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PREMESSA 

 

Il termine parásitos (pará = presso, sίtos = cibo) significa in greco antico    

‘che mangia insieme con’ e, nell’antichità, era attribuito a sacerdoti o 

magistrati ‘mantenuti’ dalla comunità. L’antico sostantivo è alla radice del 

nostro termine ‘parassita’, anche se i due significati sono abbastanza 

differenti. Infatti il termine greco indicava in origine prevalentemente il 

‘commensale’, ovvero colui che mangia a spese del suo ospite ma che di 

fatto non gli causa danni, mentre nella nostra lingua il termine parassita 

indica qualcosa che vive sì a spese di un ospite, come il commensale, ma 

che in più può arrecargli danno. Nonostante esistano specie parassite in 

tutta la gamma dei viventi, classicamente, sia in ambito medico che medico 

veterinario, quando si fa riferimento ai parassiti si intendono i protozoi, gli 

elminti, gli artropodi ed i miceti. In particolare gli elminti si suddividono in 

4 diversi Tipi (Phyla): Platelminti (Trematoda e Cestoda), Nematelminti 

(Nematoda), Acantocefali e Anellidi (Pampiglione e Canestri Trotti, 1999). 

I parassiti animali rientrano nella categoria dei ‘consumatori’ e 

contribuiscono a mantenere l’equilibrio naturale dell’ecosistema, che è un 

equilibrio dinamico tra gli individui e le popolazioni che occupano livelli 

trofici successivi. Le interazioni ospite-parassita sono il risultato di un lento 

adattamento tra queste due entità, avvenuto nel corso della filogenesi 

(Genchi e Pozio, 2003). In molti casi, questi rapporti producono profonde 

modificazioni del comportamento dell’ospite e hanno un significato 

evolutivo simile a quello delle interazioni predatore-preda, come è emerso 

dagli studi sugli aspetti comportamentali dei parassiti. Una più 

approfondita conoscenza delle interazioni ospite-parassita ha consentito di 

comprendere come da questo rapporto interattivo dipenda la regolazione 

della popolazione ospite, la selezione, il mantenimento del polimorfismo 

genico e la competizione interspecifica (Genchi e Pozio, 2003).  



 6 

Diversi aspetti di questa relazione interspecifica hanno trovato ampio 

spazio in numerosi studi che vanno dal riconoscimento delle specie 

biologiche di parassiti mediante metodiche genetico-molecolari, al ruolo 

svolto dai parassiti nelle popolazioni ospiti ed, indirettamente, 

nell’ecosistema. I parassiti mostrano, inoltre, un’enorme diversità di cicli 

biologici che implicano differenti modalità riproduttive, capacità di 

dispersione, efficaci meccanismi nel parassitare un ospite, etc. (Criscione et 

al., 2005). Grazie a tutte queste qualità, le specie parassitarie si sono 

dimostrate molto utili come indicatori biologici di strutture e stabilità di reti 

trofiche, della biodiversità di un ecosistema, di inquinamento, di variabili 

ambientali, di distruzione ed alterazione dell’habitat, di migrazione delle 

popolazioni di ospiti, nonché e della biologia delle popolazioni di ospiti 

(MacKenzie, 1990; 2002; Thomas et al., 1996; Mattiucci et al., 2004; 

Marcogliese, 2005).  

L’interesse verso tali interazioni, negli ultimi anni, ha subito un notevole 

impulso. Ciò è dovuto sia all’importanza delle infezioni parassitarie in 

sanità pubblica e veterinaria, sia all’interesse verso tali organismi parassiti 

da utilizzare come modelli.  

Nell’ambito dell’ecologia, i parassitologi stanno studiando e validando 

modelli geografici e statistici da utilizzare per prevedere il comportamento 

della popolazione parassitaria nel tempo e nello spazio. Questi modelli, 

infatti, possono essere utilizzati per sorvegliare le situazioni 

epidemiologiche, per valutare l'efficacia delle misure di controllo attuate o 

per prevedere i risultati delle azioni intraprese dall' uomo tese a modificare 

l'ambiente, l’uso del suolo ed altre caratteristiche territoriali (Cringoli et al., 

2013).  

Lo studio dei prodotti parassitari in modelli di infezioni sperimentali ha 

permesso, invece, di mettere in atto delle contro risposte dell’ospite nei 

confronti del parassita. In particolari modelli di infezione sperimentale, 
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quali quelli da nematodi Trichinella spiralis (Robinson et al., 1995) ed 

Ancylostoma caninum (Ali et al., 1996), è stato dimostrato che la 

vaccinazione con alcuni di questi prodotti conferisce una buona protezione 

nei confronti dell’infezione. 

Una maggiore comprensione dei meccanismi di interazione ospite-parassita 

riveste anche un interesse più generale, dal momento che l’estrema 

selettività di azione di alcune molecole di origine parassitaria, sui diversi 

tipi di cellule infiammatorie, ne fa prevedere un possibile impiego 

terapeutico in patologie infiammatorie particolarmente gravi (Bruschi, 

1997). In un modello sperimentale, infatti, è stato dimostrato che un 

prodotto di Ancylostoma caninum, il cosiddetto NIF (Neutrophil inhibitory 

factor) è in grado di prevenire il danno a carico del polmone causato dai 

neutrofili (Barnard et al., 1995) e che riduce l’adesione dei neutrofili nel 

fegato dopo shock emorragico (Bauer et al., 1995).  

Negli ultimi anni, l’interesse verso i modelli di interazione ospite-parassita 

si è rivolto principalmente alla comprensione del ruolo di alcune specie di 

parassiti nei meccanismi della carcinogenesi. 

E’ stato riscontrato, attraverso vari studi epidemiologici, come l’elevata 

prevalenza di infezioni parassitarie nella popolazione, la loro persistenza 

nell’ospite e le co-infezioni con altri agenti infettivi possano favorire 

l’insorgenza di una neoplasia (il 13% dei casi di cancro nel mondo è 

causato da infezioni croniche da parte di virus, batteri e parassiti) (Fried et 

al., 2011). 

Sebbene numerosi parassiti, in particolar modo gli elminti, siano stati 

implicati nell’eziologia del cancro nell’uomo, ancora non è chiaro il 

meccanismo con cui essi trasformano le cellule dell’ospite in cellule 

cancerogene (Herrera e Ostrosky-Wegman, 2001). Questo perché i parassiti 

hanno un lungo periodo di prepatenza, durante il quale le infezioni da essi 
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sostenute risultano asintomatiche, per cui molti altri fattori esogeni ed 

endogeni potrebbero intervenire e nascondere una loro eventuale relazione.  

L’International Agency for Research on Cancer (IARC) considera, tra gli 

elminti, tre specie di trematodi, Schistosoma haematobium, Opistorchis 

viverrini e Clonorchis sinensis, responsabili di indurre cancro nell’uomo 

(Fried et al., 2011). Tuttavia, il numero di elminti per il quale vi è 

un’evidente associazione con la trasformazione neoplastica è basso rispetto 

al numero di elminti che possono infettare l’uomo (Herrera e Ostrosky-

Wegman,  2011).  

Sulla base di queste osservazioni, quindi, lo scopo del presente studio è 

stato quello di indagare se altre specie di trematodi parassiti siano coinvolte 

nei processi della trasformazione neoplastica. In particolare, come oggetto 

di tale indagine, è stato scelto il parassita Dicrocoelium dendriticum, un 

trematode molto diffuso nei ruminanti al pascolo, nonché in altre specie 

animali, uomo compreso e quindi agente di una zoonosi trasmessa 

attraverso gli alimenti (food-borne), ancora oggi sottovalutata e negletta 

(Cringoli e Rinaldi, 2014).  
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Dicrocoeliosi 

La dicrocoeliosi è un’infezione parassitaria causata da diverse specie del 

genere Dicrocoelium, trematode digeneo, comunemente chiamato “distoma 

lanceolato” o “piccolo distoma epatico”, per differenziarlo da Fasciola 

hepatica genericamente denominato “distoma epatico”, causa della 

fasciolosi.  

Le specie di maggiore importanza sono: D. dendriticum (Rudolphi, 1819), 

D. hospes (Looss, 1907), D. chinensis (Tang et al., 1983) e D. suppereri 

(Hinaidy, 1983). D. dendriticum è la specie che presenta il più ampio areale 

di distribuzione, con valori di prevalenza elevati in Europa, Asia, Nord 

Africa e Nord America (Otranto e Traversa, 2003). Da adulto, questo 

parassita si localizza a livello dei piccoli dotti biliari e nella cistifellea di 

ruminanti domestici (ovini, caprini, bovini, bufali) e ruminanti selvatici. 

Coniglio, suino, cane, cavallo, piccoli mammiferi esotici ed uomo sono 

ospiti occasionali (Cringoli e Rinaldi, 2014). La dicrocoeliosi è ancora oggi 

un’infezione parassitaria poco conosciuta e spesso sottovalutata da 

ricercatori, medici e medici veterinari, questo è dovuto sia alla presenza di 

infezioni multiple, che mascherano la sua patogenicità, sia alla difficoltà 

nella diagnosi (Otranto e Traversa, 2003). Tuttavia, l'importanza economica 

e sanitaria della dicrocoeliosi non è da sottovalutare; negli animali da 

reddito è dovuta sia alle perdite dirette causate dalla confisca del fegato 

parassitato (Jithendran e Bhat, 1996) che dalle perdite indirette dovute ai 

disturbi digestivi derivanti dalle alterazioni epatobiliari, quali diminuzione 

del peso dell'animale, ritardo di crescita, ridotta produzione di latte, di 

carne, etc. Inoltre, devono essere considerati anche i costi aggiuntivi dovuti 

alla somministrazione di farmaci antielmintici (Manga-Gonzalez et al., 

2001).  

La dicrocoeliosi può essere occasionalmente zoonotica (Jeadron et al., 

2011); l'infezione umana consegue l'ingestione accidentale di formiche 



 11 

contenenti le metacercarie infettanti; è anche frequente la presenza di 

infezioni spurie dopo ingestione di fegato crudo o poco cotto (contenente le 

uova di D. dendriticum) proveniente da erbivori parassitati (Cabeza Barrera 

et al., 2011).  

Il ciclo biologico di D. dendriticum è piuttosto complesso; molluschi di 

terra e formiche sono ospiti intermedi del parassita; i ruminanti 

rappresentano i principali ospiti definitivi. Di conseguenza, l'epidemiologia 

di questa parassitosi è influenzata da numerosi fattori, quali biologia ed 

epidemiologia degli ospiti intermedi, fattori meteorologici (temperatura, 

umidità, etc.), fattori ambientali (uso del suolo, indici di vegetazione, etc.), 

presenza e diffusione di ruminanti domestici o selvatici (ospiti definitivi), 

nonché fattori legati al pascolo degli animali (Cringoli et al., 2002; Musella 

et al., 2011).  
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Dicrocoelium dendriticum  

(dal greco dicròos: doppio, choilìa: cavità del ventre, dentrìticon: 

ramificato) 

 

Tassonomia 

 

PHYLUM    PLATHELMINTHES 

CLASSE   TREMATODA 

SOTTOCLASSE   DIGENEA 

ORDINE   PLAGIORCHIIDA 

FAMIGLIA   DICROCOELIIDAE 

 

Questo parassita da adulto vive nei dotti biliari di ovini, caprini, bovini, 

ruminanti selvatici, suini, conigli, piccoli mammiferi esotici ed 

occasionalmente uomo.  

 

Morfologia 

D. dendriticum presenta corpo appiattito di forma lanceolata (detto anche 

D. lanceolatum), lungo 4-12 mm e largo 1,5-2,5 mm, con cuticola liscia 

(priva di spine) e trasparente che lascia intravedere gli organi interni. 

Uno studio eseguito da Campo et al. (1998) per la caratterizzazione su base 

isoenzimatica (lattato deidrogenasi - LDH, glucosio fosfatasi isomerasi - 

GPI, fosfoglucomutasi - PGM, acido fosfatasi - AcP, alpha-glicerofosfatasi 
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deidrogenasi - alpha-GPDH, idroxibutirate deidrogenasi – HBDH e malato 

deidrogenasi  - MDH), su 3.131 esemplari adulti di D. dendriticum isolati 

da bovini, ovini e caprini ha evidenziato una scarsa variazione tra gli 

elminti isolati da un unico ospite, da una singola specie e da specie 

differenti. Sebbene, tutti i campioni provenivano da una piccola area del 

nord ovest della Spagna, i risultati sembrerebbero evidenziare l’assenza di 

variazioni fenotipiche tra gli esemplari di D. dendriticum, anche se ulteriori 

studi genomici dovrebbero essere effettuati per valutare le differenze 

intraspecifiche. 

 

                       

                              Dicrocoelium dendriticum 

 

Come tutti i distomi è munito di due ventose, una anteriore di 300-400 m 

di diametro, che dà inizio all’apparato digerente ed una posteriore, definita 

acetabulum, di 500-600 m di diametro, localizzata in posizione 

preequatoriale, che funge da organo di adesione.  

L’apparato digerente comincia con la cavità orale che si trova sul fondo 

della ventosa anteriore; fanno seguito il faringe, un corto esofago ed un 

intestino costituito da due ciechi semplici e sinuosi, di lunghezza variabile, 

disposti nei campi laterali del corpo. 
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Mancano sia l'apparato respiratorio sia l'apparato circolatorio. 

L'apparato escretore è composto da numerosi canalicoli confluenti in una 

vescichetta tubulare che comunica con l'esterno attraverso un poro 

escretore situato nella parte dorsale del corpo. 

D. dendriticum, come tutti i trematodi, è ermafrodita. 

L'apparato genitale maschile è costituito da due grossi testicoli lobati posti 

dietro la ventosa acetabolare, seguiti da deferenti, vescichette seminali e 

cirro. 

L’apparato genitale femminile è costituito da ovario impari (tondeggiante e 

posteriore ai testicoli), ovidutto, ghiandola del Mehlis, utero, vagina, atrio 

genitale, infundibolo e poro genitale. L’utero occupa la parte posteriore del 

corpo e sbocca nell'atrio genitale, ventralmente al dotto maschile. 

I vitellogeni occupano i campi laterali del corpo.  

Le uova sono di colore brunastro e presentano dimensioni di 38-45 m di 

lunghezza per 22-30 m di larghezza. Esse hanno la forma di un’ellissi 

irregolare, presentano un guscio spesso ed un opercolo poco distinguibile.  

Quando vengono espulse con le feci dagli animali parassitati, esse 

contengono un embrione già formato.  

 

                             

                                  Uovo di Dicrocoelium dendriticum 
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Ciclo biologico 

Per la sua complessità, il ciclo biologico di D. dendriticum non è stato 

completamente chiarito per oltre un secolo dalla prima descrizione 

morfologica del parassita (Rudolphi, 1819; Krull e Mapes, 1952). Il ciclo è 

indiretto, ha la durata di circa sei mesi e necessita di due ospiti intermedi: il 

primo è rappresentato da molluschi gasteropodi polmonati terricoli 

appartenenti a diversi generi (Helicella, Zebrina, Abida, etc.), il secondo da 

formiche di varie specie (Formica fusca, F. rufa, F. rufibarbis, F. 

pratensis, etc.). I ruminanti rappresentano i principali ospiti definitivi.  

 

 

                    

 

                      Ciclo biologico di Dicrocoelium dendriticum 
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Per molti anni i molluschi sono stati considerati gli unici ospiti intermedi e 

questa ipotesi fu sostenuta da alcuni autori (Mattes, 1936; Neuhaus, 1936). 

Krull e Mapes (1952) dimostrarono il ruolo di Formica spp. come secondo 

ospite intermedio, successivamente numerose ricerche hanno confermato 

questo dato ed una ampia bibliografia è ora disponibile a riguardo (Hohorst 

e Lammler, 1962).  

Nei dotti biliari dell’ospite definitivo i parassiti adulti depongono le uova 

che raggiungono l’intestino con la bile per poi essere eliminate con le feci 

dagli animali parassitati. Esse contengono già un miracidium e sono dotate 

di notevolissima resistenza sia alle basse temperature che alla 

disidratazione.  

Il primo ospite intermedio, rappresentato da molluschi gasteropodi 

polmonati terricoli appartenenti a diversi generi (Helicella, Zebrina, 

Ciochlicella, Abida, etc), normalmente vive sui pascoli secchi ed è 

caratterizzato da una spiccata coprofilia (Ambrosi, 1995); i molluschi 

ingeriscono le uova che si schiudono nella loro cavità viscerale con la 

liberazione del primo stadio larvale, il miracidium. Esso presenta 

dimensioni di 45-50 m di lunghezza per 40-43 m di larghezza, forma 

ovalare, è ricoperto da una cuticola liscia e trasparente ed è provvisto di 

ciglia (Fasanella e Giangaspero, 1992).  

In seguito, il miracidium migra sino all’epatopancreas del gasteropode, 

dove dà luogo a sporocisti di prima e seconda generazione. Queste ultime, 

a sviluppo completo, presentano corpo sacciforme (3 mm di lunghezza x 

550-650 m di larghezza), pareti sottili e sono ripiene di numerose cellule 

germinali.  

Ciascun mollusco può contenere fino a 300 sporocisti (Casarosa, 1980).  

Dalle cellule germinali delle sporocisti di II generazione si formano 

numerose (fino a 40-60) cercarie (manca lo stadio di redia, presente in altri 

trematodi) che, a sviluppo completo, sono lunghe 190 m, larghe 115 m e 
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presentano strutture anatomiche caratteristiche: la ventosa ventrale, la 

ventosa orale (di 60 m e 43 m di diametro, rispettivamente) e la coda 

(Fasanella e Giangaspero, 1992).  

 

 

           

      I ospite intermedio di D. dendriticum: gasteropodi polmonati terricoli 

 

 

Le cercarie completamente sviluppate, definite anche “cercarie vitrine” 

sono dotate di notevole mobilità, per cui migrano attivamente verso la 

camera polmonare del mollusco. Tale migrazione è favorita dalla presenza 

di uno stiletto, localizzato superiormente alla ventosa orale, dalla 

produzione di enzimi secreti dalle ghiandole cefaliche e dai movimenti 

della coda.         

Nella camera polmonare del gasteropode, le cercarie si aggregano in 

grappoli, costituiti da 200-300 esemplari, tenuti assieme da una sostanza 

gelatinosa. Successivamente, questi boli di muco, definiti “slime balls”, 

vengono espulsi dal mollusco; in questo muco le cercarie sono in grado di 
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resistere sul pascolo anche per diverse settimane. L’espulsione è favorita da 

un abbassamento della temperatura (Restani e Pietrobelli, 1997) e da un 

aumento dell’umidità. Le “slime balls” contenenti le cercarie aderiscono 

agli steli d’erba e rappresentano un “ghiotto” pasto per il secondo ospite 

intermedio rappresentato da formiche di varie specie (Formica fusca, F. 

rufa, F. rufibarbis, F. pratensis, etc.). Nel tubo digerente di queste ultime, 

le cercarie si liberano dal muco, attraversano la parete dello stomaco e 

raggiungono il torace e la testa, dove, in circa 30-60 giorni, perdono la coda 

e si trasformano in metacercarie, lunghe 325-465 m e larghe 135-250 m. 

Una o più metacercarie si localizzano a livello del ganglio retrofaringeo 

della formica dal quale partono i nervi motori della bocca. 

 

 

            

           II ospite intermedio di  D. dendriticum: formiche di varie specie 

 

 

Questa particolare localizzazione della metacercaria (definita anche “brain 

worm” o “verme del cervello”) determina un’anormale eccitazione dei 
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muscoli mandibolari e mascellari che presentano un vero e proprio spasmo 

(trisma mandibolare), particolarmente apprezzabile nelle ore più fresche 

della giornata (mattino e sera). Il trisma mandibolare determina una vera e 

propria paralisi della formica che rimane fissata sui fili d’erba con 

mandibole e mascelle contratte.         

Questo fenomeno favorisce l’ingestione della formica (plant-topping), 

contenente le metacercarie, da parte dell’ospite definitivo che così si 

infesta. Nell’intestino dell’ospite definitivo, per azione dei succhi digestivi, 

le metacercarie si disincistano liberando le forme giovanili, che 

raggiungono i dotti biliari dove sviluppano a parassiti adulti. Secondo 

alcuni autori la migrazione dei giovani dicrocoeli dall’intestino ai dotti 

biliari avviene principalmente a ritroso attraverso il coledoco; altri, invece, 

ritengono che tale migrazione possa avvenire anche per via ematica (vena 

porta) e parenchimale, analogamente a quanto si verifica per F. hepatica 

(Restani e Pietrobelli, 1997). Il periodo di prepatenza, tempo che intercorre 

dal momento in cui l’animale si infesta ingerendo le metacercarie alla 

formazione dei parassiti adulti in grado di deporre le uova, è di 60-90 

giorni (Restani e Pietrobelli, 1997).  

                                   

Epidemiologia della Dicrocoeliosi 

La Dicrocoeliosi è una infezione parassitaria diffusa in tutto il mondo, sia 

sui pascoli di pianura sia su quelli di montagna, dove vi sono le condizioni 

adatte per la sopravvivenza e lo sviluppo degli ospiti intermedi (lumache e 

formiche) (Eckert e Hertzberg, 1994). Questa distomatosi è stata descritta 

nelle pecore e nelle capre, meno frequentemente, nei bovini e nei bufali. La 

dicrocoeliosi nei piccoli ruminanti è comune nei greggi di pecore con una 

prevalenza anche del 100% in molti paesi europei e dell’est (Manga-

Gonzàles et al., 1991). 



