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PREFAZIONE
DIAGNOSI E DIAGNOSTICA PARASSITOLOGICA
AAl anticabo
un modusdi agire professionalmente etico

TRADIZIONE e INNOVAZIONE

Il passato € un immenso tesoro di novita.
Renmy de Gourmont

L ésserdia | | 6 d@nonteium rdiuto del presente, non € una folcloristica tentazione luddista contro

la civiltd della tecnica (che € o puo essere indispensabile), non & un atteggiamento di carattere
iresistenzialed o fAresil enzi al e dercinmaagcant valoriav v e |
universali che ci consentano di non troncare i rapporti con un passato importante e significativo; la
S i pu, definire una #Afilosofia di vitao, co0me
viverepital | 6 ant i crm lapgapaciadisiririzaaveediversamente alcune nostre condotte
abitual i, assai poco ispirate all 6etica del |
cioe necessarie per un futuro piu virtuoso.

Ducci o Demetri Al |l dalhntasecaa nseegai odifi esisetrer ead | H¢
non deve essere espressione evocatrice esclusivamente di mentalita, consuetudini, comportamenti
conservator. e tr aEdsiszeiroen ad i Isdaurgti i.rciaVetl ad & turno
mord eo0, eti co, rispetto al consumi smo che ci o
Ce lo ricorda molto bene anclikabtica Mar i o Ri goni Stern, a prop
narrare, diario o0 meno che sia, non possiamo non parlare del nostro vissuto, recemehm
passatoo.

E vero che chi non il giovane deve comprendere le novita per poi poterle usare al meglio e per
evitare che i giovani meno esperti cadano in errori per banale fretta, comodita, ignoranza e/o per
colpa di una mentalita influenzata daeusluzione della tecnologia frettolosa, dettata dal mercato e
non sempre da prove scientifiche certe. il ;
scrisse Roberto Costantini in un suo romanzo.

Ecco, il recupero dei valori perduti, che efare unédéal tra maniera di I nt
Ducci o Demetrio: fAla coscienza del passato
Grossa parte della Parassitologia Clinica e riservata tradizionalmente alle parassitosi sostenute da
El mi nt i e Pr ot ozoi di questesdiie delle tree braachel convenziomalinremte
definite di Parassitologia (laf er za c ompr e n dwa dradde rfetteo enisénatag ialke )
parassitosi d-mtestindla finpsensa lat® intes@ € klle parassitosi ematiche, del
sistemareticolo-endoteliale e sistemiche. Proprio per questi due gruppi di parassitosi di interesse
umano la diagnostica & squisitamente di laboratorio e si fonda, tuttora, sulla osservazione
microscopica dei preparati specifici. Se importanti e necessarie eséas preanalitiche, i percorsi

e le modalita analitiche sono fondamentBlalle adeguate preparazione dei vetrini alle colorazioni
specifiche successive, dagli arricchimenti raccomandati e raccomandabili alle necessarie procedure
preparatorie (anche noaendo a consolidate metodologie alternative) per potere alfine addivenire

ad una diagnosi morfologica corretta e completa applicandosi con dovizia e perizia, con attenzione
e coscienza, alle osservazioni al microscopio ottico, strumento tuttora iribdstitu

Certoperquestper come per | e altre parassitosi — d
tecniche diagnostiche, chmomunqgue siavanno interpretate, sovente, come complementari a quelle
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usuali e routinarie. E questo vale anche per laitbe innovative, quelle basate sulla biologa
molecolare (e consimili), sia per le parassitosi sinora citate sia per quelle cui ci si deve approcciare
per la loro diagnosi in maniera diversificata. Si intende con cio la diagnostica indiretta siero
immunolajica e la ricerca diretta antigeniaa,la ricerca di acidi nucleicicon le sue svariate
opzioni.

L6i mportanza della tradizione nei confront.i d
cosa che va sottolineata. Un esempio noto e questaldeazioni specifiche per alcuni protozoi
intestinali e per buona parte di quelli ematsestemici. Ricorrere direttamente e magari unicamente

alle tecniche di biologia molecolare e cosa pericolosissima e che denota scarso senso critico (Si
pensi ai limit intrinseci, alle risorse esistenti, ai castic).

| vari organismi istituzionali, nazionali conrublic Health Laboratory ServicKILS), Centers for

Disease Control and Preventio€C), Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) o
sovranazional qual e | 60rgani zzazi ongesondMancata fautor delthe | | 8
necessit?’ dell a diagnostica tradizional e, nor
comprende oltre alla microscopia anche la diagnostica-sremunologica ed ricerca di antigeni
specifici, in parte come gia accennato.

Ma e soltanto con uattenta, razionale, metodologica coscienza operativa (frutto di conoscenza,
studio ed applicazione sul campo) <che Icleeut i | i
innovative pud garantire un successo diagnostico, perché e purché le tecniche tradizionali siano di
supporto ai dubbi, alle incertezze, alle difficolta (anche intrinseche) che le prime possono avere o
nascondere pericolosamente.

Rimanere ancorati glassato non & un vincolo scontato o criticabile, bensi & espressione di fedelta e
responsabilita, di buon senso e di sicurezza operativa, che potra ancora per molto tempo garantire
qualita e bonta diagnostiche.

DicebatBernardusCarnotensisnosessequasinanosgigantiumhumerisinsidentesut possimplura

eis et remotioravidere,non utique proprii visusacumineaut eminentiacorporis, sedquiain altum
subvehimuet extollimurmagnitudinegigantea”

Questa famosa frase @iovanni da Slisbury, trattadal Metalogiconpubblicato nel 115%ignifica

che le nostre conoscenze e le nostre acquisizioni in ogni aspetto della vita, comprese le acquisizioni
scientifiche, non sono frutto unicamente dellestre capacita, ma sono il risultato di secoli di
sviluppg quindi noi vediamo lontano non perché dotati di una vista eccezionale, ma solo perché
siamo sulle spalle di chi e vi#® prima di noi ed ha portato avagntin passo ,dgrgmae | 6 al
camminodella scienza, della civilta.

Ma significa anche, comgpiega bene Umbbe o Ec o nel Ssuo saggio ANan
storia di un afori smabo, che non si devono pec
prenderli a modello per poter un domani essere ammirati come loro.

Quindi, per concldere,Pedro,adelante con juicioBen vengano tutte le innovazioni necessarie, ma
sempre avendo ben presente il met odo scient.

indispensabile.
(*) Chinon comprende il latino medioevale, grazie alle innmrazecnologiche, puod facilmente trovare la traduzione
nel web.

Associazione Microbiologi Clinici Italiani
Comitato di Studio per la Parassitologia
(AMCLI - CoSP)
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1 SCOPO

Questo documento ha lo scopo di fornire ai laboratori di microbiologia, che quatiikate
affrontanola diagnostica parassitologica, informazioeiative alle procedurstandardizzate utili

per il ritrovamento dei parassiti intestinal

Il documento non contiene informazioni riguardo ai cicli vitali dei parassiti, alla patogenesca cli
del l e mal atti e p agiaadls terapa reiprevenziank, lcasiecpniedhenntontienen
informazioni concernenti gli strumenti necessari per la diagnostica parassitologica e le misure
standard di sicurezza in laboratome la gestione del qualita in parassitologia

| pochi e succinti riferimenti #&ali argomenti sono finalizzati alla scelta dei metodi pioniei per

una corretta diagnasi

2 INTRODUZIONE

Si raggruppano con il t er mi ne dicliniéi phe haareosni t o0 s |
comune | 6essere causati (ddanphbassetzioad Htadpli
vivono nei plessi ematia di Fasciola spp. e Opistorchis/Clonochis spp.che vivono nei dotti

biliari) e le cui forme diagnostiche qualdulti o parti di essi, uova, larger gli elmintj trofozoiti,

cisti, oocistiper i protozoj ma anche acidi nucleisia per gl elminti che per i protozoi, possono
essere evi de coproptassitologed | 6 e s ame

| principali parassiti intestinalp e r |, omgrenaono:

1 Protozoi (microrganismi unicellulari eucariajppartenenti al Regno dei Protjsta
AmebepatogeneEntamoeba histolytica
Amebe non patogeneEntamoeba dispar Entamoeba moshkovskii Entamoeba
bangladesh?, Entamoeba coli Entamoeba hartmanniEntamoeba poleckiEndolimax
nang lodamoeba butschlii
Flagellati patogeniGiardia duodenaligsinonimi G. intestinalis G. lamblig), Dientamoeba
fragilis.
Flagellati non patogeniChilomastix mesnili Pentatrichomonas hominisEnteromonas
hominis, Retortamonas intestinalis.
Ciliati: Balantidium coli
Coccidi: Cryptosporidiumspp. (C. parvum C. hominis C. felis C. meleagridisecc)®
Cyclospora cayetanensiSystosospora belliSarcocystispp.
StramenopiliBlastocystispp.

- Microsporidi: Enterocytozoon bieneygincephalitozoospp®

1 Elminti o vermi (organismi pluricellulaappartenenti al Regno Animalia
Nematodi: Enterobius vermicularis Strongyloides stercoralisStrongyloidesfulleborni,
Ascaris lumbricoidesTrichuris trichiura, Paracapillaria philippinensis Trichostrongylus
spp, Ancylostomapp (A. duodenalgA. ceylanicury Necator americanus
Cestodi: Taenia saginata Taenia asiatica Taenia solium Diphyllobohrium spp. (D.
balaenopteragD. stemmacephalucc.) Dibothriocephalusspp.(D. latus D. dendriticus
D. nihonkaiensigcc.) Adenocephalus pacificuslymenolepis nanadymenolepis diminuta
Trematodi: Fasciola hepatica Fasciolopsis buski Opistorchis spp. (O. viverrini, O
felineug, Clonorchis sinensjs Heterophyes heterophyesMetagonimus yokogawai
Dicrocoelium dendriticumSchistosoma mansgrischistosoma intercalatyndchistosoma
japonicum Schistosoma mekongi
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(*) E. moshkovskiie E. bangladeshi morfologicamente indistinguibili d&. histolyticae da E. dispar non sono
generalmer® associate a sintomi specifi@pno comunque ancora in corso studi sulla potenziale patogenicita.
L6oidentificazione di speci ebiologigpmlecslardoi | e uni camente con

(¥) La tassonomia dCryptosporidiume incerta, ma si ritiene che non sia un vero coccidio. Dati molecolari e biologici
suggeriscono una maggiore affinita con le Gregarine, un gruppo di parassiti del Phylum Apicomplexa che infetta
principalmente gli invertebrati.

(8) Dal punto di vista tassonomico i microsporidi appartengono al Regno dei Fomgliadizionalmente, per quanto
concerne la diagnostica di laboratogssi rientrano arbitrariamente e per convenzione nel gruppogle r assi t i 0.

Il Laboratorio di Microbiologiache effettua la riceecdei parassiti, di norma in segugpecifica
richiesta del medico curante (ricerca mirata), deve essere in grado di utilizzare Ile
tecniche/metodiche piu affidabili in relazione ai pa&toigdi cui si sospetta la presenza.

Inoltre &€ importante che ogni indagine coparassitologica sia preceduta da una coprocoltura con
esito negativo in modo da escludere la presenza di batteri patogeni che possano essere la causa de
quadro clinico del paente. In molti casi, come nelle gas#nteriti, infezioni batteriche possono

dare un quadro sintomatologico simile ad alcune parassitosi.

Quindi é indispensabile che il medico curante che formula il sospetto diagnostico in base a criteri
clinici (segni, sintomi e/o dati di laboratorio) e a criteri anamnesépalemiologici (luogo di
provenienza o soggiorno in zone a rischio per specifici parassiti, ecc.), fornisca al laboratorio questi
dati clinicoepidemiologici (ed eventuali fatti di rischio) di mo® che lo pecialistamicrobiologo

o il parassitologqse presentep ossa ot ti mi zzare | 6esecuzione d
tecniche piu idonee al caso e proporre ulteriori accertamenti con metodologie diversificate, se lo
ritiene necessario.

E sempre utile la descrizione del campione, indicando la presenza di muco, sangue o resti non
digeriti. Nei casi di diarrea, per esempio, distinguere la tipologia del campione é utile (es. diarrea
acquosa da diarrea di tipo inflammatorio) per indirizzaredarca verso un determinato tipo di
parassita (e€ryptosporidiunmspp.o G. duodenalil

In Appendice Tecnicaé@ mostrato un esempio di modulo per la raccolta dei dati clinici e
anamnesticepidemiologici.

Ogni laboratorio deve produrre un proprio modulo per la raccolta decldati e anamnestico
epidemiologici semplificando o anche ampliando il modello propostoe esempio.

FOCUS
E indispensabile che il campione da esaminare sia accompagnato idéormazioni clinico-
epidemi ol ogiche per poter ottimizzare | pesec
tecniche piu idonee.

Le indagini diagnostiche per i parassiti intestinali si basano ancora in buona parte su esami
microscopici (osservazioral microscopio ottich e quindisu criteri di tipo morfologico, fra cui
dimensione, presenza di elementi caratteristici (flagelli, cilia, nelle forme vegetative oppure spine
nelle uova di elminti, ecc.pi conseguenza e necessario che la lettura dei preparaffettuata da
operatori esperti, che assicurino risultati di alta qualita.

La diagnosi microscopica e particolarmente complicata poiphaéassiti intestinalhon sono molto

diffusi nei paesi occidentali e quindi e difficile mantenere esperienzamgpetenza; inoltre nei
preparati microscopici delle feci I'enorme quantitad€liriti e artefatti presenti puo indurre a falsi
risultati. E frequente quindi avere risultati sia falsi negativi che falsi positivi.
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L 6 a n deleirispaste dlle ValutazioniEsterne di Qalita(VEQ), come ad esempio UKNEQAS o

VEQ Regioni Toscanrbhombardia mettono in evidenza le difficolta riscontrate dai laboratoristi
italiani nel |l 6i ndi vi duain partielare i ptozoir(atesemprée nt e
histolytica/dispar D. fragilis, C. mesnil), ma anche gli elminti (ad esemp®. japonicum
Opighorchisspp, Trichostrongyluspp).

Inoltre quando vengono inviati campioni di VEQ negativi sono frequinparte dei laboratole
rilevazioni di parassi che invecenon sonopresentinel campionganche in questi casi sia protozoi

che elminti.

Quindi una limitazione oggettiva della diagnosi microscopica convenzionale risiede nel fatto che
solo operatori con esperienza sono in grado di produrre una diagnoc or r et t a. Unodal
occasionale consiste nel fatto che la morfologia dei parassiti pud essere alterata da una cattiva
conservazione del campione o che la morfologia da sola non permetta di distinguere tra parassiti
molto simili ma con diversgatogenicita (eskE. histolyticada E. dispa). Inoltre la carica
parassitaria di al cuni campi oni pu, essere cC
parassiti presenti nel campione.

Per sopperire a questi limitel tempo al semplice esame microscopico si sono affiancati metodi

che possono supportare o anche sostituire la diagnosi microscopica dei parassiti intestinali.

Un primo avanzamento e costituito dalla microscopia in fluorescenza (fluorescenza diretta) tramite
visione con raggi UV che, a differenza della microscopia convenzionale in luce bianca, consente di
discriminare facilmente parsi§ che sono naturalmente afltmrescenti (esCyclosporaspp).

|l nol tre, l a microscopi a i nantfcdrpifuorescent ¢lIFAy aancheo n |
utilizzata frequentemente per | O0identificazio
distinguibile (es. oocisti dCryptosporidiumspp) da altri comuni organismi commensali come |

lieviti.

