
 

UNIVERSITA' DEGLI STUDI DI SASSARI 

DIPARTIMENTO DI MEDICINA VETERINARIA 

Corso di Dottorato di Ricerca in Scienze Veterinarie 

Indirizzo: Qualità e Sicurezza Alimentare 

XXXI CICLO 

 

 

 

Aggiornamenti sulle infezioni da protozoi  

negli ovini della Sardegna 

 

 

 

Relatore 

Prof. Antonio Varcasia 
 

Il coordinatore 

Prof.ssa Fiammetta Berlinguer 

 

 

Correlatore 

Prof. Antonio Scala 
 

 

Tesi di dottorato della 

Dr.ssa Claudia Tamponi  
                                       

 

Anno Accademico 2017 – 2018 



INDICE 

 

 Pag 

INTRODUZIONE 1 

1. GENERALITA’ SULLE MALATTIE PROTOZOARIE DEGLI OVINI 3 

1.1. CRYPTOSPORIDIUM SPP. 3 

1.1.1. Agente eziologico 3 

1.1.2 Ciclo biologico 4 

1.1.3 Fonti di contagio e trasmissione 5 

1.1.4 Patogenesi e segni clinici 7 

1.1.5 Criptosporidiosi nell’uomo 8 

1.2. SARCOCYSTIS SPP. 12 

1.2.1 Agente eziologico 12 

1.2.2 Ciclo vitale 12 

1.2.3 Fonti di contagio e trasmissione 14 

1.2.4 Patogenesi e segni clinici 15 

1.2.5 Sarcosporidiosi nell’uomo 16 

1.3 GIARDIA DUODENALIS 19 

1.3.1. Agente eziologico 19 

1.3.2 Ciclo biologico 20 

1.3.3 Fonti di contagio e trasmissione 20 

1.3.4 Patogenesi e segni clinici 22 

1.3.5 Giardiosi nell’uomo 23 

2. PARTE SPERIMENTALE 25 

2.1. FASE 1 - VALUTAZIONE DELLA PRESENZA DELLA 

CRIPTOSPORIDIOSI NEGLI OVINI DELLA SARDEGNA E 

IDENTIFICAZIONE DEI GENOTIPI CIRCOLANTI 

25 



2.1.1 Background 25 

2.1.2 MATERIALI E METODI 27 

2.1.2.1 Campionamento 27 

2.1.2.2 Analisi microscopica 28 

2.1.2.3 Indagine biomolecolare 29 

2.1.3 RISULTATI 31 

2.1.4 DISCUSSIONE 32 

2.1.5 TABELLE E FIGURE 35 

2.2. FASE 2 - EPIDEMIOLOGIA E CARATTERIZZAZIONE 

BIOMOLECOLARE DELLE FORME MACROSCOPICHE E 

MICROSCOPICHE DI SARCOCYSTIS NEGLI OVINI DELLA 

SARDEGNA 

38 

2.2.1. Background 38 

2.2.2 MATERIALI E METODI 39 

2.2.2.1 Sarcocisti macroscopiche 39 

2.2.2.2 Sarcocisti microscopiche 40 

2.2.3 RISULTATI 42 

2.2.3.1 Sarcocisti macroscopiche 42 

2.2.3.2 Sarcocisti microscopiche 43 

2.2.4 DISCUSSIONE 44 

2.2.5 TABELLE E FIGURE 46 

2.3. FASE 3 - VALUTAZIONE DELLA PRESENZA DELLA GIARDIOSI 

NEGLI OVINI DELLA SARDEGNA E IDENTIFICAZIONE DEGLI 

ASSEMBLAGGI COINVOLTI NELLA MALATTIA OVINA 

48 

2.3.1 Background 48 

2.3.2 MATERIALI E METODI 49 

2.3.2.1 Campionamento 49 

2.3.2.2 Analisi microscopica 50 

2.3.2.3 Indagine biomolecolare 50 



2.3.3 RISULTATI 51 

2.3.4 DISCUSSIONE 52 

2.3.5 FIGURE 54 

CONCLUSIONI 54 

BIBLIOGRAFIA 59 

 

 



Claudia Tamponi – “Aggiornamenti sulle infezioni da protozoi negli ovini della Sardegna” 
Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie – Ciclo XXXI. Indirizzo: Qualità e Sicurezza Alimentare 

Università degli Studi di Sassari 
 

1

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUZIONE  

 

Le zoonosi parassitarie sono considerate fra le malattie emergenti o ri-emergenti in tutto il mondo 

(Weiss, 2008), in virtù di vari fattori tra cui cambiamenti demografici, fenomeni culturali e 

comportamentali, turismo, immigrazione, surriscaldamento globale e inadeguate misure di sanità 

pubblica (CDC, 1994). In particolare le zoonosi protozoarie, a causa della elevata produzione di 

forme infettanti e della loro estrema resistenza a fattori climatici e ambientali, possono essere 

facilmente trasmesse con l’acqua e gli alimenti (Slifko et al., 2000) e per questo vengono definite 

water-borne e food-borne diseases. 

Le cause del costante aumento di queste parassitosi sono da ricercarsi anche in diversi aspetti; fra i 

più importanti, è da annoverare l’aumento del consumo di alimenti crudi, tra cui pesce e crostacei, 

carne cruda o poco cotta e verdure fresche, che facilita la trasmissione di un gran numero di 

infezioni zoonotiche.  

È inoltre particolarmente importante l’insorgenza di queste infezioni nei pazienti immuno-

compromessi, inclusi quelli con HIV/AIDS, trapiantati d’organo o in terapia immunosoppressiva 

per varie patologie (Prasad, 2010). 

Tra le zoonosi parassitarie trasmesse attraverso l’acqua e gli alimenti spiccano quelle causate da 

protozoi, per frequenza e gravità delle rispettive ripercussioni sanitarie ed economiche, fra queste in 

particolare: Toxoplasmosi, Criptosporidiosi, Sarcocistosi e Giardiosi.  

Sulla Toxoplasmosi negli ultimi dieci anni in Sardegna sono stati eseguiti numerosi studi, che 

hanno approfondito i diversi aspetti della patologia (Rinaldi e Scala, 2008; Natale et al., 2006; 
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Masala et al., 2003, 2007; Scala et al., 2008; Chessa et al., 2014; Pipia et al., 2018). Al contrario, 

per le altre zoonosi protozoarie menzionate, gli studi sono relativamente limitati sebbene tali 

protozoi siano stati inseriti nella lista FAO/WHO dei food-borne parasites che rappresentano un 

pericolo per l’uomo, ed in particolare Cryptosporidium spp. e Giardia spp., al quinto e undicesimo 

posto in ordine di importanza (FAO/WHO, 2014). Sempre nell’isola, la Criptosporidiosi è stata 

indagata soltanto per quanto riguarda la sua presenza nei bovini (De Vega et al., 2011) e nei 

molluschi bivalvi (Tedde et al., 2013). Allo stesso modo la Giardiosi è stata studiata limitatamente 

alla sua presenza nel cane (Pipia et al., 2014) e nei molluschi bivalvi (Tedde et al., 2013). La 

Sarcosporidiosi infine, è stata oggetto di studio negli ovini (Scala et al., 2008) e nei cinghiali (Leoni 

et al., 1995) della Sardegna. 

Per questo motivo, l’obiettivo del presente lavoro è approfondire la conoscenza dal punto di vista 

epidemiologico e tassonomico di Cryptosporidiosi, Sarcosporidiosi e Giardiosi negli ovini della 

Sardegna, allo scopo di meglio definire le eventuali ripercussioni zootecniche e zoonosiche di tali 

infezioni nel territorio.  

La ricerca è stata focalizzata sulla specie ovina in quanto questa rappresenta in Sardegna il settore 

zootecnico di maggior rilievo socio-economico. Gli ovini della Sardegna costituiscono un terzo del 

patrimonio ovino italiano, con 12.300 aziende ed un totale di 3.300.450 capi (Istat, 2016). In 

particolare, verrà valutata la presenza della Cryptosporidiosi negli ovini e verranno identificati i 

genotipi circolanti (Fase 1), verrà aggiornata inoltre l’epidemiologia e la caratterizzazione 

molecolare delle specie di Sarcocystis macroscopiche e microscopiche (Fase 2) e infine verrà 

condotta un’indagine epidemiologica sulla Giardiosi (Fase 3). 

Inoltre, prima della parte sperimentale, abbiamo ritenuto importante introdurre una review di quanto 

finora noto su queste infezioni protozoarie negli animali e nell’uomo. 
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1. GENERALITA’ SULLE MALATTIE PROTOZOARIE DEGLI OVINI 

1.1. CRYPTOSPORIDIUM SPP.  

1.1.1. Agente eziologico 

Cryptosporidium spp. è una causa frequente di diarrea nell’uomo e negli animali in tutto il mondo, 

specialmente in soggetti giovani o immunocompromessi. Contro i criptosporidi non si dispone 

ancora di una terapia del tutto efficace (Bouzid et al., 2013). 

Il genere Cryptosporidium  (Tyzzer, 1907) comprende più di 30 specie che infettano mammiferi, 

uccelli, marsupiali e animali poichilotermici. Appartiene al Phylum “Apicomplexa” (Levine, 1979), 

Classe “Sporozoasida” (Leukart, 1879), Sottoclasse “Coccidiasina” (Leukart, 1879), Ordine  

“Eucoccidiorida” (Leger e Duboseq, 1910), Sub-ordine “Eimeriorina” (Leger, 1911), Famiglia 

“Cryptosporiidae” (Léger, 1911). 

Tutte le specie conosciute di Cryptosporidium presentano un ciclo evolutivo diretto monoxeno e 

hanno alcune caratteristiche che li differenziano da gli altri coccidi: presentano oocisti senza 

sporocisti e con quattro sporozoiti, formano anche oocisti a pareti sottili che consentono 

l’autoinfezione e presentano un vacuolo parassitoforo nella cellula ospite a localizzazione 

intracellulare, ma extracitoplasmatico. 

C. parvum rappresenta la specie di maggiore interesse per le sue caratteristiche di infettività, 

morbilità e mortalità in diverse specie animali e soprattutto, per la capacità di sostenere infestazioni 

zoonosiche spesso fortemente debilitanti nell'uomo e che possono portare anche alla morte dei 

soggetti immuno-compromessi (Genchi, 2001). 

C. parvum è una specie cosmopolita capace di infettare un numero elevato di mammiferi domestici 

e selvatici (Xiao, 2010; Ryan et al., 2014; Abeywardena et al., 2015). C. parvum e C. hominis 

rappresentano le principali specie zoonotiche ed hanno assunto col tempo un’importanza sempre 

maggiore per la sanità pubblica (Xiao, 2010, Šlapeta, 2013). C. ubiquitum rappresenta una specie 

cosmopolita che viene considerata generalista in quanto rilevata in un alto numero di mammiferi 

domestici e selvatici, tra cui l’uomo (Šlapeta, 2013); sebbene abbia un’ampia distribuzione, la 
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gamma dei suoi possibili ospiti non è ancora del tutto conosciuta (Santín et al., 2007; Fayer et al., 

2010).  

Per quanto riguarda la sua patogenicità, C. ubiquitum è stato isolato in campioni fecali di diverse 

specie animali, come pecore, capre e istrici (Díaz et al., 2010, 2015; Šlapeta, 2013), senza tuttavia 

determinare segni clinici rilevabili in nessuna delle specie animali studiate (Fayer et al., 2010). 

Inoltre, sebbene questa specie abbia un potenziale zoonosico e sia considerata emergente, i casi 

riportati nell’uomo sono scarsi per cui, attualmente, si ritiene che la sua importanza nella sanità 

pubblica sia ridotta (Santín et al., 2007; Chalmers et al., 2009; Šlapeta, 2013). 

All’interno della specie C. parvum sono presenti 14 sottotipi, identificabili a livello biomolecolare 

attraverso l’amplificazione dei geni che codificano per una glicoproteina da 60kDa (GP60) e che 

vengono identificati come IIa-IIo. Alcuni di questi sottotipi sono esclusivi del genere umano (IIc), 

mentre altri, come il IIa e il IId sono segnalati prevalentemente negli animali, sebbene siano 

riscontrati in gran parte anche in infezioni umane, presentando un elevato potenziale zoonotico 

(Xiao, 2010; Wang et al., 2014). 

Allo stesso modo all’interno della specie C. ubiquitum, il gene GP60 permette di distinguere 6 

famiglie alleliche, identificate come XIIa-XIIf. Il sottotipo XIIa è quello più comunemente 

riscontrato negli ovini e caprini in tutto il mondo, mentre nell’uomo sono stati identificati i sottotipi 

XIIa-XIId (Li et al., 2014). 

 

1.1.2 Ciclo biologico 

Il ciclo biologico di Cryptosporidium spp è di tipo monoxeno (o diretto) e tutte le fasi della 

moltiplicazione, sia sessuale che asessuale, si svolgono nello stesso ospite (Smith and Rose, 1998). 

Cryptosporidium spp nelle varie fasi del ciclo presenta diversi stadi: sporozoite, trofozoite, 

schizonte, merozoite, microgamete, macrogamete, zigote ed oocisti. 

La fase endogena inizia quando un ospite recettivo ingerisce le oocisti sporulata, di solito attraverso 

cibo o acqua contaminati. L’oocisti rappresenta il solo stadio esogeno, ha dimensioni molto piccole 

(4-4,5 µm), contiene 4 sporozoiti, viene escreta tramite le feci dall’ospite infetto e il doppio strato 

della parete le conferisce un’elevata resistenza nell’ambiente esterno. Il protozoo replica sulla 

superficie della cellula epiteliale intestinale invadendone l’orletto a spazzola ma restando a livello 

extra-citoplasmatico, all’interno di un vacuolo parassitoforo in una sorta di fagocitosi (Fayer, 2007). 

Quando le oocisti giungono in sede intestinale, gli sporozoiti si liberano ed invadono il bordo dei 

microvilli degli enterociti, dove ha luogo la fase schizogonica (o asessuata) del loro sviluppo. 

Evolvono in meronti di tipo I contenenti 4-8 merozoiti liberi nel lume intestinale, che possono dare 
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origine ad altri meronti di tipo I oppure possono continuare nello sviluppo dando origine a meronti 

di tipo II che proseguiranno a loro volta con la divisione cellulare, formando 4 merozoiti di tipo II 

in grado di infettare ognuno un enterocita. La schizogonia termina quando i merozoiti di tipo II 

danno origine a gametociti maschi e femmine (micro- e macrogametociti), che si differenziano in 

macrogameti femminili e micro gameti maschili. La fecondazione avviene attraverso la 

penetrazione di un solo microgamete, liberato in seguito alla rottura della cellula ospite, all’interno 

di un macrogamete con la successiva fusione dei due nuclei. Lo zigote, così formatosi, evolve in 

oocisti, contenenti 4 sporozoiti ciascuna, che sporulano in situ e che verranno espulse con le feci 

(Mariano e Nardi 2014). La maggior parte delle oocisti (circa l’80%) forma una parete spessa e 

resistente, a due strati, ed abbandona l’ambiente endozoico con le feci, ed essendo altamente 

resistente alle condizioni ambientali, è la forma da cui l'infezione può diffondersi (Sréter e Varga, 

2000; Xiao et al., 2004; Smith et al., 2007; Xiao e Fayer, 2008). Oltre a questo tipo di oocisti, un 

altro gruppo sviluppa una sottile parete a singolo strato, che di solito si frammenta non appena le 

oocisti lasciano gli enterociti, liberando così i quattro sporozoiti. Questi ultimi invadono nuove 

cellule epiteliali e danno inizio a un nuovo ciclo, provocando un autoinfezione (Current, 1985; 

Current and Reese, 1986; Current et al., 1988). 

 

1.1.3 Fonti di contagio e trasmissione 

Sono state descritte varie vie di trasmissione con cui le oocisti di Cryptosporidium spp. possono 

passare da un ospite infetto a un altro recettivo, e quella principale è certamente quella oro-fecale, in 

seguito all'ingestione di oocisti infettanti eliminate. Questa modalità include il contatto diretto tra 

gli ospiti (animale-animale, animale-uomo, uomo-uomo) e indiretto attraverso l’acqua (sia essa di 

bevanda, superficiale, ad uso ricreativo), nonché attraverso altri alimenti contaminati (Cacciò, 2005, 

Nichols, 2007). Altre forme di veicolazione, come quella aerea (Chalmers et al., 2009) o il trasporto 

meccanico di oocisti da parte di mosche e altri insetti, sono state dimostrate sperimentalmente 

(Graczyk et al., 2000).  

Lo studio dei dati epidemiologici ha mostrato una stretta correlazione tra l'insorgenza di casi 

nell’uomo e il contatto con animali parassitati (Fayer et al., 2000). L’allevamento, in particolar 

modo di ruminanti domestici (Huetink et al., 2001), è stato correlato alla comparsa di focolai di 

criptosporidiosi umana (Mahdi e Ali, 2002; Robertson, 2009). Vari studi suggeriscono che 

l'inquinamento ambientale sia la via indiretta di infezione più diffusa, in modo che gli ospiti si 

infettino principalmente attraverso cibo e acqua. Le oocisti eliminate con le feci, possono 

contaminare acque superficiali o depositi (Frost and Muller, 1999, Machado et al., 2006), 
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aumentando enormemente la possibilità di raggiungere un gran numero e varietà di ospiti (Laberge 

et al., 1996).  

Cryptosporidium spp. è per diffusione il primo tra i protozoi trasportati dall'acqua (waterborne) 

segnalati in tutto il mondo tra il 2004 e il 2010 (60,3%) (Baldursson e Karanis, 2011). Per tal 

motivo, l'Organizzazione Mondiale della Sanità lo ha identificato come patogeno di riferimento per 

la valutazione della qualità dell'acqua potabile (Medema et al., 2006). Questo perché le oocisti di 

Cryptosporidium spp. sono estremamente resistenti a diversi trattamenti delle acque, compresa la 

clorazione; si diffondono facilmente con tale matrice e sono difficili da eliminare dall'acqua 

potabile. Cryptosporidium spp. è stato identificato quale agente causale di numerosi focolai di 

gastroenterite trasmesse tramite il consumo di acqua potabile e con attività ricreative acquatiche 

(Smith et al., 1998; Baldursson and Karanis, 2011), confermando l’importanza di questa via nella 

trasmissione del protozoo. Anche i viaggi all'estero sono stati riconosciuti tra i fattori di rischio per 

le infezioni da Cryptosporidium, attraverso il consumo di cibo o acqua (Hunter et al., 2004), 

probabilmente a causa della scarsa igiene degli alimenti in paesi a emergenti, Cryptosporidium 

rientra infatti tra i patogeni responsabili della cosiddetta “diarrea del viaggiatore” (Goodgame, 

2003). 

Insetti, tra cui mosche e coleotteri (Szostakowska et al., 2004) ma anche nematodi a vita libera 

(Huamanchay et al., 2004) possono veicolare e diffondere oocisti di Cryptosporidium spp. sulle 

superfici delle piante commestibili.  

