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X1V Convegno A.P.LY.

Prof. Giovanni Braca: Apertura dei Lavoni

Un benvenuto a tutti i Soci e simpatizzanti

Aprendo i lavori di questo XIV Convegno primaverile della nostra Asso-
ciazione sento innanzi tutto il dovere di spiegare ai presenti i motivi della
scelta di Saturnia come sede di questo incontro. Gia I’anno scorso la scelta
era caduta su una cittadina, Volterra, di alto interesse storico-ambientale ap-
partcnente alla cosiddetta Toscana “minore™. La positivitd dell’esperienza
passata mi ha spinto ad un esperimento ancor pit “difficile”, e cosi la sede
del XIV Convegno, come vi siete o vi state accorgendo ¢ caduta su questo
paese di non pitu di 250 abitanti -un record credo-, in condizione perd di ospi-
tare il nostro convegno con una attrezzatura sobria, schietta, quasi silvestre,
in perfetta sintonia con la maremma toscana che ci circonda.

Siamo qui infatti al confine sud della Toscana -altro fattore che mi ha
condizionato a dimostrare I’ intenzione di avvicinarmi ai colleghi del Sud che
troppo spesso devono compiere lunghi viaggi per partecipare ai congressi
delle diverse societd scientifiche veterinarie- al centro dell’Etruria (Sovana,
Pitigliano, Sorano ecc.), in un ambiente agrozootecnico (allevamenti ittici,
ovini ed equini in forte incremento) in parallelo sviluppe con un agriturismo
di intensa attrazione.

La rispondenza dei temi che tratteremo, vuoi quelli a puro sfondo patolo-
gico, vuoi quelli di discipline collaterali e complementari, con lc sentite esi-
genze di aggiornamento scientifico-culturale, spiega ulteriormente questa mia
scelta. La realizzazione poi € stata possibile sia per ’intenso impegno di al-
cuni miei collaboratori (in primis la gentile segreteria della Prof.ssa Benazzi
ma anche il prezioso intervento locale di Arispici, Renzoni, Taccini, Rossi,
Gianfaldoni, Vitali) sia per il gradito aiuto di alcune, poche, istituzioni pub-
bliche e private, che ho.il piacevole dovere di ringraziare ufficialmente:

-il Magnifico Rettore ed il Consiglio di Amministrazione della Universita
di Pisa che ha condiviso la mia scelta ed ha contribuito concretamente;

- 1l Consiglio Nazionale delle Ricerche che, al momento in forma solo
ufficiosa, ma spero in seguito anche in maniera del tutto concreta, dovrebbe
sostenere le spese della stampa degli atti congressuali;

- alcuni ordini professionali della Toscana (Grosseto, Pisa e Lucca) nelle



persone dei loro Presidenti (Dr. Focacei, Della Sala ¢ Rovai) che mi hanno
aiutato nelle fasi organizzative e promozionali dell’iniziativa;

- la Banca di Credito Cooperativo di Saturnia che localmente ha rappre-
sentato per noi il mezzo piu efficace per risolvere problemi logistici. La stes-
sa sede che ci ospita € la sua sala di riunione; un ringraziamento perscnale al
Sig. Luigi Bartalini incaricato della stessa, ai giovani della Pro-loco di
Saturnia ed allo studente De Angelis che con estrema gentilezza hanno con-
tribuito in tutti i modi possibili a risolvere le non poche difficolti locali;

- scarsissima, per non dire del tutto negativa, la risposta degli enti locali
(Comune, Provincia, Usl, Associazioni ed enti pubblici) imbrigliati da strette
normative e situazioni di crisi finanziaria;

Con tutto ¢id il Convegno & venuto alla luce e tocca a ciascuno di noi, in
questi tre giorni, contribuire alla sua migliore riuscita.

Come vedete, accanto ai momenti di impegno scientifico sono previste
attivitd sociali; gita a Sovana, paese etrusco di richiamo mondiale, ed a
Pitigliane, che con il suo sperone tufaceo ha tuttora vivi ricordi di enclave
ebrea in Toscana, visita ed utilizzo degli impianti termali idro-solfurei di
Saturnia ed ampie possibilitd di attivitd agro-turistiche.

Alla fine dei tre giomi congressuali saremo in condizione di verificare se
gli obbiettivi prefissati saranno stati raggiunti € ne verificheremo in assem-
blea le risultanze.

i nuovo un caloroso benvenuto a tutti, soprattutto alle nuove leve della
patologia veterinaria italiana, che vedo particolarmente presenti ed a cui sono
indirizzati ghi interessi primari della nostra societd, un ringraziamento ai do-
centt delle discipline collaterali ed un buon lavoro a tutti.
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LA PATOLOGIA NELLA
PROFESSIONE VETERINARIA

GUARDA F

Dipartimento di Patologia Animale - Torino

I motivi che hanno indotto I'APIV a presentare in forma di relazione
introduttiva a questo congresso primaverile il dibattito sulla Patologia nella
professione veterinaria sono a mio parere duplici:

a) verificare inanzitutto, alla luce dell’evoluzione scientifica, se 1'eredita
degli illustri predecessori Morgagni, Wirchow, Kitt, Joest, Nieberle,
Cohrs, Ercolani, Gherardini, Montroni, Leinati, Romboli e Barboni sia
stata onorevolmente conservata e tramandata alla popolazione veterinaria
italiana;

b} verificare il ruolo che nella realtd veterinaria italiana, sia in ambito acca-
demico sia professionale, & oggi aftribuito alla patologia.

Per questi motivi ritengo anzitutto opportuno chiarire, anche se apparira
ovvio alla maggior parte degli addetti ai lavori, il concetto di Patologia Ve-
terinaria,

QQuesta infatti non ¢ senz’altro identificabile nella sola Patologia Genera-
le + Anatomia Patologica come si intende comunemente, ma & comprensiva
di un ampio gruppo di discipline di studio, di insegnamento, di ricerca e so-
prattutto di attivitd che sia, a livello universitario, sia nella professione af-
tfrontano anche tematiche e attivita di sanita animale e di sanita pubblica.

Dal gruppo di materie di base, concentrate sulla pafologia generale vete-
rinaria, la fisiopatologia degli animali domestici, la patologia comparata, la
immiunopatologia veterinaria; si passa infatti alle scienze fondamentali della
morfo-patologia nelle varie articolazioni dell’anatomia parelogica,
Uistologia patologica, Uistochimica, l'immunoistochimica, fino alle discipli-
ne relative alle applicazioni diagnostiche pratiche quali 1a tecnica delle au-
topsie e diagnostica cadaverica, la citodiagnostica, ['oncologia veterinaria,
la teratologia, Iittiopatologia, la patologia della selvaggina etc.

In tutto questo ampio panorama di scienze e di attivith strettamente e re-
ciprocamente concatenate nelle diverse componenti, ognuno di noi deve ve-
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dere un unico corpo organico che solo I’ampiezza delle tematiche oggi am-
plificate a dismisura dai mezzi e dalle acquisizioni scientifiche, ha suddiviso
e precisato nelle diverse sfaccettature,

E’ ormai noto infatti a tutti i cultori della medicina veterinaria che la tra-
sformazione degli allevamenti da familiari ad intensivi ha provocato in que-
sti ultimi anni una grande evoluzione dei sistemi di allevamento delle varic
specie animali: I"alimentazione, la genetica, il grande numero di animali in
spazi relativamente ristretti, stress ambientali e sociali pilt incisivi ¢ duraturi
per tutta la vita economica, sistemi di vaccinazioni multipli e ravvicinati, tutti
fattori decisivi al fine di ottenere il massimo rendimente nel minor tempo
possibile.

Tutto questo ha significato una correlata evoluzione della “patologia clas-
sica”, poco mutabile nel tempo, alla patologia cosiddetta da civilizzazione,
con scomparsa di determinate malattie, I’avvento di nuove patologie o per lo
meno espressioni morfologiche diverse provocate dagli stessi agenti
eziologici di fronte a un terreno organico differente, .

Ci0 vuol dire un continuo aggiornamento culturale, un continuo studio
per affrontare e risolvere le nuove e attuali problematiche, in altre parole &
necessaria una educazione permanente nella patologia..

Basta pensare a questo proposito aglh insulti patogeni che si creano con il
trasporto anche aereo di animali non solo da state a stato ma da continente a
continente, con la selezione spinta, con i progressi della genetica.

Io credo che tutti 1 patologi qui presenti si siano accorti nel loro lavoro
routinario che stanno aumentando sempre di pit le malattie dei nostri anima-
li per le quali le tecniche usate nella patologia veterinaria o sono le piu velo-
ci per arrivare alla diagnosi o sono le uniche che permettono la diagnosi
anche eziologica: basta pensare alle malattie da accumulo lisosomiale del
bovino, del cane, del gatto, delle pecore, alle malattic carenziali vecchie e
nuove, - tipo la miodistrofia delle varie specie animali domestiche e selvati-
che -, alla encefalomalacia del pulcino, alla diatesi essudativa, alla gangrena
alare del pollo, alla encefalopatia spongiforme del bovino, alla scrapie del-
I’ovino e I’elenco potrebbe continuare a lungo.

D’altra parte possiamo dire con orgoglio che anche la patclogia veterina-
ria ha subito un’analoga evoluzione, ed ha fatto sue, impadronendoscne, le
nuove tecniche di ricerca per essere all’altezza della situazione.

Basta pensare a questo proposito alle nuove tecniche istochimiche,
enzimatiche ¢ immunologiche, alla microscopia elettronica a trasmissione o
a scansione, per porre in evidenza I’eventuale presenza di agenti cziologici
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direttamente nei tessuti; consideriamo inoltre il microscopio multifocale per
ottenere una figura tridimensionale, le tecniche di biologia molecolare appli-
cate alla patologia quali la PCR ¢ lo studio del genoma. E’ chiaro che queste
nuove tecnichc non appartengono soltanto alla patologia. 1 cultori della bio-
togia e i patologi le usano e le utilizzano non solo per la diagnosi, ma per
capire meglio quei fenomeni biologici che sino a poce tempo fa ci sfuggiva-
no completamente.

Da tutto quanto esposte emerge una conclusione chiara e netta: la patolo-
gia non & sollanto pil una scienza finalizzata alla diagnosi macroscopica,
istopatologica o ultrastrutturale, ma riconosce il fine di studiare il meccani-
smo d’azione, la patogenesi e I'eziologia delle alterazioni riscontrate.

Pertanto da scienza eminentcrmente morfologica come si intendeva agli
inizi del secolo, attraversato uno stadio biochimico-funzionale come si in-
tendeva sino a non molto tempo fa, si sta trasformando in una scienza com-
plessivamente dinamica e questo & forse il migliore successe realizzato in
questi ultimi anni!

Veniamo ora a rispondere al secondo quesito: il ruolo della patologia nel-
la realta professionale e accademica. La realta attuale nella pratica veterina-
ria ¢ notevolmente diversa tanto che spesso 1 colleghi pratici non conoscono
addirittura le modalita di invio del materiale patologico, oltre naturalmente a
quella percentvale di superficiali, mancanti di interessi scientifici, che non si
preoccupanc neppure di andare a fondo del problema diagnostico.

Parlando di pratica veterinaria come si pud lacere o trascurare il proble-
ma dell’importanza della patologia nella ispezione delle carni?

Su questo complesso problema, devo premettere la mia grande stima, il
mio massimo rispetto verso gli amici e colleghi ispettori degli alimenti, con-
scio dei grandi e gravosi problemi che essi devono risolvere nel loro lavoro
quotidiano; oserei dire di pit: I'ispezione degli alimenti dovrebbe cssere la
punta di diamante e la bandiera della Medicina Veterinaria di fronte alla sal-
vaguardia della salute umana.

Ma anche in questi nltimi tempi, anche se detti sottovoce, si sentono di-
scorsi strani da parte di alcuni, come per esempio che “la patologia non ha
pitt alcuna importanza nella ispezione degli alimenti; sono sufficienti gli
esami batteriologici e quelll tossicologici per risolvere [ problemi ispettivi”.
Non voglio ¢ non mi sento in grado di dare consigli ai colleghi ispettori
perché mi sento profondamente patologo e per nulla ispettore, ma vorrei
soltanto ricordare, direi con affetto, puntualizzando duc considerazioni:



1) senza uno screening anatomo-patologico o senza per lo mene usare crite-
ri € tecniche della anatomia patologica al macello, non si pud fare la vera
ispezione delle carni. Fa sorridere il fatto che I’ispezione abbia subito an-
ch’essa nel corso degli anni una evoluzione che ¢ andata di pari passo con
progressi scientifici, facendo tesoro di tutte le nuove conoscenze che si
sono acquisite, menitre la manualita ispettiva & di poco cambiata dal tem-
po degli aruspici!

Capisco perfcttamente che per gli animali provenienti da allevamenti in-
tensivi e macellati negli stabilimenti con catene di macellazione veloci lo
standard della visita anatomo-patologica debba poggiare forse su altri cri-
teri. Non sono perd d’accordo sull’affermare che 'esame anatomo-pato-
logico non ¢ in grado di tutelare adeguatamente la salute umana. E” altret-
tanto vero che la patologia non & I’ispezione.

Ovviamente la patologia non pud risolvere tutti problemi e come tutte le
scienze ha i suoi limiti, quindi non fa miracoli ma pud portare il suo con-
tributo. Dobbiamo intendere 1'ispezione degli alimenti come 'apice di
una piramide nella quale sono riassunte e condensate tutte quelle branche
della biologia ¢ della patologia utili per porre una diagnosi il piil precisa
ed aderente alla realta: dalla microbiologia alla tossicologia, alla
parassitelogia, alla biochimica, alla virologia ¢ naturalmente non ultima
la patologia.

2) Sia ben chiara a questo proposilio una veritd sacrosanta che sfido a con-

traddire, che & dura a dirsi ma in coscienza ritengo opportuno esprimere
almeno come convinzione personale; se eliminiamo le modalita e i criteri
analomo-patologici come primo screening, ’ispezione stessa potrebbe
non appartenere pill alla Medicina Veterinaria, ma sarebbe terreno di con-
quista dei medici, dei chimici, dei biologi, degli agronomi, dei cultori
delle produzioni animali: tutti Jaureati che possono forse anche meglio
dei veterinari, condurre sugli alimenti le diverse analisi di laboratorio e
non, ma che in ogni case non hanno la preparazione scientifica ¢ la
impostazione applicativo-sanitaria del veterinario. Costui, possedendo in-
fatti appropriate conoscenze di patologia, deve essere considerato ['uni-
co, fra tutti i faureati, in grado di poter ricostruire € diagnosticare la sanita
o meno di un dato alimento quantc meno nelle fasi primarie della filiera
produttiva.
A conferma di quanto detto il nuovo regolamento dell’ispezione sanitaria
delle carni (D.L. 286 del 18-4-1994) recependo le direttive CEE pone in
evidenza ancora una volta I'importanza della diagnosi anatomopatologica
nell’ambito dell’ispezione delle carni.



Per quanto riguarda infine gli aspetti accademico-universitari, se si vuol
eseguire uno sguardo critico super partes, per quanto possibile, perche siamo
tutti coinvolt, il peso specifico della patologia veterinaria nella attuale situa-
zione della medicina veterinaria italiana € notevolmente, gravemente scarso.
Noi stessi dobbiamo innanvitutto fare un esame di coscienza.

Dopo il Leinati ed il Romboli sinc ad ora nessun patclogo € mai entrato
negli organismi nazionali decisionali sulla politica veterinaria, sulla attivita
e sulla struttura della didattica universitaria né nella vita delle “federazioni
medico-veterinarie” salvo il Prof, Braca, membro attuale della FNOVI.

Bastano pochi esempi esplicativi a questo riguardo: nelle varie commis-
sioni di studio che si sono susseguite nel tempo a sfornare 1 vari ordinamenti
didattici delle nostre facolti non & stato mai compreso un patologo; da tempo
ormai nessun patologo & stato preside delle nostre facolta, nessun patclogo ¢
stato presente nelle commissioni per la ricerca scientifica del M.U.R.S.T.,
nessun patologo & stato presente nel Consiglio Universitario Nazionale. Cid
ha prodotto situazioni estremamente gravi. Qualche esempio eclatante: nella
scuola di specializzazione in Sanitad Animale di Torino - per fortuna oggi non
pill attivata - non € mai stato attivato nessun insegnamento di patologia ani-
male, forse perche in quella scuola si insegna che tutti gli animali ammalati
guariscono spentanearnente?

Personalmente non riesco a concepire come un clinico, un chirurgo, un
infettivista, un ispettore, addirittura uno zootecnico possano essere buoni
professionisti nel lero campe senza una base culturale di patologia. Mi sem-
bra un controsenso dover pensare che quando il chirurgo sta operando non
sappia emettere un sospetto diagnostico intra-operatorio per dover asportare
su base pilt o meno larga la parte patologica oppure che il clinico sulla base
della sintomatologia riscontrata non sappia ricostruire mentalmente il pro-
cesso patologice che sta avvenendo in un certo organe o tessuto.

A questo proposite vorrei ribadire come siano importanti i rapporti di
collaborazicone tra il clinico ed il patologo. Soltanto una stretta intesa, cia-
scuno per la propria competenza, pu¢ portare alla risoluzione dei problemi
diagnostici.

D’altra parte debbiamo guardare al future e preparare le nuove leve dei
patologi veterinari alle esigenze diagnostiche dei colleghi pratici e alle nuo-
ve problematiche che si prospetteranno nella medicina veterinaria. Sotto
questa luce mi permetto di sottelineare gli sviluppi che si prospettano nei
prossimi anni e cioe:



1) I'oncologia veterinaria nei suoi multiformi aspetti, diagnostici,
prognostici, di biologia molecolare e di immunopatologia;

2) la neuropatologia veterinaria: basta pensare a questo proposito che nei
prossimi mesi almeno una decina di colleghi clinici italiani specialisti nei
piccoli animali si diplomeranno in neurologia veterinaria in ambito euro-
peo e avranno bisogno di un valido appoggio neuropatologico;

3) la patologia degli animali selvatici, in continua espansione per i multifor-
mi interessi, ecologici, ambientali, igienico-sanitari. E’ sufficiente pensa-
re che non ¢ possibile una valida gestione della fauna selvatica senza una
adeguata conoscenza della relativa patologia.

4} I'ittiopatologia, ormai affermatasi come branca indipendente che ha ed
avra sempre in futuro un maggior sviluppo peiché & noto a tutti che con
I’acquacoltura si pud ottenere una grande quantita di alimento al prezzo
piu basso
Altri ancora possono essere gli sviluppi della modemna patologia veteri-

naria, ma non voglio annoiarvi. Certamente per i giovani patologi veterinari

il lavore non manchera!

Concludendo ritengo doveroso, da un lato riconoscere i rilevanti progres-
si scientifici della Patologia che ne hanno sottolineato il ruclo indelebile nello
studio, nella ricerca, e nell’integrazione dinamica delle entita patologiche in
continuo divenire, dall’altre lamentare per motivi vari un certo degrado della
considerazione a livello professionale ed universitario con grave danno ¢
sottovalutazione della Patologia nella politica veterinaria italiana. Questa
infine mi sembra I’occasione pinl propizia per invitare tutti gli addetti ai la-
vori, cioe tutti noi, ad un maggiore impegno, in qualsiasi ruolo rivestiamo, al
fine di riportare la patologia alla considerazione ereditata dei nostri Maestri.
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MALATTIE DA STRESS AMBIENTALE IN
ACQUACOLTURA

COGNETTI-VARRIALE AM.' & CECCHINI S.2

* Dipartimento di Patologia Animale, Profilassi ed Igiene degli Alimenti, Pisa
2 Dipartimento di Scienze delle Produzioni Animali, Potenza

Tra le malattie a carico dei pesci di allevamento, particolare attenzione
deve cssere posta a quelle non riconducibili ad agenti biologici. Spesso in-
fatti sono le condizioni ambientali errate che determinano lo sviluppo di una
patologia, alterando in primis 'omeostasi del pesce.

Per lo sviluppo di una malattia parassitaria, ad esempio, si riconoscono
fattori concomitanti {scarso ricambio idrico, eccessiva densiti animale, tem-
perature piil favorevoli per il ciclo biologico del parassita, che sc cvitati
mantengono la popolazione parassita in equilibrio con I"ospite (il pesce) sen-
za che appaiano chiari segni di malattia.

Cid accade anche per totic le noxae batteriche considerate patogeni se-
condari, come ad csempio le vibriosi. che determinano malattia solo nel caso
in cui il pesce si trovi in uno stato di immuno-alterazione, non in grado ciog
di risponderc con sufficiente “vigore™ alle pressioni determinate dall’ambien-
1e.

E’ lo stato di stress quindi con le suc reazioni a cascata, ad influenzare
negativamentc le possibilita modulatrici della risposta organica, per cui per
stress deve intendersi “I’azione di uno o pilt agenti esogeni che determinano
nell’animale alcunc reazioni fisiologiche per mezzo delle quali il soggetto
cerca di mantenere o ristabilire 'omeostasi”.

Cause comuni di stress in allevamento intensivo seno le alterazioni delle
costanti chimicofisiche delle acque, le manipolazioni a cui comunemente
sono sottoposti i soggetti, gli errori dietetici, alcuni trattamenti terapeutici ed
in generale lo stress sociale, dovuto principalmente all’eccessiva densita
animale o alla disomogencita degli animali in vasca.

In presenza di un agente stressante, il pesce risponde con un meccanismo
biochimico noto come “Sindrome generale di adattamento”, tendentc
all’adeguamento fisiologico verso la nuova condizione ambientale.
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I meccanismi fisiologici scatenati in risposta allo stress risultano essere
prevalentemente di natura ormonale. Lo stimolo stressante porta infatti attra-
verso la via ipotalamica, alla increzione di corticosteroidi endogeni e di
catecolamine (effetto primario dello stress) a cui seguono “a cascata” gli ef-
fetti sull’organismo di tali sostanze ormonali (effetto secondario) tra cui si
ricordano 1 principali: tachicardia, tachipnea, iperglicemia, alterazioni del-
’equilibrio elettrolitico, aumento degli acidi grassi liberi nel plasma, dimi-
nuzione del glicogeno epatico, leucopenia, diminuzione delle proteine mu-
scolari ed immunodepressione, Qualora tale adattamento non venga raggiun-
to per stress eccessivamente violento o per stress cronico, si giunge alla fase
di esaurimento della capacita di risposta {effetto terziario}, che si traduce in
degenerazione del tessuto interrenale, comparsa di lesioni di immunosop-
pressione e morte (figura n® 1).

Delle malattie non contagiose & possibile identificare come cause
eziologiche:

1) fattori ambientali inidonei riferiti principalmente ad alterazioni dei pa-
rametri chimico-fisici delle acque;

2) errori dietetici qualitativi e quantitativi;

3) cause tumorali ed alterazioni genetiche.
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Figura 1 - Risposta del pesce agli agenti stressanti: effetlo primario, sccondario e lerziario.
(Sindermann, 19903,
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Tratteremo quasi esclusivamente le patologie dovute a variazione det pa-
rametri ambientali con brevi cenni a quelle causate da errori qualitativi/
quantitativi della dieta, in quanto l'industria mangimistica oramai & in grado
di fornire mangimi idonei ad una bucna crescita dei pesci di allevamento.
Per le patologie tumorali ¢ di natura genetica, peco frequenti in acquacoltura,
si rimanda il lcttore ad altre fonti.

PATOLOGIE CAUSATE DA FATTORI AMBIENTALI NON IDONEI

-Stress sociale- Lo stress sociale, come gia accennato, & dovuto princi-
palmente alla eccessiva densitd animale e alla disomogeneita di taglia det
pesci presenti in vasca. I principali segni di stress sociale sono a carico della
cute ¢ dei suoi anncssi: alterazioni quantitative del muco cutaneo ¢ del colo-
re della pelle, lesioni sulle pinne, perdita di squame ed emorragic generaliz-
zate. La causa ¢ da ricondursi al comportamento altamente gerarchico che si
accentua all’interno di una popolazione di pesci che si trova ad una alta den-
sitd, in cui il dominante 1 impone soprattutto nella tfase di alimentazione, su
tutti gli altri individui.

Particolare manifestazione di stress saciale & il cannibalismo che si veri-
fica soprattutto nei primi stadi di allevamento, per un’eccessiva densitd di
individui e/o per carenza di alimento. Per migliorare la situazione, & necessa-
rio ridurre la dengitd animale e fornire 'alimento in tutte le ore di luce del
giorno. Tra pesci di taglia maggiore il cannibalismo € meno frequente e rico-
nosce come causa predisponente anche la differenza di taglia. Le lesioni
conseguenti al cannibalismo si manifestano principalmente a carico della
coda e della testa. Non & infrequente osservare, soprattutto in avannotti, il
cosidetto “pesce a due code™: il predatore non riuscendo ad ingerire la preda,
finisce per morire asfissiato con la preda ancora impegnata in cavita orale.

Il compertamento gerarchico, o meglic, lo stato di stress procurato da
¢sso, inlluenza quindi la capacitd di risposta immunitaria. Pesci dominanti
rispondono alla stimolazione antigenica con un titolo anticorpale decisamen-
te superiorc a quello dei soggetti dominati.

-Manipolazioni e traumatismi in generale- Lesioni traumatiche si veri-
ficano spesso in corso di manipolazioni per opere di trasferimento, pesca,
selezione, marchiatura ¢ spremitura dei ripreduttori nelia stagione della
fregola. Alcune volte i pesci al di sotto della taglia media rimangono impri-
gionati durante le opere di selezione nelle maglie della rete. Se non giungo-
no a morte, dopo poche ore dall’cvento traumatico sard possibile osservare
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un anello scuro nastriforme (ematoma) attorno all’asse maggiore del corpo
alla base agli opercoli; tale ematoma, se la lesione non ha interessato i tessuti
profondi esitera in gualche giorno.

Pili gravi possono essere le lesioni a carico della superficie del corpo
dovute non s0lo ai traumatismi arrecati da selezionatori, guadini, reti etc.,
ma anche a quelli dovuti all’intimo contatto tra pesci che avviene durante
l'opera di trasferimento ¢ di selezione. Spesso esitano gravi lesioni al globo
oculare che, se complicate da batteriosi secondarie (panoftalmite -esoftalmo
infettivo-), procuranc opacamento corneale (cheratite pannosa traumatica) od
addirittura avulsione del globo stesso con grave deprezzamento del prodotto
nella commercializzazione. Le lesioni traumatiche della cute vengono spes-
so complicate da agenti batterici o funginei proteolitici che tendono ad am-
pliare la superficie offesa. Esitano, se avviene la guarigione, lesioni
cicatriziali deprezzanti il prodotto finale.

Piccole lesioni cicatriziali puntiformi o di dimensioni poco superiori, pos-
sono essere osservate quando 1’alimento viene distribuito senza tener conto
della taglia dei pesci. A pesci di taglia superiore ai 50-100 grammi 'alimento
andra fornito con mangiatoie in grado di distribuire i pellet in un’ampia su-
perficie; la distribuzione con mangiatoie a nastro infatti pud determinare un
eccessivo contatto tra pesce e pesce e pud essere impicgata solo nei primi
mesi di allevamento.

La presenza di predatori ittiofagi pud portare a gravi conseguenze non
solo per la diffusione di malattie infettive e parassitarie, ma anche per |'im-
mediato effetto negativo sulle produzioni stesse. Un cormorano ad esempio
cattura 500-600 grammi di pesce al giorno; nello stomaco di garzette presen-
ti in avannotterie, decedute perche rimaste intrappolate nelle reti protettive,
sono stati rinvenuti anche 300-400 avannotti. Oltre al danno diretto (sottra-
zione di pesce), spesso 1 predatori ittiofagi causane ferite al pesce senza riu-
scire a catturarlo; tali ferite potranno diventare porta di ingresso per batteri
patogeni sccondari, potenzialmente trasmissibili anche a soggetti sani.

-Temperatura- La temperatura & il principale parametro ambicntale in

grado di inflvenzare i processi metabolici di animati eterotermi, per cui deve
essere tenuto in particolare considerazione.
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Temperature relative ad alcune specie oggetto di allevamento

Specie Te oftimale per la Te oftimale per la
crescita [°C) conversione (°C)
Trota fario 12-14 8-10
Trota iridea 1416 -
Spigola 2025 -
: Crata 2025 -
i Carpa 2530 - i
‘ Rombo 15
Anguilla 20-28 2226

Ogni specie ittica ha una temperatura ottimale a cui risponde con le mi-
gliori performance zootecniche. Al minimo della sua adattabititd termica il
pesce riduce la sua attivitd metabolica, cessa di nutrirsi e cessa quasi del tut-
to il suo movimento.

La spigola, il cui range termico & compreso tra 21°-23°C, riduce progres-
sivamente 1’ alimentazione fino a cessare di nutrirsi se la temperatura giunge
intorno agli 8°-9°C: al di sotto di tali valori essa rallenta il movimento, la
frequenza cardiaca ¢ respiratoria. Infine si adagia sul fondo della vasca rea-
gendo con molta lentezza agli stimoli esogeni.

L’adattamento a variazioni termiche conduce alla sintesi di nuovi
isoenzimi adatti ai vari processi metabolici (anabolismo e catabolismo): la
morte sopravviene al raggiungimento delle temperature critiche o per varia-
zioni termiche improvvise a causa dell’inattivazione enzimatica e guindi del
blocco dei processi metabolici (figura n® 2),

Una particolare attenzicne alla temperatura dell’acqua deve essere posta
per tutto il ciclo produttivo e non solo nella fase di ingrasso del pesce. Tem-
perature errate determinano una parziale o totale mancanza di maturazione
delle gonadi nei riproduttori. Variazioni repentine di temperatura, anche solo
di qualche grado, determinano intense mortalita nelle larve.

Alcune malformazioni fisiche, come I’alteraziene della mandibola e della
colonna vertebrale, possono essere ricondotte in alcuni casi a temperature non
idonee durante gli stadi larvali.

La risposta immunitaria & decisamente influenzata dalla temperatura am-
bientale. La carpa, ad esempio, se allevata a 25°C risponde alla stimolazione
antigenica con un buon titolo anticorpale; manca completamente di risposta
se allevata a 12°C. Similmente, la trota produce anticorpi a temperature non
inferiori a 5°C.

i7



Limite . Limite
letale ’ letala

inferiore superiore
I ]
Crescita otlimale |
- !
| |
| |
eLr 1 |
[~ | 1
2 Andamento )
Erd de i
= ella crascita |
a | .
b I I
3 I
2r |
L4 | )
S| I
| .
L Mortatita’ I
! i i i i1 1 L A i ] 1 i 1 i /]

Temperatura

Figura 2 - Relazione tra temperatura ed acerescimento del pesci di allevamento. (Saroglia &
[ngle, 1992).

-Salinita- L’ambiente in cui il pesce vive, I'acqua, sia essa dolce o salata,
non & mai in cquilibrio osmotice con i liquidi cellulari e circolanti. La pres-
sione osmotica dell’acqua & determinata dalla concentrazione dei sali disciolti
ed influenza le capacita vitali dell’animale acquatico.

Il pesce d’acqua dolee si trova in ambiente ipo-osmotico in cul 'acqua si
dilfonde attraverso i tessuti dall’esterno verso I’interno. Il meccanismo lisio-
logico compensativo & determinato da una cfficiente filtrazione renale con
eliminazione di urina ipetonica.

I1 pesce di acqua salata si trova invece in ambicnte iper-osmotico in cui,
senza meccanismo fisiologico di compensazione, si assisterebbe alla
disidratazione dei tessuti animali. T pesci d’acqua salata s1 approvigionano di
acqua principalmente dall’alimento, ma anche bevendo 'acqua ambientale.
L’eccesso di cloruri, sodie € potassio, viene eliminato da cellule escretrici
dette “cellulc a cloruri” presenti a livello branchiale e che ricordano per la
lore funzione le “ghiandole del sale” degli uccelli marini. Inoltre, per contra-
stare l'eccessiva perdita di liquidi attraverso la via urinaria, viene ridotta
anche la filtrazione renale; in alcuni casi addirittura alcunt nelroni risultano
sprovvisti di glomerulo e la filtrazione & allidata solumente alla porzione
tubulare.

T pesci curialini, nel corso della maggior parte della loro vita, i pesci
anadromi {es. salmone) ed i catadronn {cs. anguilla), dopo il raggiungimento
di un certo stadio vitale, presentano adattabilita a variuzioni di salinith anche
estremamente ampic. Uno dei pesci curialini pid interessanti per la pratica
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acquacolturale, la spigola, vive allo stato selvatico preferenzialmente alle foci
dei fiumi, in acque salmastre, ma pud esserc rinvenuta sia in acque dolci che
in acque a salinith molte elevate (50-70 %). La spigola, pur presentando un
ampio range vitale, fornisce le migliori prestazioni zootecniche in acgoa a
salinita comprese tra 15% e 25%. Al di sopra ed al di sotto di questo inter-
vallo, 'animale “consuma’” parte dell’energia fornita con I'alimento per 'adat-
tamento all’equilibrioc osmotico.

Tl meccanismo di regolazione osmotica & garantito da un complicato mec-
canismo ormonale che coinvolge l'ipofisi posteriore ed il rene. Nei pesci
eurialini si riscontrano notevoli mortalita se la variazione salina & brusca ed
ampia. Nessun problema intercorre ove la variazione avvenga gradualmente.

Ricordiamo in conclusione che l'allevamento dei pesci eurialini in acqua
dolce risulta tecnicamente possibile anche se gli animali forniscono ridotti
accrescimenti, diminuzione dell’indice di conversione e facile insorgenza di
patologic. Inoltre il prodotto finito risulta qualitativamente meno pregiato,
non presentando il caratteristico odore “di alghe™ tipico del pesce di mare.

-Gas disciolti- Il tasso di ossigeno disciolto (D(), tra i principali fattori
limitanti delle produzioni in acquacoltura, viene influenzato dalla temperatu-
ra ambientale e dalla salinita (figura n® 3). Per poter aumentare le produzioni
intensificando Ja densita animale, si impone all’operatore I'esigenza di ossi-
genare 1'acqua o con aereatori meccanici con i guali si possono otlenerc con-
centrazioni di ossigeno disciolto mai superiori ai valori di saturazione, o con
I'impiego di ossigeno puro, con cui si possono otlenere concentrazioni ben al
di sopra della saturazione. Il consumo di ossigeno non & solo da addebitarsi
alla biomassa allevata, ma anche all’attivitd metabolica di altri organismi
avtotrofi ed eterotrofi presenti in vasca ed ai processi di ossidazione delle
soslanze organiche. Se ne deduce che la sanita dell’allevamento & garantita
quindi dall’ottimizzazione dell’ossigenazione; anche sul fondo della vasca,
punto di raccolta di feci e di mangime non utilizzato, bisognera impedire la
formazione di “sacche” di anossia, con produzione di sostanze altamente
tossiche anche a bassissime concentrazioni (ad cs. H.S}. Inoltre il contatto
con l'aria atmosferica che permette 'insuftlazione della vescica natatoria, pud
venire a mancarc a causa del film lipidico che gradualmente si forma sulla
superficie delle vasche di allevamento larvale (attorno a 150 gradi/ giorno
per la spigola).

Di importanza ncl determinare la sopravvivenza degli animali l'ossigeno
disciolto influenza l'attivita metabolica e la conversione alimentare del pesce
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! allevato. Nelle specie eurialine ad
': esempio, valori di DO superiori a 5
mg/l sembrano essere ottimali se
garantite per tutto I'arco delle 24
ore, per il raggiungimento del mi-
glior indice di conversione. Al di
sotto di 5 mg/l la conversione ali-
mentare peggiora con spreco relati-
vo di mangime. Se la concentrazio-
ne di DO scende sotto a 3 mg/l, il
pesce rallenta l'attivitd natatoria, di-
minuendo al contempo l'attivita di
ricerca del cibo. Quando vengono
raggiunti tassi di 2 mg/l, il pesce ar-
resta completamente l'attivita
natatoria, si appoggia con il ventre
. , , . sul fondo della vasca e mostra evi-

------ - - denti segni di stress. L’anossia, an-
Figura 3 - Ossigeno disciollo (DO): tasso di che se di breve durata, determina le
saturazione al varigre della temperatura e della  reazioni “a cascata” di risposta agli
salinita. (Bamabé. 1989). agenti stressanti. Studi condotti su
alcune specie ittiche, hanno dimo-
strato come i valori plasmatici di corticosteroidi siano ‘ancora alterati dopo
alcuni giorni in pesci sotioposti ad anossia.

Gli effetti negativi dovuti alla parziale carenza di DO nell’acqua si riflet-
tono anche sulle uova embrionate: maggiore fragilita, diminuzione della per-
centuale di schiusa, schiusa di larve affette da malformazioni fisiche e alte-
razioni metaboliche.

La ipersaturazione di gas totafi determina una grave patologia nota come
“malattia da gas” {gas-bubble disease) (Foto 1). Essa & di comune riscontro
nelle aziende che si alimentano con acqua di pozzo, spesso rieche in azoto
ed in anidride carbonica. Anche variazioni repentine di temperatura {comuni
in acquariologia), I'ossigenazione in profondith con aria atmosferica, l'ccces-
siva proliferazionc algale e 1'alimentazione con acqua provenicnte da bacini
artificiali sono ¢comuni evenienze in grado di determinarc sovrasaturazione,
Per ovviare al fenomeno, si rende necessario far correrc I'acqua ipersatura in
condolte provviste di degassatori affinché perda i gas in eccesso ed assicu-
rarsi, benche vi siano differenze per specie e per etd, che la percentuale di
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Foto 1 - Malattia da bolla gassosa in avannott di carpa {(da Schaperklauss, 1992)

gas totali non sia supcriore a 105-110%. L'uso di ossigeno puro determina
condizionc di sovrasalurazione relativa ¢ non totale, poichd il gas immesso
“strippa” e quindi climina gli altn gas disciolti (principalmente N, e CO,).

La patogenesi della malattia da gas risulta simile a quclla dell’embolia
gassosa del subacqueo. Clinicamente si distinguono due [orme, una acuta con
morte repentina per embolia gassosa generalizzata, ed una cronica, detta
esantcmatica, in cui il pesce presenta a carico di tutte le superfici esternc ¢
soprattutto a livello oculare, opercolare e tra i raggi delle pinne, piccole
bollicine di gas. L'occhio appare esoftalmico {esoltalmo gassoso), pud pre-
sentare opacamento della cornea ed opacamento e prolasso del cristallino; in
casi estremi si pud avere l'avuolsione del globo oculare. Le branchie, spesso
intcressate, prescntano vasi ematici dilatall (aneurisma gassoso) il cui lume
viene ad essere occupato da gas. Spesso il pesce muore in atteggiamento
asfittico per degenerazionc dell’epitelic branchiale e perdita tunzionale del
tessuto. Anche 1l sistema nervoso centrale cd organi e visceri celomatici pos-
sono presenlare tali lesioni esantematiche.

L'eccesso di anidride carbonica (C0,) nell’acqua determina seri problemi
al pesce di allevamento: diminuzione dellappetito, della crescita e dell”indi-

29



ce di conversione con facile insorgenza di patologie secondarie. La tolleran-
za alle alte concentrazioni di C0, & notcvolmente influenzata dal pH del
mezzo. In ambiente neutro, infatti il pesce pud tollerare concentrazioni di
C0, di gran lunga superiori a quelle tollerabili in ambicnie acido (pH 5,5-6).

Nella trota & conosciuta una patologia, nota come Nefrocalcinosi, deter-
minata da concentrazione di CO, superiore a 12 mg/l in presenza di fattori
concomitanti come la dicta artificiale ed un suo squilibrio in sali minerali,
anche se alcuni autori hanno riprodotto la malattia alimentando gli animali
con bassi livelli di sali. Il quadro anatomo-patologico consiste nella precipi-
tazione di sali di calcio (fosfati) a livello dei tubuli renali con estese
calcificazioni dell’organo stesso che portano nei casi pitl gravi alla perdita
funzionale. La sintomatologia non prescnta segni patognomonici; compare
di solito anoressia, abulia, esoftalmo, rigonfiamento addominale e segni ge-
nerali di stress, Con l'eliminazione della cavsa scompare anche il quadro
sintomatologico. Spesso infatti sono le acque di sorgiva ad essere particolar-
mente ricche di CO, ma il loro trattamento preventivo con degassatori riduce
l'eccesso di gus nelle acgue eliminandone la pericolositi.

Non solo I'eccesso ma anche la deficienza di CO, pud alterare 'omeostasi
dei pesci di allevamento. Acque rcflue da impianti termici utilizzate a
scopo acquacolturale, in cui la concentrazione di CO, pud essere inferiore
a | mg/l determinano nella carpa alcalosi respiratoria per effetto di
iperventilazione branchiale. Se l'insulto ambientale persiste, segue I'esauri-
mento del sistema tampone (equilibrio acido-basico) che stocia nell’ alcalosi
metabolica.

-Cataboliti azotati- Anche l'esposizione ai cataboliti azotati pud deter-
minare nei pesci gravi alterazioni dell’ omcostasi. Nei pesei il principale com-
posto d’escrezione azotato, oltre ali’urca ed all’ossido di trimetilamina, ¢
l'ammoniaca (animali ammoniotelici) che in acqua si dissocia in ione ammo-
nio (NH,*), in percentualc differente in dipendenza della temperatura ¢ del
pH del mezzo, secondo il seguente algoritmo:

% NH, = [00/1 + 100000005 "™t NH + 4 OH <> NH, + H,0

Solamente la percentuale di ammoniaca non dissociata risulta tossica per
il pesce e la sua concentraztonc in acqua non deve superare valori di 0,07-
0.1 mg/l a scconda della specic. L'intossicazione da ammoniaca puo essere
relativa od assoluta (figura n® 4). L'intossicazione relativa ¢ dovuta ad un
processo di autointossicazione; in presenza di pH elevati viene inibita la dif-
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Figura 4 - Dil‘[‘llmiopc dell’ammoniaca atraverso Jyrmente  elevato; tipico
rapparalo branchiale in funzionc del pH: 1-diffusione
normate dal sangue all'acqua; 2- Intossicazione rela- .
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oricntale, ove & la costituzio-
ne geologica del terreno a determinare valori di pH elevalti, l'intossicazione
assoluta dipende invece esclusivumente della concentrazione in acqua di am-
moniaca indissociata.

Gt effetti dell’intossicazione coinvolgono principalmente le superfici
esposte (branchic, cute ed annessi cutanei) ed il sistema nervoso; anche gli
organi cavitari ¢ pit in gencrale altri tessuli possono presentarc segni di alte-
razioni degenerative. Le branchic appaiono ipermucose, edematose ed

esempio  scno  alcune

iperplastiche; in caso di esposizione cronica al tossico il danno diviene pre-
valentemente degenerativo con eslese necrosi delle lamelle secondarie su un
quadro generale ecmorragico. Stesse alterazioni possono comparire & carico
della cute e soprattutto delle pinne. In caso di intossicazione cronica, compa-
iono segni di allerazicne nervosa: contrazioni spastiche muscolari ed atassia
locomotoria. Il danno istologico, procurato soprattutto a livelle branchiale,
determina facile insorgenza di patologie batteriche di irruzione sccondaria
(principalmente Myxobatteri) che aggravano vlieriormente la patologia e
portano al quadro noto come “Malattia branchiale”.

L’ ossidazione dei composti ammoniacali porta a composti chimici deri-
vati {rirriti e nitrati) secondo le seguentt reazioni:
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NH*+20, NO,«<>+2 H0 NO/+1/20, = N0,

da cui si desume come la prima reazione, da ammonio a nitrito, sia un
processo reversibile in assenza di ossigeno nel mezzo.

Mentre i nitrati risultano tossici solamente ad alte concentrazioni, lo ione
nitrito in acqua si dissocia in acido nitroso (HNO,) secondo la reazione:

NOZ' + H20 > HN{)2 + OH

in percentuale variabile a seconda della temperatura, del pH e della du-
rezza dell’acqua. La concentrazione dell’acido nitroso non deve cssere mai
superiore in troticoltura a 0,0002 mg/l.

Gli effetti tossici dell’avvelenamento da nitriti, pilt comuni nelle acque
dolci che nelle acque salate ove la presenza di ion1 Cl- e diminuisce la
tossicitd, sono riconducibili alla trasformazione dell’emoglobina in
metalemoglobina, quindi con alterazione funzionale del gruppo eme che pro-
voca uno stato di ipossigenazione tessutale. Clinicamente Yintossicazione da
acido nitroso si manifesta con dispnea e cianosi dell’apparato branchiale. In
caso di avvelenamento, ['unico trattamento terapcutico risulta essere a base
di blu di metilene somministrato per via idrica, in grado di aumentare ¢ per-
cio favorire il consumo cellulare di ossigeno. Nella pratica si consiglia di
non superare le concentrazioni di 0,1 mg/l in acqua dolce e di 1 mg/l in ac-
qua salata.

PATOLOGIE CAUSATE DA ERRORI ALIMENTARI

Al giorno d’oggi le malattic causate da errori alimentari sono sempre piu
rarc per lo sviluppo nel corso degli ultimi anni di studi sui fabbisogni ali-
mentari quanti/qualitativi delle specie oggetto d’allevamento.

Tuttavia alcune volte possono insorgere alcunc patologie caunsate soprat-
tutto da cattiva conservazione dei mangimi o loro somministrazione oltre la
data di scadenza; per cattiva conservazione dei mangimi le vitamine ad esem-
pio, vanno incontro ad un processo di degradazione; 1 lipidi, se esposti ad
umiditi elevata, al sole diretto, etc., possono andare in contro ad un processo
d’ossidazione (irrancidimento) e determinare nel pesce degenerazione
ceroide del fegato, con perdita funzionale dell’organo che appare di color
giallp-ocra, megalico e facilmente friabile, mentre in cavitd celomatica si ha
la presenza di trasudato bianco-giallastro (ascite).
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Folo 2 - Iperemia ed emorragia dovuta ad autointossicazione da NH3, conseguenza di un
aumentato valore di pH. (Da Schaperklauss,1992)

T'oto 3 - Plecospondilite in anguilla (curvatura d"onda) dovuta a delicicnza di vitamina Do
{Da Schaperklauss, 1992)
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Fowo 4 - Malformazione dell’opercolo in carpa cuoio di 4 settimane di etd dovuta a a proba-
bile deficicnza di vitamina D. (Da Schaperklauss, 1992}

Di seguito, per brevita, riportiamo schematicamente, le vitamine princi-
pali per il fabbisogno dei pesci allevati e i segni di carenza vitaminica (Foto
3-4). Particolare importanza riveste la vitamina C, implicata in molti proces-
si lisiologici come 1a sintesi di collagene, la produzione delle emazie, non
ultimo la capacita di risposta allo stress. Questa vilamina inoltre ha dime-
strato capacith difensive net confronti di inquinanti di nalura organica (nitri-
ti) ed inorganica {metalli pesanti}. Una sua carenza porta anche all’alterazio-
ne dell’integrita dell’intima dei vasi sanguigni in particotar modo a livello
capillare.

Vitunina A: diminuzione della crescila, anoressia, anemia, cmorragie del-
le superfici esterne (branchie, cute ed annessi culanei), mortalita.

Vitamina I degenerazione del fegalo, diminuzione della crescila, anemia,
maortalita.

Vitamina B,: anoressia, alterazione dell’indice di conversione, atassia
locomotoria, ancmia, atrofia muscolare, iperpigmentazione, esottalmo, mor
talita.

Vitamina B, anoressia, emorragic oculari ¢ sulle superfici esposte,
intorbidamento del cristallino, diminuzione della crescita, necrosi branchiale,
mortaliti.
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Vitamina B_: anoressia, diminuzione della crescita, contrazioni tonico-
cloniche della muscolatura, esoftalmo, mortalita.

Acido pantotenico.: anoressia, iperemia ed alterazioni branchiali degene-
razione del fegato, atassia locomotoria, esoflalmo anemia, mortalita.

Nicotinamide: anoressia, diminuzione della crescita, edema dell’epitelio
branchiale, anemia, emorragie cutanee, morlaliti.

Acido folico: diminuzione della crescita, anemia macrocitica, atassia
locomotoria, aumento dell’indice epato-somaltico, alterazione della pinna
caudale, mortalita,

Viramina C: dimmuzione della crescita, alterazione dell’indice di conver-
sionc, alterazione della colonna vertebrale, dell’opercolo ¢ dell’arco
cartilaginco branchiale, emorragie cutanee e tessotali, mortalita.
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LA PATOLOGIA DIFFUSIVA
NELI’ALLEVAMENTO ITTICO

GIORGETTI C.

Istituto Zooprafilatiico Sperimentale delfe Venezie
Dipartimento di Htiopatologia. Basaldella (UD)

I pesci, allevati e non, soffrono delle stesse patologie che colpiscono gli
animali omeotermi, cio® dotati di temperatura propria del corpo. Poiche i
pesci invece assumono la temperatura dall’ambiente che li circonda, quest’ul-
timo ha un’importanza fondamentale nella insorgenza e nelle evoluzioni del-
le varie forme patologiche. In acquaceltura quasi mai 1’agenic eziologico
patogeno causa la malattia, ma & necessaria I’intcrazione di agente patogeno
pit ospite in Una certa sitnazione ambientale per causarc la malattia. Uno dci
grafici classici, che riportano ormai tutti i testi di Ittiopatologia, ¢ qucllo dei
cerchi proposto per primo dallo Sniesko negli anni "60, e poi riportato dagli
altri Autori. Qui di seguito Ve lo riproponiamo:

Inierazione di lattori nceessari allo sviluppo di malatlic in trotacoltura.

T+P MOM ¥UGL DIRE MALATTIA, MENTRE
T+P IN UN "CERTO" AMBIENTE PUCT YOLER DIRE MALATTIA

A+T4+P = M

A = AMBIENTE
T = TROCTA

P = PATOGENG
M = MALATTIA
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Mentre I'importanza dell’ospite e dell’agente patogeno aumenta in modo
geometrico, oltre certi parametri, I'importanza dell’ambientec aumenta in
modo esponenziale.

In questa patologia condizionata, ’'uomo agisce sempre come primo atto-
re negli allevamenti; nell’ambiente csterno le cause naturali che condiziona-
ne le patologie non sono immediatamente riferibili all’'uomo, che pud perd
aver creato i presupposti per una situazione sfavorevole a monte, con una
gestione negativa del territorio. In mari chiusi, ad esempio come il Mediter-
raneo, possono insorgere alterazione eutrofiche che portano all’inalgamento,
carcnze di ossigeno, presenza cccessiva di ammeniaca ¢ altro.

Negli allevamentt, invece, I'uomo agisce direttamente e immediatamente
sullo sviluppo delle patologie, con le tecniche di gestione. Tanto piu queste
s0no spinte, tanto pil il pesce & sovraffollato, ipermatrito, selezionato, e quin-
di stressato, tanto piil sard vittima di patologie.

In questi casi Iallevatore sceglie lui stesso 'incidenza della patologia con
la determinazione di un equilibrio tra la nccessita di allevare intensivamente
ed il tributo sanitario che queste teeniche richiedono.

Tutto fa prevedere comunque che le esigenze scmpre maggiori di prodotti
di qualita convinceranno gli allevatori a produrre senza “spingere” troppo
secondo criteri pill vicini possibile a quelli naturali.

“Sano come un pesce” poteva essere un detto senz” altro vero consideran-
do un pesce solo in mezzo ad un mare pulito; lo stesso detto non & certamen-
tc assimilabile ad un gruppo di animali costretto in spazi limitati sotto il
completo controllo dell’uomo che ha come primario interesse la crescita pin
rapida possibile.

Riterrei opportuno ora, proporVi i risultati diagnostici del nostro Labora-
torio nel 1994,

Essi corrispondono ai campioni qui repertati, per la maggior parte da pri-
vati ma anche da enti pubblici, da un territorio di giurisdizione che produce
da solo 1 due terzi della produzione ittica nazionale.

Il campione appare quindi significativo dell’intera realta italiana.



Campioni repertati nel 1994 ed esaminali dal laboratorio di Wiopatologia, dell'lstituto
Zooproftlaltico Sperimentale delle Venezie, centro di referenza navzionale per le malattic dci
pescl. (DM, 31.10,1994)

ACQUA DOLCE - PESCI

specie o n n* gsami nesomi - n® esami n*esomi 0 esami n’
campioni soggetti autoplici  micioscopici  colfyrali virclogici  istclogici  ontibisgrammi

Oncorhynchus 700 5.108 125 121 485 475 1 684

mykiss

Salmo 62 857 20 16 39 44 Q 0

trutte fario

Salmo trutta 44 375 12 12 42 9 0 0

marmoratus

Anguiffa 18 68 Q 10 1 7 1 0

anguifla

letolurus 12 37 2 2 g 10 Q 4

melas

fetafurus 10 45 2 2 3 9 0 0

punctatus

Altri 101 343 &9 71 &0 3 0 24

pesc

TOTALE Q47 6.833 239 234 659 785 2 708

Fra tutte le patclogic considerate si conferma che la stragrande maggio-
ranza apparticne al gruppo delle patologie condizionate da fattori ambientali
e gestionali.

Casi non riferibili a questi ultimi recentemente possono essere Ic
Pastcurellosi in mare aperto, particolarmente quando la patologia & appena
arrivata nel Mediterraneo.

In quel periodo, nel 1991, i pesci colpiti non avevano alcuna memoria
immunitaria rispetio alla Pasteurella piscida che colpiva cosi animali com-
pletamente recettivi. Ci sono state ingenti mortalita di cefali in mare, ¢ mor-
talita vicine al 100% negli allevamenti di giovani spigole ed orate, La situa-
zione comungue si € gid andala modificando verso una minore patogenit
della Pscudotubercolosi. Ci sembra opportuno ora ricordare brevemente le
ultime normative comunitarie concernenti lo scambio di pesci vivi tra i Paesi
della Comunita e da o per i Paesi Terzi.
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PATOLOGIE RISCONTRATE

Agente eziologico Oncorhynchus  S.iruffa St Aanguillo Imetas  Lpunciotus Al pesci
myikiss farie  mormoratus
Ambients 5 0 4] 0 0 0 2
M branchiale 27 i ] 1 1 0 18
Malaltia da gas 5 o G 0 0 ¢ 1
* Micosi 1 1 0 0 1 0 2
Acantocefalosi i 0 s, 0 0 0 1
Anguillicolosi 0 0 o 2 0 0 ¢
Chilodoniasi 0 0 o] 0 0 0 4
Costiasi 1 1 4] O 0 0] 1
Dattilogirosi -0 0 0 5 0 0 6
i Girodattilosi 11 2 3 0 0 ¢ 1
Henneguiosi 0 0 0 g 0 1 0
Hexamitiasi ] 1 0 ] 0 0 1
Ictioftiriasi 1] 1 0 ¢ o 0 5
Metacercarie 0 ¢ 0 0 G ] 2
Myxidiosi 0 0 0 3 0 0 0
Nematodi Q 0 ¢ 0 0 ¢ 4
Qodiniasi 0 0 4] g G 0 1
Trematodi 1 0 4] 0 0 0 3
Trichodiniasi o] 0 0 3 ¢ 1 1
PKD & ¢ 0 0 0 0 0
Aeromonds spp. 4 0 ¢ 0 0 0 2
A hydrophila 19 2 3 4] 1 0 10
Asalmonicida 7 8 0 0 ¢ ¢ 2
BKD G 0 21 "] 0] 0 3
C.freundit ) ] 0 o 0 0 g
Cocchi ) 2 0 0 ¢ ¢ 0
Ciplococchi 0 0 0 0 0 0 1
Enterobatteri 3 3 0 ¥ 4] 4] 3
Myxobatteri 5 2 0 0 0 0 0
Pseudomonas spp. 2 0 1 0 0 0 1
Stafilococchi 0 ¢ 0 0 0 0 1
- Streptococcosi 6 0 0 ¢ ] ¢ 0
Vibric spp. 1 o 0 0 o 0 0
V.anguillarum 19 0 0 0 o 0 0
Y ruckeri 146 0 ¢ 0 0 0 1
Herpesvirus ¢ 0 0 0 1 4 Q
NEI 38 0 0 ¢ 0 0 o
NP 36 2 0 o 0 0 0
SEY 21 1 0 0 0 ¢ 0
Viremia Carpa 0 ¢ 0 0 ¢ 0 2

legende: PKD: Proliferative kidney disease

BKD: Bacterial kidney disease

NEI: Necrosi ematopoigtica infettiva
NPI: Necrosi pancreatica infeftiva
SEV: Sefticemia emorragica virale
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ACQUA MARINA - PESCI

"

specie n
campioni

n n" gsami n?
soggeh autophici

esami

micrescopici

n’ gsami
colrali

119

Dicentrarchus

labrax

Sparus 195

guralo

Altri
pesci

102

380 1%

777 195

784 102

TOTALE

i.941 416

206

56

&0

90

118 5
157 46

101 3

i esami
virologici  istologici  antibiogrammi

n® gsami

1

n

o

0

o

72

376 54

72

Agente eziologico

D.labrox

Malattia branchiale
Malattia da gas

Argulosi
Dattilogirosi
Diplectanosi
Epiteliocisti
Ergasilosi
Girodattilosi
Ictioftiriasi
Metacercarie

hyxidiosi

Myxosporidiosi
Codiniasi
Scifidios:
Trematodi
Trichodiniasi

Aeromonas spp.
A.hydrophila
A.salmonicida
Cocchi

Diplococchi
Myxobalteri
Pastevrella piscicida
Fseudomonas spp.
Vibrio spp.
V.alginolyticus
Vanguillarum
V.parahaemolyticus
Vovulnificus

Linfocisti
Parvovirus
Picarnavirys
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ACQUA MARINA - MOLLUSCHI

l:pecie : n° n® nesami n"gsami n*esami o’esami n'esami ]
compioni  saggeft auiopfici  microscopici  colturali  virologici  istologiai

Ruditopes 34 1.690 34 34 7 0 34
philippinarum
Mytifus 9 450 8 8 0 ¥ 8
galfoprovincialis
Modiofus 1 33 0 1 0 o 1
barbatus
Chamalea 1 50 1 1 1 1 1

| gallina
TOTALE 435 2.223 43 44 8 1 44

PATOLOGIE RISCONTRATE

agente R.phifippinarum  M.gallopravincialis  M.borbatus C.gafling
eziolegico

| Marteilia sp. & 1 & 0
Perkinsus sp. 14 0 0 0
Psevdomonas spp. 1 0 0] 0
Vibrio spp. 0 0 o
Vibrio tubiashii 1 0 0 0

L . o

- Questo settore viene normato dalla Dircttiva 91/67 CEE del 28 gennaio
1993 recepita con D.P.R. n. 555 del 30 dicembre 1992; preme soprattuito
sottolinearc i principi su cui si basa questa Direttiva, che sono essenzialmen-
te due:

1. La situazione sanitaria & diversa nei vari Paesi della Comuniti;

2. 1l passaggio di pesci vivi, con situazioni sanitaric diverse nci Paesi
Comunitarie terzi, pud diffondere malattie e quindi provocare danno eccono-
mico alla Comunitd.

Come funziona la Direttiva?

L’Europa, senza confini, per proteggersi, delimita delle aree sanitarie in
rapporto alla situazione sanitaria ed alle specie presenti in un determinato
territorio. Lo scambio di pesce vivo & consentito cosl tra zone con la mede-
sima sityazione sanitaria, oppure tra zone con una situazione sanitaria mi-
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gliore verso zone con situazione sanitaria peggiore.

Cosi chi avra la situazione sanitaria migliore potra esportare verso tulte Ie
arce comunitarie, chi avrd invece alcune malattie, contemplate nella Diretti-
va, potra esportare solo verso arce in cui saranno presenti queste malattie.

La patologia quindi non condizionerd pit I'allevamento per maggiori
mortalitd, problemi di gestione, mancato rispetto dei contratti ed altro, ma
condizionerd anche 'allevamento commercialmente.

Senza riportare una ulteriore tabella, vogliamo solo ricordare che le ma-
lattic contemplate in Direttiva ¢ che pilt da vicino riguardano i nostri
allevatori sono la Setticemia Emorragica Virale e la Necrosi Ematopoietica
Infettiva per i pesci, e la Bonamiasi e la Marteiliosi per i molluschi.

COSA POSSIAMO FARE PER LIMITARE | DANNI CAUSATI DALLA
PATOLOGIA:

1. Modificare le tecniche di ALLEVAMENTO troppo spinto; ridurre quin-
di quelle sitvazioni stressorie che predispongono i pesci alle patologie, ¢
andare anche incontro alle esigenze qualitative del mercato.

2. Intervenire sulla GENETICA per Ia produzione di specie meno sensi-
bili alle malattie.

3. Sviluppare il campo della IMMUNOPROFILASSI.

Esistono oggi dei vaccini perfettamente funzionanti, tipo quello della
Bocca Rossa e della Vibriosi, Bisogna trovare nuovi vaccini ¢ nuovi metodi
per la somministrazione del vaccino, che oggi vengono tutti utilizzati per im-
mersione, creando una grave situazione di stress nei pesci trattati.

4, Bisogna aggiornare 1 presidi TERAPEUTICI da utilizzare in
Acquacoltura.

Oggi gli antibiotici concessi sono estremamente pochi e lasciano vistose
lacune, per quanto riguarda la sensibilitd, ad una notevole parte della patolo-
gia batterica.
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IL SISTEMA IMMUNITARIO DEI TELEOSTEI

GALEOTTI M.

Dipartimento di Scienze detla Produzione Animale, Udine

IMMUNITA” ASPECIFICA
I. BARRIERE SUPERFICIALI
1T Muco

Il muco ricopre in modo continuo 1a cute, le branchie e I'intestino, costi-
tuendo una barriera che inibisce la colonizzazione del tegnmento da parte
dei microrganismi. La produzione di muco risulta accentuata in seguito al-
Iinstaurarsi di un processo flogistico o ad un semplice fenomeno irritativo
di tipo chimico-fisico. La funzione pil importante del muce € quella di pro-
tezione dell’interno dell’organismo dall’invasione da parte di batteri e fun-
ghi o dalla penetrazione di particelle o altro materiale estraneo sospeso nel-
I’acqua.

Fino ad ora le informazioni relative al mucoe dei pesci erano scarse e spes-
so trasferite per analogia da quello dei mammiferi. Attualmente & noto che i
muco contiene enzimi come la tripsina, il lisozima e anticorpi agglutinanti.

1.2 Cute

La cute dei teleostei & costituita, partendo dall’esterno, dall’epidermide,
dal derma e dall’ipoderma. Annessi alla cute esistono organi accessori come
recettori sensoriali, squame, ghiandole mucose ¢ organi luminescenti. L'epi-
dermide a sua volta ¢ costituita da due strati: uno pid superficiale, di tipo
stratificato, e uno pill profondo, lo strato delle cellule basali o delle celiule
germinali, che & composto da cellule indifferenziate.

Le cellule mncose, presenti su tutto il corpo, si originano negli strati in-
termedi dell’epidermide e snccessivamente ragginngono gradualmente la
superficie della cute, aumentando di dimensioni. La loro secrezione contiene
principalmente glicoproteine. '

Nelle forme Jarvali di alcuni pesci ¢ fino allo stadio di avannotto & stata
osservata la presenza di una discreta quantita di tripsina {fig. 1) e di lisozima
{fig. 2) a livello dell’epidermide. Questi enzimi rivestircbbero notevole im-
portanza soprattutto nei primi stadi di vita del pesce, quando ancora altri tipi
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Fig. 1 - Larva di branzino (Dicentrarchus labrax), Evidenziazione immunoistochimica di
tripsina a livello della cute. ABC e diaminobenzidina, contrastata ¢on Emat

Cule. Evidenxiazionc
ABL e diaminobenzidina, con-




di difese immunitarie sono inadeguati. {tabella [ e 2). Fra 'epidermide e lo
strato muscolare ¢i sono alcuni strati di cellule pigmentate, che conferiscono
il colore al pesce. Nel derma sottostante, costituito prevalentemente da tes-
suto connettivo, sono contenute le squame.

L’integritd dell’epidermide & fondamentale per il mantenimento dell’ equi-
librio osmotico e la difesa dai microrganismi. Tl processo riparativo delle
ferite cutanee risulta estremamente rapido grazie alla migrazione di cellule
che dallo strato malpighiano alla periferia della lesione, vanno a coprire il
tessuto di granulazione chiudendo superiormente la ferita.

1.3 Branchie

Le branchie sono costituite dall’arco branchiale, che & la principale strut-
tura portante, dalle lamelle primarie (filamenti) e dalle lamelle secondarie
(lamelle} innestate sulle precedenti. Larco branchiale & ricoperto da un tes-
suto epidermico tipico dei teleostei, sotto il quale si trova abbondante tessuto
linfatico, comprendente linfociti e, in molte specie, grosse cellule contenenti
granuli acidofili. (fig. 4}. Le lamelle primarie sono ricoperte da un epidermi-
de di tipo mucoide, contenente nelle specie eurialine le c.d. “cellule del
cloruro” che servono al pesce per I’osmoregolazione (fig. 3}. Sono inoltre
presenti linfociti, cellule fagocitarie, e grosse cellule di tipo granulocitario
con granuli acidofili {fig. 4). Le branchie costituiscono una importante via
d’entrata per molti microrganismi, pertanto sono protette da una forte produ-
zione di muco. Inoltre, a livello di cellule epiteliali che rivestono le lamelle
secondarie delle branchie di trota iridea, si sono evidenziate, con metodiche
immunoistochimiche due enzimi che possiedono una efficace attivita
battericida: la tripsina e il lisozima. 1 processi infiammatori a livello
branchiale determinano spesso iperplasia epiteliale con fusione di lamelle
vicine.

