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PREMESSA 

 

L’Italia è il terzo produttore europeo di molluschi eduli lamellibranchi, dopo Spagna e 

Francia (IREPA, 2007). Nel 2005 sono state prodotte circa 180.000 tonnellate, di cui: 

100.000 di mitili (Mytilus galloprovincialis); 40.000 di vongole veraci (Tapes decussata 

e Tapes philippinarum); 30.000 di vongole (Venus gallina). La molluschicoltura è la 

principale voce produttiva dell’acquacoltura nazionale: nel 2006, il 70,6% della 

produzione totale da acquacoltura (oltre 170.000 t) proveniva da allevamenti di 

molluschi e, in particolare, il comparto della mitilicoltura incideva per il 73% (oltre 

125.000 t). Inoltre, su 979 impianti di acquacoltura censiti nel 2005 dall’IDROCONSULT, 

ben 442 riguardavano la molluschicoltura (ISMEA, 2007). Oltre il 40% degli impianti 

operanti nel settore dell’acquacoltura è localizzato in Veneto, seguito dalla Liguria (che 

vanta il maggior numero d’impianti di mitilicoltura), la Puglia, l’Emilia-Romagna, la 

Campania, il Friuli Venezia Giulia e la Sardegna. 

Le vongole sono prevalentemente prodotte in Veneto e in Emilia-Romagna, mentre la 

produzione di mitili è più tipica delle regioni adriatiche e tirreniche, con la leadership 

dell’Emilia-Romagna, seguita dal Veneto, dalla Sardegna e dalla Puglia. In Sardegna le 

attività legate alla molluschicoltura sono presenti sin dal primo dopoguerra, quando 

vennero impiantati i primi allevamenti. Attualmente il comparto della molluschicoltura 

sarda appare consolidato: nel 2008, l’83% delle specie allevate in acquacoltura era 

rappresentato da molluschi, per un fatturato pari a Euro19.723.715,00 (SARDEGNA 

AGRICOLTURA/LAORE, 2009). La mitilicoltura, in particolare, occupa una posizione di 

rilievo: nel 2008 sono state prodotte in Sardegna circa 11.000 t di mitili, con un  



 

Sara Salza – “Ricerca e caratterizzazione di protozoi zoonosici in mitili allevati e commercializzati nella 

Regione Sardegna” – Tesi di Dottorato in Produzione e Sicurezza degli Alimenti di Origine Animale – 

Università degli Studi di Sassari   5 
 

 

incremento del 60% rispetto al 1992 (SARDEGNA AGRICOLTURA/LAORE, 2009).  

Gli allevamenti di mitili sono dislocati principalmente nelle province di Oristano, 

Cagliari, Ogliastra ed Olbia-Tempio. Allo stato attuale, le zone classificate ai fini della 

produzione e stabulazione dei molluschi bivalvi vivi sono 22 

(www.regione.sardegna.it). 

I molluschi bivalvi costituiscono quindi in tutto il mondo, Italia compresa, una delle 

principali risorse alimentari. La capacità dei molluschi di filtrare elevati volumi di acqua 

rende tali organismi in grado di concentrare un numero elevato di agenti patogeni per 

l’uomo e per gli animali. Questa abilità costituisce motivo di notevole preoccupazione 

soprattutto quando i molluschi vengono ingeriti crudi o poco cotti. L’attuale normativa 

italiana prevede la ricerca di Salmonella spp., di Escherichia coli, di tossine algali e 

metalli pesanti. Tuttavia un’enorme quantità di deiezioni contenenti anche protozoi di 

interesse zoonosico viene riversata, attraverso reflui zootecnici o urbani o tramite acque 

di dilavamento, nei fiumi. Questi, confluendo verso le acque costiere possono 

contaminare il mare e quindi i molluschi bivalvi. 

Tra le specie di microrganismi parassitari, Giardia, Cryptosporidium e Toxoplasma 

assumono oggi notevole interesse in considerazione del loro possibile ruolo zoonosico. 

 

 

 

 

 

http://www.regione.sardegna.it/
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ABBREVIAZIONI 

 

MBV   Molluschi Bivalvi Vivi 

ISO                             Organizzazione Internazionale per la Normazione 

CE   Comunità Europea 

UE                              Unione  Europea  

CDC   Centre for Disease Control 

OSA                           Operatore Settore Alimentare 

OA                              Origine Animale 

HACCP                      Analisi dei Rischi e Controllo dei Punti Critici 

CDM   Centro Depurazione Molluschi 

CSM   Centro Spedizione Molluschi 

UVAC                        Uffici Veterinari per gli Adempimenti degli obblighi Comunitari 

A.S.L.                         Azienda Sanitaria Locale 

I.Z.S.                           Istituto Zooprofilattico Sperimentale 

µl   microlitro 

r.p.m   revolutions per minute 

DNA   Acido desossiribonucleico 

dNTP   Deossi-nucleotide-tri-fosfato. 

PCR   Reazione a catena della polimerasi 

Real time PCR Reazione a catena della polimerasi in tempo reale 

HRM                          High Resolution Melting 
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SUMMARY 

Bivalves mollusks are one of the main worldwide food resource.  In terms of food 

safety, in addition to being contaminated with the microorganisms indicators of health 

provided under Italian and European Community law (E. coli and Salmonella spp.), live 

bivalves mollusks may also be contaminated with 'emerging' microorganisms of fecal 

origin which are of considerable zoonotic interest. Of these, Giardia, Cryptosporidium 

and Toxoplasma, known as agents of human infection, are little known and very 

underestimated in terms of health and thus not contemplate in the current legislation. 

In consideration of the most recent acquisitions, it was demonstrated that: 1. oral-fecal 

infections, caused by these pathogenic protozoa, are widespread and frequently 

diagnosed in Italy; 2. some genotypes of these species can be shared by animals and 

humans, therefore  they have a zoonotic  interest; 3. if present in the mollusks, the 

processing and shellfish purification times currently required by law do not guarantee 

elimination, leading to  a risk of infection for the consumers.  

AIM 1: To acquire epidemiological data on the occurrence, distribution and parasitic 

burden of interesting zoonotic protozoa (Giardia, Cryptosporidium and Toxoplasma) in 

mussels from farms along the coasts of Sardinia. 

AIM 2: To apply immunological test and molecular procedures for the simultaneous 

qualitative analysis of Giardia, Toxoplasma and Cryptosporidium in mussels farmed for 

human consumption, and sequencing for molecular characterization (up to the level of 

genotype) through the use of more genetic markers and to estimate the real health risk 

of infection with Giardia, Toxoplasma and Cryptosporidium for the consumer. 

Materials and Methods: N. 85 samples of live mussels from different breeding areas 

of Sardinia and from commercial circuit were examined. From each  sample were 
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obtained 2 different pools; the first one with digestive gland and the second with gills of 

shellfish. Every pool were processed for the research and genetic characterization of 

protozoans, using molecular biology techniques (Nested-PCR) i.e. extraction of DNA 

from each tissue/organ of the mollusk and molecular research by Real Time of Giardia 

(gdh/Tpi/β giardina), Cryptosporidium (COWP/gp60) and Toxoplasma (B1). The 

products was be sequenced for the identification up the sub-genotype level. 

 

Results: 

The commercially available direct immunofluorescence antibody test used for the 

research of Cryptosporidium and Giardia gave negative results for all samples tested 

and for both protozoa. 

The different diagnostic tecniques, PCR and Nested PCR, gave negative results for 

Cryptosporidium, Giardia and Toxoplasma in all pools. 

The Real Time PCR tecniques has highlighted the following results out of 170 digestive 

glands and gills pool sample tested: 11 (6.4%) pools were positive for Cryptosporidium 

parvum, 8 (4.7%) for Giardia duodenalis and 17 (10%) for Toxoplasma gondii. 

The sequence analyzed of all these amplicons revealed Giardia duodenalis assemblage 

A, Cryptosporidium parvum and Toxoplasma gondii type 1. 

The results of this study represent the first data collected in Sardinia about the presence 

of Cryptosporidium, Giardia and Toxoplasma in specimens of Mytilus 

galloprovincialis. 

The demonstration of a real risk for the consumer should be considered in order to 

modify/integrate the existing legislation. 

Considerations: low prevalence, but genotypes of protozoa that are potentially 

pathogenic to humans detected  in products intended for direct human consume. 
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INTRODUZIONE 

 

 I Molluschi bivalvi: cenni di anatomia e fisiologia 

I molluschi bivalvi sono organismi acquatici appartenenti al phylum dei molluschi, 

classe bivalvi. Ne fanno parte più di 8500 specie, tra cui i fasolari (Mercenaria 

mercenaria), le ostriche orientali (Crassotrea virginica), le ostriche europee (Crassotrea 

gigas), le comuni cozze (Mytilus edulis), le cozze mediterranee (Mytilus 

galloprovincialis) e le vongole (Cerastoderma edule). I molluschi bivalvi sono 

caratterizzati dal possedere una conchiglia formata da due valve incernierate tra loro da 

denti e fossette. Le valve prodotte dal mantello si sviluppano dall’umbone (zona con i 

resti della conchiglia embrionali) e l’accrescimento è evidenziato da linee concentriche, 

parallele ai margini liberi delle valve. L’acqua di mare fornisce il carbonato di calcio da 

cui è prevalentemente costituita la conchiglia. Le valve sono tenute aperte dall’azione di 

un potente legamento elastico, al quale si oppongono uno o due potenti muscoli 

adduttori (Fig.1). Il mantello lascia sulle valve l’impronta palleale, delimitata dalla linea 

palleale, in alcune specie presenta un’insenatura (seno palleale), la cui presenza attesta 

che l’animale era provvisto di sifoni retrattili. Il mantello secerne la conchiolina 

contenente carbonati di calcio che solidificandosi forma lo strato esterno della 

conchiglia (periostraco). Sotto a quest’ultimo c’è lo strato prismatico formato da 

cristalli di calcite di forma prismatica ordinatamente orientati perpendicolarmente alla 

superficie delle valve. In alcune specie di bivalvi è presente uno strato madreperlaceo 

direttamente a contatto con il mantello. Il corpo dei molluschi è racchiuso dal mantello. 

Il liquido intravalvare, contenuto nello spazio delimitato dal mantello, permette gli 
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scambi gassosi e metabolici con l’ambiente circostante. Questo liquido consente inoltre 

ai molluschi di poter sopravvivere per molto tempo al di fuori dell’ambiente marino. 

Immerse nel liquido intravalvare vi sono le branchie, di forma lamellare che oltre alla 

funzione respiratoria hanno anche quella di raccolta dell’alimento, costituito 

principalmente da fitoplancton e zooplancton. L’alimento introdotto con l’acqua dal 

sifone inalante, viene incluso nelle secrezioni mucose delle branchie e spinto da ciglia 

verso la bocca. Nella bocca i palpi selezionano il materiale da introdurre nell’apparato 

digerente e quello di scarto da allontanare mediante il sifone esalante (fig.2). L’apparato 

circolatorio è costituito da un cuore dorsale racchiuso in un pericardio che comprende 

un ventricolo e due atri laterali. La circolazione dei bivalvi è aperta, ossia il sangue 

inonda i tessuti formando un sistema lagunare in parte del suo percorso. I molluschi 

sono animali a sangue freddo e quindi la loro temperatura corporea si adatta a quella 

dell’ambiente.   I molluschi bivalvi presentano due reni (nefridi) a entrambi i lati del 

cuore, nei quali avviene una filtrazione del sangue. Il filtrato finisce nella cavità del 

mantello e in seguito viene eliminato all’esterno. La distinzione tra i due sessi nel 

genere Mytilus è possibile grazie all’osservazione del colore del mantello, il quale una 

volta raggiunta la maturità sessuale, si presenta di colore giallo crema nei maschi e di 

colore rosso arancio nelle femmine. La riproduzione avviene emettendo sperma e uova 

nell’acqua, dove avviene la fecondazione esterna. Le larve attraversano diversi stadi di 

sviluppo prima di diventare adulte, quando per mezzo del bisso, un filamento bruno che 

secernono e che si solidifica a contatto con l’acqua, sono in grado di fissarsi a rocce o 

supporti duri. La sua vita media è di circa quattro anni e l’attività sessuale dura per tutta 

la vita. Ha una fecondazione crociata (1). 
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 Mytilus galloprovincialis 

Conchiglia equivalve, inequilaterale, di colore nero. La conchiglia presenta un bordo 

anteriore dritto e quello posteriore arrotondato. Dimensione comune 50-80 mm (Fig.3). 

   Mytilus edulis 

Conchiglia equivalve, inequilaterale, di colore nero. La distinzione fra le due specie è 

difficile, M. edulis ha forma trapezoidale che gli conferisce un aspetto maggiormente 

slanciato. Dimensione comune 50-80 mm (2) (Fig.4). 

 

 I molluschi nell’alimentazione umana 

I molluschi hanno sempre rappresentato una parte della dieta umana: tutti i popoli che 

vivono vicino al mare li hanno sempre raccolti per alimentarsene. I molluschi sono 

particolarmente apprezzati dai consumatori per le loro proprietà nutrizionali e per i 

benefici che comporta il loro consumo. Il 10% del peso dei molluschi è rappresentato da 

proteine di elevato valore biologico e a basso costo (3). I grassi sono presenti in quantità 

limitate (tra 1% e il 3% del peso) e sono costituiti principalmente da acidi grassi 

polinsaturi a lunga catena (4). Le carni dei molluschi bivalvi contengono alte 

percentuali di basi azotate, nonché alte concentrazioni di arginina e acido aspartico e 

glutammico, superiori a quelle riscontrate nei pesci. La differenza più significativa tra 

crostacei e molluschi è rappresentata dal maggior contenuto di carboidrati dei secondi: 

per esempio, i carboidrati (in gran parte glicogeno) costituiscono il 3,4% della polpa dei  
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bivalvi e cappesante e il 5,6% della polpa delle ostriche (5). I molluschi inoltre risultano 

una fonte eccellente di vitamina B12 e contengono in  misura variabile le altre vitamine 

del gruppo B.  Quanto ai minerali, iodio (utile per il funzionamento della tiroide), ferro 

(necessario per il legame dell’ossigeno ai globuli rossi), zinco ( importante per la 

crescita e per il sistema immunitario) e selenio (antiossidante) sono molto ben 

rappresentati. I molluschi bivalvi per il loro basso contenuto calorico (tra le 70 e le 85 

calorie/ 100 grammi)  e la scarsa presenza di tessuto connettivo nelle carni che risultano 

quindi morbide e altamente digeribili risultano anche molto adatti  per le diete. 

 

 La filiera produttiva 

La produzione dei molluschi avviene sia mediante coltivazione sia mediante raccolta da 

banchi naturali. Il “Produttore” è “la persona fisica o giuridica che raccoglie molluschi 

bivalvi vivi con qualsiasi mezzo in una zona di raccolta allo scopo di trattarli e 

immeterli nel mercato”(All. I del Reg (CE) 853/2004). Per “zona di produzione” si 

intendono “le parti di mare, di laguna o di estuario dove si trovano banchi naturali di 

molluschi bivalvi oppure luoghi utilizzati per la coltivazione di molluschi, dove 

quest’ultimi vengono raccolti vivi”(All. I del Reg (CE) 853/2004). La prima linea di 

controllo si basa sul monitoraggio dell’area di raccolta mediante la determinazione di un 

batterio indicatore di contaminazione fecale, Escherichia coli, usando un metodo 

standardizzato (ISO 16649-3) per valutare l’entità della contaminazione da scarichi 

nell’area di raccolta. La qualità sanitaria dell’area di raccolta determina il livello di 

trattamento che i molluschi devono subire prima di essere posti nel mercato. Nello 

specifico il Reg. CE 854/2004 prevede una distinzione delle zone di produzione 
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 destinate all’allevamento dei mitili nelle tre classi A, B e C.  

Zona di classe A: I molluschi possono essere raccolti e andare direttamente al consumo 

umano. Una zona di classe A deve soddisfare i seguenti requisiti: 

 E. coli: non oltre 230 MPN (Most Probable Number) per 100 g di polpa e 

liquido intravalvare; 

 Salmonella spp: assente in 25 g di polpa di mollusco e di liquido intravalvare; 

 Mercurio: non oltre 0,5 ppm nella polpa del mollusco; 

 Piombo: non oltre 1,5 ppm nella polpa del mollusco; 

 Biotossine: complesso DSP (Diarrhetic Shellfish Poison): 

- Acido okadaico, dinophysitossine e pectenotossine non oltre 160 μg di 

equivalente acido okadaico/Kg; 

- yessotossine non oltre 1 mg di equivalente yessotossine /Kg; 

- azaspiracidi  non oltre 160 μg di equivalente acido azaspiracido/Kg; 

 ASP (Amnestic Shellfish Poison) nelle parti commestibili non oltre 20 mg/Kg di 

acido domoico (secondo il metodo di analisi HPLC riportato nell’allegato del 

D.M. 16/5/2002); 

 PSP (Paralytic Shellfish Poison) nelle parti commestibili non oltre 800 μg di 

equivalente di saxitossina/Kg , utilizzando il metodo biologico. 

 Nuclidi radioattivi: nei limiti previsti dalla normativa vigente. 

Zona di classe B: i molluschi possono essere destinati al consumo umano diretto solo 

dopo aver subito un trattamento in un centro di depurazione o previa stabulazione in una 

zona avente i requisiti microbiologici, biologici, chimici e fisici prescritti per la zona A. 

Una zona B deve soddisfare i seguenti requisiti: 
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 E. coli: non oltre 4600 MPN  per 100 g di polpa e liquido intravalvare secondo il 

metodo MPN in cinque provette e tre diluizioni, o altro metodo alternativo se 

convalidato rispetto a questo metodo di riferimento secondo i criteri fissati dalla 

norma EN/ISO 16140; 

 Mercurio: non oltre 0,5 ppm nella polpa del mollusco; 

 Piombo: non oltre 1,5 ppm nella polpa del mollusco; 

 Biotossine: complesso DSP (Diarrhetic Shellfish Poison): 

    - Acido okadaico, dinophysitossine e pectenotossine non oltre 160 μg di    

equivalente acido okadaico/Kg; 

   - yessotossine non oltre 1 mg di equivalente yessotossine /Kg; 

   - azaspiracidi  non oltre 160 μg di equivalente acido azaspiracido/Kg; 

 ASP (Amnestic Shellfish Poison) nelle parti commestibili non oltre 20 mg/Kg di 

acido domoico (secondo il metodo di analisi HPLC riportato nell’allegato del 

D.M. 16/5/2002); 

 PSP (Paralytic Shellfish Poison) nelle parti commestibili non oltre 800 μg di 

equivalente di saxitossina/Kg , utilizzando il metodo biologico. 

 Nuclidi radioattivi: nei limiti previsti dalla normativa vigente. 

Zona di classe C: i molluschi possono essere destinati al consumo umano diretto 

esclusivamente previa stabulazione, per un periodo non inferiore a due mesi, in una 

zona avente i requisiti microbiologici, biologici, chimici e fisici prescritti per la zona 

A. La stabulazione può essere associata o meno ad un processo di depurazione 

intensivo. I molluschi raccolti da tali zone devono soddisfare i seguenti requisiti: 
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 E. coli: non oltre 46000 MPN  per 100 g di polpa e liquido intravalvare 

secondo il metodo MPN in cinque provette e tre diluizioni, o altro metodo 

alternativo  se convalidato rispetto a questo metodo di riferimento secondo i 

criteri fissati dalla norma EN/ISO 16140; 

 Mercurio: non oltre 0,5 ppm nella polpa del mollusco; 

 Piombo: non oltre 1,5 ppm nella polpa del mollusco; 

La raccolta 

La pesca dei molluschi bivalvi viene fatta soprattutto sui fondali sabbiosi. Possono 

essere utilizzati diversi attrezzi, come draghe idrauliche o turbosoffianti, rastrelli e 

attrezzi da traino, con barche da tonnellaggio variabile tra le 10 e le 15 tonnellate stazza 

lorda. Le draghe idrauliche o turbosoffianti sono attrezzi che penetrano nel fondo 

marino. Il sistema consente di trattenere i molluschi espellendo con dei getti d’acqua 

sabbia e fango. I rastrelli sono attrezzi che possono essere trainati a mano o da piccole 

imbarcazioni. Le tecniche di raccolta e le successive manipolazioni non devono 

provocare una contaminazione ulteriore del prodotto o danni eccessivi ai gusci o ai 

tessuti. In particolare gli OSA non devono esporre i molluschi bivalvi a temperature 

eccessive, devono proteggerli da compressioni, abrasioni o vibrazioni e non li devono 

immergere nuovamente in acqua che potrebbe contaminarli ulteriormente.  I mezzi di 

trasporto devono garantire un adeguato drenaggio e le migliori condizioni di 

sopravvivenza e devono fornire una protezione contro la contaminazione. 
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Depurazione e stabulazione 

Ai sensi del Reg (CE) 853/2004 successivamente alla raccolta i molluschi bivalvi 

giungono presso un Centro di Depurazione. Se provenienti da zona di Classe A vengono 

direttamente condotti   presso un Centro di Spedizione per il confezionamento e 

l’etichettatura. 

Se i molluschi provengono da aree di raccolta non di categoria A è necessario un 

trattamento di depurazione o stabulazione per ottenere molluschi che abbiano i requisiti 

dalla Zona A. 

 Depurazione: i molluschi contaminati possono essere purificati mettendoli in 

vasche con acqua di mare pulita per permettere che continuino il processo di 

nutrizione per filtrazione, al fine di decontaminarsi dai patogeni delle acque 

contaminate. La depurazione è accettabile solo per i molluschi raccolti in aree B. 

 Stabulazione: i molluschi raccolti nelle aree contaminate sono trasferiti in 

ambienti naturali microbiologicamente puliti per il tempo necessario alla 

riduzione dei contaminanti affinchè diventino idonei al consumo umano. 

 Trattamento con calore: per distruggere i patogeni prima del consumo. 

La depurazione avviene in un Centro di Depurazione: “lo stabilimento comprendente 

bacini alimentati con acqua marina pulita, in cui i molluschi bivalvi vivi sono collocati 

per il tempo necessario alla riduzione dei contaminanti affinchè diventino idonei al 

consumo umano”(All. I del Reg. (CE) 853/2004). La stabulazione avviene in una Zona 

di Stabulazione: le parti di mare, di laguna o di estuario, chiaramente delimitate e 

segnalate mediante boe, paletti o qualsiasi altro strumento fisso e destinate 



 

Sara Salza – “Ricerca e caratterizzazione di protozoi zoonosici in mitili allevati e commercializzati nella 

Regione Sardegna” – Tesi di Dottorato in Produzione e Sicurezza degli Alimenti di Origine Animale – 

Università degli Studi di Sassari   19 
 

 esclusivamente alla depurazione naturale dei molluschi bivalvi vivi “(All. I del Reg. 

(CE) 853/2004).   Per Stabulazione s’intende il “trasferimento di molluschi bivalvi vivi 

in zone marine, lagunari o di estuari per il tempo necessario alla riduzione dei 

contaminanti affinchè diventino idonei al consumo umano; ciò non include l’operazione 

specifica di trasferimento dei molluschi bivalvi in zone più adatte a una crescita o un 

ingrasso ulteriori” (All. I del Reg. (CE) 853/2004). Affinché il processo di depurazione 

sia efficace sono fondamentali il tempo di trattamento del prodotto, la vitalità dei 

molluschi e le caratteristiche chimico-fisiche e microbiologiche dell’acqua. I 

regolamenti comunitari non stabiliscono regimi standard di tempi e temperature per la 

depurazione. Cariche batteriche della categoria B vengono in gran parte eliminate entro 

24 - 48 ore durante la depurazione in impianti idonei. Se i molluschi provengono da 

Zone di Classe C è necessario un trattamento di stabulazione di lunga durata per 

ottenere molluschi che hanno i requisiti della Zona A. I molluschi bivalvi vivi 

provenienti da Zone B e C che non sono stati sottoposti a depurazione o stabulazione 

possono essere inviati ad uno stabilimento di trasformazione, dove devono essere 

sottoposti ad un trattamento termico che elimina i microrganismi patogeni. Dev’essere 

garantito il controllo delle biotossine termoresistenti. I metodi di trattamento termico 

consentiti per i molluschi delle zone B e C non sottoposti a depurazione o stabulazione 

comprendono: 1) immersione in acqua bollente per il tempo necessario a portare la 

temperatura interna della loro carne ad un minimo di 90°C e mantenimento di questa 

temperatura interna per almeno 90 secondi. 2) cottura, da 3 a 5 minuti, in un contenitore 

chiuso la cui temperatura sia compresa fra 120 e 160°C e la pressione compresa fra 2 e 

5 Kg/cm
2
, con successiva sgusciatura nonché congelamento della carne a -20°C al 

centro della massa. 3) cottura a vapore sotto pressione. 
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Depurazione a ciclo aperto 

Sono impianti che non recuperano l’acqua successivamente al contatto con i molluschi. 