La contaminazione dell'ambiente rimane uno dei fattori più importanti che determinano la 

frequenza dell'infezione nei ruminanti (Díaz et al., 2014). I vitelli infetti possono eliminare fino a 10 

milioni di oocisti per grammo di feci durante la fase acuta della malattia, andando a costituire la 

principale fonte di contagio negli allevamenti; il che, considerate le basse dosi infettanti necessarie 

(10-100 oocisti), facilita la diffusione e il perpetuarsi della malattia (Diaz et al., 2014). L'estrema 

resistenza delle oocisti a condizioni ambientali avverse è un altro fattore di grande interesse 

epidemiologico. Le oocisti possono rimanere infettanti nell'ambiente per 2-6 mesi a 4ºC; fino a tre 

mesi a temperature di 25-30ºC, sei mesi a 20ºC o sette mesi a 15ºC (Anderson, 1985; Fayer et al., 

1998), sono però molto sensibili all'essiccazione, al congelamento (24 ore a -18° C) e alle alte 

temperature (5 secondi a 70°C) (Fujino et al., 2002; García-Sánchez et al., 2014). Hanno inoltre 

un’elevata resistenza alla disinfezione chimica e non vengono inattivate dalla maggior parte dei 

disinfettanti domestici e industriali, come cloro, iodofori al 4%, cloruro di benzalconio al 10% o 

cresoli al 5% (Xiao et al., 2004).  
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Pertanto, è stato dimostrato che la presenza di Cryptosporidium spp. è direttamente correlata alla 

scarsa igiene delle strutture e alla gestione impropria degli animali. A questo proposito, diversi studi 

hanno messo a punto strategie igieniche e manageriali con lo scopo di ridurre il rischio di 

criptosporidiosi: pavimenti facilmente lavabili che facilitino l’asportazione del materiale fecale 

(cemento o rete), l'uso quotidiano di disinfettanti, la pulizia accurata dell'area per i parti e l'uso di 

box individuali per i neonati (Castro-Hermida et al., 2002a, Vergara e Quílez, 2004, Diaz et al., 

2010c, García-Meniño et al., 2014). Anche le dimensioni del gregge rappresentano un fattore 

condizionante la presenza dell'infezione, in particolare negli animali adulti, probabilmente a causa 

della eccessiva densità di animali in questa categoria, con la conseguenza di una più elevata carica 

parassitaria ed una minore possibilità di praticare vuoto sanitario (Díaz et al., 2014).  

 

1.1.4 Patogenesi e segni clinici 

Le infezioni da Cryptosporidium spp. sono state associate, nella maggior parte dei paesi del mondo, 

alla presenza di processi gastroenterici nei ruminanti domestici, specialmente nei neonati (Muñoz-

Fernández et al., 1996, de Graaf et al., 1999). Questo parassita è attualmente considerato una delle 

principali cause di diarrea neonatale in vitelli, agnelli e bambini (de Graaf et al., 1999, Lundborg et 

al., 2005, Diaz et al., 2014, García-Meniño et al., 2015).  

L’azione patogena di Cryptosporidium spp. è dovuta alla moltiplicazione attiva del protozoo nelle 

cellule epiteliali della parte terminale del digiuno e dell’ileo, che causa una distruzione rapida e 

numerosa delle stesse, ed esita in atrofia, fusione e riduzione della lunghezza dei villi intestinali, 

riducendo in modo considerevole la superficie di assorbimento (Fayer, 2008). Questi mutamenti 

causano una riduzione nel processo di assorbimento e digestione dei nutrienti che da luogo 

all’insorgenza di diarrea, che varia da moderata ad acuta e porta spesso a disidratazione (Anderson, 

1981, Fayer e Ungar, 1986, Diaz et al., 2014; Certad et al., 2017). Altri segni clinici associati con 

l'infezione protozoaria includono anoressia, algia addominale, apatia, depressione e perdita di peso 

(Casey, 1991, De Graaf et al., 1999, Lefay et al., 2001); sono riportati anche casi di infezione 

asintomatica (Anderson, 1989, Ongerth e Stibbs, 1989, McCluskey et al., 1995). Gli eventi più 

gravi sono caratterizzati da un'eccessiva perdita di fluidi ed elettroliti che determina un'acidosi 

metabolica, che può essere fatale in alcune circostanze (De Graaf et al., 1999). La sintomatologia si 

protrae per 3-12 giorni ed è caratterizzata dall'eliminazione di numerose oocisti (Casemore et al., 

1997).  

La criptosporidiosi induce perdite economiche significative nel settore zootecnico: oltre alle perdite 

dirette legate alla mortalità animale, vi sono altre perdite meno evidenti come la stentata crescita 
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degli animali che superano la malattia, a cui vanno aggiunti i costi dei trattamenti e le spese 

veterinarie (Díaz et al., 2014).  

L’insorgenza e la gravità della sintomatologia dipendono da fattori intrinseci all'animale 

strettamente correlati al suo stato immunitario (età, stato nutrizionale) e altri fattori legati alle 

condizioni ambientali e gestione delle aziende agricole (Morin et al., 1976, Moon et al., 1978, Acres 

et al., 1979, Radostits and Acres, 1983, Waltner-Toews et al., 1986a-d). Tutti i fattori che riducono 

la resistenza dell'animale all'infezione favoriranno la comparsa della criptosporidiosi. Gli animali 

appena nati sono più ricettivi alle infezioni da Cryptosporidium spp., forse perché il loro sistema 

immunitario è ancora immaturo (Ortega-Mora e Wright, 1994; Santín et al., 2004; Maddox-Hyttel 

et al., 2006; Roy et al., 2006; Starkey et al., 2006). È stato dimostrato che gli anticorpi colostrali, 

sebbene non proteggano completamente dall’infezione nei ruminanti neonati, ne riducono la gravità 

ed aumentano la resistenza degli animali ad altri patogeni enterici (Fayer et al., 2008). Maggiore 

morbilità e condizioni più gravi sono state osservate in caso di insufficiente assunzione di colostro, 

oppure di scarsa qualità dello stesso; situazione comune nei vitelli nati da vacche di primo parto, 

che di solito producono meno colostro e di qualità inferiore (Kelly e Coutts, 2000; Díaz et al., 2014; 

García-Meniño et al., 2014; Arsenopoulos et al., 2017; Costa et al., 2017; Gelsinger e Heinrichs, 

2017; Novo et al., 2017). Inoltre, tutte le condizioni e situazioni stressanti, come un'inadeguata 

alimentazione, il sovraffollamento o la stabulazione di animali in strutture scarsamente ventilate e 

umide, aumentano anche significativamente il rischio di contrarre la malattia (Díaz et al., 2014). 

Infine, nell’insorgenza della diarrea, sono implicati fattori correlati agli altri enteropatogeni 

(protozoi, batteri, virus). Alcuni ceppi del protozoo hanno virulenza più elevata e causano processi 

più gravi; inoltre sono molto frequenti le infezioni multiple, che di solito sono associate a processi 

ingravescenti (García-Meniño et al., 2014, 2015). 

 

1.1.5 Criptosporidiosi nell’uomo 

I primi casi di criptosporidiosi nell’uomo risalgono a metà degli anni ‘70 (Meisel et al., 1976, Nime 

et al., 1976), ma gli studi più importanti sono stati effettuati dagli anni ‘80, a seguito del verificarsi 

di numerosi casi di criptosporidiosi in individui infettati dal virus dell'immunodeficienza umana 

(HIV) (Ma e Soave, 1983; Navin e Juranek, 1984; Pitlik et al., 1983).  

L’uomo si infetta attraverso la via oro-fecale nel contatto da animale a uomo o da uomo a uomo, 

mediante esposizione a acqua o terra contaminata durante attività ricreative (piscine e parchi 

pubblici), o mediante consumo di acqua e cibo contaminati. L'infezione è anche frequentemente 

associata a viaggi in paesi emergenti (Smerdon et al., 2003).  
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La gravità delle infezioni varia a seconda delle specie coinvolte; per le specie zoonotiche, la dose 

necessaria per determinare l’infezione nel 50% dei pazienti (DI50) è stimata in circa 10-83 oocisti 

per C. hominis e 132 per C. parvum (DuPont et al., 1995; Okhuysen et al. al., 1998; Chappell et al., 

2006).  

Le epidemie di criptosporidiosi nel Regno Unito verificatesi negli anni ‘90 sono state definite ad 

andamento bimodale (Meinhardt et al., 1996), con picchi in primavera e in autunno. I picchi 

primaverili sono stati attribuiti alla stagione dei parti negli allevamenti ovini e bovini, combinati 

con un'alta piovosità, che ha portato al deflusso del protozoo dai terreni agricoli alle acque 

superficiali e ai bacini di acqua potabile; mentre i picchi autunnali sono stati attribuiti al periodo di 

ritorno dai viaggi estivi delle persone verso paesi con maggiore incidenza (Meinhardt et al., 1996). 

Si sono registrati nel tempo diversi episodi di “foodborne outbreak” legati al consumo di alimenti 

contaminati da Cryptosporidium, e la causa non sempre è intrinseca all’alimento, ma in alcuni casi 

deriva dalla sua scorretta manipolazione e o dalla mancata applicazione di norme igieniche 

(Robertson e Chalmers, 2013). Rientrano in questa categoria i casi in cui vegetali crudi, in 

particolare l’insalata, sono stati identificati come veicolo di criptosporidiosi (Pönka et al., 2009; 

Long et al., 2002). Numerosi casi si sono verificati anche in seguito al consumo di latte non 

pastorizzato e contaminato da Cryptosporidium (Gelletlie et al., 1997; Harper et al., 2002). 

Cryptosporidium è stato talvolta riscontrato in specie acquatiche quali crostacei, molluschi bivalvi 

(vongole, ostriche, cozze, tartufi di mare) (Freire-Santos et al., 2000; Giangaspero et al., 2005), ad 

ulteriore conferma della elevata resistenza delle oocisti in ambiente acquatico, queste sono state 

riscontrate in molluschi bivalvi anche dopo due settimane di depurazione (Gomez-Couso et al., 

2003).  

Il dato tuttora più preoccupante sulla criptosporidiosi è rappresentato dall’elevato numero di casi 

associati alla frequentazione di piscine e ambienti acquatici (Yoder et al., 2008), se si considera la 

resistenza delle oocisti alla clorazione dell’acqua e il fatto che per contaminare una piscina intera è 

sufficiente una sola persona positiva (Pedraza-Diaz et al., 2001). 

La criptosporidiosi colpisce tutte le fasce d’età, ma soprattutto ha un grande impatto sui bambini e 

sugli individui immunodepressi (HIV, chemioterapia o trapianti d’organo). La malattia è stata 

rilevata principalmente nei bambini sotto i 2 anni di età (Fayer e Ungar, 1986; Current e García, 

1991) e negli anziani (Jaggi et al., 1994; Neill et al., 1996), così come nelle persone che sono 

entrate in contatto con bambini e/o animali giovani o che hanno consumato acqua dalla scarsa 

qualità igienica (Xiao e Ryan, 2008; Chalmers et al., 2009).  



Claudia Tamponi – “Aggiornamenti sulle infezioni da protozoi negli ovini della Sardegna” 
Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie – Ciclo XXXI. Indirizzo: Qualità e Sicurezza Alimentare 

Università degli Studi di Sassari 
 

10

Nelle persone immunocompetenti, l’infezione è auto-limitante e decorre, nella maggior parte dei 

casi in modo asintomatico. In caso di comparsa, i segni clinici possono essere di grado variabile: 

dopo un periodo di incubazione di circa 3-12 giorni, si registra un episodio di diarrea acquosa che 

può durare tra 6 e 14 giorni (sono descritti casi in cui si è protratto sino a 1 mese), durante i quali i 

pazienti possono manifestare anche affaticamento, perdita di appetito, vomito e dolore addominale 

(MacKenzie et al., 1994; Bushen et al., 2007). Sono stati osservati anche la comparsa di dolore 

articolare e oculare, emicranie ricorrenti, capogiri e affaticamento, molto più frequenti nelle 

infezioni da C. hominis che in quelle causate da C. parvum (Hunter et al., 2004). I pazienti 

immunodepressi sono particolarmente sensibili alle infezioni (Gentile et al., 1991), che possono 

risultare talvolta fatali (Chalmers and Davies, 2010) a causa della disidratazione determinata dalla 

diarrea cronica (Cacciò, 2005; Chen et al., 2005; Bouzid et al., 2013). In alcuni casi è stata descritta 

l'estensione dell'infezione ad aree extraintestinali come fegato e dotti biliari (Denkinger et al., 2008; 

Wolska-Kusnierz et al., 2007) o ai polmoni (Meinhardt et al., 1996; Kibbler et al., 1987).  

La criptosporidiosi è una delle principali infezioni secondarie nei malati di HIV, nei quali è stata 

correlata ad un aumentato rischio di morte (Peng et al., 1997). Nei pazienti immunodepressi e nei 

bambini sono descritte notevoli differenze nelle manifestazioni cliniche a seconda della 

specie/sottotipo di Cryptosporidium coinvolti, infatti i segni clinici causati da C. hominis (in 

particolar modo alcuni sottotipi), risultano più gravi di quelli causati da C. parvum (Xiao, 2010); 

mentre negli adulti immunocompetenti non si osservano differenze nei sintomi derivanti da 

infezioni da C. parvum, C. hominis o C. meleagridis (Chappell et al., 2011), Pertanto, per avere una 

reale misura del rischio per la salute pubblica, è importante l'identificazione appropriata delle specie 

e i genotipi di Cryptosporidium, per la quale è essenziale l'uso di tecniche di biologia molecolare 

(Morgan et al., 1999), che sono sono risultate un utile strumento per chiarire la tassonomia delle 

specie di Cryptosporidium (Monis and Thompson, 2003; Thompson and Monis, 2004; Xiao et al., 

2004; Caccio et al., 2005; Ryan et al., 2016); così come, per determinare il loro potenziale 

zoonotico e stabilire le vie di trasmissione (Xiao e Ryan, 2004; Cacciò, 2005).  

Allo stato attuale, il ruolo svolto da alcuni animali da reddito e da compagnia nella trasmissione 

della criptosporidiosi umana non è ancora del tutto chiaro. Diversi studi di subgenotipizzazione 

suggeriscono che alcune delle infezioni da C. parvum hanno origine nell'uomo stesso, mentre altre 

specie e/o genotipi comuni negli animali colpiscono in misura minore le persone (Xiao et al., 2004; 

Xiao and Feng, 2008).  

La maggior parte dei casi di criptosporidiosi nell'uomo sono causati da C. hominis e C. parvum. 

Recenti studi molecolari affermano che la trasmissione di C. hominis è fondamentalmente 
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antroponotica, mentre quella di C. parvum è zoonotica (Chalmers e Katzer, 2013). L'importanza e la 

distribuzione di ciascuna di queste specie dipende dalla situazione geografica. C. hominis è più 

prevalente (62%) in America, Australia e Africa, mentre C. parvum è responsabile di un numero 

elevato di casi in Europa (57%), specialmente nel Regno Unito (Cacciò et al., 2005). Inoltre, mentre 

nelle aree urbane predominano i casi da C. hominis, le persone che vivono nelle aree rurali, 

soprattutto i bambini, hanno tassi più alti di infezione da C. parvum, si registravano probabilmente 

in relazione ad un maggiore contatto con gli animali (Llorente et al., 2007; Essid et al., 2008; 

Cacciò et al., 2013). 

Solo recentemente C. ubiquitum, precedentemente noto come "genotipo del cervo o genotipo 3", 

emerge come un’altra importante specie infettante l’uomo (Fayer et al., 2010). È stato trovato in 

infezioni umane in tutto il mondo, principalmente nei paesi industrializzati (Chalmers e Katzer, 

2013; Elwin et al., 2012). Il recente riconoscimento di C. ubiquitum come zoonosi emergente ha 

una grande importanza per la salute pubblica a causa della sua ampia distribuzione geografica e 

della vasta gamma di ospiti che può infettare (Fayer et al., 2010; Li et al., 2014). È stata infatti 

rilevata in agnelli (Diaz et al., 2015), ruminanti selvatici, roditori, procioni, lemuri e nell’uomo 

(Feng et al., 2007; Ziegler et al., 2007; Da Silva et al., 2003; Elwin e Chalmers, 2008; Fayer et al., 

2010). È stato anche isolato in fonti di acqua potabile, raccolte di acqua piovana e liquami in 

diverse aree geografiche (Zhou et al., 2003; Jiang et al., 2005; Jellison et al., 2009; Nichols et al. al., 

2010; Van Dyke et al., 2012).  

Sebbene C. hominis e C. parvum siano responsabili della maggior parte delle infezioni nell’uomo, 

occorre prestare attenzione anche alla criptosporidiosi causata da C. meleagridis, C. felis e C. 

ubiquitum, anche se sono stati descritti solamente in casi sporadici (Llorente et al., 2007), in 

particolare nei bambini (Llorente et al., 2007; Cardona et al., 2011).  

Altri studi suggeriscono l'esistenza di popolazioni di C. parvum specifiche per l’uomo (Cacciò, 

2005); questo genotipo è stato rilevato e caratterizzato in numerosi focolai di criptosporidiosi 

trasmessi dall’acqua potabile o acqua ad uso ricreativo (MacKenzie et al., 1994; Peng et al., 1997; 

Ong et al., 1999; Xiao et al., 2001; Glaberman et al., 2002; Ryan et al., 2005; Baldursson and 

Karanis, 2011).  
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1.2. SARCOCYSTIS SPP.  

1.2.1 Agente eziologico 

I componenti/membri del genere Sarcocystis (Apicomplexa, Eimerinae, Coccidea, Sarcocystidae) 

(Dubey, 1988) sono tra i più comuni parassiti protozoari della muscolatura striata degli animali da 

reddito tra cui bovini, ovini e caprini (Mirzaei Dehaghi et al., 2013). Il ciclo biologico di questi 

parassiti si svolge obbligatoriamente tra due ospiti con i carnivori che fungono da ospiti definitivi 

mentre gli erbivori ed onnivori (domestici o selvatici) ne rappresentano gli ospiti intermedi (Tenter, 

1995; Dubey, 2015).  

Il genere Sarcocystis (Lankester, 1882) comprende più di 100 specie che infettano mammiferi, 

uccelli, marsupiali e animali poichilotermici. Appartiene al Phylum “Apicomplexa” (Levine, 1979), 

Classe “Sporozoasida” (Leukart, 1879), Sottoclasse “Coccidiasina” (Leukart, 1879), Ordine  

“Eucoccidiorida” (Leger e Duboseq, 1910), Sub-ordine “Eimeriorina” (Leger, 1911), Famiglia 

“Sarcocystidae” (Poche, 1913) (Dubey J.P., 1989). 

Sarcocystis ha un ciclo vitale a due ospiti preda-predatore obbligato. 

Sarcocystis fu repertato per la prima volta nel 1843 in un ratto domestico (Mus musculus) in 

Svizzera (Miescher, 1843). Solo 20 anni dopo il parassita venne riscontrato nella muscolatura di un 

suino (Kühn, 1865). Tuttavia il nome Sarcocystis venne introdotto solo alla fine del secolo (Labbé, 

1899), e la specie rinvenuta nel suino (Sarcocystis miescheriana) divenne la specie tipo di questo 

parassita (Levine, 1986). Il ciclo vitale di Sarcocystis rimase sconosciuto fino al 1972, quando 

venne scoperto che due ospiti erano coinvolti nella trasmissione (Rommel e Heydorn, 1972; 

Rommel et al, 1972).  

 

1.2.2 Ciclo vitale 

Sarcocystis ha un ciclo vitale preda-predatore. 

Le fasi asessuali si sviluppano solo nell’ospite intermedio, che, in natura, è spesso un animale preda, 

mentre quelle sessuali si sviluppano solo nell’ospite definitivo, che è carnivoro. Le specie di 

Sarcocystis hanno generalmente maggior specificità per i loro ospiti intermedi che per i loro ospiti 

definitivi; per S. cruzi, ad esempio, il bovino e il bisonte sono gli unici ospiti intermedi, mentre i 

cani, i lupi, i coyote, i procioni, gli sciacalli e le volpi possono fungere da ospiti definitivi (Dubey e 

Lindsay, 2006). 

