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PRESENTAZIONE

Il 10 maggio 1992 & mancato il prof. Luigi Leinati, emerito di Patologia generale
ed Anatomia patologica veterinaria presso I’Universitad degli Studi di Milano.

Con Lui & scomparsa una delle personalita piti prestigiose della classe veterinaria,
ma rimane vivissima la Sua traccia nelle tante opere compiute, nella mente dei Suoi
numerosi allievi, nel ricordo di tutti coloro che con Lui hanno operato e nei veteri-
nari che hanno preparato I’esame di anatomia patologica sul Suo compendio.

I Suoi discepoli che sono arrivati al fastigio della cattedra ed i Suoi estimatori,
con riconoscente e devoto pensiero, hanno voluto ricordare la Figura dello Scienzia-
to e del Docente, dando alle stampe il presente quaderno che raccoglie vari contri-
buti scientifici, spontaneamente inviati da ogni parte d’Italia a testimoniare la stima,
la gratitudine e I’affetto che il prof. Luigi Leinati ha saputo suscitare in quanti,
allievi e colleghi, hanno avuto la ventura di lavorare con Lui e di conoscerlLo.

A questo ossequio oltre la morte, senz’altro di piu alto significato e piu nobile
della devozione espressa in vita, si uniscono tutti i soci del’A.P.I.V. (Associazione
Italiana dei Patologi Veterinari) in una memoria carica di stima e reverenza, con
purezza di sentimento e saldezza di ricordo.

A quanti hanno aderito, con la Loro collaborazione a tutti i livelli e con la stesura
di interessanti originali rapporti scientifici, alla realizzazione di questo quaderno
commemorativo dell’illustre Maestro, vada il nostro pill vivo ringraziamento.

Anche alla Fondazione Iniziative Zooprofilattiche ¢ Zootecniche di Brescia, in
particolare al prof. Gian Luigi Gualandi ed al dott. Angelo Pecorelli, vada la nostra
pil sincera gratitudine, avendo accettato di portare a compimento questo volume
in onore del prof. Leinati, per ricordarne la Figura luminosa che nella Sua lunga
carriera universitaria ha saputo non solo dar lustro alle discipline anatomopatologi-
che, ma anche operare validamente per il prestigio della cultura veterinaria italiana.

Enrico Cabassi
Parma, 20 settembre 1993 (Presidente A.P.1.V.)






Luigi Leinati nasce a Calendasco (Piacenza) il 12 dicembre 1895.

Dopo aver partecipato con onore alla prima guerra mondiale riportando una gra-
ve ferita al braccio sinistro, si laurea in zooiatria nel 1920 presso la Scuola Superiore
di Veterinaria di Milano. Dal 1920 al 1930 ¢& assistente del prof. Guido Guerrini
presso IIstituto di Patologia comparata della stessa Scuola, compiendo nel frattem-
po proficui periodi di studio presso I’Istituto di Patologia veterinaria di Berlino
e conseguendo nel 1926 la libera docenza in Patologia generale e Anatomia patolo-
gica veterinaria. Rimarra poi in stretto collegamento con i pill autorevoli esponenti
della Patologia veterinaria mittel-europea per tutta la sua carriera.

Nel 1930 viene chiamato a ricoprire la cattedra di Patologia generale e Anatomia
patologica della Facoltd di Medicina veterinaria di Camerino, ove rimane fino al
1932. In tale anno & chiamato alla stessa cattedra della Facolta di Medicina veterina-
ria di Torino, ove rimane fino al 1938. A partire dall’anno accademico 1938/39
¢ cattedratico di Patologia generale e Anatomia patologica ¢ direttore del corrispon-
dente Istituto presso la Facolta di Medicina veterinaria di Milano, ove rimane fino
al collocamento a riposo (1966).

E Preside di Facolta per oltre 20 anni (1945-1966), rappresentante delle Facolta
di Medicina veterinaria presso il Consiglio Superiore dell’Istruzione, medaglia d’oro
al merito della scuola, della cultura e dell’arte, dottore honoris causa della Scuola
superiore veterinaria di Hannover e del Corso di Laurea in Scienze della Produzione
animale dell’Universita di Milano, socio onorario di numerose associazioni scientifi-
che italiane e straniere, professore emerito di Patologia generale e Anatomia patolo-
gica veterinaria presso 1’Universita degli Studi di Milano, autore di trattati speciali-
stici e di numerose pubblicazioni scientifiche, direttore del periodico «La Clinica
Veterinaria» dal 1954 (succedendo a Pietro Stazzi) agli anni *90, che contrassegnano
la progressiva estinzione della gloriosa rivista.

Al di 12 dei suoi grandi meriti scientifici, il prof. Leinati sard ricordato dagli
allievi, e da quanti ebbero modo di conoscerlo, soprattutto per le sue qualita uma-
ne. L’Associazione dei Patologi veterinari italiani (APIV) perde un esponente di
grande personalitd, che ha segnato la storia del corrispondente settore nazionale
e non soltanto di questo.
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PLEUROPOLMONITE CONTAGIOSA BOVINA
E ISPEZIONE SANITARIA DELLE CARNI

() Universita degli Studi di Milano - Istituto di Ispezione degli Alimenti di O.A. II
- Via Grasselli, 7 - 20133 Milano

(@) Servizio Veterinario Regione Lombardia

3 Universita degli Studi di Milano - Istituto di Anatomia Patologica Veterinaria ¢ Patologia Aviare
- Via Celoria, 10 - 20133 Milano

RIASSUNTO

I recenti focolai di pleuropolmonite contagiosa bovina (PPCB), manifestatisi nel
nostro Paese, hanno indotto le autoritd sanitarie italiane e della CEE ad adottare
provvedimenti finalizzati all’eradicazione della malattia attraverso 1’abbattimento e
la macellazione degli animali provenienti da allevamenti infetti o sospetti di infezione.

Tali provvedimenti hanno comportato alcuni problemi relativamente ai criteri da
adottarsi-in sede di ispezione sanitaria delle carni.

Gli Autori propongono una linea di condotta ispettiva in ordine ai reperti eviden-
ziati in occasione degli esami ante e post mortem.

Parole chiave: pleuropolmonite contagiosa bovina, ispezione ante mortem, ispezione
post mortem.

CONTAGIOUS BOVINE PLEUROPNEUMONIA (CBPP)
AND MEAT INSPECTION

SUMMARY

The recent outbreaks of CBPP, occured in our Country, drove the national and
EEC sanitary authorities to take measures against this disease. They decided to era-
dicate this disease slaughtering the animals coming from infected or suspected
breedings.

These measures involved some problems in deciding the criterias to follow during
the sanitary inspection of the related meats.

The Authors suggest an inspectoral line of conduct according to the results of
the ante- and post mortem tests.

Key words: contagious bovine pleuropneumonia, ante mortem inspection, post mor-
tem inspection.

* Lavoro eseguito con i contributi del Ministero della Universita e della Ricerca scientifica e tecnologica
(quota 60%).
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PREMESSA

La pleuropolmonite contagiosa dei bovini (PPCB) & una malattia infettiva soste-
nuta da Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC che colpisce il bovino, il bufalo,
lo zebui ¢ piu raramente il bisonte e lo yak, anatomopatologicamente caratterizzata
da flogosi sierofibrinosa pleuro-polmonare.

Pare che la malattia abbia infierito in Europa fin dal XVI secolo, provocando
danni ingenti all’allevamento dei bovini (19). In Italia gli ultimi casi di PPCB sono
stati segnalati verso la fine del XIX secolo, mentre in taluni Paesi europei, come
la Germania ¢ la Francia, sono stati registrati focolai della malattia sino al 1920.
Casi sporadici di PPCB sono stati accertati in Italia anche all’inizio di questo seco-
lo, forse a causa di importazioni di bovini soprattutto dalla Francia e dalla Spagna.

La recente comparsa in Italia della malattia non ha trovato esaurienti spiegazioni
sul piano epidemiologico (5).

Da parte di alcuni Autori si sostiene che i recenti focolai di PPCB sarebbero
da attribuire al riaccendersi dell’infezione rimasta sul nostro territorio allo stato
silente. Ipotesi pil probabile sarebbe quella che la malattia sia stata importata da
Paesi della CEE e da Paesi terzi, considerato che I'Italia ha aumentato considerevol-
mente, negli ultimi anni, le importazioni di bovini da allevamento per I’ingrasso.
Del tutto recentemente sono stati accertati, sempre nel nostro Paese, focolai di pleu-
ropolmonite contagiosa anche nei bufali, sulla cui origine sono in corso indagini
d’ordine epidemiologico.

PROVVEDIMENTI

Sulla base delle norme recentemente emanate dal Ministero della Sanita, a seguito
dei pareri e raccomandazioni espressi dal Consiglio Superiore di Sanita, dalla Regio-
ne Lombardia ¢ dal Consiglio della Comunita Economica Europea, viene attualmen-
te praticata la macellazione di tutti i bovini appartenenti ad allevamenti in cui si
siano manifestati casi di PPCB. Le carni dei suddetti animali, come da disposizioni
contenute nel Decreto 27 giugno 1991, n. 248, «possono essere immesse in commer-
cio a condizione che le ispezioni sanitarie, ante e post mortem, non abbiano rilevato
alterazioni tali da rendere le carcasse inadatte al consumo umano. In ogni caso,
dovra essere disposta la distruzione della testa e dei visceri, ivi compresi i reni,
non trascurando, inoltre, il controllo a campione per la ricerca di eventuali residui
di farmaci presenti nelle carni».

Si premette, in proposito quanto segue:

— M. Mycoplasma mycoides subsp. mycoides (M. mycoides), agente causale della
PPCB, ¢ considerato patogeno per il bovino e lo zebii. Raramente pud infettare
il bisonte, lo yak ed il bufalo domestico. Nessuna evidenza di possibile infezione
umana ¢ stata a tutt’oggi segnalata.

— M. mycoides ¢ generalmente trasmesso per via aerogena attraverso il contatto
diretto, ripetuto e prolungato, anche se ¢ stata adombrata la possibilita di una tra-
smissione indiretta tramite I’ingestione di foraggio contaminato. Occorre tuttavia
rilevare come, in occasione dell’osservazione di numerosi focolai manifestatisi nel
territorio della Regione Lombardia, sia stato possibile escludere, almeno in alcuni
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casi, il verificarsi di un contatto diretto, ripetuto e prolungato, tra animali infetti
¢ animali sani.

— M. mycoides ¢ scarsamente resistente nell’ambiente esterno, con ampie varia-
zioni in riferimento alle condizioni di temperatura ed umidita (sopravvive infatti
per 2-3 gg. nelle regioni a clima tropicale e 1-2 settimane nelle regioni a clima tem-
perato, risultando sensibile all’azione dei pit comuni disinfettanti).

— M. mycoides, o quantomeno 1’antigene da esso derivato, & dimostrabile non
solo a livello polmonare ma anche nel sangue circolante, nel rene e nel fegato di
animali infetti. Recentemente, attraverso 'indagine immunoistochimica, & stato pos-
sibile accertare la presenza di antigene riferibile a M. mycoides nel lume dei vasi
sanguiferi e finanche dei capillari del tessuto muscolare di bovini colpiti da PPCB,
senza per altro ottenere I'isolamento del microrganismo dalla stessa sede previo ri-
corso all’esame batteriologico (23).

In ordine a quanto previsto dall’art. 2, punto 1, lettere f) e d) del citato Decreto
27-6-1993, n. 248, gli animali provenienti da zone infette e destinati obbligatoria-
mente alla maceilazione presso mattatoi riconosciuti idonei dal Ministero della Sani-
ta, possono appartenere sia ad aziende nelle quali si siano manifestati numerosi
casi di malattia (macellazione coatta di tutti gli animali presenti nell’azienda stessa),
sia ad aziende nelle quali si siano avute reazioni sierologiche positive in alcuni ani-
mali (necessita di procedere ad una diagnosi definitiva con ricorso ad esame anatomo-
patologico e ad indagini di laboratorio).

In ogni caso il trasferimento degli animali al macello dovra avvenire nel rispetto
delle norme previste dal piano di eradicazione della malattia e dalle disposizioni
sancite dal recente D.L.vo 27-1-1992, n. 118, relativamente alla dichiarazione del
titolare dell’allevamento per quanto riguarda gli eventuali trattamenti terapeutici pra-
ticati negli animali.

La verifica della documentazione di che trattasi e il controllo negli animali delle
marche auricolari, risultano di fondamentale importanza per ’adozione dei successi-
vi provvedimenti sanitari e per le pratiche relative all’indennizzo previsto dai piani
di eradicazione della PPCB (si raccomanda che il padiglione auricolare, provvisto
della marca, rimanga aderente alla muscolatura del collo della carcassa da sottopor-
re, con i relativi visceri ed organi, ad ispezione sanitaria post-mortem).

Stante la genericita delle indicazioni contenute nel sopracitato Decreto 27-6-1991,
n. 248, relativamente al criterio da adottare nella formulazione del giudizio ispettivo
sulle carni, richiamiamo di seguito i quadri anatomo-patologici della PPCB, con
particolare riferimento a quelli dell’apparato respiratorio (5, 6, 10, 12, 14, 15, 16).
Nella fase acuta della malattia, la pleura pud essere ricoperta da membrane fibrino-
se di aspetto gelatinoso e di colorito giallastro, al disotto delle quali & possibile,
nella fase subacuta, riscontrare la presenza di tessuto di granulazione. In cavita
pleurica pud essere presente una notevole quantitda di essudato di colorito giallastro
misto a fiocchi e cenci fibrinosi dello stesso colore (questo reperto pud non essere
constatato direttamente dal veterinario ispettore qualora lo stesso non assista all’a-
pertura del torace).

In sede polmonare, il reperto anatomo-patologico pil caratteristico & quello della
c.d. «marmorizzazione policroma», contraddistinto inizialmente da espansione dei
setti interlobulari, eventualmente associata ad edema gelatinoso dell’interstizio, con
aspetti rilevabili anche sulla superficie polmonare, -mentre alla sezione & possibile
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distinguere la presenza di lobi colpiti in stadi evolutivi diversi (iperemia, epatizzazio-
ne rossa e necrosi) (Fig. 1). Sempre sulla superficie di taglio del polmone, & possibile
notare un ispessimento delle pareti dei bronchi che risultano edematose. I linfonodi
del polmone sono generalmente interessati dalla flogosi, sottoforma di una linfoade-
nite iperplastica semplice acuta, con stasi sanguigna e linfatica marcata. Non rara-
mente, nei casi acuti di PPCB, sono rilevabili lesioni prevalentemente infartuali a
carico dei reni (Fig. 2 e 3).

Per quanto concerne il reperto, in ambito polmonare, di sequestri, reperto tipico
delle forme croniche, questi sono rappresentati da formazioni nodose di dimensioni
variabili, spesso situate nella profondita del parenchima polmonare e quindi difficil-
mente individuabili se non attraverso una attenta palpazione dell’organo.

Il reperimento di sequestri situati in sede sottopleurica pud essere facilitato dalla
presenza, sulla superficie della sicrosa sovrastante, di segni di flogosi pilt o meno
recente.

Il materiale che costituisce il sequestro ha solitamente consistenza cretacea, € ino-
dore, risulta facilmente asportabile. La lesione & circondata da una pilt o meno
sviluppata capsula fibrosa, che lascia talvolta riconoscere pill internamente un mar-
gine iperemico (Fig. 4-5-6-7). In concomitanza alla presenza di lesioni del tipo se-
questro, i linfonodi peribronchiali e mediastinici appaiono aumentati di volume,
anche se in misura ridotta rispetto a quanto pud constatarsi in coincidenza con
il reperto di lesioni polmonari contraddistinte da marmorizzazione policroma (24).

Le alterazioni pleuro-polmonari constatate nel bufalo europeo ed asiatico (Buba-
lus bubalus) corrispondono a grandi linee a quelle che occorrono nel bovino, anche
se solitamente presenti pilt di rado e con aspetti di minor gravita nella popolazione
animale interessata.

Si rammenta che la recente Ordinanza del Ministero della Sanita del 22 febbraio
1993, riguardante episodi di PPCB nel bufalo verificatisi in Italia, dispone anche
per questa specie provvedimenti di abbattimento e di macellazione dei capi colpiti
¢ misure di indennizzo.

CONSIDERAZIONI

L’adozione dei provvedimenti proposti dalla Regione Lombardia ed approvati sia
dal Ministero della Sanita che dal Consiglio della Comunita europea, mira ad estin-
guere ogni focolaio di PPCB attraverso la macellazione coatta degli animali prove-
nienti da allevamenti infetti, con la possibilita di recupero a scopo alimentare delle
relative carni, dal momento che non sussisterebbe pericolo di diffusione del contagio
mediante la commercializzazione delle carni di animali portatori di lesioni croniche
riferibili a PPCB (mancato isolamento di M. mycoides dalle carni stesse) e che I’im-
missione al consumo di dette carni non comporta rischi per la salute del consumatore.

L’applicazione dei provvedimenti sopra ricordati ha a tutt’oggi consentito di li-
cenziare al consumo le carni di circa 12.000 capi di bovini infetti o sospetti di infe-
zione, che altrimenti sarebbero andate distrutte.

Cio che certamente emerge dall’esperienza di campo direttamente acquisita ¢ che
il macello si riconferma struttura privilegiata per la diagnosi e il monitoraggio anche
della PPCB.
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PROPOSTA CONCLUSIVA

Si ritiene di poter sintetizzare il complesso delle nostre osservazioni in materia
di ispezione sanitaria delle carni di animali portatori di lesioni riferibili a PPCB,
nei termini seguenti:

a) & fatto divieto di autorizzare la macellazione a scopo alimentare di animali
che, all’ispezione sanitaria ante mortem, abbiano manifestato ipertermia nonché gravi
turbe cardio-respiratorie e locomotorie riferibili al quadro clinico della malattia;

b) & fatto obbligo di dichiarare non idonee al consumo alimentare, od a qualsiasi
altro uso, le carni ed ogni altra parte di animali che, all’ispezione sanitaria post
mortem, abbiano evidenziato recenti ed estese flogosi polmonari e pleuriche con-
traddistinte da marmorizzazione policroma in evoluzione, sequestri necrotici demar-
cati da insufficiente reazione connettivale, stratificazioni pleuriche e raccolte intrato-
raciche sierofibrinose, versamenti artrosinoviali siero-fibrinosi, ecc.;

¢) & fatto altresi obbligo di adottare lo stesso provvedimento di cui al precedente
comma b), nel caso che le predette alterazioni flogistiche, anche se riscontrate con
caratteristiche di non acuzie e di ridotta estensione, coesistano con alterazioni renali
infiammatorie, necrotiche od infartuali recenti;

d) potra essere consentita I’asportazione della pleura costale (c.d. svelatura) (Fig.
8), sede di lesioni flogistiche di lieve entita e di limitata estensione, in caso di giudi-
zio ispettivo complessivamente favorevole sulla destinazione delle carni per il consu-
mo alimentare;

e) & fatto obbligo di procedere al sequestro della testa, di tutti i visceri, organi
e del sangue, di animali le cui carcasse siano state dichiarate idonee al consumo
alimentare umano; dalle medesime carcasse si dovra tuttavia procedere all’asporta-
zione dei linfonodi intercostali, sternali craniali e caudali e costo-cervicali;

f) potranno essere dichiarate adatte al consumo alimentare umano le carni di
animali che abbiano reagito positivamente alla prova sierologica e nei quali, un’ac-
curata ispezione sanitaria post-mortem, non abbia consentito di evidenziare lesioni
anatomo-patologiche di sorta; in tali casi, tuttavia, si dovrd procedere al sequestro
della testa, di tutti i visceri, organi e sangue;

g) nell’attuazione del controllo a campione delle carni di animali con reperto ispet-
tivo favorevole, ai fini della ricerca di eventuali residui di sostanze farmacologica-
mente attive, verrd accordata preferenza ai casi contraddistinti da evidenziazione
di equivalenti di recente inoculazione di medicamenti nelle sedi di elezione, conside-
rando al riguardo un indicatore sospetto anche il reperto di linfoadenite iperplastica
acuta a carico dei linfonodi prescapolari.
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Figura 1 - Bovino, PPCB. Polmone: quadro di marmorizzazione policroma e di
pleurite fibrinosa (caso di PPCB acuta).

Figura 2 - Bovino, PPCB. Rene: aree infartuali recenti di tipo ischemico (caso di
PPCB acuta).

Figura 3 - Bovino, PPCB. Rene: aspetto della superficie di taglio di un lobulo sede
di lesione infartuale. Si noti il bordo iperemico-emorragico dell’area necrotica corticale.

Figura 4 - Bovino, PPCB. Polmone: sequestro recente, non ben delimitato nei con-
fronti del parenchima circostante. In sezione & ancora riconoscibile il disegno lobu-
lare preesistente.

Figura 5 - Bovino, PPCB. Polmone: sequestro di piccole dimensioni, relativamente
recente. Si noti, in sezione, lo scarso spessore e ’aspetto iperemico della capsula
connettivale demarcante.

Figura 6 - Bovino, PPCB. Polmone: sequestro ad uno stadio evolutivo pitl avanzato
rispetto al precedente. Si noti, al taglio, una modica iperemia della superficie inter-
na della capsula che, tuttavia, appare ben sviluppata.

Figura 7 - Bovino, PPCB. Polmone: sequestro di vecchia data, contraddistinto in
sezione da una evidente capsula fibrosa circoscrivente una massa necrotica giallastra
e di aspetto relativamente omogenea.

Figura 8 - Bovino, PPCB. Pleura parietale: vistose aderenze pleuriche (caso di PPCB
cronica).
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RIASSUNTO

Dodici casi di tumore mammario canino sono stati softoposti ad indagine immuno-
istochimica con un aatisiero anti-caseina omologa, prodotto su coniglio. Detti casi
sono stati selezionati tra molti altri perché, pur essendo per la maggior parte mali-
gni, erano in genere contraddistinti da una intensa attivitd secretoria (adeno-carcinomi
semplici e complessi, tumori misti maligni con associate strutture ghiandolari). Sia
nelle strutture ghiandolari neoplastiche che nelle cellule epiteliali secernenti & stata
dimostrata la presenza di antigeni tipo caseina o caseina pill «epithelial membrane
antigen» (EMA), risultando pertanto che nella mammella canina anche le cellule
neoplastiche sono in grado di produrre proteine tipiche della secrezione lattea. Inol-
tre, la quantita di questi antigeni appare inversamente proporzionale al grado istolo-
gico di malignita, sia nel singolo caso che nelle diverse aree dello stesso tumore.
Pertanto, tali antigeni possono essere assunti come 1) «marker» dei tumori mamma-
ri canini ad attivita secernente e 2) indice del grado di sdifferenziazione degli stessi
tumori.

Parole chiave: tumori mammari canini, caseina, immuno-istochimica.

IMMUNOHISTOCHEMICAL RESEARCHES ON MAMMARY TUMOURS
OF THE DOG BY MEANS OF AN ANTI-(CANINE) CASEIN RABBIT SERUM

SUMMARY

Twelve cases of mammary tumour in the dog were investigated by means of an
anti-(caninejcasein rabbit serum. They were selected among many others because
the related histological pictures, in prevalence malignant, were characterized by a
clear secretory pattern (simple or complex adenocarcinomas, malignant mixed tu-
mours with associated glandular structures). Antigens related to casein, or probably

* Lavoro eseguito con i contributi del Ministero dell’Universita e della Ricerca scientifica e tecnologica
(quote 40% e 60%).
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to casein plus «epithelial membrane antigen» (EMA), were demonstrated either in
the content of neoplastic acini and/or in the lining epithelium of them, thus resul-
ting that mammary tumours cells are also able to produce specific milk proteins.
Moreover the amount of these proteins appears inversely proportional to the grade
of malignancy for each of the investigated cases as well as for single areas or nodu-
Ies of different malignancy available in the same tumour. Therefore, the above anti-
gens may be assumed as 1) «marker» of mammary tumours of secretory type and
2) index of the grade of histological differentiation and related clinical prognosis.

Key words: canine mammary tumours, casein, immunohistochemistry.

Materiale reattivo capace di fissare frazioni anticorpali di sieri anti-caseina omolo-
ga ¢ stato evidenziato con 'immunofluorescenza negli alveoli mammari di ratto (Tur-
kington 1969, Young ¢ Nelstrop 1970), bovino (Kihm 1973) e uomo (Bussolati et
al. 1975). Analogo materiale reattivo ¢ stato dimostrato, con lo stesso procedimento
e con procedimento immuno-istochimico, nei carcinomi mammari del ratto (Tur-
kington 1970) e dell’uomo (Bussolati ef al., loc. cit.), nonché nel morbo di Paget
mammario ed extra-mammario ed in altri substrati tissutali, normali o patologici
(Bussolati e Pich 1975, Pich et al. 1976).

Per quanto concerne specificamente i tumori mammari del cane, in molti casi
di adenoma e di adenocarcinoma, nonché di tumore misto con associate strutture
ghiandolari, viene menzionata la presenza di materiale secretorio in acini o duttuli
neoplastici. Del tutto recentemente, Mandelli et a/. (1989) hanno potuto dimostrare
con tecnica immuno-istochimica che sia tale materiale sia le cellule epiteliali secer-
nenti contengono spesso apprezzabili quantita di caseina o, quantomeno, di antigene
capace di reagire ad un siero di coniglio immunizzato con caseina di cane.

Con le presenti indagini intendiamo completare e approfondire le osservazioni
testé citate, allo scopo di valutare la capacita «secretoria» di alcuni tipi di neoplasie
mammarie canine ed, ancora piu, allo scopo di stabilire se detta capacita «secreto-
ria» possa essere assunta come «marker» specifico dei tumori a struttura ghiandola-
re (adenomi, adenocarcinomi, tumori misti con associate strutture ghiandolari) ed
eventualmente, per questi stessi tumori, come indice del grado di sdifferenziazione
neoplastica.

MATERIALI E METODI

In base alle premesse della presente ricerca sono stati utilizzati n°® 12 casi di neo-
plasia mammaria canina, entro un gruppo piu vasto gia campionato e studiato in
precedenza (Mandelli ef al. 1989). Detti casi sono stati selezionati in prevalenza
tra quelli di tipo ghiandolare maligno (adenocarcinomi semplici, adenocarcinomi
complessi, tumori misti maligni con associate strutture ghiandolari), ma tuttavia
ancora contraddistinti da un certo grado di attivita secretoria da parte delle strutture
epiteliali neoformate (tabella 1). Come termine di confronto & stato utilizzato un
solo caso di carcinoma solido (n° 898/88), ma & opportuno segnalare che le neopla-
sie considerate sono state classificate in base ai quadri istologici prevalenti, non
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mancando comunque, nella maggior parte di esse, aree ¢ noduli a fisionomia diver-
sa, in particolare del tipo carcinoma solido e mioepitelioma, com’¢ comune riscon-
trare nei tumori mammari canini.

Il materiale & stato fissato in formalina al 10% in soluzione fisiologica. Sezioni
criostatiche dello stesso materiale sono state colorate con Sudan Nero B, mentre
le sezioni microtomiche ottenute dai blocchetti inclusi in paraffina sono state colora-
te con metodi istologici ed istochimici di routine (E.-E., Alcian-PAS, Ziehl-Neelsen,
Bleu di Perls) e con metodo immunoistochimico basato sulla concatenazione avidina-
biotina-perossidasi (ABC) secondo Hsu er a/. (1981). Nello sviluppo di quest’ultimo
metodo il cromogeno era rappresentato di regola dalla diamino-benzidina (DAB),
che colora in bruno i substrati positivi. E stato usato invece il carbazolo (colorazio-
ne rossa) quando era necessario conferire al substrato una tinta diversa da quella
bruna, comune a certi pigmenti di frequente riscontro nei macrofagi dei tumori
mammari canini (ceroide, emosiderina).

Il siero immune anti-caseina canina ¢ stato allestito come segue. Circa 10 ml di
latte sono stati diluiti 1:1 con acqua distillata in beaker da 50 ml e portati, lenta-
mente e sotto agitazione, a pH 4,8 con HCI prima IN, poi 0,1N. Dopo aver decan-
tato la caseina ed eliminato il surnatante, si sono eseguiti tre lavaggi aggiungendo
ogni volta 40 ml di acqua distillata, aggiustando sotto agitazione il pH a 4.8, la-
sciando in agitazione per circa 10 min ed eliminando il surnatante dopo ogni decan-
tazione. La caseina ¢ stata infine sciolta, sempre sotto agitazione, in circa 10 ml
di acqua distillata portando il pH a 7.0 con NaOH prima IN, poi 0.IN. Quando
il valore del pH ha raggiunto la stabilizzazione, si & filtrata la caseina su carta
ed il materiale & stato liofilizzato. Una emulsione ottenuta miscelando 0,5 ml di
caseina ricostituita in acqua distillata e 0,5 ml di adjuvante completo di Freund
¢ stata inoculata per via sottocutanea in 2 conigli per 4 volte ad intervalli settimana-
li. 1 due sieri sono stati quindi raccolti a 15 giorni dall’ultima inoculazione ed il
migliore, opportunamente testato, € stato utilizzato alla diluizione di 1:8.000

RISULTATI

Le strutture acinose e duttali delle aree mammarie normali poste attorno ai noduli
e nodi neoplastici, che sono in generale atrofiche, contengono variabili quantita
di secreto uniformemente positivo al test immuno-istochimico, moderatamente suda-
nofilo e discretamente PAS-positivo. L’epitelio secernente & spesso, a sua volta,
nettamente positivo, specialmente verso il bordo Iuminale.

Le strutture ghiandolari e duttali delle neoplasie a prevalente impronta secernente
(casi di adenoma e di adeno-carcinoma tubulare e cisto-papillifero, sia semplici che
complessi) contengono spesso materiale simile al latte, in quantita assai variabile,
di diversa densitd e variamente positivo al test immuno-istochimico (nonche al Su-
dan Nero B ed alla PAS-reazione). I macrofagi luminali risultano sempre negativi
al test immuno-istochimico, mentre sono di norma intensamente Sudan- e PAS-
positivi. Gli epiteli ghiandolari, sia in situ che desquamati, possono essere positivi
od anche negativi al test immuno-istochimico, come pure al Sudan Nero B ed alla
PAS-reazione.
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Per quanto concerne in particolare il test immuno-istochimico, gli epiteli ghiando-
lari neoplastici che reagiscono positivamente possono presentare ’antigene concen-
trato verso il bordo luminale e proiettato in forma di gocciole nel suo interno ovve-
ro risultare positivi in toto (fig. 1). A forte ingrandimento i nuclei spiccano come
immagini tondeggianti completamente negative.

I secreto contenuto nelle strutture secernenti e duttali neoplastiche pud risultare
uniformemente positivo, anche se con risposte di intensitd variabile nelle diverse
aree esaminate, ma in certi casi ed in certe aree pud apparire di aspetto schiumoso
o decisamente bolloso, con positivita concentrata a livello della superficie delle bolli-
cine (figg. 2-4), come accade qualche volta anche nello spessore dell’epitelio (fig. 3).

Anche le strutture secernenti e duttali neoplastiche contigue od incluse nelle zone
di proliferazione mioepiteliale o mesenchimale (tumori complessi o misti) si compor-
tano, specie per quanto concerne il contenuto, in modo simile a quello delle neopla-
sie ghiandolari pure e con analoghi tipi di reazione (fig. 5).

Complessivamente ¢ netta ’'impressione che gli aspetti secretivi siano di intensita
inversamente proporzionale agli aspetti della sdifferenziazione neoplastica, e cid non
solo da caso a caso esaminato (tabella 1) ma anche, talvolta, tra diverse aree dello
stesso tumore (figg. 6-8).

