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La microscopia è il metodo classico per la diagnostica parassitologica, a
volte l’unico test utilizzato

Presenta, però, alcuni limiti:
 procedure che richiedono tempo
 difficoltà di differenziare alcune specie
 dipendenza da competenza e abilità del microscopista

Poiché i parassiti fecali vengono emessi a intermittenza, viene
raccomandata la raccolta di tre campioni



Per migliorare la diagnosi di infezioni da parassiti enterici, intorno al 2006,
è stata introdotta la biologia molecolare

La metodica di Real Time PCR, utilizzata in molti laboratori, permette di
aumentare la sensibilità e la specificità nell’identificazione del parassita

La Multiplex Real Time PCR, una metodica che utilizza multipli set di
primers in una singola mix, è in grado di identificare simultaneamente più
target in una sola reazione

Possono essere acquisite più
informazioni in una singola corsa,
risparmiando tempo e reagenti



QUALI TARGET PER TECNICHE MOLECOLARI?

Dientamoeba fragilis: difficile 
individuarla a fresco e con liquidi 
fissativi privi di formalina

Giardia duodenalis: le linee guida 
prevedono la raccolta di almeno 5/6 
campioni

Entamoeba histolytica: elevata 
patogenicità e impossibilità 

nell’identificazione microscopica di 
specie

Cryptosporidium spp. e Cyclospora 
cayetanensis: raccomandata 

colorazione Ziehl Neelsen e  la 
valutazione da parte di 
microscopista esperto



L’analisi molecolare dei
protozoi gastrointestinali è più
sensibile e più specifica della
microscopia ma, ad oggi, non
ha ancora sostituito l'analisi
microscopica



La diagnostica molecolare (Real Time PCR) permette l’analisi di un singolo
campione fecale
È stato dimostrato come la sensibilità rimanga alta rispetto alla classica
analisi dei tre campioni fecali tramite microscopia

La Real Time PCR ha una elevata
sensibilità, per alcuni protozoi
superiore rispetto alla sola analisi
microscopica dei tre campioni
fecali



Verwej et al. hanno eseguito nel 2007 il Tri Fecal Test (TFT) su due
campioni conservati in SAF (microscopia) ed uno fresco (Real Time PCR)

RT-PCR 30 campioni positivi x 2 microscopia  28 + (Ct medio 27,5) e 2
inibiti
RT-PCR 25 campioni positivi x 1 microscopia 21 + (Ct medio 30,4)
RT-PCR 30 campioni negativi x 2 microscopia  29 – e 1 + ( + anche
vetrino)

La minima differenza in Ct (3) tra i test su singolo e doppio campione
dimostra che il test su singolo campione è possibile, mantenendo una
buona sensibilità e specificità



Dientamoeba fragilis
microscopia vs molecolare su tre campioni

“Fixatives/preservatives that are not recommended for molecular detection 
include formalin, SAF, LV-PVA, and Protofix”
Stool Specimens - Molecular Diagnosis

I campioni sono raccolti in fissativo, consegnati al laboratorio e concentrati 
secondo Ritchie. Il pellet è quindi centrifugato a 13.200 rpm per eliminare il 
fissativo e preparato per la lisi

MagNA Pure 96 Instrument ViiA7 Real-Time PCR System



Dientamoeba fragilis
microscopia vs molecolare su tre campioni



Dientamoeba fragilis
microscopia vs molecolare su tre campioni

23 serie di campioni (per ogni serie, 3 campioni conservati in Para-Pak® 
ULTRA SAF e concentrati secondo Ritchie)

I campioni sono analizzati separatamente sia al microscopio, sia in Real Time 
PCR

 i campioni positivi alla 
microscopia mostrano valori
di Ct più bassi (media 21,4)

 i campioni negativi alla
microscopia mostrano valori
di Ct più alti (media 27,6)
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Dientamoeba fragilis
microscopia vs molecolare su tre campioni