S. cruzi, segnalata anche nel nostro Paese (Poglayen et al 1980) funge da esempio in quanto il suo 

ciclo vitale è interamente noto. L’ospite intermedio si infetta attraverso l’ingestione di oocisti o 

sporocisti presenti nel cibo o nell’acqua. Le oocisti sporulate hanno una parete sottile (< 1 μm), che 
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spesso va incontro a rottura, rilasciando le sporocisti nel lume intestinale, da cui passano poi nelle 

feci. In sede intestinale, la parete della sporocisti si disgrega per azione della tripsina e della bile 

liberando 4 sporozoiti, i quali attraversano la parete intestinale, portandosi nelle cellule endoteliali 

delle arteriole di tutto l’organismo, dove avvengono diversi cicli di sviluppo asessuale (merogonia o 

schizogonia). Gli schizonti di prima generazione sono presenti nelle cellule endoteliali delle arterie 

7-15 giorni dopo l’inoculazione. Gli schizonti di seconda generazione (contenenti i merozoiti alla 

periferia) compaiono da 19 a 46 giorni dopo l’inoculazione, prevalentemente in capillari in tutto il 

corpo. I merozoiti si trovano nelle cellule mononucleate del sangue periferico da 24 a 46 giorni 

dopo l’inoculazione (Dubey e Lindsay, 2006). Gli schizonti si dividono per endoduogenia, 

moltiplicazione asessuata in cui il nucleo diventa lobulato e si divide in due nuclei (Dubey, 1989). I 

merozoiti liberati dall’ultima generazione vascolare iniziano la formazione delle sarcocisti nelle 

appropriate cellule ospiti. Il merozoite intracellulare, che è circondato da un vacuolo parassitoforo 

(VP), diventa rotondo e in seguito ovoidale (metrocita) e subisce ripetute suddivisioni, producendo 

molti metrociti che dividendosi producono zoiti a forma di banana chiamati bradizoiti (o cistozoiti) 

lunghi 12-17 μm che rappresentano le forme responsabili della trasmissione dell’infezione all’ospite 

definitivo. Le sarcocisti mature possono contenere alcuni metrociti disposti in periferia oltre ai 

bradizoiti.  

Lo stadio infettante per il predatore ospite definitivo è rappresentato dalla sarcocisti matura, 

contenente un gran numero di bradizoiti. Le sarcocisti diventano generalmente infettanti circa 75 

giorni dopo l’infezione, ma vi è una considerevole variabilità tra le specie. Le sarcocisti immature 

contenenti solo metrociti non sono infettanti per l’ospite definitivo (Dubey e Lindsay, 2006). 

Quando quest’ultimo ingerisce tessuti contenenti sarcocisti mature, i bradizoiti liberati in seguito 

alla digestione gastrica e intestinale penetrano nella mucosa dell’intestino tenue e si trasformano in 

gameti maschili (micro) e femminili (macro). Dopo la fecondazione di un macrogamete con un 

microgamete, la parete si sviluppa attorno allo zigote e si forma l’oocisti. L’intero processo di 

gametogonia e fecondazione si completa entro 24 ore (Dubey e Lindsay, 2006). Le oocisti di 

Sarcocystis sporulano direttamente nella lamina propria. I periodi di prepatenza e patenza sono 

variabili, ma per la maggior parte delle specie di Sarcocystis, sporocisti (più raramente oocisti già 

sporulate) compaiono nelle feci da 7 a 14 giorni dopo l’ingestione delle sarcocisti (Dubey, 1989). 

La sarcocisti (dal greco Sarkos=carne; Kystis=vescica) rappresenta lo stadio terminale asessuale del 

genere Sarcocystis e costituisce un importante criterio identificativo in quanto per lungo tempo la 

classificazione delle varie specie si è basata esclusivamente sulla loro struttura.  



Claudia Tamponi – “Aggiornamenti sulle infezioni da protozoi negli ovini della Sardegna” 
Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie – Ciclo XXXI. Indirizzo: Qualità e Sicurezza Alimentare 

Università degli Studi di Sassari 
 

14

Il numero e la distribuzione delle sarcocisti nell’organismo dell’ospite varia considerevolmente da 

un ospite all’altro ed in base al numero di sporocisti ingerite, alla specie di Sarcocystis coinvolta, 

alla specie ospite, ed allo stato immunitario dello stesso. Sebbene la maggior parte delle sarcocisti si 

sviluppi nella muscolatura striata di cuore, lingua, esofago, diaframma e muscoli scheletrici, alcune 

sarcocisti sono state rinvenute nella muscolatura liscia (anche S. cruzi e S. tenella). Sarcocisti sono 

state osservate anche nelle SNC e nelle fibre del Purkinje di cuore e fasci muscolari, ma in numero 

più limitato (Dubey, 1989).  

 

1.2.3 Fonti di contagio e trasmissione 

L’ospite intermedio contrae l’infezione attraverso l’ingestione delle sporocisti che contaminano le 

acque di bevanda e i pascoli. Le sporocisti possono permanere nella lamina propria ed essere escrete 

per periodi molto prolungati, inoltre sono molto resistenti e possono sopravvivere nell’ambiente 

esterno fino a 1,5-2 anni (Boch et al., 1980; Dubey, 1989). Possono essere inoltre trasportate da 

vettori passivi quali mosche e altri insetti (Markus, 1980). Oocisti e sporocisti sono resistenti ai 

comuni disinfettanti e al congelamento, per cui possono trascorrere l’inverno sul pascolo 

mantenendo intatta la loro infettività; mentre possono essere inattivate dall’essiccamento o 

dall’esposizione a temperature di 56°C per 10 minuti (Dubey et al., 1989).  

In considerazione della elevata incidenza di infezioni asintomatiche osservate in sede di 

macellazione è evidente che questa parassitosi rappresenta la norma laddove cani e gatti vivono a 

contatto con ruminanti o altri ospiti intermedi del parassita o siano in grado di contaminare con le 

feci mangimi e foraggi. In rari casi è stata documentata l’infezione transplacentale in bovini e ovini, 

con l’evidenziazione di schizonti nei feti abortiti. Il fatto che non sia mai stato riscontrato il 

protozoo in agnelli e vitelli neonati, fa supporre che l’infezione transplacentale abbia sempre esito 

fatale. Sarcocystis è invece stato trovato in un puledro di 3 giorni (Cunningham, 1973).  

La possibilità di trasmissione galattogena di Sarcocystis attraverso il latte o il colostro è stata 

studiata in infezioni sperimentali, ma senza successo (Fayer et al., 1982). Pertanto l’ingestione di 

sarcocisti mature contenenti bradizoiti è l’unica via di infezione per l’ospite definitivo. L’immunità 

in seguito a ripetute infezioni è scarsa o assente, per cui ad ogni pasto di carne infetta può seguire 

un nuovo ciclo di produzione di sporocisti (Fayer, 1977; Heydorn e Rommel, 1972). 
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1.2.4 Patogenesi e segni clinici 

La sintomatologia nell’ospite intermedio varia a seconda della specie colpita, normalmente si hanno 

modeste manifestazioni cliniche apparenti che possono sfociare in eventi eclatanti in determinate 

situazioni (animali defedati, particolarmente stressati, etc.) o in seguito ad infezioni sperimentali. 

Generalmente, le specie trasmesse dai canidi sono patogene, mentre spesso non lo sono quelle 

trasmesse dai felidi. S. cruzi, S. capracanis e S. tenella sono rispettivamente le specie più patogene 

per bovini, capre e pecore (Dubey e Lindsay, 2006). 

Nel bovino la sarcocistosi decorre solitamente asintomatica, ma in infezioni gravi in animali non 

immunizzati precedentemente possono apparire febbre, anoressia, anemia, dimagramento, zoppia, 

aborti e diarrea (Radostits et al., 2008). In alcuni casi sono stati osservati sintomi neurologici quali 

atassia, tremori, debolezza muscolare, opistotono, scialorrea, cecità e nistagmo (Radostits et al., 

2008; Smith e George, 2009).  

Gli ovini colpiti possono diventare ipereccitabili presentare scialorrea ed aree alopeciche nel collo e 

nella groppa; si può assistere a sintomatologia nervosa quali posizione supina, opistotono, nistagmo, 

andatura ciclica ed in alcuni casi il decesso (Casarosa 1985), generalmente riconducibili a S. tenella 

e S. arieticanis (Radostits et al., 2008). Si possono altresì evidenziare numerose formazioni cistiche 

macro e microscopiche a livello muscolare. S. ovicanis, S. ovifelis possono causare nelle pecore 

gravide aborto (Leek et al., 1976, 1978) e nei giovani agnelli il decesso (Leek et al., 1977; Smith e 

George, 2009). Ozmen et al. (2004) riportano una sindrome neurologica nell’agnello detta 

“sarcocistosi encefalitica” caratterizzata da depressione, incoordinazione, paralisi degli arti 

posteriori e coma.  

I sintomi clinici sono evidenti generalmente durante il secondo ciclo schizogonico nei vasi 

sanguigni (fase acuta). Da 3 a 4 settimane dopo un'infezione con elevate dosi di sporocisti (50.000 o 

più), compaiono febbre, anoressia, anemia, emaciazione e perdita del pelo (in particolare sulla 

groppa e la coda) e alcuni animali possono venire a morte.  

Lesioni patologiche molto gravi sono presenti negli animali che muoiono durante la fase acuta, 

caratterizzate comunemente da edema, emorragie, atrofia del grasso e necrosi focale nei linfonodi 

intestinali. Le emorragie sono più evidenti sulla sierosa dei visceri, nel muscolo cardiaco, nei 

muscoli scheletrici e nella sclera degli occhi. Tali lesioni possono variare da petecchie a ecchimosi 

di diversi centimetri di diametro. Le lesioni microscopiche possono essere osservate in molti organi 

e consistono in necrosi, edema e infiltrazioni di cellule mononucleate. Durante la fase cronica, le 

lesioni sono limitate ai muscoli e consistono in una miosite non suppurativa con degenerazione 

delle sarcocisti. La miosite eosinofilica (ME) è una condizione infiammatoria specifica dei muscoli 
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striati, principalmente attribuibile ad accumuli di eosinofili (Dubey, 1989; Wouda et al., 2006). È 

stata riscontrata principalmente nei bovini, occasionalmente negli ovini e raramente in suini ed 

equini. Gli animali colpiti sono di solito clinicamente normali e le lesioni da ME sono scoperte 

durante l'ispezione della carne dopo la macellazione. Le alterazioni patologiche consistono in aree 

di colore da verde a giallo pallido che possono essere estese fino a 15 cm. La patogenesi della ME 

non è chiara e le lesioni non sono mai state riscontrate in infezioni sperimentali (Dubey e Lindsay, 

2006). Le sarcocisti degenerative si trovano in sezioni di lesioni da ME (Wouda et al., 2006). 

 

1.2.5 Sarcosporidiosi nell’uomo 

All’interno del ciclo vitale di Sarcocystis spp., l’uomo può fungere sia da ospite definitivo sia da 

ospite intermedio. In seguito all’ingestione di carne cruda o poco cotta contenente sarcocisti di S. 

hominis (da carne bovina) e S. suihominis (da carne suina) può contrarre una sarcocistosi intestinale 

(Fayer et al., 2015), caratterizzata da una sintomatologia gastrointestinale con nausea, mal di 

stomaco ed enteriti acute o croniche con diarrea, che variano considerevolmente a seconda del 

numero di cisti ingerite e che appaiono più gravi in caso di S. suihominis. L’escrezione di sporocisti 

con le feci avviene dopo 10-15 giorni dall’ingestione di carne infetta (Dubey et al., 1989; Fayer et 

al., 2015) e talvolta si protrae per diversi mesi (Plotkowiak e Klasa, 1973; Li e Lian, 1986), in 

un’infezione sperimentale in Olanda si è protratta per 21 mesi (Laarman, 1962). La sarcocistosi 

intestinale è stata segnalata in tutto il mondo, ad eccezione dell’Africa e dei Paesi del Medio 

Oriente, in cui per motivi religiosi e culturali è inusuale il consumo di carne cruda (Fayer et al., 

2015). La maggior parte dei casi sono stati riportati in Paesi Europei quali Olanda (Laarman, 1962; 

Tadros et al., 1979, Germania (Janitschke, 1974; 1975; Flentje et al., 1975), Polonia (Plotkowiak, 

1973; 1976), Slovacchia (Giboda e Rakàr, 1978) e Spagna (Clavel et al., 2001), altri casi sono stati 

riportati in Asia, Australia, Argentina e Brasile (Deluol et al., 1980; Bunyaratvej et al., 1982; 

Velàsquez et al., 2001; Li et al., 2004; 2007)  

L’uomo può fungere inoltre da ospite intermedio aberrante, con sviluppo di una sarcocistosi 

muscolare, nel caso in cui sostituisca accidentalmente l’ospite naturale. Non è noto il numero di 

specie per le quali l’uomo può rappresentare l’ospite intermedio, ma si pensa possano essere almeno 

sette in quanto in bibliografia sono riportati almeno altrettanti diversi tipi strutturali di sarcocisti 

(Beaver et al., 1979; Dubey et al., 1989, Fayer et al., 2015). L’uomo è stato identificato quale ospite 

intermedio nell’infezione da S. nesbitti (Lau et al., 2014; Italiano et al., 2014; Esposito et al., 2014), 

specie per la quale non è ancora noto con certezza l’ospite definitivo, sebbene sembra trattarsi con 

molta probabilità di un serpente o altri rettili (Yang et al., 2005; Tian et al., 2012).  
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L’unica via di trasmissione è quella orale, per ingestione di alimenti o acqua contaminati da 

sporocisti, più verosimilmente si tratta di vegetali e prodotti freschi provenienti da ambienti 

contaminati. Gli ospiti intermedi naturali di S. nesbitti sono primati non umani cercopitecoidi quali i 

macachi (Macaca fascicularis). L’infezione è caratterizzata da una fase iniziale di sviluppo 

nell’endotelio vascolare, accompagnata da una sintomatologia aspecifica con febbre, cefalea e 

mialgia. Il successivo sviluppo di sarcocisti nella muscolatura striata è caratterizzato da quadri di 

miosite.  

Fino agli inizi del terzo millennio il numero di casi sarcocistosi umana erano meno di 100 (Fayer, 

2004), la maggior parte dei quali rinvenuti come reperto autoptico, senza la documentazione di 

sintomi clinici intra vitam. Circa il 50% di questi casi è stato riscontrato in Malesia (Beaver et al., 

1979; Pathmanathan e Kan, 1992; Arness et al., 1999; AbuBakar et al., 2013), mentre gli altri casi 

in Cina, Usa, Sud America, Europa, India, Sud-Est asiatico (Beaver et al., 1979; Van den Enden et 

al., 1995).  

Nel biennio 2011-2012, Geo Sentinel (programma di sorveglianza della International Society of 

Travel Medicine and Centers for Disease Control), ha segnalato una serie di epidemie in turisti al 

rientro da viaggi in Malesia (Centers for Disease Control and Prevention, 2012; Tappe et al., 2013, 

2014; Italiano et al., 2014). Il decorso della malattia era tipicamente bifasico, con una prima fase 

della durata di una settimana caratterizzata da febbre, mialgia e cefalea, seguita da due settimane in 

cui i pazienti non manifestavano alcun sintomo, al termine dei quali si verifica un episodio febbrile 

di lunga durata con grave mialgia caratterizzato da eosinofilia e innalzamento dei livelli ematici di 

creatin-chinasi (Slesak et al., 2014, 2015).  

A causa della situazione di endemicità della Malesia, numerose indagini ambientali sono state 

condotte per la ricerca di oocisti di S. nesbitti, ma inizialmente non sono state trovate tracce di 

Sarcocystis, né nell’ambiente né in animali e persone (Husna Maizura et al., 2012). Solo nel 2016 è 

stata rivelata la presenza di S. nesbitti e altre specie di Sarcocystis in campioni di acqua di fiume e 

cisterne d’acqua, come prova del fatto che potrebbe essere l’acqua contaminata da feci di serpente 

la fonte di infezione che ha innescato le epidemie (Shahari et al., 2016).  

Un altro aspetto legato alla sarcocistosi nell’uomo è costituito dall’ipotesi formulata negli anni ’80, 

dell’esistenza di una frazione proteica tossica che si libera in seguito alla rottura della parete delle 

sarcocisti (Sasha et al., 1985). Le sarcocisti di S. gigantea contengono una tossina molto potente 

detta sarcotossina o sarcocistina, che ha effetti letali se inoculata nel ratto (Al-Taee e Al-Hyali, 

2007) e nel coniglio (Brose et al., 1989). Topi e ratti si sono mostrati suscettibili anche alla 

sarcotossina estratta da S. fusiformis (Saleque et al., 1991).  
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Sarcotossine sono state isolate anche in carni bovine infette da S. cruzi (Saito et al., 1995) e in carne 

di cavallo contenente sarcocisti di S. fayeri (Kamata et al., 2014). Queste tossine risultano 

termolabili, il che sottolinea l’importanza della cottura con temperature di almeno 70°C per rendere 

le carni ovine sicure per il consumo umano (Al-Hyali et al., 2010). 
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1.3 GIARDIA DUODENALIS 

1.3.1. Agente eziologico 

Giardia duodenalis è un protozoo intestinale che può infettare un ampio range di animali domestici 

e selvatici e anche l’uomo, dando luogo a sindromi gastrointestinali anche gravi, soprattutto in 

soggetti giovani o immunocompromessi (Adam, 2001).  

Il genere Giardia (Künstler, 1882) comprende circa 20 specie, tra le quali la più importante è 

Giardia duodenalis, sin. intestinalis o lamblia (Leeuwenhoek, 1681; Lamb, 1859), che infetta una 

moltitudine di mammiferi, tra cui l’uomo.  

Nella classica classificazione tassonomica, il genere Giardia deriva dal Phylum 

“Sarcomastigophora”, Subphylum “Mastigophora” (=Flagellata), Classe “Zoomastigophorea”, 

Ordine “Diplomonadida” e Famiglia “Hexamitidae” (Morrison et al., 2007). Tuttavia il recente 

inquadramento tassonomico, basato sulle caratteristiche genetiche, biochimiche e strutturali, 

considera Giardia come appartenente al Phylum “Metamonada”, Subphylum “Trichozoa”, 

Superclasse “Eopharyngia”, Classe “Trepomonadea”, Sottoclasse “Diplozo”, Ordine “Giardiida” e 

Famiglia “Giardiidae” (Cavalier-Smith, 2003). 

Sei specie di Giardia sono state distinte sulla base delle caratteristiche morfologiche apprezzabili 

con l’ausilio della microscopia ottica (forma dei trofozoiti e corpo mediano) ed elettronica (bordo 

ventrolaterale, scanalatura marginale, disco ventrale, flagello) (Adam, 2001). Cinque di queste 

specie sono state isolate da anfibi (G. agilis), uccelli (G. ardeae, G. psittaci), topi e arvicole (G. 

muris, G. microti) (Cacciò et al., 2005; McRoberts et al., 1996; Adam, 2001). La sesta specie 

include ceppi di Giardia isolati da vari mammiferi, raggruppati da Filice (1952) in una singola 

specie in quanto condividono le caratteristiche morfologiche (Plutzer et al., 2010). 

La moltitudine di studi biomolecolari effettuata nel corso degli anni su G. duodenalis, ha dato luogo 

ad una ulteriore suddivisione in gruppi basati sulla diversità genetica delle sequenze che codificano 

per i geni codificanti glutammato deidrogenasi/gdh, triosofosfato isomerasi/tpi, e ß-giardina/bg. 

Questi raggruppamenti prendono il nome di Assemblaggi, e vengono identificati usando le lettere 

dalla A alla G; gli Assemblaggi A e B sono ulteriormente suddivisi in Sub Assemblaggi. 

• Assemblaggio A (gruppo I): uomo e altri mammiferi (Homan, 1992; Mayrhofer, 1995; 

Karanis and Ey, 1998); 

• Assemblaggio A (gruppo II): uomo (Homan, 1992; Mayrhofer, 1995; Karanis and Ey, 

1998); 

• Assemblaggio B (gruppoIII): uomo e altri mammiferi (Homan, 1992; Mayrhofer, 1995); 

• Assemblaggio B ( gruppo IV): uomo (Homan, 1992; Mayrhofer, 1995); 



Claudia Tamponi – “Aggiornamenti sulle infezioni da protozoi negli ovini della Sardegna” 
Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie – Ciclo XXXI. Indirizzo: Qualità e Sicurezza Alimentare 

Università degli Studi di Sassari 
 

20

• Assemblaggio C/D: cani (Meloni and Thompson, 1987; Monis et al., 1998); 

• Assemblaggio E: specie di interesse zootecnico (Ey et al., 1997); 

• Assemblaggio F: gatti (Monis et al., 1999) 

• Assemblaggio G: ratti (Monis et al., 1999) 

 

1.3.2 Ciclo biologico 

Il ciclo vitale di G. duodenalis comprende due forme: il trofozoita e la cisti. Il trofozoita è la forma 

attiva, mobile e dotata di flagelli, che aderisce alla mucosa intestinale (15µm x 9 µm x 3 µm). Le 

cisti rappresentano invece la fase di resistenza, hanno forma ellittica (7-16μm) e vengono espulse 

nell’ambiente esterno con le feci.  

