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Leishmania infantum

•di confermaconferma per quei quadri che risultano dubbi in animali sintomatici 

•per determinare la carica parassitariacarica parassitaria (qPCR) ad es. per valutare 

l’efficacia del trattamento farmacologico

sierologia 
negativa o con 

anticorpi a basso 
titolo

quadro
istopatologico
suggestivo in 

assenza di parassiti

La PCR La PCR nonnon si utilizza nsi utilizza néé come come primoprimo esame nesame néé come come unicounico esameesame

nei cani resistentiresistenti l’inoculazione di Leishmania può non 
essere seguita da disseminazione del parassita:

- un’eventuale positività cutanea in assenza di lesioni cutanee in area endemica 
non significa necessariamente che il cane sia infetto e sviluppi infezione

- eventuali positività midollari possono poi essere seguite da negativizzazione

Leishmania infantum

non è in grado di discriminare la vitalitvitalitàà del parassita e non 
deve essere utilizzata da sola:

- spesso soggetti asintomatici sieronegativi viventi in zona endemica sono 
portatori di DNA di leishmania in assenza del parassita integro e vitale. 



PCR convenzionale

PCR “nested”

PCR “real-time”
quantitativaquantitativa, sensibilità simile alla “nested” ma meno 
soggetta a contaminazioni, quantifica il numero di copie 
di DNA presenti nel campione biologico

qualitativaqualitativa, , più sensibile ma meno specifica della 
convenzionale perché più soggetta a contaminazioni

qualitativaqualitativa

Leishmania infantum

PCR 

oltre ai tessuti lesionati, in caso di infezione infezione 
generalizzatageneralizzata gli altri tessuti che forniscono le 
maggiori probabilità di identificare il DNA di 
Leishmania eventualmente presente sono, in 

ordine decrescente di sensibilità:

midollomidollo

linfonodolinfonodo

milzamilza

cutecute

tamponetampone congiuntivalecongiuntivale

tampone oraletampone orale

buffy coatbuffy coat -- sangue interosangue intero

urinaurina

utilizzare materiale fresco, congelato o fissato in alcol etilico al 95%. 

I campioni fissati in formalina e paraffinati forniscono rese diagnostiche peggiori
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Lombardo, G., et al., Detection of Leishmania infantum DNA by real-time PCR in canine oral and
conjunctival swabs and comparison with other diagnostic techniques. Vet. Parasitol. (2011),
doi:10.1016/j.vetpar.2011.08.010 

Leishmania infantum – 16S RNA

Prodotto reazione 393 bp



Leishmania infantum - kinetoplasto

Prodotto reazione 116 bp

••CANECANE
•agente eziologico della gastroenterite emorragica del cane
•febbre, vomito, diarrea, prevalentemente emorragica, leucopenia 
•di norma nei cuccioli di 6-12 settimane di età
•virus stabile nell’ambiente per anni e resistente a molti disinfettanti: la malattia è
altamente contagiosa e non richiede un contatto diretto cane-cane
•Il virus infetta le cellule delle cripte del piccolo intestino
•viene diffuso attraverso le feci per 13-30 giorni dopo la guarigione
•segni clinici iniziano 4-14 giorni dopo l’infezione
•i sintomi della parvovirosi non sono differenziabili dalle altre forme di enterite e 
le indagini di laboratorio risultano essenziali per confermare il sospetto clinico
•la ricerca dell’Ag nelle feci con test ELISA può dare esiti falsamente negativi a 
causa degli anticorpi dell’animale che bloccano l’Ag               PCR

Parvovirus 
(CPV-2/FPLV)



••GATTOGATTO
•agente eziologico della panleucopenia felina
•colpisce le cellule in rapida divisione (linfoidi, GI, midollo osseo)
•più frequente nei gattini con meno di 5 mesi, non vaccinati, con mortalità fino 
al 75%
•gatti adulti sviluppano solitamente una malattia subclinica o più lieve con 
maggiori probabilità di guarigione
•trasmissione per via orofecale
•ipovolemia improvvisa e morte, febbre, vomito, anoressia, dolore addominale, 
diarrea, atassia, ipermetria, problemi di visione
•leucopenia, PCR su feci, intestino, polmone, rene, SNC.

