia, anemia, 

leucopenia e trombocitopenia, dissenteria. Spesso la malattia non risponde alla 

terapia, rendendo la prognosi infausta. 

La leishmaniosi cutanea, o boWWone d¶orienWe o bolla di Delhi, si manifesta dopo 1-2 

mesi di incubazione, con lesioni nodulari rossastre che possono ulcerare nel punto 

di inoculo. Quando ulcerata, la lesione diviene rosso-bluastra, crateriforme, dolente, 

con conseguente infezione batterica secondaria. Si riscontra linfoadenomegalia a 

carico delle ghiandole prossime alla lesione cutanea. Sebbene la malattia sia 

autolimitante, le lesioni comportano esiti cicatriziali deturpanti. 

La leishmaniosi mucocutanea, o espundia, causata da L. braziliensis complex, è una 

conseguenza della forma cutanea che può manifestarsi anche a distanza di anni dopo 

la guarigione; causa edemi ed infezioni batteriche secondarie molto gravi, che 

producono lesioni deturpanti e mutilazioni. 

 

2.4 IL VETTORE 

I vettori responsabili della trasmissione della leishmaniosi sono piccoli insetti 

ematofagi appartenenti ai generi Lutzomyia e Phlebotomus e vengono classificati nel 

phylum Arthropoda, classe Insecta, ordine Diptera, sottordine Nematocera, famiglia 

Phlebotomidae. 

I flebotomi, o pappataci, sono di colore giallo pallido con dimensioni tra 2 e 4 mm 

e presentano le seguenti caratteristiche: fitta peluria sul corpo, testa allungata con 

occhi voluminosi e di colore scuro posizionati sui lati; palpi ricurvi e coperti di pelo; 

la proboscide corta e rivolta verso il basso; ali di forma subovale, grandi e pelose; 

zampe lunghe ed esili. I maschi sono riconoscibili per i segmenti genitali molto 

sviluppati e la mancanza di apparato pungitore; sono mellifagi e si nutrono di succhi 

vegetali. Le femmine sono invece ematofaghe e hanno strutture buccali adatte a 

perforare la cute.  



28 
 

Hanno attività crepuscolare e notturna; il volo è silenzioso e di breve durata. Dopo 

l¶accoppiamenWo, le femmine depongono le uova in nicchie ecologiche, 

generalmente dove sono state deposte altre uova. Lo sviluppo delle larve necessita 

di temperatura costante, buio e un certo grado di umidità. 

Il flebotomo q un dittero con ciclo olometabolo, ovvero che compie una metamorfosi 

completa.  

La femmina necessita di un pasto di sangue per completare il ciclo di produzione 

delle uova. Il bolo alimentare, costituito dalle cellule del sangue avvolte dalla 

membrana peritrofica, viene digerito e assimilato in modo da permettere la 

maturazione delle uova nel follicolo ovarico. Il ciclo si completa in 5-8 giorni e 

vengono prodotte dalle 30 alle 60 uova. Le uova sono di forma allungata di 

grandezza 0,3±0,4 mm. La schiusa delle uova si ha tra 4 e 20 giorni e si susseguono 

quattro stadi larvali in 30-60 giorni. Si ha poi il periodo della pupa, che dura circa 7 

giorni, fino ad arrivare alla forma adulta, la cui durata di vita varia dalle 2 alle 6 

settimane (Munstermann, 2004). 

Nel sito dove la femmina effettua il pasto di sangue può manifestarsi una lesione 

cutanea pruriginosa che si trasforma in papula e permane per alcune settimane. 

In Italia, sono presenti sette specie appartenenti al genere Phlebotomus: P. 

perniciosus, P. perfiliewi, P. neglectus (= P. major s.l.), P. ariasi, P. papatasi, P. 

sergenti, P. mascittii. Le specie più abbondanti e diffuse nel nostro Paese sono P. 

perniciosus, P. perfiliewi e Sergentomya minuta (Maroli et al., 1994; Maroli & 

Khoury, 1998). La prima q la specie predominante, presente nella maggior parte 

delle nostre regioni, con densità elevate nelle aree della costa tirrenica e ionica, in 

Sicilia e Sardegna (Gramiccia et al., 2013). 

P. neglectus in passato era presente solo nelle regioni del Sud ma attualmente sono 

VWaWi idenWificaWi diYerVi focolai anche in Valle d¶AoVWa, PiemonWe, Lombardia, 

Veneto, Friuli-Venezia Giulia. 
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P. ariasi è una specie limitata a pochi focolai in Liguria, nelle province di Imperia e 

Savona, e in Piemonte, nel Cuneese. 

P. papatasi q una specie solitamente refrattaria all¶infe]ione da Leishmania 

infantum, sebbene sia stata riscontrata una certa positività nel Sud Italia (Latrofa et 

al., 2018). 

P. perfiliewi è largamente diffusa nella regione Emilia-Romagna, con una presenza 

di Leishmania tra il 6% e il 10% che sembra essere correlata alla forma VL umana, 

differendo invece dal ceppo canino (Calzolari et al. 2019).  

 

2.5 LA LEISHMANIOSI CANINA (L. infantum) 

La leishmaniosi canina (LCan) q una metazoonosi protozoaria che nel cane si 

identifica con una immunopatologia cronica ingravescente e incurabile (Poglayen, 

2014); è causata da Leishmania infantum.  

I cani infetti costituiscono il principale serbatoio domestico del parassita e svolgono 

un ruolo chiave nella trasmissione all'uomo. Il controllo della malattia umana 

dipende da un efficace controllo della leishmaniosi canina. 

La leishmaniosi canina esiste in circa 50 Paesi, interessando principalmente tre 

focolai: Cina, Bacino del Mediterraneo e Brasile. 

 

2.5.1 TRASMISSIONE 

Affinché si mantenga la sopravvivenza del parassita, questo deve avere un serbatoio 

d¶infe]ione in cXi riprodXrVi e l¶opporWXniWà di diffondere ad altri ospiti suscettibili 

attraverso la presenza nel territorio del vettore. 

La trasmissione avviene comunemente con il morso di flebotomi; ad oggi non è 

ancora dimostrato del tutto che altri artropodi siano in grado di veicolare la 

leishmania. 
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MolWi VWXdi hanno VegnalaWo la WraVmiVVione dell¶infe]ione per Yia VeVVXale nel cane 

(Riera & Valladares, 1996; Rosypal et al., 2005; Silva et al., 2009; Ben Slimane et 

al., 2014; Naucke et al.; Lorentz, 2016). 

La trasmissione verticale è stata segnalata in tutto il mondo (Mancianti & Sozzi, 

1995; DÕ ғaz-Espineira & Slappendel, 1997; Boggiatto et al., 2011; Vida et al., 2016; 

Grinnage-Pulley et al., 2016; Salantet al., 2021; Toepp et al., 2017; Wright & Moral-

Gant 2020) e la malattia che ne deriva si presenta con segni clinici simili a quelli 

osservati nella malattia trasmessa da vettore (Gibson-Corley et al., 2008); i fattori di 

rischio associati a questa via di trasmissione, tuttavia, non sono stati ancora 

identificati (Toepp et al., 2020). 

È stato dimostrato che la trasmissione può avvenire anche tramite trasfusione di 

sangue ed emoderivati infetti (Owens et al., 2001; Giger et al., 2002; De Freitas et 

al., 2006; Riera et al., 2008; Tabar et al, 2008). 

Altra via di trasmissione sospettata q quella diretta tra cani attraverso morsi o ferite 

cutanee (Karkamo et al., 2014; Naucke et al., 2016). 

I serbatoi dell¶infe]ione includono cani, roditori e altri mammiferi. Ad oggi, più di 

70 specie di mammiferi e rettili sono state identificate come serbatoi per 

leishmaniosi. 

Negli ultimi anni, sono stati segnalati casi di leishmaniosi in gatti di zone endemiche 

di Europa, Asia e America Latina. 

La leishmaniosi felina (FeL) è una malattia emergente, con una prevalenza 

complessiva stimata del 10%. I casi vengono ormai segnalati di frequente. Un alto 

tasso di sieroprevalenza (12%) di FeL si trova nei paesi dell'Europa meridionale, tra 

cui Italia, Spagna, Portogallo e Grecia. Nelle regioni endemiche come i Paesi 

mediterranei, la forma subclinica di infezione da L. infantum nel gatto è comune, 

mentre la malattia clinica è relativamente rara (Pennisi & Persichetti 2018; Asfaram 

et al., 2019). Nel Nord Italia, è stata riscontrata una sieroprevalenza fino al 12,2% 

nei gatti randagi (Spada et al., 2013; 2016; Iatta et al., 2019). 
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Per qXanWo rigXarda l¶infe]ione da leiVhmania negli alWri animali domeVWici eViVWono 

diverse segnalazioni. Sono stati riferiti casi di leishmaniosi cutanea da L. infantum 

nei cavalli in Europa meridionale e nel Sud della Germania (Gazzoni et al.,2020). 

In America Latina, sono stati segnalati casi di leishmaniosi cutanea in muli, asini e 

cavalli (Escobar et al., 2019; Mhadhbi & Sassi, 2020). 

La prima descrizione di un caso di leishmaniosi in un furetto domestico è stata in 

Spagna (Giner et al., 2020). 

L'infezione da L. infantum è sempre più segnalata anche nella fauna selvatica di tutto 

il mondo (Azami-Conesa et al., 2021), Europa compresa (Dipineto et al., 2007, 

Karayiannis et al., 2015, Azami-Conesa et al., 2021). In Sicilia, L. infantum è stata 

diagnosticata tramite qPCR nel 5,4% degli animali selvatici esaminati (conigli e 

volpi rosse) (Abbate et al., 2019). 

Essere a conoscenza del ruolo degli animali selvatici come ospiti o serbatoi di 

Leishmania spp. è essenziale per applicare misure di controllo e programmi di 

monitoraggio (Azami-Conesa et al., 2021). 

 

2.5.2 EPIDEMIOLOGIA 

La leishmaniosi canina è molto diffusa sia nel Vecchio che nel Nuovo Mondo. In 

Europa, LCan è maggiormente diffusa nel Bacino del Mediterraneo, ma nell'ultimo 

decennio si è diffusa anche verso il nord del Paese (Dantas-Torres et al., 2012). In 

Sud America, LCan si sta espandendo verso sud fino alle regioni settentrionali 

dell'Argentina e meridionali del Brasile, al Paraguay e all'Uruguay (Marcondes 

2019). Le ragioni dell'espansione della leishmaniosi canina possono essere legate al 

movimento incontrollato dei cani, all'insediamento di popolazioni di flebotomi 

permanenti in aree precedentemente esenti, nonché all'inefficacia delle attuali 

strategie di controllo. A questo proposito, l'abbattimento dei cani sieropositivi è stato 

a lungo raccomandato come mezzo per diminuire la prevalenza dell'infezione nei 
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cani e, quindi, l'incidenza di VL. Nel corso degli anni, milioni di cani positivi a L. 

infantum sono stati sottoposti ad eutanasia per il controllo della VL umana. Le 

politiche nazionali di sanità pubblica di numerosi paesi di Asia Centrale, Caucaso, 

Balcani, Cina (aree rurali), Nord Africa (Maghreb) e Medio Oriente raccomandano 

ancora di abbattere qualsiasi cane positivo per L. infantum (Alvar et al., 2012). In 

CenWro e SXd America, Vebbene Via conVenWiWo l¶approccio WerapeXWico per i cani di 

proprietà, l'abbattimento dei cani serbatoio è raccomandato e praticato. 

Negli ultimi 20 anni, una raccolta di dati provenienti da tutto il mondo ha dimostrato 

il fallimento di questa strategia di controllo. L¶abbattimento dei cani non è 

supportabile in quanto, oltre al fatto che non ci sono prove scientifiche a sostegno 

dell¶efficacia di Wale ViVWema di conWrollo, eViVWono oVpiWi VerbaWoio alWernaWiYi alla 

specie canina, che possono svolgere un ruolo attivo nel mantenimento del ciclo di 

vita di L. infantum. Inoltre, i cani abbattuti vengono presto sostituiti con cani giovani 

che sono spesso più suscettibili all'infezione primaria. Infine, un controllo efficace 

della trasmissione di L. infantum richiede approcci integrati incentrati non solo sul 

cane come fonte indiretta, ma anche sul parassita e, soprattutto, sul vettore. Pertanto, 

l'impiego dell'abbattimento dei cani come strategia per ridurre l'incidenza di VL 

nell'uomo non può essere giustificato e non dovrebbe più essere utilizzato (Dantas-

Torres et al., 2019). 