G. duodenalis ha un ciclo diretto a un ospite. L’infezione avviene tramite l’ingestione delle cisti, 

che si escistano a livello del duodeno dopo l’esposizione agli acidi gastrici ed enzimi pancreatici. 

Durante questo processo le strutture interne vengono duplicate con la produzione di due trofozoiti 

quadrinucleati (De Carneri, 2004), che attaccano i villi epiteliali tramite il disco adesivo. In sede 

intestinale si moltiplicano per fissione binaria dando origine a trofozoiti binucleati e solo allora 

s’incistano. Le cisti si ritrovano nelle feci da una a due settimane dopo l’infezione. Anche i 

trofozoiti possono essere rinvenuti nelle feci, solitamente in caso di diarrea acuta, ma raramente 

sopravvivono per un periodo significativo al di fuori dell’ospite (Adam, 1991). 

 

1.3.3 Fonti di contagio e trasmissione 

Le cisti di Giardia sono trasmesse per via oro-fecale, diretta o indiretta. I potenziali meccanismi di 

trasmissione comprendono: da persona a persona, da animale ad animale, zoonotico (da animale a 

uomo, da uomo ad animale). Gli animali e l’uomo si possono inoltre infettare attraverso l’acqua 

contaminata, sia per ingestione sia per uso ricreazionale (ad esempio nel nuoto), o attraverso cibi 

contaminati (Plutzer et al., 2010; Karanis et al., 2007; Porter et al., 1990; Shields et al., 2008; 

Takizawa et al., 2009). 

A differenza di altri parassiti, quali ad esempio i nematodi, le cisti di Giardia non necessitano di 

ulteriori periodi di maturazione o attivazione dopo la loro escrezione, ma sono immediatamente in 

grado di infettare un nuovo ospite (Svärd et al., 2003). 

Gli animali giovani sembrano essere i maggiori eliminatori di cisti, ma le femmine in gestazione o 

in lattazione rappresentano un’importante fonte d’infezione per i lattanti (Olson, 2004), fatto 

probabilmente imputabile all’azione immunosoppressiva di ormoni quali progesterone, estrogeni e 
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prolattina (Cordero del Campillo, Vàzquez, 1999; Xiao, 1994; Xiao et al., 1994). Sono fonte 

d’infezione sia gli animali clinicamente malati sia i portatori asintomatici, eliminatori di cisti.  

La resistenza delle cisti nell’ambiente esterno dipende da fattori climatici quali temperatura e 

umidità: è stato dimostrato che resistono circa 77 giorni a 8°C, dai 5 ai 24 giorni a 21°C e circa 4 

giorni a 37°C in acqua distillata (Cordero del Campillo, Vàzquez, 1999). In uno studio condotto da 

Olson (1997) è stata valutata per 12 settimane la vitalità delle cisti di Giardia in acqua, suolo e 

deiezioni bovine a diverse temperature (-4°C, 4°C, 25°C). I risultati hanno dimostrato 

l’inattivazione delle cisti dopo 1 settimana a -4°C in tutte le matrici, e dopo 2 settimane a 25°C. 

Alla T 4°C le cisti sono rimaste vitali per una sola settimana nelle feci bovine, 7 settimane al suolo 

e ben 11 settimane in acqua.  

Studi condotti in Norvegia mostrano che i cicli di congelamento-scongelamento che avvengono sui 

pascoli negli inverni in Nord Europa devitalizzano le cisti di Giardia, il che suggerisce che il 

parassita non persista nell’ambiente nella stagione invernale (Robertson e Gjerde, 2004). 

Chiaramente questo criterio non può essere applicato nei Paesi Mediterranei, in cui le temperature 

invernali scendono raramente sotto gli 0°C (Plutzer et al., 2010).  

Le cisti di Giardia sono sensibili ai raggi UV, che potrebbero rappresentare un efficace mezzo di 

disinfezione per le acque (Karanis et al., 1992; Linden, 2002). Disinfettanti quali cloro e derivati si 

sono dimostrati poco efficaci nei confronti del protozoo (Khalifa et al., 2001) che risulta invece 

sensibile all’ipoclorito di sodio (Kim et al., 2001; Briancesco et al., 2005).  

Animali allevati in prossimità di riserve idriche e raccolte d’acqua possono costituire una fonte di 

infezione importante, sia per se stessi sia per l’uomo, in considerazione del fatto che è stata spesso 

segnalata la presenza ceppi appartenenti agli assemblaggi A e B negli animali da reddito come ovi-

caprini, bovini, suini ed equini (Plutzer et al., 2010). In alcune epidemie in Spagna e Nord America 

è stata accertata la contaminazione delle acque ad opera anche di animali selvatici quali topi 

muschiati, castori, nutrie e lontre (Dunlap e Thies, 2002; Fayer et al., 2006; Méndez-Hermida et al., 

2007). È stato inoltre osservato che uccelli acquatici possono contribuire alla contaminazione 

dell’ambiente (Majewska et al., 2009; Plutzer e Tomor, 2009).  

La contaminazione delle acque è un aspetto sempre più importante della trasmissione di Giardia, 

tanto da renderlo insieme a Criptosporidium uno dei più frequenti waterborne pathogens 

(Macpherson et al., 2000). Cisti di Giardia sono state rinvenute nelle acque non trattate di molti 

Paesi Europei tra cui l’Italia (Cacciò et al., 2003; Blasi et al., 2008; Vernile et al., 2009), la Spagna 

(Castro-Hermida et al., 2008; 2009), il Portogallo (Lobo et al., 2009; Almeida et al., 2006, 2010), e 
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la Francia (Mons et al., 2009; Coupe et al., 2006), talvolta con un’elevata concentrazione di cisti 

(sopra le 10/L).  

In diversi Paesi è stata riportata la presenza di cisti in acque balneabili e piscine per attività 

ricreativa (Plutzer et al., 2010).  

La contaminazione di frutti, vegetali e molluschi bivalvi è un’altra importante fonte di contagio per 

l’uomo in quanto spesso vengono consumati crudi (Blasi et al., 2008; Pozio., 2008). È stata 

riportata la contaminazione di ostriche e mitili e altri molluschi bivalvi (Graczyc et al., 2003; 

Gomez-Couso et al., 2005), così come quella di vegetali pronti al consumo (Cook et al., 2007).  

 

1.3.4 Patogenesi e segni clinici 

L’azione patogena di G. duodenalis si esplica attraverso l’alterazione delle cellule intestinali con 

accorciamento dei villi e conseguenti fenomeni di malassorbimento e mal digestione. Ha anche 

un’azione  spoliatrice dei principali elementi nutritivi, con conseguente riduzione dell’incremento di 

peso, ritardi nella crescita, diminuzione del peso della carcassa (Cordero del Campillo, Vàzquez, 

1999). È nota inoltre la sua azione foretica, in quanto capace di veicolare all’interno dell’organismo 

altri patogeni, quali virus, batteri e micoplasmi. 

La sintomatologia clinica, quando si manifesta, è caratterizzata da diarrea a decorso acuto o cronico, 

con feci steatosiche e maleodoranti. I fenomeni diarroici hanno solitamente carattere intermittente, 

intervallati da brevi periodi di benessere e con emissione di feci normali e ben formate. Alla diarrea 

possono accompagnarsi altri sintomi come febbre (fino a 40°C), anoressia, vomito, distensione e 

dolore addominale, disidratazione, pelo opaco (Cordero del Campillo, Vàzquez, 1999) e nei 

bambini ritardo di crescita e fenomeni di malassorbimento (Adam. 1991; Wolfe, 1992). 

La patogenicità di G. duodenalis può essere messa in relazione con diversi fattori tra cui la risposta 

immunitaria e lo stato nutrizionale dell’ospite, nonché con la presenza di altri parassiti gastro-

intestinali (Thompson, 2000; Sackey et al, 2003). I fattori che influenzano principalmente la gravità 

del quadro clinico possono essere dipendenti dal parassita (tipo di ceppo, quantità di cisti ingerite), 

dall’ospite (età e stato immunitario), o dall’ambiente (umidità, temperatura, igiene dei locali, 

management degli animali, eventuale presenza di altri ospiti che possono contaminare l’ambiente) 

(Cordero del Campillo, Vàzquez, 1999). L’età dell’ospite è un fattore molto importante in quanto è 

stato dimostrato che soggetti da 1 agli 8 mesi per gli animali e da 1 a 4 anni per i bambini, risultano 

più recettivi all’infezione, indipendentemente dalla razza e dal sesso (Flagganan, 1992), 

Il colostro svolge una funzione protettiva nel lattante almeno nelle prime settimane di vita; anche la 

vacca in lattazione produce colostro e latte con attività anti-Giardia, proteggendo in tal modo i 
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giovani animali dall’infezione (Olson et al., 2000). L’infezione da G. duodenalis stimola una 

immunità umorale che determina un’infezione autolimitante in molte specie animali (Olson et al., 

2000). Tuttavia, possono trascorrere anche alcuni mesi prima che l’ospite produca anticorpi 

protettivi capaci di eliminare il parassita. E’ stato dimostrato che le bovine non sviluppano 

un’efficace risposta umorale contro G. duodenalis persino dopo 100 giorni dall’infezione 

(O’Handley et al.,2003). 

La maggior parte dei casi presentano tuttavia un decorso asintomatico, ma gli animali pur non 

manifestando segni clinici eliminano le cisti nell’ambiente, fungendo da reservoir e quindi da 

eliminatori silenti di cisti. Anche nei casi asintomatici, dopo circa un mese, il processo si cronicizza 

e molti soggetti non presentano più i sintomi ma fungono comunque da portatori asintomatici. Non 

sembra esistere l’eventualità della guarigione spontanea. La concomitante presenza di altri processi 

patologici di origine batterica, virale o parassitaria può aggravare e mascherare il processo (Cordero 

del Campillo, Vàzquez, 1999). 

 

1.3.5 Giardiosi nell’uomo 

La giardiosi umana è la prima causa di disturbi gastrointestinali in tutto il mondo, con infezioni più 

frequenti tra i bambini sotto i 5 anni di età e in misura minore in soggetti immunodepressi (Adam, 

2001). La patologia è stata messa in correlazione con ritardi della crescita e cognitivi in bambini che 

vivono in ambienti poveri e svantaggiati, contribuendo a compromettere lo sviluppo 

socioeconomico delle regioni endemiche (Berkman et al., 2002). G. duodenalis è anche il protozoo 

di più frequente riscontro nei paesi sviluppati, per i quali sono riportate prevalenze che variano dal 2 

al 7% a seconda del tipo di popolazione oggetto degli studi (Fletcher et al., 2012). 

Nel 1979 viene inserita dall’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS), tra le cause di malattie a 

carattere zoonosico (WHO, 1979). 

L’uomo acquisisce la giardiosi attraverso la via oro-fecale, generalmente in seguito a contatto 

diretto con individui infetti, sebbene siano sempre più spesso documentate epidemie dovute 

all’assunzione di acqua (Baldursson et al., 2012) e cibo (Robertson, 2013) contaminati. Anche se in 

misura minore, gli animali da compagnia possono, per via diretta o indiretta, fungere da reservoir 

per l’infezione umana in determinate condizioni (Feng e Xiao, 2011). L’infezione può essere 

contratta con l’ingestione di un piccolissimo numero di cisti, anche inferiore a 10 (Rendtorff 1954). 

I sintomi sono diarrea, flatulenza, feci grasse, dolori addominali, nausea e disidratazione, e 

compaiono circa 1-2 settimane dopo l’ingestione di cisti.  
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Più della metà degli individui infetti rimangono asintomatici, e una parte di questi diventano anche 

eliminatori (Nash et al., 1987). Soprattutto in soggetti immunodepressi l’infezione cronicizza e i 

sintomi si protraggono inducendo gravi disidratazione, malassorbimento, dimagramento e talvolta il 

decesso (WHO,; Doufour et al. 2012). 

La stragrande maggioranza delle infezioni da G. duodenalis nell’uomo, sono sostenute dagli 

assemblaggi A (~37%) e B (~58%), e questa proporzione rimane costante indipendentemente dallo 

stato socioeconomico delle popolazioni studiate e dall’area geografica considerata (Ryan e Cacciò, 

2013). Il restante 5% circa di infezioni è imputato agli assemblaggi C, D, E e F, sporadicamente 

identificati in isolati umani, che tuttavia possiedono un potenziale zoonotico (Feng e Xiao, 2011; 

Ryan e Cacciò, 2013). 

Come per Cryptosporidium, le epidemie causate da G. duodenalis negli Stati Uniti hanno un picco 

stagionale che coincide con l’estate, e le attività acquatiche, riflettendo un aumento nella 

frequentazione di fiumi, laghi, piscine e parchi acquatici. Allo stesso modo in Tailandia in 

un’epidemia di giardiosi, la causa è stata identificata nel nuotare nei canali urbani nella stagione 

delle piogge, in particolare in una area particolarmente inquinata, a valle di un mercato all’ingrosso 

(Diallo et al. 2008). 

In Sardegna è stata condotta un’indagine nella città di Sassari nel triennio 1990-1993, su campioni 

fecali provenienti da adulti, bambini e soggetti immunodepressi, in cui è stata riscontrata una 

prevalenza per Giardia spp. del 58,2% (Sanna, 1994). 

La prevalenza dell’infezione da Giardia nella popolazione Italiana è stata stimata in numerosi studi, 

che mostrano una prevalenza media vicina al 3%, con un range che va dallo 0,9% al 7,9% (Crotti et 

al., 2005). In studi effettuati su bambini, i tassi di prevalenza variano dallo 0 al 10,1 %, con una 

prevalenza media del 2,7 % (321 / 11776), mentre negli adulti variano dal 1,6% al 5,1%, con una 

media simile a quella osservata nei bambini (1,7%, 157 / 5782). La caratterizzazione biomolecolare 

degli isolati umani ha definito che solo gli Assemblaggi A e B di G. duodenalis sono associati 

all’infezione umana in Italia (Cacciò et al., 2002; Lalle et al., 2005). 
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2. PARTE SPERIMENTALE 

2.1. FASE 1 - VALUTAZIONE DELLA PRESENZA DELLA CRIPTOSPORIDIOSI NEGLI 

OVINI DELLA SARDEGNA E IDENTIFICAZIONE DEI GENOTIPI CIRCOLANTI 

 

2.1.1 Background 

La criptosporidiosi è stata descritta per la prima volta nell’ovino in Australia, in particolare in 

agnelli di età compresa tra 1 e 3 settimane che presentavano diarrea (Barker and Carbonell, 1974). 

Tuttavia, il ruolo di Cryptosporidium spp. come agente primario di diarrea negli ovini è stato 

confermato solo all'inizio degli anni '80, a seguito di infezioni sperimentali in assenza di altri 

enteropatogeni (Angus et al., 1982; Snodgrass et al., 1984). Da allora, la sua importanza come causa 

di diarrea neonatale negli agnelli è stata progressivamente riconosciuta; attualmente si ritengono 

caratteristiche l’alta morbilità e la bassa mortalità, sebbene a seconda delle condizioni ambientali e 

della presenza di altri patogeni intestinali vi possano essere anche casi con decorso fatale (Angus, 

1990; Matos-Fernández et al., 1994; Muñoz-Fernández et al., 1996).  

Secondo Robertson (2009) la prevalenza di Cryptosporidium spp. negli ovini, in tutto il mondo, si 

avvicina al 30%, sebbene nei diversi studi effettuati possa variare tra il 5 e il 70%; queste variazioni 

dipendono da diversi fattori, tra cui la gestione degli animali, la tecnica diagnostica utilizzata, il 

numero di campioni raccolti per animale, l'età degli animali e la presenza di sintomi clinici. Gli 

studi più recenti riportano prevalenze per lo più inferiori al 15% in animali sani (Majewska et al., 

2000; Sturdee et al., 2003; Pritchard et al., 2007; Geurden et al., 2008; Wang et al., 2010; Ye et al., 

2013; Koinari et al., 2014; Tzanidakis et al., 2014), sebbene siano state riportate anche prevalenze 

dal 15% al 40% (Ryan et al., 2005; Pritchard et al., 2008; Paoletti et al., 2009; Sari et al., 2009; 

Yang et al., 2009). 

Negli ovini, sono stati pubblicati molti studi sulle infezioni da Cryptosporidium spp., nei quali sono 

state identificate un gran numero di specie tra cui: C. andersoni, C. bovis, C. fayeri, C. hominis, C. 

meleagridis, C. parvum, C. ryanae, C. scrofarum, C. suis, C. ubiquitum e C. xiaoi. Le specie 

maggiormente riscontrate sono le specie zoonotiche C. parvum, C. ubiquitum e C. xiaoi. 

C. parvum è una specie cosmopolita con ridotta specificità d'ospite, in grado di infettare un gran 

numero di mammiferi domestici e selvatici (Xiao, 2010; Ryan et al., 2014; Abeywardena et al., 

2015). Diversi studi hanno indicato C. parvum come specie dominante nelle pecore, specialmente 

nei soggetti più giovani (Majewska et al., 2000; McLauchlin et al., 2000; Pritchard et al., 2007; 

2008; Paoletti et al., 2009; Yang et al., 2009; Smith et al., 2010; Koinari et al., 2014). La comunità 

scientifica lo considera oggi il principale responsabile delle epidemie di diarrea negli allevamenti 
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ovini (Chalmers et al., 2002; Mueller-Doblies et al., 2008; Quílez et al., 2008b; Diaz et al., 2010a, 

2015; Cacciò et al., 2013; Imre et al., 2013).  

C. ubiquitum, è una specie cosmopolita considerata “generalista”, in quanto identificata in campioni 

provenienti da una grande varietà di mammiferi domestici e selvatici, e nell’uomo (Šlapeta, 2013). 

In diversi studi condotti in greggi di pecore è stata identificata come la specie predominante (Ryan 

et al., 2005b; Santín et al., 2007; Cama et al., 2008; Wang et al., 2010; Fiuza et al. , 2011; Shen et 

al., 2011; Sweeny et al., 2012). Per quanto riguarda la sua patogenicità, C. ubiquitum è stato isolato 

in campioni fecali di soggetti con diarrea appartenenti a diverse specie animali (Díaz et al., 2010a, 

2015; Šlapeta, 2013); tuttavia, sperimentalmente, in nessuna delle specie animali studiate sono stati 

evidenziati segni clinici (Fayer et al., 2010). Inoltre, sebbene questa specie abbia potenziale 

zoonotico e sia considerata una specie emergente, i casi sin qui riportati nell’uomo sono scarsi, per 

cui la sua importanza per la salute pubblica è attualmente considerata ridotta (Santín et al., 2007; 

Chalmers et al., 2009a; Šlapeta, 2013).  

C. xiaoi è una specie recentemente descritta da Fayer e Santín (2009), che presenta una sequenza 

del gene SSUrRNA molto simile a quella di C. bovis, motivo per cui prima che venissero eseguiti 

gli studi morfologici e biologici, era noto come Cryptosporidium bovis-like. Questa grande 

somiglianza ha portato diversi autori a commettere errori di identificazione; infatti, è stato 

confermato che, in diversi studi, gli isolati di C. bovis negli ovini erano in realtà C. xiaoi (Elwin and 

Chalmers, 2008, Mueller-Doblies et al., 2008, Yang et al., 2009). Infatti, in alcune pubblicazioni in 

cui solo l'analisi genotipica viene eseguita utilizzando un solo gene (18S), gli isolati sono 

identificati come C. bovis/xiaoi (Mirhashemi et al., 2016). La sua gamma di ospiti non è ancora 

conosciuta esattamente, ma si presume che sia molto limitata e comprenda principalmente 

ruminanti domestici e selvatici, perché finora è stato riscontrato solo in ovini e caprini in tutto il 

mondo (Šlapeta, 2013; et al., 2015), così come negli yak in Cina (Karanis et al., 2007; Ma et al., 

2014) e nei buoi muschiati in Norvegia (Davidson et al., 2014). È stato identificato anche in un 

pesce (Sillago vittata) appartenente all'Ordine dei Perciformes, probabilmente a causa della 

contaminazione dell'ambiente marino con deiezioni di origine zootecnica (Reid et al., 2010).  