Parvovirus 
(CPV-2/FPLV)

Parvovirus - proteina capsidica 
(CPV-2/FPLV)

583 bp

La sequenza target per la reazione di PCR è
rappresentata da un frammento di 583 bp del gene 
che codifica per la proteina VP2, conservato in tutte 
le varianti antigeniche del virus, delimitato dai
primers 555for e 555rev.

nel corso degli anni il virus ha subito 
modificazioni genetiche che hanno determinato la 
comparsa di nuove varianti, indicate come CPV-2a, 
2b e 2c, le quali hanno completamente  sostituito il 

ceppo originale CPV-2, presente attualmente solo 
nelle formulazioni vaccinali.



Ehrlichia canis

Rhipicephalus sanguineus
•Canidi domestici e selvatici 

•Batteri gram negativi intracellulari

•Trasmissione tramite vettore: zecca

•Ciclo di sviluppo all'interno delle cellule mononucleate (monociti, macrofagi, 
cellule RE)

•Periodo d'incubazione: 8 - 20 giorni

•Febbre, depressione, anoressia, linfoadenopatia, piastrinopenia
(sanguinamento), manifestazioni neurologiche, pancitopenia, anemia

•Diagnosi:

- Anticorpi (IFI) persistono per lunghi periodi anche dopo guarigione 

- DNA (PCR)

Ehrlichia canis - 16S rRNA 

409 bpPCR per il genere (first)
Primer fD1/EHR16SR

PCR per la specie Ehrlichia canis (nested)
Primer CANIS/GA1UR

- Genus and species level identification of 
Ehrlichia species by PCR and sequencing. Warner 
CK, Dawson JE, 1996. In: Persing, D.H. (Ed.), PCR 
Protocols for Emerging Infectious Diseases. ASM Press, 
Washington, DC, pp.100-105.



Anaplasma phagocytophilum – 16S rRNA
•anaplasmosi granulocitaria umana (HGE) 
•trasmissione mediante puntura di una zecca, prevalentemente Ixodes ricinus.
•febbre più o meno elevata, senza sintomi specifici, 
•insorgenza primaverile-estiva
•nel cane: febbre, anoressia, epato- e splenomegalia, sintomatologia nervosa 
centrale, zoppie, artropatie
•nella pecora è un importante agente abortigeno

546 bp

Primer pairs: ge3a/ge10r                
ge9f /ge2

Rickettsia spp.

•Batteri responsabili di forme morbose a vario grado di severità.
•Rickettsia conorii (Febbre Bottonosa del Mediterraneo): 
• rickettsiosi più diffusa nell’area del Mediterraneo
• unica rickettsiosi endemica in Italia 
•lesioni maculo-papulose o nodulari (febbre bottonosa) che iniziano in genere dagli arti 
inferiori coinvolgendo le superfici palmo-plantari
•In molti casi è presente un’escara (“tache noir”) corrispondente alla zona della puntura 
della zecca
•se non diagnosticata e trattata adeguatamente può decorrere in forma grave rendendo 
spesso necessaria l’ospedalizzazione del paziente

La zecca 
principalmente coinvolta nella 
trasmissione di R. conorii è
Rhipicephalus sanguineus, la 
comune zecca del cane



Rickettsia spp.

