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Abstract 

- Obiettivi: Valutazione delle performance analitiche del saggio biomolecolare Novodiag® 

Stool Parasites per la rilevazione di parassiti intestinali da investigare nelle feci del donatore di 

trapianto fecale di microbiota 

- Metodologia: Confronto tra la microscopia ottica, gold standard per la diagnosi delle 

parassitosi intestinali, e il saggio biomolecolare Novodiag® Stool Parasites attraverso l’utilizzo 

di 22 campioni fecali. 

- Risultati: Sul totale dei campioni i positivi all’esame microscopico sono stati 12 ed i negativi 

10. Per verificare la concordanza tra esame parassitologico e tecnica molecolare tutti i 

campioni sono stati sottoposti al saggio Novodiag® Stool Parasites. I campioni positivi al 

saggio biomolecolare per la presenza di parassiti sono stati 11 ed i negativi 11. 

- Conclusioni: La valutazione preliminare delle performance analitiche del kit Novodiag® Stool 

Parasites si può considerare promettente. Il kit Novodiag® Stool Parasites può essere utilizzato 

efficacemente come strumento nella diagnosi rapida delle parassitosi intestinali sulle feci di 

donatore destinate al trapianto fecale di microbiota. 

 

Abstract 

- Objectives: Evaluation of the analytical performance of the Novodiag® Stool Parasites 

biomolecular assay for the detection of intestinal parasites in faeces of the faecal microbiota 

transplant donor. 

- Methodology: Comparison between the gold standard for the diagnosis of intestinal 

parasites, light microscopy, and the Novodiag® Stool Parasites biomolecular assay through 

the use of 22 fecal samples. 

- Results: Twelve out of 22 samples were positive on microscopic examination. In order to assess 

the overlapping between the results obtained through parasitological examination and the 

molecular methodology, all samples were tested to the Novodiag® Stool Parasites assay. 

Positive samples detected by biomolecular assay were 11 out of 22.  

- Conclusion: The preliminary evaluation of the analytical performance of the Novodiag® Stool 

Parasites kit can be considered promising. The Novodiag® Stool Parasites kit can be 

effectively used as a tool in the fast diagnosis of intestinal parasitoses on the faecal 

microbiota transplant donor faeces. 
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INTRODUZIONE 

Per “microbiota” si intende una comunità ecologica di microrganismi commensali, simbionti e 

patogeni presenti in un dato ecosistema (Marchesi et al., 2016). Il microbiota umano è l’insieme di 

tutti i microrganismi che colonizzano il corpo umano. Queste comunità sono costituite da eucarioti, 

archea, batteri e virus. La composizione e i ruoli dei batteri che fanno parte di queste comunità sono 

stati studiati intensamente mentre i ruoli di virus, archea e eucarioti unicellulari rimangono meno 

conosciuti. Si stima che il microbiota umano contenga fino a 1014 cellule batteriche, un numero che 

è 10 volte maggiore del numero di cellule eucariotiche umane. Il microbiota colonizza praticamente 

ogni superficie del corpo esposta all’ambiente esterno e in parte quella dell’ambiente interno. I 

batteri prosperano sulla pelle, nel tratto genito-urinario, gastrointestinale e respiratorio. L’organo più 

fortemente colonizzato è il tratto gastrointestinale. (Sekirov et al., 2010). La comunità di batteri che 

colonizzano il tratto gastrointestinale viene definita “microbiota intestinale”. Per lungo tempo la 

mancanza di tecniche di laboratorio adeguate ha condizionato lo studio del microbiota intestinale 

essendo gli approcci basati sulle colture inadeguati per la crescita di gran parte della comunità 

microbica costituita da batteri anaerobi (Moore e Holdeman, 1974; Biedermann e Rogler, 2015). Lo 

sviluppo di approcci coltura indipendenti come le tecniche basate sul sequenziamento della 

subunità 16S dell’RNA ribosomale batterico e lo Shotgun metagenomic sequencing hanno facilitato 

l’identificazione, la classificazione dei batteri e lo studio dei geni dell’intera comunità microbica, il 

cosiddetto microbioma (Poretsky et al.2014; Mizrahi et al., 2013). I batteri intestinali sono i regolatori 

chiave della digestione lungo il tratto gastrointestinale, svolgono un ruolo importante nell’estrazione, 

sintesi e assorbimento di molti nutrienti e metaboliti compresi gli acidi biliari, i lipidi, gli amminoacidi, 

le vitamine e gli acidi grassi a catena corta. Il microbiota intestinale possiede una funzione 

immunitaria cruciale contro la colonizzazione di batteri patogeni inibendone la crescita, 

consumando i nutrienti disponibili e/o attraverso la produzione di batteriocine, Inoltre il microbiota 

intestinale previene l’invasione batterica attraverso il mantenimento dell’integrità dell’epitelio 

intestinale (Khosravi e Mazmanian, 2013). I microrganismi del microbiota prevengono la 

colonizzazione da parte di microrganismi patogeni attraverso diversi processi di competizione: 

metabolismo dei nutrienti, modificazione del pH, secrezione di peptidi antimicrobici ed effetti sulle 

