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PRESENTAZIONE

Cento anni or sono, microbiologi quali Loffler, Frosch, Iwanow-
sky e Beijerinck denominavano gli agenti dell’afta epizootica e del
mosaico del tabacco, invisibili con i microscopi del tempo € per-
tanto del tutto sconosciuti, con il termine contagium vivum flui-
dum.

Con questa definizione intendevano cioé indicare agenti infettivi
capaci di riprodursi, e di conseguenza viventi, ma che essendo fil-
trabili dovevano trovarsi in uno stato di dispersione diverso dagli
altri microrganismi (batteri e funghi) allora conosciuti.

Anche oggi gli infettivologi sono costretti a ricorrere a termino-
logie parimenti ‘‘fantasiose’’ quando devono definire e quindi de-
nominare quegli agenti patogeni che causano le encefalopatie spon-
giose subacute, inevitabilmente letali per 'uomo (es., il kuru e la
malattia di Creutzfeldt-Jakob) e per gli animali (es., la scrapie e
I’encefalopatia spongiforme del bovino).

E cosi, alle soglie del 2000, per indicare gli agenti responsabili
di tali malattie vengono proposte definizioni come *‘particelle in-
fettanti di natura proteica’ (Prioni), oppure ‘Virini’’ in quanto
sono attualmente ancora ‘‘invisibili’’ e chimicamente non definiti;
e ciononostante la moderna tecnologia metta a disposizione stru-
menti come il microscopio elettronico ad ‘‘effetto tunnel’’, capace
di rendere visibili le strutture biologiche, anche a livello atomico.

Accanto a questi agenti patogeni insoliti € quindi ‘‘non conven-
zionali’’, che preoccupano sempre piu il mondo medico-veterinario,
anche per la loro stupefacente capacita di resistere alla classica ste-
rilizzazione in autoclave e alla formalina, hanno ancora maggiore
rilevanza quegli agenti patogeni ‘‘convenzionali’’, classificati co-
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me retrovirus delle immunodeficienze acquisite, dell’uomo e degli
animali.

Anche nei riguardi di questi patogeni, pur ben caratterizzati a
livello di struttura e composizione chimica, molti restano i quesiti
insoluti o da chiarire, con riferimento, ad esempio, alla loro gene-
si, alle loro interrelazioni, ai meccanismi patogenetici e, soprattut-
to, alla prevenzione e terapia delle malattie di cui sono causa.

Sulla base delle attuali conoscenze si ritiene comungque che en-
trambe le problematiche sopra menzionate potranno trovare ’even-
tuale soluzione solo se vi sard una interazione coordinata delle ri-
cerche della medicina umana con quelle della medicina veterinaria.

Per quanto detto, emerge 1’attualitd del Convegno, i cui obietti-
vi sono sia di sancire I’'importanza della interrelazione tra le due
medicine, sia di individuare precisi programmi di ricerca comparata.

G. Poli, L. Bonizzi, G. Gualandi
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IMMUNODEFICIENZE DA RETROYIRUS
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H. LUTZ

IL VIRUS DELLA LEUCEMIA FELINA (FeLV) E IL VIRUS
DELL’IMMUNODEFICIENZA FELINA (FI1V):
AGENTI IMMUNOSOPPRESSIVI NEL GATTO!

Dept. of Medicine, School of Veterinary Medicine,
Winterthurestrasse 260, University of Zurich, 8057 Zurich (Switzerland)

ONCOVIRUS

Virus della leucemia felina (FelV)

Venticinque anni fa, Jarrett e coll. identificarono il primo retro-
virus felino, il FeL'V (Jarrett et al., 1964). Da allora, rappresentan-
ti di tutte e 3 le sottofamiglie dei retrovirus sono stati identificati
nel gatto. I punti di contatto fra I’appena scoperto FeLV e gli altri
oncovirus murino e aviare furono immediatamente evidenti. Dal
momento che i gatti, contrariamente ai topi e agli uccelli domesti-
ci, sono generalmente animali outbred I’infezione indotta da FeLV
¢ stata considerata un modello ideale per lo studio della patogenesi
dei tumori nell’'uomo. Per questo motivo, il primo grande interes-
se della ricerca sul FeLV si & concentrato sugli aspetti oncogeni del-
Iinfezione da FeL V. Solo alcuni anni pit tardi, dopo che fu dispo-
nibile un fest di immunofluorescenza indiretta (IFA) per la diagno-
si di FeL'V, divenne chiaro che questo virus non & solamente re-
sponsabile di forme linfosarcomatose e mieloproliferative, ma an-
che di numerose altre condizioni patologiche come anemia, immu-
nosoppressione e disturbi neurologici. Sulla scia delle prime ricer-
che sul FeLV, due altri oncovirus furono scoperti: il feline sarco-
ma virus (FeSV) (Snyder e Theilen, 1969) e ’'RD 114-virus (McAl-
lister et al., 1972). Il FeLV ¢ probabilmente evoluto da un virus
leucemico del topo e del ratto ¢ ha superato le barriere di specie
grazie alla caccia a questi animali esercitata dai gatti.

' Comunicazione in pubblicazione, in inglese, su Veterinary Microbiology (1990), col titolo “Feline
Retrovirus: a Brief Review’’.
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I virioni del FeL'V sono particelle sferiche che contengono due
molecole di RNA a singolo filamento, a polarita positiva. Il geno-
ma comprende 3 geni, il gag che codifica per gli antigeni gruppo-
specifici, il pol che codifica per la polimerasi (trascrittasi inversa)
e I’env per i costituenti dell’envelope. 1l core dei virioni del FeLLV
¢ composto da proteine (p10, pl2, pl5, p27), codificate dal gene
gag, ¢ dalla trascrittasi inversa. L’envelope, di natura lipoproteica,
¢ costituito da una proteina transmembrana pl5 (E) altamente idro-
fobica, e da una glicoproteina gp70 attaccata alla p15 (E) da ponti
disolfuro.

La replicazione di un oncovirus consta dei seguenti passaggi. Dopo
I’adsorbimento e I’entrata del virus nella cellula ospite, la trascrit-
tasi inversa dapprima catalizza la sintesi di una molecola a singolo
filamento, quindi, dopo la digestione dell’RNA virale, di una mo-
lecola di DNA a doppio filamento. I1 DNA a doppio filamento ¢
poi trasferito nel nucleo dove viene integrato, grazie a un legame
covalente, nel DNA cromosomiale. Dopo la trascrizione, ’'mRNA
viene tradotto in grandi poliproteine che successivamente, appena
prima dell’assemblaggio del virus, sono scisse in proteine virali ma-
ture. Dopo che ’RNA virale ¢ stato incorporato nel core, il virione
lascia la cellula per gemmazione.

Normalmente, le cellule infettate non vengono distrutte durante
la replicazione del virus.

Tre sottotipi di FeLV sono stati distinti, ma non sierologicamen-
te, in base alle prove condotte in vitro sul tropismo d’ospite. Men-
tre non si pud associare un chiaro potenziale patogeno a ciascun
sottotipo, alcuni isolati mostrano considerevoli differenze di pato-
genicita (Tab. 1).

11 FeLLV & trasmesso principalmente per via orizzontale attraver-
so la saliva ed altre secrezioni (Hardy, 1980). L’incidenza dell’infe-
zione & alta quando i gatti sono tenuti in condizioni di sovraffolla-
mento: in tali situazioni la percentuale di animali infetti ed elimi-
natori di virus pu0 essere del 30% o piu. Dei gatti tenuti indivi-
dualmente, anche se hanno la possibilita di andar fuori, solo una
piccola percentuale elimina il virus. In Europa, una percentuale fra
il 3 e il 10% di tuttii gatti & infetta da FeLV (Weijer e Daams, 1976).
I gatti giovani sono molto suscettibili all’infezione da FeL'V, men-
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tre gli adulti sono generalmente abbastanza resistenti.

Tuttavia, anche i gatti vecchi sono spesso infettati quando la pres-
sione dell’infezione & alta e continua.

Rojko e coll. hanno studiato la patogenesi dell’infezione del FeL'V:
dopo P’entrata attraverso la cavita orale o nasale, il virus si replica
in primo luogo nei tessuti linfoidi di queste strutture. Da qui si dif-
fonde, trasportato da cellule linfoidi, al midollo osseo. Quando le
cellule del midollo sono infettate, si ha la viremia che consente il
raggiungimento di tutti i distretti organici, in particolare la milza,
i linfonodi, I’intestino, la vescica e le ghiandole salivari, dalle quali
il virus & eliminato in alte concentrazioni. Quando i neutrofili in-
fetti e le piastrine abbandonano il midollo osseo ed entrano nella
corrente ematica, possono essere facilmente evidenziati in strisci di
sangue con I'IFA utilizzando antisieri specifici per gli antigeni
gruppo-specifici del FeLV. Questa tecnica, introdotta per la prima
volta da Hardy e coll., si & dimostrata utilizzabile routinariamente
per la diagnosi di infezione da FeL V. Un risultato positivo in IFA
¢ considerato probante per la diagnosi di viremia. Tuttavia, non
tutti i gatti infetti sono svelati dall’IFA. Una tecnica pil nuova ¢
pit sensibile per la diagnosi dell’infezione da FeL'V ¢ PELISA che
utilizza anticorpi monoclonali verso la proteina maggiore del core
del FeLV (Lutz et al., 1983a). Dal momento che questi anticorpi
riconoscono degli epitopi distinti, il zest potrebbe essere usato co-
me una ELISA “‘one-step’ (Lutz et al., 1983b). Con questa ELI-
SA ¢ possibile svelare la p27 del FeLV non solo nel siero o plasma,
ma anche nella saliva dei gatti infetti (Lutz e Jarrett, 1987).

Quando I’evoluzione dell’infezione da FeLV ¢ monitorata in gatti
infettati in condizioni naturali, si possono osservare diverse reazioni
dell’organismo. Un certo numero di soggetti presentera una viremia
persistente, come rivelato dai risultati positivi ottenuti in ELISA
e in IFA, dopo svariate settimane dal contatto con un gatto porta-
tore del FeLLV. Altri gatti presenteranno una viremia transitoria della
durata di alcuni giorni o settimane, dopo la quale svilupperanno
una risposta immunitaria protettiva. Un terzo gruppo di anima-
li non mostrerd mai segni rilevabili di viremia, ad es. in ELISA ¢
in IFA non sono mai positivi. Sebbene in questo terzo gruppo di
gatti nessun antigene virale possa essere svelato, essi potranno
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andare incontro a sieroconversione e sviluppare alti titoli anticor-
pali (Lutz et al., 1980).