Ol t r e dfldoresnenzanaltre tecniche diagnostiche non microscopiche sfruttano la specificita

del | 6i nterazione antigene anticorpo per | 6i de
immunoenzimatici (EIA), basati sul riconoscimento di antigeni passssaratteristici presenti
nell e feci, sono util i zz &t histolptieao altie gparagsitosig@s.o s |

giardiasi e cryptosporidiosi). Le tecniche sierologiche, ce&meymelinked Immunosorbent Assay
(ELISA) e Western Bt (WB), invece sfruttano la presenza m&trodi anticorpi specifici contro
parassiti che danno infezioni persistenti come nel caSdditosomaspp.

Un ultimo importante avanzamento nella diagnostica parassitologica e rappresentato dalle tecniche
di diagnosi basate su metodi di Biologia Molecolare che presentano elevata sensibilita e specificita.
Questi metodi hanno tutti in comune il DNA come materiale di partenza: estratto e purificato dal
materiale fecale tal quale o da campioni arricchitiummglo possibile, dal parassita stesso. Il DNA é
utilizzato per | 6amplificazione di setquaenze
tecnologia élla Polymerase Chain ReactigRCR) o tecniche derivatome laReal timePCR (Rt

PCR). Il prodotto dquesta reazione di amplificazione (amplicon) € €i pé diagnostico della
presenza di un determinato parassita o di parassiti correlafCifgstosporidiumspp), ma puo

essere ulteriormente analizzato tranatere tecnicle molecolari, quali ad esenapil Restricton
Fragment Length PolymorphisfRFLP) o il sequenziamento, per determinare con precisione
specie e/l o sottospecie di un determinato par a
casi in cui si sospetta che la concentrazionepdehssita sia molto bassa o in quei campioni mal
preservati in cui la morfologia dei parassiti possa essere alterata. La diagnosi molecolare e
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particolarmente utile in alcuni casi per distinguere specie patogene da specie non patogene
altrimenti non distiguibili morfologicamente (e<€. histolyticadaE. dispal).

3 QUALI PARASSITI RICERCARE
Come sopra ricordato la raccolta dei dati clinici (sintomi e/o dati di laboratorio) e epidemiologici
(luogo di provenienza o soggiorno in zone ahis per specificiparassiti)fornisce elementi
fondamentaliper il medico curante nel formulare il sospetto diagnostico e per il microbiologo per
ottimizzare | desecuzione dei test parassitolo
3.1  ILDATO CLINICO
| sintomi causati dai parassiti intestinali possessere assai diversi. Brevemente:
1 Quadri diarroici acuti cronicio ricorrenti, associati 0 meno a makaksmento
G. duodenalis pu0 causare enteritacute, croniche o ricorrentcon meteorismo e
malassorbimento;
E. histolyticapuo manifestarsi con diamemuceematicaanche molto intensa e abbondante
(dissenteriapppure con diarrea ricorrente oppure mimare quaanietto colite ulcerosa o
da morbo di @hn;
B. coli puo causare quadri dissenterici simikt ahistolytica
Cryptosporidiumspp.pudo causare n 6 ent er i te acuta caratteri z
| 6infezione  autolimitante nel soggetto
debilitante nei pazienti immmunodepressi (es. soggetti con AIDS);
C. cayetanensipuo causare enteriticorrenti spesso accompagnate da dolori simili ad una
colica biliare, con diarrea spesso acquiosa
D. fragilis puo manifestarsi con quaidenteritici acuti o ricorrenti;
E. bieneusi Encephalitozoonspp. possono causare enteriti soprattutto in pazienti HIV
positvi, particolarmente quelli con un avanzato stadio di immunodepressione (CD4 <
100/mn?);
Gli elminti difficilmente causano quadri di enteriten diarreaad eccezionali infezioni
massive d&.stercoralis H. nang T. trichiura ecc.
1 Disturbi intestinali aspecifict ne sono o0 possono essere causa piu 0 meno tutti i parassiti.

1 Eosindfilia: efrequente nellenfezioni elmintiche, ma puo essere presente anche nelle infezioni
daC. belli. Sono segnalati casi di eosinofilia in presenza.dragilis.

1 Prurito anale étipico delleinfezioni daE. vermicularis

Deve essere infine attentamente considerato lo stato di immunocompetenza del pakzeage di
unoi n fdaQryptosparidiumspp, E. bieneusi Encephalitozoorspp.o daS. stercoralische
possono essere letali soggetti immunodepressi.

3.2 |LDATO EPIDEMIOLOGIC O

Principali p arassit umani diffusi in Italia (patogeni o potenzialmente talk)

Protozoi G. duodenalisD. fragilis, Blastocystisspp, E. histolyticadispar, Cryptosporidiumspp,
C. belli, Sarcocystispp, E. bieneusj Encephalitozoospp, B.coli.

| piu di sovente ritrovati nella popolazione autoctona donéragilis, G. duodenalis Blastocistis
spp., meno frequen@ryptosporidiumspp. eE. histolityca(piu comuneE. disparnon patogena),
rari E. bieneusie Encephalitozoorspp., quasi del tutto eccezionéli belli, Sarcocystisspp. eB.
coli.
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Elminti: essenzialment&. vermicularis S. stercoralis A. lumbricoides T. trichiura, T. saginata
Dibothriocephalus latus H. nang H. diminuta O. felineus F. hepatica D. dendriticum
Trichostrongyluspp.

| pit frequentemente ritrovati nella popolazione autoctona &omnvermicularis S. stercoralise T.

saginata non del tuttoinfrequenti,D. latus H. nang e O. felineus mentreil reperimentodi A.
lumbricoidese T. trichiura & sporadico eancor piu rarajuello diF. hepatica Trichostrongylusspp.

e D. dendriticum

In ltalia T. soliumeormaier adi cat a si a nel | Gremrdreaacoraincertg@dan o s i
sua presenzaei suini dicertiareede | 6 est del | 6 UnCiomonestarte, & imgoreaate ( UE
tener presente che possono presentasidi cisticercosi e di tersada T. soliumimportati. Pure

A. duodenad sembra nomssergiu presente nella popolazione autoctona

Eutile ricordare <che | 6el mi nt iEasermicyaiis’caudar e q u
principalmente di prurito anale ¢ h e p e rzionke diitatk @eematodé il tedhelezione e lo
Scotch tes(vediapag26) ; | a sensi bitlpatds siet tlbegiaene Eempr lod

vermicularisha una sensibilita inferiore al 10%.

Parassitiumani diffusi in altre aree del mondo(patogeni o potenzialmente tali)

| parassiti sopra descrittitncora endemidn Italia o eradicaticomeT.solium sonogeneralmente
endemici anche nelle altre araeclima temperato del pianetiselle aree a clima tropicale o sub
tropicale in particobre nei Paesi a basso redditea non sologltre ai parassiti presenti nelle aree a
clima temperato si possono trovare anche

Protozoi C. cayetanensis

Elminti: P. philippinensis C. hepatica S. fulleborni, A. duodenaleN. americanus F. buskj C.
sinensis O. felineus O. viverrini, H. heterophyesM. yokogawaj S. mansonj S. intercalatum S.
japonicum S.mekongi

Questi parassiti non sono ubiquitari, sono diffusi splguasi esclusivamente determinate aree
titolo di esem non esaustivatra i protozoiC. cayetanensié diffusa inCentro e Sud America e

in Nepal; per quanto invece concerne i piu frequenti elmmtiphilippinensis e diffuso nelle
Filippine e in TailandiaS. fulleborni in Africa sulsaharianaF. buskiin Asia e nel submntinente
indiano, C. sinensisin Estremo Oriente (incluso Corea, Cina, TaiwViethnam e Russia asiatica
orientale),0. felineus oltre in Italia cone sopra detto, in Russia, Biel@sia, Ucraina, Kazakistan,
O. viverrini nella penisola Indocinesd]. heterophyesn Egitto, in Medio oriente e Estremo
Oriente,M. yokogawain Estremo Oriente, ma anche nei Bal¢dsraelee CisgiordaniaSiberia e
Manciuria, S. mansoniin Africa subsahariana Brasile, Venezuela Suriname, Caraibi e
sporadicamente nella penisola arabiBa intercalatumin Congq S. japonicumin Cina enelle
Filippine, S. mekongin Cambogia el Laos

Vi sono inoltre numerosi altri elminti intestinali che hanno come ospiti animali, ma che
accidentalmete e moltodi rado possono infetar e | 6 essere wumano il g u .
definitivo ed é quindi possibile ritrovarne le uova nelle feci. Tra questi parassiti si rammgantano
particolare

- Nematodi:Anatrichosomapp, Oesophagostomuspp.

- Cestodi:Bertiella spp, Mesocestoidespp.

- Trematodi:Gastrodiscoides homini&chinostomaspp.
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- Acantocefali:Macracanthorynchuspp., Acanthocephaluspp, Pseudoacanthocephalwspp.,
Moniliformis spp.

Infine si rammenta che nelle feci e possibile trovare uowdnainti non intestinali, in particolare di
Paragonimusspp.che ha come localizzazione il polmone, ma le cui uova possono risalireléino al
faringe, essere dautite e di conseguenzeovate nelle feci e dbchistosoma haematobium cui
uova sievidenziano generalmente nelle urine, ma che possono essere ritrovate anche melie feci
rari casi in cui gli adulti si localizzano nel plesso mesenterico

FOCUS
Léel mintiasi pi % fr equenE eermicolarid It test di edezie édoj e | | a
Scotch test. La ricerca nelle feci ha una bassissima sensibilita (< 1Q%)

4 FASE PREANALITICA

4.1 RACCOLTA E CONSERVAZIONE DEI CAM PIONI

Alcuni giorni prima(5-10 gg)e durante il periodo della raccolta delle feapportunaon fare uso

di lassativi, antidiarroici, antimicrobici, o di altre sostanze interferenti come bario, bismuto, ol
minerali.

E inoltre consigliabile seguire un regimietgtico che prevede di evitare legyrfutti e verdure a
cuticola resistentdruttaseccacarote e banane.

Le feci vanno raccolte defecando sna superficie asciutta qualea padella da letto, un sacchetto
di plastica un foglio di carta posto nel bidetsmttoil sedile copri water,

in un cesho, una scodellampiaa bocca larga. Fig. 1. Raccolta delle feci
Le feci non devono essere contaminada acqua e urina (non raccoglie ‘\' i 5

le feci direttamente dal wateche potrebberaontenere elementi ch ~ £

possonaessere confusi cqrarassiti fecali

Prelevare porzionidiverse delle feci evacuate e trasferirle in u

contenitore pulito di plastica con tappo a tenuta stagna, preferibilnr

tappo a vitesenza riempirlo completamergéo in un flacone contenent :

un conservae/fissativo (Formalina al 10%, SAF, PVA, MIF dteo). Il fissativo allaformalinae
sempre pi%h sostituito da fissativi cosiddett:i
Il Laboratorio deve fornire dettagliate istruzioni scritte al medico curante e/o ai pazienti in merito
alla corretta raccolta dei campioni biologici.

In Appendice Tecnice riportato un esempidi istruzioni per la raccolta delle feci in un contenitore

senza conservanti/fissativtiascun laboratorio deve produrre proprie istruzionrdalazione alle
tecni che i n ufecidresehe@Veto 8demza cohserzandip difbci gia fissate

Feci freschesenza conservanti/fissativi

Per poter trovare trofozoiti mobili di amebe, flagellati o diliatnecessario esaminare féeische
appenaodapocoemessep N uUN esame mi cr Gsamenpcroscaopicdiattad e tat o
pag 20). | trofozoiti normalmente si trovano nelle feci diarroiche (liquidsoffici/molli o semi
formatg e unavolta emessi con le feci mantengono la mobilita e la propria tipica morfologia per un
breve periodo di tempo. Ne consegue che le feci devono essere esaminate entre lasdwedi
tempo dall 6emi ssi one.
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Feci liquideo sofficimolli: esaminare entro 3inutid al | 6 e nmons38niinutndea [ (I 6 ar r i v
laboratorig.

Fecisemiformate esami nare entro 1 ora dall demi ssione
Nel caso non fosse possibile esamen@mpestivamente feci liquide o semi formatel, campione

deve essere posto in un conservantplindi tasportato al laboratorio. La mita andra persa, ma

la morfologia dei trofozoiti rimarra intatt@osi come la morfologia deligova elarve di elminti,

delle cisti di amebe, flagellati e ciliati, delle oocistiCliyptosporidiumspp, C. cayd¢anensis C.

belli e delle sporelei microsporidi.

| campioni rérigerati o congelatnon sono idonei pealutare la mobilita dei trofozoiti.

Le feci formate che in genere non contengono trofozoiti moliévono essere esaminate entro 24

or e dal | datmasssne entram48 ore se conservate 8a@ se nore possibile, anche in

guesto caso, porre le feci in un conservante.

Le feci fresche permettono dieseguire tutte le tecniche diagnostiche diret ( v e di ATe
Diagnostiche D r e dphge26) e sonoindispensabilper la ricerca dD. fragilis con le coloazioni

di Giemsa o Tricromicaer la ricercalelle larve diS. stercoralisdi Ancylostoma/Necata@pp.e di
Trichostrongylusspp.con le tecniche di Baerman o di Harddari e con la coltura in agaper i

test immunologici fecalrelativi a E. histolytica/disparo E. histolyticafisensu stricto e per la

coltura delle amebe

Infine, si deve tener presentehe le feci freschesono il campione validatgper le tecnich
molecolari (vedfi Bi ol ogi ao pagBlec ol ar e

4.2  CONSERVANTI/FISSATIVI

Diversi conservanti/fissativi sottelencati corgngono formalinao mercurio. Per tutto quel che
concerne la sicurezza in laboratorio (uso dei dispositivi di protezione individsalidella cappa
chimicaecc) el 0 u t,iolil dideroadi utilizzq di sostanzepericolose aossiche o nocive ®
smaltimentodi questecome rifiuti specialisi rimanda alla normativa vigengiropeanazionale,
regionale e alle eventuali raccomandazioni/linee guida locali.

Tutti i congervanti/fissatividevono essere miscelati con il campione secondo il rapgotte parti
di fissativo e una parte di feci. &aiare agire il fissativo per almeno 30 minuti prima di eseguire
gualsiasi test. Il campione fissato pud essere conservato a temperatura ambiente.

Formalina al 5% o al 10%

La formaldeideé di normacommercializzata come soluzione acquosa al 37% di formaldeide
gassosa. Tale sdlione & denominata formalina orfnolo. Le concentrazioni al 5% o 10% fanno
riferimento alla soluzione acquosa al 37%.

In parassitologia viene utilizzata la formalina tamponeta tamponi di fosfato di sodio che
mantiene meglisia la morfologia delleuova e larve di elmintisiaquelladelle cisti e oocisti di
protozoi.

La diluizione al 5% éaccomandatger la conservaziondei protozoi mentre quella al 10%
raccomandatper uova e larve di elminti.

E indispensabile che la diluizione finale al 5% o al 10% edfattuata con acqua e non con
soluzione fisiologicalLa seconda é significativamenteeno efficiente nel recupero dei parassitn

la concentrazione con Formeliil Acetato(FEA).

La formalina al 5% espesso propostaia per i protozoi che per gli elminti, ma per motivi di
sicurezza la maggior parte dei produttori commercializza la diluizione al 10%, che € piu probabile

AMCLI-CoSP Percorso Diagnostico delParassitosi Intestinali (versiegennaio 2022) Pag.14di 122



che uccida tutte le uova di elminti e che comgue mantiene bene la morfologia andeée cisti
dei protozoi mentre la morfologia dei trofozoiti nor@siben conservata.

