
PRINCIPIO DEL TEST 
Si basa su una reazione antigene-anticorpo. In particolare, 
viene saggiato il siero campione, opportunamente trattato, 
per la presenza di anticorpi contro l’antigene rappresentato 
dal promastigote. Nel Kit tale antigene è fissato al vetrino e 
pronto per essere messo a contatto con il siero campione. 
Se sono presenti anticorpi specifici, questi formeranno con 
l’antigene un legame che sarà rivelato dagli anticorpi anti- 
specie, marcati con isotiocianato di fluoresceina. 
REAGENTI compresi nel Kit 
10 vetrini di 10 pozzetti ciascuno contenenti Leishmanie in 
forma promastigote inattivate e fissate. 

●​ Conservare a -20°C. 
●​ Prima di utilizzarli, mantenerli alcuni minuti a temperatura ambiente 

Controllo positivo:1x40µl di siero inattivato reattivo di cane. 
Conservare a -20°C. 
Controllo negativo:1x40µl di siero inattivato non-reattivo di cane. 

●​ Conservare a -20°C. 
Anti-IgG di cane coniugate (FITC) 
IgG di coniglio coniugate FITC reattive nei confronti delle 
proteine della specie canina. 

●​ Conservare a 4-6°C al riparo dalla luce diretta. 
Glicerina tamponata: 1x1ml di glicerina in PBS (50% v/v) 
pH 7,2, utilizzata per il montaggio del vetrino. 

●​ Conservare a temperatura ambiente. 
PBS: Sciogliere i Sali contenuti in ciascuna provetta in 2 litri 
di acqua distillata; portare il pH a 7,2 con K2HPO4 (se il PH 
iniziale è più acido) e KH2PO4 (se il PH iniziale è più 
basico). Maneggiare tutti i reagenti con cura ed evitare il contatto conla pelle e l’ingestione. 

●​ Conservare a 4-6°C una volta ricostituito 
Attrezzatura di laboratorio necessaria 
Microscopio a fluorescenza con sistema di filtro per FITC        (massima lungh. d’onda di eccitazione 490nm); 
Incubatore a 37°C; 
Camera umida 
vaschette per il lavaggio 
Micropipette da 1000 -100—20 µl 
Multicanale da 20 - 200 µl 
pHmetro 
Bagnomaria 
PROCEDURA 
Preparazione dei campioni: il siero campione è sottoposto 
a centrifugazione a circa 1300xg per circa 10’ allo scopo di 
separarlo dalla parte corpuscolata ed è inattivato in bagnomaria alla temperatura di 56°C ± 2°C per 30’. Preparare una diluizione screening di 1:40 in PBS per il campione non testato. In caso 
di positività si può procedere secondo diluizioni seriali in base 2, per raddoppio fino a 1:5120, applicando il seguente schema esplicativo (le quantità possono variare in proporzione): 
 



Dil.​ PBS​ Campione 
1:40​ 390ul​ 10ul 
1:80​ 200ul​ 200ul della diluizione 1:40 
1:160​ 200ul​ 200ul della diluizione 1:80 
1:320​ 200ul​ 200ul della diluizione 1:160 
1:640​ 200ul​ 200ul della diluizione 1:320 
1:1280​ 200ul​ 200ul della diluizione 1:640 
1:2560​ 200ul​ 200ul della diluizione 1:1280 
1:5120​ 200ul​ 200ul della diluizione 1:2560 

 
Agitare energicamente tra una diluizione e l’altra. 