Si utilizza acqua di mare o della laguna che prima dell’immissione nelle vasche viene 

filtrata meccanicamente per eliminare il materiale corpuscolato, disinfettata utilizzando 

cloro, raggi ultravioletti oppure ozono e addizionata di ossigeno. 

Depurazione a ciclo aperto 

Sono impianti dove al termine del ciclo depurativo l’acqua viene recuperata. Questi 

impianti offrono il vantaggio di poter variare i parametri fisici e chimici dell’acqua, 

permettendo di adattarli alle esigenze degli animali. 

 

Marchiatura ed etichettatura dei molluschi bivalvi 

I molluschi possono essere immessi nel mercato solo attraverso un centro di spedizione. 

Tale centro deve avvalersi della consulenza di un laboratorio di analisi detto di 

“autocontrollo” per verificare l’idoneità dei MBV ad essere immessi in commercio. 

Dopo il lavaggio, la pulitura e la calibratura i molluschi vengono confezionati e 

imballati. “Tutti i colli di molluschi bivalvi vivi che lasciano i centri di spedizione o 

sono destinati ad un altro centro di spedizione, devono essere chiusi. I colli di molluschi 

bivalvi vivi, destinati alla vendita al dettaglio diretta, devono restare chiusi fino alla 

presentazione per la vendita al consumatore finale” così modificato dal Reg. (CE) 

558/2010). La confezione deve assicurare la vitalità dei molluschi al di fuori  
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dell’ambiente naturale, consentire quindi un adeguato ricambio d’aria ed evitare il più 

possibile l’apertura delle valve contribuendo in tal modo al trattenimento dell’acqua 

intravalvare nelle conchiglie. L’operatore alimentare deve “garantire che i prodotti di 

origine animale abbiano una marchiatura d’identificazione”(Reg (CE) 853/2004, 

All.II, Sez.I). Per i molluschi bivalvi non è previsto un Bollo Sanitario, come in passato, 

ma un marchio d’identificazione che attesta che il prodotto di origine animale è stato 

prodotto in conformità al Reg. (CE) 853/2004 in stabilimenti riconosciuti. Il marchio 

dev’essere leggibile e indelebile e i caratteri devono essere facilmente decifrabili; 

dev’essere chiaramente esposto in modo da poter essere controllato dalle autorità 

competenti. Deve identificare il nome del Paese in cui è situato lo stabilimento, indicato 

per esteso o mediante un codice a due lettere conforme alla norma ISO pertinente (per 

l’Italia IT, per la Spagna ES, per la Francia FR ecc.). Il marchio deve indicare il numero 

di riconoscimento dello stabilimento. Se apposto in uno stabilimento all’interno della 

Comunità, il marchio deve essere di forma ovale e recare l’abbreviazione CE. Il 

marchio può essere apposto direttamente sul prodotto, sull’involucro o sull’imballaggio 

o essere stampato su un etichetta apposta a sua volta sul prodotto, sull’involucro o 

sull’imballaggio. Il marchio può consistere anche in una targhetta inamovibile di 

materiale resistente. L’etichetta, compreso il marchio d’identificazione, deve essere 

impermeabile. Oltre il marchio deve contenere (Reg. (CE) 853/2004, All.III, Sez.VII, 

Cap.VII):  - specie dei molluschi bivalvi (denominazione comune e scientifica) 

                     - data d’imballaggio, con identificazione almeno del giorno e del mese 

In deroga alla direttiva 2000/13/CE, il termine minimo di conservazione può essere 

sostituito dalla menzione “Questi animali devono essere vivi al momento 

dell’acquisto”.  
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In etichetta devono essere riportati anche il metodo di produzione (cattura in mare o 

nelle acque interne o allevamento) e la zona di cattura. 

 L’etichetta deve riportare inoltre:  

- Quantità netta 

- Nome o ragione sociale o marchio depositato o sede del confezionatore; 

- Sede dello stabilimento di confezionamento; 

- Identificativo del lotto; 

- Modalità di conservazione ed utilizzazione; 

- Luogo di origine o di provenienza, nel caso in cui l’omissione possa trarre in inganno 

l’acquirente. 

Oltre al tradizionale e diffuso sistema di confezionamento dei molluschi bivalvi vivi in 

reti di plastica è possibile trovare confezioni sottovuoto e in atmosfera protettiva, che ne 

garantiscono una sopravvivenza analoga o leggermente superiore al sistema 

tradizionale. Dal punto di vista microbiologico, il confezionamento sottovuoto, 

combinato con una refrigerazione a 4°C, limita lo sviluppo della flora microbica; resta 

tuttavia il rischio di sviluppo di Clostridium botulinum che può moltiplicarsi anche a 

queste condizioni. In queste confezioni deve essere indicato il termine minimo di 

conservazione. 

Parametri microbiologici per l’immissione sul mercato dei molluschi 

bivalvi vivi 

Secondo il Regolamento (CE) n. 1441/2007 che modifica il Regolamento (CE) 

2073/2005 tutti i molluschi bivalvi vivi immessi nel mercato durante il loro periodo di  
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conservabilità devono essere conformi ai limiti stabiliti nei criteri di sicurezza 

alimentare per Salmonella e E.coli. La Salmonella deve essere assente in 25 g in 5 unità 

campionarie (n=5) mentre  E.coli deve essere < 230 MPN/100 g di polpa più liquido 

intravalvare in 1 unità campionaria formata da un campione aggregato costituito da 

almeno da 10 animali. Gli OSA devono eseguire controlli per assicurare il rispetto di 

questi criteri. 

Normativa comunitaria e nazionale 

Il pacchetto igiene comprende tre Regolamenti d’importanza fondamentale per la 

produzione di molluschi bivalvi che devono essere applicati dagli Stati membri dell’UE. 

Il Reg. (CE) 852/2004 sull’igiene degli alimenti definisce i requisiti generali che gli 

OSA devono rispettare, attribuendo agli stessi la responsabilità della sicurezza degli 

alimenti. Introduce i requisiti per l’applicazione dei principi HACCP durante i processi 

di produzione, tuttavia non si applica alla produzione primaria. Nel settore dei 

molluschi bivalvi, i principi del sistema HACCP devono essere applicati durante 

trattamenti quali la depurazione o la cottura, ma non durante la raccolta. 

Il Reg. (CE) 853/2004 fornisce i requisiti per gli alimenti di origine animale per 

l’industria. La sezione VII dell’allegato III si applica ai molluschi bivalvi vivi. Le 

disposizioni relative alla classificazione delle zone di produzione si trovano nel capitolo 

II, parte A. Il Reg. (CE) 854/2004 riguarda l’organizzazione e l’applicazione dei 

controlli ufficiali sui prodotti di OA dalle autorità competenti degli Stati membri. 

Per la normativa sui criteri microbiologici applicabili ai prodotti alimentari (Reg. (CE) 

1441/2007 della Commissione del 5 dicembre 2007 che modifica il Reg. (CE) 

2073/2005 tutti i molluschi bivalvi vivi immessi sul mercato durante il loro periodo di 
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conservabilità devono essere conformi a questi limiti: E.coli < 230 MPN/100 g di carne 

più liquido intravalvare (indice di contaminazione fecale) e Salmonella assente in 25 g. 

I produttori di molluschi bivalvi hanno la responsabilità di eseguire controlli regolari dei 

loro prodotti che entrano nel mercato per assicurare la corrispondenza con questi 

standard. 

Normativa regionale 

Piano Regionale per la Vigilanza ed il Controllo Sanitario della Produzione e 

Commercializzazione dei MBV e per la Sorveglianza Periodica delle Zone di 

Produzione e di Stabulazione di MBV – Anno 2008 – Det N1067 del 21/12/2007 

Direttore Servizio Prevenzione. 

Lo scopo del piano è garantire un’attività coordinata dei servizi veterinari e favorire 

l’applicazione uniforme dei regolamenti comunitari d’igiene sul territorio della regione 

Sardegna. Il pacchetto igiene attribuisce il concetto di responsabilità della sicurezza dei 

propri prodotti ai titolari delle imprese. Il controllo ufficiale deve pertanto focalizzare 

l’attenzione non più sul controllo dei prodotti, ma sulla verifica del processo di 

produzione e delle procedure in uso presso le aziende del settore (autocontrollo). 

Responsabilità degli OSA è stabilire l’accettabilità di un prodotto e di un processo in 

base alla conformità con i criteri microbiologici del Reg. (CE) 2073/2005. I produttori 

primari hanno l’obbligo di una corretta tenuta delle registrazioni per i prodotti, di 

adottare corrette misure igienico - sanitarie, di utilizzare acqua potabile e/o pulita, di 

impiegare personale in buona salute, di evitare contaminazioni, di prevenire la 

propagazione delle malattie, di effettuare analisi di laboratorio e di adottare le opportune 
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 misure correttive quando sono informati di eventuali problemi individuati nel corso dei 

controlli ufficiali. Da parte dei produttori primari è inoltre auspicabile l’utilizzo di 

corretta prassi igienica “sistema HACCP” e un controllo dei microrganismi, delle 

tossine, dei metalli pesanti, degli elementi radioattivi, dei derivanti da rifiuti biologici e 

non biologici (inclusi i fertilizzanti, i fitosanitari, l’eliminazione di animali morti) e di 

componenti biologici che possono provocare malattie contagiose trasmissibili all’uomo. 

Devono inoltre garantire che l’alimento venga prodotto, manipolato, immagazzinato e 

trasportato in adeguate condizioni igieniche. Secondo il Reg. (CE) 853/04 i requisiti 

specifici per la produzione primaria sono: la raccolta solo in zone classificate, tener 

conto delle informazioni ottenute dal piano di autocontrollo, stabilire e dare indicazioni 

sul trattamento appropriato cui sottoporre i lotti raccolti e l’utilizzo di punti di sbarco 

autorizzati (Mappatura anagr. A.C.). Requisiti per la raccolta ed il successivo 

trattamento sono : proteggere i MBV da compressioni, abrasioni e vibrazioni, esporre i 

MBV a temperature compatibili con vitalità e sicurezza alimentare, non immergere 

nuovamente i MBV in acqua che potrebbe contaminarli ulteriormente, eventuale finitura 

in Zone di classe A e mezzi di trasporto idonei. La modalità di campionamento presso 

un C.D.M. al fine di valutare l’efficienza del processo depurativo viene prelevato 1 

campione dello stesso lotto prima e dopo la depurazione, si valutano i parametri 

microbiologici (E.coli e Salmonella), le aliquote sono 2, il verbale dev’essere in triplice 

copia ( 1 titolare dello Stabilimento, 1 ASL, 1 IZS) e non c’è diritto alla difesa ad 

eccezione di un campionamento  seguente una non conformità. Nel caso di un 

campionamento presso un CSM, un mercato ittico, un deposito, un ingrosso, un cash 

and carry, un esercizio di vendita al dettaglio o un centro di ristorazione si controlla la 

sicurezza alimentare e quindi la conformità ai parametri indicati dal Reg. (CE) 
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 853/2004, si valutano i parametri microbiologici (E.coli e Salmonella), biotossicologici 

e i caratteri chimico-fisici, le aliquote sono 2, il verbale  dev’essere in triplice copia ( 1 

titolare dello Stabilimento, 1 ASL, 1 IZS) e  c’è diritto alla difesa. In caso di non 

conformità ai parametri microbiologici è necessaria una corretta gestione delle non 

conformità che consiste in un’immediata informazione dal laboratorio di analisi, 

proposta Ordinanza Sindacale temporanea (divieto d’immissione al consumo, obbligo di 

depurazione e/o stabulazione oppure trasformazione in stabilimenti riconosciuti), 

notifica a tutte le Ditte, alla Regione e ai Comuni interessati, notifica agli altri Servizi 

Dipartimento Prevenzione, piani di campionamento a tutte le specie della stessa zona ed 

eventualmente dalle aree confinanti e per finire l’eventuale attivazione del Sistema di 

Allerta.  La revoca delle misure restrittive potrà avvenire solo dopo aver accertato il 

ripristino dei requisiti sanitari. Il Servizio Veterinario procederà alla determinazione 

delle cause che hanno determinato la non conformità. 

Comunicazione di analisi non ripetibili 

Il verbale di prelievo deve accompagnare il campione e dev’essere controfirmato dal 

Responsabile dello stabilimento/impresa registrata o da un suo delegato, oltre che 

dall’operatore del Servizio Veterinario che ha eseguito il campionamento. I molluschi 

bivalvi in base al Decreto legislativo n.123 del 03/03/1993  (art.4 comma I) sono 

alimenti altamente deperibili. I MBV costituiscono quindi un campione unico garantito 

e l’analisi non è ripetibile. Il Responsabile dello stabilimento dovrà essere quindi 

informato sul luogo, giorno e ora dell’apertura del campione per garantire i diritti alla 

difesa (art. 54, Reg. (CE) 882/2004). Si procederà quindi all’analisi di un campione in 

aliquota unica con le relative unità campionarie previste dal Reg. (CE) 2073/2005. La 
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ricerca di Salmonella verrà effettuata su ciascuna delle 5 u.c. che costituiscono 

l’aliquota, mentre la presa di saggio (minimo10 molluschi) per la numerazione di E.coli 

sarà costituita da un pool delle 5 u.c. Ciascuna u.c. dovrà contenere una quantità di 

matrice alimentare adeguata rispetto al numero di determinazioni richieste al 

laboratorio. Il campionamento UVAC dev’essere costituito da 2 aliquote quando non è 

conseguente ad una precedente non conformità (monitoraggio) (nota Min.Salute 

600.9/CE/7467 del 19/11/1998) oppure da 4 aliquote quando è successivo ad una 

precedente non “conformità” da ripetere per tre partite successive. Una nota del 

15/05/2008 del Ministero della Salute dispone che, al fine di garantire il diritto alla 

revisione d’analisi del soggetto speditore della merce oggetto di scambi intracomunitari 

( art.11, par.5 e 6 del Reg. (CE) 882/2004), il campione  sia suddiviso in quattro 

aliquote: 1 per il detentore nazionale della merce, 1 per l’analisi di prima istanza, 1 per 

l’eventuale revisione d’analisi e 1 per il contenzioso internazionale. 

 

Rischi sanitari associati al consumo dei MBV 

I frutti di mare fanno parte della cultura culinaria in molti paesi del mondo, la 

molluschicoltura ha una grande importanza economica in tutto il Mediterraneo con la 

maggiore produzione nelle coste dell’Italia, della Spagna e della Francia (6). In Italia, le 

stime attuali indicano che vengono processate ogni anno, 203.810 e 131.000 tonnellate, 

rispettivamente di pesci e molluschi (Ismea 2012). Il frutto di mare che viene più 

coltivato per il consumo umano è il Mytilus galloprovincialis, seguito da Ruditapes 

philippinarum. Nel 2011 sono state prodotte 98.000 tonnellate di cozze e l’80% della 

produzione proviene dalle regioni meridionali (Ismea 2011).  
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I molluschi sono animali “scavatori sessili” che si nutrono di piccole particelle 

alimentari presenti nell’acqua o sul sedimento mediante un meccanismo di filtrazione. I 

molluschi sono in grado di filtrare quantità variabili di acqua. Un esemplare di Mytilus 

filtra a 14°C fino a 1,5 litri di acqua l’ora, l’ostrica europea ne filtra 12 litri a 15°C 

mentre quella americana supera i 18 litri a 20°C, per un totale di acqua filtrata che varia 

da 36 a 432 litri al giorno. I molluschi bivalvi per la loro natura di “filtratori” sono in 

grado di accumulare nei propri tessuti contaminanti chimici e microbiologici presenti 

nell’acqua dove vivono (7).  I MBV possono accumulare oltre a batteri patogeni 

(Salmonella, E.coli, Campylobacter spp., Shigella spp., Aeremonas spp. e Vibrio spp.) , 

virus ( virus Epatite A e Norovirus) e alghe tossiche produttrici di biotossine quali 

saxitossina, acido domoico e i suoi isomeri, acido okadaico e dinofisiotossine, 

yessotossine, azaspiracidi, palitossine, ecc.,e sostanze di natura inorganica (pesticidi, 

metalli pesanti e idrocarburi) (8) (9). 

 

Protozoi zoonosici nei molluschi bivalvi 

I protozoi parassiti d’interesse zoonosico possono essere riversati, attraverso reflui 

zootecnici e urbani o acque di dilavamento, nelle acque superficiali e raggiungere 

tramite i fiumi le zone costiere marine o lagunari dove verranno filtrati e concentrati dai 

molluschi bivalvi. I protozoi vengono captati dalle branchie e si accumulano nelle 

ghiandole digestive dei molluschi. Tali patogeni rappresentano un rischio per la salute 

umana (EFSA 2012) nel caso in cui non vengono inattivati con i processi di 

preparazione (10)(11) e cottura (12) dei molluschi e in maniera particolare se i prodotti 

vengono consumati crudi o poco cotti. La naturale contaminazione dei molluschi da 

parte dei protozoi è strettamente associata alla capacità delle cisti/oocisti di 
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sopravvivere alla salinità delle acque degli estuari e delle coste marine; tuttavia elevati 

livelli di salinità compresi tra i 20 e 30 ppt determinano una inattivazione delle (oo)cisti. 

Le oocisti di Cryptosporidium possono sopravvivere in acqua salata a temperatura 

compresa tra 6° e 8°C per un anno (13).  

Le oocisti di Toxoplasma possono sporulare in acqua di mare ad una salinità di 15 e 32 

ppt a 24°C (14). In condizioni sperimentali è stato osservato che le oocisti sporulate di 

Toxoplasma permangono infettanti in acqua dolce per 15 mesi alla temperatura di 20-

25°C e  per 54 mesi a 4°C (15); alle medesime condizioni in acqua salata per 6 mesi, 

con una salinità pari a 15 ppt (14). 

 Nel corso dell’ultimo decennio Giardia sp. e Cryptosporidium sp. sono stati isolati da 

molluschi provenienti da diverse zone del mondo. Nel Nord-America circa l’80% delle 

ostriche e dei mitili provenienti dal Chesapeake Bay (Stati Uniti) risultavano 

contaminate da Cryptosporidium (16)(17)(18). Fayer e autori hanno esaminato circa 

1000 esemplari di molluschi prelevati da 37 siti costieri della Florida (Stati Uniti) ed 

hanno riscontrato oocisti di Cryptosporidium nel 3,7% dei molluschi analizzati (19). In 

Quebec, Canada, Giardia e Cryptosporidium sono stati riscontrati nel 18% e 73% 

rispettivamente, di Mytilus edulis analizzati tra il 2004 e il 2007 (9).  In Brasile nel 

periodo 2005 - 2006 sono stati analizzati campioni di ostriche (Crassostrea 

rhizophorae) e di vongole (Tivela mastroides) provenienti da una zona costiera di Sào 

Paulo. Le oocisti di Cryptosporidium sono state evidenziate mediante 

immunofluorescenza nel 50% e nel 10% dei pool di branchie, rispettivamente di 

vongole e di ostriche (20). In Europa sono stati condotti numerosi studi che hanno 

portato all’isolamento di protozoi da diverse specie di vongole (Corbicula fluminea, 

Dosinia exoleta, Ruditapes philippinarum, Venerupis pullastra, Venerupis rhomboideus 
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 Venus verrucosa), da mitili (Mytilus galloprovincialis) e da ostriche (Ostrea edulis). La 

maggior prevalenza (29-56%) di Cryptosporidium nei molluschi bivalvi è stata  

riscontrata in Spagna (12)(21)(22)(23), in Portogallo (33.3%) (24) e nel Regno Unito 

(11%) (22). I protozoi dei generi Cryptosporidium e Giardia sono stati isolati inoltre nel 

13% delle ostriche provenienti dai Paesi Bassi (25) e nel 40-50% di quelli provenienti 

dalla Norvegia (26).  

La probabilità che un mollusco accumuli al suo interno protozoi dipende da diversi 

fattori, quali natura, quantità e livello di contaminazione delle acque reflue che 

scaricano in mare, capacità di sopravvivenza e diffusione del parassita nell’acqua  

marina e attività filtrante del mollusco (27) (28). Quest’ultimo processo viene 

influenzato sia da fattori intrinseci (specie del mollusco) che da fattori estrinseci di 

origine ambientale quali: salinità, temperatura dell’acqua e quantità di ossigeno disciolta 

nell’acqua (29). L’attività filtrante, maggiore nelle aree costiere marine dove vi è un 

frequente ricambio d’acqua e una continua variazione di salinità (27), dipende dalla 

quantità e dalla qualità delle particelle alimentari (30). Numerosi studi indicano che 

l’emolinfa, le branchie e la ghiandola digestiva, dove il parassita viene concentrato, 

rappresentano i tessuti più idonei per valutare il livello di contaminazione dei molluschi. 

La presenza del parassita nel liquido intervalvare ma non nel corpo del mollusco è 

considerata aspecifica (31). Le branchie trattengono particelle, incluse cisti e oocisti, 

attraverso la filtrazione, questi elementi non sembrano aderire fermamente e possono 

passare rapidamente nella ghiandola digestiva (31).  Il parassita viene concentrato 

nell’epatopancreas prima di essere eliminato (32). Gli omogenati di branchie e di 

ghiandole digestive rappresentano i tessuti più idonei per il rilevamento dei parassiti nei 

molluschi (12)(20)(21)(23)(24)(26).  
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 Il genere Cryptosporidium 

Il genere Cryptosporidium appartiene al Philum Apicomplexa, Classe Conoidasida, 

Sottoclasse Coccidiasina, Ordine Eucoccidiorida, Famiglia Cryptosporidiidae. 

All’interno del genere Cryptosporidium vengono attualmente riconosciute 26 specie e 

numerosi genotipi distinti sulla base di specifiche caratteristiche morfologiche, 

biologiche e genetiche (33).  

Il maggior numero degli episodi d’infezione nell’uomo, a livello mondiale, è causato 

dalle specie, Cryptosporidium parvum e Cryptosporidium hominis (34). Tuttavia si 

riconoscono, allo stato attuale, altre specie d’importanza zoonosica, quali C.felis (35), 

C.meleagridis (35), C.canis (35), C.suis (35), C.muris (36) e più raramente C. baileyi 

(37). La trasmissione dell’infezione umana avviene per inalazione/ingestione delle 

oocisti provenienti dall’ospite infetto; tuttavia la rilevanza clinica ed epidemiologica 

delle diverse specie e sottotipi di Cryptosporidium nell’uomo non è tutt’ora chiara. Nei 

casi umani d’infezione da Cryptosporidium hominis, rispetto a quelli sostenuti dalla 

specie Cryptosporidium parvum, si riscontrano più spesso sintomi non gastroenterici, 

quali vertigini, stanchezza, dolori articolari e agli occhi. 