Dal campione conservato in formalina non e possibilgues® le colorazioni Tricromica aon
Ematossilina ferricger i trofozati e le cisti di amebe e flagellagila colorazionedi Giemsaper i
trofozoiti di D. fragilis, mentre dopo la concentrazione e possibile effettuare le coloraziont acido
resistenti peCryptosporidiunmspp, C. cayetanensi€. bellie la colorazione Trieimica modificata
per i microsporidi.

E possibile anche eseguire i test immenoonatografici v e d i imimT a8 8 t omag.29)ipeér laa
ricerca diantigenidi G. duodenalise Cryptosporidiumspp; al contrarioil campione conservato in
formalinanon € campione idoneo per i test immunologici che riceréarustolytica/disparo E.
histolyticafisensu stricta

Inoltre non & campione idoneo petest in cui gli organismi devono essere vit@écniche di
Baermam o di HaradaMori e colture) e per i tesli biologia molecolare.

Sodio AcetateAcido Acetico-Formalina (SAF)

Questo fissativo contiene una minor percentuale di formalina (4%) e ha le stesse indicazioni e
controindicazioni della formalinald 0 % con | 6i mportante differen:
eseguire la colazione con Ematossilina ferrica partendo dal sedimento ekikaifugaziongvedi

fi Cordzioni  r ma n epad.24)0E pmssibile esguire anche la colorazione Tricromica, ma i
risultati nonpiuttosto scarsi

Mertiolato ® (Thimerosal) lodio Formalina (MIF)

Questo fissativo, in origine progettato per indagini sul campo, contiene iodio che colora i
mi crorgani smi. Pdeimédesarmé e dec e azioren $ebbedeogao ¢
possibile effettuarela colorazione permanenteorc Ematossilina ferrica (nota colorazione
Tricromica)i dettagli morfologici di molti protozoi, in particola@a trofozoiti, non sono molto

nitidi. Lo iodio interferisce con la fluorescenza e quindi MIF non puo essere utilizzato per il test di
fluorescenza direttaGiardia/Criptosporidium e per la colorazione con Auraminaper
Cryptosporidiunmspp.

Fissativo di Schaudinn

Questo fissativaviene principalmete utilizzatop er | 6 al | est i noampiom diéeci pr e
fresche ma anche daampioni prelevati dalla superficie della mucosa intestinale (sigmoidoscopia)
che vengono poi colorati con Ematossilina ferrica o con la coloraZioi@omica (vedi

AiCol or azi oni pap.2). Coa fec motta liquidai risultati non soragtimali. Il fissativo

di Schaudinn é a base di Cloruro mercurico.

Alcool polivinilico (PVA)

Il PVA & una resina plastica combinata con il fissativo di Schaudinn. Il PVA funge da adesivo che
aiuta a "incollare'sul vetrino, mentre la fissazione é realizzata dakfigso di Schaudinn.

IL PVA con fissativo di Schaudina il migliore conservantefold stardard) perle colorazioni
Tricromica econ Ematossilina ferrica. La presenz ebllante permette di ottenere buoneparati

anche con feci liquide.

A causa dei problemi legati allo smaltimento del mergsamo stateénesse a puntformulazioni

nelle quali il Cloruro mercuricpcontenuto nel fissativo di Schaudirnstato sostituito dal Solfato

di rame (Cu-PVA) o dal Solfato di zincoZn-PVA). Con queste formulazioni la qualita dei
preparati € inferiore, ma quello che piu si avvicina a R@A Cloruromercuricoe ZnPVA.
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Sebbene sia possibile preparare una concentrazione dal materiale fissato in PVA, i risultati sono di
scarsa qualita; é preferibile effettuarla partendo da feci conservate in Formalina al 10%, in SAF o in
un conser Vvant emmeeo (védiolre).c o 0 d el

Fissativi One-Vial/Single-Vial (AlcorFix &, Apafix® , EcoFix®, Para-Pak®SVT, UniFix®, Total-

Fix®, Proto-Fix®, Parasafee altri)

Questi fissativi sono stati concepigmpovviarea i probl emi i nerent i all 6u
formalina e, soprattutto, del mercurioeder sporr e di un conservante
di tutte o quasi le principali tecniche parassitologiche, partendo da un unico flacone. Da qui la
gererica denominazione dDneVial/SingleVial Fi xati ves oppur e, per | 6
mer curi o, l a non del tutto propria denominazi
conservanti non contengono neanche PVA.

E possibile eseguire ncentrazioni, le colorazioni permanenti per i trofozoiti e le cisti di amebe e
flagellati (alcuniOneVial devono utilizzare specifiche colorazioni), colorazioni per microsporidi,
colorazioni acideresistenti peCryptosporidiumspp, C. cayetanensi<. belli, test immunologici

perG. duodenali® Cryptosporidiumspp.

Come gia dettger i test immunologici che ricercamio histolytica/disparo E. histolyticafisensu

strictad sono necessarie feftesche quindi i fissativiOneVial non sono idonei

Per | 6 us @neWial pea le ciaenchein biologia molecolargFissativi Universali)vedi

fiBiologia Molecolaré pag.31.

In tutti i casi & necessario rispettaredguzioni che accompagnano i varbdotti in particolare per

l e finalit”™ dell 6uso e | e procedur e.

In tabella 1 sono riportati i vantaggi e gli svantaggi dei vari conservanti/fissativi.

FOCUS
Ogni laboratorio, in base alle ricerche che esegue, alle risorse a disposizione e alla normativa
concernente la sicurezza, deve decidere se accettare feci fresche e/o gia fissate e quali e duanti
fissativi utilizzare.
E indispensabile fornire istruzioni scritte per la raccolta e il trasporto dei campioni.
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Tabella 1. Principali fissativi per la pas#®logia fecale

Conservante/Fissativg

Vantaggi

Svantaggi

Formalina al 10%

9 Buona conservazione della morfologia di uova
larve di elminti, delle cisti di protozoi, delle ooci
dei coccidi e delle microspore dei microsparidi

9 Adatto pe le tecniche dconcentrazione

9 Adatto per le colorazioralcootacido resistenti

9 Compatibile con i test immunologici (EIA, FA,
Immunocromatografici) pe6. duodenali®
Cryptosporidiunspp.

1 Non ottimaleconservazione dei trofozoiti di
protozoi

1 Non adatto per leolorazioni permanenti
(Tricromica, Ematossilina ferrica)

1 Non adatto per la colorazione di Giemsaper
fragilis.

1 Non adatto per le tecniche molecolari (PCR)

1 Non compatibile con i test immunologici pger
histolyticae/oE. histolitica/dispa.

SAF
(Sodio AcetateAcido
Acetico-Formalina)

9 Buona conservazione della morfologia di uova
larve di elminti, delle cisti di protozoi, delle
oocisti dei coccidi e delle microspore dei
microsporidi

9 Adatto per le tecniche di concentrazione

9 Adatto per le colorazioralcocacido resistenti

9 Adatto per la colorazione con Ematossilina
ferrica

9 Compatibile con i test immunologici péx.
duodenalis Cryptosporidiunspp.

1 Non ottimaleconservazione dei trofozoiti di
protozoi

1 Inadeguata coloraziongicromica

1 Non adatto per la colorazione di Giemsabe
fragilis.

1 Non adatto per le tecniche molecolari (PCR

1 Non compatibile con i test immunologici per
histolyticae/oE. histolitica/dispa.

1 Lo iodio puo causare distorsione della
morfologia dei protozoi

1 La colorazione con lo iodio interferisce con
tutte le altrecolorazioni

1 Non adatto per la colorazione Tricromica

MIF 1 Fissa econtemporaneamente colora gli organis f Non adatto per la colorazione di Giemsa Pe
(Mertiolatq-lodio- 9 Utile per programmi di sorveglianza sul campo fragilis P
Formalina) 1 Adatto pe le tecniche di concentrazione. 1 Inadeguata colorazione con Ematossilina
ferrica
1 Mancano dati di letteratura riguardo
l'adeguatezza per i test immunologici
1 Non adatto per leecniche molecolari (PCR)
9 Contiene Cloruro mercurico
1 Ottima conservazione della morfologia dei 1 Inadeguata conservazione defiarfologia
Fissativo di trofozoiti e delle cisti dei protozoi ddle uova e larve di elminti, delle oocisti dei
Schaudinn 9 Facile preparazione dei vetrini per colorazioni coccid e delle spore diicrosporidi
permanenti i Scarsa adesione sui vetrini dei campioni di fi
liquide 0 mucose
. . 9 Inadeguata conservazione della martph
T Non contiene '0“?“’ mercurico . . delle Sova e larve di elminti dei cocci%li e dei
1 Buonaconservazione della morfologia dei microsporidi
ZN-PVA trofozoiti e delle cisti dei protozoi

(Alcool polivinilico
con Solfato di Zinco)

9 Adatto per le colorazioni permanenti (Tricromic|
Ematossilina ferrica)

9 Buona adesione sui vetrini anche dei campioni
feci liquide o mucose

1 Non adatto per le tecniche di concentraziong

9 Non adatto per i test immunologici

1 Non adatto per le colorazioalicootlacido
resistenti

1 Non adatto per le tecniche molecolari (PCR

Fissativi One-Vial
(AlcorFix®, Apa
EcoFix®, Para-Pak®
SVT, UniFix®, Total-
Fix®, Proto-Fix®,
Parasafe e altri)

9 Non contengono formalina éocuro mercurico

9 La concentrazione e le colorazioni permanenti
amebe e flagellati, per coccidi e peicrosporidi
possono essere fatte partendo da un unico flag

9 La maggior parte & compatibile con i test
immunologici pelG. duodenali®
Cryptosporidiunspp.

9 Alcuni fissativiOneVial sono compatibili con le

tecniche molecolari (Fissativi Universali)

1 Alcuni fissativiOneVial sono compatibili solg
conspecifiche colorazioni

1 Colorazioni non sempre costanti

1 Non compatibili con i test immunologici pEt
histolyticae/oE. histolitica/dispa.
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4.3  NUMERO DI CAMPIONI DA ESAMINARE

Per poter escludere uparassitosi intestinale & consigliabile esaminare piu campioni fecali.

Nelle feci la quantita di molti organismi, in particolare i protozoi intestinali, non & sempre elevata,
inoltre lequantitadi trofozoiti e cistieliminatepossono variare su base gialiara.

Tradizionalmente si indica di raccoglieaknenotre campionin giorni successivi 0 alternma non

nello stesso giorno.

La probabilita di rilevare parassiti clinicamente rilevantun singolo campione puo andaia 50

al 60%, ma sale al 95% yengono esaminati microscopicamente 3 campioni.

Secondo alcuni studi affiancando alla microscopia i test immunologici Geduodenalis
Cryptosporidiumspp. e E. histolitica o E. histolytica/dispar sono sufficienti 2 campioni per
raggiungere una sensibilita diagnostica del 90%.

Cio di cui il Microbiologo deve essere conscio e che deve rendere noto al medico curante e che

| 6esame di u nanalizzatoccon lectecnighe tocadizionhk una sensibilita analitica
molto bassa.
Con | 6introduzi odeides$ di éigldgia malecolare rpér Fig. 2. Dual Fecal Test

2

diversi protozoi patogenié statoproposto un approccio diagnostico cl %‘r
prevede di esaminare un unico campione suddiviso in due fléDoail \

Fecal Tesy, il primo senza conservarieci freschg per | 6 es e : el
testmolecolari e il secondoon un conservante, corrermalinal0%, SAF \ "
o altro,per la concentrazione. One coIlI)ect)ion kit
. e .. .. . . .. . . two tubes
In tabella 2sonoriportate i tipi di analisi egli organismi ricercati con il Da: Toman Gool e Aldett Bart
ESCMID Barcellona 2014
Dual Fecal Test
Tabella 2 Analisi e organismi ricercati come proposto da ool e Bart (modificata)
Biologia Molecolare (PCR) Microscopia dopo concentrazione
Protozoi patogeni Protozoi patogen| Protozoi non patogen  Elminti
Entamoeba histolyticsensu strictd | Cystoisospora belli | Entamoeba dispar Nematodi
Giardia duodenalis Balanidium coli Entamoeba coli Cestodi
Cryptosporidiunspp. Microsporidf’ Entamoeba hartmanni | Trematodi
Dientamoeba fragilis lodamoeba butschlii Acantocefali
Blastocystispp. Chilomastix mesnili
Cyclospora cayetanensis Sarcocystisiominis
E evidente che man mano che verranno sviluppati nuovi test in PCR per gli altri protozoi patogeni e
per gl i el mi nt i l a colonna di ABi ol ogi a Mol ec
(*) Allo stato esiste un unico kit commerciale p&lbgia molecolare dei microspuli (vedi apag. 34
FOCUS
Con le tecniche tradizionali devono essere esaminati almeno tre campioni raccolti in giomi
successi vi 0 a g omicroscopictli unesolmcampione hd W& sersimldd
analitica molto bassa (5660%).
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5 ESAME COPRO-PARASSITOLOGICO

Coni | generi co taropairnaes sd itsiarfitdbdga doieonoci eme del | e
utilizzano per ricercare i parassiti intestinali in campiorfedi.

Solitamentela ricerca dei parassié effettuata mediante esami microscopici, ma in alcuni casi e
utile e/o necessario ricercare direttamente nelle feci gli antigeni spedtidiitolytica/disparE.
histolyticafi s e n s u, Gsduadenali$ Gryptosporidiunspp) oppure allestire un esame colturale
(E. histolytica,S. stercorali¥ o anchericercare i parassiti con una PCR (alcuni protozoi patogeni,
alcuni elminti).

Certetecniche sono in grado di evidenziare sia ot che elminti, altrsoro adatte alla ricerca di

un solo gruppo di parassiti o di una singola specie.

A fronte di una richiesta generica di ricerca parassiti nelle éeciorre effettuare un esaroepro
parassitologico che permettargtiercarela maggior parte derofozoiti, dsti ed oocisti di protozog
delleuova e larve di elminti.

51  ESAME COPRO-PARASSITOLOGICO STANDARD (O&P)
Un fEsamecopro-parassitologicostandar@, quello che gli autori anglosassoni denominano come
i O & R@va and Parasitgs deve consistere almeno im esame microscopico diretto, un esame
microscopico dopo concentrazione ed una colorazione permamenfigura 3 € presentato un
al gori t mo p eparaskitOlagiscastarelarcc o pr o

Figura3 Al gor i t mo pparassitolégiEdsadard. c opr o

Feci fissate

Quadri diarroici acuti

5 La scelta del conservante
o ricorrenti

determinera le tecniche successive
(colorazioni, testimmunologici ecc.)

‘ Feci fresche ‘

l

Esame microscopico
diretto

‘ Esito Positive | ‘ Esito Negativo
Concentrazione Concentrazione
| Esito Positivo ‘ ‘ Esito Negativo | Esito Positive | ‘ Esito Negativo ‘

Colorazione permanente
Giemsa
Tricromica
Ematossilina ferrica

Da: LS Garcia. Diagnostic Medical Parasitology . 2016 (modificats)
Il laboratorio che vuole cimentarsi nella diagnostica delle parassitosi intestinali devaregsade
di e segui esame apgropaasdtolodiod tandard e lo Scotchest (test di Graham o
Cellophane tape tegter gli angl@assoniper la ricerca di. vermicularis.