vie di segnalazione cellulare. Studi recenti hanno identificato un ruolo critico dei batteri commensali 

e dei loro prodotti nella regolazione dello sviluppo, nel mantenimento dell’omeostasi e nella funzione 

delle cellule immunitarie innate e adattative (Brestoff e Artis, 2013). Le funzioni del microbiota 

intestinale sono altamente conservate tra gli individui, mentre la composizione del microbiota 

intestinale di ogni individuo è caratterizzata da specifiche combinazioni di specie batteriche a causa 

di variazioni inter-individuali e intra-individuali nel corso della vita. La colonizzazione dell’intestino 

umano inizia alla nascita con una rapida espansione della diversità batterica caratterizzata da un 

successivo cambiamento della composizione microbica che alla fine diventa relativamente stabile 

nell’età adulta (Yatsunenko et al., 2012). La composizione del microbiota intestinale umano 

nell’adulto è rappresentata principalmente dai phylum Bacteroidetes e Firmicutes, seguiti da 
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Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia come filum minoritari (Arumugam 

et al., 2012). Il microbiota intestinale umano varia dal punto di vista tassonomico e funzionale in 

ciascuna parte del tratto gastrointestinale subendo variazioni nello stesso individuo a causa delle 

transizioni infantili, dell’età e dei fattori ambientali come l'uso di antibiotici (Flint et al., 2012). Nello 

stato di salute il microbiota intestinale gioca un ruolo rilevante all’interno del nostro corpo, essendo 

principalmente coinvolto nello sviluppo e crescita dell’immunità e nella regolazione di diverse vie 

metaboliche (Purchiaroni et al., 2013; Sekirov et al., 2010; Rajilic-Stojanovic, 2013). Alterazioni 

quantitative e/o qualitative del microbiota intestinale, note con il termine “disbiosi” possono portare 

alla compromissione di questa omeostasi, mediando lo sviluppo di diverse malattie legate al 

microbiota intestinale (Viggiano et al., 2015; Lopetuso et al., 2015). Attualmente, la strategia 

terapeutica utilizzata più efficacemente per correggere la disbiosi intestinali risulta essere il trapianto 

fecale del microbiota (FMT). 

 

Ruolo del microbiota nell’infezione da Clostridium difficile. 

Il Clostridum difficile (Figura 2) è un bacillo gram-positivo anaerobio sporigeno. L’espressione di 

tossine da parte dei ceppi virulenti di C. difficile provoca malattie gastrointestinali con un ampio 

spettro di gravità, che vanno dalla diarrea lieve alla colite pseudomembranosa, megacolon tossico, 

sepsi e morte. C. difficile è considerato un membro della normale microflora intestinale, tuttavia la 

sua crescita è soppressa dalla presenza dominante di altre specie batteriche anaerobiche. La 

suscettibilità dell'ospite all'infezione da C. difficile (CDI) e le recidive derivano in parte dall'incapacità 

del microbiota intestinale di resistere alla colonizzazione di C. difficile (Bien et al., 2013). Al centro 

della patogenesi della CDI c'è la distruzione del microbiota. Un microbiota intestinale sano è 

necessario per la protezione contro la colonizzazione dei patogeni, fenomeno definito resistenza alla 

colonizzazione (Vollaard e Clasener, 1994). Un microbiota non perturbato è in grado di resistere alla 

colonizzazione da parte di agenti patogeni per questo motivo uno stato di disbiosi del microbiota 

porta alla perdita della resistenza alla colonizzazione inclusa la competizione per i nutrienti e la 

competizione ecologica (Britton e Young, 2012). Sebbene molti fattori di rischio associati alla CDI 

possono causare cambiamenti nel microbiota, il fattore più comunemente associato è l'utilizzo di 

antibiotici. Gli antibiotici provocano cambiamenti sia a breve, sia a lungo termine nella 

composizione del microbiota intestinale (Lagier et al., 2012). Una delle principali conseguenze è una 

diminuzione della diversità del microbiota intestinale (Dethlefsen et al., 2008; Dubourg et al., 2014).  

 

Il trapianto fecale di microbiota 

Il trapianto di microbiota fecale (FMT) è il trasferimento di feci da un donatore "sano" a un ricevente 

che si ritiene possa ospitare un microbiota intestinale alterato (andato incontro a disbiosi) con 

conseguente malattia. L'obiettivo è ripristinare l'eubiosi o un microbiota "sano". Il FMT è un 
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importante vagliare attentamente i potenziali donatori di feci (non inferiori ai 18 anni) per agenti 

patogeni al fine di prevenire la trasmissione di malattie al ricevente. Questionari strutturati possono 

essere utilizzati per stimare il rischio di patogeni acquisiti di recente. Tali questionari dovrebbero 

almeno contenere domande riguardanti la storia di viaggio, il comportamento sessuale, la storia 

medica, l’uso di farmaci, l’uso di droghe e fattori di rischio per malattie trasmissibili come tatuaggi 

recenti o piercing. Donatori esposti agli antibiotici negli ultimi 3-6 mesi, con malattie gastrointestinali, 

con diarrea o sotto terapia farmacologica dovrebbero essere esclusi. Le linee guida presenti nel 