 

 Ciclo biologico 

Cryptosporidium è un parassita endocellulare non obbligato e per la sua localizzazione 

intracellulare, ma extracitoplasmatica, è in grado di evadere il sistema immunitario 

dell’ospite (38).  Il ciclo biologico (fig.5) caratterizzato da fasi di sviluppo asessuate e 

sessuate, inizia con l’ingestione/inalazione delle oocisti sporulate (4,8-5,6 x 4,2-4,8 μm) 

 (fase esogena) da parte di un ospite idoneo (39). Le oocisti, raggiunto il sito bersaglio, 

si disincistano liberando gli sporozoiti. Questi invadono rapidamente le cellule epiteliali 
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del piccolo intestino e/o del tratto respiratorio e danno inizio alla fase endogena 

dell’infezione. Gli sporozoiti si trasformano in trofozoiti che in seguito a riproduzione 

asessuata (merogonia) danno origine a meronti di tipo I e II, contenenti i merozoiti; 

questi, in parte, andranno ad infettare altre cellule determinando reinfezioni per un 

tempo indefinito, ed in parte evolveranno in meronti di tipo II che produrranno 

merozoiti, in grado di dare inizio alla fase di riproduzione sessuata (gametogonia), cioè 

alla formazione dei micro e macrogameti e quindi allo zigote. Attorno allo zigote si 

forma una parete cistica (oocisti immatura) al cui interno, per sporogonia, si sviluppano 

gli sporozoiti (oocisti matura). Si possono distinguere due forme differenti di oocisti: “a 

parete sottile” (circa il 20%) coinvolte nei fenomeni di autoinfezione e “a parete 

spessa”(circa l’80%) ad elevata resistenza ambientale; quest’ultime vengono eliminate 

nell’ambiente esterno con le feci e sono responsabili della trasmissione dell’infezione. 

 

 Vie di trasmissione 

Cryptosporidium è attualmente considerato un’importante agente patogeno alimentare, 

in quanto causa nell’uomo una malattia di rilevanza socio – economica in tutto il 

Mondo (40). L’elevato livello di contaminazione ambientale è principalmente dovuto a: 

bassa dose media infettante (10-30 oocisti), elevata quantità di oocisti eliminate con le 

feci da un ospite infetto (10
8
 – 10

9
) anche 50 giorni dopo la scomparsa dei sintomi 

(41)(42); notevole resistenza delle oocisti alle più svariate condizioni ambientali (43) e 

scarsa efficacia dei comuni disinfettanti ambientali (44)(45). 
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  a) Acqua 

Le oocisti di Cryptosporidium sono ampiamente diffuse nell’acqua. In un lavoro 

condotto da LeChevallier e altri autori le oocisti sono state isolate nell’87% delle acque 

grezze analizzate (46) e nel 27% delle acque potabili (47). Cryptosporidium spp. ha 

causato negli Stati Uniti importanti episodi di infezione umana associati al consumo di 

acqua potabile. Le acque responsabili di tali focolai provenivano da sistemi idrici trattati 

esclusivamente con cloro e da sistemi idrici superficiali sottoposti a filtrazione 

(48)(49)(50). Oocisti di Cryptosporidium sono state riscontrate recentemente anche in 

Spagna in campioni di acqua potabile e non trattata (51). 

Cryptosporidium è responsabile di circa il 50% dei numerosi focolai infettivi 

documentati in tutto il Mondo, conseguenti ad ingestione di acqua contaminata da 

protozoi zoonisici (52). Nel nostro Paese le acque potabili, le acque grezze e depurate 

non vengono costantemente monitorate per la presenza di protozoi dei generi 

Cryptosporidium e Giardia. Alcuni autori, tuttavia, hanno effettuato studi che hanno 

evidenziato la presenza di Cryptosporidium in acque reflue e di fiume (53)(54)(55). Le 

oocisti di Cryptosporidium sono state isolate anche in campioni provenienti da acqua di 

pozzo utilizzata per l’irrigazione (54)(55)(56), con una maggiore prevalenza in 

campioni prelevati da pozzi con profondità inferiore a 30 metri dove era presente una 

contaminazione da batteri di origine fecale (55). Un importante studio condotto da 

autori italiani nel periodo compreso da febbraio 2006 e gennaio 2007 ha evidenziato la 

presenza di oocisti di Cryptosporidium in campioni di acque reflue trattate, nella laguna 

di Verano, nel Sud d’Italia (57).  

Le oocisti di Cryptosporidium sono state occasionalmente isolate da campioni d’acqua 

ricreazionale (52)(54)(58)(59)(60). La disinfezione con il cloro ha un minimo effetto 
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sulla densità delle oocisti (54)(61). Nuotare in acque contaminate o in piscine non 

correttamente sanificate  rappresenta quindi un rischio per la trasmissione dell’infezione 

umana da Cryptosporidium. In Francia si è manifestata un’epidemia di diarrea associata 

al consumo di acqua e il 91% dei campioni esaminati è risultato positivo per C. hominis 

type Ib (62), in accordo con l’idea corrente che Ib è l’allele predominante nelle 

criptosporidiosi associate all’acqua in tutto il mondo (63). 

 

          b) alimenti di origine vegetale 

Il 21.1% delle epidemie da Cryptosporidium verificatesi a livello globale, è associato al 

consumo di alimenti, in particolare quelli freschi come vegetali e frutta (64). Le acque 

d’irrigazione contaminate sono considerate tra le principali fonti di contaminazione di 

prodotti ortofrutticoli freschi da protozoi del genere Cryptosporidium e Giardia. Una 

notevole quantità di acque utilizzate per l’irrigazione di colture di vegetali 

tradizionalmente consumati crudi negli Stati Uniti e in alcuni Paesi del Nord Europa è 

risultata positiva per la presenza di oocisti del genere Cryptosporidium parvum. I 

prodotti vegetali, possono essere contaminati, inoltre, nella fase di lavaggio post 

raccolta; infatti, oocisti di Cryptosporidium sono state isolate in serbatoi di acque di 

lavaggio, la cui disinfezione è resa molto difficile in quanto le oocisti protozoarie 

possono essere protette all’interno di biofilm batterici che colonizzano sia i serbatoi di 

raccolta che i sistemi di distribuzione. Tali oocisti possono essere rilasciate dal biofilm, 

causando ripetuti episodi di contaminazione secondaria dell’acqua. Ad aggravare 

ulteriormente tale situazione si aggiunge la notevole resistenza delle formazioni 

oocistiche ai trattamenti a base di cloro normalmente utilizzati per disinfettare l’acqua 

potabile industriale (65).  
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Sono stati associati dei focolai d’infezione da C.parvum al consumo di succhi di frutta a 

partire dal 1990, quando è stato descritto il primo caso associato al consumo di sidro di 

mela (66). Nel periodo compreso tra settembre e novembre 2003, nel nord dell’Ohio, ci 

sono stati 12 casi di criptosporidiosi associati al consumo di sidro di mela ozonizzato 

(67). L’incidenza delle infezioni associate ai succhi di frutta con basso pH contaminati è 

in notevole aumento (68). 

 

        c) Molluschi bivalvi 

I molluschi bivalvi filtrano elevati volumi d’acqua e possono concentrare organismi 

patogeni per l’uomo e per gli animali. Le oocisti di Cryptosporidium parvum sono state 

isolate per la prima volta in Italia in campioni di Chamelea gallina a breve distanza 

dalle foci dei fiumi Tronto, Vomano, Tordino e Vibrata (69). L’acqua di questi fiumi, 

analizzata dall’Istituto Zooprofilattico dell’Abruzzo e del Molise (70) presenta, inoltre, 

un’elevata concentrazione di batteri fecali. La presenza di protozoi nei molluschi della 

costa abruzzese è attribuibile sia all’inquinamento dei fiumi con reflui urbani ed 

agricoli, dovuti spesso all’inefficienza degli impianti di depurazione, sia alla 

documentata presenza lungo le aree costiere di scarichi abusivi (71). 

Contemporaneamente è stata evidenziata la presenza di oocisti di Cryptosporidium (C. 

hominis e C.parvum) in Ruditapes philippinarum in due aziende agricole situate in 

Veneto e Friuli Venezia Giulia (72). Un altro studio effettuato nel 2009 ha rilevato la 

presenza di Cryptosporidium e Giardia in campioni di acque provenienti dalla laguna di 

Varano in Puglia; mentre i campioni di molluschi bivalvi (Ruditapes decussatus e 

Mytilus galloprovincialis) provenienti dal medesimo sito risultavano tutti negativi per 

entrambi i generi protozoari (57). 
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Altri studi dimostrano la contaminazione di Mytilus galloprovincialis da 

Cryptosporidium raccolte dalla laguna Sacca di Scardovari (nel mare nord Adriatico) e 

nella zona di Messina (39). 

In Sardegna, i primi dati sulla presenza di Cryptosporidium e di Giardia nei molluschi 

derivano dallo studio condotto dal Laboratorio di Ispezione Alimenti dell’Istituto 

Zooprofilattico di Sassari. Da aprile 2011 a febbraio 2012, sono stati analizzati un totale 

di 1335 esemplari di molluschi. In particolare l’analisi è stata effettuata su 1095 

esemplari di Mytilus galloprovincialis prelevati dal Golfo di Olbia e dal Golfo di 

Oristano (rispettivamente nella costa nord e ovest della Sardegna) e 240 esemplari di 

Crassostrea gigas raccolte nello stagno di San Teodoro. Tutti i campioni, sia di 

branchie che di epatopancreas, sono risultati negativi  all’osservazione al microscopio, 

al test di immunofluorescenza e alle metodiche molecolari (73)(74). 

In Europa, Cryptosporidium spp., è stato isolato in esemplari di Ruditapes decussatus in 

Portogallo (75), in specie di ostriche, mitili e vongole nella Spagna nord-occidentale 

(76), in esemplari di Mytilus edulis in Irlanda (77) e di Mytilus galloprovincialis nella 

Spagna nord-occidentale (21)(78). In California oocisti di Cryptosporidium (C. parvum, 

C. felis, C. andersoni e due nuovi genotipi) sono state individuate in campioni di 

emolinfa prelevata da mitili (79). In quest’ultimo lavoro, in particolare, è stata 

individuata una correlazione tra contaminazione dei mitili, esposizione al deflusso 

dell’acqua e ultimo evento di precipitazione.  

In Francia (80), esemplari di Mytilus edulis sono stati raccolti per un anno da tre zone 

nel litorale nordoccidentale della Normandia. Dai mitili sono stati prelevati polpa, 

branchie e liquido intervalvare. Mediante separazione immunomagnetica e test 

d’immunofluorescenza oocisti di Cryptosporidium  sono state rilevate in tutti i campioni 
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 esaminati e nella totalità delle matrici. I tassi di contaminazione più elevati sono stati 

riscontrati nei periodi d’intense precipitazioni. L’analisi molecolare ha rilevato che le 

oocisti appartenevano alla specie Cryptosporidium parvum.  

 

 Criptosporidiosi umana 

Cryptosporidium e Giardia sono responsabili della maggior parte delle malattie 

diarroiche umane in tutto il mondo. Sono state per questo incluse nella World Health 

Organisation’s Neglected Diseases Initiative (81)(82). Le Neglected Diseases, sono un 

gruppo di malattie infettive poco conosciute, disabilitanti e spesso mortali. In America, 

ci sono più di 100 milioni di persone infettate con NID e molte sono quelle a rischio. 

Queste infezioni batteriche e parassitarie sono molto diffuse tra le persone che vivono in 

comunità rurali povere e nelle baraccopoli urbane. Le NID compromettono lo sviluppo 

fisico e cognitivo, possono causare aborti, limitano la produttività lavorativa e 

determinano esclusione sociale. 

 

Clinica 

Cryptosporidium è responsabile del 20% di tutti i casi di diarrea. Le infezioni da 

Cryptosporidium parvum , sono infatti caratterizzate dalla comparsa di una diarrea acuta 

autolimitante che insorge circa 7-21 giorni post-infezione e che dura circa 2-7 giorni, 

spesso accompagnata da crampi addominali, anoressia, dimagrimento, nausea, vomito e 

lieve febbre. La diarrea è il risultato dell’invasione e distruzione delle cellule 

dell’epitelio intestinale da parte del protozoo, che determina un’atrofia dei villi e 

accorciamento e distruzione dei microvilli. Nei bambini della prima infanzia può 

causare ritardo mentale e della crescita (83). I problemi maggiori si riscontrano nei 
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soggetti immunocompromessi in cui la parassitosi si manifesta con gravi forme croniche 

debilitanti con emessione di circa 20 litri di feci al giorno, quindi grave disidratazione e 

forte dimagrimento che possono portare alla morte dell’ospite (84). 

Da uno studio fatto in Bangladesh su 3646 pazienti che presentavano diarrea è emerso 

che erano causate da  Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium parvum,  Entamoeba 

histolytica e Giardia lamblia. Cryptosporidium spp. e E. histolytica prevalgono 

maggiormente nei pazienti con diarrea acuta, di tutte le età, e in particolare tra i bambini 

di età compresa tra 0 e 12 mesi. Inoltre, i pazienti con diarrea da criptosporidiosi non 

presentano generalmente dolore addominale, i soggetti affetti da amebiasi presentano 

sangue nelle feci e quelli con giardiasi tendono ad essere più disidratati, confrontati con 

casi-controllo (85).  Di recente, i sintomi clinici come dolore addominale e/o diarrea 

sono stati usati come indicatori d’infezione da Criptosporidium e Giardia anche in 

Belgio (86). 

 

Epidemiologia 

Cryptosporidium hominis e C.parvum sono i principali agenti eziologici della 

criptosporidiosi umana; tale patologia si manifesta, con valori di prevalenza variabili, 

sia negli individui immunocompetenti che immunocompromessi (87). 

L’analisi macroepidemiologica mostra che C.hominis è una specie maggiormente 

prevalente in Nord America, Sud America, Australia e Africa mentre C.parvum è la 

principale causa di infezioni umane in Europa, in particolare nel Regno Unito (87). 

Cryptosporidium meleagridis può essere considerato un patogeno emergente, in quando 

responsabile di un numero ridotto di casi di malattia nell’uomo; responsabile dell’1% di 

tutte le infezioni in Inghilterra (87) e del 10% in Perù (88). 
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I casi umani di criptosporidiosi sostenuta dalla specie C. parvum riguardano soprattutto 

i soggetti giovani, mentre C. hominis prevale nei bambini, di età inferiore a un anno 

soprattutto nei paesi in via di sviluppo, quali Perù (36)(88), Malawi (89), Kenya (90), 

India (91), Haiti (92) e Brasile (93) e nelle donne di età compresa tra i 15 e i 44 anni.  

C.parvum mostra un picco di prevalenza in primavera mentre C.hominis viene 

riscontrato soprattutto in tarda estate ed inizio autunno e nelle persone che hanno fatto 

recentemente un viaggio all’estero (94).  

Numerosi casi di criptosporidiosi causata da C.meleagridis sono stati riscontrati ad Haiti 

(92) e in adulti HIV positivi in Perù (95). Questa specie è stata riscontrata sia in pazienti 

immunocompetenti che immunodepressi  anche in altre parti del mondo come 

Portogallo (96), India (91), Taiwan (97) e Iran (98). Anche in Cina, grazie ad uno studio 

condotto nel 2009, sono stati individuati degli isolati ambientali di Cryptosporidium 

(99). Le specie predominanti sono state C. hominis seguita da C. meleagridis. Le altre 

specie isolate sono state: C. baileyi, C. parvum, C. suis, C. muris, genotipo ratto, 

genotipo aviario 3 e un nuovo genotipo. 

In Italia la criptosporidiosi umana non è una malattia soggetta a notifica. I dati sulla 

prevalenza derivano dagli studi effettuati e dimostrano che i criptosporidi sono protozoi 

comuni nell’ambito della popolazione del nostro paese. La prevalenza della 

criptosporidiosi nei pazienti immunocompetenti, indipendentemente dall’età, è più 

bassa della giardiasi, varia dall’1,27% (100) all’1,75 (101). Una prevalenza del 5,4% è 

stata registrata in persone immunocompetenti affette da diarrea in Toscana, anche se tali 

dati andrebbero confermati a causa di discrepanza tra i risultati della microscopia 

tradizionale e della biologia molecolare (102). Un’alta prevalenza di Cryptosporidium è 

stata osservata anche nei pazienti HIV positivi, prima dell’introduzione dell’HAART  
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(Highly Active Antiretroviral Therapy), una terapia basata sulla somministrazione di tre 

inibitori virali; in questi pazienti, nelle diverse regioni italiane, è stata riscontrata una 

prevalenza che varia dall’8,33% all’11% (103). La criptosporidiosi manifesta una certa 

stagionalità, correlata ai picchi di piovosità e quindi all’aumento dell’inquinamento 

delle acque con i reflui agricoli e animali. La presenza di alti tassi d’infezione da 

Cryptosporidium deriva indirettamente dalle indagini sierologiche. In Italia Centrale, il 

5.3% delle persone sane presenta anticorpi contro l’antigene solubile dell’oociste (104). 

Nel Nord Italia, le IgG sono state riscontrate nel 62-83% dei donatori di sangue, a 

seconda dell’antigene utilizzato (105). 

 

 Criptosporidiosi negli animali 

La giardiasi e la criptosporidiosi in Italia non hanno ricevuto la stessa attenzione delle 

altre parassitosi. Solo ultimamente si stanno ricercando questi parassiti anche negli 

animali da compagnia.  Uno studio epidemiologico condotto con metodi molecolari ha 

rilevato la presenza di Cryptosporidium spp. nel 3,3% dei cani, sia in quelli di proprietà 

che ospitati nei canili, invece, i cani randagi e quelli affetti da sintomi gastrointestinali 

erano maggiormente colpiti dalla malattia (106). 

I segni clinici di una parassitosi si riscontrano generalmente in animali giovani o che 

vivono in campagna dove il sovraffollamento e la scarsità di cibo possono generare 

stress e amplificare i sintomi dell’infezione (107). Negli animali domestici i sintomi 

sono notevolmente variabili, da asintomatici a diarrea severa (108)(109). In uno studio 

condotto in Abruzzo sono stati testati per la presenza di Cryptosporidium, mediante 

immunofluorescenza e tecniche molecolari, 181 campioni di feci feline. Tutti i campioni 

sono risultati negativi per il patogeno ricercato (110). 
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Sono stati condotti anche alcuni studi sulla presenza di Cryptosporidium nei bovini 

(111) e nel latte bovino come possibile causa di diarrea neonatale (112). Questo 

parassita è stato rilevato nel 53% degli allevamenti presi in considerazione (113). In uno 

studio condotto in Canada nel 2005 sono stati analizzati 143 campioni di feci di bovini 

adulti, vitelli e giovenche. Cryptosporidium spp. ha mostrato un’ alta prevalenza fra i 

bovini (27,3%) ma è stato isolato solo nei vitelli e nelle giovenche (114). 

In uno studio condotto sui cavalli Cryptosporidium è stato riscontrato nell’8% degli 

animali testati (115). 

Nei maiali è stato isolato nel 1984 (116) e recentemente con un livello di prevalenza del 

19,8% degli animali testati (117). Solo uno studio condotto in Italia centrale ha testato 

la presenza di questo protozoo nel pollame, con una prevalenza del 26% nei galli e nei 

polli da carne affetti da sintomi gastro-intestinali (118). 

Negli animali da reddito i sintomi sono caratterizzati da diarrea abbondante acquosa 

giallastra, febbre, inappetenza, dimagrimento e forte disidratazione. Nelle altre specie 

animali come il gatto, il cane, il cavallo e il suino i sintomi clinici sono generalmente 

assenti. 

 

 Profilassi, terapia e disinfezione 

I disinfettanti più idonei ad essere utilizzati in condizioni di campo sono quelli a base di 

ammoniaca, sia in soluzione acquosa sia in forma gassosa. Il cloro non è in grado di 

dare risultati efficaci nei confronti di Cryptosporidium anche ad alte concentrazioni; 

infatti questa molecola, impiegata frequentemente nel trattamento degli attrezzi e delle 

piscine, ha un impatto minimo o addirittura nullo sulla vitalità delle oocisti. Calce e 

solfato ferrico sono in grado di ridurre la vitalità delle oocisti soltanto ad elevate 
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concentrazioni, in condizioni di pH basico, e se utilizzati per tempi prolungati. 

Disinfezioni condotte con un’associazione di agenti chimici, come cloro e 

monocloramine oppure ozono e monocloramine, hanno dimostrato una maggiore 

efficacia all’uso di un singolo disinfettante (119).  Molti studi sono stati condotti sulle 

strategie da adottare per la disinfezione e filtrazione dell’acqua potabile. L’ozono (0.3 

mg/l per 2 minuti) e la luce ultravioletta ( 500 mJ/cm
2
) si sono mostrati efficaci nel 

ridurre l’infettività delle oocisti di Cryptosporidium e sono applicabili per la 

disinfezione delle acque.  

L’essicamento e il congelamento sono trattamenti efficaci per la devitalizzazione delle 

oocisti. Ad una temperatura di -20°C sono  necessarie 2 ore per devitalizzarne il 97% e 

4 ore per il 100%. Ad una temperatura  di -70°C  per devitalizzare il 100% delle oocisti 

è sufficiente un ora. 

Per quanto concerne la terapia, va ricordato che anche dopo molti anni di ricerche, non 

sono ancora state individuate molecole efficaci e non pericolose da utilizzare per il 

trattamento della criptosporidiosi, sia negli animali che nell’uomo. L’unica valida 

opzione al presentarti dei sintomi rimane una terapia di sostegno, che prevede il 

reintegro dei fluidi e degli elettroliti persi, supporto nutrizionale, farmaci antidiarroici, 

chemioterapia e immunoterapia antimicrobica (39). 

 

 Caratterizzazione genotipica  

Negli ultimi decenni sono state messe a punto numerose tecniche di biologia molecolare 

per isolare Cryptosporidium spp. su differenti matrici e per differenziare le varie 

specie/genotipi e i diversi sottotipi di C. parvum e C. hominis.  Per la genotipizzazione 

di Cryptosporidium isolato da campioni umani, animali e di acqua, viene generalmente 
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ricercata la subunità piccola (18S) dell’RNA ribosomiale (SSU rRNA). In particolare, la 

genotipizzazione viene condotta mediante una amplificazione di un frammento di SSU 

rRNA di 860 pb e successiva digestione dell’amplicone con gli enzimi di restrizione 

SspI e VspI (120). La ricerca del gene che codifica per SSU rRNA al fine di effettuare 

la genotipizzazione di Cryptosporidium è ampiamente diffusa per via della natura 

polimorfica e per la presenza di regioni semi-conservate e iper-variabili del gene che 

facilitano il disegno di primers specifici di genere. Nell’ambito della diagnostica 

parassitologica vengono utilizzati, ai fini della genotipizzazione di Cryptosporidium, 

anche altri target genetici, quali il gene che codifica per la proteina della parete 

dell’oocisti  COWP (spesso in associazione con SSU rRNA); tuttavia tali target, negli 

ultimi anni, sono stati sempre più abbandonati, in quanto consentono di amplificare 

frammenti  di DNA appartenenti a Cryptosporidium parvum o a specie/genotipi 

strettamente legati a questa specie. Tali studi hanno quindi evidenziato un minor 

numero di specie/genotipi appartenenti al genere Cryptosporidium 

(50)(121)(122)(123)(124), ed in diverse occasioni l’analisi del gene COWP ha permesso 

di individuare Cryptosporidium in specie inaspettate (106)(125)(126). Metodiche 

molecolari per la sottotipizzazione sono state ampiamente utilizzate in numerosi studi 

relativi allo studio di C. hominis nell’uomo e di C. parvum nell’uomo e nei ruminanti. 

Tra queste la più utilizzata si basa sull’analisi della sequenza del DNA che codifica per 

una glicoproteina di 60 KDa (gp60 oppure gp40/15). Il gene gp60 è una sequenza 

microsatellite con sequenze, ripetute in tandem, di trinucleotidi TCA, TCG, TCT 

codificanti la serina, all’estremità terminale (gp40) del gene. In aggiunta alla variazione 

nel numero di trinucleotidi ripetuti, ci sono ampie differenze in regioni non ripetute, che 

permettono di suddividere C. hominis e C.parvum in famiglie di sottotipi. All’interno di 
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ogni famiglia i sottotipi differiscono uno dall’altro, per lo più, nel numero di ripetizioni 

di trinucleotidi  ( microsatellite TCA, TCG o TCT).  