Il laboratoriodeveancheessere consapevotei vantaggi elei limiti delle teciche utilizzate per
e s e g u sames cofdrgiamassitologicostandarde lo Scotch dst. Queste tecnichdondamentali
permettonodi effettuae una buona diagnostica di base, ma sono sufficieni per evidenziare
alcuni parassiti intestinali per i quali occorrono tecnichesifipbe chelo specialista ncrobiologo
decidera ed effettuera sulla base delle informazioni cliniche ed epidemiologiche
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6 TECNICHE DIAGNOSTICHE DIRETTE

6.1 ESAME MACROSCOPICO

Per ogni campione deci fresche deve essere notlataonsistenzéfeci liquide, soffici/molli semi

formate, formatge la eventuale presenza di muco e/o sangue

Quest e caratteristiche ai L
ricerche microscopiché.trofozoiti di amebe, flagellati

o [—-J e ciliati si trovano piu frequentementei campioni

Semifﬂmm[" liquidi; nei campioni soffici/molli possono essere
visuaizzati sia trofozoiti che cisthei campioni di feci

oAl u semi formate e formate possono esservi cisti, ma
raramente sono presenti trofozoiti.

Liquide _ Fanno eccezioneCryptosporidium spp. e gli altri

coccidiper i qualisi riscontrancsolamentde oocisti a
prescindere dalla consistendelle feci.
La presenza nelle feci di muco e sangue é suggestiva per una anmeéidst eeccezionalehe
sangue sia prese@duedenalis unodinfezione da
Inoltre, tutti i campioni 6Gia feci fresche sia feci in conservanti) devono essere esaminati
macroscopicamentperché possono contenere vermi adulti o parti di dssivérmicularis A.
lumbricoides proglottidi di Taenia spp) che devono essere recuperatl identificati (vedi
il denti ficazi capag.4ddnacr oscopi cao

Fig. 5. Esame macroscopico: vermi o parti di essi riscontrabili nelle feci

Fig. 4.Consistenza delle feci: Cisti e Trofozoil

Da: CDC Stool Specimen Collectigmodificata)

PR S

Prodottidi di T. saginata

E. vermicularismaschio (in alto) = A Ivl.m‘1bricorides‘emmina
femmina (in basso)
Da: CDGDPDx (modificate)

6.2 ESAME MICROSCOPICO DI RETTO
Pur essendo una tecnica poco sensibile questo tipo di preparazione é consigligsasgnsino
feci fresche soprattutto séiquide o soffici/molli, principalmente per rilevar.  Fig. 6. Esame

la mobilita di trofozoiti edi larve di nematodi. microscopico diretto
Lébesame diretto consente di evi c % anch
Cyclospora e Cystoisospora (assai piu difficile rilevare oocisti di

Cryptospordium) e uova di elminti # O ®

Inoltre & possibile mettelin evidenza anchglobuli rossi, eucociti, crisalli /

di CharcotLeyden, elementi che possono essgilea indirizzare la diagnosi. Y & @

Il vetrino sipreparadiluendouna piccola quantita di feci in una o due goc i

di soluzione fisiologica e quindi esaminando la sospensione sotto un v s

coprioggetto @22 x 22 024 x 24mm o anche di dimensioni maggiori
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Eposs bi | e anc hutericrd sospensione ie ugwacid di soluzione iodata, Deb o

Lugol 1:5 che permette di meglio evidenziare le strutture interne delle cisti (nuclei, corpi
cromatoidiecc).

Anche per i campioni conservain formalina o altri fissativi possi bil e esegl
microscopico direttoma di norma non éritenuto necessario in quanto questi campionia

mohilita viene meno

6.3. CONCENTRAZIONI

Nella routine di laboratoriovi sono essenzialmentdue tecniche di concentrazione fecale:
Sedimentazione con Formektil Acetato(FEA) e Flottazione.

Entrambepossono esserseguite a partirsia dafeci freschechedafeci conservate in qualunque
tipodifi ssati vo c o ®VAl 2+@\A; ErPVA pee i glali tali tecnichesono
sconsigliabili

! Comitato per | o Studi o d eaccomandBasSedmansazioheo!| o g i
con FEAIn quanto e la piu facile da eseguite,meno soggettad errori tecnici e consente il
recupero della piu ampgamma dparassit

Questa scelta deriva dalle indicazioni di numerogiganismi internazionali: Organizzazione
Mondiale della Sanita (OMS), National Health Service of England (NHS), American ySémiet
Microbiology (ASM), Centers for Disease Control and Prevention (COIpical and Laboratory
Standards Institute (CLSI).

6.3.1 SEDIMENTAZIONE CON FORMOLO -ETIL ACETATO

Nel 1948 Lawrence Ritchie mise a punto una metodica di concentrazione che m&viade
diluizione delle fecin soluzione fisiologica ¢a filtrazioneattraverso due strati di garza inumidita
seguite da ripetuti | avagagi per centrifugazi
sedimento veniva risospeso formalinaal 10%c on | 6 aggi unt a di etere
grassi. Dopo la centrifugazione si ottenevano nella provetta quattra stext, detriti fecali

leggeri, formalina, sedimento contenente materiale organico e strutture parassitarie.

Nel 1953Maldonado e AcostMatienzo proposero di aggiungere un detergente n€ltion X-
100 . Litd tenkidativodel Triton favorendol 6 e mu | deimolecele dil gasspermetteva
di ottenere un sedimento meno densdi eiminuirel'adesione dei parassai detriti, consentendo
cosi una piu facile identificazione delle strutture parassitarie.

Nel 1956 Ridley e poi nel1970Allen e Ridley inserirono ulteriori modifiche per semplificare la
metodica di Ritchieusando come fissativo la formalina al 10%udd in acquamigliorando la
filtrazionec o n itz difilti don pori da 42%um, eliminando i ripetuti lavagg proponendana
velocita di centrifugazione @.000 rpm per Ininuto.

A causa detischio dialtainfiammabilita e diesplosionala parte dell'etere etilicogl 1978 Young
et al raccomandarondi sostituire quest prodotto con acetato di etile. Con tale solvente non vi era

nessuna distorsione o alterazione della mortf
formepara si t ari e pareva migliore che con | 6etere
Sostanzial ment e, sia pur con varie piccole 1

utilizzatae comunemente conosciuta come concentrazioRéahie o diRidley o di RidleyAllen.
| nAppgendiceTecnica e presentata una procedura per la Sedimentazionetodn
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Di frequente per la concentrazione vengono utilizdapositivi commerciali; si rammentahe

guesti devono essere validati primadeis o e che ~ necessari o segui
Per massimizzare il recupero dei paraggigttrosono i punti chiavehe vanno tenuti presenta
filtrazione dei campioni | 6 uso di un s ol veatnfuge apgicate il tempgdi a s s i

centrifugazione.

Pori del filtro troppo grandi permettono un buon passaggio delle forme diagnostiche dei parassiti,
ma anche dei detriti causando difficolta per la lettura, con possibile maswreo delle uova, dei
trofozoiti, delle cistie delleoccisti.

Di contro con pori troppo piccoli si avra umeparato pulitpoma si rischia di avere un passaggio
inferiore di parassiti.

| sistemicommerciali hanno filtri diversi con grandezza dei pori di@econ unrange che va da
350pum a 1500 um.

Dall 6unico studio che, a nostra conoscenza,
delle feci risulta che la grandezza ideale rimane quella indicata da Allen e Ridlgyi#25

Il medesimostudio ha confrontatsistemiche utilizzanoun detergente @n solvente per grassi
(Triton X-100+ Etil acetatd con kit che non lutilizzano dimostrando che il recuperopdirassitie
significativamente ridotto se non si usdétergente ed golvente.

Inoltre dal confronto di velocita di cerfigazione diverseja 500 rpm (8 ¢g) a 3.500 rpm (1.650)

e diversi tempi di centrifugazionela 1 a 10 minuti, risulta chen giusto equilibrio tra velocita,
tempo e numero giarassitrecuperati si ha centrifugan@a3.000 rpn(1.200 g)per 3 minuti.

Tempi e velocita maggiori possopermettere drecuperaraina quantita lievemente maggiate
parassiti ma aumentano anche la quantita di detriti fecali nel sedimento rendendo piu difficile la
lettura del preparato.

In conclusione:

1 Filtrare con un filtrccon pori da 42%m (circa 0,5 mm).

9 Utilizzare undetergente e usolvente per grassi(iton X-100+ Etil acetatd.

1 Centrifugare a 3.000 rpm (1.20Dger 3 minuti

Come gia detto questo tipo di concentrazjog@ando correttamente eseguif@ermette di

e vi de n aimmargamma di @ementi parassitari, trofozoiti, cisti, oocisti di protozoi e uova di
elminti, maa causa di una dimostrata scarsissima sensihiithe raccomandatzer la ricerca di
larve diS. stercoralis per la quale ci si deve avvalere di altri metodi (V@dkcniche per la ricerca

di Strongyloidespp.e altri Nematodi a pag.28).

Esame microscopico del sedimento

A partire dal sedimento della centrifugazé miscelad con 23 gocce di soluzionediologica, si
all estiscono due preparat:. come per | 6esame
Con | 6 e =mscopeo delisedimento nonpdssibile mettere in evidenza i trofozoiti Di
fragilis, le oocisti diCryptosporidiumspp.e i Microsporidi.Per la ricerca di questi microrganismi
vedipar agQoalfoor aizi oni pap2r manenti 0 a

6.3.2 FLOTTAZIONE
La tecnica di flottazione permette la separazidaeparassitidai detriti organicé piu grossolani
usando una soluzione di flottazione corelevato peso specifico
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Le cisti, le oocisti e le uova che hanno peso specificaninore di quello della soluzione di
flottazione dopo la centrifugazionsaliranno alla sommita della provetta contenente la soluzione,
mentre i detritfecaliconpeso specificonaggiore si troveranneel sedimento sul fondo.

Le soluzioni di fottazione piu usate sonsoluzionesaturaal cloruro di sodiofgeso specificd,20a

20° Q esoluzioneallo zinco solfato gesospecificol,20 oppurel,35).

Questa tecnica produce un materiale piu pulito rispetto alla tecnica di sedimentazione, ma ha lo
svantaggio che diverse uova di elminti (uova opercolate e uova non fefdicdis) datal 6 el ev at ¢
peso specificanon flottano e si troveranno al fondo della provetta tra i detriti fepaltanto si

dovra esaminare sia la parte superficiale sia il sedimento.

Per poter farflottare anche queste uova ablbe necessaria una soluziocentenentelodio-
Mercurato di Potassio cqmeso specificd, 441,45, ma a causa della presenza di mercurio questa
soluzione non viengeneralmentetilizzata nei laboratori di microbiologia umana

Il preparato deve essere esaminato entr@QLBninuti dalla centrifugazione finale; oltre questo

lasso di tempagli elementi parassitamiziano a distorcersi e a disintegrarsi.

| nAppgendiceTecnica e presentatana procedura per la Flottazione.

In commercio vi soa kit per la flottazione (MirFLOTAC, McMaster test kit) che permettono
anche di quantificare ihumero dielementi parassitaper grammo di feciPrimariamente studiati
per la parassitologia veteriria@, sono utilizzabili anche per la parassitologia umana.

6.4  COLORAZIONI ESTEMPORA NEE

SOLUZIONI DI DOBELL O LUGOL 1:5

La soluzione di Dobeglo Lugol 1:5, a voltedenominata in inglese contmublestrength Lugol's

iodng contiene |1 01% di lodio e non va confusa
colorazione di GramGr a m6 s ) cheocdntieneslo 0,38,5% di iodio. Il Lugol per Gram non e
raccomandatd\ON usare.

Al cuni aut or. uti |l i zzhenohd aumsa | uan werret rdd z iDAMen t
Vengono usat@ er | preparati fa frescoo sia nell 6es
per evidenziare le strutture interne delle cisti, ma anche dei trofozoiti, di flagellati e amebe.

A una goc@ di campioneposta su un vetrino podggettosi aggiunge una goccia di saione

iodata, si copre con uwetrino coprioggetto da22 x 22 o 24x 24 mm o anche di maggiori
dimensionj si fa agire il colorante per circa 30 secondi e poi si legge al mogiasc

La soluzione di Dobell e reperibile in commercio, ma e anche facilnpeeparsile in laboratorio

(vedi AAppendice Tecniad.
Fig. 7. Colorazione di Dobell

Colorazione con soluzione di Dobelisti di E. coli (600x) e cisti diG. duodenalig1.000x)

FOCUS
La soluzione a base di iodio serve per evidenziare le strutture interne delle cisti, ma anche Hei
trofozoiti, di flagellatie ameben el | 6 esame mi cr os c o gdoneewrazonea [di r e
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6.5 COLORAZIONI PERMANENT |

Le colorazioni permanensiono | t er zo e bamenano-pacassidomdicbt@ndard (esame

microscopico diretto, esame microscopico dopo concentrazione, colorazione permanente).

Permettono dritrovare eidentificare tofozoiti e cisti diamebe dlagellati, ma non sono indicate
per | a ricerca euovh é lardesdndlminteides wotozomi e eisti deprotbzei

ciliati (B. coli).

In tabella3 a pag 27 sono riportate le indicazioni e limiti delle colorazionipermanentiper le

amebe e flagellati.

6.5.1 COLORAZIONE TRICROMICA DI WHEATLEY

C una mo argihdlecotrazioad istoldgica di Gomori.

| campioni migliori per gesta colorazione sono le feftesche
immediatamente fissate con fissativo di Schaudmnle feci
conservate in PVA; é possibile effettuare la colorazione trican
anche a partire dai fissativi E c o | ddgeViali (ger alcunisi
devono utilizzare specifiche coloraziatedicate).

Non é indicata con feci conservate frmaling SAF e MIF in
guanto i risultati con questi fissativi sono molto scarsi.

La colorazione e laboriosa, man di difficile esecuzione consente
i rilevamento e | 6identific
flagellati graziea |ellev@ta definizione dei particolari dei nuclei.

Il contrasto di colore (variazioni di rosso, blu, viola e verde) coi
colorazione tricromica € piu nettospetto alla colorazione cor
Ematossilina ferrica.

| reagenti per la colorazione Tricromica di Wheatley sono reper
in commercio

6.5.2 COLORAZIO NE CON EMATOSSILINA FERRICA

Fig. 8. Colorazione Tricromice

"

1S

’

2 ) o W
3 - 5 2%

LI . Y
Trofozoiti di E. histolytica/dispa1.000x) '
s ¥

1:.5 -5

. =
-

Trofozoiti di D. fragilis (1.000x)
Da: CDC (modificata)

rof oz

Vi sono molte modifiche della coloraziormn Ematossilina ferricde due piu comunemente

utilizzate sono le procedure di Spentéonroe e di Tompkindiller.

Fig. 9. Colorazione ~ Anche per questa colorazionecampioni migliori sono le fecfresche
Ematossilina ferrica  jmmediatamente fissate con fissativo di Schaudinn o le feci conservate in

iz . partire dai f Ong\dah t |

(1.000x)
Da: Petithory JCet al Amibes et Colora2|one_ ot t | ma p er

Flagellés Intestinaux .
amebe e flagellati.
6.5.3 COLORAZIONE DI GIEMSA

PVA, ma a differenza che cda tricromicasi ottengono buoni risultati
anche a partire daampioni conservati in SAF, mentre con feci
conservate ifiormalinao in MIF i risultati sonadel tuttoinsoddisfacenti.

E possibile effettuare la colorazione con Ematossilina ferrica anche a

vi AEcologicio
Trofozoita diE. histolytica Pur senza la gamma di contrasti di celdlella ticromica anche questa
| 6i denti fitidiazi on

E una colorazione molto semplice da eseguinetutto simile alla colorazione utilizzata per i

Plasmod.i.