Programma Nazionale sul Trapianto di Microbiota Fecale prevedono lo screening del donatore 

attraverso analisi microbiologiche del sangue e delle feci per le varie malattie infettive entro 4 

settimane prima della donazione e il giorno stesso della donazione attraverso test rapidi 

microbiologici effettuati sulle feci del donatore. (Bakker e Niewdorp, 2017; Cammarota et al., 2017; 

Paramsothy et al., 2015; Vindigni e Surawicz, 2017). Il metodo ottimale di preparazione del materiale 

è ancora in fase di discussione. Generalmente il materiale fecale fresco deve essere processato 

entro 6 ore dalla produzione del donatore e può essere conservato a temperatura ambiente fino ad 
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trattamento consolidato per le infezioni ricorrenti da C. difficile (rCDI) (riclassificato come 

Clostridioides difficile) (Debast et al., 2014; McDonald et al., 2018) con tassi di guarigione dell’80-90% 

(Quraishi et al., 2017). L’infezione da C. difficile si può manifestare con un quadro di colite grave 

soprattutto in pazienti anziani e ospedalizzati, potendo dar luogo a complicanze severe come 

megacolon, perforazione intestinale, shock. La patologia, tipicamente associata a uno stato di 

alterazione del microbiota intestinale, molto spesso causato dall’assunzione di antibiotici, è legata 

alla produzione di tossine che danneggiano la mucosa intestinale e determinano infiammazione e 

diarrea. Il trattamento standard dell’infezione da C. difficile prevede l’utilizzo di vancomicina o 

fidaxomicina come terapia di prima linea, ma si assiste in molti casi alla ricorrenza dell’infezione con 

ricomparsa dei sintomi e di positività delle tossine nelle feci. Il fenomeno sembra essere correlato al 

persistere dello stato di alterazione del microbiota intestinale causata dall’uso degli antibiotici stessi. 

La comparsa di ceppi nosocomiali resistenti a certi antibiotici e dotati di maggiore virulenza ha 

recentemente aumentato la numerosità dei casi e la loro severità. Il tasso di incidenza e la mortalità 

delle infezioni da C. difficile è notevolmente aumentato negli ultimi decenni soprattutto in ambiente 

ospedaliero e comunitario. Alla luce dell’elevato tasso di efficacia nella cura dell’infezione ricorrente 

da C. difficile (92-94%) e di un numero molto basso di effetti collaterali (la maggioranza di lieve entità) 

il FMT risulta essere un’arma terapeutica molto efficace per il trattamento di pazienti affetti da 

infezione ricorrente da C. difficile refrattari alla antibioticoterapia standard (rCDI). Linee guida 

americane ed europee raccomandano il FMT quale opzione terapeutica consolidata per il 

trattamento della forma ricorrente dell’infezione. Negli ultimi anni, il FMT è diventato una pratica in 

forte espansione dove i protocolli più pubblicati e le raccomandazioni riguardo alla metodologia 

del FMT si basano su opinioni, buon senso ed esperienze aneddotiche. Quindi, per quanto riguarda 

la selezione del donatore, la preparazione dei campioni fecali e la somministrazione della soluzione 

al ricevente, esistono ancora grandi differenze tra i centri di tutto il mondo nei metodi di FMT. 

Secondo il Programma Nazionale sul Trapianto di Microbiota Fecale pubblicato nel 2018 è 

importante vagliare attentamente i potenziali donatori di feci (non inferiori ai 18 anni) per agenti 

patogeni al fine di prevenire la trasmissione di malattie al ricevente. Questionari strutturati possono 

essere utilizzati per stimare il rischio di patogeni acquisiti di recente. Tali questionari dovrebbero 

almeno contenere domande riguardanti la storia di viaggio, il comportamento sessuale, la storia 

medica, l’uso di farmaci, l’uso di droghe e fattori di rischio per malattie trasmissibili come tatuaggi 

recenti o piercing. Donatori esposti agli antibiotici negli ultimi 3-6 mesi, con malattie gastrointestinali, 

con diarrea o sotto terapia farmacologica dovrebbero essere esclusi. Le linee guida presenti nel 

Programma Nazionale sul Trapianto di Microbiota Fecale prevedono lo screening del donatore 

attraverso analisi microbiologiche del sangue e delle feci per le varie malattie infettive entro 4 

settimane prima della donazione e il giorno stesso della donazione attraverso test rapidi 

microbiologici effettuati sulle feci del donatore. (Bakker e Niewdorp, 2017; Cammarota et al., 2017; 

Paramsothy et al., 2015; Vindigni e Surawicz, 2017). Il metodo ottimale di preparazione del materiale 

è ancora in fase di discussione. Generalmente il materiale fecale fresco deve essere processato 

entro 6 ore dalla produzione del donatore e può essere conservato a temperatura ambiente fino ad 

ulteriore elaborazione (per proteggere i batteri anaerobi, il materiale deve essere lavorato il più 

velocemente possibile). Circa 50 g (per un minimo di 30 g) di materiale fecale viene mescolato con 

circa 150 mL di cloruro di sodio normale sterile da un miscelatore. La miscela viene filtrata con un 

filtro o una garza per eliminare il particolato di grandi dimensioni che potrebbe ostruire il canale 

dell’endoscopio. Infine, il filtrato viene infuso in siringhe da 60 ml ed infuso nel tratto gastrointestinale 

del ricevente (Cammarota et al., 2017; Vindigni e Surawicz, 2017; Sokol et al., 2016).  