Il nome dei sottotipi gp60 inizia con la designazione della famiglia di sottotipi (Ia, Ib, 

Id, Ie, If, ect. per C. hominis e IIa, IIb,  IIc, IId, ect. per C. parvum) seguito dal numero 

di sequenze ripetute TCA (rappresentata dalla lettera A), TCG (rappresentata dalla 

lettera G), o TCT (rappresentata dalla lettera T) (127). Così il nome IbA10G2 indica che 

il parassita appartiene a C. hominis, famiglia sottotipo Ib e che ha 10 copie della 

sequenza di ripetizione TCA e due copie della sequenza di ripetizione TCG, nella 

regione dei trinucleotidi ripetuti del gene gp60. Nella famiglia sottotipo IIa di C. 

parvum, alcuni sottotipi hanno anche due copie della sequenza ACATCA subito dopo i 

trinucleotidi ripetuti e vengono rappresentati da “R2” (R1 per la maggior parte dei 

sottotipi). Inoltre all’interno della famiglia sottotipo Ia di C.hominis alcuni sottotipi 

sono ulteriormente identificati dal numero di copie di una sequenza ripetuta di 15 pb 

(rappresentata dalla lettera R) 5’-AA/GGACGGTGGTAAGG-3’ (l’ultima copia è di 13 

pb: AAA/GACGGTGAAGG) che si trova poco più a valle dei trinucleotidi ripetuti. 

Quindi il nome IaA28R4 indica che il parassita appartiene alla famiglia sottotipo Ia di 

C. hominis , che presenta 28 copie della sequenza TCA ripetuta nella regione dei 

trinucleotidi  e 4 copie della ripetizione 13-15 pb. Nella famiglia sottotipo IIc di C. 

parvum, tutti i sottotipi hanno 5 copie di TCA e 3 copie di TCG ripetute: IIcA5G3. 

Questi differiscono tra loro nella sequenza nucleotidica della regione 3’ del gene. La 

sequenza originale per C. parvum  famiglia sottotipo IIc (GenBank Accession No. 

AF164491) è stata indicata come IIcA5G3a. I sottotipi che discostano da questa 

sequenza sono stati designati con le successive lettere alfabetiche. Ad esempio, il 

sottotipo IIcA5G3b ha una delezione del trinucleotide (ACA) poco dopo i trinucleotidi 
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 ripetuti e 31 sostituzioni nucleotidiche, mentre il sottotipo IIcA5G3c presenta 33 

sostituzioni nucleotidiche. Bisogna tener presente che la sottotipizzazione basata sul 

gene gp60 (tra cui la tipizzazione multilocus) vale solo per C. hominis e C. parvum ma 

non per le altre specie. Il gene gp60 che codifica per una proteina che si trova sulla 

superficie della regione apicale nelle fasi invasive dell’ospite, verso la quale s’indirizza 

un intensa risposta anticorpale da parte dell’ospite (128) è considerato il miglior marker 

polimorfico nel genoma di Cryptosporidium (129)(130)(131). Alcune delle famiglie di 

sottotipi di C. parvum come IIa e IId , si ritrovano sia negli uomini che nei ruminanti e 

sono responsabili di zoonosi. In aree dove si ritrova si IIa che IId, come in Spagna, i 

sottotipi IIa infettano prevalentemente i vitelli, mentre IId agnelli e capretti (132).  

C. parvum  IIc sono stati finora trovati solo negli umani (133)(134). Il recente 

sequenziamento dell’intero genoma di C. hominis e C. parvum ha permesso 

l’individuazione di microsatelliti e minisatelliti. Questi vengono spesso utilizzati in 

analisi multilocus per aumentare la caratterizzazione del sottotipo.  Nella tipizzazione 

multilocus (MLT), variazioni di mini e microsatelliti vengono valutate sulla base di 

variazioni della lunghezza  mediante elettroforesi su gel di acrilammide o la tecnologia 

GeneScan (130)(135)(136)(137)(138). La seconda tecnica di tipizzazione, la multilocus 

sequence typing (MLST), si basa sul rilevamento dell’eterogeneità genetica dal 

sequenziamento del DNA dei prodotti della PCR (129)(139)(140)(141).  

I risultati dei recenti studi epidemiologici, grazie alle varie tecniche biomolecolari, 

hanno notevolmente migliorato le nostre conoscenze sulla criptosporidiosi umana, 

permettendo di caratterizzare la trasmissione del parassita nell’uomo e negli animali e 

portando ad una  migliore comprensione delle fonti di infezioni. Inoltre, hanno 

permesso di comprendere che specie diverse di Cryptosporidium e diverse famiglie di 
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 sottotipi inducono manifestazioni cliniche differenti e possiedono una diversa 

virulenza.  

C. parvum famiglia sottotipo IIa, è molto comune tra gli uomini nelle aree rurali degli 

Stati Uniti e in Europa (133)(142)(143)(144). La maggior parte dei sottotipi IIa 

riscontrati negli uomini sono stati identificati pure nei vitelli. Per esempio, in 

Portogallo, il sottotipo isolato principalmente negli uomini IIaA15G2R1 predomina 

pure tra i vitelli e nei ruminanti (133)(145).  Allo stesso modo, nell’Irlanda del Nord i 

più comuni sottotipi IIa identificati nei vitelli hanno causato casi sporadici e anche 

epidemie tra gli umani (142)(146). Negli Stati Uniti in un’epidemia di criptosporidiosi  

associata al citro di mela, tutti i pazienti erano infettati con C. parvum IIaA15G2R1 o 

IIaA17G2R1 e gli stessi genotipi sono stati riscontrati nel citro incriminato (67). Il 

sottotipo IIaA17G2R1 è raro negli USA, è stato riscontrato solo in alcuni vitelli in Ohio 

e Vermont (147). La famiglia di sottotipi IId di C. parvum meno comune tra i bovini ha 

determinato alcune infezioni zoonosiche nei paesi industrializzati. Nel Sud Europa  

(Italia, Portogallo, Serbia e Ungheria) tra i bovini predomina il sottotipo IIa di C. 

parvum mentre il IId viene isolato molto raramente (133)(148)(149)(150). In Portogallo, 

da pazienti malati di AIDS sono stati isolati alcuni sottotipi IId (133)(145). Circa la 

metà delle infezioni dei bambini, in una città del Kuwait, sono state associate al 

sottotipo IId, anche se la trasmissione appare di origine antroponotica (127).  Il sottotipo 

IId è stato riscontrato sia in uomini che in vitelli in UK, USA, Canada e Australia 

(142)(144)(146)(147)(151)(152). La tipizzazione evidenzia la trasmissione zoonosica 

della malattia di Cryptosporidium parvum in Galles e nelle regioni nord-ovest 

dell’Inghilterra (154). Nei loci gp60, ML1 e ML2 ci sono differenze significative tra C. 

parvum isolati da persone che hanno avuto e quelle che non hanno avuto contatti con 



 

Sara Salza – “Ricerca e caratterizzazione di protozoi zoonosici in mitili allevati e commercializzati nella 

Regione Sardegna” – Tesi di Dottorato in Produzione e Sicurezza degli Alimenti di Origine Animale – 

Università degli Studi di Sassari   47 
 

 animali prima dell’insorgenza della malattia (153). La maggior parte delle persone con 

C. parvum sottotipo ML1-242 e ML2-223-237 sono entrate in contatto con animali. 

Allo stesso modo queste persone, per il locus GP60 danno prodotti di PCR più grandi. 

Comunque non tutte le infezioni da C. parvum sono a trasmissione zoonosica. 

Nelle aree urbane negli USA, il sottotipo IIc è responsabile della maggior parte delle 

infezioni umane (109). In Europa, ad esempio in Portogallo e UK, i sottotipi IIa e IIc 

sono i più comuni tra gli uomini (133)(145). 

In Scozia, l’analisi di tre minisatelliti e di quattro microsatelliti marcatori ha permesso 

di distinguere tre gruppi di C. parvum; due piccoli gruppi riscontrati solo negli uomini e 

un grande gruppo che si ritrova sia negli uomini che nei bovini (154)(155). Lo stesso è 

accaduto in Inghilterra e in Galles (130). In Portogallo l’analisi del gene GP60 conferma 

che gli uomini rispetto ai bovini vengono  infettati da  una maggiore varietà di sottotipi 

di C. parvum (156). In Francia, è stata invece osservata una più bassa diversità genetica 

di C.parvum tra uomini e bovini (135). Non è chiaro se è stata l’omissione di alcuni 

marcatori polimorfici, come gp60, a determinare, in questi studi Francesi, risultati 

diversi.  

Il sottotipo umano IIc di C.parvum è responsabile della maggior parte delle infezioni nei 

paesi in via di sviluppo (109)(157)(158)(159), mentre il sottotipo zoonosico IIa è più 

comune nei paesi Europei, in Australia e USA. In alcuni territori, come in Lima, 

capitale del Perù, il sottotipo IIc di C.parvum è l’unico isolato dagli uomini. In alcuni 

paesi in via di sviluppo, come Kenya e Malawi, è stato trovato il sottotipo umano IIe 

(95)(157)(158)(160). In Uganda, sono stati individuati negli uomini dei nuovi sottotipi 

di C.parvum (161). La maggior parte di questi studi sono stati eseguiti in aree urbane. 

Uno studio in Malawi, dove non è stata fatta la tipizzazione, ha dimostrato che le 
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infezioni da C.parvum sono più frequenti nelle zone rurali (162). Uno studio precedente 

aveva comunque isolato solo sottotipi umani (157). 

 

 

Il genere Giardia 

Il genere Giardia appartiene al Phylum Metamonadida, Classe Zoomastigophora, 

Ordine Diplomonadida, Famiglia Hexamitidae. Attualmente è in corso un dibattito 

relativamente alla corretta classificazione e nomenclatura delle varie specie di Giardia. 

Sulla base delle diverse caratteristiche strutturali alcuni autori hanno individuato tre 

gruppi: il gruppo agilis isolato dagli anfibi, il gruppo muris isolato da roditori, uccelli e 

rettili e il gruppo intestinalis isolato da una varietà di mammiferi (incluso l’uomo), dagli 

uccelli e rettili (163). G.lamblia è il più comune flagellato isolato nel tratto intestinale. 

Sebbene le diverse specie di Giardia possano potenzialmente essere reperite nel tratto 

intestinale di tutte le classi di vertebrati, solo G.duodenalas (G.intestinalis oppure 

G.lamblia) è stata riscontrata nell’uomo e nella maggior parte dei mammiferi domestici 

e selvatici.  

Con l’impiego di tecniche di biologia molecolare il morfotipo G.duodenalis è stato 

suddiviso in sette assemblaggi. I più importanti nell’eziologia della giardiasi umana 

sono gli assemblaggi A e B che raggruppano organismi isolati dall’uomo e dagli 

animali, mentre gli altri assemblaggi (C-D-E-F) presentano una più netta specificità 

d’ospite, e rivestono importanza esclusivamente in campo veterinario (164). 
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 Il ciclo biologico 

Il ciclo presenta due fasi: un trofozoita attivo e replicante e una cisti resistente (Fig.6). 

Il ciclo biologico di Giardia inizia con l’ingestione delle cisti da parte di un ospite 

recettivo di cisti che sono immediatamente infettive dopo l’escrezione con le feci da 

parte di un ospite infetto e che possono sopravvivere nell’ambiente per periodi molto 

lunghi (165). La cisti è lunga 11-14 μm e larga 7-10 μm, ha forma rotonda o ovale, 

contiene quattro nuclei, corpi parabasali e assostili (165). Questa, dopo l’ingestione, 

raggiunge lo stomaco dove per la presenza di acidi, inizia la decistazione che si 

completa nel duodeno. Da ogni cisti si liberano  due trofozoiti. Il trofozoita di Giardia 

duodenalis, classicamente descritto “a forma di lacrima”, è lungo 10-20 μm e largo 

poco più della metà; visto di lato ha la forma di un cucchiaio. Nella parte ventrale è 

dotato di un disco adesivo; una depressione reniforme profonda fino a 0.4 μm che copre 

l’intera superficie ventrale del protozoo e i cui margini formano la cresta laterale che 

contiene proteine contrattili come l’actina, la miosina e la tropomiosina. Il trofozoita 

possiede due nuclei con cariosoma centrale, due corpi parabasali, due assostili e quattro 

blefaroplasti da cui originano otto flagelli (2 anteriori, 2 ventrali, 2 caudali e 2 postero-

laterali). Giardia è un protozoo con struttura estremamente semplice: non possiede 

mitocondri, perossisomi, idrogenosomi e l’apparato di Golgi è poco sviluppato (Fig. 7) 

(166). Nell’intestino dell’ospite, alcuni trofozoiti rimangono liberi nel lume mentre la 

maggior parte si attaccano, tramite il disco ventrale, alla mucosa del duodeno, del 

digiuno e di parte dell’ileo e iniziano a moltiplicarsi per scissione binaria. 

Successivamente i per meccanismi non ancora completamente noti, i trofozoiti durante 

il passaggio attraverso il colon iniziano il processo di incistamento; si retraggono i 
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flagelli, si condensa il citoplasma e comincia ad essere prodotta la parete cistica. 

Durante la maturazione della cisti le strutture interne vengono duplicate in modo  che 

dopo l’escistazione, che di norma avviene nel duodeno in seguito all’ingestione delle 

cisti, da parte di un nuovo ospite, il citoplasma si divide producendo due nuovi 

trofozoiti. Solo nelle infezioni gravi ci può essere l’emissione attraverso le feci anche 

dei trofozoiti, ma queste forme in ambiente esterno sopravvivono solo per qualche ora e 

non sono infettivi (167). 

 

 

 Vie di trasmissione 

Il parassita appartenente alla specie Giardia intestinalis viene trasmesso per via oro-

fecale o attraverso la contaminazione di acqua o di cibo. 

 

a) Acqua 

L’acqua rappresenta la via più frequente di trasmissione. Giardia, analogamente a 

Cryptosporidium sp., è l’agente zoonosico maggiormente trasmesso attraverso l’acqua, 

è infatti responsabile del 40% delle epidemie associate all’acqua (168) e rappresenta, a 

livello globale, un grave problema di sanità pubblica (169). 

Le cisti di Giardia duodenalis si trovano comunemente nelle acque reflue, nelle acque 

superficiali, nelle sorgenti poco profonde e nelle acque potabili. Le acque non trattate 

vengono contaminate da acque reflue contenenti escrementi di animali selvatici e 

domestici (119). Le cisti rimangono infettive per molto tempo in ambienti freddi e 

umidi, ad esempio, per un periodo di durata superiore a 77 giorni a -10°C 

(Organizzazione Mondiale della Sanità, 2004), in particolar modo in acqua, per più di 2 
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mesi ad una temperatura minima di 8°C (170). Non è nota la loro longevità in acqua di 

mare, anche se infezioni di mammiferi marini e di molluschi suggeriscono che le cisti 

possono resistere a bassi livelli di salinità (171). In Olanda è stata valutata la qualità 

dell’acqua presente in canali e laghi della capitale relativamente alla presenza di 

indicatori fecali e di agenti patogeni. In tali acque che, in base alla legislazione Europea 

vigente, risultavano essere idonee alla balneazione, sono state rilevate cisti di Giardia 

(172). In Portogallo, la Giardia è risultata spesso presente in campioni di acqua, grezze 

e trattate, sia superficiali che profonde (133)(173). In Norvegia, uno studio di acque 

reflue, che scaricano nei fiumi e nel mare, provenienti da tre impianti di depurazione, ha 

dimostrato concentrazioni medie di cisti di Giardia comprese tra 480 e 5880 cisti/L 

(174), lo stesso studio in Canada ha rilevato livelli variabili di entrambi i parassiti, in 

particolare la concentrazione di Giardia variava da livelli molto bassi fino a 3000 cisti/L 

(175). Vi sono numerosi studi in letteratura che dimostrano la presenza di cisti di 

Giardia in acqua dolce, in particolare negli impianti di acqua potabile, mentre non è 

stata altrettanto documentata la presenza del parassita in acque costiere o marine. 

Giardia rappresenta un rischio per l’approvvigionamento idrico a causa della sua 

resistenza al cloro anche se può essere rimossa più facilmente di Cryptosporidium per le 

dimensioni più grandi delle cisti rispetto alle oocisti (176). La prima epidemia di 

giardiasi associata all’acqua si è manifestata negli Stati Uniti d’America, in Colorado, 

nel 1965-1966 e il Center for Disease Control and Prevention (CDC) ha iniziato così la 

sorveglianza delle malattie idro-trasmesse nel 1971 (176). Tra il 1965 e il 1984, circa 90 

focolai con un totale di 23.776 casi sono stati segnalati negli Stati Uniti (177). Tra il 

1992 e il 1997, la sorveglianza che ha coinvolto 43 Stati degli Stati Uniti ha indicato che 

ogni anno si verificano 2,5 milioni di casi di giardiasi (178).  Le feci dei castori  sono  i  
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principali responsabili della contaminazione delle acque con cisti di Giardia negli Stati 

 Uniti come testimoniano le epidemie che hanno coinvolto escursionisti e campeggiatori 

entrati in contatto con acqua di fiumi o laghi. La presenza di cisti di Giardia nel sistema 

di trattamento delle acque cittadine e in due serbatoi di stoccaggio hanno causato un 

epidemia nel 1976 nello Stato di Washington, con 128 casi. Nel bacino sono stati 

individuati tre castori infettati con Giardia (179). Analoghe conclusioni hanno 

riguardato epidemie legate all’acqua in New Hampshire e Nevada, USA, dove nei 

bacini d’origine sono stati trovati castori infetti da Giardia (180). Relativamente alla 

situazione in Europa, in uno studio effettuato in Spagna, sono stati analizzati campioni 

di acqua provenienti da un bacino idrografico sito in Galizia, in prossimità di 

allevamenti di bestiame e campioni di feci bovine. Le cisti di Giardia sono state 

ritrovate nel 16% dei campioni di feci bovine con una concentrazione da 5 a 7895 cisti/g 

di feci. Il 93% dei campioni d’acqua sono risultati positivi con una concentrazione  da 2 

a 400 cisti/litro (181). Sempre in Galizia la Giardia è stata trovata in alta concentrazione 

nelle acque da bere destinate al consumo umano e animale (182). Un importante studio 

condotto in Italia (36) nel periodo febbraio 2006 - gennaio 2007 è stata riscontrata la 

presenza di cisti di Giardia, assemblaggi A e B, in campioni di acque reflue trattate, 

provenienti dalla laguna di Verano, nel Sud d’Italia (57).  

 

b) Alimenti 

I protozoi del genere Giardia s’inseriscono nel processo produttivo di un alimento con 

differenti modalità: 

 la contaminazione di materie prime o di ingredienti in azienda 
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 acqua contaminata che viene introdotta nell’alimento o che viene utilizzata per il 

lavaggio del prodotto stesso o delle apparecchiature 

Nel mondo occidentale, focolai di malattie parassitarie di origine alimentare sono stati 

associati soprattutto ad alimenti freschi non trattati (180). Negli USA un’epidemia è 

stata associata a salmone inscatolato in casa e in Cina ad una salsa preparata con pesce 

crudo di acqua dolce (182). Giardia è stata ritrovata in verdure fresche (183)(184)(185); 

ciò è correlato alla presenza di questi patogeni nelle feci di animali di allevamento e 

selvatici e quindi nell’ambiente e nelle acque di irrigazione utilizzate in agricoltura. Si 

rende pertanto necessaria l’adozione di adeguate misure di prevenzione e controllo al 

fine di evitare la diffusione di alimenti contaminati. I produttori alimentari devono 

quindi attuare una corretta analisi del rischio seguendo il sistema Hazard Analysis 

Critical Control Point (HACCP). 

 

c) Molluschi bivalvi 

La capacità dei molluschi bivalvi di filtrare elevati volumi di acqua, da 20 a 100 litri al 

giorno a seconda della specie e dalla taglia,  rende tali organismi in grado di concentrare 

un elevato numero di agenti patogeni per l’uomo e per gli animali, incluso Giardia sp. 

La maggior parte degli studi condotti su campioni di molluschi eduli lamellibranchi, al 

fine di rilevare la presenza di protozoi dei generi Giardia e Cryptosporidium, ha 

evidenziato, nei molluschi, una maggiore prevalenza di Cryptosporidium, ad eccezione 

di due studi spagnoli che riportano una maggiore prevalenza di Giardia (186)(1879. 

In uno studio condotto utilizzando molluschi di acqua dolce, Dreissena polymorpha e 

Corbicula flumina , si è osservato che venivano accumulate nei tessuti dei molluschi più 

oocisti di Cryptosporidium che cisti di Giardia nonostante la concentrazione iniziale di 



 

Sara Salza – “Ricerca e caratterizzazione di protozoi zoonosici in mitili allevati e commercializzati nella 

Regione Sardegna” – Tesi di Dottorato in Produzione e Sicurezza degli Alimenti di Origine Animale – 

Università degli Studi di Sassari   54 
 

quest’ultime fosse molto più elevata rispetto alle oocisti di Cryptosporidium (188). In 

Italia, la presenza di Giardia in molluschi bivalvi è stata segnalata in campioni di 

vongole (Chamelea gallina) della costa abruzzese (71) e in campioni di acqua raccolti 

in un’area lagunare della Puglia, mentre i molluschi (Ruditapes decussatus e Mytilus 

galloprovincialis) prelevati nel medesimo sito risultavano negativi (57). In un 

recentissimo studio condotto dagli stessi autori è stata rilevata la presenza di protozoi 

dei generi Giardia e Cryptosporidium in esemplari di Mytilus galloprovincialis 

prelevati in fase di commercializzazione (6). In uno studio condotto nei Paesi Bassi è 

stata riscontrata la presenza di Cryptosporidium e di Giardia in ostriche (Crassostrea 

gigas) provenienti sia dal circuito commerciale che dagli allevamenti (189).  

 

 Giardiasi umana 

I primi casi di giardiasi umana in Italia risalgono al 1960 (190)(191). Dai successivi 

studi fatti dopo il 1990 emerge che la Giardia colpisce il 3,2 % degli adulti (192) e da 

0,9% (193) a 4,7% dei bambini (194). Più tardi si è osservato un calo significativo della 

prevalenza dal 4,66 al 0.94%, indipendentemente dall’età, nel corso di  quattro anni 

(1994-1998) in pazienti ospedalizzati e non ospedalizzati (195). Questa minore 

prevalenza è stata confermata recentemente in altri studi (196)(197). Le persone 

ricoverate in cliniche psichiatriche e quelle HIV positive sono maggiormente 

predisposte alla giardiasi (198)(199). Tuttavia la Giardia non è considerata un patogeno 

opportunista dei pazienti immuno-deficienti, infatti, prima dell’introduzione della 

terapia anti virale HAART il suo range variava dal 3,47 al 6,15% (103)(200). Studi 

condotti in Italia, hanno riscontrato la presenza di Giardia in associazione con 

Entamoeba histolitica in persone provenienti dai tropici (Phuket in Tailandia) (201). 
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Patogenesi 

I trofozoiti aderiscono alla mucosa del duodeno e dell’ileo tramite il disco ventrale, 

senza penetrare la parete intestinale; in casi eccezionali sono stati segnalati in sedi 

diverse (cistifellea, pancreas e nello stomaco di soggetti con acloridria). Non sono stati 

evidenziati specifici fattori di virulenza; un’azione patogena può essere esercitata 

direttamente dai protozoi che danneggiano le cellule a cui si fissano; inoltre gli antigeni 

di Giardia provocano l’emissione, da parte dei linfociti T della mucosa intestinale di 

linfokine tossiche per gli enterociti  (166). 

   

 Clinica 

Il periodo d’incubazione varia da una a due settimane. I sintomi sia nell’uomo che negli 

animali sono molto variabili. In genere si manifesta un malessere generale, seguito da 

dolori addominali, diarrea acuta e cronica e perdita di peso. Tra i primi sintomi sono 

stati descritti anche brividi e lieve febbre; a questi fanno seguito una diarrea acquosa, 

abbondante e maleodorante, con gorgoglio addominale e distensione associata alla 

presenza di gas ed eventuale eruttazione. Possono manifestarsi anche crampi superiori o 

in localizzazione medio-epigastrica. La fase acuta ha una durata di 3 o 4 giorni e può 

risolversi spontaneamente (importante il ruolo delle IgA secretorie e dei linfociti T 

helper) o perdurare in forma cronica con feci steatorroiche, malassorbimento e perdita 

di peso.  