 20 

D. dendriticum può parassitare anche ruminanti selvatici come camelidi 

(lama ed alpaca) in sud America (Wenker et al., 1998; Gunsser et al., 1999) 

e yak (Somvanshi e Kaul, 1989). 

In Italia D. dendriticum è uno degli elminti più diffusi negli allevamenti dei 

ruminanti. 

 

                     

                   Ovini:  Principali ospiti definitivi di D. dendriticum 

 

Dalle indagini eseguite nel corso degli anni da vari ricercatori, sono emersi 

valori di prevalenza estremamente elevati negli allevamenti ovini, pari al 

100% in Emilia Romagna (Pavoncelli e Tampieri, 1978), 74% in Toscana, 

66-99% in Umbria, 66-91% nelle Marche, 82% in Abruzzo, 25-57% in 

Puglia, 21-53% in Sardegna, 50% in Sicilia (Ambrosi, 1995).  

Anche da ricerche condotte dall’ Unità di Parassitologia e Malattie 

Parassitarie del Dipartimento di Medicina Veterinaria e Produzioni Animali 

dell’Università degli Studi di Napoli “Federico II” in numerosi allevamenti 

ovini del centro-sud Italia, sono emersi alti valori di prevalenza aziendale: 

67,5% in un’area appenninica a cavallo di tre regioni (Campania, Puglia e 

Basilicata), (Cringoli et al., 2002), 48% in Calabria (province di Catanzaro, 
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Cosenza e Crotone) (Veneziano et al., 1998), 61,2% in Basilicata (Bosco et 

al., 2011; Cringoli, 2012a) e 57,7% nel Lazio (provincia di Latina) 

(Cringoli, 2003).  

Nei bovini allevati in Italia D. dendriticum è risultato presente con valori di 

prevalenza aziendali di circa il 7% negli allevamenti del Lazio (Ambrosi, 

1981), 50% in allevamenti della Basilicata (Cringoli, 2012a), 25% in 

allevamenti della provincia di Bologna (Martini et al.,1986), 15% in 

allevamenti della provincia di Firenze (Battelli et al., 1987), 6,5% in 

allevamenti del Friuli Venezia Giulia (Pietrobelli et al., 1988), 17,7% in 

allevamenti della provincia di Genova (Poglayen et al., 1989), 31,1% in 

allevamenti della Sardegna (Scala et al., 1995). Un recente lavoro di Sanna 

et al. (2012) ha evidenziato una prevalenza di D. dendriticum, in 

allevamenti bovini della Sardegna, pari all’11,1%, sottolineando un 

notevole decremento rispetto al periodo 1994-95.  

 

           

                       Bovino: ospite definitivo di D. dendriticum 

 

In Molise, in allevamenti bovini della provincia di Campobasso, sono stati 

evidenziati valori di prevalenza aziendali pari al 20% (Cringoli et al., 

1992). Analoghi risultati sono stati riscontrati in Campania con il 19% 

degli allevamenti risultati positivi in alta Irpinia (Cringoli et al., 1993). D. 
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dendriticum è risultato estremamente diffuso negli allevamenti di bovini al 

pascolo in un’area appenninica a cavallo di tre regioni (Campania, Puglia e 

Basilicata), con una prevalenza aziendale del 53,1% (Cringoli et al., 2002). 

Da notare l’alta prevalenza (80%) di questo distoma in bovini di razza 

podolica allevati in Puglia (promontorio del Gargano) (Puccini e Urbano, 

1982). Alti valori di prevalenza aziendale sono stati riportati nelle Marche 

77-93% ed in Umbria 54,5% (Ambrosi et al.,1986; Ambrosini et al., 1994). 

 

D. dendriticum è risultato invece scarsamente presente (prevalenze 

aziendali del 2,3%) in un’indagine condotta in allevamenti bufalini nel 

basso Lazio (Condoleo et al., 2005) e completamente assente in una 

analoga ricerca condotta in Campania (provincia di Caserta) da Cringoli et 

al. (1995). 

Negli ultimi 50 anni l’epidemiologia della dicrocoeliosi è stata ampiamente 

studiata per meglio analizzare i fattori che influiscono la diffusione di 

parassitosi, in particolare: 

- i fattori ambientali; 

- la presenza e l’etologia degli ospiti intermedi; 

- la presenza dei ruminanti domestici e selvatici. 

 

Fattori ambientali  

La presenza di D. dendriticum sembra essere associata ai terreni calcarei o 

alcalini dove vi sono biotipi favorevoli per la riproduzione e la 

sopravvivenza degli ospiti intermedi (Chartier e Reche, 1992). La 

dispersione delle uova e la contaminazione dei pascoli può essere causata 

dai ruminanti domestici e selvatici ma anche da conigli e lepri (Boray, 

1985). 
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Le uova, eliminate con le feci, sono molto resistenti nell’ambiente alle 

variazioni di temperatura e possono superare la stagione invernale 

rimanendo infettanti sui pascoli anche per venti mesi. In condizioni di 

campo è stato dimostrato che la sopravvivenza delle uova non dipende 

dall’età delle stesse ma è un fenomeno legato alle stagioni (85% in inverno 

e valori minimi in estate) e non c’è nessuna relazione tra l’infettività delle 

uova e la loro età (Alunda e Rojo-Vàzquez, 1983). 

Negli ovini la dinamica di eliminazione delle uova nelle feci è associata 

alla stagione, con un picco di eliminazione durante l’inverno (90,5% di 

positività degli animali e numero medio di uova per grammo (upg) di feci 

pari a  323,4±18,5 upg).  

Questo fenomeno è legato al momento dell’infezione dei ruminanti con le 

formiche, che avviene circa due mesi prima, prevalentemente a fine 

primavera - inizio dell’autunno (Manga-Gonzàles et al., 1991). 

 

Fattori legati agli ospiti intermedi 

In generale, diversamente da F. hepatica, gli ospiti intermedi di D. 

dendriticum non richiedono un ambiente umido e sono ampiamente 

presenti sui pascoli (Manga-Gonzàles et al., 1991). Numerosi  studi  hanno  

dimostrato che più di 90 specie di molluschi possono fungere da ospiti 

intermedi di D. dendriticum; alcune specie, come ad esempio Cochlicopa 

lubrica sono presenti in tutto il mondo, mentre altre hanno una 

distribuzione limitata (Helicella corderoi in Spagna, Zebrina hohenackeri 

in Caucaso, Helicella obvia in Germania, Cernella virgata in Italia) 

(Fasanella et al., 1995). 

In Germania, Schuster (1993) ha studiato il tasso di infestazione da 

elementi evolutivi di D. dendriticum nel mollusco H. obvia nel corso di 



 24 

quattro stagioni di pascolo. La popolazione di lumache ha mostrato 

numerosi cambiamenti, con lumache di piccole dimensioni (diametro del 

guscio di 3-6 mm) da aprile a giugno, lumache di dimensioni medie 

(diametro del guscio di 9-10 mm) da luglio a settembre, lumache più  

grandi (diametro del guscio di 13-15 mm) nella primavera dell’anno 

seguente. Sono stati anche documentati due periodi di copula ed 

ovodeposizione (aprile-maggio e settembre-ottobre). Da questo studio è 

emerso che il tasso di infezione dei molluschi parassitati da sporocisti di D. 

dendriticum è direttamente proporzionale alla loro età e quindi alle loro 

dimensioni, anche perché le sporocisti trovano migliori condizioni 

metaboliche per il loro sviluppo nei molluschi adulti. La comparazione tra 

il tasso di infezione e l’età delle lumache ha evidenziato che le lumache 

giovani nel corso del primo anno sono meno coinvolte nell’epidemiologia 

della dicrocoeliosi (tasso di infezione = 3,77%) rispetto alle lumache di 

diametro medio (tasso di infezione = 34,77%),  specialmente nell’estate del 

secondo anno. Di contro, la diminuzione del tasso di infezione nel corso 

dell’estate del secondo anno si può spiegare a causa della morte delle 

lumache con un numero troppo elevato di sporocisti che determinano la 

distruzione dell’epatopancreas del mollusco (importante per l’accumulo del 

glicogeno) e conseguentemente l’alterazione dell’attività riproduttiva e la 

riduzione della durata di vita delle lumache (Schuster, 1992). Gli effetti 

negativi della sporocisti di D. dendriticum sul primo ospite intermedio sono 

stati ampiamente confermati anche in studi con infezioni sperimentali di 

Cernuella (Xeromagna) cespitum arigonis e C. virgata, nelle quali le 

alterazioni istopatologiche (vacuolizzazione del citoplasma), furono 

osservate tre mesi post- infezione (Gomez et al., 1996). Sulla base delle 

ricerche condotte da Schuster, lo sviluppo delle sporocisti di prima e 

seconda generazione richiede circa 2 anni e la maturazione delle sporocisti 

segue il ciclo vitale della lumaca e diventa più attivo in primavera rispetto 
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all’estate e all’autunno. Nei luoghi dove gli animali pascolano durante tutto 

l'anno, si trovano molluschi infetti in quasi tutti i mesi. Nell'insieme, tutti i 

molluschi trovati infetti dall'inizio dell'anno sino alla fine della primavera 

sono stati infettati precedentemente, anche se in tempi diversi a seconda del 

grado di sviluppo del parassita. I molluschi che hanno ospitato sporocisti 

scarsamente sviluppate dalla fine dell'estate al mese di dicembre sono stati 

infettati in primavera o all'inizio dell'estate. Diversamente, quelli contenenti 

le cercarie ben sviluppate nello stesso periodo sono stati infettati all'inizio 

della primavera o addirittura l'anno precedente (Schuster et al., 1992). 

Varie specie di formiche agiscono come secondo ospite intermedio di D. 

dendriticum. Studi condotti in Spagna, hanno evidenziato che il numero di 

metacercarie per formica varia tra le diverse specie. In particolare, F. 

pratensis e F. rufibarbis sono state ritrovate con un numero medio di 

metacercarie pari a 76 (da 2 a 313) e 38 (da 2 a 127), rispettivamente 

(Schuster, 1991). Il numero di metacercarie all'interno della stessa specie 

può variare a causa di una differente affinità per le “slime balls” e per il 

tipo di vegetazione presente. Il numero di metacercarie è proporzionale allo 

spazio disponibile in addome, le stesse possono rimanerci per più di un 

anno, senza compromettere la loro sopravvivenza. La lunga permanenza 

delle metacercarie nelle formiche in letargo svolge un importante ruolo 

nell'epidemiologia della dicroceliosi. Infatti, considerando un periodo di 

letargo da metà ottobre a febbraio, le prime formiche parassitate saranno 

presenti al pascolo a partire dal mese di marzo. Il numero delle formiche 

infette aumenterà in base alla dinamica dell'infezione del mollusco. I 

cambiamenti comportamentali delle formiche infettate, a causa del 

parassita presente a livello del ganglio subesofageo, sono regolati dalla 

fluttuazione della temperatura ambientale (Piergili Fioretti, 2012). Il blocco 

delle formiche sugli steli d’erba è di particolare importanza da un punto di 

vista biologico; è stato visto che le cercarie incistate a livello del ganglio 
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subesofageo si comportano da “altruiste” perché “sacrificano” se stesse per 

favorire il completamento del ciclo biologico attraverso l’ingestione della 

formica da parte dell’ospite definitivo (Otranto e Traversa, 2003). 

 

Fattori legati agli ospiti definitivi (ovini, caprini e bovini) 

Nonostante non siano state riscontrate differenze statisticamente 

significative, in termini di carica infestante (elminti a livello epatico) e di 

uova per grammo di feci (upg), le pecore sembrano essere più suscettibili a 

D. dendriticum rispetto alle capre (Jithendran e Bhat, 1996). Ricerche 

condotte negli ovini e nei bovini hanno messo in evidenza dati contrastanti 

rispetto alla correlazione con l’età degli animali, la sensibilità all’infezione 

e l’eliminazione delle uova. Alcuni autori hanno riscontrato una media di 

upg più elevata (367,6 ± 50,9) negli agnelli rispetto alle pecore adulte 

(Manga-Gonzàlez et al., 1991) ed anche nei bovini fino a 2 anni di età 

rispetto agli animali più vecchi, con una lieve e graduale diminuzione delle 

upg con l’aumentare dell’età dell'ospite. Di contro, Ducommun e Pfister 

(1991) hanno evidenziato un aumento di bovini positivi a D. dendriticum 

con l’aumentare dell’età, con una prevalenza del 24,2% nei soggetti al di 

sotto dei 18 mesi e superiore al 70% negli animali di oltre 6 anni. Questi 

risultati possono indicare che l’età degli animali infetti potrebbe influenzare 

l’eliminazione delle uova, sebbene ulteriori studi siano necessari su tale 

argomento. Recentemente, la diretta correlazione tra la dose infettante di 

metacercarie con la presenza di elminti adulti a livello epatico e 

l’eliminazione delle uova è stata valutata con esami necroscopici e 

coprologici in 2 gruppi di agnelli sperimentalmente infettati con differenti  

dosi  di  metacercarie: 1000 e 3000. L’eliminazione delle uova, che è 

iniziata circa 2 mesi dopo l’infezione, è risultata essere più elevata negli 

agnelli infettati con 3000 metacercarie (347,2 ± 42,4 upg), rispetto a quelli 
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infettati con 1000 metacercarie (194,8 ± 14,4 upg); il numero medio di 

parassiti isolati agli esami necroscopici (a 120-180 gg post infezione) dal 

primo gruppo (infettato con 3000 metacercarie) è risultato più elevato 

(489,3 ± 163,1) rispetto al secondo gruppo (215,7 ± 41,4) infettato con 

1000 metacercarie (Campo et al., 2000). 

Anche il fattore sesso è stato considerato nel valutare la sensibilità degli 

animali all’ infezione da D. dendriticum (Asanji e Williams, 1984). Gli 

esami necroscopici effettuati su 2033 fegati di bovini, naturalmente 

infettati, hanno rilevato una prevalenza dell’ infezione del 62,5% nelle 

femmine e 9,8% nei maschi. Il valore estremamente più elevato nelle 

femmine potrebbe essere correlato al fatto che le manze e le vacche 

pascolano per diverse stagioni, contraendo l’infezione, mentre i maschi 

trascorrono lunghi periodi in stalla e nelle unità d’ingrasso (Ducommun e 

Pfister, 1991). Un ulteriore fattore condizionante l’epidemiologia della 

dicrocoeliosi è la transumanza, non solo perché motivo di stress per gli 

animali, ma anche perché molte specie di ospiti intermedi di D. 

dendriticum (in particolare H. obvia, C. lubrica e F. pratensis) vivono 

anche in pascoli di montagna ad altezze superiori ai 2000 m s.l.m. 

Analogamente, quando le pecore e le capre si spostano dai pascoli di 

pianura a quelli di montagna presentano maggiori probabilità di infestarsi 

(Eckert e Hertzberg, 1994). 

 

Patogenesi, lesioni e risposta immunitaria  

E’ difficile determinare con chiarezza gli effetti patogeni della 

dicrocoeliosi, in quanto risulta difficoltoso riprodurre infezioni 

sperimentali. Inoltre, le ricerche di campo non forniscono indicazioni 

precise ed accurate, in quanto condotte su animali naturalmente infettati e 

quindi sempre parassitati oltre che da D. dendriticum anche da altri 
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parassiti come nematodi gastrointestinali, nematodi broncopolmonari, altri 

distomi e coccidi. Tutti questi parassiti possono determinare sintomatologia 

simile a quella associata a D. dendriticum. Sono stati condotti vari studi 

sulle perdite di importanti componenti ematiche (come ad esempio le 

proteine plasmatiche), causate da parte dei nematodi gastrointestinali e dei 

distomi epatici. Tali ricerche sono state effettuate con l’utilizzo dei 

radioisotopi per valutare i patterns patofisiologici negli animali 

naturalmente infetti da D. dendriticum (Dargie, 1975). Dopo aver inoculato 

nelle pecore eritrociti marcati con  
51

Cr e  
59

Fe-citrato e albumina marcata 

con  
125

I, non è stata notata alcuna riduzione statisticamente significativa 

nella emivita degli eritrociti e delle albumine (Theodoridis et al., 1991). 

Questo ha permesso di evidenziare che ovini parassitati da oltre 4000 

esemplari di D. dendriticum non presentano una significativa perdita di 

proteine nel sangue e nel plasma e che l’alterazione di questi parametri 

registrati nel corso di infezioni naturali sostenute da F. hepatica ed 

Haemoncus contortus confermano la maggiore patogenicità di questi due 

elminti (Holmes et al., 1968; Dargie e Allonby, 1975). In riferimento 

all’azione patogena delle forme giovanili di D. dendriticum, queste 

migrano direttamente risalendo il coledoco senza attraversare le pareti 

dell’intestino, la capsula di Glisson ed il parenchima epatico (come invece 

avviene per le adolescarie di F. hepatica). I sintomi clinici, quindi, non 

sono solitamente manifesti, anche nelle infezioni gravi, e quindi lesioni 

maggiori dovute alla disfunzione epatica sono evidenziabili solo a seguito 

di esami necroscopici. Anche se sono descritti in letteratura casi di 

dicrocoeliosi iperacuta derivanti da infestioni massive, con sintomi 

sovrapponibili a quelli descritti per F. hepatica, di solito la malattia 

presenta decorso subclinico, lento, con sintomi poco caratteristici: astenia, 

dimagramento, anemia ed episodi diarroici. Nei soggetti colpiti possono 

manifestarsi edemi nelle parti più declivi del corpo, caduta della lana e 
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grave scadimento delle condizioni generali. Molto raramente si possono 

verificare casi di aborto (Puccini, 1992). Nel corso di infezioni croniche 

possono verificarsi cirrosi, severa fibrosi epatica e marcata distensione dei 

dotti biliari. Per la presenza di stiletti a livello della ventosa orale, D. 

dendriticum irrita la superficie dei dotti biliari causando proliferazione e 

cambiamenti nell’architettura dei lobuli epatici (Camara et al., 1996). Gli 

stessi autori hanno osservato una correlazione diretta tra il numero di 

elminti adulti presenti a livello epatico e uno score di lesioni 

macroscopiche: 

1. fegato normale; 

2. fegato marcatamente disteso e dotti ingranditi; 

3. fegato sclerotico con lesioni evidenti; 

4. fegato con grave fibrosi ed elevata carica di elminti. 

 

Camara et al., (1996), inoltre, hanno riscontrato che le lesioni della 

superficie epatica, dei dotti biliari e la presenza di lesioni fibrotiche del 

fegato tendono ad aumentare con l’aumentare del livello di infezione, fino a 

300 esemplari di D. dendriticum; mentre al di sopra di questo valore, fino a 

600 parassiti, si riscontra una riduzione delle lesioni probabilmente dovuta 

dalla reazione immunitaria dell’ospite. In riferimento alle lesioni 

istopatologiche, in criceti sperimentalmente infettati da D. dendriticum 

sono state riscontrate proliferazione dei dotti biliari, infiltrazione di 

linfociti, macrofagi ed eosinofili nel sistema portale, infiltrazioni di 

collagene a livello dei setti interlobulari causa di atrofia epatica (Sanchez-

Campos et al., 2000). 
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                        D. dendriticum – fegato ovino  con lesioni 

 

L’infiammazione cronica può essere collegata alle alterazioni ossidative. In 

particolare, la capacità di difesa antiossidante del fegato in criceti 

sperimentalmente infettati da metacercarie di D. dendriticum aumentò dopo 

80-120 giorni post infezione. Nel frattempo, fu riscontrata una diminuzione 

dell’attività superossido-dismutasi (SOD) nei mitocondri che era indice di 

un’ inefficiente espulsione dell’ossigeno, determinando un danno 

ossidativo del fegato ed un aumento dell’attività dell’alanina transaminasi 

(ALT) ed aspartato transaminasi (AST) (Sanchez-Campos et al., 2000).  

Per quanto riguarda la risposta immunitaria all’infezione da D. 

dendriticum, sulla scorta di studi condotti sui bovini e su ratti (infettati 

sperimentalmente) circa l’aumento di anticorpi anti-F. hepatica a livello 

della bile e della mucosa intestinale, Wedrychowicz et al. (1984) hanno 

studiato il ruolo degli antigeni somatici di D. dendriticum nella risposta 

anticorpale locale (bile). Una risposta anticorpale con IgG e IgA altamente 

specifica verso antigeni solubili TBS (tris-buffered saline), SDS (sodium 

dodecyl sulphate) e 2–Me (2-mercaptoethanol) è stata riscontrata nella bile 

di bovini naturalmente infettati da D. dendriticum che presentavano valori 

più elevati di IgAs per la stimolazione di antigeni somatici. Il ruolo 
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protettivo della risposta immunitaria locale ed il significato biologico delle 

IgA presenti nella bile richiedono studi ulteriori, sebbene sembra che le 

IgAs inducano inibizione della aderenza e della penetrazione del parassita 

nella superficie mucosale ed interferiscano con la crescita, la riproduzione e 

la produzione enzimatica di D. dendriticum. Sebbene i livelli anticorpali 

non sono correlati con la protezione immunitaria dell’ospite verso D. 

dendriticum, la loro presenza è estremamente importante per una rapida 

immunodiagnosi. 