2. FATTORI UMORALI ASPECIFICI
2.1) Imbitori della crescita;
2.2) Inibitori di enzimi prodotti dai patogeni;
2.3) Sostanze inducenti lisi cellulare;
2.4) Precipitine e Agglutinine.
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2.1) Inibitori della crescita
Transferrina
Ceruloplasmina
Metallotioncina
Interferone

2.1.1) Transferrina (PM ,80KDa)

Proteina globulare presente ncl siero di tutti i vertebrati, inclusi i
pesci. Manifesta forte tendenza a legare il ferro ed & un importante
fattorc di crescita per molti microrganismi. La transferrina esercita
un importante effetto batteriostatico e fungistatico. Ritarda la mol-
tiplicazione microbica fino a quando la risposta immune dell’ani-
male pud avere lnogo. E’ stata studiata nella carpa (Cyprinus
carpic), nel salmone (Oncorhynchus kisutch} e nella trota iridea
{Oncorhynchus mykiss).

2.1.2) Ceruloplasmina
Proteina dotata di alta affinitd per il rame ed altri cationi
metallodivalenti. E’ in grado di ossidare Fe ferroso a ferrico (forma
che puo legarsi alla transferrina). La funzione antimicrobica sem-
bra essere dovuta prevalentemente alla attivita ferrosidasica.
E’ stata isolata dal sangue di passera (Pleuronectes platessa).

2.1.3) Metallotioneina
Proteina a basso peso molecolare isolata dal fegato di passera, Par-
ticolarmente ricca di cisteina, manifesta tramite questo aminoacido
una forte affinita per gli ioni metallici. La sua produzione vienc sti-
molata anche dalla liberazione di endotossine batteriche. La sua
funzione non & ancora del tutto chiarita.

2.1.4) Interferone
La sua importante attivitd antivirale & stata dimostrata nella carpa e
nella trota iridea. L’azione ¢ simile a quella dei mammiferi:
I'interferone si lega a recettori cellulari, inducendo da parte della
cellula la produzione di un sistema enzimatico inibente la sintesi
delle proteine virali.
Nei pesci sono stati isolati I’ IFNa, T'TFNJ ¢ I'IENy.
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2.2)  Inibitori di enzimi Prodotii dai patogeni
Inibitori delle proteinasi anti-serina
Inibitore delle proteinasi anti-cisteina
Inibitore della metalloproteinasi
-2 macroglobina

2.2.1) Inibitori delle proteinasi anti-serina
Inibitore della proteinasi ol
Antitrombina-3
o2 - antiplasmina
Inibitore del C1
Inattivatore inter- ¢ tripsina

Inibitore della proteina ol

In origine era chiamato inibitore della tripsina, ma ora & nota la sua capa-
cita di inibire tutte le proteinasi seriniche. E’ formato da una singola catena
polipeptidica.

Antitrombina 3
Controlla le proteinasi antiseriniche nel corso della coagulazione. Inoltre
inattiva tripsina e chimotripsina.

a2 antiplasmina

Forma complessi stabili con la plasmina, inibendone la funzione, Aumen-
ta velocemente e in quantitd significativa durante la fase acuta di reazione
difensiva.

Inibitore del C1 o
E un componente del sistema del complemento. Inibisce Cls e Clr.

Inattivatore inter ctripsina
Contiene ioni zinco e forma complcssi inattivanti con tripsina ¢
chimotripsina. Attivo nella fase acuta dell’infiammazione.

2.2.2) Inibitore delle proteinasi anti-cisteina
E presente in due forme a diverso PM. (57 ¢ 175 KDa) altamente
specifiche nei confronti di 2 proteinasi anti-cisteina. Normalmente
non ¢ presente nel sicro, pud essere riscontrato solo in seguito a
liberazione di alcuni enzimi dopo morte cellulare.
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2.2.3) Inibitore della metalloproteinasi
Inibisce la collagenasi della cute, del liquido sinoviale reumatoide
e dei granulociti, Il complesso che forma con gli enzimi & soggetto
ad azione fagocitaria.

2.2.4) 0-2 macroglobina
Molecola di PM=360 KDa, isolata dalla passera. Si attacca a tutte
le proteinasi inducendo una variazione conformazionale del sito at-
tivo che le rende incapaci di legare il substrato. E’ coinvolta nella
protezione dei salmonidi dalle proteasi extracellulari di Aeromonas
salmonicida.

2.3) Sostanze inducenti lisi cellulare

Ldrolasi

Lisozima

Chitinasi e chitobiasi
Proteinasi
Complemento

2.3.1) Idrolasi
Sono state identificate nei tessuti di pesce e risultano attive contro vari
glicosidi

2.3.2) Lisozima

PM=12,5 - 15 KDa ( il lisozima della trota iridea ha il 71 % di omologia
con quello numano) Funzione: attacca strutture presenti nella parete di batteri
Gram(-); idrolizza la glicochitina ed ha un moderato effetto sulla chitina
{componente della parete delle cellule fungine). Enzima riscontrato in vari
pesci sia marini che di acqua dolce, a livello delle secrezioni, come il muco,
e di molti tessuti, specialmente di quelli piti soggetti ad aggressione batterica
come il rene, il tratto alimentare, la milza, le branchie. E’ presente anche nel
siero. B’ possibile evidenziare il lisozima su sezioni istologiche di materiale
fissato in formalina, con una tecnica immunoistochimica utilizzando un
anticorpo policlonale per il lisozima dell’'uomo. In questo modo viene rin-
tracciato in vari tessuti (tabella 1 e 2) fra i quali la cute (fig. 2) di stadi gio-
vanili di alcuni pesci. Il livello di lisozima prodotto & in relazione con: il
periodo stagionale, il sesso, lo stadic di maturita sessnale, la stimolazione

antigenica ed eventi stressanti che agiscone sul pesce.
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Tabella n® § - Localizzazione immunoistochimica di tripsing ¢ lisozima in organi di trota iridea
{Oncorhynchus mykiss). Galeouli el al. {1995).

l

! Anticorpo anti- Anficorpo anti- Anficorpo anti-

TROTA RIDEA  TRIPSINA UMANA TRIPSINA SALMONE LSOZIMA

LARVE non testalo negt;'rivo cute + ]
cute ++ cule ++ cute +
cellule mucosa cellule mucosa epiteliotubuli renali +
gashrica ++ gastrica ++ globuli rossi +

AVANNGCTT  cellule epitelio mucosa infeslinole macrofagi? ++nel rene |
branchiale + con cellvie positive

fverso il lume)
branchie negative

PANCREAS  negalivo granufi granuli debolmente
ADULTI citoplasmatici positivi
4+t

dlcune cellule negativo cellule epitelio delle
BRANCHIE dellepitelio con lamelle secondarie ++
AbuL citoplasma cellule epitelial;

obbendante +++ desquamate ++

{macrofagi?) globuli rossi +

2.3.3) Chitinasi e chitobiasi
Riscontrate nel tessuto linfomieloide e nel sangue di vari pesci. La
chitinasi ha uvn PM.=30 KDa.

2.3.4) Proteinasi

71 muco dei pesci contiene proteinasi tripsino-simili. Queste proteinasi
sono inibite da componenti seriche. Sono molto efficaci nella distruzione di
batteri Gram (-} (come per es. Vibric anguaiflarum).

2.3.5) Complemento

Il complemento & un sistema biologico di difesa aspecitico che assicura
un’efficace protezione contro infezioni sostenute da vari microrganismi. Nei
mammiferi circa 20 glicoproteine, tra costituenti proprie e regolatori solubili
o di membrana, presenti in circolo o nei tessuti in forma inattiva, fanno parte
del sistema complementare. Le componenti pill importanti sono quelle nu-
merate dal C1 al C9. Le azioni principali del complemento sono quelle di:

1) provocare la lisi cellulare;

2) attivare cellule fagocitarie;
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Tabella n® 2 - Localizzazione immunoistochimica di tripsina e lisozima in organi di
branzino {(dicentrarchus labrax). Galeotti et al, (1993},

BRANZING Anticorpo anti Anticorpo onti  Antficorpo anti
TRIPSINA UMANA  TRIPSINA LISOZIMA
SALMONE
LARVE Cellule epidermiche  Negativo Cute ++
+++ su futta la Sacco vitellino +
AL MOMENTO  superficie corporea Cellule mucosa tratto
Cellule epiteliali del digerente ++
DELLA SCHUSA  tubo digerente+ [positivita granulare
o - citoplasmatica)
Cellule epidermiche  Negativo Cute +/-
++/+++ su tutla la Citoplasma epatociti
LARVE superficie corporea +/-
Cellule mucose + Mucasa stomaco &
DI 17° GIORNI  tratto prossimale intestino +/-
tubo digerente {positivitd granulare
Cellule epiteliali in citoplasmatica)
corrispondenza del
rette, )
Cellule mucosa Negativo Cute negativa
gastrica +/++ Rene antericre: varie
AVANNOTTI [positivita granulare cellule con positivita
citoplasmatica) citoplasmatica +/++
_ _ o [macrofagi?)
EPATOPANCREAS Negativo Negativo Non testato
ADULT

3) effettuare 1’opsonizzazione.

Gli studi sul complemento dei pesci sono iniziati tra gli anni *60 e *70.
Ross ¢ Jensen (1973) hanno dimostrato la presenza della componente Cl nel
sicro d1 un pesce cartilagineo, lo squalo. Nonaka et al. (1984) hanno
evidenziato una alta attivita emolitica da parte del complemento di trota
iridea e hanno descritto il C3 e il C5. Numerosi studi seguenti hanno dimo-
stralo chiaramente:

1} - L’ attivazione del complemento tramite via classica in varie specie di
pesci ossel marini e di acqua dolce come la lampreda (Petromyzon marinus)
e la trota iridea;

2} - L’attivazione decl complemento per via afternativa {(emolisi indipen-
dente dalla presenza di anticorpi) in vari pesci come la carpa la trota iridea ¢
il pagro (Pagrus major).



Labilita al calore. Nei pesci di acque fredde il complemento presenta una
discreta labilith al calore. L' attivitd emolitica del siero di trota iridea scom-
pare dopo trattamento a temperature > 44°C per 20'. Le condizioni per
inattivare il complemento delle diverse specie ittiche sono variabili e difficili
da standardizzare: tendenzialmente il complemento delle specie di acqua
fredda viene inattivato a temperature pin basse rispetto a quello di specie di
acqua calda.

Fattori che influenzano {"artivita del complementa:

1) Cationi bivalenti: il Mg ** ¢ il Ca ** sono importanti per I'attivazione di
entrambe le vie del complemento. Nella trota iridea la presenza di EDTA,
chelante Mg* e Ca™, induce una completa perdita di attivita del complemen-
to. Tuttavia 'emolisi spontanea si conserva.

2) E’ stata provato che esiste interferenza da parte del siero di una specic
diversa con attivazione del C sia per via classica che altermativa. Qucsta
interferenza sarcbbe da attribuire alla competizione tra il complemento e un
compoenente del siero (non ancora identificato) per ’attacco ai siti cellulari
affini al complemento.

3) L’attivazione del C in assenza di anticorpo ¢ possibile in presenza di
alcuni lipopolisaccaridi derivati dalla parete dei batteri Gram {-).

Effetto defla temperatura sull’ attivita emolitica del C

Lrattivita del C di trota iridea aumenta gradualmente passando dai 15 ai
30° C, ma cade rapidamente a 37° C. 11 C di pesci di acque fredde & meno
stabile rispetto a quello di mammifero perdendo il 30 - 60 % della sua attivi-
td se tenuto per 3 ore a temperature »>30° C. Per quanto riguarda invece i
pesci di acque calde, esiste una relazione tra esposizione a basse temperature
e calo dell’attivita emolitica. Esperimenti effettuati sul pescegatto americano
(letalurus punctatus) hanno dimostrato che un rapido decremento della T°
dell’acqua riduce I'attivith emolitica del C. Questa azione € mediata proba-
bilmente anche dall’NH, che a basse temperature fa risentire maggiormente
1 suoi cffetti tossici. In condizioni di bassa T° I'N ammoniacale totale ¢ I'NH,
non ionizzata contenuti nell’acqua, raggiungono livelli maggiori. L'NH, ¢d
altri composti aminici {metilamina, ctilamina, idrazina, idrossilamina) sono
noti come inibenti I’attivith del sistema del C, in seguito all’attacco in corri-
spondenza del legame tioestere sulle molecole del C3 e C4.

Effetto opsonizzante esercitato dal C3 sui granulocitt neutrofili
Il complemento di carpa aumenta la fagocitosi di particelle estrance; il
recquisito essenziale & la fissazione sulle particelle del componente C3. Sulla
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superficie dei granulociti neutrofili di carpa & stata identificata la presenza di
recettori per il C3. Recettori per il C3 sono stati evidenziati, ineltre, sui
macrofagi di salmone e trota iridea (il trattamento con tripsina determina la
scomparsa del recettore di superficie per il C3, riducendoe notevolmente I"ef-
fetto opsonizzante e quindi la fagocitosi).

2.4) Precipitine e agglutinine.
Proteina c-reattiva
Anticorpi naturali

2.4.1) Proteina c-reattiva
Nei mammiferi questa proteina & in grado di attivare 1l complemen-
to; nei pesei il suo reolo non ¢ stato chiarito, ma sembra cssere
coinvolta nelle reazioni di ipersensibilith immediata. E’ stata ri-
scontrata nel siero normale ¢ nclle uova di numerosi pesci ossel.

2.4.2) Anticorpi naturali
Sostanze non precisamente definite, riscontrate nel siero e nelle
vova di molti pesci.
Hanno attivita agglutinante e precipitante su eritrociti, batteri ¢
polisaccaridi. Probabilmente appartengono alle lectine o alle
immunoglobuline,

3) IMMUNITA® CELLULARE ASPECIFICA
3.1) FAGOCIT]

Come nei mammiferi anche nei pesci esistono due cellule capaci di una
discreta attivita fagocitaria, i macrofagi e 1 granulociti neutrofili.

3.1 Monaciti ¢ Mucrofugi

T monociti dei pesci sono numerosi nel tessuto emopoietico del renc, ma
si trovano anche circolanti nel sangve. Sono considerati i precursori dei
macrofagi tissutali, capaci di migrazione dal sangue ai tessuti sede di proces-
si infiammatori. T macrofagi hanno una vasta distribuzione in molti tessuti,
compresi peritoneo ¢ branchie, ma sono presenti soprattuito come macrofagi
{issi nel rene, nella milza ¢ in alcuni pesci anche nell’atrio del cuore. (Vedi
paragrafo “Il sistema dei fagociti mononucleati™), Molti macrofagi dei pesci
contengono melanosomi all’interno dei loro lisosomi, sono 1 c.d.
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melanomacrofagi, particolarmente numerosi nel rene ¢ nella milza, La
melanina, contenuta in queste ccllule, sembra originarsi da melanociti pre-
senti nel rene stesso cd avrebbe importanti funzioni battericide.,

3.1.2) Granulociti neutrofili

Nei pesci i granulociti neutrofili si trovano distribuiti nel rene, nclla mil-
za ¢ circolanti nel sangue. La loro funzione fagocitaria, se pure ridotta rispet-
to a quella dei macrofagi, & stata ormai accertata anche per i pesci. Dal punto
di vista morfologico 1 neutrofili dei pesci presentano molta analogia, a parte
qualche eccezione, con quelli dei mammiferi.

Tub. 3 - Dimensioni ci granulociti neutrofili in alcune specie di pesci.

Specie Neme comune Dimensioni
Pleuronectes platessa Passera 8-10
letalurus punclatus Pescegatto americano 9-15 n
Anguilla japonica Anguilla giapponese 10-15
Cyprinus carpio Carpa 5-8 I
Morone saxafilis Branzino americano 12 p _J

Nei granulociti neutrofili di molti pesci sono state evidenziate le seguenti
attivitd enzimatiche: Fosfatasi acida, Cloroacetato estcrasi, Perossidasi,
Fosfatasi alcalina e Lisozima.

3.2) CELLULE A CITOTOSSICITA NATURALE (NCC)

Nei pesci sono state evidenziate cellule che presentano proprietd molto
similt alle cellule “natural killer” {NK) dei mammiferi, che perd non posso-
no ¢on certezza essere assimilate a queste. Le NCC sono state rintracciate in
vari pesci e morfologicamente hanno 1"aspetto di monociti. La Joro azione
citotossica ¢ stata provata testandole con svariati tipi cellulari, ma scmbra
cssere piv csaltata guando Je stesse cellule sono infettate da virus, o gquando
si rivolge verso cellule parassitarie.
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GLI ORGANI DEL SISTEMA IMMUNITARIO

[ principali organi del sistema immunitario dei teleostei sono il timo, la
milza e il rene anteriore o pronefro (Fig. 5). A questi deve esscre aggiunto il
tessuto linfatico associato all’intestino (GALT) che verra trattato nel para-
grafo 5. “Il sistema immunitario delle mucose”.

Fig. 5 - Raffigurazione schematica dei principali organi del sistema immunitario dei pesct: [}
timo; 2) rene anteriore o pronelro; 3) milza; 4) tessuto linfatico associato all’intestino.

g T ST AT o

L

HTIMO

Tl timo dei pesci & un organo pari, localizzato sulla parete dorso-laterale
del faringe, dal primo al quarto arco branchiale. A differenza dei mammiferi,
& un organo molto superficiale, essendo disposto tra la membrana basale e
Pepitelio mucoso della cavita branchiale.

La siruttura & simile a quella dei mammiferi, anche se ¢’& poca
differenziazione fra zona corticale e midollare. Il parenchima & costituito da
tessuto linfoide il quale & quasi interamente composto da linfociti in vari sta-
di di sviluppo e sottili fibre argirofile di supporto, mentre all’esterno & rive-
stito da una capsula connettivale. 1 vasi sanguigni possiedono uno speciale
endotelio con giunzioni stretie, simili a quelle presenti nel timo deil mammi-
feri, In alcuni pesci si evidenziano numerosi macrofagi, talvolta in stretta
associazione con i linfociti. [n alcune specie sono state evidenziate strutturc
che assomigliano ai corpuscoli di Hassall. Il timo & pit evidente
nell’avannotlto mentre diventa meno preminente nel pesce adulto, anche se
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esistono grosse differenze legate alla specie. Infatti nei teleostel meno evoluti
tendenzialmente presenta involuzione prima della maturitd sessuale, mentre
in quelli pill evoluti permane anche dopo questo momento ed addirittura si
pud accrescere. Generalmente 1involuzione & molto pill lenta, rispetto ai
mammiferi, ed & caratterizzata da accumolo di tessuto connettivo.

Vengono di seguito riportati i punti ancora aperti sulla comprensione del-
le funzioni del timo nei pesci.

1) La superticialitd in molte specie {di pit nella trota, soprattutto soggetti
giovani, meno nella carpa), e la presenza di grosse fenestrature nell’epitelio
di rivestimento dell’organo, contrastano in parte con la necessita di segrega-
zione dell’organo da parte dell’ambiente esterno per evitare che si creino
fenomeni di tolleranza da parte delle cellule T verso determinati patogeni.

2) Come nei mammiferi, si suppone che il timo nei pesci rivesta una tun-
ziong di organo primario del sistema immunitario. Nel timo avviene la
maturazione delle cellule T immunocompetenti 7 La timectomia non ha ef-
fetto sul tessuto linfatico del rene, anche se si osserva nel contempo marcata
deplezione dei linfociti nella milza. La risposta anticorpale e il rigetto di
allotrapianto & ancora conservato.

2) MIL7A

E’ l'organo che ha maggior somiglianza con il tessuto linfatico e soprat-
tutto con i linfonodi di mammifero. E’ di celore rosso-scuro o nero, ¢on matr-
gini affilati ben definiti. B’ situata in prossimita della grande curvatura dello
stomaco, generalmente singola, anche se talvolta pud essere suddivisa in
milze pin piccole. Esiste una capsula tibrosa priva di fibre muscolari e man-
cano anche le numerose trabecole connettivali che da questa entrano nella
polpa, come accade per i mammiferi. I principali elementi costitutivi sono
gli ellissoid, la polpa e i centri melanomacrotagici (CMM).

Le arteriole spleniche terminano dividendosi in numerosi capillari con
spessa parete, gli ellissoidi, che si aprono poi a loro volta negli spazi della
polpa. Gli ellissoidi hanno un vaso assiale ricoperto da endotelio, circondato
da una guaina di cellule reticolari sostenute da fibre reticolari {fig. ). Gli
ellissoidi contengono eritrociti e fagociti e sono capaci di trattenere grosse
quantitd di particelle dalla circolazione. I macrofagi qui presenti, dopo
fagocitosi del materiale migrano dagli ellissoidi ai CMM, che spesso si tro-
vano in prossimitd dei vasi stessi. B’ interessante sottolineare che antigeni,
inizialmente trattenuti in altei siti dell’organismo, possono essere poi
ricollocati nella milza, probabilmente trasportati dai macrofagi. Questa ipo-

3



Fig. & - Rappresentazione schematica di un cllissoide della milza con in prossimila un centro
melanomacrofagico.

tesi ¢ stata provata nella trota iridea, dopo inoculo di batteri uccisi e controlli
effettuati a 1 e 18 ore. Una sitnazione simile, con le dovute differenze, si
osserva anche nei mammiferi dove linfociti B memoria migrano dai follicoli
dei linfonodi alla polpa bianca che circonda le arteriole pennicillari nella
milza.

La polpa splenica e costituita da tessuto sinusoidale, in parte simile a
quello presente nel rene, nel quale sono trattenuti molti eritrociti, e da tessu-
1o emopoietico. Quest’ultimo & principalmente ma non esclusivamente
linfopoietico. In molte specie, come nella trota iridea, la milza ¢ la sede di
maggior produzione di eritrociti.

CMM sonc generalmente situati in vicinanza dei vasi e sono circondati
da una sottile membrana limitante di tipo reticolare. Il tessuto linfatico della
milza ¢ pil organizzato nei teleostei pill evoluti ma non raggiunge mai un
alto livello di strutturazione. Generalmente & formato da cuffie di tessuto
linfatico che circondano gli ellissoidi e i CMM associati, Nella carpa, dopoe
stimolazione antigenica, o in corso di malattie croniche, 1 osserva un au-
mento della polpa bianca, specialmente attorno ai CMM, mentre compaiono
plasmacellule, insieme a gruppi di cellule pireninofile a livello degli
ellissoidi. Con tecniche immunoistochimiche sono state cvidenziate cellule
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positive per la proteina 8100 nella milza di carpa, trota e orata (Tab. 4). Tali
ccllule si presentano di grosse dimensioni, sono provviste di prelungamenti
citoplasmatici ¢ sono spesso in stretto contatto con linfociti; il loro aspetto e
la positivita alla proteina S100 le rende molto simili alle cellule Interdigitate
Dendritiche (IDc) dei mammiferi, Le cellule IDc dei mammiferi sono cellule
con funzione APc (Antigen Presenting ccll) e sono importanti nell’iniziare la
risposta immunitaria verso I’ antigene; il rinvenimento di cellule simili anche
negli organi linfatici di pesce potrebbe costituire una prova melto importante
della presenza, anche nei pesci, di cellule capaci di esercitare una funzione
APc.

3) TESSUTO EMOPOIETICO RENALE

Il tessuto interstiziale emopoietico forma in tutto il rene dei teleostei un
supporto per I’apparato escretore vero ¢ proprio, mentre nella porzione ante-
riore, definita “testa” del rene o proncfro, si trova csclusivamentc 1essuto
cmopoietico. 11 tessuto emopoietico del rene & costituito da un sistema di
sinusoidi ricoperti da cellule di tipo reticoloendoteliale simile a quello del
midollo osseo dei mammiferi, fra i quali & interposto il tessuto linfatico co-
stituito da linfociti e plasmacellule. La contemporanea presenza di queste due
componenti fornisce la caratteristica principale di questo tessuto; infatti, a
differenza del midollo osseo, il tessuto emopoietico renale ha anche una for-
te attivita di tipo fagocitario e contiene inoltre cellule mature capaci di pro-
durre anticorpi. Da questo punto di vista possiede una discreta somiglianza
con i linfonodi.

Attorno alle vene e ai sinusoidi si osservano molti precursori della serie
mieloide, i granuloblasti, che per le loro proprieta istochimiche sonoe consi-
derati analoghi ai mieloblasti e ai mielociti presenti nel midollo osseo dei
mammiferi.

Altra importante prerogativa del tessuto emopoietico dei teleostei & la
costante presenza di cellule ricche di pigmenti, identiche a quelle descritte
nella milza, che possono essere sparse nel tessuto o aggregate a formare dei
centri. Queste cellule sono di due tipi principali: 1 melanociti e |
melanomacrofagi.

Nei teleostei primitivi come i salmonidi si osscrva una bassa
specializzazione tissutale, mentre nei teleostei pilti evoluti come i ciprinidi e
i pleuronectidi & gii evidente un certo grado di specializzazione del tessuto
cmopoietico. Infatti in quests ultimi s1 osserva una costante aggregazione det
melanomacrofagi.
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(%]



Tabella n°4 - Localizzarzione immunoisiochimica di proteina 8- 100 in organi di alcune specic

di pesci
' MIZA RENE __FEGATO CUIE CERVELC I
5 Cellle simil !
macrofagich, Mucleo  citoplasma
CARPA posizione in Megativo Celule endoitelio | Megafivo di numerose cellle
endofeliole wasi sanguigni glali
¢ cellule RDCs-simil
Cellule denritiche | Musleo citoplasma
Rare cellle RDCs | Rare cellle ROCs nello sato delle | di numerose cellule
TROTA simili simili Non lestato ; eell. pigmentaie icfi
RIDEA [
Nucko e citoplasma
_BRANZING Man festato Megativo Nan fastolo Megativo di rumerose cellule
gl
Rare celule simil
ORATA macrofagiche Non lestato Non lestalo Non Yestato Non testate
vicing ai vasi
ANGULLA Negativo Nagative Negativo Non testato ' Mon testato

E’ stata dimostrata la ricircolazione linfocitaria dai tessuti periferici al
reng; i linfociti che arrivane al rene con la circolazione sanguigna, entranc
nel parenchima renale altraversando particolari vasi a parcte sottile, ¢ in cir-
ca 24 ore raggiungono i CMM.

Ugualmente, dopo stimolazione antigenicu, nella carpa iniziano a compa-
rirc nel tessuto cmopoietico aggregati sferici di cellule pironinofile. Questo
tipo di risposta, che trova il sno massimo a circa tre settimane dalla
stimolazione, precede il picco del titolo anticorpale serico, suggerendo un
meccanismo di produzione anticorpale simile a quello che si osserva nei
mammiferi. L'esatto roole degli aggregati di cellule pironinofile non & del
tutto chiarito. Si pensa che questi possano cvolvere in CMM e che possano
avere funzioni analoghe ai centri germinativi dei vertcbrati superiori. Studi
di ME hanno confermato la presenza di plasmaccllule nel renc ed & stato
anche riscontrato che sene pin numerose a queste livello che nella onlza.
Nella trota iridea, con una tecnica immunoistochimica ¢ 'impiego di
anticorpi policlonali per le Ig di questo pesce, sono state evidenziate
plasmacellule sparse nel tessuto emopoetico o radunate in gruppetti in pros-
simitd di aggregati di melanomacrofagi.



Ulteriore particolarita del tessuto emopoietico renale & quella di averc
incluso al suo interno il tessuto surrenale, presente come isolotti rotondi od
ovali, rivestiti da una sottile capsula connettivale.

I MELANOMACROFAGIE I
CENTRI MELANOMA CROFAGICI (CMM)

I melanomacrofagi sono un particolare tipo di fagociti con citoplasma
infarcito di melanina o di ceroide e lipotuscine. Queste cellule formano spes-
so degli aggregati fomiti di una discreta organizzazione che vengono definiti
CMM. Oltre che nel tessuto interstiziale del rene, sono presenti anche nella
milza, nel fegato ¢ occasionalmente in altri siti come gonadi e tiroide.

Il numere e le dimensioni dei CMM appaiono incrementati in particolari
situazioni come: malattie croniche, catabolismo eccessivo (prolungato digiu-
no), permanenza in acque inquinate, senilita.

Tabella 6 - Modalita’ di coltura ¢ stimolazione di lcucociti di pesce

f FONTE DI TERRENO DI MITOGENI TEMP. %
i SPECIE ITTICA LEUCOCITI COLTURA** ed °C Co,
; | uTuzzaTA ANTIGENI*
. P/euronectesa. milza RPMI 1640 LPS 15e 5%
Winter flounder | _
Cyprinus reneant. RPMI 1640 PHA
carpio milza medificato IL2 33° 5%
. Carp | sangue perif. *Tiypanos. b. |
LPS + plasma
Oncorhinchus reneant. omeloge {celivle
' timo TebB) _
mykiss milza RPMI 1640 PHA [imociti) 1719 5%
sangue perif. PHA+ vit C L10% |
. Raibow trout . “Aeromonas s i :
' _ _ *Vibrio ang.
Salmosalar reneant, "~ LPS fcellule T e
. Atlantic salmon timo-milza RPMI 1640 B) 19° 5%
| songue perif. PHA (timocili)
© Oncorinchus rene ant. LPS + plasma
. kisutch sangue RPMI 1640 omologo 17° 10%
. Salmon periferico o
letalurus 15 LPS (cell.B}
punctatus sangue perif. ! AlMY ConAlcell T 27° 5%
Channel caffish :
Brevoortia milza HBSS LPS
fyrannus rene ant. RPMI PWWM 27° 5%
Aflankic m. Pha

# (il antigeni inducono proliferazione in vitro nel case in ol il pesce sia stuto sensibilizzato.
## [n genere il medium colturale viene addizionato con siero fotale bovino o siero autologo al 5-10%
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Tl colore dei CMM in pesci normali, varia dal rosa al bruno-dorato
(ceroide o lipofuscine), ma tende ad essere nero (melanina} nei pesci vecchi
o malati.

T CMM, vera differenza con i mammiferi, variano nel loro grado di orga-
nizzazione, a seconda della specie. Nei teleostei meno evoluti, come i
salmonidi, i melanomacrofagi sonoe pit facilmente 1solati o riuniti in piccoli
aggregati distribuiti nel tessuto emopoietico. 11 grado di melanizzazione va-
ria con I'etd, ma a tutte le etd il pigmento presente & bruno scuro o nero ed ha
le proprieta chimiche e biochimiche della melanina.

Nei teleostei pitt evoluti la quantita di pigmenti scuri presenti nei centri di
pesci normali € generalmente poca, e la maggioranza del pigmento & pil
chiara, Dal punto di vista istochimico & lipofuscina. La morfologia dei CMM
dei teleostei pit evoluti & moelto pii definita. Sono generalmente nodulari,
con una delicata capsula argirofila, e contengono oltre a1 melanomacrofagi
anche linfociti e cellule pironinofile. In molte specie sono strettamente asso-
ciati ai vasi, e possono avere attorno una corona di linfociti. Macrofagi cir-
colanti, ripieni di materiale fagocitato, generalmente di origine microbica, o
prodotti metabolici di rifiuto come ceroide o emosiderina, ritornano o migra-
no selettivamente ai CMM, che possono essere considerati come centri di
“stoccaggio di rifiutt metabolici”. E’ possibile che nei pesci pid evoluti i
CMM perdano in parte la lore funzione di centri di potente azione di
fagocitosi e “killing” verso i patogeni, compito che sarebbe svolto da struttu-
re pin evolute (aggregati di macrofagi simili a1 follicoli 7); questa situazione
invece rimarrebbe nei teleostei meno evoluti che conservano CMM ricchi di
melanina con potente effetto battericida.

IL SISTEMA DEI FAGOCITI MONONUCLEATT (SFM)

Le cellule dei teleostei che si possono considerare {acenti parti del SRE
sono:

- 1 promonociti degli organi emopoietici;

- 1 monociti del sangue e della linfa;

- i macrofagi del tessuto connettivo;

- i macrofagi fissi della cavitd atriale del cuore.

Ci sono notevoli differenze dai mammiferi per quantoe riguarda il SFM.
Nei pesci i macrofagi fissi dell’atrio sono estremamente importanti, mentre
non & descritta la presenza di cellule di questo tipo in animali
filogeneticamente pilt evoluti. Nel fegato dei pesci, invece, non sembra esi-
stere un corrispettivo delle cellule del Kuppfer dei mammiferi.



Cellule giganti e cellule epitelioidi, che possono essere comprese nel si-
stema dei tagociti mononucleati, sone descritte in lesioni flogistiche croni-
che anche dei teleostei. Caratteristica interessante dei macrofagi dei 1cleostei
¢ quella di tformare degli aggregati, una volta che sono ripieni di materiale
fagocitato. Molto spesso questi aggregati si rinvengono nei siti dei
melanomacrofagi in tessutl ematopoietici, ma si possono frequentemente tro-
vare, spesso pigmentali, all’interno o attorno a lesioni infiammatorie croni-
che.

IMMUNITA’ SPECIFICA
1) IMMUNOGLOBULINE

1.1) Caratteristiche strutturali

Nei pesci gli anticorpi sono stali rintracciati a livello di molt fluidi
tissutali {plasma, linfa, bile, muco della cute, muco intestinale). Nel sangue
costituiscono dal 40 al 50 % delle proteine sieriche totali. Nella trota iridea
1 valori di immunoglobuline variano da 4,5 a 10,8 g/100 ml. Il sistcma
vascolare del pesce e discretamente permeabile alle Ig sieriche:

PESCE MAMMIFERQ ‘
contenuto di lg contenuto di Ig '
siero linfa siero linfq
+ 4t g L {+]
{solo 20% in meno} maggioranza quasi assenti

L'emivila degli anticorpi circolanti scmbra abbastanza varia:

Carpa 12 giorni
Perciformi {Sarago) 16 giorni
Salmone coho 49 ore a 12°C

Caratteristica particolarc delle immunoglobuline di pesce € la presenza di
una unica classe. La forma di immunoglobulina prevalente & quella
tetramerica costituita da quattro subunith formate ciascuna da 2 catene pe-
santi (H) ¢ da 2 catene leggere (L) (fig. 7).Le quattro subunila sono unite tra
loro tramite ponti disolfuro che collegano le catene H. Come rappresentato
dalla tabella 3, esistono anche Ig di tipo dimerico e monomerico, che non
sono slale comunque rintracciate in futti i pesci. In base al PM della catecna
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Fig. 7 - Rapprescntazione schematica delle principali forme di immunoglobuline rintraceiate
nci tcleostei. 1)[g monomerica; 2Mg dimerica; 3)[g tetramerica.

pesante, ai ponti disolfuro intercatena, al tipo di aminoacidi e al contenuto di
carboidrati, le immunoglobuline dei pesci mostrano una forle somiglianza
con le IgM dei mammiferi. Verranno di seguito definite come IgM.

Esiste solo un gruppo di pesci, quello con parziale respirazione simile agli
anfibi (“lungfish™) che possiede una scconda classe di Ig monomeriche di
7S. Nei pesci cartilaginei, invece, le [gM sono di due tipi: pentameriche e
monomeriche. L' IgM di teleosteo & una molecola ad alto peso molecolare
composta da 4 subunita (8 catene pesanti, 8 catene leggere) con coefficiente
di sedimentazione 165 e PM. di 700.000. Alcune specie di pesce (passera)
possiedono anchie una forma monomerica di IgM di 78, non considerata co-
mungue come classe a s&, mentre altre specie come i salmonidi e la carpa
hanno solo tetrameri. In alcuni pesci le IgM presenti nella bile sono dimeri,
formati da due catene contrapposte, che presentane una singolare somiglian-
za con i dimeri [gA dei mammiferi. Sono state ritrovate anche
immunoglobuline nelle wova di carpa e passera, suggerendo la possibilita di
un trasferimento di anticorpi materni. I dati forse pit completi al riguardo
sono quelli attinenti il pesce rosso, nel quale in situazioni di prolungata
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immunizzazione si formerebbero principalmente LMWIg (immunoglobuline
a basso P.M.) che sarebbero antigenicamente ed elettroforeticamente distinte
dai polimeri HMWIg (immunoglobuline ad alto P.M.) A parte questo dato
nessuna ricerca prova ’esistenza di uno “shift” immunoglobulinice come nei
mammiferi.

1.2) Subclassi Immunoglobuliniche

La specializzazione tunzionale delle differenti classi di 1g nei mammiferi
& una proprieta che deriva dalla diversa struttura della catena pesante (H) che
ne determina la classe. Nei pesci, a parte casi particolari, non sono descritte
ditferenti classi di immunoglobuline. Nell’ambito, comunque, delle [gM
scmbra esistere una etcrogeneitd, che potrebbe riflettere anche un diverso re-
pertorio funzionale. Nel sarago (Diplodis sargus), per escmpio, si sono rin-
tracciate: Tgh1- monomeriche; IgM?2 - dimeriche; TgM4 - tetrameriche, ca-
ratterizzate da differenti P.M. delle catenc pesanti.

Tab. § - Differenti subclassi di immunoglobuline rintracciate nel sarugo.
{Da Lobbe et al. 1981, parzialmente modificaty)

Subclasse PM. Catena pesonte Locolizzazione
lghti 45 KDa siero

lghM?2 ;. 55KDa bile

Igh2 - 70KDa muco cutaneo
Ighid 70KDa muco cutanee,siero

Con I'avvento degli anticorpi monoclonali ¢ con il miglioramento delle
tecniche di scparazione delle proteine si sono ottenuti ulteriori dati molto
interessanti. Per le immunoglobuline del pesce gatto americano sono stati
ottenuti tre anticorpi monoclonali che riconoscono tre differenti tipi di cate-
ne H. Inoltre sono stati ottenuti due anticorpi monocleonali che riconoscono
differenti catene L. Utilizzandoli in prove di cromatografia per affinitd, si
sono evidenziate anche differenti percentuali dei duc tipi di catene L: appros-
simativamente il 60 % delle Ig sieriche sono defintte da uno dei due
monocionali (3F12) e il 40% dall’altro (1G7). Analisi aminoacidiche potran-
no definire se si tratta di differenti catene L come nel caso dei mammiferi
(catene K e catene lambda).
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1.3} Eterogeneneitd funzionale delle 1g di pesce

Si sta quindi definendo una sorta di elerogencita funzionale delle Ig di
pesce che puo correlarsi a differenze strutturali. Infatti, mentre [attivita
agglutinante & facilmente dimostrabile per molte Ig di pesce, lo € molto meno
I’atlivita precipilantc.

In alcuni pesci teleosted, infatti, le lgM4 (168) hanno alta attivita
agglutinante per la BSA, mentre le IgM| (7S) non possiedono attivita
agglulinante. Nella cernia {Epinephelus spp.) le IgM4 (168} hanno forte
attivita precipitante a differenza delle le IgM1 (7S).

Nella trota iridea le IgMI e Le IgM4 sieriche hanno catene L identiche,
mentre le catene H differiscono nel tipo di peptidi. P.M. e immunoreattivita.
Dal punto di vista funzionale si osservano evidenti differenze: infatti, mentre
le IgM| hanno bassa capacitia di atlivare il complemento e solo per via alter-
nativa, le IgM4 hanno attivitd 100 volte maggiore e possono attivarloe sia per
via classica che per via alternativa.

Inoltre sono state trovate variazioni stagionali nell’attivita agglutinante e
citolitica degli anticorpi di trota iridea: in inverno per es. il titolo citolitico &
pilt basso, cosi come la produzione di 1lgMI.

Questi dati supportano I’idea che nei telecostel sia avvenuta una
diversificazione filogenetica delle Ig. Non & ancora accerlalo se queste diffe-
renti forme di Ig hanno anche differenti funzioni biologiche.

1.4) Funzioni delle 1g di pesce

A dispetlo delle scarse mformazioni presenti sulle Ig di pesce, le loro
funzioni non appaiono troppo dissimili da quelle delle pit conosciute Tg di
mammifero. Le principali funzioni delle Ig di pesce vengono di seguilo
schematizzate,

1.4.1) Neutralizzazione di virus - E' questa una funzione importante delle
Ig dei pesci (ncutralizzano anche tossine batteriche).

1.4.2) Attivazione del complemento - Le immunoglobuline di pesce pos-
sono attivare il C per via classica o per via allernativa. Come per i mammi-
feri & richiesta la presenza di Ca*. Non tutte le Tg di pesce hanno lo stesso
potere attivante il C.

1.4.3} Opsonizzazione di particelle - Nei mammiferi 1 fagociti hanno
recettori per la porzione Fe dell’ anticorpo; le IgG hanno potere opsonizzante
mentre lc 1gM non lo possicdono. Nella passcra non € stata osservata attivita
opsonizzante delle 1g. Nella trota iridea, in assenza di C, la presenza di
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anticorpi specifici per Yersinia ruckeri (1’ agente eziologico della “bocca ros-
s4”) aumenta notevolmente la fagocitosi del batterio. Questo non accade se
ad Y Ruckeri si sostituisce Aeromonas salmonicida (1’agente eziologico della
“forunculosi™). Questo proverebbe che, a differenza dei mammiferi, le [gM
di alcune specie di pesce possono avere un ruolo come opsonine, grazie an-
che alla prescnza di recettori specifici sui fagociti.

1.4.4) Ipersensibilita - Anche in questo caso si osserva una forte differen-
za con | mammiferi, dove le reazioni di ipersensibilita sono legate alle IgE ¢
ai mastociti. Soltanto in un numero molto limitato di pesci, ¢ stata dimostrata
la presenza di mastociti nei tessuti, ma non si hanno dati sull’esistenza di
anticorpi simili alle IgE. E’ interessante considerare, perd, che nel pesce ros-
so (Carassius auratus) sono state riportate osservazioni di reazioni di tipo
anafilattico indotte dopo sensibilizzazione con antigene specifico. Non i
esclude quindi I'importanza di reazioni di tipe anafilattico soprattutto ncl
case di vaccinazioni.

1.4.5) Alcune considerazioni conclusive sulle [g - Dal punto di vista della
immunitd umorale il pesce appare filogeneticamente primitivo se confronta-
to con i vertebrati di classi superiori dove si hanno da 2 a 5 distinte classi di
Ig. E’ possibile che 'evoluzione di classi multiple di Ig a basso PM. abbia
cercato di seguire I’evoluzione di un sistema vascolare efficiente, idoneo allo
spostamento via aria o alla locomozione terrestre. Infatti, la forte pressione
sanguigna, presente negli uccelli e nei mammiferi, ha richiesto la formazio-
ne di giunzioni strette ¢ resistenti fra le cellule endoteliali, allo scopo di pre-
venire essudazione di fluidi plasmatici e proteine. Questo avrehbe determi-
nato I'impossibilita da parte delle grossc macromolecole di Ig ad uscire per
raggiungere gli interstizi tissutali, cd avrebbe favorito I'evoluzione di forme
di Ig a basso PM.

Nel pesce, al contrario, le diverse esigenze metaboliche consentono I’esi-
stenza di un sistema vascolare con bassa pressione ¢ ampie fenestrature
endoteliali, che lasciano fuoriuscire le macromolecole di Ig. Questo non
avrebbe determinato nel pesce la formazione di Ig a basso PM. Una eccezio-
ne la troviamo a livello cutaneo dove, per mantenere una buona integrita del-
I’organismo, I'elitelio esterno richiede giunziom cellulari strette; & significa-
tivo percio che le IgM secretorie dei teleostei stano dimeriche. L'etecrogenei-
ta strotturale delle TgM dei pesci @ ormai evidente. La specializzazione fun-
zionale delle classi di Tg dei mammiferi si puod rispecchiare nelle subclassi
delle IgM dei pesci,
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2) LINFOCITI

Nel pesce 1 linfociti si trovano nella circolazione sanguigna, negli organi
linfoidi e in alcuni tessuti. Contrariamente ai linfociti dei vertebrati superio-
ri, quelli di pesce non sono stati ancora ben caratterizzati. Numerost dati
suggeriscono, comunque, una dicotomia dei linfociti anche nei pesci. Uno
dei primi metodi per distinguere 1 finfociti B dai T, che ancora viene utilizza-
1o, & stato quello della marcatura delle immunoglobuline di superficic. Esi-
stono infatti numerosi anticorpi poli o monoclonali che riconoscono
immunoglobuline di trota, carpa, pesce gatto americano, branzino ecc. Gra-
zie all’utilizzo di questi anticorpi si & potuto distinguere linfociti B Ig (+) da
cellule linfatiche Ig (-) ( di tipo T o NC). Inoltre sono stati oltenuti numerosi
anticorpi monocionali (MoAb) capaci di marcare molecole presenti sulla
membrana di cellule linfatiche di pesce. Di seguito ne vengono riportati al-
cuni:

-13C10 - questo MoAb reagisce con linfociti di pesce gatto americano Ig
(-), ma non con quelli Tg (+). Riconosce la maggior parte dei timociti, 1
neutrofili e i tromboeiti.

- W(C112 - MoAb per Ig sieriche di carpa, marca la maggior parte delle
plasmacellule e un subset di linfociti probabilmente della linea B {20 - 30%).
Al contrario di quanto awiene nelle cellule B di mammifero, lc molecole Ig
sono riunite in “clusters” sulla superficie cellulare.

- WCT23 - MoAb contro timociti di carpa, marca un numero molto ele-
vato di linfociti, quindi non pud essere considerato un marcatore specifico
per le cellule T. Inoltre marca i granulociti e cross reagisce con le 1g. Proba-
bilmente riconosce un determinante antigenico comunc presente su varie
membrane o molecole del siero, comprese le 1g.

- UBI13 - MoAb contro timociti e cellule nervose di razza (Raja clavata),
che riconosce anche timociti di carpa, rana, tartaruga, pollo e ratto. Ricono-
sce probabilmente un determinante di superficie che si & conservato nell’evo-
luzione.

- sono stati ottenuti anche MoAbs che riconoscono frazioni leucocitarie
di salmone atlantico ( Salme salar).

Tutti questi anticorpi, come molti altri che non vengono riportati, hanno
dimostrato di possedere differente affinitd per specifiche sottopopolazioni
linfocitarie che sono tuttavia ancora da definire. A prova dell’ ipotesi dell’esi-
stenza di differenti tipi di linfociti sono le sperimentazioni che hanno dimo-
strato la presenza anche nel pesce dell’clfetto carrier-aptene. Nel pesce rosso
si & visto, infatti, che una buona produzione di anticorpi si ha soltanto verso
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un aptene coniugato con un carrier gia usato nella prima stimolazione. Le
cellule che operano nel riconoscimento del carrier ¢ che cooperano nella
produzione di anticorpi sarcbbero probabilmente linfociti T del tipo “helper”
dei mammiferi. Queste cellule si differenzierebbero nel timo. Per quanto
concerne i sistemi di coltura ¢ stimolazione di leucociti di pesce, numerose
sono le csperienze al riguardo presenti in letteratura. Le pill significative
vengono riportate nella tabella 6. Da questa si evince che, a parte poche ec-
cczioni, per guasi tutte le specic la temperatura di incubazione si discosta
molto da quella normalmente usata per i leuciciti di mammitero (37°C),
oscillando da un minimo di 15% a un massimo di 27°C. Sono generalmente
simili, inveee, i terreni di coltura {fra i pil usati I’'RPMT 1640} ¢ 1 mitogent
utilizzati per promuovere la stimolazione cellulare (buoni risultati con PHA
¢ ConA). Le fonti preferenziali di leucociti sono il rene anteriore ¢ il sangue
periferico.

Anche nei linfociti di pesce si & evidenziata una differente capacita di ri-
spondere alla stimolazione con mitogeni; tendenzialmente 1 linfociti che pre-
sentano Ig di superficic sono pit responsivi a LPS, mentre quelli che non
hanno Ig di superficie sono stimolati piil attivamente da ConA ¢ PHA.

3) IMMUNITA” CELLULO-MEDIATA (CMI}

Prove dell’esistenza di una cfficace risposta immunitaria di tipo cellulo
mediato sono ormai numerose anche nel caso dei pesci. Infatti molti dei test
“in vitro™ che vengono utilizzati per lo studio e la valutazione della CM1 nei
mammiferi sono stati adottati con successo anche net pesci. Fra questi sono
di valido ausilio:

1y 1! test della citotossicita

2y la reazione leucocitaria mista (MLR);

3) I'inibizione della migrazione macrofagica;

4y il test dell’attivith macrofagica;

5y la blastizzazione linlocitaria indotta dall’antigene.

Poco si conasee al riguardo del ruolo giocato dalla CMI nella patogenesi
delle malattic batteriche, virali ¢ parassitaric. Nella trota irtdea ¢ stata de-
scritta una tipica risposta immunitaria di tipo ritardato {I'V tipo) verso
Mycobacterium tuberculosis.

Il rigetto di un allotrapianto ¢ stato osscrvato e descritto nei pesci
cartilaginei e nei pit evoluti pesci ossei, con la differenza che in questi ulti-
mi la reazione di rigetto si esplica piu velocemente. E™ stato notato anche
che allotrapianti ripetuti effettuati con lo stesso tessuto accellerano il tempo
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di rigetto. 1l tessuto che viene rigettato si presenta infiltrato di linfociti e
mostra gravi alterazioni a livello vascolare e nelle cellule pigmentate.

Per quanto riguarda le molecole omologhe agli antigeni del Complesso
Maggiore della Istocompatibilita (MHC) dei mammiferi, se ne sospetta ' csi-
stenza pure nei pesci, anche se al momento non esistono prove certe dell’esi-
stenza di un sistema della istocompatibilitd ugualmente articolato. La carpa
sembra posscdere molecole di membrana omologhe alle catene alfa degli
MHC di Classe I e alle catene beta degli MHC di Classe I1.

4) CITOCHINE

Sull’esistenza e la funzione delle citochine nei pesci, numerose informa-
zioni sono scaturite dalle ricerche effettuatec da Sccombes (1991) ¢ pill re-
centemente da Ahne (1993, 1994), condotie principalmente sui salmonidi. B
stata provata la liberazione da parte dei monociti di una molecola simile alla
interleuchina-1, e da parte dei linfociti di una molecola che presenta forte
analogia con la interleuchina-2. Inoltre dai leucociti di trota iridea, stimolati
con ConA, si & evidenziata la produzione di IL-1a, IL-3 e IL-6. Recente-
mente nel siero di alcuni pesci & stato evidenziato TNF o

5) SISTEMA IMMUNITARIOQ DELLE MUCOSE (SIM)

Le ricerche effettuate sul SIM dei pesci sono abbastanza limitate ma stan-
no avendo un recente incremento visto ¥ accresciuto interesse per la possibi-
litd di stimolazione dell’immunita locale con ststemi di vaccinazione per via
orale. Per una pit corretta trattazione dell’argomento & opportunoc richiamare
scparatamente i siti dove nel pesce avviene preferenzialmente una risposta
immunitaria di tipo locale.

Branchie

Le branchie rivestono un ruolo importante nell’opera di trattenimento di
antigeni {particolati) provenienti dall’acqua. A livello branchiale viene attuata
una attiva fagocitosi ad opera del sistema dei fagociti mononucleati che de-
limitano 1 vasi sanguigni delle lamelle secondarie Nel corso di vari processi
infettivi a livello branchiale si accumulano numerosi linfociti, a prova del-
I"importantc azione di barriera che questo organo pud esercitare.

Cute

Il muco che ricopre la cute contiene frazioni del complemento e Ig
dimeriche che non derivano per essudazione dai vasi sanguigni, ma sono pin
probabilmente prodotte localmente. Nell’epidermide sono presenti linfociti ¢
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talvolta plasmacellule. Esistono inoltre numerosi macrofagi e cellule
Langhan-simili, che fanno sospettare una processazione locale degli antigeni
che penctrano attraverso la cute e la possibilita di indurre una risposta locale.

Tutestino

La presenza di Ig nell’intestino pud onginare dalla secrezione che provie-
ne dalla mucosa o dalla bile. La mucosa dell’intestino e la lamina propria
sono popolate da macrofagi, linfociti e plasmacellule, anche se manca una
vera organizzazione di queste cellule in un tessuto linfatico associato alla
mucosa. La vaccinazione per Vibrio anguillarum, cffettuata nella trota per
via orale, scmbra stimolare una risposta locale, anche se ancora non si cono-
sce csattamente come questo possa avvenire. E stata recentemente dimostra-
ta una endocizzazione di antigeni proteici da parte degli enterociti di carpa,
con trasferimento nello spazio intercellulare degli antigeni stessi, che posso-
no cosi venire a contatto con macrofagi ¢ linfociti. Nei mammiferi & risaputo
che antigeni processati a livello intestinale stimelano una forte risposta
immunitaria locale, ma inducono anche cellule soppressorie che abrogano o
comungue attenvano la risposta sistemica. Nella trota iridea la
somministrazione orale di antigeni di Aeromonas salmonicida risulta in una
soppressione della risposta sistemica umorale verso 'antigene inicttato. Que-
sti dati, che presentano forte analogia con quanto accade nei mammiferi,
fanno supporre U'esistenza anche nei pesci di un sistema immunitario delle
mucose. A questo rignardo indagini condotte da Secombes (1991) provano
che i linfociti isolati dall’intestino di trota sono funzionalmente attivi in vitro
e sembrano avere un importante ruole difensivo in vivo. Queste cellule libe-
rano grosse quantitd di IFN gamma aumentando notevolmente la fagocitosi
dei batteri da parte dei macrofagi. In pili, i macrofagi {issi intestinali dimo-
strano di posscdere una forte attivith fagocitaria, mostrano un cfficace
“respiratory burst” ¢ liberano fattori chemiotattici che influenzano la migra-
zione di leucociti dal rene anteriore. Questi dati in ultima analisi spieghereb-
bero come nei pesci possano svilupparsi, a livello intestinale, imponenti re-
azioni infiammatorie in risposta a parassitosi. Tali reazioni verrchbbero raf-
forzate dalle cellule granulari eosinofiliche (soggeute a degranulazione) pre-
senti in numero elevato nella lamina propria dell’intestino. La possibilita, da
parte dei linfociti presenti nell’intestino, di liberare fattori che “up-regolano”
la funzione battericida dei macrofagi residenti ha una grossa implicazione
difensiva. Nei pesci & stato provato che proprio i linfociti intestinali, rispetio
a quelli di altri distretti, sembrano produrre una maggior quantit di TENy.
Questo avvalora Uipotesi che nei pesci I'immunita locale a livello intestinale
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pud giocarc un ruolo importante nella risposta difensiva specifica contro
molti patogeni. Questa azione svolta dal STM, fino ad ora sottovalutata, po-
‘trebbe giustificare gli innumerevoli sforzi volti a ricercare nuovi e pii cffica-
ci sistemi di vaccinazione.
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PATOLOGIA PARASSITARIA DEI PESCI

ARRU E., GARIPPA G.

Istituto di Ispezione degli Alimenti di Origine Animale ¢
Cattedra di Malattie Parassitarie degli Animali Domestici, Sassari

L’affermarsi dell’acquacoltura ha consentito di intraprendere uno studio
globale sulle parassitosi dei pesci. Le indagini fin qui espletate hanno
evidenziato diverse analogie con le parassitosi dei mammiferi ma anche qual-
che difformita specialmente nel campo della patologia. In questa nota ci li-
mitiamo a presentare le principali caratteristiche biopatologiche dei parassiti
e a descrivere alcuni quadri istologici ottenuti in prevalenza da pesci prove-
nienti dalle acque della Sardegna.

CROSTACEI. Sono numerosissimi e tutti ectoparassiti ad eccezione di
quelli appartenenti alla famiglia Philichthyidae. Hanno uno sviluppo esogeno
diretto, molto rapido. Le forme parassitarie sono rappresentate soprattutto da
femmine adulte.

Esistono molti dati sulla patologia dei crostacei: alimentandosi di sangue
o di cellule epiteliali distruggono tessuti e organi, principalmente cute e bran-
chie, ma anche muscoli, occhi, reni, fegato, intestino e scheletro. Provocano
generalmente necrosi dei tessuti infestati e ne alterano le funzioni. T pesci
colpiti presentano anemia, debolezza, riduzione del peso, ritardo nella cre-
scita, malformazione e ridotta potenzialitd riproduttiva. Spesso le lesioni
aprono la porta a infezioni secondarie da funghi e da protozoi. Le infestioni
dei crostacei sono fortemente condizionate da fattori abiotici.

Infestioni massive con elevata mortalita da Copepodi del genere Ergasilus
e Lerngea sono state osservate nei ciprinidi. Meno gravi le lesioni cutanee
da Prothocandracanthoides angustatus nel pesce prete {Uranoscopus
scaber), da Elythrophora brachyptera uelle branchie di tonno (Thunnus
thynnus) e da Lernanthropus gisleri nella spigola (Dicentrarchus labrax).

Con una certa frequenza sono stati riscontrati Isopodi del genere Livoneca
nella cute di ghiozzi (Gobius spp.) e nelle branchie di aguglia (Belone
belone).
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Importante infine il reperto di Branchiuri del genere Argulus. Co-
nosciuti come pidocchi dei pesci si fissano suila cute mediante ganci e ven-
tose e quindi vi infiggono la proboscide che funge da organo nutritivo.

[stologicamente nei pesci infestati da crostacel si osservano
microemorrag'ie, infiltrazione parvicellulare e necrosi.

PROTOZOI. Si riscontrano in tutti gli stadi di vita dei pesci. Alcuni sono
ectocommensali ma quando si sviluppano in numere elevato posseno inter-
ferire sulla funzionalita cutanea e branchiale. Altri sono parassiti obbligati
della pelle e dell’epitelio branchiale, della muscolatura scheletrica e cardia-
ca, dell’intestino, del fegato, dei re'ni, della vescica natatoria, dei testicoli e
pertino del sangue e possono pro{{ocare malattie acute ¢ morte. Diversi
protozoi sono conosciuti da lungo témpo, altri sono stati studiati in tempi
recentl.

APICOMPLEXA. 1 coccidi dei ‘pes'ci appartengono al genere Eimeria.
Sono segnalate infezioni massive da E. gadi a carico della vescica natatoria,
specialmente in Gadus aeglefinus, con compromissione della locomozione e
della ovodeposizione (Odense e Logan, 1976); da E. sardinae con distruzio-
ne della struttura testicolare e castrazione nella sardina (Pinto, 1957).

Le infezioni dell’intestino possono provocare gravi enteriti a carattere
distruttivo spesso incompatibili con la vita {Solangi e Overstreet, 1930), ma
anche modica distruzione dell’epitelio eome quelle riscontrate in anguille allo
stato libero,

MIXOZOA. Sono considerati tra'i parassiti piu importanti sotto il profilo
economico essendo spesso respensabili di malattie a carattere degenerativo
che solo raramente causano mortalita. Fanno eccezione le infezioni da
Mixidium spp. che provocano ulcere cutanee ad esito mortale nelle anguille
allevate (Usui, 1974). |

Mixobolus pfeifferi colpisce barbi, carpe, ecc. soprattutto in estate, con
sviluppo di cisti di aspetto tumorale circondate da reazione connettivale. Le
cisti contengono migliaia di spore. I'pesci si muovono lentamente, presenta-
no turbe dell’equilibrio e muoiono. Le carni assumono aspetto giallastro e si
decompongono rapidamente per effetto dei fenomeni di miolisi.

L'infezione branchiale da M. exigus ¢ stata ritenuta responsabile di una
grave epizoozia con elevata mortalita verificatasi nel 1949 nei cefali (Mugil
cephaluys) del Mar Nero (Shulman, 1957). La morte & stata attribuita ad asfis-
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sia conscguente ai danni tissutali, alle estese emorragic ¢ alla distruzione
delle lamelle branchiali. '

M. aeglefini invade la cartilagine di Pleuronectes platessa del mare del
Nord cansandone la morte (Mellergaard e Nielsen 1984, 1985), mentre. M.
ciprini & 'agente dell’anemia perniciosa delle carpe. Localizzandosi nelle
branchie provoca emorragie, necrosi € maorte.

Di discreta gravitd risultano le lesioni da Mixobolus pfeifferi osservate
nelle branchie, occhio e fegato di cefali in Sardegna.

Myxosoma cerebralis & tra i protozoi pin importanti. Le forme giovanili
invadono la cartilagine crania dei salmoni intorno alla capsula uditiva ¢ se ne
nutrono causando deformitd. I pesci colpiti presentano alterazione dell’equi-
librio con movimenti a spirale (lentosporiasi). Col progredire della malattia
si registra la deformazione della colonna vertebrale ¢ alterazioni della
pigmentazione, Nelle trotelle 1a mortalita ¢ elevata (I00%) mentre gli adulti
diventano portatori sani ¢ rappresentano un pericolo per la diffusione della
malattia.

Kudoa histolytica colpisce sgombri, merluzzi ¢ salmoni. Secernc un
enzima proteolitico che determina la degenerazione totale del muscolo e la
morte. I pesci infestati manifestano turbe locomotorie. I muscoli hanno aspet-
to lattiginoso e sono cosi rammolliti da non poter esserc tagliati perchc li-
quefatti. Le zone parassitate assumono aspetto fluorescente alla luce di Wood.

Kudoa thyrsitls & responsabile di gravi moric di salmoni atlantici allevati
in gabbia (Havel e Scott, 1985). In Giappone sono state segnalate almeno 4
specie di Kudoa in Seriola quingueradiata (yellowtail) (Egusa e Shionitsu,
1583).

Kudoa clupeidae si riscontra spesso sotto forma di noduli cistici in filetti
di merluzzo congelati provenienti dall’Argentina dove & stato trovato il
prolozoo ancora vivo ¢ vitale.

CILIOPHORA. Sono da ricordare in primo luogo Trichodina sp. presenti
come ectoparassiti nei pesci d’acqua dolce ma soprattutio nei pesci di mare
allevati. Un importante parassita di questo Phylum & Ichthyophihirius
multifiliis, cosmopolita, causa di notevoli danni nei pesci d’acqua dolce. At-
tacca il tegumento, le pinne e le branchie dove si osservano noduli biancastri
che provocano erosioni epiteliali e ispessimento. Quando le cisti s1 rompono
i protozoi passano nell’acqua dove si dividono producendo fino a 2000
tomiti. 1. mudtifiliis produce spesso gravi infezioni in pesci d’acquario.

PROTOZOA. Dei protozoi ematici meritano un cenno i tripanosomi,
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veicolati da sanguisughe. Molto pitl diffuso e Ichthyobodo (Costia) necatrix,
cosmopolita, agente di gravi perdite in tutti i pesci d’acqua dolce. Questo
protozoo penetra nelle cellule epiteliali servendosi di un uncino; si riproduce
sulla superficie del corpo generando necrosi delle cellule epidermiche, pruri-
to ¢ ipersecrezione. Negli allevamenti di salmonidi sono particolarmente sen-
sibili gli avannotti che muoiono per congestione branchiale. La cute pud pre-
sentare chiazze grigie da sfregamento.

ELMINTI

TREMATODI MONOGENEI. Sono ectoparassitl generalmente privi di
ospiti intermedi. Di piccole dimensioni, possiedono un organo di fissazione
posteriore (haptor) armato di ganci efo ventose e uno anteriore. L’haptor é
unico, ha 2 paia di uncini grandi {ancore) e 12-16 gancetti laterali nei
Manopisthocotylea; & invece pin sviluppato e provvisto di tenaglie nei
Polyopisthocotyiea.

Producono oncomiracidi che si fissano all’ospite ad eccezione dei
Girodattili, vivipari, che danno vita a nuovi individui identici agli adulti e
forse infestano gli altri pesci per contatto.

1 monogenei Gyrodactylus e Gyrodactyloides sono presenti negli alleva-
menti di acqua dolce e marina ¢ si localizzano su pelle, branchie e pinne,
Sono specie-specifici e si riproducono con estrema facilita. La loro presenza
in forma epizootica & segno di cattiva conduzione degli allevamenti ed & tal-
volta associata a protozoi. Nei pesci delle acque sarde sono stati segnalati
Gyrodactylus ¢ Gyrodactyloides spp, compreso Lamellodiscus elegans nei
cefali, Dactylogirus sp. nei ciprinidi, Metamicrocotyla cephalus nei muggini,
Agrispinum mormyri nella mormora, Anthocotvle meriuci nel merluzzo ¢
Hexostoma thynni nel tonno.

La presenza di questi parassiti ha sempre provocato accentuate lesioni
traumatiche a carico delle branchie.

TREMATODI DIGENE!. Alcuni digenei hanno ciclo biologico che si svol-
ge nei molluschi (1° ospite intermedio), nei pescit (2° 0.i.) € in altri pesci e/
o uccelli predatori {ospiti definitivi). Nei pesci le metacercarie si localizzano
in diversi distretti dell’organismo. Le infestioni massive provocano gravi
danni e perfino morte (Kinne, 1984).

DIGENE! ADULTI. Oltre che numerosi, i digenei dei pesci si localizzano
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in sedi diverse. La piu frequente & ['intestino dove sono presenti: Bucephalus
polymarfus nell’anguilla; Haplosplanchnus pachysomus Schikhobalotrema
sp.. Haploporus benedeni, Saccocoelium obesum e Dicrogaster contractus
nei muggini, Cainocreadium labracis e Timoniella praeteritum nella spigo-
la; Crepidostomum farionis nella trota, Opecoeloides furcatus nella triglia,
Helicometra puichella nel capone,

Di norma questi parassiti determinano con la loro armatura spinosa feno-
meni di enterite con disepitelizzazione particolarmente marcata nei punti
della mucosa dove si fissano.