 

Epidemiologia 

Le cisti di Giardia sono estremamente resistenti, potendo sopravvivere nell’ ambiente 

esterno per parecchie settimane. La bassa dose infettante, di circa dieci cisti, e l’elevato 
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numero di cisti eliminate con le feci dagli ospiti infetti rappresentano elementi di 

fondamentale importanza nella diffusione della giardiasi (201). Il serbatoio 

dell’infezione è costituito principalmente dagli ospiti umani, dalle acque superficiali e 

dagli oggetti e vegetali contaminati da feci umane infette. La trasmissione più frequente 

è quella oro-fecale diretta.  

Giardia intestinalis è il parassita intestinale più comunemente isolato in tutto il mondo; 

ha un’incidenza che varia dal 2% al 5% nei paesi industrializzati e tra il 20% e il 30% 

nei paesi in via di sviluppo, in particolare nei bambini (202). Il parassita infetta più 

comunemente le popolazioni delle aree urbane rispetto a quelle provenienti da zone 

rurali (203). Negli Stati Uniti, il sistema di sorveglianza del Center for Disease Control 

and Prevention (CDC) dal 1998 al 2003 indica che il numero di casi di giardiasi 

all’anno varia da 24.226 a 20.075 (204). Il più alto numero di casi è stato riscontrato nei 

bambini di età compresa tra 1-9 anni e negli adulti tra i 30-39 anni (205). Inoltre è stata 

osservata una diversa prevalenza legata alla stagionalità, con un picco in estate, 

probabilmente a causa del maggior contatto con acqua di laghi, fiumi, piscine e parchi 

d’acqua (204).  

Le feci non contengono sangue e muco, in quanto il parassita con il disco adesivo non 

lede la parete intestinale, ma determina piuttosto un danno meccanico alla mucosa, con 

appiattimento dei microvilli (206)(207). L’effetto citopatico indotto dai cataboliti del 

parassita interferisce sulla permeabilità intestinale; nelle infezioni massive, i parassiti 

possono ricoprire porzioni considerevoli della parete intestinale e fungere da barriera tra 

il contenuto intestinale e l’epitelio assorbente con conseguente malassorbimento. 
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 Giardiasi negli animali 

Nell’ambito del genere Giardia, solo la specie G. duodenalis è stata isolata dagli 

uomini, animali da reddito e animali da compagnia. Negli animali allevati, quali pecore 

e maiali, è frequente l’isolamento dell’assemblaggio E; in alcune specie tuttavia si 

riscontrano l’assemblaggio A e B (208)(209). La diffusione degli assemblaggi A ed E 

negli animali da reddito non presenta differenze significative legate all’età dei soggetti 

colpiti. In uno studio effettuato nella zona orientale degli Stati Uniti sono stati analizzati 

2.000 bovini di diverse fasce di età. L’assemblaggio E era presente nel 28% dei bovini 

durante lo svezzamento, nel 45% dei bovini dopo svezzamento, nel 33% delle 

giovenche e nel 25% degli adulti, mentre, l’assemblaggio A si presentava nel 6% dei 

bovini durante lo svezzamento, nel 7% dopo svezzamento, nel 3% delle giovenche e nel 

2% degli adulti (210). Nelle pecore, diversi studi hanno riscontrato una predominanza 

dell’assemblaggio E, sia negli agnelli che negli adulti, mentre gli assemblaggi A e B 

sono risultati poco frequenti. Alcuni autori hanno evidenziato inoltre la presenza degli 

assemblaggi A e B in un gruppo di cavalli affetti da giardiasi (211). La prevalenza di 

Giardia negli animali da compagnia varia dal 5% al 15% e dipende da alcuni fattori, 

quali la zona di provenienza dei soggetti, il metodo diagnostico utilizzato e lo stato di 

salute degli animali esaminati;  gli animali giovani sono più colpiti dall’infezione 

rispetto agli adulti (212). Alcuni studi effettuati in Australia dimostrano l’isolamento nei 

cani degli assemblaggi A, B, C e D (213). La maggior parte degli studi effettuati sui 

cani ha riscontrato una prevalenza dell’assemblaggio A mentre l’assemblaggio B in 

genere è raro (214)(215). I gatti vengono infettati da Giardia assemblaggio A e F; ma vi 

sono autori che hanno rilevato la presenza nei gatti degli assemblaggi A, B, C, D e E 
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(214). Tali dati apparentemente contrastanti, sono il risultato di studi effettuati con 

l’utilizzo di metodiche per la genotipizzazione caratterizzate da sensibilità e specificità 

differente. 

In Italia l’incidenza della giardiasi nei gatti varia dal 4% al 18% (216)(217)(218)(219). 

Relativamente alla diffusione della malattia negli animali selvatici, è stata riscontrata, in 

varie parti del mondo, la presenza degli assemblaggi A e E in cervi, alci, renne, daini, 

volpi e canguri (220)(221)(222). Gli assemblaggi B, C e D sono stati ritrovati anche in 

altri mammiferi selvatici, quali alcune specie di roditori, che negli Stati Uniti sono 

ritenuti i principali responsabili dell’inquinamento delle acque superficiali (223). Tutte 

le attuali conoscenze sulla giardiasi nell’uomo convergono sul ruolo di serbatoio degli 

animali, sia domestici che selvatici (224)(225)(226).   

 

 Profilassi, Terapia e Disinfezione 

Le infezioni da Giardia duodenalis stimolano l’immunità di tipo umorale, tuttavia lo 

sviluppo di anticorpi protettivi in grado di eliminare il parassita può richiedere tempi 

piuttosto lunghi (anche 100 giorni nei vitelli). Le bovine producono colostro e latte con 

attività anti-Giardia e l’assunzione di colostro è in grado di proteggere i giovani vitelli 

dall’infezione(39). 

I farmaci più utilizzati per il trattamento dell’infezione da Giardia sono i nitroimidazoli, 

metronidazolo e tinidazolo; anche gli antielmintici come l’albendazolo o gli antimalarici 

come la quinacrina sono stati utilizzati con elevata efficacia terapeutica (227). La 

paromomicina (non assorbita a livello intestinale) è da preferire nel primo trimestre di 

gravidanza. Tali infezioni possono essere trattate con l’associazione di due farmaci 

appartenenti a classi diverse (166). Benchè la chemioterapia si rilevi molto efficace 
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nell’eliminazione di Giardia, i casi di reinfezione sono molto frequenti, qualora la fonte 

di contaminazione ambientale non venga eliminata (228). Per quanto riguarda la 

disinfezione ambientale, i prodotti più efficaci per la devitalizzazione delle cisti sono 

rappresentati dai disinfettanti a base di sali d’ammonio quaternari, ipoclorito di sodio 

all’1%, formalina in soluzione acquosa al 2.5% e soluzioni acquose al 5% di fenolo o 

cresolo (39). 

 

 Caratterizzazione genotipica  

Le metodiche biomolecolari, in uso già da alcuni anni nei laboratori di parassitologia, 

hanno consentito di distinguere, nell’ambito della specie Giardia duodenalis, sette 

diversi assemblaggi, sulla base delle differenze esistenti in alcuni geni, quali il gene gdh 

per la glutammato-deidrogenasi, la piccola subunità (SSU) dell’rRNA e il gene tpi per 

la triosofosfato-isomerasi (214)(223)(229)(230)(231). Tra i diversi assemblaggi, 

solamente gli asseblaggi A e B di Giardia duodenalis sono stati isolati da campioni di 

origine umana. Alcuni studi condotti nel nostro Paese hanno consentito di tipizzare ben 

120 isolati umani di Giardia; con il 54,16% assemblaggio A, 32,5% assemblaggio B e 

13% assemblaggio misto A e B (197)(232)(233). L’assemblaggio A è stato inoltre 

suddiviso in sette sottotipi (A1A7) e quello B in tre (B1-B3-B4). La distribuzione dei 

due assemblaggi tra gli uomini varia da uno studio all’altro anche nello stesso Paese 

(234); infatti, considerato che nell’uomo la Giardia  presenta solo questi due 

assemblaggi e questi sono stati riscontrati in moltissimi animali, gli studi sulla 

trasmissione zoonosica del patogeno si sono incentrati solo su questi genotipi. Diversi 

studi hanno confrontato gli isolati di Giardia da uomini e animali che vivevano nella 

stessa zona o addirittura nella stessa casa (235)(236)(237).  L’assemblaggio A, 



 

Sara Salza – “Ricerca e caratterizzazione di protozoi zoonosici in mitili allevati e commercializzati nella 

Regione Sardegna” – Tesi di Dottorato in Produzione e Sicurezza degli Alimenti di Origine Animale – 

Università degli Studi di Sassari   60 
 

maggiormente implicato nella trasmissione animale-uomo, viene suddiviso in AI e AII a 

seconda della specificità d’ospite. Negli uomini si riscontra maggiormente AII mentre 

negli animali predomina AI. Basandosi sullo studio del gene della β-giardina è stato 

possibile identificare in campioni umani, un sottotipo AIII; questo potrebbe essere il 

risultato di una maggiore risoluzione del locus genico. I pazienti con diarrea 

intermittente presentano generalmente l’assemblaggio A mentre quelli con diarrea 

persistente quello B (238). 

 

 

      Il genere Toxoplasma  

Toxoplasma gondii è un protozoo endocellulare che appartiene al Phylum Apicomplexa, 

Classe Coccidia, Ordine Eucoccidiorida, Famiglia Sarcocistidae. E’ l’agente eziologico 

di una zoonosi parassitaria che rappresenta uno dei maggiori problemi di sanità 

pubblica. L’infezione decorre generalmente asintomatica e benigna; tuttavia sono ormai 

noti i rischi di trasmissione materno-fetale, all’origine di fetopatie, e la possibilità di 

riattivazione di una vecchia infezione nell’individuo immunocompromesso (AIDS, 

trapianti d’organo), all’origine di encefaliti o di forme disseminate. Il parassita fu 

descritto per la prima volta nel 1908 da Nicolle e Manceaux in Tunisia in un roditore 

selvatico (Ctenodactylus gundi) e da Splendore in Brasile, in un coniglio da laboratorio, 

tuttavia il ciclo del parassita fu descritto solo nel 1970 da Frenkel e Dubay (166). 

Durante la prima metà di questo secolo, sono state nominate diverse specie di 

Toxoplasma sulla base della specie ospite da dove sono stati isolati (239). All’interno 

della specie Toxoplasma gondii è possibile distinguere diverse linee genetiche (tipo I, II 

e III), probabile risultato della ricombinazione sessuale del protozoo nel gatto e che si 
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sospetta possano essere associate alla gravità e all’evoluzione dell’infezione nell’uomo 

(240)(241)(242). 

 

 Ciclo biologico  

Il ciclo vitale di Toxoplasma è stato chiarito verso la fine del 1960 quando si è capito 

che le feci dei gatti potevano contenere uno stadio infettivo di Toxoplasma che induce 

infezione quando viene ingerito da un ospite intermedio (243). Nel 1970, la conoscenza 

del ciclo di vita di questo coccidio è stata arricchita dalla scoperta di fasi sessuali del 

parassita nel piccolo intestino dei gatti (239)(244)(245)(246). Tuttavia la conoscenza del 

ciclo è stata completata circa sessant’anni dopo la prima descrizione delle fasi asessuali 

del protozoo in ospiti intermedi (Fig.8).  

Il ciclo vitale è caratterizzato dalle seguenti fasi: intestinale (unicamente nel gatto), di 

sporogonia (nell’ambiente), extra-intestinale (in tutti gli animali incluso l’uomo).            

Fase intestinale: Il gatto s’infetta ingerendo oocisti sporulate (≈ 10 μm) o cisti tissutali 

di animali infetti. Da questi elementi si liberano, rispettivamente sporozoiti (8 per ogni 

oocisti) e bradizoiti (presenti in gran numero all’interno delle cisti). Ogni “zoita” invade 

la cellula della mucosa dell’intestino tenue, dando inizio alla fase asessuata 

(schizogonia), con formazione di uno schizonte contenente numerosi merozoiti. Lo 

schizonte si accresce fino a “rompere” la cellula intestinale liberando i merozoiti, che 

invaderanno altre cellule avviando un nuovo ciclo schizonico.  Nel corso di tali cicli 

schizogonici, alcuni merozoiti si differenziano  in micro e macro gameti 

(rispettivamente la forma “maschile” e “femminile”), dalla cui fusione (fase sessuata o 

gametogamia) prende origine l’oocisti (zigote) che, fuoriuscita dalla cellula, viene 
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eliminata con le feci nell’ambiente esterno. Tra l’ingestione degli elementi infettanti e 

l’escrezione delle oocisti possono trascorrere dai 3 ai 10 giorni.       

Fase di sporogonia: giunta nell’ambiente, l’oocisti diviene infettante in 1-21 giorni, 

sviluppando al suo interno 2 sporocisti contenenti ciascuna 4 sporozoiti. Il tempo di 

sporulazione delle oocisti è in funzione delle condizioni ambientali ed in particolare 

della temperatura: a 24°C è di 2-3 giorni, mentre risulta di 14-21 giorni a 11°C. La 

maturazione non avviene al di sotto dei 4°C e al di sopra di 37°C. Le oocisti solo molto 

resistenti; è stato dimostrato che oocisti non sporulate sono in grado di rimanere vitali a 

+4°C anche per diversi mesi e mantengono la capacità di sporulare una volta riportate in 

condizioni idonee (39). 

Fase extra-intestinale: è fortemente influenzata dallo stato immunitario dell’ospite. 

Quest’ultimo si può infettare ingerendo sporozoiti (nelle oocisti mature), bradizoiti 

(nelle cisti tissutali) e tachizoiti (nel sangue e nei secreti di ospiti infetti). Superata la 

barriera intestinale, questi “zoiti” diffondono con il circolo ematico a tutti gli organi e 

tessuti dando origine a tachizoiti, elementi di 3-7 μm caratterizzati da rapida 

moltiplicazione (fase acuta). In individui immunocompetenti, dopo circa 1-2 settimane 

segue la fase cronica, con formazione di bradizoiti che si moltiplicano lentamente 

all’interno di cisti terminali (30-60 μm), localizzate prevalentemente nel tessuto 

muscolare, ma anche in altre sedi (occhio, sistema nervoso centrale)(39). 

 

Descrizione del parassita  

I tachizoiti sono parassiti intracellulari di forma arcuata di 2-4 μm di larghezza per 4-8 

μm di lunghezza. All’estremità anteriore si trova il complesso apicale che permette la 

penetrazione attiva e rapida del parassita nei macrofagi, nelle cellule gliali o muscolari.  



 

Sara Salza – “Ricerca e caratterizzazione di protozoi zoonosici in mitili allevati e commercializzati nella 

Regione Sardegna” – Tesi di Dottorato in Produzione e Sicurezza degli Alimenti di Origine Animale – 

Università degli Studi di Sassari   63 
 

In queste cellule, che lisano, si riproducono molto rapidamente per endoduogenia 

asessuata in un vacuolo parassitoforo. I tachizoiti sono infettanti per via transplacentare, 

ma vengono distrutti dall’acidità gastrica. I bradizoiti, in numero variabile da alcune 

decine a qualche migliaio, sono contenuti all’interno di cisti di 15-200 μm di diametro e 

si ritrovano in diversi tessuti. La parete cistica, spessa e rifrangente, deriva da una 

modificazione della parete del vacuolo parassitoforo. In queste cisti i bradizoiti si 

riproducono lentamente per endoduogenia asessuata. La loro persistenza per tutta la vita 

dell’ospite assicura un’immunità forte, durevole e protettrice contro qualsiasi ulteriore 

contaminazione. Le cisti sono infettanti, resistono all’acidità gastrica, al freddo 

(sopravvivono a 4°C per più di 2 mesi), ma sono distrutte dalla cottura (30 minuti a 

56°C) e dal congelamento (più giorni a -20°C). Le oocisti di 10-15 μm che 

costituiscono lo stadio finale del ciclo sessuato entero-epiteliale vengono eliminate con 

le feci dai gatti. Contengono, dopo maturazione nell’ambiente esterno, 2 sporocisti che 

racchiudono 4 sporozoiti di struttura simile ai tachizoiti, in grado di resistere all’acidità 

gastrica e che vengono distrutti dalla cottura, dal congelamento e dal diseccamento. 

 

 Vie di trasmissione 

I tachizoiti svolgono un ruolo fondamentale nella trasmissione verticale, mentre 

risultano essere estremamente sensibili alle condizioni ambientali e si inattivano 

rapidamente al di fuori dell’ospite. Si ritiene pertanto che le trasmissioni orizzontali  

d’infezioni tramite tachizoiti da T.gondii non rivestano grande importanza dal punto di 

vista epidemiologico. Vi sono tuttavia alcune segnalazioni relative alla trasmissione dei 

tachizoiti attraverso prodotti sanguigni, in particolare quelli contenenti la frazione di 

globuli bianchi o per iniezione accidentale in laboratorio (245)(247). Il rischio di 
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contrarre l’infezione in seguito a trasfusione di sangue è basso (245). In alcuni casi 

Toxoplasma gondii è stato trasmesso dalla madre, che ha acquisito un’infezione 

primaria, al neonato attraverso la suzione del latte materno (248). Oltre al sangue e al 

latte, i tachizoiti sono stati rilevati in altri fluidi corporei, tra cui la saliva, l’espettorato, 

l’urina, le lacrime e lo sperma (245). 

Nei paesi occidentali e asiatici il consumo di carne cruda o poco cotta è la più probabile 

fonte d’infezione (249)(250). Una prova indiretta viene dall’osservazione che la 

sieropositività per Toxoplasma è più bassa nei vegetariani rigorosi (251)(252). Tuttavia, 

come dimostrano diversi studi epidemiologici, il consumo di frutta e verdure crude mal 

lavate è considerato un importante fattore di rischio (253)(254)(255).  

 

 

a) Acqua 

Toxoplasma è stato associato raramente a malattie idro-trasmesse. Le oocisti del 

parassita sono in grado di resistere alla disinfezione, tuttavia i sistemi idrici comunitari 

non sono considerati come un’importante via di trasmissione delle zoonosi. Numerosi 

studi hanno confermato un legame tra epidemie di toxoplasmosi e contaminazione 

dell’acqua con oocisti di Toxoplasma (256)(257)(258). La prima epidemia documentata 

risale al 1982, a Panama e ha coinvolto delle truppe britanniche che avevano ingerito 

acqua di un torrente durante una manovra nella giungla. Il secondo focolaio si è 

manifestato in Canada nel 1995 con 110 infezioni identificate, tra cui 42 donne in stato 

interessante e 11 bambini. La causa dell’epidemia è stata l’acqua potabile comunale con 

infiltrazione di acque reflue contaminate da oocisti provenienti da felidi (257).  Nei 
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primi anni 2000 si è manifestata un’ulteriore epidemia in Brasile, dovuta all’ingestione 

di acqua potabile contaminata (258).  

 

b) Alimenti di origine animale e vegetale 

Tachizoiti di Toxoplasma gondii sono stati isolati da campioni di latte provenienti da 

ospiti intermedi, tra cui bovini e piccoli ruminanti (259). Un episodio di toxoplasmosi 

acuta è stata associato al consumo di latte non pastorizzato di capra (260) e di pecora 

(261). La probabilità di acquisire l’infezione attraverso l’ingestione di latte vaccino è 

molto bassa, tuttavia il rischio aumenta con il consumo di latte crudo (262). Uno studio 

condotto in Polonia, per valutare i fattori di rischio associati all’infezione primaria da 

T.gondii in donne in età fertile, ha suggerito che il latte alimentare può essere un 

potenziale fattore di rischio per la trasmissione all’uomo (263).  

I tachizoiti sono caratterizzati da elevata sensibilità all’azione di enzimi proteolitici e 

del succo gastrico; possono sopravvivere occasionalmente per brevi periodi (fino a due 

ore) in soluzioni acide contenenti pepsina (237). Negli esseri umani adulti, l’ingestione 

di pasti solidi può determinare un aumento del pH dello stomaco fino ad un valore di 5 

per diverse ore e in tali condizioni, i tachizoiti possono depositarsi nell’intestino. E’stato 

suggerito che, in rare condizioni, i tachizoiti possano invadere la mucosa intestinale e 

raggiungere il sistema circolatorio e linfatico dell’ospite (264). 

I tachizoiti vengono inattivati dal trattamento di pastorizzazione del latte e da 

un’adeguata cottura delle uova (262). 

I bradizoiti sono più resistenti dei tachizoiti agli enzimi digestivi (pepsina e tripsina) 

(265). Le cisti tissutali di Toxoplasma gondii sono relativamente resistenti alle 

variazioni di temperatura e rimangono infettanti a temperature di refrigerazione (4°C) 
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nelle carcasse e nelle carni macinate per un massimo di tre settimane (266). Anche se la 

maggior parte delle cisti tissutali viene inattivata a temperatura di -12°C, si è visto che 

possono essere in grado di sopravvivere al congelamento e che alcuni ceppi sono 

totalmente resistenti alle basse temperature (267). Alcuni studi hanno suggerito che le 

cisti tissutali vengono inattivate nel corso di processi di stagionatura degli insaccati, 

durante i processi di fermentazione con l’aggiunta di saccarosio o nelle carni affumicate 

a bassa temperatura (268). Il tempo di sopravvivenza delle cisti tissutali, nei prodotti a 

base di carne, dipende dalla concentrazione di sale e dalla temperatura di conservazione. 

In condizioni sperimentali le cisti sono state inattivate con l’aggiunta di NaCl al 6% a 

differenti valori di temperatura (4-20°C), mentre sono rimaste vive e vitali in soluzione 

acquosa a concentrazioni più basse di sale per diverse settimane (268). In salsicce di 

produzione domestica, a base di carne suina, è stato dimostrato che non sempre la 

salatura determina la devitalizzazione delle cisti (269). La sola salatura non è sufficiente 

a prevenire la trasmissione all’uomo della toxoplasmosi. Il trattamento più efficace al 

fine di determinare l’inattivazione delle cisti tissutali è il riscaldamento ad una 

temperatura pari o superiore a 67°C (267). L’inattivazione delle cisti a temperature 

inferiori dipende dalla durata del trattamento; è stato dimostrato sperimentalmente che 

le cisti rimangono infettive a 60°C per 4 minuti e a 50°C per 10 minuti (266). La cottura 

domestica dev’essere prolungata per raggiungere, a cuore del prodotto, le temperature 

necessarie a devitalizzare le cisti tissutali di Toxoplasma gondii in tutte le parti della 

carne. Alcune cisti, possono sopravvivere se la cottura non è uniforme, come nel caso 

della cottura a microonde (270). Le cisti tissutali vengono eliminate anche con l’ausilio 

dei raggi gamma alla dose di 1.0 KGy (267); tuttavia l’irradiazione delle carni 

consentita in alcuni paesi, come gli Stati Uniti, è invece vietata dalla normativa  
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comunitaria. Recentemente, è stato dimostrato in laboratorio che il trattamento ad alta 

pressione (pari o superiore a 300 MPa) è in grado di inattivare le cisti; sottoporre però 

grossi quantitativi di carne a tale trattamento è molto costoso e si altera la consistenza 

della carne.  

Relativamente agli alimenti di origine vegetale, il rischio per il consumatore è 

rappresentato dall’eventuale contaminazione con oocisti sporulate presenti 

nell’ambiente, in particolare nel suolo e nell’acqua di irrigazione. Si rende pertanto 

necessario effettuare un accurato lavaggio di tali alimenti prima del consumo se non 

vengono sottoposti a cottura o a processi di trasformazione in grado di disattivare il 

patogeno ed evitare la contaminazione crociata nelle cucine (271). 

Le oocisti di Toxoplasma dimostrano notevole resistenza a vari agenti disinfettanti e 

reagenti chimici. Ad esempio, rimangono vitali per diversi anni in soluzione acquosa di 

acido solforico al 2% oppure di bicromato di potassio al 2.5% alla temperatura di 4°C 

(272). Inoltre risultano particolarmente resistenti all’ipoclorito di sodio e all’ozono. 