I gatti che superano la viremia, normalmente, ma non sempre,
sviluppano anticorpi neutralizzanti (Russell e Jarrett, 1978; Lutz
et al., 1980). Questi gatti producono anche anticorpi anti-FOCMA
(Feline Oncornavirus-associated Cell Membrane Antigen) (Essex e
Snyder, 1973). Gli anticorpi anti-FOCMA sono rilevati con un Zest
di fluorescenza su cellule viventi sfruttando la linea cellulare FL-74.
I FOCMA furono a lungo considerati antigeni tumore-associati non
di natura virale dal momento che anticorpi specifici anti-FOCMA
furono riscontrati non solo in gatti guariti dal FeLV ma anche in
animali viremici, nei quali i tumori erano regrediti (Essex ¢ Sny-
der, 1973; Essex et al., 1976). Da dati sperimentali ottenuti con an-
ticorpi monoclonali si & scoperto che il FOCMA pud essere provo-
cato, almeno in parte, dalla gp70 del FeLV sottotipo C, che si ritie-
ne originato da una ricombinazione fra le sequenze della gp70 del
sottotipo A e quelle di un FeL'V endogeno (Vedbrat et al., 1983;
Snyder ef al., 1983).

I gatti che hanno superato I’infezione da FeL'V sono considerati
immuni a una successiva reinfezione. Alcuni gatti, tuttavia, conti-
nuano a eliminare il virus dopo la fase viremica. L’eliminazione
virale, nonostante I’instaurarsi di una immunita sistemica, pud per-
sistere nel latte per diversi mesi, esitando in una infezione dei neo-
nati (Pacitti ef al., 1986). Dopo una viremia transitoria I’infezione
puo rimanere latente. Pud essere riattivata in vivo con la sommini-
strazione di alte dosi di corticosteroidi o in vitro coltivando le cel-
lule del midollo osseo per diverse settimane (Post e Warren, 1980).
Normalmente, dopo 6-8 mesi, anche un’infezione latente puo esse-
re superata. Tuttavia, un esiguo numero di gatti rimane infetto in
modo latente per parecchi mesi (Pacitti ¢ Jarrett, 1985). I meccani-
smi che portano alla scomparsa della latenza non sono chiariti.

I sintomi della malattia sono raramente evidenziabili durante le
prime fasi dell’infezione, quando comincia a instaurarsi la viremia.
E il soggetto con viremia persistente che & piu probabile che vada
incontro a una delle patologie associate all’infezione da FeLV. La
mortalita ¢ elevata, tanto che la maggioranza di questi gatti muore
entro 3 anni dall’insorgenza della viremia. Lo spettro delle patolo-
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gie associate all’infezione da FeL'V include differenti tipi di linfo-
sarcoma, leucemia mieloide, anemia, immunosoppressione, disor-
dini neurologici e uno svariato numero di patologie eterogenee.

Diversi meccanismi sono responsabili dell’instaurarsi delle dif-
ferenti patologie. L’anemia aplastica pud essere spiegata tenendo
conto della speciale affinita del FeLV per i precursori delle cellule
eritroidi. L’ immunosoppressione & stata attribuita all’azione di di-
sturbo operata dal FeL V nei confronti praticamente di tutte le fun-
zioni del sistema immunitario (Trainin ef al., 1983). Nei gatti vire-
mici le funzioni svolte sia dalle cellule B che T sono diminuite. Un
isolato di FeLLV altamente immunosoppressivo & stato dimostrato
dare origine a DNA virale che non era integrato nel DNA dell’o-
spite (Hoover et al., 1987). Inolire, il complesso della fagocitosi
dei neutrofili ¢ sensibilmente alterato dalla notevole diminuzione
degli stessi o per il fatto che i neutrofili sono funzionalmente dan-
neggiati. In questo contesto & interessante notare il fatto che, an-
che dopo la fine della viremia, la fagocitosi operata dai neutrofili
possa rimanere depressa, come dimostrato dalla loro reazione di
chemiluminescenza, marcatamente ridotta. I meccanismi che por-
tano alla formazione di tumori nei gatti con viremia persistente non
sono del tutto compresi. Devono sicuramente essere differenti da
quelli responsabili di una trasformazione acuta, dal momento che
quest’ultima ¢ indotta dal FeSV e dai FeLV che contengono il gene
cellulare myc (Neil et al., 1984).

Fino ad ora il controllo dell’infezione da FeLV & stato basato
interamente sulla diagnosi e sull’eliminazione dei soggetti infetti,
programma introdotto 15 anni fa negli USA e in Olanda (Weijer
¢ Daams, 1978). Mentre sono stati descritti diversi vaccini speri-
mentali (Yohn ef al., 1976; Pedersen et al., 1986; Osterhaus ef al.,
1985, 1989; Gilbert et al., 1987), negli anni recenti sono stati intro-
dotti 2 vaccini commerciali. Il primo vaccino disponibile & stato pre-
parato da Olsen ¢ coll. ed & basato su tecniche di colture cellulari
che sfruttano la linea cellulare FL-74 ¢ i FeLLV A, B, C (Olsen et
al., 1980). Questo vaccino si & dimostrato protettivo nei confronti
di una certa quota di animali, ma non del 100% dei soggetti vacci-
nati, per quanto riguarda la viremia e la formazione di tumori in
condizioni sia naturali che sperimentali. Si & discusso sul suo valo-
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re per i proprietari di gatti. Il secondo vaccino, introdotto in Fran-
cia nel 1988, ¢ costituito dalla gp70 del FeLV A, prodotto con tec-
niche di ingegneria genetica (Aubert ef al., articolo in allestimento).

Tab. 1: Spettro di patogenicita dei diversi isolati di FeLV

Autori Sottotipo  Malattia

Rickard et al., 1969 A Linfosarcoma timico
Theilen et al., 1969 ABC Anemia aplastica
Hoover et al., 1987 AB Immunosoppressione
Toth et al., 1986 AB Leucemia mieloide

Virus del sarcoma felino (FeSV)

Dal primo isolamento del FeSV (Snyder e Theilen, 1969) si ¢ avuta
pill di una dozzina di isolamenti. Si ritiene che questi virus si for-
mino ex-novo in rare circostanze in gatti infetti da FeLV come ri-
sultato della ricombinazione fra geni di FeLV con alcuni geni del-
I’ospite. In pil casi si € visto che il gene cellulare incorporato nel
genoma FeSV codifica per una protein-chinasi (per una rassegna
vedere Besmer, 1983). Il FeSV di per sé ¢ un virus difettivo in se-
guito alla perdita di alcuni geni del FeLV durante la replicazione.
I geni persi normalmente includono parti del gene gag, pol e a vol-
te del gene env. Se cellule infettate dal FeSV vengono contempora-
neamente infettate anche dal FeL'V, il FeSV pud essere attivato grazie
alla funzione helper svolta dal FeLV. Come conseguenza, alcune
particelle FeLV potrebbero venire a formarsi contenendo il geno-
ma del FeSV. In infezioni sperimentali queste particelle sono in grado
di indurre fibrosarcomi che spesso sono multicentrici. In un certo
numero di gatti con sarcomi indotti sperimentalmente si ravvisa una
dicotomia tra la risposta immunitaria nei confronti del tumore e
la viremia del FeLV: mentre il tumore regredisce, la viremia pud
persistere per mesi (Pedersen ef al., 1984). Non & ancora noto se
il FeSV si diffonda da gatto a gatto. Fibrosarcomi virus indotti,
che compaiono in prima istanza come noduli cutanei e secondaria-
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mente metastatizzano in organi interni, sono stati osservati in gio-
vani gatti dopo una viremia da FeLV durata per un lungo periodo.
Contrariamente, fibrosarcomi localizzati sono descritti in gatti pit
anziani normalmente negativi per il FeLV.

SPUMAVIRUS

Feline syncytium forming virus (FeSFV)

Il primo isolamento di FeSFV & avvenuto nel 1969 da un gatto
con un tumore (Riggs ef al., 1969). Successivamente il FeSFV ¢ stato
isolato in diversi Paesi da animali sia malati che sani. L’incidenza
del FeSFV nei vari Paesi varia considerevolmente: mentre Hackett
e Manning e Schroyer e¢ Schalby hanno osservato I'infezione da
FeSFV in piu del 90% dei gatti in California, Jarrett e coll. in Gran
Bretagna ed Ellis e coll. in Australia, hanno rilevato un’incidenza
inferiore al 20%.

11 virus si trasmette per via intrauterina, alla nascita, con il latte
per ingestione di leucociti infetti o con il morso (Pedersen, 1987).
Si pud isolare facilmente il virus dall’orofaringe o da cellule del
buffy-coat ma non dal plasma. In coltura il virus induce la forma-
zione di sincizi in 4-10 giorni dopo I’infezione. La sieroconver-
sione avviene 3 settimane dopo l’infezione sperimentale (Peder-
sen, 1987). Gli anticorpi possono essere evidenziati con I'IFA o
con I'immuno-diffusione. La presenza di anticorpi ¢ indicativa
dell’infezione. Il FeSFV esiste in diversi sierotipi. Analogamente
alla trascrittasi inversa degli oncovirus, anche quella degli spu-
mavirus & Mn++ dipendente (Kottwitz e Lutz, osservazione non
pubblicata).

Nessun sintomo di malattia & stato trovato dopo ’infezione spe-
rimentale con il FeSFV. Tuttavia, in uno studio si ¢ visto che I'in-
fezione da FeSFV era associata a poliartrite cronica progressiva in
un grado statisticamente significativo, ¢ in un altro lavoro ¢ stato
osservato che I’incidenza del FeSFV era sensibilmente piu alta in
gatti con patologie mieloproliferative che in gatti normali di eta di-
versa (Pedersen, 1987). E tuttora ignoto se il FeSFV in combina-
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zione con il FeLV o il FIV possa avere un qualche ruolo piu o me-
no importante nel determinare la malattia. Si ¢ visto, tuttavia, che
I’infezione da FIV ¢ statisticamente legata all’infezione da FeSFV
(Yamamoto ef al., 1989).