In Italia, fino agli anni ¶80 WXWWe le regioni del Nord Italia, esclusi alcuni territori della 

provincia di Bologna, erano indenni da LCan (Pozio et al., 1985). Dagli inizi degli 

anni ¶90, Vi q YerificaWo Xn aXmenWo dell¶inciden]a di LCan in WXWWe le regioni 

endemiche e sono stati segnalati microfocolai anche in aree tradizionalmente non 

endemiche, quali quelle di PiemonWe, Valle d¶AoVWa, Lombardia, TrenWino-Alto 

Adige, Veneto e Friuli-Venezia Giulia (Capelli et al., 2004; Rossi et al., 2005). La 

Provincia autonoma di Bolzano-Alto Adige, può essere considerata un territorio a 

bassa endemicitàdi  CanL, poiché la maggior parte dei cani testati ha mostrato un 

titolo anticorpale al livello soglia di 1:40, suggerendo un basso grado di 

trasmissione/contatto con il parassita (Morosetti et al., 2020). 
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In definitiva, l¶infe]ione riguarda ormai tutte le aree del nostro Paese, anche quelle 

che in passato erano considerate indenni. Infatti, dall¶XlWimo VWXdio epidemiologico 

(2019-2020) è risultato che in tutte le regioni investigate, comprese quelle ritenute 

indenni, si q evidenziata una diffusione sempre maggiore dei flebotomi vettori della 

patologia (Gradoni et al., 2021). 

 

Figura 8: diffusione della leishmaniosi canina in Italia (Gradoni et al., 2021). 

 

2.5.3 MORFOLOGIA DEL PARASSITA 

Le leishmanie sono parassiti unicellulari, dixeni e dimorfici, in quanto nel ciclo 

vitale hanno due forme differenti: una immobile, intracellulare (amastigote), 

nell¶oVpiWe definiWiYo (mammifero vertebrato) e una flagellata mobile, extracellulare 

(promastigote), nell¶oVpiWe inWermedio (flebotomo).  

L¶amastigote è la forma infettante del mammifero; è intracellulare obbligata e si 

localizza nelle cellule del sistema dei fagociti mononucleati (SFM) degli ospiti 

vertebrati; ha un corpo rotondo, globoso, immobile di dimensioni 2-5 ȝm [ 2-3 ȝm; 

presenta un grosso nucleo centrale o eccentrico (kinetoplasto), ovvero DNA 

extranucleare con forma bastoncellare situato alla periferia della cellula, e un residuo 

del corpo basale, dopo la perdita del flagello. 
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Le forme che infettano il flebotomo sono il promastigote e il paramastigote. Il 

promastigote q un microrganismo extracellulare che si localizza nel tubo digerente 

degli insetti vettori. Presenta una forma allungata a pera, di lunghezza 5-24 ȝm, con 

il kinetoplasto anteriore al nucleo e un flagello nella parte anteriore della cellula. Il 

paramastigote q più ovalare e presenta il kinetoplasto laterale (Munstermann, 2004). 

La possibilità di nuotare liberamente da parte di promastigote e paramastigote li 

definisce come forme ³necWomonadi´, a differen]a delle forme attaccate all¶inWeVWino 

crasso del flebotomo che sono nominate ³apWomonadi´ (Walters, 1993). 

 

2.5.4 CICLO BIOLOGICO 

Il ciclo biologico di L. infantum inizia con un pasto di sangue da parte del flebotomo 

VX Xn cane infeWWo e l¶ingeVWione dell¶amastigote. Nell¶apparato digerente del vettore, 

l¶agenWe paWogeno aVVXme la forma flagellaWa infeWWiYa (promastigote), che viene 

reinocXlaWa nella cXWe dell¶oVpiWe YerWebraWo con il paVWo di sangue successivo, 

ricominciando cosu il ciclo. (Kaye e Scott, 2011; Laskay et al., 2003). Nel canale 

alimentare del flebotomo, gli amastigoti evolvono in forme extracellulari quali 

promastigoti e paramastigoti, diventando forme mature nel giro di tre giorni 

(Munstermann, 2004). A questo punto, la forma flagellata si ancora ai microvilli 

intestinali (forma ³apWomonade´); successivamente, in sei giorni, passa 

dall¶inWeVWino medio all¶inWeVWino primiWiYo fino all¶apparaWo bXccale e si localizza 

nelle ghiandole salivari; da qui, verrà poi rilasciata con il pasto di sangue nell¶oVpiWe 

definitivo. La saliva, oltre a contenere le leishmanie metacicliche infettanti, q ricca 

di sostanze che agevolano il pasto di sangue (sialogenine), essendo dotate di attività 

anti-emostatica, antinfiammatoria e immunomodulatrice (Lestinova et al., 2017; 

Telleria et al., 2018). Il conWenXWo ValiYare faYoriVce l¶elusione dei sistemi di 

protezione della cute che altrimenti ostacolerebbero la possibilità di nutrirsi da parte 

del flebotomo. 
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Recentemente, è stato rivalutato il ciclo biologico di L. infantum, scoprendo che i 

promaVWigoWi meWaciclici che non Yengono WraVmeVVi nell¶oVpiWe mammifero e 

rimangono nell'intestino possono tornare a una forma simile alla ³leptomonade´, 

chiamata promastigote retroleptomonade. Queste forme sono noti produttori del gel 

secretivo promastigota (Promastigote Secretory Gel, PSG). 

Inoltre, viene potenziata la dimensione della popolazione dei promastigoti 

aptomonadi che sono ancorati all'intestino medio anteriore. Queste fasi, insieme alla 

produzione del PSG, creano il fenomeno della ³mosca bloccata´ che non può 

effettuare nuovi pasti senza rigurgitare le forme infettanti, processo indispensabile 

per la trasmissione. 

È noto che i promastigoti retroleptomonadi generano flebotomi infetti con un 

numero molto più elevato di promastigoti metaciclici e una maggiore capacità di 

trasmissione (Bates, 2018). 

 

Figura 9: ciclo biologico di L. infantum. 



36 
 

 

2.5.5 PATOGENESI E IMMUNOLOGIA 

Dopo l'inoculazione dei promastigoti nella cute, le cellule dendritiche del derma 

presentano l'antigene ai linfociti T. Migrano quindi al linfonodo più vicino per 

presentare gli antigeni ai linfociti T immaturi, stimolando la proliferazione dei 

linfociti T CD4+ e CD8+. 

Da questo momento viene attivata la risposta immunitaria cellulo-mediata (Th1) o 

umorale (Th2), dalla qXale dipenderj l¶eViWo dell¶infe]ione. 

Dopo l'infezione iniziale, i promastigoti vengono fagocitati dai macrofagi e da altre 

cellule fagocitarie, cambiando la loro forma in amastigoti intracellulari (Handman 

& Bullen, 2002; Rittig & Bogdan, 2000). Gli amastigoti si moltiplicano all'interno 

della cellula fino a provocarne la lisi e vengono rilasciati nel torrente circolatorio o 

in altri distretti: milza, fegato, linfonodi, midollo osseo, rene, cute, ecc. 

I neutrofili svolgono un ruolo importante nella risposta immunitaria all'infezione da 

Leishmania spp. Essi, infatti, sono i primi ad essere richiamati nel sito d¶infezione e 

la loro interazione con il parassita, tramite fagocitosi, può portare alla distruzione di 

qXeVW¶XlWimo e al reclXWamenWo di macrofagi. 

La fagocitosi del parassita da parte dei neutrofili innesca il rilascio di TNF-Į e IFN-

ܵ, meccanismo che serve al reclutamento dei macrofagi nei tessuti infetti e alla loro 

attivazione per l'uccisione del parassita (Carlsen et al., 2015; Wardini et al., 2019). 

Il paraVViWa pXz anche aYere Xna creVciWa limiWaWa all¶inWerno delle cellXle fagociWarie 

e l'infezione rimane così controllata (Kaye e Scott, 2011; Terrazas et al., 2015). I 

parassiti, per rimanere in YiWa pi� a lXngo all¶inWerno dei neXWrofili, adottano un 

meccanismo simile al ³cavallo di Troia´, permanendo dentro il vacuolo 

parassitoforo. Nei modelli murini, si è visto che essi vengono fagocitati dai 

macrofagi senza alcuna risposta infiammatoria (Aga et al., 2002; De Menezes et al., 

2016; Regli et al., 2017). 
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I macrofagi sono le principali cellule ospite per Leishmania spp. Al loro interno, 

l¶en]ima VinWeWaVi indXcibile dell¶oVVido niWrico (iNOS) VWimola la prodX]ione di 

ossido nitrico, causando la morte del parassita e controllandone quindi la diffusione 

(Holzmuller et al., 2005). Dopo la fagocitosi, il parassita sopravvive all'interno del 

vacuolo parassitoforo e da qui manipola i sistemi di risposta dei macrofagi per 

evitare la distruzione.  

L. infantum, producendo sostanze antiossidanti ± tra cui la superossido dismutasi ±, 

riduce gli effetti dell¶oVVido niWrico e promuove la crescita dei parassiti all'interno 

della cellula (Longoni et al., 2013). 

Nel corVo dell¶infe]ione da L. infantum, i linfociti T ± e in particolare le cellule T 

helper 1 (Th1 CD4+) ± svolgono un ruolo fondamentale nella prevenzione della 

crescita dei parassiti e nello sviluppo della malattia (Sacks & Noben-Trauth, 2002). 

Queste cellule, infatti, producono IFN-ܵ che, in combina]ione con il CD40 eVpoVWo 

sulle cellule T CD4+, determina l'attivazione dei macrofagi. Inoltre, è stato 

dimostrato che le cellule Th1, nei sistemi sperimentali murini, producono TNF-Į, 

IL-3 e CXCL2, importanti rispettivamente nella differenziazione, nel reclutamento 

e nel mantenimento dei macrofagi nel sito d¶infezione. 

Nel corso della malattia in forma subclinica le cellule T CD8+ con azione 

ciWoWoVViche aiXWano a conWrollare l¶infe]ione Xccidendo i macrofagi infeWWi 

(Alexandre-Pires et al., 2010; Reis et al., 2006). Inoltre, per prevenire i danni che 

possono indurre le citochine proinfiammatorie, viene prodotta una piccola quantità 

di IL-10 (Carrillo & Moreno, 2009; Chamizo et al., 2005; Gibson-Corley et al., 

2008). Con la progressione della malattia, il sistema immunitario inizia a perdere la 

capacità di mantenere questo delicato equilibrio con i meccanismi di protezione da 

danno infiammatorio (Boggiatto et al., 2011; Carrillo & Moreno, 2009). 

Nella malattia in forma clinica si verifica un cambiamento nella risposta regolatoria, 

a causa dell'esposizione prolungata all'antigene. 
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Infatti, la produzione di IL-10 determina una diminuzione della proliferazione delle 

cellule T protettive Th1 CD4+ che riduce il numero di cellule T che producono IFN-

Ȗ, traducendosi in una mancanza di attivazione dei macrofagi e quindi in una 

riduzione dell'uccisione del parassita (Esch et al., 2013; Nylen et al., 2007; Solano-

Gallego et al., 2016). 

Le cellule B svolgono un ruolo importante nella prevenzione della progressione della 

malattia. 

I linfociti B sono deputati alla produzione di anticorpi contro la leishmania e attivano 

i linfociti T helper che inducono la produzione di IL-10. 

Nella malattia subclinica le cellule B svolgono un ruolo nella risposta umorale del 

sistema immunitario, attivando le cellule T CD4+ e producendo anticorpi specifici. 