Nel sottocute di pesce spada sono rinvenibili cisti di 1-3 mm delimitate
da una spessa parete connettivale contenenti Didymocystis xiphiados. Al ta-
glio defluisce spontaneamente materiale bianco giallastro che lascia intrave-
dere la porzione cefalica del trematode. All’esame istologico si evidenziano
le uova e un quadro reattivo perifocale costituito da connettivo lamellare
infiltrato da numerose cellule.

Nelle branchie di tonno (Thunnus thyrnus) si osservano invece cisti
ovalari di colorito grigiastro contenenti Didymocystis wedliis gii segnalato
nel Mediterraneo (Ariola, 1902).

DIGENEI LARVE. In passato sono state descritte le metacercarie di
Stephanostomum cesticillus prelevate dal sottocute e da altre parti del corpo
di triglie {(Muflus barbatus ¢ M. surmuletus) ¢ individuato il parassita adulto
nella rana pescatrice (Lophius piscatorius).

Uno studio condotto sulle metacercarie di Phagicola italica e di
Heterophyes heterophyes dei muggini ha consentito di rilevare lesioni
istologiche caratterizzate da atrofia delle fibre muscolari, degenerazione
granulare ¢ lieve infiltrazione linfoplasmocitaria.

Di facile riscontro & la metacercaria di Diplostomum sphathaceum negli
occhi dei pesci di acqua dolce.

CESTODI!. Ne sono stati descritti un mighaio. I pesci possono fungere sia
da ospiti intermedi che definitivi. Le infestioni piu dannose sono quelle
massive che colpiscono i pesci giovani. Alcuni cestodi non erano presenti in
Europa (Caryophyllaeus, Khawia, Triaenophorus spp.) ma sono stati impor-
tati negli ultimi anni.

La cestodiasi pit comune & la botriocefalosi intestinale da B.
acheilognarhi che puo causare enterite, ostruzione intestinale ¢ tossicosi. Altri
botriocefali infestano sia i pesci d’acqua dolce che marina. Nelle acque della
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Sardegna sono presenti Bothriocephalus sp. nel merluzzo e B. vallei nella
triglia e altri cestodi non classificati nella ricciola (Seriola dumerilii).

L'infestione da larve di botriocefali piu conosciuta e quella sostenuta da
D. latum. Comunc & perd anche 'infestione massiva di tinche da larve di
Ligula intestinalis che provocano peritonite o ascite da compressione. Fre-
quente & inoltre il reperto di larve plerocercoidi di Molicela horridus nei
muscoli di pesce imperatore (Luvarus imperialis) e nei muscoli e nel fegato
di pesce luna (Mela mola). La larva determina compressione ¢ distruzione
delle fibre muscelari con focolai di necrosi ricchi di elementi figurati negli
spazi interfibrillari. Nel pesce luna il parenchima epatico apparc
pluriconcamerato e atrofico e il tessuto residuo in stato di sofferenza. Singo-
lare & infine il riscontro di larve plerocercoidi di Gritlotia epinepheli sp.n.
nella cernia (Epinephelus guaza). Le cisti, localizzate nel peritonco viscerale
e nello spessore della parete dello stomaco, presentano colorito grigio ten-
dente al marrone. Istologicamente appaiono situate dentro i vasi mesenterici
il cui endotelio mostra fenomeni degencrativi. 1 restanti vasi presentano in-
vece solo uno stato congestizio.

NEMATODI. Benché riscontrabili in numero elevalto sia allo stato adulto
che larvale sono i parassiti meno studiati. Ai nematodi adulti localizzati nel-
I'intestino si attribuisce percid un limitato potere patogeno quantungue in
alcuni casi siano state notate gravi enteriti e perfino peritoniti. I piit noti sono
quelli della superfamiglia Ascaridoidea (Hysterhothylacium sp. in Sargus
anntlaris, ecc) che per le grandi dimensioni & facile osservare in diverse
specic ittiche predatrici. Va ricordato il reperto di Cucullanus sp. nell’intesti-
no di muggini e di Philometra sp. nella tracina (Trachinus draca). Questo
parassita & stato segnalato in molte popelazioni di pesci in liberta e costitu-
isce un problema negli allevamenti di carpe. In Sardegna si osserva anche la
presenza di Anguillicola crassus nella vescica natatoria di anguille allo stato
libero. Parassita ematofago svolge azione spoliatrice che lede la parete
vescicale alterando la stabilita del pesce. Le infestioni gravi provocano per-
dite economiche: nelle anguille colpite si registra anorcssia ¢ alicrazione
nell’indice di conversione degli alimenti. La parete della vescica natatoria
appare ispessita, opaca ¢ contiene sangue parzialmente digerito. Le infestioni
pauciparassitarie non modificano la funzionalita vescicale la cui parete rima-
ne trasparente e consente di vedere i nematodi dall’esterno.

Particolare importanza ha assunto in questi anni il riscontro di larve di
Anisakidi che costituiscono un pericolo nei confronti della salute dell’'uomo.
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ACANTOCEFALI Impiantandosi con {a proboscide nella mucosa intesti-

nale causano enteriti travmatiche, emorragie, perforazione intestinale. [ pe-
sci infestati presentano anemia, scarso incremento ponderale, magrezza,
cachessia ed anche morte. Istologicamente si osserva distruzione dell’epitelio
nel punto di infissione della proboscide, reazione connettivale e infiltrazione
leucocitaria nel tessuto circostante. Alcune specie perforano I'intestino ¢ le-
dono il fegato. Infestioni massive da Neochinorhynchus e Floridosentis spp.
sono state osservate nei muggini, da Rhadinorhynchus pristis negli sgombri
e da altre specie ancora non classificate nelle triglie.

2)

3

4
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6)

7

8)

9
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LE NEOPLASIE NEI TELEOSTEI

BIAVATT S., MANERA M.

Istitto di Patologia Generale e Anatomia Patologica Veterinuria, Bologna

RIASSUNTO

Pur vantando citazieni biblicgratiche a partire dalla fine dell’800, un ra-
zionale, sistematico ¢ sperimentale studio delle neoplasie dei teleostei & una
recente acquisizione. Sebbene le neoplasie dei teleostel presentino aspetti che
sembrano essere caratteristica comune delle neoplasie dei vertebrati (progres-
sione secondo una modalith multi-steps) le peculiarita istologiche e fisiolo-
giche dei teleostel non permettono una semplicistica proiezione dei dati sulle
neoplasie ottenute dai mammiferi. La classificazione dei tumori dei mammi-
feri basata su riscontri morfologici trova riscontro nei teleostei; non lo trova-
no le classificazioni basate su valutazioni clinico-prognostiche o su partico-
lari marker. Lo studio delle neoplasie dei teleostei pud essere d’ausilio nella
valutazione del degrado degli ecosistemi acquatici € nella ricerca dei mecca-
nismi patogenetici della patologia neoplastica.

SUMMARY

Neoplasms in teleosts were described since the end of the nineteenth
century but only recently they were rationally, systematically, experymentally
studied. The multi-steps neoplastic progression mode is demonstrated in
some fishes, in any case fishes neoplasms display other features that prevent
the simple extension of mammalian neoplasm data on teleosts. Only the
morphological mammalian neoplasms classification can be used to classify
teleosts neoplasm. Fishes neoplasms could be used as biomarkers or as
experimental model.

Diverse sono le forme neoplastiche dei teleostei riportate in letteratura e
sovrapponibili a quelle degli altri vertebrati sono le cause carcinogenetiche.
In riferimento agli elasmobranchi (pesci cartilaginei) viene ancora oggi ri-
portato da fonti giornalistiche a caccia di scoop , e di sicuro lontane dalla
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patologia comparata, che siano esenti da forme neoplastiche. Stoskop[ (1992)
ritiene che questo fraintendimento non sia dovuto all’assenza di neoplasie
descritte in letteratura per questi organismi che risalgono ai primi del ‘300 -
bensi ad una alquanto fuorviante interpretazione di alcuni dati sul tessuto che
caratterizza questi animali, 1l tessuto cartilagineo. Accadde, infatti, che nel
corso di studi volti a valutare I’impiego della cartilagine degli elasmobranchi
in sostituzione di quella di vitelli in accrescimento, venissero evidenziati
[attori inibenti la vascolarizzazione all’interno della stessa cartilagine (Lee e
Langer, 1983). Un analogo fatiore, sebbene a titoli inferiori, & stato anche
isolato dalla cartilagine bovina (Lee ¢ Langer, 1983). I ricercatori in conside-
razione della rarita dei casi di neoplasie hanno voluto relazionarie a questo
fatiore che renderebbe questi animali “resistenti” alla patologia neoplastica,
colpendola in un punto critico, quello della vascolarizzazione. Tuttavia, oltre
al fatto che sono stati descritti anche tumori maligni, la scarsitd di casi di
neoplasie descritte in letteratura & da imputarsi a scarso e superficiale inte-
resse scientifico nei confronti degli elasmobranchi, se paragonato a quello
prestato ai teleostei di interesse commerciale e non tanto ad una scarsa inci-
denza in questi organismi (Stoskopf, 1992).

Fin ad ora sono stati studiati casi di tumori, comparsi con una certa fre-
quenza, in pesci commestibili, di acquario oppure in soggetti presenti in ac-
que interne ad alto rischio di inquinamento per la presenza di industrie ma le
descrizioni istopatologiche sono di norma carenti o condotte senza criterio
anatomopatologico, anche se esistono meritevoll eccezioni, purtroppo non
sufficientemente divulgate. Nei teleostei sono state anche condotte prove
sperimentali di carcinogenesi, volte a saggiare il potenziale carcinogenetico
di varie sostanze sui pesci e la modalita di crescita neoplastica {Ashley, 1969,
Hayes e Ferguson, 1989). 1l lavoro sperimentale serve in quanto i pesci vi-
venti in acque inquinate possono essere dei validi indicatori biologici pronti
a segnalare la presenza di agenti ambientali carcinogenetici. Si potrebbe ave-
re una precoce indicazione atta ad impedire il rischio per altri vertebrati,
uomo compreso, allorche si riuscisse a correlare il danno neoplastico con la
concentrazione della sostanza carcinogenelica, utilizzando, in tal modo, le
neoplasie dei teleostei come biomarkers. La patologia comparata insegna,
inoltre, come dati desunti da una specie possano essere proiettati in un'altra,
senza scadere in semplicistiche trasposizioni che non tengano conte delle
diverse bioclogie degli organisrmi comparati. Il fenomeno neoplastico & un
interessante fenomeno biologico cellulare che presenta aspetti comuni a spe-
cie filogeneticamente molto distanti tra loro.
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PROGRESSIONE NEOPLASTICA

La patogenesi neoplastica multi-steps & stata dimostrata in molti vertebrati
terrestri ed anche, sebbene in minor misura, in alcuni teleostei. Le neoplasie
posseggono una propria storia naturale, conosciuta oppure no, la quale con-
sta di alcuni eventi in succegsione indispensabili per 1’insorgenza della
neoplasia stessa:

Tniziazione, Promozione {preceduta o meno da vn periodo pill o mene
lungo di latenza), Conversione, Progressione (Hayes e Ferguson, 1989),

Nello stadio di iniziazione i carcinogeni di tipo chimico, fisico, biologico
agiscono sulla cellula normale nel senso di determinare lesioni permanenti al
DNA consistenti in mutazioni geniche od attivazione degli oncogeni. I virus
a DNA o RNA - copia di DNA creata dalla transcrittasi inversa - possono
integrarsi col patrimonio genetico della cellula ospite alterandene in varia
misura le sue potenzialitd geniche che vengono trasmesse alla progenie al-
I’atto della mitosi. Sono diverse le neoplasie dei vertebrati sicuramente in-
dotte da virus {Si veda oltre),

Pud seguire uno stadio di latenza durante il quale Ialterazione al patri-
monio genetico, qualunque essa sia, rimane gquiescente, non esprimendosi
fino a che non subentri uno stimolo che promuova la crescita e moltiplica-
zione cellulare, dando modo alla mutazione od all’oncogene di esprimersi,

Nello stadio della promozione le cellule iniziate subiscono uno stimolo
alla crescita ed alla moltiplicazione ad opera di sostanze coadiuvanti, che
inducono una sorta di selezione preferenziale alla proliferazione nei confronti
delle cellule neoplastiche. Nel corso della fase di promozione & ancora pos-
sibile 1a regressione del fenomeno in atto con scomparsa o ridifferenziazione
delle cellule neoplastiche )

L’espressione della mutazione genica o dell’oncogene, con la vera e pro-
pria trasfomazione in cellula neoplastica, atipica e non pill soggetta ai segna-
li di controllo dell’organismo si ha nel corso della fase di conversione. Si
assiste ad una crescita espansiva, In questa fase la “potenzialita” neoplastica
diviene attuale, viene espressa.

Nello stadio della progressione si assiste a tutta una serie di
epifenomeni conseguenti alla trasformazione neoplastica ed alla mancan-
za di controllo della cellula neoplastica, rappresentati da alterazioni
cromosomiche e marcate atipie morfologiche, in passato fin troppo
sopravvalutate. Possono subentrare ulteriori mutazioni geniche che danno
origine a cloni cellulari sempre pitt invasivi, maligni ed & in questo con-
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testo che I'organismo' o la terapia possono favorire, loro malgrado, la pro-
gressione neoplastica, mettendo in atto una vera e propria pressione
selettiva sulle cellule neoplastiche.,

Le neoplasie maligne dei teleostei munifestano la lore malignita per cre-
scita espansiva, infiltrativa e raramente metastatizzano. 11 perché non si assi-
sta, se non di rado, al fenomeno della metastasi non & noto e potrebbe dipen-
dere da carenza di fattori enzimatici ¢ di membrana o da una differente sor-
veglianza immunitaria nei teleostei.

CLASSIFICAZIONE DET TUMORI NEI TELFEOSTE]

Le classificazioni note in patologia veterinaria e umana, peraltro in con-
tinuo aggiormamento alla luce delle nuove acquisizioni, sono troppo comples-
se per estenderle a comprendere 1 tumori dei teleostel perché considerano le
lesioni neoplastiche in proiezione prognostica e terapeutica valutando, quin-
di, il grading e lo staging tumorale. E' noto, infatti, di come spesso la mali-
gnitd clinica non corrisponda alla malignita istopatologica.

Nei pesci lo studio dei tumori & inferessante soprattutto per cercare di
chiarire 11 meccanismo patogenetico ¢ le eventuali interazioni esercitate da
agenti inducenti, coadiuvanti, promuoventi di ogni tipo sulla storia naturale
del tumore. Lo studio assume quindi importanza nella carcinogenesi speri-
mentale con I'intento di creare modelli noti che potrebbero essere impiegati
nella prevenzione (monitoraggio ambientale, acquacoltura, difesa del territo-
rio) e potrebbero rivelare sostanze cancerogene nocive per I'uemo e gli ani-
mali domestici.

La conoscenza del grading e staging hanno selo fini prognostici per indi-
care i protocolli terapeutici e, quindi, sono di massima utilita per 'uomo e
gli anirnali demestici. Per dette ragioni, in accordo con Mawdesley-Thomas
(1975), proponiamo di continuare ad addottare per i tumori dei Teleostei la
classificazione proposta da Willis (1967). Hayes e Ferguson (1989) rimanda-
no, invece, al Moulton (1978):

13 Di aorma la cellula neoplasiica, allorche esprime 1 caratteri fenotipici della neoplasia, cioé espri-
me I'oncogene o 1l segmento mutate di DNA, perde o pud perdere i caratteri di self & viene riconosciuta
estranea dall’ organisme, comportandosi metabolicamente ed immunologicamente come un vero € pro-
prio parassita. In tal senso la cellula ncoplastica si trova in un ambients, rappreseniato dall’organismo
ospite, a lei ostile ¢, pertanto, sotloposta a continue pressioni selettive che possono favorire [a selezione
di cloni sempre piilr adattativi, invasivi. In proposito & intercssante notare come la terapia antineoplastica
con farmaci che “accecano™ i recetion per gli estrogeni nelle lorme adenccarcinomatose mammaric uma-
ne possa, in alcuni casi, soltoponendo la popolazione cellulare neoplastica ad una vera ¢ propria pressione
selettiva, favorire la comparsa i cloni neoplastici estrogeno-indipendenti.
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Tumori del tessuto epiteliale Papillomi, papillomatosi, adenomi,
carcinomi.

Tumore del tessuto mesenchimale  Fibromi, lipomi, condromi, osteomi,

non cmopoictico angiomi, rabdomiomi, leiomiomi,
mixomi, fibromixomi e vari tipi di
sarcomi (ad es.: fibrosarcomi),

Tumori del tessuto emopoictico Linfomi, linlosarcomi ed altri tumorni
del tessuto emopoictico.
Tumori del tessuto nervoso Ncurilemmomi, ganglioneuromi,

schwannomi ed altri tumori derivanti
dal sistema nervoso centrale o perife-
rico

Tumori particolari Melanomi, eritroforoma, xantoforo-
ma, guanoforoma da cellule derivanti
dalle crestc neurali.

Teratomi ed altri tumori cmbrionali
derivanti da germi cmbrionari.

(Modificata da Willis, 1967 e da Mawdcslcy-Thomas, 1975}

TUMOR! DET TELESOTE] SPERIMENTALMENTE INDOTT! (Da Ashley
LM., 71969)

Probabilmente I’inizio della carcinogenesi sperimentale nei teleostei risa-
le agli storici esperimenti di Marine e Lenhart (1910) sugli effetti della ca-
renza di iodio sulla tiroide dei pesci che cominciarono a focalizzare I’ atten-
zione dei ricercatori sulla nccessith di considerare attentamente le differenze
anatomiche tra vertcbrati al fine di non incorrerce in errori interpretativi pro-
iettando scmplicisticamente sui pesci i dati dedotti dai mammiferi.
Weisscmberg (1939-1945) studiando la linfocisti ipotizzd per primo una
cziologia virale per questa palticolare patologia neoplastica dei teleostei.
Weissemberg scopri che le cellule linfocistiche erano in realta dei {ibroblasti
ipertrofici. E' ora noto che il virus agente cziologico della linfocisti induce i
libroblasti ad ingrandirsi, impedcndone nel contempo la mitosi. Si tratla sem-
prc e comunque di un difcttoso controllo della crescita cellulare, per
ipertrolia, nello specifico caso, piuttosto che per iperplasia, come nelle co-
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muni neoplasie Lo stesso autore (1911) scopri I'interessante fenomeno degli
‘xenomi” o complessi xeno-parassitari studiando larve di pesci sperimental-
mente infettate ed uccise ad intervalli periedici. Un microsporidio (Glugea
spp.) parassita intracellulare induce le cellule mesenchimali da esso infettate
all’ipertrbfia ed alla divisione nuclearc amitotica. Anche in questo caso val-
gono le medesime considerazioni fatte per la linfocisti. Notevole interesse
destd la scoperta di neoplasie geneticamente indotte e determinate dai geni
che controllano la pigmentazione allorche Kosswig (192¢g), Reed ¢ Gordon
{1931) e Nigrelli et al. (1951) descrissero un tumore pigmentato negli ibridi
ottenuti dall’incrocio di Xiphophorus helleri X Platypoecilus maculatus. Re-
centemente € stato scoperto un oncogenc virale {virogene) in pesci del gene-
re Xiphophorus, una sorta di equivalente ittico del virogene del sarcoma
aviare ma si ignota il loro rapporte con la neoplasia. Li ¢ Baldwin (1944)
indussero involontariamente tumorni testicolari {(sarcomi) in Xiphophorus
helleri miettande “retroperitonealmente” ormoni lipo-solubili veicolati da
olio di sesamo. Epizozic mondiali di carcinomi cpatici in trote d”allevamen-
to diedero un notevole impulso alla carcinogenesi sperimentale nei pesci.
Negli U.S.A. furono saggiate tredici diete carcinogenetiche per topi da labo-
ratorio ed undici lo risultarone anche per le trote (Dimetilnitrosamina,
acetilaminolluorene, ecc...). Si scopri in scguito che la causa dell’cpizozia
era da attribuirsi all’aflatossina - in particolare 1a B1 - prodotta da Aspergiflus
Flevees, muffa contaminante il mangime. La trota & tra gli animali pid sensi-
bili a questa tossina prestandosi bene come biomarker. Furono proprio Ic ri-
cerche sulla cancerogenicita per la trota elemento di impulsoe allo studio del-
la cancerogenicita da micotossine in altre specie, compresa quella umana.
Da uova di diverse specie ittiche sperimentalmente trattate con !3-amino-
proprionitrile ad opera di Levy (1962) nacquero larve con un caratteristico
tumore della notocorda {eccordoma).

Questo breve escursus storico € stato inserito per softolineare 1" importan-
za dell’impiego dei teleostel come modelli di ricerca e di come diverse
acquisizioni sulla patologia dei telcostei si siano riflessi, in seguito, in altre
specie animali, uomo compreso.

CARATTERIZZAZIONE ISTOGENETICA E FENOTIPICA.

Gli studi di morfopatologia e 1 tests per la speciticita dei differenti carat-
teri istologict delle cellule, aiutano a identificare le derivazieni embriologiche
degli clementi neoplastici anaplastici ed in modo particolare in organi sede
di metastasi. La ricerca perd non & attendibile se condotta nei tumort in stadi
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di marcata anaplasia perché durante la perdira della differenziazione le cello-
le possono aver perduto i propri caratteri - tutte quelle strutture proteiche,
glicoproteiche, citoplasmatiche o di membrana caratterizzabili
istochimicamente ed immunoistochimicamente per ogni tipo cellulare - op-
pure possono esprimere nuove proteine o glicoproteine non espresse nelle
cellule da cui proviene il tumore (alfa-fetoproteina e antigene
carcinoembrionario nei mammiferi). C’¢ da dire che ancora pionieristica & la
ricerca di marker’ tumorale per 1 teleostel e rappresenta, in gran parte, una
trasposizione dei dati acquisiti in patelogia umana e veterinaria. Nei teleostel
sono stati utilizzati Ab contro i principali filamenti intermedi (citocheratine,
desmine) e I’antigene nucleare di proliferazione cellulare (PCNA) (Manera e
Biavati, 1994).

NEOPLASIE AD EZIOLOGIA VIRALE DEI TELEOSTET

L'interesse per le neoplasie ad eziclogia virale ¢ di notevole interesse,
soprattutto per i risvelti medico-epidemiclogici umani. Tra gli animali vi
sono diversi esempi di neoplasie indotte da virus a partire dai mammiteri
(linfoma di Burkitt, leucosi bovina, felina, ecc...), passando agli uccelli
(leucosi aviare, malattia di Marek), ai rettili (sarcoma della vipera di Russel)},
agli anfibi (adenocarcinoma renale della rana o tumore di Lucké), fino ai pe-
sci.

Queste sono le neoplasie (per completezza vengono riportate anche le
iperplasie) dei teleostei indotte da virus, riportate con a fianco 'agente
eziologico e 1a/le specie colpita/e:

2y Col termine di marker si intende qualsiasi strottura eellulare, di solite con carattere di Ag, che
possa Cssere usatn per marcare, contraddistinguere, in manicra pill o meno certa, un tipo cellulare panti-
colare che esprima quel dato carattere normalmente {ad cs. i filamenti inlcrmedi per identificare: cellule
epitcliali, muscolari, fibroblast, cellule endoleliali, gliali, cce...} od in condizioni patologiche (ad es,
1"alfa-fetoproteina, 'antigenc carcinoembronario CEA, ece...). 81 parla i marcatori tumorali riferendosi
a quei caratteri cellulari, normali od anormali che possano cssers presi come rilerimento per evidenziare
un tumore (ad ex. ricerca del CEA nel plasma in medicing nmana), classificare il tumore per derivazione
ccllulare, ¢ valutarne il gradao di malignita (PCNA, K1-67).
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FORMA NECPLASTICA

iperplasia epidermica nel luccio
iperplosia epidermica
carcinoma Squamoso
linfocist

iperplasia epidermica
linfosarcoma

sarcema

sarcoma dermico

iperplasia epidermica
papillomi epidermici
papilloma epiteliale
iperplosia epidermica
papilloma epidermico
leiomiosarcoma del salmene

aflanfica
vaiolo della carpa

melancma
neursblastoma

iperplasia epidermica del mer-
luzzo alantico

iperplasia epidermica della Ii-
mand

"smelt papifiomatosis®
papilloma

papilloma epidermico

papilloma epidermico

(Do A.A VY. in Stoskopf, 1992)

&4

AGENTE EZIOLOGICO

esocid herpesvirus |
herpesvirus vitreum

rainbow smelt herpasvirus
lvmphacystic virus

esox epidermal hyperplasia re-
trovinus

esox lymphosarcoma refrovirus
esox sarcoma refrovirys
walleys dermal sorcoma retro-
virus

walleye discrefe epidermal hy-
perplasia refrovirus

white sucker epidermal papil-
loma retrovirus

Oncorhynchus masou virus &
Yaname tumor virus

lake trout herpasvirus

atlanfic salmen papilloma re-
trovirus

atlantic salmon Hbrosarcoma
refrovirs

herpesvirus cyprinii

KXiphophorus spp. hybrid mele-
NoMQ papovavirus
Xiphophorus spp. hybrid neu-
roblastoma refroviruses

atlantic cod adenovires

dab adenovirus

smelt herpesvirus

gilthead sea bream papilloma-
associated virus

plevronectid epidermal papil-
loma<ssociated virus
stomatapapillomoassociated
viruses: eel virus [Berlin}, EY-
1, E¥2, unnamed syncyfium-
forming virus

OSPIT

Esox lucivs

Stizostedion vitreum vifreunt
Osmerus mordax

almeno 125 specie

Esox lucius, £. masquinongy

Esox lucivs, E. masquinangy
E. lucivs

Osmerus mordax

Osmerys mordax

Catostomus commersoni
Oncorhyncus mykiss, Safve-
linw namayeush, Oncorfryncus
kefa

Salvefinus namaycush

Salmo salar

Salmo salar

Cyprinus carpio, Tinco tinca,
Burbus barbus, Abramis
broma, Stizostedion luciopercs,
leveiscus idus

Xiphapharus spp.

Xiphophorus spp.

Gadvs morhua

timanda limanda

" ~
smelt
Sparys ourata

diverse specie di plevronettidi

Anguille anguillo
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STUDI ISTOCHIMICI ED IMMUNOISTOCHIMICI
SULLA MALATTIA
PROLIFERATIVA RENALE DEI SALMONIDI

MARIN DE MATEO M. ', ADAMS S. *, CASTAGNARO M, ¢

Laboratorio de Biologia Animal, Barcelona (3F)
Unstitute of Aguaculture (Scozia)
‘Dipartimento di Patologia Animale, Torine

INTRODUZIONE

La malattia proliferativa renale (PKD) & una parassitosi sistemica dei
salmonidi provocata da un protozoo mixosporidio di incerta classificazione
(PKX) che colpisce in modo grave e sistemnatico il rene determinando una
nefrite granulomatosa diffusa (1). Descritta in numerosi paesi europei ed
extraeuropei (2), la PKD & responsabile di gravi perdite economiche nei pa-
esi nei quali I"allevamento dei salmonidi & pii sviluppato (3). Sebbene la
diagnosi della malattia non sia difficile in relazione all’incidenza stagionale,
al comportamento clinico ed alle lesioni anatomo-istopatologiche, nessuno
dei metodi convenzionali di diagnosi si basa sull’utilizzo di leganti specifici
del PKX. Allo scopo di migliorare gli strumenti diagnostici e di studiare le
caratteristiche antigeniche del PKX sono state analizzate sezioni renali di
diversi salmonidi di allevamento attraverso il metodo istochimico delle
lectine e quello immunoistochimico con I'utilizzo di un anticorpo
monoclonale da noi prodotto (4).

MATERIALE E METOIH

Sezioni renali ed esami per impronta effettuati su diverse specie di
salmonidi {trota iridea e fario, salmoni dell’ Atlantico e del Pacifico) prove-
nienti da diversi paesi europei (Italia, Francia, Gran Bretagna, Irlanda, Spa-
gna) e del Nord America (Stati Uniti e Canada) colpiti da PKD sono stati
analizzati con diverse tecniche istochimiche ed immunoistochimiche.

Per la tecnica istochimica delle lectine sono state utilizzate undici diverse
lectine biotinate {Tab. 1) (Sigma Co} ed il complesso ABC (Vector) secondo
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Tabela 1 - Lectine utilizzate nello studio

Origine della lectina Acronimo Concentrazione  Zucchero specifico
d'uso {pg/ul}

Arachis hypogea PNA 20 Galb-{1- 3)GalNAc

Concanavalia ensiformis Con-A 10 a-D-Man

Dolichos bifforus DBA 20 a-D-GalNAc

Glycine max SBA 20 D-GalNAc

Griffenia simplicifolia G5l 50 a-D-Gal

Lens culinaris LCA 20 a-D-Man

lycopersicon esculentum LEA 50 GlcNAc

Phytolacea americana PWM 50 GlcNAc

Ricinus communis RCA-| 50 b-D-Gal

Triticum vulgaris WGA 50 b-GleNAc/NeuNACc

Ulex europaeus UEA- 20 a-l-fuceso

Gal = Galattoso; GalNAc = N-Acetil-palattosamina; Man = Mannoso; GleNAc = N-

Acetil-glucosaming; NeuNAe = Acido acetil-neoraminico (acido sialico).

il protocollo gia descritto (5).

L'utilizzo della tecnica istochimica delle lectina per gli esami su impronta
abbiamo utilizzato lectine biotinate (Sigma Co) ed avidina D fluoresceinata
(Vector) secondo il protocollo descritto da Hedrick ¢ al (6).

Per lo studio immunoistochtmico abbiamo utilizzato 1’anticorpe Mabl2
secondo la tecnica indicata da Adams et al. (7) ed un anticorpo secondario
anti-topo da capra (Sigma Co.).

Infine, sta la lectina GS-I che "anticorpo Mabl2 sono stati incubati si-
multaneamente sulle medesime sezioni utilizzando come marcante fluore-
scente il complesso fluoresceina-avidina D (Vector) ed un anticorpo secon-
dario anti-topo marcato con rodamina (Organon Tecnika), rispettivamente

(8).

RISULTATI E DISCUSSIONE

Istochimica delle lectine

I risultati ottenuti vengono schematizzati nella Tabella 2.

Occorre innanzituito sottolineare come il PKCX presenta una positivita per
molti residui glicidici ad eccezione dell’alfa-Lfucoso (negativita per la lectina
UEA-I). Ci sembra inoltre intcressante notare come quasi tutte le lectine si
leghino alle cellule secondarie (PKX-CS) con un’affinitd minore rispetto a
quelle primarie (PKX-CP) (Tab. 2). La conoscenza della componente
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Tabella 2 - Distribuzione dei legami lectinict in reni di salmonidi affetti da PKD.

Lectina PRX-CP PRX-CS Linfociti Macrofagi Tubuli
renali

PNA + - +/- FRERY +++
Con-A +++ + ++ ++ ++

© DBA +/- - . - -
SBA +/- - . +/- ++
G5 e ++ . - 4
LEA ++ + +4+ +4+ 4+
LCA + . ++ +++ 4
PWM +4+ +4+ 4+ 4+ ++
RCA +4++ + 4+ FRra 44
WGA + - ++ +4+4 4
UEA - - - - - .

PKX-CP = Cellula primaria del PKX,; PKX-CS = Cellule secondaric del PKX

glicidica potrebbe divenire un utile strumento per la determinazione della
classificazione del parassita (9) e per la comprensione dei meccanismi
patogenetici in cui sono coinvolte sostanze glicidiche (10).

L’osservazione sicuramente piu interessante & rappresentata dalla quasi
esclusiva specificita della lectina GS-I per le cellule del PKX. Tale specifici-
ta & presente in tutte le specie di salmonidi osservate senza riguardo alcuno
alle aree di provenienza geografica, La stessa lectina riconosce il parassita
negli esami rapidi per impronta permettendo cosi una diagnosi precisa anche
quando la malattia non & clinicamente conclamata ed il basso numero dei
protozoi precluderebbe una loro osservazione diretta.

Infine, il legame fra lectina PNA e le principali cellule infiammatorie
(macrofagi e linfociti) potra essere utilizzato per valutare la reazione linfo-
macrofagica, responsabile secondo molti Autori della eliminazione del pa-
rassita dall’ospite (I1).

Tecniche immunoistochimiche

L’anticorpo monoclonale prodotto Mabl2 riconosce sia le forme
sporogoniche che quelle extrasporogoniche del PKX in tufte le specie di
salmonidi osservate. Inoltre, analogamente a quanto osservato per la lectina
GS-I (Tab. 2), il determinante antigenico contro cui reagisce I’anticorpo &
presente anche sulla superficie luminale dei tubuli renali. Questo fenomeno
permette di ipotizzare una identith o una stretta relazione tra recettore
lectinico per la GS-I ed il determinate antigenico del Mabl2.
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Questa ipotesi & uiteriormente rafforzata dai dati ottenuti con la doppia
marcatura: I'incubazione di sezioni di rene con PKX con la lectina GS-I
impedisce il successivo legame con I'anticorpo Mabl2 (8).

CONCLUSIONI

Le teeniche utilizzate hanno permesso una pit approfondita conoscenza
dei glicoceniugati del PKX ed un miglioramento nello studio quantitativo e
qualitativo su sezioni istologiche e negli esami rapidi per impronta delle fasi
del ciclo vitale del parassita. I risultati del presente studio e le prospettive
future che da esso scaturiscono possone cssere cosi schematicamente
riassunti:

I, La tectina GS-I rappresenta uno strumento specifico, economico ¢ di-
sponibile in commercio per diagnosi rapida, precoce e sicura della PKD nei
salmonidi e permette tnoltre valutazioni quantitative del protozoo .

2. La messa a punto di metodiche specifiche potrebbe risultare importan-
te per la determinazione delle prime forme infettanti del PKX ¢/o delle for-
me nell’ospite intermedio.

3, Pur esistendo diversitd quantitative fra le forme sporogoniche ed
cxtrasporogoniche del PKX, si osserva una comunanza antigenica fra i PKX
presenti in diverse zone geogratiche ed infettanti diversi specie di salmonidi.

4. FEststc una identitd o una stretta correlazione tra il recettore per la
lectina GS-I ed il determinantc antigenico dell’anticorpo Mabl2,

5. Infine, la produzione di un anticorpo monoeclonale specifico per 11 PKX
potra essere utilizzata per I’isolamente ad uno stato pil pure del parassita,
per una determinazione del titelo anticorpale dei pesci infetti e per la messa
a punte di un vaccino.
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CONTRIBUTO ALLO STUDIO DELLE
NEOPLASIE EPATICHE
NEI PESCI D'ALLEVAMENTO

CARAMELLI M., BOZZETTA E., PREARO M.,
BISSO M.C., ROTILI F. (*), GHITTINO C.

Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta (T0)
(%) - Medico Veterinario, S.M.A. Sri, Monticelli di Esperia {FR).

RIASSUNTO

La patologia neoplastica pit frequentemente descritta nel pesci € sicura-
mente quella relativa ai tumori epatici, la cui comparsa appare fondamental-
mente legata a fattori ambientali e dietetici. A tal proposito, presso le piil
rappresentative piscicolture italiane & stata condotta un’indagine sia sulle
specie dulciacquicole che marine: reperti riferibili a neoplasie epatiche sono
stati riscontrati esclusivamente in trota iridea (Oncorfiynchus mykiss) e
branzino (Dicentrarchus labrax).

L’epatoma della trota iridea, intcso come complesso di lesioni
proliferative comprendenti quadri pre-neoplastici e neoplastici, & risultato
gssere un reperto a bassa prevalenza, a conferma di quanto riportato in
bibliografia. Di un certo interesse & stato il riscontro di tale patologia, con
elevata frequenza e prescnza di quadri ad eveluzione maligna, in due popo-
lazioni di un allevamento dell’ltalia nord-occidentale.

Casi di colangioma e colangiocarcinoma sono invecc stati osservati in
riproduttort di branzino allevati presso una stazione di ripreduzione artificia-
le della Costa Tirrenica.

SUMMARY

The most frequently described ncoplastic pathologies in fish are hepatic
tumors, whose occurrence seem to be basically linked to environmental and
dietetic factors. To confirm this, a survey in the most representative Italian
fishfarms was carried out on both cultured freshwater and marine fish:
hepatic neoplasia were recognized only in rainbow trout {Oncorhynchus
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mykiss) and BEuropean seabass (Dicentrarchus labrax).

Rainbow trout hepatoma, considered as & complex of proliferative lesions,
comprising preneoplastic and neoplastic featurcs, was found to be a low
prevalence Tinding, confirming what referred in bibliography. Of some
interest is the report of this pathology, with a high occurrence and presence
of lesions with malignant evolution, in two stocks from a troutfarm of North-
Western Laly.

On the contrary, cases ol cholangioma and cholangiocarcinoma were first
observed in European seabass broodstock, reared by an artificial reproduction
station on the Tyrrhenian Coast.

INTRODUZIONE

Le neoplasie nei pesci rappresentano una patologia a carattere sporadico,
la cui comparsa & generalmentc correlata a fattori di lipo ambientale ¢
nutrizionale. I tumori di origine epiteliale risultano essere i pill [requenti, in
relazione alla maggiore esposizione di questa componente tissutale all’insul-
to di tali fattori (Roberts, 1989).

Le neoplasie epaticbe rappresentano le pit importanti forme tumorali nei
pesci allevati e sono state ampiamente descritte in diverse specie ittiche:
Parophrys verulus (Myers et al., 1987; Stehr e Myers, 1990),
Pseudopleuronectes anericanus (Murchelano ¢ Wolke, 1991), Oncorhynchus
myvkiss (Hueper ¢ Payne, 1961; Hendricks et al., 1984; Ghittino P, 1985;
Prearo et al., 1994), Salvelinus fontinalis (Ghittino P., 1985), Morone
americanus (May et al., 1987), Cyprinodon variegatus (Couch e Courtney,
1987). Sperimentalmente ¢ stato possibile indurre tali ncoplasie anche in
Oncorhynchus kisutch cd Ictalurus melas (Ghittino P., 1970).

E’ ormai accertato che i pesci prelevati da acque inquinate presentanc una
grande varietd di lesioni pre- e neoplastiche. Prima del 1965 risultavano
estremamente rare le segnalazioni di neoplasie nei pesci delle acque libere
(Masahito et al., 1988) ed attvalmente vi sono ancora scarsissimi dati sul
comportamento biologico e sul decorso clinico dei tumori nei pesci (Myers
et al., 1990),

Con il termine di “epatoma” & consuetudine definire ogni stato patologi-
ce del parenchima epatico, a partire dalla degenerazione vacuolare, alla
necrosi, fino ai veri e propri quadn tumorali (Ghittine P, 1985). In seguito al
reperto di quadri di “epatoma” nell’ambito di una popolazione di trote iridea
allevate presso un impianto dell’Ttalia scttentrionale, aventi una prevalenza
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assai pin elevata rispetto alla norma (Prearo et al., 1994}, si ¢ ritenuto utile
cffettuare ricerche piu approfondite sulle neoplasie epatiche delle specie itti-
che allevate nel nostro Paese, corrclandole, per quanto possibile, ad alcuni
aspetti eziopatogenetici.

MATERIALI E METODI

[ campionamenti sono stati eseguiti nell’ambito di diverse specie ittiche,
in soggelti di etd e pezzatura diversa, in 32 allevamenti distribuiti sul territo-
rio nazionale, durante il periodo autunno 1992 - autunno 1994,

La specic maggiormente studiata & stata la trota iridea (Oncorhynchus
mykiss), con monitoraggi presso 23 allevamenti variamente distribuiti sul
territorio nazionale, includendo impianti di grandi e piccole dimensioni,
aventi caratteristiche di conduzione diverse, ubicati su distinti bacini
idrogralici. Si & poi ritenuto opportuno effettuare prelievi in allevamenti dove
si utilizzano tipi di alimentazione differenzialc (mangimi commerciali, man-
gimi aziendali, diete miste con mangime commerciale integrato da scarti
della lavorazione del pesce}. In particolare sono state prese in considerazio-
ne 3 troticolture in Piemonte, 5 in Lombardia, 2 in Trentino Alto Adige, 3 in
Veneto, 3 in Friuli Venezia Giulia, 1 in Toscana, 2 in Umbria. | nelle Mar-
che, 1 nel Lazio e 2 in Abruzzo.

Altro salmonide costantemente monitorato & stato la trota fario (Salmo
trutia) con prelievi roulinari presso un singolo allevamento del Piemonte; la
maggiore selvaticita della specie ed il principale utilizzo per i ripopolamenti
infatti, fanno si che questa trota sia allevata in misura decisamente minorc
rispetto all’iridea.

Tra le specie dulciacquicole, & stata inoltre monitorata 1’anguilla europea
{Anguilla anguilla) in 3 allevamenti distribuiti in Piemonte, Lombardia e
Veneto; per quest’ultima, come dcl resto per quasi tulte le specie studiate, si
& proceduto a prelievi epatici ogni qual volta i campioni pervenivano al Cen-
tro per lo Studio delle Malattie dei Pesci dell’Istituto Zooprofilattico Speri-

-mentale del Piemonte, Liguaria € Valle d’ Aosta di Torino per le normali inda-
gini di laboratorio.

Anche il branzino o spigola {Dicentrarchus labrax) e 'orata (Sparus
aurata) sono stati oggetto di studio, con campioni provenienti essenzialmen-
te dall’Ttalia centro-meridionale e pit precisamente da 2 allevamenti in To-
scana, 1 nel Lazio, 2 in Puglia ed 1 in Sicilia.

Prelievi epatici sono infine stati cscguiti in altri pesci, anche se non con la
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necessaria regolaritd: pescegatto (Ictalurus melas), carpa (Cyprinus carpio),
salmerino (Salvelinus fontinalis), storione bianco (Acipenser transmonianus).

Dopo I’'esame anatomopatologico, sezioni di tessuto epatico sono state
fissate in formalina tamponata al 10%, incluse in paraffina € colorate con
Ematossilina Fosina, PAS, Sudan 111

Sono state inoltre condotte analisi sulla composizione dei mangimi, per la
determinazione di umiditd, ceneri, protidi greggi, lipidi greggi, estratlivi
inazotati. Sono stati valutati anche il grado di perossidazione e di acidita dei
grassi della razione (tramite metodo NGD €35-1976 ed NGD C10-1976), la
concentrazione di metionina {mediante idrolisi acida e valutazione del titolo
con I’ Aminoacid Analyzer), nonché la concentrazione di vitamina C {tramite
analisi cromatografica liquida ad alta risoluzione con metodica di Felton).
Inoltre si & proceduto a rilevare U'eventuale presenza di aflatossine, con me-
todica cromatografica tramite la tecnica ELISA (sensibilith di 5 ppb).

La presenza della vitamina C & stata ricercata anche a livello epatico,
prelevandoe fegati da individui a digiuno e trattandoli con acido metafosforico
al 2%, in rapporto di 1 gr/10 cc; il campione ha subito successivamente una
omogeneizzazione per circa 30", in condizioni di oscuritd ed a bassa tempe-
ratura ed una centrifugazione a 12.000 rpm a 4° C; il surnatante ottenuto &
stato poi filtrato (filtri di 0,45 p), valutando il titolo di ascorbato presente,
mediante HPLC con metodica di Felton,

RISULTATI

REPERTO ANATOMOISTOPATOLOGICO

Tra tutte l¢ specie esaminate, soltanto la trota iridea cd il branzino hanno
presentato quadri istologici riferibili a lesioni pre-neoplastiche ed a ncoplasie
benigne ¢ maligne.

* Trota iridea (0. mykiss)

Nella trota iridea 1 casi hanno interessato due allevamenti dell’Ttalia Nord
Occidentale. T reperti sono stati osservati soprattutto in trote di taglia supe-
riore al chilo ¢ sporadicamente in esemplari di taglia commerciale (400-350
gr)

Macroscopicamente, all’apertura della cavita celomatica, si potevano ap-
prezzare noduli protundenti sulla superficie epatica, di colorito bianco
giallastro, di dimensioni comprese fra i 4-5 mm ¢ fino a 3-4 ¢m, di consi-
stenza soda. Al taglio i noduli si approfondivano nel parenchima sottostante,

_rimanendo tuttavia ben delimitati.
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Su un totale di 474 fegati esaminati, 46 (9,7%), che macroscopicamente
non mostravano lesioni, erano istologicamente caratterizzali da aree di alte-
rata affinita tintoriale, con aspetti citologici appena lievemente alterati rispet-

- to al normale epatocita. Questi quadri, definibili come foci basofili, ecsinofili
e del tipo “ a cellule chiare *, sono stati descritti da diversi Autori come “foci
pre-neoplastici *“ (Hendricks et al., 1984; Myers et al., 1987).

In un soggetto {(0,2%) & stato osservato un quadro di adenoma
epatocellulare, caratterizzato da epatociti monomorfi, moderatamente
ipertrofici, con citoplasma spiccatamente basofilo, disposti in struttura
rosettiforme o cordoniforme.

In due esemplari (0,4%), il quadro istologico presentava aspetti decisa-
mente pin maligni: la normale citoarchitettura (ubulo-sinusoide appariva
completamente sovvertila, con presenza di cellule neoplastiche fortemente
basofile, irregolari per forma e dimensioni (alcune [usiformi), con diverse
mitosi. In uno dei due casi, la forte predominanza della componente
connettivale, che avvolgeva le strutture tubulari, ne configurava un aspetto
francamente scirroso.

* Branzino (D, labrax)

Nel branzino le lesioni neoplastiche sono state riscontrate soltanto in ri-
produttori di etd compresa tra 1 7 ed i 14 anni, allevati presso una stazione di
riproduzione artificiale della Costa Tirrenica. Su un totale di 180 pesci pre-
senti, tre esemplari venuti a morte presentavano fegati con evidenti altera-
zioni macroscopiche, caratterizzate da nodulini grigio-biancastri, di dimen-
sioni variabili tra il grano di miglio ed il pisello, di aspetto compatto, disse-
minati sulla superficie epatica.

Il reperto istologico & risultato in un caso (0,55%) riferibile ad un
colangioma, costituito interamente da elementi duttali biliari e stroma
connettivale. Le cellule apparivano di forma colonnare con citoplasma de-
bolmente eosinolilo e nuclei da rotondo ad ovalare.

In due casi (1,1%) il quadro istopatologico si presentava con aspetti di
maggiore malignitd, contraddistinto da profili tubulari irregolari, con atteg-
giamento invasivo nei confronti del parenchima circostante. Si osservavano
cellule neoplastiche di aspette pleomorfo, con nucleoli evidenti; il tessuto
libroso, che avvolgeva i tubuli, si presentava talora in quantitd minime, talo-
ra formava tralci abbondanti: in questi casi, ¢ stata posta la diagnosi di
colangiocarcinoma, Nel parenchima circostante si poteva apprezzare un nu-
mero cospicuo di centri melano-macrofagici, aumentati anche nel volume e
spiccatamente positivi alla colorazione PAS e Sudan IIL
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ANALIST CHIMICHE

Per quanto rigvarda le analisi chimiche, eseguite sia sul mangimi com-
merciali che su quello aziendale, entrambi vtilizzati per il ruzionamento del-
le trote al momento del riscontro della patologia, non & emerso nulla di si-
gnificativo relativamente alla ricerca di allatossine (assenti), al valore di aci-
ditd ed al numero di perossidi (nella norma); selo nei mangimi aziendali ¢ a
livello dei fegati di trota iridea con questi alimentate, la presenza di vitamina
C & risultata incostante (valori da 20 a 60 ppm circa); metionina ¢ colina
crano inoltre presenti in concentrazioni non ottimali nella dicta (rispettiva-
mente | mg/gr e 4 mg/gr di mangime} (Prearo ct al., 1994).

CONCLUSIONI

L’insieme delle lesioni pre-ncoplastiche e neoplastiche epatiche rilevate
nel nostro studio, rispecchia quanto descritto in bibliografia per 1 pesci delle
acque libere (Hendricks et al., 1984; Myers ct al., 1990). T quadri
istopatologici hanno presentato aspetti del tutto sovrapponibili a quelli os-
scrvati in pesci ¢ piccoli roditori da csperimento sottoposti ad
cpatocarcinogeni {Hendricks et al., 1984).

Dalle nostre osscrvazioni, la presenza nelle trote iridea di una vera e pro-
pria sequenza di eventi patologici, quali foci pre-ncoplastici, quadri
ncoplastici benigni e maligni, suggerisce un’eziologia di natura tossica. Il
danno iniziale & sicuramente di tipo degenerativo-necrotico, al guale segui-
rebbe una proliferazione compensatoria, di tipo rigenerativo; poi compari-
rebbero foci ad alterata affinita tintoriale, considerati come vere e propric
lesioni pre-neoplastiche (Hendricks, 1984),

Neoplasie epatiche sono state descritte non solo nella trota iridea (Wood
e Larson, 1961; Ghittino P., 1970), ma anche in molte altre specie di pesci
allevati e delle acque libere (Hendrichs ct al., 1984; Myers et al., 1987; May
et al., 1987; Couch ¢ Courtney, 1987; Stehr ¢ Myers, 1990; Murchelano e
Wolke, 1991). Nei pesci allevati, lc aflatossine prodotte da Aspergillus {lavus
e contaminanti i mangimi, sono da ritencrsi al primo posto tra 1 carcinogeni
{Ghittino P, 1985). Nel nostro caso le analisi tossicologiche eseguite sul
mangime al momente del riscontro della patologia, hanno escluso tale possi-
bilita; va comunque lenuto conte che potrebbe essere stata sufficicnte
un’esposizione di breve durata nei primi stadi di allevamento (fase di accre-
scimento), per determinare 1o sviluppo successivo dei tumori. Anche 1 trau-
mi subiti durante la manipolazione, potrchbere aver giocato un rnolo fonda-
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mentale nell’evoluzione a neoplasia di un tessuto gia fortemente degenerato.

Per quanto riguarda i tumori epatici del branzino, non ci ¢ stato possibile
spingerci oltre la semplice scgnalazione, anche se le ipotesi
cziopatogenetiche parrebbero sovrapponibili a quelle prese in considerazio-
ne per la trota iridea.

E’ noto che i pesci possono rappresentare un valido medello di
carcinogencsi, in modo particolare in aree pesantemente contaminate da tos-
sici ed inquinanti potenzialmente carcinogeni. La presenza di tumori nelle
popolazioni di pesci destinate all’alimentazione umana deve destare allarme,
non seltanto in quante indicativa di un habitat acquatico fortementc compro-
messo dal puntoe di vista dell’inquinamente, ma anche per il rischieo implicito
per la salute umana {(Ozonoff & Longnecker, 1991). A questo proposito va
comunque ricordato che diverse sostanze responsabili di tumori net pesci
vengono complcltamente metabolizzate, come accade per escmpio per gl
idrocarburi poliaromatici, 1 quali non raggiungono i tessuli umani attraverso
la catena alimentare, come dimostrato da Malins et al. (1983). D’altro canto,
composti poco degradabili e metabolizzabili, come i PCB (policlorobifenili),
il DDT od i metalli pesanti, rappresentano un reale pericolo in questo scnso
{Ozonoff & Longnecker, 1991). Sarchbe quindi auspicabile I'approfondimen-
to dell’indagine sui potenziali cancerogeni prescnti nelle parti edibili dei pe-
sci con neoplasia, valutandone il rischio relativo.
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INTRODUZIONE

La Pasteurellosi ittica, conosciuta anche con il nome di
“Pseudotubercolosi”, ¢ una malattia provocata da Pasteurella piscicida, bat-
terio Gram negativo appartenente alla famiglia delle Pasteurellaceae, che
colpisce specie ittiche marine sia selvatiche che allevate. La malattia & stata
segnalata per la prima volta in Italia nel 1990, con numerosi episodi in alle-
vamenti e valli da pesca del Nord Adriatico (Ceschia et al., 1990, 1991;
Doimi et al., 1991). Essa ha provocato ingenti perdite economiche nell’alle-
vamento intensivo del branzino (Dicentrarchus labrax). La presente ricerca,
al fine di approfondire le conoscenze sulla patogenesi e sul quadro
istopatologico indotto dalla Pasteurellosi nel branzino, si propone di provo-
care sperimentalmente le forme acuta e cronica della malattia, monitorandole
nella loro evoluzione con 1'ausilio di tecniche istologiche e
immmunoistochimiche.

MATERIALE E METODI

Yasche, condizioni ambientali, pesci. .
Le prove di infezione sono state condotte in vasche di 140 I nelle quali
venivano mantenute le seguenti condizioni ambientali: ricambio d’acqua 1,5-
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2 V/min.; ossigenazione; condizionamento termico dell’acqua in entrata (24-
28° C); pH tra 8,0 e 8,4; saliniti tra 33 e 38 %. I pesci provenivano da un
allevaimento intensivo presente in regione.

Batteri utilizzati per I’infezione.
Ceppi di Pasteurella piscicida isolati da recenti episodi di malattia ed
identificati mediante Galleria API come 20E200 5004, a 20-25°C.

Modalita di infezione.

a) Prima prova di immersione (1-IM). 111 branzini di 50 g immersi in
vasche contenenti sospensione batterica con titole 3x10° ufe/ml per tempi
diversi: 15" (36 soggetti), 30" (38 soggetti) e 60" (37 soggetti).

b) Seconda prova di immersione {2-IM). 60 branzini di 70 g immersi per
30" in vasche contenenti sospensione batterica a diverso titolo: 2.5x10%,
2.5x10% e 2.5x10 ufe/ml (20 soggetti cd).

Reisolamento batterico.

Da fegato, milza e rene di pesci morti spontaneamente e/o campionati
durante le prove 1-IM e 2-IM sono state effettuate colture su BHA+NaCl 2%
per il reisolamento di P. piscicida.

Istologia.

Gli esami istologici sono stati effettvati su pesci morti spontaneamente e/
o prelevati, secondo schemi diversificati per le 2 prove (viene considerato
giorno O quello in cui & stata effettuata 1’infezione).

I-IM): campionamenti a 30', 60', 6h, 10h, 23h, 34h, 4° e 5° giorno dal-
I"infezione (2 soggetti cd.).

2-IM): campionamenti periodici al 19%, 69° ¢ 84° giormno dall’ infezione,

Dai pesci sono stati prelevati 1 seguenti organi: fegato, milza, rene ante-
ricre, cuore, stomaco, intestino, branchie, muscolo, talora cute, cervello,
gonadi e occhio. I campioni sono stati fissati in formalina tamponata al 10%,
inclusi in paraffina e processati con le comuni tecniche istologiche. Sezioni
di 5 p ottenute al microtome, sono state colorate con Ematossilina Eosina
per I’osservazione al microscopio.

Immunoistochimica.

Su parte delle sezioni istologiche & stata applicata una tecnica
immunoistochimica per evidenziare la presenza di P, piscicida. La metodica
in breve ¢ la seguente: 1) incubazione con antisiero primario anti P. piscicida
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ottenuto da coniglio (dil. 1:1000/1:3000); 2} incubazione con anticorpo
biotinilato di capra anti-coniglio (DAKQ, Milane) (dil.1:100); 3) trattamen-
to con complesso avidina-biotina perossidasi (DAKO, Milano); 4) sviluppo
della reazione in 3,3'- diaminobenzidina (,04%) (Sigma, Milano).

RISULTATI

Mortalita

Per quanto riguarda la 1-TM tutti i pesci sono deceduti entro il 6° giorno
dall’infezione. All’aumentare dei tempt di esposizione, il picco di mortalita ¢
risultato pill precoce, rilevandosi al 3°giorno per esposizione (E) = 60 min,
al 4°giorno per E = 30 min, al 5°giorno per E = 15 min, Nel caso della 2-IM
non & slato rilevato alcun decesso in seguito al trattamento.

Lesieni macroscopiche

Nella 1-IM i branzini mostravano evidenti alterazioni macroscopiche: la-
melle branchiali conglomerate e di colore chiaro, fegato con punteggiature
emorragiche, splenomegalia, emorragie diffuse agli organi interni e alla cute,
piccole lesioni cutanee circolari di tipo erosivo. Nel caso della 2-IM i
campionamenti non hanno evidenziato alcuna lesione anatomopatologica.

Esamc battericlegico
Nel caso della prova 1-IM, I’esame colturale effettuato da milza, fegato e
renc ha permesso di reisolare P. piscicida.

Lesioni istologiche

Istologicamente, nel caso della prova 1-IM, 30" e 60' dopo 1' esposizione
i soggelti prelevati presentavano unicamente una modesta congestione
splenica, cui si aggiungeva, 6 h e 10 h dopo I'infezione, un infiltrato
flogistico in corrispondenza del bulbo arterioso cardiaco. 34 h dopo I’espo-
sizione iniziava il coinvolgimento delle branchie, con iperplasia e fusione
delle lamelle sccondarie, e della milza, con comparsa di piccole arec
necrotiche e focolai batterici al centro delle stesse. A partire dal 2° e 3° gior-
no fegato, rene ¢ milza cvidenziavano alcune colonic batteriche ed aree di
parenchima necrotico; le lamelle branchiali presentavano modesta fusione e
necrosi; inoltre si osservava sfaldamento della mucosa gasirica ed intestinale
con evidenti colonie battcriche presenti anche nella sottomucosa e sierosa. Il
cuore evidenziava arce necrotiche con batteri. I1 cervello, fortemente
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congesto, presentava focolai batterici internamente ai vasi. In concomitanza
venivano rilevati piccoli focolai batterici net muscoli scheletrici. Al 4° gior-
no dopo I’esposizione nella milza, nel rene e nel {egate le aree necrotiche
apparivano numerose e invase da colonie batteriche; 1a necrosi e lo sfalda-
mento dell’epitelio gastrice ed intestinale risultavanc imponenti. Per quanto
concerne la 2-IM, dall’esame istologico condotto sugli organi di alcuni sog-
getti campionati 69 e 84 giormt dopo l'infezione si rilevavano alterazioni
trascurabili.

Immunoistochimica
1 risultati relativi alla localizzazione immunoistochimica dei batteri ven-
gono descrittt in Tabella 1.

Tab. 1- Localizzazione immunoistochimica di B piscicida negh organi dei branzini infertati.

tempo infercorso

dall’esposizione 1-1M 1-IM 1M 1M THM | 21m
10k 34 h 2 3 4 |69 e84
giorni | giorni | giorni | giorni
milza + {*) + + +
cuore + - i*) + +
stomaco/intestino ++ ++ + + +
fegato - - + + +
rene . - + + +
branchie + + [*) + + -
muscolo/cute - {*} + {*] + [*)
cervello {*) - {*) + [* [*)

+ = presenza di balteri;
- = assenza di batteri;
[*]= non lestato.

DISCUSSIONE

Nella presente indagine la mortalita riscontrata durante la prova 1-IM
raggiunge i massimi livelli verso il 4° giorno; entro il 6% giorno tulti 1 pesci
sono venuti a morte. In tempi desunti dalla letteratura, la mortalith appare
dopo 3-7 giorni come nella ricciola {(Wakabayashi et al., 1977) e dopo 70 h
in spigole americane infettate per via intraperitoneale con 1x107 cellule
batteriche (Allen e Pelczar, 1967). 1l quadro anatomopatologico qui riportato
& assimilabile a quello desunto in letteratura in caso di Pasteurellosi acuta
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del branzino (Ceschia ct al.,, 1990; Quaglio ct al., 1991; Santagada et al.,
1991). Le lesioni cutanee di tipo crosivo, da noi descrille, sono state osserva-
te soltanto nella ricciola giapponese da Egusa (1993), mentre nei branzini
sono state cvidenziale solo aree discromiche pilt chiare (Quaglio et al., 1991).
Per quanto concernc evoluzione delle lesioni e la localizzazione del batte-
rio, entro le prime 10 h dall’infezione lo stomaco, l'intestino, il cuore, la mil-
za e le branchie sono gli organi pit precocemente coinvolti. A 34 h nella
milza compaiono le prime lesioni necrotiche, nelle quali perd non si rinven-
gono ballerl. Al 2° e 3° giornoe si osserva la vera e propria diffusione
scilicemica del batteri che vengono rinvenuti in numeros! organi. fra i quali:
branchic, fegalo, renc, cuore, milza, intestino, stomaco, muscolo ¢ cervello.
[ fenomeni necrotici sono molto estesi. Al 4° giorno sono ancora evidenti le
alteraziom branchiali, dove si osservano batteri immunopositivi, mentre nel-
la milza si fanno pit gravi le lesioni necrotiche. Quesii visultati sembrano
indicare nello slomaco ¢ intestino gli organi pi@t precocemente coinvoltl dai
batleri. Tali organi potrebbero costituire una importante via di entrata dell'in-
fezione nel branzino, contraddicendo quanio precedentemente riportato da
Kawahara e Kusuda (1989) ncl caso della ricciola, ovvero che durante I'espo-
sizione per immersione in sospensione batlerica le branchic costituiscono la
pitt probabile via di penetrazione dell’inlezione, Nella 2-TM la situazione &
stata molto diversa, infatti le basse concentrazioni batteriche utilizzate sono
state incapaci di scalenare una forma acuta di malattia ¢ non hanno determi-
nalo 'insorgenza di lesioni tipiche della lerma cronica di Pasteurellosi. Ap-
parc comunque intercssante il rinvenimento, 84 giorni dopo 'esposizione
(Tah.1), di batteri immunopositivi all’interno di alcune cellule di tipo
macrolagico nella milza. Verrebbe in tal modo dimostrata con una tecnica
immunoistochimica la permaneneza di Ppiscicida in organi di pesel venuti a
contatlo con la malattia ed apparentemente sani. Situazione, questa, gia pro-
speltata in passato da Egusa (1993) ¢ Nelson el al. (1989), che potrebbe con-
fermare ['esistenza di pesci “carrier”, potenzialmente molto pericolosi per la
permanenza ¢ la diffusione della malattia negli allevamenti.
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NOTE A MARGINE DI ALCUNE LESIONI
PARASSITARIE DELLA
MUSCOLATURA DEL PESCE SPADA
(XIPHIAS GLADIUS)

GELMETTI D.*, MANFREDI M.T.**, CAMMARATA G ***

* Istitwio Zooprofilaitico Sperimentale della Lombardia ed Fmilia “B. Ubertini", Brescia
**  [stituto di Patologia Generale Veterinaria, Milano
ek Jotituio Anatomia Patologica Veterinaria e Patologia Aviare, Milano

Il pesce spada (Xiphias Gladius) & notoriamente soggetto a diverse
infestazioni parassitarie correlate all” ambiente marine in cui vive
(Grabda,1991).

Le lesioni parassitarie del muscolo, nella maggior parte dei casi, sono
repertate in modo occasionale sopratutto dal venditore dettagliante in quanto
questo pesce, nel circuito commerciale all’ingrosso, viene venduto intero e
molte delle lesioni suddette non sono immediatamente riconoscibili all’esa-
me della superficie corporea. (Pellegrino et al.,1987).

In questa nota sono ricordate tre delle pitt comuni parassitosi profonde
della muscolatura del pesce spada, cosi come si presentano all” osservazione
nel momento in cui esso viene tranciato a fette. La descrizione di tali reperti
ci & parsa utile in quanto contribuisce a spiegare |’aspetto delle lesioni come
fenomeno interattivo tra reazione ospitale e ciclo vitale del parassita. Coloro
che non abbiane acquisito una diretta esperienza possono infatti trovare dif-
ficoltd a reperire adeguate fonti d’informazione e documentazione in propo-
sito,

I reperti qui descritti riguardane casi di parassitosi muscolari del pesce
spada sostenuti da: Pennella instricta Wilson 1917 (copepode), Molicola
horridus (larva plerocerca di Cestode Trypanorhynca), Maccalumtrema
xiphiados (sin. Didymocystis xiphiados) (trematode).

Le lesioni muscolari da

** PENNELLA INSTRUCTA sono state da noi osservate in esemplari di
Xiphias Gladius pescati nel mar Mediterraneo . Il reperto pili comune era
rappresentato da formazioni nodose molto consistenti, biancastre, elissoidali
o cordoniformi, con diametro massimo di circa 4-5 cm incluse nella profon-
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dita delle masse muscolari, ben delimitate ¢ faciimente asportabili . Alla se-
zione presentavano struttura cava a parete rigida (di spessore fino ud | em),
di aspeito lardaceo (Fig. 1 A). La cavitd interna era occupata da una porzione
di corpo parassitario di cui era riconoscilbile I'involucro chitinoso a sezione
tubulare. L'esame di numerosi campioni di muscolo permetteva di rinvenire
corpl parassitari pit o meno incompleli e di ricostruire in base a questi la
morfologia del parassita intero. In questo ultimo si distingueva una porzione
cefalo-toracica in forma di tozzo cilindro con disco anteriore ricoperto di
sporgenze verrucose, disposte in archi concentrici. Sulla superficie ventrale
di questo tratto si riconoscevano, meglio sc con aiute di un microscopic
slereoscopico, 4 paia di arti pigmentati, regrediti a piccolissime dimensioni.
Dalla porzionc cefalo toracica si dipartivano duc lunghe appendici
corniformi, leggermente arcuate ¢ divergenti con apice u volle pigmentato,
rosso-bruno. Il tronco del parassita, anch’esse di forma tubulare e di diame-
tro molto simile a quello delle appendici corniformi descritte, appariva spes-
s0 interrotto e solo in rari casi affiorava alla superficic cutanea . La parte
sporgente all’esterno (Fig. [B), quando presente, aveva diamctro maggiore
ed assumeva un aspelto scgmentato, pseudometamerico. Il tratto terminale,
di colore nero, era fornito di filamenti laterali ramificati a guisa di penna e
dalla sua estremita piti caudale si dipartivanc due sottili e lunghe sacche
ovigere filamentose. Le dimensioni dei parassiti rinvenuti (circa 20 csempla-
ri) variavano considerevolmente, facendo registrare lunghezze comprese tra
2 e 8 em, esclusa la porzione sporgente esternamente, di solito mancante. La
reale lunghezza del parassita intero poteva essere conseguentemente stimata
tra i 6124 cm. [ pennellidi, come altri copepodi, sono a sessi separati, ma
solo la femmina si comporta come parassita . Non ¢ ben noto quali siano le
sue dimensioni nel momento in cui penetra nell’ospite definitivo, tuttavia la
diversa dimensione degli esemplari rinvenuti (Fig. 2} sembra dimostrare che
essa si accresce per un certo tempo all’interno delle masse muscolari del
pesce. Appare anche evidente che il parassita conclude in questa sede il suo
ciclo vitale. Infatti, pressoché nella totalitd dei casi osservati esso era com-
pletamentc circondato da una spessa capsula connettivale quale espressione
di una reazicne infiammatoria di vecchia data mentre, come dimostrato an-
che all’esame istologico, le uniche parti del parassita conservate erano costi-
tuite dall’esoscheletro, cssendo pressoche completamente autolisato ogni suo
altro tessuto organico.