LENTIVIRUS

Feline immunodeficiency virus (FIV)

Il primo isolamento di un lentivirus felino & stato fatto in Cali-
fornia da Pedersen e coll. (Pedersen et al., 1987). Il virus fu isolato
da gatti tenuti in un gattile. Gli animali avevano i sintomi clinici
di un’immunosoppressione quali: diarrea, perdita di peso, febbre
e infezioni croniche. Dal momento che questo gattile era noto esse-
re esente da FeLV da svariati anni, fu sospettato un virus scono-
sciuto come responsabile di tale sintomatologia. Per dimostrare la
natura infettiva della patologia, iniettarono sangue intero preleva-
to da un soggetto malato in gatti SPF. Poche settimane piu tardi
osservarono una linfoadenopatia, febbre e leucopenia nei soggetti
inoculati. Sospettando la presenza di un lentivirus furono separati
i linfociti e messi in coltura e, dopo stimolazione con IL-2, fu pos-
sibile dimostrare la presenza di trascrittasi inversa nel surnatante
della coltura cellulare. Il microscopio elettronico riveld la forma
classica di un lentivirus con un core composto da un guscio conico
e un nucleoide eccentrico. L attivita della trascrittasi inversa era stret-
tamente dipendente dalla presenza di Mg+ +, proprieta tipica del-
I’HIV e di altri lentivirus. In un primo tempo il virus fu battezzato
JSeline T-lymphotropic lentivirus (FTLV) a causa del suo tropismo
nei confronti dei linfociti T. E ora stato ribattezzato Sfeline immu-
nodeficiency virus (FIV). 11 FIV pub essere coltivato e mantenuto
in colture primarie o stabilizzate di cellule linfoblastoidi e in cellule
renali feline Crandell, ma non in diverse altre linee cellulari conti-
nue (Tab. 2).

I1 FIV puo essere facilmente purificato su un gradiente di sacca-
rosio. Nel Western blot il FIV mostra proteine di 10, 17, 25, 42,
55 kD, un pattern simile a quello dell’HIV. Il peso molecolare del-
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la glicoproteina dell’envelope del FIV ¢ ancora sconosciuto (Ya-
mamoto et al., 1988).

Sebbene il FIV assomigli all’HIV morfologicamente, nella costi-
tuzione proteica e nell’azione della trascrittasi inversa, esso non &
antigenicamente correlato al virus dell’AIDS dell’uomo. Il FIV non
¢, inoltre, riconosciuto da antisieri contro numerosi altri retrovirus
(Tab. 3).

Recentemente il genoma del FIV ¢ stato amplificato per clona-
zione. Esperimenti di cross-ibridizzazione hanno rivelato somiglianze
molto strette nella sequenza nucleotidica nei geni gag € po/ tra il
FIV e 5 lentivirus (Olmsted et al., 1989).

Tab. 2: Range di cellule ospiti del FIV

Replicazione riscontrata in:

- colture primarie di linfociti T felini stimolati con lectina e IL-2
- linee cellulari linfoblastoidi T continue (FL-74, LSA-1)

- cellule renali feline Crandell

Replicazione non riscontrata in:

- cellule Fewf-4 ¢ Fc9 (di origine felina)

- colture di linfociti T di origine umana, canina e murina

- linee cellulari linfoblastoidi T umane (HuT-78, H9, CEM)
- linee cellulari di fibroblasti di pecora

Tab. 3: Relazione antigenica fra il FIV e gli altri retrovirus

Nessuna reazione immunologica riscontrata in Western blot con anticorpi mo-
noclonali e policlonali specifici per:

- FeLV (virus in foto, pl0, pl12, pl5, p27, gp70)

- RD-114 virus (virus in toto, p28)

- bovine leukaemia virus (virus in foto)

- HIV (sieri di pazienti, p24)

- caprine arthritis-encephalitis virus (sieri di soggetti malati)

- Visna-Maedi virus (sieri di soggetti malati)

- simian immunodeficiency virus

- bovine immunodeficiency virus (sieri di coniglio immunizzato)
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Reazioni immunologiche riscontrate con antisieri specifici per:

- FeSFV (componente di 42.000 dalton)

- equine infectious anaemia virus (p24)

- caprine arthritis-encephalitis virus (sieri di coniglio immunizzato)
- Visna-Maedi virus (sieri di coniglio immunizzato)

Nelle ricerche di trasmissione sperimentale della malattia, utiliz-
zando il virus originario californiano e gatti SPF, abbiamo osser-
vato episodi febbrili transitori, linfoadenopatia (dalla 42 alla 202
settimana) e neutropenia (dalla 52 alla 10? settimana). Al momen-
to della stesura di questo articolo, i gatti erano in esperimento da
oltre 18 mesi e, a parte i sintomi sopra menzionati, non hanno ma-
nifestato nessun altro segno di malattia. Se i gatti siano gia immu-
nosoppressi in questa prima fase o se I’immunosoppressione soprag-
giunga solo dopo anni di infezione persistente non & ancora noto.
Normalmente la diagnosi dell’infezione ¢ fatta ricercando gli anti-
corpi contro il FIV. Gli anticorpi possono essere evidenziati con
un fest di immunofluorescenza usando linfociti di gatto infettato
dal FIV come substrato. A volte i risultati dell’IFA sono difficili
da giudicare. In questi casi i campioni di siero possono essere te-
stati per conferma con il Western blotting. Oltre a questi due me-
todi, ¢ oggi disponibile un kit del commercio basato sulla tecnica
ELISA (Iddex Inc., Portland, ME) che consente una rapida ricer-
ca degli anticorpi. Quando I’evoluzione dell’infezione sperimenta-
le del FIV veniva monitorata sfruttando le varie tecniche diagno-
stiche, si & dimostrato che I’infezione pud essere diagnosticata con
I'isolamento del virus, I'IFA, PELISA e il Western blot gia 2 setti-
mane dopo I'inoculazione (Yamamoto et al., 1988).

E riconosciuto da tutti che un gatto sieropositivo ¢ un soggetto
infetto.

Tuttavia, non tutti i gatti infetti da FIV sono sieropositivi. Lo
abbiamo osservato in uno dei nostri esperimenti sullo studio degli
effetti di un’infezione contemporanea con FIV ¢ FeLV. In un gruppo
di 5 gatti positivi per FeLV, 4 animali mostrarono sieroconversio-
ne da 2 a 4 settimane dopo I’infezione con FIV. Un gatto, che suc-
cessivamente fu soppresso con eutanasia per problemi di anemia,
- non sviluppd mai anticorpi riscontrabili, anche se il FIV fu isolato
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da 3 campioni consecutivi in un periodo di 3 settimane. In condi-
zioni naturali la situazione potrebbe essere la stessa: Hopper € coll.
dell’Universita di Bristol hanno osservato che piu del 15% dei gatti
infettati da FIV, in special modo se malati, puo essere sieronegati-
vo (Hopper, comunicazione personale, 1988). Questi dati indicano
che la ricerca degli anticorpi verso il FIV non ¢ un metodo valido
per la diagnosi di questa infezione. Dopo la sua scoperta, il FIV
fu isolato successivamente in Gran Bretagna (Harbour et al., 1988)
e da quel momento in poi & stato trovato in tutto il mondo. La sua
incidenza varia notevolmente nei diversi Paesi e aree (Grindem et
al., 1989, Ishida ef al., 1989; Yamamoto ef a/., 1989). In un’analisi
sierologica sull’infezione da FIV condotta in alcuni Paesi europei,
abbiamo trovato l’incidenza espressa nella Tab. 4.

Tab. 4: Incidenza dell’infezione da FIV in popolazioni feline, selezionate, di
alcuni Paesi europei*

Nazione Percentuale degli animali FIV-positivi
Gatti malati Gatti sani
Svizzera 3,7% (775) 2,8% (178)
Francia 33,1% (208) _
Gran Bretagna 12,8% (431) 0,0% (98)
Olanda 3,0% (98) 1,0% (123)
Germania Ovest** 2,4% (328) 0,0% (128)

Totale dei gatti esaminati: 2367

* Il gruppo dei gatti ammalati comprendeva animali sottoposti alla visita clinica per varie ragio-
ni. I sieri dei gatti francesi provenivano da animali sottoposti a necroscopia. I sieri dei gatti sani
sono stati prelevati prevalentemente da animali prima della vaccinazione contro il FeLV.

** Campioni forniti dal Prof. Dr. W, Kraft e dal Dr. K. Hartmann, Monaco.

L’eta media dei gatti infetti da FIV con sintomatologia clinica
in condizioni naturali € di circa 10 anni, mentre quella dei gatti FIV-
positivi ancora sani ¢ piu bassa, con una media intorno ai 4 anni.
Da questa osservazione si puo evincere che possono passare molti
anni dal momento del contatto con il FIV e la comparsa dei primi
sintomi.
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Questa osservazione offre anche una spiegazione per un altro no-
stro dato, cioé che in alcune comunita feline & stata trovata una
percentuale relativamente elevata di gatti FIV-positivi sani. Il
70-90% dei gatti FIV infetti sono maschi con possibilita di uscire
dalle abitazioni (Yamamoto et al., 1988). Sebbene ’esatta via di
trasmissione in condizioni naturali non sia stata ancora chiarita,
I’ultimo dato suggerisce che il FIV venga trasmesso con la saliva
attraverso i morsi (Yamamoto et al., 1989). Lotte € morsi sono com-
portamenti naturali per la difesa del territorio, specialmente fra gatti
maschi. Che il morso possa essere un’importante via di trasmissio-
ne ¢ anche supportato dalle osservazioni di Pedersen e coll. (comu-
nicazione personale, 1988), che sono riusciti a far trasmettere I’in-
fezione attraverso morsi artificiali da soggetti infetti da FIV a gatti
SPF anestetizzati, e dai risultati di Yamamoto e coll. (1989) che han-
no dimostrato 1’eliminazione del FIV attraverso la saliva in 5 su
5 gatti FIV infetti. E’ interessante sottolineare che il FIV non € quasi
mai trasmesso per contatto tra gatti abituati a vivere secondo rego-
le sociali in un gattile (Yamamoto ef al., 1989). Molto sorprenden-
te € il fatto che il FIV non venga trasmesso dalla madre ai figli.
Abbiamo testato 9 gattini nati da 2 madri infettate con il FIV tra-
mite iniezione. Il virus non € stato isolato da nessuno dei gattini
e all’eta di 4 settimane gli anticorpi materni erano quasi scomparsi
(Lutz et al., osservazioni non pubblicate, 1988). Stessi risultati so-
no stati riscontrati dal gruppo di Pedersen (Yamamoto ef al., 1988).
Questa osservazione ¢ in contrasto con il comportamento degli al-
tri retrovirus felini FeLV e FeSFV, dove la trasmissione dalla ma-
dre alla prole, sia in utero che attraverso colostro e latte, & stata
ben documentata.