Per la colorazione di Giemsano necessarie feci fresclefeci conservante in qualunque fissativo

non sono idonee.
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E indicata per la diagnosi microscopicaXifragilis. Possono essere facilmente identificate anche

Blastocystispp.e G. duodenalisma per questi due protozoi la tecnicg Fig. 10. Colorazione di

mi croscopica dobéelezione — |l a ri Giemsa > con
Pur non raggiungendo la nitidezzdei dettagli della colorazione '-')’ k{,
tricromica, permette comunque di effettuare diagnosi di infezione d: % uét\' N
Dientamoebanolto accurata. . e

Dal momento cheD. fragilis, con Blastocystisspp., € il protozoo
intestinale piu diffuso in Italia e che, come detto, questa colorazgo ol
molto facile da eseguire, il Comitato per lo Studio della Parassitol: ~ Trofozoiti dib. fragils (1.0009
del | 6 AMC LraccotnddaSmeg colorazione permanente, la colorazione di Giemsa.
Questa scelta € stata effettuata anche in base alle indicazioni del Nidgatihl Service of England
(NHS).

FOCUS
Con le tecniche tradizionali, per identificareD. fragilis € necessario eseguire una colorazione
per manent e. I Comitato per | o Studio del|l a I
la colorazione di Giemsa.

6.6 COLORAZIONIPERI CoOCCIDI

Questecolorazioni sono particolarmente utili per la ricercaCdyptosporidiumspp, meno petC.
cayetanensise C. belli c h e possono essere pi % facil mente
microscopico diretto o dopo concentiaze.

La parete cellulare dCryptosporidiumspp., C. cayetanensi® C. belli contiene lipidi acide

resistenti, ciper mett e | 6 us o -adido resistehtigper taziderocandi questi pootwzwil
Il campione migliore per le colorazioni debaridi € il sedimentalopo
Fig. 11.O0cisti di concentrazione.
Cryptf)Sporidif”Epp- . Possono essere utilizzate diverse tecniche di colorazione, ma le piu usate
o

sono la colorazione di ZieiNeelsen(Z-N) a caldo, la colorazione di-X

” modificata a freddo, la colorazione di Kinyounla colorazione con
Auramina oAuraminaRhodamina Quest 6ul t iperaalac ol or
cui letturae necessariun microscopio a fluoregnza, € consigliabile
come metodo di screening.

Con le coloraziondi Z-N e di Kinyoun le oocisti si colorano di rosa
rosso, rosseviola su uno sfondo di diverso colore a seconda del
contrastante utilizzato (Verde di malachite, Blu di metileBe¥requente

vi e differenzadi intensita di colore tra gli organismi presemitgl
medesimo preparatapn tutte le oocisti ggionodel medesimo colore e
alcune non si colorano affatto e appariranno chiare.

Alla colorazione conAuramina o AuraminaRhodaminale oocisti
appariranno di colore giallgjallo-verde su uno sfondo scuro.

U nudieriore colorazionger i coccidj meno utizzata, e la colorazione con Safranina a caldo. Le
oocisti si colorandli arancio rossastro pit 0 meno intenso. Anche in questo caso vi é differenza di
intensita di colore tra le oocigtresenti nel medesimo preparato e alcune non si colorano affatto.

AuraminaRhodamina (400x)
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6.6.1 AUTOFLUORESCENZA

Caratteristica peculiare delle oocisti@i cayetanensie diC. belli | 6 a u t nzd duandorile s c e
preparato & esposéduce ultravioletta

A lunghezza doonda csbotigneuensdoaa utt rod | VDG eecarBfiinz an |
di eccitazione tra 450 e 490 nm la fluorescenza & meno intensa ed e di colore verde.

| CDC di Atlanta hanno suggeritdi utilizzare questa caratter@sper lo screening rapido nelle
epidemie d&C. cayetanensi

AncheCryptosporidiumspp. preseia autofluorescenza, ma in forma minore e soprattutto molto piu
incostante rispetto @. cayetanensis C. belli; di conseguenza questa tecnica non e applicabile per
uno screening rapido.

In tabella 3 apag 27 sono riportate le indicazioni e i limiti delle colorazioni permangeti i

coccidi.
Fig. 12 AutofluorescenzaDa: CDC (modificate)

Oocisti diC. cayetanensig00x) Oocisti diC. belli (400x)

FOCUS
Con le tecniche tradizionali, per identificare Cryptosporidiumspp. € necessario egglire una
colorazione alcoolacido resistente (ZiehiNeelsen modificata, Kinyoun, Auramina).

6.7 COLORAZIONIPER|I MICROSPORIDI

Per la ricerca microscopica dei Microsporidi il campione raccomandato € il sedimento dopo
concernrazione con FEAa partire da dci conservate irfformaling in SAF o in un fissativo
AEol o@®neViald

Vi sono diversi tipi di colorazione, ma le piu utilizzate sono la colorazione Tricromica modificata
secondo Webear Ryane la colorazione con agenti chemofluorescehib(bcromi)tipo Calcofluor
White o Uvitex 2B.Sono entrambe di facile esecuzione e i reagemto reperibili in commercio.

Dato che imicrosporidi intestinali sono molto

piccoli, da 0,91,5um a1,2-2,0 um a seconda _ Fig. 13. Microsporidi

della specie, & necessarioche chi legge al L ~ l
microscopio i preparatiabbia particolae

esperienza " - . 2

Con la colorazione Tricromica modificata I

spore, ovali, assumono ©o¢ rosarosso

Spesso con un vacuolo piu trasparent \. A
al | 0i mdcasionalmentee visibile una  Ticomica modificats (1000 Calcofluor White (1.000x)

banda rOSSdiagonalq:)il‘] scura Che attravers Da L. S. GarciaDiagnostic Medical Parasitologgmodificate)

la sporatubulo polare) Pud essere confondente la presenza di batteri e lieviti che possono colorarsi
in rossQ sonotuttaviapiu scuri dei microsporidi e senza vacuolo trasparente.

-
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Al microscopio a fluorescenzaei preparati colorati con CalcofludVhite o Uvitex 2B le spore
appaiono rifrangenti di colorazzurrebiancq anche in questo casa volte e possibile vedere il

tubulo polare

| lieviti e altri elementi fungii possono essefkiorescenti, mentre non lo sonbatteri.
Con le colorazioni non é possibile distinguere né il genere né la specie, quingb oh pasitivita

S i dovr "~

refertare:

fiPresenza

di spore di

In tabella 3 sono riportate le indicazioni e i limiti delle colorazioni per i Mpoasli.

Tabella 3. Principali@orazioni per Amebe, Flagellati, Coccidi, Microsporidi

Colorazione Indicazione Limiti
, . . Ricerca e identificazione definitiva di Amebe ( Non idonea per ricerca di Coccidi,
Tricromica di Wheatley Flagellati Microsporidi
. . Ricerca e identificazione definitiva di Amebe ( Non idonea per ricerca di Coccidi,
Ematossilina ferrica Flagellati Microsporidi

Giemsa

Ricerca e identificazionBientamoeba fragili®
Blastocystispp.

Non idonea per ricerca di Amebe,
Coccidi,Microsporidi

Alcool-acido resistenti
modificate

Ricerca e identificazione di Coccidi

Non idonee per ricerca di Amebe,
Flagellati, Microsporidi

Safranina a caldo

Ricerca e identificazione di Coccidi

Non idonea per ricerca di Amebe,
Flagellati,Microsporidi

Tricromica modificata
(Weber, Ryan)

Ricerca di Microsporidi

Non idonea per ricerca di Amebe,
Flagellati, Coccidi

Fluorocromi (Calcofluor
White, Uvitex 2B)

Ricerca di Microsporidi

Non idonea per ricerca di Amebe
intestinali, FlagellatiCoccidi

6.8  SCOTCH TEST/T AMPONE PERIANALE

Con le tecniche di concentrazione delle feci e possibile evidenziare le uova in mériOéeldei

casi di soggetti inféati daE. vermicularis (ossiuri). Cio é causato dal fatto che, durante le ore
notturne,le femmineadul t e gravide migrano fino all daper
uova che aderiscono alla mucosa ed alla cute perianale.

Le uova vanno quindi ricercate a livello delle pliche perianali con la tecnica dello Scotch test (Test
di Gralam) o con la tecnica del Tampone perianale.

Con queste tecniche e possibile evidenziare anche udwaediaspp.perché le proglottidi graved

di frequente si insinuano nell 6area perianale
Il prelievo deve essere effettuato al mattipdma che il paziente defechi e/o si lavi.

Anche per la ricerca degli ossiuri € molto importaesaminare almeno tre campioni raccolti a
giorni alterni, infatti un singolo Scotch test o Tampone perianale individua solo circa il 60% delle
infezioni.

A volte puo essere necessario esaminare sino a 6 campioni prima di poter escloleertezza

u ninfezione da ossiuri.

| nApgendice Tecniaasono presentate le procedure pé@sécuzione dello Sait test e del
Tampone periaale.
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\J

A SN ET A i L)
Uova diE. vermicularig100x e 200xe uova diTaeniaspp. (100x)

FOCUS
E necessario esaminare almeno tre campiorfa volte sei)prima di considerare negativa la
ricerca di E. vermicularis

6.9  TECNICHE PER LA RICERCA DI LARVE DI STRONGYLOIDESSPP. E ALTRI NEMATODI

Le femmine adulte parerogenetthe di S. stercoralis non vivono nel lume intestinaldgensi

al | 01 elawstomucosa ove depositdealovacherapidamentei schiudonailasciana larve
rabditiformi (L1). Gia nel lume intestinalde larve L1sono in grado di svilupparsi in larve

filarif ormi infettive (L3) che possono autofestare I'ospite rendenda Istrongiloidiasicronica In
determinati casi, pazienti immunodepressinot er api a ¢ o r-inféeziene puocessere | 6 a
massiva con migrazione delle Il arve L3 dall éin
non di rado letali.

La sensibilita nel rilevare le larve con le tecniche di concentraEBree del tutb insoddisfacente

di conseguenzin caso di negativita cola concentrazione in tutte le situazioni in cui € essenziale

e s ¢ | uidfezone coh @in elevato grado di sicurezza, come nel caso di pazienti anziani che
devono essere sottoposti a terapiatisonica o di pazienti con un quadro anamnestiouco
fortemente sospetto per strongiloidiasisi, andrebbero sempre utilizzatéhéediriette piu sensibili

guali il metodo di Baermane/o la coltura su agar per le larve.

Per queste tecniche e indispaibide che il campne sia rappresentato da feci fresamen
refrigerateo congelate

Molto importante per la diagnosi di strongiloidiasi si &€ dimostrata la ricerca sierologica di anticorpi
anti Strongyloidegvedi fiTecnicheDiagnostichdndiretted pag. 3).

Metodo di Baermann

Il metodo di Baermman drutta la termotassi positiva la idrofilia delle larvedi nematodiche
migranq dalle fecicollocatein un involucro di garzan e | | 6 a ¢ posgta in gnarbdtadopo
circa un'ora di incubazione le lang concenteranno sul fondo delhbuto e potrannoessere
raccolte ed esaminateedi iAppendice Tecniaa).

E un metoddfino a quattro volte pill sensibile della FEA e, grazie alla grande quatitiféci
esaminatepuo rilevare anchiafezioni leggere, ma e anchm metodalquanto macchinogger cui
sono state proposte diverse modifiche per renderlo piu agevoldi\guiindice Tecniad).

Si rammenta che qualora si esaminassero feci
per 4872 ore, eventuali uova di Ancilostomifdncylostoma/Necatdro di Trichostrongylusspp.
potrebbero libena larve nel campione; in questo caso € necessario differenziarle dalle 1&ve di
stercoralis
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Undaltra tecnica di mi grazione che si gi ova
tecnica di Haraddlori per la qualesi rimanda &Appendice Tecnica

Coltura su piastra di agar

La procedura di coltura delle larve su agastata introdotta negli anD del secolo scorso. E piul
sensibile di circa 6 volte rispetto alla FEA e secondo alcuni autoghegriu sensibile del metodo

di Baermanno sue modifiche validatgg attualmente consideratanetododiagnosticadiretto di
elezionen particolare nei pazienti immunodepressi.

Come terrenai utilizza un agar nutriente non selettivo che viene inoawan circa 6/ grammi di

feci freschenon refrigeratell terreno per la coltura reperibiledn commercioproo per,mdeéd u s o
anche facilmente preparabile in laboratorio (V@gpendice Tecniaa).

Sembra cheanchealtri tipi di agar nutrienti non selettivi siano soddisfacenti, tuttavia il terreno

specifico pelS. stercoralis pi %2 appropriato per garantire | 6
Per aumentare la sensibilita del test € opportuno insemenzare const cgagione almeno tre
piastre.

In caso di positivita nella piastra di coltura oltre alle larve strongiloidi L1 e possibile trovare larve
filariformi L3, vermi adulti e uova.
Con questa tecnica e possibile coltivare anche Ancilostomidckostrongyluspp.

Avviso di sicurezza

Con tutte le tecniche per le larve $li stercoralise tassativaispettare le precauzioni di sicurezza
poichénei campioni positivipossono essere presenti larve filariformi tt&smissibili al contatto
conlacut e del.l 6operatore

FOCUS
La coltura su agar éconsideratoil metodo diagnosticodiretto di elezione per la ricerca diretta
di S. stercoralisValida alternativa e il metodo di Baermann.

6.10 TEST IMMUNOLOGICI

Sul mercato sono disponibili numerosi test immunologici per il rilevamento e l'identificazione di
Giardia duodenalis Cryptosporidiumspp, Entamoeba histolytica/dispag Entamoeba histolytica
il'sens u cketritevanot gh @ntigeni per mezzo di tecnicimemunoenzimatiche Enzyme
Immunosorbent Assay EIA) o ImmunocromatograficheR@pid Diagnostic Tests RDTS) o in
ImmunofluorescenzBiretta Direct Fluorescence AssayDFA).

Se utilizzati secondo le istruzioni fornite dai produttogi riguardi dellaconservazione dei
campioni fecali @l e ésécozione delteftquant it~ e trattamento del |l
lettura e interpretazione dei risultatianno sensibilita e specificita genere superioal 90%. La
sensibilitaanaliticaé comunaie superiore a quella che si ottieceo N | 6 e spEamAssitologe® r o
standard e/o con le colorazioni specifiche, ma inferiore alla sensiaiigditica della biologia
molecolare.

Per la diagnosi di Schistosomiasi € commercializzato un test per lzargiar antigene presente in
tutte le specie dBSchistosomail test non viene eseguito su un campione fecale, bensi su un
campione di urina.

La sensibilita della ricerca delle uova 8i mansonnelle feci risulta esserbassa e variabile a
seconda del umero di campioni esaminati e del metodo di ricerca utilizzato (Katp,
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Concentrazione con FEAcc), ne consegue la necessita di utilizzare metodi alternativi tpuali
ricercadi antigeni nelle urine efla sierologia (vedit Te c ni ¢c he Ddrett@apmsed)i ¢c he |

6.10.1 GIARDIA DUODENALIS E CRYPTOSPORIDIUMSPP.

| kit commerciali pella ricerca degli antigeni djuesti protozoi utilizzano le tecnicligA, RDT e

DFA. Possno essere utilizzate sia feaie$che anche refrigeratgper non piu di 23 giorni o
congelatedopo averleiportate a temperatura ambieng@ feci conservate ifrormalinal0%, SAF

o] Fi ssat i v OneViaE ger |qoegti uttimioverificare la compatibilita dichiarata dai
produttori. Al contrario i fissativi contenenti PVA non sono idonei mcamente peDFA, non

sono indicatde feci congelate.

