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PREMESSA

Ho scelto di svolgere il mio lavoro di maturita lreehbito della biologia in quanto € una materia
non soltanto teorica, ma anche pratica, che peemdittcompiere esperimenti ed analisi in
laboratorio. Per questo motivo il tema scelto nostago casuale, ho deciso infatti di occuparmi
della parassitosi piu frequente nei pesci di acdoie. Si tratta della difillobotriosi, malattia
causata dall’elmintdiphyllobothrium latumche, oltre ad infettare i pesci, puo anche infetta
'uomo. Come lo era per me, questa parassitosiceé ponosciuta dalla gente, anche se e da molto
tempo presente nella zona in cui viviamo, la Regidmsubrica in cui € compreso il Ticino e
caratterizzata da laghi (Maggiore, di Lugano, dindg...).

Grazie al tema scelto e alle conoscenze della gsofessa Palli, mi e stata data la possibilita di
svolgere una parte pratica all'lCM, analizzando dainpioni provenienti da pazienti infetti. Ho
potuto cosi vedere da vicino il lavoro svolto inlaboratorio, conoscere le tecniche e le analisi pi
comunemente utilizzate e anche compiere degli Bsprti personalmente, con il prezioso aiuto di
Barbara Wicht, che mi ha seguita per tutto il tertrascorso in laboratorio.

Il mio lavoro e dunque strutturato in due parti. iréma € una parte piu teorica, svolta al Liceo di
Locarno, con la lettura di articoli che descrivdacsituazione della parassitosi in varie zone della
Svizzera e delllEuropa. La seconda € invece unarideme delle esperienze compiute in
laboratorio con la spiegazione di tutti i procednthedottati e dei risultati ottenuti. Con i risatit
ottenuti e stato possibile costruire, mediante appgrogrammi informatici, degli alberi
filogenetici che mettono in evidenza le differeradivello di specie e a livello di individui
(allinterno di una stessa specie). Come tuttiegseri viventi, anche i parassiti sono soggetti a
mutazioni, fatto che secondo la teoria di Darwanadta base dell’evoluzione delle specie. Gli alber
filogenetici permettono di valutare proprio il goadli queste mutazioni. Dal punto di vista
epidemiologico, I'analisi genetica e importante gibilire con certezza l'identita e di conseguenza
la provenienza dei parassiti, sia per fornire zigrae la cura adeguata, sia per determinare dlogra
di diffusione e colonizzazione dei parassiti nelil@ente.
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1. INTRODUZIONE

La difillobotriosi (parassitosi dovuta a elmintildgnereDiphyllobothriun) e la zoonosi da cestode
piu diffusa nel mondo: le persone colpite si stimassere circa 9 milioni (Crompton, 1999). Negli
ultimi anni la malattia € comparsa in nuovi padsive prima non era mai stata registrata (Santos &
Faro, 2005; Torrest al, 2004). Alcuni studi hanno permesso di notarerapdrtante risorgenza
della parassitosi in Europa (Dupouy-Camet & Pedu2@94). Nei paesi della regione subalpina e
transalpina, la difillobotriosi dovuta alla specl@iphyllobothrium latumsi credeva ormai
scomparsa. Tuttavia, studi effettuati in diverseezalella regione subalpina (Svizzera, ltalia,
Francia), hanno mostrato che questa parassitosietnenomparsa del tutto, al contrario si € notata
una certa risorgenza soprattutto per quanto riguarchsi umani (Boninet al, 1998; Golay &
Mariaux, 1995; Peduzzi, 1990; Peduzzi & Boucherd&tod2001; Wichtet al, 2006). Con
'aumento di casi umani diagnosticati sono stdetédati dei controlli sugli ospiti intermediari lde
parassita, in particolare su alcune specie di pg¢'sciqua dolce, al fine di correlarne il tasso di
infestazione con 'aumento di casi clinici. Moltoopabilmente la risorgenza della difillobotriosi &
dovuta alle nuove abitudini alimentari. Nell'intnamlone sono illustrati il quadro epidemiologico
per i parassiti umani piu frequenti diagnosticatTicino, la descrizione del parasddalatum ed il
quadro epidemiologico nella regione subalpina Etunopa, con i dati specifici per alcuni paesi. E
inoltre descritta I'identificazione di altre speaik Diphyllobothrium, di origine esotica — oltre
all'aumento di casi dovuti B. latumsi sta infatti verificando anche un aumento di chsiuti a
parassiti importanti, comBiphyllobothrium nihonkaiense Diphyllobothrium dendriticunfWicht

et al., 2007a; Wicht et al., 2008a). In conclusjoaeriassunto un bilancio complessivo della
situazione epidemiologica attuale della difillologsi.

1.1 Parassiti piu frequenti nella pratica analiticaquotidiana in Ticino

In Ticino sono diverse le specie di parassiti afifettano 'uomo. Alcune statistiche sulle analisi
parassitologiche sono state condotte dall'lstitcéatonale batteriosierologioco (ICB) di Lugano,
0ggi conosciuto come Istituto cantonale di micrddgea (ICM) la cui sede € stata trasferita a
Bellinzona, per fornire dati riguardo alle specie frequenti di parassiti e di uova d’elminti in
campioni provenienti dal Ticino.

L’esame per individuare ed identificare eventualotpzoi e uova d'elminti viene di norma
effettuato su campioni di feci ricevute in laboragpmescolati in 10 ml di SAF (acetato di sodio,
acido acetico, formalina) che ne permette la caagdone per lungo tempo. Sulle 16383 analisi
compiute all'lCB nel periodo 1991-1998 si e risgatd una positivita di 1386 analisi, ossia
dell'8.46%. La percentuale di casi positivi in i annuali variava dal 5.81% al 12.7% (negli anni
1991-1992). Si sono poi distinte due categorigatiassiti: le specie di protozoi e le specie di
elminti. Nel periodo in cui sono state effettuadeahalisi, 1142 sono state trovate positive a speci
di protozoi e piu precisamente si e constatatoBihstocystisera il genere piu frequente. Piu della
meta delle analisi positive con protozoi erano de\alla presenza dlastocystis hominiQuesto
organismo non sempre e considerato come patogenopgro essere associato a diarrea acquosa.
E situato nel tubo digerente ed evidenzia dunqtieritezione colica. Sempre a partire dai risultati
ottenuti dal laboratorio si nota che anche il nuwmeli casi di Entamoeba hystolyticara
considerevole.

Alcuni pazienti erano infestati da piu parassss@ciazioni di uova di elminti con protozoi.

Nel periodo 1982-1998 sono stati riscontrati 456 ¢t elmintiasi, tra cui la specie piu frequente
individuata é statdrichuris trichiura (Triocefalo), seguita dal genef@aeniadi cui non sono state
differenziate le varie specie. La differenziazian@ Taenia saginatee Taenia soliume infatti
possibile solo esaminando la morfologia delle prtigli mature e non a partire dalle uova.
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L’elmintiasi d'importazione piu frequente e risufiaessere I'anchilostomiasi. Un altro punto
importante messo in evidenza e stata la recrudeacdella difillobotriosi Diphyllobothrium
latum), con 31 casi documentati. Sono stati di consezpianalizzati dei campioni di persico, pesce
ospite del parassita, il cui grado d’infestazioeelago Maggiore e risultato del 10%.

In conclusione, si pud dunque prevedere che la ddmd’analisi parassitologica i Ticino tendera
ad aumentare. Questa tendenza € dovuta a divetsri:fanalattie d’importazione a causa di
frequenti viaggi in paesi tropicali, 'accoglienda rifugiati provenienti da paesi con parassitosi
endemiche, il cambiamento di abitudini alimentpiy specificamente 'aumento del consumo di
alimenti crudi (ad es. il consumo di pesce crutimymunodepressione sempre piu frequente, ossia
l'indebolimento delle difese naturali, che favoeskattecchimento dei parassiti (Peduzzi & De
Rossa, 2001).

1.2 Diphyllobothrium latum Linnaeus, 1758

1.2.1 Tassonomia

La classificazione attuale ved2 latum compreso nel Phylum dei Platelminti, Classe Cestod
Ordine Pseudophyllidea, Famiglia Diphyllobothriid@sabecet al, 2006).

1.2.2 Ciclo vitale

Il ciclo vitale delD. latumcomprende almeno due ospiti intermedi (un copejgoaieo o piu pesci),

e un ospite definitivo (che possono essere 'uopmuce altri mammiferi piscivori, come cani, gatti
o volpi). Lo svolgimento del ciclo vitale é illuato nella Fig 1.1. Le uova immature vengono
espulse tramite le feci da pazienti infetti (1). ¢ieeste raggiungono I'acqua e trovano condizioni
ideali di temperatura (tra 16°C e 20°C), luminogt&ssigenazione, in 7-20 giorni maturano (si
forma I'embrione) (2). Dalle uova escono poi i @da (3), che vengono ingeriti da copepodi,
piccoli crostacei acquatici, nella cavita corpord@i quali il coracidio si sviluppa in larva
procercoide (4). Sono circa 40 le specie di copeplel possono fungere da primi ospiti intermedi.
Per l'ulteriore evoluzione allo stadio di larva qgeercoide (piccolo verme di 5-15 mm) e
necessario che il copepode diventi preda di ungpessecondo ospite intermedio (5). Una volta
ingerita, la larva procercoide, migra nella mustok del pesce, dove puo rimanere inattiva per
diversi mesi, ma puo infestare nuovamente dei pesaivori (6). Tra i pesci ospiti del parassita vi
sono luccio Esox luciuy trota Galmo truttg, salmone(Salmo sala)y, pesce persicoPgrca
fluviatilis), bottatrice Lota lotg), salmerino $alvelinussp). Per quanto riguarda la Svizzera, sono
soprattutto il persico, la bottatrice e il luccieessere suscettibili di infestazione. Il rilevanoeimt
zona muscolare delle larve € dovuto all'ingestidaiecopepodi infettati dalla larva procercoide che
€ molto mobile, mentre il rilevamento nella cayi@ri-viscerale € dovuto all'ingestione di pesci
contenenti una larva plerocercoide poco mobile. éflonstadio plerocercoide che la larva
rappresenta la forma infestante per I'ospite diéioi(7). La larva plerocercoide puo attaccarsi
all'intestino e completare il suo sviluppo in pasiges adulto (8). Cresce dai 5 ai 20 cm al giorhe e
proglottidi rilasciano le prime uova immature ddb6 settimane dall'infestazione (9).
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ﬁ = stadio infettivo
A = stadio diagnostico