I campioni risultati negati alla microscopia sono positivi in Real Time PCR

La tecnica di Real Time PCR, più sensibile e specifica rispetto alla microscopia, 
permette di ridurre il numero di campioni fecali da analizzare (da 3 a 1)
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Indagine policentrica 
per testare il kit AusDiagnostics 

distribuito da Nuclear Laser

Campioni consegnati Campioni analizzati
BERGAMO ASST Papa Giovanni XXIII 40 15
BOLOGNA Azienda Universitaria Sant'Orsola - Malpighi 20 6
BOLZANO Ospedale di Bolzano 49 21
CASTENEDOLO Synlab Italia 28 10
COMO ASST Lariana Presidio Ospedaliero Sant'Anna 10 5
DESIO Ospedale di Desio 7 3
LEGNANO ASST Ovest Milanese 15 9
LUCCA Ospedale San Luca 11 5
MATERA Ospedale Madonna delle Grazie 4 4
MODENA Ospedale Sant'Agostino Estense 20 10
NAPOLI Azienda Ospedaliera dei Colli 26 11
NAPOLI Azienda Universitaria Federico II 2 2
PADOVA Azienda Ospedaliera 9 9
PAVIA IRCCS Policlinico San Matteo 23 12
PRATO Nuovo Ospedale Santo Stefano 15 7
ROMA Ospedale Pediatrico Bambino Gesù 22 8
TORINO Città della Salute e della Scienza 4 3
VOGHERA ASST Pavia 4 4

TOTALE 309 144



Indagine policentrica 
per testare il kit AusDiagnostics 

distribuito da Nuclear Laser

18 centri partecipanti

309 campioni consegnati

144 campioni analizzati

Target RT PCR Padova
Dientamoeba fragilis

Entamoeba histolytica
Entamoeba dispar

Giardia lamblia
Cryptosporidium spp



Indagine policentrica 
per testare il kit AusDiagnostics 

distribuito da Nuclear Laser

Retrotrascrizione e pre amplificazione in 
multiplex 
(15/19 cicli)   

Real Time PCR
Eseguita in singoli pozzetti separati, senza 
competizione tra primers
Amplificazione con primer nested: elevata 
specificità e sensibilità

Analisi dei dati
Visualizzazione automatica dei risultati (curve di 
melting)
Possibilità di interfacciamento con il sistema 
informatico



MT- Analyser 384-well
CU9059

HIGH-PLEX  System

Indagine policentrica 
per testare il kit AusDiagnostics 

distribuito da Nuclear Laser



Indagine policentrica 
per testare il kit AusDiagnostics 

distribuito da Nuclear Laser

Metodo di raccolta del campione
Fresco 63%
Conservato 37%

(Para-Pak ULTRA SAF, Para-Pak ULTRA SVT, Para-Pak EcoFix, Cary-Blair)

Principali tecniche utilizzate
Microscopia dopo arricchimento 69,90%
Colorazione estemporanea 26,50%

(Lugol, Dobell, Kinyoun) 
Colorazione permanente 26,20%

(Giemsa, Ziehl Neelsen modificata, Tricromica) 
Esame colturale per amebe 3,50%
Esame sierologico per E. histolytica 6,40%
Ricerca di acidi nucleici 37,80%

(Seegene, Viasure, Microarray, Filmarray) 
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Di 144 campioni testati:
47 segnalati di cui 32 confermati in entrambi i sistemi
7 non segnalati, ma positivi in entrambi i sistemi
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Di 144 campioni testati:
37 segnalati, ma 53 positivi con AusDiagnostics
 non visti alla microscopia?
 non segnalati dal laboratorio?
 sovrastima del sistema molecolare?
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Giardia lamblia

Di 144 campioni testati:
40 segnalati di cui 35 confermati in entrambi i sistemi e 1 confermato solo in house
2 non segnalati, ma positivi in entrambi i sistemi



Di 144 campioni testati:
18 segnalati di cui 14 confermati in entrambi i sistemi
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Di 144 campioni testati:
4 segnalati come E. dispar di cui 2 confermati in house
2 segnalati come E. histolytica non confermati
17 segnalati come E. histolytica/dispar di cui 1 identificato come E. histolytica in 
entrambi i sistemi e 1 solo in house

16 campioni positivi per E. dispar in house :
2 segnalati come E. dispar
14 segnalati come Entamoeba spp o Protozoo non patogeno

Entamoeba spp



Conclusioni

Il lavoro eseguito su D. fragilis con metodo in house evidenzia
che è possibile fare diagnosi su un solo campione. Nonostante la
RT-PCR perda in Ct passando a singolo campione, resta
comunque più sensibile della microscopia su 3 campioni

Anche l’indagine policentrica dimostra che il metodo molecolare
applicato a singolo campione può sostituire la microscopia su 3
campioni, solo per i target considerati
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