Nella forma clinica, man mano che il parassita continua a propagarsi, si verifica un 

aumento del livello di anticorpi non specifici IgG. Le IgG possono legarsi 

all'antigene, creando complessi che innescano la produzione di IL-10 da parte dei 

macrofagi (Gibson-Corley et al., 2010; Miles et al., 2005). La produzione di IL-10 

da parte dei macrofagi agisce come feedback negativo, riducendo l¶aWWiYa]ione dei 

macrofagi e di conseguenza la produzione di ossido nitrico, fondamentale per 

l¶XcciVione dei paraVViWi. InolWre, l'aXmenWo della prodX]ione di anWicorpi deWermina 

anche la deposizione di immunocomplessi in vari distretti ed organi. 

L¶eViWo dell¶infe]ione dipenderà dal tipo di risposta immunitaria innescata. 

Alcuni dei VoggeWWi colpiWi dalla malaWWia Vono in grado di conWrollare l¶infe]ione, 

poiché in questi predomina una risposta immunitaria di tipo cellulo-mediata. I 

linfociti Th1 CD4+ promXoYono l¶aWWiYa]ione dei macrofagi, all¶inWerno dei qXali il 

paraVViWa Yiene eliminaWo gra]ie alla prodX]ione dell¶oVVido niWrico. 

Nei soggetti clinicamente malati, invece, predomina una risposta di tipo umorale con 

riduzione della risposta cellulare, che sarà di tipo misto Th1/Th2. I linfociti Th2 

ridXcono il rilaVcio di ciWochine ³poViWiYe´ da parWe dei Th1 e Vono reVponVabili della 

produzione di altre citochine ± come IL-4 e IL-10 ± che, insieme alla risposta 
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anticorpale, sembrano essere correlate negativamente alla progressione della 

malattia (Hosein et al., 2017; Koutinas & Koutinas, 2014; Solano-Gallego et al., 

2009). 

Diversi Autori (De Vasconcelos et al., 2019; Quinnell et al., 2009) hanno 

evidenziato che in alcune razze canine ± in particolare, Boxer, Cocker Spaniel, 

Rottweiler e Pastore Tedesco ± la suscettibilità alla malattia sembra essere associata 

all¶eVpreVVione del gene SLC11A1 (Solute Carrier Family 11 Member 1) e/o al 

polimorfismo del complesso maggiore di istocompatibilità (MHC) di classe II, 

mentre il Podenco Ibicenco pare sia la razza più reViVWenWe all¶infe]ione (Solano-

Gallego et al., 2000; De Vasconcelos et al., 2019). 

Alla risposta immunitaria sono associate le diverse lesioni d¶organo. Nella risposta 

umorale le lesioni cutanee sono generalmente rappresentate da lesioni nodulari, 

mentre in quella cellulo-mediata da dermatite. 

L¶organo pi� colpiWo dXranWe la riVpoVWa Xmorale, a causa della deposizione di 

immunocomplessi, è il rene; le lesioni, caratterizzate da glomerulonefrite acuta ed 

extramembranosa, portano ad insufficienza renale. 

Soggetti malati ma con risposta umorale scarsa o nulla non sviluppano lesioni renali 

(Nieto et al., 1992). 

 

2.5.6 SEGNI CLINICI  

Secondo molti studi, il periodo d¶incubazione della leishmaniosi varia da 1-3 mesi 

ad alcuni anni. 

La malattia nel cane q caratterizzata da marcato pleomorfismo del quadro clinico. 

La sintomatologia varia in funzione delle diverse risposte da parte dei singoli 

soggetti all¶eVpoVi]ione all¶agenWe paWogeno e alla riVpoVWa immXniWaria che ne 

scaturisce. 
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Tabella 1: segni clinici della leishmaniosi canina (Castagnaro et al., 2007). 

 

La leishmaniosi canina viene classificata in forma acuta, subacuta e cronica 

(Mancianti et al.,1988). 

Le infezioni sperimentali hanno fornito informazioni su ciò che accade durante i vari 

stadi della malattia. 

Nella fase iniziale, la sintomatologia è aspecifica: dimagrimento, astenia e apatia, 

YomiWo, diarrea, febbre, diminX]ione o perdiWa dell¶appeWiWo Vono i segni clinici 

maggiormente descritti. 

Successivamente, a seconda dell¶eYolX]ione del processo patologico, i cani 

sviluppano linfoadenopatia, con aumento delle dimensioni e della consistenza dei 

linfonodi esplorabili (poplitei, prescapolari e sottomascellari). 
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L'epatomegalia e la splenomegalia sono reperti patologici riscontrabili nella fase in 

cui è presente linfoadenopatia. 

Le lesioni cutanee che si riscontrano in corso di leishmaniosi sono molto diverse tra 

loro e hanno varie localizzazioni: piccole aree alopeciche, seborrea, dermatite 

esfoliativa, erosivo-ulcerativa, nodulare, papulosa e/o pustolosa. La sede di queste 

lesioni può localizzarsi a livello di tartufo, zona perioculare e orecchie, oppure può 

essere estesa in tutto il corpo. 

Molto frequenti sono i segni clinici oculari, rappresentati da blefarite (esfoliativa, 

ulcerativa o nodulare), congiuntivite (nodulare), cheratocongiuntivite (comune o 

secca), uveite anteriore ed endoftalmite. 

L'epistassi uni- o bilaterale è un segno comune in corso di leishmaniosi. 

Anche la miosite atrofica (Vamvakidis et al., 2000) e l¶onicogrifoVi Vono aspetti 

caratteristici della malattia. 

In alcuni casi si riscontrano lesioni mucocutanee e mucosali ulcerative o nodulari 

(orali, genitali e nasali). 

In molti casi si riscontrano zoppie causate da poliartrite erosive o non±erosiva, 

osteomielite e polimiosite. 

Altri quadri riscontrati sono i disordini vascolari (vasculite sistemica, 

tromboembolismo arterioso) e quelli neurologici (Viñuelas et al., 20019). 

Nelle forme più gravi o in quelle croniche si riscontra malattia renale, che può 

manifestarsi come lieve proteinuria, sindrome nefrosica o insufficienza renale 

cronica. 

L¶inVXfficien]a renale q la causa principale che porWa alla morWe dell¶animale. Si 

instaura in seguito alla deposizione di immunocomplessi a livello glomerulare, che 

induce infiammazione con conseguente glomerulosclerosi, ipertensione renale e 

nefrite tubulointerstiziale. 
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2.5.7 ALTERAZIONI EMATO-BIOCHIMICHE ED ESAMI DI LABORATORIO 

Le alterazioni ematologiche nella leishmaniosi canina non sono specifiche (Kiral et 

al., 2004). 

Spesso viene riscontrata neutrofilia, dovuta a una risposta infiammatoria sistemica 

o a lesioni cutanee ulcerative e infezione batterica secondaria (Kiral et al., 2004; 

Nicolato et al., 2013); sono descritte occasionalmente linfopenia, linfocitosi o 

eosinofilia (Nicolato et al., 2013; De Tommasi et al., 2014). 

Il quadro ematologico piò comune nel cane affetto da leishmaniosi q l¶anemia, da 

lieve a moderata, normocitica normocromica; la patogenesi può essere la ridotta 

sintesi di eritropoietina a causa dell'insufficienza renale. 

La trombocitopenia, da lieve a moderata, q molto frequente nei cani leishmaniotici; 

il meccanismo più probabile q quello di origine immuno-mediata (Cortese et al., 

2011; Cortese et al., 2009; Terrazzano et al., 2006). 

Occasionalmente vengono riscontrati fenomeni di coagulazione intravascolare 

disseminata (CID) (Honse et al., 2013). 

Le alterazioni biochimiche comprendono alterazioni della funzionalità renale ed 

epatobiliare. 

Nei casi di insufficienza renale, sono di frequente riscontro iperazotemia e 

ipercreatininemia. La misurazione dei livelli di creatinina, tuttavia, non viene 

considerata come marker sensibile per rilevare le prime fasi dell'insufficienza renale 

(Stockham et al., 2008). 

Come biomarcatore precoce per la diagnosi di malattia renale cronica (CKD) si può 

usare la dimetilarginina simmetrica (SDMA) (Jepson et al., 2008; Nabity et al., 

2015). 

Attualmente, sono pochi gli studi sul potere diagnostico della SDMA nella CKD 

precoce in cani affetti da leishmaniosi. La misurazione diretta del tasso di filtrazione 

glomerulare (GFR) attraverso test di clearance sarebbe il metodo migliore per 
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valutare la funzionalità dei reni in tempo reale (Von Hendy-Willson & Pressler, 

2011). Sono sempre più diffusi gli studi per identificare marcatori precoci per la 

riduzione della GFR, sia nei cani leishmaniotici che affetti da altri tipi di CKD.  

L¶aWWiYiWà degli enzimi epatici, quali aspartato aminotransferasi (AST), alanina 

aminotransferasi (ALT) e fosfatasi alcalina (ALP), in alcuni casi può anche risultare 

alterata (Paltrinieri et al., 2016).  

L¶ipergammaglobXlinemia aVVociaWa a ipoalbXminemia q comune. La diminuzione 

del rapporto albumina/globulina (A/G) q cosu frequente da essere considerata da 

alcuni autori uno dei test più sensibili per la leishmaniosi canina (Almeida et al., 

2005). 

Nella leishmaniosi, la gammopatia q tipicamente policlonale, sebbene possa essere 

anche oligoclonale biclonale o monoclonale (Font et al., 1994; Vailati et al., 2009).  

Nei cani con nefropatia si riscontrano anomalie dell'analisi delle urine, quali 

diminuzione del peso specifico delle urine, glicosuria e proteinuria.  

All¶eVame del VedimenWo Xrinario, è frequente la presenza di cilindri granulari o 

cellulari. 

Tabella 2: alterazioni di laboratorio (Castagnaro et al., 2007).  

Esame emocromocitometrico 
x Anemia arigenerativa lieve o moderata 
x Leucocitosi o leucopenia: (neutrofilia, neutropenia, linfopenia) 
x Trombocitopenia 
Profilo coagulativo 
x Alteraǌioni dell͛emostasi secondaria e fibrinolisi 
Profilo biochimico  
x Iperazotemia e ipercreatininemia  
x Aumento degli enzimi epatici 
Elettroforesi delle proteine sieriche  
x Iperproteinemia 
x Ipeglobulinemia (gammablobulinemia, e/o betaglobulinemia policlonale 
x Ipoalbuminemia 
x Riduzione del rapporto albumina/globuline 
Esame delle urine 
x Proteinuria 
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2.5.8 DIAGNOSI  

La diagnosi di leishmaniosi si basa sulla valutazione di segni clinici e/o alterazioni 

clinico-paWologiche compaWibili con la malaWWia e VXlla conferma dell¶infe]ione da L. 

infantum aWWraYerVo l¶impiego di metodiche diagnostiche parassitologiche, 

sierologiche e molecolari. 

Metodiche parassitologiche: rappresentate dagli esami citologici e istologici, basati 

sulla messa in evidenza del parassita. 

La citologia deve essere eseguita in tutti i casi quando si presentano lesioni cutanee 

papulari o nodulari e/o ingrossamento dei linfonodi (Paltrinieri et al., 2010). 

Il riscontro di amastigoti in lesioni nodulari con localizzazione atipica ± come la 

lingua (Parpaglia et al., 2007; Viegas et al., 2012), il testicolo (Diniz et al., 2005; 

Manna et al., 2012) e le masse orali o nasali (Levy et al., 2006) ± q ampiamente 

descritto in letteratura, come anche l¶iVolamenWo dei paraVViWi nel liqXido VinoYiale 

(Sbrana et al., 2014; Santos et al., 2006) e in quello cerebrospinale (Marquez et al., 

2013). 

I tipici quadri citologici associati alla leishmaniosi sono generalmente caratterizzati 

da infiammazione granulocitico-macrofagica o piogranulomatosa associata a 

infiltrazione linfoplasmocitica. da moderata a grave. Quando si osservano pattern 

citologici coerenti con la leishmaniosi ma non si riscontrano amastigoti, la 

leishmaniosi non deve essere esclusa. In questi casi, bisogna approfondire le 

indagini diagnostiche con test che hanno una maggiore sensibilità analitica e 

diagnostica, come la Polymerase Chain Reaction (PCR). 