 

MATERIALI E METODI 

Esame microscopico delle feci mediante concentrazione del campione fecale attraverso il sistema 

Para-Pak Macro-CON. 

Para-Pak Macro-CON è un sistema per la concentrazione di parassiti provenienti da campioni fecali 

conservati. L’unità di filtraggio è progettata per essere utilizzata direttamente con la fiala di raccolta 

dei campioni Para-Pak SAF, un fissativo / conservante multiuso per il trasporto delle feci contenente 

sodio acetato di formalina per esame diretto, concentrazione e colorazione permanente dallo 

stesso campione. In questo modo si ottiene un sistema completamente chiuso, riducendo al minimo 

l’esposizione dell’operatore ad agenti potenzialmente infetti. Macro-CON utilizza l’intero contenuto 

della fiala di raccolta dei campioni Para-Pak, riducendo le variazioni dovute al campionamento. 

Ciò risulta particolarmente utile al parassitologo quando in una quantità elevata di feci è presente 

un numero di organismi ridotto. L’unità di filtraggio è composta da una provetta da centrifuga 

conica da 50 mL chiusa con un adattatore bordato contenente una protezione retiforme di plastica. 

Le feci conservate vengono dapprima addizionate di un surfattante, che consente di ridurre la forza 

adesiva e rompe gli aggregati fecali, liberando così i parassiti. Il filtraggio del campione attraverso il 

filtro Macro-CON rimuove grossi frammenti e detriti. L’emulsificazione del campione con etilacetato 

consente di estrarre gran parte dei lipidi fecali. Dopo la centrifuga il tappo lipidico e l’etilacetato in 

eccesso vengono travasati lasciando un sedimento compatto arricchito di uova di parassiti, larve, 

trofozoiti e cisti. Si raccolgono i campioni come indicato dal relativo foglietto illustrativo Para-Pak 

fornito con il sistema di raccolta. Per ottenere una fissazione appropriata, si deve mescolare il 

campione adeguatamente al fissativo. La miscela di fissativo e feci deve essere lasciata a riposo per 

un minimo di 30 minuti a temperatura ambiente nel periodo compreso fra la raccolta e 

l’elaborazione dei campioni. Si procede rimuovendo il tappo dalla fiala contenente il campione del 

paziente aggiungendo 10 gocce di surfattante alla fiala del campione. Si richiude bene la fiala con 

il tappo. Lo si agita bene per 60 secondi. Per facilitare lo scioglimento di alcuni campioni compatti o 

altamente mucoidi è possibile ricorrere ad un agitatore vortex. Si verifica che la provetta da 

centrifuga conica da 50 mL sia bene avvitata all’unità di filtraggio. Successivamente, si rimuove il 

tappo dalla fiala del campione del paziente e inserendo l’estremità aperta dell’unità di filtraggio 

Macro-CON nella fiala del campione, con una leggera pressione verso il basso fino al completo 

inserimento. Afferrando il colletto dentellato, si allenta senza rimuovere l’unità di filtraggio dalla 
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ulteriore elaborazione (per proteggere i batteri anaerobi, il materiale deve essere lavorato il più 

velocemente possibile). Circa 50 g (per un minimo di 30 g) di materiale fecale viene mescolato con 

circa 150 mL di cloruro di sodio normale sterile da un miscelatore. La miscela viene filtrata con un 

filtro o una garza per eliminare il particolato di grandi dimensioni che potrebbe ostruire il canale 

dell’endoscopio. Infine, il filtrato viene infuso in siringhe da 60 ml ed infuso nel tratto gastrointestinale 

del ricevente (Cammarota et al., 2017; Vindigni e Surawicz, 2017; Sokol et al., 2016).  

 

MATERIALI E METODI 

Esame microscopico delle feci mediante concentrazione del campione fecale attraverso il sistema 

Para-Pak Macro-CON. 

Para-Pak Macro-CON è un sistema per la concentrazione di parassiti provenienti da campioni fecali 

conservati. L’unità di filtraggio è progettata per essere utilizzata direttamente con la fiala di raccolta 

dei campioni Para-Pak SAF, un fissativo / conservante multiuso per il trasporto delle feci contenente 

sodio acetato di formalina per esame diretto, concentrazione e colorazione permanente dallo 

stesso campione. In questo modo si ottiene un sistema completamente chiuso, riducendo al minimo 

l’esposizione dell’operatore ad agenti potenzialmente infetti. Macro-CON utilizza l’intero contenuto 

della fiala di raccolta dei campioni Para-Pak, riducendo le variazioni dovute al campionamento. 