 

Diagnosi 

Dal punto di vista clinico, la diagnosi della dicrocoeliosi risulta 

estremamente difficile, per l’assenza di sintomi patognomonici. La 

diagnosi ante-mortem della parassitosi si basa su esami copromicroscopici 

che consentono la messa in evidenza delle uova nelle feci degli animali 

parassitati. 

Gli esami copromicroscopici risultano le tecniche più utilizzate per la 

diagnosi di questa come di molte altre malattie ad eziologia parassitaria; 

questi esami permettono di rivelare la presenza di uova di piccole 

dimensioni, di colore giallo-marrone con  pareti spesse con all’interno il 

miracidio.  

 

                   

                             Uova di Dicrocoelium dendriticum 
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La diagnosi copromicroscopica viene eseguita utilizzando metodiche di 

arricchimento, quali la sedimentazione e la flottazione, che permettono di 

concentrare le uova presenti nelle feci. 

Diversamente da quanto si osserva in merito alla diagnosi della fasciolosi e 

della paramfistomosi la tecnica di sedimentazione non è così valida per la 

ricerca delle uova di D. dendriticum. Rehbein et al. (1999) hanno 

dimostrato che la tecnica di sedimentazione ha una percentuale di conta 

delle uova di D. dendriticum molto bassa (42,2±1,5%) se paragonata alle 

tecniche di flottazione. 

Per la flottazione delle uova “pesanti” di D. dendriticum è necessario 

utilizzare soluzioni ad alto peso specifico (p.s.), non inferiore a 1.350.  

In uno studio condotto da Rehbein et al. (1999) 3 diverse soluzioni ad alto 

p.s.: ZnSO4 (p.s.=1.300-1.450); K2CO3 (p.s.=1.450) e HgI2/Kl (p.s.=1.440), 

sono state comparate con il metodo McMaster per la Faecal Egg Count 

(FEC) in feci di pecore. La soluzione HgI2/Kl ha determinato la percentuale 

più elevata di conta delle uova dalle feci (91,2±9,4%), non è stata 

riscontrata alcuna influenza statisticamente significativa del tempo di 

flottazione sulla conta delle uova. Cringoli et al. (2004) hanno effettuato 

una disamina sul metodo McMaster. Allo scopo hanno stimato le upg di 

strongili gastrointestinali e D. dendriticum in feci di ovini al pascolo 

naturalmente infestati. Per lo studio sono state utilizzate 14 soluzioni 

flottanti (con p.s. variabile tra 1.200 e 1.450), 6 livelli di diluizione del 

campione (1:10, 1:15, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50) e 4 livelli di lettura del 

vetrino McMaster (McM 0,15 ml, McM 0,3 ml, McM 0,5 ml, McM 1,0 

ml). Dallo studio è emerso che la soluzione flottante, la diluizione del 

campione ed il livello di lettura del vetrino influenzano i risultati. In 

particolare, soluzioni ad uguale peso specifico hanno dimostrato una 

diversa capacità flottante. La jodomercurato di potassio (p.s. = 1.440) si è 
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rilevata la soluzione più efficiente per la flottazione delle uova di D. 

dendriticum, confermando i risultati ottenuti da Rehbein et al. (1999). 

La affidabilità della tecnica McMaster è risultata alta alle diluizioni 1:10 e 

1:15, per poi decrescere progressivamente all’aumentare della diluizione. In 

riferimento ai livelli di lettura del vetrino, la migliore affidabilità della 

tecnica si è espressa leggendo tutto il vetrino (McM 1,0 ml); le letture del 

singolo reticolo (McM 0,15 ml), del doppio reticolo (McM 0,3 ml) e della 

singola camera (McM 0,5 ml) oltre ad una scarsa ripetibilità, hanno 

evidenziato una tendenza alla sovrastima delle upg di D. dendriticum. 

Recentemente, sono state messe appunto, dall’Unità di Parassitologia e 

Malattie Parassitarie del Dipartimento di Medicina Veterinaria e 

Produzioni Animali dell’Università degli studi di Napoli Federico II, nuove 

tecniche copromicroscopiche quantitative multivalenti altamente sensibili 

ed accurate,  le tecniche FLOTAC (Cringoli et al., 2010). 

Queste tecniche, basate sulla flottazione in centrifuga e successiva 

traslazione della porzione apicale della sospensione, consentono la messa in 

evidenza e la conta diretta degli elementi parassitari (EP = uova, larve, 

oocisti e cisti) presenti in 0,5 – 1 g di feci.  

Le tecniche FLOTAC sono state ideate per ottenere una diagnosi più 

accurata, nella quale la quantità di elementi individuati rispecchi quanto più 

possibile la reale carica infestante. Tali tecniche presentano un ampio 

spettro diagnostico sia in campo veterinario che umano, consentendo la 

diagnosi contemporanea di protozoi che eliminano oocisti e cisti e di 

elminti che eliminano uova e larve. Inoltre, prevedono la flottazione in 

centrifuga e la successiva traslazione, con la quale gli elementi parassitari 

presenti nella porzione apicale della sospensione fecale, dopo flottazione 

appunto, vengono “traslati” senza alzare il vetrino. In questo modo tutti gli 

elementi parassitari presenti nel campione saranno evidenziabili. 
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Il FLOTAC comprende diversi componenti ed accessori: le componenti 

principali sono la base, il disco di traslazione e il disco di lettura. Gli 

accessori sono l’adattatore per centrifuga e per microscopio, il fondo, la 

chiave e la vite.  

Queste tecniche sono state validate per la diagnosi di D. dendriticum sia in 

ambito medico che medico veterinario. In particolare, tali tecniche si sono 

dimostrate più sensibili del Kato-Katz (tecnica suggerita dalla WHO per 

diagnosi degli elminti in ambito umano) in uno studio effettuato in 

Kyrgyzstan da Jeadron et al. (2010). Inoltre, le tecniche FLOTAC sono 

risultate più sensibili, rispetto alle tecniche della flottazione semplice e del 

McMaster, nell’individuare le uova di D. dendriticum in allevamenti ovini 

(Rinaldi et al., 2011).  

 

                                                                              

                                   FLOTAC al microscopio  

 

Una variante delle tecniche FLOTAC, sono le tecniche Mini-FLOTAC 

(Cringoli et al., 2013). 

Queste sono state sviluppate per facilitare la diagnosi “di campo”, poiché 

non è previsto lo step della centrifugazione. Questo risulta particolarmente 
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importante in situazioni, quali ad esempio in campo o nei Paesi in via di 

sviluppo, dove non è possibile effettuare la centrifugazione.  

Il Mini-FLOTAC si compone di: una base, un disco di lettura ed una 

chiave. E’ raccomandabile utilizzare il Mini-FLOTAC in associazione con 

il Fill-FLOTAC, un kit per la raccolta e lavorazione delle feci, prima del 

riempimento del Mini-FLOTAC. Il Fill-FLOTAC è composto da un 

contenitore, un collettore ed un filtro e permette di effettuare gli steps della 

lavorazione del campione direttamente al suo interno. Questo ha due 

vantaggi: rende la preparazione del campione più veloce ed evita il contatto 

dell’operatore con il materiale biologico.  

Cringoli et al. (2012b) hanno effettuato prove di comparazione tra le 

diverse tecniche copromicroscopiche per la validazione del Mini-FLOTAC 

in ambito veterinario. In particolare la tecnica Mini-FLOTAC è risultata 

più sensibile del McMaster, della flottazione semplice e della flottazione in 

centrifuga per la messa in evidenzia delle uova di D. dendriticum.  

 

 

                     Componenti della famiglia “FLOTAC” 
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La diagnosi post-mortem su D. dendriticum si basa su esami anatomo-

patologici con la messa in evidenza delle lesioni e dei parassiti a livello 

epatico. 

 

           

Esame necroscopico con la messa in evidenza di D. dendriticum a livello 

epatico 

 

Dalla comparazione dei risultati ottenuti con gli esami coprologici e quelli 

necroscopici di fegati ovini e caprini, l’esame coprologico ha evidenziato la 

presenza della dicroceliosi in un caso su tre (Jithendran e Bath, 1996). 

Negli ultimi anni sono state studiate numerose tecniche 

immunodiagnostiche come alternativa agli esami coprologici e 

necroscopici; l’immunofluorescenza, la precipitazione, 

l’emoagglutinazione passiva, la fissazione del complemento e l’ELISA, 

sono state impiegate per ricercare gli anticorpi anti-Dicrocoelium in 

animali naturalmente o sperimentalmente infettati (Schröder Geyer, 1976; 

Calamel, 1977; Piergili Fioretti et al., 1980; Savitskii Ponomareva,1984; 

Jithendran et al., 1996). 
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I prodotti somatici (So) e escretori/secretori (ESP) di Dicrocoelium sono 

stati studiati come antigeni per l’ELISA, le loro caratteristiche chimiche 

sono state esaminate rispetto alla risposta anticorpale nella bile e nel siero. I 

risultati hanno mostrato che le proteine So e le  molecole di superficie di 

Dicrocoelium stimolano una buona risposta anticorpale, sebbene problemi 

di bassa specificità e sensibilità potrebbero verificarsi nell’usare estratti di 

elminti interi invece di ESP o antigeni purificati (Gonzàlez-Lanza et al., 

2000).  

Studi condotti in agnelli naturalmente infettati hanno dimostrato che con 

l’ELISA è possibile ritrovare alti titoli anticorpali anti-D. dendriticum un 

mese dopo l’infezione (4-8 settimane prima che compaiano le uova nelle 

feci) consentendo così una diagnosi precoce (Ambrosi et al., 1980). 

Uno studio recente ha ampiamente contribuito a chiarire alcuni aspetti della 

diagnosi immunologica della dicroceliosi (Gonzàlez-Lanza et al., 2000). La 

risposta anticorpale di IgG in 2 gruppi di pecore infettate sperimentalmente 

con 1000 e 3000 metacercarie  è stata valutata con il metodo ELISA 19 e 

23 giorni prima della comparsa delle uova nelle feci. I titoli di anticorpi 

hanno raggiunto un picco a 60 giorni post infezione in entrambi i gruppi 

sperimentali e sono rimasti elevati per almeno sei mesi. Nessuna differenza 

statisticamente significativa è stata però riscontrata tra i titoli anticorpali ed 

il numero di metacercarie inoculate dimostrando che non c’è nessuna 

correlazione tra il numero di elminti adulti presenti e la risposta anticorpale 

(Gonzàlez-Lanza et al., 2000). Recentemente è stato condotta in Sardegna 

una indagine sieroepidemiologica con metodica ELISA utilizzando antigeni 

escretori/secretori di D. dendriticum allo scopo di valutare la presenza di 

anticorpi verso questo distoma in 738 pecore scelte at random. La tecnica 

della sedimentazione è stata utilizzata per la ricerca delle uova nelle feci. 

La sieropositività è stata riscontrata nel 86,2% degli animali esaminati, 
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mentre la prevalenza di animali positivi all’esame coprologico è stata del 

6,7% (Sanchez-Andrade et al., 2003; Scala et al., 2002). 

Alla luce di quanto sopra esposto, la ricerca di anticorpi anti-D. 

dendriticum tramite ELISA risulta un metodo promettente per condurre 

indagini siero-epidemiologiche e per una precoce diagnosi della 

dicrocoeliosi negli agnelli (gli anticorpi compaiono 30 giorni dopo 

l’infezione) permettendo di effettuare trattamenti tempestivi e mirati al fine 

di evitare perdite economiche. Questi esami, inoltre, hanno il vantaggio di 

poter essere applicati sia nella fase acuta che nella fase cronica della 

malattia (Keiser e Utzinger, 2009). 

Uno degli svantaggi delle indagini sierologiche è che testimoniano solo un 

“contatto con il parassita”, ma non la sua reale presenza (Scala, 2006). 

Sandoval et al. (2013) hanno sviluppato per la prima volta una PCR per la 

diagnosi di D. dendriticum direttamente da campioni fecali. Hanno 

dimostrato che tale metodica è capace di rilevare la presenza di un minimo 

di 40 uova di D. dendriticum per grammo di feci e che quindi potrebbe 

essere un utile strumento molecolare per implementare la diagnosi 

coprologica convenzionale. 

 

Profilassi e Trattamento 

Il controllo della dicrocoeliosi è molto difficile per la complessità del ciclo 

biologico di D. dendriticum. La profilassi è basata principalmente: 

- su norme comportamentali (management aziendale); 

- sul controllo degli ospiti intermedi; 

- sul trattamento antielmintico degli animali infestati. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Sanchez%2DAndrade+R%22%5BAuthor%5D
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In riferimento alle norme comportamentali è consigliabile evitare di far 

pascolare gli animali nelle prime ore del mattino e di sera per ridurre la 

possibilità di infestione; in queste ore, infatti, le formiche paralizzate 

possono più facilmente essere ingerite dagli animali recettivi (plant-

topping). Inoltre, le carte di utilizzo del suolo potrebbero essere utili per 

individuare i terreni calcarei in modo da evidenziare gli habitat adatti per lo 

sviluppo di D. dendriticum e quindi le aree a rischio. I metodi di controllo 

degli ospiti intermedi possono essere attuati solo in piccole zone, in quanto 

il loro costo elevato ne impedisce un uso diffuso. Il controllo degli ospiti 

intermedi usando sostanze chimiche, non è facilmente realizzabile a causa 

del notevole impatto ambientale di questi prodotti. Un metodo di lotta 

“biologica” abbastanza efficace consiste nell’immettere sui pascoli volatili 

da cortile (tacchini, polli, oche, anatre) che sono grandi divoratori di 

molluschi e formiche. Inoltre, ricoprendo i formicai con rami di alberi e 

cespugli, in un’area circolare di un metro dalla base del formicaio, si può 

prevenire o ridurre l’infezione degli animali poiché le formiche infettate 

dalle metacercarie presentano difficoltà motorie e quindi rimangono entro i 

30-50 cm dal formicaio (Badie e Rodelaud, 1988). In riferimento a quanto 

prima esposto, la profilassi nelle aree endemiche si basa principalmente 

sull’utilizzo del farmaco con trattamenti strategici di tutti gli animali 

esposti direttamente all’infezione. Tra gli antielmintici, molti 

benzimidazolici (albendazolo, fenbendazolo, mebendazolo, tiabendazolo) e 

pro-benzimidazolici (netobimin, tiofanato) sono stati usati contro D. 

dendriticum a dosi più alte rispetto a quelle utilizzate per i nematodi 

gastrointestinali, i nematodi broncopolmonari e cestodi. L’albendazolo 

somministrato in ovini naturalmente infettati da D. dendriticum, alla dose 

di 15-20 mg/kg per os, ha determinato una riduzione di elminti adulti a 

livello epatico fino al 99,6% (Himonas e Liakos, 1980) mentre una singola 

dose di 15 mg/kg per os ha ridotto la carica parassitaria del 92,2%. 
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Recentemente questi valori di efficacia sono stati confermati anche in una 

prova controllata di campo condotta da Veneziano et al. (2006a), nella 

quale l’albendazolo sulfossido, somministrato per os alla dose di 10 mg/Kg 

in ovini naturalmente infestati da D. dendriticum, è risultato efficace in 

termini di FECR (97,7%, 96,5%, 96,6% e 98,0%, ai giorni 4, 8, 14 e 30, 

rispettivamente) ed altamente efficace in riferimento al riscontro 

necroscopico al giorno 14 (99,0%). Nel 2012, Bosco et al., hanno effettuato 

una prova controllata di campo sull’efficacia dell’albendazolo micronizzato 

al dosaggio di 10 mg/kg p.v. (Valbazen 1,9%- Pfizer) in singola e doppia 

somministrazione in ovini naturalmente parassitati. I risultati ottenuti da 

tale studio hanno dimostrato che l’albendazolo micronizzato somministrato 

due volte, a distanza di una settimana, alla dose di 10 mg/Kg ad ovini 

naturalmente infettati da D. dendriticum è “altamente efficace” rispetto al 

singolo trattamento, sia al rilievo copromicroscopico che necroscopico. 

Sanna et al. (2012) hanno, invece, valutato l’efficacia dell’albendazolo (15 

mg/Kg) in 12 bovini naturalmenti infettati da D. dendriticum. L’83,3% 

degli animali è risultato copronegativo a 21 giorni dal trattamento.  

Corba et al. (1991) hanno testato l’efficacia dei boli intraruminali a lento 

rilascio di albendazolo verso i nematodi gastrointestinali e D. dendriticum 

su 300 pecore adulte valutando anche l’influenza del trattamento sulla 

produttività zootecnica (lana e formaggio). Gli animali trattati risultarono 

copronegativi per 10 settimane dopo la somministrazione dei boli e alle 

necroscopie presentarono una efficacia del 96,2 - 99,2% verso i nematodi 

gastrointestinali (Nematodirus spp., Oesophagostomum spp., Cooperia 

spp., Trichostrongylus spp. e Trichuris ovis), e una efficacia del 88,5% 

verso D. dendriticum. Negli animali trattati si riscontrò anche un aumento 

delle produzioni zootecniche (2,56 kg di formaggio e 0,6 kg di lana in 

media in più rispetto al gruppo controllo non trattato), nonché una 

riduzione della contaminazione dei pascoli delle larve dei nematodi. 
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L’efficacia dei boli intraruminali di albendazolo è stata valutata anche in 

ovini con elevate infezioni da D. dendriticum. Una riduzione significativa 

delle upg è stata riportata durante la prima e la seconda settimana di 

trattamento con una efficacia del 91,8% (Corba e Krupicer, 1992). Il rischio 

di antielmintico resistenza deve essere preso in considerazione quando si 

utilizzano capsule e boli intraruminali. 

Il triclabendazolo, un altro derivato benzimidazolico si è dimostrato un 

fasciolicida molto efficace verso gli elminti adulti e gli stadi giovanili di F. 

hepatica, a dosi per os di 5-10 mg/kg, ma nessuna efficacia è stata 

riscontrata contro la dicroceliosi e paramfistomosi (Güralp e Tinar, 1983). 

Una singola dose orale (40mg/kg) di tiofanato nei bovini, caprini ed ovini è 

risultata efficace contro D. dendriticum specialmente nelle pecore. La 

percentuale di metabolizzazione del tiofanato in etil-benzimidazol-

carbamato (principale metabolita), è stata pari a 57% nei bovini, 52% nei 

caprini e 34% negli ovini (Delatour et al., 1988). L’attività di un singolo 

trattamento orale (7,5; 10 e 12,5 mg/kg) di luxabendazolo è stato testato 

contro i nematodi gastrointestinali, i nematodi polmonari e i distomi epatici 

in ovini naturalmente infettati. Sebbene a tutti i dosaggi testati, il 

luxabendazolo fu efficace al 100% verso i nematodi gastrointestinali (ad 

eccezione di Strongyloides papillosus – efficacia del 79,7-87,6%), l’azione 

distomicida fu inferiore verso D. dendriticum (efficacia 64,6; 63,2 e 83,8% 

alla dose di 7,5; 10 e 12,5 mg/kg rispettivamente). Di contro una doppia 

somministrazione di luxabendazolo alla dose di 12,5 mg/kg distanziate di 

una settimana l’una dall’altra hanno prodotto risultati soddisfacenti verso 

D. dendriticum (Kassai et al., 1988). Il Netobimin (profarmaco 

dell’albendazolo), è stato utilizzato per il trattamento della dicrocoeliosi 

nelle pecore alla dose di 20mg/kg (Sanz et al., 1987) e 15mg/kg (Rojo-

Vazquez et al., 1989) con buoni risultati. Dopo un unico trattamento con 

netobimin (15mg/kg), si è verificata una diminuzione della FEC il secondo 
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e quarto giorno dal trattamento con una alterata morfologia delle uova 

(integrità, assenza di masse di cellule germinali, etc.), e il valore medio 

della carica parassitaria fu notevolmente diverso al riscontro necroscopico 

nelle pecore trattate (98 elminti) rispetto a quelle controllo (1215 elminti), 

facendo registrare una efficacia del 91,9%. Recentemente, questi valori di 

efficacia sono stati confermati anche in una prova controllata di campo 

condotta da Veneziano et al. (2006b), nella quale il netobimin, 

somministrato per os alla dose di 20 mg/Kg in ovini naturalmente infestati 

da D. dendriticum, è risultato efficace in termini di FECR (97,7%, 97,6%, 

94,0% e 98,0%, ai giorni 4, 8, 14 e 30, rispettivamente) ed in riferimento al 

riscontro necroscopico al giorno 14 (96,4%). Una associazione di tiofanato 

e brotianide (50 mg e 5,6 mg rispettivamente), ha dimostrato di avere un 

livello più elevato di efficacia verso D. dendriticum (100%) e verso F. 

hepatica (99,8%) se comparato con l’associazione tetramisolo e 

oxyclozanide (entrambi a 15mg/kg) (Tinar et al., 1988). L’efficacia verso 

D. dendriticum del tiofanato (50mg/kg) in associazione con l’albendazolo 

(5mg/kg, da ripetere dopo una settimana) è stata comparata in ovini con 

infezioni elevate. Al rilievo necroscopico effettuato dopo 28 giorni dal 

trattamento gli animali trattati presentarono una efficacia antielmintica del 

74,4% (Onar, 1990). La scelta tra questi due principi attivi dipende dalla 

presenza o assenza concomitante di altri endoparassiti quali tenie e F. 

hepatica verso i quali l’albendazolo, diversamente dal tiofanato, è efficace.  