L¶istologia può dimostrare la presenza di Leishmania sp. in sezioni di routine 

colorate con ematossilina-eosina. Anche se l'identificazione degli amastigoti può 

essere pi� difficile che nei campioni citologici, la presenza degli amastigoti può 

essere confermata con le tecniche di immunoistochimica. L'istologia ha il vantaggio 

di fornire ulteriori informazioni sul pattern citoarchitettonico delle lesioni.  
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Metodiche sierologiche: rilevano gli anticorpi anti-leishmania presenti nel siero, 

plasma o sangue intero. 

Questi esami si basano su tre principali test analitici: immunofluorescenza indiretta 

(IFAT), immunoassorbimento enzimatico (ELISA), immunocromatografia (ICT), 

Quest'ultimo metodo è alla base di tutti i test rapidi usati nella pratica clinica che 

forniscono solo un risultato qualitativo (cioè, presenza/assenza di anticorpi). In caso 

di risultato positivo, deve essere eseguita una sierologia quantitativa (ELISA o 

IFAT). 

L'IFAT q considerato il metodo sierologico di riferimento raccomandato 

dall'Organizzazione Mondiale della Salute (OMS) (Gradoni & Gramicca 2000); ha 

elevata sensibilità e specificità. 

L'ELISA q anch¶esso un test molto sensibile e specifico ed è più facile da 

standardizzare, poiché i risultati vengono letti da uno spettrofotometro 

automatizzato; l'IFAT, invece, si basa su una valutazione operatore-dipendente. 

L'uso crescente della vaccinazione contro la leishmaniosi può complicare 

l'interpretazione della sierologia, poiché non sono sempre disponibili metodiche di 

laboratorio che consentano la discriminazione tra la risposta immunitaria vaccinale 

e qXella che VcaWXriVce dall¶infe]ione naWXrale. 

Metodiche molecolari: PCR e PCR real-time, baVaWe VXll¶idenWifica]ione del DNA 

del parassita. Sono ampiamente utilizzate nella pratica di routine e vengono eseguite 

su substrati quali midollo osseo, linfonodi, milza, lesioni cutanee, sangue intero o 

buffy coat, Recenti studi hanno dimostrato che i tamponi congiuntivali e, in misura 

minore, orale e nasale sono molto sensibili per la ricerca della leishmania. Questi 

metodi offrono due vantaggi principali: sono poco soggetti a contaminazione e 

forniscono informazioni sul numero di copie del DNA presente nel campione. 

Quest'ultimo aspetto può essere rilevante durante il follow-up, per monitorare 

l'efficacia dei trattamenti leishmanicidi. In tal caso, è consigliabile utilizzare la PCR 
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quantitativa al momento della diagnosi (prima di qualsiasi trattamento), per stabilire 

un valore di riferimento per il confronto dei risultati futuri durante il monitoraggio 

della terapia. Quando si interpretano i risultati della PCR, q necessario tenere 

presente la differenza tra cani infetti e cani malati. Il rilevamento del DNA del 

parassita indica che il cane q infetto. La correlazione tra infezione e malattia deve 

poi basarsi sulla presenza di anomalie cliniche e di laboratorio (Paltrinieri et al., 

2016). 

 

2.5.9 STADIAZIONE CLINICA  

La stadiazione clinica della leishmaniosi riveste un ruolo di fondamentale 

importanza per vari aspetti: clinici, terapeutici ed epidemiologici. 

Le raccomandazioni del Gruppo di Studio sulla Leishmaniosi Canina (Canine 

Leishmaniasis Working Group, CLWG), relative alla stadiazione della leishmaniosi 

canina, sono riassunte nella tabella 3 (Oliva et al., 2008; Paltrinieri et al., 2010). 

Questa classificazione si basa sulla definizione dei soggetti in base alla loro 

eVpoVi]ione all¶agenWe paWogeno e alla loro risposta immunitaria. Gli stadi sono 

numerati con le lettere dalla A alla E, in ordine crescente di gravità di esposizione 

alla malattia. 

Stadio A: cane esposto 

Vengono definiWi ³eVpoVWi´ i cani clinicamenWe Vani nei qXali i WeVW diagnoVWici ciWo-

istologici, parassitologici e molecolari risultano negativi ma con titoli anticorpali 

specifici, non superiori a 4 volte il valore soglia del laboratorio di riferimento. 

Secondo il Centro di Referenza Nazionale per le Leishmaniosi (CReNaL) 

dell¶IVWiWXWo ZooprofilaWWico SperimenWale (IZS) della Sicilia, ³A Mirri´, il cut-off è 

rappresentato dal titolo 1:80. 
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Stadio B: cane infetto  

Un cane infetto q un soggetto nel quale q dimostrabile la presenza del parassita, con 

metodi diretti (microscopia, coltura o PCR) e con metodi indiretti (messa in evidenza 

di anticorpi specifici). 

Stadio C: cane malato 

Un cane infetto con alterazioni clinico-patologiche ascrivibili a Leishmania sp. e nel 

quale sia dimostrabile il parassita con metodi diagnostici diretti o con titoli 

anticorpali superiori a 4 volte il valore soglia del laboratorio di riferimento q definito 

malato. 

Stadio: cane malato con quadro clinico grave 

Cane malato con gravi alterazioni clinico-patologiche. 

Stadio E: cane malato refrattario o recidivo 

Cani che si dimostrano refrattari alla terapia o cani sottoposti a terapia ma che 

mostrano recidiva precoce. 

 

Tabella 3: stadiazione della LCan secondo il CLWG (Paltrinieri et al., 2010).  
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Il sistema di stadiazione del gruppo Leishvet (Oliva et al., 2008), invece, definisce 

cinque stadi in base alla gravità della malattia e dei segni clinici. Nel momento in 

cui la diagnosi di leishmaniosi q accompagnaWa da Xn¶alWeraWa fXn]ionaliWj renale, a 

partire dallo stadio III, vi è un¶ulteriore suddivisione in due sottostadi (a e b).  

Tabella 4: stadiazione della LCan secondo il Gruppo di studio Leishvet (Oliva et al., 2008). 

 

La funzionalità renale viene valutata secondo le linee guida IRIS (International 

Renal Interest Society), sistema di stadiazione della CKD. 

Questo approccio si basa su un'approfondita valutazione clinica, che comprende la 

misurazione della pressione arteriosa, e sulla quantificazione delle proteine urinarie 

e dei marker di funzionalità renale. 
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Tabella 5: stadiazione della malattia reanale secondo le linee guida IRIS (www.iris-kidney.com. 
International Renal Interest Society; 2019). 

 

Nella sottoclassificazione in base alla proteinuria deve essere valutato il rapporto 

PU/CU in pazienti che non presentino infiammazioni del tratto urinario, emorragie 

o disproteinemie; un rapporto PU/CU < 0,2 definisce il paziente non proteinurico, 

da 0,2 a 0,5 proteinurico borderline mentre > 0,5 proteinurico. 

Il PU/CU deve essere utilizzato come indicatore per monitorare le terapie volte a 

ridurre l'ipertensione glomerulare, la pressione di filtrazione e la proteinuria. 

Nella sottoclassificazione in base alla pressione arteriosa (PA) pazienti con 

pressione sistolica <10 mm Hg al di sopra dell'intervallo di riferimento specifico 

della razza sono considerati a rischio minimo, quelli con una pressione sistolica 10-

20 mm Hg sopra il range di riferimento specifico per razza sono a basso rischio, una 

pressione sistolica 20-40 mm Hg sopra il range specifico per razza indica un rischio 

moderato e pazienti con una pressione sistolica >40 mm Hg al di sopra dell'intervallo 

di riferimento specifico della razza hanno un alto rischio di danno renale. In 

particolare, pazienti con valori da 160 a 179 mm Hg misurata in una o due settimane 

sono definiti ipertesi e quelli con pressione sanguigna sistolica t180 mm Hg sono 

gravemente ipertesi. 

  

http://www.iris-kidney.com/
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2.5.10 TERAPIA 

La scelta terapeutica viene effettuata basandosi sulla stadiazione del paziente in base 

alle linee guida Leishvet precedentemente descritte (Solano-Gallego et al., 2011). 

I farmaci di prima scelta per il trattamento della leishmaniosi sono l'allopurinolo in 

associazione o meno ad antimonato di N-metilglucamina o a miltefosina.  

Allopurinolo: è un farmaco leishmaniostatico e viene utilizzato per il trattamento a 

lXngo Wermine in monoWerapia o in aVVocia]ione all¶anWimoniaWo di N-

metilglucammina o alla miltefosina. 

L¶allopXrinolo q Xn compoVWo analogo dell¶ipo[anWina, che interferisce con la sintesi 

dell¶acido Xrico. Infatti, le leishmanie sono incapaci di sintetizzare le purine e 

deYono dXnqXe XWili]]are le baVi a]oWaWe dell¶oVpiWe; l¶allopXrinolo Xna YolWa 

incorporato dal parassita, dà luogo a composti tossici che ne causano la morte. 

Il dosaggio a cui viene somministrato comunemente l¶allopXrinolo q di 10 mg/Kg, 

ogni 12 ore, per bocca. 

L¶effeWWo collaWerale principale della Werapia con allopXrinolo q lo VYilXppo di 

urolitiasi da xantina nei cani trattati a lungo termine (Torres et al., 2016). 

Inoltre, uno studio del 2016 ha individuato dei ceppi di L. infantum resistenti 

all¶a]ione dell¶allopXrinolo (YaVXr-Landau et al., 2016). 

Altri studi sono in corso per valutare la possibilità di nuovi composti terapeutici che 

abbiano la VWeVVa a]ione dell¶allopXrinolo, come ad eVempio nucleotidi liberi e 

composti esosi-correlati attivi (Segarra et al., 2017). 

Antimonato di N-metilglucammina: è un farmaco leishmanicida usato in 

aVVocia]ione con l¶allopXrinolo al doVaggio di 100 mg/Kg, per via sottocutanea, una 

volta al giorno o suddividendo la dose in due somministrazioni giornaliere (BID), 

per 4-6 settimane; una riduzione del dosaggio per i primi 2-3 giorni può essere utile 

per valutare eventuali effetti avversi (Solano-Gallego et al., 2011). 
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Gli effetti collaterali più frequentemente descritti sono: istolesività nel punto di 

inoculo, diarrea e febbre. 

L'antimonato di N-metilglucammina è potenzialmente nefrotossico, sebbene recenti 

studi abbiano messo in dubbio il suo ruolo nel peggioramento del quadro renale, 

poiché non è dimostrabile che esso sia dovuto alla somministrazione del farmaco o 

al progredire della malattia. 

L¶elimina]ione del farmaco avviene quasi tutta ad opera del rene. 

Miltefosina: è una molecola leishmanicida, analoga dei fosfolipidi, anche se il suo 

meccaniVmo d¶a]ione non q VWaWo del WXWWo chiariWo (Dorlo eW al., 2012); si presuppone 

che inWerferiVca con l¶omeoVWaVi del calcio del parassita (Pinto-Martinez et al., 2018). 

Viene usata in associazione con allopurinolo, al dosaggio di 2 mg/Kg una volta al 

giorno, somministrata per via orale, per un periodo di 28 giorni. 

Gli effetti avversi che derivano dalla somministrazione di miltefosina sono 

eVclXViYamenWe a carico dell¶apparaWo gaVWroenWerico: vomito e diarrea. 

La meWaboli]]a]ione del farmaco aYYiene per Yia epaWica e l¶elimina]ione per Yia 

renale. 

DiYerVi VWXdi hanno confronWaWo l¶efficacia delle dXe molecole leishmanicide e non 

sono state riscontrate differenze significative (Manna et al., 2015). Viceversa, in 

caso di monoterapia, molWi VWXdi hanno confermaWo l¶inefficacia o la comparsa di 

recidive precoci per entrambe le molecole; pertanto, è sempre raccomandata 

l¶aVVocia]ione con l¶allopXrinolo. 

Domperidone: è stato approvato come farmaco preventivo e terapeutico quando 

associato ad allopurinolo e antimonato di N-metilglucammina o miltefosina. Questo 

farmaco ha proprietà immunomodulatorie e rafforza la risposta immunitaria Th1 

(Walker et al., 1995).  