Il quadro sintomatologico dei gatti naturalmente infetti da FIV
¢ abbastanza eterogeneo. In tutto il mondo si sono osservati, nei
gatti infetti da FIV, sintomi della malattia simili, in special modo
lesioni al cavo orale (Tab.5).

I meccanismi che conducono alle diverse manifestazioni patolo-
giche non sono noti. Una spiegazione generale dello sviluppo della
malattia consisterebbe nell’immunosoppressione determinata dal-
I’inibizione operata dal FIV sulla cooperazione fra cellule B e T,
o dalla neutropenia spesso riscontrata in corso di infezione da FIV.
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Tab. 5: Spettro della patologia nei gatti naturalmente infetti da FIV

Patologie del cavo orale
- gengiviti
- stomatiti
- periodontiti
Infezioni delle vie aeree superiori
Enteriti croniche
Perdita di peso
Febbre
Anoressia
Linfoadenopatia
Leucopenia
Ascessi
Dermatiti e altre malattie cutanee
Disordini del SNC

Tuttavia, a tutt’oggi, non esistono dati sperimentali che dimostri-
no direttamente il meccanismo immunosoppressivo del FIV. Non
sorprende il fatto che i nostri gatti infettati sperimentalmente con
FIV non abbiano sviluppato sintomi della malattia, dal momento
che tutti questi animali provengono da gattili con gabbie separate
€ sono sempre stati tenuti in condizioni SPF, esenti da altri patoge-
ni felini come Calici-, Herpes-, Corona- ¢ Parvovirus, funghi, mi-
coplasmi, clamidie e parassiti. Particolarmente interessante la que-
stione se il FIV possa costituire un pericolo per I’uomo ¢ altre spe-
cie animali. Dal momento che il FIV non si replica in colture pri-
marie di linfociti T stimolati con PHA e IL-2 prelevati da uomini
donatori (10 soggetti) e da topi e cani, si pud cautamente conclude-
re che il FIV ¢ ristretto alla specie felina (Yamamoto et al., 1988).
Questo ¢ avvallato anche dai nostri esperimenti, con i quali abbia-
mo analizzato 25 campioni di siero raccolti da veterinari liberi pro-
fessionisti e da custodi di animali che hanno lavorato con gatti ma-
lati per un tempo complessivo di oltre 150 anni. Il Western blot
non ha evidenziato anticorpi verso le proteine del FIV in nessuno
dei campioni. Nell’insieme, queste 25 persone sono state morsicate
da gatti diverse centinaia di volte. Considerando ’incidenza del-
I'infezione da FIV in Svizzera (tra i gatti malati per lo meno del
4%), dozzine di questi morsi dovevano provenire da gatti FIV in-
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fetti. Da queste osservazioni si pud concludere che il FIV non vie-
ne trasmesso all’uvomo. Tuttora non si conosce nulla circa la storia
naturale del FIV. Dimostrazioni di infezione da FIV sono state fatte
in sieri raccolti in Gran Bretagna nel 1975 e 1976 (Gruffydd-Jones
et al., 1988). Tuttavia, dal momento che ¢ antigenicamente distin-
to dagli altri lentivirus, pud essere postulato che il FIV sia esistito
da piu lungo tempo nel gatto domestico e che sia altamente adatta-
to alla specie felina. Analisi genetiche pili dettagliate potranno sve-
lare relazioni evoluzionistiche con gli altri lentivirus. L’importan-
za dell’infezione da FIV nei gatti domestici & stata chiaramente di-
mostrata. Ricerche future dovrebbero concentrarsi sulla delucida-
zione dei meccanismi che conducono allo sviluppo della patologia,
su misure atte al controllo dell’infezione, sulla questione se i gatti
infetti da FIV possano essere efficacemente vaccinati nei confronti
dei comuni patogeni del gatto, e sull’approntamento di un even-
tuale vaccino. Oltre alla sua importanza in medicina veterinaria,
'infezione da FIV puo costituire un utile modello di studio per
PAIDS. L’infezione da FIV ha diverse caratteristiche in comune
con l'infezione da HIV e i gatti sono, al contrario dei primati, fa-
cilmente disponibili.
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DIAGNOSI DI INFEZIONE DA HIV-1

Laboratorio Retrovirus, Istituto Malattie
Infettive, IRCCS-Policlinico S. Matteo, Pavia

E stato ampiamente documentato che il virus HIV, agente ezio-
logico dell’ AIDS, si replica in differenti tipi di cellule (monociti,
macrofagi, cellule giganti, gliali, neuroni).

L’infezione avviene in quanto le cellule sono dotate di determi-
nanti antigenici di superficie (CD4), che permettono I’attaco della
glicoproteina virale dell’envelope (gp120), I’ingresso e la successi-
va integrazione del genoma virale (provirus) nel DNA della cellula,
fase indispensabile per dare origine al processo replicativo del virus.

La diagnosi dell’infezione pud essere effettuata con metodiche
dirette ed indirette' 2.

METODI DIRETTI

1) Microscopia elettronica

2) Isolamento dai linfociti, liquidi biologici e tessuti
3) Ibridazione in situ

4) Polymerase chain reaction

L’impiego del microscopio elettronico pud essere di grande utili-
ta nell’evidenziare la presenza di particelle virali direttamente nei
tessuti. Recenti studi ultrastrutturali su prelievi bioptici ed autopti-
ci di tessuto nervoso prelevato da pazienti con encefalopatie AIDS-
correlate, hanno rivelato la presenza di molte particelle virus-/ike
del diametro di 90-140 nm, dotate di doppia membrana e conte-
nenti nucleoidi cilindrici caratteristici dei lentivirus®.

La presenza del virus HIV-1 pud essere determinata per mezzo
delle classiche tecniche di isolamento* (Fig. 1).
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ISOLAMENTO DEL VIRUS HIV-1
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.
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Identificazione HIV-1 con [Tlah anti p24
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Fig. 1 - Schema descrittivo della metodica per ’isolamento del virus HIV-1
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1l plasma ottenuto da 20 ml di sangue eparinato lasciato a tem-
peratura ambiente per 30’ viene stratificato in rapporto 1:2 su LSM
(Ficoll) e centrifugato 30°/400g/20x°C. I linfociti vengono raccol-
ti, lavati con RPMI-1640 e messi in coltura con RPMI-1640 plus
20% FBS ¢ PHA-P 5ug/ml per 48-72 h, quindi vengono lavati e
messi in coltura in medium plus 10% Interleukina-2, 5 pug/ml di
idrocortisone ¢ monitorizzati ad intervalli di tre giorni dalla 32 gior-
nata determinando sia ’attivita dell’enzima frascrittasi inversa nel
surnatante che I’espressione degli antigeni virali nei linfociti me-
diante immunofluorescenza indiretta utilizzando anticorpi mono-
clonali specifici (Fig. 2).

Una metodica di recente introduzione denominata ‘‘Ibridazione
in sitw’’?, permette di evidenziare PRNA del virus HIV-1 nella cel-
lula ospite utilizzando sonde costruite con frammenti di RNA vira-
le e marcate con isotopi radioattivi od enzimi (Fig. 3).

Recentemente ¢ stata messa a punto la metodica denominata Po-
lymerase chain reaction (PCR) che permette di amplificare fino ad
un milione di volte un frammento di DNA, appartenente al provi-
rus HIV-1 integrato nel genoma cellulare °.

Dopo lisi e digestione delle proteine cellulari, il DNA viene po-
sto in una miscela di reazione contenente due primers complemen-
tari alla sequenza da amplificare ed una polimerasi termoresistente
(tag polimerasi). Mediante cicli successivi di denaturazione del DNA,
appaiamento dei primers alla sequenza prescelta e allungamento (cicli
condotti a temperature appropriate), il frammento di DNA com-
preso fra i due primers viene amplificato fino ad un milione di vol-
te. Il prodotto della reazione viene messo in soluzione in presenza
della sonda radioattiva di sequenza complementare ad una regione
del frammento medesimo. L’avvenuto riconoscimento si osserva do-
po corsa su gel di acrilamide ed esposizione autoradiografica (/i-
quid hybridization). In alternativa a questa tecnica si puo applica-
re anche la metodica Southern Blot.

Queste tecniche diagnostiche dirette sono complesse, richiedono
tempi di esecuzione relativamente lunghi, laboratori particolarmente
attrezzati, personale altamente specializzato e pertanto, pur essen-
do dirimenti per una sicura diagnosi eziologica, pochi sono i labo-
ratori in grado di effettuarle.
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METODI INDIRETTI

Attualmente la diagnosi di infezione da HIV viene generalmente
ottenuta utilizzando metodiche sierologiche che determinano la pre-
senza nel siero, nel liquor, e/o in altri liquidi biologici, degli anti-
corpi HIV-1 specifici.

Per effettuare una corretta diagnosi sierologica di infezione da
HIV-1 si deve determinare nel siero del paziente la presenza di IgG
HIV-specifiche.

Le tecniche sierologiche pit comunemente usate sono:

1) IFA/IPA

2) ELISA

3) Western Blot

4) ELISA di cattura per la determinazione della proteina p24
5) Test di neutralizzazione

L’immunofluorescenza indiretta ¢ stato il primo fest utilizzato
per la ricerca di anticorpi HIV-I specifici nei sieri di pazienti che
manifestavano segni clinici di malattia’. I siero e/0 il liquor in esame
veniva cimentato con linfociti derivati da colture di mononucleati
di pazienti con AIDS o da linee linfocitarie immortalizzate con il
virus HIV-I e fissati su vetrino; quindi veniva aggiunto un antisie-
ro coniugato con fluorescina e ’eventuale reazione era letta al mi-
croscopio a fluorescenza (Fig. 4).

Questo metodo diagnostico ¢ uno dei pi standardizzati e mag-

giormente adottato presso i laboratori di immunologia clinica e mi-
crobiologica ma non ¢ di facile esecuzione: la lettura dei risultati
¢ solitamente soggettiva e la sua sensibilitd non & elevata in special
modo con i sieri a basso titolo anticorpale.
Il test ELISA ¢ la metodica attualmente piu utilizzata per la deter-
minazione degli anticorpi virus specifici (8, 9. 10, 11) ed anche per la
diagnostica delle infezioni da HIV-1, con la realizzazione di coltu-
re linfocitarie cronicamente infettate da HIV-1 da utilizzare come
fonti di antigene, si sono potuti allestire kit ELISA sia di tipo indi-
retto, sia di competizione, utili nello screening della popolazione
a rischio per ’infezione.
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Nella metodica ELISA di tipo indiretto per la determinazione delle
immunoglobuline di classe G, il coating dei pozzetti della micro-
piastra viene effettuato impiegando virus purificato ed inattivato;
1 campioni in esame vengono incubati nei pozzetti e gli anticorpi
anti HIV-I, se presenti, reagiranno con ’antigene legato alla fase
solida.