Le masse epiteliali solide risultano in genere negative al test immuno-istochimico,
ma contengono talvolta singole cellule o gruppi di cellule con citoplasma intensa-
mente positivo (positivitd di aspetto granulare) (fig. 9).

Gli elementi mioepiteliali che sono presenti, per lo pitt in forma di noduletti soli-
di, negli adeno-carcinomi complessi e nei tumori misti, appaiono di solito negativi
al test immuno-istochimico nelle sedi e nelle fasi di maggiore proliferazione cellulare
(fig. 5), mentre tendono a risultare positivi nelle sedi e nelle fasi di maggiore produ-
zione di sostanza fondamentale. Le cellule cartilaginee dei tumori misti reagiscono
sempre positivamente. I mastociti stromali sono sempre intensamente positivi.

Per contro, il pigmento ceroide presente nei macrofagi interstiziali (ed eventual-
mente anche in quelli luminali) appare costantemente negativo.

In sintesi, i substrati positivi al test immuno-istochimico sono quasi sempre suda-
nofili ed in varia guisa PAS-positivi. Fanno eccezione i macrofagi luminali con o
senza pigmento ceroide, e quelli interstiziali, con pigmento ceroide (od eventualmen-
te emosiderina) che, pur essendo solitamente Sudan- e PAS-positivi, non contengo-
no tracce visibili del materiale antigene studiato.

DISCUSSIONE

Sia nel tessuto mammario normale sia in quello neoplastico (cagne colpite da
tumori a diversa composizione istologica) la distribuzione dell’antigene studiato &
risultata compatibile con quella della caseina e dei suoi precursori. Era d’altra parte
noto che i tumori mammari del ratto (Turkington 1970), dell’uomo (Bussolati er
al. 1975) e del cane (Mandelli er al. 1989) contenessero, in stretto rapporto con
le proprie strutture secernenti, antigeni capaci di reagire con sieri immuni anti-caseina
omologa.

Non del tutto provato ¢ invece il fatto che detti sieri siano in grado di reagire
soltanto con antigeni del tipo caseina o caseino-simili. Infatti, Bussolati e Pich (1975),
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lavorando su materiale umano, hanno rilevato che alcuni sieri anti-caseina omologa
regiscono anche con le ghiandole sebacee e sudoripare della pelle normale e Pich
et al. (1976) hanno constatato una analoga reattivita «crociata» con gli epiteli bron-
chiali, gli alveoli polmonari, il pancreas esocrino, le ghiandole endometriali in fase
proliferativa, i tubuli renali distali e collettori, nonché diversi tipi di carcinomi extra-
mammari, soprattutto adeno-carcinomi, del tratto gastro-intestinale, dell’utero e del
polmone.

L’ampia reattivita «crociata» dei sieri anti-caseina, quale appare dai dati della
letteratura, si sovrappone a quella di un siero anti-cellulare preparato con I’«epithe-
lial membrane antigen» (EMA) (Heyderman er a/. 1970, Sloane et al. 1980, Sloane
e Ormerod ef al. 1982). Questa osservazione postula due spiegazioni alternative:
1) che caseina ed EMA posseggano frazioni antigeniche comuni; 2) che le prepara-
zioni di caseina, pill 0 meno purificate, contengano tracce di EMA. In effetti, Or-
merod ef al. (loc. cit.) hanno potuto dimostrare che 1’ipotesi numero due presenta
parecchi riscontri obiettivi e che I’antigene EMA, rilevabile sulla superficie dei glo-
buli di grasso del latte umano, ¢ assai pit immunogeno dell’antigene caseina. Par-
rebbe pertanto che le reattivita extra-mammarie sopra indicate, come pure la reatti-
vita della superficie dei globuli di grasso presenti negli alveoli mammari umani,
siano dovute alla frazione anticorpale anti-EMA, mentre solo il citoplasma dell’epi-
telio ghiandolare dei suddetti alveoli sarebbe in grado di interreagire selettivamente
con gli anticorpi anti-caseina (Ormerod ef al., loc. cit.). Ovviamente, anche il conte-
nuto delle strutture alveolari e duttali, specie laddove si colori in modo uniforme
ed omogeneo, dovrebbe rispecchiare un elevato grado di specificitd antigenica, cioé
contenere delle sostanze di tipo caseinico.

Sulla base di tali acquisizioni, & possibile ipotizzare che nel nostro materiale di
ricerca il test immuno-istochimico abbia messo in evidenza sia antigeni tipo EMA,
sia antigeni riferibili alla caseina di cane. Si puo ritenere che agli antigeni tipo EMA
sia riferibile 1) I’aspetto schiumoso o bolloso che talvolta caratterizza, nelle neopla-
sie da noi studiate, il secreto delle strutture ghiandolari e duttali, aspetto che potreb-
be contrassegnare I’involucro proteico dei «corpuscoli del latte», a sua volta deriva-
to dalla superficie luminale delle membrane cellulari nel corso della secrezione apo-
crina; 2) le membrane delle stesse cellule e di quelle duttali nei casi in cui queste
sole membrane risultino colorate. Si pud invece ritenere che all’antigene caseina
siano riferibili a) le positivita uniformi ed omogenee del materiale contenuto nelle
strutture secernenti e duttali; b) le positivita citoplasmatiche dei corrispondenti epi-
teli, indipendentemente dalle strutture neoplastiche in cui sono inseriti (tubuli, papil-
le, duttuli, formazioni cistiche, singoli elementi o gruppi di elementi nelle masserelle
solide ecc.).

Se tale ipotesi & fondata (occorreranno in proposito altre e pit approfondite inda-
gini per eventualmente confermarla), le positivita luminali ed epiteliali al test immuno-
istochimico, specialmente se riferibili alla presenza dell’antigene caseina, dovrebbero
sempre indicare, ove gia il quadro istologico convenzionale non lo sottindenda chia-
ramente, che ci troviamo di fronte ad un tumore mammario a fisionomia secretoria
(adenoma, adeno-carcinoma, tumore misto con associate strutture ghiandolari). Sot-
to questo profilo ¢ interessante il fatto che anche le masserelle epiteliali solide possa-
no talora ospitare singole cellule o gruppi di cellule a citoplasma intensamente posi-
tivo. Cio potrebbe indicare che tali masserelle sono costituite non tanto da citotipi
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neoplastici diversi, quanto da citotipi ghiandolari altamente sdifferenziati e privi
ormai, per la maggior parte, di strutture ed attivitd organizzate. Il dato & conferma-
to indirettamente dall’esperienza clinica maturata nel follow up dei casi di carcino-
ma mammario solido, che indica costantemente minori probabilitad e minori durate
di sopravvivenza post-operatoria per questo tipo di tumore in confronto con gli
adenocarcinomi (Misdrop et al. 1972, Moulton 1978, Mandelli et al. 1987).

Ancora in prospettiva prognostica, e sempre che I’ipotesi di cui sopra sia fondata,
appare significativo che, nell’ambito degli adeno-carcinomi e dei tumori misti mali-
gni con associate strutture ghiandolari, quelli via via piu sdifferenziati (o con aree
piu sdifferenziate) perdano progressivamente ’antigene caseina, e talora anche il
presunto antigene EMA, per cui non & escluso che la positivita dei relativi substrati
al test immuno-istochimico possa essere assunta come indice del grado di malignita.
Lo stesso potrebbe dirsi, entro certi limiti, anche per la sudanofilia e per la PAS-
positivita dei substrati sopra menzionati, salvo che a questi metodi istologici ed
istochimici non pud essere riconosciuta, in confronto con il metodo immuno-
istochimico, un’alta specificita per alcune caratteristiche componenti della secrezione
lattea. Lo dimostrano i macrofagi luminali ed interstiziali, provvisti, o meno, di
scorie citoplasmatiche derivanti dalla metabolizzazione di lipidi insaturi o di compo-
nenti del sangue (pigmento ceroide, corpi eritrocitari ed emosiderina nei focolai emor-
ragici), che sono in genere sudanofili e PAS- positivi, ma risultano del tutto negativi
al test immuno-istochimico.

Va infine menzionata la positivita certamente aspecifica delle cellule mioepiteliali
mature, dei condrociti presenti nei tumori misti e quella dei mastociti stromali, per
altro gia nota (Bussolati e Gugliotta 1983).

In conclusione, pur richiedendosi ulteriori indagini sull’argomento, si pud rispon-
dere positivamente ai quesiti che hanno giustificato le presenti ricerche, e cioé che
il test immuno-istochimico da noi allestito con siero anti-caseina di cane mostra
almeno in parte caratteristiche di specificitd e che detto test pud essere assunto come
«marker» di riferimento per I’identificazione di tumori mammari a fisionomia ghian-
dolare (adenomi, adeno-carcinomi, tumori misti con associate strutture epiteliali ade-
nomatose od adenocarcinomatose) e, pitt utilmente ancora, come indice per una
valutazione, entro certi limiti abbastanza attendibile, del grado di malignitd degli
stessi tumori.
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Figura 1 - Caso n. 904/88, preparato immuno-istochimico con metodo ABC e cromo-
geno DAB, 30 x.
Strutture ghiandolari dilatate con epitelio intensamente immuno-reattivo.

Figura 2 - Caso n. 553/89, preparato immuno-istochimico con metodo ABC e cromo-
geno carbazolo, 150 x
Strutture duttulari piene di secreto intensamente immuno-reattivo.

Figura 3 - Caso n. 553/89, preparato immunoistochimico con metodo ABC e cromoge-
no carbazolo, 250 x.

L’epitelio delle strutture acinose include nel citoplasma vacuolizzazioni superficiali con
bordo distintamente immuno-reattivo.

Figura 4 - Caso n. 553/89, preparato immuno-istochimico con metodo ABC e cromo-
geno DAB, 250 x.

Abbondante raccolta di secreto debolmente positivo, che a sua volta contiene gocciole
di varie dimensioni con bordo intensamente immuno-reattivo.

Figura 5 - Caso n. 553/89, preparato immuno-istochimico con metodo ABC e cromo-
geno carbazolo, 120 x.

Abbondanti raccolte di secreto discretamente immuno-reattivo ed in parte assai vacuo-
lizzato. Le cellule mioepiteliali presenti nello stroma tumorale risultano, in questo ca-
so, del tutto negative.

Figura 6 - Caso n. 898/88, preparato immuno-istochimico con metodo ABC e cromo-
geno DAB, 30 x.

Lobulo mammario atrofico, ma intensamente immuno-reattivo, compresso da una massa
neoplastica che reagisce assai pit debolmente (da negativa a debolmente positiva).

Figura 7 - Caso n. 898/88, preparato immuno-istochimico con metodo ABC e cromo-
geno DAB, 30 x.

Ad un nodulo di aspetto iperplastico, con discreta attivita secretoria immuno-reattiva,
si affianca una massa neoplastica che risulta in gran parte negativa.

Figura 8 - Caso n. 898/88, preparato immuno-istochimico con metodo ABC e cromo-
geno DAB, 30 x.

Un’area a struttura adenocarcinomatosa tubulare & compressa da un nodulo di aspetto
carcinomatoso solido, la prima discretamente positiva, il secondo del tutto negativo.

Figura 9 - Caso n. 1013, preparato immuno-istochimico con metodo ABC e cromoge-
no DAB, 300 x.

Gemma epiteliale solida includente alcune cellule con citoplasma fortemente immuno-
reattivo. I nuclei di tali cellule spiccano per la loro negativita.
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RIASSUNTO

Nel quadro di piu estese ricerche volte a definire il ruolo patogeno di alcuni agenti
microbici in allevamenti bovini lombardi con fenomeni di ipofertilita, si sono inda-
gate le alterazioni anatomo-patologiche dell’utero in corso di infezione da BHV 4.
Le alterazioni uterine rilevate in vacche sierologicamente positive e con isolamento
del virus, in confronto con tutti gli altri gruppi studiati, consistevano in: flogosi
essudativo-necrotizzante delle ghiandole, infiltrati linfocitari e fibrosi perighiandola-
re, eventuali endometriti purulente da agenti batterici di irruzione secondaria. Assu-
me pertanto attendibilitd I'ipotesi che queste lesioni siano alla base degli episodi
di ipofertilita da BHV 4.

Parole chiave: BHV 4, endometrite, ipofertilita.

UTERINE LESIONS IN COWS WITH BHV 4 INFECTIONS

SUMMARY

On carrying out researches about the role of several microbic agents in milk cows
with decreasing fertility, the macroscopic and microscopic uterine lesions related
to BHYV 4 infection were studied. Our results demonstrate that 1) all the cows positi-
ve to BHV 4 both serologically and virologically and 2) some of the cows only
serologically positive, in contrast with 3) the cows completely negative, show charac-
teristic lesions consisting of: exudative necrotizing inflammation of uterine glands,
as well as peri-glandular lymphocytic infiltration and fibrosis, with possible cases
of purulent endometritis in presence of secundary bacterial infections.

Key words: BHV 4, endometritis, hypofertility.

INTRODUZIONE

Tra le possibili cause di infertilitd che insidiano I’allevamento bovino nelle aree
zootecnicamente piu avanzate, dev’essere preso in considerazione un gruppo di her-

* Lavoro eseguito con il contributo CNR, nell’ambito del PF RAISA, Sottoprogetto 3, Pubblicazione n. 741.
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pesvirus correlati tra loro antigenicamente e siglati BHV4. Ceppi di tale gruppo
sono stati ripetutamente isolati da animali con manifestazioni cliniche a carico della
sfera riproduttiva od anche con altri tipi di patologia (Thiry ef al. 1989).

I membri di questo gruppo di virus sono antigenicamente distinti da altri herpe-
svirus bovini e presentano alcune caratteristiche tipiche dei citomegalovirus (Todd
e Storz 1983, Storz ef al. 1984). Essi inducono effetto citopatico a lenta progressione
sui monostrati cellulari ed anche nei bovini colpiti evoluzione dei pertinenti proces-
si patologici appare piuttosto lenta ed insidiosa. Inoltre, in risposta all’infezione,
si ottengono scarsi livelli di anticorpi neutralizzanti (Potgieter ¢ Mare 1974, Welle-
mans ef al. 1984, Thiry et al. 1990). Meglio rispondono, sul piano della diagnostica
sierologica, 'immunofluorescenza indiretta (IFI) (Sas er al. 1974) e ’ELISA (Guo
et al. 1988).

Poiché si tratta di herpesvirus cellulo-associati (Thiry ef a/. 1989), i ceppi di BHV4
non si isolano sempre con i metodi di semina convenzionali, pertanto e preferibile
ricorrere al sistema delle co-colture cellulari (Drolet ef al. 1987).

Nel passare in rassegna le situazioni patologiche riscontrate in presenza di BHV4,
i gia citati Thiry et al. (1989) elencano:

1) lesioni oculari e dell’apparato respiratorio: congiuntivite, rinite, tracheite, pol-
monite;

2) affezioni genitali: orchite, epididimite, vaginite, aborto, metrite;

3) lesioni cutanee: «lumpy skin disease», dermatite pustolosa mammaria;

4) febbre catarrale maligna;

5) affezioni enteriche.

Per quanto concerne, in particolare, le alterazioni della sfera riproduttiva, isola-
menti di BHV4 sono stati effettuati sia a partire da casi di orchite ed epididimite
del toro (Theodoridis 1978, Thiry et al. 1981, Hanzen et al. 1981, Dubuisson et
al. 1987), che — soprattutto — dalle vie genitali della vacca e da casi di aborto
(Reed et al. 1978, Parks e Kendrick 1973, Schiefer 1974, Wellemans et al. 1983
e 1984, van Opdenbosh et al. 1984 e 1988, Luini 1985 ¢ 1990, Buonavoglia ef al.
1984, Castrucci ef al. 1986, van Malderen et al. 1987, Drolet et al. 1987 ecc.).

Il ruolo di BHV4 nello sviluppo di vaginiti ed endometriti bovine, e quindi come
causa o concausa di fenomeni di ipofertilita (di stalla o di area), & in parte confer-
mato dal risultato di infezioni sperimentali (Kendrick ef al. 1976, Theodoridis 1978,
Wellemans ef al. 1986) anche se, in generale, il virus sembra predisporre per via
immunodepressiva i soggetti infettati all’irruzione secondaria di batteri facoltativa-
mente patogeni piu che essere in grado di riprodurre autonomamente le tipiche ma-
nifestazioni della malattia naturale (Wellemans er al. 1984).

La responsabilita di BHV4 nella genesi di episodi di ipofertilita bovina & confer-
mata indirettamente dal risultato di inchieste sierologiche effettuate su estesi territori
italiani (Luini e Foni 1986, Beccaria et al. 1987, Caracappa e Guercio 1987) ed
esteri (Potgieter e Aldridge 1977, van Malderen et a/. 1987, Naeem 1989). Partico-
larmente interessante risulta in proposito la segnalazione di Luini e Foni (loc. cit.)
sulla maggiore sieropositivita all’IFI delle aziende-problema rispetto alle aziende non
insidiate da problemi di ipofertilita.

Da un punto di vista anatomo-clinico, le pitt comuni manifestazioni genitali pre-
sentate dalle vacche infette da BHV4 sono quelle di una metrite post-partum (Welle-
mans ef al. 1984, Buonavoglia et al. 1986). I sintomi iniziano 5-10 giorni dopo
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il parto e si caratterizzano principalmente per una evoluzione lenta e numerosi ritor-
ni in calore. Gli scoli vaginali non sono molto abbondanti, mostrano un aspetto
vischioso ed un colore sanguinolento o brunastro torbido. In diversi dei casi osser-
vati la corrispondente forma di metrite, definita come catarrale o catarrale-purulenta
al tavolo anatomo-patologico, si accompagna a metro-peritonite od anche ad una
pit 0 meno diffusa peritonite fibrinosa ed adesiva, verosimilmente riportabile all’in-
tervento di batteri di irruzione secondaria. La connessione rilevata tra parto e com-
parsa di metrite viene giustificata sulla base di una riattivazione del BHV4 gia pre-
sente nell’organismo ed annidato in cellule linfo-monocitarie ed in organi del siste-
ma linfatico e nervoso (Osorio e Reed 1983, Castrucci ef al. 1986, Thiry et al. 1989).

Anche la coniglia gravida puo essere infettata sperimentalmente con BHV4 (Oso-
rio et al. 1982,1985). L’inoculazione endo-uterina effettuata a meta circa del perio-
do di gestazione provoca una lieve endometrite non suppurativa, meglio diagnostica-
bile all’esame istologico e caratterizzata da infiltrazione plasmacellulare della muco-
sa (Naeem et al. 1990). 1 ceppi di BHV4 isolati da alterazioni dall’apparato genitale
del bovino, piu che quelli isolati da patologie respiratorie, hanno manifestato un’e-
levata attitudine lesiva, causando anche aborto, riassorbimento e mummificazione
dei feti, talora addirittura una endometrite necrotizzante (Naeem ef al. 1990, 1991).

Da un punto di vista biologico, BHV4 non risulta strettamente specie-specifico.
La sua presenza ¢ stata provata anche nel bisonte americano, nel bufalo africano,
nella pecora e probabilmente nel gatto, poiché ’herpesvirus felino 2 appare sostan-
zialmente identico a BHV4 (Thiry er al. 1990).

Poiché dall’insieme delle ricerche effettuate sulle infezioni da BHV4 non emergo-
no sufficienti dati sui reperti anatomo-patologici delle relative forme metritiche si
¢ ritenuto utile portare con questa nota un contributo alla conoscenza dei quadri
macro-microscopici che le caratterizzano sul piano diagnostico.

MATERIJALI E METODI

Le nostre ricerche sono state condotte su bovine pezzate nere di alcuni allevamen-
ti lombardi con elevati standard produttivi, in particolare su soggetti scartati per
ipofertilitd ed avviati alla macellazione. In corso di abbattimento e di successiva
eviscerazione, gli stessi animali sono stati sottoposti, da parte di personale dell’Isti-
tuto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia e da parte di perso-
nale dell’Istituto di Anatomia patologica veterinaria e Patologia aviare dell’Univer-
sitd di Milano, a prelievo di sangue e dell’intero apparato genitale per indagini di
ordine sierologico, virologico, batteriologico ed anatomo-patologico.

Per le indagini di ordine sierologico si & fatto ricorso alla tecnica di immunofluo-
rescenza indiretta, cosi come descritto da Civardi nel 1981. I tentativi di isolamento
del virus dall’utero sono stati effettuati su colture di rene fetale di bovino con tecni-
che che sono riportate in dettaglio da Luini ef a/. (1990). Con metodiche routinarie
sono stati condotti gli esami batteriologici del contenuto uterino e quelli anatomo-
patologici dei vari segmenti dell’apparato genitale.

Collateralmente ¢ stata effettuata, mediante tecnica ELISA sul sangue di ogni
bovina, la ricerca di anticorpi anti BHV1, virus erpetico che notoriamente pud pro-
vocare vulvo-vaginite ed aborto.
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RISULTATI

I dati raccolti si riferiscono a n° 28 bovine pezzate nere di allevamenti diversi, tut-
te con problemi di ipofertilita, alcune con sintomatologia abortigena e metritica (en-
dometrite catarrale o purulenta, caratteristica colorazione brunastra della mucosa ute-
rina) suggestivamente simile a quella descritta nella introduzione bibliografica. Per
comodita espositiva i dati in questione sono stati ordinati in tre gruppi, come segue.

Gruppo 1): nove soggetti con numero di gravidanze variabile da 1 a 6 in relazione
all’eta (2-10 anni), tutti positivi ad infezione da BHV4, sia sierologicamente che
all’isolamento del virus.

Gruppo 2) : tredici soggetti con numero di gravidanze variabile da 1 a 7 in rela-
zione all’eta (3-11 anni), tutti sierologicamente positivi ad infezione da BHV4, ma
negativi ai tentativi di isolamento del virus.

Gruppo 3): sei soggetti con numero di gravidanze variabile da 1 a 3, oppure
non noto e con etd compresa tra 2 ¢ 9 anni, tutti negativi alla presenza di BHV4,
sia sierologicamente che ai tentativi di isolamento del virus.

Solo nel gruppo 1) si sono rilevate lesioni caratteristiche e costanti, sia macrosco-
picamente (endometrite catarrale o catarrale-purulenta) (figg. 1 e 2) che — soprat-
tutto — istologicamente. Si trattava di una particolare flogosi essudativo-necrotizzante
delle ghiandole uterine (figg. 3 e 4), che nel caso n°® 27 (apparentemente il pill
recente) era caratterizzata anche dalla presenza di elementi sinciziali (fig. 5). Mai
sono state rilevate strutture endonucleari riferibili a «corpi inclusi».

La suddetta flogosi evolveva ulteriormente con la comparsa di infiltrati linfocitari

¢ linfo-plasmacellulari posti sotto ’epitelio di rivestimento o sotto quello ghiandola-
re e con lo sviluppo di una crescente fibrosi peri-ghiandolare (figg. 6 e 9).
Ne derivavano complessivamente una considerevole rarefazione delle ghiandole ute-
rine e talora la quasi completa scomparsa di queste da estese aree di mucosa ,
reperto mai disgiunto da aspetti di rigenerazione e riattivazione ghiandolare, special-
mente rilevabili negli strati piut profondi della mucosa (fig. 10). Inoltre, in diverse
bovine erano presenti quadri di endo-metrite catarrale-purulenta o decisamente pu-
rulenta, dovuti ad agenti batterici di irruzione secondaria

Nel caso n° 12 figuravano a livello di mucosa anche focolai granulomatosi ospi-
tanti ife fungine.

Nel gruppo 2) solo pochi soggetti hanno presentato lesioni qualitativamente simili,
ma di grado piu lieve, rispetto alle bovine del gruppo precedente, mentre nel gruppo
3) sono mancate totalmente le suddette lesioni.

In tutti i gruppi sono state rilevate positivita sierologiche per BHV1, senza signifi-
cative differenze tra un gruppo e laltro.

I reperti sopra descritti, corredati da brevi notazioni relative ai risultati degli esa-
mi batteriologici ¢ di quelli anatomo-patologici extra-uterini, vengono riportati in
dettaglio nelle tabelle 1, 2, 3.

CONSIDERAZIONI

In base ai risultati ottenuti si possono avanzare le seguenti considerazioni:
A) sul piano clinico-anamnestico ed ostetrico-ginecologico, ritorni di calore e casi
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di aborto sono stati registrati in tutti 3 i gruppi considerati, mentre ritenzioni pla-
centari figurano solo nei gruppi 1) e 2).

B) Sul piano anatomo-patologico, endometriti purulente sono state trovate solo
nel gruppo 1) (anticorpi +, virus +), mentre sul piano istologico lievi processi
flogistici, per lo piu cronici, sono stati rilevati anche nei gruppi 2) (anticorpi +,
virus—) e 3) ( anticorpi—, virus—). Per altro, batteri di irruzione secondaria sono
stati isolati sia dal gruppo 1) (4 soggetti su 9), che dal gruppo 2 (3 su 13).

In un caso del gruppo 1), positivo per Haemophilus somnus, sono stati notati,
all’esame istologico della mucosa uterina, anche granulomi micotici (bovina n° 12).
L’associazione di BHV4 con infezioni batteriche & considerata frequente in letteratu-
ra, quella con infezioni fungine era gid stata menzionata da Drolet et al. (1987).
L’associazione di BHV4 con infezioni batteriche secondarie & stata attribuita, anche
recentemente, all’effetto immunodepressore svolto dal virus (Luini et al. 1990, Bio-
latti et al. 1991).

Dev’essere tuttavia precisato che mai & stata constatata la presenza di corpi inclusi
intranucleari di tipo erpetico in cellule della mucosa uterina, probabilmente a causa
del decorso non acuto dell’infezione.

Si rammenta che nel caso n° 27 erano presenti, a livello di mucosa uterina, anche
numerosi elementi sinciziali da correlare probabilmente a fattori differenti dall’agen-
te primario del processo metritico, non risultando dalla letteratura che BHV4 sia
un virus sinciziogeno. In ipotesi, non si esclude trattarsi di cellule deciduali infiltran-
ti superficialmente la mucosa, visto che la bovina in questione aveva presentato
ritenzione di placenta.

Le percentuali di positivita sierologica al virus della rinotracheite bovina (BHV1)
non hanno presentato differenze apprezzabili tra animali dei diversi gruppi.

C) Per quanto concerne la presenza di eventuali lesioni extra-uterine, occorre rile-
vare che nei soggetti di tutti i gruppi considerati sono stati accertati esiti di peri-
e para-metrite (lacinie od anche estese aderenze tra segmenti dell’apparato genitale),
nonché cisti ovariche e delle ghiandole di Bartolino.

D) Reperti istologici elementari correlati alla presenza di BHV4 e figuranti solo
in forma assai attenuata nei casi del gruppo 2) (anticorpi +, virus—) sono risultati
la flogosi essudativo-necrotizzante delle ghiandole uterine e la fibrosi peri-ghiandolare,
spesso tra loro associate ed esitanti in una considerevole rarefazione fino ad una
vera e propria scomparsa dei corpi ghiandolari, per la verita non disgiunta da inizia-
i aspetti di rigenerazione e riattivazione ghiandolare profonda. La constatazione
di gravi fenomeni distruttivi della mucosa insieme con iniziali fenomeni rigenerativi
della stessa rende ragione dei lunghi e problematici periodi di recupero funzionale
che, anche nei casi pill favorevoli, si rendono necessari e vengono constatati dopo
I’infezione uterina da BHV4.

I suddetti reperti istologici elementari, per altro poco studiati, potrebbero pertan-
to essere BHV4-specifici. Ulteriori, pitl estese ed approfondote indagini saranno ne-
cessarie per avvalorare questa ipotesi.

E) Per quanto concerne gli infiltrati linfo-plasmacellulari sub-epiteliali e peri-
ghiandolari, va precisato che i primi costituiscono un reperto molto comune nella
metro-patologia bovina e di altre specie, essendo stati segnalati anche da Naeem
et al. (1990, 1991) in coniglie sperimentalmente infettate con BHV4, mentre per
i secondi non pud essere esclusa la possibilita, avvalorata dal recente trattato di
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Anatomia patologica veterinaria di Schulz (1991), che si tratti di equivalenti micro-
scopici di un processo auto-immune. A nostro modesto giudizio potrebbero indicare
anche Pesistenza di processi etero-immuni, se si considera che i lumi ghiandolari
uterini sono in grado di ospitare agenti microbici o loro antigeni e che queste «pre-
senze», € non 'epitelio ghiandolare di per sé, potrebbero costituire lo stimolo capa-
ce di evocare la risposta linfo-plasmacellulare pilt volte riscontrata.

F) Complessivamente, le manifestazioni di infertilita rilevate nelle bovine del gruppo
1) e probabilmente anche in quelle del gruppo 2) parrebbero effettivamente riferibili
ad infezione da BHV4 ed a eventuali agenti di irruzione secondaria, mentre quelle
del gruppo 3) devono essere attribuite all’intervento di altri fattori, non emersi nel
corso delle presenti indagini.
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Figura | - Bovina n® 56, corno uterino aperto, aspeiti di metrite catarrale cronica con
colorazione brunastra della mucosa.

Figura 2 - Bovina n® 27, corpo ¢ corna uterine aperti, aspetti di metrite catarrale- puru-
lenta subacuto/cronica,
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a pag. 42

Figura 3 - Bovina n°® 27, sezione istologica di mucosa uterina, E.E., 125 x. Sirilevano lu-
mi ghiandolari dilatati, con epitelio in parte sfaldato ed abbondante contenuto necrotico.
Figura 4 - Bovina n® 27, sezione istologica di mucosa uterina, E.E., 250 x. Particolare
della figura precedente, che evidenzia meglio le alterazioni dell’epitelio ghiandolare (al-
meno in parte colpito da fenomeni necrobiotici) e la natura del contenuto (in gran par-
te costituito da cellule infiammatorie e dagli stessi epiteli sfaldati).

Figura 5 - Bovina n° 27, sezione istologica di mucosa uterina, E.E., 300 x. La mucosa
appare completamente disepitelizzata e la lamina propria ospita in superficie diverse
voluminose cellule sinciziali.

Figura 6 - Bovina n° 23, sezione istologica di mucosa uterina, E.E., 25 x Si rilevano
fenomeni flogistici perighiandolari e soprattutto un’intensa infiltrazione linfocitaria della
lamina propria, subito al di sotto del rivestimento epiteliale.

a pag. 43

Figura 7 - Bovina n° 56, sezione istologica di mucosa uterina, E.E., 250 x. Infiltrato
linfo-plasmacellulare peri- ed interghiandolare a ridosso del miometrio (sede profon-
da). I lumi ghiandolari interposti presentano aspetto attivato o fors’anche proliferati-
VO rigenerante.

Figura 8 - Bovina n° 23, sezione istologica di mucosa uterina, E.E., 300 x. Infiltrazione
linfocitaria peri-ghiandolare, con forte scompaginamento dell’epitelio, a sede mucosa
superficiale.

Figura 9 - Bovina n° 27, sezione istologica di mucosa uterina, E.E., 350 x. Quadro
di intensa fibrosi peri-ghiandolare , mentre ’epitelio presenta gravi fenomeni regressivi
(necrobiosi).

Figura 10 - Bovina n° 27, sezione istologica di mucosa uterina, E.E., 10 X . Fenomeni
necrotico-flogistici della mucosa con marcata rarefazione delle strutture ghiandolari (un
piccolo gruppo di ghiandole sopravviventi o rigeneranti ¢ indicato dalla punta di freccia).
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OSSERVAZIONI ISTOLOGICHE SU TIROIDI DI BOVINI VALTELLINESI
CON RILIEVI COMPARATIVI

Universita degli Studi di Milano - Istituto di Anatomia Patologica Veterinaria e Patologia Aviare -
Via Celoria, 10 - 20133 Milano

RIASSUNTO

Sono state esaminate 86 tiroidi di bovini cosl suddivisi in 3 gruppi.
A) 66 bruno alpini e meticci, vitelli ed adulti, allevati in Valtellina.
B) 8 frisoni, adulti, di importazione francese.
C) 12 vitelli charolais.