Ciò risulta particolarmente utile al parassitologo quando in una quantità elevata di feci è presente 

un numero di organismi ridotto. L’unità di filtraggio è composta da una provetta da centrifuga 

conica da 50 mL chiusa con un adattatore bordato contenente una protezione retiforme di plastica. 

Le feci conservate vengono dapprima addizionate di un surfattante, che consente di ridurre la forza 

adesiva e rompe gli aggregati fecali, liberando così i parassiti. Il filtraggio del campione attraverso il 

filtro Macro-CON rimuove grossi frammenti e detriti. L’emulsificazione del campione con etilacetato 

consente di estrarre gran parte dei lipidi fecali. Dopo la centrifuga il tappo lipidico e l’etilacetato in 

eccesso vengono travasati lasciando un sedimento compatto arricchito di uova di parassiti, larve, 

trofozoiti e cisti. Si raccolgono i campioni come indicato dal relativo foglietto illustrativo Para-Pak 

fornito con il sistema di raccolta. Per ottenere una fissazione appropriata, si deve mescolare il 

campione adeguatamente al fissativo. La miscela di fissativo e feci deve essere lasciata a riposo per 

un minimo di 30 minuti a temperatura ambiente nel periodo compreso fra la raccolta e 

l’elaborazione dei campioni. Si procede rimuovendo il tappo dalla fiala contenente il campione del 

paziente aggiungendo 10 gocce di surfattante alla fiala del campione. Si richiude bene la fiala con 

il tappo. Lo si agita bene per 60 secondi. Per facilitare lo scioglimento di alcuni campioni compatti o 

altamente mucoidi è possibile ricorrere ad un agitatore vortex. Si verifica che la provetta da 

centrifuga conica da 50 mL sia bene avvitata all’unità di filtraggio. Successivamente, si rimuove il 

tappo dalla fiala del campione del paziente e inserendo l’estremità aperta dell’unità di filtraggio 

Macro-CON nella fiala del campione, con una leggera pressione verso il basso fino al completo 

inserimento. Afferrando il colletto dentellato, si allenta senza rimuovere l’unità di filtraggio dalla 

provetta da centrifuga conica. Si lascia il sistema Macro-CON a riposo per 60 secondi liberando la 

pressione nel sistema e ottenendo un drenaggio migliore del filtro. Si richiude nuovamente l’unità di 

filtraggio alla provetta da centrifuga conica e picchiettando due o tre volte per forzare l’eventuale 

liquido residuo nella provetta da centrifuga conica. Si inclina il sistema Macro-CON di circa 30 gradi 

dalla posizione orizzontale e svitare completamente l’unità di filtraggio dalla provetta da centrifuga 

conica. Si getta l’unità di filtraggio/fiala Para-Pak del campione seguendo le procedure adottate 

dal laboratorio per lo smaltimento dei campioni fecali. Si aggiungono 5 mL di etilacetato alla 

provetta da centrifuga conica. Si colloca fermamente sulla provetta da centrifuga uno dei 

cappucci a vite forniti e si agita bene per 60 secondi. Successivamente la sospensione viene 

centrifugata per 15 minuti a 2000 rpm e il fluido supernatante insieme allo strato di detriti vengono 

eliminati. È necessario pulire le pareti interne con uno o due applicatori a bastoncino con punta 

cotonata per rimuovere i residui di detriti e l’etilacetato. Infine si aggiungono alcune gocce di 

formalina al 10% o di soluzione salina fisiologica e si mescola il sedimento indurito. Dopo 

concentrazione, il campione da analizzare deve essere prelevato con una pipetta capillare dalla 

metà superiore del materiale sottoposto nuovamente a sospensione. Questa parte contiene il 

maggior numero di parassiti ed evita le particelle più grandi e dense che possono interferire con il 

preparato del vetrino bagnato. Infine, 1 -2 gocce dalla pipetta capillare vengono depositate sul 

vetrino del microscopio sul quale verrà adagiato un vetrino copri oggetto. 

Metodo Automatizzato per la diagnosi di laboratorio delle parassitosi intestinali 

Il saggio Novodiag® Stool Parasites eseguito con la piattaforma Novodiag® è una analisi diagnostica 

qualitativa in-vitro per la rapida identificazione di protozoi, elminti e microsporidi da campioni fecali. 

Il test si basa sull'estrazione automatizzata degli acidi nucleici, amplificazione e analisi attraverso due 

tecnologie: real-time PCR (sonde fluorescenti) e microarray (rilevamento basato sulla fluorescenza 

a riflessione interna totale (TIRF)). Il test copre le varianti attualmente note di Ancylostoma 

duodenale, Ascaris lumbricoides / suum, Balantidium coli, Blastocystis spp., Clonorchis sinensis / 

Opisthorchis spp. / Metorchis spp., Cryptosporidium spp., Cyclospora cayetanensis, Cystoisospora 

belli, Dientamoeba fragilis, Diphyllobothrium latum / nihonkaiense, Encephalitozoon spp., 

