
31

A.I.V.I. giugno 2010 n.8

INTRODUZIONE

Toxoplasma gondii, responsabile di una delle an-
tropozoonosi parassitarie più largamente diffuse (1),
è un parassita intracellulare obbligato che ricono-
sce quali ospiti definitivi i felini domestici e selvatici,
nei quali conduce una riproduzione sia sessuata che
asessuata. La prima determina la dispersione nel-
l’ambiente esterno, attraverso le feci dei felini, di oo-
cisti non sporulate, che dopo 2-3 giorni diventano in-
fettanti, la seconda, comune sia al gatto che agli
altri animali a sangue caldo, ospiti intermedi del
coccide, porta alla formazione di tachizoiti che rag-
giungono diverse localizzazioni nell’organismo
ospite e danno origine a cisti di bradizoiti.

I cinghiali (Sus scrofa), come confermano diversi
studi epidemiologici, finalizzati alla valutazione
della prevalenza di anticorpi anti-toxoplasma in
questa specie, possono frequentemente rappresen-

tare l’ospite intermedio del Toxoplasma (2); infatti
sono animali grufolatori che si nutrono di tuberi e
vegetali, ma sono contestualmente carnivori, che
consumano animali vivi e morti, e coprofagi. Sono
queste abitudini che aumentano la probabilità per i
cinghiali di contrarre l’infezione da Toxoplasma (3). 

I cinghiali,largamente diffusi in alcune regioni
italiane, sono principalmente allevati per l’attività
venatoria; si tratta per lo più di allevamento esten-
sivo in particolari ambienti riservati, boschivi e col-
linari. 

La presenza di cisti di Toxoplasma gondii nelle
carni degli animali selvatici abbattuti, rappresenta
una potenziale fonte di zoonosi parassitaria. In par-
ticolare, le famiglie dei cacciatori risultano partico-
larmente esposte all’infezione a causa delle opera-
zioni di eviscerazione e del contatto con la carne e il
sangue dell’animale (4).

È noto che la principale modalità di trasmissione
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del Toxoplasma all’uomo è rappresentata dal con-
sumo di carne cruda o poco cotta (5).

I soggetti adulti immunocompetenti che contrag-
gono l’infezione, sviluppando una risposta anticor-
pale adeguata, presentano segni clinici di lieve en-
tità, non eliminano completamente il parassita, che
persiste nell’organismo in uno stato di latenza sotto
forma di cisti tissutali; è stata dimostrata, tuttavia,
anche la correlazione tra l’insorgenza di disordini
mentali nell’uomo e la presenza di Toxoplasma gon-

dii (6), che insieme alla cecità e alle elevate percen-
tuali di mortalità fanno della toxoplasmosi una zoo-
nosi molto pericolosa e sottovalutata, come riferisce
l’EFSA (7, 8).

In considerazione dell’elevato consumo di carne
di cinghiale, che si è registrato negli ultimi anni, in
particolari periodi dell’anno e in particolari regioni,
ci è sembrato interessante effettuare un’indagine
istopatologica, per controllare la presenza di Toxo-

plasma gondii nelle carni di cinghiali abbattuti in
Basilicata, Calabria e Toscana.

MATERIALI E METODI

Sono stati analizzati 31 campioni di carne di cin-
ghiale prelevati dalla regione del collo di cui 11 pro-
venienti dalla Calabria, 8 dalla Basilicata e 12 dalla
Toscana. Ciascun campione è stato suddiviso in 2
aliquote, la prima è stata fissata in formalina tam-
ponata al 10% per le analisi istologiche, l’altra è
stata congelata per essere sottoposta ad un’even-
tuale analisi biomolecolare di conferma per la pre-
senza di Toxoplasma gondii.

Esame istologico

Dai campioni fissati in formalina e inclusi in pa-
raffina, sono state ottenute sezioni di 4 m con mi-
crotomo rotativo, che, successivamente, sono state
sottoposte a colorazione con Ematossilina-eosina.

L’osservazione dei preparati istologici e le rileva-
zioni micrometriche sono state effettuate con mi-
croscopio ottico Nikon Eclipse 50i, fotocamera Nikon
Digital Sight DS 5M e acquisitore di immagini
Nikon Digital Sight DS L1.

Analisi biomolecolare

1. Estrazione del DNA da campioni sospetti
Sono stati prelevati 20 g di muscolo, ai quali sono

stati aggiunti 50 ml di PBS con tripsina (0,25%) e
EDTA (0,025%).Il campione è stato omogenato e in-
cubato per 1 h a 37°C.

L’estrazione e la purificazione del DNA sono state
ottenute utilizzando il DNeasy Tissue Kit (Qiagen,

Hilden, Germany). È stato prelevato 1 ml di cam-
pione al quale sono stati aggiunti 3 ml di Lysis Buf-
fer ATL e 300 l di Proteinasi K. Dopo un’incuba-
zione overnight a 56°C, sono stati aggiunti 3 ml di
Buffer AL e il campione è stato nuovamente incu-
bato a 70°C per 1h e centrifugato a 6000g per 15
min. Successivamente sono stati aggiunti 3 ml di
etanolo assoluto e la miscela è stata fatta passare
attraverso le QIAamp spin column, ripetendo il pas-
saggio di centrifugazione a 8000g per 1 min fino ad
esaurimento del campione. La QIAamp silica-gel
membrana è stata sottoposta a due lavaggi conse-
cutivi utilizzando i Buffer AW1 e AW2. L’eluizione
del DNA è stata ottenuta in 50 l di Buffer AE e il
campione è stato conservato a -20°C.