Successivamente si aggiunge un antisiero anti IgG umane coniu-
gato con un enzima che reagira con il complesso antigene-anticorpo
formatosi in precedenza. L’incubazione con I’opportuno substra-
to produrra lo sviluppo di una colorazione che verra letta median-
te I’uso di uno fotometro. Nel fest ELISA di competizione il siero
in esame e gli anticorpi coniugati con ’enzima entreranno in com-
petizione tra di loro per legarsi all’antigene adeso alla fase solida;
piu alta ¢ la concentrazione di anticorpi meno coniugato potra fis-
sarsi e pertanto ’intensita della reazione con il substrato cromoge-
no sara inversamente proporzionale alla concentrazione di anticorpo
presente nel campione in esame.

I1 punto critico di tali metodiche risiede nella qualita dell’antige-
ne impiegato nella fase di coating.

La purificazione dell’antigene deve essere spinta al massimo ma,
anche impiegando ottimi antigeni, si incorre nella possibilita di ot-
tenere risultati falsamente positivi dovuti a cross-reattivita con so-
stanze di derivazione dalla linea cellulare usata per la produzione
del virus.

Per ovviare a questi inconvenienti sono stati approntati dei kit
ELISA che prevedono controlli della specificita della reazione dei
singoli sieri in esame, cimentando gli stessi sia con ’antigene (HIV-I)
sia con antigene aspecifico derivato dalla medesima linea cellulare,
non infettata, usata per la produzione dell’antigene virale.

Un altro approccio per superare le difficolta che si incontrano
nella preparazione dell’antigene da utilizzare nella fase di coating
¢ per ottenere un prodotto privo di qualsivoglia determinante non
specifico, & stato quello dell’impiego della tecnica del DNA ricom-
binante per produrre antigeni chimerici di tipo ibrido che conten-
gano regioni derivate dalla glicoproteina frans membrana dell’en-
velope gp41 e dalla proteina del core p24, tipiche di tutte gli HIV-I
isolati. Sono stati prodotti anche peptidi sintetici che corrispondo-
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no agli epitopi sierologicamente attivi delle proteine virali p18, p24,
gp4l e gp120 da utilizzare nella fase di coating dei pozzetti. Tutta-
via anche impiegando kit di questo tipo sono state osservate rea-
zioni non specifiche, soprattutto in soggetti politrasfusi od affetti
da patologie autoimmunitarie'!. I risultati ottenuti con la metodi-
ca ELISA hanno comunque bisogno di conferma.

Le metodiche Western Blot e RIPA (radioimmunoprecipitazio-
ne) sono le pitt comunemente utilizzate come fest di conferma.

La tecnica Western Blot ci fornisce un quadro della reattivita del
siero, rivelatosi positivo in ELISA, verso le differenti catene poli-
peptidiche dell’HIV-I, separate mediante elettroforesi su gel di po-
liacrilamide e trasferite su fogli di nitrato di cellulosa'? 3. I sieri
vengono considerati positivi se &€ contemporaneamente evidente una
reattivita sia verso una glicoproteina dell’envelope (gp41, gp120,
gp160) sia verso la maggior proteina del core p24 o il suo precurso-
re, la proteina p55. La positivita verso le sole proteine del core non
¢ sufficiente per confermare la positivita del siero in esame, in quanto
in letteratura sono oramai numerose le segnalazioni di false reatti-
vita verso la p24 e p55 dovute probabilmente a cross reazioni con
normali i costituenti cellulari come ad esempio le ribonucleopro-
teine (Figg. 5 ¢ 6).

Il test di radioimmunoprecipitazione, pur essendo altamente sen-
sibile e specifico, non ha una grande diffusione poiché richiede 1’im-
piego di radioisotopi, di colture di linfociti infettati con ’HIV-I
e pertanto ¢ alla portata di pochi laboratori specializzati'* '*.

Le metodiche finora illustrate ci forniscono I’indicazione della
presenza o meno di anticorpi verso il virus HIV-I, ma non sono
in grado di darci indicazioni sulla qualita degli anticorpi e cioé non
¢ possibile valutare se questi siano protettivi verso 1’agente infet-
tante. Una risposta a questo quesito ci puo essere fornita unica-
mente valutando la presenza di anticorpi neutralizzanti.

Il test di neutralizzazione comporta 1’uso di particelle virali in-
fettanti, colture di linee linfocitarie permissive, la disponibilita di
un laboratorio di alta sicurezza (classe P3) e personale altamente
qualificato. '

Il fest di neutralizzazione ¢ comunque 1’unico in grado di poter
valutare con estrema precisione la presenza di anticorpi neutraliz-
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zanti anti HIV-1 ¢ quindi di determinare I'ipotetica protezione di
un individuo verso il retrovirus ¢ 1'efficacia di un eventuale vac-
cino'® '7,

In conclusione la determinazione del titolo anticorpale deve es-
sere effettuata utilizzando metodiche basate su differenti principi
e solo la concordanza dei risultati ottenuti con ["applicazione di di-
versi metodi ci permette una precisa valutazione dello stato immu-
nitario di un individuo'®.

11 test ELISA di eattura per la determinazione della proteina p24
viene effettuato legando sul fondo dei pozzetti delle micropiastre
un siero monoclonale anti-p24. Viene aggiunto il campione in ¢sa-
me (siero, liquor, surnatante di colture cellulari per I'isolamento
dell"HIV-I) ed infine un anticorpo monoclonale anti-p24 marcato
con perossidasi. L'aggiunta dell'idoneo substrato dard origine, nel
caso di presenza di antigene p24, ad una colorazione la cui intensi-
td verrd letta spettrofotometricamente™™.

La presenza della proteina p24, maggiore proteina del eore del-
I'HIV, ¢ determinabile nel siero e nel liguor, dopo I"infezione pri-
maria, prima della produzione da parte dell’organismo degli anti-
corpi virus specifici.

Con la comparsa degli anticorpi spesso I'antigene circolante non
& pit determinabile, mentre gli stadi terminali della malattia sono
caratterizzati da una aumentata produzione di antigene ¢ da una
diminuzione sino alla completa scomparsa degli anticorpi anti-p24.
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Fig. 2 - Linfocit umani positivi per HIV-1 {cellule flusrescenti giallo-verdasire)

svelati medianti IFA wrilizzando un antscorpd monoclonale :“|1i-|-|_'-:.'.. L& eil-
lule non infetie 5 sono conirocolorate in rosso,

Fig. 3 - Positivita per HIV-1 in linfociti periferici determinaga medianie il fesi
“Ihridarione in s ™,



Fig. 4 - Sicro positivo per anticorpl anti-HIY mediame il rest IFA; gli anti-
corpi specificl hanno reagito con gli antigeni virali espressi sulla membrana
di celhile infette.
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INTRODUZIONE

Le prime cellule ad essere infettate dall’HIV sono i linfociti T
(1) ed i monociti (2-3-4); questo tropismo virale & determinato dal-
la presenza del recettore CD4 sulle cellule permissive (1-5-6).

1l recettore CD4 rappresenta il principale recettore per 'HIV; in
effetti gli anticorpi anti CD4 sono in grado di bloccare I’infezione
da HIV e induzione di sincizi (5-7); in aggiunta le cellule non per-
missive all’HIV diventano suscettibili all’infezione dopo espressio-
ne del recettore CD4 sulla membrana. Pauza et al. (8) hanno di-
mostrato che P’HIV penetra nei linfociti T e nei monociti tramite
endocitosi CD4-mediata.

Questa ipotesi ¢ stata dimostrata ultrastrutturalmente mediante
’osservazione di virioni all’interno degli endosomi, laddove la pe-
netrazione e la capacita infettante del virus nelle cellule CD4 posi-
tive veniva inibita da un pretrattamento con ’anticorpo monoclo-
nale OKT4A.

Filice et al. (1988) (10) hanno recentemente dimostrato che € pos-
sibile indurre un’infezione persistente nel coniglio mediante infe-
zione della linea macrofagica-monocitica.

Nei linfo-monociti di coniglio non & stato identificato un recet-
tore omologo del CD4 né alcuna reattivita con anticorpi monoclo-
nali OKT4 e OKT4A diretti contro il CD4 (10).

La presente ricerca analizza le modalita di penetrazione e conte-
stuale infezione del virus HIV nei monociti-macrofagi di coniglio
(naturalmente CD4 negativi).

L’endocitosi dell’HIV CD4 indipendente & verosimilmente la mo-
dalita prevalente di penetrazione ed infezione nei monociti di conigli.
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Questa affermazione & supportata dall’osservazione al microsco-
pio elettronico di virioni all’interno di vescicole endosomiali, ana-
logamente a quanto avviene nei linfo-monociti umani CD4 positivi.

L’ingresso via endocitosi non CDA-mediata & altresi in grado di
indurre infezione nei monociti-macrofagi di coniglio con integra-
zione genomica e replicazione di HIV e trasmissibilita del virus a
cellule targets.

Materiali e Metodi
Monociti-macrofagi di coniglio

Cellule mononucleate sono state separate dal sangue periferico
di coniglio sieronegativo per HIV e coltivate in Corning flask
(25 % 10¢ cellule per fiasca) con RPMI 1640, con 20% di FCS, 10%
di siero di coniglio ed antibiotici.

Dopo 2 giorni sono state rimosse le cellule non aderenti e succes-
sivamente le cellule aderenti sono state sottoposte a lisi comple-
mento-mediata delle cellule T mediante anticorpi monoclonali di
coniglio pan-T ¢ complemento.

Modalita di infezione

I'monociti-macrofagi di coniglio, naturalmente CD4 negativi, alla
concentrazione di 1 X 10° sono stati infettati con 4 ml di surnatante
purificato da colture cellulare H9 infettate con HTLV-IIIB conte-
nenti circa 1x 10° unita infettanti per ml.