Fig. 1.1: Ciclo vitale dDiphyllobothrium latum

1.2.3 Identificazione

La testa dei parassiti del gen@®mphyllobothriumée a forma di mandorla e, a differenza delle tenie,

non ha uncini né ventose. |l nome del genere deqpunto dalla testa, che assomiglia a due foglie

messe insieme. Essa non € quasi mai presente quemagono espulse le proglottidi.
L’identificazione avviene, oltre che tramite la tees
tramite le uova che sono molto caratteristiche: laer

G g forma ellittica e per I'opercolo che possiedon@(fil.2 e

S [ \ o 1.3). La loro grandezza varia da 40x60 a SOp@.

Seae | Questi caratteri le rendono facilmente identifidiabil

S segmenti (proglottidi) sono piu larghi che lungha

Sl N lunghezza varia tra i 2 e i 4 mm, mentre la largheza i
s 10 e i 12 mm. In ogni segmento & presente un LHero

forma di rosetta in posizione centrale, a diffegentelle
tenie in cui e laterale (Fig. 1.4). llotriocefalo € il piu
lungo parassita conosciuto nell’'uomo e puo ragggue i
Fig. 1.2: Uova dD. latum. 10 (eccezionalmente 20) m di lunghezza. Questercrit
morfologici, perd non sono sufficienti per la
determinazione delle numerose speciebgihyllobothrium (delle circa 50 specie conosciute, 15
sono patogene per I'uomo), ma soltanto per l'ideatzione del genere. Per identificare con
certezza la specie sono necessarie delle anatistigee e molecolari.
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Fig. 1.3:Uova diD. laturr. Fig. 1.4: Proglottidi dD. latum.

1.2.4 Clinica

| sintomi della difillobotriosi possono essere divalle sostanze tossiche prodotte dal parassita
oppure dall'azione meccanica che esso esercitangestino. Possono manifestarsi stitichezza
alternata a diarrea, nausea e vomito, dolori gohtancanza di appetito o appetito esagerato,
dimagrimento, disturbi nervosi come mal di testgpnnia e se I'infestazione dura da molto tempo
puo portare ad un’anemia megaloblastica (spoli&zidinvitamina B12). Una persona malata non
necessariamente presenta dei sintomi: circa la detpazienti non ne manifesta affatto. Spesso i
malati si accorgono del parassita in seguito atcilo di proglottidi nelle feci, sottoforma di “na%s
biancastri di alcuni centimetri, talvolta di 1-2dnlunghezza.

1.2.5 Diagnostica

* Anemia megaloblasticadeficit costante di vitamina B12. Cio e dovutdaslsenza della
mucoproteina che assorbe la vitamina B12. |l bo&falo agisce appunto su questa
mucoproteina impedendo che svolga il suo compitoygrando cosi una mancanza della
proteina.

» Presenza di proglottidi nelle feehacroscopiche

* Presenza di uova nelle feasservazione al microscopio dopo preparazionasgdologia
del campione

* Analisi genetica

1.2.6 Trattamento

| due principi attivi che si trovano attualmentecommercio sono praziquantel e niclosamide, che
agiscono con grande efficacia direttamente sulgséeg

Il praziquantel € commercializzato con il nome Biltle®: provoca una rapida immobilizzazione
del parassita e in seguito una vacuolizzazione.e@itti collaterali quali nausea, vomito, dolori
addominali, sono passeggeri.

La niclosamide e commercializzata con il nome Tnéidé® o0 Yomesan®: esercita la sua funzione
a livello del metabolismo energetico e inibisces$arbimento di glucosio. I medicamento e
indicato per il trattamento di cestodi adulti, cofireeenia saginata, T. solium Diphyllobothrium
latum.Non provoca effetti collaterali importanti.

L’anemia megaloblastica pud venire curata con ugvione di vitamina B12 direttamente nel
sangue, cosi da poterla assorbire. Una volta dditoinil parassita, I'anemia si risolve
spontaneamente.
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1.2.7 Prevenzione

Il trattamento dei soggetti infestati, con i pripicattivi descritti sopra, ed una corretta educagio
sanitaria costituiscono i comportamenti da adofpereevitare le contaminazioni. Come gia detto le
larve plerocercoidi rappresentano lo stadio infettper gli ospiti definitivi. E dunque molto
importante cuocere bene il pesce, almeno per 5tharkb°C oppure congelarlo a -10°C per 24 ore
minimo, e 72 h per i pesci di grosse dimensionaffremet al, 1983). In Svizzera e in vigore una
legge Federale, I'"Ordinanza sui requisiti igiendb¢lle derrate alimentari”, che prevede che i
ristoratori che servono pesce crudo sono obblagaérvirlo solo se precedentemente congelato.

1.2.8 Epidemiologia

Come gia accennato, la difillobotriosi e la par@ssipiu diffusa nel mondo e negli ultimi anni e
comparsa in nuovi paesi dove prima non era maa segistrata. In Europa, e in particolare nei
paesi della regione insubrica e transalpina, lanasio imputata aD. latum ha registrato un
importante fenomeno di risorgenza. Studi effetturatdiversi laghi di questa zona (in Svizzera,
Italia e Francia), hanno mostrato che questa pgwasson € scomparsa del tutto, al contrariosi ca
clinici sono aumentati. A causa dellaumento dii egaeani diagnosticati, sono stati effettuati dei
controlli sui pesci che vivono in questi laghi,fede di correlare 'aumento di casi clinici con il
tasso d’infestazione del pesce. | risultati deglds sul Lago Maggiore, il Lago di Como e altri
laghi insubrici, i laghi della Svizzera francese, regione della Haute-Savoie e in Europa sono
presentati di seguito.

* LagoMaggiore

La difillobotriosi € una zoonosi che si credeva armecomparsa dai paesi situati vicino ai laghi
transfrontalieri italo-svizzeri. Per lungo tempdaiti non erano piu stati diagnosticati casi umani.
Nella regione del Lago Maggiore si € pero consdadat una ventina d’anni una recrudescenza, con
18 casi umani segnalati (Peduzzi, 1990). La ricdeike uova per determinare l'infestazioneldla
latum é stata effettuata dall'lstituto Cantonale di Migiologia su campioni di feci umane. Le
persone i cui campioni erano stati analizzati pres&ano sintomi che facevano pensare alla
presenza di un parassita. | metodi di analisi dogrca consistono nel cercare con il microscopio le
uova del parassita sul sedimento di pazienti siatmmn Sono cosi state messe in evidenza uova di
Diphyllobothriumin 18 pazienti. La grande quantita di uova presentciascun sedimento da
un’idea di quante uova produce un botriocefalonngiorno. Il tasso d’isolamento delle uova nei
campioni ricevutivaria tra lo 0.3 e lo 0.4%. Si tratta di una fregpee relativamente alta,
confrontata ai risultati ottenuti dal CDC di AtlaniCenters for Disease Control and Prevention) che
stimano la frequenza di ritrovamento del parasgita0.01%. Va pero detto che questa parassitosi €
ritenuta come una delle piu rare negli Stati Uniti.

Il Ticino e situato in una regione geografica dardzata da due grandi laghi, il Lago Maggioré e i
Lago di Lugano. Si € dunque confrontati con il aome di pesce indigeno proveniente dai laghi
ticinesi. | campioni giunti in laboratorio infatprovenivano da pazienti che risiedevano nella
regione del Lago Maggiore e consumavano pesceandigQuesto ha permesso di identificare nel
consumo di pesce crudo o insufficientemente catedusa della difillobotriosi. Spesso poi le
persone infestate appartenevano alla stessa famfgtio che pud costituire la prova del grande
potere infestante delle larve plerocercoidi.

| pazienti sono stati trattati con niclosamide npipio attivo che paralizza il parassita, cosi da
permettere una disinfestazione veloce. Soltantmicgaso il controllo due mesi dopo il trattamento
e risultato ancora positivo. Non si € pero potuabitire se il paziente fosse stato curato in modo
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sbagliato, oppure se si trattasse di una reinfiestaz Questa possibilita & plausibile, dato che si
trattava di un pescatore amatore che mangiavadeppescato dal lago.

In seguito sono stati analizzati anche i pescago| ispezionandone la muscolatura, sede della larv
e parte solitamente consumata dall’'uomo. Il coldral/veniva tramite la filettatura del pesce. Da
diverse zone del lago sono stati pescati dei pesdici da analizzare per cercare un’eventuale
infestazione da botriocefalo. Sono stati esamihifi campioni, provenienti dal territorio svizzero
del Lago Maggiore: 29 da Rivapiana-Muralto, 15 el&blle di Magadino, 11 da San Nazzaro, 12
da Ranzo, 22 dalla foce del Ticino e della Verzag8ada Vira Gambarogno. Dal territorio italiano
sono stati prelevati 161 campioni: 15 campioni dana e da Stresa, 16 da Baveno e da Verbania,
80 da Laveno e 50 da Angera. Complessivamenteatgd Maggiore sono stati analizzati 309 pesci
persici (Boniniet al, 1998).