Le tiroidi dei bovini bruno alpini hanno presentato pesi medi superiori rispetto
ai pezzati neri ed ai meticci.

Nei bovini allevati in Valtellina si & notata una maggiore tendenza all’iperplasia
tiroidea rispetto ai bovini di diversa provenienza controllati.

Parole chiave: iperplasia tiroidea, bovino, zona gozzigena alpina.

HISTOLOGICAL FINDINGS OF BOVINE THYROIDS FROM VALTELLINA:
A COMPARATIVE STUDY

SUMMARY

Weight and histologycal features of bovine thyroids from rural breedings in Val-
tellina (34 brown swiss and 32 cross-breeding) showed more variability and tendency
to hyperplasia in comparison with eight imported holstein frisian and twelve charo-
lais slaughtered in Bologna.

Key words: tyroid hyperplasia, calf, alpine goitre area.

Tra le cause naturali di modificazioni morfo-funzionali della tiroide sono comu-
nemente ricordati fattori ambientali legati a particolari regioni geografiche, detta-
gliatamente indicate da Kelly e Snedden (1960) in una monografia dell’Organizzazio-
ne Mondiale della Sanita, riguardante la distribuzione nel mondo delle aree di «en-
demia gozzigena». La Valtellina risulta essere al centro di una vasta area interessata
e la gravitd dell’endemia ¢ documentata in pubblicazioni di Muggia (1929), Fiamber-
ti (1934), Cerletti ef al. (1963), Melossi (1980), anche se attualmente la patologia
tiroidea nella popolazione umana di questa zona & molto ridotta grazie alla profilas-
si iodica ed ancor piti al miglioramento delle condizioni socio-economiche.
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Dati riguardanti I’incidenza di gozzo in bovini valtellinesi non sono emersi all’esa-
me della letteratura, ma numerosi Autori riferiscono i pesi medi delle tiroidi di
bovini allevati in altre aree geografiche, comprendenti o meno zone gozzigene. Tali
rilievi sono sintetizzati nella tabella 1. Da quanto risulta, i pesi delle tiroidi bovine
appaiono molto disomogenei e possono presentare forti oscillazioni ma, nonostante
questa variabilitd, taluni indicano un peso limite oltre il quale si segnalerebbe la
presenza di gozzo: 30 g (Filli, 1943), 20 g (Jovanovic et al., 1953), 5 g/100kg p.c.
(Zdelar, 1965), 4,75 g/100 kg p.c. (Minullin, 1986).

Von Schwanenflug (1951), Schulze (1965), Zdelar (1965) affermano che nella dia-
gnosi di gozzo, olire la determinazione del peso delle ghiandole ¢ di fondamentale
importanza il rilievo dell’aspetto istologico.

Poiché le condizioni di allevamento bovino, specialmente nelle piccole aziende
di montagna, sono da lungo tempo pressoché immutate, si ¢ tentato di verificare
se le tiroidi di bovini allevati in Valtellina presentassero quadri anatomici macro
e microscopici diversi rispetto a bovini provenienti da altre regioni.

MATERIALI E METODI

Sono state esaminate complessivamente 86 tiroidi appartenenti a 3 gruppi di bovi-
ni (A, B, O):

Gruppo A: 66 tiroidi intere di bovini allevati in Valtellina, di cui 34 di razza
bruno alpina (20 di etd inferiore al’anno e 14 adulti tra i 2 e i 10 anni) e 32
meticci (razza frisona x bruna alpina, etd compresa tra 6 ed 8 mesi);

Gruppo B: 8 tiroidi intere di bovini di razza frisona, dell’eta di 4 anni, importati
dalla Francia e macellati in provincia di Sondrio;

Gruppo C: 12 campioni di tiroidi non intere di vitelli di razza charolais macellati
in provincia di Bologna.

Per gli animali dei gruppi A ¢ B ¢ stato stimato il peso corporeo da parte di
esperti operanti presso macelli valtellinesi. Le tiroidi intere di questi stessi animali
sono state pesate dopo accurata rimozione dei tessuti adiposo e connettivo periferi-
ci. Tali rilievi ponderali sono riportati nelle tabelle 2, 3 e 4.

Per gli animali del gruppo C non é& stato possibile rilevare il peso delle tiroidi
né conoscere il peso corporeo.

L’esame istologico & stato effettuato per ogni tiroide su 2 campioni fissati in
formalina isosmotica al 10%, inclusi in paraffina, sezionati a 4 - 5 micron e colorati
con Ematossilina-Eosina.

Per la valutazione delle alterazioni istologiche tiroidee ci si & riferiti allo schema
sotto riportato, nel quale si integrano, con lievi modificazioni, le classificazioni pro-
poste da Faller (1966) e Nyberg (1970) per il bovino, sul modello di quella adottata
da Wahlberg (1933) per 'uomo e giad utilizzata in campo veterinario da Cohrs (1963).

1) Tiroide da colloidostasi: a) a riposo
b) attivata

2) Adenomatosi interfollicolare: a) moderata
b) marcata

¢) solidificazione interfollicolare
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3) Proliferazione intrafollicolare: a) moderata
b) marcata
¢) solidificazione intrafollicolare

In sintonia con le classificazioni sopra citate le tiroidi da stasi colloidale sono
state considerate «a riposo» quando presentavano follicoli dilatati con epitelio da
piatto a cubico ed «attivate» quando Pepitelio dei follicoli dilatati appariva da cubi-
co a cilindrico e presentava vacuoli di riassorbimento.

L’anamnesi alimentare, rilevata solo per i soggetti provenienti da allevamenti a
conduzione familiare della Valtellina, segnalava esclusivamente I'impiego di fieno
di produzione locale, con integrazione di sale pastorizio non iodato. Non risultava-
no in particolare impiegati vegetali gozzigeni (Del Bono et al., 1991) n¢ tantomeno
sostanze ad effetto auxinico.

RISULTATI

Tra i vitelli valtellinesi di entrambi i sessi sono risultati mediamente pit alti i
pesi delle tiroidi dei bruno alpini rispetto ai meticci, con differenze molto sensibili
e statisticamente significative al test di Student (P<0,05). Gli alti valori di sigma
indicavano una variabilitd individuale comunque elevata, ma superiore nei bruno-
alpini (sigma = 50%) rispetto ai meticci (sigma=30%). Il peso medio delle tiroidi
delle femmine superava lievemente quello dei maschi, ma la differenza tra i due
sessi non risultava significativa sia nei vitelli bruno alpini che in quelli meticci (tabel-
le 5 e 7). Per queste rilevazioni statistiche si & fatto riferimento ai 47 vitelli (15
bruno alpini e 32 meticci) la cui etd era compresa tra 6 ¢ 8 mesi, trascurando gli
animali non rispondenti a tale requisito onde evitare I'inserimento di dati disomogenei.

Nei bovini adulti le tiroidi delle femmine bruno alpine allevate in Valtellina pre-
sentavano un peso medio nettamente superiore rispetto alle femmine frisone impor-
tate daila Francia. Tale differenza ¢ risultata statisticamente significativa (P <0,05).
I valori di sigma, chiaramente maggiori nelle bruno alpine valtellinesi (sigma =33,8%)
rispetto alle frisone francesi (sigma=14%), confermano anche nei bovini adulti la
maggiore tendenza alla variabilita individuale nella razza bruna alpina (tabelle 6 ¢ 7).

I risultati emersi all’esame istologico delle tiroidi sono riassunti nelle tabelle 2,
3, 4, 8 ¢ 9 ¢ nella fig. 1. Sul totale delle tiroidi esaminate, fenomeni di iperplasia
si sono riscontrati pili spesso nei bovini valtellinesi (53,8%) rispetto ai non valtelli-
nesi (25%) (fig. 2).

Nelle tiroidi dei vitelli valtellinesi, pur prevalendo gli aspetti iperplastici ¢ stata
notata una evidente variabilita individuale che rispecchiava quella emersa all’esame
dei rilievi ponderali. In contrapposizione apparivano pill uniformi e comunemente
improntati a colloidostasi e riposo funzionale (fig. 3) i quadri istologici tiroidei rile-
vati nei bovini charolais macellati in provincia di Bologna.

Anche le tiroidi dei bovini adulti valtellinesi hanno mostrato una maggiore varieta
di aspetti in confronto ai frisoni di importazione, nei quali si potevano osservare
soltanto quadri di adenomatosi interfollicolare (fig. 4) o di stasi colloidale con atti-
vazione tiroidea (fig. 5).
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Per quanto riguarda i reperti di gozzo, non sono mai state rilevate alterazioni
di palese evidenza; si & perd notato che, mentre nessuno dei frisoni importati aveva
un peso assoluto della tiroide eccedente 1 25 g (peso intermedio tra quelli indicati
come massimi per tiroidi bovine normali), tale limite era superato nelle tiroidi di
bovini valtellinesi (vitelli ed adulti) in 15 casi su 66, pari al 27,7%.

Tali casi comprendevano tiroidi da colloidostasi attivate o a riposo (7 volte), casi
di proliferazione intrafollicolare (4 volte) (fig. 6) e di adenomatosi interfollicolare
(4 volte).

Non di rado si & presentata ’opportunita di distinguere proliferazioni papillari
intrafollicolari da residui di setti interrotti per confluenza di cavita follicolari conti-
gue. Le proliferazioni papillari avevano epitelio da cubico a cilindrico (fig. 6), men-
tre era piatto quello dei setti atrofici per compressione (fig. 7). I fenomeni di fusio-
ne, riscontrati quasi esclusivamente tra follicoli di piccole dimensioni, sembravano
indicare una modalita di formazione di nuovi follicoli piu grandi.

CONCLUSIONI

Pur tenendo conto delle sensibili variazioni individuali registrate nel corso delle
presenti indagini, ¢ stato possibile rilevare apprezzabili differenze globali tra i vari
gruppi di bovini considerati.

Particolarmente evidenti e statisticamente significative sono risultate, nelle tiroidi
in esame, le disparitd di peso attribuibili a fattori razziali, come emerge soprattutto
dal confronto tra vitelli valtellinesi di razza bruno alpina e meticci. Questa osserva-
zione si aggiunge quindi a consimili esempi di differenze genetico-costituzionali evi-
denziate nelle tiroidi di alcune razze bovine (Del Bono ef al., 1991; Wilson, 1975).
Differenze di peso non meno apprezzabili si sono perd evidenziate anche tra le tiroi-
di dei bovini adulti valtellinesi di razza bruno alpina ¢ quelle degli importati di
razza frisona e cid sembra suggerire una effettiva interazione ambientale del territo-
rio valtellinese nel determinare le differenze morfo-ponderali registrate tenuto conto
che, altrimenti, sulla scorta di quanto rilevato da altri ricercatori (Del Bono 1991),
1 pesi delle tiroidi non si discosterebbero di molto nelle due razze summenzionate.

Stando alle indicazioni di peso oltre alle quali pud individuarsi la presenza di
gozzo nel bovino, prendendo come riferimento i limiti di 30g, 20 g ¢ 5 g/100kg
p.c. proposti da Filli (1943), Jovanovic (1953), Zdelar (1965), le tiroidi di bovini
valtellinesi da noi esaminate supererebbero i confini della normalitd rispettivamente
in 13 casi su 66 (19,6%), 32 su 66 (48,4%), o 60 su 66 (90,9%). Va tuttavia rilevato
che, nei casi personalmente studiati, non appariva individuabile una costante corri-
spondenza tra i quadri istologici di piu evidente iperplasia o colloidostasi e le tiroidi
pilu pesanti. Inoltre in un solo caso la tiroide di una bovina di razza bruna alpina
valtellinese di 4 anni superava i 60 g, peso assunto da Pochard (1983) come limite
oltre il quale si rende consigliabile un controllo di eventuali residui di tireostatici
o anabolizzanti negli animali da macello.

Per i bovini allevati in Valtellina, al di 13 delle differenze razziali, meriterebbe
un piu approfondito studio la notevole variabilita individuale dei pesi ed ancor piu
degli aspetti istologici riscontrati, a paragone con i bovini di diversa provenienza,
in cui i reperti tiroidei apparivano nettamente pitl omogenei e contraddistinti o sola-
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mente da colloidostasi 0o, come unica alternativa, da moderata adenomatosi interfol-
licolare. Infatti, per quanto riguarda i bovini importati, la mancata possibilita di
escludere con certezza eventuali trattamenti con tireostatici, limita alquanto 1’obiet-
tiva valutazione dei reperti tiroidei ponderali ed istologici. Tuttavia, pur tenendo
conto delle suddette limitazioni ¢ non dimenticando che la morfologia delle tiroidi
bovine puo essere influenzata da una molteplicita di fattori oltre che ambientali,
anche alimentari costituzionali e metabolici a loro volta in connessione con i vari
momenti della carriera riproduttiva, i risultati ottenuti confermano la necessita di
considerare adeguatamente, nel fissare parametri ponderali e morfologici di «nor-
malita» per le tiroidi bovine, oltre che le differenze genetico-costituzionali di razza,
anche quelle di provenienza.

51



Tabella 1 - Pesi medi delle tiroidi bovine riscontrati da vari Autori

Autore Anno Peso medio (in g) Altri dati riportati

Marx 1939 39 Zone non gozzigene

Duerst 1941 53-57-65 Zone gozzigene della
Svizzera

Grau 1943 21-36

Rippe 1949 24,9 Ghiandole normali

22 Zone litoranee

Buck 1949 22-34 Zone gozzigene della Ger-
mania del Sud

Munz 1950 33,9 Ghiandole morfologicamente
normali

Von Schwanenflug 1951 40,2 Considerando variazioni di

razza, etd e sesso, CONCor-
da con Grau (1943)

Voigt 1952 27,8

Reusse 1952 30,3

Jovanovic et al. 1953 17,2 Jugoslavia

Peltola e Vartiainen 1954 Bovini adulti in zone gozzi-
gene della Finlandia aveva-
no tiroidi di peso superiore
del 60-90% rispetto a quel-
le di animali di zone non
gozzigene

Sweet et al 1955 21,9 U.S.A. del Sud

Stukovsky et al 1960 16,6 Zone non gozzigene

24,2 Zone gozzigene

Groth 1968 22-65

Milcu 1971 20-26 Zone prealpine con defi-
cienza di iodio

Minullin 1986 Rispettivamente:

4,75/100 kg p.c. nel bovini con gozzo
4,18/100 kg p.c. nei bovini normali
3,87/100 kg p.c. negli ipotiroidei

pP-C. =DESO COrporeo
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Tabella 2 - Bovini bruno alpini allevati in Valtellina

Peso tiroidi

N° Sesso Eta p.c. (kg) Reperto istologico

/100 kg p.c.
1 M 5m 150 19,5 13,00 Adenomatosi interfollic. moderata
2 M 5m 130 17,6 13,54 Colloidostasi attivata
3 M 6m 180 32,2 17,88 Colloidostasi a riposo
4 M 6 m 180 40,8 22,66 Adenomatosi interfollic. marcata
5 M 6m 200 46,0 23,00 Proliferazione intrafollic. moder.
6 M 6m 180 22,3 12,39 Colloidostasi a riposo
7 M T7m 200 11,2 5,60 Colloidostasi a riposo
8 M 7m 200 22,0 11,00 Proliferazione intrafollic. moder.
9 M 8m 200 43,7 21,85 Colloidostasi a riposo
10 F 8 m 225 46,8 20,80 Adenomatosi interfollic. moderata
11 M 8m 250 16,7 6,62 Colloidostasi attivata
12 M 8m 200 10,5 5,25 Adenomatosi interfollic. moderata
13 M 8m 200 12,0 6,00 Adenomatosi interfollic. moderata
14 F 8m 200 11,0 5,50 Adenomatosi interfollic. marcata
15 M 8m 200 18,5 9,25 Adenomatosi interfollic. moderata
16 M 8 m 180 18,3 10,16 Colloidostasi attivata
17 M 8 m 180 24,0 13,33 Adenomatosi interfollic. moderata
18 F 9m 240 23,6 9,83 Colloidostasi a riposo
19 M 10m 230 12,5 5,43 Colloidostasi attivata
20 M 10m 270 25,5 9,44 Adenomatosi interfollic. marcata
21 F 2a 300 20,5 8,83 Colloidostasi attivata
22 F 2a 300 24,8 8,27 Colloidostasi attivata
23 M 3 a 600 38,0 6,33 Adenomatosi interfollic. moderata
24 F 3 a 400 22,2 5,55 Colloidostasi attivata
25 F 3 a 450 43,7 9,71 Colloidostasi a riposo
26 F 4a 550 68,4 12,44 Proliferazione intrafollic. moder.
27 F 5a 500 40,5 8,10 Colloidostasi a riposo
2880 F 6a 400 17,5 4,38 Colloidostasi a riposo
29 F 6 a 500 22,5 4,50 Colloidostasi attivata
30 F 6a 600 46,3 7,72 Colloidostasi attivata
31 F 7 a 500 36,0 7,20 Colloidostasi a riposo
32 F 8a 500 52,6 10,52 Proliferazione intrafollic. marcata
33 F 10a 550 32,0 5,82 Proliferazione intrafollic. marcata
34 F 10 a 560 20,7 3,69 Colloidostasi attivata

p.C. =DpEesSo COrporeo
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Tabella 3 - Bovini meticci allevati in Valtellina

N° Sesso FEta p.c. (kg) Peso_tiroidi Reperto istologico
g/100 kg p.c.

1 F 6m 200 18,0 9,00 Adenomatosi interfollic. moderata
2 M 6m 200 21,0 10,50 Adenomatosi interfollic. moderata
3 M 6m 200 20,0 10,00 Adenomatosi interfollic. moderata
4 F 6m 230 19,6 8,52 °  Adenomatosi interfollic. moderata
5 M 6m 200 11,5 5,75 Colloidostasi a riposo

6 M 6m 200 12,0 6,00 Colloidostasi attivata

7 M 6m 200 12,3 6,15 Colloidostasi attivata

8 F 6m 200 29,5 14,75 Colloidostasi a riposo

9 M 6m 200 19,0 9,50 Adenomatosi interfollic. moderata
10 M 6m 200 19,6 9,80 Adenomatosi interfollic. moderata
11 F 6m 200 11,0 5,50 Colloidostasi attivata

12 F 6m 200 12,7 6,35 Colloidostasi attivata

13 F 6m 200 13,2 6,60 Adenomatosi interfollic. moderata
14 F 6m 200 11,0 5,50 Adenomatosi interfollic. marcata
i5 M 7m 200 11,8 5,90 Colloidostasi attivata

6 M 8m 230 11,0 4,78 Colloidostasi attivata

17 M 8m 200 12,0 6,00 Adenomatosi interfollic. marcata
18 F 8m 200 19,0 9,50 Colloidostasi attivata

19 M 8m 250 19,0 7,60 Adenomatosi interfollic. moderata
20 F 8m 220 13,5 6,14 Adenomatosi interfollic. moderata
21 M 8m 230 10,5 4,56 Adenomatosi interfollic. moderata
22 F 8m 250 13,0 5,20 Colloidostasi attivata

23 F 8m 250 20,0 8,00 Adenomatosi interfollic. marcata
24 F 8 m 250 21,0 8,40 Adenomatosi interfollic. moderata
25 F 8m 250 20,5 8,20 Solidificazione interfollicolare

26 F 8m 250 22,0 8,80 Adenomatosi interfollic. moderata
27 F 8 m 250 15,5 6,20 Colloidostasi attivata

286 F 8m 250 23,0 9,20 Adenomatosi interfollic. marcata
29 F 8m 230 21,0 9,13 Solidificazione interfollicolare

30 M 8m 250 12,0 4,80 Adenomatosi interfollic. marcata
31 F 8m 200 21,0 10,50 Proliferazione intrafollic. moder.
32 M 8m 250 20,3 8,12 Colloidostasi a riposo

p.C.=peso corporeo
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Tabella 4 - Bovini frisoni di importazione francese

N° Sesso Eta p.c. (kg) Peso tiroidi Reperto istologico
g/100 kg p.c.

1 F 4a 400 17,0 4,25 Adenomatosi interfollic. moderata
2 F 4a 380 13,3 3,50 Adenomatosi interfollic. moderata
3 F 4a 400 21,0 5,25 Adenomatosi interfollic. moderata
4 F 4a 350 19,7 5,63 Colloidostasi attivata

5 F 4a 450 19,5 4,33 Colloidostasi attivata

6 F 4a 450 20,0 4,44 Colloidostasi attivata

7 F 4a 500 19,0 3,80 Adenomatosi interfollic. moderata
8§ F 4a 500 22,7 4,44 Colloidostasi attivata

p.C. =peso corporeo

Tabella 5 - Peso medio delle tiroidi di vitelli valtellinesi (X +sigma)

BRUNO ALPINI METICCI
Femmine Maschi Femmine Maschi
grammi 28,9+23,95 24,4+12,47 18,00+4,93 15,1+4,25
gr/100 kg p.c. 13,6 210,30 12,4+06,61 08,04 +£5,54 7,04+2,11

Tabella 6 - Peso medio delle tiroidi di bovini adulti (X =+sigma)

BRUNO ALPINI METICCI
(valtellinesi) (francesi)
Femmine Maschi (*) Femmine Maschi
grammi 36,5+15,25 38,00 19,00 +2,82 —
egr/100 kg p.c. 7,36 £2,52 6,33 4,43+0,70 —

(*)=Unico maschio adulto di razza bruna alpina
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Tabella 7 - Confronto tra i pesi medi di tiroidi di bovini di diversa razza e provenienza

Bruno alpini valtellinesi Meticci valtellinesi .
. . . . Differenze
(maschi e femmine) (maschi e femmine)
Lo 12,69 + 6,35 6,56 2,26 5,13(67,85%)
Vitelli . .
Sigma = 50% Sigma =30% P<0,05
Bruno alpini valtellinesi Frisoni
(maschi e femmine) (femmine)
Adulti 7,28 £2,46 4,46 +£0,65 2,82(38,73%)
Sigma =38,8% Sigma = 14% P<0,05
Tabella 8 - Bovini charolais macellati a Bologna
Eta Reperto istologico tiroideo
Colloidostasi a riposo
] Colloidostasi attivata
6-8 mesi Adenomatosi interfollicolare moderata 1
Totale 12
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Tabella 9 - Prevalenza dei reperti istologici tiroidei

nei diversi gruppi di bovini

Valtellinesi Francesi Bolognesi
Reperto istologico Tutte le eta vitelli adulti vitelli
bruno alp. meticcl frisoni charolais
adenomatosi
interfollicolare 21,2% 37,5% 50,0% 8,3%
moderata
adenomatosi
interfollicolare 9,0% 15,6% — —
marcata
§011d1f1cgz1one . 6.2% . -
interfollicolare
proliferazione
intrafollicolare 9,0% 3,1% — —
moderata
proliferazione
intrafollicolare 6,0% - _— —
marcata
solidificazione . .
intrafollicolare
colloido- a) attivata 27,2% 28,1% 50,0% 25,0%
stasi b) a riposo 27,2% 9,3% — 66,6%
(a+b) 54,4% 37,4% 50,0% 91,6%
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Figura 3 - Vitello Charolais. Tiroide in riposo funzionale, con colloidostasi.
Ematossilina-Eosina, piccolo ingrandimento.

Figura 4 - Vitello Bruno Alpino valtellinese. Adenomatosi tiroidea interfollicolare.
Ematossilina-Fosina, medio ingrandimento.

Figura 5 - Bovino adulto Frisone, di importazione francese. Tiroide attivata con
numerosi vacuoli di riassorbimento. Ematossilina-Eosina, piccolo ingrandimento.

Figura 6 - Bovino adulto Frisone, di importazione francese. Tiroide in riposo fun-
zionale, con colloidostasi e proliferazioni epiteliali, papillari o bottoniformi intrafol-
licolari. Ematossilina-Eosina, piccolo ingrandimento.

Figura 7 - Vitello Charolais. Tiroide in riposo funzionale, con colloidostasi. Si os-
servano piccoli follicoli divisi da setti atrofici e prossimi a fondersi tra loro.
Ematossilina-Eosina, medio ingrandimento.
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RIASSUNTO

Vengono descritti gli aspetti morfologici della malattia di Pacheco, diagnosticata
in 8 episodi interessanti psittacidi di recente importazione dal Sud America. Nella
casistica presentata prevalgono forme a decorso acuto e con lesioni prevalentemente
epatiche. Istologicamente il fegato mostra massiva necrosi con presenza di corpi
inclusi nucleari acidofili e sincizi. Analoghe inclusioni si rinvengono talvolta nell’in-
testino e nel pancreas e raramente nella milza. L’esame citologico per apposizione
del fegato si rivela una tecnica semplice e rapida per la formulazione della diagnosi.

Parole chiave: herpesvirus, malattia di Pacheco, psittacidi.
MORPHOLOGICAL FINDINGS OF PACHECO’S PARROT DISEASE

SUMMARY

Morphological features of the Pacheco’s Parrot Disease are described in 8 diffe-
rent outbreaks involving parrots recently imported from South America. The cases
described are mainly acute and the liver is the organ most frequently and severely
affected. Histologically diffuse hepatic necrosis with presence of intranuclear eosi-
nophilic inclusion bodies and syncytia are observed. Similar inclusions are sometime
present in the intestine and pancreas and occasionally in the spleen. Cytological
examination of liver imprints results a simple and fast diagnostic technique.

Key words: herpesvirus, Pacheco’s parrot disease, psittacines.

Pacheco e Bier (1930), interessati ad indagare in Brasile sulla psittacosi da poco
descritta in Europa, si imbattono in una grave forma morbosa dei pappagalli. L’a-
gente eziologico, sottoposto negli U.S.A. ad ulteriori indagini, non risulta essere
perd Chlamydia psittaci, bensi un virus (Rivers e Schwentker, 1932), che in base
ai corpi inclusi intranucleari causati nelle cellule infettate viene classificato tra gli
Herpesvirus (Andrewes e Pereira, 1972). Findlay (1933) conia per questa forma mor-
bosa il nome di Pacheco’s Parrot Disease. Oltre quarant’anni dopo la prima descri-
zione la malattia di Pacheco (MP) ricompare in due segnalazioni provenienti da
localitad geograficamente molto lontane: la Florida (Simpson e Hanley, 1975) e il
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Kenya (Kaliner, 1975); seguono segnalazioni dalla Nuova Zelanda (Durham et al.,
1977) e, via via sempre piu numerose, dall’Europa (Winteroll, 1977; Ehrsam et al.,
1978; Martin et al., 1979; Randall ef al. 1979; Kaleta er al., 1980; Gilbert et al.,
1984; Louazis e Gillet, 1985, Krautwald ef al., 1988, Gomez-Villamandoz et al., 1991;
efc.) e dagli Stati Uniti (Simpson ef al., 1977; Miller ef al., 1979; Cho e McDonald,
1980; Rosskopf ef al., 1982; Panigrahy e Grumbles, 1984; Cartwright ef al., 1985).
Recenti classificazioni includono il virus nella sottofamiglia 3-herpesvirinae e indica-
no I’esistenza di almeno 3 diversi sierotipi Psittacid HV1, Psittacid HV2 e Psittacid
HV3 (Kaleta, 1990). La prima segnalazione italiana fa riferimento ad episodi recen-
temente diagnosticati presso il nostro Istituto (Canti er al., 1992).

Con il presente lavoro vengono descritte le lesioni anatomo-patologiche macro-,
microscopiche ed ultrastrutturali riscontrate in 8 episodi di MP da noi studiati.

MATERIALI E METODI

Dal novembre 1990 al gennaio 1993 sono stati diagnosticati presso il nostro Istitu-
to 8 episodi di MP. Gli psittacidi interessati non sempre erano accompagnati da
anamnesi completa, i dati relativi ai singoli episodi sono riassunti nella tab. 1. Si
trattava sempre di pappagalli appartenenti a specie sudamericane di recente importa-
zione e verosimilmente di recente cattura, ad eccezione dell’episodio n°® 1, dove
vennero colpiti anche pappagalli gia da tempo presenti nell’aviario, e dell’episodio
n°® 7 che interessava pappagalli di una specie africana, nati in cattivita, che perd
avevano contratto la malattia da pappagalli recentemente importati dal Sud America.

Gli animali sono stati sottoposti a necroscopia, nel corso della quale & stato prele-
vato materiale per 1’esame istologico e sono stati allestiti strisci di organo per 1’esa-
me citologico. Quest’ultimo ¢ stato effettuato da apposizioni dal fegato che sono
state prontamente fissate in alcool etilico 95° (colorazione con Ematossilina-Eosina)
oppure all’aria (colorazione con May-Griinwald Giemsa). L’esame istologico ¢ stato
eseguito fissando i campioni di vari organi in formalina tamponata 10%, includen-
doli in paraffina e sezionandoli allo spessore di 5 w. Le sezioni sono state colorate
con Ematossilina-Eosina (E.E.). Per ’esame ultrastrutturale piccole porzioni di fe-
gato sono state fissate in Glutaraldeide allo 2,5% ed incluse in Araldite 502, secon-
do la metodica descritta da Sironi ef al., 1990. Inoltre campioni di fegato degli
episodi n° 1 e 2 e il contenuto intestinale dell’episodio n° 4 sono stati omogenati,
diluendoli 1:5 in acqua distillata, ¢ trattati per ’esame elettronmicroscopico diretto
in colorazione negativa secondo la metodica descritta da Sironi ez al. (1990). Colla-
teralmente si ¢ proceduto anche all’isolamento virale su uova embrionate di pollo,
di cui non si riferisce in questa sede.

RISULTATI

In tutti gli episodi osservati le lesioni pitl gravi e pil caratteristiche sono state
quelle epatiche. Il fegato appariva distrofico e congesto, con colore di fondo unifor-
memente giallo-arancio, talvolta con punteggiature emorragiche e solo raramente
interessato da piccole necrosi a focolaio (fig. 1). Altrettanto frequenti erano le lesioni
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intestinali caratterizzate da un’enterite catarrale ed emorragica localizzata prevalen-
temente all’ansa duodenale. In aggiunta si notava talvolta la presenza di punteggia-
ture emorragiche al pancreas. In qualche episodio (n° 2, vedi tab. 1) era costante
il reperto di ascite ¢ idropericardio. In 2 episodi (n°® 3 e n°® 5, vedi tab. 1) sono
state inoltre rinvenute lesioni respiratorie in forma di aerosacculite fibrinosa. A li-
vello splenico & stato osservato solo in alcuni casi un moderato aumento di volume.

11 quadro citologico, nelle apposizioni di fegato colorate con EE, era caratterizza-
to, particolarmente nei casi a decorso iperacuto, da abbondante presenza di sangue
e di materiale di fondo costituito da detriti di cellule necrotiche. Gli epatociti mo-
stravano gravi aspetti degenerativi e, in molti casi, presenza di corpi inclusi intranu-
cleari eosinofili singoli o multipli. Gli inclusi piti evidenti, a causa della loro spiccata
eosinofilia, erano quelli visibili nei numerosi «nuclei nudi» sparsi nel detrito necroti-
co. Non di rado erano repertate cellule sinciziali nelle quali era comune il rilievo
di inclusioni nucleari simili a quelle precedentemente descritte (fig 2). Nei campioni
prelevati da fegato di Myopsitta monachus, i reperti citologici erano caratterizzati
da lesioni assai pil contenute, con assenza di fenomeni necrotici e di sincizi, mentre
i corpi inclusi erano rari e difficilmente individuabili a causa delle loro modeste
dimensioni; inoltre era spesso presente un infiltrato infiammatorio nel quale spicca-
va la componente linfoplasmacellulare, quest’ultima ben evidente nei preparati colo-
rati con May-Griinwald Giemsa.