Va dunque sottolineato che il veterinario ispettore, nella maggioranza dei
casi, pud osservare esternamente soltanto una lesione cutanca di modeste
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Tig. 1 - Xiphias gladius infestazione muscolare da Pennclla instrueta,
A Porzione cefilica del parassita racchiuso in una spessa capsula connettivale;
I3: Porzione caudale fibera del parassita infissoe nella cure,

Fig, 2 - Esemplari femminili incomplet di Pennella instructa estratli da musculatura di
Xiphias gladius. 81 nott la diversita di dimensioni,
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dimensioni sotto forma di un forellino di 2-3 mm di diamctro, con margine
interno rivestito da una sottile pellicola chitinosa. Profondamente, nelle mas-
se muscolari, si trova invece, di solito, una spessa capsula connettivale del
diametro fino a 3 o 4 cm, contenente I'esoscheletro del parassita morto. cir-
condato da materiale necrotico, in parte calcificato.

In base alla nostra esperienza, sembra che attualmente, Ic infestazioni del
pesce spada da parte di Pennella instructa, ancorché poco segnalate, non
siano rare nel mar Mediterraneo {Brian, 1906, Penso,1950).

** MOLICOLA HORRIDUS: anche i reperti riferibili a questa parassitosi
del pesce spada sono considcrati piutiosto comuni (Pellcgrini, 1984,
Grabda,1991; Manfredi 1993). Nella pratica, il parassita ¢ visibile, all’esame
della superficic di sezioni trasversali della muscolatura, sotto forma di
striaturc biancastre confondibili con venature di grasso o con tratti di vasi di
piccolo calibro. Solo con notevole difficolti ¢ possibile scparare 1l parassita
dalla circostante muscolatura, che presenta aspetto normale e colore rosco,
attenuato (Fig. 3). Ncl muscolo il parassita si trova in posizione incurvata ad
U o un pé spiralizzata. Il corpo del parassita isolato si presenta di colorce bian-
co perlaceo, lungo da 2,5 a 3,5 em., a sezione rotondeggiante, del diametro
di 2-3 mm, pit sottile anteriormente. Lo scolice & munito di 4 proboscidi o
trombe ciascuna armata da una serie di uncini, che vanno riducendosi verso
la sommita. I caralteri generali del parassita e quelli particolari, come la di-
sposizione degli uncini, utili alla sua corretta identificazione sono rilcvabili
all’esame microscopico. All’esame istologico sezioni del parassita sono state
evidenziate tra fasci di fibre muscolari prive di alterazioni significative, ma
talvolta & stato possibile riscontrare anche gli equivalenti di una (logosi
interstiziale diffusa, accompagnata da alterazioni delle miolibre, di estensio-
ne e gravitd ben pitt notevoli di quanto sospettabile all’esame macroscopico.
In questi casi la reazione cellulare infiammatoria era maggiormente adden-
sala attorno al corpo del parassita e lungo il tragitto migratorio dello stesso
(Fig. 4,

A commento di questo reperto va rilevato che la lesione passa il pin delle
voltc inosservata o, addirittura, il pallore delle masse muscolari che ad essa
s1 accompagna, viene considerato, nella credenza popolare, un indice di mi-
glior qualitd, Che Molicola horridus sia capace di provocare gravi lesioni
muscolari a carattere inflammatorio e regressivo & stato del resto dimostrato
anche in altre specie ittichc (Mola mola) da Pellegrini et al., 1984, E’ dunque
una fortuna che guesto parassita non sia patogeno per I'uomo perche, non
solo la sua presenza e quella della miosite da esso indotla non sembra deter-
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Fig. 5 - Xiphias ghulius, infestazione muscolare da Maccalumiremi xiphiados . Benché
adlincenti, J¢ cisti parassitarie sono separate ¢ conlengono ciascuna un solo parassiti.

minare [o scadimento delle qualith organolettiche delle carni, ma paradossal-
mente, sccondo il guste di taluni, le mighorerchbe,

¥t MACCALUMTREMA XTPHTADOS (sinenimo DIDYMOCYSTIS
XIPHIADOS ): confomemente a quanto risulta dalla letteratura {Panebianco
et al, 1994), anche nel nostro materiale questa parassitosi & risullata pit rara
delle precedenti. Le nostre osservazioni si riferiscono pertanto a due sol
esemplar di pesce spada pescato nel Mediterranco.

All’esame esterno, 'unico reperto apprezzabile cra quello di una o pin
protrusioni a calotta slerica, poco rilevate sulla superlicie cutanea integra,
con base di diametro di circa 2-3 ¢m, situate posteriormente agli opercoli in
posizione toracica. Incidendo la cute si cvidenziavano cisti di diametro fino
a 4-0 cm a parcte sottile, ma non trasparente, completamente chiuse, con
gualche piceolissima sporgenza superficiale. Le formaziont cistiche si rica-
vavano uno spazio nella muscelatura sottostante restando comprese tra que-
sta ¢d il sottocuie (Fig. 5). Il muscolo, localmente compresso, cra in parte
atrofizzato. All'interno della capsula di contenimento st osservava un Corpo
parassitario, complessivamente globoso, molle, di colore giallo-arancio, pit
grigiastro in superficie, formate da una struttura complessa a lobi
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Fig. 6 - Maccalumtrema xiphiados
A: parassita isolato: & visibile la masse orca costituita
prcvalentemente dall’utero pieno di
B: tratto cefalico rinventhile al centro del parassita (k).




multilamellati, connessa ad una sottile membrana semitrasparente, conver
gente al centro della massa corporea del parassita, dove cra rinvenibile un
tratto cefalico, lungo 2-3 mm, affusolato, percorso da un canale spiraliforme
visibile per il contenuto giallastre (Fig. 6). Tra le strutture lamellari erano
comprese, e localmente concentrate, strutture tubulari ramificate di colore
bianco. In alcuni casi le formazioni cistiche descritic contenevano il parassi-
ta morto e degenerato, ridotto ad un ammasso amorfo di materiale giallastro,
poltaceo mentre poteva apparire piil consistente la reazione ospitale
demarcante,

Il Maccalumtrema Xiphiados & come noto un trematode e, come tale, un
ermafrodita completo. La morfologia del parassita ¢ stata dettagliatamente
descritta da Leoni ct al. 1988. La parte posteriore, pitt voluminosa del suo
corpo ¢ costituita dall’apparato genitale comprendente testicoli doppi,
tubulari e, principalmente, un grosso utcro rigonfio, molto lungo,
circonvoluto e pieno di uova. La parte anteriore del corpo, molto breve, vi-
sibile solo con qualche difficoltad, meglio se con I'aiuto del microscopio
stereoscopico, € percorsa da esofago, intestino e dal tratto terminale dell’ute-
ro e porta alla sommita il poro genitale cd una piccola ventosa orale.

Le uova, abbondantissime, all’esame microscopico a fresco appaiono
ovali, opercolate, con asse maggiore di circa 20 micron, ¢ sono per lo pib
embrionate, Se tra le uova ve ne sono di aperte, si osservano anche miracidi
liberi ovoidali, in cui si distingue una parte cefalica, separata dal resto del
corpo, duc volte pill lungo, da una strozzatura anulare. Il miracidio & munito
di appendici craniali ¢ caudali.

La lesione imponc una toelettatura delle parti colpite, che viene anche in
questo caso eseguita dal venditore dettagliante per motivi piu estetici che
igienici, trattandosi di un parassita non patogeno per I'uomo ¢ in tal modo
molti reperti sfuggono completamente all’osservazione del veterinario. For-
se anche per questa ragione, il ciclo biologico del Maccalumtrema xiphiados
non & ancora ben conosciuto ¢ mancano notizie circa le lesioni iniziali
rilevabili al momento dell’infestazione (Panebianco et al. 1994). E’ pure
ogeetto di discussionc come il parassita, alloggiato in una nicchia tessutale
completamente chiusa, possa eliminarc all’csterno le sue vova per il prose-
guimento del ciclo vitale della specic.. Si ritiene che il pesce, perche si libe-
rino lc uova, debba necessariamente morire cd andare incontro a disfacimen-
10 od essere predato. Le attuali conoscenze potranno forse esserc migliorate
attraverso uno studio piu sistematico ed approfondito del parassita e della
suz capsula, nonché delle circostanze che, a volte, ne determinano la morte
nci tessuti dell’ ospite.
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A commento generale sulle osservazioni e considerazioni esposte voglia-

mo per ora soltanto ribadire che, cosi come per molti altri reperti, anche pet
le pii note parassitosi muscolari del pesce spada, la collaborazione tra ispet-
tori, parassitologi ed anatomo-patologi veterinari pud portare ad una valuta-
ztone pitt completa del problema in virti di un approccio multidisciplinare.
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DERMATOPATOLOGIA COMPARATA DEI
TELEOSTEI

MANERA M., BIAVATI S.

Istituto di Patologia Generale ¢ Anatontia Palologica Veterinaria, Bologna

RIASSUNTO

Il tegumento dei teleostei, pur essendo strutturaimente assimilabile a quel-
lo di qualsiasi altro vertebrato, presenta delle caratteristiche anatomico-
funzionali che le sono propric. Si differenzia in modo particolare nell’epi-
dermide che € mucogenetica. Analogamente le modalita reattivo-difensive
del tegumento presentano alconi aspetti peculiari, E' stata quindi elaborata
una tabella volta a valutare Vequivalenza tra Icsioni istologicamente
dimostrabili nel tegumento dei teleostei a quelle rinvenibili nei mammiferi.

SUMMARY

The telcosts integument is stroctured like that of other vertebrates but
presents some anatomic and functional featurcs, mainly in its upper stratum,
the epidermis which is mucogenic. Likcwise the defensive and reuactive
integument patterns display particular aspects. So a table was drawn in order
to compare the histologic integument lesions of teleosts with those ol
marmmalian.

INTRODUZIONE

Al pari di ogni vertebrato i tclcostel (osteitti o pesci ossei) possiedono un

L]

tegumento costituite da cute o da “annessi”' cutanci. Pur essendo la struttura

13 o gquesta sede iF terming di “annessi culanci™ viene usate impropriamente, dal inomento che, tra-
dizionalmente, con questo lerming st destenano e produxioni epidermiche (peli ed unghic nei mammite-
i) ¢che non trovano un divetio rscontro nei teleostei, Col termine di “unnessi cutanei™ intenediamo, in
questa sede, le diverse specializzaaoni e produzioni della cute, nella sua porzione cpidermica (ghiandole
pluricellulan, fotofori) ¢ dermica (squame cicloidi ¢ ctenoidiy. Sinon, per inciso. che nei pesci cartilagingi
L squana di tipo placoide & nella sua porzione pit esterna costiluita da smalio di derivazione cetodermicy
{epitelio adamantined, Listogenesi di questo tipo di squama presenta delle analogie con I'istogencsi dei
denil dei vertebrati.
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cutanea dei teleostei assimilabile per conformazione a quella di qualsiasi al-
tro vertebrato - consta di una epidermide, un derma ed un ipoderma - presen-
1a delle caratteristiche peculiari di queste raggruppamento tassonontico - con
notevoli variazioni specie-specifiche - che rappresentano 1'adattamento di
questi esseri viventi al loro habitar acquatico,

L’epidermide dci teleostei - anche chiamata nell’anguilla mucosa
epidermica (Saglio et al., 1988) od cpidermide mucogenetica (l.conard e
Summers, 1976) - presenta probabilmente le maggiori modificazioni
adattative richiamando, a motivo dell’abbondante secrezione mucosa, le
mucose dei vertebrati.

Peculiari sono, quindi. le modalith reattivo-difensive del tegumento dei
teleostei con aspetti tipicamente rinvenibili, non selo a carico dell’epidermi-
de dei mammuiteri, ma anche a carico delle mucose dei vertebrati (Manera,
1992).

CENNI DI STRUTTURA DEL TEGUMENTO DEI TELEOSTET

Si ¢ gia accennato al fatto che il tegumento. od apparato tegumentario,
dei teleostei consti di vna cute e dei relativi “annessi” cutanei, che nei
teleostei di interesse veterinario sono, fondamentalmente, rappresentati dalle
squame. Allre specializzazioni cutanee rinvenibili nci ieleostei sono ghian-
dole produttrici di veleno, fotofori, ghiandole adesive, cce... (Nicol, 1969,
Patt e Patt, 1969, Yokote, 1982),

L’epidermide dci teleostei, oltre a secernere mucina (mucine neutre, ed
acide quali sialo- e solfomucine) ad opera delle cellule mucose - agsimilabili
a cellule caliciformi - e delle cellule epiteliali superficiali, & caratterizzala
dal fatto di essere mitoticamente attiva ad ogni livello, pur essendolo mag-
giormente a livello di strato soprabasale (Kranz et al., 1980, Manera ¢
Biavali, 1994). Percio le cellule epiteliali, anche detle contenenti filamenti a
motivo dell’abbondanza in filamenti intermedi di citocheratine (Mancra,
1992; Manera e Biavati, 1994), vengono chiamate malpighiane?® indipenden-

23 Nei marmnifen Pepidermide ¢ formata, dal basso verso Ualto, da uno sirate basale o germinativo,
da uno strato spineso, da uno strato granuloso, da uno strato lucido - presente nelle vone prive di peli - e
da uno straio corneo che desquama nella porzione pid esterna. Llinsicnie costituiio dallo strato basale o
perminativo ¢ da quello spinoso prende il nome di straio malpighiano ed & caralierizzaio da numerose
figure mitotiche. Pereid Paggettivo “malpighiance”, rilerito alle cellule epidermiche dei teleostel & volto a
sotolineare le capacith mitoliche delle stesse, non, guindi, I"appartencnza ad une strate malpighiano.
Infatti alla luce del fatto che le cellule epidermiche dei teleostei sono mitoticamente attive ad ogni livello,
'epiderniide intera dei telcostel dovrebbe essere assimilata ad uno straco malpighiano.
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temente dallo strato di apparicnenza. L epidermide consta, infatti, di tre stra-
ti: basale, intermedio, superficiale. Lo strato basale ¢ costituito da cellule
cpiteliali prismatiche alte specializzate nella giunzione alla membrana basa-
le sottostante; quello intermedio - comprendente il c.d, strato soprabasale - &
costituito da cellule malpighiane costituenti un reticolo nel quale si rinven-
gono cellule mucose, cellule clavate, cellule granulari cosinefile, melanotori,
macrofagi contenenti melanina, leucociti, cellule dendritiche, cellule a cloruri
- queste categoric sono variamenle rappresentate a seconda della specie, del
sesso, dell’eta, dello stato fisiologico, parafisiologico, patologico (Manera,
1992); quello superficiale & costituito da cellule epiteliali squamose ed in
alcuni pesci ed in particolari distretti anatomici secernono la c.d. cuticola,
secrezione glicoproteica di aspetto fibroso all’vltrastruttura (Whitear e Mittal,
1984}, impropriamente assimilata dai pit allo strato mucoso che riveste I’ epi-
dermide di qualsiasi teleosteo.

1l derma si compone di due porzioni: un derma lasso, immediatamente al
di sotto della membrana basale dermo-cpidermica, contenente le tasche delle
squame costituito da tessuto connettivo lasso; un derma compatto, al di sotlo
del primo e sopra I'ipoderma, costituito da tessuto connettivo compatto, con
fibre collagene parallele tra loro ed alla superficic ¢ fibre trasversali di anco-
raggio alla membrana basale. In letteratura vi & un po’ di confusione circa la
localizzazione reciproca di questi tessuti - Stoskopt (1993) riporta il derma
compatlo sovrastante quello lasso, Patt ¢ Patt (1969), riferendosi ai
ciclostomi, parla di un derma comprendente uno strato fibroso esterno ed uno
composto da cellule adipose “areolari” interno - & ¢id & verosimilmente lega-
to alle notevoli differenze interspecifiche - i alcuni pesci non vi ¢ netta di-
stinzione tra i due tipi di derma - cd alla presenza nei pesci di un ipoderma
povero in cellule adipose e ricco in fibre collagene con I'aspetto di lessuto
connettivo lasso sovrapponibile ad un derma lasso.

Lipoderma dei teleostei, non svolgendo funzioni metaboliche nei con-
fronti dei lipidi, non ha I’aspetto del pannicolo adiposo dei mammiferi, pos-
sedendo, invece, una struttura connettivale lassa con voluminesi adipociti
interposti.
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CENNI SULLE MODALITA REATTIVO-DIFENSIVE DEL TEGUMENTO
DEI TELEOSTE!

1 vari tessuti che compongono I"apparato tegumentario dei teleostei sono
in grado di reagire e difendersi da vari tipi di aggressione, ad opera di mec-
canismi in comune con I'apparato tegumentario degli altri vertebrail ed in
parte propri dei teleostei. Piu interessante da questo punto di vista sono |
meccanismi reattivo-difensivi espressi dall’epidermide mucogenetica.

In linea di massima ogni tipo cellulare che entra a far parte di quel com-
plesso reticolo dinamico che & epidermide dei teleostei € in grado di mani-
festare iperplasia. Si repertano, quindi, iperplasie o, comunque, aumento di
numero (per accorsa dal sottostante derma) delle cellule malpighiane, delle
cellule mucose, della componente leucocitaria autoctona e di derivazione
dermica, dei melanofori. L'iperplasia delle cellule mucose, una sorta di
metaplasia mucosa, pud essere accompagnata da discrinic con modificazio-
ne chimica del secreto mucoso e rappresenta una generica reazione a stimoli
irritativi chimico-fisici. Con la persistenza dello stimolo irritativo si assiste,
di norma, a pit profonde modificazioni epidermiche, con iperplasia delle
ccllule malpighiane e riduzione di quelle mucosc. Questi aspetti soltolineano
la plasticita dell’epidermide dei teleostei in grado di modulare le proprie
popolazioni cellulari in relazione agli stimoli cui pud andare incontro ed
hanno suggerito il termine di “reticolo dinamico™ rilerito alla stessa cpider-
mide (Manera, 1992).

L'cpidermide manifesterebbe una spiccata immunitd locule ancora poco
conosciuta ¢ denunciata da una polimorla popolazione leucocitaria residen-
te, ed una attiva sintesi anticorpale. T teleostei possiedono, inoltre, un

3 Tale reticolo dinamice disparrebbe di due interfacee. La pib superfictale & rappresentata dallo stra-
to epiteliale superticiale con e sue produzioni mucose efo cuticolart ¢ media eli interscambi con 'am-
biente acquatico: la pit interna & rappresentala dalio strato basale e dalla soniosiante membrana basale ¢
media gl interseambi con il sottostante derma. Qualsiasi variazione di queste due interfacee siripercuote,
in cascata, sul reticolo dinunico, cosicehé queste interfacce possono essere ulilizzate come veri ¢ propr
indici della solierenza del reticolo epidermico. Mentre nei manmmileri {a necrobtosi delle cellule
epidermiche & accompagnata da madificazioni dell’espressione dei glicoconiugatt di membrana, con
reattivitd particolar per ogni strato, i non si rscontra nei teleostei. perlomeno nell anguilla (Manera.
19924, La monotona espressione dei ghicocontugati di membrana cambia, oei teleostei, o livello di stralo
pib superficiale, a sottolincare IMimporianza del glicocalice (cell coat} nella biologia cellutare & Ta
specializzazione delle sirato pio superficiale nel mediare | critici rapporti con 'ambiente acquatico
{Mancra, 19923, Lo strato basale & anch’esso oliremodo specializzato nel senso di garantire 1adesione,
per il tramite della membrana basale, al derma sottostante, ma, nell’anguilla non si discosta
istochimicamente datio strato intermedio (Manera, 1992}, Solo pit approfonditi studi istochimici,
immunoistochimiei, immunocitochimici ed ultrastrutiurali permetieranng di capire pio a fondo € nel vari
aspetti la biclogia dell’apparate wgumeniario dei teleosted.,
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polimorfo repertorio di difese umorali aspecifiche rappresentato da proteina
C reattiva, lisozima, tripsina, dal complemente (via alternativa), da
agglutinine, lisine, precipitine, transferrina, ceruloplasmina, metallotioneine,
interferone (Ingram, 1980, Alexander e Ingram, 1992). Molle di quesle so-
stanze si rinvengono a livello di muco epidermice (Ingram, [980). Viene di
scguito riportata una tabella comparativa fra le lesioni istologicamente
rinvenibili a livello cutanco sia nei mammiferi che nei teleostei con e va-
rianti che quest’ultimi manifestano. Non vengono riportate le lesioni che,
presenti nei mammiferi, non trovane riscontro né per analogiy, né per
omologia, né per assimilazione nei telcostei.

TABELLA DI EQUIVALENZA (PER ANALQGIA, OMQOLOGIA O PER SEMPLICE
ASSIMILAZIONE) TRA LE ALTERAZIONI [STOLOGICHE CUTANEE DEI MAMMI-
['ERI E QUELLE DEI TELEOSTE]

(Dedoita da Ferguson, 1989 e da Muller el al., 1989}

MAMMIFERI TELEQSTEI

EPIDERMIDE Ipercheratosi. C.d. iperplasia della cuticola con o sen-
za metaplasia mucosa. In condizioni
paratisiclegiche nei maschi def ciprinidi
nel periodo riproduttive con precise lo-
calizzazioni: tubercoli nuziali.

Discheratosi. Discrinta? [shift da sialo a solfomucine}.
Metaplasie squamosa e mucosa.
Iperplasia fregolare, Iperplasia delle cellule epidermiche [re-
iregolare, papillata, golare, papillata, pseudocarcine.
psevdacarcinomatosa) matosal; iperplasia delle cellule muco-
Ipoplasia e atrofia. se (melaplasia mucosal, iperplasia del-

la popolazione leucocitaria residente.
Frequente I'iperplasia dello strato
soprobosale e di quello intermedio
{assimilabile all'acantosi dei mammife-
).

4) In questa sede non si vuole alfermare che la discheratosi, imperfetta od anormale cheratinizzazione
dei cheratinociti dei mamumilerl, corrsponda (unzionalmente alla discrinia della mucosa epidermica dei
teleosted, Infaiii, mentre questTultima rappresenta una risposta di norma adattativa a stimoli fritativi
vara natura, Ta prima rappresenta una risposta disadanativa (difetto della progressione ncerabiotica dei
cheratinociiiy che si aceompagna a diverse denmatosi inhiammatonic. 51 iratia di ona semplice assiimilazio-
ne derivante dali’ipotetica proporsone ipercheratosis iperplasia della cuticola = discheratosi: diserinia,
Probabilimente, la presunta inetaplasia squamosa der teleoste s avvicing di pid, lonzonahmeate parlando,
alla discheratosi der warminiiert, Inlani anche in questo caso sioassiste ad un’alierazione della normale
sirutiura epidermica nelle parti pio superlictali per alicrala maturasione degh elementi cellulan in essa
conlenuli.
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DERMA
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Necrosi.
Spongiosi [edema
intercellulare).

Degenerazione idropica
fedema intracellulare).

Acantolisi.

Esocitosi.

Microvescicole, vescicole,

bolle.

Iperpigmentazione.

Ipopigmentazicone,

Crosta

Patologie a carico del
collagene

Fibroplasia, fibrosi,
sclerosi.

Ipoplasia ed atrofia.

Necrosi,

Spongiosi. Molto frequente ed accom-
pagna invariobilmente le clterazioni
della barriera osmolica, nonché le for
me dermatitiche con infiltrazione
epidermica.

Degenerazione idropica. E' indice di
gravi alterazioni dello barriera
osmotica.

Acantolisi. Si reperta anche frequente-
menle la perdita di adesione delle cellu-
le basali con lo sottestante membrang
basale con formazione di lacune. A se-
guito di spongiosi si rinvengono frequen-
temente vescicole al di sopra o nell'am-
bito dello strate basale.

Esocitosi di elementi eritrocitari,
levcocitari dat soltostante derma forman-
fi anche delle micro-raccolte.
Microvescicole, vescicole, bolle. A se-
guito di acantolisi, spongiosi, degenere-
zione idropica. Le bolle tendono facil-
mente all'erosione.

Di nerma V'iperpigmentazione coinvolge
maggiormente i melanociti dermici.
Istkslogicamente si pud, comunque, os-
servare in talune silvazioni patologiche
un aumento della popolazione di
melancfori in sede epidermica. Inolire si
possono repertare macrofagi repleti di
melaning in questa sede.
Lipepigmentazione si riscontra a carico
dei melanofori dermici.

Lanalage della crosta & rappresentato
dafla c.d. iperplasia della cuticola con
I'incorporazione di detrili celtulari, e di
altra origine {materiale in sospensione
nell'acqua, patogeni, essudati].

Nei teleostei si riscontrano: atrofie,
distrofie, calcificazioni, degenerazioni.
Le dermatili croniche sono carafterizza-
te da abbondante tessute di
granutazione reticole-istiocitario e
fibrovascolare e quindi si repertano i
quadri di fibroplasia e fibrosi. A motivo
delle notevoli capacita rigenerative dei
tessuti dei teleostel minore, anche se
presente, & il fenomeno di riparazione



IPODERMA

Papillomatosi.

Incontinenza pigmentaria.

Edema.

Degenerazione mucosa,
mucoide, mixoide.

Patologie a carico def vasi.

Uipoderma dei mammiferi
{sottocute, pannicolo adiposo)
manifesta le patologic del
collageno e vascolari descritle
per il derma con in pio le
patologie infiammalorie e
necrotiche che gli sono proprie
senza il coinvelgimento delle
strutture sovrastanti.

per granulazione con la formazione fi-
nale di lessuto cicakriziale {sclerosi].
Papillomatosi. Si riscontra in corso di
processi neoplaslici e iperplastici del-
{'epidermide e flogistici a carico del
derma.

le cellule del teleostel contenenti pig-
menti melanici o psevdo-melanici
fmelanociti, melanofori, melanoma-
crofugi] presentano la caratteristica di
degranulare in risposta o diversi stimoli
patogeni e "stressogeni”.

U'edema dermico pud avere nei leleostei
una duplice origine. Qualsiasi alterazio-
ne della barriera osmolica di pesci
dulciacquicoli comporta, per gradiente
osmotico, I'imbibizione del derma da
parte di acqua.

Per fenomeni flogistici, ma anche di
mancato drenaggio linfatico si pud ave-
re trasudazione/essudazione. Nei
teleostei la linfo drenante dol muscelo e
dalla cute supera, per volume, di quat-
tro volte lu massa emalico ed, incltre, lo
linfa dermica roppresenta 1780% di
quella.

lsole di tessuto mixoide sono state de-
scritte in corso di fibromi e fibromixomi
e caralferizzano i mixomi.

Nei leleostei si rinvengono: eclasie,
degenerazioni endoteliali {degenerazio-
ne idropical, ialinizzazione, necrosi
fibrinoide, vasculili, trombosi, emorra-

gie.

Lipoderma dei teleostei & alquanto di-
versa da quello dei mammiferi, non svol-
gendo questo lessuto importanti funzio-
ni nel metabolismo lipidico. Sulla com-
ponente adipocitica prevale una compo-
nenle conneftivadassa. A mofivo dell’ab-
bondante vascolarizzazione, I'ipader-
ma & sede di processi flogistici acuti e
cronici, normalmente associati a
patologie dermiche o muscolari.
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MODIFICAZIONI POSTMORTALI
DEI TELEOSTEI

BIAVATI 5.

Istituro di Patologia Generate ¢ Anaromin Patologica Veterinaria, Bilogna

La parola necroscopia indica una serie sistematica di operazioni che il
tecnico professionista esegue sull’organismo prive di vita, con lo scopo di
rilevare le alterazioni tessutali presenti in esso, per stabilire la causa della
morte, dopo aver compiuto un'osscrvazione tanatologica, ciog precisata la
cronclogia dei fenomeni abiotici. Evidentemente questa definizione si appli-
ca nell’esecuzione di un esame necroscopico nei mammiferi ed ha un dupli-
ce scopo: riscontro diagnostico e indagine medico-legale. Nelle piccole spe-
cie e nei pesci d’allevamento, in particolare, la necroscopia viene impiegata
anche per fini diagnostici e terapeutici. In quest’ultimo caso i pesci sono
vittime di una morte improvvisa e in buono state di salute, eccezion fatta per
soggetti colpiti in vita da malattie di ogni tipo, quindi ¢ necessario conoscere
la tecnica autoptica e soprattutto sapere eseguire un esame tanatologico indi-
spensabile per formulare una diagnosi anatomo-patclogica e/o un giudizio di
tipo ispettivo e igienico sanitario. Per 'esecuzione di un esame autoptico nel
pesce considereremo con esiremo interesse i fenomeni abiotici consecutivi,
conservativi e trasformativi, del tutto sovrapponibili a quelli che si manife-
stano nel mammiferi. Nel pesce, rispetto ai mammiferi, i fenomeni post-
mortali compaiono e scompaiono pit velocermente rispettando 1a stessa cro-
nologia. Detti fenomeni come nei mammiteri sono condizionati da: stress,
temperatura, agenti chimici e batterici ¢ la loro manifestazione avviene nello
stesso ordine cronologico descritto per gli animali e I’'uomo. Non deve mera-
vigliare il terminc necroscopia applicato nell’esecuzione di un csame accu-
rato di un pesce, questo si deve interpretare come esame autoptico in positi-
vo o meglio esame necroscopico escguito in soggetti sani, oppure, per fini
diagnostici, in soggetti malati ancora in vita € sacrificati sul tavole anatomi-
co. Il sacrificic dei pesci sani o malatl da csaminare, dal punto di vista
anatomo-patologico, deve cssere fatto immediatamente prima di escguire la
necroscopia perché a temperatura ambiente | fenomeni litici in alcune specie
iniziano entro i primi 10 mmuti dopo la morte. Prima di iniziare I'esame
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necroscopico di un soggetto negli animali domestici € necessario eseguire il
segnalamento e conoscere il nome del proprietario dell’animale. Nei pesci &
necessario conoscere la specie, il luogo in cui sono stati allevati o pescati e
se sono di importazione, conoscerne la provenienza. Ognuno di questi dati
ha valore ai fini dell’esame autoptico. Ci sono malattie o zoonosi proprie di
determinate specie o che colpisconc prevalentemente determinate specie
come ad es. Anisakidosi nei pesci azzurri, anguillicosi nell’anguilla e tuber-
colosi nei tonni. Ci sono pesci provenienti dai mari tropicali che in certi pe-
riodi dell’anno scno velenosi. Eseguito detto segnalamento si procede quindi
all’esecuzione di uno o pill esami necroscopici in soggetti scelti dal medico
veterinario con oculatezza e professionalita. L' ordine da seguire nel pratica-
re un esame autoptico € i} seguente: esame estemo del pesce, palpazione delle
masse muscolari e dell’addome, esame interno ¢ infine prelevamento dei
pezzi per esami di laboratorio (strisci a fresco, colorati con metodi
nucleoplasmatici, esami batteriologici, biologici, istologici, chimici, TEM).
L'eventuale conservazione dei tessuti in azoto liquide non permette un’ age-
vole esecuzione di esami istologici o istochimici.

ESAME ESTERNO:

Si inizia osservande e descrivendo i caratteri generali del corpo del pesce
con un esame obiettivo generale: colore del tegumento e delle scaglie se pre-
senti, conformazione generale dello scheletro, consistenza dei musceli e di
massima importanza &, verificare "odore del prodetto in esame. Si procede
quindi all’esecuzione di un esame obiettivo particolare: capo, dorso, addo-
me, crifizi esterni, cavita branchiale, branchie, occhi e pinne. Durante queste
osservazioni si debbono considerare e rilevare i seguenti fenomeni abiotici
consecutivi: rigiditd cadaverica, autolisi, evaporazicne, tensione del bulbo
oculare e macchie ipostatiche addominali. La comparsa della rigidita
cadaverica ¢ strettamente connessa con i fenomeni biochimici che si susse-
guono dopo la morte dei pesci, molto simili a quelli che st manifestano nei
muscoli dei mammiferi commestibili;

|. Esaurimentc delle riserve energetiche del muscolo, in particolare
dell”’ ATP.

2. Formazioni di legami irreversibili tra actina e miosina.
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3. Abbassamento del pH a valori prossimi ai P1.(punto isoelettrico) delle
proteine, sia per accurmilo di acido lattico, che per la presenza di ioni H
provenienti dall’idrolisi dell’ ATP. Al P.1. le proteine perdono la capacita
di ritenzione idrica.

4. Liberazione di iom Ca dal reticolo sarcoplasmatico e dagli enzimi
lisasomiali, che avviano le reazioni autolitiche,

Merita una particolare descrizione la degradazione post-mortale dei
carboidrati. Nei mammiferi ¢ in particolare nel muscolo del coniglio, pare
agiscano due alfa amilasi e tre glucosidasi capaci di degradare il glicogeno.
Le alfa amilasi degradano il glicogeno a oligocassaride e le glucosidasi fa-
rebbero degradare quest’ultimo -in glucosio. Pud essere che altri tipi di
glucosidasi agiscano direttamente sul glicogeno per trasformarlo in glucosio.
Nei muscoli dei pesci invece la degradazione idrolitica del glicogeno non &
nota in quanto & un fenomeno che avviene in modo molto pill complesso che
nei mammiferi Infatti ricerche eseguite con glicogeno radioattivo hanno di-
mostrato che nei muscoli dei pesci operano dei meccanismi fosforolitici e
idrolitici che non determinano evidenti variaziom muscolari. Ne consegue
che questo capitolo di interesse enzimologico rimane completamente da chia-
rire per quanto riguarda la demolizione enzimatica post-mortale del
glicogeno presente nei muscoli dei pesci.

1l pesce appena pescato ha consistenza soda e presenta una certa flessibi-
lith che scompare in tempi rapidi per il sopraggiungere della rigidita
cadaverica. Questa si manifesta con il graduale irrigidimento di tutti i mu-
scoli, & un’onda che inizia dai muscoli masseteri e percorre longitudinalmente
tutto il corpo dell’animale fino alla pinna caudale. Dopo un certo tempo di
rigidith totale goesta si dissolve a partire dagli stessi musceli dai quali & ini-
ziata, ed & molto evidente nei pesci di piccola taglia, mentre nei pesci lunghi
& meno apprezzabile. Nei pesci di pregio congelati o surgelati & possibile a
volte constatare la rigidita cadaverica all’atto dello scongelamento. In questo
cuso il fenomeno ha breve durata. Evidentemente & necessario precisare che
il rigor mortis come si manifesta nei mammiferi compare solo nei pesci piat-
ti, perché nei pesci rotondeggianti (sgomberi, alici, sarde, naselli ecc.) la ri-
giditd cadaverica compare nello stesso momento in tutto il corpo e si mani-
festa come un rassedamento uniforme. In queste specie il fenomeno si risol-
ve iniziando dai muscoli della testa verso i muscoli della pinna caudale dove
persiste per molto tempo. L'evaporazione dei liquidi interstiziali e corporei
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in un erganismo prive di vita & dipendente dalla temperatura esterna e dalla
ventilazione. Nei mammiferi la temperatura corporea svela il periodo di tem-
po trascorso dopo la morte, perché abbassandosi, dopo 36 ore, al massimo,
uguaglia la temperatura ambiente. Nel pesce che durante la vita ha la stessa
tempcratura dell’acqua in cui vive e quindi una temperatura spesso pill bassa
dell’ambicnte aria, nel momento in cui viene pescate, passa ud una tempera-
tura ambiente maggiore, di conseguenza i fenomeni di evaporazione si mani-
festano pilt velocemente. Detti fenomeni avvengono anche se il pesce viene
conservato ad una temperatura di 3-5°C. Pin ¢ bassa la temperatura ambientc
che accoglie il pesce piu il rigor compare con maggior precocita. Infatti ne-
gli sgomberi conservati a 2-3°C nel 50% dei casi il rigor compare dopo 10/,
mentre a temperatura ambiente di 24°C la rigidith & completa in tutti i sog-
getti dopo 2 ore. Col trascorrere del tempo la pelle diviene secca e al tatto,
speeic nei condroitti, scivela sul muscolo sottostante. A causa dell’evapora-
zione spcsse nei pesci azzurri la pelle si rompe a livello addominale aprendo
cosi una porta di ingresse ai batteri terricoli di irruzione ambientalc.

ESAME DELL’OCCHIO

Normalmente I"occhio del pesce appena pescato si mostra brillante, lu-
cente, cenvesso con globe oculare teso. Detti caratteri permangono per 24-
48 ore a 3°C. Col passare del tempo, dope la morte, anche se il pesce € con-
servato in ambiente a bassa temperatura, compare una velatura, poi con I’cva-
porazicne il globo oculare perde tensione ¢ diviene opaco ¢ infine con la
putrefazione 1’ecchio divienc concave e mostra per trasparenza delle mac-
chie nere (macchie di Sommer dei mammiferi) ed & ricoperto da una patina
mucosa grigiastra. In questo momento sone trascorsi sette giorni dalla morte
e 1l pesce, pur conservate ad una temperatura di 3-5°, & in avanzate state di
putrefazione. E’ necessario ricordare che i pesci congelati o surgelati debbo-
no mostrare 1'occhic con bulbo teso e di colore bianco opaco che rimane tale
anche dopo I'avvenuto scongelamente del pesce. Infatti per legge il pesce
deve essere congelato freschissime, quindi "occhio deve essere ancora ripie-
no di liquido endo-oculare.

ESAME DELLUADDOME

Lo state di incipiente putrefazione si pud verificare anche notando delle
macchic blu verdi nella regionc addeminale che corrispondonc alle macchie
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ipostatiche. Sono un segno abiotico molto importante nei mammiferi e pos-
sono indicare I'avvenuto spostamento del cadavere. Nei pesci sono macchie
rosso-verdastre che compaiono nell’addome depigmentato e sono prodotte
dai fenomeni litici intestinali. Lintestino € a contatto con la paretc
addominale. Con la risoluzione del rigor mortis inizia nel pesce il periodo
della frellatura, ciot si accentuano i fenomeni trasformativi postmortali. Sono
fenomeni molto rapidi che a 3°C si manifestano dalle § alle 30 ore dopo la
morte,

ESAME DEL MUSCOLO

L’abbassamento del pH nelle masse muscolari € minore che nei muscoli
degli animali da macello da 7 a 6,2. Cid conferisce al muscolo del pesce una
maggiore instabilita microbiologica. Le reazioni enzimatiche a carico dei
numerosi composti azotati non proteici e dell’ acido lattico, iniziano precoce-
mente rendendo i caratteri organolettici, col passare del tempo, sempre pil
scadenti. I principali responsabili della putrcfazione sono i microrganismi
presenti sulla cute, sulle branchie ¢ nell’intestino, 1 quali, risolta la rigidita
cadaverica e venute meno le difese naturali del pesce, si moltiplicano ed ini-
ziano a invadere i tessufi. I fenomeni autolitici sono abatterici ¢ hanno im-
portanza marginale nella putrefazione. Un particolare fenomeno catabolico
che avviene dopo la morte &€ la conversione autolitica e batterica dell’ATP in
ipoxantina, con formazione di ammoniaca. La determinazione
dell’ipoxantina costituisce uno dei pitt validi indici di freschezza del pesce.
Gradualmente I’aspetto dell’animale da brillante diventa opaco, 1’occhio da
vivo a vitreo diviene opaco, le branchic cambiano di tonalita di colore, da
rosso vivo a rosso-marrone poi rosso-verdastro.

L’ODORE (segno abiotico scnsoriale molto importante) varia da grade-
vole di fresca salsedine a quello acre di pesce che si acutizza sempre di pi.
Infatti ’esame visivo ¢ tattile deve essere integrato da quello olfattivo. Certo
¢ un esame professionalmente poco estetico e quindi andrebbe eseguito nel
caso in cui gli altri esami lascino dei dubbi nel giudicare la freschezza del
pesce. Il vero e proprio odore di pesce si percepisce dopo 24 ore dalla morte:
inizialmente & tenue, poi sempre pilt acuto ¢ cosi rimane per 5-0 giorni se il
pesce & stato conservato in condizioni ottimali. Insorgono successivamente
altri odori sgradevoli che vanno dal scmplice odore stantio al tecaloide pas-
sando aftraverso una gamma di odori indicati come: acido dolce, di frutta,
frescume, di fieno, ammoniacale, ecc. Evidentemente col comparire dei sud-
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detti odori il pesce non pud pill considerarsi commestibile. Le reazioni
putrefattive vere e proprie iniziano in questc momento, ma il valore com-
merciale del pesce & ormai diminuito. L’invasione microbica delle masse
muscolari & in rapporto alla carica microbica iniziale (secondo alcuni dati sul
pesce tresco sono presenti da 10° a dieci” batteri per cm*di superficie oppure
per ogni grammo di contenuto intestinale), & in rapporto al medo e alla dura-
1a di conservazione e viene rallentata dalle basse temperature. Nelle specie
grasse (pesce azzurro, salmone, ecc.) si sovrappongenc fenomeni di
irrancidimento a carico dei lipidi spesso insaturi. L'irrancidimento avviene
anche a basse temperature ed & il principale problema del pesce refrigerato
durante 1 primi giorni di conservazione, prima che i fenomeni putrefattivi
abbiano il sopravvento. L’irrancidimento avviene progressivamente anche nel
pesce congelato e surgelato. L' ossidazione dei lipidi pud interessare anche il
pesce magro parzialmente toelettato (eviscerato, in filetti e decapitato) a cau-
sa della facile penetrazione dell’ossigeno nei tessuti. I sistemi enzimatici
microsomiali, in presenza di ferro, catalizzano, la perossidazione dei grassi;
detto fenomeno pertanto avviene pil rapidamente nei muscoli rossi che nei
bianchi. Per accertare lo stato di freschezza del pesce, prima di ricorrere ad
analisi chimiche e batteriologiche che richiedono molto tempo per 'esecu-
zione si deve eseguire un vero e proprio esame auloptico per rilevare con
metodo tutte le modificazioni post-mortali che si susseguono nel tempo onde
poter esprimere una valutazione tecnico-sensoriale che & rapida e di facile
esecuziene. Si tratta dunque di eseguire metodologicamente un protocolle di
indagine che non pud essere eseguite diligentemente da chi non conosca la
tecnica autoptica e la diagnostica cadaverica del pesce. Il protocollo di inda-
gine & riportato nella tabella 22.2, valida per tutti i Paesi membri della CEE
(Reg. 33/89) che suddivide in base alla freschezza i pesci in quattro catego-
rie di cui solo le prime tre ammesse al commercio. Per I'ammissione al con-
sumo dei soggetti appartenenti alle tre categorie ammesse al commercio &
sempre necessario eseguire un esame necroscopico applicando quelle
manualitd e quei rilievi che solo la tecnica necroscopica pud fornire.
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PATOLOGIA DEGLI ORGANI DI MOVIMENTO
DEL CAVALLO
(Le fratture delle ossa lunghe)

MASETTI L.#*, JOECHLER M.**

* fstinuto di Patologia Speciale e Clinica Chirurgica Veterinaria, Bologna
*2 Ricercatore # Dottorando Jdi Ricerca in Ortopedia degli animali domestics

INTRODUZIONE:

Turner, McIlwraith e Stashak, nella I'Va edizione. dell> “ADAMS’ LA
7ZOPPICATURA NEI CAVALLI” di Ted S.Stashak (1990), trattano della pa-
tologia degli organi di movimento in tre capitoli per un totale di 486 pagine.
Questi Autori, fra le righe, si dicono convinti di non avere comunque trattato
I’argomento nella sua completezza,

Micheletto (1980), a proposito delle malattie chirurgiche degli apparati e
dei sistemi, alla Sez.] - apparato locomotore -, suddivide ’argomento nei
seguenti cinque capitoli:

- 1) patologia del tessuto osseo e delle ossa;

- 2) patologia del disco epifisario;

- 3) patologia delle articolazioni;

- 4) patologia dei tendini e delle guaine sinoviali;

- 5) patologia dei muscoli.

E’ evidente quindi che in questa sede non sia possibile aftrontare la pato-
logia degli organi di movimento nella sua totalita, seppure succintamente,
ma sia necessaria la scelta di un tema circoscritto e trattarlo, nei limiti del
possibile, in maniera pt approfondita.

Abbiamo preferito I’argomento delle tratture, poiché presso la Clinica
Chirurgica Veterinaria di Bologna, negli uftimi anni, & stato sviluppato un
Piano di Ricerca sulla “osteosintesi delle fratture delle ossa lunghe del caval-
lo”.

Cio ¢ stato possibile grazie all’evoluzione delle tecniche ortopediche di
fissazione interna ed esterna o combinate {Fackelman 1982, Brooker 1979,
finalizzate alla guarigione (cicatrizzazione) per prima intenzione tramite un
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processo di ossificazione di tipo Haversiano (Barone 1974, Micheletto 1980)
e grazie ai progressi della Anestesiologia Veterinaria (Auer 1992).

PATOLOGIA:

La frattura rappresenta una alterazione anatomica (Mensa 1942,
Micheletto 1980) in seguito ad un evento tranmatico; quest’ultimo costitui-
sce la causa diretta o secondaria a fattori predisponenti. E’ noto come infatti
in seguito ad un trauma, pill 0 meno violento, possano manifestarsi alterazio-
ni anatomiche e funzionali. Il meccanismo patogenetico si estrinseca tramitc
forze che vengono esercitate sul segmento o sui segmenti ossei per “torsio-
ne”, “compressione”, “flessione”, “rotazione”, *distensione” e “associazione
di una o pil delle succitate componenti”. Quali fattori predisponenti vengo-
no citati: osteodistrofie, alterazioni ormonali, somministrazione
indiscriminata di farmaci, eta, processi infiammatori, cisti, ncoplasie,
surmenage cronico, ecc.. Altri fattori, quali I’anatomia funzionale degli arti,
il tipo di andatura in rapporto al lavoro svolto, la conformazione - attitudine,
I’allenamento a cui viene sottoposto il soggctto che rendono 1'animale adat-
to al lavoro da svolgere, rappresentano quella somma di “fattori intrinseci”
al soggetto stesso, che lo rendono pitt 0 meno passibile degli effetti del tran-
ma, Esistono anche dei “fattori estrinseci”, che possono influire sulla
patogenesi dell’evento, da soli o concomitanti ai precedenti. Tra questi sono
considerati la natura e il tipo di terrenc su cui viene svolto il lavoro ¢ Ic ca-
ratteristiche del tracciato su cui il lavoro dovrd compiersi. Le fratture
posssono presentarsi come - complete - quando 'osso perde la sia unita e
risulta scomposto in frammenti distinti, e incomplete - quando ’osso pur
scontinuato con interessamento di un versante della compaitta, mantiene la
sua individualita per I'azione di contenimento della compatta opposta rima-
sta integra (incrinature, infrazioni, fessurc). Possono essere semplici o com-
plesse {con schegge), comminule {se vi sono numerose piccole schegge),
chiuse ed esposte (Mensa 1942, Micheletto 1980, Cheli 1988}, Concomitanti
alle fratture possono rilevarsi artriti e artrosi traumatiche, distensioni-distra-
zioni articolari, rotture legamentose, tendinee, muscolari, sinoviti, ecc. (Cheli
1988).

MATERIALI E METODI:

La nostra esperienza sul trattamento delle fratture delle ossa lunghe si
riferisce a 23 cavalli, dei quali 16 trottatori, 6 da sella ed 1 pony, dell’eta dai
2 giorni agli 11 anni, di cui 14 maschi e 9 femmine (Tab. I}. Le fratture per
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|'arto anteriore erano a carico di radio (9}, ulna (1), metacarpo (2} e per [’ ar-
to posteriore di femore (1), tibia (5), metatarso (5). Quattro fratture erano
esposte, 19 chiuse, 1 incompleta, 9 semplici, 13 complesse (Tab. II). Gli in-
terventi sono stati effettuati in anestesia generale gassosa. In rapporto al tipo
di frattura e alla mole del soggetto, sono state applicate tecniche di
osteosintesi per fissazione interna, esterna, mista. La fissazione interna & sta-
ta impiegata in 9 casi, in 9 I'esterna e in 5 la mista (Tab. II).

Per la fissazione interna ¢ stato impiegato materiale A.O. (Associa-
zione per lo studio della Osteosintesi - Europa}, A.S.LF. (Associazione
per lo Studio della Fissazione Interna - USA) consistente in viti da trazione
corticali e da spongiosa, placche a compressione dinamica, placche da
neutralizzazione; in taluni casi somno stati impiegati degli infibuli
centromidollari con chiodi di Kuentscher. La fissazione esterna & stata rea-
lizzata con |'impiego di fissatori originali I.O.R. (Istituti Ortopedici Rizzoli)
appositamente costruiti per cavalli e per puledri a configurazione fissa
(Bignozzi 1982}, un fissatore per uso umanc di Stuhler-Heise a configura-
zioni variabili applicabile preferibilmente solo in puledri (Bignozzi 1985,
Busetto 1984, Gnudi 1981), tutori “artigianali” costruiti con chiodi di
Kirschner, ferule di lega leggera e bendaggi di fibra di vetro.

RISULTATI

Dei 23 cavalli, 8 hanno presentato un decorso post-operatorio normale, in
seguito al quale sono stati dichiarati clinicamente guariti. 15 hanno presenta-
to delle complicanze costituite da avulsione o roftura di alcune viti, che non
hanno interferito con il normale processo di ¢icatrizzazione, pur ritardando-
lo. In 2 casi di fratture complicate, fra quelle nelle quali era coinvolta anche
I’articolazione, & comparsa anchilosi. In un caso si & manifestata osteomielite.
In 6 casi la sintesi non ha offerto i requisiti necessari per una guarigione,
tanto che si & constatata la non-unione, che ha imposto un nuovo intervento
con 1"adozione di un diverso sistema di fissazione. In 2 casi si & verificata
recidiva, uno ¢ stato immmediatamente rioperato. In 1 caso il soggetto ha
presentate complicanze renali probabilmente legate a riassorbimento di tos-
sici, causa il coinvolgimento di vaste aree muscolari nel focolaio traumatico.
Infine 1 soggetto, durante il normale decorso clinico, ha presentato un’infe-
zione enterica salmonellare.

Quattro animali sono deceduti, 1 per salmonellosi, 1 per nefrosi, 2 sono
stati soppressi a causa di “rifratture”. Per gli altri la guarigione clinica & stata
definita dalla compatibiliti con la vita, seppure in presenza di deformita, alla

ripresa della attivith agonistica (Tab.II).
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Tabella 1 - Segnalamento, trattamenti, complicanze ed esiti.

segmento I intervenks I intervento
covallo eld sesso fraturato  vi ped. pa. fe. complicanze i ped pn fe s
1 oo 2gg t rodio * rotura plocea - . P
Ahche 793 f melacarpo * * - avulsione 3wii - - - - et
i Jseha 10g [ radie .o * * nocallovio pl - LA
iwolic 129 m  radiode. * - ; it
5l 5 m  mefocarpo * avulsione 2t - - . C R
Sitrofte 303 m  tibia - - * nocalls - A T
7} olo 32g m fibig - - - * - - - - - Fhbt
CB oo 45 b tibia L . * . . . L el
Nsels 2m m  ubha S . - .- : - b
10 irobs 3m  m  tbiade. - - . ¥ . - ) © aEEt
Mtrote 4m  m  metatarso - * nocallo infibulo centromidoll.  ++++
2 tete 4m m  radio * no collo L Sy
Vel 5m F redio Lo - S e ihte
Mitfots  5m  m  mefatarso . ¥ onocalls infibulo centromidoll -
150sells 7m m  radio or no callp *
18 foto 20 1 libia .. * onchilesitt - - - o 44
17] porey 2 m  mefatorse - ¥ . odeomielie - - . - I
18 troic 30 mwetatarse  * * e
9 too 30 f mefotase ¥ A o
Winats 5 m rodio * anchosite, - - - o peees
2liote 7o vodic Y nehosi
2l % m radic * rifrattura
[23) oo 11a m  femore ¥ rifrativra

Legenda: vt. = vite trazione / p.c.d. = placea compressione dinamica / p.n.= placca neutralizzarione
/ f.e= fissalore esterno / ++++ = in attivitd agonistica / +++ -= in altivith non agonistica / ++ - - =se
femmina in Aproduzione § + - - - = deviazioni compatibili con la vita / - - - - = decesso.

Tabella 2 - Localizzazienc tipo di fratiura, trattamenti ed esiti.

casi segmento fatera  kotwta  fratura Botore  otiora fissazione fissaziore fissazione e esiﬂ
n" oseo esposn chiva  incompletosemplice complessa infeno  eslerna miso s negat
¢ RADIO I 8 6 3 3 3 ! 6 3

I UINA 1 I I - - I

2 METACARPO 2 2 2 - - 2 -

] FEMORE . ! : 1 1 I

5 TIBIA ! 4 I 2 2 3 2 S

S METATARSO 2 3 I 4 I 2 2 5 -

3 4 19 I 9 13 9 g 5 19 u
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DISCUSSIONE:

11 processo di cicatrizzazione dei tessuti duri nel cavallo & definito nor-
male quando si realizza in un lasso di tempo che si aggira mediamente attor-
no ai 90 giorni (Micheletto 1980, Turner 1990, Fackelman 1982, Denny
1993). E’ universalmente acquisito che ¢id sia in dipendenza dell’eti ¢ della
mole del soggetto, delle tecniche di fissazione impiegate e delle situazioni
ambientali pre- e post-operatorie in cui il paziente si trova. In realta la
cicatrizzazione per prima intenzione nella ossa lunghe del cavallo ¢ difticile
ad attuarsi, mentre quella per seconda o per callo, in cui si verifica una
ossificazione di tipo encondrale, & possibile. E” noto che la cicatrizzazione
per prima si realizzi piti rapidamente rispetto a quella per callo, ma per quan-
to riguarda le ossa lunghe, la prima & molto rara a verificarsi in questa spe-
cie.

Analogo risultato si ¢ registrato durante la nostra esperienza: in pochissi-
mi casi la cicatrizzazione € avvenuta per prima, in diversi in maniera mista,
in un’alta percentuale per seconda. Questi dati non si discostano molto da
quelli di altri ricercatori (Clayton-Jones 1975, Denny 1978).

E’ ovvio che I'intento del chirurgo sia quello di operare al fine di una
cicatrizzazione di tipo angiogeno e sc ¢id non avviene & da imputare, a no-
stro avviso, alla costituzione anatomica dell’arto del cavallo nel suo insieme
piuttosto che all’organc-osso. Quest’ultimo assume un molo maggiore nella
patogenesi della malattia chirurgica, minore nel processo di guarigione.
Mentre & I"arto che nel suo complesso condiziona negativamente il processo
di cicatrizzazione, perché concorre in maniera attiva nelle funzioni di soste-
gnho, ammortamento ¢ moto, tramite le inclinazioni angolari dei vari segmen-
ti ossei in corrispondenza delle articolazioni e il gioco agonista - antagonista
esercitato dalle possenti strutturc muscolari, tendinec, legamentose sui vari
punti chiave inserzionali e in virtu delle forze esercitate mediante leve e
carrucole dalle masse muscolari (Alexander 1973). L'arto va quindi inteso
come un sistema fisico complesso, la cui solidita va ascritta all’ insieme glo-
bale delle forze che vengono esercitate su di una intelalatura ossea relativa-
mente fragile: il tutto paragonabile ad un albero di una imbarcazione a vela
che resiste alle sollecitazioni del vento ed alle resistenze dello scafo con le
sartie, gli stralli e le drizze e che, al cedere di solo uno di questi, disalbera.

Sotto questa luce & comprensibile come 1’o0sso ricostituito da un qualsiasi
mezzo di fissazione non sia in grado di sopportare sufficientemente, imme-
diatamente dopo I'intervento chirurgico, il carico cui viene sottoposto (non
si dimentichi che il cavallo mantiene pressoché costantemente la stazione
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durante la sua vita). Viene anche alterato dal trauma o dall’intervento chirur-
gico il sistema di forze agoniste-antagoniste esercitato sul segmento consi-
derato, realizzandosi talvolta rotture e scontinuazioni di taluni muscoli ed
inserzioni desmo-tendinee.

Tale “precarietd” di equilibrio di forze dovrebbe essere supportata, duran-
te la guarigione, per la maggior parte dalla compattezza dell’osso cui vicne
ancorata la protesi e quindi, nel complesso, dalla solidita della sintesi.

Queste, a nostro avviso, seno le ragioni che portano ai risultati registrati.

E’ il problema tecnico, non ancora risolte, di offrire sufficiente supporto
temporaneo alle sollecitazioni sul segmento soltoposto a sintesi nell’imme-
diato post-operatorio, che non riesce sempre a favorire la cicatrizzazionc per
prima. Cio & avvalorato da una parte dallc “rifratture”, che si ripresentano al
momento del risveglio dalla anestesia ed alla ripresa della stazione
quadrupedale e, dall’altro, dall’elevato numero di successi registrato nei sog-
getti molto giovani, la cui mole esigua influisce scarsamente sul decorso
post-operatorio e I'altissima percentuale (vicina al 100%}) di insuccessi nei
soggetti adulti (Tab.IT).

Le intense sollecitazioni provocano nell'osso sofferenza tissutale
(alisteresi) nei punti di inserzione delle viti e/o delle protesi esterne mollo
precocemente a verifica della sufficiente solidita delle stesse protesi impie-
gate. Questo fatto causa precoce mobilitd, pit o meno intensa, della sintesi
con coseguente guarigione per seconda.

CONCLUSIONI

Le tecniche chirurgiche anestesiologiche e ortopediche hanno permesso
I’approccio del veterinario alle fratture delle ossa del cavallo (Masetti 1994).
Mentre interventi di ortopedia sulle ossa corte (falangi) offrono alte pereen-
tuali di guarigione ottimale anche nel cavalle adulto, quelli sulle ossa lunghe
sembrano ancer’oggi affrontabili positivamente limitatamente ai puledri.

Le tecniche di fissazione interna, tramite viti di trazione, placche a com-
pressione dinamica e di neutralizzazione e di fissazione esterna, sono prefe-
rite rispetto alle tecniche di fissazione interna tramite protesi centromidollare.
Quest’ultima tecnica infatti presenta due svantaggi rappresentati dalla neces-
sita di ulteriori dissczioni chirurgiche che permetiano I'accesse delle protesi
attraverso vie obbligate, non sempre agevoli nel grosso animale e che lc pro-
tesi cenfromidollari disponibili non permettono mai una fissazione stabile.

Nessuno dei vari supporti materiali a latere o I'immissionc del paziente,
durante il recupero, anche in piscine, suggeriti dai vari Autori, si & dimostra-
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to sufficientemente utile ad ovviare agli inconvenienti prodotti dal carico
massivo e repentino fino dat primi momenti dopo I'intervento. Talvolta que-
Lo carico € apparso pilt intenso proprio sul segmento 0sseo0 su cui s & ope-
rata la sintesi, quasi che il cavallo voglia provare immediatamente Vefficacia
dell’operato del chirurgo.

Sotto quest’ultimo aspelto non si vede ancora come riselvere il problema
costituito dalla necessitd di non sollecitare il segmento trattato 1mmediata-
mente dopo I'intervento chirurgico, o per lo meno in maniera meno intensa
e pitt graduale. Nell'uomo questo periodo & superato dalla non sollccitazione
volontaria della regione; nel cavallo ¢id non & possibile ! Fino a che non sara
trovata una soluzione valida a questo problema, & nostra opinione che lc frat-
ture delle ossa lunghe del cavallo adulto presenteranno sempre una bassa
percentuale di esili positivi.

L’ esposizione della relazione & segnita dall’illustrazione dei casi clinici
tramite diapositive.

BIBLIOGRAFIA

17 Alexander J.T., Rooney RJ.. V973, The biomechanics, surgery and prognosis of equine
fractures, Proc . XVIIIth Ann, AALT, 219-225;

2) Auer LA., 1992, Equine surgery, Saunders Philadelphia:
3) Barone R., 1974, Anatomia comparata dei mammiferi domestici, Edagricole Bologna, [;

4) Bignozzi 1., Venturini A. ct al., 1978, Contribuio alla asteosintesi delle ossa lunghe def
cavalfo, Atti 5.1.5Vet., XXXI11,318;

5) Bignovszi L., Busetto R, ct al., 1979, Osteosinfest a compressione inserfranunentaria
Jratura diafisaria completa e scheggiosa del terzo metatarso sinistro in cavalla da corsa
al frogto, Attl 815, Vet ., XXX, 189,

6) Bignowvzi L., Gnudi M. et al., 1980, Contribution 1o surgical treqtment of equine long bone
fractures, A XIH Congr. E.S V.S, Budapest, 127-131;

Ty Bignozzi L., Muttini A. et al ., 1981, Tratiamenio chirurgico di fratture del radio in caval-
I adul, Atti 8.1.8. Ve, XXXV, 464-465;

8) Bignozzi L., Goudi M. el al ., 1981, Half pin fixation in 2 cases of equine long bone
fracture, Equine Vet. 1., 13, 1, 64-606,

9 Bignozzi 1. Gnudi M. et al.. 1982, Confribute al trattamento chirurgico defle fratture
complete dello stinco in puledri, Aul S.1.5.Ver.,, XXXVI, 261-264;

10) Bignozzi 1., Gnudi M. el al .. 1982, External fixation and internal osteosynthests in
horses: results (n clinical cases of long bone fractures, Atti XIV Congr. E . S.V.5,,
Istambul, 77-%1;

11) Bignozzi L., Busctto R. et al,, 1985, Traunamento di distacchi epifisari del puledro con
particelari montagel del fissatore esterno di Stubler-Heixe, Atti §.1.8.Vet, XXXIX, 2, 201-

141



203;
12) Bignozzi L., Busetto R, ¢t al., 1990, Expericnces in the treatment of radial and cannon
bone fractures in foals with boneplates, Ali XVIII Congr. E.5.V.5., Uppsala, 17-19;

13) Bignozzi L., Busetto R. el al., 1990, Ostensintesi con placche a compressione dinamica di
frattura def radio it una puledra, At 5.1.8.Vet. XLIV, 184]-1844;

14) Brooker A. F., Cdwards C.C., 1979, Externaf fixation, the current state of the ari, Williams
e Wilkins Co., Baltimore;

13) Busetto R., Muttini A. et al., 1984, Primo impicgo del fissatore esterno di Stuhler-Heise
nel cavalio adulto: trattamento di una frattura scheggiosa detla tibia, Al 8.1 S.Vet.,
XXXVII, 275-277T,

16) Clayton-Jones D.J., 1975, The repair of equine fractures 1843-1975, Vet. Rec., 97, 193-
197,

17 Cheli R., 1988, Clinica Chirurgica Veterinaria, UTET, Torino;

18) Denny H.R., 1978, The surgical treatment of equine fractures, Vet. Rec., 102, 273-277,

19) Denny H.R., 1993, Trattamento delle fratture equine, Edagricole Bologna;

200 Fackelman G.E., Nunamaker D.M., 1982, Manual of internal fixation in the horse,
Springer-Verlag, Berlin- Heidelberg- New York:

21) Gnudi M., Muttini A, el al ., 1981, Prime note sufl’impiego del fissatore esterno di Stuhler-
Heise nella traumatologia del puledro, Atti 5.1 .8, Vet., XXXV, 466-467;

22) Goudi M., Busewo R. et al., 1984, Trattamento di fratture olecraniche in pultedro con plac-
ca a compressione dinamica, Aui 5.1.8. Ve, XXXVIIL 277-279;

23) Masetti L., Trucchi G., 1994, L'anestesia generale nel cavallo taumatizzare, Atti S.1L.C.V,,
I, 27-46;

24y Mensa A, 1942, Patolgia Chirurgica vererinaria, UTLET, Torino,

25) Michelelo B., 1980, Patologia Chirrgica Veterianria ¢ Podologia, UTLET, Torino,

263 Pigato M., Spadari A. ct al., 1994, Cortical screw osteosynthesis in two cases of Salier-
Harris type I lesions in foals, Auj Il Int . Coll . on Working Equines, Rabat, 34-36;
27) Spadari A., Joechler M., 1993, Gsteosintesi a compressione interfranunentaria in frattura
di Safter-Harris del 2° tipo del 3° metatarse in un puledro rrotrarore, X1 Congr. Naz.

S.LDd, 221227,

28) Spadari A., Busetto R. et al., 1984, Fissazione secondaria, integrativa o sostitutiva, dopo
osteosintesi "AO” in fratture di ossa lunghe del pufedro, Al S.1.8 Ver. XLVIIL. in stam-
pa;

29) Stashak T.S., 1990, Adams’ Lua zoppicatura nei cavafli, Shm, Noceto-Parma,

142



I’ALIMENTAZIONE DEL CAVALLO ATLETA

GATTA D.