In totale (in territorio italiano e svizzero) soatate ritrovate 24 larve plerocercoidi@i latum,il

che corrisponde a una percentuale di infestazioediandel 7,8%. Non in tutte le localita
monitorate sono pero state trovate larve. A Ranadsan Nazzaro (CH) erano assenti, cosi come a
Baveno (I). | gradi di infestazione nel territosoizzero variavano da un minimo di 6.7% delle
Bolle di Magadino ad un massimo di 13,8% di RivapiMuralto, per un valore medio di 9.4%. In
territorio italiano le percentuali variavano dammimo del 2% di Angera, ad un massimo del 20%
di Stresa, per un valore medio di 6.8%.

Il territorio italiano ha una percentuale di inEgbne massima molto piu alta del territorio svinze
ed ha una percentuale minima piu bassa. | valodi imn@ece sono minori per il territorio italiano
(Bonini et al, 1998).

In territorio svizzero la percentuale media era i@ che in ltalia, i gradi di infestazione in ogn
localita perd divergevano meno dalla media rispattterritorio italiano, in cui sembra ci fossero
zone molto infestate e zone poco infestate (Bogtiral, 1998). Dal 1993 al 1996 inoltre il tasso di
pesci infetti pescati nel lago € aumentato dal B%8% (Peduzzi & Boucher-Rodoni, 2001).

Sulla base dei risultati ottenuti € possibile affare che il ciclo del botriocefalo € nuovamente
attivo nelle differenti fasi fino all'infestaziongel’'uomo come ospite definitivo. La difillobotribs
sembrava sradicata, molto rari ed irregolari erarcasi umani segnalati. L'ultimo caso nella
regione subalpina italo-svizzera risaliva al 1910evoluzione verso il debellamento della
parassitosi nel resto della Svizzera sembra essmréermata dai laboratori d’analisi che non
segnalano casi d'infestazione umana da lungo terMed.Lago Maggiore & possibile che il
mantenimento del ciclo sia dovuto agli animali detice come cani e gatti che, come l'uomo,
possono fungere da ospiti definitivi.

* Lagod Como

Come per il Lago Maggiore, nemmeno nel lago di Cdirexio) la difillobotriosi € mai sparita
completamente. Nella zona sono stati scoperti &irzasi umani tra settembre del 1998 e dicembre
del 1999 (Terramocat al, 2001). | pazienti avevano un’eta media di 39 amezzo, tre di questi
vivevano a Como o nei pressi della citta, gli dite avevano visitato la zona durante le vacanze.
Due dei pazienti non presentavano sintomi, altatgja avevano dolori addominali e diarrea. Le
diagnosi di quattro pazienti sono state effettuaie I'identificazione al microscopio delle uova
opercolate. Per gli altri due pazienti sono sta@nmenate le proglottidi espulse spontaneamente.
Tutti | soggetti, in cui era stata riscontrata illdbotriosi, sono stati curati con una dose (2dg
niclosamide (Yomesan®, Bayer). Il trattamento éosédficace, i controlli effettuati dopo 1 mese e
dopo 6 mesi, infatti, non hanno piu evidenziatpriesenza dD. latum | sintomi sono scomparsi un
paio di giorni dopo I'assunzione del farmaco.

| casi di infezione autoctona dovutala latum nel Lario possono essere un esempio della
recrudescenza della parassitosi. Alcuni casi rimmaogtuttavia nascosti per lungo tempo perché
asintomatici.Anche in questo caso, € probabile che non siargolttuomo a mantenere il ciclo
vitale del parassita, ma anche gli animali domestic
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| casi scoperti costituiscono i primi riportati ndbrd Italia da 10 anni a questa parte, e tutti
appartengono alla zona del Lago di Como. Alcunercite effettuate sui pesci persici hanno
dimostrato che la larva plerocercoide € oggi preseal 30% circa degli individui (Gustinedi al,
2007).

Per evitare 'aumentare dei casi e di conseguerazganere il benessere della popolazione sarebbe
dunque necessaria una collaborazione tra i setvizanita pubblica e i veterinari, cosi da poter
controllare la difillobotriosi e migliorare la qutl delle acque dei laghi e dei fiumi (in Italiaesgo

vi sono pochi depuratori) e della vita dei pesci.

o Altri laghi insubrici

Anche per altri laghi insubrici la situazione & quarabile alla situazione del Lago Maggiore e del
Lago di Como. Per poter avere un quadro compless@lia situazione della difillobotriosi nella
zona subalpina e dei risultati piu completi e @Bieda ricerca é stata estesa ai laghi di Lugano, d
Mergozzo, di Varese e d’'Orta, le cui acque sontegate a quelle del Lago Maggiore (Borgtial,
1998). Per il territorio svizzero, oltre allo stadiffettuato sul lago Maggiore descritto nel paaémgr
precedente, si sono analizzati ancora 119 peregugii in 7 differenti localita del Lago di Lugano.
Dal Lago di Mergozzo sono stati prelevati 50 campah persico, dal Lago di Varese 35 e dal Lago
d’'Orta 15. Come di consueto le larvelli latumsono state ricercate filettando il pesce. | rault
riguardanti il Lago di Lugano sono stati negatiminessun campione analizzato sono state ritrovate
larve plerocercoidi. La stessa situazione si eficata nei laghi di Varese e di Mergozzo, dove in
tutti i pesci esaminati non sono state riscontlatee. Nel Lago di Varese la parassitosi risultava
assente gia da ricerche condotte negli anni '8Gtragoer il Lago di Mergozzo non sono mai stati
segnalati casi di difillobotriosi. Si pud dunqueedguasi con certezza che il parassita non fosse
presente in questi tre laghi, ipotizzando I'assedizportatori rivieraschi produttori di uova. Per
guanto riguarda il Lago d’Orta, sono invece stdtt®vate 5 larve su 15 campioni esaminati. Il
valore medio di infestazione del lago & quindi 8®I3%. E una percentuale veramente molto alta,
anche se i campioni esaminati sono statisticam@mtli e per poterla confermare occorrerebbero
molte piu analisi. Da notare € il fatto che nel dadjOrta € proibita la pesca professionale in
seguito al ripopolamento del lago. La localizzaeiatelle larve € avvenuta soprattutto nel tessuto
muscolare del filetto dorsale dei persici; sonoopstate ritrovate anche alcune larve nella cavita
celomatica.

* Laghi della Svizzera francese

Per comparare la situazione subalpina alla sitnazijoresente nel resto della Svizzera e della
regione confinante con la Francia (Haute-Savo@Yjderca € stata estesa ai laghi della Svizzera
francese. Lo studio é stato condotto una decinanil'fa, per determinare & latumfosse ancora
presente in quattro laghi romandi: i laghi di Neateth Bienne, Morat e Ginevra (Golay & Mariaux,
1995). Cosi come per il Lago Maggiore, anche tdhl sono conosciuti come bacini dove il
parassita € presente da molto tempo.

Parallelamente, un’inchiesta medica € stata efttaei laboratori di analisi e negli ospedali nei
cantoni di Friborgo, Neuchéatel, Berna e Vaud. Nsi @ositivi al botriocefalo sono state richieste
informazioni che potessero condurre all'origing’addestazione. Tre categorie di infestazione sono
state stabilite: le contaminazioni indigene moltolabili, le contaminazioni indigene possibili e le
contaminazioni straniere. Con contaminazione srars’intende un’infezione contratta all’estero o
con parassiti non presenti nella regione (ad esempnihonkaiense Le 18 risposte ottenute tra
laboratori e ospedali raggruppano 73 casi di dbiitriosi tra il 1980 e il 1994, la media dei casi

di 13 allanno tra il 1990 e il 1994. Solo in 43dliesti casi si sono potute ottenere informazibei ¢
hanno permesso di classificare 21 casi nella categielle contaminazioni indigene molto
probabili, 13 nella categoria delle contaminaziamiligene possibili, 3 casi in quella delle
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contaminazioni straniere e 3 casi di origine indateata. Da notare che su 21 casi classificatanell
prima categoria, ben 13 provengono dal Lago Lemanao.

Dopo l'inchiesta medica sono stati analizzati edampli varie specie ittiche alla ricerca di larve
plerocercoidi. 217 i persici controllati, 27 i lue34 le bottatrici. 4 persici e 2 lucci provertiedai
laghi di Bienne e di Morat contenevano una larvaoma muscolare. Nessuna bottatrice, specie
talvolta descritta come l'ospite intermedio priradgy e stata ritrovata parassitata, probabilmente
perché non beneficia di una grande attrazione auéincio che ha permesso di rendere non piu cosi
importante il suo ruolo nel mantenimento del ciclo.

Il ciclo di D. latumeé risultato dunque ancora attivo nei laghi di BienMorat e Lemano, mentre
per il lago di Neuchéatel nessun pesce € statovato infestato e nessun caso umano di
difillobotriosi e stato segnalato con provenienzais da questa regione (per la quale, tuttavia, i
campioni e i dati ricevuti sono stati troppo esiger poter classificare con certezza il lago come
libero dal parassita).

La maggior parte dei casi proveniva dal lago Lem&iopossono ipotizzare due motivi per cui
guesta regione fosse — e sia tuttora — la piu tatfeslella Svizzera romanda. Il primo motivo é che
la meta delle rive del Lemano si trovano in teritdrancese, dove le stazioni di depurazione delle
acque sono meno sviluppate che in Svizzera. Ciogpiradi portare ad un mantenimento piu facile
del ciclo del parassita (indicatore di contaminagifecale). Il secondo motivo e che la densitaadell
popolazione e il numero di ristoranti ai bordi demano sono molto piu alti che non sulle rive dei
laghi di Bienne, Morat o Neuchatel.