In sede epatica il quadro istologico dominante consisteva in una quasi totale distru-
zione del parenchima, dove pressoché ogni epatocita era in preda a fenomeni di ne-
crobiosi 0 necrosi pitl 0 meno avanzati. La maggior parte dei nuclei era parzialmente
0 in toto occupata da corpi inclusi acidofili (fig. 3). Comune il reperto di sincizi con-
tenenti numerosi nuclei con inclusioni. Negli episodi caratterizzati da un andamento
della malattia decisamente iperacuto (n° 2, 3 e 5, vedi tab. 1) anche le cellule epiteliali
dei dotti biliari erano massivamente interessate da fenomeni di necrosi e presentava-
no inclusi nucleari. Seppur in minor grado anche le fibrocellule stromali e le cellule
endoteliali dei sinusoidi apparivano arrotondate e contenenti inclusioni nucleari. I
decorso acuto-iperacuto della malattia trova riscontro anche nella estremamente limi-
tata infiltrazione di cellule infiammatorie, rappresentate da pochi linfociti ed eterofili
sparsi nel parenchima epatico. A testimonianza del grave danno vasale risultava co-
stante la presenza di emorragie di variabile estensione. In singoli animali, di cui veni-
va riferito un decorso subacuto-cronico, si riscontravano focolai di necrosi di dimen-
sioni variabili, alla cui periferia si rinvenivano sporadiche inclusioni nucleari acidofi-
le. A questi focolai si accompagnavano quadri di intensa infiltrazione linfo-
plasmacellulare, mentre del tutto assenti erano le alterazioni di circolo. A carico della
milza erano presenti tipici quadri di splenite congestizio-emorragica; nei soggetti ve-
nuti a morte dopo decorso acuto-iperacuto della malattia erano rinvenibili rare cellu-
le reticolari contenenti inclusi nucleari del tipo piu sopra descritto.

All’esame elettronmicroscopico appariva ancor pill chiaramente la notevole gravi-
ta delle lesioni epatiche dei soggetti colpiti dall’infezione. Tutti i campioni osservati
sono infatti risultati costituiti, per la maggior parte, da ammassi di detrito necroti-
co, nel quale erano riconoscibili, senza tuttavia una chiara compartimentazione cel-
lulare, vestigia di mitocondri, reticolo endoplasmatico, gocce lipidiche e resti di nu-
clei cariorettici. Assai abbondanti erano, nell’ambito di tale detrito, le particelle
riferibili ad herpesvirus, sia sotto forma di nucleocapsidi di 95-100 nm di diametro
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con un core denso, non sempre presente, di circa 50 nm, sia sotto forma di particel-
le complete parzialmente o totalmente rivestite da envelope (fig. 5). Occasionalmen-
te in prossimita delle particelle virali sono state osservate strutture tubulari di circa
90-100 nm di diametro (fig. 6). A volte sparsi nella massa necrotica si potevano
riconoscere isolati eritrociti e granulociti neutrofili in perfetto stato di conservazio-
ne. La maggior parte degli epatociti, delle cellule di Kupffer e delle cellule endotelia-
li vasali ancora riconoscibili presentavano chiari sintomi di necrobiosi e di necrosi.
Rotture e discontinuita della membrana nucleare e citoplasmatica, rigonfiamento
e perdita delle creste mitocondrali, dilatazione e degranulazione del reticolo endo-
plasmatico rugoso costituiscono un reperto pressoché costante. Almeno la meta di
tali cellule, come anche la quasi totalita delle cellule epiteliali dei dotti biliari, aveva
il nucleo con cromatina marginata, nel quale si rinvenivano da poche unitd a centi-
naia di nucleocapsidi di herpesvirus. Nelle stesse cellule particelle erpetiche con e
senza envelope erano presenti in sede citoplasmatica. Tali particelle sono state evi-
denziate in numero clevato anche mediante I’esame elettronmicroscopico diretto in
colorazione negativa nell’omogenato epatico e nel contenuto intestinale (rispettiva-
mente episodi n° 1 e 2 ed episodio n°® 4, tab. 1)

DISCUSSIONE

Il quadro anatomo-patologico riscontrato concorda con quanto riferito in lettera-
tura, soprattutto per quanto riguarda le lesioni epatiche macroscopicamente poco
appariscenti nei casi iperacuti (fegato congesto, lievemente aumentato di volume
e di solito senza manifestazioni necrotiche visibili ad occhio nudo, vedi tab. 1, epi-
sodi n° 2, 3 e 5) (Simpson ef al., 1975; Durham et al., 1977, Martin et al., 1979).
Anche la presenza di lesioni respiratorie, talvolta riscontrate, trova una conferma
in letteratura (Winteroll, 1977; Ehrsam et al., 1978); resta da appurare se essa non
sia dovuta ad infezioni concomitanti (Louzis e Gillet, 1985), quantunque il virus,per-
lomeno nei casi acuti ¢ in corso di viremia, sia isolabile anche dal polmone (Kaleta
et al., 1980; Krautwald er al., 1988).

L’esame citologico sembra essere un valido aiuto per la diagnosi rapida di MP,
per lo meno nelle forme a decorso iperacuto-acuto, laddove la necrosi e soprattutto
il reperto di sincizi e corpi inclusi nucleari sono da considerarsi patognomonici.

Nell’ambito della nostra casistica il riscontro di lesioni istologiche sicuramente
riferibili all’infezione erpetica si limita al solo apparato digerente, con I'unica ecce-
zione di sporadici reperti splenici. E nota tuttavia la natura sistemica dell’infezione,
sia per quanto riguarda il reisolamento del virus, sia per quanto riguarda il suo
riscontro istologico (Martin ef al., 1979; Panigrahy ¢ Grumbles, 1984; Krautwald
et al., 1988).

Per quanto concerne il fegato, ’esame istologico ha evidenziato 1’estrema gravita
delle lesioni, in particolare nei soggetti del genere Amazona, nei quali la diffusa
necrosi e la esiguita deila risposta flogistica testimoniano la elevata rapidita dell’evo-
luzione della malattia. In questi casi non solo gli epatociti, ma tutti gli altri tipi
cellulari presenti in sede epatica offrono un substrato alla replicazione del virus,
come dimostrano i reperti ultramicroscopici. Anche a livello intestinale il virus repli-
ca determinando la comparsa di un’enterite catarrale-emorragica e di inclusioni negli
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enterociti. Solo Ramis ef al. (1992) descrivono la presenza del virus della MP a
livello intestinale, evidenziandolo con metodi immunoistochimici. Verosimilmente
la replicazione del virus in questa sede pud raggiungere livelli molto elevati, come
dimostra la possibilita di evidenziare numerose particelle virali nel contenuto intesti-
nale mediante tecniche di microscopia elettronica diretta in colorazione negativa.

Da ultimo menzioniamo il reperto di lesioni sicuramente ascrivibili a MP anche
in sede pancreatica (fig. 4), mai precedentemente segnalate forse perché questo orga-
no raramente ¢ in condizioni di conservazione ottimali per I’esame istologico.

Negli ultimi anni sono molto aumentate presso il nostro Istituto le richieste di
prestazioni diagnostiche su uccelli ornamentali, da gabbia e da voliera. Perd anche
considerando ’aumento della casistica in questo settore, sorprende il riscontro di
ben 8 episodi di MP nel giro di poco tempo. Un’elevata frequenza di casi di MP
emerge anche dall’ampia casistica citata da Gough e Alexander (1993). Come anche
da noi osservato, si tratta generalmente di pappagalli di recente importazione e del
genere Amazona. Resta comunque da accertare se tali frequenti segnalazioni dipen-
dano dall’adozione di pit accurati controlli diagnostici, da un’aumentata importa-
zione dal Sud America di pappagalli del genere Amazona o da una reale epidemia
di MP che interessa attualmente le popolazioni di psittacidi sudamericani.

Figura 1 - Amazona aestiva dell’episodio n°® 2, in cui si nota la colorazione di
fondo giallo-arancio e la presenza di soffusioni emorragiche a carico del fegato
e la intensa congestione dell’ansa duodenale.

Figura 2 - Esame citologico di fegato (apposizione, E.E., imm.) accanto a numerosi
eritrociti € materiale necrotico di fondo, ¢ presente un sincizio i cui nuclei sono
occupati da voluminosi corpi inclusi eosinofili.

Figura 3 - Fegato, E.E., forte ingrandimento: particolare nel quale si distinguono
numerose cellule contenenti corpi inclusi nucleari acidofili.

Figura 4 - Pancreas, E.E., medio ingrandimento: aree di necrosi pancreatica in pros-
simita delle quali sono visibili ampi sincizi contenenti inclusi nucleari acidofili.
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Figura 5 - Immagine elettronmicroscopica di epatocita necrotico, nel quale si rinven-

gono nucleocapsidi (frecce) e virioni completi (punte di frecce) riferibili ad herpesvi-
rus. 20.000X

Figura 6 - Nucleocapsidi erpetici, con e senza core, in prossimitd dei quali si rinven-
gono strutture microtubulari sezionate longitudinalmente e trasversalmente. 42.000X.
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RIASSUNTO

L’identita fenotipica delle popolazioni cellulari immunocompetenti presenti in reni
bovini con nefrite interstiziale & stata studiata immunoistochimicamente mediante
I’'uso dei seguenti anticorpi monoclonali (gentilmente forniti dall’International La-
boratory for Research on Animal Diseases, Nairobi, Kenya): IL-A50 (immunoglo-
buline di tipo IgM, linfociti B), IL-A26 (linfociti T BoT2+), IL-A42 (linfociti T
BoT2+), IL-A11 (linfociti T BoT4+), IL-A51 (linfociti T BoT8+), IL-A29 (null
cells), IL-A46 (monociti/macrofagi), IL-A72 (immunoglobuline di tipo IgA), IL-
A66 (immunoglobuline di tipo IgGl), II-A74 (immunoglobuline di tipo 1gG2), J
11 (complesso maggiore di istocompatibilita di classe II). Le cellule predominanti
negli infiltrati sono risultati i linfociti T, la maggior parte dei quali esprimeva il
marker BoT4 ed una discreta parte il marker BoT8. Null cells erano pure presenti
negli infiltrati, seppur in percentuale assai modesta. I linfociti B sono stati osservati
solo raramente. Elementi della serie monocito/macrofagica erano sempre assenti.

Parole chiave: bovino, nefrite, leucociti.

PATHOGENETIC STUDY ON BOVINE INTERSTITIAL NEPHRITIS

SUMMARY

The phenotypic identity of immune cell populations in bovine kidneys with inter-
stitial nephritis has been studied immunohistochemically using the following mono-
clonal antibodies (kindly provided by the International Laboratory for Research
on Animal Diseases, Nairobi, Kenya): IL-A50 (immunoglobulins 1gM type, B lym-
phocytes), 11.-A42 (T lymphocytes, BoT2 +), IL-A26 (T lymphocytes, BoT2+), IL-
All (T lymphocytes, BoT4+, helper/inducer), IL-A51 (T lymphocytes, BoT8 +,
suppressor/cytotoxic), IL-A29 (null cells), IL-A46 (monocytes/macrophages), IL-A72
(immunoglobulins IgA type), IL-A66 (immunoglobulins IgG1 type), 1L-A74 (immu-
noglobulins IgG2 type), J11 (Major Histocompatibility Complex class II). The pre-
dominant cells in the interstitial infiltrates were T lymphocytes, most of which ex-
pressed the BoT4 (helper/inducer phenotype) marker and few the BoT8 (suppres-
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sor/cytotoxic phenotype) marker. B lymphocytes were seldom observed. IL-A29 po-
sitive lymphocytes (null cells) represented a minor population of infiltranting cells.
Monocytes/macrophages were absent.

Key words: cattle, nephritis, leucocytes.

INTRODUZIONE

Nel bovino adulto i processi flogistici non purulenti renali sono reperto di riscon-
tro assai frequente ed interessano in particolar modo il settore interstiziale (Corsico
e Mandelli, 1962; Leinati, 1966 a, b). Per contro, ’eziopatogenesi di tali processi
risulta in gran parte ancora oscura.

Macroscopicamente, le nefriti interstiziali sono caratterizzate dalla presenza di piccoli
focolai biancastri, cui, al taglio, corrispondono striature radiali a percorso stretta-
mente corticale. A livello istologico, si riscontrano focolai infiltrativi interstiziali
di tipo rotondocellulare associati a gradi diversi di fibrosi ed atrofia delle strutture
nefronali (Finazzi e Carrara, 1989). A parte il facile riconoscimento dei granulociti,
le diverse popolazioni leucocitarie presenti nelle lesioni infiltrative risultano, su base
morfologica, difficilmente o per nulla differenziabili tra loro. Determinarne ’esatta
natura potrebbe portare un contributo alla conoscenza di alcuni aspetti patogenetici
delle nefriti interstiziali. Infatti, linfociti di tipo B, plasmacellule, linfociti di tipo
T, null cells e macrofagi, pur operando in sinergia, esplicano funzioni assai diverse
nel corso della risposta immunitaria (Roitt ef al., 1988).

I linfociti B, dopo il contatto con P’antigene, evolvono a plasmacellule che rappre-
sentano i cardini della risposta immunitaria di tipo umorale. Quella di tipo cellulo-
mediato ¢, invece, svolta dai linfociti T, costituiti principalmente dalle sottopopola-
zioni BoT4+ (helper/inducer) e BoT8 + (suppressor/cytotoxic). Le null cells sono
ritenute responsabili della citotossicita anticorpo-dipendente in quanto, pur non pro-
ducendo anticorpi, presentano in superficie un recettore in grado di legare il fram-
mento Fc dell’anticorpo stesso. Ma perché la risposta immunitaria abbia inizio, &
necessario che P'antigene venga adeguatamente presentato alle cellule immunocom-
petenti, azione che viene svolta in primo luogo dai macrofagi.

La recente disponibilita di anticorpi monoclonali contro le singole popolazioni
ed alcune sottopopolazioni leucocitarie, contro le diverse classi di immunoglobuline
e contro il complesso maggiore di istocompatibilita di classe II (MCH Ii) del bovino
ci ha spinti a tentare una loro identificazione su sezioni istologiche di reni bovini
affetti da nefrite interstiziale.

MATERIALI E METODI

Da 47 bovini adulti dell’eta di 18 mesi, regolarmente macellati presso il pubblico
macello di Milano, sono stati prelevati 37 reni recanti lesioni macroscopiche riferibi-
li a nefrite interstiziale ¢ 10 reni normali da utilizzare a scopo di controllo. Si &
poi proceduto al campionamento di uno o piu focolai di nefrite interstiziale nei
reni macroscopicamente lesi e di frammenti raccolti a random nei reni normali.
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I campioni cosi ottenuti sono stati congelati per immersione in azoto liquido e da
ciascuno di essi sono state ottenute, mediante criostato LEITZ 1720 DIGITAL, 30
sezioni seriate. Le sezioni venivano lasciate asciugare per 24 ore a temperatura am-
biente e poi fissate in acetone a —20°C per 10 minuti. Per ciascun campione, una
sezione ¢ stata colorata con Ematossilina-Eosina, le restanti sezioni sono state invece
sottoposte ad esame immunoistochimico secondo il metodo avidina-biotina-perossidasi
(ABC) (Hsu et al., 1981) per I’identificazione delle diverse popolazioni leucocitarie
riconosciute dagli anticorpi monoclonali elencati in tab.1 (gentilmente messi a dispo-
sizione dall’International Laboratory for Research on Animal Diseases, Nairobi, Ke-
nya). I risultati relativi alla presenza delle diverse popolazioni leucocitarie sono stati
espressi come percentuale sul numero totale delle cellule leucocitarie presenti.

RISULTATI

I risultati degli esami istologici ed immunoistochimici sono schematicamente rias-
sunti in tab.2.

Da un punto di vista istologico 10 reni apparivano normali e, non essendo osser-
vabili cellule infiammatorie, nessuna positivita ¢ stata riscontrata all’esame immu-
noistochimico per il riconoscimento delle diverse popolazioni linfo/monocitarie.

7 casi presentavano piccoli infiltrati linfocitari a sede corticale o, piu frequente-
mente, iuxtamidollare, costantemente localizzati nel connettivo adiacente a strutture
vasali ed apparentemente privi di qualsiasi implicazione infiammatoria. In tali infil-
trati erano assenti i linfociti B, le plasmacellule e gli elementi monocito/macrofagici;
essi apparivano costituiti in larga prevalenza da linfociti T e da un piccolo numero
di null cells. Tra i linfociti T la sottopopolazione BoT4 + (helper/inducer) era netta-
mente prevalente sulla sottopopolazione BoT8+ (suppressor/cytotoxic).

I rimanenti 30 casi mostravano aspetti istologici riconducibili ai tipici reperti di
nefrite interstiziale. Questi casi sono stati ulteriormente suddivisi in 2 categorie in
base al prevalente riscontro di infiltrati di cellule infiammatorie o di tessuto connet-
tivo (vedi tab. 2).

Nei 14 casi di nefrite interstiziale linfoplasmacellulare 1 monociti/macrofagi risul-
tavano assenti, gli elementi predominanti erano sempre i lifociti T con un rapporto
BoT4 +/BoT8 + nettamente a favore dei primi (fig. 1); un discreto numero di nuil
cells era pure presente (fig. 2). Erano, inoltre, costantemente rilevabili plasmacellule
secernenti le tre classi di immunoglobuline considerate e, in particolare IgA. Mate-
riale immunoreattivo per IgA era pure rilevabile, a volte in abbondante quantita,
nel lume di alcuni tubuli compresi nel processo flogistico. Solo in alcuni casi, carat-
terizzati da vasti infiltrati infilammatori, erano presenti linfociti B organizzati in
strutture similfollicolari.

Nei 16 casi di nefrite interstiziale sclerosante, rispetto alla classe precedente, si
notava la costante mancanza di linfociti B e la diminuzione del numero delle pla-
smacellule, in particolare di quelle secernenti IgM e IgG; in alcuni casi & stata notata
la presenza di IgG nello spazio di Bowman di rari glomeruli compresi nei focolai
sclerosanti. Si assisteva poi ad un aumento degli elementi BoT8 +, mentre sparsi
elementi linfocitari di tipo T e qualche rara null cell erano pure rilevabili nel paren-
chima renale circostante i focolai.
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In nessuno dei campioni esaminati ¢ stata rilevata la presenza di elementi granulo-
citari.

Per quanto riguarda i risultati ottenuti nell’evidenziazione dell’MHC II numerose
cellule interstiziali morfologicamente assimilabili a fibrociti fortemente positive sono
state evidenziate in tutti i campioni di rene esaminati. Tali cellule apparivano parti-
colarmente numerose nei focolai di sclerosi (fig. 3). La maggior parte degli elementi
inflammatori risultava pure positiva per MHC II. In solo 4 casi (1 con focolai infil-
trativi perivasali, 2 con nefrite interstiziale linfoplasmacellulare ed 1 con nefrite in-
terstiziale sclerosante) ¢ stata evidenziata una positivita delle cellule epiteliali di alcu-
ni tubuli.

DISCUSSIONE

Da lungo tempo, alla nefropatia infiammatoria interstiziale di pit frequente ri-
scontro nella specie bovina si da il nome di linfoplasmacellulare e gli infiltrati corti-
cali che "accompagnano vengono spesso definiti «rotondocellulari» o a «cellule mo-
nonucleate» a testimonianza di una reale difficoltd nell’identificazione della loro
vera natura. L’esame immunoistochimico si ¢ rivelato idoneo a questo proposito.
E stata, infatti, riscontrata una netta predominanza dei linfociti di tipo T mentre
rare sono risultate le plasmacellule anche se sembra interessante rimarcare che, tra
queste, le pill rappresentate appartengono alla classe secernente IgA. Nelle nefriti
interstiziali del bovino, pertanto, in accordo con ricerche analoghe effettuate in campo
umano (Stachura ef al., 1984; Boucher et a/., 1986; Muller ef al., 1992) e sperimen-
talmente nella cavia (Neilson ef al., 1980), appare particolarmente coinvolta la ri-
sposta immunitaria di tipo cellulo-mediato.

Cio6 non esclude, comunque, una compartecipazione di tipo umorale. Il frequente
riscontro di plasmacellule IgA secernenti ne € la prova, ma ¢ interessante ricordare
che alle IgA ¢ affidata in diversi organi una difesa immunitaria di tipo locale, dato
che potrebbe essere valido anche per il rene. Rarissime sono state le positivita riferi-
bili alla presenza di linfociti B. Questi, solo in qualche caso particolarmente grave,
tendevano ad organizzarsi in strutture similfollicolari all’interno degli infiltrati inter-
stiziali. B probabile che una reazione di tipo umorale con sviluppo di linfociti B
e plasmacellule abbia luogo nei linfonodi regionali e solo in casi estremamente gravi
questi elementi cellulari pervengano al rene e qui si strutturino a guisa di follicoli
linfatici.

Per cio che riguarda le sottopopolazioni linfocitarie di tipo T, predominante &
risultata quella BoT4+ in accordo con studi di altri Autori (Brunati et al., 1986;
Main ef al., 1992). E noto che i linfociti T4 helper/inducer necessitano per la loro
attivazione di un segnale proveniente da cellule presentanti I’antigene (APC) che
espongano in superficie "TMHC II. A questo proposito, nei campioni da noi esami-
nati, ¢ da rimarcare ’abbondanza di elementi BoT4+ in pressoché totale assenza
di cellule della serie monocito/macrofagica. Ma poiché un segnale MCH Il-ristretto
¢ comunque necessario, ¢ probabile che altri elementi cellulari siano in grado di
operare in questo senso attirando ed attivando la sottopopolazione linfocitaria BoT4 +.
Le cellule epiteliali del tubulo renale normalmente non esprimono ’'MHC II, ma
¢ noto che, in condizioni patologiche particolari, divengono in grado di esporre
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tale antigene sulla loro superficie (Willebrand et al., 1985 ; Wuthrich et al., 1989;
Jevnikar et al., 1990; Wuthrich et al., 1990; Rubin-Kelley et a/., 1991). Nel bovino,
questa capacitd ¢ stata da noi dimostrata in soli 4 campioni. Cid potrebbe essere
determinato, pitu che da una difficolta di evidenziazione del’MHC II tramite I’esa-
me immunoistochimico, da una sua limitata espressione nel tempo da parte delle
cellule del tubulo renale.

Altri elementi cellulari di rilievo nell’attivazione dei linfociti BoT4 + sono da ri-
cercarsi tra quelli che compongono D’architettura dell’interstizio renale. Qui, infatti,
risiedono elementi cellulari di tipo dendritico ben descritti da altri Autori (Lemley
et al., 1991) che, pur mancando deil markers tipici dei monociti/macrofagi, esprimo-
no sempre MHC II. Tali cellule sono state da noi evidenziate in ciascun campione
di rene esaminato ed unitamente alle cellule epiteliali dei tubuli renali potrebbero
giocare un ruolo assai importante nella patogenesi delle nefriti interstiziali. E infatti
possibile ipotizzare che antigeni, pur di natura diversa, muovano meccanismi pato-
genetici identici. Cosi, detti antigeni potrebbero venire captati dalle cellule del tubu-
lo renale ed, attraverso un segnale MHC 11+ dipendente, essere presentati alle cel-
lule immunocompetenti BoT4+ risiedenti o attirate nell’interstizio. A questo livello,
le cellule interstiziali MHC II+ ricevendo I’antigene direttamente dal torrente circo-
latorio o da cellule tubulari degradate potrebbero contribuire a mantenere e poten-
ziare ’azione dei linfociti BoT4 + . Non stupisce la diffusa positivita degli elementi
infiammatori dal momento che I’espressione di MHC II & presente, oltre che in
linfociti B, cellule interdigitate reticolari, macrofagi, cellule endoteliali e cellule den-
dritiche, anche nei linfociti T attivati.

La tipologia degli elementi infiammatori presenti, in scarso numero, nelle forme
di nefrite interstiziale sclerosante ricalca a grandi linee quella osservata nella forma
linfoplasmacellulare. Cid indirettamente conferma la derivazione delle forme sclero-
santi da primitive forme linfoplasmacellulari. Nelle forme sclerosanti, & da rimarca-
re Paumento dei linfociti BoT8 + (suppressor/cytotoxic) che in effetti hanno il
compito di sopprimere in modo specifico le risposte immunitarie (Roitt ef al. 1988).

Di dubbio significato patologico (Monaghan et al., 1986) appare il riscontro, pe-
raltro frequente, di infiltrati perivasali costituiti prevalentemente da elementi BoT4+.
Tali infiltrati potrebbero rappresentare un blando aspetto reattivo del sistema immu-
nitario nei confronti di antigene veicolato per via ematogena.

In conclusione, I'utilizzo di reagenti ¢ metodiche recentemente disponibili in ambi-
to veterinario ha permesso di prospettare alcune ipotesi patogenetiche nei riguardi
dei processi flogistici interstiziali renali del bovino. Numerosi aspetti di tali patolo-
gie andranno ulteriormente indagati in futuro quali ad esempio le relazioni tra le
lesioni renali e quelle di altri organi, la compartecipazioni dei linfonodi renali nei
meccanismi immunitari di pertinenza renale e, non ultimo per importanza, ’aspetto
eziologico.

Nella ricerca scientifica non esiste mai un traguardo finale, ma piuttosto tante
tappe dove P’arrivo non ¢€ altro che il punto di partenza per nuove, numerose escur-
sioni. Questo incessante cammino € il segreto per ottenere una lunga «giovinezza»
interiore. Questo & I’insegnamento del Maestro a cui dedichiamo il presente lavoro.
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Tabella 1 - Anticorpi primari utilizzati

Denominazione Specificita
IL-A 50 IgM (Linfociti B)
IL-A 26 BoT2 (Pan-T linfociti)
IL-A 42 BoT2 (Pan-T linfociti)
1IL-A 11 BoT4 (linfociti T helper-inducer)
IL-A 51 BoT8 (linfociti T suppressor-cytotoxic)
IL-A 29 Null cells
IL-A 46 Monociti-Macrofagi
IL-A 66 IgG,
IL-A 74 IeG,
IL-A 72 IgA

J 11 MHC classe II

Figura 1 - La maggior parte degli elementi infiammatori in un focolaio di nefrite
interstiziale linfoplasmacellulare risulta costituita da linfociti BoT4 + (helper/inducer).

Immunoperossidasi per BoT4, anticorpo IL-All, controcolorazione con Ematos-
silina.

Figura 2 - Sparse null cells fortemente positive sono riconoscibili nel contesto e
nell’area circostante di un piccolo focolaio infiltrativo.

Immunoperossidasi per null cells, anticorpo IL-A29, controcolorazione con Ema-
tossilina.

Figura 3 - Si osservano cellule interstiziali immuno-reattive, particolarmente nume-
rose in un focolaio di sclerosi.

Immunoperossidasi per MHC 11, anticorpo J11, controcolorazione con Ematos-
silina.
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RIASSUNTO

Il lavoro si riferisce all’esame di 43 campioni citologici prelevati da lesioni del
cavo orale nella specie canina ¢ pervenuti al servizio di citologia diagnostica dell’l-
stituto di Anatomia patologica e Patologia aviare di Milano. Si trattava di 33 neo-
plasie e 10 lesioni non neoplastiche. In 8 casi (18,6%) I’esame era definito «incon-
clusivo» a causa della scarsa cellularita dei campioni. Melanomi (10 casi ) e carcino-
mi (7 casi) erano i tumori piut frequentemente diagnosticati. Per le neoplasie non
erano mai diagnosticati falsi positivi.

Parole chiave: cane, citologia, cavo orale.

CANINE ORAL CYTOPATHOLOGY

SUMMARY

43 cytological samples , including 33 tumors and 10 non neoplastic lesions, taken
from oropharingeal cavity of dogs referred to the cytology service of the Istituto
di Anatomia Patologica veterinaria e Patologia aviare of Milan were studied. In
8 cases (18.6%), due to poor yield, samples were diagnosed as «inadequate». Mela-
nomas (10 cases) and carcinomas (7 cases) were the most common tumors diagnosed.

Key words: day, cytology, oral cavity.

PREMESSA

La stretta corrispondenza fra malattie del cavo orale e chiari disturbi funzionali
dell’alimentazione e/o della respirazione, rende queste patologie assai facilmente in-
dividuabili da parte dei proprietari di animali e quindi causa di visita. L’indagine
clinica ¢ piuttosto agevole e normalmente non necessita di sofisticati mezzi di inda-
gine strumentale.

Nella specie canina particolare attenzione deve essere rivolta all’esame del cavo
orofaringeo che risulta essere una delle sedi pit comuni di neoplasia con dati di
incidenza pari a 20,4/100mila soggetti per anno valutati negli Stati Uniti (Dorn et
al., 1968). In particolare, per quanto riguarda le neoplasie, le difficolta diagnostiche
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sono piuttosto comuni e infatti Head (1990) definisce «saggia precauzione» quella
di trattare le biopsie chirurgiche provenienti dal cavo orale in modo che sia posiibi-
le, oltre al classico esame istopatologico, I’indagine ultrastrutturale. Circa gli aspetti
citologici, indicazioni di massima possono essere desunte dalla consultazione dei
testi di oncologia e citologia veterinaria (Zinkl, 1987; MacWilliams, 1989; Tyler et
al., 1989), tuttavia al meglio delle nostre conoscenze non sono pubblicati studi cito-
logici su casistiche relative a patologie del cavo orale nella specie canina.
Scopo del presente lavoro ¢ percid valutare gli aspetti morfologici e diagnostici
relativi a campioni citologici prelevati da lesioni del cavo orale nel cane.

MATERIALI E METODI

Dal Gennaio 1990 al Gennaio 1993 sono pervenuti, al Servizio di citologia diagno-
stica dell’Istituto di Anatomia Patologica veterinaria e Patologia aviare della Facol-
td di Medicina Veterinaria di Milano, 95 campioni citologici prelevati da lesioni
del cavo orale. Di questi, 78 erano stati prelevati da cani, 14 da gatti ¢ 3 in altri
animali (1 colombo, 1 ghiro e 1 tartaruga).

Per questo studio sono stati utilizzati solo i campioni prelevati da soggetti di
specie canina per i quali fosse possibile verificare la diagnosi citologica. Tale verifica
¢ stata effettuata sulla base del controllo istologico, dei dati di follow-up ed & stata
ritenuta superflua quando I’associazione del reperto citologico e dei rilievi clinici
(es. esame citologico del linfonodo regionale positivo per metastasi, grave estensione
del processo neoplastico, reperti radiologici chiaramente indicativi, ecc...) erano chia-
ramente suggestivi di neoplasia.

I campioni citologici erano prelevati mediante biopsia per aspirazione con ago
sottile, scarificazione, spazzolamento o apposizione. Gli strisci approntati erano quindi
fissati all’aria e colorati con May-Griinwald Giemsa.

Gli esami istologici di controllo erano eseguiti su materiale fissato in formalina,
incluso in paraffina, sezionato al microtomo e colorato con Ematossilina-Eosina
(E.E.) secondo le usuali metodiche. In 2 casi era disponibile materiale fissato in
glutaraldeide al 2,5% utilizzato per studi ultrastrutturali.

I dati di follow-up erano relativi a visite di controllo, come pure erano raccolti
per mezzo di interviste telefoniche.