Nelle aree endemiche, si raccomanda come trattamento preventivo la 

somministrazione di domperidone per 30 giorni al dosaggio di 0,5 mg/Kg, ogni 4 
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mesi dall'inizio alla fine della stagione dei flebotomi, poiché ciò riduce il rischio di 

sieroconversione nei cani sani (Sabatp et al., 2014). Può essere utilizzato anche per 

i cani che viaggiano in aree endemiche, iniziando la terapia almeno 5 giorni prima 

della partenza. 

 

2.5.11 PROGNOSI E MONITORAGGIO 

Dopo la diagnosi, il paziente deve essere periodicamente rivalutato e riclassificato, 

in base alla progressione o regressione della malattia (Solano-Gallego et al., 2009; 

Oliva et al., 2010; Paltrinieri et al., 2010). 

La prognosi è favorevole nei cani classificati come cani esposti. Circa il 25% di 

questi può sviluppare una siero-reversione spontanea entro pochi mesi, anche senza 

ricorrere a terapia (Acedo-Sánchez et al., 1998; Otranto et al., 2009). Allo stesso 

modo, i cani infetti possono avere una prognosi favorevole se l'infezione non evolve 

in malattia conclamata (Castagnaro et al., 2007; Oliva et al., 2008, 2010; Paltrinieri 

et al., 2010). 

In questi soggetti, tuttavia, se non viene intrapresa una terapia, può svilupparsi la 

malattia in forma clinica entro 2-3 anni dalla diagnosi (Manna et al., 2006; Oliva et 

al., 2006; Otranto et al., 2009; Paradies et al., 2010).  

Per i soggetti inclusi negli stadi C, D ed E, la prognosi dipende dalla gravità di 

eventuali anomalie clinico-patologiche riscontrate al momento della diagnosi, dalla 

risposta individuale alla terapia e, in particolare, dal grado di compromissione della 

funzionalità renale (Noli & Auxilia, 2005).  

La prognosi per i soggetti che presentano un danno renale grave, classificati nello 

stadio IRIS 3-4, è riservata o infausta. In questi soggetti, quando viene effettuato un 

WraWWamenWo appropriaWo, l¶aVpeWWaWiYa di YiWa q maggiore, così come la qualità della 

vita stessa. 
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L¶inVXfficien]a renale cronica q la principale caXsa di morte, o motivo di eutanasia, 

nei cani con leishmaniosi (Mancianti et al., 1988; Planellas et al., 2009).  

Il monitoraggio comporta la valutazione della risposta al trattamento degli animali 

negli stadi C, D ed E.  

Nei soggetti classificati nello stadio A, il titolo anticorpale specifico dovrebbe essere 

valutato 2-4 mesi dopo la rilevazione iniziale della sieropositività. I cani infetti 

(stadio B) dovrebbero essere monitorati clinicamente e sierologicamente ogni 2-4 

mesi per almeno 1 anno e successivamente ogni 6-12 mesi per il resto della loro vita. 

Dal punto di vista clinico, l'obiettivo del monitoraggio durante il trattamento è 

stabilire se i segni clinici diminuiscono e quando i parametri ematologici e 

biochimici rientrano nei limiti della norma. 

Durante il "follow-up", è fortemente consigliato eseguire sempre esami di 

laboratorio, quali: profilo emato-biochimico, esame delle urine, valutazione del 

PU/CU ed elettroforesi delle proteine sieriche. La sierologia dovrebbe essere 

ripetuta in genere 4-6 mesi dopo l'inizio del trattamento (Solano-Gallego et al., 2009; 

Oliva et al., 2010; Miró et al., 2011).  

Dal punto di vista parassitologico, il monitoraggio è utile per valutare il potenziale 

infettivo dei soggetti sottoposti a trattamento. 

 

2.5.12 PREVENZIONE 

Il controllo dell'infezione si basa su quelle misure che impediscono la proliferazione 

dei vettori e delle loro attività ematofaghe (Otranto & Dantas-Torres 2013). L'uso 

regolare di insetticidi topici repellenti è altamente efficace nel prevenire le punture 

dei flebotomi (Mirò et al., 2017, Galvez et al., 2018). 

I membri del CVBD (Companion Vector-Borne Diseases) World Forum, per ridurre 

il rischio d¶infezione da L. infantum nei cani e negli esseri umani, raccomandano di: 

promuovere la prevenzione contro la puntura del flebotomo; migliorare lo stato di 
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salute generale e nutrizionale dei cani; mettere in atto le più recenti linee guida in 

termini di gestione clinica, diagnosi e trattamento della leishmaniosi canina 

(Reguera et al., 2016). 

La maggior parte delle formulazioni insetticide sono a base di piretroidi semisintetici 

(permetrina, deltametrina), usati da soli o in combinazione con altri insetticidi che 

ne potenziano l'efficacia. Le formulazioni dei repellenti presenti in commercio sono 

di due tipi: collari e spot-on. 

Il trattamento con formulazioni spot-on a base di permetrina fornisce un¶azione 

repellente (anti-feeding) nei confronti dei flebotomi per un periodo di 3-4 settimane. 

Nel caso di cani che viaggiano in zone endemiche, il prodotto dovrebbe essere 

applicato almeno due giorni prima della partenza (www.leishvet.org). 

La formulazione spot-on di permetrina in combinazione con imidacloprid si è 

dimostrata essere una delle formule più efficaci disponibili in commercio. 

I collari a base di deltametrina prevengono la puntura dei flebotomi. Diversi studi di 

campo hanno dimoVWraWo l¶efficacia di qXeVWo collare nella preYen]ione 

dell¶infe]ione da Leishmania sp. La sua durata di azione q di 5-6 mesi. 

Un collare a base di flumetrina ha mostrato, in studi clinici di campo, una riduzione 

del rischio d¶infezione da L. infantum fino ad 8 mesi (Brianti et al., 2014). I collari 

andrebbero applicati almeno 1-2 settimane prima del viaggio in zone endemiche. 

I collari, oltre ad offrire un'elevata protezione, riducono il rischio di una seconda 

esposizione al parassita. 

Le formulazioni topiche hanno effetto per 2-4 VeWWimane ma il picco d¶a]ione Vi ha a 

partire dalle 24 ore dopo la somministrazione, a differenza dei collari il cui massimo 

effetto si ha dopo dXe VeWWimane dall¶applicazione (Maroli et al., 2010). 

Il vanWaggio di qXeVWe formXla]ioni q di aYere baVVa WoVViciWj per l¶animale ed effeWWi 

collaterali scarsi o nulli. 
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Per oWWenere il maVVimo dell¶efficacia, i piretroidi dovrebbero essere applicati non 

solo sugli animali ma anche negli ambienti in cui prosperano i flebotomi (Picado et 

al., 2010; Das et al., 2012). 

Il controllo vettoriale integrato, che prevede una combinazione di diversi approcci ± 

come la protezione mediante barriera fisica, barriere meccaniche o l'uso trappole a 

base di feromoni specifici e di esche ±, potrebbe essere un modo efficace per tenere 

sotto controllo i flebotomi nelle aree iperendemiche (Alexander & Maroli, 2003). 

Basandosi sulla valutazione del rapporto rischio-beneficio, l¶approccio mXlWimodale 

che aVVocia l¶XVo di repellenWi e la Yaccina]ione doYrebbe eVVere conVideraWo il 

metodo di prevenzione ottimale, Via per l¶infe]ione che per lo VYilXppo della malaWWia 

clinica. 

Alcuni studi sperimentali suggeriscono che il trattamento terapeutico in cani risultati 

sieropositivi a L. infantum riduca l'infettività dei soggetti trattati, portando a una 

diminuzione dei flebotomi infetti (Miry et al., 2017; Gradoni et al., 1987; Segarra et 

al., 2018). 

 

2.5.13 VACCINI 

Sono attualmente disponibili in commercio quattro vaccini contro la leishmaniosi 

canina: Leishmune® (Zoetis, Brasile) e Leish-Tec® (Ceva Animal Health, Brasile), 

commercializzati solo in Brasile; CaniLeish® (Virbac Santé Animale, Francia) e 

Letifend® (Laboratorios Leti, Spagna), commercializzati in Europa (Solano-Gallego 

et al., 2017). 

Le case farmaceutiche produttrici raccomandano la vaccinazione solo nei cani sani 

VieronegaWiYi di almeno Vei meVi di eWj. I Yaccini non preYengono l¶infe]ione ma la 

progressione della malattia, riducendo la probabilitjҒ  di sviluppare segni clinici. 

Studi recenti hanno dimostrato la validità della vaccinazione nel ridurre la 

progressione della malattia in cani con infezione subclinica (Toepp et al., 2019a; 
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Toepp et al., 2019b). L¶effeWWo della Yaccina]ione q quello di far sviluppare 

all¶organiVmo oVpite una risposta immunitaria di tipo cellulare Th1, con produzione 

di IL-12 e IFN-Ȗ. 

Il vaccino CaniLeish® è basato su antigeni secreti/escreti di L. infantum ed q 

registrato in Europa dal 2011. Questo vaccino contiene la saponina come adiuvante. 

Lo schema vaccinale raccomandato consiste in tre inoculazioni ogni tre settimane e 

prevede un richiamo annuale. La protezione si ottiene un mese dopo la terza 

inoculazione. 

Secondo uno studio del 2018, il vaccino CaniLeish® q in grado di indurre una 

risposta cellulo-mediata matura contro la leishmaniosi canina in tutti i cani vaccinati 

(Christelle Fontaine, et al., 2018). 

Il vaccino Letifend®, registrato in Europa dal 2016, contiene come sostanza attiva la 

³proWeina Q´, Xna proteina ricombinante formata da cinque differenti antigeni di L. 

infantum. Secondo l¶EXropean Public Assessment Report (EPAR), questo vaccino 

non contiene adiuvante. Il piano vaccinale prevede una singola inoculazione con 

richiamo annuale.  

È stato dimostrato che la somministrazione del vaccino LetiFend® è in grado di 

ridurre il numero di immunocomplessi circolanti (CIC) (Cacheiro-Llaguno et al., 

2019). Un aspetto altamente vantaggioso del vaccino LetiFend® è quello di non 

interferire a livello diagnostico con i casi d¶infezione naturale (Wylie et al., 2014). 

Poiché i cani domestici costituiscono il principale serbatoio di L. infantum, questi 

animali svolgono un ruolo chiave nella trasmissione all'uomo. Lo strumento 

principale per controllare la diffusione dell'infezione e l'incidenza della leishmaniosi 

viscerale umana (VL) è l'immunizzazione dei cani con un vaccino sicuro ed efficace. 
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Capitolo 3 

PARTE SPERIMENTALE 

SXlla baVe dell¶impaWWo della leiVhmanioVi nell¶ambiWo della clinica degli animali 

d¶affe]ione e i non WraVcXrabili riVYolWi di VaniWj pXbblica, Vi q riWenXWo inWereVVanWe 

YalXWare l¶applicabiliWj della VpeWWroVcopia Raman nella diagnosi della leishmaniosi 

canina, che ancora oggi è un vero e proprio rebus, solo parzialmente risolto. 

 

3.1 MATERIALE E METODI 

ANIMALI: per lo VWXdio, Vono VWaWi arrXolaWi n. 33 cani, YiViWaWi preVVo l¶OVpedale 

Veterinario Universitario Didattico (OVUD) dell¶UniYerViWj degli SWXdi di MeVVina 

o presso i canili sanitari/rifugi di Petralia Sottana (PA) e Millemusi di Messina, 

durante il periodo gennaio 2019 ± settembre 2021. 

Gli animali erano n. 14 cani sani di controllo e n. 19 cani con diagnosi di 

leishmaniosi come unica malattia/infezione. In tutti gli animali venivano effettuate 

le seguenti valutazioni: esame clinico completo, compreso il punteggio della 

condizione corporea (Body Condition Score, BCS); test sierologico (IFAT) per 

leishmaniosi; test rapido ELISA per le principali malattie da vettore (SNAP 4Dx 

Plus, Idexx). Il test indaga per la presenza di anticorpi verso i seguenti agenti 

patogeni: Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia canis, Borrelia burgdorferi, 

Dirofilaria immitis. Contestualmente, veniva effettuato un esame ematologico su 

goccia spessa e su striscio di buffy coat, rispettivamente per la ricerca diretta di 

eventuali piroplasmi o microfilarie. 

