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Conflitto di interessi

Dichiaro di non avere alcun conflitto di interesse riguardo all’argomento 
trattato.



La microscopia è il gold standard nella diagnostica parassitologica.

The O&P exam (which involves direct wet mount, concentration,
and permanent staining of the smear) could be considered a
routine test method for the detection of a number of different
intestinal protozoa and helminth infections; this procedure is
moderately sensitive but relatively nonspecific.



La diagnostica microscopica è particolarmente complicata: 

• solo operatori con esperienza sono in grado di produrre una diagnosi 
corretta

• la morfologia dei parassiti può essere alterata da una cattiva conservazione 
del campione 

• la carica parassitaria di alcuni campioni può essere così bassa da rendere 
difficile l’identificazione dei rari parassiti presenti nel campione

• l’escrezione può essere intermittente (es. G. intestinalis)

• la morfologia da sola non permette di distinguere tra parassiti molto simili 
ma con diversa patogenicità (es. E. histolytica da E. dispar)

• scarsa specificità

Percorso Diagnostico DELLE PARASSITOSI INTESTINALI – CoSP - AMCLI 



Ascaride?

Albendazolo

Hymenolepis diminuta? 

Praziquantel
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Microscopic examination is still considered the “gold standard” for the 
diagnosis of parasitic diseases. 

If an unequivocal identification of the parasite can not be
made, the stool specimen can be analyzed using molecular
techniques such as polymerase chain reaction (PCR).



In conclusion, implementation of paraPCR for the diagnosis of

parasitic gastrointestinal infections yields the benefits of:

• less hands-on time 

• higher sensitivity

• direct differentiation of E. histolytica from other Entamoeba

• a shorter turnaround time

• only one unpreserved stool sample







Multiplex real-time PCR not only simplifies the detection of
several enteric pathogens, but also reduces the cost of
unnecessary treatment following misdiagnosis.



Tecniche molecolari, contro:

• Difficoltà di estrazione con pochi metodi validati

• Mancanza di un gold standard

• Presenza di sostanze inibenti l’amplificazione

• Interferenze con alterazione delle curve

• Difficoltà di interpretazione curve

• Disponibilità apparecchiature adeguate

• Personale con esperienza in biologia molecolare

• Costi

• Il molecolare evidenzia solo alcuni parassiti



Positività aggiunte FP FN

Giardia duodenalis 1 2 0

Dientamoeba fragilis 42 0 3

Cryptosporidium spp. 1 1 0

Entamoeba histolytica 1(+3) 0 0

Metodo tradizionale vs RT-PCR

SENSIBILITA’ SPECIFICITA’

Met. tradizionale RT-PCR in analisi Met. tradizionale RT-PCR in analisi

Giardia duodenalis 99 % 100 % 99,2 % 99,2 %

Dientamoeba fragilis 61,4 % 97,2 % 88 % 100 %

Cryptosporidium spp. 92 % 100 % 99,4 % 99,7 %

Entamoeba histolytica 87 % 100 % 94% 100 %

Il protozoo identificato 
maggiormente con RT PCR è stato 

D. fragilis che, spesso, è stato 
scambiato per B. hominis e 
viceversa, è quindi utile nel 

pannello avere B. hominis per 
confermare il risultato.

Rapida e accurata identificazione di E. histolytica, permettendo la discriminazione 
tra le due amebe patogena e non patogena.

Per gentile concessione della dott.ssa Ester Oliva, AMCLI-CoSP





• 181 campioni da 15 ospedali italiani

• Estrazione meccanica con biglie magnetiche

• Kit multiplex in biologia molecolare

Conclusioni:

• Bassa sensibilità per A. lumbricoides, E. 

vermicularis e S. stercoralis

• Alta sensibilità per Ancilostomidi, 

Taenia spp e Hymenolepis spp.



 AMCLI-CoSP Percorso Diagnostico delle Parassitosi Intestinali



L’estrazione degli acidi nucleici dal materiale fecale è un 
punto critico. Le feci contengono numerose sostanze 
interferenti o inibitorie la reazione di amplificazione del 
DNA. È necessario utilizzare sistemi di estrazione 
validati.

Feci fresche Faecal swab Real Time PCR

Feci fresche Concentrazione Microscopia

Feci fresche

La nostra esperienza



Biologia molecolare 
protozoi ed elminti

Esame microscopico 
dopo concentrazione

Campione di 
feci fresche

In base ai risultati, ai dati 
clinici e all’epidemiologia 
valutiamo se stop e referto o 
eseguire approfondimenti

Coltura e/o Baermann per S. 
stercoralis

Scotch test per E. vermicularis

Biologia molecolare per batteri e virus

Referto



1°

2°



Periodo: da dicembre 2023 a marzo 2024

N° pazienti: 582

Range età: 0-100

Età media: 62 anni

Maschi: 259

Femmine: 323

Pazienti positivi solo per parassiti: 41/582 (7,0%)

I nostri dati:
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Pazienti positivi: 156/582 (26,8%)



SFIDE AFFRONTATE E DA AFFRONTARE

1. conservazione del campione

2. rottura delle uova e delle larve per il rilascio del DNA

3. adeguato recupero del DNA dal campione

4. aumentare la specificità

5. aumentare la sensibilità per le infezioni a bassa carica

6. garantire la riproducibilità dei risultati anche tra  laboratori

7. capacità di distinguere tra infezione in atto e infezione pregressa

8. ruolo del DNA libero nelle feci e collegamento tra i limiti di rilevamento e l’entità biologica (ad es. uova, 

carico di vermi)

9. stabilire quando i bio-marcatori non sono più rilevabili dopo terapia



L van Lieshout, M Roestenberg Clinical consequences of new diagnostic tools for intestinal parasites 2015 Jun;21(6):520-8

Test più appropriati sulla base di segni, 
sintomi clinici e grado di esposizione 

del paziente.
La scheda anamestica è ESSENZIALE.

Per l’interpretazione dei risultati è necessario un costante 
scambio di informazioni tra clinico e parassitologo, per 

determinare la rilevanza clinica del risultato.

E’ fondamentale una valutazione attenta, clinica e 
tecnica del risultato: leggere il cicli di amplificazione, 
correlare il dato con l’anamnesi  e l’epidemiologia del 

paziente. 

Un possibile algoritmo potrebbe prevedere 
lo screening molecolare sistematico dei 

protozoi in routine.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=van+Lieshout+L&cauthor_id=25843505
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Roestenberg+M&cauthor_id=25843505


Conclusioni:

• Consiglio AMCLI-CoSP un unico campione di feci, poi aliquotato.

• È necessaria l’esperienza sia nella parassitologia tradizionale sia nell’interpretazione dei test di amplificazione, con 

conoscenza dei dati epidemiologici, biologici, clinici e diagnostici.

• La diffusione delle tecniche bio-molecolari potrebbe causare la perdita dell’esperienza della parassitologia 

tradizionale.

• La PCR multiplex offre importanti vantaggi sia in termini di sensibilità e specificità, di risparmio economico e di 

tempo favorendo un turn-around time rapido ma rileva solo i geni per i quali è stata disegnata.

• Le ditte dovrebbero concordare i pannelli dei test molecolari multiplex con le associazioni scientifiche come AMCLI-

CoSP e SoIPa.

• Le metodiche di biologia molecolare non sono indicate per il follow-up dei pazienti infettati.

La PCR multiplex fornisce una valida strategia nella diagnostica parassitologica, combinata però con le metodiche 

tradizionali, in quanto l’esperienza del parassitologo e la conferma microscopica rimangono fondamentali.



Grazie per l’attenzione
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