 
Il controllo positivo deve essere sempre incluso in ogni prova. Preparare anch’esso alla diluizione di screening 1:40, alla diluizione titolo, rappresentante il cut-off ed alla diluizione post-titolo. 
II controllo negativo deve essere incluso in ogni prova e 
preparato alla diluizione di screening 1:40. 
Vedi certificazione allegata al Kit 
MODALITA’ DI ESECUZIONE DELLA PROVA 
- Distribuire il PBS in tre vaschette adibite al lavaggio dei 
vetrini, comprendendo una quarta vaschetta con acqua 
distillata. 
- Portare a temperatura ambiente il numero di vetrini 
necessari per la prova e disporli nell’apposita gabbietta, 
quindi procedere ad un leggero risciacquo (circa 50 
immersioni)in acqua distillata per rimuovere i cristalli dei 
sali. 
- Asciugare completamente a 37°C ± 1 per pochi minuti. 
- Seguendo uno schema prestabilito, distribuire 30l di 
ogni diluizione dei sieri campione e dei controlli previsti. 
Includere un controllo anti- che prevede in questa fase la 
distribuzione di 30l di PBS al posto del siero. 
- Incubare in camera umida coperta a 37°C± 1 per 30’. 
- Eliminare con un getto di acqua distillata l’eccesso di 
liquido presente sul vetrino ed inserirlo nella gabbietta per 
procedere ad una serie di lavaggi in PBS (100 immersioni 
circa in ognuna delle tre vaschette con PBS e circa 50 in 
acqua distillata). 
- Asciugare completamente a 37°C± 1 per pochi minuti. 
- Preparare le anti- marcate alla diluizione indicata sul Kit, 
utilizzando sempre il PBS come diluente. 
- Distribuire 30l delle anti- diluite su tutti i pozzetti. 
Incubare in camera umida a 37°C± 1 per 30’, mantenendo 
al riparo dalla luce. 
- Eliminare l’eccesso di liquido presente sul vetrino ed 
inserirlo nella gabbietta per procedere ad una seconda 
serie di lavaggi ( vedi sopra). 
- Accendere il microscopio a fluorescenza circa 20’ prima 
del suo utilizzo. 
- Asciugare completamente a 37°C± 1 per pochi minuti e 



porre sul vetrino 2-3 gocce di glicerina tamponata; quindi 
poggiare il vetrino coprioggetto, senza esercitare alcuna 
pressione. 
- Accertarsi che l’olio copra tutti i pozzetti e che non si 
formino bolle d’aria. 
- Osservare al microscopio a fluorescenza, utilizzando 
obiettivi a secco 20x e 40x. I vetrini così montati possono 
essere conservati a 2-8°C al buio per 24h circa. 



. 
L’espressione dei risultati viene elaborata mediante l’osservazione 
al microscopio a fluorescenza. In caso di positività si osservano 
in particolare le membrane esterne dei promastigoti presentare una brillante fluorescenza verde-mela; patterns di reattività differenti devono essere considerati aspecifici. 
In caso di negatività il corpo dell’emoparassita presenta una fluorescenza spenta oppure una leggera fluorescenza uniforme. Per i campioni positivi allo screening si può procedere alla 
titolazione. Se i controlli non dovessero risultare regolari, la prova è invalidata ed occorrerà ripetere il test. 
NOTA Il livello minimo di intensità di fluorescenza osservata per 
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INDIRETTA PER LA DETERMINAZIONE DI 
ANTICORPI NEI CONFRONTI DELLA 

LEISHMANIOSI CANINA 
considerare il campione positivo può essere espresso, in accordo 
con le Linee Guida fornite dall’OIE, secondo il seguente schema: 
- < 1:40Negativo 
- Da 1:40 a 1:80Dubbio 
- ≥ 1:160Positivo 
    Rilevazione semi-quantitativa della presenza 
di anticorpi nei confronti della Leishmaniosi canina 
Note Tecniche 
AVVERTENZE AI SENSI DEL DLGS 196/2003 
Le informazioni contenute in questo documento sono da considerarsi 
strettamente riservate. Il loro utilizzo è consentito esclusivamente al 
destinatario del documento, per le finalità indicate nel 
documentostesso. Qualora riceveste questo documento senza 
esserne il destinatario, Vi preghiamo cortesemente di darcene notizia 
via e-mail e di procedere alla distruzione del documento stesso, 
cancellandolo dal Vostro sistema; costituisce comportamento 
contrario ai principi dettati dal Dlgs. 196/2003 il trattenere il 
documento stesso, divulgarlo anche in parte, distribuirlo ad altri 
soggetti, copiarlo, od utilizzarlo per finalità diverse. Un corretto 
comportamento da parte di tutti contribuirà a realizzare una società 
 