Entamoeba histolytica, Enterobius vermicularis, Enterocytozoon bieneusi, Fasciola spp., Fasciolopsis 

buski, Giardia intestinalis, Hymenolepis diminuta, Hymenolepis nana, Necator americanus, 

Schistosoma mansoni, Schistosoma spp., Strongyloides stercoralis, Taenia saginata / asiatica, Taenia 

solium e Trichuris spp. Il campione fecale viene prima trasferito in una provetta eSwab da 1 ml con 

un FLOQSwab (tampone) per la fase di lisi. È necessario ruotare il tampone nelle feci, assicurandosi 

che l'intera punta del tampone sia a contatto e ricoperta di feci. Si crea un campione 

rappresentativo immergendo il tampone in almeno cinque punti diversi. Il tampone viene quindi 

trasferito in una provetta eSwab da 1 ml, con la quantità adeguata di feci. Si schiaccia e si mescola 

il campione fecale strofinando il tampone contro il lato della provetta e sospendere completamente 

il campione nella soluzione eSwab. Si rompe il tampone nella provetta. Si getta la parte 

dell'impugnatura del tampone. In caso di campione fecale acquoso, si aggiungono 200 μl di 
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provetta da centrifuga conica. Si lascia il sistema Macro-CON a riposo per 60 secondi liberando la 

pressione nel sistema e ottenendo un drenaggio migliore del filtro. Si richiude nuovamente l’unità di 

filtraggio alla provetta da centrifuga conica e picchiettando due o tre volte per forzare l’eventuale 

liquido residuo nella provetta da centrifuga conica. Si inclina il sistema Macro-CON di circa 30 gradi 

dalla posizione orizzontale e svitare completamente l’unità di filtraggio dalla provetta da centrifuga 

conica. Si getta l’unità di filtraggio/fiala Para-Pak del campione seguendo le procedure adottate 

dal laboratorio per lo smaltimento dei campioni fecali. Si aggiungono 5 mL di etilacetato alla 

provetta da centrifuga conica. Si colloca fermamente sulla provetta da centrifuga uno dei 

cappucci a vite forniti e si agita bene per 60 secondi. Successivamente la sospensione viene 

centrifugata per 15 minuti a 2000 rpm e il fluido supernatante insieme allo strato di detriti vengono 

eliminati. È necessario pulire le pareti interne con uno o due applicatori a bastoncino con punta 

cotonata per rimuovere i residui di detriti e l’etilacetato. Infine si aggiungono alcune gocce di 

formalina al 10% o di soluzione salina fisiologica e si mescola il sedimento indurito. Dopo 

concentrazione, il campione da analizzare deve essere prelevato con una pipetta capillare dalla 

metà superiore del materiale sottoposto nuovamente a sospensione. Questa parte contiene il 

maggior numero di parassiti ed evita le particelle più grandi e dense che possono interferire con il 

preparato del vetrino bagnato. Infine, 1 -2 gocce dalla pipetta capillare vengono depositate sul 

vetrino del microscopio sul quale verrà adagiato un vetrino copri oggetto. 

Metodo Automatizzato per la diagnosi di laboratorio delle parassitosi intestinali 

Il saggio Novodiag® Stool Parasites eseguito con la piattaforma Novodiag® è una analisi diagnostica 

qualitativa in-vitro per la rapida identificazione di protozoi, elminti e microsporidi da campioni fecali. 

Il test si basa sull'estrazione automatizzata degli acidi nucleici, amplificazione e analisi attraverso due 

tecnologie: real-time PCR (sonde fluorescenti) e microarray (rilevamento basato sulla fluorescenza 

a riflessione interna totale (TIRF)). Il test copre le varianti attualmente note di Ancylostoma 

duodenale, Ascaris lumbricoides / suum, Balantidium coli, Blastocystis spp., Clonorchis sinensis / 

Opisthorchis spp. / Metorchis spp., Cryptosporidium spp., Cyclospora cayetanensis, Cystoisospora 

belli, Dientamoeba fragilis, Diphyllobothrium latum / nihonkaiense, Encephalitozoon spp., 

Entamoeba histolytica, Enterobius vermicularis, Enterocytozoon bieneusi, Fasciola spp., Fasciolopsis 

buski, Giardia intestinalis, Hymenolepis diminuta, Hymenolepis nana, Necator americanus, 

Schistosoma mansoni, Schistosoma spp., Strongyloides stercoralis, Taenia saginata / asiatica, Taenia 

solium e Trichuris spp. Il campione fecale viene prima trasferito in una provetta eSwab da 1 ml con 

un FLOQSwab (tampone) per la fase di lisi. È necessario ruotare il tampone nelle feci, assicurandosi 

che l'intera punta del tampone sia a contatto e ricoperta di feci. Si crea un campione 

rappresentativo immergendo il tampone in almeno cinque punti diversi. Il tampone viene quindi 

trasferito in una provetta eSwab da 1 ml, con la quantità adeguata di feci. Si schiaccia e si mescola 

il campione fecale strofinando il tampone contro il lato della provetta e sospendere completamente 

il campione nella soluzione eSwab. Si rompe il tampone nella provetta. Si getta la parte 

dell'impugnatura del tampone. In caso di campione fecale acquoso, si aggiungono 200 μl di 
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campione liquido nella stessa provetta eSwab oltre al materiale del campione prelevato con il 

tampone. Si mescola bene la provetta eSwab agitando su vortex per 5 secondi. Si procede 

trasferendo l’intero contenuto del campione nella provetta eSwab in una provetta contenente 

microsfere inclusa nel kit. Si posizionano le provette con microsfere contenenti il campione all’interno 

dei rotori dell’agitatore MagNA Lyser e si avvia lo strumento a 7000 rpm per 90 secondi. Si 

aggiungono 600 μl di campione dal tubo di microsfere al serbatoio del campione della cartuccia. 