Sebbene le tre specie più frequenti di Cryptosporidium nelle pecore abbiano una distribuzione 

cosmopolita, gli studi molecolari condotti su questi ruminanti suggeriscono, fino ad ora, l'esistenza 

di importanti differenze nella loro distribuzione geografica (Šlapeta, 2013; Taylan-Ozkan et al. , 

2016; Kaupke et al., 2017): C. xiaoi è la specie predominante in Africa e Oceania e C. ubiquitum è 

la più abbondante in America e Asia (Ye et al., 2013). In Europa, è C. parvum la specie più 

frequentemente identificata, sebbene questi dati siano riportati perlopiù in indagini effettuate su 
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animali con diarrea, dove predominano le infezioni da questa specie (Chalmers et al., 2002; 

Mueller-Doblies et al., 2008). 

Diverse indagini hanno determinato che l'età degli animali è un fattore che influenza in modo 

significativo la prevalenza di Cryptosporidium spp. (De Graaf et al., 1999a), che risulta più elevata 

negli agnelli in lattazione (Xiao et al., 1993, Causapé et al., 2002; Majewska et al., 2000, Ryan et al., 

2005, Santín et al., 2007), più suscettibili all'infezione e che hanno quindi una maggiore probabilità 

di sviluppare la malattia clinica (De Graaf et al., 1999a, Mueller Doblies et al., 2008, Díaz et al., 

2010a, 2015). Gli animali più anziani hanno generalmente tassi di infezione più bassi, 

probabilmente a causa dello sviluppo di una risposta immunitaria protettiva dopo l’esposizione a 

ripetute reinfezioni con il parassita (Wang et al., 2009). C. parvum è la specie principale identificata 

nei focolai di diarrea neonatale (Mueller-Doblies et al., 2008; Quílez et al., 2008b; Robertson, 2009; 

Diaz et al., 2010a, 2015; Cacciò et al., 2013; Imre et al., 2013) come negli agnelli sani (Pritchard et 

al., 2007; Mueller-Doblies et al., 2008; Paoletti et al., 2009; Yang et al., 2009). Le infezioni da 

criptosporidi negli animali adulti sono solitamente asintomatiche (Santín et al., 2007), e sostenute 

da specie meno patogene e una elevata specie-specificità, come C. ubiquitum e C. xiaoi (Wang et al., 

2010).  

I dati riportati sulla prevalenza dell’infezione nell’ovino in Italia sono limitati. La sola indagine che 

ci risulta pubblicata riporta una prevalenza del 17,45%, rilevata con la metodica ELISA (Paoletti et 

al., 2009), con identificazione della specie C. parvum. In uno studio più recente è stata effettuata la 

sub tipizzazione di C. parvum in un focolaio di criptosporidiosi in Italia Centrale, che ha rivelato il 

sottotipo IIa (Cacciò et al., 2013).  

L’obiettivo di questa indagine è pertanto quello di valutare la diffusione della criptosporidiosi negli 

ovini della Sardegna, e di stabilire quali siano le specie ed i genotipi circolanti.  

 

2.1.2 MATERIALI E METODI 

2.1.2.1 Campionamento 

Per valutare la diffusione di Cryptosporidium spp. negli ovini di razza sarda sono stati esaminati in 

totale 915 animali, provenienti da 61 allevamenti siti in tutto il territorio della Sardegna. Il 

campionamento ha avuto luogo durante la stagione dei parti 2015/2016 (novembre 2015/febbraio 

2016) su tre differenti categorie di ovini: 

• agnelli in lattazione di età inferiore a 30 giorni;  

• pecore adulte nell’ultimo mese di gravidanza;  

• pecore adulte che avevano partorito da massimo 30 giorni. 
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Per ogni categoria di ovini sono stati prelevati 305 campioni, nello specifico 15 campioni per 

allevamento, in quanto in ogni azienda venivano prelevati 5 campioni per ogni categoria di soggetti. 

Al momento del campionamento il materiale fecale veniva classificato in base alla sua consistenza 

in tre differenti classi: 

1) feci normali (feci secche disidratate scarsamente cedevoli al tatto negli agnelli o pellet fecali 

evidenti nelle pecore); 

2) feci pastose (feci facilmente cedevoli al tatto, pellet non conformati nelle pecore); 

3) feci liquide/diarroiche. 

I campioni coprologici venivano ottenuti su ogni soggetto tramite prelievo rettale. I campioni 

venivano quindi riposti in un contenitore refrigerato a 4° C, debitamente contrassegnati e recapitati 

entro 24h presso il laboratorio di Parassitologia dell’Ospedale Didattico Veterinario (ODV) del 

Dipartimento di Medicina Veterinaria di Sassari per essere sottoposti ad analisi. 

 

2.1.2.2 Analisi microscopica 

Nel laboratorio di coprologia i campioni venivano analizzati per il riscontro diretto di oocisti di 

Cryptosporidium spp.. 

Da ogni campione fecale veniva allestito uno striscio di feci secondo la metodica di Ziehl-Neelsen 

modificata da Angus (1987). 

Il campione fecale veniva strisciato su un vetrino portaoggetto (precedentemente sgrassato) e fatto 

asciugare all’aria. Successivamente veniva fissato con metanolo e fatto asciugare all’aria per altri 

due minuti. Seguiva colorazione con Fucsina di Ziehl per almeno 5 minuti, quindi il vetrino veniva 

sciacquato in acqua corrente e decolorato in etanolo acido per pochi secondi allo scopo di eliminare 

l’eccesso di colorante. Dopo un ulteriore risciacquo in acqua corrente il vetrino veniva contrastato 

in Verde malachite per 30 secondi e nuovamente sciacquato in acqua corrente e fatto asciugare 

all’aria. L’ultima fase consisteva nel montare il vetrino con una resina sintetica Permount e coprire 

con vetrino copri oggetto.  

A questo punto il vetrino veniva esaminato al microscopio ottico, fino all’ingrandimento 40X. In 

caso di positività le oocisti apparivano fucsia su fondo azzurro (Figura 1). 

La media del numero delle oocisti di Cryptosporidium spp. veniva ottenuta su ogni campione 

positivo tramite una conta delle stesse in 10 campi per ogni vetrino esaminato al microscopio ottico 

a 40X (Figura 2). 
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2.1.2.3 Indagine biomolecolare 

Per l’indagine biomolecolare 35 campioni di feci risultati positivi all’esame microscopico a 

Cryptosporidium spp. venivano sottoposti all’estrazione del DNA utilizzando il kit commerciale 

QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, Germany).  

Ogni campione di feci veniva sottoposto a 3 cicli di congelamento in azoto liquido (-196°C per 1 

minuto) e scongelamento (100°C per 5 minuti) con lo scopo di frammentare la spessa parete 

oocistica di Cryptosporidium spp. ed incrementare il rendimento del processo di estrazione del 

DNA. Il DNA estratto veniva stoccato a -20°C fino alla successiva fase di PCR. 

 

Per identificare i genotipi di Cryptosporidium spp. veniva eseguita una Nested PCR che amplifica 

un frammento del gene che codifica per SSU rRNA, applicando il protocollo descritto da Jiang et al. 

(2005). Ciascuna reazione di PCR veniva condotta in un volume finale di 25μl contenente PCR 

buffer (1X), MgCl2 (1,5 mM), dNTPs (0,2 mM di ognuno), primer FOR (0,2 µM), primer REV (0,2 

µM), 1 U di Taq polimerasi (Invitrogen), DNA, H2O milliq. In ciascuna reazione di PCR veniva 

incluso un controllo negativo per verificare la correttezza del procedimento. 

Nella prima reazione è stato amplificato un frammento di 1.325 paia di basi (bp) utilizzando una 

coppia di primers esterni, 18S 1F (5’-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’) e 18S 1R (5’-

CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3’). Nella seconda reazione è stato utilizzato 1μl del prodotto di 

PCR della prima reazione e una coppia di primers interni, 18S 2F (5’-

GGAAGGGTTGTATTTATTAGA TAAAG-3’) e 18S 1R (5’- 

CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA-3’), che amplificano un frammento interno di 840 bp. 

Le amplificazioni venivano effettuate utilizzando il termociclatore GeneAmp PCR System 9700 

(Applied Byosistems, USA). 

Per quanto riguarda i parametri di reazione venivano utilizzate per entrambi gli step le seguenti 

condizioni: denaturazione iniziale a 94°C per 3 minuti, seguita da 35 cicli di 45 secondi a 94°C 

(denaturazione), 45 secondi a 55°C (annealing) e 60 secondi a 72°C (estensione) e un’estensione 

finale a 72°C per 7 minuti. 

Gli amplificati ottenuti dalla Nested PCR venivano sottoposti a elettroforesi in gel di agarosio 

all’1% in tampone TAE 1X (Tris-Acetato 40mM, Na2EDTA 0,1 Mm, pH 8) e Sybr Safe DNA gel 

stain (Invitrogen). La visualizzazione dei risultati e l’acquisizione dell’immagine veniva effettuata 

mediante lo strumento UVITEC (Cambridge). La stima della lunghezza del frammento veniva 

effettuata mediante l’utilizzo dello standard di pesi molecolari Thermo Scientific GeneRuler (100 

bp DNA ladder). 



Claudia Tamponi – “Aggiornamenti sulle infezioni da protozoi negli ovini della Sardegna” 
Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie – Ciclo XXXI. Indirizzo: Qualità e Sicurezza Alimentare 

Università degli Studi di Sassari 
 

30

Per determinare la specie e/o il genotipo veniva eseguita un’analisi del polimorfismo mediante 

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Per realizzare questa analisi, i prodotti della 

seconda reazione di PCR venivano sottoposti a digestione con le endonucleasi di restrizione SspI, 

VspI e MboII a 37°C per almeno 2 ore. I frammenti di restrizione ottenuti venivano sottoposti ad 

elettroforesi in gel di agarosio al 2% in tampone TAE 1X e Sybr Safe DNA gel stain (Invitrogen), a 

110 V per 70 minuti. L’ acquisizione dell’immagine veniva effettuata mediante lo strumento 

UVITEC (Cambridge). Le specie e/o i genotipi venivano stabiliti confrontando i pattern di 

digestione ottenuti con quelli descritti in letteratura (Feng et al., 2007; Xiao e Ryan, 2008). 

 

Gli isolati identificati come C. parvum e C. ubiquitum all’RFLP, venivano subtipizzati mediante il 

sequenziamento di un frammento (800-850bp) del gene che codifica per la glicoproteina 60 kDa 

(GP60), ottenuto con una Nested PCR (Alves et al. 2003; Li et al. 2014).  

La Nested PCR per subtipizzare C. parvum veniva condotta per ciascuna reazione in un volume di 

25μl contentente PCR Buffer 1x, MgCl2 3 mM, 200 μM di ciascun dNTP, 5U di Taq polimerasi 

(Invitrogen), 0,2 μM di ciascun primer: GP601F (5’- ATAGTCTCCGCTGTATTC -3’) e GP601R 

(5’- GGAAGGAACGATGTATCT -3’) per il primo step e GP602F (5’-  

TCCGCTGTATTCTCAGCC-3’) e GP602R (5’- GCAGAGGAA CCAGCATC-3’) per il secondo 

step. Le condizioni termiche comprendevano una denaturazione iniziale a 95°C per 3 minuti, 40 

cicli di 45 secondi a 95°C, 45 secondi a 52°C e un minuto a 72°C, estensione finale a 72°C per 10 

minuti.  

La Nested PCR effettuata per amplificare un frammento del gene GP60 di C. ubiquitum utilizzava 

per la prima reazione i primers Ubi-18S-F1 (5’-TTTACCCACACATCTGTAGCGTCG-3’) e Ubi-

18S-R1 (5’-ACGGACGGAATGATGTATCTGA-3’), e per la seconda reazione i primers Ubi-18S-

F2 (5’-ATAGGTGATAATTAGTCAGTCTTTAAT-3’) e Ubi-18S-R2 (5’-

TCCAAAAGCGGCTGAGTCAGCATC-3’). Amplifications were carried out in a GeneAmp PCR 

System 9700 (Applied Byosistem, USA). Le condizioni termiche comprendevano una 

denaturazione iniziale a 94°C per 5 minuti, 35 cicli di 45 secondi a 94°C, 45 secondi a 58°C e un 

minuto a 72°C, estensione finale a 72°C per 7 minuti.  

Il sottotipo veniva attribuito utilizzando la nomenclatura descritta da Sulaiman et al. (2005). 

I prodotti dell’amplificazione venivano sottoposti ad una elettroforesi in gel d’agarosio all’1% in 

tampone TAE 1X e Sybr Safe DNA gel stain (Invitrogen) e in seguito visualizzati mediante lo 

strumento UVITEC (Cambridge). Per stabilire i subtipi presenti, i campioni sono stati inviati presso 

un laboratorio esterno per il sequenziamento mediante sequenziatore automatico (Eurofins 
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Medigenomix Gmbh) e le sequenze ottenute sono state confrontate con quelle depositate in 

GenBank. 

 

Tutti i dati ottenuti sono stati implementati su un foglio elettronico della Microsoft EXCEL vers. 

2007 ed elaborati tramite i software statistici EpiInfo Ver.3.5.3 - 2012 e MINITAB Release 12.1. 

In particolare sono stati attuati i confronti tra le prevalenze tramite il test del χ2, mentre per il 

confronto delle medie delle oocisti di Cryptosporidium spp. nelle varie categorie tramite il test 

ANOVA ad una via. Sono state inoltre valutate le probabilità di rischio attraverso il calcolo delle 

Odds Ratio (OR). 

Differenze statisticamente significative sono state ritenute quelle pari a P< 0,05. 

 

2.1.3 RISULTATI 

Oocisti di Cryptosporidium spp. (Figura 1) sono state riscontrate nel 34,4% (21/61) degli 

allevamenti ovini monitorati e nel 10,1% dei campioni controllati (92/915). 

La stratificazione dei tassi di prevalenza per Cryptosporidium spp. nelle tre categorie di ovini prese 

in considerazione ha evidenziato la seguente situazione: 

a) agnelli 16,4% (50/305); 

b) pecore in gravidanza 7,2% (22/305); 

c) pecore nel periodo post parto 6,6% (20/305).  

Il confronto tra questi tassi di prevalenza al test del χ2 è risultato il seguente: 

agnelli/pecore nel periodo post parto : χ2 =14,52; P= 0,00013; 

agnelli/pecore in gravidanza: χ2 =12,35; P= 0,00044; 

pecore nel periodo post parto /pecore in gravidanza: χ2 = 0,10; P= 0,749. 

L’elaborazione dei dati relativi sempre a Cryptosporidium spp. stratificati per livello di consistenza 

delle feci ha evidenziato la situazione riportata nella Tabella 1. 

Il confronto dei tassi di prevalenza elaborati per le tre tipologie di consistenza fecale rilevata (N= 

normale; P= pastosa; D= liquida/diarroica) per ogni categoria di ovini esaminata ha evidenziato al 

test del χ2 quadro i risultati sotto riportati: 

• agnelli - χ2 con due gradi di libertà= 23,88, P= 0,00001; 

• pecore nel periodo post parto - χ2 = 2,10; P= 0,147; 

• pecore in gravidanza - χ2 = 2,01; P= 0,156. 

Il rischio di riscontrare un campione positivo (OR) a Cryptosporidium spp. nelle feci pastose e 

diarroiche rispetto a quelle normali (OR= 1) degli agnelli è risultato rispettivamente pari a 2,56 e 
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6,26, mentre nelle pecore nel periodo post parto tale valore tra feci normali e pastose è risultato pari 

a 0,50 (0,18<OR<1,40) e nelle pecore in gravidanza di 0,54 (0,21<OR<1,38). 

Il confronto tra le medie delle oocisti eliminate nei soggetti positivi (Intensità Media – IM), ha 

evidenziato valori più elevati negli agnelli (18,24 ± 40,53) rispetto alle pecore nel periodo post 

parto (14,04 ± 23,18) e alle pecore in gravidanza (5,51 ± 7,97); tuttavia tale differenze nelle tre 

categorie di ovini esaminate non risultano differire in modo significativo al test dell’ANOVA 

(F=1,22; P= 0,301). 

Il confronto tra le medie di oocisti di Cryptosporidium spp. delle 3 categorie di ovini esaminate 

stratificate per consistenza del campione fecale, ha evidenziato valori più elevati per le feci 

diarroiche (25,23 ± 51,02) rispetto a quelli delle feci normali (12,74 ± 25,22) e delle feci pastose 

(8,10 ± 13,25), anche se tali differenze non sono risultate statisticamente significative (F= 2,35; P= 

0,101). 

Inoltre, l’elaborazione di questo parametro (media oocisti) per ogni categoria di ovini stratificato 

per consistenza fecale ha evidenziato la situazione riportata nella Tabella 2. 

 

L’analisi del pattern delle bande, ottenuto dopo la digestione (RFLP) dei campioni risultati positivi 

alla PCR per 18S con le endonucleasi SSpI, VspI e MboII, ha permesso di identificare 2 specie di 

Cryptosporidium: 11 campioni sono stati identificati come C. parvum e 4 come C. ubiquitum.  

Gli altri campioni isolati sono risultati positivi alla Nested PCR 18s ma con bande molto deboli che 

non hanno consentito la realizzazione di un’analisi RFLP. 

Per quanto riguarda la subtipizzazione di C. parvum l’analisi delle sequenze ottenute della GP60 ha 

permesso di individuare un sottotipo appartenente alle famiglia allelica IIa A15G2R1 e IId A20G1. 

La sub tipizzazione dei campioni di C. ubiquitum ha permesso di individuare il sottotipo XIIa. Il 

dettaglio delle specie e della tipizzazione molecolare è riportato nella Tabella 3. 

 

2.1.4 DISCUSSIONE 

I risultati del presente studio mostrano un’elevata presenza della criptosporidiosi negli allevamenti 

ovini della Sardegna (34,4%), in cui il protozoo è stato repertato in animali di tutte le età. 

I tassi di prevalenza riscontrati negli agnelli (16,4%) risultano in linea con quelli rilevati in altri 

Paesi europei in cui si riportano tassi variabili dal 13,1% in Belgio (Geurden et al., 2008) al 37,3% 

in Grecia (Tzanidakis et al., 2014). Anche in questo caso è evidente che situazioni ambientali, di 

management ed eventualmente fattori genetici possano influenzare tale aspetto. 
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Nell’ambito della nostra ricerca appare inoltre evidente la maggior recettività alle infezioni da parte 

degli agnelli, categoria di soggetti evidentemente più “scoperta” sotto l’aspetto immunitario, in 

analogia a quanto già rilevato anche da Castro-Hermida et al. (2011) in Spagna. 

Per quanto concerne invece i tassi di prevalenza nei confronti della criptosporidiosi in pecore che 

avevano partorito o in pecore in gravidanza non si rilevano differenze statisticamente significative. 

La prevalenza riscontrata (7%), sebbene non sia molto alta, può rappresentare un importante fattore 

di rischio in quanto gli animali adulti potrebbero costituire dei resevoir dell’infezione quelli piu 

giovani, generalmente più sensibili.  

Anche per quanto riguarda le medie di oocisti riscontrate nelle diverse categorie monitorate, gli 

agnelli presentavano delle medie superiori (18,24 ± 40,33) rispetto alle pecore nel periodo post 

parto (14,04 ± 23,18) e delle pecore in gravidanza (5,51 ± 7,97), anche se tali valori non differivano 

significativamente tra loro. Le medie delle pecore nel periodo post parto sono risultate superiori a 

quelle delle pecore in gravidanza; il considerevole numero di oocisti che potenzialmente possono 

eliminare questi animali, potrebbe determinare un inquinamento ambientale importante per la 

trasmissione dell’infezione agli agnelli. 