Dipartimento di Produzioni Animali - Pisa

INTRODUZIONE

I1 cavallo atleta & soggetio a notevole impegno fisico ¢ stress: carichi di
lavoro molto intensi, lavoro ripetitivo, attivitd agonistica frequente ¢ situa-
zioni ambientali sfavorevoli.

Tuttc queste condizioni possono portare ad una diminuzione dello stato di
benesserc dell’animale con riduzione delle prestazioni atletiche o, in casi pili
gravi, a forme patologiche pill © meno importanti con ripercussioni sulla
carriera sportiva.

Alcune di queste patologic possono essere attribuite del tutto od in parte
ad un errato management alimentare. Infaiti tra i vari fattori esogenetici ’ali-
mentazione ha assunto un ruolo fondamentale nel miglioramento della con-
dizione psico-fisica del soggetto ¢ quindi della prestazione; una corretta ge-
stione alimentare, basata su un individuale ed equilibrato apporto quanti-
qualitativo dei principi nutritivi & indispensabile per permettere al cavallo
atleta Icsplicarsi delle proprie potenzialitd genetiche.

Purtroppo il razionamento del cavallo atleta & ancora in molti casi appros-
simativo ¢ affidato alla tradizione piuttosto che a criteri scientifici ed & facile
riscontrare in molte scuderie, anche di ottime livello, piani alimentari non
pienamente rispondente ai fabbisogni degli animali (Gatta et al. 1994, a;
Gatta et al. 1994, b).

La dieta, infatti, deve esscre adeguata al tipo di attivitd fisica richiesta al
cavallo che pud variare da sforzi brevi ma intensi (corse al galoppo, al trotto)
a sforzi lunghi ma di moderata intensita (endurance), tenendo conto che la
base delle diverse performancces equine & comunque la conversione dell’ener-
gia chimica degli alimenti in energia mcccanica per il movimento muscola-
TC.

BASI FISIOLOGICHE DEL LAVORO MUSCOLARE ED UTILIZZAZIONE
DEL SUBSTRATO

L’energia deve essere immagazzinata nell’organismo e rilasciata al mo-
mento della richiesta. Esistono diverse forme di deposito delle varie fonti
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energetiche che il cavallo pud utilizzare: glicogeno muscolare, glicogeno
epatico, trigliceridi e tessuto adiposo.

L’adcnosinatrifosfato (ATP) & il diretto fornitore di energia per la contra-
zione muscolare. Essendo questa sostanza poco rappresentata
quantitativamente nel muscolo rispetto alle necessiti, essa deve essere conti-
nuamente rigenerata. E' un’altra molecola, la fosfocreating, che provvede
velocemente al ripristino di ATP a partire da adenosinadifosfato (ADP) ed &
grazie al catalizzatore creatina-fosfochinasi che controlla la produzione di
ATP + creatina.

La notevole e pronta energia formata da questa reazione garantisce tra
I"altro il mantenimento delle risorse di ATP necessarie alla vita delle cellule
del tessuto muscolare,

Un’ulteriore reazione che porta a formazione di ATP & quella catalizzata
dall’enzima miochinasi (2 ADP->ATP+AMP). Quest’ultima & perd una rea-
zione reversibile e con equilibrio assoluto per cui spontancamente non si
hanno modificazioni nei rapporti quantitativi tra ATP ¢ ADP.

Dopo 3 o 4 secondi dall’inizio di un esercizio per il quale non vi & ade-
guata disponibilita di ossigeno, la rifosforilazione di ADP in ATP non & pit
sostenuta dalla fosfocreatina ma dalla glicolisi anaerobica. Tale processo uti-
lizza le riserve di glicogeno, soprattutto di origine muscolare, e porta a pro-
duzione di acide lattico, il quale si trova fisiologicamente come ione lattato
e ione H+.

La glicolisi si svolge prettamente in alcune fibre muscolari (tipo II) par-
ticolarmente ricche di enzimi glicolitici e di glicogeno.

E’ importante ricordare che una notevole parte del lattato formato in que-
sto processo viene direttamente ossidato nel muscolo, in particolare ad opera
di certe {ibre molto ricche di mitocondri ed enzimi ossidativi, ad alto conte-
nuto in mioglobina e con rete capillare molto estesa. 1 limiti delle fonti
anaerobiche di ATP (essenzialmente la glicolisi che conferisce un guadagno
neito di 2 ATP per molecola di glucosio) sono dati dalla deplezione delle
scorte di glicogeno ed ancor pill, soprattutto negli sforzi intensi, dall’accu-
mulo di cataboliti non eliminabili (Mc Miken, 1983).

L'altra grande fonte di ATP per il muscolo ¢ la fosforilazione aerobica.
Questo processo sfrutta I'energia derivante dall’ossidazione dei glucidi e dei
lipidi.

1l glucosio utilizzato nell’esercizio aerobico proviene soprattutto dal san-
gue, dal fegato o direttamente dall’assorbimento intestinale. Tl fegato & la
principale fonte di zuccheri in esercizi di lunga durata. Una quota di energia,
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peraltro come vedremo molto variabile, & formata dalla ossidazione dei lipidi,
mobilizzati ad acidi gragsi.

La fosforilazione ossidativa, che porta al guadagno netto di 36 ATP, trova
nclla necessita del continuo apporto di ossigeno e nella lentezza di questo
processo i suoi limiti, che si traducono essenzialmente nella impossibilita di
fornire una prestazione massimale, ossia uno sforzo molte intenso e rapido
(oltre 11 70%).

Il vantaggio dell’utilizzo di questa via metabolica da parte del muscolo
sta nella possibilita di usufruire, quale fonte energetica, delle riserve pratica-
mente illimitate di trigliceridi dell’ organismo.

[1 metabolismo energetico muscelare privilegia ampiamente la glicosi
anaerobica rispetto al processo aerobico, e cid & da ricondurre alle propor-
zioni assunte dai diversi tipi di fibre muscolari alle quali abbiamo in prece-
denza accennato e che compongono i muscoli scheletrici.

Le percentvali delle diverse fibre sone geneticamente determinate ¢ poco
modificabili con I’adattamento fisiologico {Wolter, 1991} (figura 1}. Il puro-
sangue inglese, come il quarter horse, noto sprinter, oltre ad averc un nume-
ro superiore di fibre rispetto agli altri cavalli nei muscoli locomotori, presen-
ta una elevata percentvale di fibre veloci (tipo II). Le fibre muscolari veloci
di tipo II si posseno suddividere a loro volta in IIB, aventi proprieta quasi
esclusivamente glicolitiche, ¢ IIA le quali presentano anche strutture adatte a
produrre energia dall’ossidazione {tabella 1).

In proposito ¢ stato determinato che una certa percentuale di fibre IIB
possono con "allenamento diventare simili alle TTA, cio¢ con capacita
ossidative superiori (Essen- Gustavsson et al., 1980; Henckel, 1983). Tutta-
via, mentre una fibra veloce pud acquisire una maggiore durata di contrazio-
n¢ riducendo la sua velociti, una tibra lenta di tipo I non pué in alcun modo
acquistare una maggior velocita di contrazione {Mc Miken, 1983). Con 1’al-
lenamento ¢ quindi possibile incrementare soprattutto le capacitd metaboli-
che aerobiche ottimizzando I'utilizzo delle riserve di glicogene muscolare ¢
riducendo I'accumule di cataboliti (Cutmore et al., 1986).

Grazie a questi adattamenti il muscolo utilizza una percentuale superiore
di lipidi risparmiando pit efficientemente il glicogeno con una conseguente
riduzione della produzione di acido lattico.

ENERGIA DELLA DIFETA

L’energia della dieta & espressa vsualmente in Kilocalorie (Kcal} o
Megacalorie (Mcal) di energia digeribile (ED).
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Figura 1: Tipi di fihre muscolari in dilferenti razze
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Tabelia 1 - Caratteristiche metaboliche dei differenti tupi di fibre muscolart,

Tipo |

| Tipo |l

contrazione

{da Pagan, 19492}
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rapida
CLASSIFICAZIONE confrazione lenta altamente contrazione
ossidativa rapida
Ay (i B)
velocita di contrazione lenta veloce veloce
massima tensione bassa alta alia
sviluppata
capacitd alta da intermedia bassa
ossidativa a aka
densitd capillare alta intermedia bassa
contenuto in lipidi alta intermedio bassa
contenuto in glicogeno intermedio alto I alto
resistenza alla fatica bassa intermedia | alta




L'ED si rifelisce alla quantita di cnergia della dicta che viene assorbita
dall’animale.

I labbisogni in ED sono calcolati sulla base dei fabbisogni di manteni-
mento ai quali viene aggiunta la quantitd di energia addizionale che viene
spesa durante Pattivith fisica {figura 2).

Figura 2 - Fabbisogni in Energia Digeribile per it lavoro (NRC 1989} {per un cavallo di 500
Kgp.v)

Meal KTXg
357
Lavarn
B Manteniments MM%
] %
3 ?
7z
Z
?
25 - 7
g
i ) LT ?'
20 ; % 7
7 2
7 2

137

10

0

Mantenimento Lavoro Leggero  Lavora Moderato  Lavora Inlensa

(da Pagan, 1992}

FONTI ENERGETICHE

Le principali fonti energetiche sono carboidrati {amido e [libra), lipidi ¢
proteine. La misura in cw ciascuna di queste fonti viene utilizzata per la
contrazione muscolare varia in dipendenza da diversi fattori, alcuni dei quali
gia abbiamo citato, inclusi I'intensith e la durata dell’esercizio, la disponibi-
lita di carboidrati o di fonti alternative e I'inlluenza degli ormoni,

CARBOIDRATI

A riposo il metabolismo muscolare & essenzialmente sostenuto dai lipidi,
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con un consumo di ossigeno inferiore alla meta di quello necessario per
I’ossidazione dei carboidrati.

Aumentando ’intensita dell’esercizio, la quota di energia fornita dai
carboidrati aumenta progressivamente finché ad intensita massimale, come
in uno sprint, tutto I’ossigeno consumato dai muscoli serve per ’ossidazione
dei carboidrati (Saltin e Gollnick, 1988) i quali inoltre, per far fronte alle
esigenze di tale prestazione, seguono la via anaerobica determinando anche
I"'aumento dell’acido lattico.

I carboidrati utilizzati dal muscolo sembrane pervenire in massima parte
dal glicogeno muscolare. Il ruolo del glucosio ematico sarebbe inferiore ¢
varierebbe secondo alcunc esperienze, peraltro tuttora controverse, da un
minimo del 10% a ripese fino al 75% circa in un esercizic submassimale
prolungato, in misura inversamente proporzicnale all’esaurirsi progressivo
delle riserve di glicogeno muscolare (Felig ¢ Wahren, 1977). 1 livelli di glu-
cosio ematico sono mantenuti dalle riserve glicogeniche epatiche oltre che
da quelle provenienti dalla dieta.

Il rilascio del glucosio a livello epatico avviene grazie alla glicogenolisi,
mentre la sua importanza va aumentandoe col prolungarsi della prestazione
(fino al 45% circa del glucosio epatico}. La neoglucogenesi si ha a partire da
precursori come lattato, glicerolo e aminoacidi (alanina).

1.a regolazione del processo deriva da mutamenti ormonali e dalla dispo-
nihilita dei substrati (Winder, 1985).

{ CARBOIDRATI NELLA DIETA (AMIDO)

Costituiscono anche per il cavallo atleta la compenente prependerante
dell’apporto energetico. L' amido rappresenta 1l 50-709% della sostanza secca
della cariosside dei cercali (maggior contenuto nel mais, poi 0rzo ¢ avena).

i sono perd dei limiti di ordine digestivo ¢ metabolico relativamente
all’apporto glucidico della dieta. L'amido viene digerito in gran parte nel-
I'intestino tenue, trasformandosi in glucosio dal rendimento energetico
otlimale. Nel cavallo perd 'attivita amilasica & limitata (Roberts, 1974): un
apporto troppo abbondante o comungue brusco pud inibire la digestione
enzimatica nel tenuc ¢ determinare un substrato troppo fermentescibile per
la microflora dell’ intestino crasso. Le conseguenze negative possono andare
da semplice acidosi digestiva a forte accumulo di endotossine con ripercus-
sioni anche gravi (coliche, podoflemmatiti).

E’ pertanto utile limitare la dose giornaliera di cereali ed aumentare il
numero di somministrazioni giornaliere. Diversi sono pure i trattamenti
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auspicabili per elevare la digeribilitd dei cereali quali la schiacciatura e la
bagnatura. Anche la cottura dei cereali facilita la digestione riducendo la pro-
duzione di calore e diminuendo le fermentazioni microbiche.

Riferendosi all’aspetto metabolico, gli estraftivi inazotali possono accre-
scere la riserva glicogenica muscolare.

Attualmente siamo perd a conoscenza delle possibili complicanze di que-
sta pratica; essa pud infatti determinare un cccessivo catabolismo anaerobico
per la facile e cospicua disponibilita di glicogeno, provocando cosi accumu-
lo di acido lattico e fenomeni patolegici muscolari (rabdomiolisi acute) so-
prattutto alla ripresa di un lavoro impegnativo seguente ad una fase di ripo-
$0.

Inoltre 1 benefici di un “carico di glicogeno™ sono a tutt’ oggl poco chiari,
soprattutto nel cavallo. Infatti in sforzi brevi ed intensi, quali le gare dei
purosangue tra i 1000 e i 2000 metri, la deplezione del glicogeno muscolare
¢ inferiore al 50%, e la disponibilita dello stesso a fine corsa ¢ ancora note-
vole: la riduzione del substrato non costituisce pertanto un limite alla presta-
zione (Nimme e Snow, 1983; Harris ct al., 1987).

Diversa pud cssere 'utilith di una scorta di glicogeno per un soggetto
sottoposto ad uno sforzo prolungato nel tempo.

In questo caso atfaticamento & dovuto all’incapacita da parte del fegato
arilasciare glicogeno tenendo il passo con la sua assunzione a livello musco-
lare {Lawrence, 1990). Pertanto 1'uso di glucosio per via orale pud ritardare
lo stato di fatica mantenendo costante il suo livello nel sangue. A proposito
dell’integrazione glucidica va perd ricordato che il glucosio ingerite da 30" a
90’ prima dell’esercizio determina, per il rapido assorbimento. una
iperinsulinemia la quale favorisce I"'assimilazione del glucosio, 1a sintesi del
glicogeno, la lipogenesi ed inibisce la lipolisi {(Costill et al., 1977, Maugham
¢ Glceson, 1988). Durante il seguente esercizio avremo pertanto un utilizzo
superiore del glucosio emaltico ed una ridotta utilizzazione dei lipidi per mi-
nore disponibilitd di acidi grassi liberi. Il risultato, in uno sforzo
submassimale di resistenza, sara la riduzione della prestazione.

Pitl indicato semmai I'utilizzo di altri zuccheri ad assorbimento progres-
sivo € meno iperinsulinemici quali fruttosio € sorbitolo, 1 quali permettono
un maggior utilizzo dei grassi (Massicotte ¢t al., 1986).

LIPID!

Sonoe la maggiore riserva energetica dell’organismo, di 30-60 volte supe-
riore a quella dei carboidrati {Gollnick e Saltin, 1988).
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Le fonti lipidiche disponibili per il muscolo sono essenzialmente tre. La
pill importante & costituita dagli acidi grassi liberi. Essi derivano dal tessuto
adiposo, sono veicolati nel sangue tramite le albumine e captati dal muscolo
per 1’ossidazione.

La Iipolisi_, all’origine della disponibilita degli acidi grassi, ¢ inibita dal-
I’insulina, mentre ¢ favorita dalle catccolamine, dal glucagone ¢ dal cortisolo.

E' documentato 'avmento degli acidi grassi hiberi (NEFA) nel plasma
durante I’esercizio di lunga durata (Paul et Issekurtz, 1967). E’ stato
evidenziato che una concentrazione elevata di NEFA prima dcll’esercizio
submassimale determina:

- minore consumo di O2;

- minore produzione di acido laltico;

.- minore utilizzazione di glicogeno, rispetto ad una dieta a contenuto nor-
male di NEFA {Costill et al., 1977). In esercizi ad alta intensila questi effetti
sono invece limitali.

Snow et al. (1983) ritengono inoltre che, grazic alla sua grande capacita
aerobica, il cavallo possa avere una particolare abilita nell’utilizzare i lipidi
anche durante lavori ad elevala intensita.

Le altre fonti lipidiche sono costiluite dalla riserva di trigliceridi
intramuscolari e dai trigliceridi circolanti. La loro rispelliva importanza &
tuttora motivo di studio. Secondo alcuni autori salebbero una fonte energetica
importante per le fibre a lenta contrazione (Mackie et al.. 1980).

T LIPIDI NELLA DIETA

Possedendo una forte concentrazione energetica (2,25 volte in pit dei
protidi e degli cstrattivi inazotati), i lipidi si prestano ad essere aggiunti alla
dieta per incrementarne il contenuto in energia senza aumentarc di molto 1a
somministrazione di alimento, Hanno una digeribilita molto elevata (> del
9% per gli olii vegetali) e, al contrario dell’amido, non hanno effetti nega-
tivi sulla microflora intcstinale.

Molti metodi sono slati suggeriti e sperimentati considerando di volta in
volta la percentuale di grassi sul totale della dieta {Hambleton et al., 1980;
Hintz et al., 1977) o il corrispondente contenuio calorico sul totale (20-40%)
(Duren ct al., 1987).

Anchc a causa dei parametri utilizzati, spesso differenti, ¢ arduo
estrapolare conclusioni definitive. Tuttavia la quantitd di grassi in mangimi
per cavalli da corsa dovrebbe mantcnersi tra il 6 ¢ il 10% {Pagan e Jackson,
1992).
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Sembra comungue che una incrementata assunzione di grassi determini
adattamenti metabolici che permettono ai cavalli di utilizzare preferibilmen-
le questa fonte risparmiando glicogeno durante I’esercizio, soprattutto in sfor-
zi submassimali di resistenza (Meyers et al.,, 1987; Oldham et al., 1989).
Anche la stabilita della glicemia risulterebbe aumentata.

I grassi insaturi sono pil predisposti ad essere ossidati, mentre 1 saturi
sono piv facilmente depositati. Vantaggioso risulta ['uso di acidi grassi a
catena media, pid facilmente digeriti anche in caso di insufficienza biliare,
pill agevolmente trasportati nell’ organismo e metabolizzati senza bisogno di
carnitina (indispensabile per quelli a catena lunga) (Wolter, 1991).

Anche I'utilizzo di acidi grassi essenziali & auspicabile. Essi cntrano nella
costituzione delle membrane biologiche; la lore poliinsalurazione aumenta
la permeabilita della membrana ¢, con questa, I'intensitd del metabolismo
energetico. Risulta opportuno, nel caso di integrazione lipidica, un
riequilibrio dell’aumentata concentrazione cnergetica basato sulla fornjtura
di vitamine antiossidanti coinvolte nel metabolismo degli acidi grassi.

Anche la somministrazione di veicoli essenziali, come appunto la
carnitina, costituisce un’ulteriore garanzia dei benefici effetti sul metaboli-
smo cnergelico ad opera dei grassi di integrazione. E’ necessario inoltre, in
caso di diete ad alto contenuto lipidico, aumentare gli apporti di magnesio
per bilanciarne le perdite fecali sottoforma di saponi (Wolter, 1991).

PROTEINE

Se vengono somministrate quantitiu di proteine superiori ai {abbisogni,
I'eccesso viene utilizzato come fonte encrgetica.

Gli aminoacidi sono dispenibili per la trasformazione a mediatori del ci-
clo dell’acido citrico, o per la sintesi del glucosio o ancora per I’ossidazione.
Infatti diversi aminoacidi possono essere convertiti ad intermedi del ciclo
dell’acido citrico, ottenendo cosi un risparmio delle scorte di glicogeno. Si-
milmente lo scheletro carbonioso di alcuni aminoacidi pud venire utilizzato
per la formazione di piruvato, disponibile per 1’ossidazione o per la produ-
zione di glucosio.

Quantificare il contributo alla produzione di energia nel muscolo da parte
deghi aminoacidi & difficilc. Per essere ossidato lo scheletro aminoacidico
deve cssere privato del gruppo aminico, per deaminazione o transaminazione.
Queste reazioni avvengono essenzialmente a livello epatico, eccetto per gl
arminoacidi a catena ramificata che vengono metabolizzat a livello muscola-
re.
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Esiste anche un ciclo alanina-glucosio, a testimoniare la connessione tra
il mctabolismo aminoacidico e quello glucidico. Infatti durante un lavoro
intenso il muscolo rilascia alanina il cui livello plasmatico aumenta, Que-
st’ultima agisce come un importante precursore del glucosio nel fegato ¢
contribuisce pertanto a mantenere il livello di glucosio ematico durante
I"esercizio. 11 ciclo alanina-glucosio si chiude giacché la maggior parte del
piruvato utilizzato per formare alanina deriva dal glucosio ematico e dal
glicogeno muscolare (Felig e Wahren, 1977). Inoltre alanina e glutarnmina
rivestono il ruolo fondamentale di trasportatori di azoto aminico dal muscolo
al fegato; essi sono stati osservati aumentare durante 1'escrcizio (Miller ¢
Lawrence, 1986). Al fegato il gruppe aminico & ceduto al glutammate, poi
catabelizzato ad urea. Durante I’esercizio quindi dall’ossidazione degli
aminoacidi deriva il gruppo aminico chc viene captato per essere poi escreto
in urea. Questo processo fa si che la combustione delle proteine non sia
ottimalc nella produzione di energia poiché la sintesi e ’escrezione dell’urea
richiedono energia.

Altro aspetto dcl catabolismoe azotate ¢ la produzione di ammoniaca, che
aumenta nel plasma in seguito ad esercizio intenso. Questa, per la sua
ncurotossicita e capacita di alterazione del metabolismo ossidativo, provoca
affaticamento e calo delle prestazioni (Essen-Gustavsson e Valberg, 1980;
Miller e Lawrence, 1986; Miller ¢ Lawrence, 1989). Inoltre, stimolando la
glicolisi anaerobica, utile ma solo a breve terming, determina 1’accumulo di
acido lattico (Cutmore el al., 1986).

LE PROTEINE NELLA DIETA

Gli ceeessi proteici, per quanto frequenti a verificarsi, sono da evitare. 11
rischio a livello digestivo ¢ innanzitutto quello di determinare dei
dismicrobismi con fenomeni putrescenti nel grosso intestino per eccessiva
formazione di cataboliti azotati. Se questi fenomeni sono pil rari a verificar-
si, esistono invece delle complicanze a livello metabolico che sconsigliano
I"'ugo delle proteine comce fonte energetica.

I residui azotati derivanti dal loro catabolismo sovraccaricano infatti il
fegato ed il rene deputati alla detossificazione dell’organismo ed esercitano
incltre un effetto inibitorio sul ciclo di Krebs privandolo di alcuni intermedi
che si rendono necessari al loro smaltimento.

Il sovraccarico azotate aumenta I’ammoniemia, la sudorazione ¢ la diuresi
incrementando pertanto il fabbisogno idrico (Slade et al., 1975). in proposito
& da sottolineare che il cavallo possiede grandi capacita di sudorazione e, in
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sforzi prolungati, la perdita idrica pud essere notevole (fino all’8% del peso
vivo in 5 h); questo predispone ad una rapida disidratazione cd al calo dei
tassi ematici di diversi ioni (Cl, Na, K, Cu, Mg} mentre aumenta la fosfatemia
{Snow, 1984}, Tnoltre una maggiore escrezione di ammoniaca nelle urine pud
portarc ad un aumento della sua concentrazione nell’aria dei ricoveri ed a
conscguenti problemi respiratori.

E’ indubbio che I'csercizio aumenti i fabbisegni proteici ed aminoacidici
oltre 1 livelli di mantenimento, sia per le perditc azotate (sudore) sia per la
maggiore ritenzione nel processo di ipertrofia muscolare, importante soprat-
tutto nelle prime fasi della preparazione fisica e nci soggetti giovani (Meyer,
1987).

Inoltre lo stress legato all’attivith fisica intensa determina maggiore
increzione di cortisolo tavorendo il catabolismo proteico e con esso il possi-
bile instaurarsi di un’anemia per diminuita a eritropoiesi (Weiss et al., 1983).
Quest’ultima evenienza ¢ tuttavia collegata a carenze aminoacidichc ¢
proteiche, le quali non sono solite verificarsi nell”alimentazione del cavallo
sportivo.

Sostanzialmente una intcgrazione proteica al fine di fornire un supplemen-
to cnergetico & decisamente sconsigliabile, sia da un punto di vista metabo-
lico che puramente economico.

La percentuale ottimale di protcina grezza in una razione per cavalli in
attivitd dovrebbe quindi essere del 12% (NRC, 1989).

FIBRA GREZZA

La fibra grezza ¢ la sostanza tipica dei tessuti vegetali, nei quali adempie
alla funzione di sostcgno ¢ di proteziene delle cellule.

E’ composta chimicamente da un insieme di composti glucidici
indigeribili per via enzimatica: cellulosa, emicellulosa, pectina, lignina.

Nel cavallo, erbivoro monogastrico, la fibra subisce una digestione
microbica molte evidente nel grosso intestino e secondo Wolter {1993) avreb-
be 3 ruoli ben distinti:

1) prolungamento della masticazione (dovuto alla presenza nella razione
di foraggi lunghi) con i seguenti vantaggi:

- tranquillizzazione psicologica dell’animale;

- stimolazione della secrezione salivare;

- regolazione ritlessa della motricita gastrointestinale;

2) azione di ingombro {per la frazione indigeribile), che & indispensabilc
al mantcnimento del transito intestinale: s1 assicura cosi una prevenzione di
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stasi, dismicrobismi ed autointossicazioni da cui possono derivare diarree,
coliche, laminiti, miositi, ecc.

3) apporto energetico (dovuto alla produzione di acidi grassi volatili dalla
frazione fermentescibile) pill economico ma con un rendimento metabolico e
digestivo minore delle fonti amilacee.

Secondo Wolter (1993) quindi, la razione totale dovrebbe contenere un
minimo del 17% di fibra grezza e/o 20% di NDF e/o 12-13% di ADF in modo
da assicurare una durata della masticazione di almeno 4 - 5 ore al giorno.

Una fonte fibrosa molto interessante per il cavallo sportivo sono risultate
le polpe essiccate di barbabietola: infatti hanno un contenuto proteico relati-
vamente basso (8-10%}, un valore cnergetico simile a quello dell’avena ed
una elevata quantita di pectine che possono essere digerite nel grosso intesti-
no, rilasciando energia lentamente e per un periodo di tempo pil lungo.

MINERALF E VITAMINE

Trattando di alimentazione del cavallo atleta, anche se ¢ stato privilegiato
I’aspetto energetico, non bisogna dimenticare "importanza di un corretto
apporto di minerali ¢ vitamine, indispensabili al raggiungimento delle mi-
gliori performances sportive,

I minerali, infatti, prendono parte a numerosi processi fisiologici come
coslituenti delle pid diverse sostanze organiche ed inorganiche del corpo.

Le quantita dispenibili per il cavallo dipendono largamente dal tipo di
alimento assunto ¢ dalle caratteristiche specifiche di quest’ultimo, in parti-
colare se si tratta di foraggio, concernenti sia lo stadio di sviluppo che le
condizioni di sfalcio.

Nel cavallo la deplezione minerale & inoltre particolarmente accentuata
dalla abbondante sudorazione iperionica, proporzionale alla intensita ed alla
durata dello sforzo oltre che variabile e con le condizioni climatiche ¢ col
soggetto.

E’ pertanto auspicabile una valutazione dei fabbisogni dei principali
macro e microelementi e di un loro corrette equilibrio nella dieta.

Le vitamine sono sostanze indispensabili per I’organismo prendendo par-
te attiva nei pil svariati aspetti del metabolismo. Mello eterogence tra loro,
provengono principalmente dalla dieta ed alcune sono anche sintetizzate dalla
flora microbica del tratto intcstinale (gruppo B ¢ K).

I foraggi freschi, in particolare, sono ricchi di vitamine e, sc ben rappre-
sentati nella dieta del cavallo, possono coprimme i fabbisogni, almeno per il
manterimento. Spesso perd a cadsa dell’attitudine del soggetio, del lavoro
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quotidiano cui viene sottoposto e dell’alimentazione necessariamente ricca
di concentrati per soddisfare le aumentate richicste energetiche, & opportuno
provvedere all’aumento della razione c¢d all’equilibrio delle perdite valutan-
do una integrazionc per alcune di esse.

CONCLUSIONT

In conclusione, la dieta ottimale per il cavallo atleta dovrebbe perseguire
i seguenti obicttivi:

- fornire I'encrgia necessaria all’attivita richiesta

- fornire perlomeno il minimo dei principi nutritivi necessari

- fornire le quantita ottimali nelle varie proporzioni dei diversi substrati
energetici

- facilitare 1'utilizzazione di questi substrati

- ridurre il peso e I'ingombro del contenuio intestinale

- mantenere |’idratazione corporea

- tamponare "aciditd prodotta a livello intestinale e muscolare

La migliore conoscenza det fabbisogni notrizionali propri del cavallo
atleta ci consente quindi di formulare delle razioni sempre pill adegnate e
personalizzate per 1 vari tipi di sforzo e per i singoli animali tali da permet-
tere la valorizzazione del potenziale genctico, " attuazione di piani di allena-
mento piit rigorosi e quindi un miglioramento delle performances sportive.
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PATOLOGIA NUTRIZIONALE - MODIFICAZIONI
DEL PROFILO METABOLICO

BUONACCORSI A.

Istinto oi Clinica Medica Veterinaria, Pisa

Quando un cavallo che in precedenza ha dimostrato di possederc buone
capacita atletiche, manifesta una riduzione delle prestazioni e le indagini ¢li-
niche escludone disturbi muscolo-scheletrici, respiratori, cardiaci o infezioni
croniche, nel tentativo di giungere ad una diagnosi € frequente il ricorso a
test di laboratorio non suggeriti da dati obiettivi ma scelti secondo la routine.
Il pit delle volte essi sono I'esame emocromocitometrico, approfondite poi
secondo 1 risultati, I"analis1 del ricambio minerale. circoscritta al calcio e al
fosforo, di aspetti limitati del bilancio idro-elettrolitico (sodio e potassio), di
proflli d’organo del fegato, del muscolo scheletrico (GOT, CK.lattato) e car-
diaco (a-HBDH o isoenzima LDH 1, elettrocardiogramma a riposo ¢ dopo il
lavoro) e, in qualche caso, del rene. E” ignorato quasi del tutto, invece, un
“profilo” che esamini il comportamento di metaboliti le cui alterazioni non
prendano origine da patelegie della nutrizione di senso carenziale ¢ nella
diagnosi delle quali la medicina clinica deve collaborare strettamente con la
medicina di laboratorio. Questa indica 1 test successivi ai primi responsi della
chimica clinica in grado di chiarire le cause della sindrome in esame. E’
quanto accade nella “sindrome di minor rendimento” legata a dispepsie inte-
stinali idiopatiche ad andamento subclinico.

Le dispepsie, o difficolta di digestione, che interessano sono la
fermentativa o acidificante e la putrefattiva o alcalinizzante di origine ali-
- mentare {8): la prima da eccesso di carboidrati facilmente fermentescibili ag-
gravata sovente dall’ulteriore aggiunta di destrosio dopo un lavoro pilt impe-
gnativo del solito; la secconda da cceesso di proteine. Nella fermentativa il
substrato ricco in carboidrati modifica I'ecosistemna all’altezza del grosso
intestino dove & favorito lo sviluppo della flora batterica saccarolitica con
predominio dei lattobacilli e quindi ad azione prevalentemente acidificante.
La conseguenza € la produzione sopra la norma di acido lattico e degli acidi
grassi volatili butirrico e acetico. Nella forma contenuta la produzione del
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lattato, degli acidi grassi volatili ¢ pure dei gas di fermentazione acido
carbonico ¢ metano, non € cosi clevata da provocare flogosi importante della
mucosa enterica con la loro azione irritante, perd le feci non hanno la consi-
stenza solita’per 'azione osmotica dei glucidi e dell’acido lattico che trattie-
ne acqua nel lume intestinale. Lanamnesi puo riferire di episodi di colica
spasmodica. Nella putrefattiva 1’abbondanza di proteine modifica
I"ecosistema del grosso intestino dove viene a prevalerc gradualmente la flo-
ra battcrica proteolitica alcalinizzante con produzione di ammoniaca, piU tar-
di di mercaptani, idrogeno solforato, istamina, indolo, scatolo, putrescina e
cadaverina che si potranno rendere responsabili di lesioni organiche a varia
localizzazione. Ci possono essere stipsi e dolori colici ricorrenti.

La cocsistenza del calo della performance e di eventuali disturbi intesti-
nali invita ad approfondire I’anamnesi sul tipo di alimentazione che indirizza
ad elfettuare un profllo metabolico, con le metodiche colorimetriche della
chimica clinica e con ’emogas-analisi, nell’ipotesi di una condizionc di
acidosi o di alcalosi da cause alimentari.

Gli aspetti metabolici nel momento preclinico sono di un’acidosi e di
un’alcalosi compensate:

ACIDOSI NON ACIDEMICA

Emoconcentrazicne modesta

Ematocrito [HY) {32-46%) Ht 48%
Proteine totali (P.T) {5.5 -7.5 g/dl}, PT.7,7 g/di

pH ematico [7.35-7.40) leggermente diminuito
HCO, [ 23.7-27.1 mEq/| ) Lieve riduzione
Llattate {5,36-16.926 mg/dl) Aumento
Piruvato {0,10-0,54 mg/di) Aumento
Glucosio (60-100 mg/dl) Aumento

Urea {20-40 mg/dl) Normale
Creatininal fino a 2 mg/dl) Normale

ALCALOSI NON ALCALIEMICA

pH ematico Leggermente aumentato
HCO, Aumento lieve
NH, {1,257 ug/dl) Aumento
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Gli altri clementi ricavati dall’emogas-analisi che permettono d’inquadra-
re pii compiutamente la situazione metabolica nell’acidosi compensata sono:
pCO, leggermente diminuita (<42 mmHg), divario anionico ,o gap anionico,
¢ cloro normali; nell’alcalosi compensata: pC0O, aumentata di poco (> 43
mmHg}. I dati ottenuti non giustificano compiutamente il minor rendimento
atletico, la presenza perd delle variazioni del pH, dell’aumento ematico del
lattato e dell’ammoniaca indirizzano, seguendo le acquisizioni della medici-
na di laboratorio, ad accertare i tassi sierici del magnesio, del calcio e del
fosforo, Mentre la calcemia e la fosforemia sono nella norma, non cosi la
magnesiemia che si rinviene al di sotto del minimo fisiologico (< 0,70 mmol/
1) non in quantita tale da provocare fatti di eccitabiliti neuro-muscolare nel
qual caso ci sarebbero ipocalcemia e iperfosforemia dovute a refrattarieta del
paratormone poiché il magnesio é essenziale alla biosintesi e/o liberazione
di questo (6}, ma in grado comunque di produrre, pur se la sua deficienza é
“ marginale” e la magnesiemia non riflette in modo preciso la concentrazio-
ne intracellulare (6), una minore resa del lavoro muscolare, Il muscolo sche-
letrico e il cardiaco € tra i tessuti dove il Mg?* endocellulare ha la concentra-
zione maggiore perché la sua attivith metabolica € elevata e il catione € indi-
spensabile alla produzione, utilizzazione e messa in riserva dell’energia in-
tervenendo come attivatore delle fosforilazioni e della risintesi
dell’adenosintrifosfato (ATP) (3,4). Ricordiamo, a tal proposito, che nel si-
stcma * creatina- fosfocreatina” il quale controlla la sintesi e 1'impiego
dell’ ATP, 1a reazione € catalizzata dalla creatina chinasi e richiede la presen-
za di ioni di Mg** dal momento che i substrati dell’enzima predetto non sono
ADP e ATP sibbene i loro complessi con il Mg**: creatina + Mg?* - ATP
<=====> fosfocreatina+Mg>* - ADP (7). Le cause che nell’acidosi e
nell’alcalosi compensate abbassano la magnesiemia sono principalmente
I"aumento del lattato che chela il magnesio e 'elevata acidita dell’urina che
aumenta la magnesiuria nella prima; I'ammoniaca, i suoi derivati e
I"alcalinita eccessiva del mezzo che riducono I’assorbimento intestinale del
catione nella seconda, Altro fattore che puo aggravare ’omeostasi del ma-
gnesio é lo stress, sia da dismetabolismo sia da lavoro fisico gravoso in con-
dizioni di forma precaria, a causa dell’iperincrezione di catecolamine
lipolitiche, degli ormoni magnesiurizzanti tiroxina, adiuretina e cortisolo, per
I"iposecrezione d'insulina e 1a perdita urinaria di taurina. Nella lipolisi i gras-
si non esterificati chelano il magnesio e gli adipociti lo sequestrano, 1’insu-
lina ¢ la taurina aumentano il magnesio cellulare mentre I’adrenalina, forse
per beta-stimolazione, lo riduce (4). Il deficit magnesiaco, anche se relativo,
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crea poi uno stato di condizionamento che favorisce la suscettibilita allo
stress e si viene cosi a creare un “circolo vizioso™ (4}. In ultimo non € da
sottovalutare che la difficolta energetica rende problematica 1'omeostasi del
magnesio perché la diffusione di esso tra ambiente cxtra ed intraccllulare &
glucido-dipendente e il catione € indispensabile all’attivita di molti enzimi
del metabolismo glucidico { ad es. per gli enzimi glicolisi esechinasi,
foslolruttochinasi, aldolasi, losfogliceratochinasi, fosfogliceromutasi,
enolasi, piruvato chinasi), ATP e Mg® inoltre hanno il compito di preservare
I’integritd funzionalc ¢ strutturalc delle membrane cellulari. Quando il con-
tenuto di ATP ¢ di Mg* scende sotto una concentrazione critica per consu-
mo, come nell’esercizio muscolare impegnativo, la permeabilita della mem-
brana € pit 0 meno intensamente alterata. Dal miocita pertanto fuotiescono
adenin-nucleotidi e 1l NAD { nicotinammide adenin-nucleotide, coenzima di
deidrogenasi dei mitocondri cellulari), alcunt enzimi (GOT, LDH, CK) ¢ lo
stesso Mg che si disperde ulteriormente (7).
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LA PATOLOGIA NEOPLASTICA NEGLI EQUINI
Rassegna bibliografica e contributo casistico

BETTINI G., BOVENGAF,
MARCATO PS.

Istitute di Patologia Generale ¢ Anatomia Patologica Veterinaria, Bologna
Facoliis di Medicina Veterinaria, Bologna

INTRODUZIONE

Nella patologia equina le ncoplasie vengono generalmenic considerate
poco frequenti. Uno studio condotto in Gran Bretagna da Baker ed Ellis
(1981} indica che i tumori rappresentano per i cavalli la causa pnincipale di
morte solo nel 6% dei casi (29/472). Una ricerca condotta in Polonia (Lis,
1993) su 28.922 cavalli normalmente macellati ha evidenziato un’incidenza
di lesioni ncoplastiche pari allo 0,45%, mentre ncll’ambito delle varie
patologie riscontrate (4627 = 16%) le ncoplasie incidevano per un 2,8%.

Gli studi specifici condotti sull’argomento offrono tuttavia risultati piut-
tosto discordanti, fornendo valori di incidenza che complessivamente varia-
no dallo (,1% al 18% (tabella 1). Questc notevoli differenze possono essere
perod ridimensionate se s1 considerano le modalitid con cui sono stati raccolti
i dati nei singoli studi:

- studi condotti al macello prevalentemente su animali giovani e/o clini-
camente sani: incidenza variabile dallo 0,1% allo 0,45% (Brandly ¢ Migaki,
1963; Misdorp,1967; Lis, 1993);

- studi condotti presso dipartimenti clinici sugli animali ricoverati: inci-
denza variabilc dall’1,75% al 3,5% (Ubcrreiter, 1960; Panndorf, 1970;
Priester e Mantel, 1971 Cotchin, 1977 Zanichelli et al_, 1994);

- studi condotti presso dipartimenti di anatomia patrologica su cavall
deceduti o su campioni inviati per esame istologico: incidenza variabile dal
12,6% al 18% (Kerr e Alden, 1975; Sundberg et al., 1977). In questi studi,
scomponendo i dati, si evidenzia un’incidenza delle neoplasic del 3,1-4,4%
nell’ambito delle necroscopie e del 26-33,9% nei riscontri 1stologici di pre-
lievi chirurgici (bioptici o escissionali), evidenziando quindi che il sospetto
di una forma neoplastica & uno dei principali motivi per cui il clinico ricorre
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Tabella I - Incidenza delle ncoplasie negli equini. Dati della letteratura

Fonle dei MNumero di Numero di Incidenza

Avlori Periodo Paese duti cavalli neoplasie  delle
considerato esaminali registrate  neoplasie

Sundberg, 1977 19701974 USa Patol. 1,322 236 18%
Kerr & Alden, 1975 19641973 USA Patol.  2.250 282 12,60%

Cotchin, 1977 19661975  Gran Bretagna ~ Clinica  2.765 86 3%
Pannderf, 1970 1950-1965  Germania Clinica  9.782 173 1,75%

Uberrsiter, 1940 - Austria Clinica  11.400 342 3%
Priester e Mantel, 1971 19641969 USA e Canada  Clinica  38.207 965 2,90%

Zanichelli et ol., 1994 19891993 Italig Clinica  1.217 42 3,47%
Misdorp, 1967 1960-1945 Olanda Macelle  20.000 28 0,10%
Lis, 1993 1990 Polonia Macele  28.922 133 0,45%

Brandly & Migaki, 1963 19551942 USA Macello 963.600 487 0,10%

ad un esame istologico.

Rigpetto alle altre specie di animali domestict, le neoplasie sembrano in-
cidere negli equini in misura inferiore (tabella II), rappresentando solo il 5-
10% delle neoplasie comunemente diagnosticate nei laboratori di patologia
veterinaria. Questo dato & perod di ben poco significato se non viene ponde-
rato sulla composiziene relativa della popolazione animale di origine. [ veri
- studi di epidemiologia dei tumori sono perd rari in veterinaria, ed ancor piu
raramente prendono n considerazione anche 1 cavalli. L'unico studio cui ¢
possibilc far riterimento & quello del National Cancer Institute nerdamericano
(Pricster e McKay, 1980) (tabclla 111y da cui risulta, considerando tutte le
neoplasie nel loro insieme, un’incidenza dei tumori sostanzialmente analoga
fra equini, bovini e gatti (1,43-1,36-1,45%) rispetto al cane (3,33%), con il
distinguo, per i cavalli, di una significativa minore incidenza delle neoplasie
maligne, che effettivamente risulta anche dalla maggior partc delle casistiche
sopra citate,

Anche la determinazione dei siti prefercnziali di insorgenza pud risultare
notevolmente condizionata dalla metodologia di raccolta dei dati {tabella IV).
Negli studi condotti al macello {Cotchin e Baker-Smith, 1975; Damodaran ¢
Ramachandaran, 1986; Lis, 1993) le neoplasie pit frequenti risultano infatti
quelle della tiroide, del surrene ed | melanomi, mentre nelle indagini basate
sullo studio di campiocni provenienti da dipartimenti clinici (Uberreiter, 1960,
Panndorf, 1970; Priester ¢ Mantel, 1971; Baker e Leyland, 1975; Kerr e
Alden, 1975; Cotchin, 1977; Sundberg et al., 1977; Krisiger, 1979; Priester ¢
McKay, 1980; Bastianello, 1983; Haghdoost ¢ Zakarian, 1980; Zanichelli et
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al., 1994} la stragrande maggtoranza delle neoplasie ¢ rappresentata dai tu-
mori dell’apparato cutaneo, ed in particolare dal sarcoide (pill frequente
neoplasia benigna}, dal carcinoma squamocellulare (pill frequente neoplasia
maligna) ¢ dal melanoma. Nelle stesse casistiche 1 turneri dell’apparato geni-
tale occupano spesso il secondo posto e sono rappresentati, oltre che da una
cospicua quota di carcinomi squamocellulari dei genitali esterni, dai tumori
dell’ovaio a cellule della granulosa nelle femmine e dai seminomi nei ma-
schi.

Tabella H - Ripartizione relativa delle neoplasic in diverse specie di animali domestici

Autari Periodo Paese  Neoplasie Riparizione percentuale delle neoplosie nelle varie spesie
considerato esominale  Equini Bovini Suini Ovicaprini Cane Gatto
Boptisia e Silva, 1945 18781983 Porlogalle 659 123 25 06 2% 525 48
Smith e Jones, 1957 19361955 USA 7052 54 135 19 17 753 19
Kriger, 1975 19551975 Cermanio 2421 52 201 3% 04 472 3
Priester & Mantel, 1971 1964.1969  USAeCanadn 5182 102 %46 04 04 728 44
i Priester & Mckay, 1980 19631977 UShAeCanodo 23405 95 43, - - 745 97
i Nobel et al,, 1979 1969-1979 lsrele 709 LS 514 02 145 321 09
! Singh ef ol,, 1691 19801988 India 198 45 752 . - 02 .
Romakrshnon & Manohar, 1980 1940.1978 Indi 304 14 737 - 08 A
Colchin, 1960 19501980 Gron Brelogno 452 199 648 59 92 —
Plummer, 1956 1951.1935 Canady 495 28 WY 560 12 .
Brandly & Migaki, 1963 19551942 Usa 480447 01 9506 3% 04 L
Misderp, 1967 194011965 Olanda B N4 83 96 96

Tabella 1T - Incidenza delle neoplasie in bovini, equini, cani e gatti secondo il National
Cancer Institute {Priester ¢ McKay 1980)

Equini Bovini Cani Gt
Popolazione di riferimento 155.259 107.654 523706 157.581
Ne % Ne % Ne % Ne %
Neoplasie benigne 877 0,56% 272 025% 5821 1,11% 195 012%
Neoplasie maligne 886  057% 1133 1,08% 9762 1 88% 2012 1,28%
Neoplasie MND 457 0,29% 64 006% 1852 Q35% 74 005%
Tutte le necplasie 2220 143% 1469 1.3¢% 17435 333% 2281 1,45%

MND = malignita non deferminata

Fra le neoplasie maligne il linfosarcoma risulta la piil frequente neoplasia
ad esito mortale (Baker ed Ellis, 1981} ed a coinvolgimento multiorganico
{Sweeney e Gillette, 1989; Mair ¢ Brown, 1993},
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I influenza di sesso ed eta sullo sviluppo delle neoplasie & stata valutata
con accurateza soltanto nello studio del NCI (Priester ¢ McKay, 1980). Le
neoplasie benigne mostrano una uguale frequenza nei due sessi, con un ri-
schio di insorgenza nell’animale adulto pressoche costante per tutta la vita
(figura 1-13, eccezion fatta per un certo incremento del rischio oltre i 12 anni
a causa della pil probabile insorgenza oltre questa eti degli adenomi tiroidei
¢ dei lipomi. 1l rischio di sviluppare neoplasie maligne (figura 1-2) tende
invece ad aumentare con I’etd, mantenendo il maschio un costante maggior
rischio rispetto alla femmina a causa del relativamente frequente sviluppo
del carcinoma squamocellulare in localizzazione peniena dopo il none anno.
Il melanoma tende a manifestarsi con particolare frequenza nei cavalli che
hanno superato 1 15 anni di vita.

L’apparente predisposizione allo sviluppo di neoplasie del Quarter Horse
segnalata da alcune casistiche ¢ in realta da imputare alla grande diffusione
di questa razza ncgli Stati Uniti (Kerr e Alden, 1975, Junge et al., [984). Lo
studio del NCI (Priester e McKay, 1980), ponderato sulla composizione raz-
ziale della popolazione di riferimento, ha evidenziato un maggior rischio per
lo sviluppo di neoplasie maligne nelle razze Belga ed Appaloosa (in partico-
lare per il carcinoma squamocellulare), nel Pinto, nel mulo, e, limitatamente
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Figura 1 - Rischio relativo delle neoplasie benigne (1) e maligne (2) negli cquini stimato
secondo 'eth ed il sesso. Dati del National Cancer Institute.
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Tabella IV - Tipi istologici pitr frequenti nell’ambito delle neoplasie equine.
Dati della letteratura.

Bohere  Kere  Sundherg Posccee Faghdoosl e Prieste- e Cotchin e
Tipa ‘slchogice levland,  Alden, dlal,  Summers, Basiorells  Zobarion  MeKoy  Kriier,  Buker
1975 1975 1977 1981 1983 1985 1980 1979 Smith,
1975
Sarcoide 13% 39% 44%  28%  38%  10% 0 0 1%
Fibroma/fibrosarcoma 9% 1% 3% 3% 1% M% 2% 2% 0
Papilloma 9% 0 & 1% 5% 5% 7% 2% 1%
Carcinoma squamocellulare 15% 2% 25% 37% 4% 7% 5% 4% 1%
elanoma 5% &% 4% 7% B% % 5% 0% 9%
Tumore a cellule della granulosa % 5% 3% 5% 0 0 % 0 2%
Seminama 4] 4] 1% 0 0 2% 1% 0 ¢
Lipoma/liposarcoma 1% 6% 3% 1% % 0 3% 1% 1%
Linfosarcoma 5% 3% 1% 1% 3% 2% % O7% 3%
Adenoma/carcinoma della tiroide 0 2% 1% 4] 1% 0 %0 47%
Aliri % 27%  12%  18% 8% 5% 16%  44% 23%
Totale neoplasie esaminate 124 733 236 149 378 41 2220 127 151

ai melanomi ed ai tumori dell’ovaio a cellule della granulosa, nella razza
Araba. La predisposizione di questa razza al melanoma € perd da intendersi
non come una vera predisposizione razziale su base genetica, quanto invece
da collegare alla frequenza del mantello bianco e grigio nello standard della
razza (Mullowney, 1985),

MATERIALI E METOD]

E’ stata condotta un’indagine retrospettiva sulle neoplasie equine
archiviate presso I'Istituto di Patologia Generale e Anatomia Patologica Ve-
terinaria dell'Universita di Bologna negli anni compresi fra il 1935 e il 1994,
In particolare, la casistica proviene da tre fonti principali:

1) 972 necroscopie, eseguite nella Sala Anatomica dell’Istituto su equini
provenienti dagli Istituti Clinici della Facolta di Medicina Veterinaria del-
I"'Universita di Bologna o da privati;

2) 182 campioni chirargici, esiti di prelievi bioptici o interventi eseguiti
presso gli Istituti Clinici della Facolta o da veterinari liberi professionisti;

3) 433 organi isolati pervenuti all’Istituto per accertamenti diagnostici dal
Pubblico Macello di Bologna o da altri macelli.

La consultazione di 1590 fra referti necroscopici e descrizioni
anatomopatologiche ha consentito di individuare 270 casi che erano
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macroscopicamente riferibili a neoplasie.

A partire dai campioni selezionati, fissati in formalina, alcool, o Ruffini
3, ed inclusi in paraffina, sono state allestite sezioni istelogiche che sono state
colorate con I'ematossilina-eosina e, quando necessario, con altri metodi
(PAS, tricromica di Masson, colorazione di Gomori per le fibre reticolari,
ecc.).

Nei casi in cui I’esame istologico ha confermato la diagnosi macroscopica
di neoplasia, questa ¢ stata classificata applicando i criteri previsti dall’Or-
ganizzazione Mondiale della Sanita per i tumori spontanei degli animali do-
mestici (WHQ, 1974, 1976). I dati ottenuti sono stati successivamente clas-
sificati, oltre che per tipo istologico, per localizzazione anatomica, e per gra-
do di benignitd o malignita istologica. I dati relativi a sesso, eta e razza degli
animali selezionati non sono risultati disponibili per tutti 1 casi.

RISULTATI

L’esame istologico ha confermato la diagnosi macroscopica di neoplasia
in 168 dei 270 casi selezionati. Rispetto alla totalith dei 1590 cavalli esami-
nati nell’Istituto, Je neoplasie confermate istologicamente incidono pertanto
per il 10,57%. Pi1 in particolare (tabella V) & stata rilevata un’incidenza del
3,5% (34/972) nell’ambito delle necroscopie, del 29,67% (54/182) fra i pre-
lievi bioptici e del 18,35% (80/436) fra gli organi isolati pervenuti all’Istitu-
to per accertamenti diagnostici.

I tumori pit frequenti (tabella VI) sono risultati il sarcoide (17%), il
linfosarcoma (16%) ed il melanoma (10%).

Delle 168 neoplasie esaminate, 64 (38%) sono risultate istologicamente
benigne, 104 (62%) maligne.

Tabella ¥V - Equini esaminati presso ['Tstituto di Patclogia Generale ¢ Anatomia Patologica
Veterinaria dell’ Universitd di Bologna e lrequenza delle neoplasie istologicamente conferma-
te. Dati raggrupati secondo la fonte di provenicnza,

Fonte Ne Neoplasie %

Necroscopie 972 34 3,50%
i Prelievi chirurgici 182 54 29.67%
| Organi isolati provenienti dal macello 436 80 18,35%
! Totale 1590 168 10,57%
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Tabella V1 - Classificazione istologica di [68 neoplasie equinc.

Diagnosi n® Percentuale ,
Sarcoide 28 17% —I
Linfoma 27 16%
Melanoma 17 10%
Adenoma e carcinoma renale 12 7%
Fibroma e fibrosarcoma 12 7%
Emangioma, emangiosarcoma ed emangiopericitoma 11 7%
Seminoma 6 4%
Carcinoma squamocellulare 6 4%
Carcinomi epatoceltularf 5 3%
Colongiccarcinomi 5 3%
Leiomioma e leiomiosarcoma 5 3%
Adenomi e carcinomi tiroidei 5 3%
Tumore delV’ovaio a cellule della granulose 5 3%
Adenomi e carcinomi corticosvrrenalici 4 2%
Feocromocitomi 4 2%
Adenocarcinomi polmonari 3 2%
Plasmocitoma 2 1%
Schwannoma 2 1%
Adenocarcinoma pancreatico | 1%
Adenocarcinoma seni frontali 1 1%
Adenoma ipofisario 1 1%
Carcinoma della mammella K 1%
Carcinoma vescicale a cellule transizionali 1 1%
Llipema 1 1%
Mesotelioma 1 1%
Papilloma 1 1%
Rabdomioma 1 1%
Totale 168

Da un punto di vista istogenetico (tabella VII) si & rilevata la
predominanza dei tumori di derivazione mesenchimale (35%) che, se consi-
derati separatamente dai tumori derivati dai tessuti emopoietici (17%), sono
risultati per la maggior parte istologicamente benigni. 1 tumori di tipo
epiteliale (27%) ¢ quelli di derivazione neurcectodermica (14%) erano inve-
ce generalmente maligni a causa dell’elevata percentuale di carcinomi nei
primi e di melanomi nei secondi.

La predominanza delle neoplasie di origine mesenchimale & da mettere in
relazione alla elevata frequenza del sarcoide e delle altre neoplasie
fibroconnettivali. Ben rappresentate anche le neoplasie di derivazione
endoteliale e muscolare, mentre & risultata inferiore alle aspettative teoriche
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Tahella VII - Ciassificazione istogenetica di 168 neoplasic equine.

Origine Benigni Maligni Totale

N= % Ne Yo Ne %
Epiteliale ¢ 20,00% 36  BO,00% 45 26,79%
Mesenchimale® 48 81.36% 11 18,64% 59 33,12%
Dai tessuti emopoietici - 29 100,00% 29 17,26%
Neurosctodermica** 2 8,33% 22 91,67% 24 14,29%
Altre*** 5  4545% 6 54,55% 11 6,55%

Totale 44 38,10% 104 61,90% 168

*  escluse le neoplasie derivate dai tessuti emopoietici

compresi i melanomi
neoplasie di origine gonodostromale (tumori del’ovoio o cellule della granulosa) & germinale
{seminomi testicolari)

* &

* k¥

I"incidenza dei lipomi, assenti dalla nostra casistica nella loro localizzazione
mesenteriale. Frequenti, invece le neoplasie dei tessuti emopoictict {17%),
rappresentate pressoche esclusivamente da linfomi.

Le neoplasic epiteliali pit comuni sono risultate i carcinomi
squamocellulari e gli adenomi o carcinomi renali, cpato/colangiocellulari,
tiroidei e corticosurrenalici. Come gid detto, infine, la non trascurabile rap-
presentanza di neoplasic di derivazione neuroectodermica & da ascriverce
quasi integralmente alla quota di tumori melanotici.

Quanto alle localizzazioni anatomiche (tabella VIII), I"apparato piu col-
pito & risultato quello cutaneo (38%) (tabella 1X), seguito dall’emopoietico
{19%) (labella X), dal digerente (139%) (tabella XI) ¢ dal genitale (12%) (ta-
bella XII) .

Tabella VI - Classificazione di 168 neoplasic cquine sccondo I'apparato di insorgenza

Apparato n° % Benigni Maligni
Cutaneo 57 37,75% 36 21
Emopoietico 29 19,21% - 29
Digerente 20 13,25% 5 15
Genitale 8 11,92% 10 8
Endocrino 14 927% 7 7
Urinario 13 B,61% 1 12
Respiratorio 8 5,30% 1 7
© Al Q 5,96% 4 5
Totale 168 64 104
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Tabella IX - Classilicazione istologica di 57 neoplasie equine a localizzazione culaney

Localizzazione Metastasi
Tipo Istologico N°  Testa Tronco  Arti  NR*
Sarcoide 28 6 7 4 11 -
Fibroma 3 1 1 ] -
Fibrosarcoma 1 1 -
Schwannoma 1 1
Melanoma 17 b 11 14
Papilloma ] 1 -

i Carcinoma squamocellulare** 1 1 -
Emangioma ] 1 -
Emangicsarcoma 2 2 -
Emangiopericitoma ] 1 -
Lipoma | 1 -

‘ Totale 57 10 17 5 25

NR: sede non registraia
** cui si devono aggiungere 3 carcinomi squamocellulari negli organi genitali esterni e 2 nelle cavita
nasali

Tabella X - Classificazione istologica ed anatomica di 29 neoplasie equine derivate dai
tessuti cmopoictic

Neoplasia Forma anatomica : Ne
Linfosarcoma Multicentrica 10

Intestinale 8

Splenica 6

Mediastinica 3

Plasmocitoma Sistemico 2
Totale 29

Tabella X1 - Classiticazione anatomica ed istologica di 20 neoplasic cquine con localizza-
zione primitiva nell’apparato digerenie.

Localizzazione Tipo Istelogico N°

Cavitd Orale Fibroma ]
Fibrosarcoma 1

Stomaco Fibroma ] i
Fibrosarcoma 1 !
Leiomioma ] ?
leiomiosarcoma 1

Intesting leiomiosarcoma 1

Fegato Carcinoma epatocellulare 5
Colangiocarcinoma 5

Pancreas Adenacarcinoma 1 |

Peritoneo Fibroma i
Schwannoma 1
Totale 20 ‘
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Tabella X11 - Classificazione istologica di 18 neoplasie equine ad insorgenza primiliva
nell’apparato genitale

’7 - N
| Apparato | N° | Locdlizzazione | N° | Tipo istologico CNe
:' Maschile | 7 | Testicolo i 6 | Seminoma diffuse 6
; Pene © 1 | Carcinoma squamocellulare |
Femminile | 11 | Owvaio 6 | Tumere a cellule della gronulosci 5
i Emangioma Lo
Utero 2 | leiomioma 2
Vagina 3 | Carcinoma squamocellulare 2
Emangioma |
Totale 18
DISCUSSIONE

L'incidenza delle neoplasie negli equini esaminati presso I’Istituto di Pa-
tologia Generale ¢ Anatomia Patologica Veterinaria dell’ Universita di Bolo-
gna (10,57%) & risultata nel complesso sovrapponibile a quella riferita da altri
studi analoghi condotti all’estero.

Non sorprende la relativa bassa incidenza nell’ambito delle necroscopie
(3,5%) confermando per il cavallo la scarsa importanza delle neoplasie come
causa primitiva di morte, mentre & risultata pit elevata I’incidenza dei tumo-
ri nell’ambito dei casi giunti al nostro Istituto per accertamenti diagnostici
(29,67% delle biopsie, 18,35% degli organi pervenuti dal macello). Quest'ul-
timo dato, deducibile anche da altre casistiche (Baker ¢ Leyland, 1975; Kerr
¢ Alden, 1975; Sundberg et al., 1977), sottolinea come le neoplasie rappre-
sentino da un lato una frequente occasione di intervento chirurgico per il
cavallo, e dall’altro una frequente fonte di incertezza diagnostica nel caso
dell’esame ispettivo post-mortem. E’ interessante a questo proposito il dato
riguardante la conferma istologica di neoplasia nella nostra casistica: 1’esa-
me istologico ha infatti evidenziato che su 270 casi macroscopicamente
riferibili a neoplasia, ben 102 (37,7%) erano in realtd processi patologici di
diversa natura, prevalentemente rappresentati da lesioni infiammatorie di tipo
granulomatoso. Gia altri Autori (Baker e Leyland, 1975; Pascoe e Summers,
1981) hanno riferito Ia frequenza delle lesioni granulomatose nella specie
equina ¢ la loro importanza nella diagnosi differenziale rispetto ai tumori.

Quanto al grado di malignita, nella nostra casistica si & osservata una pre-
valenza dei tumori maligni (62%) sui benigni (38%) che contrasta parzial-
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mente con quanto & riferito dalle altre indagini, condizionata dalla [requenza
dei linfomi, dei melanomi e di alcuni carcinomi.

I dati del nostro studio che maggiormente si discostano da quelli di altre
casistiche riguardano soprattutio I’elevata frequenza dei linfomi (16% di tut-
te le neoplasie osscrvate) e delle neoplasie renali (7%) ed epatiche (6%).
Risultano invece allineate ai dati forniti dagli altri studi la predominanza dei
tumori di origine mesenchimale e I'indicazione dell’apparato cutaneo come
il pit frequentemente interessato da neoplasie, sebbene in quest’ultimo am-
bito la frequenza dei papillomi ¢ dei carcinomi squamocellulari sia risultata
inferiore alle aspettative teoriche.

Non riteniamo tuttavia che queste differenze rivestano una valenza gene-
rale, n& tantomeno possano riflettere caratteristiche particolari dell’area geo-
grafica considerata,

H nostro, come del resto gli altri studi citati, non pud infatti essere consi-
derato un vero studio epidemiologico, poiché manca dei due requisiti fonda-
mentali richiesti agli studi di questo tipo, e ciog la definizione quantitativa
della popolazione che si intende rilevare (nel nostro caso la totalita dei ca-
valli presenti nella provincia di Bologna nel periodo considerato) e la certez-
za di aver registrato tutte le neoplasie insorte in quel periodo. Gli studi basati
sulla classificazione dei casi spontaneamente afferiti ad un Istituto fomisco-
no invece valori di incidenza che nella migliore delle ipotesi possono essere
rapportati solo alla totalith estremamente varicgata dei soggetti malati. A cid
siaggiunga che I’intervento di altri fattori rende spesso i risultati ancor meno
rappresentativi della reafta. Per esempio nelle casistiche fornite dagli Estituti
universitari si rileva costantemente una sovrarappresentazione delle patologie
meno comuni e pil gravi (Monsein, 1991; Ru, 1994), conseguenza del fatto
che ad un Istituto di Anatomia Patologica Veterinaria afferisce quanto si ve-
rifica in campo animale di particolarmente anemalo, 11 che non corrisponde
certamente a tutle quanto accade di patelegico. Oltre a questa distorsione
“fisiologica” possono intervenire anche altri fattori individuali, la cui portata
& ancor pin difficilmente quantificabile. Riteniamo per esempio non trascu-
rabile la considerazione che le neoplasie maligne risultate serprendentemente
frequenti nella nostra casistica sono state oggetto di speciftiche ricerche del
nostro Istituto: linfomi (Della Salda € Marcato, 1990), carcinomi epatici
{Nunes Petisca, 1957) e carcinomi renali {1 Domizio, 1948; Bettini, 1991).

Al contrario il numero di neoplasie cutanee registrate ¢ incredibilmente
esiguo se paragonato all’estensione temporale della casistica, Ma anche in
questo caso deve essere ricordato come solo negli ultimi anni un incremento
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del livello di coscienza professionale ha portato un numero sempre maggiore
di veterinari ippiatri a richiedere la diagnosi istologica delle neoplasie aspor-
tate. :
Le neoplasie giudicate rare sono infatti afferite al nostro Istituto unifor-
memente nel corso del periodo considerato, meatre Ic neoplasie ritenute co-
muni sono state raccolte soprattutto negli ultimi anni. Se la stessa indagine
fosse stala elfettuata nel 1980, sarebbe risultato che in 45 annmi su 1185 ca-
valli esaminati si erano verificati solo tre casi di sarcoide!

Gia nel 1977 Cotchin rilevava infatti una sostanziale carenza di dati
cpidemiologici attendibili sulle neoplasie equine, schbene obiettivamente
interessanti e ben studiate dal punto di vista della descrizione dei singoli casi.
A distanza di quasi 20 anni la situazione non & cambiata di molto, se si ec-
cettuano alcuni recenti studi sull’epidemiologia del sarcoide (Mohammed ct
al., 1992; Reid et al., 1994) e del carcinoma squamocellulare (Dugan et al.,
1991).

In conclusione, vogliamo sotiolineare la nostra convinzione che, in ana-
logia a quanto attuato per ["uvomo, il cane ed il gatto con I’istituzione a livel-
lo nazionale ed internazionale di registri tumori, sarebbe di grande interesse
scientifico e pratico avviare anche per il cavallo un sistema permanente di
sorveglianza oncologica.
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CONTRIBUTO ALLO STUDIO DELLE
ABIOTROFIE DEL CAVALLO

CORRADI A., CANTONI AM., DI LECCE R.,
PERILLO A., CABASSI E.