2. Reazione di polimerizzazione a catena per

la ricerca di T. gondii

Per la PCR sono stati utilizzati i primer 5’-
GGAACTGCATCCGTTCATGAG-3’ e 5’-TCTT-
TAAAGCGTTCGTGGTC-3’ che permettono di am-
plificare un frammento di DNA del gene B1 di Toxo-

plasma gondii che si ripete 35 volte (9)
Le reazioni sono state allestite in un volume fi-

nale di 25 ul utilizzando 12,5 ml di Master Mix (Qia-
gen, Hilden, Germany), 1uM di ciascun primer e 3 ul
di campione estratto.

Il programma di amplificazione ha previsto una
denaturazione iniziale a 94°C per 5 min seguita da
40 cicli di denaturazione a 94°C per 1 min, di an-
nealing a 58°C per 1 min e di estensione a 72°C per
2 min, seguiti da un’estensione finale a 72°C per 5
min. I prodotti della PCR sono stati analizzati me-
diante elettroforesi su gel di agarosio al 1,5% e co-
lorati con etidio bromuro.

Come controllo positivo è stato utilizzato il DNA
di tachizoiti del ceppo RH di Toxoplasma gondii. La
specificità degli amplificati è stata accertata me-
diante sequenziamento utilizzando ABI PRISM
3100 (Applied, Biosystem, Rome, Italy)

RISULTATI

Per 30 campioni analizzati la tecnica istopatolo-
gia ha dato esito negativo, mentre in un campione di
cinghiale, proveniente dalla Calabria, è stato possi-
bile osservare la presenza di cisti parassitarie di
forma subsferica e dimensioni di circa 36,11 m e
93,67 m, localizzate all’interno delle fibre musco-
lari, che ci hanno fatto presupporre si trattasse di
cisti di Toxoplasma gondii (Figura 1) .

La capsula della cisti ovoidale mostrava uno spes-
sore di circa 1,5 e 2,5 m, e appariva più spessa in
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prossimità dei due poli. Internamente la cisti si pre-
sentava uniformemente occupata da materiale ba-
sofilo e granuloso. Le fibre muscolari parassitate ap-
parivano deformate e quasi completamente occu-
pate dalla cisti, ma non è stato rilevato alcun infil-
trato infiammatorio a livello interstiziale.

Per avere la conferma che si trattasse di tessuto
parassitato da Toxoplasma gondii abbiamo sotto-
posto il campione ad analisi biomolecolare. L’osser-
vazione della banda attesa di 193 pb, riferita al-
l’amplificazione del gene B1 di Toxoplasma gondii,

ha confermato la positività dei campioni a tale pa-
rassita (Figura 2).

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

La caratterizzazione istologica delle cisti, di forma
e dimensioni compatibili con i dati presenti in lette-
ratura, e la specifica conferma biomolecolare, hanno
permesso di identificare la presenza di cisti di Toxo-

plasma gondii nelle carni di un cinghiale abbattuto
in Calabria (10).

È noto che i piani di monitoraggio, necessari per
valutare la presenza di Toxoplasma gondii nei cin-
ghiali, sono basati principalmente su sistemi anali-
tici indiretti che valutano la presenza di anticorpi
nel sangue (11), tuttavia il riscontro di positività sie-
rologica, può essere solo indicativo di un avvenuto
contatto del parassita con l’ospite e non conferma la
presenza di stadi potenzialmente infettanti del pa-
rassita all’interno dei tessuti. 

Nei suini selvatici, sia per le peculiari abitudini
alimentari, sia per la variabile dell’età di cattura o
di abbattimento, la probabilità che le carni siano in-
festate dal Toxoplasma gondii è molto elevata. 

La lunga sopravvivenza delle cisti nel muscolo dei
suidi che talora supera i 2 anni, consente di poter
affermare che il cinghiale è una delle più importanti
fonti di rischio per la trasmissione di Toxoplasma

gondii all’uomo (12, 13, 14). 
Solitamente, la carne di cinghiale è utilizzata per

la preparazione di stufati e altre pietanze che ri-
chiedono tempi di cottura lunghi e che ne garanti-
scono, di conseguenza, la salubrità, ma spesso le
carni sono anche destinate alla produzione di pro-
dotti di salumeria; la salagione e la stagionatura
non sempre consentono la completa eliminazione del
rischio parassitologico (15). 

Figura 1.

Presenza di cisti 
di Toxoplasma gondii

nel muscolo di cinghiale
(Ematossilina eosina; 
A x 40; B x 100).

Figura 2. PCR specifica per il gene B1 di Toxoplasma

gondii. Lane 1: DNA ladder 100 pb; lane 2-3: campione
positivo; lane 4: controllo positivo; lane 5: controllo 
negativo.
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L’EFSA raccomanda per il Toxoplasma gondii

una maggiore raccolta di dati epidemiologici al fine
di chiarire le numerose fonti di infezione per l’uomo,
evidenziando che la diffusione del parassita non è
stata ancora del tutto descritta e nuove forme di-
rette e indirette di infezione sono state evidenziate
da alcuni recenti studi (8).

La nostra indagine rivela come le carni di cin-
ghiale possono essere fonte di contaminazione di-
retta per l’uomo e pongono in discussione la verifica
delle tecniche di conservazione delle carni di cin-
ghiale per l’eliminazione del rischio di ingestione del
parassita con la preparazione di ready to eat. Per i
prodotti di salumeria derivati dalle carni di cin-
ghiale è, dunque, necessario controllare accurata-
mente i tempi di stagionatura per un’adeguata ri-
duzione dell’A

w 
e la concentrazione di NaCl, al fine di

ridurre il rischio per il consumatore.
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