I tassi di prevalenza riscontrati nei campioni fecali di differente consistenza hanno evidenziato un 

trend in aumento dalle feci normali a quelle pastose e diarroiche. Tuttavia tali differenze risultano 

statisticamente significative esclusivamente negli agnelli, dove tali valori tendono a duplicarsi 

passando da uno stadio di consistenza all’altro (7,1% feci normali; 16,4% feci pastose; 32,5% feci 

diarroiche); anche i valori di OR riscontrati ovviamente confermano questo trend, in quanto posto 

come 1 il valore di riferimento delle feci normali i valori di OR risultano pari a 2,56 per le feci 

pastose e a 6,26 per le feci diarroiche. Tutto questo evidenzia come, nella diagnosi degli 

enteropatogeni negli agnelli, anche la ricerca delle oocisti di Cryptosporidium spp. debba non essere 

sottovalutata. 

 

Diversi anni fa Mariano e Nardi (2014) sottolineavano, per quanto riguarda la criptosporidiosi in 

Italia, la mancanza di dati aggiornati sulla prevalenza negli ovini e sui danni economici dovuti alla 

diarrea, alla mortalità e alla diminuzione degli incrementi ponderali. In effetti ancora oggi non si 

dispone di dati sufficienti, gli studi scientifici pubblicati negli ultimi anni riguardano perlopiù la 

segnalazione di focolai d’infezione e la caratterizzazione biomolecolare delle varie specie/genotipi 

riscontrati (Drumo et al., 2012; Cacciò et al., 2015).  

La presente indagine rappresenta pertanto la prima, in Italia, che abbia preso in considerazione la 

diffusione dell’infezione in varie categorie di animali, che abbia quantificato l’intensità di 
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eliminazione di oocisti e che abbia stratificato questi risultati in base alla consistenza fecale dei 

campioni esaminati. Tale indagine assume particolare importanza in Sardegna in quanto la 

criptosporidiosi è stata in passato segnalata in episodi molto gravi caratterizzati da un’elevata 

mortalità (Leoni, 1985). L’episodio riportato interessò 125 agnelli di un gruppo di 500 soggetti di 2-

7 giorni di età, nei quali la malattia si manifestò con anoressia, seguita da una diarrea incoercibile, 

caratterizzata da feci di colore giallastro; grave disidratazione, un modico rialzo termico e un rapido 

deperimento corporeo. In assenza di diagnosi venne applicato un protocollo terapeutico a base di 

antibiotici e sulfamidici che tuttavia determinò solo una temporanea remissione dei sintomi (Leoni, 

1985).  

 

La genotipizzazione ha permesso di individuare le specie C. parvum e C. ubiquitum. Numerosi studi 

in tutto il mondo hanno riportato C. xiaoi e C. ubiquitum come le specie dominanti negli ovini 

(Yang et al., 2009; Robertson et al., 2010; Wang et al., 2010; Fiuza et al., 2011). Altri autori, invece, 

ritengono che C. parvum (Ryan et al., 2005; Mueller-Doblies et al., 2008; Cacciò et al., 2013; Imre 

et al., 2013) e C. hominis siano più comuni rispetto a C. ubiquitum (Connelly et al., 2013).  

L’identificazione in questo studio di C. parvum è in accordo con quanto riportato sinora sulla 

criptosporidiosi clinica negli ovini che risulta essere causata principalmente da questa specie, che 

determina negli agnelli una diarrea liquida giallastra e maleodorante, da lieve a severa, con perdita 

di peso, depressione e morte che di solito coinvolgono animali fino ad un mese di età (Smith et al., 

2005). Il rilevamento di C. ubiquitum, un comune patogeno responsabile di infezioni umane (Xiao, 

2010), è coerente con quanto riportato in agnelli in Australia (Yang et al., 2014).  

La subtipizzazione di C. parvum ha permesso di individuare il sottotipo IIa, rilevato in ovini e 

bovini e in alcuni casi associato a infezioni umane (Quílez et al., 2008; Díaz et al., 2010; Smith et 

al., 2010), ma anche il sottotipo IId, già riscontrato in precedenti indagini in Europa (Quìlez et al., 

2008; Imre et al., 2013).  

La sub tipizzazione di C. ubiquitum ha permesso di identificare nei nostri isolati il sottotipo XIIa, 

già riconosciuto come il sottotipo predominante nei piccoli ruminanti a livello mondiale (Li et al., 

2014), e identificato nelle infezioni umane (Li et al., 2014).  

Questo dato assume particolare importanza per la salute umana, soprattutto per quanto riguarda le 

persone che vivono a contatto con gli ovini, in quanto il contatto diretto con gli ovini è segnalato 

come una delle più comuni forme di trasmissione zoonotica, insieme al consumo di acqua non 

trattata o contaminata da oocisti disseminate dagli ovini. (Li et al., 2014; WHO/FAO, 2014). 
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2.1.5 TABELLE E FIGURE 

Tabella 1 – Positività per Cryptosporidium spp. nelle tre categorie di ovini stratificate per gli  

allevamenti e per livello di consistenza delle feci (N=normale, P=pastosa, D=diarrea). 

 

 Agnelli P/nel periodo post parto  P/in gravidanza 

Consistenza 

fecale 

N P D N P D N P D 

n. allevamenti 

positivi 

5 10 10 3 4 0 6 5 0 

n. soggetti 

esaminati 

140 85 80 154 150 1 181 122 2 

n. soggetti 

positivi 

10 14 26 7 13 0 10 12 0 

Prevalenza (%) 7,1 16,4 32,5 4,5 8,6 / 5,5 9,8 / 

 

 

Tabella 2 - Media oocisti nelle tre categorie di ovini stratificate per consistenza fecale (N=normale, 

P=pastosa, D=diarrea). 

 

 Agnelli P/ nel periodo post parto  P/ in gravidanza 

Consistenza 

fecale 

N P D N P D N P D 

Media oocisti 13,00 9,29 25,23 22,29 9,26 / 5,80 5,08 / 

Dev.Standard 29,08 16,43 51,03 33,51 15,11  / 10,88 4,90 / 

test ANOVA F=0,82;  P=0,446 F=1,39;  P=0,254 F=0,04;  P=839 
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Tabella 3 - Risultati dell’indagine biomolecolare 

 

Id 

campione 

Categoria 

animale 

Risultati 

Microscopia 

Risultati PCR Risultati RFLP Risultati 

subtipizzazione 

1 AG positivo Negativo - - 

2 AP positivo Negativo - - 

3 AG positivo Positivo C. ubiquitum XIIa 

5 AP positivo Negativo - - 

7 ANP positivo Negativo - - 

8 ANP positivo Negativo - - 

10 AP positivo Negativo - - 

11 ANP positivo Negativo - - 

12 ANP positivo Negativo - - 

13 AG positivo Positivo C. ubiquitum XIIa 

14 ANP positivo Negativo - - 

16 AG positivo Negativo - - 

17 AG positivo Positivo C. parvum  

18 AG positivo Positivo C. parvum  

19 ANP positivo Negativo - - 

20 AG positivo Positivo C. parvum IIaA15G2R1 

21 AG positivo Positivo C. parvum IIaA15G2R1 

22 ANP positivo Negativo - - 

23 AG positivo Positivo C. parvum  

24 AG positivo Negativo - - 

25 AG positivo Positivo C. parvum IIaA15G2R1 

26 AG positivo Positivo C. parvum IIdA20G1 

27 AG positivo Positivo - - 

28 ANP positivo Negativo - - 

29 AP positivo Negativo - - 

30 AG positivo Positivo - - 

31 AG positivo Negativo - - 

33 AG positivo Negativo - - 

34 AG positivo Positivo C. parvum IIaA15G2R1 

35 AP positivo Negativo - - 

36 AG positivo Positivo C. ubiquitum XIIa 

37 AG positivo Negativo - - 

38 AG positivo Positivo C. parvum IIaA15G2R1 

39 AG positivo Positivo C. ubiquitum XIIa 
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Figura 1 - Oocisti di Cryptosporidium spp ottenute con colorazione di Ziehl-Neelsen modificata da 

Angus (1987), ingrandimento 4X. 

 

 

Figura 2 - Campo microscopico ad ingrandimento 40X utilizzato per il calcolo della media delle 

oocisti di Cryptosporidium spp.  
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2.2. FASE 2 - EPIDEMIOLOGIA E CARATTERIZZAZIONE BIOMOLECOLARE DELLE 

FORME MACROSCOPICHE E MICROSCOPICHE DI SARCOCYSTIS NEGLI OVINI 

DELLA SARDEGNA 

 

2.2.1. Background 

Sono quattro le specie di Sarcocystis (Sarcocystis gigantea, Sarcocystis medusiformis, Sarcocystis 

tenella and Sarcocystis arieticanis) che hanno come ospite intermedio riconosciuto l’ovino (Dubey 

et al., 1989). S. gigantea e S. medusiformis trasmesse dai felidi, sono generalmente considerate non 

patogene e producono cisti macroscopicamente visibili (Bahari et al., 2014), mentre S. tenella e S. 

arieticanis, che producono cisti microscopiche (Bahari et al., 2014), sono trasmesse dai canidi e 

sono considerate più patogene (Heckeroth & Tenter, 1999).  

Oltre a queste, due altre specie originariamente isolate dal capriolo, Sarcocystis mihoensis e 

Sarcocystis gracilis-like, sono state descritte anche nei piccoli ruminanti (Saito et al., 1997; 

Giannetto et al., 2005). I cani sono anche riconosciuti come ospiti definitivi di S. mihoensis ed 

insieme con le volpi di S. gracilis-like (Giannetto et al., 2005).  

S. tenella, S. gigantea e S. arieticanis sono diffuse in tutto il mondo, mentre infezioni da S. 

medusiformis sono state riportate perlopiù in Australia, Nuova Zelanda, Iran e Italia (Heckeroth & 

Tenter, 1999; Scala et al., 2008).  

Gli ovini si infettano con i protozoi del genere Sarcocystis mediante l’ingestione di cibo o acqua 

contaminati da sporocisti.  

La presenza di specie macroscopiche di Sarcocystis negli ovini causa grande preoccupazione nel 

settore dell’industria della carne poiché parte o perfino l’intera carcassa potrebbero essere escluse al 

consumo umano, provocando gravi perdite economiche (Dubey et al., 1988; Oryan et al., 1996). 

D’altra parte, le specie microscopiche, possono causare patologie negli animali infetti, specialmente 

nelle forme acute, e comportare perdite produttive (Fayer, 1976; Munday, 1979; Munday, 1986). La 

gravità della malattia negli ovini causata da S. tenella e S. arieticanis sembra essere correlata con la 

dose di sporocisti ingerita e con lo stato immunitario dell’ospite (Heckeroth & Tenter, 1999). 

Durante la fase precoce di moltiplicazione dei parassiti mediante endopoligenia, l’infezione 

primaria con una delle specie di Sarcocystis può condurre a episodi di sarcosporidiosi acuta con 

encefalite, encefalomielite e diatesi emorragica che possono causare la morte dell’animale 

(Heckeroth e Tenter, 1999). Nelle pecore in stato di gravidanza, l’infezione acuta da Sarcocystis 

provoca talvolta morte fetale, aborto o nascita prematura dell’agnello (Munday, 1981; Fayer & 

Dubey, 1988).  
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Gli ovini possono essere infettati contemporaneamente da differenti specie di Sarcocystis, patogene 

e non patogene (Gjerde, 2013). Il criterio più comunemente utilizzato per effettuare la 

classificazione delle diverse specie di Sarcocystis, è quello che si basa sulle caratteristiche 

ultrastrutturali della parete primaria delle sarcocisti (Giannetto et al., 2005). Diversi autori hanno 

riportato che la parete delle sarcocisti variano dagli organismi relativamente semplici a quelli 

altamente complessi (Dubey et al., 1988; Obendorf e Munday, 1987; O’Toole, 1987; Mehlhorn et 

al., 1975).  

Tuttavia in questi ultimi anni per l’identificazione delle specie di Sarcocystis sono state messe a 

punto delle valide tecniche di biologia molecolare (Gjerde, 2013; Tenter, 1995). Gran parte degli 

studi molecolari sulle specie di Sarcocystis sono stati effettuati utilizzando unità di DNA 

ribosomiale, in particolare la piccola subunità del gene (18S) rRNA (Gjerde, 2013). Numerosi 

report sulla prevalenza della sarcosporidiosi ovina hanno rivelato che questa parassitosi è ancora 

comune anche nei Paesi sviluppati (Mirzaei and Rezaei, 2014; Mirzaei Dehaghi et al., 2013; Savini 

et al., 1992), in particolare nelle regioni dove viene ancora praticato l’allevamento ovino di tipo 

estensivo, come nei Paesi del Mediterraneo. Proprio in Sardegna, Scala e Nieddu (1990) riportarono 

una prevalenza del 66% per S. gigantea. Questa specie è comunemente riscontrata nell’esofago e in 

altri siti (come per esempio la muscolatura scheletrica, diaframma, cuore, lingua e laringe) degli 

ovini macellati (Bahari et al., 2014). Inoltre gli stessi autori riscontrarono cisti microscopiche con 

una prevalenza che oscillava tra 36% a 81% rispettivamente nell’esofago e nel cuore (Scala e 

Nieddu, 1990). Nonostante ciò, i dati sull’epidemiologia e la caratterizzazione biomolecolare delle 

sarcosporidiosi ovine sono piuttosto datati e principalmente presenti nella cd. “letteratura grigia”, 

non fruibile per tutti (documenti regionali italiani e comunicazioni in sede di congresso).  

Quindi, l’obiettivo di questo studio è stato quello di riempire il gap di conoscenza sulle 

sarcosporidiosi ovine mediante un’indagine trasversale sulle specie macroscopiche e microscopiche 

presenti negli ovini della Sardegna. 

 

2.2.2 MATERIALI E METODI 

2.2.2.1 Sarcocisti macroscopiche 

Lo studio ha coinvolto un totale di 769 ovini di razza Sarda, di sesso femminile, con età compresa 

tra 3-7 anni macellate in 4 diversi mattatoi della Sardegna (1 = Thiesi, SS, n 282; 2 = Tula, SS, n 

157; 3 = Settimo S. Pietro, CA, n 103; 4 = Nule, NU, n 227).  
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Subito dopo la macellazione, durante l’ispezione post-mortem, venivano esaminati il diaframma, i 

muscoli addominali ed intercostali, i muscoli pellicciai e i muscoli della coscia per il rilevamento 

delle cisti macroscopiche di Sarcocystis spp.  

In una parte delle pecore macellate sono stati esaminati anche l’esofago (n=365) ed i muscoli 

laringei/pterigoidei (n=521).  

Le cisti macroscopiche sono state classificate secondo la classificazione riportata da Dubey et al. 

(1989). 

Al fine di confermare la tassonomia delle cisti macroscopiche, è stato condotto uno studio 

biomolecolare su 30 cisti isolate durante l’esame macroscopico.  

Le sarcocisti isolate sono state lavate per due volte con acqua distillata, collocate in Eppendorf da 

1,5 ml, con etanolo al 70% e conservate a -20° C fino all'estrazione del DNA eseguita con un 

commerciale kit (PureLink® Genomic DNa Mini Kit - Invitrogen, USA), secondo le istruzioni del 

produttore. Sono stati amplificati i geni parziali dell’RNA ribosomiale 28S e 18S usando le coppie 

di primers KL5a (5'-GAC CCT GTT GAG CTT GAC 30) e KL2 (5 ACT TAG AGG CGT TCA 

GTC-3') e 1L (5'CCATGCATGTCTAAGTATAAGC-3') con 1H (5 'TATCCCCATCACGATG 

CATAC-3') come descritto da Mugridge et al. (1999) e Yang et al. (2001). Ciascuna reazione di 

PCR è stata eseguita con un volume finale di 25 μl contenente 2,5 μl di PCR buffer 10 X, 2,5 μl 

costituito dal mix dNTP 2 mM, 0,1 μM di ogni primer, 0,5 μl di Taq (Thermus aquaticus) DNA 

Polymerase (Thermo Scientific), 2,5 μl di MgCl2, 0,2 μg di DNA genomico e il restante volume 

d'H2O. Dopo la prima fase di denaturazione a 94° C per 3 min, sono stati eseguiti 30 cicli di 

amplificazione a 94° C per 45 s e a 65° C (62° C per le coppie di primer 1L / 1H) per 45 s, un 

allungamento a 72° C per 1 min e un estensione finale a 72° C per 5 min.  

Successivamente i  prodotti della PCR sono stati purificati con un kit commerciale (High Pure PCR 

Product Purification Kit, Roche) e sequenziati attraverso un servizio esterno (MWG Eurofins). Le 

sequenze ottenute sono state confrontate con i database BLAST (http: // blast. 

Ncbi.nlm.nih.gov/Blast). 

 

2.2.2.2 Sarcocisti microscopiche 

Parallelamente, è stata condotta un’ulteriore ricerca per l’identificazione di Sarcocystis spp., su 

ulteriori 112 pecore di razza Sarda provenienti dagli stessi quattro stabilimenti di macellazione della 

Sardegna (1 = Thiesi, SS, n 40;2 = Tula, SS, n 20;3 = Settimo S. Pietro, CA, n 18; 4 = Nule, NU, n 

34). Per l’identificazione microscopica di Sarcocystis spp., sono stati impiegati due diversi 

protocolli, che prevedevano rispettivamente l’utilizzo della microscopia ottica sui campioni non 
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conservati e l’uso di tecniche biomolecolari (PCR). Il cuore è stato scelto come matrice d’analisi 

secondo quanto indicato in precedenti studi (Pérez-Creo et al., 2013; Wheater et al., 1987).  

Nella prima fase tutti i campioni sono stati esaminati al microscopio ottico subito dopo la 

macellazione,  allo scopo di rilevare la presenza di specie microscopiche di Sarcocystis come 

descritto da Fukuyo et al. (2002). Per ogni campione di cuore sono stati ottenuti due campioni di 

tessuto muscolare; uno dal setto atrioventricolare (AVS) e l’altro dal ventricolo sinistro (LV). Circa 

0,5 g di muscoli (2 mm × 8 mm) sono stati tagliati, schiacciati tra due vetrini ed esaminati mediante 

microscopio ottico (100X) mentre altri 10 g di ciascun campione sono stati congelati per ulteriori 

indagini molecolari.  

Per la successiva fase di indagine biomolecolare, sono stati prelevati 10 g di tessuto da tutti i 112 

campioni di cuore. I campioni venivano sottoposti ad omogeneizzazione, dopodiché 0,05 g di ogni 

campione venivano utilizzati per l'estrazione del DNA tramite un kit commerciale (PureLink 

Genomic DNa Mini Kit - Invitrogen, USA).  

Sul DNA estratto è stata eseguita una nested PCR che amplificava per la piccola sub unità 

ribosomiale 18S rRNA, come precedentemente descritto da Heckeroth e Tenter (1999).  

La nested PCR (ST-nested-PCR) per S. tenella è stata realizzata usando una coppia di primers 

esterni ST1(5′- GGA TCG CAT TAT GGT CAT-3′) e AP2 (5′- CCC GGG ATC CAA GCT 

TGA TCC TTC TGC AGG TTC ACC TAC-3′) e la coppia di primers interni 8 (5′ -TTT GAC 

TCA ACA CGG G-3′) e ST3 (5′ CGT TGC CGC GCG TTA A-3′). Per S. arieticanis la 

nested PCR è stata effettuata usando una coppia di primers esterni STA (5′-TTT CGC AAG GAA 

GAG GA -3′) e SA2 (5′- TGA AAC GGC GCG TAG A-3′) con i primers interni 2 (5′- 

AGG GTT CGA TTC CGG AG -3′) e SA1(5′- GCG GGA AGA GGA GAA T-3′). 