Sulla base dell’epidemiologia di D. dendriticum e degli ospiti intermedi, i 

trattamenti antielmintici sono consigliati 2-3 volte all’anno, all’inizio della 

primavera ed in autunno. Greggi di pecore e capre in transumanza 

andrebbero trattate quando raggiungono le valli (Jithendran e Bhat, 1996). 

Puccini (1992) consiglia di eseguire trattamenti strategici su tutti gli 

animali esposti all’infestione, due o tre volte all’anno, all’inizio dell’estate, 

in autunno ed eventualmente anche in inverno. Nonostante studi 
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immunologici abbiano evidenziato l’esistenza di una risposta immunitaria 

nei confronti di D. dendriticum, non sono stati ancora condotte prove sulla 

profilassi vaccinale nei confronti della dicrocoeliosi. 

 

Infezione nell’uomo 

Nell’uomo, D. dendriticum è causa di una zoonosi, del tratto biliare, 

trasmessa attraverso gli alimenti (food-borne), ancora oggi sottostimata e 

negletta. L’infezione avviene, come per gli altri ospiti definitivi, a seguito 

dell’ingestione accidentale di verdura e frutta contaminata con il secondo 

ospite intermedio (formica), contenente le metacercarie (Magi et al., 2009; 

Cringoli e Rinaldi, 2014). La migrazione di queste ultime nel sistema 

bilario causa un’irritazione cronica del fegato e dei dotti bilari (Karadag et 

al., 2005).  

Frequenti sono le infezioni spurie da D. dendriticum, dovute all’ingestione 

di fegati di animali infetti, crudi o poco cotti; in tal caso, le uova passano 

invariate attraverso il tratto digerente. Gli unici metodi per differenziare le 

infezioni reali da quelle spurie sono: 1) ripetere l’esame coprologico (nei 3 

giorni successivi) dopo che il paziente ha seguito una dieta priva di fegato 

di animale e 2) esame del liquido duodenale o biliare per la ricerca delle 

uova di D. dendriticum (Cringoli e Rinaldi, 2014). 

Le manifestazioni cliniche nell’uomo sono simili a quelle causate da altri 

trematodi epatici, quali Clonorchis sinesis, Fasciola hepatica e Opistorchis 

viverrini e possono includere problemi digestivi, flatulenza, vomito, 

diarrea, spesso in combinazione con costipazione, coliche, epatomegalia, 

ostruzione dei dotti bilari, ipereosinofilia e possibile orticaria (Sing et al.,  

2008). Complicazioni possono essere dovute allo stato immunitario del 

soggetto; casi di pazienti affetti dal virus HIV e D. dendriticum sono stati 

recentemente descritti (Zali et al., 2004). 
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La maggior parte delle zoonosi descritte in letteratura sono forme 

subcliniche, ma sono in aumento casi clinici di dicroceliosi umana, descritti 

in varie parti del mondo (Ashrafi, 2010; Cengiz et al., 2010). 

Pochi dati sono riportati sulla prevalenza e la diffusione di questa 

parassitosi nell’uomo (Cringoli e Rinaldi, 2014). 

Jeandron et al. (2011) hanno effettuato uno studio trasversale su 138 

bambini, di età compresa tra i 2 ed i 15 anni, in un’area sub-urbana del 

Kyrgyzstan in Asia Centrale. Su 138 bambini analizzati, 11 sono risultati 

positivi a D. dendriticum (8%), utilizzando le tecniche FLOTAC. Sebbene 

non sia stato possibile verificare se le infezioni fossero reali o spurie, il 

prevalente sistema di allevamento presente nell’area di studio, la dieta e le 

condizioni igienico-sanitarie hanno fatto dedurre che l’area di studio del 

Kyrgyzstan fosse un habitat ideale per la trasmissione della dicrocoeliosi 

umana. 

Un recente studio effettuato da Gualdieri et al. (2011), sugli immigrati 

presenti nella città di Napoli, ha mostrato una prevalenza di D. dendriticum 

dell’0,8%.    

Nel 2007, l’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) ha inserito D. 

dendriticum nella lista degli agenti infettivi riportati dal Foodborne Disease 

Burden Epidemiology Reference Group (FERG) (WHO, 2007). 
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La biologia molecolare in parassitologia  

Negli ultimi anni ci sono stati notevoli progressi nel campo della biologia 

molecolare. Questi sviluppi hanno avuto importanti implicazioni anche in 

molti campi della parassitologia, che includono lo sviluppo di nuovi 

approcci per il controllo delle parassitosi attraverso una migliore 

comprensione dello sviluppo e della riproduzione dei parassiti.  

Inoltre, le moderne tecniche biomolecolari hanno permesso anche 

un’accurata identificazione dei parassiti e delle loro caratteristiche 

genetiche, importanti per la sistematica (tassonomia e filogenesi), la 

genetica di popolazione, l’ecologia e l’epidemiologia, per la diagnosi, il 

trattamento e controllo delle malattie da essi causate, nonché per studi di 

farmacoresistenza e sviluppo di vaccini (Gasser, 2006). 

L’utilizzo di tecniche biomolecolari in parassitologia risale, molto 

probabilmente, agli anni 1983-84 quando vennero pubblicati i primi studi 

sul clonaggio e l’espressione di geni codificanti importanti antigeni di 

Plasmodium spp., l’agente eziologico della malaria (Zarlenga e Geary, 

2001).  

Questa tecnologia era stata inizialmente vista come una panacea, poiché 

avrebbe consentito lo sviluppo di vaccini ricombinanti con lo scopo di 

“liberare il mondo dai parassiti”. Sfortunatamente negli ultimi vent’anni, 

sono stati preparati pochi vaccini ricombinanti per curare le malattie 

parassitarie. La difficoltà, inaspettata, è legata soprattutto alle straordinarie 

strategie di sopravvivenza insite nei parassiti da centinaia di milioni di 

anni, ma anche alla mancanza di conoscenza delle complesse risposte 

immunitarie che avvengono nell’ospite infetto (Zarlenga e Higgins, 2001). 

In particolare, l’avvento della PCR (Polymerase Chain Reaction) (Saiki et 

al., 1985; Mullis et al., 1986) ha rivoluzionato il campo della ricerca 

parassitologica trovando diversi campi di applicabilità, soprattutto in quello 
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diagnostico, grazie alla sua alta sensibilità che permette l’amplificazione di 

geni o parti di geni, partendo da quantità piccolissime di materiale 

parassitario.  

I parassiti sono identificati, infatti, di solito, in base ai caratteri morfologici, 

l’ospite che infestano, le modalità di trasmissione, effetti patologici 

sull’ospite e/o l’origine geografica. Comunque questi criteri spesso sono 

insufficienti per un’identificazione precisa. Diverse tecniche di biologia 

molecolare rappresentano un utile approccio alternativo o, per meglio dire, 

complementare alle tecniche parassitologiche tradizionali (Gasser, 2006). 

 

PCR 

La Polymerase Chain Reaction (PCR) è una tecnica che permette 

l’amplificazione di una regione specifica di DNA mediante una sintesi 

ciclica.  

Ogni ciclo (in genere ripetuto 30-40 volte) prevede una denaturazione delle 

due eliche di DNA, ad alte temperature, poi abbassate per permettere 

l’appaiamento (annealing) dei primers specifici, complementari alla 

sequenza da amplificare. Nell’ultima fase, che è quella di vera e propria 

sintesi del DNA (extension) interviene una polimerasi termostabile (Taq 

polimerasi, isolata da Thermophilus aquaticus) che progredisce su entrambi 

i filamenti dell’acido nucleico, aggiungendo i nucleotidi trifosfato presenti 

nella miscela di reazione (Gasser, 1999). 

Alla fine di ogni ciclo, il frammento da amplificare sarà duplicato, per cui, 

una volta terminata la reazione, si avranno milioni di copie di esso. 

La scelta del template dipende dallo scopo che si vuol perseguire. Ad 

esempio, gli introni e le regioni non codificanti sono, rispetto alle regioni 

codificanti, più soggette nel tempo a subire mutazioni; viceversa, geni 

associati a particolari funzioni sono scarsamente soggetti a subire 
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mutazioni spontanee, in quanto sovente correlati alla sopravvivenza 

dell'organismo.  

Se l’utilizzo della PCR è mirato all'identificazione di specie, il template 

deve presentare variazioni intraspecifiche di entità significativamente  

inferiore rispetto alle variazioni interspecifiche. Se il template deve avere 

marcatori per l’identificazione dei diversi ceppi, deve esserci un 

significativo livello di variazioni di sequenze fra le specie oggetto di studio. 

Diversi target, come il DNA nucleare ribosomiale (rDNA), il DNA 

mitocondriale (mtDNA) ed elementi ripetitivi del DNA, sono stati utilizzati 

per l’identificazione dei parassiti a specie o genotipo (Hu et al., 2004). 

Il DNA ribosomiale è un DNA nucleare che codifica per gli rRNA che, 

insieme alle proteine costituiscono i ribosomi, importanti per la sintesi 

proteica. Esso è un target impiegato per l’identificazione di specie e/o di 

markers ceppo specifici: le sequenze di rDNA presentano omogeneità 

elevata soprattutto intraspecifica piuttosto che interspecifica (Gasser, 

1999). 

Negli ultimi anni, diversi studi hanno mostrato che gli spaziatori di 

trascrizione interna (ITS-1 e ITS-2) del DNA ribosomiale nucleare 

rappresentano dei marcatori genetici molto utili per l’identificazione di un 

ampio range di parassiti appartenenti a diversi ordini (Jacobs et al., 1997; 

Zhu et al., 1998a, 1999, 2000, 2002; Gasser et al., 2002; 2004; Otranto e 

Traversa, 2004; Rinaldi et al., 2004; Shu et al., 2012; Zhao et al., 2014). 

Il DNA mitocondriale codifica per le proteine mitocondriali e presenta nel 

tempo variazioni evoluzionarie più frequenti rispetto al DNA nucleare ed 

indipendenti da quest’ultimo; pertanto, è utilizzato soprattutto nello studio 

delle variazioni filogenetiche all’interno di una singola popolazione 

parassitaria e tra popolazioni diverse (Zhang et al., 1998). 
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Teoricamente i marcatori utilizzati per studiare la diversità biologica delle 

popolazioni dovrebbero essere selettivamente neutrali, altamente 

polimorfici, distribuiti nel genoma e espressi in maniera co-dominante. 

I mini e microsatelliti, sequenze non trascritte, ripetute in tandem, 

“disperse” casualmente nel genoma, stanno acquisendo sempre più largo 

uso come template per la PCR (McManus e Thompson, 2003), poichè 

soddisfano tutti questi criteri. I satelliti sono caratterizzati da ipervariabilità 

allelica: sono stati perciò oggetto di studio per la definizione delle strutture 

genetiche di popolazioni parassitarie così come per il mappaggio genetico 

(Schlotterer, 2000; Barker, 2002). Tale analisi è relativamente semplice e 

permette di esaminare simultaneamente più marcatori genetici. 

I mini e microsatelliti sono stati utilizzati come markers per studi 

tassonomici di diverse popolazioni di nematodi parassiti (Gasser, 2001) e di 

cestodi (Bretagne et al., 1996; Binz et al., 2000), oltre che del trematode 

Schistosoma spp. (Stohler et al., 2004).  

La loro crescente popolarità nella genetica di popolazione e nell’ecologia 

molecolare è limitata solo dalla laboriosa ricerca per identificarli 

(Rosenthal, 2001). 

Una volta individuato il template, se non sono disponibili dati in 

bibliografia, è necessario disegnare i primers specifici, in direzione  5’ 3’; 

in particolare, i primers oligonucleotidici disegnati su regioni di DNA 

specie-specifiche vengono utilizzati a scopi diagnostici (Samson-

Himmelstjerna et al., 1997). Per la caratterizzazione dell’rDNA e del 

mtDNA, è possibile utilizzare primers altamente conservati, specifici per le 

sequenze di un certo numero di parassiti o per intere popolazioni 

parassitarie (McManus e Bowles, 1996). 
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PCR-RFLP  

La PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Lenght Polymorphism) è una 

metodica utilizzata per rilevare sostituzioni anche di una singola base, sia 

se crea un sito capace di essere digerito mediante enzimi di restrizione, sia 

se, al contrario comporta l’abolizione di un sito di restrizione; quindi, si 

tratta di una tecnica molto utile per la definizione del ceppo (Singh, 1997). 

Dopo aver utilizzato la PCR per amplificare una regione di un gene che 

contiene mutazioni di una singola o di più basi, il prodotto di PCR viene 

digerito con uno o più enzimi di restrizione, poi separati mediante 

elettroforesi su gel di agarosio (Gasser et al., 1994). La PCR-RFLP è stata 

ampiamente utilizzata per la identificazione di numerose specie di 

nematodi (Zhu et al., 1999; Umehara et al., 2006; Nissene et al., 2012; 

Anshary et al., 2014), trematodi (Huang et al., 2004; Sugiyama et al., 2006; 

Thaenkham et al., 2007; Imani-Baran et al., 2012; Pyo et al., 2013), cestodi 

(Zanini et al., 2006; Gonzalez et al., 2006; Villalobos et al., 2007; Shahnazi 

et al., 2011; Onac et al., 2013) e protozoi (Garcia et al., 2007; Nagamani et 

al., 2007; Dubey et al., 2013). 

 

AP-PCR  

L’individuazione di markers specie-ceppo-specifici, è possibile anche con 

la tecnica chiamata “Arbitrary Primed-PCR” (AP-PCR) o Random 

Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Welsh e Mc Clelland, 1990; 

Williams et al., 1990), basata sull’amplificazione random di tratti di DNA 

genomico con primers a sequenza arbitraria (di 10-12 bp e con contenuto in 

G+C superiore al 50%) e separazione dei frammenti di DNA mediante 

elettroforesi su gel. Anche questa tecnica è stata utilizzata per la diagnosi di 

diversi parassiti (Maravilla et al., 2004; Botilde et al., 2006; de Oliveira et 
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al., 2007; Patra et al., 2007; Subba Raju et al. 2008), ottenendo così la 

definizione di markers specifici per una ampia gamma di ceppi e specie. 

Nonostante questa tecnica sia semplice e veloce, in quanto non richiede la 

preliminare conoscenza della sequenza della regione da amplificare, non 

offre riproducibilità elevate come la PCR standard e, per questi suoi limiti, 

viene utilizzata sempre più raramente (Gasser et al., 2006). 

 

Multiplex PCR 

Tale metodica si basa sull’utilizzo contemporaneo di più di una coppia di 

primers, in modo da avere una maggiore specificità di reazione, dovuta alla 

minore probabilità di incorrere in risultati falsamente negativi, 

specialmente se si usa per amplificare due o più tratti di DNA bersaglio. 

La multiplex PCR, in particolare, è stata utilizzata per la differenziazione 

dei  cestodi Taenia saginata e Taenia solium (Yamasaki et al., 2004) o dei 

nematodi Haemonchus contortus e Haemonchus placei (Zarlenga et al., 

1994), nonché di diverse specie del trematode Schistosoma (Vidigal et al., 

2002). Negli ultimi anni, la multiplex PCR sta trovando sempre più spazio 

in parassitologia. Recentemente, ad esempio, Bisset et al. (2014) hanno 

sviluppato una multiplex PCR per identificare le larve degli strongili da 

feci ovine. 

 

Sequenziamento 

Il template amplificato con la PCR può essere sequenziato, il che 

costituisce un utile mezzo per l’identificazione dei parassiti e per studi di 

sistematica (Johnson e Baverstock, 1989; Reddy, 1995; McManus e 

Bowles, 1996). La conoscenza delle proprietà chimico-fisiche degli acidi 
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nucleici ha reso possibile la messa a punto di due tecniche di 

sequenziamento del DNA: il metodo chimico di Maxam e Gilbert e quello 

enzimatico di Sanger. 

Il primo si basa sull’impiego di un procedimento chimico per il taglio 

parziale del DNA, ma è laborioso e necessita di radioattività e di reagenti 

altamente tossici. Per questi motivi, questo metodo è stato sostituito dal 

sequenziamento enzimatico. 

Tale metodica si basa sul principio della terminazione della catena di DNA 

di neosintesi - complementare a quello stampo - grazie all’inserimento di 

dideossinucleotidi a livello di basi specifiche. 

I protocolli tradizionali del sequenziamento, in base al metodo di Sanger, 

sono adatti per frammenti di DNA clonato, perché da essi si può preparare 

DNA a singolo filamento, mentre non producono risultati totalmente 

riproducibili a partire da templati a doppio filamento, come i prodotti di 

PCR. 

Il sequenziamento affidabile dei prodotti di PCR, si ottiene con il “cycle 

sequencing”. In questa variante della reazione a catena della polimerasi, il 

DNA viene amplificato con una DNA polimerasi termostabile a partire da 

un unico primer di sequenza, in presenza di ddNTPs che bloccano la 

polimerizzazione a livello di basi specifiche.  

Essendo a tutti gli effetti un’amplificazione termica, questa PCR pre-

sequenziamento è in grado di produrre ottimi risultati anche a partire da 

basse quantità di DNA, nell’ordine di femto/picomoli. 

In genere esistono dei kit di cycle sequencing, usati soprattutto per il 

sequenziamento automatico che utilizza un metodo di marcatura 

fluorescente e non radioattivo.     

In letteratura sono riportati dati derivanti dal sequenziamento di amplificati 

relativi alla distinzione di specie/ceppo e alla definizione di markers 

specifici (Gamboa et al., 2007; Bandyopadhyay et al., 2007), 
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all’identificazione di specie criptiche (Zhu et al., 1998 c; Parvizi et al., 

2003), a ricostruzioni filogenetiche (Chilton et al., 1997; Blaxter et al., 

1998; Newton et al., 1998; Nakao et al., 2002; Le et al., 2002) di nematodi, 

cestodi e trematodi. 

  

SSCP e DGGE 

Metodiche innovative rispetto alle precedenti sono la SSCP (Single Strand 

Conformation Polymorphism) e la DGGE (Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis), utili per l’analisi di particolari variazioni genetiche. 

La SSCP è una tecnica basata sul principio che la mobilità elettroforetica di 

un singolo filamento di DNA in un gel non-denaturato dipende dalla sua 

struttura e misura (Orita et al., 1989; Hayashi, 1991). 

Essa è molto utile soprattutto quando bisogna analizzare molti campioni, 

dato il suo costo contenuto. Le molecole a filamento singolo prendono una 

conformazione secondaria o terziaria in soluzione, dovuta all’appaiamento 

delle basi all’interno del filamento stesso. Queste conformazioni dipendono 

dalla lunghezza del filamento e dall’ubicazione e dal numero delle basi che 

si appaiano. Esse dipendono anche dalla struttura primaria della molecola, 

tanto che il cambiamento di un nucleotide in una particolare posizione può 

alterare la sua conformazione. 

Quando vengono separate molecole che differiscono per la mutazione di un 

solo nucleotide, in un gel di poliacrilamide non-denaturante, come 

conseguenza del cambiamento di conformazione, esse migreranno in modo 

diverso a causa della differenza di mobilità. 

Questa tecnica solitamente è usata per evidenziare punti di mutazioni per 

piccoli ampliconi (100-300 bp) (Cotton, 1997), anche se recenti studi 

hanno dimostrato che tale tecnica è utile anche per ampliconi di 300-530 bp 

(Gasser e Zhu, 1999). 



 53 

Per esempio, l’analisi SSCP è stata impiegata per l’identificazione di 

alcune specie di elminti parassiti, quando l’identificazione dei caratteri 

morfologici è risultata inattendibile (Zhu e Gasser, 1998; Zhu et al., 1998a, 

b, 2000; Zhang et al., 1999; Ahmed et al., 2011).  

La DGGE è stata descritta per la prima volta da Fischer e Lerman (1983) e 

prevede l’elettroforesi dei frammenti di DNA ad alte temperature (50-

60°C) in un gel di acrilamide contenente un gradiente denaturante (un 

solvente come la formamide o l’urea) (Guldberg et al., 1997). Quando i 

frammenti di DNA migrano nel gel, incontrano concentrazioni crescenti di 

denaturante. La posizione nel gel alla quale il DNA migra, è determinata 

dalla sua sequenza nucleotidica e dalla composizione. Quindi i frammenti 

di DNA della stessa lunghezza ma con sequenza differente migrano in 

diverse posizioni. 

La DGGE originariamente è stata usata per l’analisi del DNA genomico 

(Abrams e Stanton, 1992), ma recentemente è stata adottata anche per i 

prodotti di PCR e permette di individuare addirittura il 100% di mutazioni 

in una sequenza di meno di 500 bp (Fodde e Losekoot, 1994). 

La DGGE è stata ad esempio utilizzata da Martynova-Vankley et al. (2008) 

per discriminare le diverse specie di Eimeria negli uccelli. 

Questa metodologia è comunque ancora poco utilizzata in parassitologia 

(Gasser et al., 1996). 

 

Real-time PCR 

Questa tecnica è stata messa a punto all’inizio degli anni ’90 (Higuchi et 

al., 1992) e permette che l’amplificazione della PCR sia monitorata in 

tempo reale. Tutti i sistemi di real-time permettono la visualizzazione della 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martynova-Vankley%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18753436
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PCR tramite l’utilizzo di chimiche contenenti fluorocromi. Il principale 

vantaggio della PCR real-time è che permette l’analisi in un “sistema 

chiuso”, poiché non richiede altre manipolazioni dopo l’amplificazione  e, 

oltre alla quantizzazione, permette anche la differenziazione degli 

ampliconi con sequenze diverse mediante l’analisi della curva di melting.  