Antigene HIV p24

L’antigene p24 ¢ stato ricercato nel surnatante delle colture cel-
lulari impiegando un test ELISA modificato. Per catturare I’anti-
gene si sono utilizzati pozzetti coattati con frazioni di IgG umane
positive ad alto titolo per HIV.

Il legame ¢ stato rivelato mediante una miscela di anticorpi mo-
noclonali di topo anti-p24 coniugati con biotina, streptavidina, pe-
rossidasi e tetrametilbenzidina.
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Attivita della Reverse Transcriptase

L’attivita della R.T. ¢ stata determinata in 10 gl di surnatante
purificato secondo la metodica descritta da Ho e coll. (11-12).

Amplificazione genica mediante Polymerase Chain Reaction (PCR).

La PCR (Perkin-Elmer corporation Norwolk, CT) ¢ stata ese-
guita su DNA genomico estratto da pellets cellulari mediante oli-
gonucleotidi complementari alle regioni gag del’HIV.

Aliquote di campioni amplificati sono state sottoposte ad elet-
troforesi su 3%, Nu-Sieve 1%, Sea Kem Agarose e sottoposta a
Southern Blot usando un probe coniugato specifico per la regione
gag del’HIV.

Microscopia elettronica

Le colture cellulari di monociti sono state fissate per la micro-
scopia elettronica con una miscela di due parti di glutaraldeide al
2,5% in tampone sodio cacodilato ed una parte di osmio all’1%
per 30 minuti.

Quindi sono state risospese in soluzione tampone e quindi poste
in una soluzione allo 0,25% di acetato di uranile per 30 min.

Infine i campioni sono stati disidratati in alcool ed inclusi in Epon
812. Sezioni sottili ottenute con ultramicrotomo Reichert OmU3,
sono state colorate con citrato di piombo ed acetato di uranile €
quindi osservate con un microscopio Philips CM 12 STEM.

Risultati

La colorazione negativa con anticorpi monoclonali di coniglio
pan-B e pan-T ha evidenziato che le cellule aderenti presenti nelle fia-
sche erano monociti-macrofagi. Inoltre queste cellule mostravano una
attivitd fagocitaria positiva al test delle particelle di latex ed alla
colorazione con alfa-naftil acetato esterasi (esterasi non specifica).
Nei monociti di conigli, in accordo con altri autori, non si ¢ rilevato
un recettore CD4 simile, né & stata altresi evidenziata reattivita
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impiegando anticorpi monoclonali anti-CD4 umani (OKT4,
OKT4A). I monociti di coniglio infettati con HIV liberano una quan-
tita rilevabile di virus evidenziata mediante ricerca dell’antigene p24
dopo 12/15 gg. fino a 28/30 gg. In un ulteriore esperimento sono
state infettate con HIV colture di monociti di coniglio. Ogni setti-
mana, per 4 settimane, le colture sono state co-coltivate con cellule
H9. Dopo una settimana di co-coltivazione le cellule H9 in sospen-
sione sono state rimosse e poste in colture ricercando la presenza
di antigene e I’attivita di reverse transcriptase. Si ¢ riscontrata la
presenza di antigene p24 (piu di 2000 pg/ml) € la attivita di reverse
transcriptase dopo 3/4 settimane di coltura. In preliminari esperi-
menti di amplificazione genica mediante ibridizzazione con probes
sintetici si sono riscontrate le sequenze geniche dell’HIV nel geno-
ma dei monociti di conigli dopo 2/3 settimane di infezione.

Microscopia elettronica

I monociti di coniglio sono stati incubati con 5 ml di surnatante
purificato contenente HIV alla concentrazione di 10 X 10¢ unita in-
fettanti/ml ad intervalli crescenti.

Sono stati quindi fissati i campioni a 35, 10, 30, 60 minuti. Le
modalita di penetrazione del virus all’interno dei macrofagi sono
chiaramente dimostrate in Fig. 1.

I campioni osservati dopo 30-60 minuti dall’infezione evidenzia-
vano grandi quantita di virus all’interno dei monociti.

I vacuoli di endocitosi contenevano solamenti il core del virus
poiché la membrana del vacuolo di endocitosi si era fusa con I’en-
velope del virus (Fig. 4). Le succitate immagini non sono state ri-
scontrate nelle cellule di controllo.

A vari intervalli di tempo (15-30-60 min.) si sono osservati occa-
sionalmente numerosi virioni in un singolo vacuolo che non sembra-
vano interagire con la membrana vacuolare; queste particelle virali
presentavano un envelope intatto ed un core ben definito (Figg. 2-3).

Discussione

Nella presente ricerca i monociti-macrofagi di coniglio sono sta-
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ti infettati con un ceppo virale, THTLV-IIIB (propagato per lungo
tempo solo su cellule T CD4 positive) e pertanto dotato di una effi-
cacia infettante circa 70.000 volte piu elevata nelle cellule T rispet-
to alle cellule macrofagiche (2).

Sulla base dei risultati ottenuti sembrerebbe che ’assenza di CD4
nelle cellule macrofagiche di coniglio non impedisca la penetrazio-
ne virale e quindi I’infezione.

I1 livello di replicazione virale nei monociti di coniglio privi del
recettore CD4 risulta molto basso se paragonato alla produzione
virale di monociti umani CD4 positivi, € si ¢ potuta rilevare la pre-
senza virale solo dopo amplificazione mediante coltura o sub-
coltura. In accordo con Kulaga ef al. (1988) (13), i monociti di co-
niglio produrrebbero un inibitore della R.T. spiegando cosi le dif-
ficolta di evidenziazione della attivita reverse transcriptase in que-
ste cellule infettate. Le nostre ricerche hanno dimostrato che la pro-
duzione virale aumenta enormemente dopo co-coltivazione tra i mo-
nociti di coniglio infettati e cellule H9 (clone direttamente derivato
dalle cellule T4 helper).

L’evidenziazione del virus HIV dai monociti ma non dalle cellu-
le T sia di soggetti umani che di coniglio in corso di infezione acuta
suggerisce che nelle fasi precoci I’infezione possa essere limitata ai
monociti.

Poiché le cellule T Aelper sono le prime cellule T che in vivo inte-
ragiscono con i macrofagi-monociti dopo che questi hanno fagoci-
tato il virus, & verosimile che I’infezione delle cellule T4 helper sia
secondaria a quella dei monociti-macrofagi.

I dati ultrastrutturali qui presentati evidenziano che nei monoci-
ti di coniglio ‘‘CD4 negativi’’ la penetrazione del virus avviene me-
diante endocitosi come confermato dalla presenza di vacuoli di en-
docitosi contenenti singoli virus completi e vacuoli contenenti so-
lamente il core del’HIV dopo che si & verificata la fusione tra 1’en-
velope virale e la membrana endosomiale.

In accordo con Pauza ef al. (1988) (8), la penetrazione del virus
nei monociti di coniglio per fagocitosi, con contestuale presenza
di virioni multipli in vacuoli senza fusione tra membrana vacuola-
re ed envelope del’HIV non sarebbe un processo infettivo.

Sulla base dei risultati ottenuti 'endocitosi CD4 indipendente del-

47



I’HIV, confermata dalla presenza di vescicole endocitosiche conte-
nenti singoli virus privati dell’envelope e contenenti solo il core del-
I’HIV, rappresenta la condizione necessaria per determinare 1’in-
sorgenza dell’infezione nei monociti di coniglio.

Il ruolo centrale dei monociti-macrofagi nell’infezione sperimen-
tale del coniglio ¢ ulteriormente supportato da dati sperimentali in
vivo inerenti I’infezione sperimentale da HTV indotta dopo iper-
stimolazione e contestuale infezione con HIV-1 di macrofagi-
monociti peritoneali (9).
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Per Iinterpretazione delle figure si veda il testo al paragrafo «Microscopio
elettronico»
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M. BENDINELLI

MODELLI MURINI DI AIDS*

Dipartimento di Biomedicina, Sezione di Virologia, Universita di Pisa

INTRODUZIONE

I primi studi sulle proprieta immunosoppressive dei retrovirus so-
no stati condotti con i sierotipi murini di questa grande famiglia
di virus. Nel 1959 Old e coll. notarono che topi infettati con il Friend
Leukemia Complex (FLC) mostravano una risposta immunitaria
ridotta. Nel 1963 Peterson e coll. riportarono il primo esperimento
sistematico in questo campo, descrivendo gli effetti immunosop-
pressivi del Moloney Leukemia Virus. 1.’argomento & stato in se-
guito approfondito dal nostro gruppo, cosi come da altri.

Lo scopo principale degli studi preliminari era quello di stabilire
se I’effetto immunodepressivo dei retrovirus oncogeni fosse un pre-
requisito per la piena espressione del loro potenziale oncogeno. Men-
tre le risposte a questo tipo di domanda sono ancora incerte (Ben-
dinelli ef al., 1985), questi studi hanno fornito una notevole quan-
tita di informazioni sulla fenomenologia e sui meccanismi delle im-
munodeficienze indotte dai retrovirus, che sono state di grande aiuto
nelle ricerche sull’eziologia e sulla patogenesi dell’ AIDS.

Sebbene I’elenco dei retrovirus murini che sicuramente induco-
no effetti immunosoppressivi si sia allungato in modo impressio-
nante in questi ultimi anni (Tab. 1), ’FLC resta il modello muri-
no, ¢ forse animale, di immunosoppressione da retrovirus pill este-
samente studiato. Infatti, la sindrome da immunodeficienza cau-
sata dall’FLC ha molti vantaggi: 1) colpisce un animale ospite il

*Comunicazione tratta dalla Rassegna ‘‘Friend Leukemia Complex Infection of Mice as an Ex-
perimental Model for AIDS Studies’’ pubblicata da: E. Soldaini, D. Matteucci, M. Lopez-Cepero,
S. Specter, H. Friedman e M. Bendinelli in Veterinary Immunology and Immunopathology (1989),
21, 97-110.
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Tab. 1: Retrovirus murini che sicuaramente causano immunosoppressione ne-
gli ospiti infetti

Retrovirus cronici Retrovirus acuti

AKR leukemia virus Abelson leukemia complex
Cas leukemia virus Friend leukemia complex
Friend leukemia virus Moloney sarcoma virus
Graffi leukemia virus Rauscher leukemia complex

Gross leukemia virus
LP-BMS leukemia virus
Moloney leukemia virus
Radiation leukemia virus
Rich leukemia virus
Urethane leukemia virus
334C leukemia virus

Virus del tumore mammario

cui sistema immunitario ¢ conosciuto nel dettaglio, e che pud esse-
re facilmente manipolato; 2) ¢ rapido nell’insorgenza e nella pro-
gressione; 3) ¢ estremamente grave; 4) permette di confrontare gli
effetti immunosoppressivi dell’intero complesso virale con quelli
dei retrovirus cronici che vi fungono da kelper; 5) ha interessanti
analogie con I’AIDS.