RISULTATI

Erano ritenuti idonei per essere inseriti in questo studio, 43 dei 78 campioni cito-
logici prelevati da patologie del cavo orale nella specie canina.

Negli altri 35 casi non ¢ stato possibile verificare la diagnosi citologica.

In 38 casi i campioni erano prelevati mediante biopsia per aspirazione con ago
sottile, 4 campioni erano prelevati per spazzolamento e 1 per apposizione.

In tabella 1 sono riportati sinteticamente, per ogni caso, la diagnosi clinica di
sospetto, il risultato dell’esame citologico, il dato istologico e di follow-up. In 25
casi (1-25) era disponibile la conferma istologica, in 9 casi (26-34) i dati di follow-up
consentivano di stabilire la correttezza della diagnosi citologica nella distinzione fra
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processi neoplastici e non, mentre in 9 casi (35-43) i particolari aspetti citologici
e clinici erano ritenuti sufficienti a ritenere adeguata la diagnosi.

Nel complesso si trattava di 33 neoplasie e 10 lesioni non neoplastiche.

Un sospetto diagnostico su base clinica era posto in 39 casi. In 36 di questi si
sospettava una neoplasia che non veniva confermata in 3 casi (8,3%), mentre erano
neoplastici 2 dei 3 campioni dei quali si sospettava una lesione di natura non tumorale.

L’esame macroscopico del campione risultava diagnostico nel caso n. 37 di calci-
nosis circumscripta. In questo caso I’aspetto «gessoso» del materiale strisciato era
assai caratteristico (fig. 1), per contro il quadro microscopico era caratterizzato dal-
la presenza di materiale di fondo amorfo e acellulare e, di per sé, non indicativo
di diagnosi.

In 8 casi (18,6%) I’esame microscopico del campione citologico era definito «in-
conclusivo» a causa della scarsa «cellularitd». In 6 di questi 8 casi era posta succes-
sivamente una diagnosi istologica di epulide (4 casi), fibroma duro e melanoma.
Negli altri 34 campioni, escludendo il gia citato caso di calcinosis circumscripta,
veniva posta diagnosi citologica di neoplasia in 25 casi (73,5%) e di lesione non
neoplastica in 9 casi.

Tra le neoplasie, i tumori pill frequentemente repertati erano i melanomi (9 casi
+ 1 sospetto), seguiti dai carcinomi (7 casi) che, in 4 casi, manifestavano aspetti
di metaplasia squamosa spesso accompagnata da flogosi purulenta secondaria (fig. 2).

Mai erano registrate diagnosi false positive nei 9 casi nei quali il prelievo citologi-
co era stato effettuato da lesioni non neoplastiche; per contro 4 delle 6 diagnosi
false negative per neoplasia (casi n. 2, 13, 14, 19, 23 e 25), controllate con esame
istologico, erano epulidi.

Nel caso n. 1 il sospetto citologico di melanoma (fig. 3) non era confermato
dall’esame istologico, suggestivo di tumore indifferenziato, ma bensi da quello ultra-
strutturale (fig. 4), mentre nel melanoma del caso n. 22, diagnosticato citologica-
mente come neoplasia indifferenziata, I’esame istologico era in grado di definire
meglio la diagnosi citologica.

Nel caso n. 24, la diagnosi citologica generica di «neoplasia a cellule rotonde»,
come indicato da Autori di lingua inglese (Duncan e Prasse, 1979), non era ulterior-
mente precisabile né con ’esame istologico, né con I’'indagine ultrastrutturale. Simile
¢ il caso n. 17 in cui il quadro istologico ha aggiunto ben poco alla diagnosi citologica.

Nei 3 casi di tumore osseo (1 maligno e 2 benigni) diagnosticati all’esame istologi-
co, il campione citologico era sempre sufficientemente cellulare per poter porre al-
meno una diagnosi di neoplasia connettivale.

CONCLUSIONI

L’esame citologico & considerato un utile complemento dell’esame clinico del cavo
orale (Tyler et al., 1989) e i nostri risultati, benché il reperto fosse inconclusivo
nel 18,6% dei casi, ne confermano ’efficacia. A ulteriore testimonianza di questa
affermazione ¢ il dato relativo al sospetto clinico che risultava infondato in 5 dei
39 casi (12,8%) nei quali era stato posto. In particolare sembra opportuno citare
il caso n. 29 in cui una diagnosi citologica di carcinoma & stata emessa laddove
il sospetto clinico deponeva per un processo infiammatorio. E noto che i carcinomi,
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in particolare quelli che manifestano metaplasia squamosa, hanno tendenza a cresci-
ta di tipo infiltrativo e sono frequentemente accompagnati da flogosi purulenta se-
condaria; da cio deriva la difficolta di diagnosi clinica e, di conseguenza, la necessi-
ta di eseguire I’esame citologico.

Il caso n. 37 di calcinosis circumscripta mette in luce come 1’esame macroscopico
del preparato sia importante e, non di rado, assai indicativo o diagnostico come
descritto per lipomi, mucocele e per lesioni similneoplastiche o neoplastiche benigne
ad abbondante contenuto di cheratina (Perman ef al., 1979).

Dei 6 campioni inconclusivi dei quali era disponibile un esame istologico di con-
trollo, il reperto di 4 epulidi ed 1 fibroma duro indica e riafferma come il prelievo
citologico non sempre sia coronato da successo, e quindi attendibile, in caso di
lesioni assai compatte e caratterizzate da abbondante presenza di connettivo (Zinkl,
1987). D’altro canto, nel caso dell’epulide, questa ha un aspetto macroscopico abba-
stanza caratteristico (Head, 1990) e percio il prelievo citologico potrebbe essere non
necessario o comunque indicativo anche nei casi definiti «inconclusivi» dall’esame
microscopico.

Una buona accuratezza diagnostica dell’esame citologico & stata ottenuta nei casi
di carcinoma come pure di melanoma. Per queste neoplasie assai comuni del cavo
orale (Todoroff e Brodey, 1979), anche sulla base della nostra casistica (18 su un
totale di 33 neoplasie), & riconosciuta una particolare malignitd quando si manifesta-
no in questa sede.

Per i melanomi va sottolineato che il dettaglio citologico permette, in alcuni casi,
I’evidenziazione di modeste quantita di pigmento melanico non identificabili all’esa-
me istologico. Questi aspetti non sono certo infrequenti in melanomi altamente sdif-
ferenziati, come nel caso n. 1, nel quale la diagnosi definitiva & stata ottenuta solo
per mezzo dell’indagine ultrastrutturale.

Del tutto eccezionale, trattandosi di neoformazioni con scarsa tendenza a cedere
un campione diagnostico, deve essere considerato il reperto citologico positivo regi-
strato in tutti e tre i casi di neoplasia ossea. In tali circostanze infatti il prelievo
citologico risulta non diagnostico a causa dello scarso numero di cellule prelevabili
da tale tipo di tessuto; cionondimeno I’esame citologico di patologie ossee & consi-
gliato da alcuni Autori che lo considerano un valido aiuto diagnostico (Perman
et al., 1979; Mahaffey, 1989).

Nei casi di neoplasia maligna, un esame citologico dei linfonodi regionali, anche
se non necessariamente aumentati di volume, & auspicabile sia al momento della
prima visita, cosi come nei controlli successivi. Questo & un dato fondamentale sia
ai fini prognostici che terapeutici. Inoltre un riscontro linfonodale positivo pud dare
peso ad un prelievo che, eseguito sullla neoplasia primaria, abbia dato esito dubbio.

Per quanto riguarda i processi infiammatori, rilievo di un certo interesse & che
non raramente (nella nostra casistica 3 su 5 casi nei quali era poi eseguito I’esame
istologico di controllo) vengono diagnosticati clinicamente come forme neoplastiche.
In questi casi un esame citologico negativo per neoplasia consiglia una terapia medi-
ca seguita, a distanza di tempo, da una ripetizione del prelievo citologico o da una
biopsia istologica.

In conclusione si pud dire che le numerose patologie del cavo orale del cane,
spesso di difficile definizione clinica, consigliano ’utilizzo dell’esame citologico co-
me un semplice, ma valido mezzo da utilizzarsi a complemento dell’iter diagnostico,
come indicatore prognostico e nel monitoraggio del paziente durante o dopo terapia.
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Tabella 1

Caso Sospetto clinico Esame citologico Esame istologico Follow-up
1 Neoplasia Sosp. melanoma Npl. indifferenziata
2 Neoplasia Inconclusivo Fibroma duro
3 Non posto Proc. inf. Proc. inf.
4 Neoplasia Melanoma Melanoma
5 Neoplasia Proc. inf. Proc. inf.
6 Neoplasia Carcinoma Carc. squamoso
7 Neoplasia Npl. connettivale
ben. (prob. ossea) Osteoma
8 Non posto Proc. inf. Proc. inf.
9 Neoplasia Mastocitoma Mastocitoma
10 Neoplasia Proc. inf. Proc. inf.
11 Proc. inf. Proc. inf. Proc. inf.
12 Neoplasia Carc. squamoso Carc. squamoso
13 Neoplasia Inconclusivo Epulide
14 Melanoma Inconclusivo Melanoma
15 Neoplasia Carc. squamoso Carc. squamoso
16 Neoplasia Npl. connettivale
mal. (prob. ossea) Osteosarcoma
17 Neoplasia Sarcoma Sarcoma indiff.
18 Non posto Proc. inf. Proc. inf.
19 Neoplasia Inconclusivo Epulide
20 Neoplasia Proc. inf. Proc. inf.
21 Ematoma Npl. connett. ben. Osteofibroma
22 Neoplasia Npl. mal. indiff. Melanoma amelanot.
23 Epulide Inconclusivo Epulide
24 RCT RCT RCT
25 Epulide Inconclusivo Epulide
26 Epulide Proc. inf. Non neoplasia
27 Neoplasia Carc. squamoso Neoplasia
28 Neoplasia Carcinoma Neoplasia
29 Proc. inf. Carcinoma Neoplasia
30 Neoplasia Sarcoma Neoplasia
31 Neoplasia Inconclusivo Neoplasia
32 Neoplasia Melanoma Neoplasia
33 Neoplasia Carc. squamoso Neoplasia
34 Neoplasia Inconclusivo Non neoplasia
35 Neoplasia Melanoma
36 Melanoma Melanoma
37 Non posto Calc. circumscripta
38 Mastocitoma Mastocitoma
39 Melanoma Melanoma
40 Melanoma Melanoma
41 Melanoma Melanoma
42 Neoplasia Melanoma
43 Melanoma Melanoma

LEGENDA: Sosp. =Sospetto; Npl=Neoplasia; Proc. inf.=Processo infiammatorio; Car = Carcinoma;
Ben. =Benigna; Mal.=Maligna; RCT=Tumore a cellule rotonde; Calc. = Calcinosis.
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Figura 1 - Calcinosis circumscripta. Striscio di materiale aspirato con caratteristico
aspetto «gessoso».

Figura 2 - Esame citologico di carcinoma squamoso. Accanto a cellule neoplastiche
¢ presente un certo numero di granulociti neutrofili (May-Griinwald Giemsa, 1000X)

Figura 3 - Esame citologico di melanoma amelanotico. Il prelievo & caratterizzato
da cellule assai voluminose (confrontare con le dimensioni degli eritrociti!), una
delle quali contiene alcuni minuti granuli di pigmento melanico (May-Griinwald Giem-
sa, 1000X).

Figura 4 - Immagine elettronmicroscopica del caso di fig.3. Porzione citoplasmatica
di cellula neoplastica in cui sono ben riconoscibili alcuni melanosomi di II stadio
(frecce) - Uranile acetato e piombo citrato, 12500X.
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RIASSUNTO

Ventitré conigli Ibridi Elco sono stati infettati sperimentalmente con 0,5 ml di
una sospensione al 10% di fegato di un animale morto spontaneamente di MEV;
4 sono stati posti a contatto degli animali infettati ed inoculati, in egual maniera,
con un placebo ed infine 8 animali, alloggiati in locali separati, fungevano da con-
trolli negativi. I prelievi d’organo e di sangue, effettuati ogni 4 ore, avevano lo
scopo di valutare la funzionalitd epatica ¢ le modificazioni istopatologiche.- Inoltre
sugli organi degli animali infettati si ¢ proceduto all’indagine immunoistochimica
utilizzando un anticorpo monoclonale (1H8) nei confronti del virus della MEV pro-
dotto nei laboratori di questo Istituto Zooprofilattico. I sintomi clinici e le lesioni
anatomo patologiche non sono state rilevabili fino alla 32* ora p.i., mentre si €
osservata positivitd immunoistochimica nel citoplasma delle cellule di Kupffer a par-
tire dalla 12% ora p.i. Una grave epatite necrotica era la conseguenza della seconda-
ria e massiva replicazione virale negli epatociti, cui seguiva la coagulazione intrava-
sale disseminata (CID), responsabile del tipico quadro emorragico della malattia.
Parallelamente gli enzimi epatici e i parametri della coagulazione risultavano modifi-
cati. La presenza del virus & stata osservata nelle cellule epiteliali dei tubuli renali
(immunoistochimica) e nelle urine (ELISA) degli animali deceduti spontaneamente.
I conigli di contatto hanno mostrato sintomatologia clinica a partire dalla 72 ora
p.i.; tre sono morti spontaneamente tra 76 e 120 ore p.i. ed un soggetto € guarito.

Parole chiave: lagomorfi, malattia emorragica virale (MEV), calicivirus.

VIRAL HAEMORRHAGIC DISEASE OF RABBITS (VHD):
A PATHOGENETIC STUDY UNDER EXPERIMENTAL CONDITIONS

SUMMARY

In order to study VHD pathogenesis, 23 white crossbred rabbits were inoculated
with 0.5 ml of 10% liver suspension of a VHD diseased animal. In addition, 8
rabbits were kept as negative controls and 4 were placed in contact with the infected
animals. Samples of infected blood and organs were taken every four hours in order
to check hepatic function, histological changes and immunohistochemical reactivity.
Eventhough symptoms, gross and microscopic lesions did not become evident until
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32 hrs. pi; immunohistochemical positivity was recorded from 12 hrs. pi in liver
Kupffer cells. Urine and kidney tubular cells became positive only in spontaneously
deceased animals. Hepatitis was the consequence of viral replication followed by
disseminated intravascular coagulation (DIC) related features. Hepatic enzymes we-
re modified together with coagulation parameters. Contacts rabbits showed clinical
symptoms starting from 72 hrs. pi; 3 of them died spontaneously between 76 and
120 hrs. pi, and one survived.

Key words: lagomorphs, viral haemorrhagic disease (VHD), calicivirus.

INTRODUZIONE

Nel 1986 vengono riportate in Italia le prime segnalazioni riguardanti alcuni casi
di una malattia emorragica ad insorgenza improvvisa e mortalita elevata, che colpi-
va i conigli adulti degli allevamenti rurali (Buonavoglia et al., 1988; Cancellotti
et al., 1988).

Questa sindrome ¢ stata descrifta per la prima volta in Cina nel 1984 e denomina-
ta Viral Haemorrhagic Disease (VHD) (Liu et al., 1984).

Ulteriori studi ne hanno dimostrato I’eziologia virale ed il virus & stato assimilato,
sulla base delle caratteristiche biochimiche, alla famiglia Caliciviridae (Ohlinger et
al., 1989; Capucci et al., 1990).

Di questa sindrome emorragica sono state studiate e dettagliatamente descritte
eziologia, sintomatologia clinica, lesioni antomo-patologiche e metodiche diagnosti-
che, mentre gli studi patogenetici esistenti si basano per lo piu su indagini retrospet-
tive e comparative con la medicina umana. Da questo ¢ scaturito Uinteresse ad ap-
profondire i meccanismi patogenetici che ne regolano il decorso.

A tal fine & stato impostato un Protocollo sperimentale che prevedeva I’infezione
di conigli recettivi, il loro sacrificio ad intervalli ravvicinati e prefissati per valutare,
in ciascun soggetto, ’esordio della sintomatologia clinica e I’insorgenza e 1’evoluzio-
ne delle lesioni anatomo-patologiche. Inoltre si & voluto valutare se gli enzimi epatici
e i parametri della coagulazione mostravano deviazioni rispetto alla norma, durante
il decorso della malattia, in relazione alla presenza del virus sia nel circolo ematico
sia nei parenchimi.

MATERIALI E METODI

Infezione sperimentale

Sono stati utilizzati 35 conigli ibridi commerciali Elco di 3 mesi, di entrambi
i sessi e del peso di circa 2,5 kg. Gli animali erano clinicamente sani ¢ sierologica-
mente negativi nei confronti del virus della MEV. Durante I’esperimento gli animali
sono stati alloggiati in gabbie singole, preventivamente pulite e disinfettate. L’inocu-
lo era costituito da porzioni di fegato di un coniglio deceduto per MEV, omogeneiz-
zato in PBS nel rapporto di 1:10, chiarificato per centrifugazione a 5.000 g per
20 minuti e conservato a —80°C, previa aggiunta di un egual volume di glicerolo.
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L’inoculo, contenente da 105 a 106 DL,/ml, & stato diluito 1:10 in PBS e filtrato
su filtri 0,2u. 23 conigli sono stati inoculati per via intramuscolare alla coscia destra
con 0,5 ml di questa sospensione. Aliri 4 soggetti, posti a contatto, sono stati inocu-
lati, in egual maniera, con una soluzione placebo di PBS. I controlli negativi erano
rappresentati da 8 conigli stabulati in locali separati da quelli infettati. Ogni 4 ore
¢ stata rilevata la temperatura corporea di ciascun animale e sono stati eseguiti
dei prelievi di sangue dalla vena marginale dell’orecchio, per I’esecuzione di analisi
ematochimiche riguardanti la funzionalita epatica, i parametri della coagulazione
e la velocitd di eritrosedimentazione (VES). I contatti sono stati controllati per gli
stessi parametri ematologici ogni 12 ore.

Sul siero di ciascun animale la presenza di anticorpi e di particelle virali ¢ stata
rilevata con tecnica immunoenzimatica. Inoltre ad intervalli regolari si ¢ proceduto
ai rilievi clinici ed anatomo-patologici. Il primo coniglio & stato sacrificato, incruen-
temente, 8 ore post infezione (p.i.), mentre i successivi sono stati sacrificati ogni 4 ore.

Parametri ematologici

L’indice di funzionalitd epatica prendeva in considerazione i valori enzimatici di:
colinesterasi (CHE), analizzata secondo la metodica di Elmann (1961), aspartato
aminotransferasi (AST) e alanintransferasi (ALT) secondo !'International Federa-
tion of Clinical Chemistry (IFCC) (Bergmayer et al., 1977; Bergmayer and Hoeder,
1980); gammaglutamil transferasi (GGT) secondo Szasz (1969) e lattico deidrogenasi
(LDH) in accordo con DGKC (Anon., 1970) ed eseguita in automatico su Hitachi
737 a 37°C. 1 parametri della coagulazione erano condotti, per il conteggio delle
piastrine, su coulter staker (Kontron), per il fibrinogeno su A.C.L. (I.L. SPA, Mila-
no), il tempo di protombina su A.C.L. e per la velocita di eritrosedimentazione
(VES) su Vesmatic (Biesse spa - Monteriggioni-Siena). Le analisi ematochimiche so-
no state eseguite dal laboratorio di chimica clinica dell’Ospedale S. Raffaele di Milano.

In letteratura sono riportati i valori ematici fisiologici del coniglio per ciascuna
razza allevata (Kozma et al., 1974). Ciononostante, prima di iniziare I’esperimento,
il sangue di 16 ibridi Elco provenienti dallo stesso allevamento degli animali in espe-
rimento e degli 8 conigli utilizzati come controllo negativo ¢ stato analizzato con
il fine di disporre di un ulteriore riferimento di normalitd per i parametri ematici
considerati.

I risultati sono stati elaborati statisticamente attraverso 1’analisi non parametrica
della varianza (Kruska-Wallis test S.A.S. procedure- Barr et al., 1979), comparando
gli animali infettati e i controlli prima e dopo la comparsa delle manifestazioni cliniche.

Ricerche sierologiche e virologiche

Le analisi virologiche su estratti d’organo sono state eseguite mediante un ELISA
sandwich (Capucci et al., 1991) che utilizzava un siero iperimmune di coniglio anti-
MEYV adsorbito alla fase solida come catcher e le IgG purificate dallo stesso siero
e marcate con la perossidasi quale tracer immunoenzimatico. Per la ricerca degli
anticorpi anti-MEV nel siero veniva utilizzata di base la stessa reazione (Capucci
et al., 1991). Sulla piastra Elisa sensibilizzata con il siero iperimmune venivano alle-
stite una serie di diluizioni del siero in esame a cui si aggiungeva di seguito una
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quantita di virus fissa e pre-titolata. Dopo un’ora di incubazione e il successivo
lavaggio si utilizzavano le IgG anti-MEV coniugate alla perossidasi per misurare
la quantita di virus residuo legato alla fase solida. Il titolo del siero corrisponde
alla diluizione dello stesso che inibisce del 50% il valore di O.D. 492 del siero nega-
tivo di controllo. Titoli uguali o superiori a 1:10 venivano considerati positivi.

Rilievi clinici e anatomo patologici

La temperatura ed i sintomi clinici sono stati registrati ogni 4 ore per ciascun
coniglio in esperimento. Tutti i soggetti deceduti spontaneamente o sacrificati sono
stati sottoposti a necroscopia.

Ricerche istologiche e immunoistochimiche

Campioni di polmone, trachea, cuore, fegato, milza, muscolo scheletrico, encefa-
lo e rene sono stati raccolti durante la necroscopia e fissati in formalina tamponata
al 10%.

Dopo fissazione i campioni erano riasciacquati in acqua corrente, disidratati in
alcool etilico, inclusi in paraffina, tagliati a 4y e colorati con ematossilina-eosina
(E.E.) e Alcian blue-PAS (pH 2,5). La ricerca dell’antigene in situ nei parenchimi
processati & stata condotta con la tecnica dell’immunoperossidasi diretta utilizzando
un anticorpo monoclonale (1H8) prodotto nei laboratori dell’Istituto Zooprofilatti-
co di Brescia, coniugato con perossidasi (Johnstone and Thorpe, 1987) ed impiegato
alla diluizione di 1:400.

RISULTATI

Pur avendo stabilito di sacrificare un soggetto ogni 4 ore p.i., il rapido decorso
della malattia, come osservato nei casi naturali, portd a morte spontaneamente 8
conigli. Pertanto il protocollo di lavoro é risultato leggermente modificato (Tab.
I eIl fig. 1).

Sintomi clinici e lesioni anatomo-patologiche

I sintomi clinici sono stati quasi assenti fino a 28 ore p.i., in seguito gli animali
apparivano leggermente depressi e starnutivano continuamente, A 32 ore p.i. il coni-
glio n. 17 ha mostrato sintomi eccitativi ed ¢ morto in pochi minuti. Da 32 ore
a 48 p.i. altri 5 conigli sono morti spontaneamente con sintomi nervosi quali: scuoti-
mento della testa, movimenti di maneggio, grave depressione del sensorio. Attacchi
convulsivi precedevano solitamente la morte improvvisa (Tab. I). Da 48 a 68 ore
p.i. la sintomatologia nervosa era chiaramente manifesta. Costanti erano la polidip-
sia, I’anoressia e I’anuria. Nel nostro esperimento solo in 2 animali si ¢ osservato
scolo nasale emorragico e schiumoso. L’ipertermia & stata registrata la prima volta
a partire dalla 20% ora p.i. nel coniglio n. 4 che, venuto successivamente a morte,
ha mostrato alla necroscopia unicamente intensificazione del disegno perilobulare
epatico. Le lesioni anatomo patologiche conclamate e tipiche, come quelle che si
presentano nei casi naturali, si sono osservate a partire dalla 322 ora p.i. Interessa-
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vano diversi organi ed erano caratterizzate da disturbi circolatori e aspetti degenera-
tivi (Tab. I). La trachea era fortemente iperemica, il polmone ed il rene presentava-
no emorragie da puntiformi a petecchiali. La milza era costantemente congesta.
Il fegato era di aspetto variegato e di colore giallo brunastro, fragile e degenerato;
la vescica era sempre distesa e lo stomaco ripieno di cibo.

La capacita coagulante del sangue era costanemente diminuita. Anche nei contatti
si sono osservati sintomi nervosi a partire dalla 72% ora p.i. Tre di questi sono
morti spontaneamente tra la 76* e 120* ora p.i. L’ultimo, che avevamo contrasse-
gnato con il nome Roger, corrispondente al coniglio C della Tab. III, intorno a
120 ore p.i. ha fatto registrare un rialzo termico, profonda depressione del sensorio,
tremori, marcato ittero, anoressia. Sorprendentemente a 160 ore p.i. le sue condizio-
ni cliniche sono migliorate sensibilmente e in due giorni & guarito completamente.

Rilievi ematologici

I risultati di quest’indagine sono riportati nelle Tab. II e III. 36 ore p.i. AST,
ALT e LDH erano considerevolmente alterati. Il valore delle piastrine & diminuito
a partire dalla 20* ora p.i., mentre il valore del fibrinogeno ¢ diminuito solo in
3 conigli e ¢ aumentato in 12 (Tab. III). La VES si ¢ mantenuta entro parametri
normali (Kozma et al., 1974) e le GGT si sono modificate a partire dalla 44? ora
p.i. Il tempo di coagulazione si & prolungato a partire dalla 20 ora p.i.; in alcuni
casi il suo valore era cosi elevato da non essere misurabile.

Tra i contatti solo un coniglio (A) presentava alterazioni dei parametri ematici
(Tab. III).

Risultati virologici e sierologici

I risultati di quest’indagine sono riportati nelle Tab. III e IV.

A 20 ore p.i. I'estratto di fegato ¢ risultato positivo per la presenza di virus MEV,
mentre la sua presenza in circolo & stata osservata dalla 362 ora p.i. Da questo
momento in poi in tutti i successivi campioni di siero, prelevati negli altri animali
in esperimento, ¢ stata confermata la viremia. Bassi titoli anticorpali sono stati ri-
trovati dopo la 60? ora p.i. in due animali (Tab. IV),

Le feci e lo scolo nasale sono sempre risultati negativi per la ricerca del virus,
mentre a partire dalla 40° ora questo ¢ sempre stato ritrovato nelle urine dei conigli
sacrificati.

Risultati istopatologici e immunoistochimici

Da 16 a 28 ore p.i. le lesioni microscopiche erano prevalentemente caratterizzate
da degenerazione idropica degli epatociti a partire dalla periferia del lobulo epatico,
da modica iperemia di polmoni, milza ¢ cuore (Tab. V). Nelle ore successive, nel
fegato si sono osservati piccoli foci di infiltrazione leucocitaria, alcuni epatociti con
degenerazione jalina ed altri necrotici. Frequentemente, nelle aree adiacenti la necro-
si, la parete dei capillari sinusoidali scompariva e gli epatociti si affacciavano liberi
nel loro lume. Nella milza era presente deplezione dei follicoli linfatici. L’iperemia
del polmone, della trachea ¢ della milza era intensissima. Nei capillari di tutti gli
organi, ma pilt intensamente nel polmone, si osservavano piccoli trombi fibrinosi,
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come avviene nella coagulazione intravasale disseminata (CID). Nell’encefalo non
sono state osservate lesioni significative, se non rari aspetti di neuronofagia.

Negli animali venuti a morte spontaneamente si ¢ osservato il ripetersi dei quadri
istologici sopra descritti e riportati anche nei casi spontanei. La PAS positivita nel
fegato & scomparsa precocemente a partire dalla periferia del lobulo, in relazione
alla sofferenza epatocitaria, mentre i trombi jalini nei capillari risultano fortemente
PAS positivi.

Allimmunoperossidasi le cellule di Kupffer sono risultate positive a partire dalla
122 ora p.i. L’anticorpo monoclonale 1H8 marcava nel citoplasma delle cellule in-
fette piccoli vacuoli bruni di aspetto granulare. La positivita delle cellule di Kupffer
si & intensificata a 20 ore p.i. (Tab. V e Fig. 2). A 24 ore p.i. alcuni epatociti
sono divenuti positivi al’immuno istochimica. Nelle ore successive questo segnale
si & intensificato negli epatociti, mentre ¢ diminuito, fino a scomparire, nelle cellule
di Kupffer. A 40 ore p.i., la maggior parte degli epatociti era necrotica ed intensa-
mente positiva (Fig. 3). L’intensita della reazione all’immunoperossidasi ¢ correlata
alla gravita della lesione epatocitaria. A 44 ore p.i. nel citoplasma delle cellule tubu-
lari renali & stata osservata una modesta positivita (Tab. V). In nessun altro organo
si & notata positivita immunoistochimica. Nei contatti venuti a morte spontaneamen-
te si & ulteriormente osservata positivita all’immunoperossidasi nel fegato e nel rene.

Tutte le indagini condotte in parallelo sui conigli utilizzati come controlli hanno
dato esito negativo.

DISCUSSIONE

La malattia & stata riprodotta in tutti gli animali inoculati, come confermato dalla
presenza del virus nel sangue e negli organi esaminati. Nonostante i conigli utilizzati
nell’esperimento fossero rappresentativi di un gruppo omogeneo (uguale razza, eta,
peso, condizioni di stabulazione, tipo e quantita di inoculo) i risultati hanno mostra-
to una variabilita nell’evoluzione della malattia, strettamente correlata alla suscetti-
bilita individuale.

Nella nostra prova sperimentale 8 animali sono venuti a morte spontanecamente,
per lo piu intorno alla 48? ora p.i., cosl come avviene in condizioni di campo in
animali recettivi di 3 mesi di etd. Il decorso della MEV si esaurisce in brevissimo
tempo, tant’é che le segnalazioni dei primi focolai segnalati in letteratura (Liu et
al. 1984; Buonavoglia et al., 1988) hanno descritto questa malattia come una pato-
logia emorragica a carattere iperacuto.

La comparsa di una positivitd immunoistochimica nel citoplasma delle cellule di-
Kupffer a 12 ore p.i., in assenza di evidenti lesioni istologiche concomitanti, depone
per una clearance epatica del virus. Presumibilmente durante le fasi iniziali dell’infe-
zione virale, le cellule di Kupffer, al pari di altri tipi di macrofagi, fagocitano le
particelle virali presenti in circolo in seguito ad una prima inapparente replicazione
virale. Tra la 12® e la 24® ora il virus, ormai stipato nelle Kupffer, potrebbe rag-
giungere gli epatociti attraverso un meccanismo di «transfer passivo» (Mims, 1987)
ed iniziare in quest’ultima sede un’attiva replicazione. Infatti, uno stato di manife-
sta viremia ¢ stato dimostrato con il metodo ELISA solo alla 32?2 ora p.i., quando
il virus si & ormai massivamente replicato nel fegato e I'immunoperossidasi ne ha
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evidenziato la presenza con una marcata positivita epatocitaria. Inoltre la presenza
del virus nelle cellule di Kupffer precede di circa 12 ore quella negli epatociti. Istolo-
gicamente, in questo momento, si assiste alla scomparsa della maggior parte delle
cellule di Kupffer precedentemente infette.

Nel fegato la replicazione virale causa un’epatite necrotica. La grave necrosi cellu-
lare stimola il rilascio di mediatori chimici, del tipo tromboplastina, che agiscono
come fattori della coagulazione (Fig. 4). Questi fattori tromboplastinici potrebbero
essere gli attivatori della coagulazione intravasale disseminata (CID), che insorge
ogni qualvolta nell’organismo si instaura una lesione violenta, estesa ed ampiamente
necrotica. La CID & caratterizzata da depositi di fibrina nel microcircolo (capillari)
con secondaria formazione di trombi, cui segue una fibrinolisi che causa emorragie
(Fig. 4) (Morfini et al., 1981). Tutto cid si esprime nella MEV con il ben noto
quadro emorragico.