Criteri di inclusione: gli animali selezionati per accedere allo studio dovevano 

eVVere poViWiYi all¶IFAT e/o agli eVami paraVViWologici direWWi per leiVhmanioVi e non 

WraWWaWi al momenWo dell¶arrXolamenWo. Per la coVWiWX]ione del grXppo conWrollo, gli 

animali dovevano essere clinicamente sani, senza alterazioni del profilo ematologico 
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ed emaWochimico di baVe e negaWiYi all¶IFAT per leiVhmanioVi e ai WeVW per malaWWie 

da vettore. 

Criteri di esclusione: non erano inclusi dalla ricerca tutti gli animali già in terapia 

per leishmaniosi, quelli positivi agli esami sierologici o diretti per altre patologie da 

vettore o che risultavano affetti da patologie differenti dalla leishmaniosi. 

La ricerca si è svolta in tre fasi: 

� Fase 1: in questa fase preliminare, sono stati confrontati gli spettri Raman di 

sieri di cani sicuramente affetti da leishmaniosi con quelli di cani sani, al fine 

di ricercare differenze che potessero essere ricondotte alla malattia; 

� Fase 2: sono stati analizzati con spettroscopia Raman sieri di cani sani e di 

cani sieropositivi alla leishmaniosi, al fine di verificare la specificità 

diagnostica della metodica; 

� Fase 3: sono stati analizzati con spettroscopia Raman sieri di cani affetti da 

leishmaniosi durante il trattamento terapeutico, al fine di evidenziare 

modificazioni dello spettro attribuibili alla terapia e utilizzabili a scopo 

prognostico. 

DXranWe WXWWe le faVi l¶analiVWa non conoVceYa preliminarmenWe lo VWaWo VaniWario degli 

animali. 

Fase 1 – Durante il periodo gennaio 2019 ± gennaio 2020, sono sati arruolati n. 10 

cani diversi per razza (n. 4 Meticci; n. 2 Carlini; n. 2 Labrador Retriever; n. 1 Jack 

Russel; n. 1 Pastore Tedesco), sesso (n. 5 femmine, di cui una sterilizzata; n. 5 

maschi, di cui uno castrato) ed età (1-7 anni) (Tabella 1), YiViWaWi preVVo l¶OVUD di 

Messina (n. 5 cani) o il canile/rifugio di Messina (n. 5 cani). 

Gli animali sono stati suddivisi in due gruppi, in relazione allo stato di salute: cani 

affetti da leishmaniosi (gruppo Leishmania) e cani sani (gruppo Controllo). 

La diagnosi di leishmaniosi veniva stabilita secondo le linee guida descritte dal 

³Canine LeiVhmaniaViV Working GroXp´, CLWG (OliYa eW al., 2008; PalWrinieri eW 
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al., 2010). Gli animali arruolati erano classificati come appartenenti allo stadio C 

³MalaWo´, cioq cani infeWWi nei qXali Via dimoVWrabile il paraVViWa o WiWoli anWicorpali 

(IFAT) VXperiori a 4 YolWe il Yalore Voglia del laboraWorio di riferimenWo dell¶area 

geografica, nella fattispecie il Centro di Referenza Nazionale per le Leishmaniosi 

(CReNaL), dell¶IVWiWXWo ZooprofilaWWico (IZS) della Sicilia, ³A. Mirri´ (cut-off: 1:80). 

Tutti i cani presentavano diversi segni clinici ascrivibili a leishmaniosi. 

Gli animali del gruppo controllo erano animali sani, portati a visita per profilassi 

vaccinale e sottoposti a periodico controllo sierologico per leishmaniosi. 

 

Tabella 1: segnalamento degli animali arruolati nella Fase 1 dello studio e titolo anticorpale 
anti-Leishmania infantum (immunofluorescenza indiretta, IFAT). 

 

Fase 2 ± In questa fase (febbraio 2020 ± luglio 2020), sono stati raccolti n. 23 sieri 

di cani YiViWaWi preVVo l¶OVUD di MeVVina (n. 12 cani) od oVpiWaWi preVVo il 

canile/rifugio di Palermo (n. 3 cani) o di Messina (n. 8 cani).  

I cani sono stati suddivisi in tre grXppi, in baVe all¶eViWo dell¶IFAT per leiVhmanioVi 

e all¶eVame clinico: 

- CG, comprendente n. 9 cani sieronegativi asintomatici;  

- AG, comprendente n. 2 sieropositivi asintomatici, con titoli 1:160 e 1:320; 

- LG, comprendente n. 12 sieropositivi sintomatici, con titoli variabili da 1:320 

a 1:5.120 (Tabella 2). 

N° Gruppo Nome Razza Sesso Età Titolo IFAT 

1 

Co
nt

ro
llo

 

Carlotta Carlino FS 5 anni Neg 
2 Teodoro Carlino MC 3 anni Neg 
3 Gigi Labrador R. M 4 anni Neg 
4 Maya Jack Russel T, F 5 anni Neg 
5 Dox Labrador R. M 2 anni Neg 
6 

Le
ish

m
an

ia
 

Testa Pit Bull M 3 anni 1:320 
7 Unghia Meticcio F 7 anni 1:1.280 
8 Otto Meticcio M <1 anno 1:10.240 
9 Moka Meticcio F 6 anni 1:1.280 
10 Marina Pastore Tedesco F 6 anni 1:1.280 
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N° Nome Razza Sesso Età 
(anni) 

Titolo 
IFAT Quadro clinico 

11 Tremolina Meticcio F 2 Neg Asintomatico 

12 Pupa 
 Meticcio F 6 Neg Asintomatico 

13 Achille 
 Meticcio M 6 Neg Asintomatico 

14 Birilla Rottweiler F 4 Neg Asintomatico 
15 Azzolino Meticcio M 7 Neg Asintomatico 
16 Ade Meticcio M 1 Neg Asintomatico 
17 Emma Labrador r. F 2 Neg Asintomatico 
18 Riggia Labrador r. F 2 Neg Asintomatico 
19 Beagle Beagle M 1 Neg Asintomatico 
20 Ula Meticcio M 5 1:160 Asintomatico 
21 Rex P. Tedesco M 5 1:320 Asintomatico 

22 Mafalda Meticcio F 5 1:1280 

Onicogrifosi; linfoadenomegalia; 
dimagrmento; dermatite esfoliativa 
non pruriginosa senza alopecia; 
cheratocongiuntivite secca; vasculite 
dei margini auricolari 

23 Dogo Dogo 
Argentino M 9 1:1280 

Linfoadenomegalia; dimagrimento; 
dermatite esfoliativa non pruriginosa 
senza alopecia 

24 Ricky Meticcio M 5 1:320 IRC; dimagrimento 

25 Molla Meticcio F 5 1:640 
Linfoadenomegalia; dermatite 
esfoliativa non pruriginosa con 
alopecia 

26 Bosco Rottweiler M 3 1:5120 
Linfoadenomegalia; dermatite 
esfoliativa non pruriginosa senza 
alopecia; poliartrite 

27 Balù A. Malamute M 3 1:320 Linfoadenomegalia 

28 Sole Meticcio M 4 1:2560 
Linfoadenomegalia; epistassi 
bilaterale; dermatite esfoliativa non 
pruriginosa senza alopecia 

29 Spina Meticcio M 4 1:1280 Linfoadenomegalia 

30 Ophelia Meticcio F 5 1:1280 
Dermatite esfoliativa non pruriginosa 
con alopecia 
Linfoadenomegalia 

31 Mushu Rottweiler M 2 1:1280 
Onicogrifosi; linfoadenomegalia; 
cheratocongiuntite secca; dermatite 
esfoliativa non pruriginosa con 
alopecia 

32 Achille Pittbull M 15 1:1280 Dimagrimento; linfoadenomegalia; 
anemia 

33 Argo Beagle M 8 1:1280 Dimagrimento; linfoadenomegalia; 
anemia; epistassi 

Tabella 2: segnalamento degli animali arruolati nella Fase 2 dello studio e relativi titoli IFAT e 
quadri clinici. 
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Fase 3 ± In questa fase (ottobre 2020 ± settembre 2021) sono stati raccolti i sieri di 

n. 5 cani affetti da leishmaniosi, già arruolati durante la Fase 2 (cani n. 22, 27, 30, 

31 e 33), in cui è stato possibile seguire il trattamento terapeutico in almeno uno dei 

due controlli previsti. I sieri sono stati raccolti nei seguenti punti tempo: 

� T0: basale, al momento della diagnosi e prima del trattamento; 

� T1: dopo due settimane di terapia; 

� T2: a fine terapia. 

Tutti gli animali sono stati trattati con sali di antimonio (Glucantime, 100 mg/Kg/die 

SC per 8 settimane) e allopurinolo (Sandoz, 15-20 mg/Kg ogni 12 ore).  

Gli animali erano n. 4 cani di proprieWj, YiViWaWi preVVo l¶OVUD, e un cane ospitato 

presso il canile/rifugio di Messina. Per n. 2 animali (cani n. 30, 31) sono stati raccolti 

campioni di siero nei tre punti tempo previsti; in n. 2 animali (cani n.22, 27) non è 

stato possibile effettuare il controllo intermedio, per indisponibilità del proprietario; 

il restante animale (cane n. 33), invece, è deceduto dopo il primo controllo (T1). 

Sugli animali, inoltre, venivano effettuate, quando possibile, le seguenti valutazioni: 

� esame emocromocitometrico; 

� profilo biochimico di base; 

� protidogramma sierico; 

� esame delle urine; 

� esame molecolare (PCRq) su campione di linfonodo, ottenuto mediante 

agoinfissione. 

CAMPIONI 

Per WXWWi i VoggeWWi, Xn¶aliqXoWa di Viero YeniYa congelata a -20 °C per effettuare 

l¶analiVi VpeWWroVcopica Raman. I Vieri YeniYano conVerYaWi congelaWi fino al 

momenWo dell¶analiVi, effeWWXaWa preVVo il laboraWorio del DiparWimenWo di Scien]e 

biomediche, odontoiatriche e delle immagini morfologiche e funzionali 

dell¶UniYerViWj degli SWXdi di MeVVina. 
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ESAME SPETTROSCOPICO RAMAN 

Per l¶analiVi, i Vieri Vono VWaWi anali]]aWi Wal qXali. CiaVcXn campione q VWaWo WenXWo a 

temperatura ambiente per 45 minuti, prima di essere analizzato.  

L¶analiVi VpeWWroVcopica Raman q VWaWa effeWWXaWa medianWe l¶XWili]]o di Xn DXR-

SmartRaman Spectrometer (Thermo Fisher Scientific), il quale è dotato di un laser 

a diodi che XWili]]a Xna lXnghe]]a d¶onda di 785 nm per ecciWare i campioni (FigXra 

1). 

 

Figura 1: spettrometro Raman utilizzato per l'esecuzione delle misure. 

 

Gli spettri Raman sono stati acquisiti nel range di lXnghe]]e d¶onda 400-3.300 cm-

1, con una risoluzione di 1,9285 cm-1 e sono stati irraggiati con una Potenza laser di 

24 mW, utilizzando uno spot di 50 µm spot. 

Per l¶eVecX]ione delle miVXre le vials contenenti il siero sono state posizionate 

all¶inWerno del modXlo 180 Degree Sampling AcceVVor\. Al fine di oWWenere degli 

spettri con un elevato rapporto segnale/rumore (S/N), ogni spettro Raman è stato 



63 
 

ottenuto come media di 32 esposizioni, con durata di ciascuna esposizione pari a 30 

secondi, quindi il campionamento totale, per ottenere ciascun spettro, è stato pari a 

16 minuti. Tutti gli spettri Raman sono stati memorizzati in due formati, un file SPA 

per il successivo post-processing utilizzando il software proprio dello spettrometro 

Raman (Omnic Software) e un file CSV per il susseguente post-processing 

utilizzando software commerciali.  