In seguito ai risultati ottenuti nello studio sostate effettuate delle ipotesi sul mantenimento del
parassita nei 4 laghi romandi. La prima ipotesi, @ccreditata, € quella che 'uomo sia I'ospite-
riserva del parassita, in quanto unico ospite d@deftn provato nella regione. E il fatto che la
parassitosi sia piu frequente nelle zone in ciadgue non sono depurate, rafforza questa ipotesi.
Inoltre, i laghi circondati da foreste (0, piu iargrale, dove non vi € presenza umana) SOn0 SpPesso
incontaminati. Un esempio molto chiaro e quello ldejo Lemano e del Lago Maggiore, dove le
rive francesi e italiane sono molto meno depurate quelle svizzere e il numero di casi umani é
molto piu alto che non in altri laghi. La secong@atesi formulata € che la volpEulpes vulpes
funga da principale ospite definitivo (unico animakelvatico potenzialmente suscettibile
d’infezione in Svizzera). Tuttavia, il suo ruolol meantenere attivo il ciclo € sempre stato messo in
discussione ed in effetti il mantenimento non pwweaire unicamente grazie a questa specie.
Bisognerebbe che i rari pesci consumati dalla vaipeo infetti e che le feci dell’'animale siano
rilasciate in zone rivierasche: € veramente posipde che entrambe le condizioni si realizzino
contemporaneamente. Il ruolo epidemiologico svalétia volpe non pud essere completamente
escluso, ma rimane molto ridotto. La terza ipofesnulata riguarda gli animali domestici come
ospiti definitivi. Gli animali domestici mantengomdtivo il ciclo delD. latum soltanto se vengono
nutriti dal’'uomo con resti di pesci infetti. Conmel caso della volpe, sussistono comunque troppe
condizioni per credere che siano unicamente glnahidomestici a mantenere il parassita nei
nostri laghi.

Questo studio ha dunque permesso di dimostrar®claume ancora presente in Svizzera. La sua
presenza € certa nei laghi Lemano, di Bienne eatialMe resta da chiarire nel Lago di Neuchéatel.
La bottatrice sembra aver perso il ruolo che aveyaassato nel mantenimento del ciclo e 'uomo
sembra attualmente l'ospite definitivo principal@plicato nel mantenimento del parassita in
Svizzera.

« Haute-Savoie

Anche in Francia, come in tutte le regioni subapdell’Europa, si considerava la difillobotriosi
ormai scomparsa, ma nuovi casi umani sono statiadat) in Svizzera (18 sulle rive del Lago
Maggiore dal 1990 e 73 nei laghi della Svizzeraaoda). Nel 1996 un caso e stato segnalato
anche nella regione dell’Haute-Savoie (St-Julieremevois). Cosi un’inchiesta, con l'intenzione
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di stabilire I'incidenza della parassitosi, e statadotta in tutti i laboratori del dipartimento;50
laboratori presenti sul territorio € stato chigstoumero di casi di difillobotriosi diagnosticata il
1993 e il 2000 (Desvoist al, 2001).

Nel periodo considerato, 22 sono stati i casi ifieati, per 13 dei quali € conosciuto il metodo di
diagnosi: presenza di sole proglottidi in 6 casgspnza di sole uova in 3 casi e presenza di
proglottidi e uova in 4 casi. 20 casi provenivarolaboratori situati sulle rive del Lago Lemanao,
mentre uno da Clauses e uno da Meyhtet, pressocsnhe 5 casi i pazienti avevano mangiato
pesce pescato nel Lemano, come il pesce perBemcd fluviatilig o il salmerino $alvelinus
alpinug; un paziente invece non aveva consumato pesdgeimal ma 4 settimane prima, in un
viaggio in Bielorussia, aveva mangiato salmone tei @lesci crudi. Il caso e stato dunque
verosimilmente importato. Dal punto di vista clmitinfestazione si € manifestata con dolori
addominali e diarrea, in 4 casi su 5 con un’ipesiaafilia. Non e stata segnalata alcuna anemia.
La parassitosi, come gia dimostrato nello studietefato nei laghi della Svizzera romanda, €
presente nel Lemano ma sembra essere assentegtadlllannecy. | casi osservati sono in media 2
o 3 all'anno, con un picco di 7 casi nel 1998. Atipa dai risultati sembra che l'infestazionelda
latum sia riapparsa a causa dei nuovi comportamentiealiani e dal fatto che le stazioni di
depurazione delle acque non sono sufficienti periampere il ciclo.

» Europa
Nel 2004 e stato condotto uno studio a livello eem per determinare la situazione
epidemiologica della difillobotriosi in Europa (Doyy-Camet & Peduzzi, 2004). Un’inchiesta e
stata svolta in 25 paesi dell’'Unione Europea cexndézione di Cipro e Malta e con l'aggiunta di
Svizzera, Ungheria, Yugoslavia e Croazia. Dove ipdesé stata analizzata la situazione negli
ultimi 20 anni.
Dai risultati si sono distinte tre tipi di aree @g@miologiche in Europa: le zone in cui la parassiéo
frequente o relativamente frequente, le zone in casi osservati sono piuttosto rari oppure sono
stati importati e le zone in cui la parassitosi Bastata osservata.
In Finlandia 20 casi sono riportati ogni anno, ool percentuale di pazienti che varia tra lo 0.3% e
il 3.8%. In Svezia si registrano dai 10 ai 50 @kanno, ma la nazione che rimane pur sempre con
un grandissimo numero di casi e I'Estonia, che 1897 ne ha registrati 440, malgrado siano
diminuiti dai 715 del 1990. Come gia dimostratdalaicerche descritte sopra, i laghi della regione
franco-svizzera e italo-svizzera registrano un deanumero di casi, soprattutto nelle regioni del
Lago Lemano e del Lago Maggiore. La prevalenzapdste infestato concerne solamente i laghi
alpini della Svizzera e dell’ltalia che mostrandimmportante infestazione dei pesci persici e dei
lucci. In altre nazioni europee i casi diagnostisano sempre meno. In Romania, nonostante |l
trattamento delle acque della foce del Danubio, adi clinici continuano ad essere riportati.
Abbastanza numerose sono anche le infezioni segnal&olonia e Lituania. A Vienna 5 casi sono
stati scoperti tra il 1991 e il 2003. In Spagnacsatati 2, con un caso dovuto al consumo di
salmone importato dall’estero (nazione sconosciuta)Grecia i casi riportati sono stati 3, in
Slovacchia e in Norvegia linfezione é risultatareéne poco frequente. In Danimarca, Croazia,
Belgio, Gran Bretagna, Olanda, Yugoslavia, Macealotingheria e Germania non sono stati
riportati casi umani (Fig. 1.5). Anche i casi imfadr svolgono un ruolo nel mantenere attivo il
ciclo.
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Fig. 1.5: Cartina che illustra la situazione delifdllobotriosi nelle nazioni europee.

| risultati ottenuti mostrano che la difillobotrics ancora presente in Europa, ma che nelle nazioni
Scandinave e Balcaniche, rispetto a inchieste gestg e in diminuzione. Nei laghi alpini sono
stati registrati oltre 200 casi, con una perceetdapesci infestati che variano tra il 3.7% e3¥a
Comparare l'incidenza della malattia nei vari pamsnunqgue é difficile, perché bisogna conoscere
il numero di persone esposte per poter calcolarschio d'infezione. Per questo motivo non si puo
dire con esattezza quale delle nazioni europekl giai colpita dalla malattia; le nazioni subalpine
sono sicuramente molto a rischio, essendo in ugiane caratterizzata da laghi.

1.3 Specie esotiche e problemi di identificazione

In Svizzera, Francia e nel resto del’Europa nataéo diagnosticato unicameridelatum ma sono
stati identificati anche casi clinici dovuti a botrefali esotici, comeD. nihonkaiensee D.
dendriticum Una ricerca effettuata in Svizzera presso I'lCld hovembre 2004 e agosto 2006
(Wicht et al, 2007a) ha identificato . nihonkaiensesu 22 campioni di casi umani, provenienti da
vari cantoni. Gia in seguito alle procedure staddasservazione delle proglottidi e/o delle uova al
microscopio) 2 campioni erano stati segnalati cqrogenziali specie esotiche, considerando le
misure di uova e proglottidi, diverse dagli stamdace uova diD. nihonkaiensesono infatti
leggermente piu piccole rispetto a quellddiatum Per affermare pero con certezza di che specie
si trattasse, € stato necessario effettuare leisarg@netiche che hanno confermato le ipotesi
formulate. In un altro caso, nel settembre 200BICM é stato identificato urD. dendriticum
tramite osservazione al microscopio e analisi gelnet(Wichtet al, 2008). Questi ritrovamenti di
specie esotiche sono dovuti alle nuove abitudimexttari, quali sushi e tartare di pesci importati
(ad esempio il salmone). Il rischio esistente € lehgpecie esotiche di botriocefalo, delle quali gl
ospiti intermediari sono presenti nei nostri laglossano sopravvivere e mantenere il loro ciclo in
Svizzera (Wichet al, 2007b) (Fig. 1.6).
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Fase del ciclo vitale

Condizioni per le specie esotiche

Condizioni presenti in Svizzera

Contaminazione delle acque
da parte dell'ospite definitivo

Uova indenni agli impianti di
depurazione acque

Presente (1-5% delle uova passano
indenni la depurazione)

Presenza dei primi ospiti
intermediari

D. nihonkaiense:
2

D. nihonkaiense:
2

D. dendriticum:
Cyclops spp, Eudiaptomus spp

D. dendriticum:
Cyclops spp, Eudiaptomus spp

Presenza dei secondi ospiti
intermediari

D. nihonkaiense:
Oncorhynchus masou,
O. keta,

0. gorbuscha

D. nihonkaiense:

0. masou, O. keta e O. gorbuscha
assenti;

altre sp genere Oncorhynchus presenti

D. dendriticum:
O. mykiss, Salmo trutta, Esox lucius,
Lota lota, Coregonus spp

D. dendriticum:
O. mykiss, Salmo trutta, Esox lucius,
Lota lota, Coregonus spp

Presenza degli ospiti
definitivi

D. nihonkaiense:
-mammiferi marini

-Uomo, cane, gatto, volpe;
)

D. nihonkaiense:
-assenti

-2 pazienti contaminati da pesci importati;

-?