Nel nostro materiale di studio & stato osservato, come da parte di altri Autori
(Marcato et al., 1988), la presenza di microtrombi nei capillari di molti organi solo
a partire dalla 32% ora p.i. Il guadro emorragico era ugualmente imponente sia
negli animali che hanno fatto registrare una diminuzione del fibrinogeno, sia in
quelli con basso numero di piastrine, sia ancora in quelli con aumentato valore
del fibrinogeno. Questi risultati contrastanti sembrano essere dovuti alla fibrinolisi
secondaria dei microtrombi che da origine a una gran quantitd di prodotti della
degradazione del fibrinogeno (PDF), analiticamente indistinguibili dal fibrinogeno
stesso (Godal et al., 1984).

Al contrario la VES non ha subito variazioni in alcun animale. Questo dato ¢
in perfetto accordo con la natura virale dell’infezione e con i modesti segni infiam-
matori della malattia. Per quanto concerne i valori di AST, ALT e LDH, questi
rimangono entro i limiti d’accettabilitd fintanto che la necrosi non ¢ massiva (Fig.
1). Questo fenomeno & spiegato dall’aumento, in un primo momento, solo degli
enzimi mitocondriali, che raggiungono una concentrazione svelabile a livello di cir-
colo periferico solo alla morte della cellula.

Le urine degli animali venuti a morte spontaneamente sono risultate positive per
la ricerca del virus in ELISA. In parallelo anche I'immunoistochimica ha rilevato
segnali positivi nelle cellule dei tubuli renali. La presenza virale nel rene ¢ nell’urina
sembra essere pertanto secondaria alla viremia (Tab. IV) e va intesa come la conse-
guenza della alterata clearance renale.

Dai nostri risultati emerge che la patogenesi della MEV segue schematicamente due
tipi di possibili evoluzioni. Il primo & caratterizzato da una rapida moltiplicazione
virale, con massiccia necrosi epatica seguita dall’immediato instaurarsi deila CID, che
sembra essere diretta responsabile sia del quadro emorragico, sia della rapida morte
degli animali. 1l secondo ¢ caratterizzato da una piu lenta replicazione virale seguita
da necrosi epatiche focali. Questa seconda forma, pit lenta, consente !’attivazione
del sistema immunitario, seguita dalla risposta anticorpale e pertanto pud essere com-
patibile con la sopravvivenza. Questo meccanismo patogenetico alternativo permette
la guarigione dei soggetti pill resistenti, come abbiamo osservato nel nostro esperi-
mento per il coniglio «Roger» e come avrebbe potuto verificarsi per i conigli n. 21
e 22 che hanno prodotto anticorpi a 64 e 68 ore p.i., se non fossero stati sacrificati
secondo il protocollo sperimentale. Anche negli episodi spontanei di MEV si ¢ assi-
stito, se pur raramente, alla guarigione della malattia in alcuni soggetti.

99



In conclusione, il nostro studio conferma che la MEV ¢ una malattia molto conta-
giosa e letale (solo un contatto ¢ sopravvissuto), la cui evoluzione e prognosi dipen-
dono, in gran parte, dall’estensione delle lesioni epatiche. La gravita del danno epa-
tico & ben valutabile attraverso il dosaggio degli enzimi corrispondenti (AST, ALT
e LDH) nel sangue periferico.

In accordo con P'opinione di Marcato et al. (1988) e House et al. (1990), sulla
base dei risultati ottenuti, riteniamo che la MEYV sia da considerare una grave forma
di epatite necrotica piu che una semplice sindrome emorragica.
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Tabella 1V - Risultati dei controlli sierologici e virologici.

Coniglio Presenza Antigene Titolo
N°© Ore p.i.  Scolo nasale Feci Urine  Bstratto epatico  Siero  Anticorpale
1 8 — — — — — —
2 12 — — — — — —
3 16 — — — — — —
4 20 — — — + — —
5 24 — — — + — —
6 28 — — — + — —
7 32 — — — + + —
17% 32 o — — + + —
8 36 — — — + + —
13* 36 — — + + + —
9 40 — — + + + —
10 44 — — + + + —
23% 44 — — + + + —
11 48 — — — + + —
15% 48 — — — + + —
19* 48 — — + + + —
20%* 48 — — + + + —
18%* 52 — — + + + —_—
12 56 — — + + + —
14 60 —_ — — + + —
16* 60 — — + + + —
21 64 — — — + + 1:10
22 68 — — — + + 1:20

* Venuto spontaneamente a morte.
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Tabella V: Risultati istologici ed immunoistochimici dei conigli infettati.

Coniglio Ore Istologia Immunoistochimica
N° pi. Fegato  Milza Rene CID  Kupffer Epatociti Cell. renali
1 8 — — — — — — —
2 12 — —_ — — =+ — —
3 16 + — — — — — —
4 20 ++ @ — — — + + —
5 24 ++ — — — + + —
6 28 + + — — — + + —
7 32 + + — — — + + —
17* 32 +++ 4+ + + + — + +
8 36 ++ + + + — —_ + —
13* 36 +++ + + + + + — + +
9 40 +++ ++ + + + — + —
10 4 + ++ + +/4+ + + —_— + +
23% 4 +++ ++ + + + — + +
11 48 +++ ++ + + + — + —
15% 48 +++ ++ + + + — + —
19* 48 4+ + + + + + + + - + +
20% 48 ++4+ ++ + -+ + — + +
18% 52 ++4+ ++ + + + — + —_
12 56 +++ + + + — + +
14 60 ++ + + + + — + +
16* 60 +++ ++ + + + — + +
21 64  +++ + + + — + +
22 68 + + + + + + + + e + +

* Venuto spontaneamente a morte

ISTOLOGIA:

Fegato: + Attivazione SRE; + + Piccoli focolai degenerativi e/o necrotici; + + + Necrosi estesa

Milza: + deplezione linfoide; + + Deplezione linfoide e congestione

Rene: + Degenerazione idropica dell’epitelio tubulare; + + Gravi lesioni tubulari e glomerulari
Sistema circolatorio (CID): + Presenza di trombi ialini
IMMUNOISTOCHIMICA:

+ Reazione positiva

+ Reazione scarsamente positiva
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Figura 1 - Risultati ematologici dei conigli infettati.
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Figura 2 - Fegato immunoperossidasi. Cellule di Kupffer positive a 12h p.i. Forte in-
grandimento.

Figura 3 - Fegato immunoperossidasi. Intensa e diffusa positivitd citoplasmatica in epa-
tociti necrobiotici. Medio ingrandimento.
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RIASSUNTO

L’autore presenta una rassegna sugli aspetti anatomoistopatologici, elettronmicro-
scopici ed immunoistologici della malattia emorragica virale (MEV) del coniglio e
della sindrome della lepre bruna europea (SLBE).

I meccanismi patogenetici e le caratteristiche che interessano la patologia compa-
rata vengono delineati assieme agli elementi diagnostici differenziali. Le due malat-
tie (complesso MEV-SLBE, epatite necrotica infettiva dei Leporidi) esibiscono lesio-
ni simili ed in Europa i virologi hanno identificato gli agenti causali rispettivi come
calicivirus.

Lo studio istologico ed ultrastrutturale delle alterazioni epatiche ha consentito
fin dal 1988 all’autore e ai suoi collaboratori di definire tali malattic come autenti-
che epatiti virali. Infatti nel complesso MEV-SLBE si puo riconoscere un’infezione
virale che causa primitivamente necrosi ed infiammazione del fegato e secondaria-
mente emorragie ¢ coagulazione intravascolare disseminata. In rapporto ai sintomi,
alle lesioni e alla modalitd di trasmissione (oro-fecale), le due malattie esibiscono
forti somiglianze con la forma fulminante della epatite umana virale non A-non
B ed in particolare con I’epatite iperacuta (epatite E) sostenuta da un calicivirus.
Finora non si conoscono pubblicazioni sul potenziale zoonosico delle epatiti da cali-
civirus dei Leporidi. Tuttavia & stato recentemente dimostrato il ruolo potenziale
degli animali nella diffusione del calicivirus dell’epatite E umana. Di conseguenza
& possibile prospettare la necessita e 'importanza di ulteriori ricerche comparative.

Parole chiave: malattia emorragica virale, epatite virale, coniglio, lepre.

MORPHOLOGIC, PATHOGENETIC AND COMPARATIVE ASPECTS
OF THE INFECTIOUS NECROTIC HEPATITIS OF LEPORIDAE
(VHD-EBHS COMPLEX).

A REVIEW

SUMMARY

The author reviews anatomo-histopathological, electronmicroscopical and immu-
nohistochemical aspects of rabbit viral haemorrhagic disease (VHD) and European
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brown hare syndrome (EBHS). Pathogenetic mechanisms and comparative features
are outlined together with differential diagnostic elements. The two diseases (VHD-
EBHS complex, infectious necrotic hepatitis of Leporidae) have similar pathological
lesions and in Europe virologists have identified the causal agents as caliciviruses.
Histopathologic and ultrastructural morphology of the liver alterations have led the
author and his collaborators to define these diseases as true viral hepatitis since
1988. In fact the VHD-EBHS complex has been recognized as a viral infection that
produces primarily necrosis and inflammation of the liver and secondarily bleeding
and disseminated intravascular coagulation. With regard to clinical symptoms, pa-
thological lesions and mode of transmission (foecal-oral route), the two disease enti-
ties share remarkable resemblance to the fulminating form of human viral non-A
non-B hepatitis, and in particular to hyperacute hepatitis (hepatitis E) caused by
a calicivirus. No report about zoonotic potential of caliciviral hepatitis of Leporidae
have been published up to now. However the potential role of animals in spreading
the caliciviruses of human hepatitis E has recently been demonstrated. This raises
the importance of further comparative researches.

Key words: viral haemorrhagic disease, viral hepatitis, rabbit, hare.

INTRODUZIONE

Quando nel 1988, per la prima volta, la «Malattia emorragica virale» (VHD)
del coniglio fu interpretata sulla base di studi morfologici, istologici ed elettronmi-
croscopici, come un’epatite virale e fu definita «Epatite necrotica infettiva» (Marca-
to et al., 1988), si manifestarono alcune perplessita. Qualcuno temette che il diffon-
dersi della notizia che milioni di conigli venivano distrutti in diversi Continenti da
un’epatite virale, simile a quelle fulminanti dell’'uomo (epatiti B ed E), suscitasse
un negativo allarmismo nel mercato.

Tuttavia, negli anni seguenti, quella definizione nosologica, estesa tale quale un
anno dopo (1989) dagli stessi Autori anche alla ¢.d. «Sindrome della lepre bruna
europea» (EBHS), ha ottenuto ripetuti consensi (Boujon et al., 1989; Gregg e Hou-
se, 1989; Nowotny et al., 1989; Morisse et al., 1990; Peeters, 1990; Ohlinger e Thiel,
1991; Erber et al., 1991; Xianpu et al., 1991 — per la VHD del coniglio —. Henrik-
sen et al., 1989; Chasey e Duff, 1989; Eskens e Volmer, 1989; Gavier-Widén e
Morner, 1989 e 1991; Whitwell, 1991 — per la EBHS —). Si aggiunga che I’organiz-
zatore-coordinatore per conto dell’OIE (Office International des Epizooties) del re-
centissimo volume di ricerche internazionali sulla VHD e sulla EBHS (Rev. Sci.
Tech. Off. Int. Epiz., vol. 10, n. 2, giugno 1991) ha sancito la validita della defini-
zione di «Epatite necrotica infettiva» nel lavoro introduttivo del suddetto volume
(Morisse et al., 1991). Inoltre, valorizzando I’accostamento del complesso VHD-
EBHS alle epatiti umane non A-non B proposto da Marcato et al. (1988 e 1989),
alcuni Autori hanno successivamente esteso le considerazioni comparative anche ad
altre epatiti virali umane (epatite A, B e D).

In conclusione sono le epatiti fulminanti (epatite B, sostenuta da un virus DNA
del gruppo hepadnavirus, e una forma di epatite non A-non B, I’epatite E attribuita
a un virus RNA del gruppo calicivirus) quelle che esibiscono pitt forti somiglianze
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con 1’«Epatite necrotica infettiva» dei Leporidi. E compresa negli aspetti somiglianti
anche la crisi secondaria dei fattori della coagulazione, responsabile della sindrome
emorragica, da considerare secondaria ¢ non patognomonica (Morisse et al., 1991;
Ohlinger e Thiel, 1991; Gavier-Widén e Morner, 1991; Gregg et al., 1991; Gong
e Ji, 1991; Xianpu et al., 1991) e pertanto ininfluente agli effetti della denominazio-
ne della malattia. Infatti i conigli soppressi poco prima dell’exitus non mostrano
di solito lesioni emorragiche (Gregg et al., 1991).

I QUADRI PATOLOGICI E LA LORO INTERPRETAZIONE DIFFERENZIALE

La VHD puo essere classificata in due forme cliniche, peracuta ed acuta (Yunkun
et al., 1991). Nella prima i conigli muoiono all’improvviso senza segni di malattia,
nella forma acuta manifestano depressione, anoressia, polipnea e turbe nervose.

Nel coniglio morto le narici sono spesso imbrattate di sangue. La necroscopia
rivela che le lesioni pill gravi e caratteristiche sono quelle del fegato, della trachea
e dei polmoni. Il fegato ha consistenza attenuata, colore pallido giallognolo o gri-
giastro, disegno lobulare evidente e talvolta una superficie finemente granulosa (fig.
1). La trachea mostra un forte arrossamento iperemico della mucosa e contiene
abbondante liquido schiumoso, mentre i polmoni mostrano congestione ed edema
con emorragie multifocali fino a 1 cm o piu di diametro (fig. 2). Queste lesioni
sono accompagnate da scarsa coagulabilita del sangue, emorragie petecchiali in qua-
si tutti gli organi, talvolta splenomegalia e ittero, gastrite catarrale con erosioni,
tumefazione iperplastica ed emorragie nei linfonodi mesenterici ¢ nel sacculus rotun-
dus, scoloramento opaco dei reni. Congestione ed emorragie sono presenti anche
nei testicoli e nell’utero e nelle femmine gravide si possono trovare feti morti (Yun-
kun et al., 1991).

I reperti macroscopici del fegato non rivelano chiaramente il grave substrato
necrotico-flogistico, ma esprimono soltanto alterazioni regressive diffuse di signifi-
cato generico («epatodistrofia»), ed acquistano un certo valore diagnostico soprat-
tutto in abbinamento con i reperti iperemico-emorragici della trachea e dei polmoni.
D’altra parte le piu note lesioni necrotico-infiammatorie del fegato nel coniglio si -
esprimono di regola con focolai nodulari (malattia di Tyzzer, salmonellosi, pasteu-
rellosi, listeriosi, colibacillosi, tularemia, toxoplasmosi, clamidiosi, tubercolosi, pseu-
dotubercolosi) (Marcato e Rosmini, 1986). Le lesioni macroscopiche epatiche della
epatite necrotica infettiva sono invece molto pil simili a quelle della epatodistrofia
tossica acuta a piccoli focolai necrotici interconnessi, translobulari, che compongo-
no un vago disegno retiforme.

Istologicamente la necrosi multifocale del fegato appare accompagnata da una
essudazione leucocitaria prevalentemente periportale (fig. 3), da moderata a lieve
a insignificante, costituita da linfociti e granulociti. Questi ultimi sono presenti esclu-
sivamente nei focolai necrotici. Numerosi epatociti, singolarmente o a gruppi, pre-
valentemente alla periferia dei lobuli, appaiono ipercolorati ¢ «coagulati» (fig. 4)
oppure in lisi con rigonfiamento e rarefazione del citoplasma (fig. 5). I nuclei epato-
citari presentano cariopicnosi o cariolisi. Oltre a questi aspetti particolari della ne-
crosi cellulare, € caratteristica, nella visione d’insieme, una certa disuguaglianza de-
gli epatociti (anisomorfismo). Si osservano «corpi acidofili» derivati da epatociti
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in necrosi coagulativa coartati e globosi (corpi di Councilman) ed epatociti iperaci-
dofili coartati a profilo romboidale. Non mancano alterazioni degenerative epatoci-
tarie di tipo idropico-vacuolare e steatosico, depositi intraepatocitari di pigmento
biliare, di ferro (reazione di Perls) e talvolta di granuli basofili di calcio svelabili
dal Rosso Alizarina. Singoli epatociti possono manifestare megalocitosi, nuclei dop-
pi, rigonfiamento del nucleo con marginazione della cromatina nucleare. Non di
rado i sinusoidi appaiono qua e la occlusi da microtrombi (fig. 5). Cellule giganti
multinucelate di derivazione epatocitaria si osservano occasionalmente in cricoscritte
zone del fegato leso (fig. 6).

Per le lesioni istologiche degli altri organi si rimanda alla tabella 1. Oltre alle
lesioni registrate nella suddetta tabella, altri Autori talvolta segnalano: glomerulone-
frite membranosa, glomerulonefrosi ialina con lesioni endoteliali (Erber et al., 1991),
encefalomielite non purulenta (con occasionali inclusi acidofili citoplasmatici nei neu-
roni e nelle cellule gliali), gastrite, necrosi della corteccia surrenale, congestione ed
emorragia endometriale, degenerazione delle cellule esocrine ed endocrine del pan-
creas, necrosi a focolai della mucosa della cistifellea, bronchiolo-alveolite essudativa
(Xu e Chen, 1989), iperplasia del BALT (Erber et al., 1991), distruzione dei linfociti
T nella milza e nei linfonodi con linfocitopenia ematica (Huang, 1991), microinfarti
del miocardio e infarti estesi dei reni e della milza, grave necrosi segmentale con
successiva atrofia delle cripte e dei villi dell’intestino tenue (Gregg e House, 1989).
Gregg et al. (1991) segnalano inoltre la comparsa di corpi inclusi, piccoli e multipli,
nel nucleo rigonfio di epatociti. Lesioni focali emorragiche multiorganiche si posso-
no osservare nei feti di coniglie gravide morte (Marcato et al., 1991).

Nel coniglio selvatico le lesioni sono di massima uguali a quelle del coniglio do-
mestico (Maess et al., 1990).

Nella lepre il quadro anatomopatologico ¢ simile a quello del coniglio, con il fega-
to, la trachea e i polmoni che esibiscono le lesioni predominanti (Louzis, 1988; Mar-
cato et al., 1989). Inoltre il fegato pud presentare evidenti fenomeni congestizio-
emorragici diffusi o a focolai lobulari (Eskens, 1988; Eskens e Volmer, 1989), talvol-
ta lesioni quasi inapparenti (Uyttenbroek et al., 1990). L’ittero, la splenomegalia con-
gestizia e la nefrosi acuta fanno parte delle lesioni costanti. Una congiuntivite catar-
rale o necrotizzante, con opacitd od occasionale ulcerazione corneale (Uyttenbroek
et al., 1990) ¢ verosimilmente la causa della cecita che talvolta ¢ stata rilevata (Eskens,
1988). Una colite mucoide viene segnalata da alcuni Autori (Eskens e Volmer, 1989).

Anche per il quadro generale delle lesioni istologiche della lepre si rimanda alla
tabella 1. Va rilevato che nella lepre le lesioni epatiche differiscono per alcuni aspet-
ti da quelle del coniglio. In particolare nella lepre si nota quasi costantemente una
pitt modesta essudazione cellulare infiammatoria ed una pill accentuata iperemia
sinusoidale, accompagnata non di rado da emorragie. Ma sono soprattutto molto
pit rilevanti ed estesi i fenomeni di calcificazione granulare degli epatociti, nelle
zone periportali e mediane dei lobuli (fig. 7), e di deposito intraepatocitario di ferro
svelabile dalla reazione di Perls. Una ulteriore significativa differenza & la maggiore
frequenza di casi di epatite periportale in evoluzione cronica (fig. 8). Occasional-
mente si osservano in tali casi focolai con cellule giganti multinucleate di derivazio-
ne epatocitaria (fig. 9). Infine nei reni delle lepri la tubulonefrosi ¢ piu spesso ac-
compagnata da nefrocalcinosi midollare. Anche la calcificazione degli anelli trachea-
li ¢ pit frequente.

114



In altri studi vengono segnalati deficit dell’attivita delle zone a cellule B nei linfo-
nodi (Eskens, 1988) e nel fegato una incipiente proliferazione dei dotti biliari in
assenza di fibrosi (Uyttenbroek et al., 1990). Inoltre sia nei fegati con lesioni necro-
tiche sia nei fegati con lesioni assai meno gravi di tipo degenerativo vacuolare, I'in-
dagine virologica su omogenati di tessuto pud rivelare una elevata concentrazione
di particelle virali (Mandelli et al., 1990). Indagini istologiche (Marcato et al., 1991)
su fegato, trachea e milza di lepri sane sierologicamente positive (ELISA test), ma
negative per quanto attiene alla presenza di particelle virali negli organi, consentono
di prospettare che I’infezione asintomatica da virus della EBHS possa lasciare trac-
cia in lesioni svelabili soltanto istologicamente: epatosi, epatite, tracheite, iperplasia
linfoide della milza (tabella 2).

Per la diagnosi differenziale dei casi mortali ¢ molto utile il rilevamento anche
istochimico (Rosso Alizarina, Von Kossa) (fig. 7) della frequente e massiva calcifica-
zione distrofica degli epatociti. Infatti tale lesione non scompare nemmeno nei fegati
di lepri con alterazioni postmortali avanzate. Come nel coniglio, le lesioni epatitiche
batteriche si possono differenziare nettamente per il loro tipico aspetto focale, no-
dulare, rilevabile gia all’esame autoptico. Le lesioni necrotiche indotte da Toxopla-
sma gondii sono diagnosticabili istologicamente per la facile individuazione dei mi-
crorganismi anche con metodi di routine. Inoltre la biotrasformazione della maggior
parte delle sostanze tossiche coinvolge principalmente gli enzimi presenti negli epato-
citi delle zone centrolobulari {(ossigenasi a funzione mista) e percio la necrosi epatica
indotta da varie tossine & piuttosto centrolobulare che periportale (Gavier-Widén
e Morner, 1991).

Per quanto riguarda la interpretazione delle differenze nei reperti istopatologici
tra conigli e lepri, si puo ritenere probabile che la presenza piu cospicua nelle lepri
di calcificazione epatocitaria distrofica secondaria a necrosi sia riferibile a differenze
nel metabolismo del calcio. Il sovraccarico di ferro negli epatociti potrebbe essere
il risultato di una saturazione del sistema reticoloendoteliale (a causa dei piu spiccati
fenomeni emorragico-emolitici) con secondaria diffusione alle cellule epatiche del
ferro eccedente. La modesta presenza di microangiopatie trombotiche nelle lepri
rispetto ai conigli potrebbe essere imputabile, date le condizioni di reperimento degli
animali morti, ad una pit avanzata autolisi post mortale con conseguente dissolu-
zione dei microtrombi fibrinosi (Marcato et al., 1991).

LA MICROSCOPIA ELETTRONICA DELLE LESIONI EPATICHE

I reperti morfologici ultrastrutturali, su sezioni ultrafini di fegato di conigli morti
per malattia spontanea o sperimentale, rivelano le seguenti alterazioni piu significa-
tive degli epatociti in degenerazione o in necrosi: accumulo di lipofuscina, ferritina,
lipidi, rarefazione del glicogeno, modificazioni regressive del reticolo endoplasmati-
co comprendenti la comparsa di strutture tubulari con doppia membrana, rettilinee
(«rod shaped») o ripiegate a ferro di cavallo («C shaped») o tagliate trasversalmen-
te; eccezionalmente aggregati paracristallini citoplasmatici costituiti da numerose par-
ticelle sferiche simil-virali di 25-30 nm di diametro, disposte in file parallele (fig.
10); nuclei con aumento ed ammassamento dei granuli intercromatinici, talvolta nu-
clei con strutture anulari («ring bodies»). Nei fegati di lepri sono riconoscibili solo
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in parte le sopra descritte alterazioni per via della necrosi pit estesa. «Ring bodies»
nucleari si evidenziano negli epatociti meno danneggiati (Marcato et al., 1989).

Equivalenti ultrastrutturali di replicazione virale nel nucleo di epatociti sono se-
gnalati da Shen et al. (1986), da Gregg ¢ House (1989) e da Gong e Ji (1991) nel
coniglio. Aggregati particellari endonucleari, simili a quelli riscontrati negli epatociti
di scimpanzé infettato sperimentalmente con virus dell’epatite umana del tipo Delta
(Canese et al., 1984), sono stati evidenziati in conigli con VHD spontanea e speri-
mentale (Marcato et al., 1988).

Gli Autori cinesi fanno notare che nei loro primi studi avevano erroneamente
stabilito che la moltiplicazione virale avveniva nel citoplasma. Mentre con le succes-
sive osservazioni sistematiche, anche sul virus adattato per la prima volta a colture
di cellule renali (Ji et al., 1991), hanno appurato che la morfogenesi virale ha sede
nucleare e che soltanto in un secondo tempo le particelle virali mature vengono
liberate nel citoplasma per via di alterazioni della membrana nucleare; la lisi cellula-
re le potrebbe liberare nello spazio intercellulare in una ulteriore fase (Gong e Ji,
1991).

Nella lepre, Uyttenbroek et al. (1990) sono finora gli unici a segnalare aggregati
paracristallini simil-virali nel citoplasma di epatociti.

Dato che il tessuto epatico ¢ quello che possiede il piu alto titolo di antigene
virale riscontrabile con HA ed ELISA (Du, 1990; Ohlinger et al., 1990), & relativa-
mente facile, mediante tecniche immunoelettronmicroscopiche su omogenati di fega-
to, identificare gli agenti virali dell’epatite sia nel coniglio che nella lepre. I risultati
da noi ottenuti nel coniglio (Marcato et al., 1989) con una tecnica SPIEM (Solid
Phase Immuno Electron Microscopy) (Della Salda e Preda, 1989) concordano con
quelli ottenuti da altri Autori anche nella lepre (Capucci et al., 1991): la morfologia
dei virus comporta un profilo icosaedrico e un diametro di 30-35 nm con un core
elettrondenso di ca. 25 nm.

La natura dell’acido nucleico (DNA o RNA) del genoma del virus & ancora con-
troversa. Infatti secondo ricercatori cinesi (Du, 1991) e americani (Gregg et al.,
1991) si tratta di un DNA virus del gruppo parvovirus o di un nuovo gruppo diverso
dal parvovirus (Lin et al., 1991), mentre secondo ricercatori europei (Lavazza et
al., 1989; Ohlinger et al., 1989; Parra e Prieto, 1990; Ohlinger e Thiel, 1991; Capuc-
ci et al., 1991) si tratta di un RNA virus del gruppo calicivirus. Di conseguenza
per entrambe le epatiti virali del coniglio (VHD) e della lepre (EBHS) si & coniata
la denominazione di «calicivirosi dei Leporidi» (L6liger e Eskens, 1991). In un re-
cente simposio (agosto 1991) anche ricercatori cinesi sostengono che I’agente della
VHD ¢ un calicivirus (Rongling et al., 1991; Park et al., 1991). Tuttavia Morisse
et al. (1991) si interrogano ancora sulla possibilita di un’eziologia multipla, conside-
rando che in linea comparativa, nell’uomo, virus differenti (DNA virus ¢ RNA vi-
rus) risultano responsabili di epatiti fulminanti, come si &€ accennato nell’introduzio-
ne. Capucci et al. (1991) ritengono che la VHD ¢ la EBHS siano due malattie distin-
te causate da due virus dello stesso gruppo (calicivirus), ma antigenicamente diversi.
Il calicivirus isolato dal coniglio non sarebbe in grado di trasmettere la malattia
alla lepre, alla cavia, al topino bianco, al criceto dorato e cinese, al cincilla e al
suinetto privato del colostro (Smid et al., 1991).
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IL. CONTRIBUTO DELL’IMMUNOISTOCITOCHIMICA

Nella malattia del coniglio le indagini immunoistocitochimiche rivelano colorazio-
ni positive dell’antigene virale sia nucleari che citoplasmatiche negli epatociti e tal-
volta nei macrofagi (polmone, milza, linfonodi) (Stoerckle-Berger et al., 1990). Altre
indagini (Gregg e House, 1989; Grett et al., 1991) evidenziano I’antigene virale negli
epatociti periportali, nei linfociti della milza e in vari altri organi all’interno dei vasi,
sui globuli rossi € nei microtrombi, nei macrofagi dei linfonodi mesenterici e di altri
organi. La positivita & rilevabile nel citoplasma dei macrofagi che hanno fagocitato
globuli rossi. Nel fegato e nella milza ’antigene ¢ identificabile in inclusi nucleari
oltre che nel citoplasma delle stesse cellule con gli inclusi (Gregg et al., 1991). L’in-
dagine immunoistocitochimica sulle cellule linfatiche del sangue ¢ degli organi linfa-
tici periferici evidenzia una diminuzione sensibile dei linfociti T (He, 1989; Huang,
1991). I bersagli primari del virus sarebbero gli epatociti e le cellule endoteliali (Xian-
pu et al., 1991), le cellule linfoidi (Ossa et al., 1991), le cellule del sistema dei fagoci-
ti mononucleati, le cellule epiteliali degli alveoli polmonari, le cellule epiteliali dei tu-
buli contorti distali del rene e talvolta i neuroni del SNC (Weiping et al., 1991).

Nella malattia della lepre ’antigene virale & dimostrabile immunoistochimicamen-
te negli epatociti, nelle cellule endoteliali (fegato, rene, polmone) (Marcato et al.,
1989) e nei mononucleati (milza, linfonodi) (Mandelli et al., 1990). Nella lepre ’an-
tigene & stato identificato nel citoplasma di epatociti anche in un caso di epatite
in fase di cronicizzazione (Marcato et al., 1989) (fig. 11).

PATOGENESI

Nelle epatiti virali dei Leporidi (VHD e EBHS) il principale veicolo d’infezione
¢ costituito sicuramente dagli alimenti (Morisse et al., 1991). Per le modalitad di
trasmissione si ammette che quella preferenziale & la oro-fecale. Infatti gli studi
virologici e istocitopatologici di vari Autori precedentemente citati indicano che il
virus si moltiplica negli epatociti (il fegato ¢é I'organo dove si registra la pit elevata
concentrazione del virus stesso) e poi viene trasportato con la bile nell’intestino
ed escreto infine con le feci in gran quantita.

Nel continente europeo linfezione, nella forma inapparente, serpeggia da oltre
un decennio sia nella lepre che nel coniglio. In Italia la malattia & comparsa a parti-
re dal 1986, manifestandosi contemporaneamente nei due Leporidi, o con un breve
anticipo nella lepre, nelle stesse aree (Cancellotti e Renzi, 1991). Si ritiene che i
serbatoi naturali dei virus delle epatiti dei Leporidi siano il coniglio selvatico e la
lepre (Loliger e Eskens, 1991). Le fluttuazioni del livello immunitario potrebbero
spiegare la comparsa ciclica della malattia nella lepre ¢ la persistenza dell’infezione
nelle popolazioni selvatiche, come dimostrerebbe la segnalazione della EBHS nel-
PEuropa del Nord fin dal 1980 (Henriksen et al., 1989).

Come per I’evoluzione epidemiologica, la sintomatologia e le lesioni anatomopa-
tologiche, anche per i quadri micromorfologici vi sono forti somiglianze tra la VHD
e la EBHS. Cio giustifica una trattazione unica della loro interpretazione patogenetica.