Istitwto di Anatomia Patologica Veterinaria, Parma

INTRODUZIONL

Le abiotrofie sono malattic neurodegenerative a caratiere progressivo ad
eziologia endogena, legate a difetti congeniti del metabolismo e/o dello svi-
luppo cellulare che provocano, con lenta progressione ipotrofia o atrofia sim-
metrica o bilaterale di un sistema.

In campo medico veterinario sono descritte e conosciute soprattutto nel
cane (6, 7, 8) e nel ruminanti (13, 16, 21) mentre meno frequenti sono nelle
specie equina e felina (9, 20). Si possonoe classificare essenzialmente in quat-
tro gruppi come proposto da de Lahunta {(9) e specificamente in: 1)
degenerazioni del motoneurone; 2) degenerazioni multisistemiche; 3)
degenerazioni cerebellari; 4} degenerazioni composite {astrociti, ccllule di
schwann, gangli spinali, assoni distali). Le degenerazioni multistemiche sono
ulteriormente suddivise in forme che interessano specificamente: a) neurone;
b} processi neuronali, coinvolgenti sia I’assone che la mielina; ¢} mielina; d)
neurcassone; e) neurofilamenti.

Nella specie equina sono descritti casi di degenerazionc multisistemica
dei processi neurenali e neuroassonali rispettivamente nelle razze Appaloosa
{17) e Morgan (1) e casi di degenerazione cerebellare nelle razze Araba e
suoi incroci (4,5,18) nel Gotland pony (2) e nell’Oldenburger {(4,15).

Nel presente lavoro verranno presentati tre casi di abiotrofia nell’equino,
di cui due in forma cerebellare ed uno in forma multisistcmica dei processi
neuronali {spinocerebellarc) che sono stati studiati e descritti nell’Istituto
(3,10,11 ).
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ABIOTROFIA CEREBELLARE

Ouadro clinico

Le indagini sono stale condolte su due puledri di razza Quarter horse, un
maschio di 8 mesi ed una femmina di 16 mesi d’etit della stessa scuderia e
della stessa genia paterna. Gli animali, fin dal primo mese di vita, hanno
presentalo sintomi di atassia locomotoria progressiva non legata ad eventi
traumatici o neurctossici (11). La visita neurologica ha permesso di formula-
re una diagnosi in sede di lesione a livello cerebellare e/o al midollo spinale
cervicale. L'esame radiologico intra-vitam, con mezzo di contrusto, € post-
mortem a nudo sul rachide cervicale ha permesso di escludere una patologia
spinale Wobbler stalica e/o funzionale ed ha conscntito di rilevare una nor-
male conformazione cerebellare (11). Gli accertamenti batteriologici, biochi-
mici, citologici e sierologici hanno escluso inoltre una eventuale cziologia di
origine micrebiologica, neoplastica o metabolica (11).

ABIOTROFIA SPINO-CEREBELLARE

Ouadro clinico

Lo studio & stato condotlo su un puledro meticcio, femmina di 18 mesi
d’etd che ha mostrato segni di atassia. Lanimale & nato in un allevamento
della Surdegna in cui erano stati introdotti numerosi cavalli di diversa prove-
nienza poco prima del parto; quasi contemporaneamente a questa introdu-
zione & stata osservala la comparsa di una patologia respiratoria in tutti gli
animali. (10). Il quadro di atassia & stato rilevato in pid puledri ¢ detla ulte-
razione ncurologica si & ripresentata nei 3 anni sucecessivi lerminande dopo
intervento immunoprofilattico contro EHV.

I.’esame dell’andatura in linca retta sul piano ed al passo ha permesso di
appurare che il puledro procedeva con qualche limitazione dell’ampiczza ¢
dell’energia dei movimenti degli arti. I movimenti, infatti, apparivano incer-
ti, con andatura sallellante ed irrigidimento degli arti durante 1’appoggio e
diminuzione dell’ampiezza del passo ¢ della levata del piede.

La prova di Romberg (bendaggio degli occhi) aggravava i disturbi del-
I’andatura ¢ provocava allargamento della base di appoggio dell’animale in
slazione.

Nel movimento in circolo stretlo, I'incoordinazione degli arti appariva
aumentata, anche se non provocava la caduta del soggetto. In queste prove,
in purticolare I'arto pelvico esterne al cerchio veniva iperflesso ed
iperabdotto durante la propulsione, mentre quello interno appuariva pitt lento
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e tendente a fare da perno sul terreno e ad incespicare con il controlaterale
protratto, Gli arti anteriori tendevano ad incrociarsi.

L'esecuzione del test di oscillazione era da considerarsi positivo, poiche
la resistenza a tale manualith appariva nolevolmente diminuita, con eccessi-
va oscillazione del tronco ed incrociamento degli arti. Anche pressioni eser-
citatc manualmente sul garrese e sul dorso provocavano eccessivi
abbassamenti del tronco o cadute.

Se lasciato libero di correre nei recinti, il puledro manifestava un marcato
aumento dell’atassia e della paresi durante i cambiamenti di direzione rispet-
to al deficit locomotorio in linea retta.

L’esame oftalmologico non ha evidenziavato lesioni o disfunzioni ocu-
lari.

In sede avtoptica sono stali prelevati frammenti di bulbo olfattivo e del
ganglio del trigemino per indagini di isolamento virale con esito negativo,
mentre test di sieroneutralizzazione per EHV1 (Equine Herpesvirus 1 - cep-
po Army} e EAV (Equine Arteritis Virus) hanno mostrato titoli
sieroneutralizzanti piuttosto bassi e per EHV | mai superiori a 1/32 (10).

ESAME NECROSCOPICO

Gli animali sono stati sacrificati mediantc iniezione endovenosa di 30 ml
di Tanax e successivamente sottoposti ad indagine necroscopica ed
istopatologica. All’esame autoptico, in tutti i puledri, non sono state rilevate
alterazioni a carico di organi, apparafi e sistemi contenuti nelle grandi cavita
splancniche. L’esame anatomopatclogico del S.N.C. non ha evidenziato alte-
razioni morfostrutiurali al cervello, al cervelletto nonché al midollo spinale,
11 midollo spinale cervicale si & presentato allogato nello speco vertebrale in
corretto rapporto anatomico con la pachimeninge ed il canale vertebrale (10,
1.

Sono stati effettuati prelievi del S.N.C ¢ S.N.P. e dei gangli del trigemino
per indagini istologiche, previa fissazione in formalina al 10% a pH 7.4. e
inclusione in paraffina. Sono poi state approntate sezioni di 5 |t di spessore
colorate sccondo le tecniche routinarie per il sistema nervoso (10, 11).

ISTOPATOLOGIA

Abiotrofia cerebellare

L’'csame istologico del cervello, del midollo spinale cervicale, dei gangli
paraveriebrali ¢ del ganglio del trigemino, non ha permesso di rilevare alte-
razioni morfostrutturali a carico di tali distretti anatomici. A livello
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cerebellare si & osservata ipotrofia delle folia cerebellari, persistenza di nu-
merosi nidi cellulari dello strato granulare esterno, diminuzione numerica
delle cellule di Purkinje ¢ dello strato granulare intcrno. In entrambi gli ani-
mali la diminuzione delle cellule del Purkinje ha interessato lunghi tratti di
corteccia, spesso in modo non uniforme ed in loro corrispondenza si € rile-
vata ipoplasia dello strato granulare interno.

Abiotrofla spino-cerebellare

Midollo spinale

a) Bianco spinale: neci cordoni bianchi spinali sono state rilevate lesioni
simmetriche di degenerazione miclinica in corrispondenza dei transiti dei
fasci spino-cerebetlari dorsali (o di Flechsing ), dei fasci piramidali crociati
ed in minor misura dei fasci piramidali dirctti e del gracile (o di Gofi). Tn
particolar modo sono risultati maggiormente colpiti dalla degenerazione, con
fenomeni d’ipotrofia, lc porzioni metameriche spinali mediotoraciche (T5-
T12) dei fasci di Flechsing. Associati alla lesione degencrativa della miclina
sono stati rilevati quadr di astrogliosi pilt 0 meno pronunciati. Di notevole
rilievo & apparsa la presenza di nevuroni fra gli assoni lungo I’intero decorso
dei fasci spinocerebellari dorsali;

b) Grigio spinale: di rilievo ¢ apparso il notevole spopolamento
ncuronale, simmetrico, delle colonne di Clarke, in cui crano pure rilevabili
quadri di astrogliosi e d’accumulo di materiale metacromatico, lipofuscina,
nei neuroni ancora presenti;

¢) Radici dei nervi spinali: si ¢ registrato pallore mielinico delle radici
spinali dorsali con andamento corrispondente alla mielinolisi dei fasci di
Flechsing dei mctameri medio toracict;

d) Gangli spinali: le strattore ganglionari sono apparse popolate da ele-
menti cellulari rigonfi talvolta contenenti materiale fincmente granuloso
riferibile a lipofuscina.

Tronco cerebrale
I nuclei di Goll hanno presentato modesti quadri di spopelamento
ncuronale ed astrogliosi.

Centri sovrassiall centrali

a) Cervelletto: a livello delle folia cerebellari del paleocerebello si ¢ os-
servata la presenza di piccoli nidi cellulari, sottoleptomeningei, popolati da
elementi persistenti dello strato granulare csterno embrionale. Continuando
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nelle folia cerebellari, in corrispondenza di tali nidi di persistenza d’elementi
cellulari embrionali, si & rilevata una lieve riduzione numerica di cellule del
Purkinje ¢ dello strato dei granuli interno. A livello di nucleo dentato si &
rilevata una diminuzione delle cellule, per morte neurenale, contemporanca-
mente alla presenza di neuroni con alterazieni merfofunzionali riferibili a
tigrolisi.

b) Encefalo: sono state osservate degenerazioni mieliniche a livello delle
porzioni pil laterali del braccic posteriore della capsula interna e quadri
regressivi neuronali nella corteccia motoria.

Ganglio di Gasser
Gli elementi ganglionari scnc apparsi in numero normale ¢
normostrutturati.

SN.P
1’esame dei nervi ha permesso di rilevare una corretta mielinizzazione e
disposizione degli assoni.

DISCUSSIONE

Abiotrofia cerebellare

Sulla base dei rilievi clinici e radiclogici, & stata esclusa la sindrome
Webbler e, dalle indagini di laberaterio sui liquidi organici di entrambi i pu-
ledri, anche la presenza di anticorpi contro UEHV-1 e di batteri. In letteratu-
ra, 1 casi di abiotrolia cercbellare in cavalli <i razza Araba e loro incroci,
sono descritti come quadri nevropatologici con diminuzione numerica dei
neuroni € mineralizzazione neuronale in sede talamica (4,5,18). E’ evidente
che i quadri anatoemopatologici cerebellari da noi osservati nei due puledri
Quarter horse dilleriscono sostanzialmente da quelli descritti nei cavalli di
razza Araba, soprattutto per la persistenza di cellule nello strato granulare
cerebellare esterno. E noto che nell’ontogenesi del S.N.C. si riconoscono
tre [asi distinte ¢ fondamentali. La prima fase prevede la proliferaziene delle
cellule germinali, la loro differenziazione ¢ la successiva migrazione nelle
sedi definitive. La seconda [ase, caratterizzata dalla [ormazione degli assoni
¢ dei dendriti, & influcnzata da fattori di crescita quale il “nerve growth
factor”, che controlla la sopravvivenza e la crescita dei neuroni, nonche il
loro sviluppo assono-dendritico. Nella terza fase si assiste alla sinaptogenesi.
Anche nel cervelletto queste tre fusi si riconoscono perfettamente; iniziano
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nell’ultimo terzo della vita fetale dell’animale cen la migrazione delle cellu-
le germinali paraventricolari (IV ventricolo) in sedi anatomiche intermedie
(strato esterno delle folia cerebellari), in cui esse proliferane; si differenzia-
no in microneuroni e poi migrano nelle sedi anatomiche definitive. Succes-
sivamente iniziano le fasi dell’assonodendrogenesi ¢ della sinaptogenesi che
s1 esauriscono nelle prime settimanc di vita post-natale. La diminuzione nu-
merica dei ncuroni del Purkinje e dei microneuroni dello strato dei granuli
ha impedite lo sviluppo degli stessi in un preordinato disegno genetico
assonale, teledendritico e successivamente sinaptico. La mancata o la scarsa
stimolazione elettrica di un neurone, causata da un ridotto numero di contatti
sinaptici sul perikarion, lo porta a morte ed innesca una rcazionce
neurodegenerativa retrograda a catena, dimostrando ¢he 1"ontogenesi
cerebellare incompleta non & un fenomeno neuropatologico statico, ma evol-
ve e progredisce intcrnamente al sisterma.

Nel cervelletto dei puledri da noi esaminati & stata riscontrata la
persistenza di cellule germinali nello strato granulare esterno; cid dimostra
che le cellule germinali hanno migrato correttamente dalla lore sede origina-
le paraventricolare alla sede intermedia (strato esterno delle folin cerebellar);
parte di esse, perd, non hanno completato la colonizzazionce nelle sedi anato-
miche definitive (strato delle cellule del Purkinje e strato dei granuli).

La causa & verosimilmente correlabile ad una mancata differenziazione
delle cellule dello strato granulare esterno in micronevroni, per una probubi-
le curenza genetica di qualche fattore di crescita non ancora conosciuto, che
ne ha impedito la migrazione e le successive fasi evolutive.

L’ercdofamiliaritd dell’atassia cerebellare € stata presupposta nel cavallo
di razza Araba ¢ suoi incroci (4,5,18), nell’Oldenburger {15) e nei pony
Gotland {2), dimostrata nei cani di razza Kerry Blue Terrier (6,7), nel Setter
Gordon (8) e nel Collie (14), nel bovino di razza Aberdeen Angus (12) ¢
nell’ovino (13, 16).

[ nostri risultati, in rapportio alla riconosciuta paternith comune dei due
puledri e dai rilicvi anamnestici e clinici raceolti, che hanno escluso I’inter-
vento di “noxac” esogene, lasciano, quindi, presupporre un’eziologiu
credofamiliare da carenza di fattori ontogenetici.

Abivirafia spino-cerebellare

Dai quadri anatomo-clinici ¢ possibile identificare 1l quadro nosologico
principalmente come una atassia spino-cerebellare, su base non infettiva che
ha coinvolto in modo lieve ed indircito anche sistemi motori piramidali. 11
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quadro clinico & caratterizzato da disfunzioni propriocettive ¢ motoric, so-
prattutto del tronco e degli arti posteriori. Gli impulsi propriocettivi del tron-
¢o e degli arti non possono raggiungere il paleocercbello e tantomeno essere
elaborati in questa sede e riproiettati in risposta ai muscoli specifici, causa la
presenza di alterazioni specifiche del midello spinale e del cervelletto, Le
alterazioni del mielencefalo sono slate registrate a carico sia dei sistemi grigi
spinali affercnti (morte dei nenroni e del nucleo di Clarke) che a carico delle
vie bianche spinali adibite al trasporto di tali impulsi nervosi ai territori
paleocerebellari {degenerazione dei fasci spino-cerebellari dorsali). Le alte-
razioni cerebellari sono risultate a carico dei nuclei cerebellari e delle lamine
del lobo paleocerebellare che rispettivamente si sono manifestate con dimi-
nuzione numerica dei neuroni del nuclec dentato e persistenza, a livello di
lamine paleocerebellari, d’elementi dello strato granulare esterno d’origine
embrionale, chiara espresstone di abiotrofia cerebellare da noi gia documen-
lata (3, 11 ). Nel paleocerebello si concrelizzano soprattutto funzioni di con-
trollo del (ono di posizione dei muscoli striati, ma anche funzioni di mante-
nimento del tono muscolare necessario per I’equilibrio dell’animale (ramite
le vie vestibolo-spinali ai motoneureni dei mmscoli estensori, via rubro-spi-
nale ai motonenroni dei muscoli flessori omolaterali; nonché all’ organizza-
zione & modulazione del movimente di intert gruppi muscolari attraverso la
via cerebello (nucleo dentato) - talamo- corticale. Dette lesioni cerebellari
hanne poi coinvolto secondariamente il telencefalo, per mancata relazione
neuroelettrochimica tra cervelletto e regioni cerebrocorticali tramite la via
cerebello (nucleo dentato) - talamo - corticale, pertanto le disfunzioni motorie
oltre riconoscere la loro primitiva origine nel paleocerebello, sono pure da
attribuire ad alterazioni telencefaliche. Infatti sono state rilevale lesioni nella
corteccia cortice motoria e nel braccio posteriore della capsula interna, sede
di transito delle vie piramidali .

Dall’analisi completa del complesso quadro di questa atassia, riteniamo
che un ruolo determinante nella sua patogenesi sia stato giocato dall’alterata
neurobiotassi dei neuroni spinali e cerebellari. La mancata migrazione di
questi neuroni dalle loro sedi embrionuli alle sedi definitive nel midollo spi-
nale (colonna grigia di Clarke} ¢ nel cervelletto (sirato delle cellule del
FPurkinje e strato granulare interno) ha impedito il loro sviluppo in un
preordinato disegno genetico assonale, teledendritico e successivamente
sinaptico. E’ risaputo che la mancata o la ridotta stimolazione elettrochimica
di un neurone lo porta a morte e che la sua morte inizia una reazione
degenerativa retrograda a catena che progredisce ed evolve all’interno di un
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sistema, che nel nostro caso specifico & quelle spino-cerebellare.

La causa, purtroppo, non & identificabile con certezza, ma & possibile
ipotizzarne alcune:

) carenza di fattori del differenziamento cellulare come ad esempio il
Nerve Growt Factor od altri;

b) anomalie dell’attivita di enzimi mitocondriali come la
piruvatodeidrogenasi e ’ossiglutarato deidrogenasi, come ipotizzato per
['atassia di Friederich;

¢) meno probabile e di pin difficile dimostrazione, comunque da tenere in
scria considerazione, € 'ipotetica azione di virus sul DNA cellulare, che
possa aver provocato o una diminuzione o una alterazione della sintesi di
proteine, di mediatori neuro biochimici, ecc.

CONCLUSIONI

In conclusione possiamo affermare che le patologie descritte sono malat-
tie neurodegenerative cerebellari e del sistema spino cerebellare ed hanno
carattere abiotrofico in quanto soddisfano tutti i postulati di Spasz (19), os-
sia: 1) atrofia o ipotrofia del cervelletto e dei fusci spinocerebellari dorsali);
2) lento progredire; 3) appartenenza ad un sistema {cervelletto ¢ sistema
spino-cerebelare); 4) simmetria o bilateralita della lesione { cervelletto ¢ fa-
sci spino-cerebellari dorsali, fasci piramidali, fascio di Goll}; 5) presenza di
un’eziologia endogena (alterata neurobiotassi dei neuroni dello strato
granulare esterno nell’abiotrofia cerebellare ed alterata neurobiotassi dei
neuroni dello strato granuvlare eslerno cerebellare e dei neuroni spinali
nell’abiotrofia spinocerebellare),
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METODICA DI DOSAGGIO DEI
GLICOSAMINOGLICANI SOLFATI NEL LIQUIDO
SINOVIALE DI CAVALLO:
PROSPETTIVE PER LO STUDIO DELLA PATOLO-
GIA DELLA CARTILAGINE ARTICOLARE

BORGHETTI P. (*), MARTINI EM. (**), DE ANGELIS E. (*)

{*) Ist. Anatomia Patologica Veterinaria, Parma
f**j Ist, Clinica Chirurgica Veterinaria, Parma

RIASSUNTO

Gli Autori hanno analizzato 1a sensibilita e la riproducibilita del dosaggio
colorimetrico dei glicosaminoglicani solfati totali (GAGs) ¢ del
cheratansolfato (KS) nel liquido sinoviale ottenuto dalle articolazioni
metacarpo-falangee di 45 cavalli. E’ risultato che ng la refrigerazione per 24
ore ne il congelamento del liquido sinoviale influiscono sul dosaggio rispet-
to al campione a fresco. Inoltre sono state determinate le diluizioni e i tratta-
menti enzimatici del campione opportuni per I'attendibilita della metodica, T
valori ottenuti sono stati poi analizzati in base alla presenza ¢ al tipo delle
lesioni della cartilagine articolare riscontrate all’esame anatomopatologico. I
campioni di liquido sinoviale ottenuti da articolazioni con lesioni
degenerative macroscopiche della cartilagine, hanno presentato livelli di
GAGs totali (255,6 + 125 pg/ml e di K8 (95,3 1 74,1 ng/ml) significativa-
mente pit clevati (P<0,01) di quelli del liquido sinoviale di articolazioni non
patologiche (GAGs: 76,8 + 24,2 g/ml; K8: 33 + 133 pg/ml).

SUMMARY: The Authors analyzed the sensitivity of colorimetric assay
of total glycosaminoglycans sulphate and keratan sulphate in synovial fluid
obtained {rom metacarpophalangeal joints of 43 horses. Both cooling for 24
hours and freezing of synovial fluid sample didn’t influence the results of
the mesaurcment. Suitable dilutions and enzymatic trcatments of the sample
were also determined to assess the accuracy of the assay. The data were then
analyzed in relation to the presence and type of macroscopic lesions of the
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articular cartilage.Synovial fluids from joints with lesions showed levels of
GAGs (255,06 2125 pg/ml yand of KS (95,3 + 74,1 pg/ml) significantly higher
{P<0,01) than normal joints (GAGs: 76,8 £ 24,2 pg/ml; KS: 33 £ 13,3 pg/
ml). '

INTRODUZIONE

Data I"importanza della patologia articolare nel cavalle sporlivo, attual-
mente si stanno studiando nuovi metodi di indagine che permettano di valu-
tarc la gravita ¢ I'cvoluzione del processo degenerativo del tessuto
cartilagineo articolare. Tali metodi si basano sul fatto che la cartilagine, in
corso di osteoartrite, a causa dell’alterato metabolismo tissutale, rilascia nel
liquido sinoviale diverse molecole o frammenti molecolari che, essendo
cspressione diretta del danno, possono fungere da indicatori del proccsso
dcgencrativo ¢ degradativo della cartilagine. In quest’ottica, i
glicosaminoglicani solfati rappresentano le molecole di derivazione
cartilaginea attualmente pid studiate soprattutto in medicina umana (3,5,6,7).
In questo lavoro, considerata la limitata esperienza in campo equino (1), si &
voluto analizzare la applicabilith e I’attendibilita del dosaggio colorimetrico
dei glicosaminoglicani solfati totali (GAGs) ¢ del cheratansolfato (KS) nel
liquido sinoviale di cavallo e valutare tali valori in base al tipo ed alla gravi-
ta delle lesioni cartilaginee riscontrate all’esame anatomopatologico.

MATERIALI E METODI

Esame del liguido sinoviale 1 liquido sinoviale & stato prelevato da en-
trambe le articolazioni metacarpo-falangee di 45 cavalli di varie razze preva-
lentemente da lavoro e di eth compresa tra 1 e 25 anni. Appena dopo il pre-
licvo, 1 campioni di liquido sinoviale (L.S.) sono stati valutati
macroscopicamente in base al velume totale, colore, viscosita e presenza di
sangue. [ campioni sono stati poi centrifugati a 2000 rpm per 10 minuti e
successivamente il sovranatante & stato sottoposto ad una seconda
centrifugazione a 10.000 rpm per 5 minuti. [l campione ottenuto & stato dilu-
ito ¢ trattato con 300 pg/ml di papaina per 2 ore a 63 °C. Per il dosaggio dcl
cheratansolfato il camptone € stato sottoposto ad un secondo trattamento
cnzimatico con condroitinase ABC. Dopo i trattamenti enzimatici sopra de-
scritti ai campioni & stato aggiunto DMMB (dimetilmetilene blu) ¢ i valori di
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GAGs ¢ di KS sono stati misurati con spettrofotometro a 525 nm (4). I valori
di densita ottica (2.0.) sono riportati « pg/ml in base alle rette degli
standards (condroitinsolfato A da (0,5 a 6 g e cheratansolfato da 0,5 1 9 pg).

Alcune tappe metodologiche sono state opportunamente valutate ai fini
dell’ottimizzazione della metodica descritta: - sono state analizzate differen-
ti diluizioni del campione allo scopo di ottenere valori di D.0O. che rientrino
nelle rette di 1.O. ottenute con valori crescenti degli standards utilizzati
{condroitinselfato A e cheratansolfato). - per il dosaggio del cheratansolfato
s1 & valutato I'effetto di differenti concentrazioni di condroitinase ABC (da
0,1-0,5 U/ml) e tempi di incubazione a 37°C (da 4 orc a 12 ore) al fine di
eliminare completamente I’interferenza dovuta ai condroitinsolfati. - sono
stati determinati 1 valori dei GAGs sui sovranatanti dei campioni sia a fresco
che dopo stoccaggio a - 80°C - si & inoltre valutato un eventuale effetto della
refrigerazione del campione di liquido sinoviale in toto per 24 ore a 4° C
prima della centrifugazione.

Esame macroscopico delle articolazion! Dopo la regolare macellazione,
si & proceduto all’esame anatomopatologico delle articolazioni metacarpo-
falangee da cui era stato prelevato il liquido sinoviale {in totale 90
articolazioni osservate) classificandole in base alla assenza [N = normale (n®
31 articolazioni})] o presenza [P = patologico {n® 59 articolazioni )] di lesio-
ni:

- lesione puntiforme crateriforme

- erosione focale

- aree di assottigliamento
aree di corrugamento e fibrillazione
erosioni focali multiple
- fessurazioni lineari da sfregamento
erosioni estese
reazioni fibrocartilaginec
osteofitosi marginali
coinvolgimento capsulo-sinoviale

RISULTAT]

Dalle indagini effettuate, & risultato che I'cventuale presenza di strie di
sangue nel campione, dovuta alle modalita di prelievo, & eliminata costante-
mente con la prima centrifugazione, mentre la presenza di emartro pud esse-

189



re totalmente o parzialmente (in presenza di emaolisi diffusa) eliminata con la
seconda centrifugazione: in quest’ultimo caso ’attendibilith del dosaggio pud
essere relativa. Le diluizioni del campione pit idonece per il dosaggio sono
risultate 1/12,5-1/25 per i GAGs ¢ 1/4-1/8 per 1l cheratansolfato. Per il
dosaggio dei GAGs totali, tali diluizioni risultano importanti in quanto per-
mettono di ottenere valori di D.O. che rientrano nella retta degli standards
ottenuta con 1-6 pg di condreitinsolfato in quanto con valori maggiori di 6
mg viene persa la linearita della risposta; tale problema & di minor entita per
il KS la cui reita degli standards risulta lineare tra 1 e 9 pg (Graf. 1). L'eli-
minazione completa delf’interferenza colorimetrica dei condroitinsolfati per
la determinazione del KS & stata ottenuta con il trattamento del campione
diluito con condroeitinase 0,1 U/ml per 12 ore.

Lo stoccaggio a -80°C non altera 1 valori di GAGs rispetto ai campioni
trattati a {resco. Analogamente la refrigerazione del campione per 24 ore
prima delle centrifugazioni non comporta signilicative differenze di
dosaggio.

[ campioni di liguide sinoviale ottenuti da articolazioni con lesioni
degenerative macroscopiche della cartilagine, hanno presentate alti livelli di
GAGs totali, con intervallo da 80 a 625 pg/ml e una media {+ ds) di 255,6

0,2

Densita Otticaa 525 nM

ng GAGs

Grafico 1 - Retle degli standards.
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Hg/ml

(£ 125) pg/ml e di K8, da 15 a 223 pg/ml con una media (+ ds} di 95,3 (£
74,1). Tali valori sono risultati significativamente pit elevati (P<0,01) di
quelli del liquido sinoviale di articolazieni non patelogiche (GAGs: 76,8 +
24,2 ng/ml; KS: 33 + 13,3 pg/ml).

GAGs tot. KS
2556* *
300
250 <
200 |
150 /
100 /
50 4
0
PvsN: P<0,01(**)
Grafico 2 - Dosaggio colorimetrico (DMMBY).
DISCUSSIONE

Con gli opportuni adattamenti, riguardanti soprattutto le centrifugazioni,
diluizioni e trattamenti enzimatici, il dosaggio colorimetrico dei GAGs e del
cheratansolfato & risultato una metodica di lacile e rapida applicazione anche
sul liquido sinoviale di cavallo con ripetibilita ed attendibilita dei risultati.

L'ininfluenza della refrigerazione del campione in toto per 24 ore prima
del trattamento ¢ del dosaggio concede un sullicicnte margine nella gestione
del campione prelevato in campo.

Vista la signiflicativa differenza dei valori dei GAGs totali ¢ del KS tra
articolazioni patologiche e normali, ne risulta che tale determinazione pud
essere utilizzata anche nel cavallo per valutare I'entitd del rilascio dei
proteoglicani da parte del tessuto cartilagineo in corso di fenomeni degene-
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rativi, L’ampio range di valori riscontrate nei campioni patologici porta perd
a considerare che 'utilita di 1ali metodiche nell’applicazione clinica, debba
essere ulteriormente approfondila sulla base non solo della gravita ma so-
prattutio del momento evolativo della lesione.

6)

7
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CONTRIBUTO ALLA CONOSCENZA DEI TUMORI
PLACENTARI DEGLI EQUINI

CAMMARATA G. *, SIRONI G. ¥, RICCABONI P, *, COMO D°.

* Istituto di Anatomia Patologica Veterinaria e Patologia Aviare, Milano
* Medico Vererinario

Si pud affermare che negli animali i tumori placentari sono segnalati
molto raramente, anche se ¢ opportuno distinguere tra le neoplasie placentari
sperimentalmente indotte e quelle spontanee.

11l coriocarcinoma & stato infatti indotto in diversi animali da laboratorio
soprattutto allo scopo di approfondire le conoscenze sulle moli idatiformi ed
invasive e sui coriocarcinomi della placenta umana che risultano verificarsi
con una frequenza media stimata di un caso ogni 2000 gravidanze (Robbins
et al. 1987) e che in alcuni casi invadono la parete uterina e danno luogo a
metastasi nella madre (Hertig e Mansell, 1936). Cosi sono stati indotti
coriocarcinomi mediante agenti chimici, dopo fetotomia, nel ratto e nella
cavia (Riser er al., 1959; Rocken e Bildbericht, 1973; Shintani et al., 1966;
Kumaro, 1979); mediante fetotomia ed inoculazione del virus del sarcoma di
Moloney nel ratto (Symeonidis ¢ Mori-Chavez, 1953); mediante distruzione
del nucleo ipotalamico in coniglie gravide (Kushima ef al., 1967).

Tra i tumori placentari spontanei degli animali si possono annoverare al-
cuni casi di coriocarcinoma (di cui uno ovarico) nel topo (Alisonef af., 1987,
Madarama et a/., 1989); uno (extragenitale) in un ratto maschio (Pirak ef al,
1991); uno nell’armadillo (Marin-Padilla ¢ Benirschke, 1963); due nella
scimmia Rhesus (Macaca mulatta) (Lindsey ef al., 1969; Paloty ¢ Mc Nulty,
1972). Corioepiteliomi sono stati riportati anche nel cane (Schlotthauer,
1939; Riser, 1940) ¢ nel bovino (Ball, 1932; Folger, 1934) ma secondo di-
versi ricercatori {Linsey ef al, 1969; Nielsen e Kennedy, 1990), essi non
sarebbere documentati in modo adeguato o sufficientemente convincente.,
Nel bovino sono inoltre segnalati due casi di angioma della placenta o
corioangioma (Karlson e Kelly, 1941; Kirkbride ef al., 1973). Una rassegna
dei tumori placentari degli animali domestici & stata redatta da Drieux e
Thiery (1948) che ne descrivono anche un caso nel gatto.

Piu recentemente Gopal et al., (1980) riferiscono di due moli idatiformi
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osservate in bovine Holstein, una dopo la nascita di un vitello sano, la secon-
da dopo ’aborto di un feto con osteoporoesi. Non risulta che le moli idatiformi
del bovino siano capaci di manifestare potenzialith maligna: secondo I"opi-
nione dei piil, esse non sarebbero neppure dei veri tumori, ma piuttosto il
risultato di modificazioni cistiche e degenerative di villi corionici (Theilen &
Madewell, 1979; Nielsen e Kennedy, 1990) e, in base a un’ipotesi di Folger
(1934) condivisa da Gopal et al. (1980), potrebbero derivare da porzioni di
placenta rimaste impiantatc in un tratto recettivo dell’endometrio dopo la
morte di un feto gemello.

Negli equini sono note alterazioni placentari a carattere quasi esclusiva-
mente iperplastico-displastico e solo occasionalmente & stata ventilata la
possibilita di considerare simili lesioni alla stregua di neoplasie benigne
(Elsinghorst, 1972). I casi di iperplasia allantoidea della placenta della
cavalla noti finora sono poeco pit di 70 e sono in gran partc segnalati in cpo-
ca recente, Infatti, dopo due casi riferiti da Elsinghorst (1972) ed un caso
descritto da Mc Entee et al., (1988), pochi anni or sono Hong et af. (1993) ne
hanno scegnalati 63 su 954 placente equine esaminate dal | Febbraio 1988 al
31 Gennaio [990. Inoltre, pochi anni dopo, Shivaprasad et af. (1994) hanno
descritto altri 8 casi di iperplasia adenomatosa cistica dell’ allantoide equino.

Dalla casistica nota, "iperplasia allantoidea risulta colpire placente di
cavalle senza particolare predisposizione di razza c di etd. Dette placente ven-
gono espulse dopo aborti, generalmente tardivi, o dope parti prematuri, con
nati morti o sopravviventi non piu di una settimana. Non di rado le madri
hanno fama di buene riproduttrici e si segnalano parti normali sia preceden-
ti, che successivi alla gravidanza con iperplasia allantoidea. Frequentemente,
ma non costantemente, la lesione risulta concomitante a fenomeni infiamma-
tori, perlopit cronici, della placenta stessa e delle vie genitali, sostenuti da
agenti batterici o talvolta fungini. Nei feti o nei neonati 1 quadri necroscopici,
gquando non sono silenti, segnalano reperti occasionali e disuniformi come
una polmonite batterica, una malformazione della testa, un tamponamento
cardiaco, senza evidenza di un sicuro rapporto con I'iperplasia allantoidea.

Quest’ultima lesione, sempre strettamente limitata alla placenta, consiste
in ispessimenti nodulari, nodosi ed a placca della parete dell’allantocorion,
sporgenti sulla superficie interna del medesimo e situati spesso lungo il de-
corso dei vasi sanguiferi in prossimita dell’inserzione di vasi ombelicali. Le
loro dimensioni variano da cm 0,3 x 0,5 per i noduli pitt piccoli, a cm 20 x
30 x 1 per le lesioni a placca pil grandi. Le neoformazioni hanno superficie
liscia, di colore bianco-giallastro a rosso-brunastro ¢ possono presentare al
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taglio cavita cistiche pill 0 meno numerose od apparire omogeneamente pol-
pose.

Istologicamente le alterazioni nodulari appaione costituite da strutture
acinari cistiche, delimitate da cellule cilindriche, cubeidali o talora appiatti-
te. L’interno delle cavita ghiandolari pud presentarsi vuoto o contenente un
materiale amorto, anfofilo, eventualmente misto a cellule desquamate ed a
qualche neutrofilo. In alcuni casi I’epitelio cuboidale che riveste le cavita
delle ghiandole iperplastiche, forma papille intraluminali (Shivaprasad et af,
1994} e talvolta le sue cellule si sovrappongono tra loro formando degli
ammassi (Mc Entee ef af., 1988). Gli elementi dell’epitelio ghiandolare pro-
liferante presentano citoplasma abbastanza ampio, contenente granulazioni
eosinofile e vacuoli. I nuclei, vescicolari, tondi od ovali, hanno forma e di-
mensioni piuttosto uniformi. A differenza di quanto verificato nel tumori
placentari di altri animali ¢ dell’vomo, nell’iperplasia corioalluntoidea del
cavallo non sono stati notati elementi epiteliali sinciziali (sinciziotrofoblasti).
Lo stroma allantoideo, talora scarso, talora abbondante, & costituito da un
connettivo collageno, lasso, ben vascolarizzato, nel quale sonc affondate le
strutture ghiandolari, a volte contornate da un modesto infliltrato infiamma-
torio.

Il nostro caso riguarda una placenta equina espulsa, dopo 1'aborto di un
feto vivo, all’ottavo mese di gravidanza, da una cavalla che aveva alle spalle
un’ottima carriera di riproduttrice. Le condizioni della madre dopo circa sei
mesi dall’aborto permangono clinicamente normali.

L’allantoide presentava numerosissimi noduli, nodi € masse globose, pro-
minenti sulla superficie interna, di diametro da 0,2 a 10 ¢m, di ¢olore da
gialle chiaro a rosso-bruno, di consistenza da soda a polposa-molle, con su-
perficie di taglio da compatta a finemente porosa. Complessivamente la pla-
centa cosi alterata superava di alcuni kg il peso di una placenta normale.

Alla necroscopia del leto si rilevavano, oltre a modici versamenti
toracoaddominali siero-ematici, alcuni focolai epatici, bianco-giallastri,
steroidali, poco rilevati, del diametro variabile da 1 a 5 mm, ben delimitati
dal circostante parenchima, ma non capsulati.

Istologicamente 1 nodi allanteidei risultavano costituiti da un tessuto
connettivo collageno pitt ¢ meno abbondante, a tratti pitt denso ¢ fibroso, a
tratti lasso o anche mixomatose, riccamente vascolarizzato, includente resti
non ben conservati di strutture simil-ghiandolari, molto anastomizzate, in
forma di cavita cistiche o tubulari appiattite. L’interno di dette cavita era de-
limitato da cellule epiteliali appiattite o cuboidali, molto spesso desquamate
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cd in necrosi, talvolta sovrapposte in pill strati a formare ammassi cavi o
cordoni solidi. Frequenti ed estese erano aree nccrotiche ¢ necrotico-
emorragiche coinvelgenti lo stroma, oltre che le strutture epiteliali. Non ra-
ramente la struttura ghiandolare perdeva ogni connotazione e cellule epiteliuli
o loro resti si potevano rinvenire anche sparsi nello stroma, specialmente in
prossimita delle avventizie dei vasi arteriosi a parete pill spessa.

Nelle sedi ove meglio erano conservate, le cellule epiteliali, in prevalenza
cuboidali, presentavano citoplasma abbastanza ampio, a contorni mal defini-
ti, contenente granuli cosinofili ed ampi vacuoli. I nuclei, tondi od ovali,
apparivano da vescicolosi ad ipercromatici ¢ presentavano una certa variabi-
lith dimensionale. Le mitosi erano molto rare.

Nella parete allantocoriale, le strutture ghiandolari proliferanti si estende-
vano attraverso lo stroma, fino all’avventizia del vasi arteriosi maggiori sen-
za penefrarvi. Non si notavano evidenti alterazioni degli epiteli coriale ed
allantoideo.

Gli elementi epiteliali neoplastici, seguendo 'avventizia dei vasi si spin-
gevano anche nel cordone ombelicale.

Non erano presenti reperti di natura {logistica.

[ noduli epatici crano costituiti esclusivamente da cellule epiteliali simili
a quelle delle ghiandole proliferanti, ma meglio conservate. Un sottile strato
di parenchima epatico periferico alla metastasi cra colpito da necrobiosi.

L’aspetto macroscopico della lesione placentare da noi riscontrata ricorda
in modo molto suggestivo quello dell’iperplasia coricallantoidea dell’cquino
anche sc raggiunge uno sviluppo di proporzioni esuberanti rispetto alla mag-
gior parte dei reperti noti di lesioni consimili. Il nostro caso si discosta perd
dagli altri per la notevole estensione dei fenomeni necrotico-emorragici, per
un certo grado di sdifferenziamento citologico e, soprattutto, per il carattere
sicuramente neoplastico della lesione, che si estrinseca nell’invasivita locale
e nella comparsa di metastasi a distanza nel feto.

In precedenza Elsinghorst (1972), descrivendoe due lesioni placentari equi-
ne caratterizzate da proliferazione epiteliale, le aveva classificate una come
adenoma ed una come iperplasia nodulare, Successivamente Mc Entee er af.,
(1988}, vagliando la possibile patogenesi di simili alterazioni placentari del-
I’equino, si sono dichiarati favorevoli all’ipotesi di una displasia epiteliale
da causc ignote. Questi ultimi Autori, nel considerare con prudenza il possi-
bile ruolo di agenti flogogeni, rilevavano inolire che, mentre le placentiti
degli equini sono abbastanza comuni, ’iperplasia allantoidea & invece molto
rara. Ciononostante, sulla basc di una casistica relativamente ampia e recen-
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te Hong et al. (1993) e Shivaprasad et al. {1994), ritengono, al contrario, che
I’tperplasia adenomatosa della placenta equina sia, nella maggior parte dei
casi, espressione e conseguenza di processi infiammatori cronici.

Il caso da noi segnalato non fornisce ulteriori elementi utili a dirimere la
questione eziologica di questa lesione, se non per il fatlo che esso cra esente
da lesioni infiammatorie, sia alla placenta, che al feto. Esso merita piuttosto
di esscre evidenziato perche sembra il solo tumore maligno della placenta
cquina, con lesioni metastatiche al feto, fino ad ora segnalato.

Se si considera plausibile I'ipotesi che questo tumore possa derivare da
una lesione inizialmente iperplastica, cid lo avvicing, dal punto di vista
patogenetico, alle mole invasive ed ai coriocarcinomi umani, anche se il fat-
to di metastatizzare al feto & del tutto singolare e pud essere forse relazionato
con la particolare superficialitd dei rapporti tra epitelio coriale e mucosa
uterina della placenta equina.
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UTILIZZAZIONE DELI’ANTICORPO
MONOCLONALE MIB 1 PER LA RICERCA
DELI’ANTIGENE Ki-67 NEI TESSUTI NORMALI E
NEOPLASTICI DI CAVALLO

SIRONI G., RICCABONI P.

Istituto di Anatomia Patologica Veterinaria e Patologia Aviare, Milano

Il grado di proliferazione cellulare di un tessute patologico, ed in
particolar modo di un tessuto neoplastico, € un’importante variabile biologi-
ca la cui accurata valutazione pud [ornire al patologo utili indicazioni. In pas-
sato, lo studio clinico della cinetica cellulare era basato sul cosiddetto “indi-
cc mitotico”, sulla conta, ciog, del numero di mitosi presenti in un numero
prestabilito di campi microscopici a forte ingrandimente. Col tempo, sono
stati elaborati metodi pit accurati quali I’incorporazione di isotopi radioatti-
vi o di bromo-deossiuridina, la cui applicazione risulta perd relativamente
laberiosa. In tempi pill recenti 1’attenzione ¢ andata spostandosi verso meto-
diche quali la citometria a flusso, la conta degli organizzatori nucleolari e
I'identificazione immunoistochimica di antigeni presenti esclusivamente nel-
le cellule proliferanti (Chieco e Robutti, 1993). Tra questi i pili noti sono
senz’altro il Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (Miyachi er al., 1978)
¢ I'antigene Ki-67 (Gerdes er al., 1983). Quest’ultimo, in particolare, dotato
di una brevissima emivita e presente in tutte le parti attive del ciclo cellulare,
ma assente nella Tase GO (Gerdes ef af., 1984), sembrerebbe, secondo molti
Autori, fornire i maggiori vantaggi. Viceversa, appare ora chiaro che PCNA
& talora espresso anche da cellule a riposo (Schwarting, 1993). Le caratteri-
stiche ricordate hanno fatto quindi dell’antigene Ki-67 il marker di
proliferazionc ccllulare di elezione. Il principale svantaggio dell’originario
anticorpo monoclonale Ki-67 & la labilita dell’epitopo da esso riconosciuto,
fatto questo che ne impedisce I'impiego su tessuti fissati con formalina od
altri fissativi ed inclusi in paralfina, limitandone 'uso ai soli tessuti freschi.
Nel corse degli ultimi anni, sono perd stati prodotti alcuni nuovi anticorpi
mone- ¢ policlonali (Key et al., 1993 a, b), alcuni dei quali sono risultati in
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grado di rilevare, quando utilizzati in associazione ad una tecnica di
smascheramento antigenico con forno a microonde (Gerdes et af, 1992;
Cattoretti er al., 1993), "antigene Ki-67 in tessuti umani fissati in formalina
ed inclusi in paraffina.

Immunoreattivita nei confronti dell’epitopo riconosciuto dal primo degli
anticorpi prodotti contro 1’antigene Ki-67 & stata osservata in cellule di varie
specie animali (bovino, pecora, cane, coniglio ¢ ratto} (Falini ef al., 1989).
Mancano tuttavia, attualmente, dati concernenti I’antigene Ki-67 nella spe-
cie equina.

Nella presente comunicazione vengono esposti i risultati di prove volte a
valutare la possibilitd di utilizzare uno degli anticorpi monoclonali anti Ki-
67 di pin recente produzione, 1’anticorpo monoclonale MIB 1, per la ricerca
dell’antigene Ki-67 in tessuti di cavallo fissati in formalina ed inclusi in pa-
raffina.

Le indagini sono state svolte utilizzando la metodica Avidina-biotina
perossidasi (ABC) associata alla tecnica di smascheramento antigenico con
forno a microonde (Gerdes et al., 1992; Cattoretti ef al., 1993) ed impiegan-
do come anticorpo primario I’anticorpo monoclonale di topo MIB 1 diluito
1:50. Le prove immunoistochimiche sono state effettuate su tessuti normali
di cavallo (cute, linfonodi, milza, intestino, rene, polmone, cuore, encefalo)
fissati in formalina tamponata al 10% per 18-24 ore ed inclusi in paraffina.
Inoltre I'immunoreattivitd dell’anticorpo MIB 1 & stata verificata su campio-
ni di 56 neoplasie di cavallo pervenuti all’Tstituto di Anatomia Patologica
Veterinaria ¢ Patologia Aviare di Milano tra gli anni 1979 e 1993, Di tali
campioni non erano noti il tempo intercorso tra il prelievo e la fissazione, il
tempo di fissazione in formalina ed il tipo di formalina utilizzato.

Nei tessuti normali con distretti contenenti cellule proliferanti {cute,
linfonodi, milza, intestino) 1’anticorpo si & rivelato reattivo, mostrando una
distribuzione della positivita sovrapponibile a quella osservata in tessuti
umani o di altre specie animali.

Intensa positivita & stata osservata nei nuclei delle cellule basali cutanee,
delle cripte intestinali, e delle aree centroblastiche linfonodali. Rarissime
cellule positive sono state rinvenute inoltre nel polmone, mentre completa-
mente negativi sono risullati rene, cuore ed encefalo.

Nella tabella | sono riportati i dati riguardanti la classificazione istologica
dei campioni neoplastici esaminati ed i risultati riguardanti la loro reattivita
immuoistochimica nei contronti dell’anticorpo MIB 1. Su tali campioni c¢i si
¢ limitati a valutare la reattivitd dell’anticorpo, senza effettuare alcuna preci-
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+/-
Cute (23}
Papilloma suqamoso 0 0 1
Basalioma 77 ) T a o
"“Adenocarcinoma sebaceo ¢ o I !
Fibrama - 3 T 4
linfangioma | 1 0
Schwannoma J 0 I
~ Sarcoide 4 T 1T
|
Apparato digerente (3]
Papilloma squamoso orale” | 1 ]
Carcinema squamoso gasirico 0 1 Q
Apparato respiraforio (4]
Schwannoma nasale 1 9] 0
Carcinoma squamoso polmonare T T ¢
Carcinoma indifferenziafo polmonare | 0 0
Apparato urinario {2) ]
Adenoma renale [¢] 0 |
“Carcinoma tubulare renale 0 0 1
Apparato genitale {12
—Tumore a cellule di Teydig 0 0 T
. Serfolioma T 0 0
_ Tecoma ¢ 4] 7
i Tumore a cellule della’ granulosa 0 0 T
Fibroma testicolare T 0 07
Basalioma vulvare ™ ] o 0
Carcinoma squamoso penieno 2 2 7
Sistema endocrino {4} )
Adenoma Tollicolaré Tiroideo 1 0 0
Carcinema follicolare firoides 1N T 0
" Feocromocitoma surrenalico 0 T 1
Sistema ematopoietico (4]
Linfoma 0 Z 0
Mieloma 0 1 0
[eucemia megacariocifica T 0 0
Occhio e annessi oculari (&) ]
Basalioma 1 9] 0
Carcinoma squamoso 3 g 0T
Totale {56) 27§ 13 16

Tabella 1 - Risultati delle indagini immunoistochimiche realizzate su campioni di ncoplasie
benigne e maligne di cavallo. 11 grado di reattivitd delle cellule & stato suddiviso in ottimale
(+), sub-oltimale (4+/-) e negativo (-). Per ogni apparato viene riportato in parentesi il totale

dei campioni esaminati.
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sa determinazione quantitativa delle cellule proliferanti presenti. Come ci si
poteva attendere, a cansa della notevole eterogeniti dei campioni per quanto
attiene ai tempi di fissazione, & stata oyservata una notevole variabilita della
reattivitd, non solo in termini numerici, ma anche in rclazione al grado di
intensita della marcatura. Dei 56 casi esaminati, solo 40 sono risultati posi-
tivi per I’antigene Ki-67: 27 campioni hanno reagito in maniera ottimale,
mostrande nuclei intensamente marcati; in 13 campioni la reazionc & risulta-
ta sub-ottimale, caratterizzata cioé da una tenue marcatura del disegno
cromatinico, ¢ 16 campioni sono risultati del tutto negativi.

Oltre all’intensita della colorazone ¢ stata osservata anche una variabilita
della frequenza di cellule positive in relazione al tipo di neoplasia esaminata.
Tale frequenza risultava infatti assai bassa nelle neoplasie benigne ¢ raggiun-
geva invece valori, a volte elevatissimi, nei tumori maligni ad elevato grado
di sdifferenziazione.

In conclusione, sulla base dei risultati ottcnuti, si pud affermare che:
I’anticorpo monoclonale MIB 1, utilizzato in associazione alla teenica di
smascheramento antigenico in forno a microonde € in grado di evidenziare
la presenza dell’antigene Ki-67 anche in tessuti di equino. Tale anticorpo po-
trebbe rivelarsi quindi un’utilissimo strumento per lo studio di molte
patologie, soprattutto neoplastiche della specic equina.

Per.quanto concerne I’esito delle prove effettuate sui campioni neoplastici
selezionati dal materiale routinariamente inviato all’ Istituto, elevato & il nu-
mero di casi che ha reagito negativamente (16 casi) o comungue in modo
sub-ottimale (13 casi). E’ noto che la fissazione in formalina per tempi supe-
riori alle 72 ore & in grado di determinare la scomparsa di immunorcattivita
dell’epitopo dell’antigene Ki-67 riconosciuto dall’anticorpo MIB 1
(Cattoretti et af,, 1992), E’ stata inoltre segnalata da alcuni altri Autori la
possibilith che, nei tessuti eccessivamente fissati (48 ore anziché 24) e trop-
po brevemente riscaldati in forne a microende, si possa riscontrare una ridu-
zione, talora modesta, altre volte piu consistente, del numero di cellule mar-
cate positivamente (Munakata e Hendricks, 1993). E* presumibile che I'ele-
vato numero di campioni neoplastici risultati negativi o marcati in modo sub-
ottimale osservato nella presente prova sia da ascrivere all’elevata pecrma-
nenza in formalina di tali campioni.

Sulla base della presente osservazione va quindi sottolineato che solo una
rigorosa standardizzazione ed ottimizzazione dei tempi intercorrenti tra il
prelievo e la fissazione ¢ dei tempi di fissazione puo permettere di ottenere
quell’attendibilitd di risultati che si richiede ad una valutazione quantitativa
dell’immunomarcatura.
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SUMMARY

A scrics of normal tissucs and 56 benign and malignant of the horse
tumours, fixed in formalin and embedded in paraffin-wax, were analyzed
immunohistochemically for detection of Ki-67 antigen using the Ki-67-
equivalent monoclonal antibody MIB 1. In normal tissues, positive nuclei
were seen in areas containing proliferating cells in skin, intestine, spleen and
lymph nodes; rare positive cells were also found in lung. No positive
reactions were observed in kidney, heart and brain. Forty of the 56 tumours
displayed optimal or sub-optimal positive reaction for Ki-67 antigen using
MIB 1. The study demonstrates, therefore, that a cell proliferation associated
antigen Ki-67 is also present in horse and is immunohistochemically
recognized in formalin-fixed paraffin-embedded tissues by the monoclonal
antibody MIB 1. However, care must be taken in avoiding overfixation of
the tissucs when quantitative measurements are performed.

RIASSUNTO

Vari tessuti normali ed una seric di 56 tumori benigni e maligni di caval-
lo, fissati in formalina ed inclusi in paraffina sono stati esaminati
immunoistochimicamente per evidenziare 'antigene Ki-67, utilizzando
I’anticorpo monoclonale MIB 1. Nei tessuti normali, nuclei positivi sono stati
osservati in aree contenenti cellule proliferanti di cute, intestino, milza ¢
linfonodi; alcune rare cellule sono inoltre state osservate nel polmone. Non
sono invece statc riscontrate reazioni positive in rene, cuore ed encefalo.
Quaranta dei 56 tumori esaminati hanno reagito in modo ottimale o sub-
ottimale con I'anticorpo MIB | mostrando cellule positive per antigene Ki-
67. Il presente studio dimostra quindi che un antigene proliferazione asso-
ciato Ki-67 & presente anche nel cavallo ed & immunoistochimicamente
rilevabile in tessuti fissati in formalina ed inclusi in paraffina facendo uso
dell’anticorpo monoclonale MIB 1. Tuttavia, quando si vogliano effettuare
valutazioni quantitative della marcatura & necessario evitarc la
sovrafissazione dei tessuti.
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RICERCHE ANATOMO-PATOLOGICHE SULLE
PIU COMUNI ALTERAZIONI DELLO
STOMACO DEL CAVALLO

MANDELLI G., GRIGNANI ¥., SCANZIANI E,,
ENICE F., CIGOGNETTI G. ©

Istituto di Anatomia Patolopica Veterinaria e Patofogia Aviare, Milana
e USSL n. 7 di Lecco '™

Potrebbe sembrare presuntuoso riesaminare oggi un argomento, come
quello delle alterazioni gastriche del cavallo, che tanta attenzione ha ricevu-
to dalla clinica e dalla anatomia patologica del passato, ma occorre anche
considerare che molteplici variabili, connesse con la selezione genetica, i
mctedi di allevamento e di impiego, 1’alimentazione, i trattamenti curativi e
preventivi, la frequenza dei trasferimenti ecc., incidono considerevolmente
sulla evoluzione delle problematiche patologiche in tempi diversi. Scnza
contare che 1 moderni metodi di ricerca possono consentire, anche nel sctiore
dell’anatomia patologica, tipi di approccio e di approfondimento che non
crano attuabili in altre epoche. Tutto cid giustifica, a nostro avviso, uno stu-
dio aggiornato delle lesioni gastriche reperibili nel cavalle ed, insieme, un
confronto con i reperti anatomopatologici prevalenti nel passato.

Marek (1907), Joest (1919), Meyer (1938), Neumann-Kleinpaul e
Schutzler (1940), Tar Borg (1941), Hutyra e Marek (1954), Nicberle e Cohrs
(1961), Zakopal e Husak (1963), Lindt (1970), Wolf (1985) ecc. sottolincano
la frequenza e la gravita delle difatazioni gastriche del cavallo, il non raro
reperto di corpi estranei esogeni od endogeni ed una rilevante seric di sofu-
zioni di continuo nonche di spentanee rotture delle pareti dello stomaco, il
tutto per lo pifi correlato a comuni ed ovvii crrori alimentari.

Tra le alterazioni metaboliche viene secmpre citata la ipertrofia idiopatica
dell’esofago distale (Kitt 1905, Joest 1919, Leinati 1944, Monari et ¢/, 1949,
Smith e Jones 1957, Nicberle ¢ Cohrs 1961, Marcato 1974 ccc.) e, per quan-
to concerne lo stomaco, I’ occasionale riscontro di aree di necrosi, come pure
la non elevata incidenza di ulcere. In anni pill recenti, fermo restando il co-
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munissimeo riscontro della ipertrofia idiopatica dell’esofago distale, grande
rilievo viene dato all’alta prevalenza di erosioni ed ulcere gastriche, in par-
ticolare della pars oesophagea ¢ con prevalente riferimento a cavalli sportivi
di ogni eta, puledri compresi (Traub-Dagartz et ¢f. 1985, Hammond et af.
1986, Collobert-Laugier et af. 1987, Nappert et ar. 1989, Murray 1989,
Murray et af. 1990, Roberts 1990, Hammeond 1990, Borrow 1993, Barker et
al, 1993, Furr et af. 1994 ecc.). Viene citata anche la paracheratosi della pars
esophagea come fattore predisponente allo sviluppo delle locali ulcere ga-
striche (Yoshihara et al. 1986, Barker et al. 1993).

Per quanto attiene alle alterazioni circolatorie e dei vasi ematici, di rile-
vante significato permangono gli stati iperemici ¢ gli edemi (compresi quelli
da agenti chimici esogeni, quali micotossine, clorure di sodio, pesticidi orga-
no-clorurati, diserbanti dipiridilici ecc.), le emorragie {intramurali e/o
luminali) ed i non rari casi di trombosi ed embolia delle arterie gastriche, gli
esiti delle quali sono rappresentati da infarti emorragici, necrosi, ulcere ed
eventuali perforazioni.

Particolare interesse hannoe suscitate le alterazioni intramurali dei vasi
ematici e soprattutto delle piccole arterie ed arteriole della sottommcosa ga-
strica, ma presenti pure - anche s¢ in forma piu contenuta - nella sottosicrosa,
nella tonaca muscolare € nella lamina propria della mucosa. Si tratta dei pre-
cipitati calcarei “astercidi” dell’intima (descritti gia da Bollinger 1869, e
poi studiati da Hobmaier 1922 e 1928, Krause 1927, Kikuchi 1928 ed altri,
ed ancora riconsiderati recentemente da Jubb e Kennedy 1963, Moentali et ¢/,
1970, Dahme 1970, Marcato 1982, Marcato et al. 1983, ecc.), di ispessimenti
intimali a carattere fibro-mucoide e talora anche di ipertrofia delle tenache
muscolari arteriose che, nel loro insieme, possono produrre un effetto
ccclusive o, quante mene, riduttivo dei lumi vascolari (Drommer 1991),
correlati o meno alle trombosi parassitarie della arteria mesenterica craniale
e di altre grandi arterie addominali (Bollinger 1869, Jubb ¢ Kennedy 1963,
Dahme 1970, Estes e Cheville 1970, Montali et gf, 1970, Marcato er af. 1983,
Robinson e Dixie 1993). Dette alterazioni vasali sono molto frequenti, repe-
ribili in equini di tutte le specie, razze ed etd, possibile cansa dei fenomeni di
insufficiente perfusione della mucosa gastrica che Yoshihara er al. (1986}
hanno evidenziato mediante angiogrammi,

Nel settore delle gastriti non si segnalano considerevoli variazioni rispet-
to alle conoscenze del passato, se non per il ritrovamento di saltuari casi di
gastrite cronica eesinofila, ad eziologia non parassitaria, che Pass e Bolton
(1982} e poi Wilkie et af. (1985) e Barker et al. (1993) hanno descritte, nel
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quadro di una grave malattia di carattere generale, come “multisystemic
eosinophilic epitheliotropic disease” (MEED).

Le forme parassitarie occupano sempre un ruolo di rilievo nella patolo-
gia gastrica degli equini, pur essendo al presente meglio controllabili attra-
verso I'uso di appropriati farmact e di ben mirati programmi di trattamento.
Si ricordano in proposito le nematodiasi da Trichostrongylus axei, tuttora
riscontrabili in diverse arce geografiche {Lyons et al. 1991), e quelle - anco-
ra pit frequenti - du varic specie di Habronema: H. muscae, H. microstoma
ed H. (Draschia) megastoma, uest’ultima responsabile di lesioni gastriche
a carattere nodulare-nodoso ¢ quindi pitt facilmente diagnosticabile.

Alle miasi gastriche hanno dedicato attenzione, anche in cpoca recente,
alcuni studiosi ituliani (Guizzardi 1982, Principato 1988-90, Principato et al.
1984, 1985), risultando complessivamente che, sia nel nostro che in altri
Paesi e Continenti, una netta prevalenza spetta, per quanto concerne il caval-
lo, alle specie Gasterophilus intestinalis e G. nasalis. Circa le conseguenze
locali di tali forme di miasi, ¢sse possono essere sintctizzate come segue: a)
le larve di 2° e 3° stadio di G. intestinalis si localizzano pressocché esclusi-
vamente nella pars oesophagea, attaccundosi in prevalenza alla parete ante-
riore di questa, mentre le larve di G. nasalis si fissano alla mucosa del primo
tratto ducdenale; b) nei punti di infissione dei loro rostri si notano piccole
erosioni imbutitormi, spesso circondate da un bordo iperplastico (Principato
1988) e. all’esume 1stologico, segni di flogosi cronica con intensa
pullulazione batterica (Shetstad 1978); ¢) 'attacco delle larve pud, secondo
alcuni autori (Dart er af. 1987), ma non secondo ultri (Sweeney 1990), costi-
tuire sede di inziale sviluppo di ulcerazioni gastro-ducdenali; d) 'infestionc
da G. intestinalis € ritenuta responsabile, almeno in qualche caso ¢
scgnatamente nel puledri, di reflusso gastro-csofageo, che a sua volta & in
grado di provocare erosioni ed ulcerazioni a carico del tratto esofageo distale
(Edens e Murray 1992).

Nell’ambito dei tumori, sia la letteratura del passato che quella pil recen-
te riportano frequenti casi di carcinoma squamoseo della pars oesophagea
(Krahnert 1932, Nicberle ¢ Cohrs 1961, Lindt 1970, Damodaran ¢
Sundararay 1973, Moore e Kintner 1976, Nairn 1978, Meagher er af. 1980,
Wester 1980, Wester et af. 1980, Tennant et af. 1982, Miller 1983, Schoon et
al. 1984, Pelle 1988, Olson 1992, Barker et al. 1993 cce)). Secondo Hertsch
e Bidt (1976) essi rappresentano il 5% di tutti i tumori cquini, Meno frequen-
ti sono certamente i papillomi della pars cesophagea cd 1 tumori epiteliali
della partc ghiandolare (adenomi ed adenocarcinomi), quest’ultimi
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occasionalmente localizzati in rapporto con lesioni parassitarie da
Trichostrongylus axei ed Habronema (Draschia) megastoma, come rilevato
anche da Stoddard e Fulharty (1980). Vengono infine segnalali, tra i tumori
connettivali, casi di linfoma e neoplasie della muscolatura liscia (leiomiomi
e leiomiosarcomi) (Boy et at. 1992).

L’esposizione dei nostri risultati & preceduta da una breve descrizione dei
materiali ¢ metodi utilizzati.

MATERIALI E METODI

Sono stati esaminati, a partire dal gennaio 1994, 104 stomaci di equini in
gran parte macellati in stabilimenti lombardi, che per la provenienza risulta-
vano cosi ripartiti: 72 animali importati dall’cstcro (Polonia, ex Unione So-
vietica, Romania, ex Jugoslavia, ecc.) ¢ 28 allevati in Ttalia, maschi ¢ femmi-
ne di cta compresa tra gli 8§ mesi ed 1 20 anni. A questi sono stati aggiunti 4
capi {tutti italiani) deceduti a seguito di gravi forme morbose ¢ di etd com-
presa tra 140 giorni ed i 15 anni. Tutti i soggetti csaminati sono stati suddi-
visi per classi di etd, sesso e provenicnza in Tabella I

Il prelievo & stato effettnato tra I'ultimo-tratte dell’esofago e la prima parte
del duodeno; in alcuni casi era compresa anche la parte prossimale
dell’esofago.

Gli stomaci, raccolti in sede di macellazione con un criterio di
campionamento a random, sono stati aperti lungo la grande curvatura, dal
cardias al piloro, svuotati del contenuto e sottoposti ad un esame
macroscopico completo ed alla descrizione e mappatura delle lesioni riscon-
traic.

I reperti di particolare gravith o di non facile diagnosi sono stati avviati
all’esame istologico c fissati in formalina tamponata al 10% o in alcool 95°.
L'inclusione ¢ stata cffettuata in paraffina cd i relativi blocchetti sono stati
sezionati al microtomo in fettine di circa 5 p di spessore.

Le fettine sono state sottoposte, secondo necessita, a colorazioni di tipo
istologico, istochimico ed immunoistochimico. I metodi utilizzati sono stati;

1) per [e coloraziont istologiche: Ematossilina-Eosina, Van Gieson
{fibrillc collagene); Grimelius {ccllule argirofile); Weigert (fibrille clastiche);
Kossa (calcio); Warthin e Starry (batteri spiraliformi);

2) per le rcazioni istochimiche: Alcian-PAS secondo Mowry
{mucopolisaccaridi e glicoproteine), Oil Red (lipidi);

3) per le reazioni immunoistochimiche: actina con metodo ABC.
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Per le corrispondenti tecniche in dettaglio si rimanda ai trattati di Mazzi
(1977 ¢ Pallaske € Schmidel (1959) nonché al lavoro di Hsu et af. (1981)

Tabella I - Distribuzione dei casi esaminati per provenienza, scsso od ctd,

CAVALLL IMPORTATI

CAVALLI INDIGENI

totale

24
26
12
30
12

104

classi d’etd femmine  maschi femmine  maschi
fino ad 1 anno 4 4 2 12
da 2 o 3 anni 10 10 3 3
da 4 a ¢ anni 3 4 2 1
da 10 a 15 anni 12 13 4 1
oltre 15 anni 6 3 1 2

Totale 37 36 12 19

RISULTATI

Nel materiale elencato in tabella 1 sono state messe in evidenza, come ci
s1 poteva aspettare, molteplici alterazion spontanee, spesso riferibili a pitt
reperti patologici contemporaneamente presenti nel singolo caso. Si pud dire
pertanto che gli stomaci risultati normali all’esame anatomo-patologico era-

ne una minoranza.