D. dendriticum:
-Uomo, cane, gatto, ratto?;

-gabbiani (Larus spp); altri uccelli?

D. dendriticum:

-1 paziente contaminato da pesce
importato;

-Larus argentatus (N delle Alpi) e
Larus michaelis (S delle Alpi) presenti

Fig. 1.6: Tabella che riassume le condizioni nemgssll'instaurazione del ciclo da parte di spasetiche di
Diphyllobothrium(D. nihonkaiense D. dendriticun) in Svizzera. Da: (Wichet al, 2007¢) (adattato).

In seqguito alla diffusione di questi parassiti @sde analisi genetiche e biomolecolari risultano

essere 'unico metodo per una diagnosi certa ditMerse specie ddiphyllobothriumprovenienti
sia da campioni di pazienti, sia da pes@ analisi al microscopio non sono sufficienti peter
fare con sicurezza questa distinzione.
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2. MATERIALI E METODI

Per la parte pratica in laboratorio abbiamo volatalizzare dei campioni diphyllobothriumsp
isolati da pazienti umani (proglottidi e uova prasenelle feci), per determinare la specie del
parassita mediante I'analisi della sequenza dinalgani discriminanti. Confrontando le sequenze
ottenute con delle sequenze di referenza, disdomiélle banche-dati online, & possibile creare
degli alberi filogenetici che comprendono tuttiaingpioni € mettono in evidenza le differenze e le
somiglianze.

2.1 Analisi parassitologica

| campioni pervenuti in laboratorio sono di origidinica. Si trattava di pazienti svizzeri
provenienti da diversi cantoni. Per prima cosaosiososservati al microscopio questi campioni.
Una prima identificazione, molto insicura, e gissgibile a partire dall'osservazione delle uova o
delle proglottidi.

| campioni analizzati non erano stati conservatsA- (metodo classico) bensi erano nativi (senza
aggiunta di conservanti) o conservati in alcochifeto 70%). Il SAF e una soluzione che fissa e
concentra i parassiti nelle feci. Serve sia peroea di elminti, sia per i protozoi. Formula pe0@0

ml di soluzione: 15 g di acetato di sodio, 20 mhdido acetico glaciale, 40 ml di formalina 40%,
925 ml di acqua. Il problema é che il SAF rompBNA, impedendone cosi I'estrazione e tutte le
reazioni successive per I'identificazione del camnpi

La metodologia per I'analisi parassitologia di cammpcoprologici (feci) e la seguente:

- Agitare la sospensione (vortex) e versarla in umagita in vetro filtrandola attraverso un
colino.

- Prima di gettare il contenuto del colino contral@he non ci siano proglottidi di tenia o di
botriocefalo.

- Centrifugare per 3 min a 850 g.

- Aspirare il sovranatante, lasciando un sedimentbrdi. Se il sedimento supera tale volume
aggiungere ancora una volta del SAF e ripeterer&iéugazione.

- Aggiungere al sedimento 7 ml di NaCl e mescolarewn@ansa o con il vortex.

- Aggiungere 3 ml di etere, chiudere ermeticamenf@daetta con un tappo e agitare bene.

- Centrifugare per 3 min a 850 g.

- Aspirare con la pompa i 3 strati superiori lasc@mod po’ di liquido sul sedimento.

- Esaminare il sedimento con I'obiettivo 10x (uovaeldiinti).

2.2 Analisi molecolari

Come gia detto prima, l'analisi parassitologica microscopio non é sufficiente per poter
identificare la specie e il genere del parassitai, @pesse volte non si riesce affatto a ipotzzan
che genere di parassita si ha a che fare. Perogéestato necessario effettuare delle analisi
molecolari, che consistono per prima cosa nelkzsbtne di DNA dalle uova o dalle proglottidi.
Dopo l'estrazione si sono amplificati i geni ne@sper poi poterli sequenziare. Una volta ottenuta
la sequenza la si e confrontata con le bancheadhtie per I'identificazione.
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Gli 11 campioni clinici analizzati sono descritélla tabella 2.1.:

N tif Data Data 5eSS0 Domicilio Sintomi Consumo di
prelievo nascita pesce crudo
20 (progl) 131.08.2006 | 19.03.1976 F Vésenaz (GE) crampi;proglottidi no, solo cotto
27 (uova) |13.10.2006| 28.06.1943 F Bubendorf (BL) coliche,diarrea Si
Chambésy
28 (uova) [18.10.2006 | 30.08.1965 M (GE) nd nd
29 (uova) |27.10.2006 | 18.06.1993 F Blonay (GE) | nessuno; proglottidi no
30 (uova) [30.10.2006| 07.04.1965 M Genéve (GE) nd nd
31 (uova) |01.11.2006| 22.12.1969 M Montreux (VD) | nessuno; proglottidi si
32 (uova) [23.11.2006| 04.01.1962 M Chiasso (TI) diarrea;malessere sushi+cotto
33 (progl) |10.12.2006 | 20.10.1953 M Vevey (VD) nd nd
34 (progl) |23.01.2007 | 15.05.1956 F Lausanne (VD) nd nd
35 (progl) |29.01.2007 | 26.10.1951 F Corsier (GE) nd nd
36 (progl) |10.04.2007 | 13.10.1949 F Sion (VS) nd nd

Tabella 2.1: Campioni analizzati nello studio.
2.2.1 Estrazione del DNA
Il procedimento di estrazione del DNA varia a setadel campione (proglottidi o uova).

Protocollo estrazione DNA da proglottidi:
e Tagliare ca. 2 segmenti di un verme adulto
* Lavarlo con PBS (tampone fosfato) per togliere &valn residui d’alcool, che potrebbe
inibire le reazioni successive
* Miscelare (vortex) e centrifugare 2 min 5000 rpr60@ g)
* Spezzettare i segmenti con un bisturi sterile meaou
» Seguire istruzioni del protocollo “Tissue protoc@inikit QIAGEN)

Protocollo estrazione DNA da uova:

* Prendere ca. 30-40 ul di materiale (sospensioneetrata da un campione di feci) e
metterlo in un eppendorfda 1.5 ml

» Aggiungere 1 ml di TE 1x pH=8, mescolare (vorteg) 5 sec, centrifugare a 850 g per 2
min

» Levare il sovranatante e lasciare il sedimentadea)

* Aggiungere 1 ml di TE 1x pH=8, mescolare (vorteg) @5 sec, centrifugare a 850 g per 2
min

* Levare il sovranatante e lasciare il sedimentogiea)

» Seguire il primo punto del protocollo “Tissue proad del Minikit QIAGEN:

1. Tagliare 25 mg di tessuto in piccoli pezzi, mtt in un eppendorf da 1.5 ml e aggiungere 180
ml di buffer ATL.

E importante tagliare in piccoli pezzi il tessutistda ridurre il tempo di lisi. La quantita di DNA
dipendera dalla quantita e dal tipo di tessutdatat 1 mg di tessuto dara ca. 0.2{1g2di DNA.

Gli eppendorf da 2 ml sono migliori per la lisi.

e Sottoporre 3 volte il campione a ultrasuoni a meadtiensita per 10 sec
» Seguire il resto del protocollo “Tissue protocdVlifiikit QIAGEN):
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2. Aggiungere 2Qul di proteinasi K, mescolare (vortex) e incubar#'agitatore a 56°C finché la
lisi non e avvenuta completamente.

Nota: Il tempo di lisi varia a dipendenza del tésdrattato. Generalmente & completa in 1-3 ore. E
possibile lasciare agire la proteinasi K per tutanotte, non influenza la preparazione. E
raccomandato mescolare regolarmente la soluziorsmtiul'incubazione.

3. Centrifugare brevemente I'eppendorf per rimuevergocce rimaste sul coperchio. Aggiungere
200 pl di buffer AL, mescolare (vortex) per 15 s e inatd a 70°C per 10 min. Centrifugare
brevemente I'eppendorf per rimuovere le gocce rienasl coperchio.

Nota: E essenziale che il campione e il buffer Adne mescolati bene per avere una soluzione
omogenea. Un precipitato bianco potrebbe formdFsiggiunta del buffer AL, che nella maggior
parte dei casi si dissolve nell'incubazione a 70t@recipitato non interferisce con la procedura
QIlAamp o con altre applicazioni successive.

4. Aggiungere 20Qul di etanolo (96-100%) al campione e mescolareté@rper 15 s. Dopo aver
mescolato, centrifugare brevemente per rimuovegetee dal coperchio.

Nota: E essenziale che il buffer AL e I'etanolonsiamescolati bene per ottenere una soluzione
omogenea. Un precipitato bianco potrebbe formamsilaggiunta dell’etanolo. E molto importante
caricare tutto il precipitato nella colonnina (QMAp Spin Column). Il precipitato non interferisce
con la procedura QlAamp o con altre applicazioocessive.