Si deve evitare di pipettare schiuma o microsfere nel serbatoio del campione. Se si forma una 

quantità eccessiva di schiuma, il tubo delle microsfere può essere ruotato molto brevemente. Si 

prende il tappo dal blister della cartuccia e lo si posiziona saldamente sul serbatoio del campione 

ruotando e spingendo il tappo. Ci si assicura di chiudere completamente il serbatoio del campione 

della cartuccia. Attraverso il software Novodiag® sarà possibile creare il test eseguendo la scansione 

della cartuccia. Infine, la cartuccia viene inserita in uno dei 4 moduli disponibili presenti nello 

strumento Novodiag® dando così inizio al test. 

Campioni fecali 

Per il confronto tra entrambe le metodiche sono stati utilizzati: un pannello di 10 controlli di qualità 

Neqas Fecal Parasitology; 2 campioni fecali provenienti da animali; 10 campioni fecali provenienti 

dal laboratorio di Microbiologia. 

 

RISULTATI 

Su 22 campioni fecali i positivi all’esame microscopico sono stati 12 ed i negativi 10. Tutti i campioni 

sono stati sottoposti al saggio biomolecolare Novodiag® Stool Parasites per verificare la 

concordanza tra esame parassitologico e tecnica molecolare. I campioni positivi al saggio 

biomolecolare per la presenza di parassiti sono stati 11 ed i negativi 11. La Tabella 1 ricostruisce gli 

esiti di positività e negatività di entrambe le metodiche. 
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Tabella 1: Controlli positivi e negativi per la presenza di parassiti all’Esame Microscopico e al 

saggio Novodiag® Stool Parasites. 

Controlli Esame Microscopico Novodiag® Stool Parasites 

Ascaris lumbricoides + + 

Hymenolepis nana + + 

Ancylostoma duodenale + + 

Schistosoma mansoni + + 

Diphyllobothrium latum + + 

Fasciola hepatica + + 

Giardia intestinalis + + 

Entamoeba histolytica + + 

Cryptosporidium spp + + 

Blastocystis spp + + 

Enterocytozoon bieneusi 

Toxocara canis 

Ancylostoma duodenale 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

Isospora felis + - 

Controllo negativo in feci diarroiche - - 

Controllo negativo in feci diarroiche - - 

Controllo negativo in feci diarroiche - - 

Controllo negativo in feci diarroiche - - 

Controllo negativo in feci diarroiche - - 

Controllo negativo in feci compatte - - 

Controllo negativo in feci compatte - - 

Controllo negativo in feci compatte - - 

Controllo negativo in feci compatte - - 

Controllo negativo in feci compatte - - 
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Caso N° 1 

Controllo di qualità Neqas Fecal Parasitology positivo per Ascaris lumbricoides sia all’esame 

microscopico (Figura 31) sia al saggio Novodiag® Stool Parasites. 

 

 

 

 

 
Figura 31: uovo di Ascaris lumbricoides  
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Caso N° 2 

Controllo di qualità Neqas Fecal Parasitology positivo per Hymenolepis nana sia all’esame 

microscopico (Figura 32) sia al saggio Novodiag® Stool Parasites. 

 
Figura 32: uovo di Hymenolepis nana 

 

Caso N° 3 

Controllo di qualità Neqas Fecal Parasitology positivo per Ancilostomatide (Figura 33) all’esame 

microscopico e positivo per Ancylostoma duodenale per il saggio Novodiag® Stool Parasites. 

 
Figura 33: uovo di Ancilostomatide  
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Caso N° 4 

Controllo di qualità Neqas Fecal Parasitology positivo per Schistosoma mansoni sia all’esame 

microscopico (Figura 34) che al saggio Novodiag® Stool Parasites. 

 
Figura 34: uovo di Schistosoma mansoni.  

Caso N° 5 

Controllo di qualità Neqas Fecal Parasitology positivo per Diphyllobothrium latum sia all’esame 

microscopico (Figura 35) che al saggio Novodiag® Stool Parasites. 

 
Figura 35: uovo di Diphyllobothrium latum 
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Caso N° 6 

Controllo di qualità Neqas Fecal Parasitology positivo per Fasciola hepatica sia all’esame 

microscopico (Figura 36) sia al saggio Novodiag® Stool Parasites.  

 
Figura 36: uovo di Fasciola hepatica 

 

Caso N° 7 

Controllo di qualità Neqas Fecal Parasitology positivo per Giardia intestinalis sia all’esame 

microscopico (Figura 37) che al saggio Novodiag® Stool Parasites. 