Complessivamente, riunendo i dati provenienti dall’esame macroscopico
¢ dagli csami microscopici, sono state individuate le alterazioni segucnti:
1) ipertrofia della muscolatura liscia gastrocsolagea;
2) paracheratosi della pars vesophagea ¢ del margo plicatus;
3) erosioni ed ulcere della pars oesophagea e del margo plicatus;
4) iperplasia del margo plicatus;
5) miasi della pars vesophagea;

6) ferite e granulomi da corpo estraneo nella parte ghiandolare;
7} erosioni ed ulcerc nella parte ghiandolare;

8) gastriti;

9) parassiti ¢ granulomi parassitari nella parte ghiandolare;

10} lesioni duodenali;

11} lesioni delle piccole arterie;

12} altre lesioni,
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avallo, piloro, reperto istologi
{e la prominenza sub-n }+ dello slintere muscolare pilorico nonché gh aspeud di licve

flogosi gastro-douodenale. La mucosa pilorica e soprattutto quella duodenale sono riccamen
infiltrate di linfociti e di strutture follicolari iperplast
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IPERTROFIA DELLA MUSCOLATURA LISCIA GASTROESOFAGEA

Si tratta di un reperto notoriamente assai comune negli cquini, specie per
quanto conceme il tratto esofageo distale che, avendo una tonaca muscolarc
costituita da sola muscolatura liscia, manifesta "alterazione in forma pit
evidente. In pratica, I’esame macroscopico dcl viscere evidenzia un ingros-
samento “a bottiglia” degli ultimi venti centimetri del tratto intratoracico. Il
tratto colpito risulta di consistenza clevata, presenta una tonaca muscolare
dccisamente ispessita e di colore roseo sbiadito, mentre il lume appare di-
scretamente stenotico e poco estensibile.

La suddetta alterazione della tonaca muscolarc per lo piu prosegue anche
a livello di cardias, pars oesophagea, parle ghiandolare e sfintere pilorico,
che a sua volta risulta frequentemente ipertrofico e stenotico (Fig. 1). Lalte-
razionc non & piu rilevabile nel tratto duodenale.,

Sul piano istologico, alterazione appare caratterizzata da un interessa-
mente pressocché esclusivo dello strato interno, circolare, della tonaca mu-
scolare (Fig. 2). [ miociti appaiono ingrossali, a citoplasma chiaro ¢ talvolta
anche microvacuolizzati {vacuolizzazioni Qil Red - ncgative). La ricerca
imnunoistochimica per ’actina ha dimostrato la minore presenza di questo
tipe di filamento intermedio ncgli strati muscolari interessati, La colorazione

Fig. 3 - Cavuilo, piloro, reperto istologico a piceolo ingrandimento, Van Gieson: si noti " aspet-
to tibrotico della lamina propria ¢ della sottomucaosa pilorica. Sepimenti di connettive fibroso
denso si addentrano; ramificandosi, nello sfintere muscolare pilorico.
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con il metedo Van Gieson ha inoltre evidenziato un addensamento della tra-
mu connettivale di sostegno e talora la presenza irregolare di tratti collageni
neoformatl nel contesto dei fasci di fibrocellule muscolari pit evidentemente
ipertrofici (Fig. 3). I fenomeni di addensamento e di compenetrazione della
trama connettivale coinvolgono talora anche gangli ¢ fibre nervose
intramurali.

PARACHERATOS!

Fenomeni di evidente paracheratosi della pars oesophagea sono stati ri-
scontrati in 16 casi su 104, ’altcrazione era diagnosticabile
macroscopicamente oltre che all’esame istologico, essendo caratterizzata da
irregolare ispessimento, coloruzione giallastra ed eventuali fessurazioni
longitudinali e trasversali dell’epitelio di rivestimento capaci di conferire a
(uesto un aspelto a scaglie,

Sul piano istologico appariva significativo il rigonfiamento dei
cheratinociti presenti nei diversi strati dell’epitelio ¢ la presenza di nuclei
anche nelle cellule degli strati pit superficiali.

I.a paracheratosi dell’epitelio di rivestimento della pars vesophagea ri-
sultava correlata, in un elevato numero di casi, con altre lesioni elementari
dello stomaco pil oltre descritte, quali erostoni ed ulcere della stessa pars
oesophaged e del margo plicatus (Fig. 4), Iiperplasia del margo plicatus ¢ la
presenza di placchette di epitelio pavimentoso stratificato dislocate nella
parte ghiandolare, comungque a breve distanza dal margoe plicatus.

EROSIONI ED ULCERE DELLA PARS OESOPHAGEA E DEL MARGO
PLICATUS

Tali lesioni sono state riscontrate in un’alta pereentuale degli stomaci esu-
minati; 80 su 104 (76,9%).

Erosioni ed ulcere della pars oesophagea e del margo plicatus sono state
rilevate sia nei cavalli italian che nei cavalli importati ¢ tutle le etd ne erano
colpite, salvo una certa tendenza a prevalenze pin basse nelle classi di eta
cstreme (molto giovani e molto vecchi).

Erosioni ed ulcere risultavano presenti in numero assai variabile nel sin-
golo caso {(da una a molte), di dimensioni ¢ forma altrettanto vuriabili {pre-
valendo la forma a “carta geograftica™), per lo pii localizzate in vicinanza del
margo plicatus, raramentc distribuite in modo uniforme su titta la pars
oesophagea (Fig. 5). In due casi sono slate notate erosioni ed ulcere lineari,
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stomaco: ik mu della pary oesoplagea appare irregolarmente ispessita ¢
; inoltre appare dilffusamente serepolata, fessurata € per , soprattutto al
plicatys, da erosioni cd ulcere lincari,
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allungate longitudinalmente, anche in corrispondenza della mucosa esofagea
distale. Le érosioni e le ulcere specificamente localizzate a carico del margoe
plicatus mostravano invece la tendenza ad assumere forma lineare trasversa-
le, allungata secondo il decorso di questa peculiare zona di confine.

In nessun caso, tra quelli esaminati, sono state rinvenute uleere perforate
della pars vesophagea o del marge plicatus.

Sul piano istologico non sono emersi reperti di particolare significato a
carico delle erosioni ed ulcere sopra descritte. Lungo le pareti delle crosioni
e delle ulcere sono stati spesso visualizzati corpi vegetali ¢ batteri, mai ife
fungine. Nelle ulcere di maggiore ampiezza erano puntualmente riscontrabili
fenomeni trombotici dei vasi ematici ai margini e sul fondo della perdita di
sostanza. Ovviamente, la lamina propria o la sottomucosa ceinvolte presen-
tavano aspetti di flogosi reattiva con infiltrazione di granulociti,
proliferazione di tessuto di granulazione, infiltrati linfocitari e macrofagici,
ecc., a lestimonianza che si trattava quasi sempre di lesioni recenti.

IPERPLASIA DEL MARGO PLICATUS

E’ stata osscrvata in un discreto numero di casi; 33 su 104 {(31,7%), risul-
tando spesso associata a fenomeni di paracheratosi dell’epitelio di rivesti-
mente della pars oesophagea e conseguendo forse a ripetuti fenomeni erosivi
e riparativi della zona interessata {Fig. 5).

All’esame istologico 'aspetto irregolarmente esuberante del margo
plicatus appariva rappresentato da ispessimentl “a cascata”, aggettanti sul
borde della parte ghiandolare.

MIAS! DELLA PARS OLSOPHAGEA

CGasterophiluy intestinalis & stato riscontrate, per lo pill sotto forma di
insediamenti di larve di terzo stadio o piu raramente di secondo ¢ terzo sta-
dio mescolate tra loro, in 34 soggetti su 104 {32,6%).

I cavalli di provenicnza straniera erano pit colpiti di quelli nazionali ed,
in generalce, quelli di giovane eta rispetto ai maturi ed agli anziani. Per quan-
to concerne 'incidenza stagionale della parassitosi, si segnala che reperti
positivi sono stati trovati da dicembre a2 maggio con una punta di massima
incidenza nel bimestre febbraio-marzo: 11 su 20 {(55,0%).

Un reperto caratteristico, poco segnalato in letteratura, e stato quello di
una prevalente localizzazione delle larve sulla parete anteriore della pars
oesophagea.
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Le lesioni causate dalle larve nei loro punti di attacco hanno mostrato una
certa variabilitd di aspetti, fenomeno gia largamente segnalato in letteratura:
prevalevano le erosioni semplici, di tipo piano; talvolta attorno al punto di
attacco emergeva distintamente un regolare rilievo ad anello costituito da
tessute di granulazione lassamente infiltrato di granulociti eosinofili; in rari
casi, punti di attacco tra loro vicini inducevano la formazione di veri
granulomi, nel contesto dei quali era talvolta possibile individuare delle co-
lonie balteriche.

Circa la possibilita che erosioni ed vlcere della pars oesophagea fossero
dircttamente condizionate dalle suddette lesioni di origine parassitaria, dal-
I’esame del materiale di studio non sono emersi elementi a sostegno di una
correlazione positiva.

FERITE E GRANULOMI DA CORPO ESTRANEO NELLA PARTE
GHIANDOIARE

Soluzioni di continuo da alimenti grossolani sono state osscrvate in 14
soggetti su 104 esaminati (13,4%). Si trattava per lo pil di [erite lineari o
tragitti sanguinclenti compresi nello spessore della mucosa (Fig. 6}, pit rara-
mente di vere e propric incisioni rettilinee della lunghezza di qualche centi-
metre ed interessanti anche la sollomucosa ed eventualmente anche la tona-
ca muscolare. Le lesioni meno recenti apparivano esenti da tracee di sangue,
con margini rimboccati verso I'interno ed eventualmente scavate anche dal
succo gastrico. 81 pud rilenere che dette lesioni, quasi tutte di aspetto relati-
vamente recente, [ossero causate dall’uso di foraggi impropri in coincidenza
con fasi di concentramento e lungo trasporto dei cavalli con autoveicoli od
in ferrovia, prima di giungere nclla sede di macellazione.

Ulteriore manifcstazione di 1ali eventi stressanti sono da considerare i
granulomi da corpi estranei vegetali rilevati all’esame istologico: 10 casi su
76 esaminati {13,15).

Dal punto di vista istologico apparivano centrati attorno a strutture vege-
tali filamentose profondamente addentrate nella lamina propria od anche
nella sottomucesa della parte ghiandolare, in un caso penetrate fino alla
sottosierosa gastrica dope avere attraversato la tonaca muscolarce.
Istologicamentc il corpo eslraneo vegetale appariva circondato da cellule
giganti multinucleate, da macrofagi di tipo epitelioide ¢ da una capsula
conncttivale delimitante (Iig. 7).



Fig. 6 - Cavallo, regione pilorica: la mucosa mostra una recentissima ferita da corpo estranco

o. 7 - Cavallo, stomaco, reperto istelogico di sottomucosa della parte ghiandolare, medio
dimento, E.-E.: granuloma da corpo cstranec vegetale.




EROSION! ED ULCERE DELLA PARTE GHIANDOLARE

Erano presenti in 26 soggetti su 104 (25,0%), ciog in numero sensibil-
mente inferiore a quelle presentato dalle erosioni ed ulcere della parte
esofagea, come d’altra parte risulta in analoghe rassegne della stampa scien-
tifica internazienale. Si trattava per lo pin di erosioni ed ulcere di modeste
dimensioni, di forma tondeggiante od elissoidale, variamente distribuite sul-
la mucosa di tipo ghiandolare, quasi sempre uniche e recenti (iperemico-
emorragiche) (Fig. 8). In un solo caso & stata trovata un’ulcera di grandi di-
mensioni, crateriforme, a margini nimboccati, di aspetto calloso e non san-
guinante, situata ai confini tra regione cardiale e regione fundica, vicino alla
grande curvatura,

In altri casi sono state individuate, soprattutto nella regicne pilorica, cica-
trici conseguenti alla guarigione di ulcere gastriche di vecchia data.

Anche a carico delle ulcere della parte ghiandolare, I'esame istologico
delle mucese interessate non ha evidenziato reperti di particolare significato
eziclegico, quali parassiti, colonie batteriche, corpi fungini, corpi estranei,
ecc.

In due casi sono state rilevate erosioni ed ulcere anche nel duedenc, ma
con le stesse caratteristiche macrc e microscopiche prevalenti nella parte
ghiandolare dello stomaco.

GASTRITI

Fenomeni gastritici sono stati osservati in un elevato numero di casi inte-
ressando equini di ogni eta e provenienza. Complessivamente tali lesioni fi-
guravano in 88 cavalli su 104 esaminati (84,6%), prevalendo di gran lunga le
forme catarrali croniche su altri tipi di gastroduodeniti {forma catarrale acu-
ta, forma emorragica, ecc.).

Si trattava quindi, nella maggior parte dei casi, di forme relativamente
lievi, probabilmente correlate ad alcuni dei fattori eziologici gia menzionati
nella presente rassegna, quali microtraumatismi da foraggio grossolano, pre-
senza di erosioni ed ulcere, parassitosi gastriche, ecc.).

All’esame istologico figuravane in molti casi, oltre ai consueti reperti
delle flogosi sopra menzionale, infiltrati e follicoli linfocitari neoformati nella
mucosa del margo plicatus e soprattutto in quella pilorica, con il probabile
significato di avamposti del sistema immunitario in rapporto con zone criti-
che di esposizione delle stesse mucose al contatto con antigeni microbici,
parassitari, alimentari, ecc.
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Fig. § - Cavallo, stomaco, regione del fondo: piceoly ulcera, a margini licvemente arrotondati,
ma con ampio alone iperemico, da consoderarsi relativamente recente.

Poiché analoghi reperti infiltrativo-proliferativi gastroduodenali sono se-
gnalati nella letteratura internazionale in coincidenza con infezion: da batteri
spirillari, & stata applicata a sezioni campione del tratto piloro-duodeno la
colorazione di Warthin-Starry, ma senza riscontri positivi.

Un solo caso di gastrite catarrale cronica merita una menzione particolare
cd ¢ quello, recentemente osservato, di una flogosi spiccatamente
iperplastica, caratterizzata da un intreccio di delicati rilievi cordoniformi
della mucosa cd, istologicamente, da aree di modcrata fibrosi della famina
propria con iperplasia ghiandolare probabilmente sccondaria.

PARASSITI I} GRANULOMI PARASSITARI DELLA PARTE GHIANDOLA-
RE

Nematodi di piccole dimensioni, riferibili alla specie Habronema
microstomea, sono stati reperiti in 3 casi su 104 (2,89%) nella mucosa della
regione fundica e della parte pilorica. Si trattava di un limitato numero di
esemplari che, d’altra parte, non sembravano aver suscitate in sede di loca-
lizzazione reazioni di particolare tipo o Infensita

Nelle sczioni istologiche della parte ghiandolare relative ad altri 4 sog-
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getti sono state individuate sczioni di nematodi di genere e specie non deter-
minati.

Per quanto rigouarda i granulomi parassitari individuati istologicamente
nella stessa parte di stomaco, si & trattato di sei casi caratterizzati da lesioni
del tutto sovrapponibili. Esse consistevano in densi infiltrati di granulociti
eosinofili il cui centro appariva talora cccupato da sezioni di larve di
nematedi (probabilmente larve di strongili) accompagnate da qualche cellula
gigante da corpo estranco ¢ da un certo numero di cellule epitelioidi. Perife-
ricamente il granulema era delimitato da vna pilt 0 meno spessa capsula di
tessuto connettivo fibroso. Tali granulomi erano per lo pit sitvati superficial-
mente, nello spessore della lamina propria, ma in qualche caso, per le loro
notevoli dimensioni, sconfinava anche nella sottomucosa.

LESIONI DUODENAILL

Quantunque "argomento trattate sia rivolto allo studie delle lesioni ga-
striche degli equini, non si & potuto ignorare la presenza di alcune alterazioni
nel tratto ducdenale rimasto atlaccate al piloro. Le piu comuni alterazioni
quivi riscontrate sono state:

1) Ie miasi da Gasterophilus nasalis ¢ relative erosioni al punto di attacco
delle larve sulla mucosa (11 casi su 104, pari al 10,5% dei soggetti esamina-
ti).

2) molteplici alterazioni dell’ampolla di Vater, consistenti in iperplasie,
talvolta a caratlere poliposc, delle mucose coinvolte (mucosa duodenale,
mucosa del tratto distale del coledoco, mucosa del tratto distale del dotto
pancreatice principale), fenomene rilevato in 6 casi su 104 (5,7%), per lo pii
riferibili a soggetti anziani; reperti di metapfasia squamosa dell’epitelio del-
I'ampolla, per la verita di limitata estensione (I caso su 6 esaminati); una
piccola cisti mucosa, anch’essa rilevabile solo istelogicamente (1 caso su 6
esaminati);

Bgranulomi parassifari con le stesse caratteristiche descritle nella parte
ghiandolare dello stomaco (5 soggetti positivi su 37 esaminati, pari al
13,3%);

4) granulomi da corpo estraneo sono stali visualizzati istologicamente in
2 soli casi su 37 esaminati (5,4%), avendo le stesse caratteristiche di quelli
descritti nella trattazione della parte ghiandolare dello stomaco.

5) duodeniti (19,2%), per lo pit di tipo catarrale cronico, almeno in parte
correlate alle patologie parassitaric ¢ da corpo estranec sopra menzionate.
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LESIONI DELLE PICCOLE ARTERIE

Come risulta gia ampiamente segnalato in letteratura, gli cquini presenta-
no frequenti lesioni arteriose nel tratte gastroenterico,

Anche i casi da noi studiati esibivano tale peculiarita in un clevato nume-
ro di riscontri positivi (85,8%).

Occorre dire che si tratta di lesioni riscontrabili solo istologicamente e
riferibili principalmente a precipitati calcaret asteroidi subendoteliali con
ispessimenti intimali. E” un reperto molto comune, consistente nella presen-
za di precipitazioni calcaree granulari nell’intima di arterie ed arteriole
intramurali della pars oesophagea, della regione del fondo, della parte
pilorica, del piloro e soprattutte del duodeno. Ne sono colpite, in misura
decrescente, le piceole arterie della sottomucosa, piceole arterie ed arteriole
della sottosierosa e della tonaca muscolare, arteriole della lamina propria
della mucosa. Le venule ¢ vene non sono mai interessate, come pure nessuna
lesione di questo tipo & presente lungo le vie linfatiche (Fig. 9).

Nel materiale di studio la precipitazione di sali di calcio, bene
visualizzabile soprattutto con il metodo Kossa, si realizza dapprima con la
lormazione di una sorta di piccolo guscio calcarec attome ad un “nucleo
centrule”, verosimilmente costituite da detrito cellulare, poi con la
calcificazione dell’intera formazione ¢ con lo sviluppo di apposizioni
calcarce radiali, che conferiscono il caratteristico aspetto “asteroide™ alle
formaczioni completamente mature (Fig. 10).

L’endotelio di ogni sezionc arteriosa interessata pud contencre da uno a
pill precipitati asteroidi, variamente distribuiti lungo la circonferenza dell’in-
tima. Alla formazionc dei precipitati & non di rado associato un ispessimento
edematosce dell’intima stessa, che in realth & dovute alla deposizione di ab-
bondante matrice amorfa (Alcian +) al di sotto dell’endotelio (Fig. 11). Que-
st’vltimo risulta irregolarmente sollevato e sospinto verse 'asse luminale. 11
lume delle piccole arterie e delle arteriole risulta pertanto assai ridotto ¢ ta-
lora quasi completamente scomparso, mentre le pareti vasali appaiono
ispessite anche per una concomitante ipertrofia della loro muscolatura liscia.
Altre volte i suddetti ispessimenti intimali sembrano svilupparsi indipenden-
temente dai precipitati asteroidi (Fig. 12).
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Fig. 9 - Cavallo, stomaco, reperto istologico di soltomucosa, piccolo ingrandimento, B.-E.:
piccola arleria con evidente precipitato asteroide nell’intima, mentre le vicine pareti della vena
satellite non appaiono colpite.

Fig. 10 - Cavallo, stomaco, reperto istologico di sottomucosa, piccolo ingrandimento, Kossu:
piccola arteria con due evidenti precipitati asteroidi nell'intima.
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Fig. 11 - Cavallo, stomaco, reperto istologico di sotiomucosa, piccolo ingrandimento, Alcian-
PAS: piccola arleria con precipitato asicroide centralmente PAS-positivo e diffusa alcianotilia
del)’intima, che appare ispessita da un cuscinelio cellulare.

Fig. 12 - Cavallo, stomaco, reperto istologico di sollomucosa, medio ingrandimento, E.-E:
eruppo di piceole arleric, le eui lesiont (ispessimento intimale, iperirofia muscolare. fibrosi
avvenlizinle) causano evidente riduzione luminale.
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ALTRE LESIONI

Dopo aver esaminato in dettaglio 1 differenti reperti anatomopatologici
riscontrati nel materiale della tesi, nmane un gruppo di altcrazioni riscontra-
te in pochi casi. Si tratta in totale di 9 reperti (8,6%), cosi distribuiti: un
linfoma dei linfonodi gastrici, un linfangioendotclioma intramurale, duc pic-
coli lipomi omentali, due reperti di Aaemomelasma ilei, una dilatazione ga-
strica e duc piccole cisti della mucosa ghiandolare nella regione del fondo.

Tabella IT - Pitt comuni lesioni gastriche riscontrate nel presente materiale di ricerca, in
ordine decrescente di prevalenza

Ipertrofia della muscolatura liscia gastro-esofagea 89,4 %
Molteplici lesioni delle piccole arterie 85,8 %
Gastriti B4.6 %
Erosioni ed vlcere della pars oesophagea 769 %
Miasi da Gasterophilus intestinalis 32,6 %
Iperplasia del margo plicatus 31,7 %
Paracheratasi della pars oesophagea 153 %
Ferite recenti da corpo esfranee nello parte ghiandolare 13,4 %
Granulomi da corpo estranec nella parte ghiandelare 13,1 %
Granulomi parassitari gastrici 7.8 % |
Habronemiasi 2,8 %
Altre 8,6 %

Tahella IIT - Pid comuni lesioni duodenali riscontrate nel presente materiale di ricerca, in
ordine decrescente di prevalenza.

Molteplici lesioni delle piccale arterie 100,0 %

Duodeniti 192 %

Granulomi parassitari duodenali 13,3 %

Miasi da Gasterophilus nasalis 10,5 %

Molteplici lesioni ampella di Vater 57 %
{ Granulomi da carpe estranec nel duadenc 54 %
CONSIDERAZIONI

I risultati delle presenti ricerche dimostrane ancora una volta che lo sto-
maco ed il duodeno del cavallo sono tuttora frequentemente sede di processi
patologici di diversa natura. Rispetto alle indagini condotte nel passato sono
certamente diminuite le forme parassitarie {(Sweeney, 1990) e cid in relazio-
ne all’attuale disponibilita di farmaci di indubbia efficacia. Tuttavia le altre
lesioni, ed in particolare quelle pid note (flogosi. erosioni ed ulcerazioni,
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ipertrofia della muscolatura liscia gastroesofagea, lesioni vasali, ecc.), con-
servano intatta la loro prevalenza ovvero tendono anche ad aumentarla come
avviene per le erosioni ed ulcere gastriche dei cavalli sportivi (Collobert et
al. 1986; Murray, 1989; Murray ef af., 1990; Nappert et af., 1990, ecc.).

Un quesito che si pone inevitabilmente a questo punto riguarda il proble-
ma se tutte Ic lesioni riscontrate nel corso delle presenti ricerche e riportate
in ordine decrescente di prevalenza nelle Tabb. 1T e 111 siano da considerare
alla stregua di altrettante variabili indipendenti ovverc risultine almeno in
parte fra loro collegate. Sarebbe soprattutto intercssante poter dedurre se le
lesioni pill gravi e di assai elevata incidenza, ciog le erosioni ed ulcere della
pars oesophagea e del margo plicatus (76,9%) da un lato, ¢ le crosioni ed
ulcere della parte ghiandolare (25,0%), dall’altro, dipendano a lore volta da
altre alterazioni presenti ncllo stomaco o ne siano a propria volta la cavsa. I
dati reperiti in letteratura e quelli cmergenti dalle nostre osservazioni tende-
rebbero a sostanziare I’ipotesi che, in realtd, pochi fattori patologici primar,
pil 0 meno strettamente correlati tra loro, siano alla base delle lesioni di piti
comune occorrenza. Prima di addentrarci in tale complessa disamina, con-
viene tuttavia settoporre ad una valutazione conclusiva le alterazioni pill fre-
quenti e di maggiore interesse anatomo-patologico rilevate in una adeguata
serie di stomaci equini.

IPERTROFIA DELIA MUSCOLATURA GASTROESOFAGEA

La letteratura sull’argomento menziona in pratica solo 'ipertrolia della
tonaca muscolarc csofagea ed in particolare dello strato interno, circolare,
della medesima. In realtd, nel materiale di studio da noi utilizzato, risulta
chiaramente che Uipertrofia esofagea ¢ quasi sempre accompagnata da una
analoga alterazione della muscolatura liscia gastrica e pilorica. Soprattutto a
livello pilorico Uipertrofia ed un certo grado di fibrosi del corrispondente
sfintere muscolare sarebbere in grado di provocare, dal punto di vista [un-
zionale, vna certa tendenza alla stasi del contenuto alimentare.

Pertanto gli slorzi peristaltici dello stomaco e dell’esofago distale potreb-
bero indurre, come comunemente avvienc a carico di tall visceri, una
ipertrofia muscolare secondaria, finalizzata al tentativo di superamento delle
aumnentate resistenze distali. Che vn certo grado di stenosi pilorica, su base
ipertonica o spastica, possa condizionare primitivamente le corrispondenti
altcrazioni adattive dello stomaco ed anche dell’esofago, appare dimostrato
dal fatto che nei tratti successivi del canale enterico, ¢ scgnatamente nel
duodeno, 1 fenomeni di ipertrofia muscolare liscia scompaiono bruscamente.
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A quali fattori patologici possano essere riferiti i snddetti fenomeni di
ipertrofia ¢ stenosi pilorica, dai dati delle presenti ricerche nulla emerge di
concreto. N& porterebbe maggiore chiarezza alla definizione del problema
qualche ulteriore ipotesi che chiamasse in cavsa processi flogistici cronici
del piloro ed eventuali disturbi del sistema nervoso vegetativo.

LESIONI DELLE PICCOLE ARTERIE

In un’alta percentuale di casi (85,9%) sono state rilevate, in particolare
nella sottomucosa gastro-duodenale, ma in qualche misura anche a carico
della sottosierosa, della muscolare e della lamina propria, alterazioni
sistemiche delle piccole arterie ed arteriole, consistenti in ipertrofie musco-
lari, ispessimenti intimali e, spesso, anche precipitati calcarei intimali sotto
forma dei cosiddetti corpuscoli asteroidi. Tali lesioni sono ampiamente do-
cumentate dalla letteratura del passato (Bollinger 1864, Hobmaier 1928,
Krause 1927, Kiknchi 1928 ecc.) ed anche da quella piu recente (Dahme
1970, Estes e Cheville 1970, Montali et al. 1970, Marcato et al, 1983, ecc.),
trovando una precisa caratterizzazione, anche sul piano istochimico ed
ultramicroscopico, nel capitolo dell’apparato cardiocircolatorio elaborato da
Drommer (1991) per il trattato di anatomia patologica veterinaria di Schultz
(1991).

Rimane impregiudicato se detie lesioni delle piccole arterie ed arteriole
possano dipendere dal passaggio in circolo di metaboliti parassitari prove-
nienti dalle larve di Strongylus vulgaris (quarto e quinto stadio) annidate nel
tronco dell’arteria mesenterica craniale, ma anche di altre arterie derivate
dall’aorta addominale. :

E’ stato comunque accertato (Yoshihara ef af., 1986) che lo stomaco equi-
no soffre frequentemente di stati di insvfficiente perfusione ematica, come &
possibile dimostrare mediante angiogramimi. Non si pud escludere che i sud-
detti stati di insufficiente perfusione dipendano proprio dalle alterazioni co-
munemente presenti nelle piccole arterie ed arteriole, come pill sopra indica-
to.

GASTRODUODENIT!

Sono anch’esse molto frequenti e probabilmente causate da fattori
patogeni diversi.

Tra questi un posto di rilievo occupano certamente i [oraggi grossolani e
le frequenti localizzazioni parassitarie (Gasterophilus, habronema, cce.), ma
non vanno certamente dimenticati gli errori alimentari che, non tanto nei
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soggetti da noi esaminati, quanto nei cavalli sportivi, verrebbero compiuti
con preoccupante {requenza, come rilevato anche in epoca recente da Coenen
(1990, 1992). Si tratterebbe soprattutio di alimenti concentrati somministra-
ti, anche in ragione di due e pil chilogrammi al giorno, in un’unica soluzio-
ne invece che distribuiti ncll’arce di tre o quattro pasti, come sarcbbe invece
auspicabile da un punto di vista fisiologico. La presenza di un’unica massa
di concentrato bloccherebbe o rallenterebbe considerevelmente la motilita
gastrica, favorcndo ncl contempo lo sviluppo di fenomeni digestivi ¢
fermentativi anomali con conseguente liberazione di metaboliti tossici,

Non va dimenticato che le stesse erosioni ed vlcere, cosi frequentemente
riscontrate nella pars cesophagea ¢, con prevalenza sensibilmente minore,
nella parte ghiandolare dello stomaco equino, potrebbero csse stesse eserci-
tarc un intcnso stimolo flogogeno, come & stato dimostrato anche in altre
specie animali.

Si consideri infine che, sempre per quanto concerne i cavalli sportivi,
anche il frequente impicgo di antiflogistici, steroidei o non steroidei, sommi-
nistrati attraverso diverse vie, potrebbe essere alla base dei quadri gastrici
sopramenzionati, scnza contare che gli abusi di cui sopra sarebbero in taluni
casi responsabili anche di erosioni ed vlcerazioni gastriche.

EROSIONI ED ULCERE (PARS OESOPHAGEA E PARTE GHIANDOLA-
RE}

Per quanto concerne il nostro materiale di studio, tali lesioni sono state
riscontrale nel 76,9% dci casi a livello di pars eesophagea e nel 250% a
carico della parte ghiandolare: in totale, tenuto conle delle sovrapposizioni,
oltre il 90% di reperti positivi. Erano colpiti cavalli da macello di importa-
zione, come pure soggetti allevati in Italia, senza diferenze sostanziali tra
maschi ¢ femmine e tra soggetti di differenti classi di etd,

Nella maggior parte dei casi si trattava di erosioni ed ulcere di forma ir-
rcgolare e di ampiezza assai variabile, localizzate in vicinanza del margo
plicarus, ma non sono mancati 1 casi di ulcere anche multiple, disseminate in
diverse aree dclla pars oesophagea. Meno frequenti e quasi sempre meno
ampic risultavane, come gia si & detto, le vlcere della parte ghiandolare.

Non si sono mai rinvenute ulcere perforate né quadri di grave gastrorragia
connessi con le stesse, mentre non sono mancati riscontri di ulcere in via di
guarigione, giustificando I'opinione che nella maggior partc dei casi dette
lesioni guariscano spontancamente. Cid & confermato anche dalla letteratura
ed in particolare da ricerche cliniche del tipo monitoraggio effettuate su ca-
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valli sportivi con I’ausilio del metodo endoscopico (Murray, 1989; Murray et
al., 1990; Roberts, 1990; ecc.).

Circa lc cause delle ulcere gastriche deglhi cquini, 1 dati bibliografici da
noi raccolti sull’argomento tendono a responsabilizzare maggiormente i fe-
nomeni di stress provocati da defatiganti pratiche di allcnamento, ovvero
I’improprio uso di certi farmaci, piuttosto che le preesistenti soluzioni di
continuo della mucosa provocate da parassiti, corpi estranei alimentari, ecc.
Stress e farmaci agirebbero sui mediateri chimici dello stomaco aumentando
la quantita e 1’aciditd del succo gastrico, nei confronti del quale la mucosa
della pars oesophagea & meno protetia della mucosa della parte ghiandolare.

Ulteriori fattori pro ulcerogeni, da considerare con grande attenzione,
sono quelli alimentari, rappresentati nella fattispecie da errori nella compo-
sizione e nella distribuzione del concentrato, particolarmente nel caso in cui
venga somministrato in un’unica soluziong giornaliera. Sccondo Coenen
(1992), in queste condizioni, digestione ¢ peristalsi gastrica vengono sensi-
bilmente rallentate e tra i metaboliti che derivano da tumuliuosi processi
fermentativi figurano rilevanti quantiti di acido butirrico. Questo acido or-
ganico svolgerebbe un intenso effetto antiproliferativo sulla mucosa della
pars ocesophagea e della parte ghiandolare, deprimendo il ricambio cellulare
a livello di strati superficiali dell’epitelio di rivestimento ed esponende per-
tanto gli stessi ad un pil intenso processo di autodigestione da parte dei sue-
chi gastrici.

Non sono da trascurare, in qualitd di fattori predisponenti allo sviluppo
delle ulcere, la paracheratosi della pars aesophagea (Yoshihara ef al., 1986;
Barker ¢t al 1993) e, per quanto riguarda in particolare le meno frequenti
ulcere della parte ghiandolare dello stomaco, la stasi alimentare da stenosi
pilorica o da lesioni ostruttive duodcnali, il reflusso di bile e soprattutto gli
stati di cattiva perfusione ematica della mucosa e sottomucosa gastricy, gia
discussi all’inizio del capitolo.

Potchg le ulcere gastriche sono risultate complessivamente il processo
patologico pil frequente e grave da noi rinvenuto nel corso delle presenti
ricerche, s1 & ritenuto opportuno riunire in un unico schema tutti i [attori can-
sali o predisponenti che potrebbero essere ragionevolmente implicati nello
sviluppo di tali patologie (schema n°l1).

Il fatto che lo schema sia stato costruito soprattutto sulla base di dati della
letteratura, accumulatisi in questi ultimi anni sull’argomento della patologia
gastrica degli equini sportivi, non infirma certamente la sua validita anche
per i cavalli da carne da noi studiati. Infatti, se i cavalli sportivi sono sotto-
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posti ai violenti stress dell’allenamento e delle gare, i cavalli da carne pati-
scono stress certamente non inferiori in relazione alle condizioni talora pri-
mitive di allevamento e nel corse delle varie tappe che conducono al macel-
lo: concentramento in arce di raccolta, carico su mezzi di trasporto per nulla
confortevoli e privi di qualsiasi protezione nei confronti dei rigori stagionali,
precarie condizioni di alimentazione ¢ di abbeverata, cventuali cambi di
mezzo di trasporto per arrivare al macello, inadeguato riposo nelle stalle di
sosta dei macelli, sempreché queste siano disponibili e vengano effcttivamen-
te utilizzate.

In conclusione, ometiende di commentare le altre lesioni elencate nelle
tabelle 1L e 111, in quanio gia discusse in sede di descrizione dei reperti ovve-
ro gia comvolte nello schema patogenetico n° 1, riteniamo di poter sostenere
che anche nei cavalli da carne le alterazioni gastriche di maggiore impatto, e
pill 0 meno tra loro correlate, conseguono in misura non esigua alle condi-
zioni di stress cui gli animali sono sottoposti in coincidenza con le varie fasi
di allevamento e soprattutte durante i trasferimenti che preccdono la
macellazione, pur essendo chiaro che si tratta di patologie tipicamente
polifatioriali.
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INDAGINE RETROSPETTIVA (1988-1994) SULLA
PATOLOGIA NEOPLASTICA DEL CAVALLO
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{!) Dipartimento di Patologia Animale - Torino
(2} Azienda Sanitaria Regione Piemonte 4, Chivasso (Torino)

Gl obiettivi che ci siamo posti intraprendendo la presente ricerca sono
stati, da un lato, di fornire un dato sulla frequenza della patologia neoplastica
del cavallo raccolta presso i nostri laboratori e, dall’altro, di dare una pano-
ramica delle lesioni neoplastiche riscontrate nell’arco dei sei anni e sei mesi
di osservazione.

MATERIALI E METODI

Lo studio si ¢ incentrato su 54 neoplasie riscontrate in 53 cavalli presso la
sezione di Anatomia Patologica del Dipartimento di Patologia Animale di
Torino nel periodo compreso tra 1’1 gennaio 1988 e 11 30 giugno 1994. L'eta
e il sesso erano noti per 34 soggetti (63%). Gli animali avevano un ¢ta che
variava tra i 2 e i 24 anni con media 10.8 anni (DS 5,7) e mediana 10, Otto
soggetti erano di sesso femminile e 26 di sesso maschile (la castrazione era
indicata solo per 3 soggetti ma anche in questo caso il dato & probabilmente
incompleto). Per quanto riguarda la razza di appartenenza, il gruppo di mag-
gior consistenza era rappresentato da 13 animali di razza argentina. E’ stato
anche determinato il numero totale dei cavalli esaminati per qualsiasi ragio-
ne nel medesimoe periodo.

I tumon derivavano da esami autoptici eseguiti nella nostra sezione, da
pezzi anatomici riscontrati alla visita ispettiva da veterinari operanti al ma-
cello, oppure da biopsie intraoperatorie eseguite dai colleghi della ¢linica del
dipartimento o da veterinari liberi professionisti. I campioni prelevati erano
fissati in formalina tamponata al 10 % e inclusi in paraffina. Tutte le sezioni
ottenute sono state colorate con ematossilina eosina ed in alcuni casi con la
reazione PAS e/o con la colorazione tricromica di Masson.
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RISULTATI

Nei sei anni e sel mesi considerati dalla presente ricerca, la prevalenza a
livello bioptico ¢ necroscopico della patologia ncoplastica, rispetto a tutte le
altre patologie del cavallo, ¢ risultata pari al 6,7% (53 cavalli sul totale dei
789 esaminati presso la nostra sczione),

Delle 54 neoplasie osservate, 25 (46,3%) erano di tipo maligno.

Le sedi preferenziali erano la cute (23 tumori pari al 42,6% del totale), gli
organi genitali esterni maschili (7; 13%), le palpebre ¢ le altre strutture ester-
ne dell’occhio (5; 9,3%), la tiroide (3; 5,6%), seguite da ipofisi, rene e fegato
(2 tumori, 3,7%, per ciascuno di essi).

[ tipi tumorali di pitt frequente osservazione sono stati: papillomi (8; 14,8
%), carcinomi squamoccllulari (6; 11,1%), e sarcoidi (6; 11,1%). Altri tumo-
ri di riscontro relativamente comune sono stati: fibromi (3: 5.6%),
fibrosarcomi (3; 5.6%), cmangiomi (3; 5.6%), schwannomi (3; 5.6%) tumori
melanocitari (3; 5.6%), colangiocarcinomi (2; 3.7%), carcinomi renali {2;
3.7%), carcinomi tiroidei (2; 3.7%), adenomi ipofisari {2; 3.7%) e linfomi
(2; 3.7%). Infine abbiamo calcolato I'etd media dei soggetti affetti dalle tre
forme tumorali pin frequenti che risultava di 15,7 anni (range 8-24) negli
animali con papilloma, di 11,7 anni (8-20) in quclli con carcinoma
squamoccllulare ¢ di 6,6 anni {4-10) nei soggetti con sarcoide.

DISCUSSIONE

Non sono molto numerosi i dati sulla prevalenza delle neoplasie equine
disponibili in letteratura. Cotchin (1977), rifacendosi anche ai risultati di
precedenti ricerche, affermava che 1 tumori nel cavallo rappresenterebbero
tra I'uno e il tre per cento di tutti i casi di interesse chirurgico. Nel nostro
caso le neoplasie rappresentavano il 6,7% di tutte Ic lesioni osservate, un dato
guindi pin elevato ¢ simile all” 11% riferito da Cotchin e Baker-Smith (1975),
riguardante osservazioni eseguite esclusivamente al macello, o al 17,9% r1-
ferito da Sundberg e coll. (1977) presso un laboratorio diagnostico universi-
tario americano. Dati di questo tipo, anche se utili per confrontare differenti
ricerche, devono essere valutati con cautela perché difficilmente rispecchiano
la prevalenza nell'intera pepolazionc. Nelle indagini retrospettive, infatti, il
numero di tumori viene rapportato al totale dei cavalli esaminati per qualsi-
asi patologia. Non si tratta quindi di campioni casuali rappresentativi dell’in-
tera popolazionc di provenienza ma al contrario di campioni fortemente sc-
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lezionati ¢ nei quali le patolegie inconsuete o di pit difficile diagnosi (come
1 tumori) risultano sovrarappresentate. Incltre confrontando i risultati dei
diversi Autori, occorre prestare attenzione al tipe di fonte utilizzata: dati di
frequenza ottenuti al macello comprenderanne lesioni neoplastiche (ad esem-
pio a livello tiroideo), che in ricerche eseguite in sede clinica possono sfug-
gire perche inapparenti.

In letteratura si riferisce il netto prevalere delle lesioni di tipo benigno
mentre nel nostro studio il numero di lesioni benigne e maligne era simile.
Probabilmente cid non rispecchia una reale differenza ma la nostra scelta di
inserire tutti i casi di sarcoide tra i tumori di tipo maligno, in accordo con la
classificazione del WHO (Weiss, 1974).

Le localizzazioni preferenziali da noi osservate (cute, organi genitali
maschili esterni, occhio e strutture annesse, tiroide) sono sovrappoenibili allo
spettro degli organi piu’ comuncmente colpiti desumibile dalla letteratura
(Baker e Leyland, 1975, Cotchin, 1977, Sundberg et al., 1977, Bastianello,
1983). Abbiamo rilevato un solo caso di interessamento del cavo toracico
rappresentato da un timoma a prevalente proliferazione epiteliale.

Prendendo in considerazione i tipi istelogici, quelli riscontrati pin fre-
quentemente sono stati papillomi, carcinomi squamocellulari, sarcoidi,
fibromi, fibrosarcomi, schwannomi, emangiomi e melanomi, Anche tale os-
servazione non si discosta dai risultati di ricerche simili alla nostra (Baker e
Leyland, 1975, Cotchin, 1977, Sundberg et al., 1977, Bastianello, 1983).
Come accennato, le differenze nelle frequenze relative sono spiegabili con il
tipo di archivio consultato (cliniche, laboratori diagnostici, macelli) e quindi
con la diversa provenienza dei casi.

La localizzazione prefercnziale dei papillomi ¢ a livello di cute, labbra,
occhi e genitali, quella dei carcinomi squamocellulari a livello di occhi, cavo
orale e seni masecellari, e genitali (Strafuss, 1976, Junge et al., 1984) e quella
dei sarcoidi in aree suscettibili a traumi come testa, addome, arti (Miller e
Campbell, 1982). In generale, poi, & stato rilevato che il sarcoide si trova pill
frequentemente in animali giovani, mentre il carcinoma squamoso prevale in
animali decisamente pit anziani (Sundberg 1977) e che papillomi ¢
carcinomi squamosi prescntano distribuzioni di etd e di localizzazione
sovrapponibili (Junge, 1984). Anche tali osservazioni hanno trovato confer-
ma nci dati della nostra ricerca.

In conclusione, ricerche di questo tipo oltre a fornire informazioni prezio-
se al clinico, possono servire da punto di partenza per la realizzazione di ri-
cerche epidemiologiche tese all’identificazione dei possibili fattori di rischio,
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a patto che la raccolta delle informazioni sui singoli casi sia il pi possibile
completa,

RIASSUNTO

Trail 01.01.1988 ¢ il 30.06.1994, sono stati osservati 54 tumori in 53 dei
789 cavalli registrati nell’archivio della sezione di Anatomia Patologica del
Dipartimento di Patelogia animale di Torino. Il numero di lesioni maligne
era similc a quello delle neoplasie benigne (rispettivamente 25 ¢ 29). In or-
dine, le sedi pitl frequentemente interessate erano; cute (42,6%), genitali ma-
schili esterni (13%), occhio (9,3%), tiroide (5,6%). Tra i tipi istologici
tumorali, prevalevano papillomi (14,8%), carcinemi squamocellulari (11,19)
e sarcoidi (11,19).
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STUDIO ISTOCHIMICO, IMMUNOISTOCHIMICO
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PSEUDOCROMOFOBO TPOFISARIO
(Silent “Corticotroph” Adenoma subtype 2)
DELLA pars intermedia IN UN CAVALLO!
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Dipartimento di Patologia Animale Profilassi ed Igiene degli Alimenti, Pisa.
{(*) Istituto di Anatomia Patologica, Facolta di Medicinag e Chirurgia, Pisa.

INTRODUZIONE

Nel cavallo sono descritti in letteratura reperti di neoplasie a canco
dell’ipofisi ed in particolare viene sottolineata la maggior prevalenza
dell’adenoma della pars intermedia.

Comunque, ritenendo ancora attuali le stime fatte negli anni settanta (1)
secondo le quali la frequenza di questo tumore nei cavalli oscilla dallo 0,06%
allo 0,12%, le neoplasie ipofisarie appaiono infrequenti.

Dal punto di vista clinice le neoplasie ipofisarie condizionano tre possibi-
li evenienze derivanti da una alterazione morfologica e strutturale del
parenchima ghiandolare ovvero: a) fenomeni di ipopituitarismo legati ad una
compressione e conseguente atrofia della parte di parenchima rispettato e
normalmente secernente; b) fenomeni di ipersecrezione di talune molecole
ormonali; ¢} nessuna manifestazione quando si tratti di neoplasie poco o nulla
secernenti e di limitata invasivita {silent tumor),

Dt particolare interesse e fonte di discussione & a tutt’oggi il problema
classilicativo di queste neoplasie.

MATERIALI E METODI

Un cavallo trottatore Belga maschio, castrone di anni 15, & stato soppres-
s0 a seguito di una serie di gravi manifestazioni cliniche, di natura neurolo-
gica, succedutesi nell’ultimo mese di vita. Dall’anamnesi prossima s1 e rile-
vata una epistassi ricorrente, cambiamento di indole, leggera poliuria e

Iy Ricerche condotte con contributy MURST 40% annb 1943,
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polidipsia {legate ad una forma nefritica pregressa), perdita di sensibilita del
piano naso-labiale sinistro con apparente cecithi monolaterale sullo stesso
lato. Nell’ultima settimana di vita & stato inoltre descritto un comportamento
aggressivo del soggetio (lentativi di rampare), una difficolta nel bere ed una
certa dismetria del passo sul bipede laterale sinistro durante la
deambulazione. Si & rilevata anche una ipoestesia a livello del tronco peral-
tro limitata al lato sinistro.

L’ipofisi & stata prelevata in toto, fissata in formalina tamponata (pH 7,4)
ed inclusa in paraffina per le indagini istomorfologiche {(con le segucnti
colorazioni: eratossina-cosina (E.E.), PAS, Rasmusscn-lgnesti, Gabe modi-
ficata, Van Gicson) ed immunoistochimiche (lestando le sezioni per i seguenti
antigeni; LH, FSH, TSH, GH, LTH, ACTH ed NSE) secondo il metodo
Avidina-Biotina-Perossidasi, facendo uso della Diaminobenzidina (DAB)
quale substrato cromogeno ed usando come controllo sezioni di ipofisi pre-
levate da un puledro di 8 mesi, morto per cause accidentali. Gli anticorpi
utilizzati sono stati: rabbit anti ACTH (policlonale sintetico umano ACTH 1-
24, diluito {:300, Dako lotto n.0.040), anti-LTH (policlonale diluito t:300),
anti-FSH (policlonale diluite 1:204), anti-TSH (PLC diluito 1:800), anti-NSE
{(MCL diluito 1:100). Il Kit ABC-Perossidasi utilizzato e il Vectastain elite
(Vector-Burlingame USA ). In ogni prova sono stati allestiti preparati di con-
trello in cui & stato omesso il trattamento con I’anticorpo (Ab) primario, che
sono risultati sempre negativi nella fase successiva di sviluppo della reazio-
ne con la DAB.

Alcuni frammenti di tessuto prelevati nella zena rispettata, neoplastica e
intermedia, sono stati inclusi in epon-araldite ed osservati al microscopio
clettronico.

RISULTATI

Reperti necroscopici

Alla necroscopia non si evidenziavano macroscopicamente lesioni agli
organi target degli ormoni ipofisari; anche gli altri distretti organici erano
nella norma, fatta salva la presenza di alcuni focolai di fibrosi a carico di
entrambi i reni e di fenomeni Mlogistici focali a carico dell’encefalo, di natu-
ra sicuramente parassitaria. L'asportazione dell’ipofisi dalla sva sedc anato-
mica tramite resezione del diaframma della sella, permetteva di cvidenziare
un leggero aumento del volume complessivo della ghiandola. Sezionata sul
piano sagittale mediano, la ghiandola presentava centralmente una zona cir-
colare, di colore rossastro e di diametro di un centimetro circa. La
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neoformaczione era nettamente distinguibile dalla pary distalis (lobo anterio-
re) dell’adenoipofisi che si cstendeva in zona rostro-ventrale rispetto al
nodulo. Tn seno alla neoformazione si poteva osservare una piccola area
iperemico-emorragica a margini irregolari, di circa 2-3 millimetri di diame-
tro localizata ventro-caudalmente in seno al nodulo. La pars nervesa era, al-
mene macroscopicamente, rispettata.

Reperti microscopici

Una prima osservazione microscopica di sezioni colorate con E.E,, mo-
strava la natura ncoplastica benigna del nodulo intraipofisario. Nel comples-
0 la massa risultava costituita da cordoni di cellule cilindriche o poligonali,
con nuclec ovale relativamente grande ¢ mediamente cromatico, che assu-
mevano un aspetto a “nido” intorno alle strutture vascolari. La ncoplasia ri-
sultava inoltre marginata rostro-ventralmente da un’esile pscudo-capsula
connettivale {evidenziata molto bene dalla colorazione di Van Gicson) che la
divideva dal lobo anteriore, Dorsalmente la massa sembrava conlluire in al-
cuni punti nella pars intermedia residua; la parte nervosa appariva invece
rispettata. Una esile rete di natura connettivale, con origine dalla capsula, si
irradiava all’interne della massa e, insieme ai numerosi capillari, che per il
diametro incostante e le numerose lacune formate assumevano I'aspetto di
veri e propri sinuseidi, costituiva I’ impalcatura su cui poggiavano le cellule
neoplastiche. Lacune ematiche di maggiori dimensicni, riccamente infarcite
di cmazie, si osservavano ventro-caudalmente in seno all’area neoplastica.

Le cellule di forma quasi cilindrica ¢ di dimensioni simili tra loro presen-
tavano il rapporto nucleo/citoplasma costante (1:3 circa). T nuclei erano
moderatamente basofili e a cromatina marginata; le figure mitotiche erano
quasi assenti. Selo sporadiche cellule manifestavano una leggera eosinofilia
del citoplasma ed una PAS positivita della fine granulazione citoplasmatica,
non comparabile cen quella delle popolazioni cellulari basofile della pars
distalis.

Istochimica

Mentre la colorazione con E.E. evidenziava, a fianco di una nctta
differenziazione tra elementi cellulari cosinofili ed elementi basofili presenti
nella pars distalis, una licve colorazione delle cellule neoplastiche, con il
metodo Rasmussen-lgnesti si poteva osservare una netta distinzione tra le
cellule acidofile, colorate in rosso brillante, e quelle basofile, colorate in
azzurro cupo, della pars distalis. Le cellule in stadio di esaurimento funzio-
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nale della pars distalis e quelle della neoplasia erano colorate appena in rosa
pallido mostrando il loro aspetto cromofobo. Medesimi risultati si sono otte-
nuti con la colorazione di Gabe (mctodo modificato). In queste caso le cel-
lule del lobo anteriore sono state ben diflerenziate menire le cellule
dell’adenoma non hanno sviluppato nessuna reazione tintoriale specifica.

Immunoistochimica

Le prove immunoistochimiche sono state condotte utilizzande un pannel-
lo anticorpale comprendente i sei ormoni ipofisari, ed un antigene marker
delle cellule nervose. 1 risultati delle prove immunoistochimiche sono di se-
guito sintetizzati in tabella.

Markers FSH IH 1TH STH TSH ACTH NSE
cellule tymorali - . - y - ya .
cellule orongiofile - - + y - . .
cellule alfa - - - + - T+ -
cellule beta - - - - + - B}

i cellule gamma ++ 44+ - B B . .

5 pars nervosa - - . . - . . ++
pars intermedia . - - - y et .
follicoli colloide - - - . . + B

Legenda: FSH = ormone follicolo stimalante, LH = o. lukeinizante, LTH = o. luteotrope o prolattina, STH
= o.somalotropo, TSH = o.lireotrope, ACTH = o.corticotropo, NSE = enclasi nevronale specifica.

Come si evince dalla stessa, le cellule tumorali non reagivano con nessun
anticorpo, cccezion [atta per una debole ma diffusa ed uniforme positivita
espressa costantemente dalle cellule tumorali per I’ Ab anti ACTH 1-24. Tale
positivita assumeva caratferi leggermente pitt marcati soltanto in ccllule
neoplastiche sporadiche ed isolate; ad un maggiore ingrandimento si notava
una marcatura a ridosso della membrana citoplasmatica come osservato an-
che da Boujon et al (5).

Ultrastruttura

Le cellule neoplastiche si differenziavano nettamente sia dalle cellule del
lobo anteriore dell’adenoipofisi, caratterizzate dall’avere un citoplasma ric-
co di granuli di secreto, a core pill 0 meno elettrondenso delimitati da meni-
brana, ora sparsi in maniera uniforme nel citeplasma {cellule somatotropce),
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ora raccolti in prossimiti di un polo della cellula (cellule ad LH) ora di di-
mensioni piuttosto ridotte (cellule a TSH) oppure polimorfi (cellule a LTH),
sia da quelle della pars intermedia, abbastanza piccole, con nucleo irregola-
re, pochi mitocondri e numerosi granuli moderatamente elettrondensi.
L’adenoma risultava infatti costituito da cellule per lo piu di grandi dimen-
sioni con nucleo indentato, citoplasma ricco di piccoli mitocondri di forma
per lo pitt sferica e talora recanti anomalie soprattutto alle creste; pochi gra-
nuli moderatamente clettrondensi di dimensioni variabili, reticolo
endoplasmatico rugoso (R.E.R) poco rappresentato cosi come |”apparato del
Golgi. Il nucleo delle cellule neoplastiche presentava uno o pit nucleeli non
prominenti con cromatina addensata in prossimita della membrana nucleare,
Molto raro era il reperto di alcune cellule di dimensioni ridotte e con
citoplasma ripieno di granuli fortemente elettrondensi.

DISCUSSIONE E CONCLUSION]

L’applicazione delle metodiche immunoistechimiche (17) cd
vltrastrutturali (8) & fondamentale per la formulaziene di una corretta dia-
gnosi delle neoplasie ipofisarie. E’ infatti grazie all’utilizzo di queste tecni-
che che & stato possibile rivedere la vecchia classificazione in tumori basofili,
acidofili e cromofobi in quanto molto riduttiva perche basata essenzialmente
su osservazioni di natura istochimica. E’ noto infatti che molti casi di
adenoma a ccllule prolattiniche, un tempo ascritti agh adenomi cromofobi
per la loro pressoche totale negativitd alle pit comuni colorazioni
istochimiche (10, 16), vengono oggi inseriti tra gli adenomi acidofili; lo stes-
so dicasi per molti adenomi a cellule corticotrope (11), L'adenoma franca-
mente cromefobo che un tempo era considerato il tipo di neoplasia ipofisaria
pit comune, sembra addirittura non esistere o, secondo alcuni Autori, essere
rappresentato esclusivamente dai cosiddetti “null cell adenoma” o adenomi
fetali (18), molto rari e caratterizzati da cellule povere di granuli di secreto o
totalmente prive e povere di organuli cellulari. Accanto ai classici adenomi
acidofili e basofili & pit corretto quindi parlare di adenomi ipofisari
pseudocromofobi per indicare quei tumori che all’istochimica presentano
cellule con modesta affinita tintoriale. Il tumore da noi studiato pud quindi
essere inquadrato tra gli adenomi psendocromofobi secondo la classificazio-
ne di Lanza (13) o tra gli adenomi cromofobi non secernenti secondo la clas-
sificazione di Capen (6, 7) e Zaki {19). Per la classificazione di questa
neoplasia abbiamo wtilizzato i criteri della patologia umana dato che in vete-
rinaria tale classificazione & melto meno dettagliata, non comprendendo una
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grande varieta di sottotipi nell’ambito della stessa neoplasia,

Secondo la classificazione di Moulton (14) ¢ secondo quella pill recente
di Capen (7}, che privilegia la sede di insorgenza del tumore piuttosto che la
sua morfololgia cellulare, I’adenoma rientra semplicemente negli adenomi
della pars intermedia. Secondo la morfologia cellulare ed il comportamento
della neoplasia, atipico rispetto alle caratieristiche ultrastrutturali
individuabili nell’adenoma della pars intermedia - assenza quasi lotale di
granuli di secreto, ricchezza in mitocondri, sviluppo limitato del R.E.R ¢ del-
I’apparato di Golgi nonche totale assenza dei segni clinici regolarmente de-
scritti in associazione a questo tipo di adenoma {9, 4, 2, 11, 3, 15) - ¢i ¢ sem-
brato piu corretto applicare la classificazione utilizzata in patologia umana
da Lanza {13) ¢ Kovacs e Horvath {11), basata essenzialmente sulla
individuazione degli aspetti citomorfofunzionali degli elementi cellulari co-
stitugnti 1a neoplasia. In base a questa classificazione I’adenoma rientrerebbe
tra gli adenomi pseudocromofobi o adenomi corticotropi.

All’esame ultrastrutturale 1'adenoma da noi studiato ¢ risultato
morfologicamente riconducibile al “sifent corticotroph adenoma subtype 27
in accordo con quanto descritto da Kovacs ¢ Horvath (1), Anche nel nostro
caso abbiamo osservato la presenza di clusters di cellule immature
paragonabili a quelle rinvenibili nel “null cell adenoma”. 1l reperto indica
un alto grado di immaturita delle cellule ncoplastiche nelle quali si possono
reperire sporadici granuli di secreto ¢ numerosi mitocondri, caratterizati da
un certo pelimorfismo ¢ da fenomeni alterativi a livello delle creste. Questi
aspettl ultrastrutturali ricordano la struttura tipica dell’ adenoma non
secernente di tipo oncocitario, come descritto da Landolt ¢ Oswald (12). Gli
sporadici granuli di secreto osservatl al ML.E. sono risultati essere di natura
peptidica e, con molte probabilita ACTH simile: si presuppone in ogni caso
che si tratti di  granuli contenenti  peptidi  derivati  dalla
Proopiolipomelanocortina (POLMC), data 1a loro reattivita agli anticorpi anti
ACTH (catcna 1-24 che, sccondo Kovacs € Horvath (11) ha una bassa speci-
ficita di reazione se paragonato all’Ab che riconosce la catena [-39 017-39
dell’ ACTH, interagendo con la prima fraziene di quasi tutti i POLMC deri-
vati}.

L'immunoistochimica ha poi confermato questi reperti ultrastrutturali in
quanto la neoplasia ha ¢spresso una debole ma uniforme positivita al siero
anti ACTH. Una positivita debole ed uniforme per I'anticorpo anti ACTH ¢
stata espressa anche dalla pars intermedia dell’ ipofisi; tale positivita ¢ legata
alla cross-reattivita dell’ Ab anti ACTH con le molecole polipeptidiche
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POIMC-derivate le quali presentano alcune sequenze aminoacidiche identi-
che. Nella maggior parte dei cavalli infatti la pars intermedia ed, in misura
minore, alcune aree della pars distalis producono la molecola-precursore
POLMC che reagisce in maniera aspecifica con Ab specifici verso molti
peptidi quali I’ACTH, 'a, B o y, MSH, la BLPH, il CLIP (Peptide
Corticotropin Simile della Parte Intermedia), molecole tutte da essa derivate
dopo fenomeni di clivaggio.

La presenza dell’adenoma pseudocromofobo a cellule ACTH secernenti
della pars Intermedia, nel nostro caso non ha prodotte alcuna sintomatologia
clinica riferibile ad un quadro di PDH (Pituitary Dependent
Hyperadrenocorticism), differente dalla malattia di Cushing, frequentemente
descritta nel cane come pit diretta conseguenza di adenoma cromofobo
pituitario. Cid & du ritenersi correlato alle ridotte dimensioni dell’adenoma
{appena un cm. di diametro) ed all’esiguo numero di cellule effettivamente
secernenti in esso presenti,

N
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Fig. 1 - Ipofisi. La lesione neoplastica appare come {ormazione rolondeggiante, con arca
discromica emorragica, senza marcate modificazioni di volume della ghiandola.



loraz. E-E. Piccoli ingrandimenti. £ documentata la nella delimitazione tra
, 11 cul si evidenzia un apparente quadro emo o, e la parte del tessuto

Fig. 3 - Ipafisi. Coloraz. E-E. Forti ingrandiment. L'organizzazione tumorale appurc di tipo
[obulare con delicala ma cvidente tram nncttivale. Inoltre rezza il fenomeno di

replezione cmatica in strutture sin iche o franca-

mente cmorr he.




Fig. 4 - [pofisi. Immunoreazione ABC-Perossidasi, substrato DAT, colorazione nucleare con
Ematossilina di Harris. Forti ingrandimenti. La reazione immunmstochimica evidenvia ung
debole positivitd in gran parle delle cellule tumorali mentre aleune reagiscono pil intensamen-
te all’anticorpo per ACTH.
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PATOLOGIA INFETTIVA:
BRUCELLOSI E LEPTOSPIROSI

FARINA R.

Dipartimento di Patologia Animale, Pisa

Tra le cause infettive incidenti sulla riproduzione degli ovi-caprini lc
brucelle eccupano un posto di assoluta preminenza. Per la sua capacita di
provocare aborto ¢ di localtzzare in organi genitali maschili inducendovi le-
stoni in grado di compromettere la teconditd dei riproduttori, Br. melirensis
gioca - com’e noto - un ruclo fondamentale. T problemi di ordine
epidemiologico, patogenetico, diagnostico e prolilatlico connesst con guesto
tipe di infezione sono perfettamente conosciuti da Lutti voi, per cui ritengo
superfluo insistervi ulteriormente in questa sede.

Penso sia invece utile che io richiami la vostra attenzione sulla cosiddetta
“epididimite dei montoni™ la cui presenza in [talia & stata recentissimamente
accertata in greggi di ovini bergamaschi con il ripetuto iselamento dell’agen-
le causale, Br ovis.

Epididimite dei montoni

Si tratta di una entith morbosa attualmente diffusa in molti paesi di quat-
tro continenti (solo 1'Asia ne risulta indenne). [n Europa esiste allo stato
endemico sia in paesi dell’Hst (CSI, Romania, Repubblica Ceca, Slovacchia
¢ Polonia) che in paesi dell’Oceidente (Francia, Spagna, Germania ¢ Svizze-
ra).

In un gregge colpito le manifestazioni ed i fenomeni patologici di mag-
giore significato sono essenzialmente rappresentati da scnsibile riduzione del
numero delle gravidanze e quindi delle nascite per ipofccondita degli aricti ¢
secondariamente da perdita di prodotti del concepimento per aborto, incre-
mento della quota di agnelli sottopeso alla nascita, aumento dei casi di mor-
talith perinatale.

[l contagio diffonde nella maggioranza dei casi da maschio infetto a ma-
schio sano attraverso accoppiamento, nel corso di un ciclo estrale, con la
stessa femmina, Talvolta pecore infeltate per via venerea da aricti con
cpididimite presentano una cervico-vaginite che di solito guarisce in pochi
giorni, ma che pud ricomparire in occasione defl’estro successivo. In tal
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modo questi animali fungono da riserve di infezione, che sonoe poi capaci di
trasmettere agli animali al momento del coito.

Anche 1 maschi impuberi sono suscettibili a Br ovis; in alcunc greggi essi
si ritrovano portatori di lesioni epididimali efo sono sierologicamente positi-
vi fino all’80% dci casi, 1 fatto ¢ stato messo in relazione con la sodomia;
sebbene sia dimostrato che I'infezione sperimentale indotta per via rettale ¢
capace di riprodurre epididimite, esistono forti dubbi che questo meccuni-
smo sia alla base di una cosi vasta propagazione del contagio tra maschi
impuberi, Vi sono sicuramente altre modalitd di trasmissione, non ancora
identificate. Una eventuale trasmissione congenita sembra doversi escludere
dal momento che agnelli nati da pecore infettate in gravidanza non presenta-
no mai infezione attiva.

Sehbene B oviy passi con facilith da maschio infetto a pecora sana du-
rante "accoppiamento, la gravidanza -sempre che si stabilisca- evolve in
questo caso fino al termine in condizioni di assoluta normalitd.