 

  c) Molluschi bivalvi 

Le oocisti di Toxoplasma sono in grado di sporulare in acqua salata in pochi giorni e 

una volta sporulate, possono sopravvivere in ambiente marino per 6 mesi, rimanendo 

infettanti. Ciò giustifica l’elevata percentuale di anticorpi anti-Toxoplasma ritrovata in 

numerosi mammiferi marini come i cetacei, i pinnipedi, i sirenidi e la positività, seppur 

ridotta, nei molluschi bivalvi (171). L’encefalite da Toxoplasma è stata riscontrata in 

lontre marine e in altri mammiferi marini (273)(274). Alcuni autori hanno dimostrato 

che i mammiferi marini possono infettarsi ingerendo invertebrati contaminati da oocisti 

di Toxoplasma gondii. Le oocisti raggiungerebbero il mare attraverso le acque di 
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dilavamento o di depurazione (171), e verrebbero concentrate da filtratori invertebrati, 

inclusi i molluschi bivalvi. Tali organismi rappresentano quindi una fonte d’infezione 

per gli animali marini e per l’uomo, se consumati crudi o poco cotti (273)(275)(276). 

Studi sperimentali hanno dimostrato che le ostriche orientali (Crassostrea virginica) 

possono accumulare oocisti e che queste rimangono infettive per 6 giorni (277) e 

addirittura fino ad 85 giorni (276). In uno studio condotto in Turchia è stata valutata la 

presenza di Toxoplasma gondii in esemplari di Mytilus galloprovincialis . Il 9,4% dei 

campioni sottoposti a Eva Green ® Real Time PCR e analisi HRM sono risultati 

positivi per T.gondii. Dalla tipizzazione il 24% è risultato T.gondii Type I (278).  

Un recente studio condotto in Italia ha valutato la presenza di Toxoplasma gondii in 

campioni di molluschi eduli lamellibranchi, analizzando ben 1.734 esemplari, di cui 109 

di Crassostrea gigas (6 pools), 804 Tapes decussatus (28 pools) e 161 Tapes 

philippinarum (6 pools), pescati nella laguna di Varano (Apulia, Italia). I 62 pools sono 

stati sottoposti a due tecniche biomolecolari: Nested PCR e FLAG Real Time PCR,  

entrambe basate sulla ricerca del gene multi-copy B1. Complessivamente sono risultati 

positivi, per entrambe le tecniche utilizzate, un campione di branchie di C .gigas  e un 

campione di emolinfa di T. decussatus (279). I risultati ottenuti hanno evidenziato un 

possibile rischio per la salute del consumatore in seguito al consumo dei molluschi 

crudi o poco cotti. 

 

 Toxoplasmosi umana 

La toxoplasmosi umana è un’infezione usualmente asintomatica in soggetti 

immunocompetenti; nel 10-20% dei casi si presenta come una linfoadenite febbrile 

benigna autolimitante detta sindrome mononucleasica simile (257)(280). Manifestazioni 
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cliniche gravi quali l’encefalite, sindrome da sepsi/shock, miocardite, epatite sono 

piuttosto rare in pazienti immunocompetenti (280). Nei primi anni ’50, Toxoplasma 

gondii è stato riconosciuto come causa di retinocoroiditi (281). Tale patologia veniva 

generalmente attribuita ad un infezione prenatale, che si manifestava più tardi nel corso 

della vita (282); attualmente, si ritiene possa essere una patologia acquisita dopo la 

nascita (283).  

Negli individui immunocompromessi la riattivazione di un’infezione pregressa può 

determinare encefalite o polmonite. La toxoplasmosi disseminata può anche complicare 

il trapianto di organi e di midollo osseo. Toxoplasma gondii provoca grave encefalite 

nel 40% dei pazienti affetti da AIDS (284). Si è visto che la terapia antivirale (HAART) 

l’incidenza dell’infezione tra i malati di AIDS è ora in declino in molti paesi e la 

riattivazione di un’infezione latente viene prevenuta mediante profilassi con 

trimetroprim-sulfamethoxyzole (TMX-Sulfa). 

 

 

Toxoplasmosi congenita 

Nelle persone immunocompetenti, l’infezione da Toxoplasma gondii determina una 

immunità permanente verso la toxoplasmosi. Pertanto, se l’infezione primaria viene 

acquisita 4-6 mesi prima del concepimento o in un periodo ancora precedente, 

l’immunità protettiva previene, nella donna gravita, la trasmissione verticale al feto. I 

tachizoiti invadono la placenta, si moltiplicano al suo interno e in parte la superano 

raggiungendo il circolo ematico e i tessuti fetali (285). La toxoplasmosi congenita può 

causare aborto, morte neonatale o anomalie fetali (286).  Le lesioni al feto sono tanto 

più gravi quanto più la contaminazione è precoce durante la gravidanza, ma il rischio di 
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 contaminazione, basso all’inizio della gravidanza (<10% nel primo trimestre), è tanto 

più elevato quanto più è avanzata la gravidanza (>80% nel terzo trimestre) (286). Nel 

feto la manifestazione clinica più seria è l’encefalomielite. Circa il 10% delle infezioni 

prenatali provoca aborto o morte neonatale; una percentuale variabile tra il 10 e 23% dei 

neonati infettati prima della nascita mostra segni clinici nel periodo perinatale , quali 

corioretinite, calcificazioni intracraniche e idrocefalo (286).  La restante parte dei 

neonati mostra un’ampia varietà di sintomi tra cui: febbre, anemia, ittero, 

splenomegalia, epatomegalia, convulsioni, linfoadenopatia. Circa il 12-15% dei bambini 

con questa sintomatologia muore a causa della malattia, mentre i bambini che 

sopravvivono possono andare incontro a gravi patologie neuro psichiatriche (286). 

Tuttavia, qualora l’infezione si verifichi nella fase tardiva della gravidanza gli effetti sul 

feto sono meno gravi, con la maggior parte dei bambini asintomatici alla nascita.  Nel 

corso di una gravidanza una donna sieronegativa deve effettuare ogni mese l’esame 

sierologico per individuare al suo esordio la sieroconversione. Vengono ricercati gli 

anticorpi IgM e IgG. Una donna non immune deve effettuare il controllo anticorpale 

ogni mese e seguire le misure igenico-dietetiche.  

 

 Toxoplasmosi negli animali 

La toxoplasmosi negli animali da reddito rappresenta una patologia a bassa prevalenza 

(287), tuttavia vi è il rischio reale di trasmissione diretta o indiretta all’uomo (288). 

Alcune specie animali utilizzate per la produzione della carne possono manifestare 

segni evidenti d’infezione da Toxoplasma gondii. Parassiti vitali sono stati isolati da 

carne o prodotti a base di carne provenienti da diverse specie, quali: pecora, capra, 
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cavallo, suino e selvaggina,  più raramente carne di coniglio, pollo, manzo, bovino e 

bufalo (262).  

Nei suini, i segni clinici della malattia sono rari, ma si possono rilevare nascite 

premature e polmoniti; sono stati segnalati, inoltre, casi di miocardite ed encefalite 

(287). Alcuni studi descrivono disturbi nervosi (tremori e atassia), tosse, diarrea, con 

tassi di mortalità del 50% (289), per lo più in concomitanza con altri fattori. La maggior 

parte dei casi è asintomatica o caratterizzata da sintomi di tipo generale, quali ipertermia 

e anoressia (290). I dati sulla sieroprevalenza, in Europa, variano da 0 a 64% nei maschi 

allevati e dal 3 al 31% nelle femmine. Negli Stati Uniti la prevalenza dell’infezione nei 

suini è piuttosto bassa grazie all’utilizzo di buone pratiche di allevamento (frequenti 

deratizzazioni); uno studio americano, inoltre, ha evidenziato una prevalenza pari a 

0,38% nella carne di maiale (291). Dall’esame della letteratura si evince che sono stati 

accertati solo due (in Corea) di toxoplasmosi umana conseguenti al consumo di carne di 

maiale poco cotta. Nel primo focolaio, tre persone si sono infettate dopo aver mangiato 

milza e fegato crudi di un maiale selvatico, nel secondo cinque soldati si sono infettati 

dopo aver mangiato fegato crudo di un maiale domestico (292). Il recente cambiamento 

delle abitudini alimentari sempre più orientate al consumo di carni provenienti da suini 

allevati allo stato brado, con un maggiore contatto con l’ambiente esterno, porta ad un 

aumento del rischio di contaminazione delle carni con T. gondii. Un’incremento 

d’incidenza si osserva infatti nei suini allevati in aziende biologiche con accesso 

all’esterno (293). 

Nei bovini non si registrano casi di toxoplasmosi con manifestazione clinica evidente e 

probabilmente diversi episodi di aborto sono stati erroneamente associati a questo 

patogeno, prima della scoperta di Neospora caninum (294). I bovini non rappresentano 
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pertanto un importante serbatoio del parassita (262).  

La prevalenza di Toxoplasma gondii negli ovini adulti e negli agnelli è piuttosto alta; il 

 parassita causa, in tali specie, aborti e morti neonatali (295). Gli agnelli che 

sopravvivono ad un’infezione congenita crescono regolarmente e rappresentano quindi 

una fonte d’infezione per gli esseri umani. Gli ovini e i caprini vengono solitamente 

tenuti al pascolo e se l’ambiente è fortemente contaminato da oocisti, le sieroprevalenze 

possono superare il 90% (262)(295). Numerosi studi dimostrano che la sieroprevalenza 

tra le pecore è maggiore rispetto alle capre. 

Casi sporadici di toxoplasmosi clinica sono stati riportati in conigli, scoiattoli, canarini, 

fringuelli e corvi. Cisti tissutali sono state trovate in carne di cervo, di lepre e di 

cinghiale (262). 

Il rischio d’infezione associato al consumo di carne può essere ridotto in modo 

significativo con un tipo di allevamento intensivo e l’applicazione di adeguate misure 

igieniche, in particolare una lotta agli infestanti.  

Il gatto, domestico e selvatico, s’infetta ingerendo oocisti sporulate presenti 

nell’ambiente o tachizoiti e/o bradizoiti presenti nei tessuti di prede (roditori/volatili).  

Le infezioni da Toxoplasma gondii nei gatti sono in genere asintomatiche e le 

trasmissioni verticali si verificano molto raramente (294). Tuttavia, le infezioni latenti 

sono molto comuni nei gatti domestici e nei felini selvatici, in tutto il mondo (294). Nei 

gatti domestici la sieropositività è rilevata nel 74% dei gatti adulti. La positività è 

maggiore nei gatti randagi o selvatici rispetto ai gatti che vivono in ambiente urbano e 

suburbano. Tuttavia, tra il 9 e il 46% dei gatti domestici, in Europa, Sud America e Stati 
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Uniti mostrano evidenza sierologica di pregressa esposizione al parassita (262). Dopo 

l’infezione il gatto elimina le oocisti in numero molto elevato, ma per un periodo molto 

 

 limitato (circa due settimane) mentre, nel caso di una seconda infezione, l’escrezione  

delle oocisti è ridotta o addirittura non si verifica, molto probabilmente in seguito 

all’istaurarsi di fenomeni immunitari (171).  In generale, l’ingestione di bradizoiti porta 

ad una maggiore escrezione di oocisti (296). Buona norma è alimentare il gatto 

domestico con mangimi in commercio. Va infatti sottolineato che i gatti adulti, tenuti in 

ambiente domestico, alimentati con mangimi commerciali, che non hanno la possibilità 

di cacciare prede e che non entrano in contatto con altri gatti (gatti castrati e gatte 

sterilizzate) dovrebbero essere esclusi quale possibile fonte d’infezione.  

 

 Caratterizzazione genotipica  

L’analisi genetica di Toxoplasma gondii indica che il parassita si compone di tre linee 

clonali differenti, definite genotipo I, II e III, sia negli uomini che negli animali (297). 

Oltre il 70% dei casi di malattia nell’uomo verificatesi sia in Nord America che in 

Europa , è stato associato con il tipo II (297). 

In animali infetti naturalmente sono stati riscontrati sia il tipo II che il tipo III, 

suggerendo quindi l’associazione del tipo II con la malattia clinica nell’uomo (297). 

L’isolamento di altri genotipi e di ceppi atipici che non rientrano in queste tre grandi 

linee è raro in Europa (298). Studi condotti su animali da laboratorio hanno dimostrato 

che i ceppi di tipo I sono ad alta patogenicità, mentre i ceppi di tipo II e III sono 

relativamente meno patogeni (299) e causano più frequentemente l’infezione in soggetti 

immunocompromessi (297) (300). 



 

Sara Salza – “Ricerca e caratterizzazione di protozoi zoonosici in mitili allevati e commercializzati nella 

Regione Sardegna” – Tesi di Dottorato in Produzione e Sicurezza degli Alimenti di Origine Animale – 

Università degli Studi di Sassari   74 
 

Recentemente, per la genotipizzazione di Toxoplasma gondii è stato utilizzato il 

polimorfismo del gene B1 (278)(301). L’analisi mediante autoradiografia dimostra che 

il gene B1 presenta da 25 a 50 ripetizioni (302).  

Tecniche analitiche 

Le oocisti/cisti di Cryptosporidium, Giardia e Toxoplasma possono essere ricercate in 

qualunque contaminata da materiale fecale infetto o che contiene il parassita, tra cui 

alimenti freschi quali frutta e vegetali, molluschi eduli lamellibranchi e alimenti liquidi 

quali acqua, latte e succhi di frutta.  I tachizoiti di Toxoplasma possono essere ricercati 

in campioni di latte ed acqua; i bradizoiti contenuti nelle cisti tissutali in campioni di 

carne fresca o prodotti a base di carne.  

 

    

Colorazioni per microscopia a luce ordinaria e a fluorescenza 

     a) Cryptosporidium 

Un primo livello di screening avviene attraverso un’esame microscopico diretto di uno 

striscio di campione da esaminare utilizzando colorazioni estemporanee (a base di 

nigrosina, carbolfucsina, verde metile, merbromina). Le oocisti eventualmente presenti,  

non avendo assunto il colorante, alla luce ordinaria appariranno rifrangenti su fondo  

rosso o nero. Un secondo livello prevede la concentrazione del campione e successiva 

colorazione permanente a base di carbolfucsina, basata sulle caratteristiche di 

colorazione acido-resistente delle oocisti (colorazione di Ziehl-Neelsen modificata). Le 

oocisti sono colorate in rosso su fondo blu o verde in base al tipo di colorante di 

contrasto utilizzato. Possono inoltre essere utilizzate colorazioni fluorescenti (auramina-
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rodamina oppure auramina-carbolfucsina) nelle quali le oocisti appaiono luminose su 

fondo scuro.  

 

 

        b) Giardia 

Per la diagnosi di routine è necessario eseguire almeno un esame microscopico diretto 

(a fresco e dopo colorazione con Lugol) e uno dopo concentrazione (ad esempio per 

sedimentazione con formil-etere). L’esame microscopico può anche essere eseguito su 

preparati colorati con Giemsa, Ematossilina ferrica e tricromica. 

 

        c) Toxoplasma 

La diagnosi diretta mira ad evidenziare le oocisti di Toxoplasma nel campione in esame. 

Tale diagnosi presenta notevoli difficoltà tecniche dovute alle dimensioni ridotte delle 

oocisti che inoltre non possono essere distinte da oocisti morfologicamente simili 

(Hammondia hyedorni e Besnotia besnoiti). I tachizoiti possono essere ricercati 

direttamente in strisci di campioni che dopo asciugatura vengono sottoposti a 

colorazione con May-Grumwald Giemsa, Pappenheim e Wright-Giemsa. Cisti 

contenenti bradizoiti possono essere evidenziate in sezioni di organi e muscoli, inclusi 

in paraffina e colorati con ematossilina-eosina. I bradizoiti sono fortemente positivi 

all’acido periodico di Schiff (PAS). 

 

Tecniche immunologiche 

I metodi analitici che sfruttano il potere discriminante degli anticorpi sono 

particolarmente utili nella determinazione di componenti o contaminanti, anche di 
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piccole dimensioni e presenti in piccole quantità, come le cisti/oocisti di 

Cryptosporidium e Giardia. Ulteriori vantaggi delle metodiche immunologiche sono 

rappresentate dalla semplicità di esecuzione e dalla rapidità del risultato.  

Tra i metodi diagnostici su base immunologica, il test di immunofluorescenza diretta 

per l’identificazione di Cryptosporidium e Giardia trova attualmente largo impiego 

nell’ambito della diagnostica alimentare. Tale test si basa sull’utilizzo di una miscela di 

anticorpi monoclonali, marcati con fluorescina, diretti contro antigeni specifici della 

parete cellulare delle oocisti/cisti protozoarie.  

 

Tecniche di biologia molecolare 

Le tecniche biomolecolari consentono, mediante l’analisi del DNA genomico, di 

effettuare in modo rapido e specifico la ricerca e l’identificazione dei protozoi nei 

molluschi bivalvi. Tali tecniche si basano sull’amplificazione di frammenti specifici di 

target genetici mediante la reazione a catena della polimerasi (PCR). Tale reazione si 

basa sull’utilizzo di primers selezionati con sequenze complementari alle estremità 

opposte dei due singoli filamenti di un frammento di DNA specie-specifico che 

consentono di individuare il frammento bersaglio e di risintetizzare enzimaticamente il 

DNA a doppia catena. L’enzima DNA polimerasi permette la sintesi di milioni di copie 

del frammento desiderato, così da ottenere un frammento specifico (amplicone), che 

può essere utilizzato per il successivo sequenziamento o per l’esecuzione di altre 

tecniche di caratterizzazione molecolare. In una fase preliminare è necessario 

individuare i frammenti di DNA (geni targets) che mostrano differenze nella sequenza 

nucleotidica per specie strettamente affini; tali frammenti devono essere selezionati in 

modo da mostrare la massima differenza tra specie diverse e la minima differenza tra 
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individui della stessa specie. Per un corretto avvio di reazione è necessaria una scelta 

accurata dei primers d’innesco, l’introduzione di una DNA polimerasi termostabile, di 

efficienti soluzioni tampone, di nucleotidi oltre che il frammento di DNA bersaglio 

estratto e purificato, nella miscela di reazione. 

 

Nested PCR 

La PCR Nested viene utilizzata per aumentare la specificità di amplificazione; si 

effettua una prima amplificazione con una coppia di primers, seguita da una seconda 

PCR che utilizza come stampo il prodotto di amplificazione diluito ottenuto dalla prima 

reazione di PCR e come primer una coppia interna a quella utilizzata nella  prima 

reazione. In questo modo si eliminano eventuali prodotti aspecifici ed è possibile 

aumentare la resa e la specificità di PCR particolarmente “difficili”. 

 

Real Time PCR 

Le tecniche di PCR tradizionale consentono di effettuare un’analisi di tipo qualitativo 

dei prodotti di reazione. Infatti, solo durante la fase esponenziale di accumulo del 

prodotto, il numero di molecole per ciclo dipende dal numero iniziale di molecole, 

successivamente l’efficienza della reazione diventa variabile e si raggiunge una fase di 

plateau, per cui non è più possibile correlare la quantità di prodotto finale con la 

quantità di stampo iniziale. La Real Time è una tecnica di PCR che consente di seguire 

l’amplificazione dei prodotti ad ogni ciclo in tempo reale e di realizzare anche 

un’analisi di tipo quantitativo se vengono utilizzati degli standard a concentrazione 

nota. Questa tecnica si basa sull’uso di coloranti intercalanti fluorescenti che si legano 

alle molecole di DNA a doppia elica o di sonde marcate complementari a specifiche 
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sequenze d’interesse. I coloranti usati sono molecole fluorescenti (esempio SYBER 

Green I) che legandosi ai frammenti di DNA a doppia elica emettono fluorescenza in 

maniera proporzionale alla quantità di amplificato. La quantità di amplificato può essere 

rilevata misurando l’emissione del segnale del fluoroforo al termine della fase di 

allungamento di ciascun ciclo. Il maggiore svantaggio nell’usare il SYBER Green è che 

essendo un intercalante si lega a tutte le molecole di DNA a doppio filamento quindi 

emette segnale anche quando si lega a dimeri di primer oppure a prodotti aspecifici a 

doppio filamento. Un altro svantaggio del SYBER
TM 

Green I è che risulta tossico 

poiché riesce ad entrare nelle cellule umane in pochi minuti causando mutazioni. In 

questo studio è stata utilizzata la tecnologia dei fluorescenti “saturanti” utilizzando una 

molecola fluorescente di nuova generazione nota come EVA Green®. La caratteristica 

di molecola saturante consiste nell’essere presente in una quantità ben precisa e 

determinata quindi è in grado di legarsi alle molecole di DNA a doppia elica solo in una 

certa quantità. Questo evita la distribuzione del segnale di fluorescenza. Inoltre ha 

maggiore affinità per le molecole di una certa lunghezza e non per i frammenti piccoli 

quindi ha il vantaggio di non legarsi ai dimeri di primers. Inoltre i fluorescenti saturanti 

sono meno tossici di quelli non saturanti perché non sono in grado di attraversare le 

membrane cellulari e di conseguenza non entrano in contatto con il DNA genomico in 

cellule vive. Il colorante EVA Green® è non mutageno, non citotossico e sicuro per 

l’ambiente acquatico e quindi può essere utilizzato nelle reazioni di PCR in 

concentrazioni maggiori, senza che queste vengano inibite,  consentendo la saturazione 

di tutti i siti.  Questa saturazione elimina la possibilità che il fluorescente si 

ridistribuisca durante la melt. Dopo l’amplificazione in PCR  inizia l’analisi del melting 

ad alta risoluzione nota come HRM. 
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Analisi HRM 

L’High Resolution Melting (HRM) analisi è una tecnica di biologia molecolare, post 

PCR utilizzata per la genotipizzazione, per l’identificazione di mutazioni, di 

polimorfismi e di differenze epigenetiche in campioni di DNA a doppia elica in base 

alle diverse temperature di melting degli amplificati. Rispetto alle altre tecnologie di 

genotipizzazione questa è più precisa, pratica e meno costosa in quanto non necessita di 

solventi per HPLC o di gel DGGE, viene effettuata nello stesso strumento della Real 

Time PCR e al termine dell’analisi il prodotto di PCR può essere usato direttamente per 

il sequenziamento. L’HRM utilizza le elevate temperature per separare il DNA ha 

doppia elica  e il controllo di questa temperatura è possibile grazie all’uso di un 

colorante fluorescente saturante. Il processo infatti consiste semplicemente in un 

riscaldamento degli amplificati da circa 50°C a circa 95°C con un intervallo di 0.2°C 

ogni 10 secondi. Ad un certo punto nel corso di questo processo, viene infatti raggiunta 

una temperatura ben precisa alla quale il 50% delle molecole di DNA sono separate e il 

50% delle molecole sono ancora a doppio filamento. Questa temperatura, chiamata 

temperatura di melting (Tm) è specifica per ogni amplificato e dipende sia dal contenuto 

di basi azotate sia dalla lunghezza. Anche solo un cambiamento di base in un 

frammento produrrà una differenza nelle temperature di melting dei vari amplificati. 

Software di analisi in HRM analizzano la fluorescenza di tutti i campioni e individuano 

le aree pre-melt (in verde in figura 9) e post-melt (in rosso in figura 9). 

I segnali di fluorescenza di tutti i campioni vengono poi normalizzati automaticamente, 

in modo che il valore di massima fluorescenza sia pari a 100 e che il valore più basso 

sia pari a 0 (curva di fusione normalizzata standard) eliminando così la fluorescenza di 
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fondo e aumentando la capacità di rilevare sottili differenze nel profilo di melting (Fig. 

10).  

Successivamente con la media della fluorescenza di tutti i campioni viene calcolata la 

curva mediana. Alla curva di fluorescenza di ogni campione viene sottratta questa curva 

mediana o una curva di riferimento per ottenere la curva specifica per ogni campione 

(Fig.11). 

La diversa TM e la diversa forma della curva permettono di definire il genotipo di ogni 

campione o di individuare le differenze di sequenza. L’ampiezza del picco è 

proporzionale alla quantità di amplificato. 
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SCOPO DELLA RICERCA 

L’allevamento dei mitili costituisce nella regione Sardegna un’importante realtà 

produttiva ed economica. I molluschi bivalvi si nutrono, com’è noto, mediante 

filtrazione di grandi quantità dell’acqua in cui vivono e sono pertanto in grado di 

accumulare nei loro tessuti edibili microrganismi potenzialmente patogeni (quali ad es. 