Vi sono kit che individuano i singoli protozoi o entrambi oltre a un kit che individua
contemporaneamen. duodenalisCryptogoridiumspp, E. histolytica/dispae peril quale sono
necessarie fedrescheanche refrigerate o congelate

Per [ test DFA e RDT = raccomandato | d6esame
aumenta la sensibilita, invece peritestEIAé ancleepo bi | e | 6esecuzione d
della concentrazione.

6.10.2 ENTAMOEBA HISTOLYTICA/DISPARE ENTAMOEBA HISTOLYTICA

| kit commerciali peta ricerca degli antigeni dintamoebautilizzano le tecniche EIA BDT.

La maggior parte non distingue tEa histolityca patogena E. disparnon patogenagvidenziando

quindi il gruppoE. histolytica/dispar vi sono perd anche kit spedcifiper E. histolitca i s e n s u
strictao.

Devono essere utilizzate feftescheancherefrigerateper non piu di 23 giorni o congelate dopo
averle riportate a temperatura ambiente. Le feci conservate in qualsivoglia fissativo non sono
idonee.

Anche per il kit che individua contemporaneame@te duodenalis Cryptosporidiumspp, E.
histolyica/disparsono necessarie feftesche.

6.10.3 SCHISTOSOMA SPP.

In zone endemiche, ma anche per soggetti provenienti o di ritorno da zone endemiche. puo essere
utile la determinazione di antigeni circolanti (antigeni catodico e anodico circotaat)ante
anticorpi monoclonali.

In Italia € commercializzataun test per la ricercdel 6 ant i gene catodico ci
urine.

La sensibilit”™ del test =~ ottima per elevate
diminuisce al dimiagire della carica parassitaria, ma rimane sempre superiore alla sensibilita della
ricerca diretta delle uovaelle feci.l n caso di negativit?’ del | 6a

consiglabile ripetere i test dopo duiee mesi.

FOCUS
Per la ricerca di artigeni di Entamoeba histolytica/dispao Entamoeba histolyticaii s e n s u
s t r idevbrm ésere utilizzate feci fresche.

6.11 STIMA DEL LA CARICA DI ELMINTI
La quantificazione delle uova di elminti non & di norma richiesta come esame di routine.
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Conoscendo ihumero totale di uova presenti in un campione fecale delle 24 ore é possibile stimare
approssimativamente il numero di vermi adulti presenti in un paziente. In base al numero di vermi
| idfezione puo essere classificata come leggera, moderata o severa.

La stima della carica (o intensita) di elminti, espressa come uova per grammo (UPG) di feci,
indicata soprattutto per determinare I'efficacemld antiparassitari, nel corsti un programma di
controllo o di eradicazione, mediantd~decal Egg Count Redtion Test{FECRT). h aree ad alta
endemia e con scarse risorse economiche, fa da guida nella decisione di trattare 0 meno un
particolare paziente per infezione da vermi che pud avere poca o0 nessuna rilevanza clinica.

Il conteggio delle uova di elminé influenzato da diversi fattori che possono condurre a errori nella
valutazione déh UPG i principali sono la fecondita dei vermi, la variabilita nelleoguzione
quotidiana delle uovda consistenza delle feci eltimo ma non meno importante, l'esipaza e la
capacita di chi esegue il test.

Gli unici elminti per i quali € possibile correlare con una accettabile approssimazione la quantita di
uova prodotte con la quantita di vermi adulti soAolumbricoidesT. trichiura, gli Ancilostomidi

(A. duocenalee N. americanupge gli Schistosomi.

Le tecniche di conteggio piu comuni sono il metodo di Stoll, il metodo di-Katp e, con la
flottazione, il metodo di McMaster e i metodi FLOTAC e MiLOTAC.

In fAppendice Tecnicasono riportati i metodi dbtoll, di Kato-Katz, di McMaster e Mini-FLOTAC.

6.12 COLTURE PER | PROTOZO |

Sono veramente molto pochi i laboratori @seguono tecniche colturali per i protozoi intestinali.

Le colture non possono essere considerate un'alternativa ad altri metodi di ricerca, poiché sono poco
sensibili; campioni positivi all'esame microscopico possono risultare negativi alla coltura.

Quese tecnichesono utilzzate soprattutto per la coltudi Entamoebaspp, D. fragilis e
Blastocystispp.principalmente per poter disporre di un gran numero di trofoaaitiopo dricerca

come lo studio di potenziali agenti terapeutwi di approfondimento diagnostico conia
tipizzazione zimodemica mediante gttroforesi per la distinzione tifantamoeba histolytica
patogena &ntamoeba dispanon patogena

La distinzione tra amebe patogene e non patogene mediante la tipizzazioderaioa € sempre
meno utilizzata essendo stata sostituita thst immunologici e soprattutto dalla biologia
molecolare.

Vi éun gran numero di terreni colturali che si distingutmaadi loro principalmente per la presenza

o meno di microrganismi, ad espim Escherichia colinella composizione del terreno; i terreni che
contengono microrganisnsioro definiti come xenici (monoxecii Se contengono un unico tipo di
microrganismi, poklenici se ne contengono 2 o piu), mentre quelli che non contengono
microrganismi sono definiti axeniciEsempiodi terreno xenico ¢ il terreno di Robins@sempidi

terreni axenici sono i terreni di Jonasdificato edi Diamond(TY1-S-33) e il terreno TYS GMO.

Sono tutti terreni molto complessi che devono essere preparationatorioe che non si ritiene
debbano esere illustrati in questo documento

Perlapr epar azi o n envieatdstospecialitzatiz z o s i roi

6.13 BIOLOGIA MOLECOLARE

La biologia molecolare ha permesso di miglierkr diagnosi microbiologicda oltre 30 anni.

In ambito parassitologico le tecniche {mmmlecolari sono state utilizzate inizialmente per studi di
tipizzazione, tassonomia, caratterizzazione biologica e patogenetica.
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La reazione nota come PCRqlymerase Chain Reactiprovvero Reazne a Catena della

Pol i mer asi) per met t @ spdcificafraprentd idicDINA iutdizzando dame u n
inneschi delle corteegjuenze nucleotidich@rimers.

La specificita della reazione e deteratim dalla sequenza daiimersche si potranno appaie solo

con compl ementar.i sequenze note e <caratteris
analizzato. Qui ndi | 6eventual e frammento amg
costituira la prova diagnostica della presenza del microrganigicampione in questione.

Alla fine degli anni90 del secolo scorso lI'uso deR&R era ancora limitato e la maggior patella

ricerca era dedicata aataria,leishmaniasitripanosomiasi eoixoplasnosi.

Inoltre, ad eccemne della ¢xoplasmosi, l'egrienza delluso della PCR sul DNA isolato
direttamente dal materiale del paziente era assai limitata.

Con lo sviluppo delle tecniche PC& principiare deglanni 2000 é stato possibile per i laboratori

con esperienza in biologia molecolare costrui
feci.

A partire dal 2010, con | a s pihatominc@ad ingerird e st
anche i parassiti intestinali nei pannelli per la diagnosi eleiastroenteriti e nei test di
amplificazione del segnale in tempo reatei come Real tme PCR(Rt-PCR}.

Questa tecnica riduce i tempi di esecuzidaktest in quanto non necessifaina successazanalisi

dei prodotti di amplificazione tramite elettroforesi, come nel caso della PCR convenzionale. In
guesta tecnica | 6amplificazione dell o specifi
all 6emi ssione di | uce f diwpecifeisfluoeofori eella dntseela tdia a |
reazione. Cio permette la generazione di un profilo di emissione che pud essere seguito nel corso
stesso della reazionBdal timg, quindi riducendo di molto i tempi di analisi.

Dopo gli studi condottda autori oandesi(van Gool e Verwe)j la RtPCR diventa sempre piu
diffusa per la sua maggiore sensibilita e specificita nella rilevazione dei principali protozoi
intestinali (E. histolytica G. duodenalis D. fragilis e Cryptosporidiumspp.)ancheutilizzandoun

solo campione di feci

Sono in aumento le dittehe hanno sviluppato test in-RCR e che hanno costruito pannelli che
comprendono anche alcuni elminti intestinali e microsporidi. Il problema ora €& la loro validazione
clinica.

In questo ambito, diffiée per la relativa rarita di campioni positivi, il Comitato di Studio per la

Parassitologia (CoSP) dell 6Associazione Micro
livello nazionale e internazionale, risultati interessanti di studi multicerdrialcuni test in
commercio. Infatti soprattuttgr azi e ai me mb r i i scritti all 6 AM:

discreto numero di campioni, positivi per i diversi parassiti intestinali, dalla rete dei laboratori a
livello nazionale.

(8) Detta purequantitative PCR(qPCR) in quanto consente, in alcune condizioni, anche la quantificazione della
sequenza bersaglio. Inoltre Real timePCR(RttPCR)s u DNA non va confusa con unéba
ReverseTranscriptase PCRRT-PCR)che ha ungrima fase che utilizza RNA come materiale di partenza, molto nota

al giorno dbéoggi perch® ~ | a {ELoVi2rtampgnarhokecolare)lc ni ca per | a
6.13.1 VALORIE LIMITIDEIT EST MOLECOLARI

| test molecolari hanno apportatm miglioramento della sensibilita @ella specificita per la

diagnosi dei protozoi intestinali superando le difficolta della diagnosi morfologica tradizionale
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|l egata all 6esperienza del |l 6operator e, p@alati nume
microscopici da esaminare.

Stark ha dimostrato un aumento della sensibilitd della PCR di oltre il 30% rispetto alle tecniche
tradizionali nel rilevar&s. duodenalisE. histolytica D. fragilis e Cryptosporidiunspp.

La PCR permette di differenziake histolyticadaE. disparaltrimenti impossibili da discriminare

con il solo microscopio. La PCR migliora andhdentificazionedi D. fragilis che tradizionalmente
obbliga la ricerca microscopica da strisci fecali dopo colorazione Giemsa o Tricromica.

Non si hanno per ora dati cosi validi anche per la ricerca degli elmintinadestcezion fatta per i
geoelminti.

Come tutte le tecniche di biologia molecolare, la PCR applicata ai parassiti intestinali non é scevra
di difficolta.

Prima fra tutte lanecessitaduna procedura efficiente per | 6e
cruciale per tutti i metodi molecolari e la qualita del DNA estratto dal campione biologico, in tal
senso le feci rappresentano una matrice particolarmente complessa egheteigte puo contenere
sostanze inibenti la reazione di amplificazioneRMA alla base della PCR e defR4-PCR.

| test dispoibili in commercio raccomandano sistemiedirazione validati Per le PCR sviluppate

fin cas® (in house/at home sono dispotiili diversi sistemi di estrazione che devono essere
studiati nella fase di valutazione e della messa a punto del test.

Fra i principalisistemi di estrazionautomatizzatvi sono ad oggi: QIAsymphony e QIAamp DNA

mini kit (Qiagene), NucliSENSE easyMAGidérieux), MagNAPure (Roche), Microlab Nimbus
(Hamilton), Microlab STARIet (Hamilton), InviGinius (Stratedjaxwell (Promega)

Il campione ideale per la biologiaatecolare e costituito da feci freschanche refrigerate o
congelate. Sono ancora da validare i sistemi di trasporto e conservazione idonei per ogni test in
commercio. Alcune ditte propongono per i loro test sistemi di trasporto e conservagidage ai

quali € necessario attenersi.

FOCUS
Lébestrazione degl: aci di nucl ei ci dal maf er i :
numerose sostanze interferenti o inibitorida reazione di amplificazione del DNA
E necessario utilizzare sistemi di estrazione validati

Allo stato attuée non esistono sistemi commerciali validati per campioni conservati in mercurio,

PVA e formal i na, con | 6 e cGc @udepaliseE. hisiolytica a Kit
Cryptosporidiumspp.(soloC. hominiseC.parvum e che, secondansegqay@ant o

validato anche per campioni conservati in formalina al 10% al massimo per 5 giorni. Questo kit non

permette | 6uso di campioni congel ati

Negli ultimi anni le ditte produttrici hanno progettato e commercializzato dei fissativi/conservanti,
costiiti da miscele di alcooli, che permettono di eseguire, a partire da un unico flacone, oltre alle
concentrazioi, le colorazioni permanentitest immunologicimaanche i test molecolari (fissativi
universali).

| CDC di Atlantae L. S. Garcia( vedi i fiBbobl i onglicand comédn eoaservante
compatibile con la biologia molecolare il Tefik® (Medical Chemical Corporation).

Recentemente sono stati commercializzati altri fissativi universali: Agafi ( Apacor ) ch
brochureillustrativa dichiarda possibilita di eseguire test molecolari e SVT (Meridian)
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per il quale il produttore dichiara che é possibile utilizzarlo con metodi di biologia molecolare,
previa specifica validazione per il metodo molecolare prescelto.

Allo stato attuale dée conoscenze, AMCLI CoSP consiglia di seguire la proposta di van Gool del
2014: un campione di feci raccolto in un unico giorno edwstribuito in aliquoten due flaconi,

uno senza conservanti per la-FRER per i protozoi intestinali (oltre che pertti i test che
prevedono un campione di fdcesde) e uno con fissativo (SAFpfnalina 10%ecc) perl 6 e s a me
mi croscopico dopo c GecaTeenstipaplBi one (vedi ADual
In alternativa, se non si vogliono utilizzare digeoni, epossibile utilizzare solo feci fresclohe
vengonodistribuite in aliquotein laboratorio ove possono anche essere congelate per eventuali
approfondimenti e/o studdi validazione dei sistemi di biologia molecolare e/o studi
epidemiologici.

Per una corretta diagnosi dei parassiti intestinali con le tecnichenblecolari € necessaria
undesperienza si a nel | a parassitologi a trad
biologici, clinici e diagnostici sia nella capacita di interpretaratii dei test di amplificazione.

E necessario scegliere tecniche validate, semplici da utilizzare e con costi contenuti.

La diagnosimolecolare ha il noto limite di rilevare solo irgger i quali € stata digeata, quindi la
specificita del test deve essevalutata in relazione al livello di identificazione necessario per una
diagnosi correttaAlcuni test, per esempio, rilevano sdlo parvume quindj in teoria,potrebbero
perdere altre specie dryptosporidium sebbene ne esistono altri che rilevamitetle specie che
infettano | 6uomo basandosi su geni conservat.i
Le ditte dovrebbero concordare i pannelli ddl€R multiplex con le Associazioni Scientifiche
come AMCLIT CoSPo SolPa.

La diffusione delle tecniche bimo |l ecol ar i potrebbe causare | a
parassitologidradizionale costruita nel temp8ara necessario, pertanto, cercare di non perdere le
conoscenze acquisite e anzi diffonderle, come illustrata pstfazione di questo documento.