 
Figura 37: ciste di Giardia intestinalis 
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Caso N° 8 

Controllo di qualità Neqas Fecal Parasitology positivo per Entamoeba histolytica sia all’esame 

microscopico (Figura 38) sia al saggio Novodiag® Stool Parasites. 

 
Figura 38: ciste di Entamoeba histolytica/dispar 

 

Caso N° 9 

Controllo di qualità Neqas Fecal Parasitology positivo per Cryptosporidium spp sia all’esame 

microscopico (Figura 39) sia al saggio Novodiag® Stool Parasites. 

 
Figura 39: Oocisti di Cryptosporidium spp positivi alla colorazione di Ziehl-Neelsen 
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Caso N° 10 

Controllo di qualità Neqas Fecal Parasitology positivo per Blastocystis spp sia all’esame microscopico 

(Figura 40) sia al saggio Novodiag® Stool Parasites. 

 
Figura 40: forma vacuolare singola (a sinistra) e in mitosi (a destra) di Blastocystis spp 

 

 

Caso N° 11 

Controllo fecale animale (cane) positivo all’esame microscopico per Toxocara canis (Figura 41) e 

Ancilostomatidi (Figura 42) ed Enterocytozoon bieneusi (Figura 43). Il saggio biomolecolare 

Novodiag® Stool Parasites è risultato positivo per Ancylostoma duodenale e Enterocytozoon 

bieneusi. 

 
Figura 41: uovo di Toxocara canis 
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Figura 42: uovo di Ancilostomatide 

 

 
Figura 43: Microsporidi positivi alla colorazione Giemsa 
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Caso N° 12 

Controllo fecale animale (gatto) positivo all’esame microscopico per Isospora felis (Figura 44). Il 

saggio biomolecolare Novodiag® Stool Parasites è risultato negativo. 

 

 

 
Figura 44: Oociste di Isospora felis 
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CONCLUSIONI 

Le parassitosi intestinali contribuiscono significativamente al peso delle malattie infettive in tutto il 

mondo e gli attuali metodi diagnostici come la microscopia sono laboriosi e richiedono un alto livello 

di esperienza e competenze. L’alternativa, la diagnostica rapida delle principali parassitosi era fino 

a pochi anni fa difficile da realizzare. Il test di nuova generazione Novodiag® Stool Parasites combina 

la PCR in tempo reale e le tecnologie microarray per consentire la rilevazione rapida e completa del 

>95% di parassiti intestinali anche di difficile identificazione come i Microsporidi. Questo test 

sindromico è progettato per essere eseguito su richiesta utilizzando il sistema automatizzato 

Novodiag®, in grado di rilevare la presenza di marcatori di acido nucleico corrispondenti a specifici 

protozoi ed elminti potenzialmente presenti nei campioni fecali. Il test fornisce risultati completi in 

circa 90 minuti con meno di cinque minuti di tempo attivo da parte di un operatore. Un laboratorio 

di microbiologia clinica che deve gestire diverse linee produttive con personale tecnico che ruota 

su più settori deve orientarsi su una strumentazione di semplice utilizzo, con scarsa operatività 

manuale, sicuro per l’operatore e possibilmente ad accesso h24. Il laboratorio di Microbiologia 

dell’Azienda Ospedaliera di Alessandria si è orientato su una strumentazione PCR multiplex in grado 

di identificare più patogeni contemporaneamente in maniera semplice e rapida. I risultati ottenuti 

da campioni noti provenienti da Controlli di Qualità certificati rivelano una sensibilità e specificità 

molto alte, sebbene ulteriori studi debbano essere effettuati. Toxocara canis e Isospora felis non sono 

compresi nel pannello di parassiti identificabili dallo strumento Novodiag® Stool Parasites, per questo 

il saggio biomolecolare è risultato negativo per entrambi i parassiti.  I test molecolari hanno tutti il 

medesimo limite; vedere solo ciò per cui sono stati costruiti. Per questo motivo questo tipo di 

approccio non sostituisce ma supporta la parassitologia tradizionale. Secondo i criteri metodologici 

definiti per il trattamento dei pazienti affetti da infezioni da Clostridium difficile ricorrenti (rCDI) e 

refrattarie al trattamento antibiotico standard, il trapianto fecale di microbiota richiede un lungo 

elenco di esami per lo studio del donatore. Il giorno stesso della donazione del materiale fecale 

devono essere eseguiti i test molecolari rapidi sul campione per i principali patogeni enterici tra cui i 

parassiti intestinali. Il Laboratorio di Microbiologia deve provvedere all’effettuazione dei test rapidi 

microbiologici che se negativi determinano l’inizio della lavorazione del materiale fecale da 

trapiantare. La scelta di un test rapido idoneo per lo screening delle feci di donatore è caduta sul 

test Novodiag® Stool Parasites, capace di identificare entro 2 ore tutti i parassiti richiesti dalle linee 

guida descritte dal “Programma Nazionale Trapianto di Microbiota Fecale”. 
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