5. Applicare attentamente la miscela con il preatpi nella colonnina QlAamp Spin Column
(inserita in un eppendorf da 2) senza bagnarerdddChiudere il coperchio e centrifugare a 6000 g
per 1 min. Mettere la QIAamp Spin Column in un noi@ppendorf da 2 ml e gettare I'eppendorf
sottostante contenente il filtrato.

Nota: Chiudere ogni colonnina per evitare che snfalell’aria durante la centrifugazione. E molto
importante mettere tutto il precipitato nella QlAaBpin Column. La centrifugazione & eseguita a
6000 g in modo da ridurre il rumore: centrifugammassima velocita non influisce sulla quantita o
sulla purezza del DNA che si otterra. Se la soleiaon € passata completamente attraverso la
membrana, centrifugare ancora una volta ad uneacit@lmaggiore, finché tutta la soluzione sia
filtrata.

6. Aprire con cautela la colonnina e aggiungere gD@i buffer AW1 senza bagnare il bordo.
Chiudere il coperchio e centrifugare a 6000 g pemih. mettere la colonnina in un nuovo
eppendorf da 2 ml e gettare I'eppendorf sottosteotgenente il filtrato.

7. Aprire con cautela la colonnina e aggiungere go@i buffer AW2 senza bagnare il bordo.
Chiudere il coperchio e centrifugare alla massimiaaita (20'000 g) per 3 min. Per eliminare ogni
residuo di tampone AW2 (che potrebbe causare deblgmi nelle applicazioni successive)
continuare con lo step 7a, prima di effettuaretdp .

7a. (Raccomandato): Mettere la colonnina in un pueppendorf da 2 ml e gettare I'eppendorf
sottostante contenente il filtrato..Centrifugai20800 g per 1 min.

8. Mettere la colonnina in un nuovo eppendorf da tl e gettare I'eppendorf sottostante
contenente il filtrato. Aprire con cautela la catoma e aggiungere 2Qd di buffer AE o di acqua
distillata. Incubare a temperatura ambiente peirlenin seguito centrifugare a 6'000 g per 1 min.
9. Ripetere lo step 8.

Nota: Incubare per 5 min la colonnina riempita dobuffer AE o con acqua distillata, prima di
centrifugare, generalmente aumenta la quantitaNoh.D

Ripetere una terza volta lo step 8 con I'aggiumt20@ pl di buffer AE aumenta la quantita di DNA
del 15%.

Per conservare il DNA a lungo termine é raccomamltdatliluizione in buffer AE, da conservare a
-20°C, perché in acqua € soggetto a idrolisi acida.

Le quantita di DNA ottenute dipenderanno dalla diteare dal tipo di tessuto trattato. 25 mg di
tessuto danno approssimativamente 1@@@i DNA in 400ul di acqua (25-75 ngl).
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2.2.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)

La PCR € una reazione di amplificazione, ci perenetfatti di amplificare la quantita di DNA

ottenuta con l'estrazione (Atlas, 1994). Solitaneenbn si amplifica tutto il DNA, ma soltanto i

geni che ci interessano. Questo € possibile wiitidp dei primers specifici, che, attaccandosi al

gene da amplificare, costituiscono il punto di @ara della DNA polimerasi.

Nella PCR le fasi fondamentali sono tre:

1. Denaturazione: divisione della doppia elica di DNA.

2. Annealing: punto in cui i primer si attaccano.

3. Extension: la DNA polimerasi inizia a riscriverefilBmento complementare delle due eliche, a
partire da dove si sono fissati i primers, attadode basi azotate libere nella soluzione.

La temperatura di annealing € molto importantegttnée troppo bassa, il primer, punto di partenza
della DNA polimerasi, potrebbe attaccarsi a densagti genici simili al gene da amplificare, ma a
cui non siamo interessati, rischiando cosi di pereléa specificita. Per non compromettere tutta la
reazione di amplificazione e dunque necessariceavea temperatura adeguata.

| geni amplificati sono stati un gene presenteDA nucleare (codificante per I'unita ribosomale
18S - 18S rRNA) e un gene presente nel DNA mitodated(codificante per I'emzima citocroma c
ossidasi subunita | - COI). Il kit utilizzato éTilhg PCR Master Mix Kit (Qiagen, Hombrechtikon,
Switzerland). La scelta del gene 18S rRNA é legdtauo utilizzo quale metodo classico per la
classificazione tassonomica degli eucarioti. Tuétale sequenze di questo gene non sono sempre
sufficienti per una distinzione a livello specifitspecie diverse possono avere sequenze simifi). Pe
questo motivo si é preferito sequenziare anchenkegCOIl. | geni mitocondriali presentano infatti
diversi vantaggi, utili per I'identificazione dellpecie. Innanzitutto il DNA mitocondriale evolve
piu rapidamente del DNA nucleare; € piu piccolo OBIA nucleare; &€ presente in piu copie nelle
singole cellule; la sequenza completa del DNA natwlriale € nota per molti organismi; e contiene
geni a diversi tassi di mutazione, che lo rendotile per analisi sia inter- che intra-specifiche. E
insomma una sorta di “carta d’identita” dell'orgemio. La sequenza del gene COI & delimitata da
sequenze molto conservate, che sono dunque faciadiare e verificare (in altri termini, i primers
sono “robusti”).

| primers utilizzati per amplificare il gene 18SNR sono Mariaux 91 (Forward) e Mariaux 81
(Reverse) (Mariaux, 1998) (Fig 2.2). Per il genelGQrimer sono JB3 (Forward) e JB4,5
(Reverse) (Bowlest al, 1992; Bowles & McManus, 1994; Garey & Wolstenhe|r1989).

91> 83> <81
| | 5.8S

— 18S ITS1|[ITS2 28S —
500pb

Fig. 2.2: Posizione dei primers utilizzati per I'piifficazione del gene 18S rRNA.

ProtocolloTaqgPCR Master Mix Kit:
Il kit contieneTaq DNA polimerasi, 2 colonnine QIAGEN PCR, 3 mM MgG#2400uM di ogni
dNTP.
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Per eseguire il protocollo & necessario prepamrmiscele in un luogo diverso da dove viene

effettuata I'estrazione di DNA, questo per evitdedle eventuali contaminazioni del campione da

amplificare.

1. Scongelare i primers.

Nota: Mescolarli bene prima di usarli e in seguitongelarli.

2. Mescolare (vortex) il Tag PCR Master Mix e aggiumge25ul in ogni eppendorf.

Nota: E importante mescolareTiag PCR Master Mix per evitare differenze di concezitbae. 25

pl di soluzione Master Mix sono necessari per un’icpzione con 5Qul di volume finale. Inoltre

bisognerebbe includere un controllo negativo (sddxX&) per verificare che i campioni non siano

stati contaminati.

3. Aggiungere 1.5l di primer Forward [1QM] e 1.5ul di primer Reverse [1EM].

. Aggiungere 1Qul di DNA (<1 pg/reazione) di campione in ogni colonnina.

. Aggiungere acqua sterile fino a raggiungere unweltotale di 5Qul.

. Programmare il cycler, ossia stabilire il numero ditli che si vogliono effettuare e le
temperature nelle varie fasi.

7. Mettere le colonnine nel termocycler e cominciapogramma.

o 01 b~

Per l'amplificazione di due geni diversi nello sestempo, € stato necessario trovare delle
temperature di annealing che andassero bene panmdt Ciclo misto per 18S rRNA e COI:

* 5’94°C denaturazione iniziale

* 40x (307 94°C — 40" 45°C annealing — 1’ 72°C exien}

e 10°72°C

* conservazione a4 °C

Nella tabella 2.3 e riassunta la procedura di pegiane dei campioni.

Campione |MasterMix (ul) Primer F (W) Primer R (pl) DNA () H20 (ul)
28S 25 1.5 Mar91 1.5 Mar81 10 campione#28 12
29S 25 1.5 Mar91 1.5 Mar81 10 campione#29 12
30S 25 1.5 Mar91 1.5 Mar81 10 campione#30 12
31S 25 1.5 Mar91 1.5 Mar81 10 campione#31 12
36S 25 1.5 Mar91 1.5 Mar81 | 10 campione#36 12
28C 25 1.5 JB3 1.5JB4.5 10 campione#28 12
29C 25 1.5JB3 1.5JB4.5 10 campione#29 12
30C 25 1.5 JB3 1.5 JB4.5 10 campione#30 12
31C 25 1.5JB3 1.5JB4.5 10 campione#31 12
36C 25 1.5 JB3 1.5 JB4.5 10 campione#36 12
26C 25 1.5JB3 1.5JB4.5 10 campione#26 12
27C 25 1.5 JB3 1.5JB4.5 10 campione#27 12
32C 25 1.5 JB3 1.5 JB4.5 10 campione#32 12

Tabella 2.3: Preparazione dei campioni secondmpotib del Tag PCR Master Mix Kit.