Le metodiche di biologia molecolare non sono indicate per il felipwdei pazienti infettati,
poiché, a causa della loro elevata sensibilita, potrebbero rilevare anche gli acidi nucleici di parassiti
morti ma ancora presiti nel campiongilevando cosi false positivita

6.13.2 KIT COMMERCIALI

Vi sono numerosi kit, prodotti da diverse ditte e marcatiI'CE, per la rilevazione dei protozoi
intedinali umani mediante RRCR Sono kit Monoplex (che rilevano un uniparassita) o Duple
(che rilevano due parassiti)Multiplex (cherilevano contemporaneamente tre o piu parassiti). Tultti
i kit Multiplex per protozoi ad oggi in commercio permettono di rilev@e duodenalis E.
histolyticae Cryptosporidiumspp.Alcuni rilevano anché. fragilis e/o Blastocystispp. Inoltre é
presente sul mercato un kit che oltre ai cinque protozoi citati permette la rilevazione a@iche di
cayetanensis

Allo stato attuale dicembre 2021) in commercio in Italia vi &n unico kit RtPCR per la
rilevazione di elmintimarcato CHVD per uso diagnosticoll kit permette di evidenziare:
Ancylostomaspp. (A. duodenalgA. caninum A. ceylanicurjy Necator americanysStrongyloides
spp. (S. stercoralis S. fulleborni) Ascaris spp. (A. lumbricodes A. suun), T. trichiura, E.
vermicularis Taeniaspp. (T. solium T. saginata T. asiaticg, Hymenolepisspp. (H. nang H.
diminutg. Inoltre nel medesimo kit sono preseptimers per il rilevamento diEnterocytozoon
spp/Encephalitozoospp.(E. bieneusi E. cuniculi E. hellem E. intestinalig.
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Purtroppo in questo kit non sono presgmimers per Schistosomapp. e inoltre meraviglia la
presenza dprimers per i microsporidi in quanto il tipo di popolazione che necessita di questa
ricerca (paznti immunecompromessi con diarrea) differisce notevolmente da quella per la quale
si ricercano generalmente gli elminti (immigrati e viaggiat@rzone endemiche

Recenti studi retrospettivi (Kdller Tet al 2020, Autier B.et al 2021, Hoffmann Tet d 2021)
hanno messo in evidenzael complesso, unauona performance dei kit commerciRli-PCR per
elminti, ma hanno pure rilevato un discreto numero di falsi negativi in particolare per
Ancilostomidi, Strongyloidesspp, T. trichiura e E. vermicularis anche se i tre studi non
concordano complatnente sulle false negativita pguesti elminti Le principali criticita sono
presumibilmente legate al tipo di materiale utilizzato per gli studi retrospettivi (campioni congelati
anche da al c difaci e aam materiale pariarialé pes la ricedc&. vermicularis al

tipo di primersutilizzati e non ultimg ai metodi di estrazione del DNA (estrazione diretta da feci o
estrazione dopo trattamento comcrobiglie in ceramicgoer la frammentazione delle ugva utti

gli articoli concordano con il fatto che sono necessari ulteriori studi, soprattutto di tipo prospettico,
per validare definitivamente questi kit. Per maggiori approfondimenti si rinvia ai lsooracitati

(vedi Fonti Bilografiche)

In Italia € anche repibile un secondo kit che contiepemersperA. lumbricoides N. americanus

A. ceylanicumA. duodenaleT. trichiura, S.stercoralis ma che allo stato attuale & considerato per
solo uso di ricerca (RUQO)

FOCUS
| test di Biologia Molecolare (PCR, RtPCR, Microarray) eseguiti su materiale fecaldnanno
dimostrato una sensibilita e specificita maggiore rispetto alle tecniche tradizionali per |i
principali protozoi, ma allo stato attualenon per tutti gli elminti.

7 ALTRI MATERIALI DAL TRATTO INTESTINALE

7.1 L IQUIDO DUODENALE

Il liquido duodenale viene primariamente esaminato per la ricerca di trofoz@Gitiddiodenalis ma

anche di larve d&. stercoralise oocisti diCryptosporidiunspp.edi C. belli, neic a s i esamec u i |
copro-parassilogico abbia dato esitaipetutamentenegativo per questi parassitima vi sia
comunquau n f or t einfeziormpet t o do

Piu raramente possono essere anche evidenziate u@andirchigOpisthorchisspp, di Fasciola

hepatica di Trichostrongyluspp.e di Ancilestomidi

Il materiale pud essere raccolto in corso di endoscopia o tramite un sondino naso gastrico o con |l
metodo dellcString Test(Enterotest).

Il liguido duodenale raccolto non necessita di consereadgve essere immediatamente inviato al
laboratorio,dove deve essere prontamesate a mi nat o, al massi mo entro
Nel caso in cui il materiale fossearso€0,5 mL)esmi nar e fAa frescod poner
del liquido su un vetrino ptaoggetto e coprendo con wopri oggetto, quindiesaminare
microscopicamente a 100x e 40@wel caso di una quantithaggiore centrifugara 500 g per
ed esaminarenella medesima manienana o due gocce del sedimenfe presente del muco
rimuoverlocon una pipetta Pastead esaminarlo microscopicamente in quasgesso i trofozoiti
rimangono adesi al muco.
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Se il |l iquido  esaminato tempestivamente  p
trofozoiti di G. duodenalismovimenti che avolte sono appena percettibili, cosi comgossibile
osservaré movimento delle larve db. stercoralis

Se il liquido & esaminato tardivamente, dopo olt#2 dre dal prelievo, non sara piu possibile
apprezzare i movi ment i unecamenei sdgd adpettif modadogici den e S
parassiti presenti.

E anche possibile allestire dei preparati per colorazioni permanenti, obbligatorie se si ricerca
Cryptosporidiunmspp, facoltative nel caso di ricerca@i duodenalis

Strisciare una o due gee di liquido duodenaj® di sedimento dopo centrifugaziQrs& un vetrino
portaoggett o, arid, fessare pes drcaul gninut@n methniold e coloran Zieht

Neelsen modificata peZryptosporidiumspp.o con colorazione di Giemsa p8r duodenaligvedi

le relative metodiche nAppendice E ¢ n iapag.b02e pag.92).

Sono effettuabili anche le coloraziofiricromica e con Ematossilinarfica dopoaver fissato Il
liquido duodenale con fissativo di Schaudinn o BMA.

Strisciare una o due gocce di liquido duodenale (o delmsedo dopo centrifugazione) su un
vetrino portaoggetto eenza far asciugare il preparatomergerlo in una vaschetta contenente il
fissativo di Schaudinn e lasciarvelo per@Dminuti, quindi procedere con la colorazigmescelta
senza far asciugare il preparato

In alternativa su un vetrino portaoggetto miscelare una o due gocce di diuuddenale (o del
sedimento dopo centrifugazione) con dadre gocce di PVAo Zn-PVA e allestire un preparato
sottile. Far asciugare perfettamerger 810 ore (preferibilmente una notte) il vetrino a temperatura
ambiente o per-3 ore a 37° Cquindi pocedere con la colorazione presceltadf le metodiche
dellecolorazioni n A Ap p e n dapaglO4€rag.106).c a 0

Infine sul liquido duodenalg@ossono esse@ncheeffettuatitest immunologici per la ricerca @.
duodenalise Cryptosporidiumspp.Questi test, di ausilio per il parassitologo, al momento non sono
validati per questo tipo di campione.

7.1.1 STRING TEST(ENTEROTEST®)
Lo String testpermette di prelevare del liquido duodenale con una procedura meno invasiva

del | 6endoscopia e del sondino naso gastrico.
nylon alla cui estremita e fissato un piccolo peBofilo sporge attraverso Fig. 15

un'estremita della capsula etlago 90 cm per i bambini €40 cm per gli adulti.  String Test

Dopo aver fissato con del nastro S I
fuoriesce dia capsulaa una guancia del paziente, la capsula viene ingerita. @

Arrivata nellostomaco la capsula gelatinosadssolve e il filo si srotolagon i

movimenti peristalti, grazie al piccolo pesdl filo raggiunge il piccolo intestino
dove il peso si stacqaiene espulso nelle feci).

Il filo viene lasciato insede per circa quattro oreer permettere al succc
duodenale di aderiral filo stessoguindi questovienerapidamentestratto posto in una capsula di

Petri che va sigillata con nastro adesivo e immediatamente inviata in labofatoaate il periodo

della permanenza del filo | paziente non deve mangi are, ma p
! col or e giallastr o , aovited @la tile,e confdrmail cbirettd al e
raggiungimento del duodeno.
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Spremendo il filo faendol o scorrere tra i/l pollice e |
ottengono 4 o 5 gocce di materidigssaminare il liquido duodenale cosi ottenuto come indicato nel
paragrafo precedente.

7.2 CAMPIONI DA S IGMOIDOSCOPIA

7.2.1 AMEBIASI

| campioni ottauti con la sigmoidoscopia possono essere utili per la diagnosi di amebiasi quando
ripetuti esami fecaldi routine non sono stati in grado di evidenzidte histolytica ma rimane un

forte sospetto clinico. LO6i nt soprattutto detlentecnoldgeei t e
in biologia molecolare hanno comunque ridotto la necessita di eseguire questa procedura.

Per garantire il c o amalsitdei campppmi e indispensabileechelvidsia tmm e d i
stretto collegamento tra il labocaio e il medico cheeffath | 6 endoscopi a.

Il campione costituito da muco superficiale e/o superficie della mucdeae essere prelevato in
corrispondenza delle aree che appaiono ulceBat@on vi sono lesioni evidenti si devono prelevare
almeno 6 campioni da diverse aree della mucosa intestinale. Ogni prelievo va considerato e
analizzato come campione singolo.

| preparati devono esre allestiti immediatamente u | | uogo deimrediatameéntes c o0 p
portati in laboratorio, eventualmente aggiungendo un poco di soluzione fisiologica, per poterli
analizzare al massi mo entro 306 dal prelievo.

| campioni possono essere esamipaii a f rcle slopacolorazione permanente

Mettere una alue gocce del materiale prelevato su un vetrino portaoggetto, aggiungere una o due
gocce di soluzione fisiologica, miscelare accuratamente e coprire con vetrino coprioggetto.
Esaminare a 100indugiando per alcuni secondi su ciascun campo per eviderenarguali
movimenti. In presenza di elementi sospetti passare a 400x.

E possibile aggiungere una piccola goccia di soluzione iodata (porre la goccia a contatto con il
vetrino coprioggetto, la soluzione iodata passera nel preparato per capillaritd). Smnpgeparato

si evidenziano meglionuclei dei trofozoiti, ma la malita andra persa.

Attenzione: it r of oz oi t i possono esser e oblpepfmacessarioc on
confermarecon una colorazione permanente.

Strisciare delicatamente unadue gocce di materiale su un vetrino portaoggetteereza far
asciugare il preparaimmmergerlo in una vaschetta contenente il fissativo di Schaudinn e lasciarvelo
per 3660 minuti, quindi procedere con la colorazione presceitaa far asciugare il pi@ato

In alternativa, su un vetrino portaoggetto miscelare una o due gocce di materiale con due o tre gocce
di PVA o0 ZnPVA e allestire un preparato sottil€ar asciugare perfettamenper 810 ore
(preferibilmente una notte) il vetrino a temperaturaiante o per 2 ore a 37° C, quindi procedere

con la colorazione presceltav e d i |l e metodiche del |l e apap.lObe azi o
pag.106). In presenza di trofozoiti amebici contenenti emazie e possibile refertare: trofozoiti di
Entamoeba histolytigaaltrimenti refertarerbfozoiti di Entamoeba histolyticdispar.

Sebbene sia stato propost o | 0 Ethistblyticmanche deri t e s
campioni da sigmoidoscopia, si rammenta che questi NON sono validati per questo tipo di
campione e che quindi i risultati vanno considezati senso critico

7.2.2 SCHISTOSOMIASI
Il materiale da sigmoidoscopia e utile anche per la diagnasfesione da $histosomi intestinali,
S. mansoniS. intercalatumsS. japonicumS. mekongi
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Anche in questo caso la sigmoidoscopia pud essere indicata quando ripetuti esami copro
parassitolgici hanno dato esito negativo ma rimane un forte sospetto clinico.

Il prelievg che consiste irbiopsie rettali da sigmoidospia o0 anche anali daroctoscopiava
effettuato a livellodelle lesioni inflammate o granulomatogein assenza di questa sti casuali
(almeno 6).

Il materiale prelevato viene posto su un vetrino portaoggetto e schiacciato delicatamente con un
altro vetrino portaoggetto in modo da rendere quasi trasparente il preparato ed esaminato
microscopicamente a 100x e 400x.

Le uova degl schistosomi appano rifrangenti, spesso raggruppate, e sono identificate
morfologicamente in base alla forma, alle dimensioni e alla dimensione e posizione della spina
(mucrone) Il rilevamenb del movimento delle cellulefmmmad e | | 6 a p p aeg al'internoe s c r €
dei miracidj indichera la vitalita delle uova.

In rari casi e possibile osservare in campioni rettali anche uo$a lihematobiunche andranno
differenziate dalle uova @. intercalatun{entrambe con spina terminale). Queste ultime, cosi come
le uova degli altri schistosomi intestinatino acido resistenti, mentre le uové&dhaematobiurm
genere no hanno questa caratteristica; quindi una colorazione di-Rleklsen modificata puo
essere di aiuto per la diagnosi di specie.

8 TECNICHE DIAGNOSTICHE INDIRETTE

| test sierologici possono avere limdi sensibilita e specificitache in alcuni casi variano per
limiti o i vantaggi intrinseiclegati d tipo di test utilizzatolad esempm IFA, ELISA, RDT, IHA,

WB ecc), per i tipo di anticorpi ricercati (IgGlgM, IgA) e per iltipo di antigengAg) utilizzato

nel test in uso (4 crudo, Ag solubile, Ag ricombinante ecy. E necessario conoscere i limiteld
test in uso e valutaiieisultati insieme con le informazioni cliniche, epidemiologiche e con gli esiti
degli esami diretti.

Quando disponibile in commergi@vantaggioso usangn secondo test chmpieghiuna tecnica e/o

un antigene diversi dal testlitzato in prima battta.

8.1 ENTAMOEBA HISTOLYTICA T RICERCA DI ANTICORPI

Sono due le situazioni per cui pud essere utile la sierologia. féstolytica
1. forme alocalizzazione extraintestinale;

2. forme intestinali invasive.

1. Nelle forme extraintestinali, in particolare in quelle epatiche, la sierojmyi&. histolyticae
molto sensibile e specifica (B5%) e permette quindi di confermare la natuaebica delle
alterazioni sospettate clinicamente e, in genere, evidemzata diagnostica per immagini.

2. Nelle forme intestinali permette dionf er mar e | 6 i n v adsdonseégtenza,dae | |
d i a g nifezione daB. histolyticai s e n s u0 .s tSii cdeove comunque t
che per queste forme la senkihié inferiore (circa 75%) anche in presenza di lesioni intestinali
evidenziate con endoscopia. Larelegia e tuttavia sempre negativa in caso di poitator
asint omat i ciinfeeioné deE. gispansrepatagana.d 6
Gli anticorpi specifici possanrimanere presenti per un lungo periodo, quindi non & possibile
distinguere, saggiando un unico siero, tra infezione in dtiofezionepregressaoprattutto in
pazienti provenienti daone ad alta endemia amebica

0
e
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| test piu utilizzati sono quelli dimmunofluorescerza indiretta (IFA, ELISA e Emoaggldinazione
indiretta (IHA), tutti dotatidi buona sensibilita e specificita.

8.2  STRONGYLOIDES STERCORLIS | RICERCA DI ANTICORPI

| test sierologici pelS. stercoralishanno sensibilita e specificita molto elevate e sebbene non
permettano di distinguere accuratamente tra infezione eeceninfezione pregressia aree
endemichec ome numer ose zone doltalia, POSSONO €8s
nei cai di forte sospetto diagnostico (ipereosinofilia, provenienza da zone endemiche, eta elevata
ecc), ma nei quali ripetute ricerche dirette hanno dato esito negativo.

Vi sono diverse tecniche sierologieh Immunofluorescenza indirettgIFA), Luciferasi
immunoprecipitazione (LIPS), ELISA.

IFA presenta la piu elevata sensikil{©3,9%) e una buona specificita (92,2%), mentre LIPS ha una
sensibilitameno elevata (8%%) ma una specificita eccellent#00%). | due metodi non sono
presenti in commercio.