Le lesioni organiche si instaurano in seguito alla viremia e la morte improvvisa
consegue ad una insufficienza multiorganica, che ¢ rappresentata in primo piano
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dalla necrosi epatica, dall’edema e dall’emorragia polmonare, dalla necrosi della
corteccia surrenale e da turbe circolatorie renali (microtrombosi glomerulare,
emorragie).

E ipotizzabile che il bersaglio primario del virus sia il parenchima epatico, sia
per la pin elevata concentrazione virale che vi si riscontra rispetto ad altri organi
sia per le costanti, gravi e diffuse lesioni regressive. Non si pud escludere tuttavia
che bersagli primari siano rappresentati anche dagli endoteli vasali (dimostrazione
dell’antigene mediante I’immunoistochimica) e dal tessuto linfoide (necrosi carioret-
tica dei linfociti) (tabella 1, fig. 11). In ogni caso P’entitd del danno epatico & da
sola ampiamente sufficiente a spiegare la morte dell’animale. La natura infettiva
di tale danno giustifica in pieno il suo ormai non pil recente accostamento all’epati-
te fulminante dell’'nomo (Marcato et al., 1988).

E noto che gli animali pili giovani sono insensibili al virus e che la sensibilita,
nulla a quattro settimane di vita, aumenta subito dopo rapidamente. Dato che nei
coniglietti normali le transaminasi epatiche dosabili nel siero aumentano considere-
volmente dalla quinta settimana di vita, Morisse et al. (1991) si domandano se I’ac-
quisizione di sensibilita al virus a partire da questa etd sia I’effetto di una ipersensi-
bilita degli epatociti o 'acquisizione di una funzione enzimatica epatica suscettiva
di svelare il potere patogeno del virus.

Nell’ipotesi patogenetica, schematizzata nella figura 11, il fegato viene a costituire
il centro su cui convergono le azioni patogene direttamente o indirettamente indotte
dall’agente causale.

La coagulazione intravasale disseminata (CID), riscontrabile in quasi tutti gli or-
gani parenchimatosi, si esprime con la trombosi nella microcircolazione che, a livel-
lo epatico, accentua il danno causato direttamente dal virus. La microtrombosi dis-
seminata ¢ seguita da fibrinolisi e sanguinamento da deplezione di elementi della
coagulazione (coagulopatia da consumo). La CID pud essere causata dal danno en-
doteliale, ma pud anche essere una conseguenza secondaria del danno epatocitario.
La CID viene attribuita anche alla presenza di virus sulla superficie dei globuli rossi
(Gregg et al., 1991). Si prospetta inoltre che la CID e le lesioni emorragiche possano
conseguire anche alla massiva liberazione di TNF (Tumor necrosis factor)-beta da
parte dei linfociti in necrosi {Di Guardo, 1991). Tuttavia il TNF ha anche un effetto
benefico nelle infezioni virali, distruggendo le cellule infette e svolgendo azione si-
nergica con l’interferone nell’attivita antivirale (Wong et al. 1986).

Il danno epatocitario potrebbe essere potenziato da una endotossinemia causata
da una ridotta attivita delle cellule di Kupffer (deficit del sistema reticoloendoteliale)
quale si riscontra nell’epatite acuta fulminante umana (Canales et al., 1982). Infatti
lo «spillover» endotossinemico presente in tale malattia acuta sarebbe I’espressione
dell’alterata «clearance» del sistema reticoloendoteliale (Magliulo et al., 1981), a
sua volta causata da una carente sintesi epatocitaria di fibronectina ad attivita opso-
nizzante, cio¢ favorente la fagocitosi delle endotossine (Torre et al., 1988). La endo-
tossinemia pud costituire una causa di CID e di emorragie con conseguente shock.

Negli organi linfatici periferici ’infezione induce una necrosi dei linfociti (vedi
tabella 1) che potrebbe spiegare sia la linfocitopenia sia il deficit di attivita delle
cellule T (Huang, 1991) e/o delle cellule B (Eskens, 1988) registrato in detti organi
dall’immunoistochimica. Queste alterazioni del sistema immunitario renderebbero
1 Leporidi incapaci di produrre una risposta immunitaria efficace contro ’infezione
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virale (Huang, 1991), causando verosimilmente un indiretto potenziamento dell’a-
zione citopatica del virus soprattutto nel principale organo bersaglio, il fegato.

Si pud ipotizzare anche un danno prodotto da immunocomplessi, analogo a quel-
lo dimostrato nell’epatite acuta sperimentale del coniglio da adenovirus e da virus
dell’epatite B dell’uvomo (Mori et al., 1981). Tuttavia questo meccanismo rimane
una congettura, dato che il decorso rapidissimo della malattia rende improbabile
che esso costituisca un meccanismo patogenetico di primaria importanza. Nell’epati-
te acuta tipo B dell’'uomo ¢ segnalata la presenza di immunocomplessi circolanti,
attribuita ad antigeni virali circolanti od alla insufficiente clearance epatica di im-
munocomplessi di origine intestinale, ma tali immunocomplessi sarebbero innocui
in quanto non in grado di attivare il complemento (Lavarini et al., 1980).

RILIEVI DI PATOLOGIA COMPARATA

Si & riferito nell’introduzione che esistono somiglianze tra 1’epatite necrotica infet-
tiva dei Leporidi e le epatiti fulminanti dell’uomo ed in particolare che sono appari-
scenti determinate analogie con I’epatite B da hepadnavirus e con un’epatite non A-
non B, I’epatite E da calicivirus. In un precedente lavoro, al quale si rimanda per
i dettagli, sono state descritte le analogie morfologiche, istologiche ed ultrastruttura-
li, che avvicinano I’epatite necrotica infettiva dei Leporidi all’epatite non A - non
B dell’'uomo (Marcato et al., 1989). Si pud aggiungere che sul piano istologico I’epa-
tite virale dei Leporidi assomiglia soprattutto alla forma «di tipo eosinofilico» dell’e-
patite non A - non B come viene descritta da Dienes (1989). In alcuni casi (coniglio,
lepre) si possono cogliere inoltre espressioni della forma dell’epatite non A - non B
a cellule giganti multinucleate di origine epatocitaria (osservazione personale).

Almeno in Europa, dove tutti gli studi virologici concordano nell’attribuire la
malattia ad un calicivirus (Lavazza et al., 1991; Ohlinger et al., 1989; Parra e Prie-
to, 1990; Peeters et al., 1990; Ohlinger ¢ Thiel, 1991; Smid et al., 1989; Capucci
et al., 1991; Lolinger e BEskens, 1991; Valicek et al., 1990; Rodak et al., 1991;
Erber et al., 1991) I’epatite necrotica infettiva dei Leporidi ha vari aspetti in comune
con I’epatite E, una forma epidemica di epatite non A - non B sostenuta anch’essa
da un calicivirus, che si trasmette per via oro-fecale (c.d. non A - non B enterica)
¢ prevale nell’eta adulta, con elevata letalita nelle donne gravide (Reyes et al., 1990;
Albano et al., 1990). La riserva o serbatoio dell’infezione ¢ rappresentata dall’uomo
e forse dagli animali (Gust e Purcell, 1987). Ricerche sperimentali molto recenti
hanno ottenuto la riproduzione dell’epatite E nei suinetti, i quali eliminano per via
fecale il virus, avvalorando la gia sospettata importanza degli animali nella diffusio-
ne della malattia (Balayan et al., 1990).

L’epatite necrotica infettiva dei Leporidi pud rappresentare un modello animale
di malattia umana. Finora la ricerca negativa di anticorpi anti-virus delle epatiti
umane (epatite A, B, D, febbre gialla, febbri emorragiche) nel siero di conigli con-
valescenti e 1’assenza di qualsiasi segnalazione di trasmissione della malattia a perso-
ne particolarmente esposte al contatto con i conigli, escluderebbero qualsiasi perico-
lo di contagio per I'uomo (Morisse et al., 1991; Gavier-Widén e Morner, 1991).

Nell’esaminare i rapporti e le ricerche sull’epatite necrotica infettiva dei Leporidi
rimangono ancora dubbi e perplessitd. I differenti risultati virologici in Europa,
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in Asia e in America farebbero ipotizzare che i virus responsabili possano essere
diversi anche come gruppo tassonomico, come accade anche nelle epatiti virali uma-
ne. E inoltre possibile ipotizzare 1’attivazione di forme asintomatiche d’infezione
da parte di un virus difettivo, per analogia con quanto & noto nell’uomo per ’infe-
zione inapparente da virus dell’epatite B, che pud essere riattivata in forma acuta
da un RNA-virus difettivo (virus Delta o virus dell’epatite D) (Rizzetto et al., 1977).
Tuttavia, nell’uomo, Pepatite E, la piu simile all’epatite virale dei Leporidi, ¢ soste-
nuta da un unico agente (HEV), un calivirus di 32-34 nm (Reyes et al., 1990).
Questo virus, a differenza del virus dell’epatite del coniglio, necessita per essere
conservato di particolari condizioni, come una temperatura di —80°C, ¢ la sua faci-
lissima distruzione in laboratorio ne ha impedito finora la coltivazione, mentre la
moltiplicazione ¢ stata ottenuta inoculando alcuni Primati e, come si & riferito so-
pra, i suinetti.

In considerazione del fatto che dopo la seconda guerra mondiale le epatiti virali
~ dell’'uvomo sono diventate progressivamente uno dei problemi piti importanti della
sanita pubblica, qualsiasi implicazione degli animali in rapporto a tali malattie susci-
ta un vivo interesse e stimola la ricerca comparativa alla quale i virologi ed i patolo-
gi veterinari sono in grado di portare un contributo sostanziale.
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Tabella | - Sintesi delle lesioni istologiche (53 conigli e 17 lepri)

L Conigli Lepri
Lesioni () (0710))
Fegato

Epatite necrotica 100 100

Calcificazione degli epatociti 8 65

Fibrosi 6 18
Milza

Carioressi follicolare 86 73

Necrosi ialina della polpa rossa 54 27
Polmoni

Iperemia + emorragia 89 89

Edema 44 6

Carioressi del BALT 12 24
Trachea

Iperemia 81 71

Edema 22 14

Infiltrazione leucocitaria 43 29

Calcificazione delle cartilagini tracheali 41 71
Rene

Tubulonefrosi 64 75

Microtrombi glomerulari 73 6

Tubulonefrosi + necrosi 23 31

Iperemia + emorragia 75 87

Calcificazione epiteliale (nefrocalcinosi) 6 31
SNC

Edema intramielinico 71 67

Microtrombi 26 —_

Tabella 2 - Sintesi delle lesioni istologiche in lepri sierologicamente positive per
EBHSV.

N. campioni Organo N. campioni

P . .. Tipo di lesione
esaminati esaminato con lesioni

20 (40,8%) Degenerazione vacuolare
49 Fegato 12 (24,5%) Rigonfiamento torbido
17 (34,7%) Epatite (lieve)

22 (88%) Tracheite (mononucleati)

25 Trachea 3 (12%) Tracheite (granulociti)

20 Milza 17 (85%) Iperplasia dei follicoli
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Figura 1 - Coniglio. VHD. Lesioni macroscopiche di epatite necrotica diffusa (da
Marcato et al., 1991).

Figura 2 - Coniglio. VHD. Lesioni iperemico-emorragiche tracheali e polmonari (da
Marcato et al., 1991).

Figura 3 - Coniglio. VHD. Epatite perilobulare acuta con degenerazione e necrosi
degli epatociti. Ematossilina-cosina.

Figura 4 - Coniglio. VHD. Epatite acuta. Necrosi focale degli epatociti. Gli epatoci-
ti ipercolorati sono necrotici. Infilirazione leucocitaria. Sezione semifine. Blu di to-
luidina (da Marcato et al., 1989).

Figura 5 - Coniglio. VHD. Epatite acuta. Alterazioni regressive degli epatociti con
rigonfiamento vacuolare e lisi. Nei sinusoidi scarsi leucociti e microtrombi. Sezione
semifine. Blu di toluidina (da Marcato et al., 1989).

Figura 6 - Coniglio. VHD. Epatite acuta con cellule multinucleate giganti di origine
epatocitaria. Ematossilina-eosina.

Figura 7 - Lepre. EBHS. Fegato. Epatociti con calcificazione distrofica granulare
in un focolaio di epatite. Rosso Alizarina.

Figura 8 - Lepre. EBHS. Fegato. Epatite perilobulare in fase di cronicizzazione.
Masson.

Figura 9 - Lepre. EBHS. Fegato. Epatite acuta con cellule multinucleate giganti
di origine epatocitaria. Ematossilina-eosina.

Figura 10 - Coniglio. VHD. Fegato. Aggregato a struttura tubuloreticolare o para-
cristallina, formato da particelle similvirali di ca. 30 nm di diametro, situato nel
citoplasma di un epatocita. Microscopia elettronica a trasmissione (da Marcato et
al., 1989).

Figura 11 - Lepre. Fegato. Reazione immunoistochimica positiva (colorazione bru-
na) di varie cellule contenenti I’antigene virale in un focolaio di epatite cronicizzan-
te. P.A.P. (da Marcato et al., 1989).
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RIASSUNTO

Sono stati sottoposti ad esame anatomo-istopatologico 51 visoni femmine di due
anni di etd , di razza Standard e aventi problemi riproduttivi. Gli animali apparten-
gono ad un allevamento a ciclo chiuso, in cui la malattia Aleutina ¢ endemica.

Nel 1988 nell’allevamento in questione si & cominciato un piano di profilassi,
basato sull’eliminazione con il «pelting» degli animali positivi alla immunoelettro-
smoforesi (IEOP). Dei 51 visoni esaminati, 20 erano negativi alla IEOP e 31 invece
risultavano positivi.

Si ¢ cercato di evidenziare le correlazioni esistenti tra le positivitd sierologiche
e le lesioni anatomo-istopatologiche. Questo per vedere se la malattia Aleutina nel-
Pallevamento decorre in forma inapparente, o se invece & responsabile di lesioni
negli animali.

Da ogni animale sono stati prelevati e sottoposti ad esame anatomo-istopatologico:
polmone, cuore, milza, fegato, vescica, utero, ovaia, salpingi, rene, cervello, cervel-
letto, stomaco, intestino e linfonodi mesenterici.

Gli esami anatomo-istopatologici hanno rilevato:

- assenza, sia negli animali IEOP positivi che IEOP negativi, di lesioni macro-
scopiche riconducibili alla malattia Aleutina,

— presenza di lesioni istologiche riferibili ad essa in 8 soggetti su 31 positivi,
corrispondenti al 25,8%.

Questi risultati indicano quindi che la malattia Aleutina nell’allevamento in que-
stione non decorre in tutti gli animali in forma inapparente.

Parole chiave: visone, malattia aleutina, immunoelettrosmoforesi.

ALEUTIAN DISEASE ERADICATION PROGRAMME:
RELATIONSHIP BETWEEN THE ANATOMO-HISTOPATHOLOGICAL
RESEARCH AND THE COUNTER CURRENT
IMMUNOELECTROPHORESIS (CCIE)

SUMMARY

Fifty-one female minks, two years old, Standard race and with some reproduction
problems, have been subjected to the anatomo-histopathological examination. These
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animals belong to a closed cycle breeding farm where the Aleutian Disease (AD)
is endemic.

In 1988 this breeding farm started a prophylaxis programme based on the elimi-
nation of the animals positive to immunoelectrosmophoresis (IEOP), serological test
similar to counter current immunoelectrophoresis (CCIE) or counter immunoelec-
trophoresis (CIEP). Twenty minks out of the 51 examined were negative to IEOP,
while 31 were positive.

We tried to point out the relationship between the serological positiveness and
the anatomo-histopathological lesions observed. All this in order to find out whe-
ther the AD course on the breeding farm is inapparent or, on the contrary, it is
responsible for lesions in animals.

For each animal we have subjected to anatomo-histopathological examination spe-
cimens of lung, heart, spleen, liver, bladder, uterus, ovary, salpinx, kidney, brain,
cerebellum, stomach, intestine and mesenteric lymph nodes.

The anatomo-histopathological examination we carried out revealed, both in posi-
tive and negative to IEOP animals, absence of macroscopic lesions caused by AD
and presence of histological lesions due to it in 8 out of 31 positive subjects, corre-
sponding to 25.8%.

These results show that AD on the considered breeding farm is not an inapparent
infection in all the animals.

Key word: mink, Aleutian disease, immunoelectrosmophoresis.

INTRODUZIONE

La malattia Aleutina del visone & una malattia sistemica da immunocomplessi
(IC) che si sviluppa a causa di un’infezione virale persistente data da un parvovirus
denominato Aleutian Disease Virus (ADV).

. La malattia Aleutina (AD) e I’eventuale morte degli animali infetti sono il risulta-
to delle lesioni provocate, specialmente a carico di reni e arterie, dagli IC circolanti.

I visoni di genotipo Aleutino, omozigoti per il gene recessivo Aleutino del colore
del mantello, si sono rivelati essere molto piu sensibili al’ ADV rispetto ai visoni
non-Aleutini (Haas et al., 1990).

Infatti i visoni Aleutini sviluppano la malattia e vanno incontro a morte sempre,
indipendentemente dalla virulenza del ceppo virale. La malattia invece nei visoni
non-Aleutini di solito & in forma inapparente o cronica. Nella forma inapparente
gli animali sono clinicamente sani e non presentano lesioni anatomo-istopatologiche.
Reagiscono perd positivamente alla immunoelettrosmoforesi (IEOP) (An et al., 1978).

La forma inapparente o cronica non impedisce alla femmina di dare alla luce
una figliata normale (Hansen e Lund, 1988); ma si ¢& rilevato che la malattia provo-
ca: aumento del tasso di sterilita nella femmina, aumento della natimortalita, dimi-
nuzione del numero degli animali portati allo svezzamento ¢ tasso di mortalitd in
allevamento intorno al 10% annuo (Lelli, 1989). ‘

Sono stati sottoposti ad esame anatomo-istopatologico 51 visoni di razza Stan-
dard (non-Aleutini). Di questi 51 animali, 31 erano risultati positivi e 20 negativi
alla TEOP.
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E stata controllata la specificita del test IEOP con esami anatomo-istopatologici
sui negativi e positivi. Si ¢ cercato di evidenziare se le positivita sierologiche sono
correlate con lesioni anatomo-istopatologiche e cioé se la malattia ¢ responsabile
di lesioni negli animali o se decorre invece in forma inapparente.

MATERIALI E METODI

Sono stati sottoposti ad esame anatomo-istopatologico 51 visoni appartenenti ad
un allevamento a ciclo chiuso di circa 56.000 capi, in localitd San Vito di Valdob-
biadene e in cui la malattia Aleutina ¢ endemica. Nel 1988 ¢ iniziato un piano
di profilassi, basato sull’eliminazione con il «pelting», degli animali positivi alla
IEOP. Nel periodo dello svezzamento i visoni sono sottoposti a profilassi indiretta
nei confronti dell’enterite da parvovirus, del cimurro, della polmonite da Pseudo-
monas aeruginosa ¢ del botulismo.

Sono stati scelti tra i visoni di razza Standard un certo numero di animali: 20
negativi e 31 positivi alla IEOP; ’esame ¢ stato effettuato due volte, il secondo
esame ¢ stato effettuato nello stesso mese in cui € avvenuta la macellazione. Gli
animali sono stati soppressi in gabbia ermeticamente chiusa nella quale veniva im-
messo gas di scarico.

Tutti i 51 visoni sono stati scelti tra le femmine adulte di due anni di eta, che
nel primo anno avevano partorito un numero di visoni maggiore o uguale a 4,
mentre nel secondo anno, sebbene fossero state tutte accoppiate, non avevano par-
torito nessun cucciolo. Gli animali si presentavano in buono stato di salute. Sono
stati fatti due gruppi: il primo costituito dalle 20 femmine negative (Gruppo A)
e il secondo dalle 31 femmine positive (Gruppo B). Gli animali appartenenti ai 2
gruppi erano quindi differenziabili soltanto per ’esito al test sierologico IEOP. Tut-
te le femmine esaminate avevano infatti gli stessi problemi riproduttivi.

Test sierologico

Da ogni animale, mediante taglio dell’unghia, ¢ stato effettuato un prelievo di
sangue raccolto in un capillare eparinizzato. I capillari poi sono stati centrifugati
per 5 minuti e sul siero ottenuto & stato eseguito il test d’immunoelettrosmoforesi
(IEOP) conosciuto anche come controcorrenteimmunoelettroforesi (CCIE o CIEP).
Si ¢ utilizzato per il test un antigene purificato estratto da organi di visoni infetti.
L’antigene e 1 sieri positivi e negativi di referenza sono stati forniti, insieme alla
metodica dalla United Vaccines Wisconsin (USA).

Esame anatomo-istopatologico

I visoni sono stati esaminati presso Iallevamento da 2 a 12 ore dopo il «pelting».
Da ogni animale sono stati prelevati: polmone, cuore, milza, fegato, vescica, utero,
ovaia, salpingi, rene, cervello, cervelletto, stomaco, intestino e linfonodi mesenterici.

Gli organi sono stati fissati in formalina tamponata al 10%, inclusi in paraffina.
Le sezioni di 6-7 um di spessore sono state colorate con I’Ematossilina-eosina.
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In alcuni soggetti sia positivi che negativi alla IEQP & stata eseguita nelle sezioni
del rene anche la colorazione con Alizarina S, per la ricerca del calcio, e in sezioni
di tessuto splenico la colorazione con Rosso Congo a pH 10, in quest’ultima &
stata ricercata la birifrangenza in luce polarizzata indicante la presenza di sostanza
amiloide.

RISULTATI

Tra le lesioni macroscopiche riscontrate nei 20 soggetti negativi, appartenenti al
Gruppo A, vi sono: 3 casi di steatosi epatica (15%), 4 casi di polmoniti colesterini-
che (20%) (fig. 1) e 1 caso di enterite catarrale emorragica (5%).

Nei 31 soggetti positivi, appartenenti al Gruppo B, le lesioni macroscopiche rile-
vate sono invece: 11 casi di polmoniti colesteriniche (35,4%) ed 1 soggetto con in-
farti emorragici polmonari (3,2%), 5 casi di steatosi epatica (16,1%), 3 casi di infar-
ti emorragici nella milza (9,6%), in un animale & stato riscontrato 1 ascesso omenta-
le (3,2%) e in un altro 1 ovaia cistica (3,2%).

All’esame istologico le alterazioni principali rilevate a carico degli organi, sia degli
animali positivi che negativi alla TEOP, sono state le seguenti:

— congestione vasale, riscontrata in quasi tutti gli organi;

— mnecrosi dei villi intestinali;

— carioressi a carico dei linfociti nei tessuti linfatici;

— melanosi maculosa sottocapsulare a livello splenico;

— presenza di pigmento melanico nell’endotelio dei vasi;

— calcificazione delle cartilagini bronchiali;

— polmonite colesterinica (fig. 2);

— presenza di concrementi renali;

— presenza di materiale ialino nel tessuto splenico a localizzazione periarteriolare
e centrofollicolare (fig. 3);

In 8 animali del gruppo B sono stati inoltre riscontrati:

— focolai linfoplasmacellulari epatici e renali (fig. 4 ¢ 5);

— infiltrati linfomonocitari nel cuore (fig. 6) e nel polmone con ispessimento
dei setti interalveolari.

— ispessimento delle pareti dei capillari a livello polmonare.

1 concrementi presenti nei tubuli renali sono risultati positivi per il calcio con
la colorazione Alizarina S. In un visone del Gruppo A e in due del gruppo B Iesa-
me con Rosso Congo in luce polarizzata delle sezioni della milza, ha rilevato ’assen-
za di materiale amiloide.

Nelle tabelle n° 1-2-3 e 4 vengono riassunte le principali lesioni istologiche, ri-
scontrate nel fegato, polmone, milza e rene.

DISCUSSIONE

La malattia Aleutina provoca ingenti perdite economiche negli allevamenti di vi-
soni: si ¢ quindi cercato un metodo diagnostico rapido e attendibile per evidenziare
gli animali infetti e applicare i relativi programmi di eradicazione (Cho e Ingram,
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1972). Questo perché non esistono vaccini o interventi terapeutici efficaci in grado
di controllare la malattia (Lelli, 1989).

Attualmente la diagnosi dell’infezione da ADV & basata esclusivamente sull’evi-
denziazione sierologica di anticorpi virus specifici (Aasted et al., 1986). 11 test siero-
logico pit usato per I'eradicazione della malattia & proprio 'IEOP. E un test molto
specifico in quanto mette in evidenza gli anticorpi gia dopo 10 giorni dalla inocula-
zione sperimentale (Lelli, 1989). E un test molto sensibile (97,8%) e identifica perfi-
no i visoni con forma inapparente, anche se non riesce a distinguerli da quelli con
malattia progressiva (Wright e Wilkie, 1982).

Nell’allevamento da cui provengono i 51 visoni esaminati si sta attuando un piano
di eradicazione della malattia che utilizza come test sierologico 'TEOP. Questo test
¢ utilizzato in USA, Norvegia, Russia, Svezia, Olanda, Canada, Danimarca, Francia
e Italia. Ci sono altre procedure messe a punto per la sierodiagnosi come il test
allo Iodio, 'immunofluorescenza indiretta, 'ELISA. L’IEOP rimane pero il test
pit usato poiché si ¢ dimostrato essere il pili specifico a differenza del test allo
Iodio e dell'immunofluorescenza indiretta che sono poco pratici e non specifici.
LELISA ¢ sensibile e specifico, ma rivela solamente animali con forma progressiva
della malattia (Lelli, 1989).

Bisogna accennare anche alla possibilita che si verifichino alcune reazioni di falsa
positivita come riportato da Munck (1990), in seguito alla vaccinazione per ’enterite
da parvovirus. Le reazioni di falsi positivi perd non durano a lungo in questi sogget-
ti. Infatti essi sono risultati negativi dopo solamente 7-14 giorni dalla vaccinazione.

Ci sono anche altri fattori che possono influenzare i risultati del test come ad
esempio la tubercolosi aviare e I'infezione da Erysipelotrix (Englund, 1988). Non
si pud ignorare nemmeno che componenti dell’alimentazione possono influenzare
i risultati. Per esempio & stato dimostrato che anche le proteine contenute nella
dieta possono causare una risposta immunologica. Esse infatti, quando non vengo-
no completamente digerite dagli enzimi nell’intestino, possono essere assorbite com-
portandosi come dei veri e propri antigeni (Mowat, 1987).

Momentaneamente non puo essere data una spiegazione completamente soddisfa-
cente all’incidenza dei falsi positivi nel test di IEOP. Una precauzione da prendere
deve essere quella di non effettuare mai un prelievo di sangue da sottoporre al
test per la diagnosi della AD prima di tre settimane dalle vaccinazioni (Munck,
1990). Tra i 31 visoni positivi esaminati possono esserci certamente alcuni falsi posi-
tivi ¢ questo potrebbe spiegare anche il fatto che pochi animali tra i 31 presentano
delle lesioni riconducibili alla AD. Questa perd ¢ solo una ipotesi. Infatti & noto
che la malattia nei visoni non-Aleutini di solito decorre in forma inapparente o
cronica e nella forma inapparente gli animali non presentano lesioni anatomo-
istopatologiche ma reagiscono positivamente alla IEOP (An et al., 1978). B quindi
impossibile dire se tra i 31 visoni positivi ce ne sia uno o pitt di uno falso positivo.
Per quanto riguarda ’esame anatomopatologico si pud affermare che tutti gli ani-
mali, sia appartenenti al Gruppo A che al Gruppo B, non presentano lesioni macro-
scopiche riconducibili alla malattia Aleutina.

La congestione riscontrata in quasi tutti gli organi pud essere ascritta al metodo
di soppressione, che ¢ ritenuto responsabile anche della degenerazione vacuolare
degli epatociti.
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La necrosi dei villi intestinali cosi come i fenomeni di carioressi, osservati nei lin-
fociti, sono conseguenti al fatto che gli animali non sono stati immediatamente evi-
scerati subito dopo la soppressione, ma solo dopo un certo periodo di tempo (2-12 ore).

La melanosi maculosa sottocapsulare splenica ¢ sicuramente una caratteristica di
razza, come pure lo & il fatto che ci sia la presenza di pigmento melanico nell’endo-
telio dei vasi di quasi tutti gli animali esaminati. Essi appartengono alla razza Stan-
dard avente il mantello completamente nero. La calcificazione delle cartilagini bron-
chiali, presente nella maggior parte degli animali esaminati, la degenerazione delle
cellule epatiche, prevalentemente di tipo steatosico, la presenza di concrementi renali
e i numerosi casi di polmonite colesterinica sono tutte lesioni legate a problemi
d’ordine alimentare.

La calcificazione delle cartilagini & dovuta sicuramente alla eccessiva assunzione
di osso, in quanto tutti gli scarti di macellazione vengono macinati senza essere
disossati. L’ipercalcemia puo essere chiamata in causa come responsabile della pre-
senza di concrementi contenenti calcio a livello renale.

La conferma che i concrementi contengono calcio si ha dalla colorazione con
Alizarina S eseguita nelle sezioni del rene.

L’elevato numero di casi di polmonite colesterinica ¢ imputabile invece ad un
eccesso di lipidi nella dieta (Guarda e Mandelli, 1989).

L’esame con Rosso Congo a pH 10 in luce polarizzata non ha evidenziato presen-
za di sostanza amiloide nel materiale ialino ritrovato nelle sezioni della milza.

La formulazione di una diagnosi precisa si presenta difficoltosa di fronte alla
presenza di focolai linfocitari epatici. Questi sono molto probabilmente riferibili
ad attivita emopoietica, presente anche nella milza e nei linfonodi mesenterici, come
dimostrano anche i megacariociti rinvenuti in questi organi.

Alterazioni riferibili alla malattia Aleutina sono state rinvenute in fegato, polmo-
ne, rene ¢ cuore dei visoni appartenenti al Gruppo B.

Le lesioni istologiche riferibili ad ADV, che solo in un soggetto sono state riscon-
trate contemporaneamente a carico del fegato e del rene, sono le seguenti. Infiltrati
linfoplasmacellulari nel fegato di tre soggetti e nel rene di due. Ispessimento delle
pareti dei capillari e dei setti interalveolari, ove si rinvenivano anche infiltrati linfo-
monogcitari, nel polmone di tre animali. Nel tessuto miocardico di un solo visone
sono stati ritrovati numerosi infiltrati linfomonocitari perivasali.

Gli esami anatomo-istopatologici hanno dunque rilevato:

— assenza nei 20 animali del Gruppo A di lesioni sia macroscopiche che micro-
scopiche riconducibili alla malattia Aleutina,

— presenza solamente di lesioni istologiche riferibili ad essa in otto soggetti, del
gruppo B, su trentuno positivi, corrispondenti al 25,8%.

Si pud quindi affermare che I’AD nell’allevamento in questione non decorre in
tutti gli animali in forma inapparente, cioé senza lesioni anatomo-istopatologiche.

Un’indagine precedente, effettuata nello stesso allevamento, ma soltanto su visoni
di razza Selvaggio, aveva gia confermato questo dato (Negretto, 1987/88).

Gli organi che presentano le lesioni piu significative per la diagnosi istologica
della malattia sono il fegato, il rene e il polmone.

Anche se la malattia decorre in forma inapparente in buona parte dei visoni Stan-
dard, in un certo numero di individui determina tuttavia la comparsa di alterazioni
istologiche.
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Per quanto riguarda ’infertilita infine non sono state riscontrate, a livello istolo-
gico, in ovaia, utero e salpingi, alterazioni degne di nota.

Per la ricerca sono state utilizzate solo femmine di due anni di etd con problemi
riproduttivi in quanto € noto che la malattia nella forma inapparente provoca infer-
tilitd, aborto o natimortalita, provocando cosi gravi danni economici nell’allevamento.