Il principio della metodica originale era l’incorporazione di uno specifico 

colorante (etidio bromuro) che si intercalava nella PCR per quantificare il 

cambiamento di fluorescenza dopo ogni ciclo, usando una camera digitale e 

un fluorometro collegato alla reazione che avveniva nel tubo (Higuchi et 

al., 1993). La tecnica è stata poi modificata per includere altri coloranti 

nella reazione e nell’analisi, utilizzando un capillare/fluorometro, che 

permette la quantizzazione assoluta o relativa mediante identificazione del 

ciclo al quale l’amplificazione comincia. Il DNA standard (a 

concentrazione nota) e i campioni testati sono soggetti alla amplificazione 

nello stesso tempo e i loro Ct (Cycle threshold) possono essere comparati. 

In base ai dati ottenuti dall’analisi del DNA standard può essere costruita 

una curva standard, e la quantità del templato nei campioni testati viene 

calcolato in relazione a questa curva. 

I coloranti intercalanti possono essere di due tipi: coloranti non specifici 

che si legano al DNA a doppio filamento, come il SYBR Green, e quelli 

specifici che si legano al DNA a singolo filamento.   

Il SYBR Green I è una chimica utilizzata per molte applicazioni per il suo 

basso costo e per la sua applicabilità a tutti i markers.  

Un altro vantaggio dell’utilizzo di questo intercalante è che i prodotti 

amplificati possono essere caratterizzati mediante analisi delle loro curve di 

melting. Questa tecnica di real-time PCR in associazione con l’analisi della 

curva di melting è stata introdotta per la prima volta nel 1997, per 

l’identificazione e la discriminazione dei patogeni (Ririe et al., 1997; Lay e 

Wittwer, 1997).  
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Il punto di melting di un amplicone, infatti, è relazionato alla composizione 

ed alla lunghezza della sequenza nucleotidica (Herrmann et al., 2006), 

quindi l’analisi di melting può essere usata per visualizzare e/o 

caratterizzare la variazione di sequenza in e fra campioni. Questo punto è 

calcolato mediante la misurazione dei cambiamenti di fluorescenza, quando 

la temperatura è incrementata (in genere tra 70 e 95°C). La melting curve 

analysis può essere usata anche per confermare l’amplificazione di target 

corretti (Ririe et al., 1997). 

Lo svantaggio dei coloranti non specifici è che si legano a tutti i DNA 

double-stranded, inclusi i primer dimers e i prodotti non specifici. Questo 

limite può essere superato mediante acquisizione della fluorescenza ad una 

temperatura che denatura i campioni non specifici e lascia i prodotti 

specifici intatti.  

Diversi sono i lavori sull’applicazione del SYBR Green I real-time PCR ai 

protozoi, tra i quali Cryptosporidium, Leishmania e Trypanosoma (Nicolas 

et al., 2002; Becker et al., 2004; Widmer et al., 2004; Hadfield e Chalmers, 

2012; Ceccarelli et al., 2014; ).  

Lo sviluppo di nuove tecniche più sensibili e più specifiche ha portato allo 

sviluppo di metodiche basate sull’utilizzo di sonde marcate con due 

fluorogeni (Heid et al., 1996).  

Tra queste la più utilizzata è quella che prevede l’utilizzo di sonde Taqman 

(Heid et al., 1996), oligonucleotidi marcati con un fluoroforo al 5’ 

(reporter) e una molecola quencher al 3’ che assorbe la luce emessa dal 

fluoroforo al 5’. La sonda è disegnata in modo da legarsi al frammento da 

amplificare e viene degradata durante la fase di extension come risultato 

dell’attività esonucleasica 5’-3’ della Taq DNA polymerasi. La 

degradazione del probe comporta un segnale di fluorescenza. Questa 

chimica è stata utilizzata per lo studio di alcuni protozoi (Bruna-Romero et 

al., 2001; Jauregui et al., 2001). 
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Un’altra tecnica utilizza le sonde FRET (Fluorescence-resonance-energy-

transfer; Chen e Kwok, 1999) che ibridizzano in regioni adiacenti. Il 

terminale 3’ di una sonda è coniugato con un fluoroforo donatore, mentre il 

terminale 5’ di una sonda adiacente è marcato con un fluoroforo accettore. 

Nella fase di annealing di ciascun ciclo di PCR, le sonde legano le 

sequenze target, inducendo l’emissione di un segnale fluorescente. 

La sonda Molecular Beacons (Piatek et al., 1998), invece, è un 

oligonucleotide che forma una forcina, la cui sequenza è complementare al 

bersaglio amplificato, e un piccolo tratto duplex formato da 5-7 coppie di 

basi. Un’estremità è marcata con un reporter mentre l’altra con un 

quencher. Quando la sonda è libera in soluzione, il reporter e il quencher si 

trovano appaiati e non si ha l’emissione di fluorescenza. Nella fase di 

annealing di ciascun ciclo di PCR, la forcina si lega alla sequenza bersaglio 

ed il quencher si allontana dal reporter, che emetterà fluorescenza che verrà 

rilevata dalla macchina. Questo tipo di sonde è molto utilizzato per 

discriminare differenze di sequenze puntiformi (SNP) (Tyagi, 1996).  

Infine la sonda Scorpions è un primer con l’estremità 5’ legata ad una 

molecola simile ad una sonda Molecular Beacons. Durante la PCR, il 

primer Scorpions viene esteso e la sequenza specifica della sonda che 

forma l’ansa è in grado di legare la sequenza complementare che si trova 

all’interno dello stesso filamento di DNA.  

Mentre però le applicazioni della real-time sono molto utilizzate per i 

protozoi, non lo sono altrettanto per la diagnosi dei metazoi (Gasser, 2006). 

 

Il DNA ribosomiale (rDNA) 

Il DNA ribosomiale (rDNA) codifica per le tre componenti strutturali 

dell’rRNA presente nei ribosomi di tutti gli eucarioti (18 S, 5.8 S, 28 S), 

che svolgono un ruolo fondamentale nella trascrizione del mRNA e quindi 
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nella sintesi proteica. La loro funzione effettrice in tali meccanismi 

biologici essenziali alla cellula, fa sì che la struttura dei geni dell’rDNA sia, 

in alcune porzioni, altamente conservata in tutti i metazoi (Gerbi, 1986). 

I geni dell’rDNA, nella maggior parte degli eucarioti si presentano in 

sequenze ripetute (Long e Dawid, 1980) con il medesimo orientamento 

trascrizionale (Paskewitz e Collins, 1997). Il numero di copie varia a 

seconda dell’organismo, ma in genere sono sempre più di 1000 (Hillis e 

Dixon, 1991). Le diverse copie dell’rDNA possono essere presenti in più 

loci distinti ovvero in unica sequenza. 

Le unità di trascrizione sono separate tra di loro da regioni di spazi 

intergenici (IGS) anche note come “not trascribed spacers” (NTS) che 

possono contenere corte regioni sub-ripetute, in numero variabile, implicate 

probabilmente in meccanismi di trascrizione. 

All’interno di ogni unità di trascrizione sono presenti due principali regioni 

codificanti per le subunità 18S e 28S di rDNA e una regione più piccola 

codificante per la subunità 5.8 S. Quest’ultima regione è separata dalla 18S 

e dalla 28S mediante due “internal transcribed spacers”, definiti ITS1 (tra i 

geni 18 S e 5.8 S) e d ITS2 (tra i geni 5.8 S e 28 S). 

Queste differenti regioni hanno un alto grado di variabilità intra- ed 

interspecifica e, in particolare, mentre le regioni 5.8S, 18S e 28S 

presentano sequenze altamente conservate, le regioni IGS e le ITS1 e ITS2 

presentano un rilevante polimorfismo intra- e interspecifico; queste ultime 

regioni, infatti, sono excise dall’RNA in un processo di splicing post 

trascrizionale e quindi, non codificando per un prodotto genico, sono 

soggette ad elevata variabilità di sequenza. Questa variabilità rende 

particolarmente interessante l’impiego di metodiche di biologia molecolare 

quali la PCR-RFLP per la differenziazione di specie. Inoltre, la loro 

localizzazione tra regioni conservate (18S e 28S) permette l’impiego di 

primers universali. Le regioni ITS1 e ITS2 hanno inoltre una evidente 



 58 

divergenza evoluzionaria, anche se ad un minor livello rispetto alle IGS. 

Poiché le regioni ITS sono più corte delle IGS, sono più frequentemente 

scelte per studi di biologia molecolare che prevedono l’impiego del 

clonaggio e del sequenziamento dopo amplificazione con PCR. I diversi 

gradi di variabilità delle sequenze di rDNA all’interno di uno stesso taxon 

così come in diversi taxa offrono l’opportunità di usare le sequenze di 

rDNA per studiare questioni filogenetiche a diversi livelli. 

Deve essere tenuto presente che alcune specie possono avere un alto grado 

di variazioni intraspecifiche e intraindividuali nelle sequenze ITS e ciò 

complica notevolmente l’impiego di queste regioni per la diagnostica di 

specie. 

L’rDNA ha altri vantaggi come target in studi di sistematica in quanto è 

presente in elevato numero di copie nei differenti stadi evolutivi degli 

elminti parassiti e poiché rappresenta un indice variabile di evoluzione 

nelle sue diverse regioni. 

Solitamente, le regioni ITS presentano basse variazioni intraspecifiche; 

talvolta alcune popolazioni parassitarie mostrano eterogeneità elevata in 

sequenza e/o lunghezza, che riflette “variazioni di popolazione” (Gasser e 

Chilton, 1995). 

La PCR sui geni dell’rDNA è considerata una metodica affidabile per 

identificare specie tassonomicamente molto affini, per studi filogenetici e 

per scopi diagnostici. 

Poiché possono esserci differenze di sequenza sia intra- che 

interindividuali, in uno screening iniziale, devono essere attentamente 

esaminati più individui provenienti da diverse popolazioni per ogni specie. 

Le regioni ITS1 e ITS2 sono amplificate con reazioni di PCR mediante 

l’impiego di primers disegnati sulle frazioni 18 S, 5.8 S, 28 S. 

Come finora osservato, le regioni ITS sono molto utili in quanto possono 

fornire più sequenze variabili e quindi utilizzabili per i fini su descritti, ma 
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possono anche determinare dei problemi in fase di amplificazione a causa 

delle variazioni di lunghezza del frammento. 

Anche i tratti IGS, che come precedentemente descritto sono regioni 

altamente variabili, possono essere amplificati mediante PCR, nonostante 

la loro notevole dimensione. 

Dopo la reazione di PCR se i prodotti di amplificazione delle zone target 

mostrano, in gel di elettroforesi, diversa dimensione per le specie in esame, 

il lavoro può essere considerato terminato e richiederà solamente una 

successiva fase di validazione della sensibilità e specificità del test. 

In genere, i prodotti di amplificazione ITS di specie affini non possono 

essere distinti per grandezza su gel e quindi si deve ricorrere ad analisi di 

restrizione o a sequenziamento dei tratti in esame. 

Identificate le sequenze specie-specifiche, possono essere disegnati i 

primers specifici; questi dovrebbero essere lunghi 20 o più bp, a seconda 

della dimensione del frammento da amplificare, e contenere il 50% di G+C. 

Una volta disegnati i primers, devono essere definiti i parametri della 

reazione in prove empiriche in modo da ottimizzare la metodica e non 

avere frammenti di amplificazione aspecifici. Poiché i primers così 

disegnati saranno specifici per l’organismo in esame e l’rDNA template è 

presente in numerose copie, la temperatura di annealing può essere 

mantenuta a 45-55°C e possono essere sufficienti 25-35 cicli di reazione. 

Terminata la fase di valutazione del test diagnostico per le diverse specie è 

necessario esaminare esemplari provenienti da popolazioni di diverse aree 

geografiche. Se questi esemplari, anch’essi identificati in una fase 

preliminare con metodiche differenti, producono i frammenti di 

amplificazione attesi, il test può essere impiegato su un più numeroso 

campione. 

Poiché la PCR è un test diagnostico altamente sensibile, in quanto può 

amplificare quantità di DNA nell’ordine di picogrammi, il problema della 
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contaminazione nei laboratori di biologia molecolare è particolarmente 

sentito. Tuttavia, l’elevato numero di copie di rDNA presente negli 

organismi diminuisce l’importanza delle contaminazioni da rDNA in 

quanto esse in genere “scalzano” l’rDNA contaminante. 

L’rDNA è stato studiato per numerosi protozoi (Brindley et al., 1993), 

nematodi (Gasser et al., 1994; Hoste et al., 1993; Schnieder et al., 1999), 

trematodi (Luton et al., 1992; Anderson e Barker, 1993; Adlard et al., 1993; 

Michot et al., 1993), cestodi (Bowles e McManus, 1993; Wachira et al., 

1993) e artropodi (Collins et al., 1998; Paskewitz e Collins, 1990; Zahler et 

al., 1997).  

Riguardo agli elminti parassiti dei ruminanti, la letteratura riporta numerosi 

studi sul rDNA di nematodi appartenenti alle famiglie Filaridae, 

Strongylidae, Trichostrongylidae ed Anisakidae; di contro, per quanto 

riguarda i trematodi, ed in particolare quelli appartenenti alla famiglia 

Paramphistomidae, gli studi di biologia molecolare sono ancora 

frammentari e scarsi.  

Inoltre, le applicazioni pratiche della rDNA-PCR per lo studio dei nematodi 

hanno avuto come oggetto tutti gli stadi dei parassiti (uova, larve, adulti), 

mentre per quanto riguarda i trematodi lo studio è stato quasi sempre 

condotto su parassiti adulti. 

In particolare la ITS2 è stata utilizzata come marker per differenziare i 

seguenti trematodi parassiti: Schistosoma haematobium da S. bovis (Barber 

et al., 2000) e Fasciola hepatica da F. gigantica (Huang et al., 2004). 

Inoltre, è stato condotto uno studio di PCR-RFLP e sequenziamento della 

ITS2 che ha consentito la caratterizzazione molecolare di tre specie di 

paramfistomi in Giappone: Calicophoron calicophorum, Orthocoelium 

streptocoelium e Homalogaster poloniae (Itagaki et al., 2003). 

Di recente la ITS2 è stata utilizzata anche per la caratterizzazione di 

Calicophoron daubneyi isolati da diversi ospiti intermedi (ovini, bovini e 
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bufali) allevati in diverse zone dell’Italia Meridionale tramite PCR-RFLP e 

sequenziamento (Rinaldi et al., 2004).  

 

DNA mitocondriale (mtDNA): struttura e funzioni 

Il DNA mitocondriale (mtDNA) è piccolo (in genere meno di 20000 bp nei 

metazoi; Boore, 1999), circolare ed ereditato maternamente. Il mtDNA 

tende ad accumulare mutazioni più velocemente rispetto al DNA nucleare. 

Questo potrebbe scaturire da cause biochimiche e statistiche: gli enzimi 

mitocondriali replicano il DNA con minore fedeltà, e le frequenze alleliche 

dei geni ereditati solamente da un genitore sono molto più soggette a 

cambiamenti perché la loro “effettiva grandezza di popolazione” è la metà 

di quella dei geni nucleari. Inoltre sebbene un contributo paterno dei 

mitocondri può qualche volta produrre cellule con genomi mitocondriali 

eterogenei (denominati eteroplasmi) (Curtis et al., 2001), raramente si 

ricombinano, per cui l’ereditarietà materna è più comune.  

Per questi motivi e per il suo alto numero di copie nelle cellule, il DNA 

mitocondriale si è rivelato un ottimo target per studi genetici e filogenetici 

(Le et al., 2000;  2001a, b, 2002a, b; Nakao et al., 2002, 2003). 

E’ stato definito il genoma mitocondriale completo o parzialmente 

completo per 12 specie di elminti: 6 cestodi (Echinococcus granulosus G1, 

G4, E. multilocularis, Hymenolepis diminuta, Taenia asiatica, T. 

crassiceps, T. solium) e 6 trematodi (Schistosoma japonicum, S. 

malayensis, S. mekongi, S. mansoni, Fasciola hepatica, Paragonimus 

westermani (2n), P. westermani (3n) (McManus et al., 2004). 

Il genoma mitocondriale del cestode E. granulosus (genotipo G1; 13558 

bp) è un esempio della sua organizzazione in diversi organismi (Le et al., 

2002b).  
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Vi sono 12 proteine geni codificanti: il complesso nicotinamide 

deidrogenasi (subunità nad 1-6 e nad4L); il complesso della citocromo c 

ossidasi (subunità cox 1-3); citocromo b (cob) e la subunità 6 adenosina 

trifosfatasi (atp6). Come per molti altri metazoi non c’è l’atp8. Due sono, 

invece, i geni che codificano per le subunità del RNA ribosomiale: la 

subunità grande (rrnL o 16S) e la subunità piccola (rrnS o 12S). Come in 

tutti i genomi mitocondriali, ci sono 22 geni tRNA. Tutti i geni del mtDNA 

sono transcritti nella stessa direzione e mancano di introni; in genere, sono 

separati l’un l’altro da pochi nucleotidi o sono contigui. Tuttavia, alcuni 

geni, come nad4 e nad4L si sovrappongono. Inoltre, nel genoma 

mitocondriale esistono due regioni relativamente lunghe non codificanti 

(NRs) che potrebbero essere associate con la replicazione del genoma 

mitocondriale. 

I genomi mitocondriali dei vermi piatti non sono molto differenti da quelli 

di altri metazoi.   

Il loro codice genetico differisce un po’ da quello universale (Telford et al., 

2000); essi usano AAA per l’asparagina (lisina nel codice universale), 

AGA e AGG codificano per la serina (arginina nel codice universale) e 

UGA codifica per il triptofano (STOP nel codice universale). UAG e UAA 

fungono entrambi da codoni di STOP (Le et al., 2002b; Nakao et al., 2003). 

Sebbene il codone AUG è, in genere, il codone d’inizio più usato dai vermi 

piatti, qualche volta vengono utilizzati anche altri codoni (Le et al., 2001b, 

2002b). 

Inoltre il DNA mitocondriale dei vermi piatti è ricco di coppie A+T, ma la 

loro percentuale varia tra i diversi ordini di trematodi (per esempio in S. 

mekangi è del 72,7% contro il 51,6% di P. westermani), anche se il 

significato biologico di ciò non è chiaro (Le et al., 2001b, 2002a).  
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Si è visto addirittura che anche fra parassiti appartenenti alla stessa famiglia 

vi sono differenze legate alla lunghezza del genoma mitocondriale dovute 

alla struttura e all’estensione delle NRs (McManus et al., 2004). 

Tale scoperta è stata molto importante, visto che fino a non molti anni fa si 

pensava che il genoma mitocondriale rimanesse stabile per lunghi periodi 

di tempo e che variasse solo a livello di classe o phylum, mentre a livello 

della stessa famiglia fosse raro riscontrare differenze (Boore e Brown, 

1998). 

Per esempio, è stata rilevata una notevole differenza fra Schistosoma 

mansoni (Africa) e altri schistosomi e cestodi (Le et al., 2000). Nei cestodi 

le due NRs sono separate dal gene nad5 e da diversi tRNA, nei trematodi, 

invece, come Schistosoma, le NRs sono divise da uno o più geni tRNA in 

una piccola NR (SNR) e in una più lunga (LNR). 

La lunghezza delle LNRs in S. mansoni provenienti da diverse zone 

geografiche è stato visto variare da <2000 a 10000 nucleotidi (Desprès et 

al., 1991). In altre specie di Schistosoma varia da 5000 a 7000 nucleotidi 

(Le et al., 2001b). 

Pena et al. (1995) hanno dimostrato la presenza di due differenti elementi 

ripetuti nelle LNR, uno di 558 nucleotidi, l’altro di 62. Numeri variabili di 

elementi più piccoli si ripetono in tandem tra le copie dei più grandi. Questi 

elementi si possono trovare tutti o in parte anche nel genoma nucleare. 

Il solo genoma mt completo conosciuto per i trematodi è quello di Fasciola 

hepatica (Le et al., 2001b). L’SNR (187 nucleotidi) non mostra notevoli 

cambiamenti. Comunque, l’LNR è ricca di G e contiene 8 identiche 

ripetizioni tandem di 85 nucleotidi e una ulteriore sequenza di 102 

nucleotidi che include una copia imperfetta della ripetizione.  

Le NR dei cestodi esaminati sono molto più piccole e quindi sono state 

amplificate e sequenziate per sei specie di cestodi (Le et al., 2002a). 
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Le NR1 variano da 65 a 183 nucleotidi, e solo Taenia crassiceps e 

Echinococcus multilocularis può formare strutture stem-loop lunghe e 

stabili. Le NR2 sono più lunghe delle NR1 (177-444 nucleotidi). In 

Hymenolepis diminuta (444 nucleotidi), ci sono 13 ripetizioni in questa 

regione.  

Le variazioni di sequenza nelle NR sembrano essere consistenti tra specie 

molto vicine. Questo è sicuramente vero per specie/genotipi di 

Echinococcus (Le et al., 2002b). Allo stesso modo, le sequenze ripetute 

presenti in S. mansoni non dovrebbero essere amplificate per le altre specie 

di Schistosoma, anche se molto vicine. Così, sebbene lunghe, le NR in 

queste specie o c’è solo una piccola similarità o non c’è proprio, un fatto 

che può essere utilizzato per disegnare marcatori specie-specifici. 
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               Obiettivi della ricerca 

  

Nel corso del mio dottorato ho approfondito diversi aspetti del trematode 

Dicrocoelium dendriticum, parassita a localizzazione epatica di diverse 

specie animali, uomo compreso. In particolare, D. dendriticum è stato 

utilizzato come modello di interazione ospite-parassita, focalizzando il mio 

studio sulla caratterizzazione degli aspetti epidemiologici, biologici, 

patologici e molecolari.  