Attualmente in ommercio vi sono due test ELISA/D-ELISA (non in commercio in Italia) che
utilizza come antigen8. stercoralise che presenta una sensibilita del294.,e una specificita del
99,1% eBordierELISA (in commercio in Italia) che utilizza come amtigeS. rattie che presenta

una sensibilita del 89% e una specificita del 98,3%. Ve anche unNalvaTecELISA per cui

studi preliminari indicano una sensibilita inferiore rispetto ad altri test sierologici

8.3  SCHISTOSOMA MANSONIT RICERCA DI ANTICORPI

Come gia detto la sensibilita della ricerca delle uova.dnansonnelle feci risulta essere bassa e
variabile a seconda del numero di campioni esaminati e del metodo di ricerca utilizzat&dkato
Concentrazione con FE&cc). E quindi evidentéutilita di una sierodiagnosi.

Viene utilizzato come antigeri® mansoni | &spetié perlauale &€ possibile la coltivazione in
laboratorio, ma la sensibilita e la specificita delle tecniche sierologiche varia a seconda che si
utilizzino anigeni dacercarie, da schistoswli, da verme adulto, da uova oppure antigeni circolanti
0 antigeni ricombinanti.

| test piu comunemente disponibili sono quiellEmoaggltinazione indiretta (IHA) e in ELISA sia
con antigene solubild e | | §SEM),vsia con antigne da verme adulto (WA) che presenta buone
sensibilita e spéficita.

In commercio in Italia vi sono ancla test ImmunommatograficRDT) per IgGIgM specifiche,

e un tet di conferma in Western BloYMB) perle lgGe nt r amb i i test hanno
sensibilit?@ nel | 6 iSdhsstosomakpp.dna indviduii prdvenienti ada iareed a
endemiche.

In caso di negativita della ricerca di anticorpi € consigliabile ripetere i test dogieduesi.

FOCUS
| test sierologici sono particolarmente utili nella diagnosi di infezione d&. stercoralise da
Schistosomapp.e nel | 6i dent i fi cazi d&nhestolgtica i nf ezi ope i n
Tuttavia tali test possono avere sensiliia e specificita variabili. E necessaio conoscere &
ricercare in letteratura i limiti del test in uso e valutare sempre i risultati insieme con |g
informazioni cliniche, epidemiologiche e con gli esiti degli esami diretti.
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9
9.1

IDENTIFICAZIONE MACROSCOPICA DEGLI ELMINTI
I DENTIFICAZIONE DELLE PROGLOTTIDI DI CESTODI

Con le feci vengono espulseprattutto proglottidi diraeniaspp (le proglottidi di T. saginata

sonodotatedi movimenti propri che permettono loro di fuoriuscire forzando lo sfintere Jamaée
anche, sia pur raramente,Ribothriocephaludatus

Le proglottidi diHymenolepispp. non vengono praticamente mai emesse.
Le proglottidi mature (gravide) di. saginatasono [ lunghe che larghe misurano fino a 2 x 0,6

cm, quelle diT. soliums o n 0 a nia lnnyhe £he @rghena piu piccole misurando finola3 x
0,8 cm Le proglottidi diD. latussono invece piu larghche lunghe e misurano fin@d@ x 1 cm

Fig. 16 Proglottididi tenie

%‘

T. saginata T, solium D. latus
Da:L. S. GarciaDiagnostic Medical Parasitologfmodificata)

Il ritrovamento di proglottiddi Taeniaspp.ponel 6 ob bl i go del |l 6i denti fica

di specie, identificazione raggiungibile attraverso la tecrdca ihiézidne di coloranti nelle

proglotti gravide oppure, piu semplicemente, per medeita chiarificazione in acidacetico (vedi

fAppendice tecniaa.)

Come sopra riportatoe Iproglottidi diT. saginatasono dotate di movimenti propri che permettono

loro di fuoriuscire forzando lo sfintere anale; tali movimenti, che durano alcune ore dopo

| ednissione, sono un buon criterio diagnostico differenziale rispetto alle progloffidsdiiumche

sono sprovviste di movimenti propri.

9.2

| DENTIFICAZIONE DI VE RMI ADULTI DI ASCARIS LUMBRICOIDES

Gli adulti di Ascaris lumbricoidesono piuttosto grandi. Come in tuttiematodié presente un
marcato dimorfismo sessualee femminemisurano 2685 cm di lunghezza e presentano una coda
dritta; i maschi sono piu piccoli misuran@ls-31 cm ehannola coda ricurva.

Fig. 17 Ascaris lumbricoidesvermi adulti.
Femmina adulta

Masc

L <

hio adulto

TIPS sy

/AT BIOTECH!

~ e

Da CDC-DPDx Da L. S. GarciaDiagnostic Medical Parasitology
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9.3  |DENTIFICAZIONE DI VE RMI ADULTI DI ENTEROBIUS VERMICULARIS

Le femmine adulte denterobius vermicularignisurano 813 mm di lunghezza per G(B5 mm di
larghezzee possiedono una lunga coda appuntitaaschiadulti sono molto piu piccoli, misurano
fino a 2,5 mm di lunghezza per )12 mm di larghezzahannola coda ricurva

Fig. 18 Enterobius vermicularis: vermi adulti.
Maschio e femmina adulti Maschio adulto

Da: CDC-DPDx

Fig. 19 Enterobius vermicularigparticolari dei vermi adulti.
Femmina, particolare della coda: Maschiq particolare della coda:
appuntia smussata e ricurva

Da: CDC-DPDx
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10 IDENTIFICAZIONE MICROSCOPICA DEGLI ELMINTI

A livello microscopico le formeliagnostitie che vanno evidenziagel identificate sonte uova e le

larve

Le uovasono facilmente evidenziabili @ igenereper l'identificazione e sufficiente osservarle a
piccolo ingrandimentol(00x), ma a volten presenza di uova giccoledimensionj per esempio di
Opisthorchisspp, € necessario utitare ingrandimenti maggiof250x o 4Q0x).

E preferibile osservare pregati non colorati con soluzioni iodat@er evitare interferenze
nell'identificazione i nfatti anche il color e, o | dassen
riconoscimento delle uova

Anche per la ricerca delle larve di nematodi, che sdnarandi dimensioni(> 200 um di
lunghezzgq¢y  suf ficient e lediogeseerdevaave che si possano ht@vare nelle
feci umane sono larve &trongylodespp

Nei campioni di feci appena emesse, esamaidtir e s ¢ 0 0 S e nesenzacaonaziae cora Nt |
soluzioni di iodo, € possibile osservare la nildh delle larve.

Nelle feci analizzateentro 1224 ore dalla raccoltaon sono presenti larve Ancylostoma/Necator

spp., ma se i campioni vengono lasciati a temperatura ambempeipdi 2448 oreprimadi essere
esaminatidalle uova eventualmente presenti si possono sviluppare larve rabditoidi, rendendo cosi
necessaria la distinzione con le larve rabditoidb.dstercoralid v e d i Al dentificazi
nematodi).

Come ricordato nel paragraféi Pr e f a t dewentenér presente che non tutti gli elminti si
ritrovano in ogni area del mondo; alcuni hanno una ristretta distribuzione geografica. Di
conseguenza ha molta importanza l'informazione anamnestica circa la pmageniesventual

viaggi effettuati dal paziente.

10.1 [IDENTIFICAZIONE DELLE UOVA

Le caratteristiche utilizzate per l'identificazione delle uova a livello di specie sono le seguenti:

1 Dimensioni. La lunghezza e la larghezza, che vanno misurate, in gengrangein uno
specifico range.

1 Forma. Ogni specie ha la sua peculiare forma.

1 Spessore delle parete delle uova. Alcune specie, dasgaris lumbricoideshanno parete
spessa; altre, comfncylostoma/Necat@pp, hanno parete sottile.

1 Colore. Alcune uova sm incolori @d esempioE. vermicularis Ancylostoma/Necatospp)
altre sono di colore bruno o giallad esempioA. lumbricoidesT. trichiura).

1 Presenza di strutture pd@ri. Opercoli 6d esempioOpisthorchis/Clonorchispp.), spinedd
esempio:Sdistosomaspp.), mammellonaturgad esempioA. lumbricoide$ possonoaiutare
nella diagnosi di specie.

9 Stadio di sviluppo. Al momento dell'emissione, in alcune specie le uova sono costituite da
un'unica cellula, in altre possono essere costituite dagtaeecellule e in altre possono essere
embrionate (contenenti una larva). Occasionalmente, se i campioni di feci sono vecchi di
parecchie ore, le uova si possono trovare in stadi piu avanzati. Le uaseadis lumbricoides
hanno in general proprio inteno una sola cellula quando vengono emesse con le feci; nei
campioni vecchi la singola cellula pud dividersi e quindi si possono vedere uova con 2, 4, 8
cellule. In campioni vecchi di alcune ore, le uovaAticylostoma/Necatospp. possono
conterere 16, 32 o piu cellule. P4-48 ore I'uovo puo divenire embrionato e si possono liberare
larve nelle feci. Percido, quando si osserva lo stadio di sviluppo delle uova di elminti, e
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necessario assicurarsi che le feci siano state emesse da poco. Seiheanvecchio ci si deve
aspettare di vedere dei cambi ament i nel |l o

aggiunta di formalina di un altro fissativpcui seguird 6 ar ri cchi ment o
effettuata entro 12 ore dalla evacuazione

per

Se viene evidenziato un uovo, o0 qualcosa che assomigli ad un uovo, vamsidee le
caratteristiche sop descritte allo scopo di raggiungere una corretta identificazione. A volte si
possono osservare uova distorte o atipiche, in questi cesiessario cercare attentamente forme
piu tipiche al fine di ottenere una diagnosi attendibile. Occorre ricordare che un individuo puo
essere parassitato da piu spadielminti o anche da protozagper cui la ricerca non deve essere
interrotta quando viee ritrovato un tipo di uova: il preparato va sempre esaminato interamente.

In figura 20 sono riportatde dimensioni relativedelle uova dei principali elminti che possono

par assi tantaellddbeomar atteri stiche utild] per

In Appendice Asono presentate immagini delle uova dei principali elniméstinaliche possono

nfettare | 6essere umano.

Fig. 20. Dimensioni relative delle uova di elminti.

(Metagonimus Eterophyes Opisthorchis Clonorchis Taenia Hymenolepis Enterobius Trichuris Ascaris Ancylostoma Dibothriocephalus Hymenolepis
yokogawai  eterophyes spp. sinensis spp. nana vermicularis  trichiura lumbricoides spp. latus diminuta
(fertile)

150

60

30+

<!

(um)  Paragonimus Trichostrongylus Ascaris Schistosoma Schistosoma Schistosoma Fasciola Fasciolopsis
spp- spp. lumbricoides Japonicum haematobium mansoni hepatica buski
(non fertile)

Da: Bernieri F, Crotti D, Galli DRaglio A. Manuale lllustrato di Diagnostica Parassitologica (modificata)
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Tabellad. Caratteristiche delle uova di elminti.

Taeniaspp.

Hymenolepis nana

Hymenolepis diminuta

Rotondeo leggermente ovali,
diametro 3635 um.

Parete spessa, marrone cbrie
radiali, che
Tre paia di u

cin
nci

Ovali o mtonde, incolori, diametro
30-50 um.

Tre paia di unci
Dai due poli originano filamenti chg
circondano | 6e mk

Ovali o robnde, giallo chiaro,
diametro D-85um.
Tre paia di
Assenti i filamenti polari.

unci

Dibothriocephaluslatus

Opisthorchis/Clonorchisspp.

Dicrocoelium dendriticum

Ovali, giallo pallido, dimensiorb5-
70 x 4650 pm.

Ad un polo hanno un opercolo non
sempre ben visibile.

Contengono una massa granulare
cellule.

A volte ¢ visibile una protuberanzal
al polo non opercolato

Ovali, giallo marrone, dimensioni
19-30 x 120 um.

Chiaramente visibile un opercolo €
sul lato opposto, una protuberanza
Visibile un orletto nel puntsu cui si
appoggid 6 opercol o.
A maggior ingrandimento & visibile
una membrana che riveste il gusci

Ovali, marrone, dimensiodi5-45 x
20-30 um.

Presentano un opercolo.

Nelle infezionispurie (uova present
per ingestione passiva), nelle uovg
di colorepiu chiaro, non é possibile
evidenziare un interno ben definito

Paragonimusspp.

Fasciola /Fasciolopsispp.

Schistosoma mansoni

Ovali, giallo marronea volte
leggermente appiattitd polo non
opercolatg dimension80-120 x 45
70 um.

Ad un polohanno un opercolo.
Lo spessore della parete variapi@l
spesso al polo opposto a quello
del |l 6opercol o.

Grandi, ovali, giallo marrone,
dimensionil30-150x 60-90 um.
Presentano un opercolo
Contengono una massa non
segment ata dal | g

Ovali, giallo marrone, dimensioni
114180 x54-70 um.

Presenza di una spina laterale
Contengono un miracidio
completamente sviluppato.

Schistosoma haematobium

Schistosoma intercalatum

Schistosoma japonicum

Ovali, incolori, giallo chiaro,
dimensionil10-170x 40-70 pum.
Presenza di una spina terminale.
Contengono un miracidio
completamente sviluppato.

Sono eliminate con le urine
(eccezionalmente con le feci).

Simili a quelle diS. haematobium
ma in genere pit lunghe4Q-240
pm).

Di frequente hanno urigonfiamento
nella parte centrale.

Sono éminate con le feci e non co
le urine.

Rotonde o ovali, incolori o giallo

pallido, dimensioni¥0-100x 55-65

pm.

A volte presenza di una piccola
spina rudimentale

Contengono un miracidio
completamente sviluppat

Schistosomanekongi

Ascaris lumbricoides
(uova fertili)

Ascaris lumbricoides
(uova non fertili)

Simili a quelle diS. japonicumma
piu piccole, dimensioni 580 x 40
65 pm.

Ovali o rotonde, giallo marrone,
ricoperte da uno strato granulare
albuminoso, dimensioni 60 x 40 pn
Contengono unou
granulare non segmentata.
Talvolta perdono il rivestimento
(uova decorticate).

Ovali allungate, dimensioni 90 x 45
pm.

Piu scure delle uova fertili, con
rivestimento piu spesso.

Enterobiusvermicularis

Trichuris trichiura

Paracapillaria philippinensis

Ovali, incolori, con parete netta,

dimensioni 5660 x 2630 pum.

Un lato e appiattito.

Le uova mature (da Scotch test)
contengono una larva.

Le uova da feci non sorio genere
larvate.

Ovali, giallo marrone, dimensioni
50-55 x 2025 pm.

Ai poli presentano un tappaucoso
incolore.

Contengono una massa granulare
centrale non segmentata.

Ovali, giallo grigie, dimensioni 35
45 x 2625 pm.

Presentano due protuberanze pola
piatte.

Laparetad el | Buovo

Ancylostoma/Necatospp.

Trichostrogylusspp.

Ovali, incolori, con parete sottile ch
appare come una linea scura,
dimensioni 6667 x 3540 pm.
Contengono una massa di solito
segmentata

Se il campione ha piu di 248 ore (a
temperatura ambiente) contengon
una larva che puo fuoriuscire (vedi

identificazione delle larve).

Simili alle uova di
Ancylostoma/Necatpma piu
lunghe, dimensioni 785 x 4650
pm.

Di frequente assottiglia ad
undestremit?”

Da: Bernieri F, Crotti DGalli D, Raglio A. Manuale lllustrato di Diagnostica Parassitologica (modificata)
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