Distribuzione delle specie di 
Rickettsia in Europa. I simboli 
colorati indicano le specie 
patogene, i simboli bianchi 
indicano le specie di possibile o 
non nota patogenicità (da Parola
et al., 2005)

Rickettsia spp. glt A
(Citrate syntethase)

Primer pairs:

RpCS.877p/RpCS.1258n

381 bp



Coxiella burnetii

••febbre Qfebbre Q
•malattia infettiva che colpisce sia gli animali che l’uomo
•segnalata in numerose specie, compresi bovini, ovini, caprini, selvatici, volatili e 
artropodi 
•trasmissione per inalazione attraverso contatto con animali infetti (coxielle presenti in 
liquidi, escreti, placenta, materiali contaminati quali lana, paglia, letame, recinti, indumenti 
infetti. 
•E’ possibile che la trasmissione avvenga anche attraverso l’assunzione di latte 
consumato crudo e per mezzo di trasfusioni ematiche o di midollo osseo
•Nei bovini e negli ovini è un importante agente abortigeno
•Nell’uomo sintomi simili a quelli dell’influenza, in alcuni casi particolarmente gravi può
causare polmonite ed epatite
•serbatoio naturale dell'infezione è rappresentato da bovini, pecore, capre, gatti, animali 
selvatici (tra cui molte specie di roditori selvatici) uccelli e zecche (Ixodidae).
•Le zecche, in cui la trasmissione dell'infezione avviene per via transovarica e
transtadiale, mantengono l'infezione tra roditori selvatici, animali più grandi ed uccelli
•Diagnosi sierologica indiretta ELISA
•Diagnosi diretta PCR

Coxiella burnetii - gene IS1111
REGIONE RIPETITIVA TRANSPOSON - LIKE

203 bp

STN (Single Tube Nested) primers pairs: TRANS1/TRANS2

261F/463R



Borrelia burgdorferi s.l.
•spirocheta responsabile nell’uomo della Malattia di Lyme
•attualmente identificate diverse specie all’interno del complesso Borrelia burgdorferi
sensu lato: B. burgdorferi sensu stricto (B. burgdorferi s. s.), B. afzelii e B. garinii.
•principali regioni interessate dalla Malattia di Lyme sono il Friuli Venezia Giulia, il 
Veneto, il Trentino Alto Adige e la Liguria
•trasmissione mediante puntura di zecca, prevalentemente Ixodes ricinus in Italia
•ciclo biologico complesso che vede la zecca vettore e i piccoli roditori serbatoi, nei 
quali la borrelia rimane attiva e contagiante nei confronti del vettore 
•soggetti maggiormente a rischio: agricoltori, forestali, cacciatori e chiunque svolga 
attività anche ludiche all’aperto in zone collinari-boschive

••UomoUomo
•Malattia di Lyme: malattia infettiva multisistemica che può coinvolgere cute, 
articolazioni, sistema nervoso e cuore. Può manifestarsi in forma subclinica o con il 
caratteristico Eritema Migrante che esordisce con una papula che si espande 
successivamente accompagnata da febbre, linfoadenopatia e cefalea. 

••CaneCane
•Solo una bassissima percentuale di cani esposti alla borrelia (sieropositivi) sviluppa 
segni clinici attribuibili alla malattia
•febbre, zoppie intermittenti, poliartriti, linfoadenopatie, anoressia, letargia, 
glomerulonefriti

Borrelia burgdorferi s.l.

•Diagnosi
•si basa sull'anamnesi (pregressa puntura di zecca), sul quadro 
clinico e su vari test sierologici (ricerca di anticorpi specifici 
antispirocheta), tra cui l'immunofluorescenza
•i cani producono anticorpi 2 – 3 settimane dopo l’esposizione e 
questi livelli anticorpali restano elevati per circa 18 mesi. 
•si possono avere reazioni anticorpali crociate con leptospire o 
spirochete presenti in cavità orale



Borrelia burgdorferi s.l.
16S RNA

METODO DI PROVA PER LA RICERCA DI BORRELIA 
BURGDORFERI SENSU LATO in CAMPIONI BIOLOGICI O 
IN ZECCHE mediante PCR 

•Rileva la presenza del genoma di Borrelia burgdorferi sensu
lato complex (Borrelia burgdorferi sl) 

•amplificazione di una parte del gene che codifica per il 16S 
rRNA

•metodo qualitativo che si applica a campioni biologici quali 
biopsie cutanee, capsula articolare, fluido sinoviale, liquor, 
siero o zecche.

Primer BBDL5-fw/BBDL5-rev

357 bp