Nello specifico, gli obiettivi di questo lavoro sono stati raggiunti effettuando 

i seguenti studi:  

1) Indagine epidemiologica nella regione Campania per verificare la 

presenza e la diffusione di D. dendriticum in diversi ospiti definitivi. Nello 

specifico, sono stati effettuati due studi traversali (cross-sectional surveys) 

su: a) 121 allevamenti ovini distribuiti su tutto il territorio campano; b) 50 

scoiattoli provenienti da diversi pet shops della regione Campania.  

 

2) Caratterizzazione molecolare di diversi esemplari di D. dendriticum 

isolati da ruminanti (ovini e bovini) naturalmente infestati, allevati in diverse 

zone delle regioni Campania e Calabria. 

 

3) Studio degli effetti degli antigeni somatici degli adulti di D. dendriticum 

su cellule di epatocarcinoma umano (HepG2 e HuH7). Sono stati effettuati 

saggi di vitalità cellulare (MTT- bromuro di dimetil-tiazolil-difenil-

tetrazolio), saggi apoptotici e valutazione dello stress ossidativo. 
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1. Indagini epidemiologiche 

Obiettivo di tale studio è stato quello di valutare la diffusione di D. 

dendriticum in ovini e micro mammiferi della regione Campania. 

 

1.1 Indagine epidemiologica in allevamenti ovini 

E’ stata eseguita una indagine epidemiologica trasversale (cross-sectional 

survey) in 121 allevamenti ovini della regione Campania per valutare la 

presenza e la distribuzione spaziale di D. dendriticum. Per la pianificazione 

del campionamento e per la realizzazione delle mappe parassitologiche 

sono stati utilizzati Geographical Information System (GIS) (Cringoli et al., 

2004a,b).  

 

Materiali e Metodi 

Area di studio 

L’indagine è stata condotta in un’area di 13,590 km
2 

della Regione 

Campania (39°59’– 41°30’N, 13°45’–15°48’E). L’area è prevalentemente 

collinare, con poca pianura e montagna e con un’altitudine compresa tra 0 a 

1800 m s.l.m. L’idrografia del territorio è caratterizzata dalla presenza di 

pochi fiumi, alcuni torrenti e numerosi ruscelli; non sono presenti laghi. Il 

clima è mediterraneo con estati secche ed inverni piovosi. La maggior parte 

dei ruminanti sono allevati in piccole aziende agrozootecniche (con una 

superficie media di circa 50 ha) distribuite in tutta l’area. Le aree dedicate 

esclusivamente al pascolo sono tipiche delle zone marginali; inoltre, aree 

pascolive sono presenti in tutta la zona, disperse tra quelle utilizzate 

prevalentemente per la coltivazione dei cereali. Negli ultimi 50 anni, in 

alcune aree marginali non coltivabili, sono stati piantati alberi di conifere. 
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                                                Area di studio 

 

Dimensione del campione 

Sono stati controllati 121 allevamenti ovini. Questa dimensione del 

campione è stata determinata utilizzando la formula proposta da Thrusfield 

(1995), considerando i seguenti 4 parametri: popolazione di allevamenti 

ovini semibradi presenti nell’area di studio (5.438), prevalenza attesa della 

dicrocoeliosi (50%); livello di confidenza (95%), ed errore massimo 

ammesso (5%). In questo studio sono stati considerati solo gli allevamenti 

ovini con oltre 50 capi al pascolo: occasionale, permanente o stagionale.  

 

Distribuzione  del campione 

I 121 allevamenti ovini sono stati campionati in modo da essere 

omogeneamente distribuiti sul territorio. Per la selezione degli allevamenti 

campione, sull’intero territorio della regione Campania è stata soprapposta 
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(con l’ausilio dei Sistemi Informativi Geografici – GIS) una griglia a 

maglie regolari di 10 x 10 Km di lato. Il territorio regionale è stato quindi 

suddiviso in 135 quadranti (= aree di campionamento). Di questi sono stati 

individuati e georeferenziati i centroidi, intorno ai quali sono state 

disegnate le aree di campionamento (AC), circolari e di 3 km di diametro. 

All’interno di ciascuna AC è stato calcolato l’allevamento più vicino al 

centroide. Solo gli allevamenti ovini, con un minimo di 50 adulti sono stati 

inclusi nel campionamento. Dei 135 quadranti, solo 121 avevano almeno 

un allevamento. 

 

Prelievo dei campioni  

In ogni allevamento sono stati effettuati prelievi individuali di feci 

raccogliendo il materiale direttamente dall’ampolla rettale. In funzione 

dell’età, gli animali sono stati suddivisi in due categorie: rimonte (4-18 

mesi) ed adulti (> 18 mesi) ed in ogni allevamento sono stati sottoposti a 

prelievo 15 adulti e 5 rimonte.  

 

Indagini copromicroscopiche  

Per ciascun allevamento sono stati costituiti in laboratorio 4 pool (ciascuno 

composto da parti uguali di 5 campioni individuali), uno relativo alle 

rimonte e tre relativi agli animali adulti. Per la ricerca e la conta delle uova 

di D. dendriticum è stata utilizzata la FLOTAC basic technique, con 

sensibilità pari a 1 uova/larve/oocisti per grammo feci (upg/lpg/opg) 

(Cringoli et al., 2010). Allo scopo è stata utilizzata la soluzione flottante a 

base di zinco solfato (peso specifico =1.350).  
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Tecniche FLOTAC  

Il FLOTAC comprende diversi componenti ed accessori: le componenti 

principali sono la base, il disco di traslazione e il disco di lettura. 

Gli accessori sono l’adattatore per centrifuga e per microscopio, il fondo, la 

chiave e la vite.  

 

Componenti 

 La Base 

La base ha forma circolare. Presenta due camere di flottazione, numerate 

rispettivamente con il numero 1, a sinistra, ed il numero 2, a destra. I 

numeri sono stampati in rilievo sul fondo di ognuna delle camere di 

flottazione, visibili in trasparenza. 

Le due camere hanno forma trapezoidale, ovvero sono più strette sul fondo 

che non all’apertura; ciò per facilitare la flottazione degli elementi 

parassitari. Ognuna ha una capacità di 5 ml. 

Sul bordo della base sono presenti quattro parole, ognuna contrassegnata da 

un diverso numero e da un diverso colore e distanti tra loro di circa 90°.  

La loro funzione è quella di indicare le fasi operative del FLOTAC:  

FILLING (riempimento = n°1 - verde) 

CLOSED (chiuso = n° 2 - giallo)  

READING (lettura = n° 3 - rosso)  

OPEN (aperto = n° 4 - nero). 
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Le pareti della base sono state progettate in modo da accogliere con molta 

precisione i dischi di traslazione e di lettura.  

Il bordo, nella parte inferiore della Base, presenta due sporgenze necessarie 

per attaccare il FLOTAC all’Adattatore microscopio. 

Al centro della base è presente un foro, che permetterà il passaggio della 

vite in modo da sigillare tutte le componenti del FLOTAC dopo 

l’assemblaggio. 

 

 Il Disco di Traslazione 

Il disco di traslazione presenta al centro un foro per il passaggio della vite, 

e lateralmente due aperture di forma quadrata, che corrispondono 

esattamente alla porzione apicale delle due camere di flottazione.  

Sono inoltre presenti due piccole asole, le quali hanno la funzione di 

accogliere i due piccoli agganci presenti sulla faccia inferiore del Disco di 

lettura. 

 Il Disco di lettura 

Il disco di lettura presenta due reticoli di lettura, di forma quadrata.  

 

 

 

 

                                   FLOTAC: reticoli di lettura 
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Ciascun reticolo lettura misura 18 x 18 mm ed è diviso in 12 sezioni 

verticali e parallele, delimitate da linee trasparenti stampate a rilievo. 

Inoltre, due linee di maggiore spessore, disposte a croce, suddividono 

ulteriormente ogni reticolo in 4 quadranti. 

I due reticoli lettura sono contrassegnati con i numeri 1 e 2, stampati a 

rilievo sulla faccia superiore del disco.   

In corrispondenza dei reticoli di lettura vi sono due aperture di forma 

triangolare, necessarie per il riempimento delle camere flottazione (asole 

riempimento). 

Ci sono due versioni del Disco lettura: (a) Disco lettura 100X che, con i 

microscopi ordinari permette un ingrandimento ottimale di 100X; (b) Disco 

lettura 400X che consente un ingrandimento ottimale di 400X.  

L’unica differenza tra i due dischi è nello spessore del reticolo lettura che è 

più sottile nel Disco lettura 400X. 

Quando il FLOTAC è assemblato con il Disco lettura 100x viene indicato 

come FLOTAC 100. Con questa configurazione le due camere flottazione 

contengono ognuna un volume di 5 ml (volume totale = 10 ml). Quando il 

FLOTAC è assemblato con il Disco lettura 400x viene indicato come 

FLOTAC 400. Con questa configurazione le due camere flottazione 

contengono ognuna un volume di 5,5 ml  (volume totale = 11 ml). 
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                                     FLOTAC: camere di flottazione 

Sulla faccia inferiore del disco di lettura sono infine presenti due tasselli 

traslazione (per il trascinamento del Disco traslazione) ed al centro, una 

spirale realizzata per il meccanismo di apertura, e per lo stop durante la 

traslazione dei dischi. 

 

Accessori 

Per quanto riguarda gli accessori, il fondo è stato progettato per assorbire le 

forze di deformazione dell’apparato durante la fase di centrifugazione.  

La chiavetta ha la funzione di bloccare i vari componenti del FLOTAC 

durante la centrifugazione; muove i dischi nelle varie fasi operative del 

FLOTAC e coadiuva l’apertura dell’apparato.  

Infine il bullone insieme alla vite garantiscono la sicurezza del FLOTAC 

durante la centrifugazione, mentre l’adattatore per centrifuga, di forma 

rettangolare, con una depressione centrale per alloggiare il FLOTAC, 

consente la centrifugazione dell’apparato con i rotori per piastre microtiter. 

Inoltre, esso facilita l’utilizzo del FLOTAC, poiché porta stampati sulla 

faccia superiore i riferimenti per le fasi operative e raccoglie l’eventuale 

materiale fuoriuscito durante le varie fasi di lavoro.  
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L’adattatore per il microscopio, invece, accoglie gli alloggiamenti presenti 

sul bordo inferiore delle basi, consentendo la lettura del FLOTAC al 

microscopio. 

          

I FLOTAC 100 e 400 sono entrambi utilizzati nelle tecniche FLOTAC 

basic, dual, double e pellet. 

Tutte le tecniche FLOTAC sono varianti di una stessa tecnica che prevede 

le seguenti fasi: 

1. Pesare il copros (5-10 g). 

2. Aggiungere acqua di fonte (rapporto di diluizione = 1:10). 

3. Omogeneizzare accuratamente la sospensione. 

4. Filtrare la sospensione con un filtro a maglie da 250µm. 

5. Omogeneizzare il filtrato e trasferire 6 ml (nel caso delle tecniche dual e 

double, 11 ml nel caso della basic) della sospensione filtrata in una provetta 

a fondo conico. 

6. Centrifugare le provette per 3’ a 170 g. 

7. Eliminare il surnatante. 
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8. Aggiungere al pellet la/le soluzione/i flottanti riportando il volume a 6 

ml (11 ml nel caso della basic). 

9. Dopo accurata omogeneizzazione delle sospensioni presenti nelle 

provette, riempire le due camere di flottazione del FLOTAC. 

10. Chiudere il FLOTAC e centrifugare per 5’ a 1000 a 120 g. 

11. Dopo centrifugazione traslare la parte apicale della sospensione, 

esaminare il FLOTAC al microscopio e contare gli elementi parassitari nei 

due reticoli di lettura. 

 

 

FLOTAC BASIC TECHNIQUE 

La FLOTAC basic technique prevede, durante l’esame del campione, 

l’utilizzo di una sola soluzione flottante, la più efficiente per l’elemento 

parassitario di interesse. Queste tecniche sono particolarmente indicate per 

la messa in evidenza e per la enumerazione di elementi parassitari di una 

sola specie parassita (infezioni monospecifiche naturali o sperimentali) o 

quando i campioni di copros contengono elementi parassitari differenti, ma 

che hanno lo stesso comportamento (in termini di flottazione) nei riguardi 

della soluzione flottante scelta. La sensibilità analitica della FLOTAC basic 

technique è di 1 UPG/LPG/OPG/CPG. 
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Risultati 

La presenza di D. dendriticum è stata riscontrata nel 66,9% degli 

allevamenti (81/121), con una intensità media di 52 upg (range 1-340). La 

distribuzione spaziale delle positività e l’intensità di D. dendriticum 

vengono presentati con due tipologie di mappe parassitologiche: mappa con 

omogenea distribuzione dei punti e mappa con cerchi proporzionati.  

Nella mappa con cerchi proporzionati (Fig. 1), un cerchio di grandezza 

proporzionata disegnato in corrispondenza di ciascuna AC, rappresenta la 

intensità di D. dendriticum nell’allevamento ivi positivo. Le AC con 

allevamenti positivi sono segnate in rosso e le AC con allevamenti negativi 

in blu.  
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Fig. 1. Distribuzione spaziale delle positività e delle intensità di D. 

dendriticum in ciascuno dei 121 allevamenti controllati (mappa con 

omogenea distribuzione dei punti e cerchi proporzionati). 
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1.2 Indagine epidemiologica negli scoiattoli  

E’ stata eseguita una indagine epidemiologica trasversale (cross-sectional 

survey) in 50 scoiattoli della regione Campania per valutare la presenza di 

D. dendriticum.  

 

Materiali e Metodi 

Prelievo campioni 

Da Maggio ad Aprile 2013 sono stati prelevati 50 campioni di feci da 

scoiattoli presenti in pet shops. Gli scoiattoli analizzati erano tutti 

asintomatici ed appartenenti a 5 differenti specie (Callosciurus finlaysonii, 

n=6, C. prevosti, n=6; Tamias striatus, n=26, T. sibiricus, n=10; Sciurus 

carolinensis, n=2). 

                       

                              Scoiattolo - Tamias striatus 
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Per evitare cross-contaminazioni, sono stati inclusi nello studio solo gli 

animali alloggiati singolarmente nelle gabbie. Il prelievo di feci è stato 

effettuato raccogliendo la regione apicale del copros depositato sul terreno 

con degli abbassalingua sterili in legno. Il tutto è stato poi riposto in 

contenitori standard per la raccolta dei campioni biologici, ed al materiale 

fecale è stata aggiunta formalina al 5% per ottenere una migliore 

conservazione dei campioni.  

 

Fissazione e conservazione del campione 

I campioni così raccolti sono stati preservati in formalina 5% in quantità 

tale da avere un rapporto 1:4 e, successivamente, opportunamente 

omogeneizzati. La formalina 5%, da un attento studio bibliografico, è 

risultata il miglior fissativo per una adeguata conservazione del campione, 

per la conservazione dei potenziali parassiti presenti e per la protezione del 

laboratorista che ne viene a contatto in seguito alla loro manipolazione 

(Cringoli et al., 2010). 

 

Indagini copromicroscopiche  

Ciascun campione di copros, prelevato dai 50 scoiattoli e conservato in 

formalina al 5%, è stato analizzato mediante la FLOTAC pellet technique 

(Cringoli et al., 2006; Cringoli et al., 2010) per la ricerca e la conta delle 

uova dei D. dendriticum ed, eventualmente, di elementi parassitari (uova, 

cisti, oocisti) appartenenti ad altre specie di elminti e/o protozoi. 
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FLOTAC PELLET TECHNIQUE 

La FLOTAC pellet technique ha previsto le seguenti fasi: 

- Valutazione del peso del campione 

-Aggiunta di formalina 5% a tutti i campioni (1 parte di copros + 3 parti di 

formalina) 

-Accurata omogeneizzazione della sospensione 

-Filtrazione della sospensione con un filtro a maglie da 250 m 

-Trasferimento di due aliquote da 6 ml ognuna di sospensione fecale filtrata 

in due provette a fondo conico 

-Centrifugazione delle provette per 3’ a 170g 

-Eliminazione del surnatante e pesa del pellet utilizzando una bilancia di 

precisione 

-Aggiunta al pellet della soluzione flottante SF a base di Cloruro di Sodio 

(peso specifico = 1200) ed, all’altro pellet, della soluzione flottante SFb a 

base di Zinco Solfato (peso specifico = 1350), riportando il volume della 

provetta a 6 ml 

-Dopo accurata omogeneizzazione delle sospensioni fecali presenti nelle 

provette, riempimento delle due camere di flottazione del FLOTAC® 

-Centrifugazione del FLOTAC® per 5’ a 120g. Dopo centrifugazione, 

traslazione della parte apicale della sospensione 

-Lettura del FLOTAC® al microscopio e conta degli elementi parassitari 

nei due reticoli di lettura.  
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Risultati 

I risultati ottenuti da tale indagine hanno rilevato una notevole presenza di 

D. dendriticum, rispetto ad altri parassiti, negli scoiattoli pet presenti nella 

regione Campania. In particolare 4 scoiattoli su 50 (10,0%; 95% CI=3,7-

22,6%) sono risultati positivi a D. dendriticum con un’intensità media di 

12,5 upg (range 10-15). 
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2. Caratterizzazione molecolare di diversi esemplari di Dicrocoelium 

dendriticum 

E’ stata effettuata la caratterizzazione molecolare di diversi esemplari di D. 

dendriticum isolati da ruminanti (ovini e bovini) naturalmente infestati, 

allevati in diverse zone delle regioni Campania e Calabria. 

 

Materiali  e  Metodi 

Raccolta dei parassiti 

Gli esemplari adulti (n = 150) di D. dendriticum sono stati prelevati in più 

occasioni da fegati di ovini (n = 26) e bovini (n = 10) naturalmente infestati e 

regolarmente macellati presso alcuni mattatoi della Campania. 

Gli esemplari prelevati da ciascun animale, sono stati lavati più volte con 

PBS e conservati in etanolo 70%, prima della successive fasi di estrazione 

del DNA. 

 

Estrazione del DNA 

L’estrazione del DNA è stata eseguita su individui adulti mediante QIAmp 

DNA mini kit della QIAGEN, che prevede tre fasi: lisi, purificazione ed 

eluizione. 

Lisi – Fase iniziale, durante la quale sono stati completamente digeriti i 

tessuti dei trematodi. Dopo aver posto in ogni provetta da 2 ml un solo 

adulto, sono stati aggiunti 160 μl di buffer ATL e 40 μl di Proteinasi k 

(20mg/ml).  
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Quindi, le provette sono state vortexate ed incubate a 56°C in bagnetto 

termostatato (Bicasa, BE-123 T) fino a quando i tessuti non sono apparsi 

completamente lisati (all’incirca 1 h e 30’). Sono stati, poi, aggiunti 4 μl di 

Rnasi A (1 mg/ml) ed, una volta vortexate, le provette sono state messe in 

bagnetto termostatato a 37°C per 20’. Aggiunti 200 μl di buffer AL, per 

favorire la lisi cellulare, i campioni sono stati vortexati ed incubati a 70°C 

per 10’. 

Purificazione - Seconda fase, durante la quale sono stati allontanati sali, 

proteine e tutti gli altri contaminanti del DNA. Dopo aver aggiunto 200 µl di 

etanolo nelle provette e dopo averle vortexate per 15’’, i campioni sono stati 

trasferiti nelle colonnine QIAamp e quindi centrifugati a 8000 rpm per 1’ 

(Eppendorf, 5417 C), allo scopo di far aderire il DNA alla matrice di gel di 

silice ed allontanare tutti i contaminanti che avrebbero potuto interferire con 

le successive fasi di analisi molecolare. 

Successivamente, i campioni sono stati sottoposti a due fasi di lavaggio, con 

due differenti buffers: AW1 e AW2, necessari all’allontanamento dei sali 

residui ancora legati al DNA fissato alla matrice delle colonnine. Dopo 

l’aggiunta di 500 µl di buffer AW1, le provette sono state centrifugate a 

8000 rpm per 1’; sono stati quindi aggiunti 500 µl di buffer AW2 e le 

provette sono state centrifugate a 14000 rpm per 3’. 

Eluizione - Terza fase, che ha permesso di raccogliere, sul fondo delle 

provette, il DNA estratto scevro da impurità. Prima di iniziare questa fase, le 

colonnine sono state poste in stufa a 37°C per 5’, in modo da far evaporare 

tutto l’etanolo eventualmente presente dopo i lavaggi, che avrebbe potuto 

interferire con le successive reazioni enzimatiche. Successivamente, le 

colonnine sono state poste in tubi da 2 ml ed il DNA è stato eluito mediante 

l’aggiunta di 150 µl di buffer AE, centrifugando i campioni a 8000 rpm per 

1’. 
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Quantificazione 

La fase di quantificazione ha consentito di valutare la resa dell’estrazione di 

DNA. Essa è stata effettuata mediante la tecnica spettrofotometrica 

(Biophotometer, Eppendorf), in base alla quale una densità ottica (O.D.) pari 

ad 1 corrisponde a 50 µg/ml di DNA a doppia elica. Per effettuare la lettura, 

60 µl di campione, eventualmente diluito, sono stati posti in cuvette di 

plastica e analizzati con il programma dsDNA. Le letture, in triplicato, sono 

state effettuate mediante spettrofotometro a 260 nm e 280 nm, lunghezze 

d’onda alle quali lo strumento rileva, rispettivamente, gli acidi nucleici e le 

proteine presenti nella soluzione analizzata. E’ stato valutato anche il 

rapporto O.D. 260/280 (che dovrebbe essere compreso tra 1,8 e 2,0), indice 

della purezza del campione. 