Analisi statistica 

Gli spettri dei campioni considerati sono stati analizzati in post-processing mediante 

l¶XWili]]o del software Origin 7.0. Su ciascun spettro è stato sottratto il fondo e gli 

spettri sono stati raccolti per gruppo sperimentale. Per ciascun gruppo si è ottenuto 

lo spettro medio, il quale è stato normalizzato al picco della fenilalanina. 

Per ogni spettro acquisito sono state eseguite la correzione della linea di base e la 

normalizzazione all'area integrata totale. L'area complessiva degli intervalli spettrali 

utilizzati per la diagnosi è stata ottenuta utilizzando la funzione "integrata" 

disponibile sul software Origin. Le bande spettrali sono state analizzate mediante 

una procedura di adattamento della curva per valutare l'area complessiva di ciascuna 

banda e di seguito sono state indicate utilizzando i loro centri di frequenza, 

calcolando poi il loro rapporto A1/A2.  

Per confermare la presenza o l'assenza di malattia, è stato scelto un punto di cut-off. 

La curva della caratteristica di funzionamento del ricevitore (Receiver Operating 

Characteristic, ROC) è stata utilizzata per valutare la capacità di un biomarcatore di 

classificare lo stato della malattia. La curva ROC rappresenta il grafico della 

sensibilità vs specificità (Orkoula & Kontoyannis, 2014). 

In questo studio, la sensibilità è riferita alla capacità della spettroscopia Raman di 

identificare correttamente i soggetti affetti da leishmaniosi; la specificità è invece 

riferita alla capacità della spettroscopia Raman di identificare correttamente i cani 

senza malattia. Tuttavia, le misure relativamente grezze di sensibilità e specificità 
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non tengono conto del punto di cut-off per un particolare test, come in questo caso 

(Pence & Mahadevan-Jansen, 2016).  

L'area sotto la curva ROC (AUC) rappresenta l'accuratezza complessiva del test 

diagnostico. Prende valori da 0 a 1, dove un valore 0 indica un test perfettamente 

impreciso e un valore 1 riflette un test perfettamente accurato (Rub et al., 2013). In 

generale si considerano: 

- AUC = 0,5: nessuna discriminazione, cioè incapacità di diagnosticare pazienti 

con e senza la malattia; 

- AUC da 0,7 a 0,8: accettabile; 

AUC da 0,8 a 0,9: eccellente: 

AUC >0,9: eccezionale. 

I punti di cut-off ottimali sono stati determinati utilizzando l'indice di Youden. 

(Ryzhikova et al., 2019), che è una funzione della sensibilità e della specificità. È 

una misura comunemente usata per valutare l'efficacia diagnostica complessiva. La 

sensibilità e la specificità per i punti di cut-off stabiliti per il rapporto A1/A2 sono 

stati calcolati con il loro intervallo di confidenza del 95%. 
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3.2 RISULTATI 

Fase 1 ± I singoli spettri ottenuti, sia dei campioni provenienti da cani sani (gruppo 

Controllo) sia di quelli dei cani affetti da leishmaniosi (gruppo Leishmania), hanno 

mostrato un profilo molto simile. Il primo passo è stato quello di identificare i singoli 

picchi e le bande, secondo quanto riportato in letteratura. In Figura 2, si riporta uno 

spettro di riferimento con l¶idenWifica]ione delle Vingole ]one. 

 

Figura 2: spettro Raman di un campione di siero con identificazione delle singole regioni. 

 

Gli spettri dei campioni considerati sono stati analizzati in post-processing. Su 

ciascun spettro è stato sottratto il fondo e gli spettri sono stati raccolti per gruppo 

sperimentale, gruppo Controllo (H) e gruppo Leishmania (D). Per ciascun gruppo si 

è ottenuto lo spettro medio, il quale è stato normalizzato al picco della fenilalanina, 

poiché lo stesso risultava essere un picco e non una banda. Il risultato ottenuto è 

rappresentato in Figura 3. 
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Figura 3: spettro Raman medio dei cani con leishmaniosi (gruppo Leishmania; Average D) e nei 
cani sani (gruppo Controllo; Average H). La freccia indica la regione interessata dallo 
shift di frequenza (range 1.209-1.365 cm-1), riferibile a fosfolipidi e amide III. 

 

Dall¶eVame comparaWiYo delle cXrYe dei cani Vani e qXelle dei cani malaWi coVu 

ottenute, sono emerse differenze significative in corrispondenza della regione 

compresa nel range 1.209-1.365 cm-1, dove era evidente uno shift in frequenza di 

circa 35 cm-1. Dal confronto con curve di riferimento presenti in letteratura, le bande 

in questione riguardavano i picchi relativi a fosfolipidi (Czamara et al., 2014) e 

amide III (Lalkhen & McCluskey, 2008).  

In questa regione, sono state considerate le aree delle due bande A1 (1.209-1.290) 

cm-1 e A2 (1.290-1.365) cm-1, calcolando il rapporto (A1/A2) tra le relative aree 

sotto la curva e il relativo cut-off. Nella Figura 4 è rappresentato il risultato ottenuto: 
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Figura 4: distribuzione del rapporto A1/A2 nei cani sani (Health) e malati (Diseased). 

 

Fase 2 ± In seguito alla comparazione con gli spettri di riferimento ottenuti durante 

la Fase 1, gli VpeWWri dei campioni anali]]aWi Vono VWaWi aWWribXiWi dall¶analiVWa ad Xno 

dei seguenti gruppi: 

a) sano: n. 11 campioni; 

b) malato: n. 12 campioni. 

I campioni aWWribXiWi dall¶analiVWa al grXppo a) apparWeneYano a n. 9 animali Vani 

sieronegativi (CG) e a n. 2 cani sieropositivi (titolo 1:160 e 1:320) ma asintomatici 

(AG); quelli attribuiti al gruppo b), invece, appartenevano a n. 12 cani sieropositivi 

ad alto titolo (da 1:320 a 1:10.240) e sintomatici (LG), classificabili nello stadio C 

³MalaWo´.  

In questa fase, gli spettri ottenuti sono stati analizzati considerando la regione 1.200-

1.370 cm-1, corriVpondenWe all¶amide III (Lalkhen & McCluskey, 2008). Al suo 

interno, per la valutazione, sono stati presi in considerazione due intervalli: 1.213-
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1.279 cm-1 e 1.280-1.369 cm-1 Il primo corrisponde alla torsione del gruppo CH2 

della leXcina e dell¶iVoleXcina (Mandrekar 2010; Marro et al., 2014) e alla 

deformazione del gruppo C-O-H della leucina, mentre il secondo alla deformazione 

del gruppo CH della leucina (McLaughlin et al., 2014). 

I risultati ottenuti dall¶analisi in post-processing in questa fase sono illustrati nella 

Figura 5. 

 

Figura 5: analisi statistica del confronto degli spettri Raman tra cani sani e malati. 

 

La Figura 6 mostra la formula strutturale di leucina e isoleucina. 
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Figura 6: formule strutturali di leucina e isoleucina. 

 

Fase 3 ± L¶eVame degli VpeWWri dei campioni di siero dei cinque cani prelevati nei 

diversi punti tempo (basale, durante e a fine terapia) ha mostrato una variazione 

evidente legata al trattamento. Già al prelievo effettuato dopo due settimane di 

terapia gli spettri erano assimilabili a quelli degli animali sani.  

Nella Figura 7, Vono riporWaWi i daWi dell¶AUC relaWiYa alla banda della leucina sullo 

spettro Raman di ciascun siero prelevato nei diversi punti tempo nei cinque cani.  

Il numero esiguo degli animali arruolati in questa fase non ha consentito di effettuare 

Xn¶analiVi VWaWiVWica aWWendibile. 

  

Figura 7: area sotto la curva (AUC) nei diversi tempi di prelievo: alla diagnosi 
(T0); dopo 2 settimane di terapia (T1) e alla fine del trattamento (T2). 
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3.3 DISCUSSIONE 

QXeVWo VWXdio q VWaWo condoWWo per Yerificare l¶applicabiliWj della VpeWWroVcopia 

Raman come metodologia alternativa per la diagnosi della leishmaniosi canina, 

attualmente piuttosto complessa (Paltrinieri et al., 2010), e fornire un metodo 

versatile e veloce che permetta di distinguere tra animali sani e malati e possa essere 

d¶aXVilio dXranWe il moniWoraggio WerapeXWico.  

Gli eViWi della ricerca non hanno VoddiVfaWWo inWeramenWe l¶ipoWeVi, Vebbene Viano 

molto interessanti e incoraggianti, visto che gli spettri ottenuti negli animali sani e 

in quelli affetti da leishmaniosi sono molto omogenei e praticamente sovrapponibili 

all¶inWerno di ciaVcXn grXppo, con eleYaWa riprodXcibiliWj. Di inWereVVe riVXlWa anche 

la netta differenza in intensità tra gli spettri medi dei due gruppi.  

In particolare, gli spettri ottenuti da campioni di siero di animali affetti da 

leishmaniosi conclamata hanno mostrato caratteristiche impronte molecolari.  

I risultati suggeriscono che la spettroscopia Raman possa essere un utile strumento 

nella diagnosi della leishmaniosi canina, come recentemente riportato in uno studio 

sperimentale condotto su modelli murini infettati con L. braziliensis (Badillo 

Bedoya, 2018).  

Nei cani malati, è stato osservato un evidente spostamento dello spettro Raman nella 

regione delle onde corte riferibili a fosfolipidi e amide III, in particolare nelle 

frequenze spettrali della banda centrata a 1.250 cm-1, corrispondente alla regione 

della leucina (Zhou et al., 2007). 

La leucina è una proteina costituente della VWrXWWXra primaria dell¶anWigene di 

superficie parassitario (PSA2), che rappresenta uno dei maggiori antigeni di 

superficie della membrana del parassita L. infantum. 

In particolare, nella struttura primaria del PSA2 la più importante componente 

funzionale è rappresentata da ripetizioni ricche di leucina (LLR). 
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Una ripetizione ricca di leucina è un motivo strutturale proteico che forma una piega 

a ferro di cavallo, composto da 20-30 ripetizioni di aminoacidi ricchi di leucina 

aminoacidica idrofobica. 

Queste ripetizioni, in tandem, si piegano comunemente per formare un dominio 

proteico solenoide chiamato dominio ripetuto ricco di leucina. 

È noto come le LRR siano primariamente coinvolte nelle interazioni proteina-

proteina e proteina-glicolipidi tra patogeni e ospite (Kedzierski et al, 2004). 

Sembra che, gra]ie a qXeVWe inWera]ioni, l¶amaVWigoWe di Leishmania spp. interagisca 

con i macrofagi dell¶oVpiWe e poVVa coVu reViVWere alla liVi da parWe del ViVWema del 

complemento (Kedzierski et al, 2004). 

Alcuni autori hanno riportato che le LRR rappresentano i principali epitopi nella 

PSA di L. infantum responsabile della leishmaniosi viscerale canina ed umana. 

Sembra che la regione centrale del PSA, formata esclusivamente da LRR, abbia una 

capacità antigenica molto elevata. Tale componente è stata riconosciuta nel 100% 

dei sieri provenienti da cani infetti e nel 40% dei sieri umani. Probabilmente, le LRR 

rappreVenWano i deWerminanWi immXnogenici del PSA dXranWe l¶infe]ione naWXrale da 

Leishmania Vpp., qXali reVponVabili della riVpoVWa anWicorpale dell¶oVpiWe (BoceWa eW 

al., 2000). 

Nei mammiferi, l¶inWera]ione oVpiWe-leiVhmania implica l¶adeVione ai macrofagi 

dell¶oVpiWe e la loro inYaVione, ini]ialmenWe da parWe dei promaVWigoWi meWeciclici e 

VXcceVViYamenWe dagli amaVWigoWi. QXeVW¶inWera]ione paraVViWa-macrofago avviene 

attraverso la membrana di superficie del parassita, costituita da strati di glicolipidi 

(lipofosfoglicani e proteofosfoglicani) e proteine (maggiore proteina di superficie o 

glicoproteina 63-kDa, antigene di superficie parassitario-2 o glicoproteina 46-kDa e 

proteine di superficie (amastine) (Devault et Banuls 2008).  