Salmonella spp., vibrioni patogeni, E.coli patogeni, virus enterici, protozoi di interesse 

zoonosico), microalghe tossiche produttrici di tossine algali, inquinanti chimici (metalli 

pesanti, pesticidi, idrocarburi), qualora presenti. Dalla bibliografia consultata emerge un 

elevato numero di contributi scientifici relativi ai microrganismi potenzialmente 

patogeni (batteri, virus) e alle tossine di origine algale, mentre risultano ancora limitati 

gli studi e le ricerche sui protozoi di interesse zoonosico che possono essere veicolati 

dai molluschi eduli lamellibranchi e trasmessi al consumatore. Cryptosporidium spp., 

Giardia duodenalis e Toxoplasma gondii sono stati più volte associati ad episodi 

endemici di malattia causata da acqua e alimenti contaminati anche nei Paesi più 

avanzati. Alcuni genotipi di questi parassiti risultano comuni agli animali e all’uomo e 

sono stati isolati in molluschi bivalvi (mitili, vongole, ostriche) allevati in differenti aree 

marine del mondo, compresa l’Europa e, più recentemente, l’Italia. Da quanto sopra 

emerge l’importanza per le autorità sanitarie regionali e locali di acquisire conoscenze 

aggiornate sui livelli di contaminazione dei mitili da protozoi zoonosici, sia per motivi 

prettamente scientifici che per acquisire elementi oggettivi e scientificamente sostenibili 

utili ai fini della valutazione del rischio connesso e delle eventuali decisioni da 

assumere; l’acquisizione di tali dati può altresì costituire un ulteriore parametro 

sanitario a disposizione dell’ autorità sanitaria per la valutazione delle caratteristiche  
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igienico sanitarie dei MBV destinati al consumo umano diretto, così come previsto dal  

Reg. CE n. 882/04 nei casi in cui emergono “nuovi” pericoli e sia pertanto necessario 

procedere alla relativa valutazione del rischio.  Il riscontro di questi parassiti nei 

molluschi bivalvi può assumere infatti un interesse sanitario notevole, soprattutto 

nell’eventualità che questi prodotti vengano consumati crudi o poco cotti (abitudine, 

questa, ancora molto diffusa in diverse regioni italiane) se si considera che sono 

necessarie poche decine di cisti/oocisti perché l’uomo contragga l’infezione e che i 

trattamenti di depurazione abitualmente utilizzati non riducono significativamente tale 

rischio. Lo scopo di questa ricerca è stato quello di acquisire dei dati epidemiologici 

attuali sul livello di contaminazione da Cryptosporidium parvum, Giardia duodenalis e 

Toxoplasma godii in mitili allevati nella regione Sardegna e sui genotipi presenti, messa 

a punto e standardizzazione di metodi d’identificazione e caratterizzazione genotipica e 

contributo alla valutazione del rischio.  
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MATERIALI E METODI 

Nel periodo compreso tra settembre 2013 e marzo 2014, sono stati sottoposti ad 

indagini molecolari per la ricerca di protozoi dei generi Cryptosporidium, Giardia e 

Toxoplasma n. 85 campioni di mitili, di cui 70 appartenenti alla specie Mytilus 

galloprovincialis e 15 alla specie Mytilus edulis. I campioni di mitili sono stati prelevati 

dai Servizi Veterinari territorialmente competenti delle Aziende Sanitarie Locali 

regionali nell’ambito del Piano Regionale per la vigilanza e il controllo sanitario dei 

molluschi bivalvi vivi e Monitoraggio delle zone di produzione e stabulazione. In 

particolare n.72 campioni provenivano da 14 diverse zone di produzione ubicate lungo 

tutte le coste della Sardegna (fig.2 - Tab.1), n. 2 da zone acquee sottoposte a controlli 

periodici ai fini della classificazione per la produzione di molluschi bivalvi vivi e n. 11 

dal circuito commerciale regionale.  

I campioni, opportunamente identificati, sono stati recapitati al laboratorio di analisi 

dell’IZS Sardegna in condizioni di temperatura controllata (refrigerazione) e analizzati 

entro 24 ore dal prelievo. In una prima fase i mitili sono stati puliti esternamente, 

sottoposti a spazzolatura manuale in particolare attorno alla linea di adesione delle due 

valve e sciacquati con acqua distillata.  Prima dell’apertura è stato eliminato il bisso con 

l’ausilio di forbici. Successivamente gli esemplari di mitili di ciascun campione, dopo 

essere stati pesati e averne valutata la vitalità, sono stati raggruppati in pool costituiti 

ciascuno da n. 12 esemplari per un totale di 1.020 esemplari ( 180 Mytilus edulis e 840 

Mytilus galloprovincialis). Da ciascun pool sono state prelevate le branchie e le 

ghiandole digestive (epatopancreas) a formare due ulteriori pool sottoposti entrambi ad 

una fase preliminare di preparazione del campione e concentrazione delle (oo)cisti. 

 



 

Sara Salza – “Ricerca e caratterizzazione di protozoi zoonosici in mitili allevati e commercializzati nella 

Regione Sardegna” – Tesi di Dottorato in Produzione e Sicurezza degli Alimenti di Origine Animale – 

Università degli Studi di Sassari   84 
 

 Preparazione del campione 

I 170 pools complessivi sono stati sottoposti ad omogenizzazione con acqua distillata (5 

ml) mediante l’utilizzo di Ultra-Turrax ® per 10 minuti. Il liquido ottenuto è stato 

filtrato con un doppio strato di garza sterile e centrifugato a 1000g alla temperatura di 

4°C per 10 minuti. Il pellet ottenuto è stato lavato per due volte con TE buffer (10 mM 

Tris-HCl pH 8.0; 1mM EDTA, pH 8.0) e centifugato a 1000g a 4°C per 10 minuti. Una 

prima aliquota del pellet è stata utilizzata per il test d’immunofluorescenza diretta e una 

seconda aliquota per le indagini molecolari, previa lisi delle pareti (oo)cistiche. 

 

 Immunofluorescenza diretta 

I campioni di branchie e di epatopancreas provenienti dalla totalità dei campioni sono 

stati sottoposti al test d’immunofluorescenza diretta (IFA) con l’utilizzo di un kit 

(Merifluor® Cryptosporidium/Giardia; Meridian Bioscence, Inc., Cincinnati, OH, 

USA) per la ricerca dei protozoi dei generi Cryptosporidium e Giardia. In una prima 

fase si è proceduto al prelievo, con l’ausilio di un’ansa sterile, di una quantità di pellet 

pari a 10 μl, da distribuire nel pozzetto di un vetrino. In ogni vetrino sono stati 

distribuiti anche un controllo positivo e un controllo negativo per valutare il corretto 

funzionamento dei reagenti contenuti nel kit e l’eventuale presenza di contaminanti. 

Dopo aver lasciato asciugare il vetrino per 30 minuti a temperatura ambiente in ogni 

pozzetto è stata inserita una goccia di anticorpo primario marcato e una goccia di 

colorante di contrasto. Per permettere all’anticorpo di legarsi all’antigene eventualmente 

presente il vetrino è stato messo ad incubare per 30 minuti in camera buia e umida, a 

temperatura ambiente. Successivamente sono stati effettuati diversi lavaggi per 

rimuovere eventuali aspecifici ed è stato montato il vetrino coprioggetto. I vetrini così 
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preparati sono stati osservati al microscopio a fluorescenza. Le oocisti di 

Cryptosporidium sono di forma rotondeggiante oppure leggermente ovale ed hanno un 

diametro di 2-6 μm. La parete delle oocisti appare di color verde mela brillante. Le cisti 

di Giardia sono ovali, con un diametro di 8-12 μm, sono quindi più grandi delle oocisti 

di Cryptosporidium. La parete delle cisti appare di colore verde mela brillante. Il 

materiale di sfondo acquisisce la colorazione di contrasto arancione opaco o rosso. Si 

considera positivo per Cryptosporidium/Giardia ogni campione che presenta una o più 

oocisti/cisti con colore verde mela brillante e morfologia caratteristica. 

 

Tecniche molecolari 

 Lisi della parete (oo)cistica 

Da ciascun pool sono stati prelevati 500 μl del pellet ottenuto precedentemente, 

successivamente il pellet è stato sottoposto  per due volte al lavaggio con TE buffer e 

successiva centrifugazione a 13000 rpm per 15 minuti. Al fine di effettuare la rottura 

della parete delle cisti/oocisti eventualmente presenti, il pellet è stato sottoposto ad un 

trattamento termico (tre cicli di congelamento/scongelamento -80°C per 5 minuti, 80°C 

per 5 minuti). 

 

 Estrazione del DNA 

Il pellet proveniente da ciascun pool di branchie ed epatopancreas è stato poi sottoposto 

ad estrazione del DNA genomico utilizzando il DNeasy®Blood  Tissue kit (Qiagen, 

Germania). Il kit si basa sull’utilizzo di specifiche colonnine senza l’ausilio del fenolo-

cloroformio. Il DNA si lega specificamente alla membrana di silice della colonnina 

mentre i contaminanti vengono eliminati. Gli inibenti di PCR, come cationi bivalenti e 
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proteine, vengono eliminati con dei lavaggi specifici così da ottenere un DNA puro che 

può essere utilizzato sia per PCR “classica” che per Real Time PCR. 

Al pellet sono stati aggiunti 180 μl di ATL Buffer e 20 μl di Proteinasi K; si è quindi 

proceduto ad incubazione over-night a 55°C con leggera agitazione. Dopo aver 

centrifugato a 13000 rpm per 3 minuti ed aver eliminato il sovranatante, al pellet sono 

stati aggiunti 180 μl di AL Buffer. Questo è stato poi incubato a 70°C per 10 minuti. 

Dopo incubazione sono stati aggiunti 240 μl di etanolo assoluto e tutto il campione è 

stato trasferito nell’apposita colonnina con membrana in silice che è stata poi sottoposta 

a centrifugazione a 8000 rpm per 1 minuto. Dopo aver sostituito il porta colonnina si è 

proceduto con l’aggiunta di 500 μl di Buffer AW1 e successiva centrifugazione a 8000 

rpm per 1 minuto. Successivamente  sono stati aggiunti 500 μl di Buffer AW2 ed è stata 

effettuata un ulteriore centrifugazione a 13000 rpm per 3 minuti ed ad un minuto alla 

massima velocità. Il DNA così ottenuto è stato poi eluito con 100 μl di AE Buffer, dopo 

aver trasferito la colonnina in eppendorf ed aver centrifugato a 8000 rpm per 1 minuto. 

Il DNA estratto è stato conservato a -20°C. 

 

Indagini molecolari 

Il DNA genomico è stato poi utilizzato, stoccato come templato nelle reazioni di Nested 

PCR e Real Time PCR per la ricerca dei generi Cryptosporidium, Giardia e 

Toxoplasma. 
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 Nested  PCR  

Tutte le reazioni di Nested PCR sono state eseguite nel termociclatore Thermo Hybaid 

(EuroClone, Italia) 

Nested  PCR per il gene COWP di Cryptospordium 

Per l’amplificazione del gene COWP che codifica per una proteina della parete 

dell’oociste di Cryptosporidium è stata effettuata una Nested PCR come descritto da 

Jae-Ran Yu e autori (303) utilizzando i seguenti primers ( Applied Biosystems, Life 

Technologies) 

    Cry-15 :  5’ GTA GAT AAT GGA AGA GAT TGT G  3’ 

    Cry-9   :  5’ GGA CTG AAA TAC AGG CAT TAT CTT G 3’ 

La miscela di reazione contiene Buffer 1X (20 mM Tris-HCl, pH 8.4; 50 mMKCl ), 5 

mM MgCl2 , 0.8 mM dNTPs,   0.5 mM di ciascun primer e 0.06 U/μl di Taq-Gold 

(Roche-Boehringer, Mannheim, Germany) e 1 μl di DNA, in un volume totale di 25 μl. 

Il programma di amplificazione è stato il seguente: 

 denaturazione iniziale a 95°C per 10 minuti 

 45 cicli con una temperatura di denaturazione di 94°C per 30 secondi, annealing 

a 52°c per 30 secondi, estensione a 72°C per 50 secondi  

 un ciclo di estensione finale a 72°C per 5  minuti. 

L’amplificazione ha consentito di ottenere un frammento di 550 pb del gene COWP, e 

visualizzato dopo corsa elettroforetica su gel di agarosio al 2% (Invitrogen, Life 

Technologies). 

Per la seconda amplificazione sono stati utilizzati primers più interni: 

        Cowpnest- F1:  5’  TGT GTT CAA TCA GAC  ACA GC  3’ 

        Cowpnest- R2:  5’  TCT GTA TAT CCT  GGT GGG  3’ 
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La miscela di reazione contiene Buffer 1X (20 mM Tris-HCl , pH 8.4; 50 mM KCl), 2.5 

mM MgCl2 , 0.8 mM dNTPs, 0.5 μM di ciascun primers e 0.08 U/μl di Taq-Gold 

(Roche-Boehringer, Mannheim, Germany) e 1 μl di DNA in un volume totale di 25 μl. 

 

Il programma di amplificazione utilizzato è stato così impostato: 

 denaturazione iniziale a 95°C per 10 minuti 

  32 cicli con una temperatura di denaturazione di 94°C per 30 secondi, 

annealing a 60°c per 30 secondi, estensione a 72°C per 50 secondi 

  un ciclo di estensione finale a 72°C per 10 minuti. 

L’amplificazione ha consentito di ottenere un frammento di 311 pb del gene COWP e 

visualizzato dopo corsa elettroforetica su gel di agarosio al 2% (Invitrogen, Life 

Technologies). 

 

Nested PCR per il gene Gp60 di Cryptospordium 

Per l’amplificazione del gene gp60 di Cryptosporidium è stata effettuata una Nested 

PCR come descritto da Sulaiman et al (127), utilizzando i seguenti primers: 

     AL3531:   5’   ATA GTC TCC GCT GTA TTC  3’ 

     AL3533:   5’   GAG ATA TAT CTT GGT GCG    3’ 

( Applied Biosystems, Life Technologies) 

La miscela di reazione di 25 μl contiene buffer (Tris-HCl 20 mM, pH 8.3, KCl 100 

mM), la polimerasi termostabile (0.06 U/ μl), i dNTPs (0.4 mM), MgCl2 (3 mM) 

(REDTaq ®Ready Mix
TM

 PCR Reaction Mix with MgCl2, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO), 100 pmol di ogni primer e 100 ng di DNA. In ogni reazione è stato aggiunto un 

controllo positivo e uno negativo. 
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L’amplificazione ha previsto un ciclo di denaturazione iniziale a 95°C per 3 minuti, 

successivi 35 cicli con una temperatura di denaturazione di 94°C per 45 secondi, 

annealing a 50°c per 45 secondi, estensione a 72°C per 1 minuto ed un ciclo di 

estensione finale a 72°C per 4 minuti.  

L’amplificazione ha consentito di ottenere un frammento di circa 400 pb visualizzato 

dopo corsa elettroforetica su gel di agarosio al 2% (Invitrogen, Life Technologies). 

Per la seconda reazione di amplificazione sono stati utilizzati dei primers più interni: 

     AL3532:   5’  TCC GCT GTA TTC TCA GCC  3’ 

     LX0029:   5’  CGA ACC ACA TTA CAA ATG AAG T  3’ 

( Applied Biosystems, Life Technologies) 

La miscela di reazione di 25 μl contiene buffer  (Tris-HCl 20 mM, pH 8.3, KCl 100 

mM), la polimerasi termostabile (0.06 U/ μl), i dNTPs (0.4 mM), MgCl2 (3 mM) 

(REDTaq ®Ready Mix
TM

 PCR Reaction Mix with MgCl2, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO), 100 pmol di ogni primer e 100 ng di amplificato della prima PCR.  

L’amplificazione ha previsto un ciclo di denaturazione iniziale a 95°C per 3 minuti, 

successivi 35 cicli con una temperatura di denaturazione di 94°C per 45 secondi, 

annealing a 51°c per 45 secondi, estensione a 72°C per 1 minuto ed un ciclo di 

estensione finale a 72°C per 4 minuti.  

L’amplificazione ha consentito di ottenere un frammento di circa  358 pb  visualizzato 

dopo corsa elettroforetica su gel di agarosio al 2% (Invitrogen, Life Technologies). 
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PCR per il gene gdh di Giardia 

Un protocollo di PCR è stato utilizzato per amplificare un frammento di 432 pb del gene 

GDH che codifica per la glutammato deidrogenasi utilizzando i primers descritti da 

Read e autori (214) 

      GDHiF:   5’ CAG TAC AAC TCY GCT CTC GG  3’ 

      GDHiR:  5’  GTT RTC CTT GCA CAT CTC C      3’ 

( Applied Biosystems, Life Technologies) 

La miscela di reazione di 25 μl contiene buffer 1X, 1.5 mM di MgCl2, 0.2 mM di 

dNTPs,  0.5 μM di ogni primer, 0.08 U/ μl di Taq polimerasi e 1 μl di DNA. 

Il programma di amplificazione ha previsto: 

 un ciclo di denaturazione iniziale a 95°C per 3 minuti  

 2 cicli con una temperatura di denaturazione di 94°C per 2 minuti, annealing a 

56°C per 1 minuti, estensione a 72°C per 2 minuti 

 55 cicli con una temperatura di denaturazione di 94°C per 30 secondi, 

annealing a 56°C per 20 secondi, estensione a 72°C per 45 secondi 

  un ciclo di estensione finale a 72°C per 7 minuti.  

L’amplificazione ha consentito di ottenere un frammento di 432 pb visualizzato dopo 

corsa elettroforetica su gel di agarosio al 2% (Invitrogen, Life Technologies). 

 

Nested PCR per il gene Tpi di Giardia 

Un protocollo di Nested PCR è stato utilizzato per amplificare un frammento del gene  

TPI che codifica per la Triosofosfato Isomerasi utilizzando i primers descritti da 

Sulaiman e autori (223). 

     AL3543:   5’  AAA TTA TGC CTG CTC GTC G  3’ 
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     AL3546:   5’  CAA ACC TTT TCC GCA AAC C  3’ 

( Applied Biosystems, Life Technologies) 

La miscela di reazione di 25 μl contiene buffer (Tris-HCl 20 mM, pH 8.3, KCl 100 

mM), la polimerasi termostabile (0.06 U/ μl), i dNTPs (0.4 mM), MgCl2 (3 

mM)(REDTaq ®Ready Mix
TM

 PCR Reaction Mix with MgCl2, Sigma-Aldrich, St. 

Louis ,MO), 100 pmol di ogni primer e 100 ng di DNA. In ogni reazione è stato 

aggiunto un controllo positivo e uno negativo. 

L’amplificazione ha previsto un ciclo di denaturazione iniziale a 94°C per 5 minuti, 

successivi 35 cicli con una temperatura di denaturazione di 94°C per 45 secondi, 

annealing a 50°C per 45 secondi, estensione a 72°C per 1 minuto ed un ciclo di 

estensione finale a 72°C per 10 minuti.  

L’amplificazione ha consentito di ottenere un frammento di circa 605 pb visualizzato 

dopo corsa elettroforetica su gel di agarosio al 2% (Invitrogen, Life Technologies). 

Per la seconda amplificazione sono stati utilizzati dei primers più interni identificati 

come AL3544 e AL3545. 

      AL3544:   5’  CCC TTC ATC GGT GGT AAC TT 3’ 

      AL3545:  5’  GTG GCC ACC ACT CCC GTG CC 3’ 

( Applied Biosystems, Life Technologies) 

La miscela di reazione di 25 μl contiene buffer (Tris-HCl 20 mM, pH 8.3, KCl 100 

mM), la polimerasi termostabile (0.06 U/ μl), i dNTPs (0.4 mM), MgCl2 (3 mM) 

(REDTaq®Ready Mix
TM

 PCR Reaction Mix with MgCl2, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO), 100 pmol di ogni primer e 100 ng di amplificato della prima PCR.  

L’amplificazione ha previsto un ciclo di denaturazione iniziale a 94°C per 5 minuti, 

successivi 35 cicli con una temperatura di denaturazione di 94°C per 45 secondi, 
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annealing a 55°C per 30 secondi, estensione a 72°C per 1 minuto ed un ciclo di 

estensione finale a 72°C per 10 minuti.  

L’amplificazione ha consentito di ottenere un frammento di circa 530 pb  visualizzato 

dopo corsa elettroforetica su gel di agarosio al 1% (Invitrogen, Life Technologies). 

 

 

Infezione sperimentale 

Nella fase iniziale del lavoro, si è proceduto ad infettare sperimentalmente branchie ed 

epatopancreas prelevati da un campione di Mytilus galloprovincialis del commercio con 

un aliquota contenente 1 μl di oocisti concentrate di Cryptosporidium provenienti da un 

campione di feci bovine contaminate e con cisti concentrate di Giardia provenienti da 

feci feline. Sui campioni di mitili infettati sperimentalmente è stata effettuata la ricerca 

di oocisti/cisti protozoarie mediante l’utilizzo delle tecniche di immunofluorescenza 

diretta e Nested PCR allo scopo di mettere a punto il protocollo di preparazione del 

campione, immunofluorescenza diretta, estrazione dell’acido nucleico e amplificazione 

mediante PCR. 

 

 

 Real Time PCR 

Tutte le reazioni di Real Time PCR sono state eseguite nello strumento per Real Time 

PCR CFX-96 (BioRad, Italia). 
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Real Time PCR per l’identificazione di Cryptosporidium 

Per l’amplificazione del gene COWP che codifica per una proteina della parete 

dell’oociste di Cryptosporidium è stata effettuata una Real Time PCR utilizzando i 

primers descritti da Traversa e autori (126)  chiamati CRY9D e CRYINT2D 

          CRY9D:          5’  GGA CKG AAA TRC AGG CAT TAT CYT G  3’ 

          CRYINT2D:   5’   TTT GTT GAA GAR GGA AAT AGA TGT G  3’ 

La mix di reazione con un volume finale di 20 μl contiene 4 μl di DNA genomico, 5X 

EvaGreen®Reagent (BioRad, Italy) e una concentrazione finale di 0.5 μM di ciascun 

primers. 

Il protocollo di amplificazione ha previsto un ciclo di denaturazione iniziale a 98°C per 

2 minuti, successivi 45 cicli con una temperatura di denaturazione di 98°C per 5 

secondi, annealing a 50.4°C per 30 secondi, estensione a 70°C per 1 minuto.  

 

Real  time PCR per l’identificazione di Giardia 

Per l’amplificazione del gene della β-giardina è stata effettuata una Real Time PCR 

utilizzando i primers descritti da Mahbubani e autori (304)  chiamati GGL e GGR: 

    GGL:   5’   AAG TGC GTC AAC GAG CAG CT    3’ 

    GGR:   5’  TTA GTG CTT TGT GAC CAT CGA    3’ 

La mix di reazione con un volume finale di 20 μl contiene 4 μl di DNA genomico, 5X 

EvaGreen®Reagent (BioRad, Italy) e una concentrazione finale di  0.5 μM di ciascun 

primers. 

L’amplificazione ha previsto un ciclo di denaturazione iniziale a 98°C per 2 minuti, 

successivi 45 cicli con una temperatura di denaturazione di 98°C per 5 secondi, 

annealing a 55.6°C per 30 secondi, estensione a 70°C per 1 minuto.  
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Real  time PCR per l’identificazione di Toxoplasma 

Per l’amplificazione del gene B1 di Toxoplasma gondii è stata effettuata una Real Time 

PCR utilizzando i primers descritti da Arkush e autori (275)  chiamati ToxB-41f e 

ToxB-169r: 

           ToxB-41f:        5’  TCG AAG CTG AGA TGC TCA AAG TC  3’ 

            ToxB-168R:    5’  AAT CCA CGT CTG GGA AGA ACT C    3’ 

La mix di reazione con un volume finale di 20 μl contiene 5 μl di DNA genomico, 5X 

EvaGreen®Reagent (BioRad, Italy) e 10 μM di ciascun primer. 