In Danimarca negli allevamenti controllati con Peliminazione progressiva degli
animali sierologicamente positivi, dal 1980 al 1986, il numero di cuccioli per femmi-
ne fecondate & passato da 4,09 a 4,69, mentre la percentuale di femmine non fertili
¢ calata da 14,7 a 10,9 (Hansen e Lund, 1988).

L’infertilita delle femmine, ’aborto precoce o tardivo delle stesse e la morte dei
cuccioli sono danni sufficienti per cercare di eliminare la AD dall’allevamento.

I visoni con malattia inapparente possono ospitare il virus per anni senza manife-
stare la sintomatologia classica e senza venire a morte. Tra le altre cause anche
lo stress puod svolgere un ruolo determinante nel trasformare la forma inapparente
in malattia conclamata (An et al., 1978).

Se le femmine esaminate, che non avevano partorito nemmeno un cucciolo nel
secondo anno di produzione, fossero state tutte 51 positive sarebbe stato facile im-
putare la sterilita alla presenza dell’ADV. Invece le 20 femmine negative presentava-
no gli stessi problemi riproduttivi delle 31 positive. Quindi il piano di profilassi,
cominciato nel 1988, basato sul controllo sierologico degli animali e I’eliminazione
di quelli infetti, pur avendo avuto un ruolo fondamentale nel miglioramento dell’al-
levamento, non ¢ stato sufficiente a risolvere i problemi di infertilita presenti.

Il suddetto piano di eradicazione della malattia potra dare buoni risultati, tuttavia
altri fattori, soprattutto quelli d’ordine alimentare e ambientale, non devono mai
essere trascurati nel cercare di diminuire i problemi riproduttivi in un allevamento
intensivo di visoni.

Si ringrazia il Prof. Giorgio Gagliardi, il Dr. Carlo Turilli e il Dr. Pietro Bonsem-
biante dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie per la disponibilita
dimostrata e il Sig. Ulrich Ebert per la collaborazione prestata e per il materiale
gentilmente messo a disposizione.

Lavoro finanziato in parte con fondi 60% MURST.
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Tabella 1 - Alterazioni istologiche epatiche

Gruppo A Gruppo B

n. casi n. casi
— Steatosi 3 7
— Degenerazione vacuolare 1 1
— Melanosi degli endoteli vasali 5 5
— Infiltrati linfocitari perivasali 2 3
— Infiltrati linfocitari nei lobuli epatici 1 3
— Infiltrati linfoplasmacellulari pervasali — 3

Tabella 2 - Alterazioni istologiche polmonari

Gruppo A Gruppo B

n. casi n. casi
— Polmonite colesterinica 3 2
— Iperplasia del BALT 5 4
— Melanosi degli endoteli vasali 7 19
— Calcificazione delle cartilagini bronchiali 13 23
— Concrementi contenenti calcio negli alveoli e nei setti 3 4
— Ispessimento dei setti interalveolari con infiltrati lin-
fomonocitari — 2
— Ispessimento della parete dei capillari — 1

(°) Le polmoniti colesteriniche sono state osservate istologicamente con minor frequenza rispetto all’esa-
me macroscopico a causa della difficolta riscontrata nell’allestire il preparato istologico, date le ridotte
dimensioni delle lesioni (Fig. 1).
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Tabella 3 - Alterazioni istologiche spleniche

Gruppo A Gruppo B

n. casi n. casi
-— Deplezione linfocitaria 1 6
— Iperplasia linfocitaria 1 —
— Melanosi sottocapsulare 4 8
— Materiale ialino centrofollicolare 9 4

— Tlalinizzazione delle pareti delle arteriole

follicolari 2 2

Tabella 4 - Alterazioni istologiche renali

Gruppo A Gruppo B
n. casi n. casi
— Degenerazione ialina degli epiteli tubulari 1 1
— Focolai linfocitari corticomidollari 2 —
— Concrementi a livello midollare 7 6
— Emorragie da macellazione — 4
— Degenerazione vacuolare degli epiteli tubulari — 1
— Infiltrati corticali linfoplasmacellulari — 2
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Figura 1 - Lesioni nodulari riferibili a polmonite colesterinica.

Figura 2 - Quadro istologico nella polmonite colesterinica. Ematossilina-cosina, pic-
colo ingrandimento.

Figura 3 - Materiale ialino localizzato sia a livello centrofollicolare che nella parete
delle arteriole follicolari spleniche. Ematossilina-eosina, piccolo ingrandimento.

Figura 4 e 5 - Focolai linfoplasmacellulari epatici e renali. Ematossilina-eosina, me-
dio ingrandimento (fig. 4) e piccolo ingrandimento (fig.5).

Figura 6 - Infiltrati linfomonocitari nel miocardio a localizzazione periarteriolare.
Ematossilina-eosina, piccolo ingrandimento.
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RIASSUNTO

Gli AA. descrivono i quadri anatomo-istopatologici della fascioliasi subacuta e
cronica della capra in Sardegna. La periepatite fibrinosa, la marcata infiltrazione
eosinofilica, ’angiocolite e le lacune ematiche caratterizzano la forma subacuta; la
marcata atrofia del lobo sinistro, Pectasia dei grossi dotti biliari e ’accentuata iper-
plasia della loro tonaca mucosa contraddistinguono invece la forma cronica.

Parole chiave: fascioliasi, capra, aspetti anatomo-istopatologici.

ANATOMO-HISTOPATHOLOGICAL FEATURES OF GOAT FASCIOLIASIS

SUMMARY

Anatomo-histopathological lesions in sardinian goats affected by subacute and
chronic fascioliasis are described.

The subacute form is characterized by fibrinous perihepatitis, significant eosino-
philic infiltrations, angiocholitis and hematic lacunae while the chronic form is mar-
ked by pronunced atrophy of the left lobe, ectasia of the large bile ducts whith
accentuated hyperplasia of their tunica mucosa.

Key words: fascioliasis, goat, anatomo-histopathologichal pictures.

INTRODUZIONE

La fascioliasi degli animali si manifesta con caratteristiche talvolta assai differenti
nelle varie specie ospiti. E noto, ad esempio che, pur avendo un decorso clinico
abbastanza simile nel bovino e nell’ovino, la parassitosi induce in questi due rumi-
nanti peculiari lesioni anatomo-istopatologiche ed inoltre che le differenze si accen-
tuano enormemente quando la fascioliasi dell’ovino ¢ di tipo acuto. Cid fa meglio
capire che il danno indotto dall’infestazione, oltre che col fattore specie animale,
¢ correlabile anche con ’entita dell’infestazione, con la grandezza del fegato e, na-
turalmente, con la reattivita dell’individuo.

* Lavoro eseguito con contributo M.U.R.S.T. 60%.
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Appare pertanto quanto mai opportuno conoscere il danno che Fasciola hepatica
causa su tutti gli animali, compresi quelli che, per cause diverse, son ritenuti meno
esposti all’infestazione. A questo proposito si puod rilevare che, mentre abbondano
le notizie sulla fascioliasi negli ospiti tradizionali (bovini ed ovini) e addirittura in
quelli eccezionali (equino, suino, ecc.), ¢ singolare che siano del tutto frammentarie
le conoscenze sulla malattia nel caprino.

Partendo da questo presupposto, nell’ambito di una ricerca organica sulle parassi-
tosi della capra nei differenti habitat di allevamento, abbiamo ritenuto opportuno
approfondire le nostre conoscenze sui principali aspetti anatomo-istopatologici della
fascioliasi.

MATERIALI E METODI

Nel corso di indagini parassitologiche condotte su numerosi greggi di capre di raz-
za sarda allevate in zone marginali o in territori abitualmente destinati all’allevamen-
to ovino, sono stati effettuati rilievi anatomo-patologici su animali spontaneamente
deceduti, soppressi in fase preagonica o regolarmente macellati. Si & avuta cosi occa-
sione di osservare un buon numero di fegati con alterazioni riferibili a fascioliasi.

Da tali organi, dopo aver quantificato ’entita della infestazione attraverso la rac-
colta dei parassiti, sono stati effettuati prelievi che, opportunamente fissati e proces-
sati in paraffina, sono stati tagliati in sezioni di 5 w di spessore e colorati infine
con le metodiche E.E., PAS e Tricromica di Mallory.

OSSERVAZIONI PERSONALI

I fegati di alcune capre spontaneamente decedute o regolarmente macellate si pre-
sentavano moderatamente aumentati di volume, di colore variegato, tendente al giallo
verdastro, con superficie granulosa ed ancora ricoperta da pannicolo fibrinoso, tra-
ma lobulare ispessita e linfonodi portali tumefatti per effetto di una flogosi sieroe-
morragica. Completavano il quadro isolati focolai necrotici, rare lacune ematiche,
ectasia dei medi ¢ grossi dotti biliari con presenza di un gran numero di fasciole.

Con gli esami istologici si poneva in evidenza il netto ispessimento della sierosa
di rivestimento — causato dalla presenza di fibrina solo in parte organizzata —,
la presenza di tragitti necrotico-emorragici attorniati da imponente reazione granu-
lomatosa, i focolai di necrosi coagulativa di probabile origine infartuale, I’intensa
infiltrazione eosinofilica degli spazi porto-biliari e, a carico dei dotti, I’infiltrazione
eosinofilica ¢ mastocitaria, 1’erosione della mucosa e I’ostruzione del lume ad opera
di cellule epiteliali desquamate, sangue e giovani fasciole. Nei linfonodi veniva rile-
vato edema cortico-midollare ed iperplasia dei follicoli linfatici.

Nel complesso, i quadri descritti potevano essere attribuiti ad una fascioliasi di
tipo subacuto.

Numerosi fegati di capre regolarmente macellate mostravano invece una marcata
atrofia del Iobo sinistro, ridotto talvolta ad esile lamina fibro-sclerotica percorsa
da piccoli dotti ectasici, ed una relativa ipertrofia della restante parte. Nel comples-
so I’organo appariva tozzo e di forma grossolanamente triangolare. Sulla superficie
della faccia viscerale i medi e grossi dotti biliari, fortemente ectasici, risaltavano
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come grosse bozzellature di colore biancastro e di consistenza fibrotica. All’apertura
si evidenziava in essi un moderato numero di fasciole immerse in una bile assai
densa ¢ scura. I.a mucosa di rivestimento era caratteristicamente tappezzata da ro-
buste papille biancastre protrudenti verso il lume. I linfonodi, infine, apparivano
aumentati di volume e infarciti di un pigmento bruno-verdastro.

L’esame istopatologico del lobo sinistro poneva in evidenza la sclerosi parenchi-
matosa, la proliferazione di dotti biliari neoformati, I’angio e periangiocolite e gra-
nulomi gigantocellulari attorno a uova in posizione extraduttale. Nei medi e grossi
dotti biliari si accertava che le papille evidenziate all’esame macroscopico altro non
erano se non manifestazioni di iperplasia epiteliale, conseguenti, con tutta probabili-
ta, all’accentuata erosione della mucosa.

Nel complesso, le lesioni appena descritte venivano attribuite a fascioliasi cronica.

CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI

I quadri lesivi da noi attribuiti alla fascioliasi subacuta e cronica della capra sono
stati solo parzialmente osservati da altri AA.

Rahko (1972) descrive infatti come tipica della distomatosi cronica caprina da
F. hepatica e D. dendriticum Vintensa iperplasia ed infiltrazione leucocitaria della
mucosa duttale e la generalizzata fibrosi degli altri strati.

Anche Arore e Iyer (1973), su capre e pecore indiane infestate da F. gigantica,
evidenziano granulomi gigantocellulari attorno a uova del parassita in sede extra-
duttale.

Barth e Schaich (1973), nel descrivere la riproduzione sperimentale della fasciolia-
si nei ruminanti selvatici, riportano come principale caratteristica della malattia nel
capriolo I’ectasia dei dotti biliari, che pertanto sporgono nettamente sulla superficie
epatica.

Girardi e coll. (1979), infine, nel riferire su un grave episodio di fascioliasi capri-
na verificatosi in Piemonte, segnalano alterazioni caratterizzate da proliferazione
connettivale parenchimale e periduttale, evidentemente attribuibili ad uno stadio di
fascioliasi subacuta pill avanzato rispetto a quello da noi descritto.

Al di 1a di quanto osservato da altri AA., le nostre indagini hanno indiscutibil-
mente evidenziato che la capra pud contrarre composite e caratteristiche lesioni in
corso di fascioliasi. Significative in tal senso sono le gravi lesioni da tragitto, proba-
bile causa delle raccolte ematiche, e la diffusa infiltrazione eosinofilica dell’intersti-
zio caratterizzanti la fascioliasi subacuta. Tipiche della forma cronica sono invece
I’imponente ectasia dei medi e grossi dotti biliari e 1’accentuata atrofia fibrotica
del lobo sinistro, caratteristica guest’ultima facilmente evidenziabile nella distomato-
si bovina ma di difficile reperimento nell’ovino. Peculiare della fascioliasi cronica
caprina sembra essere infine il riscontro, sempre nei medi e grossi dotti, di papille
biancastre, obliteranti parzialmente il lume, espressione di una franca iperplasia del-
la mucosa.

In conclusione, I’aver facilmente riscontrato la fascioliasi dei caprini nel corso
della nostra indagine, induce a ritenere che la parassitosi si stia sempre piu diffon-
dendo in questa specie animale, ormai allevata anche su pascoli abitualmente desti-
nati all’ovino.
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Figure 1-2 - Capra, fascioliasi subacuta: in evidenza la periepatite fibrinosa, i foci
necrotici, la variegatura del colore e il disegno lobulare.

Figura 3 - Capra, fascioliasi subacuta: caratteristico disegno lobulare e lacuna ematica.
Figura 4 - Capra, fascioliasi cronica: atrofia del lobo sinistro.
Figura 5 - Capra fascioliasi cronica: ectasia di un grosso dotto biliare.

Figura 6 - Capra, fascioliasi cronica: presenza di F. hepatica ¢ iperplasia «papillifor-
mes della mucosa in un grosso dotlo.

Figura 7 - Capra, fascioliasi subacuta: tragitti necrotico-emorragici e reazione
granulomatoso-eosinofilica. PAS, piccolo ingrandimento.

Figura 8 - Capra, fascioliasi subacuta: marcata infiltrazione cosinofilica degli spazi
porto-biliari. E.E., medio ingrandimento,



Figura 9 - Capra, fascioliasi subacuta: esemplare di F. hepatica in dotto biliare
ed erosione della mucosa. E.E., piccolo ingrandimento.

Figura 10 - Capra, fascioliasi cronica: lobo sinistro. Sclerosi parenchimale ¢ neofor-
mazione di duttuli biliari. PAS, piccolo ingrandimento.

Figura 11 - Capra, fascioliasi cronica: marcata angio e periangiocolite. Mallory,
medio ingrandimento.

Figura 12 - Capra, fascioliasi cronica: lobo sinistro. Granuloma gigantocellulare
attorno a uovo di F. hepatica in sede extraduttale. E.E., forte ingrandimento.

Figure 13-14 - Capra, fascioliasi cronica: iperplasia «papilliforme» della mucosa
di un dotto. PAS, piccolo e medio ingrandimento.
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RIASSUNTO

Nell’ambito della creazione di un protocollo di trapianto renale nel cane, allo
scopo di verificare le principali lesioni flushing e storing dipendenti, n. 8 reni sono
stati perfusi con liquido di Ringer (n. 2), di Collins (n. 4), di Belzer (n. 2) e stoccati
a +4° C. Sulle biopsie eseguite a h 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48 e 72 dalla perfusione
di banco, sono stati eseguiti esami istopatologici, istoenzimatici ed elettromicrosco-
pici. Gli organi trattati con le soluzioni di Ringer e Collins hanno mostrato, a tempi
differenti, gravi alterazioni cellulari. Il liquido di Belzer ha invece preservato i reni
per un periodo di tempo pil lungo.

Parole chiave: trapianto renale, alterazioni da perfusione, cane.

KIDNEY TRANSPLANTATION IN THE DOG.
EVALUATION OF COLD REPERFUSION WITH DIFFERENT SOLUTIONS

SUMMARY

In order to experience the kidney transplantation in the dog, the main lesions cau-
sed by cold re-perfusion in 8 kidneys flushed out and stored at 4°C with Ringer’s (2),
Collins’ (4) and Belzer’s (2) solutions, were studied. Histopathologic, histoenzymatic
and TEM observations were carried out on biopsies at 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48 and
72 hours after kidney removal and re-perfusion. Ringer and Collins solutions caused,
at different times, severe cellular swelling and morphostructural damages. Belzer’s li-
quid preserved instead the kidney for a longer time, with less important osmotic lesions.

Key words: kidney transplantation, perfusion damages, dog.

INTRODUZIONE

Nei trapianti d’organo, il prelievo e la perfusione assumono un ruolo fondamen-
tale per la riuscita dell’intervento. In particolare, viene ritenuta di grande importan-
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za la qualita delle soluzioni perfusive impiegate per indurre I’ischemia fredda, neces-
saria a prevenire la necrobiosi ¢ a mantenere la morfologia e le funzioni dell’organo
nel tempo che intercorre tra prelievo e trapianto. La letteratura riporta casi di de-
corso sfavorevole causati da alterazioni cellulari perfusione-dipendenti.

Scopo della nostra indagine ¢ stato pertanto quello di verificare, nel quadro della
creazione di un protocollo di trapianto terapeutico di rene nel cane, le principali
alterazioni istologiche, istochimiche ed ultrastrutturali in reni perfusi con le varie
soluzioni attualmente disponibili. In questa nota riferiamo delle esperienze relative
all’uso dei liquidi Euro-Collins, Collins modificato, Wisconsin (Belzer) e Ringer.

MATERIALI E METODI

Sono stati utilizzati n.8 reni di cagne di 2-3 anni, di peso compreso fra 10 ¢
30 kg venute a morte presso la Clinica Chirurgica Veterinaria. Sulla tecnica di pre-
lievo e perfusione si & riferito in occasione del 46° Congresso S.I1.S.Vet. 1l protocol-
lo di perfusione ¢ stato cosi condotto: reni nn. 1-2: Ringer; reni n. 3-4: Collins;
reni nn. 5-6 Collins modificato; reni nn. 7-8 Belzer.

Il liquido di Ringer & una soluzione di controllo utilizzata clinicamente per crio-
perfusioni con tempi di ischemia fredda rapidi. Esso & stato considerato «controllo»
poiché, essendo privo di fattori protettivi in senso lato, non consente prolungate
conservazioni degli organi ¢ quindi permette una valutazione degli effetti della sola
ischemia fredda sulla biologia cellulare.

La soluzione Euro-Collins & un liquido ipertonico (335 mOsm/Kg) ed ¢ la piu
comunemente utilizzata per le perfusioni renali ed epatiche. Secondo alcuni Autori
dovrebbe consentire la protezione efficace del rene anche oltre le 24 ore. La diffe-
renza fra la soluzione madre e quella modificata sta nell’aggiunta, in quest’ultima,
di 65 ml/1 di destrosio.

Il liquido di Belzer, infine, ¢ una soluzione di recentisssima introduzione e ha
destato un notevole interesse, poiché il suo ideatore, il Prof. Belzer, riporta dati
sperimentali e clinici che comproverebbero netti aumenti dei tempi di conservazione
degli organi perfusi con essa. La composizione comprende Ac. lattobionico, K fo-
sfato monobasico, Mg solfato eptaidrato, raffinosio, adenosina, allopurinolo, gluta-
tione, Na-K idrossidi in quantita modesta. Il liquido ha una osmolarita di 320 mOsm
con una concentrazione di sodio pari a 20 mEq/]l e di potassio di 140 mEq/l.

Il primo prelievo bioptico ¢ stato effettuato immediatamente dopo la perfusione
(T 0); successivamente gli organi, ricoperti di ghiaccio secco periodicamente rinno-
vato, sono stati stoccati in frigo termostatato a +4°C e le biopsie successive esegui-
te dopo 6, 12, 18, 24, 36, 48, 72 ore.

Il materiale & stato quindi avviato alla microscopia ottica, all’esecuzione di tests
isto-enzimatici e all’osservazione in TEM.

Microscopia ottica

Le biopsie, delle dimensioni di cm 2x2x0,5 ca., sono state fissate in formolo tam-
ponato 10%, disidratate nella scala degli alcooli, incluse in paraffina, sezionate a 5-6
n di spessore e colorate con Ematossilina-eosina, PAS, PTAH, Mallory, Polychrom.
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Tests istoenzimatici

Allo scopo di verificare ’integrita funzionale dei reni a seguito della perfusione
sono stati eseguiti, previo congelamento in azoto liquido e stoccaggio a —80°C,
i tests di visualizzazione istochimica della fosfatasi acida e della fosfatasi alcalina
(SIGMA Diagnostics).

TEM

I tessuti sono stati fissati in glutaraldeide per 3 ore, post-fissati in OsO4 per 1,5
ore, stoccati in PBS, inclusi in Epon-Araldite e osservati in T.E.M.

RISULTATI
OSSERVAZIONI IN M.O.

Dal punto di vista quali-quantitativo, i reni perfusi con i liquidi di Collins hanno
manifestato un comportamento pressoché analogo e pertanto, per comodita di espo-
sizione, verranno descritti contemporaneamente.

Liguidi di Collins

Dopo 6 ore, accanto alla dilatazione di alcuni vasi venosi e linfatici, principal-
mente localizzata nella corticale non si apprezzano alterazioni morfo-strutturali di
rilievo, ad eccezione di una modesta sofferenza degli epiteli tubulari distali e dei
collettori, i quali appaiono a tratti rigonfi.

A T 12, il rene, pur mantenendo caratteristiche morfo- strutturali sostanzialmente
normali, presenta in qualche campo fenomeni di coartazione delle capsule di Bow-
man, cosi come assumono maggior rilievo le alterazioni precedentemente riscontrate
a carico dei tubuli. Le membrane basali sono invece normali.

Dopo 18 ore, nell’insieme, le strutture corticali continuano a non manifestare
quadri lesivi di significativa entita, mentre si aggravano gli edemi intraceltulari os-
servati nella midollare. In qualche campo, alcuni tubuli presentano una notevole
deplezione cellulare; in altri, le stesse cellule appaiono sfrangiate nella porzione api-
cale. Il fenomeno sembra imputabile allo scatenarsi di lesioni autolitiche, peraltro
evidenziate dalla massiccia presenza di vacuolizzazioni intracitoplasmatiche.

A 24 ore progredisce la degenerazione del parenchima midollare. Peraltro, il qua-
dro ¢ rapportabile a quello del T 18.

In capo a 36 ore, le cellule tubulari circostanti manifestano alterazioni analoghe
a quelle osservate nella midollare (vacuolizzazione, rigonfiamento, rottura delle cel-
lule e deplezione nucleare). Le membrane basali e gli interstizi continuano a presen-
tare caratteristiche morfo-strutturali apparentemente normali. In progressione le al-
terazioni midollari.

Dopo 48 ore la quasi totalita dei glomeruli appare collassata; in qualche caso
le membrane basali glomerulari sono discontinue, mentre quelle tubulari tendono
a perdere P’affinitd tintoriale.
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Le colorazioni specifiche evidenziano anche campi di cariolisi, sottolineando la
grave compromissione nucleare.

Infine, dopo 72 ore, la lisi degli epiteli tubulari e le alterazioni glomerulari diven-
gono imponenti e, seppure qualitativamente simili a quelle osservate a 48 ore, ap-
paiono estese alla quasi totalita del parenchima.

Liquido di Ringer

Le lesioni degenerative osservate in seguito alla perfusione con liquido di Ringer
appaiono qualitativamente sovrapponibili a quelle dei reni perfusi con i liquidi di
Collins; tuttavia esse manifestano una comparsa piu precoce. Sia le lesioni tubulari
quanto quelle glomerulari esordiscono con 12 ore di anticipo, per mantenere poi
la medesima progressione, fino alla distruzione di gran parte delle cellule epiteliali
e a gravi alterazioni delle membrane basali in vasti distretti. Da rilevare che anche
nei reni perfusi con liquido di Ringer sono state osservate, a T 0, ampie dilatazioni
vascolari, responsabili di fenomeni compressivi sul circostante parenchima.

Liquido di Belzer

Va anzitutto premesso che la prova & stata condotta su soli due reni e che la
quantitd di emazie residue ¢ risultata superiore ai casi precedenti; ai dati ottenuti
si pud pertanto unicamente attribuire un significato preliminare, da confortare con
successive osservazioni.

A 0 e 6 ore dalla perfusione la microscopia ottica tradizionale non ha svelato
alterazioni di rilievo, ad eccezione della precoce comparsa di aree otticamente vuote,
corrispondenti, anche in questo caso, a vasi venosi ¢ linfatici.

Dopo 12 ore, invece, ¢ stato possibile osservare il rigonfiamento ¢ la rottura di
qualche rara cellula degli epiteli tubulari corticali, perlopiu in vicinanza delle dilata-
zioni cui si € testé accennato; nella midollare il quadro ¢ dominato da un modesto
stato sofferenziale degli stessi epiteli, vacuolizzati e rigonfi, in qualche caso privi
di nucleo.

L’aspetto dell’organo a 18 ore dalla perfusione depone per ’aggravamento delle
lesioni precedentemente osservate con la comparsa di un lieve edema interstiziale.

Dopo 24 ore, la alterazioni delle strutture corticali divengono manifeste; compaio-
no precipitati amorfi nei glomeruli ¢ questi ultimi assumono un aspetto decisamente
coartato. Forte la deplezione cellulare in sede midollare.

Il quadro del T 36 ¢ praticamente sovrapponibile.

In capo a 48 ore le cellule tubulari in vicinanza dei glomeruli appaiono fortemente
degenerate in vasti campi. In estensione le alterazioni midollari.

A 3 giorni dall’intervento i fenomeni lesivi appaiono estesi alla quasi totalita del
parenchima.

PROVE ISTOCHIMICHE

Per quanto attiene ai liquidi di Collins, la visualizzazione delle fosfatasi acida
e alcalina ha fornito interessanti indicazioni sulla patogenesi della degenerazione
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cellulare documentata alla M.O. tradizionale. In particolare, la fosfatasi acida, enzi-
ma litico lisosomiale corticale, & stata osservata in forma diffusa in spazi sia intra
che extracellulari; cid dimostra gravi fenomeni lesivi a carico dei lisosomi e configu-
ra Porigine autolitica delle lesioni osservate in microscopia ottica. La progressione
temporale del fenomeno coincide quindi con ’evoluzione delle lesioni precedente-
mente descritte.

La fosfatasi alcalina, normalmente presente soprattutto a livello dei tubuli collet-
tori midollari, manifesta invece un progressivo decremento di positivita, conferman-
do la degenerazione delle strutture cellulari.

Il liquido di Ringer, dal punto di vista istochimico, ha causato fenomeni lesivi
analoghi che, rispetto ai liquidi di Collins hanno manifestato un’insorgenza antici-
pata di circa 12 ore.

TEM

Per quanto riguarda i liquidi di Collins, il rigonfiamento cellulare esordisce in
tempi precocissimi, addirittura immediatamente dopo la perfusione, interessando so-
prattutto la componente midollare e, in minor misura, quella corticale.

Esso prelude ad una sequela di eventi patogenetici che, passando attraverso il
rigonfiamento e la rottura dei mitocondri, la marginazione del reticolo endoplasma-
tico e la rottura lisosomiale, conduce alla distruzione della cellula.

Il liquido di Belzer invece, pur con tuite le cautele del caso, pare proteggere il
parenchima renale per un periodo di tempo piu lungo. Fino a 6 ore non si osservano
alterazioni degne di nota. I fenomeni lesivi iniziano a comparire alle 12 ore, interes-
sando un numero molto ridotto di nefroni. Dalle 18 ore in poi, la progressione
delle alterazioni segue sia qualitativamente che quantitativamente la falsariga di quelle
determinate dalle soluzioni di Collins.

CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI

La tecnica perfusiva assume un’importanza rilevante: nella nostra esperienza, la
perfusione «a caduta» mediante deflussore non ha mai determinato un completo
lavaggio del rene dalle emazie, sempre presenti nelle sezioni istologiche ancorché
in quantitd modesta.

Nei reni utilizzati, gid immediatamente dopo la perfusione, si ¢ notata la compar-
sa di dilatazioni vascolari, verosimilmente dovute a difficoltoso drenaggio della so-
luzione e responsabili di fenomeni compressivi sul circostante parenchima.

La microscopia ottica e soprattutto quella elettronica, hanno dimostrato che ’al-
terazione fondamentale nell’organo perfuso con i liquidi saggiati, ¢ costituita dalla
comparsa di un rigonfiamento cellulare di probabile significato osmotico; quest’ulti-
mo sarebbe il «primum movens» di piu gravi lesioni cellulari, che vanno dall’altera-
zione degli organuli fino alla rottura della cellula. I tests istochimici confermano
inoltre che alcuni enzimi litici, fuoriuscendo dalle strutture in cui sono normalmente
accumulati, cooperano all’aggravamento del quadro lesivo.
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In sede di valutazione comparativa, va sottolineato che i liquidi di Collins e ancor
pit quello di Belzer, hanno mostrato un indiscutibile ¢ peraltro notorio primato
sulla soluzione di Ringer; in particolare, essi hanno manifestato una maggiore capa-
cita di ritardare ’insorgenza delle lesioni testé descritte; nella nostra esperienza, tale
ritardo appare quantificabile, rispettivamente, intorno alle 12 (Collins) e 18 ore
(Belzer).

Poiché il rene possiede notevoli capacita rigenerative, che gli consentono una buo-
na funzionalitd anche in caso di perdita di oltre meta dei nefroni, allo scopo di
valutare i tempi entro i quali ’organo perfuso deve essere trapiantato, pud essere
assunto come parametro di valutazione l'integritd delle membrane basali; infatti,
un danno anche minimo a questo livello causa la depressione dei fenomeni riparati-
vi. Nella nostra esperienza, le lesioni a carico di queste strutture compaiono a 36
(Collins) e 48 ore (Belzer), sottolineate in qualche caso dalla discontinuitd fisica,
in qualche altro dalla perdita delle affinita tintoriali.

In conclusione, riteniamo di poter affermare che, con la tecnica perfusiva da noi
utilizzata, I’organo debba essere avviato al trapianto entro un ragionevole margine
di sicurezza massimo di 24-30 ore dall’inizio dell’ischemia fredda a seconda della
soluzione utilizzata.

Figura 1 - Perfusione con soluz. di Collins; T 0; ectasia venosa e linfatica, edema
periarterioso. PAS, medio ingrandimento.

Figura 2 - Collins modificata; T 12; vari gradi di degenerazione idropica degli epite-
li. PAS, medio ingrandimento.

Figura 3 - Collins modificata; T 36; tumefazione, necrobiosi e sfaldamento degli
epiteli tubulari. Presenza di emazie residuali. PTAH, medio ingrandimento.

Figura 4 - Collins; T 72; diffusa necrosi epiteliale. PAS, piccolo ingrandimento.

Figura 5 - Belzer; T 72; lesioni di minore intensitd rispetto a quelle evidenziate
al T 72 Collins; Policrom, medio ingrandimento.

Figura 6 - Belzer; T 18; stadio iniziale di rigonfiamento idropico; Policrom, medio
ingrandinmento.

Figura 7 - Collins, T 48; visualizzazione istochimica della fosfatasi acida; diffusione
enzimatica in ambito endo- eso-cellulare e glomerulare; medio ingrandimento.

Figura 8 - TEM; edema cellulare dell’epitelio tubulare.
Figura 9 - TEM,; vescicolazione mitocondriale.

Figura 10 - TEM; forte imbibizione dei mitocondri con rarefazione e frammentazio-
ne delle creste.
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