La modificazione dello spettro Raman dell¶amide III e in parWicolare nella regione 

della leucina osservato nei soggetti malati potrebbe essere correlata ai meccanismi 

di interazione ospite parassita. 
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Lo shift in frequenza nella regione dei fosfolipidi osservato nello spettro Raman 

degli animali affetti da leishmaniosi sembra confermare, inoltre, il ruolo chiave del 

metabolismo lipidico nella patogenesi della malattia, in accordo con quanto riportato 

dalla recente bibliografia (Arish et al., 2018; Gonzaga dos Santos et al., 2013; Rub 

et al., 2013; Di Loria et al., 2020). 

In parWicolare, q VWaWo oVVerYaWo che, dXranWe l¶infe]ione da Leishmania spp., 

l¶alWera]ione del meWaboliVmo lipidico, che coinYolge il WraVferimenWo, l¶accXmXlo e 

la modificazione dei lipidi, rappresenta un punto cruciale nella progressione della 

malattia (Rub et al., 2013). 

La membrana plasmatica di Leishmania spp. è costituita da un glicocalice, formato 

da glicoconiugati ancorati alla membrana plasmatica tramite 

glicosilfosfatidilinositolo (GPI). I glicoconiugati sono glicoproteine, in particolare 

proteofosfoglicano (PPG) e zinco-metalloproteasi GP63 (chiamata anche 

leishmanolisina), e glicolipidi, mentre il lipofosfoglicano (GPL) è il più abbondante 

(Hornemann et al., 2017). 

Nei mammiferi, l¶inWera]ione oVpiWe-Leishmania coinYolge l¶aWWaccamenWo e 

l¶inYaVione dei macrofagi oVpiWi, ini]ialmenWe dei promaVWigoWi meWaciclici e 

successivamente degli amastigoti. La Leishmania compromette in modo selettivo le 

Yie di Vegnala]ione cellXlari dell¶oVpiWe, pXnWo criWico per il VXccesso della sua 

creVciWa e prolifera]ione all¶inWerno delle cellXle VWeVVe (Arango DXqXe eW al., 2015). 

In parWicolare, q VWaWo dimoVWraWo che l¶alWera]ione delle Yie del meWaboliVmo lipidico, 

il WraVferimenWo, la modifica]ione e l¶accXmXlo dei lipidi dXranWe l¶infe]ione da 

Leishmania spp. sono un punto chiave nella progressione della malattia (Rub et al., 

2013). L¶infe]ione da Leishmania spp. porta ad un aumento della produzione di 

ceramide dal colesterolo di membrana e interrompe il trasporto lipidico 

transmembrana (Majumder et al., 2012; Rub et al., 2013). 

Per l¶inYaVione delle cellXle dell¶oVpiWe, enWrambe le forme paraVViWarie XWili]]ano la 

fagociWoVi mediaWa da receWWore. In qXeVWo proceVVo, V¶ipoWi]]a che il foVfolipide 
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fosfatidilserina (PS) rappresenti un ligando cruciale del parassita. Anche se alcuni 

studi suggeriscono che le diverse specie di Leishmania manchino di PS, il 

rilevamento dei lipidi della superficie cellulare mediante colorazione con annessina 

V marcata, una proteina che interagisce con la PS ma anche con l¶acido foVfaWidico 

e il fosfatidilinositolo 4,5-biVfoVfaWo, q coerenWe con l¶ipoWeVi che il proWo]oo 

potrebbe trarre vantaggio, per invadere e sopravvivere nei macrofagi ospiti, da una 

visualizzazione superficiale regolamentata di lipidi specifici (Gonzaga dos Santos et 

al., 2013).  

Tipicamente, la membrana plasmatica eucariotica mostra una distribuzione 

asimmetrica dei fosfolipidi attraverso il doppio strato, con la PS e la 

fosfatidiletanolamina (PE) limitate al foglietto citoplasmatico e gli sfingolipidi 

concentrati nel foglietto esoplasmatico. Questa distribuzione è mantenuta dalle 

flippasi, gli enzimi di traslocazione dei fosfolipidi appartenenti alla classe delle 

idrolasi. Infatti, i fosfolipidi, provvisti di una componente (testa) polare, non sono in 

grado di aWWraYerVare l¶inWerno del doppio VWraWo idrofobico della membrana, Vebbene 

siano in grado di diffondere liberamente attraverso il piano della membrana stessa. 

I fosfolipidi, pertanto, dopo essere stati sintetizzati nel citoplasma, si accumulano a 

livello del versante interno (citoplasmatico) della membrana, per poi interagire con 

le flippasi che li trasportano sul lato esterno. Tale trasferimento, contro gradiente di 

concentrazione, è un processo di trasporto attivo che richiede energia e avviene 

WramiWe l¶idroliVi di ATP. L¶a]ione delle flippaVi q imporWanWe al fine di manWenere 

Xn¶aVimmeWria fXn]ionale nella compoVi]ione lipidica Wra i dXe VWraWi della 

membrana. La perdita di tale asimmetria, in seguito ad un malfunzionamento delle 

flippasi, o di altri fattori, può avere conseguenze gravi per la cellula, e portare ad 

apoptosi. Oltre alle flippasi, alcune cellule eucariotiche contengono una scramblasi 

fosfolipidica, una proteina di membrana putativa che quando si attiva facilita un 

movimento di fosfolipidi bidirezionale rapido attraverso i due foglietti di membrana, 

inWerrompendo l¶aVimmeWria lipidica creaWa dalle flippaVi ATP-dipendenti.  
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Le conoscenze scientifiche sulle dinamiche trans-membrana dei fosfolipidi e sul 

coinvolgimento delle proteine della membrana plasmatica di Leishmania spp. sono 

limitate. Resta ancora da stabilire come le differenze di attività e la specificità delle 

aWWiYiWj di WraVporWo dei foVfolipidi YerVo l¶inWerno rigXardino l¶aVimmeWria dei lipidi 

di membrana. AlcXni VWXdi hanno eYiden]iaWo l¶aWWiYiWj di en]imi coinYolWi nella 

traslocazione fosfolipidica in L. infantum, L. donovani e L. tropica. Inoltre, la 

stimolazione di L. donovani con ionofori di calcio ha eYiden]iaWo l¶inneVco 

dell¶aWWiYiWj di Vcramblasi fosfolipidica che facilita il movimento bidirezionale di 

foVfolipidi indipendenWe dall¶ATP cellXlare. Il meccaniVmo aWWraYerVo il qXale agiVce 

la miltefosina, un alchilfosfolipide analogo della fosfatidilcolina, utilizzata nel 

trattamento della leishmaniosi, è strettamente correlato al meccanismo delle flippasi, 

mediante il quale i lipidi vengono traslocati attraverso le membrane (Gonzaga dos 

Santos et al., 2013).  

E¶ noWo, inolWre, che l¶alWera]ione del WraVporWo lipidico indeboliVce la ³WraVdX]ione 

del Vegnale´ mediaWa dalla glicoproWeina CD 40 (cluster of differentiation 40), che 

porta ad un aumento della fosforilazione di ERK (extracellular regulated kinase) 1 

e 2, proteine del citosol appartenenti alla famiglia delle MAP (mitogen-activated 

protein kinase) capaci di traslocare nel nucleo, e ad una ridotta presentazione 

dell¶anWigene alle cellXle T, peggiorando la condi]ione di malaWWia (MajXmder eW al., 

2012; Rub et al., 2009).  

Recenti ricerche (Arish et al., 2018) condotte su linee cellulari monocitarie umane 

(TDM) infettate con L. donovani hanno eYiden]iaWo come la ³Yia di Vegnala]ione´ 

Via alWeraWa dall¶infe]ione, moVWrando Xna diminX]ione dell¶eVpreVVione di S1PR 2 e 

3, recettori per la sfingosina 1-foVfaWo (S1P), a liYello di mRNA e Xn¶inibi]ione 

dell¶aWWiYa]ione della VfingoVina chinaVi (SPK) 1, che caWali]]a la prodX]ione di S1P. 

La S1P q Xn lipide bioaWWiYo apparWenenWe alla famiglia delle ³proWeine G´ (guanosine 

triphosphate binding proteins, GTP-BPs) accoppiate a recettori S1PR. La S1P è una 

molecola di segnalazione che si sta dimostrando cruciale nella regolazione cellulare, 

capace di governare una miriade di eventi di segnalazione a valle, quali apoptosi e 
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prolifera]ione, migra]ione e differen]ia]ione cellXlare. La ³caVcaWa biochimica´ 

inizia con la generazione di S1P dalla sfingosina per azione della SPK. 

Successivamente, la S1P trasloca sulla membrana esterna e si lega ai suoi recettori, 

S1PR 1-5, che innescano le piccole proteine G ad essi associate. Le GTP-BPs 

attivano poi diverse proteine di segnalazione con varie funzioni effettrici (Arish et 

al., 2016; Husein et al., 2018).  

Anche le proteasi prodotte da Leishmania spp., in particolare metalloproteasi (es., 

leishmanolisina) e proteasi a cisteina (es., amastine), sono state proposte come fattori 

di virulenza che contribuiscono al successo adattativo del parassita nei confronti del 

mammifero ospite. Il loro ruolo nella patogenesi della leishmaniosi è stato 

eYiden]iaWo in modelli mXrini, nell¶Xomo e di recenWe anche in cani naWXralmenWe 

infetti con L. (L.) infantum. In particolare, tutti i cani infetti presentano alterazioni 

delle metalloproteasi ma solo quelli polisintomatici presentano elevati livelli di 

proteasi a cisteina (Barral Veloso et al., 2020). 

La carica parassitaria, che correla bene con lo stato clinico, può essere un fattore 

limitante per rilevare l'infezione, soprattutto nelle fasi iniziali e nei cani asintomatici. 

I risultati della presente ricerca, tuttavia, sembrano evidenziare un limite nella 

sensibilità della metodica nei cani sieropositivi asintomatici (AG), i cui spettri 

Raman sono risultati sovrapponibili a quelli del gruppo controllo (CG). Il numero 

troppo esiguo di animali (n=2), tuttavia, non permette di formulare considerazioni 

conclusive e saranno necessarie ulteriori indagini in coorti di cani, numericamente 

significative, differenziate per stato clinico e titolo anticorpale e/o carica parassitaria 

(es., PCR quantitativa). 

Un altro limite della ricerca è la presenza di soli animali sani e con infezione da L. 

infantum. Per confermare che il metodo è utile per la diagnosi di leishmaniosi e per 

dimostrarne la specificità è necessario includere altri gruppi di malattie (es., 

neoplastiche, infiammatorie, altre malaWWie infeWWiYe, d¶organo, ecc.). Sebbene Via 

inequivocabile la capacità di distinzione tra animali sani e malati, non è possibile 
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escludere che la variazione dello spettro Raman possa essere connessa ad una 

perturbazione organica/metabolica piuttosto che alla specifica malattia. 

Molto incoraggianti, invece, risultano i dati relativi al monitoraggio degli animali 

trattati, che dimostrano un¶evidente modificazione degli spettri già dopo due 

settimane di terapia. Sarà utile approfondire le ricerche aumentando il numero degli 

animali e mettendo in correlazione le variazioni dello spettro con i diversi trattamenti 

(es., miltefosina) e le modificazioni degli altri esami di laboratorio, in particolare 

PCR quantitativa e profilo elettroforetico. 

Sulla base di quanto detto, il gold standard per la diagnosi della leishmaniosi canina 

rimane l¶eVame clinico, aVVociaWo ad accXraWi eVami di laboraWorio (emaWologici, 

ematochimici, urinari, sierologici, molecolari), dispendiosi in termini di tempo e di 

costi.  

 

3.4 CONCLUSIONI 

In definitiva, la spettroscopia Raman ha dimostrato di essere una tecnica di facile 

esecuzione, rapida, riproducibile e non invasiva, e di poter essere uno strumento utile 

nella leishmaniosi canina sia in fase diagnostica che prognostico/terapeutica, 

sebbene siano necessarie ulteriori indagini per confermare pienamente quanto 

osservato in questo studio preliminare.  
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