IL SISTEMA MODELLO

Esistono due ceppi principali di FLC che differiscono per il fat-
to che uno induce anemia e I’altro policitemia. Entrambi i ceppi
consistono di un retrovirus acuto difettivo (spleen focus forming
virus, SFFV) e di un virus Aelper che induce leucemia, cronico ed
¢ replicazione-competente (F-MuLV). L’SFFV ¢ responsabile delle
variazioni ematologiche e delle eritroblastosi ed eritroleucemia a ra-
pida evoluzione della milza, che si sviluppano, in topi adulti sensi-
bili, alcuni giorni dopo I’inoculazione dell’intero complesso virale.
Al contrario, I’infezione con il solo virus Aelper, che puo facilmen-
te diffondere come entita indipendente, induce una prima leggera
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iperplasia della milza e leucemie di vario isotipo in un periodo di
latenza di alcuni mesi (Bendinelli e Nardini, 1973a; Weiss ef al.,
1985).

L’FLC e le cellule trasformate dall’FLC sono stati oggetti di molti
studi riguardanti la leucemogenesi, la differenziazione cellulare e
altri aspetti di base della biologia cellulare, mentre il ciclo vitale
del virus nell’ospite infetto & stato studiato meno. Comunque, si
sa che i virus dell’FLC si replicano in molti tipi cellulari, quali i
macrofagi (Toniolo et al., 1980), i linfociti B e, in grado minore,
nei linfociti T (Cerny et al., 1976). Ulteriori informazioni sulla bio-
chimica e sulla biologia dei virus dell’FLLC possono essere trovate,
ad esempio, nel testo edito da Weiss et al. (1985).

EFFETTI IMMUNOSOPPRESSIVI

La Tab. 2 riassume gli effetti del’FLC sui parametri immunolo-
gici dei topi BALB/c, che possono essere considerati il prototipo
dei ceppi murini sensibili (per quanto si sa finora, gli effetti immu-
nosoppressivi dei due ceppi dell’FLC non differiscono). In altri ceppi
murini, tutti o solo alcuni cambiamenti possono essere meno evi-
denti o assenti. La correlazione fra la sensibilita dell’ospite alla leu-
cemogenesi e 'immunosoppressione da FLC ¢ stretta ma non as-
soluta. Una depressione della risposta immunitaria ¢ stata anche
osservata in topi infetti resistenti alla leucemia, sebbene il difetto
sia generalmente transitorio e leggero (soprattutto per quanto ri-
guarda I'immunita cellulo-mediata), quando confrontato con gli ef-
fetti rilevati in animali sensibili alla leucemia (Ceglowski e Fried-
man, 1969; Specter e Friedman, 1978). Infatti, la sensibilita all’im-
munodepressione da FLC sembra essere controllata non solo dai
loci che regolano la leucemogenesi, ma anche da geni indipendenti
(Morrison et al., 1986). In base al ruolo suggerito per le interazioni
virali dirette con gli immunociti nella genesi dell’immunosoppres-
sione, i geni che controllano la replicazione virale nei tipi cellulari
specifici possono rappresentare i determinanti chiave.

Il genotipo dell’ospite non € I"unica variabile conosciuta che in-
fluisce sul grado di immunosoppressione. Altri fattori includono
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la dose di virus utilizzata per I’infezione, la natura e la dose del-
I’antigene immunizzante e il calcolo del tempo di infezione relativo
alla immunizzazione challenge. Anche la via di somministrazione
dell’antigene ¢ importante, dato che la milza ¢ il bersaglio princi-
pale per entrambe le attivita leucemogenica e immunosoppressiva
dei virus dell’FLC (Bendinelli et al., 1985).

Molte delle anormalitd immunitarie indotte dall’intero com-
plesso virale sono riproducibili infettando dei topi con il solo
F-MuLV. L’F-MuLV rappresenta il 90-99% dell’infettivita vira-
le della preparazione di FLC ed, inoltre, gioca probabilmente
un ruolo importante negli effetti immunodepressivi cosi come in
altri aspetti della patogenesi del’FLC (Jones et al., 1988). Esi-
stono, tuttavia, alcune differenze notevoli. Per esempio, mentre
la depressione della risposta anticorpale da FLC diventa piu grave
con ’aumentare del periodo post-infezione (p.i.), quella causata
dall’F-MuLV raggiunge il culmine 2 settimane dopo I’infezione, e
quindi diminuisce gradatamente fino a lasciare una capacita di ri-
sposta pari alla meta del normale livello, per la vita degli animali
infetti (Fig. 1) (Bendinelli e Nardini, 1973b). Anche la risposta im-
munitaria cellulo-mediata ¢ colpita in misura minore dall’F-MuLV
rispetto all’FLC. I topi infettati con F-MuLV presentano, tuttavia,
un’anomala sensibilita ai batteri e ai virus superinfettanti (Bendi-
nelli ef al., 1986a).

Tab. 2: Funzioni immunitarie depresse in topi BALB/c infettati da FLC

Risposta anticorpale primaria e secondaria
Maturazione immunologica etd-dipendente
Ipersensibilitd ritardata

Sensibilita da contatto

Risposta citotossica mediata dalle cellule T
Rigetto dei trapianti

Resistenza alle superinfezioni

Resistenza ai trapianti di tumori
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Risposta PFC (% del controllo)
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O topi infettati con FLC
@ topi infettati con F-MuLV

Figura 1. Capacita di produrre anticorpi da parte di cellule di milza di topi

infettati con FLC o F-MuLV. La risposta & espressa come percentuale del
controllo (da Bendinelli e coll., 1985).
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DISFUNZIONI DELLE CELLULE IMMUNOCOMPETENTI

Gli immunociti dei topi infetti da FLC e da F-MulLV sono stati
ampiamente studiati in un gran numero di esperimenti, condotti
in vivo e in vitro, nel tentativo di definire con precisione le altera-
zioni cellulari responsabili della sindrome da immunodeficienza. La
Tab. 3 riassume i cambiamenti quali/quantitativi descritti nelle cel-
lule immunocompetenti dei topi infetti da FLC. Ovviamente, I’im-
munodeficienza indotta dai virus dell’FLC & un fenomeno complesso
che coinvolge molti tipi cellulari del sistema immunitario. Sebbene
non si possa escludere che alcuni di tali cambiamenti siano secon-
dari agli effetti di diluizione causati dalle cellule che proliferano
in modo abnorme, la maggior parte di questi si sviluppa prima di
una qualsiasi crescita tumorale significativa ed & anche causata
dall’F-MuLV induttore di leucemia tardiva. In base a cio, i recenti
studi di citometria a flusso su cellule spleniche, 2 settimane dopo
I’infezione da FLC, hanno chiaramente evidenziato una drastica
diminuzione della sottopopolazione di linfociti T helper (L3T4), ma
un calo moderato della sottopopolazione di linfociti T suppressor/ci-
totossici (Lyt2) (Lopez-Cepero et al., 1988a), e una variazione del-
le cellule spleniche che non pud essere spiegata unicamente dalla
diluizione cellulare.

I dati riassunti nella Tab. 3 hanno, tuttavia, alcune grosse limi-
tazioni.

Innanzitutto, ¢ stato impossibile stabilire se i singoli cambiamenti
osservati siano dovuti ad un difetto intrinseco del tipo cellulare ap-
parentemente infetto o, piuttosto, rispecchino alterazioni degli ele-
menti cellulari interreagenti nei circuiti immunitari effettori o re-
golatori. Ad esempio, in molte infezioni retrovirali il difetto cellu-
lare responsabile della ridotta risposta dei linfociti ai mitogeni per
i T eiB ¢ stato individuato al di fuori delle cellule responder (Ben-
dinelli et al., 1985). In secondo luogo, non si sa ancora quali siano
i cambiamenti critici per la genesi dello stato di immunodepressio-
ne e quali siano, invece, gli effetti non essenziali. Ma la domanda
piu importante, che non ha ancora risposta, ¢ cosa li causa. La spie-
gazione piu probabile ¢ che le disfunzioni cellulari siano dovute di-
rettamente alla replicazione virale nelle cellule colpite. Noi abbia-
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Tab. 3: Disfunzioni degli immunociti splenici nel’infezione da FLC

Cellule T

Diminuzione

Alterata circolazione

Ridotta espressione degli antigeni di differenziazione
Ridotta proliferazione antigene-dipendente

Ridotta proliferazione mitogeno-dipendente

Ridotta produzione di mediatori solubili

Ridotta capacita di mediare effetti allogenici
Ridotta risposta a mediatori solubili

Cellule B

Ridotta produzione anticorpale

Ridotta proliferazione mitogeno-dipendente

Ridotta espressione delle Ig di superficie

Ridotto capping delle Ig di superficie

Capacita di sopprimere la risposta anticorpale delle cellule spleniche normali
Attivazione policlonale

Macrofagi e altre cellule accessorie

Ridotta capacita di diffondersi sulle superfici
Ridotta mobilita in vitro

Ridotto accumulo nei focolai infiammatori
Ridotta distruzione dei batteri ingeriti

Ridotta citotossicita anticorpo-dipendente
Aumentata stimolazione dell’eritropoiesi

Ridotta capacita di cooperare con i linfociti
Aumentata inibizione dell’attivita delle cellule NK

mo evidenziato chiaramente che il difetto delle funzioni accessorie
dei macrofagi ¢ di importanza fondamentale, per lo meno nell’im-
munosoppressione osservata durante i primi stadi dell’infezione
(Bendinelli et al., 1975; Specter et al., 1978). Dal momento che i
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macrofagi sono fra le prime cellule che si infettano con i virus
dell’FLC (Toniolo ef al., 1980), il loro difetto potrebbe essere il di-
retto risultato della replicazione virale. E’ interessante notare che
le anomalie dei macrofagi e di altre cellule accessorie sono ricono-
sciute sempre piu come fattori cruciali nell’alterazione immunita-
ria associata a HIV, che si sviluppa anche in questo tipo cellulare
(Ho et al., 1987; Spickett e Dalgleish, 1988). Una tale spiegazione,
tuttavia, non sembra essere valida per le disfunzioni degli altri im-
munociti indotte dai virus dell’FLC, dal momento che si & visto che
cellule B infette in modo produttivo rilasciano una quantita nor-
male di anticorpi (Koo et a/., 1971). Quindi, sembra probabile che
altri meccanismi indiretti di danno immunitario siano innescati dai
virus dell’FLC.