 

Amplificazione delle regioni 28S e ITS-2 del rDNA mediante PCR 

Sono state preparate due mix di PCR diverse, ciascuna di 50 μl, utilizzate per 

amplificare le regioni 28S e ITS-2 del rDNA, entrambe contenenti: 15 mM 

di Tris-HCl (pH 8,0), 50 mM di KCl (Applied Biosystems), 6-12 ng di 

DNA, 0,2 mM di dNTP’s (Takara, Japan) e 2,0 mM di MgCl2 (Applied 

Biosystems).  

Per la 28S sono stati aggiunti alla mix di PCR: 0,2 μM di ogni primer 28F1 e 

28R600 (Marcilla et al., 2002; Tabella 1) e 1,5 U di TaqGold DNA 

Polimerasi (Applied Biosystems). 
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             Tabella 1. Nome e sequenza dei primers impiegati nella reazione di PCR  

 

Nome dei primers Sequenza (5’ → 3’) 

 

28 F1 

 

ACGTGATTACCCGCTGAACT 

 

28R600 

 

CTGAGAAAGTGCACTGACAAG 

 

 

La PCR è stata effettuata in un ciclizzatore termico AB 2700 (Applied 

Biosystems), alle seguenti condizioni: una fase iniziale di attivazione della 

Taq Gold a 95°C per 10’, seguita da 40 cicli comprendenti una fase di 

denaturazione a 94°C per 30’’, una fase di annealing a 60°C per 30” e una 

fase di estensione a 72°C per 1’. Alla fase ciclica, è seguita un’estensione 

finale a 72°C per 5’ necessaria per la stabilizzazione dei prodotti di 

amplificazione. 

Per la regione ITS-2, invece, sono stati aggiunti alla mix di PCR: 12,5 pmol 

di ogni primer ITS2-F e ITS2-R (Itagaki et al., 2003; Tabella 2) (MWG 

Biotech, Germany) e 2,5 U di TaqGold DNA Polimerasi (Applied 

Biosystems). 

Tabella 2. Nome e sequenza dei primers impiegati nella reazione di PCR per ITS-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nome dei 

primers 

Sequenza (5’ → 3’) 

 

ITS2 - F 

 

TGTGTCGATGAAGAGCGCAG 

 

ITS2 - R 

 

TGGTTAGTTTCTTTTCCTCCGC 



 86 

La PCR è stata effettuata in un ciclizzatore termico AB 2700 (Applied 

Biosystems), alle seguenti condizioni: una fase iniziale di attivazione della 

Taq Gold a 95°C per 10’, seguita da 35 cicli comprendenti una fase di 

denaturazione a 94°C per 1’, una fase di annealing a 53°C per 90” e una fase 

di estensione a 72°C per 1’. Alla fase ciclica, è seguita un’estensione finale a 

72°C per 10’. 

 

Elettroforesi 

 

Per visualizzare il prodotto ottenuto dalle due reazioni di PCR, un’aliquota di 

8 μl di amplificato è stata caricata su gel di agarosio all’1%, usando come 

tampone EDTA 1X (100 mM Tris-HCl, pH 8,0; 90 mM acido borico, 1,0 

mM EDTA, Invitrogen), ed è stata sottoposta ad elettroforesi, applicando un 

voltaggio di 90 V costanti per 1 h e 30’. Gli amplificati, colorati con 

bromuro di etidio (0,5 µg/ml) sono stati visualizzati con lampada a raggi UV 

(Biometra, TI 1) e fotografati. Il peso molecolare del frammento amplificato 

è stato stimato con il ladder 100 bp (GeneRuler, Fermentas) per confronto. 

 

Purificazione 

 

Prima di procedere alle ulteriori analisi degli amplificati, è stato necessario 

purificare i prodotti di PCR per entrambi i marcatori. 

Tale purificazione è stata effettuata utilizzando il QIAquick PCR purification 

kit (QIAGEN), necessario per l’allontanamento dal DNA amplificato di 

dimeri, primers, nucleotidi residui, DNA polimerasi e sali; le colonnine di 

tale kit contengono una membrana di gel di silice che, in presenza di alte 

concentrazioni di sali e pH 7,5, assorbe il DNA. 

Inizialmente, al prodotto di PCR è stato aggiunto il buffer PB, in una 

quantità pari a 5 volte il volume dell’amplificato. Una volta vortexato, il 
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tutto è stato trasferito nelle colonnine sottoposte, poi, a centrifugazione a 

13000 rpm per 60’’. Il DNA, dopo tale operazione, è stato adsorbito dalla 

membrana e il resto, fluito sul fondo del tubo di raccolta, è stato eliminato. 

Successivamente, sono stati eseguiti lavaggi con il buffer PE, necessario 

per l’allontanamento dei sali residui. Questo buffer di lavaggio, aggiunto in 

quantità pari a 750 l, è stato poi allontanato, centrifugando le provette a 

13000 rpm per 60’’. Il tutto è stato ricentrifugato a 13000 rpm per 60’’ per 

eliminare ogni eventuale residuo di buffer PE, contenente etanolo, che 

avrebbe potuto interferire con le successive reazioni enzimatiche. 

L’ultima fase è stata quella di eluizione: le colonnine sono state trasferite in 

nuovi tubi da 2 ml e, dopo l’aggiunta di 50 l di buffer EB (10mM Tris-HCl, 

pH 8,5), sono state centrifugate a 13000 rpm per 60’’. 

 

Sequenziamento 

 

Tutti gli amplificati sono stati sequenziati utilizzando la chimica BigDye 

terminator ver 1.1 (Applied Biosystems). 

Per la preparazione della mix necessaria alla reazione di sequenza sono 

stati utilizzati: 4 l di mix di sequenziamento (contenente i 

dideossinucleotidi marcati), 2 l di buffer di sequenziamento (5 X), 3,2 l 

di primer (1 M) e 5 ng di DNA per 100 bp di amplificato in un volume 

finale di 20 l. 

Come controllo di reazione è stato usato DNA del plasmide pGEM come 

indicato dal produttore. 

La reazione di sequenziamento, ciclica, è stata eseguita in un GenAmp 

PCR System 2400 (Applied Biosystems) alle seguenti condizioni: una fase 

iniziale di denaturazione a 96°C per 1’, seguita da 25 cicli di 
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amplificazione a 94°C per 10’’ (denaturazione), 50°C per 5’’(annealing) e 

60°C per 4’(estensione). 

Ogni campione è stato sequenziato 3 volte per ciascuno dei primers 

utilizzati. 

 

Purificazione post-sequenziamento 

 

La purificazione è stata effettuata per allontanare i dideossinucleotidi marcati 

non usati nel corso della reazione ciclica di sequenziamento. 

A tale fine sono state usate le Centriceps (Applied Biosystems). Queste 

ultime, dopo essere state centrifugate velocemente (in modo da non far 

disperdere la “polvere” di gel in esse contenute) sono state reidratate con 

800 l di H2O deionizzata. Dopo circa 2h, è stata rimossa l’acqua dalle 

Centriceps, in parte per gravità e in parte mediante centrifugazione per 2’ a 

temperatura ambiente (RT) a 500 g, in modo da compattare il gel. Per la 

purificazione dei campioni, le colonnine sono state poste nei tubi di 

eluizione e, successivamente, sono stati caricati i campioni, ottenuti dalla 

PCR di sequenziamento, al centro delle Centriceps. 

Le colonnine, infine, sono state centrifugate a 500 g per 2’ a RT; in tal 

modo, è stato possibile recuperare l’eluato, da analizzare tramite 

elettroforesi capillare. 

 

Elettroforesi capillare 

 

Per evitare gli appaiamenti inter e intra-specifici, in grado di inficiare la 

elettroforesi capillare, sono stati aggiunti 5 µl di eluato, ottenuti dall’uso 

delle Centriceps, a 20 µl di formamide; il tutto è stato denaturato a 94°C per 

3’. Lo strumento usato per il sequenziamento è stato l’ABI Prism® 310 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems) che separa i frammenti di DNA 
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utilizzando il polimero POP-6
TM

. Una volta che i campioni sono stati 

collocati nel campionatore, il capillare di elettroforesi è entrato nelle 

provette, lo strumento ha applicato il voltaggio opportuno ed il DNA 

caricato negativamente è migrato verso l’elettrodo positivo. I frammenti di 

DNA, marcati con dei fluorocromi, sono stati colpiti dal raggio-laser e hanno 

emesso una luce che, raccolta a livello della CCD (Charged-coupled Device 

Camera), è stata convertita in picchi colorati. Una volta che lo strumento ha 

finito l’elettroforesi, le sequenze sono state sottoposte ad analisi molecolare 

mediante i software Chromas ver 1.3, BLASTn, (MedLine) e ClustalW 

(www.ebi.ac.uk/clustalw/) 

 

                 Risultati 

PCR 

La coppia di primers 28F1 e 28R600 usata per l’amplificazione della regione 

28S ha amplificato un frammento di 650 bp (Fig. 2) per tutti i campioni 

analizzati. 

                              

 

Fig. 2. Amplificazione della regione 28S di D. dendriticum. Nei pozzetti: 1, 2, 3, 4, sono 

stati caricati i campioni; nel pozzetto 5 è stato caricato il ladder 100 bp; nel pozzetto 6 il 

controllo negativo. 

650 bp   

           1        2        3       4        5        6             

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
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L’amplificazione della regione ITS-2 ha prodotto una regione di 450 bp (Fig. 

3)  per tutti i campioni analizzati. 

 

 

Fig. 3. Amplificazione della regione ITS-2 di D. dendriticum. Nei pozzetti: 1, 2, 3, 4, 6, 7, 

8, 9 sono stati caricati i campioni; nei pozzetti 5, 10 è stato caricato il ladder 100 bp. 

 

 

Sequenziamento 

Dal sequenziamento della regione 28S è stata ottenuta una sequenza di 581 

bp. 

Tutte le sequenze 28S ottenute hanno presentato una identità del 100% tra di 

loro e con la sequenza 28S di D. dendriticum già depositata in GenBank 

(numero di accesso in GenBank:  AF 151939). 

Dal sequenziamento della regione ITS-2 è stata ottenuta una sequenza di 402 

bp. La sequenza ITS-2 di D. dendriticum non era presente in GenBank ed è 

ora disponibile con numero di accesso DQ 379986. 

            1       2      3        4      5       6      7       8       9     10 

450 bp 

             1       2      3        4      5       6      7       8       9     10 
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Mediante allineamento delle sequenze ITS-2 ottenute, sono state osservate 

variazioni intra- e interpopolazione. In particolare, 15 esemplari hanno 

presentato una sostituzione T\A in posizione 215 ed una sostituzione A\G in 

posizione 300; 4 esemplari hanno presentato solo una sostituzione T/A in 

posizione 215 e 9 esemplari una sostituzione C/A in posizione 267.  

Le sequenze 28S ed ITS-2 ottenute sono state anche comparate con le 

sequenze di un’altra specie di Dicrocoelium,  D. hospes, presenti in 

GenBank. 

Per quanto riguarda la 28S, sono state riscontrate variazioni inter-specie. In 

particolare, la sequenza 28S di D. dendriticum ha presentato una differenza 

di nove nucleotidi rispetto alla sequenza di D. hospes avente numero di 

accesso EF102024, e di tre nucleotidi rispetto alla sequenza di D. hospes 

avente numero di accesso EF102025 (Tabella 3). 

 

 

Tabella 3. Variazioni inter-specie tra le sequenze 28S rDNA di D. dendriticum (numero 

di accesso in GenBank: AF151939), D. hospes (numero di accesso in GenBank: 

EF102024) e D. hospes (numero di accesso in GenBank: EF102025). 

 

 Nucleotide D. dendriticum 

(AF151939) 

D. hospes 

(EF102024) 

D. hospes 

(EF102025) 

 

53 

 

T 

 

C 

 

T 

86 A G G 

89 G A A 

360 G A A 

408 G T             G 

409 T C T 

426 T G T 

442 T C T 

462 T C T 
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Per quanto riguarda la regione ITS-2, D. dendriticum ha presentato 

differenze rispetto a  D. hospes per 33 nucleotidi: 26 sostituzioni e 7 

delezioni. Le sostituzioni sono state sia transizioni purina-purina (A-G e G-

A; n = 11) o pirimidina-pirimidina (C-T e T-C; n = 8), che transversioni 

purina/pirimidina (G-T, A-T; n = 5) o pirimidina/purina (T-G, T-A,C-G, C-

A; n = 2) (Fig. 4). 

       

 

 

Dd        ------------------------------------TAATGTGAACTGCATACTGCTTTG    

24 

Dh(EF102026)    TTTGTGTCGATGAAGAGCGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGCATACTGCTTTG 60 

 

Dd              AACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCCATGGGTTAGCCTGTGGCCACGCCTGTCCG 84 

Dh(EF102026)    AACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCCATGGGTTAGCCTGTGGCCACGCCTGTCCG 120 

 

Dd              AGGGTCGGCTTACAAACTATCACGACGCCCAATAAGTCGTGGCTTGGATTTTGCCAGCTG 144 

Dh(EF102026)    AGGGTCGGCTTATGAACTATCACGACGCCCAATAAGTCGTGGCTTGGATTTTGCCAGCTG 180 

 

Dd              GCTTTACTCCCCAGTCGGAAACGTCAGGGGTGTCAGATCTATGGCGTTATCCTAATGTAT 204 

Dh(EF102026)    GCTTCAATCCCCAGACGAGAATGTCAGGGGTGTCAGATCTATGGCGTTATCCCAATATAT 240 

 

Dd              CCGGATACACWCACCTAGTTATCAGACAGGTGGAGATGTGTCTACGGAGTCGTGGCTCAG 264 

Dh(EF102026)    CCTGATGCACACATCTGGATAATACACAGATGGAGATGTGTCAACGGAGTCGTGGCTCAG 300 

 

Dd              TAMTATTTATGCGCGCTCTGTAGAACATCTCGTGTRGTGAATTCCGAAATACGGCCTTCT 324 

Dh(EF102026)    TG-TAATTATGCGCGCTCTGTAAAACATCTCG-----TGAATTCCGAAATATGACCTTCT 354 

 

Dd              AATCCTGACCTCGGATCAGACGTGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCACTAAGCGGAG 384 

Dh(EF102026)    AATCCCGACCTCGGATCAGACGTGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCACTAAGCGGAG 414 

                 

Dd              GAAAAGAAACCTAACCAA 402 

Dh(EF102026)    GAAAAGAAAC-TAAC--- 428 

                                         

                                  

Fig. 4. Allineamento delle sequenze (5’ 3’) delle regioni ITS-2 (in grassetto) di D. 

dendriticum (numero di accesso in GenBank: DQ379986) e D. hospes (numero di accesso 

in GenBank: EF102026). I gap sono indicati con il trattino (-). W = T/A; M = C/A: R = 

A/G. 

 

Inoltre, sono state osservate variazioni inter-specie tra le “varianti” ITS-2 di 

D. dendriticum (gruppo di isolati 2,3,4) e di D. hospes (Tabella 4). 
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Tabella 4. Variabilità inter-specie nella regione ITS-2 in gruppi di isolati di D. 

dendriticum e D. hospes.  

 

D. dendriticum D. hospes Variabilità 

Gruppo di isolati 1 

(n=122)
a 

Gruppo di isolati 1
e 

8.2% 

Gruppo di isolati 2 (n=15)
b 

Gruppo di isolati 1
e 

8.5% 

Gruppo di isolati 3 (n=9)
c 

Gruppo di isolati 1
e 

8.2% 

Gruppo di isolati 4 (n=4)
d 

Gruppo di isolati 1
e 

8.5% 

 

a) 80 campioni, la cui sequenza è stata depositata in GenBank con il numero di accesso: 

DQ379986; b) 15 campioni che presentavano le sostituzioni T215A e A300G; c) 9 

campioni che avevano solo una sostituzione C/A in posizione 267; d) 4 campioni che 

mostravano solo una sostituzione T/A in posizione 215; e) 5 campioni di D. hospes. 
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3. Valutazione effetti degli antigeni somatici di D. dendriticum su 

cellule di epatocarcinoma 

Al fine di valutare l’effetto degli estratti proteici di D. dendriticum su 

cellule di epatocarcinoma (HepG2 e HuH7), sono stati eseguiti saggi di 

vitalità cellulare , apoptosi, autofagia e stress ossidativo. 

 

Materiali e metodi 

Estrazione degli antigeni somatici di D. dendriticum   

Fase di omogeneizzazione - Gli esemplari adulti di D. dendriticum 

prelevati al macello da fegati di animali naturalmente parassitati 

(principalmente ovini e caprini), sono stati sottoposti ad una serie di 

lavaggi con soluzione fisiologica, prima di essere omogenati. 

L’omogenizzazione è stata ottenuta inizialmente mediante cicli di 

congelamento/scongelamento in azoto liquido e successivamente con 

l’utilizzo del Dounce.  

I parassiti sono stati omogenati in PBS con l’aggiunta di : 

- NaF (conc. finale 25mM) 

- Ortavanadato di Sodio (conc. finale 1mM) 

- Aprotinina  (10µg/mL)  

- Leupeptina  (10µg/mL) 

- PMSF (conc. finale 1 mM) 

Rimozione dei lipopolisaccaridi (LPS) - L’omogenato ottenuto è stato 

incubato per 30’ in ghiaccio e  centrifugato a 12000 rpm a 4 ºC per 5’. 
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Al surnatante (parte contenente il citoplasma) è stato aggiunto il Triton-

X114, in modo da rimuovere tutti i residui di LPS, attraverso il seguente 

protocollo: 

- Aggiunta dell’1% di Triton-X114 alla soluzione contenente le proteine 

- Incubazione in ghiaccio per 5’ 

- Vortexare 

- Incubazione a 37 ºC per 5-10’ (per permettere la formazione della fase 

ricca in micelle)  

- Centrifugazione a 37 ºC (rotore pre-riscaldato) per 1’ a 13000 rpm 

- Trasferimento del surnatante (proteine purificate) in una nuova provetta 

sterile 

- Aggiunta  delle Bio-Beads SM2 (Bio-Rad, CA, USA), precedentemente 

attivate, per rimuovere il  Triton-X114. 

 

Preparazione delle  Bio-Beads SM2 - Unire 1 g di biglie a 10 mL di 

metanolo e miscelare invertendo. Lasciare che le biglie vadano sul fondo 

della provetta per 5’, successivamente eliminare il metanolo. Aggiungere 

10 mL di Triton-X114 buffer  (Triton-X114  2 %, 20 mM di Tris-HCl pH8) 

alle biglie ed incubare per 2h a 4 ºC. Successivamente, rimuovere il Triton-

X114 buffer e lavare le biglie prima con metanolo e poi per 2-3 volte con 

PBS. Infine eliminare il buffer di lavaggio dalle biglie. 
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         RAPPORTO BIGLIE/SURNATANTE:  

1gr di biglie per 5 mL di campione 

 Incubare per 1h a 4 ºC 

 Rimuovere le biglie, centrifugando per 5’a 14000 rpm a 4 ºC  

 

Filtrare il tutto attraverso una membrana di 0,2 µm, aliquotare e congelare a 

-80 ºC per i successivi saggi in vitro. 

 

Determinazione della concentrazione proteica  

La concentrazione totale delle proteine è stata determinata mediante il 

metodo Lowry. A 5 μl di campione sono stati aggiunti 1,5 ml di una 

soluzione costituita da Lowry A (190 mM Na2CO3, 100 mM NaOH, 0,7 

mM NaK tartato) e Lowry B ( 20 mM CuSO4 H2O) in rapporto 49:1. 

Successivamente, sono stati aggiunti 150 μl di una soluzione costituita da 

acqua e dal reagente folinico Folin & Ciocalteu’s Phenol reagent (Sigma), 

in rapporto 7:5. La reazione avviene per 20’ a temperatura ambiente. 

L’assorbanza dei campioni è misurata con uno spettrofotometro settato alla 

lunghezza d’onda di 660 nm. Concentrazioni crescenti di albumina bovina 

sierica sono state usate come standard. 

    

Colture Cellulari 

Il sistema sperimentale utilizzato è rappresentato da due linee cellulari di 

epatocarcinoma, HepG2 e HuH7. 
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Le cellule di epatocarcinoma HepG2 sono state mantenute nel mezzo di 

coltura RPMI-1640, contenente 10% di Siero Fetale Bovino (Gibco) 

inattivato al calore, 100 unità/ml di penicillina, 100 unità/ml di 

streptomicina (ICN) e glutamina 2 mM. Le cellule HuH7, invece, sono 

state mantenute in DMEM, con 10% di Siero Fetale Bovino 

scomplementato, 100 unità/ml di penicillina, 100 unità/ml di streptomicina 

e HEPES 20 mM. Nel corso delle colture, le cellule sono state mantenute a 

37°C e 5% di CO2. 