Elettroforesi:

Quando la PCR é terminata bisogna effettuare utratmper verificare che I'amplificazione sia
avvenuta correttamente e che i campioni non sitibc®ntaminati. Questo controllo viene fatto su
gel d’agarosio [0.8%)], tramite I'elettroforesi. Ea® utilizzato un pesmolecolare 50 bp , come
scala di riferimento per stimare la lunghezza daglplificati ottenuti.
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Preparazione del peso molecolare:

e 7 ul di massa molecolare (50bp)

e 3 ul di loading buffer (quantita standard), che sepe mantenere sul fondo dei pozzetti il
campione

» 3 ul di acqua sterile*

Preparazione dei campioni amplificati:

e 10pl di campione

e 3 ul di loading buffer (quantita standard)
» 3 ul di acqua sterile*

* il volume d'acqua varia a dipendenza della quandii campione messa in ogni pozzetto, deve
parificare il volume in tutti i pozzetti fino a wolume totale di 13

Preparazione del gel d’agarosio [0.8%]:
e 100 ml di TBE + 0.8g di agarosio (scaldare la solne fino a completo scioglimento
dell’agarosio)
e 3.5l di bromuro di etidio per colorare il DNA (aggiumg solo quando la soluzione e
diventata tiepida)
* Versare il gel tiepido nel supporto e immergervi pettine con 16 pozzetti, nei quali
verranno caricati i campioni di DNA e il peso malkge; lasciar solidificare.

Immergere il gel d’agarosio [0.8%] solido nella elastta per elettroforesi, in una soluzione di TBE
(Tris-borate/EDTA (ethylenediaminetetraacetic acel)evare il pettine. Caricare in ogni pozzetto
un campione di DNA amplificato e in un pozzettotcale il peso molecolare. Far migrare a 150 V
per 2-3 min e in seguito diminuire a 120 V per &i#d min (il tempo di migrazione é indicativo).

2.2.3 Purificazione dei prodotti PCR

Dalla fotografia dell’elettroforesi, a dipendenzandue dalla dimensione delle bande che si sono
ottenute, si decide in che quantita (volume) duzimne sospendere il DNA per purificarlo dai
nucleotidi (ANTP) e altre sostanze usate nella PCR.

E stato utilizzato il Kit NucleoSpin (Macherey Négeeguendo il protocollo per la purificazione
diretta dei prodotti della PCR:

1. Aggiungere 1Qul di TE 1x al campione.

2. Mescolare 1 volume del campione (@) con 2 volumi del buffer NT (100Ql).

3. Fissare il DNA:
Mettere una colonnina NucleoSpin® Extract Il (comete un filtro) in una colonnina da 2 ml
NucleoSpin® Collecting Tube (sottotubo) e caricghcampione.
Centrifugare per 1 min a 11'000 g, gettare vialtilato e mettere la colonnina con il filtro nel
sottotubo.

4. Lavaggio della membrana:
Aggiungere 60Qul di buffer NT3. Centrifugare per 1 min a 11'000ggttare via il filtrato e
rimettere la colonnina nel sottotubo.

5. Asciugare la membrana:
Centrifugare 2 min a 11'000 g per rimuovere quatnimente il buffer NT3. Assicurarsi che la
colonnina con il filtro non entri in contatto cohliquido filtrato mentre lo si rimuove dal
sottotubo.
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6. Risospendere il DNA:
Mettere la colonnina NucleoSpin® Extract Il in ympendorf da 1.5 ml. Aggiungere 15-ADdi
buffer NE (secondo intensita del campione amplificavisualizzato sul gel d’agarosio) e
incubare a temperatura ambiente per 1 min per aiangela quantita di DNA. Centrifugare per 1
min a 11'000 g. Gettare la colonnina e conservaréltiato (prodotto PCR purificato)
nell'eppendorf a 4 °C.

2.2.4 Quantificazione dei prodotti PCR

Per utilizzare la quantita giusta di DNA per lazieae di sequenza che si vuole eseguire, il
prodotto PCR purificato e stato quantificato conmietodo PicoGreen® dsDNA Quantitation
Reagent and Kit (Molecular Probes Inc.). Questgeate particolare & un colorante fosforescente
che permette una quantificazione molto precisa (fire5 pg/ml) e con una minima interferenza da
parte del’lRNA, DNA o di altri agenti contaminantil range di linearita si situa, per ogni
concentrazione di reagente aggiunta, tra 0 e >gB@InCon un fluorimetro & possibile quantificare
'emissione (in 4 direzioni) a 520 nm, dopo ecdidaz a 480 nm. Il protocollo seguito € il
seguente:

* In una provetta mescolare 2ubdi campione da quantificare con 49 I5TE 1x e 50Qul di
soluzione 1:200 TE 1x-PicoGreen® dsDNA Quantitatteagent (497.51 TE 1x + 2.5u |
PicoGreen)

» Lasciare la provetta per 2 min completamente a bui

* Versare il contenuto in una cuvetta (10x10 m, camonattico 12.5 mm, PLASTIBRAND®)
e caricarla nel fluorimetro (TD-700 Fluorometer)

La concentrazione del DNA viene espressa in nghat.poter calcolare la concentrazione iniziale
di campione si € dovuto tenere conto delle diluizapplicando la formula seguente:

B [ng/ml]x 2x100

[ng/ 44 L00¢

Questo ha permesso di calcolare la quantita di mampnecessaria (ipl) da aggiungere alla
reazione di sequenza, descritta di seguito.

2.2.5 Reazione di sequenza

Il sequenziamento dei geni amplificati permettstelbilire le basi azotate che li compongono.
E stato utilizzato il protocollo del kit ABI PRIS® BigDye ™ Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems).

Le reazioni di sequenza sono state cosi preparate:

-3 ul Ready Reaction Premix

-1.5ul Big Dye Sequencing Buffer

-2.4 ul primer Forward o Reverse [iM]

-x ul di campione, secondo il calcolo di quantificazon
- acqua sterile, fino a raggiungere un volume éottl15pl

Ciclo standard utilizzato: 96°C 1'/ 25x (96°C 180°C 5" — 60°C 4) / 4°@®

Lavoro di maturita di biologia 2007-2008 22



Sebastiana Stahli 4F — Identificazione molecolaadpioni clinici di botriocefalo@iphyllobothriumCobbold 1858)

2.2.6 Purificazione

| prodotti della reazione di sequenza devono egsanéicati prima di caricarli nel sequenziatore,
per evitare errori nella lettura dei nucleotidieqidui di ddNTPs e primers). Si € purificata la
soluzione (19ul) tramite osmosi, depositandola su dei filtri olari Millipore 0.025um (Millipore)

in capsule di Petri contenenti TE pH 8. Dopo 2phiiners, i ddNTPs e gli altri residui sono passati
nel TE sottostante. Si sono prelevaiil&i liquido rimasto sul filtro e si sono posti tabi 0.5 ml
(Genetic Analyzer Sample Tubes, Applied Biosysten$)no stati aggiunti 1 di Hi-Di™
Formamide (Applied Biosystems) per evitare il progamento del prodotto della reazione di
sequenza. | tubi sono stati finalmente caricati seduenziatore a capillare automatico (ABI
PRISM® 310 Genetic Analyzer, Perkin-Elmer, Rodgégesheim, Suisse).

2.2.7 Lettura e analisi della sequenza

Il sequenziatore automatico (ABlI PRISM® 310 Gene#fioalyzer, Perkin-Elmer, Rodgau-
Jigesheim, Suisse; Fig. 2.4) separa i frammenétteaverso un laser, legge in successione le
terminazioni “2’-3’ didéoxy” (ddNTPs) marcate corfldorofori differenti (corrispondenti alle basi
azotate A, C, T, G). Questo tipo di apparecchio geguenziare automaticamente dei polinucleotidi
da 500 a 800 nucleotidi (frammenti lunghi). La s&tga € inviata direttamente al computer per le
analisi bioinformatiche (elettroferogramma, Fig)24’analisi filogenetica.

Maodal 377 Peann State College of Medicine
ABI A Varsion 3.3 Molecular Genetics Core Facility

ABI100
PRISM Version 3.2

(GAn TGIBATACGAC TCACTATAGE GCGAATT CCAG CTOGGIAC CCAGEG AT
19 20 30 40 50

I'GGETCATAGCTGEI TTCCTGTGTGAAAT TEGTTATCCGC TCAC AATTC CAL
130 140 150 160 170

Fig. 2.4: Sequenziatore ABI PRISM® 310 (sinistrd)edettroferogramma (destra).

Il sequenziamento automatico ci restituisce unigpaiih cui sono riportati i picchi registrati dal
laser. Essendo ogni ddNTP marcato con un dye assene differente, per ogni posizione avremo
guattro picchi di cui uno, se la sequenza e bsHiega molto piu intenso degli altri. Il computer che
analizza il grafico va a leggere i vari picchi, gemil grafico detto elettroferogramma e da essa cr
direttamente il file della sequenza. Non sempre pper vari motivi, due picchi hanno intensita
confrontabili e nella sequenza troveremo una N iddéca l'incertezza. Per altrettanti motivi e
possibile che alcuni picchi siano piu larghi deldim e il computer puo registrare due nucleotidi
uguali di seguito quando in realta che n’e soltamo. Quello che bisogna fare prima di poter
passare all’analisi bioinformatica, € controllaranmalmente tutta la sequenza scritta e correggere
eventuali errori.
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Il file ottenuto pud essere ora esportato dal cdempaoollegato al sequenziatore e analizzato. |
software che sono stati utilizzati per le correzmie analisi sono stati due:

* EditSeq™ (DNASTAR Inc.): le funzioni principali utilizzate in questo pr@gnma prevedono la
creazione di file di sequenza eliminando il prokdedella spaziatura dei caratteri esistente in altri
editor di testo “normali”. Alla sequenza € accompatg la numerazione delle basi che permette di
ritrovare siti specifici molto velocemente. Oltraacreazione di sequenze il programma deve
essere utilizzato per importare i file di sequemzajuesto modo € possibile correggerli e tagliare
parti non utilizzabili (solitamente all'inizio elalfine della sequenza). Il formato in cui i filer®
salvati € compatibile con altri programmi bioinfatici.

* Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 3 (Kumar et al, 2004): il software
MEGAS3 e un programma che permette non solo diedlie tra di loro le sequenze, correggerle,
tagliarle, ecc., ma anche, da un allineamento plaltidi ottenere direttamente un albero
filogenetico di cui possono essere impostati i petai. Importandovi una sequenza € possibile
anche confrontarla direttamente con le sequenzeeptienei database (Blast) per analizzare le
eventuali omologie e stabilirne l'identita. MEGAZrmmette anche di passare da una sequenza
nucleotidica a quella proteica.

Per costruire gli alberi filogenetici (Figg. 3.33el) e stato utilizzato il metodo Neighbor-Joining
(NJ) (Saitou & Nei, 1987).
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3. RISULTATI
3.1 Analisi parassitologica

L’osservazione al binoculare (proglottidi) e al negcopio (ingrandimento 400x e 1000x, uova) ha
confermato la diagnosi dei campioni come paragppartenenti al geneRiphyllobothriumsp.

3.2 Analisi molecolari
3.2.1 PCR

La Fig. 3.1 mostrache sia il gene 18S, sia il géad dei campioni no 30, 31 e 36 sono stati
amplificati con successo. Si notano infatti tre d&imtense alla stessa altezza per il 18S e adtre t
bande ad una altezza diversa dalle tre precedratiiguale tra loro per il COIl. Anche i geni dei
campioni no 26, 27 e 32 sono stati amplificati,r@nse la minore intensita delle bande indica che la
quantita di materiale € minore. Per i campioni 8ce229 invece non € presente nessuna banda né
per il gene 18S, né per il gene COIl. Questo cidiaspre che non é stato un problema di PCR, ma
che il problema e stata I'estrazione del DNA, ctebpbilmente non e avvenuta correttamente.
L'intensita delle bande ci da anche un’idea sutlacentrazione del DNA, l'intensita di una banda é
direttamente proporzionale alla concentrazione RNA, minore intensita corrisponde quindi a
minore concentrazione.

28 29 30 31=3 1 28 2930 31 3¢ 26 27 3

18S rRNA (ca 2100 by prgey i -
n

nn
COI (ca 440 bp)
sull. seee-

Fig 3.1: Amplificati dei geni 18S rRNA e COl, vidizzati su gel d’agarosio tramite elettroforesi.

3.2.2 Purificazione e quantificazione prodotti PCR

La concentrazione di DNA quantificato e stata dalizoin ngjil (v. formula capitolo 2.2.4); la
guantita di DNA da utilizzare nella reazione di sega & stata calcolata basandosi sulla quantita
di DNA minima standard necessaria, fornita dalteadproduttrice del kit ABI PRISM ® BigDye ™
Terminator Cycle Sequencing Kit: 50 ng per i denghi oltre 2000 paia di basi (come il gene 18S
rRNA) e 10 ng per i geni di lunghezza compres&20@ e 500 paia di basi (come il gene COI). |
risultati sono riassunti nella tabella 3.2.
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Campione [DNA] (ng/ml) | [DNA] (ng/ul) DNA necessario | DNA da utilizzare
per reaz. seq. (ng) perreaz. Seq.gl)
30S 101 40.4 50 1.2
31S 93 37.2 50 1.3
36S 157 62.8 50 0.8
30C 42 16.8 10 0.6
31C 36 14.4 10 0.7
36C 54 21.6 10 0.5
26C 18 7.2 10 1.4
27C 10 4 10 2.5
32C 5 2 10 5

Tabella 3.2: Calcolo della quantita di DNA (amplig da utilizzare per la reazione di sequenza.

3.2.3 Lettura e analisi della sequenza

| risultati ottenuti sono stati soddisfacenti. Gutilizzo della banca dati si sono potute idertiie
le sequenze no 26, 27, 31, 31, 32 e 36. Tutti iptam appartenevano alla spe@elatum Mentre
le sequenze no 28 e 29, come previsto dopo il clhmtiramite elettroforesi su gel d’agarosio, non

sono state identificate.
Con le sequenze ottenute per i due geni analigeat stati costruiti due alberi filogenetici diviers

Il primo riguardante il gene 18S rRNA e il secomityuardante il gene della citocroma ossidasi
subunita 1 (COI). Per quanto riguarda il primo adb& € dovuto costruire un concatamero, ossia sSi
e dovuto mettere insieme la prima parte e l'ultipaate del gene. Il gene 18S rRNA infatti € molto
lungo e con la PCR non si riesce ad amplificarlitotwcon solamente due primers (Reverse e
Forward), ma sarebbero necessari altri due primengta del gene - denominati Mar 83 e Mar 84
(Mariaux, 1998). Per lidentificazione della speéigero sufficiente utilizzare i primers Mar 81 e
91. Per l'albero filogenetico del COI non é staszessario effettuare questa operazione, essendo il
gene sufficientemente corto per essere “lettofrs@ndata sia in ritorno con i primers JB3 e JB4,5.

uova 30
r uova 32

adulto 20

. _ . _ Diphyllobothrium latum DQ316793
Fig 3.3: Albero filogenetico (concatamero) per il
gene 18S rRNA (1887 bp, metodo Neighbor- adulto 35

Joining, bootstrap test su 500 replicati). g4| adulto 33

uova 27

uova 31

adulto 36

D. latum DQ181942

adulto 34

plerocercoide Lago Maggiore
~Ligula colymbi DQ925312
Schistocephalus solidus AF124460
Taenia solium DQ157224

100

—
0.02
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uova 31

adulto 34
adulto 33
adulto 36

100 Diphyllobothrium latum AY972073

uova 27
uova 32

adulto 35
55

plerocercoide Lago Maggiore

uova 30

Diphyllobothrium dendriticum DQ768193

adulto 17

58 67

Diphyllobothrium sp AY972072

100 ||l yovaRiottonu2 COI completo

52 | — Diphyllobothrium nihonkaiense DQ768190
57 ! D. nihonkaiense AB015755

Diphyllobothrium ditremum DQ768195

42 Ligula intestinalis AF153910

Taenia solium AF360865

0.05

Fig 3.4: Albero filogenetico per il gene COI (358, lmetodo Neighbor-Joining, bootstrap test su &pliaati).
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4. DISCUSSIONE

Le analisi genetiche effettuate su campioni clipi@venienti da pazienti svizzeri hanno permesso
di determinare l'identita di parassiti, precedergate diagnosticati comBiphyllobothriumsp. a
livello morfologico (metodi classici dei laboratodi analisi mediche). Il gene 18S rRNA si e
rivelato ben scelto per una prima identificazionévello di specie. L'analisi delle sequenze di
guesto gene non sono tuttavia sufficientementernmétive per identificare tutte le specie di
botriocefali (ad esempio, specie diverse cdnalitremume D. dendriticumhanno sequenze 18S
rRNA identiche). La sequenza del gene mitoconduigka citocroma ¢ ossidasi subunita | (COI)
ha permesso di confermare i risultati dell'anadisi DNA nucleare. Gli alberi filogenetici mostrano
che 9 campioni clinici analizzati su 11 hanno ueritita pari al 100% con la spedde latum Non
sono state evidenziate differenze intra-specifitfaeun campione e l'altro e la specie sembra
costituire un ceppo evolutivamente molto conservidtin esiste praticamente alcuna variabilita né
nelle sequenze di geni nucleari (18S rRNA), néuallg di geni mitocondriali (COl), rispetto alle
sequenze di referenza. | risultati ottenuti somi soddisfacenti, poiché su 11 campioni analizzati
soltanto due non sono stati identificati. Questéagiensare che questi ultimi siano stati conservat
in qualche sostanza inibitrice per le reazioni agedad esempio la formalina).

Dal punto di vista ecologico la difillobotriosi éa parassitosi non soltanto presente, ma anche in
risorgenza nel Lago Maggiore, cosi come nella regitnsubrica e nella Svizzera romanda.
Secondo le anamnesi dei pazienti, la recrudescéina latum & verosimilmente legata a nuovi
comportamenti alimentari. E infatti possibile catate in molti ristoranti della regione I'offerta d
piatti a base di pesce crudo, affumicato o insigifitemente cotto (sushi, tartare, carapccio). I
conseguente incremento dell'infestazione, portgpdava che solamente la cottura del pesce
garantisce una protezione totale per la popolazionerasca. Gli impianti di depurazione delle
acque sono certamente necessari ed impediscoria plaeassitosi si sviluppi oltremodo, perd non
costituiscono una misura sufficiente per interrorepéciclo del parassita, poiché non & possibile
purificare completamente I'acqua. La percentualladmrica parassitaria abbattuta varia tra il 95 e
il 99%. In laghi dove questi impianti sono carerd esempio sulle sponde italiane del Lago
Maggiore o dalla parte francese del Lemano, ilaadisdifillobotriosi nel pesce € molto alto. A
livello di prevenzione, e quindi molto importantensumare pesce cotto per almeno 5 minuti a
55°C o congelarlo a -10°C per un minimo di 24 g2 I per i pesci di grosse dimensioni), prima di
consumarlo crudo.

Le analisi molecolari si dimostrano necessarielp&orretta determinazione dei parassiti, mentre i
metodi di diagnosi morfologica non sono sufficieftiimportante conoscere esattamente da quale
specie sia affetto un paziente, perché questo rposigbile risalire al pesce che é stato consumato
(locale oppure d’'importazione). Soltanto in questodo € possibile monitorare la situazione dei
diversi parassiti e stimare i rischi legati al acom® di un determinato prodotto ittico. Un paziente
infetto da botriocefali esotici (coni2. dendriticume D. nihonkaiensepotrebbe infatti introdurne le
uova in nuovi ambienti, causando lI'infestazionendove specie di pesce e aumentando il rischio
per la popolazione..
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