L’amplificazione ha previsto un ciclo di denaturazione iniziale a 98°C per 2 minuti, 

successivi 45 cicli con una temperatura di denaturazione di 98°C per 5 secondi, 

annealing a 62°C per 30 secondi, estensione a 95°C per 60 secondi e a 70°C per 60 

secondi. 

 

 Analisi HRM 

L’analisi di melting ha previsto un incremento della temperatura da 70°C a 95°C a 

intervalli di 0.2°C ogni 10 secondi per ciascun patogeno e ciascuna Real- Time PCR. 

Nella prima fase di analisi, i dati grezzi sono stati normalizzati in modo che il valore di 

fluorescenza massima sia pari a 100 e la più bassa sia pari a 0 (curva di fusione 

normalizzata standard). Successivamente, le curve sono state differenziate ed è stata 

fatta una curva mediana usando il valore medio ottenuto dai valori di fluorescenza di 

tutti i campioni. La curva di ogni campione è stata sottratta alla curva mediana per 

ottenere il grafico della differenza. Le differenze nella forma della curva di fusione e i 

punti di Tm sono stati utilizzati per attribuire la positività dei campioni alle varie specie. 
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Sequenziamento 

Tutti i campioni positivi per Giardia duodenalis, Cryptosporidium parvum e 

Toxoplasma gondii, determinati tramite la Real Time PCR e l’analisi in HRM, sono 

stati purificati con gli enzimi esonucleasi I (EXO I) e fosfatasi alcalina (FAST AP) 

termosensibile (Fermentas). I prodotti di PCR sono stati sequenziati in entrambe le 

direzioni utilizzando il kit ABI PRIMS Byg Dye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing 

Kit (Applied Biosystems) con gli stessi primer utilizzati nelle rispettive reazioni di PCR, 

secondo le istruzioni del produttore. Le sequenze sono state corse nello strumento ABI 

PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied biosystems). Tutte le sequenze ottenute sono 

state confrontate con sequenze di riferimento presenti in GenBank appartenenti a 

Giardia duodenalis, Cryptosporidium parvum e Toxoplasma gondii attraverso il 

programma Blastn software (305). 
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RISULTATI 

 

Come in precedenza specificato, i campioni sono stati analizzati con le tecniche di 

immunofluorescenza per la ricerca di Cryptosporidium e Giardia e con tecniche 

biomolecolari per la ricerca di Cryptosporidium, Giardia e Toxoplasma gondii. 

 

     Immunofluorescenza 

Nella fase preliminare del lavoro, sono stati sottoposti ad osservazione con microscopio 

a fluorescenza i pool di branchie e epatopancreas provenienti dal campione di mitili 

infettato sperimentalmente. In entrambi i casi è stato possibile visualizzare le 

formazioni (oo)cistiche di Cryptosporidium e Giardia duodenalis, verificando nel 

contempo l’integrità delle strutture in esse presenti.  

La totalità dei pool di branchie e di epatopancreas analizzati provenienti dai campioni di 

mitili prelevati sia nell’ambito del piano di monitoraggio che del controllo ufficiale e 

osservati con il microscopio a fluorescenza, non ci ha consentito di visualizzare 

formazioni che, per morfologia, struttura e positività alla fluorescenza potessero essere 

attribuite con certezza ai protozoi in esame (Fig.13). 

 

     Nested PCR del gene COWP di Cryptosporidium: 

Nessun campione visualizzato, dopo l’elettroforesi su gel di agarosio, ha mostrato la 

caratteristica banda di 550 pb corrispondente alla prima reazione di amplificazione e la 

banda di 311 pb corrispondente alla seconda reazione di amplificazione. Il controllo 

positivo dimostra l’avvenuta amplificazione (Fig.14).   
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       Nested PCR del gene gp60 di Cryptosporidium 

Nessun campione visualizzato, dopo l’elettroforesi su gel di agarosio, ha mostrato la 

caratteristica banda di 400 pb corrispondente alla prima reazione di amplificazione e la 

banda di 358 pb corrispondente alla seconda reazione di amplificazione. Il controllo 

positivo dimostra l’avvenuta amplificazione (Fig.15). 

 

       PCR del gene gdh di Giardia 

Nessun campione visualizzato dopo l’elettroforesi su gel di agarosio, ha mostrato la 

caratteristica banda di 432 pb. Il controllo positivo rappresentato da DNA estratto da 

Giardia duodenalis ci ha permesso di monitorare l’efficienza della reazione. (Fig.16). 

 

       Nested PCR del gene Tpi di Giardia 

Nessun campione visualizzato, dopo l’elettroforesi su gel di agarosio, ha mostrato la 

caratteristica banda di 605 pb corrispondente alla prima amplificazione e di 530 bp 

corrispondente alla seconda amplificazione. Il controllo positivo rappresentato da DNA 

estratto da Giardia duodenalis ci ha permesso di monitorare l’efficienza della reazione. 

(Fig.17). 

 

     Real Time PCR  

Tutti i campioni (n. 85), per un totale di 1.020 esemplari (180 Mytilus edulis e 840  

Mytilus galloprovincialis) appartenenti a 170 pool, 85 di branchie e 85 di epatopancreas 

sono stati sottoposti a Real Time PCR per la ricerca dei protozoi dei generi 

Cryptosporidium, Giardia e Toxoplasma. 
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     Real Time PCR per il gene COWP di Cryptosporidium 

Sono risultati positivi alla Real Time PCR  per Cryptosporidium parvum 

complessivamente n. 11 campioni di mitili (12,94%), per un totale di 132 esemplari, 

tutti appartenenti alla specie Mytilus galloprovincialis. Degli 11 campioni positivi, n. 8 

(72,2%) sono stati prelevati in allevamento, nell’ambito delle attività di monitoraggio e 

n. 3 (27,2%) provenivano dal circuito commerciale (Tab.2). Relativamente ai pool di 

branchie ed epatopancreas analizzati, sono risultati positivi in tutto n. 11 pool (6,4%); di 

cui 5 branchie (5,8%) e 6 di epatopancreas (7%) (Tab.5). Nell’ambito degli 11 pool 

positivi, 3 provenivano da campioni prelevati nel circuito commerciale Regionale, 

nell’ambito delle attività di controllo ufficiale (13,6%) e 8 in allevamento, nell’ambito 

delle attività di monitoraggio (5,5%) (Tab.3). Questi ultimi provenivano da 6  diverse 

zone di produzione (42,8%): in particolare 1 dal nord-est della Sardegna,  3  dal centro-

est, 2 dal sud-est e dal 2 centro-ovest dell’Isola (Tab.4). In nessun campione è stata 

riscontrata la contemporanea presenza di Cryptosporidium nel pool di branchie e di 

epatopancreas (Fig. 18 -19-20). 

 

     Real Time PCR per il gene β-giardina di Giardia 

Il numero di campioni di mitili positivi al test Real Time PCR è risultato 

complessivamente pari a 7 (8,2%), per un totale di 84 esemplari, tutti della specie 

Mytilus galloprovincialis. Dei 7 campioni positivi, n.4 (57,1%) sono stati prelevati in 

allevamento, n. 3 (42,85%) nell’ambito del circuito commerciale regionale (Tab.2).  

Per quanto riguarda i pool di tessuti esaminati, sono risultati positivi alla Real Time 

PCR  per Giardia n. 8 pool (4,7%); di cui 4 di branchie (2,3%) e 4 di epatopancreas 

(2,3%) (Tab.5). Degli 8 pool positivi, n. 3 provenivano da campioni di mitili prelevati 
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nell’ambito delle attività di controllo ufficiale (13,6%), nel circuito commerciale  e n. 5 

nell’ambito delle attività di monitoraggio, presso gli allevamenti (3,4%) (Tab.3). Questi 

ultimi provenivano da 2  diverse zone di produzione (14,2%): quattro dal nord-est della 

Sardegna e 1 dal sud (Tab.4).  Per un campione è stata riscontrata la presenza di Giardia 

nei pool ottenuti dalle due tipologie di tessuto (Fig. 21-22-23). 

 

     Real Time PCR per il gebe B1 di Toxoplasma 

Sono risultati positivi alla Real Time PCR per Toxoplasma gondii complessivamente 12 

campioni di mitili (14,11%), per un totale di 144 esemplari tutti appartenenti alla specie 

Mytilus galloprovincialis. Dei 12 campioni positivi, n.8 (66,6%) sono stati prelevati in 

allevamento, n.4 (33,3%) nell’ambito del circuito commerciale (Tab.2). Relativamente 

ai pool di branchie ed epatopancreas analizzati, sono risultati positivi in tutto n. 17 pool 

(10%); di cui 8 di branchie (9,4%) e 9 di epatopancreas (10,5%) (Tab.5). Dei 17 pool 

positivi, 6 erano di campioni prelevati nell’ambito delle attività di controllo ufficiale 

(27,3%) e 11 nell’ambito dei campionamenti per il monitoraggio (7,6%) (Tab.3). Gli 11 

pool positivi per Toxoplasma gondii provenivano da 5  diverse zone di produzione 

(35,7%): 4 dal nord-est della Sardegna, 2 dal sud-est e 5 dal centro-ovest (tab.4). Per 5 

campioni è stata riscontrata la presenza di Toxoplasma contemporaneamente nel pool di 

branchie e di epatopancreas (Fig. 24-25-26). 

 

       Sequenziamento 

Il sequenziamento degli amplificati ottenuti dopo Real Time PCR ha confermato 

l’identità specifica di Cryptosporidium parvum (n. 11 pool), Giardia duodenalis 

assemblaggio A (n. 8 pool) e Toxoplasma gondii Tipo I (n. 17 pool). 
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 

I prodotti alimentari del mare sono ai vertici nella scala di gradimento gastronomico dei 

consumatori.  

Tuttavia, questi stessi prodotti, e in particolare i c.d. “ frutti di mare “, costituiscono una 

classe di alimenti particolarmente delicata sia dal punto di vista organolettico e della 

conservabilità che sotto il profilo igienico-sanitario potendo, in assenza o carenza di 

adeguate misure igieniche di prevenzione e di sorveglianza sanitaria, risultare 

contaminati da microrganismi potenzialmente patogeni (batteri, virus, parassiti 

trasmissibili all’uomo) e da contaminanti ambientali di varia natura (mercurio, piombo, 

cadmio, idrocarburi, pesticidi, diossine ecc..). 

Dall’analisi dei dati del Sistema Rapido di Allerta degli Alimenti degli ultimi anni 

emerge infatti che anche i prodotti della filiera della pesca sono stati più volte interessati 

da provvedimenti di allerta e di sequestro a seguito di accertata presenza di 

contaminazioni di tipo biologico e chimico, principalmente dovute all’influenza 

dell’ambiente acquatico. 

L'Autorità Europea per la Sicurezza Alimentare (EFSA) e l’ ECDC  (European Centre 

for DiseasePrevention and Control) hanno reso pubblici, nel febbraio del 2014, i dati 

relativi alla relazione annuale sulle zoonosi e sui focolai infettivi di origine alimentare 

nell’Unione europea e dal Report emerge che i prodotti della pesca sono responsabili 

del 9% delle tossinfezioni alimentari riscontrate nel 2012 nell’ambito dei Paesi UE. 

In Sardegna le attività legate alla molluschicoltura sono presenti sin dal primo 

dopoguerra, quando vennero impiantati i primi allevamenti. Attualmente il comparto 

della molluschicoltura sarda appare molto consolidato, con allevamenti di mitili 

http://www.efsa.europa.eu/it
http://www.ecdc.europa.eu/en/press/news/_layouts/forms/News_DispForm.aspx?List=8db7286c-fe2d-476c-9133-18ff4cb1b568&ID=956
http://www.ecdc.europa.eu/en/press/news/_layouts/forms/News_DispForm.aspx?List=8db7286c-fe2d-476c-9133-18ff4cb1b568&ID=956
http://www.efsa.europa.eu/it/press/news/140219.htm
http://www.veterinariaalimenti.marche.it/viewdoc.asp?CO_ID=543
http://europa.eu/index_it.htm
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dislocati principalmente nelle province di Oristano, Cagliari, Ogliastra ed Olbia-

Tempio.  

La presente ricerca è stata condotta allo scopo di acquisire dati epidemiologici 

aggiornati sull’eventuale presenza di protozoi zoonosici dei generi Cryptosporidium, 

Giardia e Toxoplasma, e acquisire elementi utili alla valutazione del rischio sanitario ad 

essi correlato in mitili allevati nella regione Sardegna.  

I risultati del presente studio evidenziano la presenza di cisti/oocisti di Cryptosporidium 

parvum, Giardia intestinalis e Toxoplasma gondii in diversi campioni di mitili allevati e 

commercializzati nella regione Sardegna. 

In particolare, C.parvum è stato riscontrato in 11 campioni di mitili prelevati sia in 

attività di monitoraggio (allevamento) che di vigilanza (circuito commerciale), 

rispettivamente in 8 e 3 campioni. 

G.duodenalis è stata riscontrata in 7 campioni prelevati sia in ambito di monitoraggio 

che di sorveglianza sanitaria, rispettivamente in 4 e 3 campioni. 

T.gondii è stato anch’esso rilevato sia in campioni a mare (allevamento) che in 

campioni presenti nel circuito commerciale, rispettivamente in 8 e 4 campioni. 

Il riscontro della presenza di cisti/oocisti rappresenta certamente un rischio potenziale. 

Nell’ambito delle tecniche diagnostiche utilizzate (immunofluorescenza e tecniche 

biomolecolari), solamente la metodica di Real Time PCR si è rivelata in grado di 

evidenziare la presenza delle cisti/oocisti parassitarie dei protozoi oggetto d’indagine, 

nei campioni esaminati. 

Relativamente alla tecnica di Immunofluorescenza, essa non può essere utilizzata per la 

ricerca di T.gondii a causa della mancanza di anticorpi monoclonali in grado di legarsi 

in maniera specifica alle proteine della parete oocistica. 
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Per quanto riguarda l’utilizzo di questa tecnica per la ricerca di Cryptosporidium e 

Giardia, la stessa non ha consentito, nei campioni esaminati nel presente lavoro, di  

discriminare in maniera specifica le cisti/oocisti rispetto ad altre formazioni similari per 

caratteristiche morfologiche e risposta alla fluorescenza, analogamente a quanto già 

evidenziato da altri autori (25)(57)(306)(307). 

Nell’ambito delle metodologie diagnostiche utilizzate nel presente lavoro, la tecnica di 

Real Time PCR ha rappresentato, per sensibilità e specificità, la metodica di elezione 

per la rilevazione e l’identificazione dei protozoi zoonosici testati. 

La caratterizzazione genotipica degli isolati ha consentito l’identificazione dei genotipi 

con attitudine zoonosica (Cryptosporidium parvum, Giardia duodenalis Assemblaggio 

A e Toxoplasma gondii Type 1) e il conseguente reale rischio sanitario per il 

consumatore, come ipotizzato da altri Autori (71). 

In studi precedenti, alcuni autori statunitensi hanno evidenziato la presenza di 

Cryptosporidium parvum in mitili delle specie Mytilus galloprovincialis e M. 

californianus (79), in ostriche della specie Crassostrea virginica e in vongole (18). La 

presenza di Giardia duodenalis Assemblaggio A è stata documentata, invece, solo in 

campioni di vongole non edibili (Macoma balthica e Macoma mitchelli). 

Per quanto riguarda i molluschi bivalvi prodotti nell’Unione Europea, la presenza di 

Cryptosporidium parvum è stata accertata in campioni di Mytilus galloprovincialis 

allevati in Spagna (78) e Mytilus edulis allevati in Francia (80). 

Alcuni autori italiani hanno riscontrato la presenza di Cryptosporidium parvum e di  

Giardia duodenalis Assemblaggio A in campioni di acqua provenienti da zone di 

raccolta del Mar Adriatico (57) e in campioni di Mytilus galloprovincialis prelevati 

presso esercizi di vendita al dettaglio della Puglia (6). In particolare, nel nostro Paese è 
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stata più volte segnalata la presenza di oocisti/cisti di Cryptosporidium parvum e di  

Giardia duodenalis Assemblaggio A nel suolo, in acque di mare, in materiale fecale 

 proveniente da diverse specie di animali da reddito (bovini, bufali e piccoli ruminanti) 

(111) (113) e da compagnia (106) (110) e di origine umana (101), a dimostrazione del 

ruolo zoonotico dei suddetti genotipi.  

Il presente contributo rappresenta la prima segnalazione di oocisti di Toxoplasma gondii 

Type 1 in campioni di mitili allevati e commercializzati in Italia.   

Il riscontro di (oo)cisti protozoarie non solo in campioni di mitili in allevamento, ma 

anche in campioni immessi nel circuito commerciale, rappresenta di per sè una 

indicazione, seppure indiretta, della scarsa efficacia dei trattamenti di depurazione 

attualmente in uso dei molluschi nei confronti di tali organismi e un conseguente 

potenziale rischio sanitario per la salute umana. Alcuni studi hanno dimostrato la 

persistenza delle formazioni (oo)cistiche nei molluschi bivalvi anche dopo alcune 

settimane di depurazione (21)(76). 

L’utilizzo del solo parametro E. coli per la classificazione delle acque di allevamento e 

l’esiguità del numero e della tipologia di criteri di sicurezza previsti dalla normativa 

vigente per i molluschi bivalvi destinati al consumo umano diretto rende necessaria una 

revisione degli stessi criteri con l’inserimento, ad es., di vibrioni patogeni, virus enterici 

e protozoi zoonosici. Considerata la particolare suscettibilità alle infezioni da 

Cryptosporidium e Toxoplasma da parte di alcune categorie di consumatori 

(immunodepressi, donne in gravidanza) sarebbe auspicabile un’integrazione della 

normativa sull’etichettatura di tali prodotti, con particolare riferimento al rischio 

sanitario conseguente a un inadeguato trattamento di cottura. 
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Fig.1 Anatomia di un esemplare di Mytilus 

 

 

 

 

 

 
 

Fig.2 Respirazione e nutrizione dei molluschi bivalvi 

 

 

 

 

Ghiandola Digestiva Branchie 
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Fig.3  esemplare di Mytilus galloprovincialis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.4  esemplare di Mytilus edulis 
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Fig.5 Ciclo biologico di Cryptosporidium spp. 
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Fig.6  Ciclo biologico Giardia duodenalis 

 

 

 

 

 
 

Fig. 7  Trofozoiti di Giardia duodenalis 
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Fig.8 Ciclo biologico di Toxoplasma gondii 

 

 

 

 
Fig.9 Curva di Melt 
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Fig.10 Curva di Melt normalizzata 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.11 Curva di Melt delle differenze 
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Fig.12  zone di produzione di mitili prese in analisi nello studio 
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Fig.13  Immunofluorescenza: campione infettato sperimentalmente 
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Nested PCR del genere Cryptosporidium 
 

 

 

 
 

Fig.14  Prodotti di amplificazione della Nested PCR per il gene COWP 

 

            Line 1-6-12: Molecular weigth marker 100 bp 

Line 2-3: Controllo positivo seconda amplificazine 

Line 4-5: Controllo positivo prima amplificazione 

Line 7-10: Campioni negativi 

Line 11: Controllo negativo 
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Fig.15  Prodotti di amplificazione della Nested PCR per il gene Gp60 

 

            Line 1-12: Molecular weigth marker 100 bp 

Line 2: Controllo negativo 

Line 3-9: Campioni negativi 

Line 10: Controllo positivo prima amplificazione 

Line 11: Controllo positivo seconda amplificazione 
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PCR e Nested PCR del genere Giardia 
 

 

 
 

Fig.16  Prodotti di amplificazione della PCR per il gene gdh 

 

            Line 1-12: Molecular weigth marker 100 bp 

Line 2: Controllo negativo 

Line 3-10: Campioni negativi 

Line 11: Controllo positivo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

432 pb 



 

Sara Salza – “Ricerca e caratterizzazione di protozoi zoonosici in mitili allevati e commercializzati nella 

Regione Sardegna” – Tesi di Dottorato in Produzione e Sicurezza degli Alimenti di Origine Animale – 

Università degli Studi di Sassari   116 
 

 
 

Fig. 17 Prodotti di amplificazione della Nested PCR per il gene Tpi 

 

            Line 1-12: Molecular weigth marker 100 bp 

Line 2: Controllo negativo 

Line 3-9: Campioni negativi 

Line 10: Controllo positivo prima amplificazione 

Line 11: Controllo positivo seconda amplificazione 
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Real Time PCR di Cryptosporidium 
 

 

 
Fig.18 curva di amplificazione 

 

 

 
Fig.19 curva standard 

 

 

 

 

 
Fig.20 analisi di melting 
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Real Time PCR di Giardia 

 

 
Fig.21 curva di amplificazione 

 

 
 

Fig.22 curva standard 

 

 
Fig.23 analisi di melting 
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Real Time PCR di Toxoplasma 

 

 

 
Fig.24 curva di amplificazione 

 

 

 
 

Fig.25 curva standard 

 

 

 
 

Fig.26 analisi di melting 
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Tabella 1  Localizzazione geografica delle zone di produzione dei mitili 

 

 
N. campioni 

 
Localizzazione 

 
Zone di produzione 

 

 
22 

 
Nord – Est 

 
Laguna di Porto Pozzo 

 
Cala Saccaia 

 
Isola del Cavallo 

 
Foci del Padrongianus 

 
Seno Cocciani 

 
Mezzocammino 

 

 

8 Centro – Est 
 

Stagno di Tortolì 
 

23 Sud – Est 

 
Stagno Feraxi 

 
Stagno Colostrai 

 
Stagno S. Giovanni 

 

 

8 Sud 
 

Laguna di S. Gilla 
 

11 Centro - Ovest 

 
Torregrande 

 
Corru Mannu 

 
Capo S. Marco 
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Tabella 2.  Campioni positivi al test Real Time PCR per  Cryptosporidium parvum 

Giardia duodenalis e Toxoplasma gondii in relazione alla provenienza 

 

Provenienza campioni 
Cryptosporidium 

parvum 

n              % 

Giardia 

duodenalis 

n.           % 

Toxoplasma 

gondii 

n.           % 

 

Monitoraggio 

 

8 72,2 4 57,1 8 66,6 

Controllo ufficiale 3 27,2 3 42.8 4 43,3 

 

 

 

 

 

 

Tabella 3. Pool positivi al test Real Time PCR per  Cryptosporidium parvum, 

Giardia duodenalis e Toxoplasma gondii in relazione alla provenienza 

 

Provenienza campioni 
Cryptosporidium 

parvum 

n              % 

Giardia 

duodenalis 

n.           % 

Toxoplasma 

gondii 

n.           % 

 

Monitoraggio 

 

8 5,5 5 3,4 11 7,6 

Controllo ufficiale 3 13,6 3 13,6 6 27,3 
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Tabella 4  Pool di branchie e epatopancreas positivi al test Real Time  PCR per  

Cryptosporidium parvum, Giardia duodenalis e Toxoplasma gondii prelevati 

nell’ambito del Piano di monitoraggio, in relazione alla localizzazione geografica delle 

zone di produzione 

 

Localizzazione zone di 

produzione 

Cryptosporidium 

parvum 

n              % 

Giardia 

duodenalis 

n.           % 

Toxoplasma 

gondii 

n.           % 

 

Nord – Est 

 

1 2,2 4 9 4 9 

Centro – Est 

 

2 12,5 
    

Sud – Est 

 

3 6,5 
  2 4,3 

Sud 

 
  1 6.2   

Centro - Ovest 
2 9 

  5 22,7 

 

 

 

 

   Tabella 5  Pool positivi al test Real  Time  PCR per  Cryptosporidium parvum, 

   Giardia duodenalis e Toxoplasma gondii in relazione al tessuto esaminato 

 

Tipologia tessuto mitili 
Cryptosporidium 

parvum 

n              % 

Giardia 

duodenalis 

n.           % 

Toxoplasma 

gondii 

n.           % 

Branchie 

 
5 5,8 4 2,3 8 9,4 

Ghiandola digestiva 

(epatopancreas) 

 

6 7 4 2,3 9 10,5 

Branchie + ghiandola 

digestiva 
  1 1,1 5 5,8 
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