La PCR è stata eseguita in un volume finale di reazione di 100 µl contenente 10 mM di Tris-HCl, 

50 mM di cloruro di potassio, 0,1% Triton X-100, 1,75 mM di cloruro di magnesio, 0,1 mM di 

ciascuno dei deossinucleotidi trifosfato (dNTP), 100 pmol di ogni primer e 1,5 U di Taq (Thermus 

aquaticus) DNA Polymerase (Thermo Scientific). Le amplificazioni sono state realizzate con il 

termociclatore GeneAmp PCR System 9700 (Applied Byosistems, USA) utilizzando le seguenti 

condizioni riportate nel protocollo della PCR: iniziale denaturazione a 94° C per 4 min, 26 cicli a 

93°C per 2 min, 57°C per 2 min, 72°C per 2 min, con uno step di estensione finale di 5 min per il 

completamento del processo 

I prodotti della PCR sono stati separati sul gel agarosio all'1,5% e visualizzati dopo la colorazione 

con Gel Red per verificare la dimensione delle bande prodotte dalla PCR. Successivamente i 

campioni sono stati purificati mediante l’utilizzo del kit NucleoSpin Gel e PCR clean up (Machery-
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Nagel, Germany) e inviati al sequenziamento presso un laboratorio esterno (EurofinsMWG Operon, 

Germania). Le Le sequenze ottenute sono state anche in questo caso confrontate con i database 

BLAST (http: // blast. Ncbi.nlm.nih.gov/Blast). 

 

I dati sono stati analizzati utilizzando il programma statistico Epi-Info (versione 7.0, CDC / WHO, 

Atlanta, GA, USA). Il test chi-quadrato (χ2) è stato usato per determinare le differenze significative 

sulle prevalenze tra i diversi tessuti esaminati. Le differenze sono state considerate statisticamente 

significative quando il valore P è risultato < 0.05. La concordanza tra i test diagnostici (metodo 

microscopico vs PCR) è stato valutato usando il test statistico K. 

 

2.2.3 RISULTATI 

2.2.3.1 Sarcocisti macroscopiche 

L’esame macroscopico degli organi ha permesso di evidenziare forme macroscopiche di Sarcocystis 

spp. nel 23,3% (179/769) delle carcasse esaminate. La prevalenza delle sarcosporidiosi nei 4 

macelli dell’isola è riportata in dettaglio nella Tabella 1.  

Sono stati isolati due differenti morfotipi: 

- sarcocisti ovali (SO) grandi, con una lunghezza media di 7308,5 ± 1686,8 μm e una 

larghezza media di 5421,25 ± 1274,6 μm riconosciute come S. gigantea (Figura 1) 

- sarcocisti fusiformi (SF) allungate e sottili, con una lunghezza media di 7704,75 ± 549,9 μm 

ed una larghezza media di 170,25 ± 30 μm localizzate in particolare nei muscoli scheletrici e 

riconducibili a S. medusiformis (Figura 2).  

Le prevalenze dettagliate dell’infezione e le specie di Sarcocystis riscontrate nei tessuti esaminati 

sono mostrate nella Tabella 2 con i rispettivi valori di Odds Ratio.  

Per quanto riguarda i differenti tessuti esaminati, l’esofago è risultato il tessuto più infetto (31,6%; 

125/395), seguito dai muscoli addominali (20,4%; 157/769). Il confronto tra le prevalenze 

riscontrate per ciascun distretto corporeo sono risultate statisticamente significative (χ2 con 6 gradi 

di libertà = 336.11; P < 0.05). Le cisti macroscopiche classificate come SO sono state osservate 

perlopiù nell’esofago (31,6%; 125/395) mentre le cisti SF sono state rinvenute principalmente nei 

muscoli addominali (12,3%; 95/769). La differenza è risultata statisticamente significativa (χ2 = 

63.36; P < 0.05). 

Il DNA estratto dalle cisti macroscopiche SO (n = 5) e SF (n = 4) è stato utilizzato come modello 

per la caratterizzazione genetica dei due diversi tipi di sarcocistici macroscopiche. I tipi di sarcocisti 

SO sono state identificate come S. gigantea (mostrando un’omologia della sequenza nucleotidica 
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del 99% per entrambi i geni con le sequenze depositate nella bancadati GenBank rispettivamente da 

Mugridge et al. (1999) e Gjerde (2013) (numero di accesso di GenBank: U85706.1 e KC209733.1).  

Le sarcocisti SF potrebbero essere riconducibili a S. medusiformis così come descritto da Dubey et 

al. (1989) e Tenter (1995) nonostante le sequenze non possano essere confrontate, in quanto non 

sono presenti su GenBank sequenze derivate da S. medusiformis. Le sarcocisti di tipo SF hanno 

mostrato inoltre una scarsa omologia (94%) con S. gigantea e S. moulei per entrambi i geni.  

Tutte le sequenze ottenute da S. gigantea e S. medusiformis-like sono state inserite in GenBank ed 

ad esse sono stati assegnati i numeri di accesso (Genbank ID: KX223753; KX223754). 

 

2.2.3.2 Sarcocisti microscopiche 

L’esame microscopico ha consentito di riscontrare sarcocisti nel 77,7% (87/112) dei campioni di 

cuore esaminati. Non è stata osservata alcuna differenza statistica tra le prevalenze riportate per i 

due siti esaminati, AVS (63,4%; 71/112) e LV (51,8%; 58/112) (χ2 = 3,09; P> 0,05). Nella tabella 2 

sono riportate le prevalenze dettagliate dell’infezione riscontrata nei diversi stabilimenti di 

macellazione. 

L’analisi molecolare dei campioni di cuore ha consentito di identificare le specie microscopiche S. 

tenella e S. arieticanis, con prevalenze rispettivamente del 95,5% (107/112) e del 17,8% (20/112); 

la differenza tra le prevalenze delle due specie è stata statisticamente significativa (χ2 = 137.63; P < 

0,05).  

L’allineamento delle nostre sequenze con BLAST ha mostrato un’omologia del 100% e del 99% tra 

le sequenze ottenute dai nostri campioni (Genbank ID KX223751; KX223752) e quelle disponibili 

in GenBank per S. tenella (KP263759.1) e S. arieticanis (L24382.1). 

Il 74,1% (83/112) dei campioni di cuore esaminati è risultato positivo sia alla microscopia ottica che 

alla PCR, mentre il 21,4% (24/112) dei campioni è risultato positivo alla PCR ma negativo alla 

microscopia ottica, e infine, il 3,6% (4/112) dei campioni di cuore è risultato positivo alla 

microscopia ottica ma negativo alla PCR.  

Il confronto tra i due test tramite il test di Kappa ha mostrato che non c’è stata concordanza tra i due 

test (K < 0,01). 

 

 

2.2.4 DISCUSSIONE 

I risultati ottenuti nel presente studio indicano una prevalenza estremamente elevata (fino al 95,5% 

per S. tenella) delle sarcosporidiosi negli ovini sardi regolarmente macellati per il consumo umano. 
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La classificazione morfologica delle sarcocisti ci ha consentito di identificare due forme 

macroscopiche identificate come SO e SF con caratteristiche morfologiche paragonabili a quelle 

descritte da Dubey et al. (1989) e Tenter (1995) rispettivamente per S. gigantea e S. medusiformis, 

Le cisti SO sono state localizzate principalmente nell’esofago (57%) mentre le cisti SF nei muscoli 

addominali (12.3%). Questo risultato concorda con quelli riportati da altri autori (Oryan et al., 

1996) e suggerisce che durante l’ispezione ufficiale delle carcasse nei macelli, i muscoli addominali 

dovrebbero essere controllati scrupolosamente dal veterinario ufficiale al fine di rilevare la presenza 

di sarcosporidiosi, dato che le cisti fusiformi sono generalmente molto sottili (8 x 0,2 mm) e 

disposte nel senso delle fibre muscolari per cui potrebbero passare inosservate ad un esame non 

approfondito (Dubey et al., 1989). Inoltre l’esofago, sebbene consenta di rilevare un gran numero di 

infezioni, non sempre viene sottoposto ad una dettagliata ispezione post-mortem, in quanto facente 

parte della corata, destinata automaticamente alla distruzione.  

Le tecniche molecolari applicate ai due morfotipi hanno consentito di caratterizzare, per la prima 

volta nell’isola, le cisti SO come S. gigantea mentre non è stato possibile confermare la descrizione 

morfologica delle cisti SF come S. medusiformis a causa della mancanza delle sequenze 

nucleotidiche nella banca dati. 

Inoltre con questa indagine è stato possibile segnalare e caratterizzare mediante la biologia 

molecolare, per la prima volta in Sardegna, la presenza delle due specie microscopiche, S. tenella e 

S. arieticanis.  

È importante sottolineare i buoni risultati ottenuti con la microscopia ottica senza l’uso di coloranti 

(77,7% delle prevalenze vs 95,5% alla nested PCR; χ2 Yates = 13,89; P < 0,05). Questa tecnica 

semplice, poco costosa e rapida potrebbe costituire un utile strumento adatto alle pratiche di 

laboratorio di routine, soprattutto in caso di limitata disponibilità economica. D’altro canto la PCR 

aumenta notevolmente la sensibilità di rilevazione delle specie di Sarcocystis contribuendo ad una 

maggiore precisione diagnostica (Mirzaei Dehaghi et al., 2013). La specificità della sub unità 18S 

dell'rRNA è stata confermata da molti autori che lo hanno considerato un potente strumento per la 

differenziazione specie-specifica delle specie di Sarcocystis nell’ovino (Heckeroth e Tenter, 1999). 

Nel presente studio è stata evidenziata con un’alta prevalenza (pari al 95,5%) S. tenella , nota come 

una delle specie più patogena negli ovini (Dubey, 1988). Risultati analoghi sono stati 

precedentemente riportati in altri Paesi: 91,7% in Romania (Titilincu et al., 2008); 86,5% in Turchia 

(Beyazit et al., 2007), 94,8% in Francia (Diéz-Baños, 1978), 87,6% in Slovacchia (Mala e Baranova, 

1995) 96,9% in Mongolia (Fukuyo et al., 2002); 97,0% in Iraq (Latif et al., 1999); e il 76% in una 

precedente indagine in Italia (Giannetto et al., 2005). 
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Le elevate prevalenze delle specie microscopiche, notoriamente più patogene, potrebbero avere un 

importante impatto sull’allevamento ovino a causa degli effetti negativi sulla crescita e 

sull’incremento ponderale degli animali e il loro ruolo come agenti abortigeni (Munday, 1979, 

1986; Fayer e Dubey, 1988). 

Non va inoltre sottovalutata la notevole prevalenza delle forme macroscopiche, le quali possono dar 

luogo ad importanti ripercussioni di tipo ispettivo. Infatti, in base alla normativa vigente, 

l’infestazione massiva della carcassa la rende non idonea al consumo umano e dovrebbe pertanto 

implicarne la distruzione (Reg. CE 854/2004). 

L’elevata prevalenza delle specie di Sarcocystis trasmesse dai felidi (S. gigantea e S. medusiformis) 

evidenzia lo stretto contatto tra l’ovino e il gatto, fattore di rischio anche per l’insorgenza di 

infezioni quali la toxoplasmosi, di estrema importanza sia per la pericolosità nei confronti 

dell’uomo, sia per le perdite economiche che determina nell’allevamento ovino, come causa 

frequente di aborto (Dubey et al., 2009). Il monitoraggio delle sarcocisti macroscopiche può dunque 

essere considerato un marker per la possibile presenza di Toxoplasma gondii in allevamento.  

Sebbene le specie di Sarcocystis che colpiscono l’ovino non determinino un rischio zoonosico per 

l’uomo, il consumo di carne ovina cruda può esporre il consumatore alla sarcotossina (o 

sarcocistina), frazione proteica tossica che si libera in seguito alla rottura della parete della 

sarcocisti (Sasha et al., 1985). Le sarcocisti di S. gigantea contengono una sarcotossina molto 

potente, che ha effetti letali se inoculata nel ratto (Al-Taee e Al-Hyali, 2007) e nel coniglio (Brose 

et al., 1989). Queste tossine risultano termolabili, per cui è consigliata la cottura con temperature di 

almeno 70°C per rendere le carni ovine sicure per il consumo umano (Al-Hyali et al., 2010). Non 

esistono dati riguardanti l’eventuale pericolosità dei salumi e insaccati a base di carne ovina e 

caprina, che in Sardegna sono sempre più diffusi.  
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2.2.5 TABELLE E FIGURE 

Tabella 1 - Prevalenza dell’infezione da Sarcocystis spp. nei vari distretti muscolari.  

 

Tabella 2 - Prevalenza delle sarcocisti macroscopiche e microscopiche nei diversi mattatoi della 

Sardegna. 

Mattatoio Indagine forme macroscopiche Indagine forme microscopiche 

Ovini esaminati  Positivi P %  Ovini esaminati  Positivi P %  

1 282 55 19,5 40 29 72,5 

2 157 34 21,6 20 16 80,0 

3 103 26 25,2 18 14 77,8 

4 227 64 28,2 34 28 82,3 

Analisi 

statistica 

χ2 con 3 gradi di libertà = 5,78; P > 0,05 χ2 con 3 gradi di libertà = 1,11; P > 0,05 

 

Figura 1 - Sarcocisti macroscopiche da S. gigantea nei muscoli laringei/pterigoidei. 

 

 

Muscoli Ovini esaminati Positivi P % Odds ratio % SO % SF 

Mm superficiali della coscia 769 15 2,0 0,3 0,8 1,7 

Diaframma 769 44 5,7 1,00 2,2 4,0 

Mm pellicciai 769 63 8,2 1,47 0,0 8,2 

Mm intercostali 769 64 8,3 1,50 3,6 6,1 

Mm addominali 769 157 20,4 4,23 11,7 12,3 

Mm laringei/pterigoidei 521 84 16,1 3,17 16,1 1,5 

Esofago  395 125 31,6 7,63 31,6 1,3 
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Figura 2 - Sarcocisti macroscopiche da S. medusiformis nei muscoli della partete addominale 
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2.3. FASE 3 - VALUTAZIONE DELLA PRESENZA DELLA GIARDIOSI NEGLI OVINI 

DELLA SARDEGNA E IDENTIFICAZIONE DEGLI ASSEMBLAGGI COINVOLTI 

NELLA MALATTIA OVINA 

 

2.3.1 Background 

I dati di prevalenza della giardiosi nell’ovino riportati in letteratura sono molto variabili nei diversi 

Paesi del mondo.  

Le numerose indagini effettuate nell’emisfero occidentale mostrano valori di prevalenza che 

variano dall’11,1 al 44,0% in Australia (Nolan et al., 2010; Ryan et al., 2005; Yang et al., 2009), al 

25,4% negli Stati Uniti (Santin et al., 2007), fino a valori molto elevati (55,6%) in Messico (Di 

Giovanni et al., 2006).  

Anche la situazione in Europa riflette la stessa variabilità, dai valori molto bassi (1,3%) riscontrati 

in Polonia (Bajer, 2008), al 16,8% in Repubblica Ceca (Strnadová et al., 2008), dal 21 al 22,2% in 

Polonia (Stojecki et al., 2015a; 2015b), al 25,5% riportato in Belgio (Geurden et al., 2008), al 

26,8% in Norvegia (Robertson et al., 2010), e dal 19,2 al 42% in Spagna (Castro-Hermida et al., 

2006, 2007; Gomez-Munoz et al., 2009).  

In Italia, solo due studi hanno fornito dati epidemiologici sull’infezione nell’ovino: un primo studio 

condotto in Sicilia, che riportava una prevalenza del 17,6 % su un totale di 596 ovini esaminati 

(Virga et al., 1998), e uno studio più recente (Giangaspero et al., 2005) che riportava una prevalenza 

nettamente inferiore nell’Italia Centrale (1.5 % su 525 animali).  

Dato il potenziale rischio per la salute pubblica della giardiosi dovuta alla contaminazione 

dell’acqua e del cibo, è molto importante conoscere non solo la prevalenza ma soprattutto 

determinare con certezza i genotipi di G. duodenalis circolanti, dato che non tutti i genotipi sono 

pericolosi per l’uomo (Monis et al., 1999; Monis e Thompson, 2003). 

Negli ovini sono state riportate infezioni causate da tre diversi genotipi di G. duodenalis, in 

particolare gli assemblaggi zoonotici A e B (Giangaspero et al. 2005; Aloisio et al., 2006; Yang et 

al., 2009; Robertson et al., 2010) e l’assemblaggio ospite-specifico E (Ryan et al., 2005; Santín et 

al., 2007; Geurden et al., 2008). 

Per quanto riguarda la caratterizzazione biomolecolare degli isolati ovini in Italia, oltre 

all’assemblaggio E ospite-specifico, sono state riportate infezioni determinate dai genotipi AI 

(Giangaspero et al., 2005) e BI (Aloisio et al., 2006) dei quali è noto il potenziale zoonotico.  

Un interessante studio condotto in Australia (Yang et al., 2015) mostra la presenza di cisti di 

Giardia con una prevalenza intorno al 5%, in diversi mercati di bestiame, in cui venivano venduti 
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ovini da carne, e nelle acque reflue di un mattatoio. Questo studio risulta particolarmente importante 

in quanto fornisce sia la prevalenza relativa al periodo pre-macellazione, in cui animali di diversa 

provenienza vengono radunati insieme e sottoposti a situazioni potenzialmente stressanti che 

possono favorire l’eliminazione di cisti; inoltre mostra la presenza del protozoo anche nelle acque 

reflue del mattatoio, che possono andare a contaminare l’ambiente circostante. Talvolta infatti 

queste vengono riutilizzate dopo trattamento addirittura all’interno degli stessi mattatoi, andando a 

costituire una possibile fonte di inquinamento delle carcasse (Barros et al., 2007). 

Per quel che concerne il ruolo patogeno di G. duodenalis negli ovini, l’infezione determina diarrea e 

ritardo nella crescita degli agnelli infetti, sebbene in molti studi non vengano riportate 

manifestazioni cliniche o patologiche (Xiao, 1994). 

In agnelli sperimentalmente infetti sono stati riportati effetti negativi sulla crescita, con uno scarso 

aumento di peso e una riduzione del peso della carcassa al momento della macellazione (Olson et 

al., 1995). G. duodenalis può causare sindromi da malassorbimento negli agnelli, e di conseguenza 

perdite economiche nell’allevamento ovino (Aloisio et al., 2006).  

Lo scopo della presente indagine è stato pertanto condurre uno studio epidemiologico e 

biomolecolare sulla giardiosi negli ovini della Sardegna, al fine della valutazione dell’importanza 

zootecnica dell’infezione e dell’eventuale rischio zoonosico.  

 

2.3.2 MATERIALI E METODI 

2.3.2.1 Campionamento 

Per valutare la diffusione di G. duodenalis negli ovini della Sardegna, sono stati esaminati in totale 

915 campioni coprologici, provenienti da 61 allevamenti siti in tutto il territorio regionale. Il 

campionamento ha avuto luogo durante la principale stagione dei parti 2015/2016 (novembre 

2015/febbraio 2016) su tre differenti categorie di ovini: 

• agnelli in lattazione di età inferiore a 30 giorni;  

• pecore adulte nell’ultimo mese di gravidanza;  

• pecore adulte che avevano partorito da massimo 30 giorni. 

I campioni coprologici venivano ottenuti su ogni soggetto tramite prelievo rettale, debitamente 

contrassegnati, riposti in un contenitore refrigerato a 4°C e quindi trasportati entro 24h dal prelievo 

presso il laboratorio di Parassitologia dell’ODV del Dipartimento di Medicina Veterinaria di Sassari 

per essere sottoposti ad analisi. 

Per ciascuna categoria sono stati prelevati 305 campioni, in particolare in ciascuno dei 61 

allevamenti oggetto dello studio venivano prelevati campioni, 5 per ogni categoria di soggetti. 
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Ogni campione coprologico al momento del campionamento veniva classificato in base alla sua 

consistenza in tre differenti classi: 

1) feci normali (feci secche disidratate scarsamente cedevoli al tatto negli agnelli o pellet fecali 

evidenti nelle pecore); 

2) feci pastose (feci facilmente cedevoli al tatto o pellet non conformati nelle pecore); 

3) feci liquide/diarroiche. 