 

Saggi di proliferazione cellulare 

Il saggio con MTT (bromuro di dimetil-tiazolil-difenil-tetrazolio) (MTT 

Cell Proliferation Assay Kit, Invitrogen) è un test colorimetrico 

quantitativo. Il saggio si basa sulla capacità degli enzimi succinato 

deidrogenasi mitocondriali, presenti nelle cellule vitali, di trasformare il 

sale MTT tetrazolium 3-(4,5-dimethylthiazolo-2-yl)-2,5- 

diphenytetrasolium bromide, di color giallo, in cristalli di formazano, 

mediante rottura dell’anello tetrazolico. I cristalli presentano una 

colorazione porpora e sono insolubili in soluzioni acquose. I cristalli 

ridisciolti in isopropanolo acidificato formano una soluzione purpurea 

misurata spettrofotometricamente a 595 nm. I valori di assorbanza sono 

proporzionali alla quantità di formazano prodotta e, quindi, all’attività 

metabolica e alla vitalità cellulare. Questo test fornisce un’indicazione 

relativa della popolazione cellulare vitale e permette di valutare la tossicità 

di una sostanza, attraverso il confronto tra gli indici di vitalità cellulare 

ottenuti dalle cellule trattate rispetto ai controlli. 

Le cellule HepG2 ed Huh7 sono state piastrate in piastre da 96 pozzetti ad 

una densità di 5000 e 4500 cellule/pozzetto, rispettivamente. Dopo 24 h, le 
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cellule sono state trattate con le diverse concentrazioni degli antigeni 

somatici di D. dendriticum per 24, 48 e 72 ore. Terminato il periodo 

d’incubazione con i diversi trattamenti, l’MTT è stato aggiunto a tutti i 

pozzetti delle multiwell da 96, ad una concentrazione finale del 10%. Dopo 

un’incubazione minima di 4h, la soluzione terreno/MTT è stata rimossa; in 

seguito i sali di formazano sono stati solubilizzati con una soluzione di 

isopropanolo/HCL 0,1N per 20 minuti, in agitazione costante. 

Infine, è stata eseguita la misura dell’assorbanza della soluzione presente 

rispettivamente in ogni pozzetto della multiwell, con un lettore ELISA 

(Biorad 550). Le letture di assorbanza sono state eseguite in doppia 

lunghezza d’onda (570nm-655nm). Il calcolo della percentuale di 

inibizione sulla crescita cellulare è stato eseguito utilizzando la formula 

seguente, che rappresenta il rapporto fra la differenza di assorbanza 

calcolata tra il controllo non trattato ed ogni campione trattato, e 

l’assorbanza del controllo non trattato.  

 

Espressione dei risultati 

 

                    Crescita cellulare: assorbanza media cellule trattate  x 100 

                                               assorbanza media cellule controllo 

 

 

                Valutazione dell’apoptosi mediante analisi al citofluorimetro 

La valutazione  dell’apoptosi è stata eseguita utilizzando la colorazione con 

ioduro di propidio (PI) e la marcatura con l’annessina V. L’ annessina V si 

lega ai residui di fosfatidilserina, che vengono traslocati dal versante 
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interno al versante esterno della membrana plasmatica durante le prime fasi 

dell'apoptosi. Durante l’apoptosi le cellule si colorano con l’Annessina V 

dopo la condensazione della cromatina ma prima della perdita della 

capacità della membrana plasmatica di escludere lo ioduro di propidio. 

Quindi, mediante la colorazione delle cellule con annessina V e ioduro di 

propidio, è possibile identificare le seguenti popolazioni cellulari: le cellule 

vive non apoptotiche (negative sia per annessina V che per ioduro di 

propidio); cellule apoptotiche precoci (positive per annessina V e negative 

per ioduro di propidio); cellule in apoptosi avanzata o necrotiche (positive 

per annessina V e/o ioduro di propidio). La marcatura delle cellule 

apoptotiche è stata effettuata utilizzando l'Annexin-V-kit (BD Biosciences 

Pharmigen, Europe). Dopo i tempi di incubazione, le cellule sono state 

staccate mediante EDTA-Tripsina 0,02-0,05% e sono state risospese in 

terreno completo (DMEM 10% FBS). Aliquote da 2,5x10
5
 cellule sono 

state centrifugate per 8 minuti a 1200 rpm e lavate con PBS. Il pellet 

cellulare è stato incubato con l’annessiva V in un apposito buffer (fornito 

dai produttori) per 10’ a temperatura ambiente, lavato e risospeso nello 

stesso buffer, come descritto dai produttori. L'analisi delle cellule 

apoptotiche è stata effettuata al citofluorimetro (FACScan, Becton 

Dickinson). Per ciascun campione sono stati acquisiti 2 x 10
4
 eventi. Gli 

esperimenti sono stati eseguiti in triplicato. La valutazione dell’apoptosi 

mediante colorazione con ioduro di propidio è stata analizzata utilizzando il 

kit Apoptosis Detection Kits (MedSystems Diagnostics, Vienna, Austria). 

Le cellule, lavate in PBS e risospese in 190µl di un tampone prediluito 

(1:4), sono state incubate per 10’ al buio con 10 μl di una soluzione ioduro 

di propidio 20µg /ml e analizzate al citofluorimetro.  
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L’apoptosi è stata espressa con la seguente formula: 

Apoptosi (%) = n° cellule fluorescenti (verdi)   x 100 

                              n° cellule totali 

 

Per numero di cellule totali si intende la somma delle cellule vive e delle 

cellule morte. 

 

Valutazione dell’autofagia 

La valutazione dell’autofagia è stata eseguita mediante incubazione con la 

monodansilcadaverina, un marcatore fluorescente specifico per gli 

autofagosomi. Le cellule HuH7, trattate per 24 h con gli antigeni somatici 

di D. dendriticum (100 g/ml), sono state piastrate in multiwell-6 alla 

densità di 3 x 10
5
 cellule/well, in terreno DMEM completo. Le cellule sono 

state incubate con monodansilcadaverina per 15’. Le cellule sono state poi 

lavate due volte con PBS e analizzate al FACS (FacSCAN, Becton 

Dickinson, San Josè, CA USA). 

 

Valutazione dello stress ossidativo mediante analisi citofluorimetrica 

L’analisi citofluorimetrica è stata eseguita valutando il contenuto dei ROS 

(specie reattive dell’ossigeno) all’interno delle cellule. Le cellule HuH7, 

trattate per 72 h con gli antigeni somatici di D. dendriticum (100 g/ml), 

sono state piastrate in multiwell-6 alla densità di 3 x 10
5
 cellule/well, in 

terreno DMEM completo Le cellule sono state incubate per 1 h con 20 

ng/ml di diidroetidina. La diidroetidina (non fluorescente) entra 

liberamente nelle cellule e, legandosi agli ioni superossido, viene 

deidrogenata a bromuro di etidio (fluorescenza rossa). Le cellule sono state 
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poi lavate due volte con PBS e analizzate al FACS (FacSCAN, Becton 

Dickinson, San Josè, CA USA). Per ciascun campione sono stati acquisiti 

circa 20000 eventi e la fluorescenza è stata misurata sul canale FL2-H 

mediante il software FACScalibur (Applied Biosystems).  

 

Risultati 

Analisi della vitalità cellulare mediante Test MTT 

Per capire gli effetti degli antigeni somatici di D. dendriticum sulle linee 

cellulari HepG2 e HuH7 è stata misurata la vitalità cellulare, mediante 

saggio con MTT, dopo trattamento per 24, 48 e 72 h con le diverse 

concentrazioni degli antigeni somatici di D. dendriticum.  

L’esperimento è stato ripetuto per tre volte. Come è possibile vedere dai 

grafici di seguito riportati (Fig. 5-6), le cellule, a diverse ore e 

concentrazioni di trattamento con gli antigeni somatici di D. dendriticum, 

mostrano un’inibizione della crescita cellulare. 
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Fig. 5. Valutazione della vitalità cellulare mediante test MTT in HepG2 dopo 24, 48 e 

72 h di trattamento con gli antigeni somatici di D. dendriticum. I risultati sono espressi 

come rapporto dell’assorbanza dei trattati sui controlli. 

 

            

Fig. 6. Valutazione della vitalità cellulare mediante test MTT in HuH7 dopo 24, 48 e 72 

h di trattamento con gli antigeni somatici di D. dendriticum. I risultati sono espressi 

come rapporto dell’assorbanza dei trattati sui controlli. 
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                 Apoptosi 

Abbiamo quindi voluto indagare se il meccanismo apoptotico fosse la 

causa del fenomeno di inibizione cellulare osservato. A tal fine le cellule 

sono state trattate per 24 e 48 h con gli antigeni somatici di D. dendriticum 

con una concentrazione di 100 g/ml, risultata essere quella con la 

maggiore capacità inibitiva (inibizione proliferativa = 45%). Sono stati 

preparati 4 controlli: uno con cellule non trattate, uno con cellule trattate 

con annessina V, uno con cellule trattate con ioduro di propidio ed uno con 

cellule trattate sia con annessina V sia con ioduro di propidio. 

Per valutare la quota di cellule apoptotiche presenti nelle colture cellulari, è 

stato misurato, mediante analisi al citofluorimetro, il livello di 

incorporazione di annessina V e ioduro di propidio.  

I risultati mostrano che non vi sono differenze tra la popolazione di 

controllo e quelle trattate con gli antigeni somatici di D. dendriticum sul 

numero di cellule apoptotiche. E’ stato riscontrato solo un piccolo aumento 

della percentuale di cellule necrotiche. I grafici mostrano i risultati ottenuti 

a  24 h (Fig. 7) e a 48 h (Fig. 8) dal trattamento. 
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Fig. 7. Valutazione dell’apoptosi in cellule HuH7 dopo trattamento per 24 h con gli 

antigeni somatici di D. dendriticum. A: cellule non trattate; B: cellule trattate con 

annessina V; C: cellule trattate con ioduro di propidio; D: cellule trattate con annessina 

V e ioduro di propidio; E: cellule trattate con gli antigeni somatici di D. dendriticum 

(100 g/ml). 
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Fig. 8. Valutazione dell’apoptosi in cellule HuH7 dopo trattamento per 48 ore con gli 

antigeni somatici di D. dendriticum. A: cellule non trattate; B: cellule trattate con 

annessina V; C: cellule trattate con ioduro di propidio; D: cellule trattate con annessina 

V e ioduro di propidio; E: cellule trattate con gli antigeni somatici di D. dendriticum 

(100 g/ml). 
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Autofagia 

A questo punto si è valutato il grado di autofagia delle cellule in esame, 

andando ad analizzare la monodansilcadaverina, un marcatore fluorescente 

specifico per gli autofagosomi. A tal fine le cellule sono state trattate per 24 

ore con gli antigeni somatici di D. dendriticum con una concentrazione di 

100 g/ml, risultata essere quella con la maggiore capacità inibitiva 

(inibizione proliferativa = 45%). Sono stati preparati 2 controlli: uno 

negativo con cellule non trattate ed un controllo positivo trattato con 

monodansilcadaverina. I risultati non hanno mostrato alcuna differenza tra 

la popolazione di controllo e quella trattata (Fig. 9).  

 

Fig. 9. Valutazione dell’autofagia in cellule HuH7 dopo trattamento per 24 h con gli 

antigeni somatici di D. dendriticum. A: popolazione cellulare; B: controllo negativo; C: 

controllo positivo con monodansilcadaverina; D: cellule trattate con gli antigeni 

somatici di D. dendriticum (100 g/ml). 
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Stress ossidativo 

In ultima analisi è stato valutato lo stress ossidativo in cellule HuH7, dopo 

72 h dal trattamento con gli antigeni somatici di D. dendriticum, 

analizzando la diidroetidina. Le cellule sono state trattate per 72 h con gli 

antigeni somatici di D. dendriticum ad una concentrazione di 100 g/ml.  

Sono stati preparati 5 controlli: un controllo negativo, un controllo positivo 

con cellule trattate con diidroetidina, un controllo positivo con cellule 

trattate con H2O2, un controllo positivo con cellule trattate con N-acetil-

cisteina (NAC), un controllo positivo con cellule trattate con H2O2 e NAC. 

La diidroetidina (20 ng/ml) veniva aggiunta dopo 72 h (prima della lettura 

al FACS) a tutti i controlli, tranne al controllo negativo. 

I risultati mostrano un aumento dello stress ossidativo nelle cellule trattate 

con gli antigeni somatici di D. dendriticum di circa il 20% rispetto al 

controllo negativo (Fig. 10). 
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Fig. 10. Valutazione dello stress ossidativo in cellule HuH7 dopo trattamento per 72 h 

con gli antigeni somatici di D. dendriticum. A: popolazione cellulare; B: controllo 

positivo con diidroetidina (20 ng/ml); C: controllo positivo con N-acetil-cisteina (NAC); 

D: controllo negativo; E: cellule trattate con H2O2 (500UM); F: cellule trattate con H2O2 

e NAC; G: cellule trattate con gli antigeni somatici di D. dendriticum (100 g/ml). 
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 

Il modello biologico scelto per il mio lavoro di dottorato è stato D. 

dendriticum, un trematode diffuso in diverse specie animali ed agente di 

una zoonosi food-borne. In particolare, questo studio si è proposto di 

approfondire le nostre conoscenze su questo parassita, focalizzandoci sugli 

aspetti epidemiologici, biologici e molecolari. Infatti, per poter sviluppare 

misure di profilassi, per programmi sia di salute pubblica che veterinaria, è 

necessario approfondire le complesse interazioni che intercorrono tra questi 

differenti aspetti (Hurtrez-Boussès et al., 2001). 

I risultati di questa tesi hanno dato un importante contributo alle 

conoscenze relative alla epidemiologia della dicrocoeliosi in Campania ed 

hanno consentito di caratterizzare le regioni ITS2 e 28S del rDNA di D. 

dendriticum. Inoltre, hanno fornito dati preliminari sui meccanismi 

molecolari mediati dall’interazione ospite-parassita. 

Per quanto riguarda l’indagine epidemiologica, la presenza di D. 

dendriticum è stata riscontrata nel 66,9% degli allevamenti ovini esaminati 

nella Regione Campania. Questi risultati sono in linea con quelli riscontrati 

in Calabria (province di Catanzaro, Cosenza e Crotone - 48% ) (Veneziano 

et al., 1998), in un’area appenninica a cavallo di tre regioni (Campania, 

Puglia e Basilicata - 67,5%) (Cringoli et al., 2002), nel Lazio (57,7%) 

(Cringoli, 2003) ed in Basilicata (61,2%) (Bosco et al., 2011; Cringoli, 

2012).  

Tali dati confermano che la dicrocoeliosi è una parassitosi endemica negli 

allevamenti ovini della nostra penisola, sebbene spesso sottostimata. Solo 

attraverso la conoscenza della sua epidemiologia, si può porre rimedio alla 

diffusione di questa infezione parassitaria ed ai conseguenti effetti negativi 

sulle performances e sulla produttività degli animali da reddito (Cringoli et 

al., 2008). 
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Un dato molto interessante si è ottenuto dallo studio epidemiologico della 

dicrocoeliosi in scoiattoli considerati come nuovi “pets”. Questi animali 

sono divenuti sempre più presenti nelle nostre case come animali da 

compagnia e come tali sta crescendo l’interesse in medicina veterinaria. 

Negli ultimi anni, infatti stanno aumentando gli studi su questi “animali 

esotici” non convenzionali anche in ambito parassitologico (Rinaldi et al., 

2012; d’Ovidio et al., 2014a). I risultati ottenuti dal presente studio 

mostrano una prevalenza di D. dendriticum del 10% negli scoiattoli in 

esame ed in accordo con quelli ottenuti in precedenza da Shimalov e 

Shimalov (2002) dimostrano come tali animali siano suscettibili 

all’infezione sostenuta dal piccolo distoma epatico. Inoltre tali studi hanno 

messo in evidenza come gli “animali esotici” siano resevoir di molte 

parassitosi, sottolineando l’importanza di effettuare appropriati programmi 

di controllo dal momento che molte di queste parassitosi sono di interesse 

zoonotico (d’Ovidio et al., 2014b).  

Per quanto riguarda le analisi molecolari, i risultati di questo studio hanno 

innanzitutto evidenziato che tutti gli esemplari di Dicrocoelium esaminati, 

isolati da bovini ed ovini provenienti da diverse località del sud Italia, 

appartengono alla specie D. dendriticum. 

Sebbene studi precedenti abbiano rilevato un’elevata variabilità nelle 

popolazioni di D. dendriticum, sia in base a parametri genetici (Sandoval et 

al., 1999) che morfologici (Birova e Macko, 1987; Macko e Birova, 1989), 

in questo lavoro è stata riscontrata una variabilità intra-specie inferiore 

all’1% (0,25%-0,50%) per quanto riguarda la regione ITS-2 e pari a zero 

per la regione 28S. Questi dati, invece, sono in linea con quelli riscontrati 

da Gorjipoor et al. (2013) che hanno riscontrato una variabilità intra-specie 

pari a 0-0,42%.  
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Di contro, dal confronto tra le sequenze di D. dendriticum ottenute e quella 

di D. hospes presenti in GenBank, è stata rilevata una variabilità inter-

specie compresa tra 8,2% e 8,5% per quanto riguarda la regione ITS-2. La 

variabilità inter-specie calcolata per la 28S è risultata, invece, nettamente 

inferiore, con valori di 0,5-1,6%. Questo dato è in linea con quanto atteso, 

essendo la 28S una regione altamente conservata (Nolan e Cribb, 2005). 

Per quanto riguarda la regione 28S, Otranto et al. (2007) hanno rilevato 

valori di variabilità inter-specifica pari a 1,4 e 1,7% tra D. hospes e D. 

dendriticum e tra D. hospes e D. chinensis, rispettivamente. 

Analoghi studi condotti su altre specie di trematodi hanno evidenziato 

risultati simili riguardo la regione ITS-2; infatti, la variabilità inter-

specifica tra i Trematodi epatici Fasciola hepatica e F. gigantica è del 

2,8% e tra F. hepatica e F. magna è del 13,2% (Adlard e al., 1993); la 

variabilità inter-specifica tra i Trematodi ruminali Calicophoron daubneyi e 

C. calicophorum è del 2,8% e tra C. daubneyi e C. microbothrioides è del 

2,6% (Rinaldi et al., 2005). 

Infine, un altro aspetto di D. dendriticum, preso in considerazione nel 

nostro studio, è stato il suo potenziale coinvolgimento nella tumorigenesi. 

D. dendriticum, infatti, è una specie della classe dei Trematodi, a cui 

appartengono anche specie (S. haematobium, O. viverrini e C. sinesis) 

coinvolte in processi neoplastici (Fried et al., 2011). Per tale motivo 

abbiamo studiato l’effetto degli estratti proteici di D. dendriticum in cellule 

di epatocarcinoma umano (HepG2 e HuH7). I risultati ottenuti dal nostro 

studio mostrano che D. dendriticum non ha effetti su processi neoplastici 

quali proliferazione e apoptosi, come invece è stato riscontrato in studi 

condotti in precedenza su S. haematobium, O. viverrini e C. sinensis 

(Thuwajit et al., 2004; Kim et al., 2008; Botelho et al., 2009; Botelho et al., 

2011), tuttavia i risultati mostrano che D. dendriticum induce uno stress 
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ossidativo in cellule di epatocarcinoma umano. Questo risultato è in linea 

con quanto riportato in molti lavori che dimostrano come le infezioni 

parassitarie siano associate a meccanismi di difesa da parte dell’ospite. In 

particolare, uno dei meccanismi di difesa, derivanti dall’interazione ospite-

parassita, è la generazione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) (Boczòn 

et al., 1996; Sanchez-Campos et al., 1999). I ROS sono prodotti 

normalmente durante i processi metabolici, ma la percentuale di produzione 

aumenta durante alcune infezioni parassitarie quali ad esempio quelle da F. 

hepatica in ovini (SalehMostafa, 2008) e ratti (Kolodziejczyk et al., 2005) 

e da D. dendriticum in ovini (Simsek et al., 2006) e criceti (Sanchez-

Campos et al., 1999). L’accumulo di questi ROS nelle cellule può 

danneggiare diverse biomolecole, e tra queste i lipidi sono probabilmente le 

più suscettibili se non controllate da un appropriato sistema antiossidante 

(Bahrami et al., 2014). Uno dei principali prodotti tossici della 

perossidazione lipidica è la malondialdehyde (MDA). Recentemente, 

Bahrami et al. (2014) hanno riscontrato alti livelli di MDA in associazione 

con il leiomioma del fegato. Questo dato risulta particolarmente importante 

in considerazione del fatto che alti livelli di MDA sono stati riscontrati in 

un lavoro condotto da Değer et al. (2008)  su 18 pecore con infezione miste 

da F. hepatica, F. gigantica e D. dendriticum (il numero minimo e 

massimo dei parassiti presenti a livello epatico era: 6-35, 1-7 e 300-5156, 

rispettivamente). Questi risultati pongono la necessità di effettuare ulteriori 

indagini per chiarire i complessi meccanismi che scaturiscono 

dall’interazione ospite-parassita e per definire meglio l’implicazione 

oncogenica di D. dendriticum. 

In conclusione, considerando che le parassitosi rientrano nelle patologie più 

comuni, è auspicabile approfondire l’argomento avvalendosi anche di 

nuove tecniche di genomica, proteomica e biologia molecolare per studiare 

la biochimica dei parassiti ed il loro coinvolgimento in processi neoplastici.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=De%C4%9Fer%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18351546
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