1 aborto & piuttosto raro ¢ si manifesta solo quando si ha un sulficiente
accumulo di germi e si instaurano fenomeni di necrosi a hivello delle
caruncole placentari, il che accade solo (ma non & la regola) nel caso in cui
I"infezione coincide con il secondo mese di gestazione,

Fenomeno costante & il lento progredire del processo infettivo ¢ quindi il
Jungo lasso di tempo che intercorre tra 1l momento del contagio ¢ I'eventuale
iterruzione della gravidanza. Tale lenta progressione spicga IMassai modesta
frequenza dell’aborto rispetto all’elevato numero di pecore sieropositive in
allevamenti infetti.

In effetti il feto pud sopravvivere a lungo in utero in presenza della infe-
zionc ¢ la prima conscguenza della stessa non € tanto ['aborto quanto una
placentite che, ostacolando gli scambi nutritizi materno-fetali, provoca spes-
so -come gid si ¢ detto- la nascita di agnelli di scarto.

1l contagio da pecora con aborto a pecora indennc & ritenuta evenienza
molto rara {(aleuni fa negano del tutto), cosi come il contagio indiretto in
seguito al pascolamento su prati contaminati da pecore con aborto o parto
infettante. In questi wltimi animali Br ovis & presente nella screzione ulero-
vaginale per non pil di 10 giorni ¢ nel latte per circa 2 settimane.

Molti ritengono che la recettivitd vari a scconda della razza. Gl arieti
Merino, ad esempio, si infetterebbero con minare frequenza degli arieti di
razze inglesi conviventi nello stesso focolaio; ugualmente le razze derivate
dal Merino allevate in Spagna sembrano assai pitt resistenti all’infezione di
altre razze europee di importazione. Sebbene la resistenza genctica alla
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epididimite sia certamente importante, vi € da tener conto che la maggior
suscettibilitd verso Br. ovis pud in parle dipendere da un pin precoce
raggiungimento della puberta ¢ quindi dell’attivitd sessuale.

In condizioni naturali trascorre un lungo lasso di tempo (da 6 a 16 setti-
mane) tra infezione e sviluppo delle lesioni genitali ed in questo periodo gli
animali non presentano sintomt di sorta. Il germe rimane confinato nel punto
di penetrazione e nei hinfonodi tributari per 10-14 giorni prima che si abbia
batteriemia, generalizzazione ¢ quindi localizzazione in altre sedi (milza,
midollo ossco, reni e linfonodi distanti dalla porta di ingresso). Nella fase
tcrminale della batteriemia cominciano ad instaurarsi le lesioni a carico delle
vescicole seminali, delle ampolie del dotto deferente, delle ghiandole bulbo-
urctrali, della prostata ¢, soprattutto, dell’epididimo.

Le lesiont, nella maggioranza dei casi localizzate alla coda (pit che alla
testa) dell’epididimo, sono spesso unilaterali ¢ derivano fondamentalmente
da uno spermatocele la cui rottura, con conseguente extravasazione del suo
contenuto, determina la formazione di granulomi e di fenomeni adercnziali
nonché la comparsa di fibrost delle strutture adiacenti ¢, talora, di atrofia
testicolare. La natura e la sede delle lesioni hanno cffetti deletert sulla qua-
litd dello sperma e quindi sulla capacitd ed efficienza riproduttiva dei monto-
ni. Le alterazioni pit cvidenti a carica del seme sono caratterizzate da distac-
co ¢ lacerazione della membrana nucieare della testa degli spermatozoi e da
assottigliamento del colletto degli spermatozoi stessi, con successiva separa-
zione della testa dal corpo.

La presenza di epididimite pud apprezzarsi mediante un accurato esame
di palpazione, ma & tutt’altro che raro che 1 maschi eliminino Br ovis con
IPeiaculato in assenza di gualsivoglia segno clinicamente rilevabile.

L’accertamento della infezione si basa solla effettuazione di esame di
palpazione e/o di indagini colturali /o di test sierologici. Come ho gid detlo,
nella fase iniziale le lesioni sono difficilmente apprezzabili, specie se
bilaterali; d’altra parte s1 sa che ¢siste un periodo di latenza clinica durante il
quale i segni della flogosi sono riconoscibili solo istologicamente e lo sper-
ma presenta gid profonde alterazioni qualitative. In caso di infezione avanza-
la tuttavia Pepididimo appare aumentato di volume cd in preda a fenomeni
sclerotici di grado variabile a seconda della data di imizio della infczione. 11
testicolo corrispondente & in gencre risparmiato dal processo morboso, ma
talvolta manifesta chiart segni di atrofia e fibrosi.

La possibilith di evidenziare Br. ovis rimane affidata alla csecuzione di
esami microscopici e, soprattutlo, batteriologici. Entrambi sono realizzabili
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sullo sperrna ottenuto per elettroeiaculazione, in caso di aberto sulla placen-
ta. sul feto (contenuto del TV stomaco. polmone. milza, linfonodi ed
encelalo), sulla seerezione vaginale ¢ sul latte ¢, ove si disponga di materiale
necroscopico, sulla prostata, sulle ghiandole bulbo-uretrali, oltreche
sull’epididimo.

I test sierologici costituiscono la base della diagnosi sperimentale ¢ quin-
di it fondamento di ogni programma di controllo e di cradicazione. Fra tutti
quelli proposti emergono, per i risultati ottenuti, la immunodiffusione in gel
di agar, la fissazione del complemento, I'agglutinazione rapida con antigene
al rosa bengala e, in particolare per la sua clevata sensibilitd, FELISA. Va
tuttavia ricordato ¢he il valore diagnostico della sierologia, qualunque meto-
do st impicghi, ¢ ttt’altro che assoluto per cui, anche facendo ricorso al test
immunoenzimatico, esiste la possibilith che arieti negativi e senza evidenti
alterazion degh organi genitali esterni eliminino fort quantita di Br ovis con
I"eiaculato.

A differenza di altre bruacellosi per le quali la profilassi contempla di nor-
ma la eliminazione delle femmine infetle eventualmente integrata dalla vac-
cinaziong, il controllo dell’epididimite da Br ovis deve essere orientato sulla
prevenzione della infezione net maschi nonché sulla identificazione e sul-
I’abbattimento di quelli colpiti dalla malattia. La vaccinazione delle pecore
appare supcerflua per 1 seguenti motivi fondamentali:

- 1l contagio viene trasmesso esclusivamente dagli arieti

- Uinfezione ha breve durata

- 1l contagio da femmina a femmina & eventualitd assai rara,

Per le pecore si deve quindi prevedere 'attuazione di una profilassi sani-
taria {controllo sierologico ed eliminazione dei soggetti a reazione positiva),

Il problema profilattico non ¢ stato affrontato in maniera univoca, [n al-
cuni paesi (Australia, Canada, Romania) viene da qualche tempo data la pre-
ferenza a programmi drastici, basati sul controllo sicrologico degli alleva-
ment (integrato o meno da visita clinica dei maschi adulti ¢ impuberi, da
esami batteriologici dello sperma) ¢ sulla rapida climinazione dei soggetti
riconosciuti infetti. In altri si € ritenuto conveniente assoclire a queste misu-
re la vaccinazione degli aricti indenni. A tale scopo & stata dapprima indicata
la utilizzazione simultanea del BI9 e di uno stipite inattivato e adiuvato di Br.
aviy ¢, in epaca successiva, una doppia inoculaztone di vaccino spento a Br.
ovis (USA e Nuova Zelanda). In paesi, come il Sud Africa, nei quali & pre-
sente la bracellost da Bromefitensis, si & Tatto e si fa largo uso dello stipite
Revd, con risuliati oltremodo lusinghieri.
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Quale sia la situazione italiana atteale non & possibile dire. L'infezione
sembra limitata alle provinee lombarde ove si alleva la razza bergamasca. |
focolai sinora identificati non sono pit di 7 o 8, Una vasta inchiesta
steroepidemiologica cstesa a tutti gli arieti in produzione negli allevamenti
dell’arca interessata potrd fornire i dati indispensabili per I'adozione di mi-
sure di ordine profilattico. 11 largo uso della vaccinazione con il Revl che ¢
stato fatto per il controllo dellinfezione da Br. melitensis {ino ad cpoca re-
centissima, lascia sperare che la diffusione della malattia sia contenulta in
termini modesti.

LEPTOSPIROSI

Gli ovini sono ritenuti animali poco recettivi alla leptospirosi. Cid pud
apparire vero se c¢i si basa sulla effettiva rarita dei casi in cui I'infezione si
traduce in fenoment morbosi conclamati; lo & invece molto meno se s1 ticne
conto della non trascurabile frequenza con la quale infezione stessa si pre-
senta in forme lievi, fruste, asintomatiche oppure con sintomi comuni ad al-
tre malattie con cui pu® venire confusa,

Senz’altro molto resistenti debbono invece essere considerati 1 caprini,

Nel corso dell’ultime decennio tutta una serie di indagini di campo ¢ di
ricerche sperimentali, fatte anche in Italta, hanno permesso di acquisire im-
portanti dati relativi alla eziologia, alla epidemiologia, alla diffusione ¢, in
parte, agli aspetti patologici della leptosptrosi degli ovini. Tali dati possono
CSsere riassunti come segue:

- I"agente causale primario dell’infezione &, come nei bovini, la
sierovariante hardjo, genotipo hardjobovis;

- di tale sierovariante gli ovini debbono essere considerati ospiti di man-
(enimento primari, visto che animali infetti possono presentare localizzazio-
ne renale ed climinare leptospire con le urine per tempi lunghi (fino ad 11
mesi). Sotto questo aspetto il Toro ruolo epidemiologico & tanto importante
quanto quello dei bovini, che rimangono portatort renali per oltre 18 mesi;

- I"attuale frequenza dell’infezione ¢, in alcuni paesi (Australia, Nuova
Zelanda, Gran Bretagna), considerevole. Fsiste allo stato endemico in gran
parte d’Italia, come testimoniano le inchicste sieroepidemiologiche e i
reiterali isolamenti di hardjobovis dalle urine ¢ dai reni di animali risultati
infetti;

- comparativamente ad altre sierovarianti di L. intenogans
(icterohaemorrhagiae, canicola, pomona) la hardjo & dotata di potere
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patogeno intrinseco piuttosto modesto; per tale motivo non evaca mai quadri
clinici di evidente gravitd. Si mostra tuttavia capace di interfcrire sullo stato
di gravidanza c di provocare aborto tardivo per invasione transplacentare del
feto in utero, dando spesso luogo anche a parti prematuri o alla nascita di
prodotti apparentemente sani ma portatori di infezione congenita ¢
leptospiririci;

-la paucita e scarsa significativitd dei sintomi, il crescente incremento dei
focolai infettivi determinato dalla faciliti con cui s1 stabilisce il contagio tra
animali viventi in perenne promiscuitd rende particolarmente ardua Ia realiz-
zazione di efficaci piani di controllo e di eradicazione.

Per una pit compiuta conoscenza degli ellettt della infezione sulla attivi-
(a riproduttiva sia delle pecore che degli arieti appare essenziale verificare se
anche negli ovini, al pari di quanti si verifica nei bovini, [a sierovariante
hardjo ha la capacita di colonizzare ¢ di persisterc oltre che nei reni, anche
nell’apparato genitale lfemminile (salpingi ed utero) ¢ maschile (testicolo,
epididimo, vescicole seminali, prostata ¢ ghiandole bulbo-urctrali).

Una risposta a questi interrogativi sarebbe quanto mai importante sia sot-
to il profilo eptdemiologico (trasmissionc per via venerca dell’infezione?)
che sotto 11 profilo della patologia (responsabilitd dirctta delle leptospire nel
determinismo di fenomeni di ipofecondita nelle pecore e negli arieti?).
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PATOLOGIA DELI’APPARATO RIPRODUTTORE
DEGLI OVI-CAPRINI CAUSATA DA CLAMIDIA
E DA CAMPILOBACTER

ANDREANI E.

Dipartimento di Patologia Animale, Profilassi ed Igiene degli Alimenti, Pisa

Tra le molte causc che provocano patologic a carico dell apparate ripro-
duttore deghi ovi-caprini gh agenti infettivi rivestono un’importanza di pri-
mo piano. Bssi sono, infatti, i principali responsabili d’infertilita, morte
embrionale, mortinatalith, metrile e ritenzione placentarc. In particolare per
guanto riguarda 1"aborto, che ¢ il sintomo piu appariscente, quando ¢ dovuto
i germi patogeni, csso € assoctato quasi esclusivamente ad infezioni da
brucella, clumidia, salmonella, campilobacter, leptospiralisteria e coxiella.
Al primi tre, comunque, vengone attribuiti il maggiore numero di aborti. Vi
&, tuttavia, da rilevare, che in quelle zone del Pacse, dove il piano di profilas-
si nei confronti della brucellosi & stato pienamente attuato, rari 0 scomparsi
del tutto sono gli aborti causati da essa. Restano invece ben presenti, quelli
da clamidiosi ed in minor misura quelli da satmonellosi, nei riguardi delle
quali non & stata intrapresa alcuna profilassi sistematica.

La nostra attenzione sara rivolta all’aborto da clamidia ¢ da campilobacter,
a quest’ultimo saranno riservati soltanto brevi cenni, data fa minor impor-
tanza, che csso riveste.

La clamidiosi dell’apparato riproduttore degli ovi-caprini va assumendo
in questi ultimi anni un’importanza sempre maggiore sotto il profilo cco-
nomico ¢ sociale, [ molti studi di ordine epidemiologico effettuati nel nostro
Pacse hanno permesso di rilevare che IMinfezione & ampiamente diffusa negli
allevamenti ovi-caprini (2,4,6), dove provoca sensibili danni dovuti ad
aborto,mortinatalitd e perdita di produzione lattea. E’ stato accertato inoltre
che stipiti di clamidia associati ad infezione dell’apparato genitale dei rumi-
nanti domestici sono patogeni per la donna in gravidanza,nella quale provo-
ca aborto (11,15).

Poiche la clamidiosi dell’apparato genitale della capra presenta le stesse
analogic con 'infezione della pecora,la trattazione dei vari aspetti della ma-
lattia sard rivolta alla sola pecora,
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Aspetti Eziologici ed Epidemiologici

La nuova classificazione degli agenti appartenenti al gencre Chlamydia
basata anche sulle moderne tecniche di tipizzazione come la composizione
chimica del DNA e la omologia del DNA tra i vari stipiti riconosce a questo
genere quattro specic di clamidie {9, Tabella 1).

Tabella 1 - Principali caratteristiche differenziali delle specie del genere Chiamydia.

C.trachomatis | C.pneumoniae | C.psittaci | C.pecorum

Morfologia dei

corpi elementari Sterici Piriformi Sterici Sferici

Morfologia dei Ovali, Ovali, Variabili, | Variabili,

corpi reficolari aspetto aspetto aspeto aspetto
X vacuolare denso denso denso

Presenza di glicogeno
nelle inclusioni si no no no

Resistenza alla
sulfadiazina no si 5i si

Contenuto di G+C

nel DNA (%) 39,8 40,3 39,6 39,3
Ospiti naturali uomo uomo numerose | ruminanti
topo specie

(da Euzchy, 1993)

Le clamidie hanno un ciclo di sviluppo che include due fasi, una
metabolicamente attiva e non inlettante,caratterizzata dalla formazione di
corpi iniziali,I’altra metabolicamente inattiva ed infettante,contrassegnata
dalla costituzione dei corpi elementari (C.E.).

La resistenza di questi ultimi & molte elevata sopratutio nclla polvere
derivata da [eci essicate infette,dove sopravvivono per lungo tempo.

L’infezione viene di solito introdotta in una greggie indenne con I'immis-
stone di pecore infette in forma latente, che eliminano le clamidie con le feci
per un lungo periodo di tempo. L'aborto, comungue, per il notevole numero
di microrganismt emessi all’esterno, con i liquidi fetali, gli mvogli ¢ gli scoli
vaginali, costituisce il momento piu favorevole alla diffusione del cantagio.
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L’infezionc & assunta, principalmente, per ingestione di acqua ed alimenti
contaminati, o per inalazione di polvere infetta. L'aricte, come la pecora, va
incontro ad infezione intestinale ¢ genitale. La trasmissione del contagio per
via genitale da maschio a femmina non & stata ancora dimostrata,nonostante
sia accertata la presenza di CE nello sperma. Tl ruolo che altre specie di
mammiferi rivestono nella trasmissione del contagio agli ovini, non & com-
pletamente chiarito. Non si pud, futtavia, escludere una trasmissione della
malattia dai bovini ¢ dai caprini agli ovini, in particolare dove qucste specic
vivono in promiscuitd, ¢ da ruminanti selvatici a quelli domestici e vicever-
sa. A tfavore di tale ipotesi sembrerebbero deporre le numerose positivita
sierologiche evidenziate in ltalia nei ruminanti selvatici (Tabella 2). Probabi-
le sembra anche il passaggio dell’infezione da piccioni di citti agh ovini,
almeno a giudicare degli stessi profili di restrizione, evidenziati dopo dige-
stione con enzima “Alu I del gene MOMP ampliato mediante PCR, di stipi-
i di C. psittaci abortigeni ovini ¢ di origine aviare(16). Da rilevare inoltre
che quest ultimi sono patogeni per le agnelle gravide, nelle quali, infettate

Tabella 2 - Dati retativi alla presenza di anticorpi per Chlamydia pyittact in emosieri di ani-
mali posti in alcune zone del nostro Paese, controllati alla FC (titoli di positivita = 1:10) negli
anni 1988-1994.

(Esami escguiti presso i laboratori del Dipartimento di Patologia Animale, Profilassi ed Igie-
ne degli Alimenti - Dati non puhblicati)

Specie animale N. animali N. animali posiiivi. N. ahlevamenti N. allevamenti Massimo titolo
esaminati {% pos.) esaminaki positivi{% pos)  riscontrato

OVIN! 2157 601 {27,86) 154 105(68,18} 1024
BOVINI{1} 1100 327(29,72) 51 42(82,35) 128
BUFALI 241 186(77,17) 3 3(100) 512
RUMINANTI 249 118 (47,38%) - - - 256
SELVATICI (2

PICCIONI (3) 495 263 (53,13 - - - 2048

(1) Bovine di allevamenti con aborti ed ipofertilitd non dovti sl ageati patogeni pilt comuni; da 3
bovine con fenomeni di ipofertilith vengono iselati da tamponi cervicali altrettanti stipiti Ji C. psitraed.

(2) Cervi, mufloni, daini stambecchi ¢ camosei; da un daino con cherate congiuntivite viene isolato
un ceppo di C. psittaci.

(3) I3a campioni di visceri e contenoto infestinale i L4 soggettd dei 35 soltoposti ad esatne collurale
siasola C. psittaci.



sperimentalmente, riproducono aborto, Tulto cid induce a ritenere che vi sia
un’ampia circolazione deglhi stessi ceppi nelle due specie.

Sicuramente & possibile la trasmissione dall’ ovino all’uomo (11,135), come
hanno riportato Autori inglesi, descrivendo casi di abhorto da C. psittaci in
donne contagiate da liquidi fetali di pecore infette. L' infezione ¢ molio diffu-
sain Italia dove ¢ stata diagnosticata a pit riprese in diverse specie animali
(2,3,4,6,8), tramite la messa in evidenza di anticorpi ematici ¢ anche con
I"isolamento dell’agente eziologico da materiale fetale negli ovini e da tam-
poni cervicali nei bovini (8, Tabella 2). Con une degli stipiti isotati la malat-
tia & stata, poi, riprodotta sperimentalmente in agnelle gravide (5).

ASPETTI PATOGENETICIL CLINICH ED ANATOMQ-PATOLOGICH

La malattia, indotta sperimentalmente in agnelle gravide, & caratterizzata
da una clamtidiemia a seguito della quale C.psittaci, una volta pervenuta nel-
la placenta, si riproduce nelle cellule epitchali delle cripte delle caruncole ¢
dei villi dei cotiledini, inducendo distruzione cellulare ed infiltrazione di
macrofagi, neutrofili e linfociti. La perdita dell’epitelio e la successiva
necrosi del tessuto sottostante interrompono ghi scambi nutritivi materno
fetali, ed & forse tale evento, assieme all’azione patogena dell’agente perve-
nuto negli organi del feto, che contribuisce maggiormente alla morte di que-
st’ultimo. L’agente colpisce anche vaste zone intercotiledonari della placen-
ta, con distruzione di cellule ¢pileliali corioniche, edema ed infiltrati dei tes-
suti sottostanti, nonche accumolo di essudato tra corion ed endometrio.

La distruzione delle cellule epiteliali del corion che, nell’ultima lase delle
gestaziong, costituiscono la maggior sorgente di progesterone, come ¢ noto
responsabile del mantenimento dello stato di gravidanza, ne fa diminuire il
tasso. Questo inconveniente, pitt che causare Ta morte del feto, stimola
anzitempo 'espulsione dello stesso, ed a seconda del periodo in cui avviene
I’interruzione della gravidanza, si avranno aborti, mortinatalith e neonati vivi
e poco vitali. Le femmine, che si contagiano la prima volta durante la gesta-
zione manifestano aborto nella maggioranza dei casi; in alcune, wuttavia, 'in-
fezione rimanc inapparente, senza interferire sulla gravidanza in corso, ma
nella successiva pud progredire e causare aborto. La pecora abortisce, gene-
ralmente, una sola volta ma pud rimanere portatrice ed eliminatrice dell’ agen-
te causale con le feci.

Il sintomo piu frequente ¢ Paborto, che si verifica, in condizioni naturali,
2-3 settimance prima del termine della gravidanza.

Raramente si riscontrano abortt precoci, dopo 10-12 scttimane di gravi-
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danza, ed in questi casi il feto si presenta mummificato ed in preda a leno-
meni autolitici.

In un gregge sano, contaminato per la prima volta, si rilevano:

- aborti in misura variabile dal 20 al 40%;

- segni abbastanza caratteristici, come coliche e scole vaginale, che con-
sentono all’allevatore di prevedere, con un certo anticipo, interruzione dal-
la gravidanza;

- espulsione del feto, generalmente senza complicazioni per la madre;
sono, infatti, eccezionali la ritenzione dh placenta ed i conseguenti fenomeni
di metrite scttica.

A volte si osservano mortinatalitd o parti prematuri con nascita di prodot-
ti vivi ma debilitati ¢ con processi polmonari in atto.

Sebbene i1l feto, nella gran parte dei casi, venga espulso morto, soggetti
apperentemente sani possono nascere ugualmente, anche quando la placenta
¢ nleressata da lesioni, e non & insolito, i gravidanze gemellari, assistere
alla nascita di un prodotto vivo ¢ vitale, magari infetto, ¢ di uno morto.

[1 feto abortito nell’ultimo periodo di gravidanza non mostra fenomeni
autolitici; cid signilica che alla morte in utero di questo ha fatto subito segui-
to Pespulsione dello stesso. Nei soggetti con aborto, segue di norma; per
alcuni giorni, uno scolo uterino di colore chiaro. In un gregge con infezione
endemica vengono colpite le primipare e le femmine sane di recente introdu-
zione e aborto si verifica solo nel 10 - 15% dei soggetti gravidi, Meno fre-
quenti risultano le lesioni a carico degli organi genitali maschili sotto forma
di orchiti ed epididimiti.

Osservazioni scaturite da infezioni naturali e sperimentali hanno faito ri-
levare che le lesioni piu tipiche ¢ carctteristiche si riscontrano sulla placenta.
Gli invogli di feti abortiti, di agnelli nati prematuri o nati a termine ma
debilitati, presentano alterazioni diverse per cntitd ed estensionc. Nei casi pil
gravi fa placenta & edemalosa ¢ cosparsa di cmorragie, ¢ sui cofiledoni si
apprezzano arce di necrosi di dimensioni variabili, che possono interessare
in toto tali strutture che assumono colore argilla-opaco, in netto contrasto con
il rosso porpora dei tessuti normali circostanti. Negli spazi intercotiledonari,
sono evidenti arce estese di necrosi ed anche zone edematose ed asciutle,
all”apparenza simili al cueio, Un essudato, di color giallo-brunastro, cospar-
so di frustoli, di materiale simil-caseoso dello stesso colore, pud ricoprire
queste zone. | feti abortiti nell’ultimo periodo di gravidanza vengone ritenuti
solitamente per brevissimo tempo in utero dopo la morte ¢ non presentano
quindi fenomeni autolitici; alcuni di essi, tuttavia appaiono ingrossati per
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accumolo di abnormi quantitd di liquido in cavila pleurica e peritoneale, ¢
per aumento di volume del fegato e della milza. In alin si rilevano ditfuse
emorragie puntiformi sulla cute, nel sottocute, nelle ghiandole salivari e nei
linfonodi, nonche focolai necrotici negli organi interni e nei linfonedi. T feti
espulsi durante il primo priodo di gravidanza, essendo trattenuti in utero per
pilt giorni, sono in preda a fenomeni autolitici ed alcuni possono cssere
mummificati.

ASPETTI DIAGNOSTICIL,TERAPEUTICI E PROFILATTICI

La malattia pud essere sospettata sulla base dei dati epidemiologici, clini-
¢l e necroscopici, precedentemente riportati.

Per una diagnosi certa, tuttavia, & necessario evidenziare I’agente
cziologico attraversa esami microscopici e colturali, da escguirsi su feto o
placenta, che dovranno pervenire in laboratorio in cassctta refrigerata, entro
poche ore dalla loro cspulsione. In alternativa si pud ricorrere a tests
sierologici per svelare la presenza di anticorpi specifici. La fissazione del
complemento costituisce il test di pid large impicgo ¢ con essa gli anticorpi
negli animali si riscontrano a livelli minimi al momento dell’aborto, risalgo-
no poi rapidamente, e raggiungono i massimi valori a circa 21 giorni dall’in-
terruzione della gravidanza, dopo di che iniziano a diminuire.

La terapia a base di antibiotici non viene praticata. La somministrazionc
di antibiotici ¢ impiegata nella profilassi dell’aborto.

La prevenzione dell’aborto nella pecora & strettamente legata al controllo
dell’infezione, per combattere la quale si pud ricorrere all’impiego di anti-
biotici o di vaccini. Negli allevamenti infetti, per ottenere la sospensione
degli aborti, con I'impiego di antibiotici & necessario somministrare
tetraciclina in modo continuativo in ragione di 350 mg/pro dic a capo a utte
le femmine gravide, che non hanno abortito nella precedente gestazione, a
partire dal 2°-3° mese di gravidanza. Una diminuizione del numero degli
abortl si pud conseguire, con trattamenti saltuari, ricorrendo a tre inoculazioni
di tetraciclina long acting, 20mg/kg p.v., da praticarsi a distanza di due gior-
ni una dall’altra od una sola inoculazione bisettimanale, da effettuarsi fino al
termine della gestazione.

La profilassi immunizzante & basata sull’impiego di vaccini spenti, che
somministrati nelle agnelle prima dell”accoppiamento, dimostrano un potere
protettivo non sempre soddisfacente.
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PATOLOGIA DELL'APPARATO RIPRODUTTORE DEGLI OVI-CAPRINI
DA CAMPILOBACTER

A differenza della clamidiosi, che colpisce ngualmente 1"apparato ripro-
duttore della pecora e della capra, la campilobacteriosi si riscontra sopratutlo
in quello della prima ed & a questa che facciamo riferimento nel trattazione.

Nella pecora la campilobacteriosi ¢ caratterizzata da aborto ad andamen-
to enzootico, ed ¢ sostenuta da Campylabacter fetus susp. fetus (CESF) pit
raramente da Campylobacter jejuni.

Scarse sono in Italia le segnalazioni di casi di aborto negli ovini da
campilobacter. Le uniche due riscontrate in letteratura sono opera di
Sanguinetti ¢ Pictrobelli (1980)(14) e di Ligios ¢ coll.{1994) (12). 1 primi
evidenziarono C. Jejuni da feti abortiti di un gregge dell’ Emilia-Romagna. [
sccondi, esaminando batteriologicamente dal 1989 al 1993, 831 feti prove-
nienti da 660 allevamenti della Sardegna isolarono C jejuni da feti abortiti
di due allevamenti nei quali si erano manifestati aborti ncl 3% e nel 24%
delle pluripare. L'esame necroscopico eseguito su 12 feti evidenziava carat-
teristiche aree necrotiche del diametro variabile da 2 a 3 cm, leggermente
rilevate, di colorito giallo arancio pallido con ampia zona centrale marrone.
Gli aspetti epidemiologici e patogenetici della campilobacteriosi sono del
tutto analoghi a quelli della clamidiosi. L'aborto si ha in misura variabile dal
5 al 60% dei soggetti gravidi ed iniziano | ¢ 2 mesi prima det parti. Casi di
mortalitd conseguenti a forme setticemiche da postumi di metrite sono rari.
Le principali lesioni del feto sono costituite da edema sottocutaneo, petecchie
sulle sierose ¢ focolat necrotict in sede epatica. In alcuni casi il feto pud pre-
sentarsi in avanzato stato di decomposizione, Sulla placenta si apprezzano
aree emorragiche, edema diffuso ed accentuata iperemia dei cotiledoni. Mol-
to spesso si hanno segni di decomposizione cd i cotiledoni assumono una
colorazione giallastra. Per la diagnosi occorre mettere in evidenza "agente
criologico attraverso esami batteriologici. Il rilievo di anticorpi agglutinanti
¢ fissanti il complemento nel siero di sangue assume minor attendibilith. La
terapia antibiotica si dimostra scarsamente cfficace, mentre la
somministrazione quotidiana di tertracicline a tutte le agnelle gravide a par-
tire dal momento dell’accertamento del focolaio e continuata fino al termine
del periodo dei parti, riduce I’incidenza degli aborti. La profilassi immuniz-
zante, atluata con vaccini inattivati, ha fornito risultati abbastanza soddisfa-
cent,
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PARASSITOSI E ATTIVITA RIPRODUTTIVA
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SUMMARY
EFFECT OF PARASITOSIS ON REPRODUCTION IN SHEPP

The mechanism of the action of parasites on reproduction are shown and
correlated to puberty, fertility, prolificacy and pregnancy. The limited
importance of the direct action of parasites on the reproductive system is
indicated while atiention is drawn to their indircct action, causing glucide,
protein, vitamin, mineral and trace element deficiences. The AA. conclude
by pointing out an analogy with lack of food and emphasize the advisability
of adequate checking.

PREMESSA

E’ noto da tempo che alcunc parassitosi, in particolare determinate malat-
tie protozoaric, possono interferire negativamente con la riproduzione ¢
scgnatamenie sulla gravidanza. Negl ultimi anni, con avanzamento delle
conoscenze, le parassitosi in generale hanno acquisito importanza quale fat-
tore deprimente la capacita riproduttiva dei mammiferi. I fenomeno ¢ stato
evidenziato particolarmente nei ruminanti ¢ assume maggior valenza nei
soggetti allevatt allo stato seimubrado (condizione riferibile a gran parte degli
avi-caprini sardi) in quanto esposti alle infestioni da pascolamento e da
stabulazione; conseguentemente 11 danno provocato dalle diverse specie
parassitaric in questi animali, non solo si somma, ma viene amplificato a li-
vello generale dalla loro azione sinergica. Va inoltre sottolincato che nelle
endoparassitosi, quando si manifesta la sintomatologia clinica, le ripercus-
sioni sulla funzionalita riprodultiva sono gia in atto. L'intervento negativo
dei parassiti sulle diverse lasi riproduttive dell’ ospite (puberta, ciclo estrale,
gravidanza e postpartum nella femmina; pubertd, spermatogenesi ¢ libido nel
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maschio) si esplica, prevalentemente in modo indiretio, attraverso la loro
molteplice e complessa azione patogena (Tab. n°® 2).

AZIONI DEI PARASSITT

In questa sede si ricordano i1 punti essenziali.

Notevole importanza riveste al riguardo "azione spoliatrice-
dismetabolizzante, intesa come sottrazionc quanti-qualitativa di alimento, ma
soprattutto quale fattore da correlare all’anoressia, alla cattiva digestione e al
malassorbimento, oltre che alle turbe metaboliche.

[ anoressia & da alcuni ritenuta una conseguenza della dolorabilita, del-
["alterata motilith dell’apparato digerente ¢ delle modificaziont enzimatiche
ed ormonali, ma nel complesso le cause e | meccanismi di azione sono anco-
ra da chiarire. E’ noto invece che essa ha una importanza primaria nei con-
fronti delle turbe mctaboliche, responsabili neghi ovini infestati da
Trichostrongylus colubriformis e da Ostertagia circumcincta, di una riduzio-
ne dei depositi adiposi ¢ proteici del 30-40% ¢ addirittura del 60% dell’in-
cremento ponderale. B importante inoltre ricordare che la perdita di appetito
e, tra I"altro, direttamente proporzionale alla frequenza dell’ infestione ¢ per-
¢id si manifesta maggiormente negli animali che pascolano quotidianamente
in terreni contaminati.

Lua Digestione risente innanzitutto dell’azione diretta dei parassiti a cari-
co dei diversi organi dell”apparato digerente, di fondamentale rilevanza sono
le madificazioni delle secrezioni dell’abomaso, in particolare dell’HCI, che
comportano cospicue variazioni del pH, limitano 'azione degli enzimi
proteolitici nonché la produzione e I'attivazione del pepsinogeno. Inoltre
mentre negli animali parassitati il contenuto del rumine si riduce, aumenta
per contro la quantitd di liquidi e di materiale alimentare nell’abomaso, con
alterazione delle attivith motorie: I'infestione da T, wxei ¢ da Chabertia ovina
riducono del 40-60% le contrazioni abomasali.

Dal canto loro le lesioni a carico dell’ intestino abbassano notevolmente il
tasso di maltasi, peptidasi, ¢ fosfatasi alcalina. Le attivitd enzimatiche del-
I’intestino tenue possono ridursi del 50-90% in presenza di gravi danni
cellulari: nelle infestiont da Ostertagia ¢ Cooperia spp. la digestione delle
proteine pud complessivamente diminuire del 24%. Non va perd dimenticato
che la digestione di alcuni componenti alimentari puo cssere influenzata an-
che dalle parassitosi epatiche.

Ovviamente l'enterite ¢ anche la maggiore responsabile della diarrea ¢
del malassorbimento. La prima implica un’cccessiva perdita di K, Ca, Fe,
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Mg ¢ di altri componenti alimentari, comprese le vitamine, la scconda deter-
mina un carente assorbimento di tali sostanze con abbassamento dei rispetti-
vi tassi nel siero, Le parassitosi gastrointestinali imbiscono altresi la trasfor-
mazione del B-carotene in vitamina A.

Al depauperamento di questi elementi contribuisce inoltre Mazione
spoliatrice diretta sia dei parassiti ematolagi che dei chimivori. Ad esempio
aleuni ematolagi (Haemoncus spp.) necessitano di Fe e di Co per il loro ac-
crescimento mentre i chimivori assorbono in prevalenza Ca ¢ P

E’ ancora da rilevare che, all’azione a carico dell’apparato digerente di
cui s1 & fatto cenno, va eventualmente sommata quella sugli apparati cuta-
neo, muscolare e respiratorio che & causa frequente di anemia, di algia, di
ipossia, ecc. Infine, non sono da trascurare lg azioni tossica, sensibilizzante
¢ favorente le infezioni secondarie, talvolta alla base di imponenti processi
allergici o infiammatori, capaci di provocarce danni irrepabili specialmente
nel sogeelti gravidi.

PARASSITOSI E PUBERTA

Quanto esposto aiuta a intravedere la correlazione (ra le parassitosi ¢ la
riproduzione, e in primo luogo con la puberti. Da un punto di vista pratico la
puberta ¢ quel periodo della vita nel quale ’animale raggiunge la capacita di
riprodursi. B’ condizionata da [attort diversi quali 1a razza, 1'etd, 'ambiente,
la stagione, cee. ma soprattutto dall’ alimentazione. Fondamentale perché gli
animali conseguano la puberta & che il loro peso corporeo raggiunga i} 60%
circa di quello da adulto e che il rapporto tra massa muscolare magra e gras-
so non sia interiore alla specilica soglia. Questa condizione si raggiunge pri-
ma ncglhi animali sani che ricevono una corretta alimentazione mentre & ritar-
data dalla presenza dei parassiti.

Le coccidiosy, che colpiscono gh agnelli stabulati durante 1"allattamento,
ma specialmente nel periodo deilo svezzamento, determinano enteriti di va-
ria entitd con perdita di numerose cellule epiteliali. La disepuelizzazione al-
tera sensibilmente le normali funzioni intestinali con ripercussioni negative
sulla crescita.

Le infestioni da strongili gastrointestinali ¢ broncopolmonari che gli
agnelli contraggono subito dopo I'immissiong al pascelo, nel periodo prima-
vertle, sono altrettanto pregindizievoli per I'accrescimento e per il tempesti-
vo raggiungimento della puberta.

Le infestion1 massive da Moniezia spp. provocano una consistente aziong
spoliatrice e tossica con conseguente decadimento dello stato di nutrizione e
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sensibili ritardi della crescita. In tal senso agiscono anche le epatiti trauma-
tiche causate dalla migrazione delle oncosfere di Taenia Iydatigena del cane.

Il ritardo della pubertd in animali a riproduzione stagionale come gli ovi-
ni, nei quali la comparsa dei calori & legata al fotoperiodo decrescente, pud
far slittare il primo parto anche di un anno, con perdite significative per
I"allevatore.

PARASSITOSI E FECONDITA

I parassiti rientrano tra i fattori che condizionano la fecondita interleren-
do sull’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi e, pare, anche su tiroide (riduzione di
T4) ¢ cortico-surrgne (aumento del cortisolo plasmatica),

[.e carenze dei principi nutritivi provocate dalle parassitost sono causa di
allerazioni della fertilita e fecondith nei soggetti puberi. Cospicuo interesse
assumono vilamine ¢ minerali, per quanto sia difficile stabilire il ruolo di
ciascun clemento, anche perché gli studi in proposilo riguardano soprattutto
il bovino. Alte concentrazioni di carolene sono normalmente presenti nel
plasma ematico, nel liguido follicolare ¢ segnatamente nel corpo luteo dei
soggetti con buoni standard riproduttivi. La loro carenza & stata associata a
diminuita percentuale dei concepimenti, aborto, minore resistenza alle infe-
zioni in gravidanza, ritenzione placentare e ipovitalith nconatale,

In tutte le parassitosi sostenute da ematofagi (zecche, nematodi,
trematodi) si osservano, oltre a diminuiti valori deli’ematocrito ¢ della
elicemia, ridotta concentrazione del colesterolo e quindi i lipoproteine, es-
senziali per il trasporto delle vitamine liposolubili. Ad esempio, "'ematofagia
che si verifica ad opera dei parassiti adulti nella fascioliasi cronica ¢
Pistolagia, associata alle lestoni emorragiche ad opera delle giovan fasciole
in migrazione nel parenchima epatico, determinano variazioni di alcuni pa-
rametri ematici, alterazioni della digestione, diminuita possibilitd di riserva e
di utilizzo del glicogeno e delle vitamine liposolubili.

Meccanismi calcio dipendentt sono coinvolti nella sintesi degli steroidi a
livello ovarico, La carenza di Ca ¢ P pud tra altro determinare ridotia Tun-
zionalitd ovarica, mentre un supplemento di E ¢ di Zn pud portare ad un
notevole aumento della percentuale det concepimenti.

Il Cu, Tavorendo Mazione della prostaglandina E, (PGE.}, modulerebbe,
di conseguenza, anche il rilascio del fattore ipotalumico (GnRH) che a sua
volta induce increzione delle gonadotropine ipotisarie (ILH in particolare);
moltre, assieme ad altri oligoelementi come Co ¢ Mg, determina un anmento
della fertilita.
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Il Co ¢ indispensabile per la sintesi microbica della vit, B12 che, con le
altre vitamine del gruppo B, interviene in molte reaziom metaboliche, neces-
saric per la riproduzione e lo sviluppo del prodotio del concepimento,

La carenza di Co nelle pecore adulte determina sterilitd ¢ scarsa tendenza
alla maternita.

Tndagini sperimentali condotte sul campo negli ovini mediante
somministrazione di Albendazolo a lento rilascio hanno evidenziato un au-
mento della fertilita (11,5 %) e della prolificitd (6,5%) rispetto ai controlli.
Queste indagini confermano ulteriormente 1 vantaggi derivanti da un prolun-
gato controllo delle strongilosi gastrointestinali e broncopolmonan.

PARASSITOSI E GRAVIDANZA

Nella gravidanza I'organismo necessita di un apporto crescente soprattut-
to di proteine, glicidi ¢ minerali che, quando la razione e insufficiente, ven-
gono forniti al prodotto del concepimento dalle riserve materne.

Le parassitosi, intervenendo in questi processi, possona di per s& indurre
scadenti condizion generali nella madre, con conseguente stato di sofferen-
zadel feto, ridotto accrescimento ¢ talvolta morte. Nell'ultimo periodo della
gravidanza possono altresi contribuire all’mstaurarsi di paresi o paraplegic
per inanizience o ipocaleemii.

Nei soggetil con parassitosi dell”abomaso si riscontra un aumento del pH,
anche nel duodeno (intorno a 6,5), che fa precipitare i Tosfato di calcio [imi-
tando il tasso di assorbimento di Ca ¢ IP Nelle parassitost intestinali, ¢
specificatamente nelle infestiont continue da 1. cofubriformis, si registra
ipolosfatemia cd osteoporosi.

Nelle pecore gravide alimentate con una dicta povera di Ca le parassitosi
intervengono nel determinare e condiziom favorcvoli all’instaurarsi
dell’ipocalcemia o “paresi da parto™ che, a differenza dei bovini, si presenta
anche aleune settimane prima del parto. Tale sindrone € inoltre favorita da
fattori stressanti e andrebbe distinta dalla tossicost gravidica ¢
dall’ ipomagnesiemia.

La carenza di Ca pud predisporre a distocia, ritenzione placentare e/o ri-
tardata involuzione dell’utero.

Di scarso rilievo & invece, nel complesso, Pazione diretta dei parassiti
sull’apparato genitale degli ovini. Linfestione transplacentare ¢ di fatto ac-
cidentale nelle ¢lmintiasi (giovani fasciole, embrioni di tenidiy ed & poco [re-
quente anche nelle malattie protozoaric. Tra 1 protozod in grado di superare
la barriera placentare sotto forma di tachizoiti ¢ in primo luogo da ricordare
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Toxoplasma gondii. Gli animali a rischio sone prevalentemente le “agnelle”
e le lesioni possono interessare la placenta o il feto, in relazione a lattort di-
versi ¢ spectalmente al periodo della gravidanza. In generale se Iinfezione si
verifica nel primo periodo provoca morte e riassorbimento embrionale, con
una sindrome di infertilitd; se a meta circa della gravidanza determina morte
fetale, seguita da aborto per la presenza di caratteristiche arec di necrosi nel
coliledoni; se a {ine gravidanza Ie ripercussiont maggior si 0SsCrvano a ca-
rico del feto con nati morti 0 con sintomatologia nervosa spesso incompati-
bile con la vita.

In merito alla comparsa delle lesioni encefaliche nei neonati & da ricorda-
re che molti dei casi attribuiti in passato a 77 gendii sarcbbero riconducibili
a Neospora caninwm. 1 duc protozoi sono ritenuti molto simili ¢ le lesioni
vanno percid opportunamente differenziate.

Sperimentalmente ¢ stato dimostrato che anche le infestioni massive da
sarcosporidi, e in particolare da “Sarcocystis gigantea”, pOssono gssere cau-
sa di aborto.

Da ricordare inoltre che verso fa fine della gravidanza e all’inizio della
tattazione i parassiti, approlittando delle minori difese immunitarie dell’ ospi-
te, incrementano la loro attivita riproduttiva.

Allo stesso medo le parassitosi interferiscono sulla capacita riproduttiva
del maschio causando ritardo della pubertd, diminuita libido ¢ fertiliti. La
funzionalita dell’apparato riproduttore ¢ sostenuta, in prevalenza, da vitami-
ne ¢ oligoelementi: Vit. A ed E, cosi come Sc, Zn ¢ [, agiscono soprattutto
sulla spermatogencsi, mentre la Vit. C favorisce la motilitd spermatica.

In modo indiretto possono agire al momento del salto endoparassitosi
massive in fase acuta (muscolari, polmonari, ccc.).

L¢ cctoparassitosi, invece, possono esplicare sia azione indiretta che di-
retta. Un csempio di azione diretta & dato dalla rogna corioptica,
occasionalmente tocalizzata allo scroto, che altera 'efficacia dei meccanisimi
di termoregolazione e pud causare sterilith temporanca ¢ talvolta anche per-
manente.

208



Tabella 1 - Principali ecto-endoparassitosi deglhi ovini

CUTE

POLMONI

RUMINE

ABOMASQO

INTESTING TENUE

GRQOSSO INTESTINO

FEGATO

YASI

ARTROPOD!

NEMATODI

TREMATQDI

NEMATODI

NEMATODI

CESTODI

PROTOZQI

NEMATODI

TREMATODI

TREMATQDI

PROTOZOI

Sarcoptes [Regna sarcaptica)
Psoroptes {rogna pseroptical
Chorioptes [rogna chorioptica)
Bavicola ovis

Melophagus ovinus

Ixodes spp. (zecche]

Dictiocaulus filaria
Protostrongylus rufescens
Mullerius capillaris
Cystocaulus ocrestus
Neastrongylus linearis

Paramphistomum spp.

Haemoncus cantortus
Ostertagia circumcincta
Trichastrongylus axel

Nematedirus spp.
Trichostrongylus spp.
Cooperia spp.
Stronggyloides papillosus
Bunostomum frigonocephalum

Moniezia spp. {teniasi)
Eimeria spp. {coccidiosi)
Cesophagostomum spp.

Chabertia ovina
Trichuris ovis

Fasciola hepatica {distomatosi)
Dicrocaelium dendriticum

Schistosama bavis

Babesia spp.
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Tabella 2 - Azioni dei parassiti

vy =
ANEMIA ——— PSS
! [POSSIA

-
ANTICOAGULANTI i EMCRRAGIA
Anne [ MORRAGHA |

[ EMATOFAGIA

SPOLIATRICE &

DISMETABOLIZZANTE
P TVITAMINE | Alxep CA_R?TFNE] eB12 |
CHIMCFAGIA MINERAL Ca-P.-Co-Cu-FE-Se ‘
CHIMO '7“ PROTIDI - LIPIDI - GLUCIDI
EMORRAGIA |
- COMPRESSICNE
LARVE |—. . ATROFIA
- . DEGENERAZIONE
o . NECROSI -
TRAUMATICA - e - CUTE [BATTER
INFIAMMATORIA POLMONE VIRUS
& favorente le INTESTING FUNGHI
INFEZION| FEGATO | :

MECCANICA | /
ADULT CSTRUZIONE
PERFORAZIONE

SECRET
ESCRET!
PRCDCTTI DEL DISFACIMENTS

INTERFERENZA SUL S.R.I
IMMUNODEPRESSIONE

LEUCOPENIA )
i ANEMIA PER RIBOTTA ERITROPOIESI l

TOSSICA & SENSIBILIZZANTE

| ABNORMI RISPOSTE IMMUNITARIE
T ALLERGIE, LOCALl e GENERALI
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CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI

Quanto sinteticamente esposto pud dare un’idea delle modalita di inter-
vento dei parassiti sul ciclo riproduttivo degli ovint; modalitd che, in ultima
analisi, portano gencralmente ad un ridotto apporlo di principi nutritivi, ¢ ¢ioé¢
ad una condiziene assimilabile a quella di una alimentazione quanti
qualitativamente insufficiente. Questa cvenienza & comune nelle parassitosi
plurime deil’apparato digerente dove perd assume una valenza superiore ri-
spetto alle carenze alimentari. Le parassitost infatti provocano delicienze
multifattoriali che si normalizzano solamente con la risoluzione delle lesioni
gastroenteriche. Pertanto, in questi casi, un supplemento alimentare
(NMushing) potrebbe essere insufficiente per riportare gli animali ad una
ottimale condizione riprodultiva.

Da rilevare che deficienze alimentari anche hevi di glucidi, proteine, Cu,
Mg, 1, P, Ca, Co e Vit. A non conscntono di elaborare valide difese
tmmunitanie e favoriscono Ie infestioni. Animali che pascolano in terreni
dove la presenza di larve infestanti e inferiore a 2.000-5.000 per Kg di erba.
considerata la soglia minima dannosa per ovino, risultane di norma porta-
tori di pochi parassiti ¢ privi di sintomatoelogia clinica. | parassiti tuttavia
concorrono al progressivo impoverimento dei principi nutritivi di cui gh
antmali sono carenti ¢ ne aggravano le conseguenze. Ne consegue che, an-
che nei confronti delle strongilost gastrointestinali pauciparassitarie, si do-
vrebbero attuare adeguate misure di profilassi sugli animali (prodotti a fento
rilascio) o sui pascoli (profilassi ccologica).
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APPARATO GENITALE FEMMINILE DELL’OVINO
SARDO: ALTERAZIONI ANATOMO PATOLOGI-
CHE E TPOFECONDITA

LEONI A *, PAU S.#*% ZEDDA M.T.**, NIEDDU A M.*

*istineto i Patologia Generale ¢ Anatomia Patologica Velerinaria,
**lotituta di Ostetricia ¢ Ginecologia Veterinaria, Sassarl.

RIASSUNTO

Gli AA. riferiscono sulla patologia osservata in 1177 apparati genitali
femminili di ovini sardi regolarmente macellati. Nel complesso n® 293 di essi
sono risultati sede di alterazioni a differente localizzazione e gravitd; n® 76,
in particolare, erano colpiti da lesioni sicuramente causa di ipofeconditd o
sterilita. '

Gli AA. segnalano inoltre il riscontro relativamente frequente di lesioni
fibro-calcifiche ¢ trombotiche a carico delle arterie uterine cd ovariche.

SUMMARY

A survey was carried out on ovine female genital tracts collected from
slaughtered Sardinian sheep. Of 1177 apparata, 293 showed differcnt lesions
in various sites, 76 of which were considered as a cause of sterility or
ipofecundity.

The AA. report the frequency of trombosis and fibrous calcification in
ovarian and uterine arteries.

Lo studio delle alterazioni anatomo-patologiche dell’apparato genitale
femminile dell’ovino & stato aftrontato da vari AA. e, in particolare per quan-
to riguarda I’ovine sardo, indagini preliminari seno state condotte da Biolatti
e coll, (5 - 6) che ne hanno comparato la patologia con quella di pecore di
differente razza, allevate in Piemonte,

Nella presentc relazione, in base all’esperienza acquisita sull’ovino sar-
do, riferiremo sui risultati relativi all” arco di due anni di ricerca.
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Per praticita e organicita ’argomento verrd esposto illustrando,
separatamente per i diversi tratti dell’apparato genitale (Tab. 1, 2,3 e 4), le
principali lesioni osservate.

Apparati genitali n° o4

totale esaminati 1177 100,00
negativi 611 51,91
gravidi 273 23,19
con alterazioni 293 24,89
con alterarioni causa di ipofecondita o sterilita 76 6,46

Tabelia 1 - Compendio dei risultali,

Alteragoni n® EC

corpi lutei cistici e cisti luteiniche 22 187
cisti follicolar 1 0,08
ovariti 1 0,08
periovarili 2 0,17
aderenze post-ovulatorie 105 8,92
cisti paraovariche 114 9,69
aplasia ovarica 1 0,08
neoplasie 1 0,08

l'abella 2 - Alterazioni ovariche.
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Alteraziont n° Ye
idrosalpinge 1 0,08
salpingite ‘1 cosinofilica 1 0,08
purulenta 2 0,17
melanosi .3 0,68
aderenzc ovarico-bursali 2 0,17
Cisticercus tenuicollis 4 0,34
cisti paratubariche 3 0,25
cisti salpingee ' 10 0,85
neoplasie 1 0,08

Tabella 3 - Alterazioni della salpinge e della borsa ovarica.

OVAIO

In ordine di frequenza, le alterazioni pill comunemente osservate sono
risultate le cisti paraovariche, le aderenze postovulatorie, i corpi lutei cistici
e le cisti luteiniche.

Le cisti paraovariche, dilatazioni cistiche di residui dei tubuli del
mesonefro {epooforo), acquistano importanza patologica solo se di rilevanti
dimensioni poiché, in 1al caso, potrebbero interferire sulla funzionalita della
borsa ovarica e dell’infundibolo limitandone la capacita di raccolta degli
oociti.

Tali cisti vanno differenziate da Cisticercus tenuicollis a localizzazione
paraovarica che pud essere responsabile di analoga alterazione funzionale.

Le aderenze post-ovulatorie, caratterizzate da un numero variabile di sot-
tili lacinie che collegano la superficie dell’ovaio con borsa ovarica e salpinge,
vista I’esiguitd complessiva della lesione, sono comunemente ritenute fattore
ininfluente sulla feconditi.

In merito ai corpi lutei cistici, distingnibili dalle cisti luteiniche p.d. per
la presenza della papilla da ovulazione (tessuto luteinico che protrude sulla
superficie ovarica laddove si & verificata la rottura del follicolo), va ricorda-
to che la cavita che li caratterizza & fisiologica durante lo sviluppo del corpo
luteo. Dal punto di vista funzionale ¢ discussa la loro persistenza oltre il
periodo diestrale {isiologico.
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Alterazioni n° %
idrometra - 1 0,08
endometrite catarrale 29 2.46
cendometrite catarral purulenta 8 0,68
cndometrite purulenta ¢ piometra 5 0,42
ritenzione placentare 1 0,08
perimetrite 9 0,76
esiti di taglio cesarco 2 0,17
mortalitd cmbrionale o fetale i 0,59
macerazioncl fetale 2 0,17
feti mummificati extrauterini 2 0,17
melanosi uterina 13 1,10
malformazioni 1 0,08
neoplasic 1 0,08
cerviciti 11 0,93
melanosi cervicale . 2 0.17
lesiom vascolari leg, largo:

trombosi _ 10 - . 085

alterazioni fibro-calcifiche B 0,68

Tabclla 4 - Altcrazioni dell'utero e della cervice.

Le cisti luteiniche p.d. sono state da noi riscontrate solo nei due casi di
periovarite (foto 1) dove 1’assenza di epitelio ovarico comporta la non forma-
zione dello stigma con conseguente anovulazione. Non va comunque dimen-
ticato che la loro formazione pud derivare da disordini della funzione
gonadotropa a livello ipotalamico e/o ipofisario. Queste formazioni, contra-
riamente al c.l. cistico, frequentemente persistono, prolungande il periode
interestrale.

I corpi lutei riscontrati in concomitanza di patologie quali piometra, com-
plesso idrometra/mucometra, ritenzione di feti morti, aplasia uterina o
isterectomia, pur in assenza di anamnesi, si possono considerare verosimil-
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Foto 1 - Cisti luteinica e periovarite.

mente persistenti: tali condizioni interferiscono infatti sulla regolazione del-

la funzionalita del c.1. da parte dell’utero tramite le prostaglandine (PGF20.).
Rare sono invece risultate, nel complesso, le lesioni infiammatorie

(ovariti, periovariti), le cisti follicolari (foto 2) e le malformazioni.

BORSA OVARICA E SALPINGE

Sporadiche sono risultate le anomalie a carico di questi tratti. Melanosi/
pseudomelanosi e cisti paratubariche non limitano la capacita riproduttiva.
Causa di ipofeconditd, come sopra accennato, possono essere invece C.
tenuicollis in localizzazione paratubarica e le cisti salpingee, di diametro fino
a 5 mm, capaci di ostruire il lume dell’ organo (foto 3-4). L idrosalpinge, le
salpingiti e le aderenze ovarico-bursali sono in genere bilaterali e
concomitanti a lesioni di altri tratti.

UTERO E CERVICE

Appare evidente, dall’esame della tabella n® 4, che la patologia uterina ¢
rappresentata con maggior frequenza dalle lesioni a carattere infiammatorio
e che le flogosi catarrali dell’endometrio prevalgono su quelle catarral-
purulente e purulente. Talvolta, per il progressivo coinvolgimento di tutti gli
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strati della parete uterina, il processo infiammatorio si estende al perimetrio,
con sviluppo di aderenze e di lesioni ascessuali, spesso diffuse a vari tratti
dell” apparato genitale, compresi i legamenti larghi.

Foto 2 - Agnella di | mese di eta, cisti follicolare.

Foto 3 - Cisti salpingea ostruente.

278



Foto 4 - Cisti salpingea ostruente.

La perimetrite ¢ inoltre una comune complicanza di interventi ostetrici
(taglio cesareo) (foto 5).

Indipendentemente dall’eziologia, nel nostro studio & stata osservata una
discreta frequenza della patologia in gravidanza. In particolare & stata riscon-
trata una predominanza dei casi di morte embrionale o fetale (foto 6) nel
primo terzo del periodo gravidico. Essi sono svelati, nella maggioranza dei
casi, dal riscontro di resti in macerazione del prodotto del concepimento o,
dopo la loro espulsione, di alterazioni degenerative-necrotiche delle
caruncole (foto 7). Seguono i casi di morte e ritenzione fetale nell’ultimo
terzo della gravidanza. Gli esiti della mancata espulsione sono la
muminificazione o la macerazione del feto . La prima possibilita si riscontra,
in genere, quando la morte del feto non ¢ addebitabile a germi causa di lisi e
la cervice resta chiusa impedendo I'inquinamento per via ascendente della
cavita uterina. Tuttavia nei feti a termine, con apparato digerente gia dotato
di idoneo corredo enzimatico, la macerazione fetale pud essere I’esito di un
processo di auto-digestione che, partendo dagli organi della cavita
addominale, si estende ai tessuti circostanti. La macerazione, se di origine
settica, & un fenomeno che attiva violenti processi infiammatori, caratteriz-
zati da una metrite purulento-icorosa, che pud portare a necrosi e rottura della
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Foto 6 - Morte fetale al primo terzo di gravidanza.




Foto 7 - Residui placentari e necrosi delle caruncole a seguito di aborto precoce.

parete uterina o, nei casi cronici, a metaplasia squamosa dell’endometrio.

Feti a termine in via di mummificazione, con gli annessi adesi
all’epiploon, sono stati riscontrati nella cavitd addominale di 2 ovini . L'esa-
me dell’utero ha evidenziato fenomeni cicatriziali esito della rottura della
parete uterina e/o cervicale.

Nella nostra indagine sono stati complessivamente riscontrati 3 casi di
malformazione dell’apparato genitale: di questi uno risultava contraddistino
da agenesia ovarica, aplasia segmentaria delle salpingi, della cervice e della
vagina ed 1 restanti da pseudoermafroditismo di tipo maschile (foto 8). Que-
sti ultimi da un punto di vista morfologico erano caratterizzati da genitali
esterni di tipo femminile (vulva e vestibolo con clitoride ipertrofico) mentre
le gonadi, contenute all” interno di un processo vaginale e rappresentate da
testicoli ipoplasici, trovavano collocazione nel sottocute della regione
inguinale al di sotto del parenchima mammario; da ambo i lati erano presenti
epididimo, deferente , ampolla del deferente e vescichetta seminale,

Anche le pigmentazioni della mucosa uterina (melanosi o
pseudomelanosi) sono state riscontrate con discreta frequenza (1,10%), su-
periore a quella rilevata nelle salpingi (0,68%), e ancor piu rispetto alla
melanosi cervicale {(0,17%).
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Nella cervice predominano invece 1 processi flogistic ((,93%) spesso
acuti e in relazione con quelli uterini. Piuttosto [requenti gli esiti dei
traumatismi legati al parto, di comune osservazione nella pecora a finc car-
ricra ¢ caratterizzali dall’ interruzione delle pliche ¢ talvolta dalla presenza di
estesi fenomeni cicatriziali.

VAGINA, VESTIBOLO E VULVA

Non & stato possibile il controllo sistematico su tutti gli apparati in quan-
to, la rapiditd dei tempi di macellazionc, comportava spesso un prelievo in-
completo di questi distretti. Tuttavia nel corso della ricerca & stata rilevala la
presenza di: ossa e residul fetali in vagina (foto 9), corpi estranci
(forasacchi), lesioni traumatiche da parto, processi flogistici (spesso cronici)
e cisti delle ghiandole vestibolari.

LEGAMENTI LARGHI

Oltre agli esiti di processi infiammatori uterini ed ovarici, spesso caratte-
rizzati da sequestro di raccolte purulente e da fenomeni aderenziali, va se-
gnalato 1l frequente riscontro, mono/bilaterale, di lesioni vascolari. Pl in
particolare sono stati osscrvati n° 10 casi di trombasi, in prevalenza dell’ar-
teria uterina media (foto 10 -11), e n°® 8 casi di fibrosi ¢ calcificazione, so-
pratttto dell’arteria ovarica (foto 12).

PATOLOGIA NEOPLASTICA

Un solo caso di adenocarcinoma tubulare © stato osservato a carico di
ovaio, salpinge e corne uterino omelaterali, con metastasi al legamento largo
coinvolgenti anche I'uretere. Insieme a detta neoplasia si osscrvava trombaosi
a carico dell’arteria ovarica dello stesso lato.



oto 8 - Pseudoermafroditismo maschile (“free-martin™): vulva ipoplasica ¢ testicoli con
dimo e deferenti.




Foto 10 - Trombosi dell’arteria uterina.

Foto 11 - Trombosi dell arteria uterina.
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Foto 12 - Fibrosi calcifica dell’ arteria ovarica.

CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI

L'esame anatomo-patologico dell’apparato genitale degli ovini regolar-
mente macellati offre una buona panoramica sulle varie patologie nel loro
complesso, ma la consistenza rilevata & verosimilmente solo la punta di un
iceberg. Oggetto del nostro studio sono stati infatti animali riformati preva-
lentemente per mastiti o per vecchiaia; di conseguenza sono sfuggiti all’ os-
servazione la maggior parte degli aborti e delle patologie post-partum che
spesso si risolvono anche spontaneamente.

1 nostri risultati rispecchiano sostanzialmente quanto gii noto: razza, ali-
mentazione, conduzione aziendale, trattamenti ormonali ecc., sono tutti fat-
tori in grado di influire nettamente sulle diverse percentuali di riscontro delle
lesioni dell’apparato genitale femminile nell’ovino. Le cisti ovariche, ad
esempio, risultano nell’ovino sardo assai pit rare rispetto a quanto osservato
nelle pecore allevate in Piemonte.

Relativamente alle cisti luteiniche conseguenza di periovarite, ¢ probabi-
le che, nel sospetto di formazioni luteiniche attive, I’eventuale trattamento
con prostaglandine possa risultare infruttuoso ai fini del recupero riprodutti-
vo, soprattutto se il fenomeno infiammatorio interessa entrambe le ovaie.

In merito ad altro tipo di alterazioni va inoltre sottolineato che il caso di
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idrometra/mucometra da noi osservato era di lieve entitd e non chiaramente
riferibile all’ affezione nota come pseudo-gravidanza.

Le lesioni infiammatorie dell’utero sono risultate, nel complesso, la pit
frequente causa di ipofecondita; tali alterazioni erano per lo pitl conseguenti
a gravidanza o aborto e potevano essere concomitanti a presenza di corpo
luteo (persistente o ciclico). La terapia delle flogosi uterine dovrebbe pertan-
to comprendere I'utilizzo delle PGF2a poiché la luteolisi e lo stato di estro
che spesso segue, facilitando I’eliminazione dell’essudato e migliorando le
difese immunitarie locali, accelerano 1 processi di guarigione. Va d’altra par-
te considerato che questi processi infiammatori sono talvolta associati a
salpingite, idrosalpinge e/o aderenze ovarico bursali che complicano o addi-
rittura impediscono il recupero funzionale.

Il riscontro in cavita addominale di feti a termine, in via di
mummificazione e completi di invogli, vista I’assenza di idoneo rapporto tra
i cotiledoni ed i tessuti attigui, ¢ riferibile, non a una *“gravidanza
extrauterina” p.d., ma piuttosto alla semplice rottura dell’utero durante il
parto. I fenomeni cicatriziali che ne derivano spesso esitano in stenosi
settoriali dell” utero e/o della cervice.

Similmente, in merito alla presenza di resti del prodotto del concepimen-
to in vagina, riteniamo che essa derivi dalla mancata espulsione del feto e
dei suoi invogli (parto o aborto incompleto), seguita da macerazione e
ritenzione delle ossa. In questi casi - come confermato anche all’esame
istologico - I'utero pud peraltro presentarsi in normali condizioni; nei sog-
getti con tale patologia, non & pertanto da escludere la completa ripresa della
capacita riproduttiva qualora i resti fetali venissero allontanati. Da segnalare
piuttosto che il permanere in vagina di tali residui, non ostacolando la ripre-
sa dei cicli, pud essere causa di lesione traumatica nell’ariete durante I’ac-
coppiamento,

La presenza di imponenti lesioni nelle arterie uterine e ovariche & il dato
pit interessante finora scaturito; in particolare I'interpretazione delle estese
formazioni trombotiche, apparentemente di origine non batterica, pone molti
quesiti sia sulla possibile eziologia che sulle eventuali ripercussioni negli
organi irrorati da tali vasi. L'elevata frequenza di dette lesioni nell’ ovino
sardo impone tuttavia di accertare se si tratti di alterazioni vascolari primarie
0 se invece non conseguano a processi reattivi dei vari tratti dell” apparato
genitale.

Viene confermata infine la rarita, nella specie ovina, delle neoplasie e
delle malformazioni. Fra queste ultime si segnala tuttavia ’esistenza di casi
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riferibili al “free-martinismo” del bovino.

Concludiamo rilevando che nel complesso solo 76 apparati genitali ( con

esclusione di quelli sede di lesioni vascolari al legamento largo ) - pari al
6,46% di quelli esaminati - presentavano alterazioni causa di ipofecondita o

sterilita.
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