 

2.3.2.2 Analisi microscopica 

In laboratorio i campioni venivano analizzati per il riscontro diretto di cisti di G. duodenalis, tramite 

una metodica di filtrazione e successiva flottazione in centrifuga con una soluzione di Solfato di 

Zinco (Tecnica di Wisconsin). Le fasi principali di questa tecnica prevedevano l’utilizzo di un 

campione di feci di almeno 1 - 3 grammi, che veniva stemperato in un barattolo con 10 ml di 

Solfato di Zinco (ZnSO4, p.s.:1200) e sciolto accuratamente.  

Successivamente le feci venivano filtrate con una garza e trasferite in un altro barattolo, da cui, con 

l’ausilio di una pipetta Pasteur venivano prelevati 2 ml del liquido filtrato e trasferiti in una provetta.  

La provetta veniva poi completamente riempita con ZnSO4 fino a formare un menisco positivo, sul 

quale veniva poggiato un vetrino coprioggetto 24 X 24.  

Le provette venivano centrifugate a 2000 rpm per 10 minuti, al termine dei quali il vetrino 

coprioggetto veniva prelevato e appoggiato su un vetrino portaoggetto, con l’aggiunta di una goccia 

di colorante di Lugol, necessario per la messa in evidenza di cisti di G. duodenalis. (Figura 4). 

Il vetrino veniva esaminato al microscopio ottico partendo dall’ingrandimento minore fino a 20X. 

In considerazione della scarsa quantità di feci ottenibile da ciascun agnello, per la ricerca delle cisti 

di G. duodenalis le analisi venivano effettuate su questa categoria di soggetti ricostituendo un pool 

dai cinque campioni fecali degli agnelli per ogni azienda, allo scopo di riuscire a ottenere 

quantomeno una positività aziendale per questa categoria di soggetti. 

 

2.3.2.3 Indagine biomolecolare 

Per l’indagine biomolecolare 4 campioni risultati positivi a G. duodenalis venivano sottoposti 

all’estrazione del DNA utilizzando il kit commerciale QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, 

Germany). Ciascun campione di feci veniva sottoposto a 3 cicli di congelamento in azoto liquido (-

196°C per 1 minuto) e scongelamento (100°C per 5 minuti) con lo scopo di frammentare la spessa 

parete cistica di G. duodenalis ed incrementare il rendimento del processo di estrazione del DNA. Il 

DNA estratto veniva stoccato a -20°C fino alla successiva fase di PCR. 
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I campioni di DNA estratti venivano sottoposti ad una Nested PCR specifica per un tratto di ~175bp 

della regione prossima alla terminazione 5’ del gene 16S-rRNA di Giardia. Nel primo step sono 

stati utilizzati i primers RH 11 (forward; 5’ –CAT CCG GTC GAT CCT GCC -3’) e RH 4 (reverse; 

5’-AGT CGA ACC CTG ATT CTC CGC CAG G-3’) (Hopkins et al., 1997), nel secondo step i 

primers interni Giar-F: 5’ –GAC GCT CTC CCC AAGGAC-3’ e Giar-R: 5’ –CTG CGT CAC GCT 

GCT CG-3’ (Read et al. 2002). Ciascuna reazione di PCR veniva condotta in un volume finale di 

25μl contenente PCR buffer (1X), MgCl2 (1,5 mM), dNTPs (0,2 mM di ognuno), primer FOR (0,2 

µM), primer REV (0,2 µM), 1 U di Taq polimerasi (Invitrogen), DNA, H2O milliq. 

Per quanto riguarda i parametri di reazione sono stati utilizzati per entrambi gli step le seguenti 

condizioni: denaturazione a 94°C per 7 minuti, seguita da 35 cicli di amplificazione con 

denaturazione a 95°C per 30 secondi, annealing a 65°C per 30 secondi, amplificazione a 72°C per 

30 secondi, estensione finale a 72°C per 10 minuti. 

Tutte le reazioni di amplificazione venivano effettuate in un termociclizzatore GeneAmp PCR 

System 2007 (Applied Biosystems). 

Gli amplificati ottenuti dalla Nested PCR venivano sottoposti a elettroforesi in gel di agarosio 

all’1% in tampone TAE 1X (Tris-Acetato 40mM, Na2EDTA 0,1 Mm, pH 8) e Sybr Safe DNA gel 

stain (Invitrogen). La visualizzazione dei risultati e l’acquisizione dell’immagine veniva effettuata 

mediante lo strumento UVITEC (Cambridge). La stima della lunghezza del frammento veniva 

effettuata mediante l’utilizzo dello standard di pesi molecolari Thermo Scientific GeneRuler (100 

bp DNA ladder). 

 

2.3.3 RISULTATI 

Nessun animale adulto esaminato nelle categorie delle pecore nel periodo post parto ed in quelle in 

gravidanza è risultato positivo per G. duodenalis.  

Dall’analisi dei campioni provenienti dagli agnelli è stato possibile rilevare l’infezione da G. 

duodenalis nel 6,6 % (4/61) degli allevamenti monitorati.  

Il numero di cisti rinvenuto all’esame microscopico era molto contenuto (Figura 1), sono state 

osservate infatti in media 1-2 cisti per campo microscopico a 20X (Figura 2); solo in un caso si sono 

riscontrate 5/6 cisti per campo.  

Il basso numero di campioni positivi, non ha consentito di effettuare un’analisi dei fattori di rischio 

per l’infezione. 
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I risultati ottenuti attraverso la Nested PCR ed il successivo sequenziamento hanno permesso di 

isolare l’assemblaggio AI di G. duodenalis.  

 

2.3.4 DISCUSSIONE 

I dati ottenuti dalla nostra indagine su G. duodenalis hanno evidenziato come la giardiosi sia 

attualmente presente negli allevamenti ovini della Sardegna. I valori di prevalenza non sono risultati 

elevati (6,6% degli allevamenti monitorati), ma il protozoo è stato evidenziato esclusivamente in 

categorie di animali a rischio, come gli agnelli.  

La positività di 4 allevamenti ovini, significa che almeno 4 degli agnelli esaminati presentavano 

un’infezione da G. duodenalis (uno per ciascun pool positivo), pertanto la prevalenza individuale è 

stata stimata essere maggiore o uguale all’1,3%, in linea quindi con quanto riportato da Giangaspero 

et al. (2005). 

La presenza di G. duodenalis è stata riscontrata limitatamente alla categoria degli agnelli, in 

analogia anche con Olson et al. (1997), che evidenzia una maggior sensibilità degli animali giovani 

rispetto ai capi adulti. I motivi di tale maggiore suscettibilità vanno probabilmente ricercati nella 

minor efficacia della risposta immunitaria in questa categoria di soggetti, così come già sostenuto 

da altri autori (Castro-Hermida et al., 2011). 

Tuttavia sono presenti in letteratura altre indagini nelle quali si sono registrati dei tassi di 

prevalenza più elevati in agnelli svezzati e in ovini adulti (Santìn et al., 2007; Wang et al., 2016).  

La maggior recettività registrata nei confronti di G. duodenalis negli ovini adulti, secondo Yang et 

al. (2009) può dipendere da situazioni stagionali e di stress dei soggetti monitorati; lo studio in 

questione infatti si trattava di campioni raccolti da soggetti adulti ricoverati nella stalla in un 

macello per cui questi autori ipotizzano che lo stress del raduno, del trasporto e della stabulazione 

possano aver determinato un aumento nell’eliminazione di cisti da parte degli animali positivi, e 

quindi una maggiore contaminazione ambientale. 

La giardiosi ovina, sembrerebbe quindi scarsamente diffusa in Sardegna, e in ogni caso limitata agli 

agnelli e in grado di determinare un’infezione non particolarmente grave. Tutto questo è in analogia 

anche a quanto riscontrato in un’indagine simile condotta da Giangaspero et al. (2005) su agnelli e 

pecore adulte dell’Abruzzo, in cui era stata riscontrata una prevalenza dell’1,5% (5/325), e anche in 

questo caso i soggetti positivi erano tutti agnelli di età inferiore ai 2 mesi. Ben diversi sono i valori 

di prevalenza riportati in Sicilia circa venti anni fa, in cui, su 596 ovini destinati alla macellazione, 

il 17,6% risultava positivo a G. duodenalis (Virga et al., 1998). 
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L’analisi biomolecolare dei campioni positivi da noi riscontrati, ha permesso di identificare 

l’assemblaggio AI. Tale risultato risulta in linea con quanto riportato da Giangaspero et al. (2005) in 

Abruzzo; gli autori hanno isolato per la prima volta l’assemblaggio AI come genotipo di G. 

duodenalis responsabile dell’infezione negli ovini in Italia (Giangaspero et al., 2005).  

Aloisio et al. (2006) riportano invece un caso di grave sindrome da malassorbimento, calo di peso, 

emissione di feci malformate raramente diarroiche, che ha coinvolto un gruppo di 450 agnelli di età 

compresa tra i 30 e i 90 giorni. Dopo il decesso di tre animali sono state compiute approfondite 

analisi che hanno portato all’identificazione di G. duodenalis quale responsabile dell’episodio, e 

inoltre le sequenze ottenute dall’analisi biomolecolare hanno mostrato una stretta omologia con 

l’assemblaggio B, più precisamente con il sottotipo B1, precedente riscontrato in infezioni umane e 

in contaminazioni ambientali (Thompson e Monis, 2004). 
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2.3.5 FIGURE 

Figura 1 - Cisti di Giardia duodenalis ottenute mediante flottazione, ingrandimento 10X. 

 

 

Figura 2 – Campo microscopico a 20X, utilizzato per calcolare la media delle cisti di Giardia 

duodenalis nei campioni esaminati.  
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CONCLUSIONI 

 

Il presente lavoro apporta un sostanziale contributo alla conoscenza dell’epidemiologia di 

criptosporidiosi, giardiosi e sarcosporidiosi negli ovini della Sardegna, colmando il gap di 

conoscenza che riguardava questi protozoi, due dei quali di interesse zoonosico (criptosporidiosi e 

giardiosi), e le loro effettive implicazioni sullo stato zootecnico-sanitario del comparto ovino in 

Sardegna.  

In particolare è stato evidenziato come Cryptosporidium spp. sia presente nel 34,4% degli 

allevamenti ovini sardi monitorati e nel 10,1% dei campioni analizzati. Questo protozoo coinvolge 

in modo significativo soprattutto gli agnelli (16,4%), rispetto alle pecore nel periodo post parto 

(6,6%) e quelle in gravidanza (7,2%), confermando la correlazione negativa tra l’età e i tassi di 

prevalenza.  

Inoltre sebbene siano state riscontrate maggiori positività in campioni di feci liquide/diarroiche, non 

bisogna trascurare gli animali che seppur non mostrando turbe dell’apparato digestivo (5,7%) 

contribuiscono al mantenimento dell’infezione in allevamento.  

L’analisi del genotipo e la subtipizzazione ha consentito di rilevare le specie zoonotiche C. parvum, 

sottotipo IIa e IId, e C. ubiquitum, sottotipo XIIa, dando prova del fatto che gli ovini in Sardegna 

potrebbero rappresentare una potenziale fonte di infezione per l’uomo.  

La presenza di sarcocisti macroscopiche e microscopiche negli ovini della Sardegna rappresenta un 

importante dato epidemiologico, inoltre la loro presenza sembra avere una distribuzione uniforme in 

tutta l’isola. La bassa prevalenza delle sarcosporidiosi macroscopiche (23,3%), che hanno come 

ospite definitivo il gatto, rispetto a quelle microscopiche (95,5%), che hanno come ospite definitivo 

il cane, può essere spiegata dal fatto che a causa del tipo di allevamento le pecore sarde hanno più 

contatti con i cani, che vengono impiegati normalmente per la custodia del gregge, rispetto ai gatti, 

che invece gravitano preferenzialmente intorno alle strutture murarie delle aziende (ovili e 

capannononi).  

Sebbene le specie macroscopiche sembra abbiano un ruolo patogeno marginale, la loro presenza nei 

vari organi può provocare importanti perdite economiche nell’industria della macellazione, poiché il 

riscontro di una massiva infestazione durante l’ispezione sanitaria post-mortem della carcassa ne 
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determina l’esclusione dal consumo umano. D'altro canto, le elevate prevalenze delle specie 

microscopiche potrebbero avere un importante impatto sulla produzione degli ovini a causa degli 

effetti negativi sulla crescita e sull’incremento ponderale degli animali, oltre a poter arrecare danni 

non sottovalutabili dovuti al loro ruolo di agenti potenzialmente abortigeni. 

Meno preoccupante risulta essere la situazione zootecnico-sanitaria riferibile alla giardiosi. 

L’infezione infatti, oltre ad essere stata riscontrata con una bassa prevalenza (6,6% degli 

allevamenti monitorati), sembra coinvolgere solamente gli agnelli, e non sembra determinare 

importanti problemi sanitari, in virtù della sua scarsa diffusione e dello scarso numero di cisti 

rilevate nei campioni. Tuttavia l’identificazione dell’assemblaggio AI tra i campioni esaminati 

rappresenta un dato importante dal punto di vista della salute pubblica in quanto gli agnelli della 

Sardegna potrebbero rappresentare una potenziale fonte di trasmissione per l’uomo. Infatti l’elevato 

numero di soggetti allevati in Sardegna, che vengono poi “concentrati” all’atto della macellazione, 

che avviene intorno ai 30-40 giorni di vita, può comportare ad esempio presso i mattatoi degli 

importanti situazioni maggiormente a rischio di contaminazione ambientale.   

 

Le metodiche diagnostiche utilizzate in laboratorio hanno dato degli ottimi risultati per quasi tutte le 

specie oggetto di studio, eccetto per G. duodenalis negli agnelli, per cui sono state riscontrate non 

poche difficoltà, dovute all’esigua quantità di campione prelevato, che non ha consentito di poter 

concentrare le feci in modo ottimale e quindi di avere un’adeguata quantità di DNA per poter 

effettuare un’agevole determinazione degli assemblaggi. In particolare l’esigua quantità di feci 

prelevabile in individui molto giovani ha costretto ad utilizzare un protocollo diagnostico su pool di 

cinque animali, diluendo quindi la quantità di cisti presenti nel campione analizzato 

successivamente in laboratorio. 

 

I risultati ottenuti nel presente studio rimarcano la necessità di stabilire appropriate misure di 

monitoraggio e controllo al fine di arginare la diffusione di questi parassiti tra la popolazione ovina 

della Sardegna. Queste misure andrebbero in primo luogo a beneficio del settore zootecnico ovino, 

sia da un punto di vista prettamente sanitario, con il miglioramento delle condizioni di salute e di 

benessere animale, sia da un punto di vista zootecnico-economico, con la riduzione delle perdite 

dovute allo scarso incremento di peso alla macellazione nel caso di criptosporidiosi e giardiosi, e di 

quelle dovute all’esclusione dal commercio delle carni parassitate nel caso della sarcosporidiosi. In 

secondo luogo tali misure andrebbero a beneficio della salute umana, con la riduzione della 

contaminazione ambientale e di conseguenza delle fonti di contagio per l’uomo.  
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Per quanto riguarda la criptosporidiosi e la giardiosi sarebbe auspicabile in primo luogo il 

monitoraggio coprologico degli agnelli, in modo da stabilire se l’infezione sia presente 

nell’allevamento in maniera da eventualmente applicare un’adeguata strategia di controllo. Mentre 

per la giardiosi si sono rivelate efficaci terapie a base di fenbedazolo a una dose di 10 mg/kg per tre 

giorni consecutivi (Xiao et al., 1996; O’Hadley et al., 1997, Aloisio et al., 2007), in Italia non 

esistono farmaci registrati per il trattamento della criptosporidiosi negli agnelli (Mariano et al., 

2014). Sebbene alcuni prodotti si siano dimostrati efficaci in fase sperimentale (ad es. alofuginone 

lattato e paromomicina solfato), il controllo della criptosporidiosi è affidato tuttora soprattutto a 

misure profilattiche quali pulizia a caldo e ad alta pressione dei locali, disinfezione con ammoniaca, 

vuoto sanitario, allevamento in box molto puliti, isolamento degli animali malati e separazione degli 

animali in base alle classi di età (Chartier, 2002; Mariano et al., 2014). 

Si rende necessaria inoltre la formazione di veterinari e addetti ai lavori, affinché effettuino 

controlli (esami coprologici specifici e mirati) volti a conoscere la distribuzione di queste infezioni 

nelle aziende di tutto il territorio, ma anche l’informazione degli stessi sui reali rischi per la salute 

umana affinché possano applicare misure igieniche mirate per prevenirne la trasmissione alle 

categorie più suscettibili. In letteratura sono presenti casi di trasmissione indiretta della 

criptosporidiosi: in un recente studio è stata descritta la trasmissione zoonotica dell’infezione ad un 

bambino, ed è stata dimostrata la correlazione con un focolaio di criptosporidiosi ovina nell’azienda 

di un familiare (Cacciò et al., 2013). 

Al monitoraggio di queste infezioni in allevamento, è necessario associare il controllo della 

contaminazione ambientale, fondamentale se si considera l’estrema resistenza delle forme di 

propagazione di questi protozoi alle comuni condizioni atmosferiche e ai comuni processi di 

sanitizzazione delle acque. È stata infatti riportata la presenza di questi protozoi nelle acque di 

alcuni impianti di trattamento delle acque reflue in varie regioni d’Italia, tra cui la Sardegna (Cacciò 

et al., 2003), e sono noti numerosi episodi di contaminazione delle acque ad uso ricreativo quali le 

piscine (Yoder et al., 2008; Plutzer et al., 2010).  

Anche il monitoraggio delle sarcosporidiosi risulta di estrema importanza in quanto possono essere 

utilizzate come marker di contaminazione ambientale e di un corretto management aziendale. In 

particolare la presenza delle sarcosporidiosi macroscopiche (S. gigantea e S. medusiformis) indica 

uno stretto contatto tra gli ovini e i gatti, i quali fungono da ospiti definitivi anche per la più 

importante zoonosi protozoaria di origine alimentare, la toxoplasmosi, che presenta un ciclo 

biologico sovrapponibile. Il monitoraggio delle sarcosporidiosi macroscopiche al mattatoio 

potrebbe rappresentare un indicatore di rischio di toxoplasmosi in allevamento e quindi nei prodotti 
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di origine animale, tenuto anche conto che la diagnosi di toxoplasmosi nelle carni è possibile 

solamente mediante le metodiche istologiche, immunologiche o biomolecolari (PCR), mentre le 

sarcosporidiosi sono visibili macroscopicamente durante la visita ispettiva.  

Allo stesso modo le forme microscopiche, che abbiamo visto essere molto diffuse tra gli ovini della 

Sardegna (basti pensare al 95,5% di prevalenza riscontrato per S. tenella), e che hanno come ospite 

definitivo il cane, indicano uno stretto contatto tra gli ovini e questo carnivoro, responsabile della 

trasmissione di altre zoonosi particolarmente importanti, quali ad esempio l’echinococcosi e la 

cenurosi, entrambe endemiche in Sardegna.  

In quest’ottica occorre rimarcare quindi l’importanza dello stato sanitario non solo degli ovini, ma 

anche di tutti gli altri animali presenti in allevamento e con i quali gli ovini e l’uomo stesso entrano 

in contatto. Per perseguire questo obiettivo non è sufficiente (anche se sarebbe già un importante 

passo avanti) il trattamento periodico con antielmintici (come suggerito dalle linee guida ESCCAP), 

ma sono necessari dei controlli periodici tramite tecniche di diagnostica parassitologica, al fine di 

accertarsi della situazione sanitaria e razionalizzare l’uso degli antiparassitari.  

 

In conclusione i risultati del presente studio aggiornano i dati sulla presenza di queste importanti 

zoonosi parassitarie nel territorio della Sardegna, e rimarcano la necessità di affrontare il problema 

attraverso l’approccio “One Health” (la salute umana e la salute animale devono essere “una sola 

salute”), attraverso la sinergia delle diverse discipline, tra la medicina veterinaria e quella umana, 

affinché operino di concerto a livello locale, nazionale e globale, stabilendo un approccio integrato.  

L’obiettivo comune è la prevenzione ed il controllo delle malattie zoonosiche mantenendo al 

contempo l’integrità del nostro ecosistema, a beneficio di tutti gli esseri viventi presenti e futuri, e 

garantendo la biodiversità. 
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