ALTERAZIONI DELLA PRODUZIONE E DELLA
REATTIVITA ALLE INTERLEUCHINE

Precedenti studi avevano dimostrato che le cellule spleniche di
topi infetti da FL.C producono quantita ridotte del fattore che ini-
bisce la migrazione dei macrofagi (Mortensen et al., 1973). Pit re-
centemente, abbiamo svolto uno studio sistematico degli altri me-
diatori solubili, in considerazione del loro possibile contributo nei
meccanismi di immunosoppressione indotti dai virus dell’FLC nei
topi BALB/c sensibili (Lopez-Cepero et al., 1988a, b; Matteucci
et al., 1988).

Un aumento significativo della produzione di IL-1 da parte dei
macrofagi splenici infetti, stimolati con endotossine batteriche
(LPS), ¢ stato osservato in molti ma non in tutti gli esperimenti.
La ragione di questa incostanza non ¢ chiara, ma una maggior pro-
duzione di IL-1 ¢& stata osservata in altre condizioni associate a una
ridotta risposta immunitaria, compresi i soggetti infetti da HIV (Bo-
wen et al., 1986), nei quali questa potrebbe rappresentare un tenta-
tivo di compensare la ridotta reattivita dei tipi cellulari interrea-
genti. Nel complesso, tuttavia, ’omeostasi dell’IL-1 risultava so-
stanzialmente risparmiata (Tab. 4). Anche I’espressione dell’attivi-

58



Tab. 4; Parametri di IL-1 in milze infette da FLC e da F-MuLV'

Virus usato per I’infezione: FLC F-MuLV
Giorni dall’infezione 6-10 14-21 6-10 14-21
Produzione spontanea di IL-1:

-milza in toto no? no no no
-cell. aderenti no no no no
Produzione di II-I indotta

da LPS:

-milza in toto — — — —

- cell. aderenti -/ + -/ + -/ + -/ +
Assorbimento di IL-1 — — n.d. n.d.
Risposta proliferativa a IL-1° — — n.d. n.d.
Soppressione dell’attivita di

IL-1¢ no no no no
Espressione di IL-1 sulla mem-

brana dei macrofagi — n.d. — n.d.
Effetti di IL-1 sulla risposta

anticorpale’ no no no n.d.
Effetti di IL-1 sulla risposta ai

mitogeni® no no no n.d.

! da: Lopez-Cepero ef al., 1988b; Matteucci et al., 1988

> no = non valutabile; — = invariato; + = aumentato; n.d. = non determinato

* comprese le cellule timiche

* capacita delle cellule infette di sopprimere la normale proliferazione dei timociti in risposta
a IL-1 esogena

$ risposta anticorpale agli eritrociti di pecora

¢ risposta proliferativa alla ConA

ta IL-1 simile membrana-associata da parte dei macrofagi stimola-
ti con LPS, che ¢ almeno in parte regolata in modo diverso rispetto
all’IL-1 solubile, rimaneva nel normale range. E’ stato riportato
che un peptide sintetico, analogo alle proteine dell’envelope dei re-
trovirus, inattiva I’IL-1 (Kleinerman et al., 1987), ma noi non ab-
biamo rilevato inibitori dell’attivita dell’TL-1 prodotta dalle cellule
infette.

Abbiamo inoltre esaminato la capacita degli LPS di indurre la
produzione di interferone (IFN) da parte delle cellule spleniche in-
fette. Gli splenociti murini, stimolati in vitro con LPS, rilasciano
a € 3-IFN, prodotto soprattutto dai macrofagi e dalle cellule B du-
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rante le prime ore di incubazione (Blanchard et al., 1986). I risulta-
ti hanno mostrato che la produzione di o ¢ 8-IFN non era modifi-
cata in modo significativo, almeno durante le prime 2 settimane
p.i. (risultati non pubblicati). Nel complesso questi risultati sugge-
riscono che sia le risposte afferenti sia quelle efferenti, che coin-
volgono ie monochine studiate, non sono alterate in maniera note-
vole dall’infezione da FLC.

Al contrario, ’attivita linfochino-producente dei linfociti T & no-
tevolmente danneggiata dall’infezione. La produzione di 1L-2 da
parte delle cellule spleniche attivate dalla lectina risultava fortemente
ridotta negli stadi precoci p.i. (Tab. 5). I cambiamenti della produ-
zione di y-IFN ricordavano quelli dell’IL-2 suggerendo ’esistenza
di un difetto generalizzato a questo livello (risultati non pubblica-
ti). Ancor piu importante, la cinetica della riduzione nella produ-
zione di IL-2 era paragonabile alla depressione della risposta im-
munitaria umorale e cellulo-mediata e dell’attivita delle cellule na-
tural killer (NK) osservata nei topi infetti (Bendinelli ez al., 1985).
Nel caso dell’FLC, il deficit diventava progressivamente piu grave
nel tempo, cosicché dalla terza settimana p.i. la produzione di IL-2
era quasi completamente scomparsa. Nel caso dell’F-MuL 'V, men-
tre a 1 settimana p.i. la produzione di IL-2 era ridotta come negli
animali infetti da FLC, i livelli in seguito rimanevano a circa la meta
di quelli normali, indipendentemente dal tempo trascorso.

Questa differenza non sembra essere dovuta solo alla rapida pro-
liferazione delle cellule anomale, che avviene negli animali infetti
da FLC ma non in quelli infetti da F-MuLV. Gli esperimenti di se-
parazione cellulare e altri studi hanno mostrato che la soppressio-
ne tardiva della produzione di IL-2 da parte dell’FLC non era do-
vuta solo alla presenza di cellule tumorali. Infatti, il frazionamen-
to secondo Percoll delle cellule spleniche da topi infetti da FLC ha
identificato in modo chiaro la popolazione di linfociti Lyt-1.2 po-
sitivi come il bersaglio colpito (Lopez-Cepero ef al., 1988a). Tutta-
via, non & possibile per ora escludere che le cellule tumorali residue
o i fattori soppressivi solubili provenienti dalle cellule tumorali pro-
ducenti il virus o dalle cellule linfoidi siano i mediatori della sop-
pressione della produzione di IL-2.

Infatti, dalle 2-3 settimane p.i. le cellule tumorali producenti il
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Tab. 5: Parametri di IL-2 in milze infette da FL.C e da F-MuLV*

Virus usato per ’infezione: FLC F-MulLV

Giorni dall’infezione 6-10 14-21 6-10 14-21

Produzione di IL-2:

-di base no? no no no
-indotta da ConA XX XXX XX XX
Soppressione della produzione di

IL-2} no + no +

Assorbimento di 11.-2

- di base + + — —

- indotto da ConA — — — —

Risposta proliferativa a 1L-2 — — n.d. n.d.
Soppressione dell’attivita di ,

IL-2¢ + + + +

Effetti di 11.-2 sulla risposta

anticorpale’ no no no n.d.
Effetti di IL-2 suila risposta ai

mitogeni® no no no n.d.
Effetti di IL-2 sulla leucemoge-

nesi in vivo’ no no nd. n.d.

! da: Lopez-Cepero et al., 1988b; Matteucci et al., 1988

2 no = non valutabile; — = invariato; + = aumentato; x = diminuito; n.d. =non determinato
* capacita delle cellule infette di sopprimere la produzione di IL-2 da parte delle normali cellule
spleniche

¢ capacitd delle cellule infette di sopprimere la proliferazione delle ceflule CTLL-2 in risposta
a IL-2 esogena

S risposta anticorpale agli eritrociti di pecora

¢ risposta proliferativa alla ConA

7 IL-2 somministrata giornalmente dal giorno 0 al 14° p.i., alla dose di 5 x 10* U/topo.
Milze pesate al 15° giorno.

virus nella milza dei topi infetti da FLC acquistavano la capacita
di inibire la proliferazione e la produzione di IL-2 delle cellule T
provenienti da topi normali (Fig. 2).
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Figura 2. Effetti dell’aggiunta di cellule infettate con FLC o F-MuLV sulla
produzione di IL-2 da parte di cellule spleniche normali. Le miscele di cellule
indicate sono state incubate con 2 mg/ml di Concanavalina A per 24 ore.
I surnatanti sono stati saggiati per la presenza di IL-2 su cellule CTTL-2 alle
concentrazioni indicate (da Matteucci e coll., 1989).

L’attivita era associata alle frazioni della membrana cellulare ma
non alle frazioni solubili, ed era inibita dal trattamento con anti-
corpi monoclonali diretti contro la proteina transmembrana retro-
virale p15E (Lopez-Cepero ef al., 1988a). Quest’ultimo dato sug-
gerisce che la soppressione potrebbe essere mediata da questo pro-
dotto virale. Sebbene I’aggiunta in vitro di virus non influisca sulla
produzione di IL-2 e sulla risposta delle normali cellule spleniche,
la soppressione delle funzioni linfocitarie indotta dai retrovirus, com-
presa la produzione di IL-2, ¢ stata ottenuta distruggendo o inatti-
vando coniraggi UV i virus e le preparazioni di proteine struttura-
li dei virioni (Fowler et al., 1977; Copelan et al., 1983; Pahwa et
al., 1985).

Le cellule spleniche infette da FLC e da F-MuLV sopprimevano
anche la risposta proliferativa all’IL-2 della linea cellulare CTLL-2
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IL-2 dipendente. Quest’effetto si ottiene con la presenza di cellule
spleniche aderenti, il che indica che potrebbero essere coinvolti i
macrofagi. Inoltre, questa veniva solo in parte ripristinata aumen-
tando la dose di IL-2 aggiunta e non poteva essere riprodotta col
solo virus o con il surnatante di cellule infette. E interessante nota-
re che nel primo periodo p.i. le cellule spleniche assorbivano mag-
giori quantita di IL-2 ma non mostravano una maggior prolifera-
zione in risposta all’aggiunta di IL-2 esogena. Questo suggerisce
che i linfociti T dei topi infetti subiscano una sorta di attivazione
“‘sterile’’, per cui I’IL-2 & consumata ma non porta a proliferazio-
ne cellulare. Questo effetto era transitorio, dal momento che a 2
settimane p.i. le cellule spleniche assorbivano ancora quantita nor-
mali di IL-2, ma questo potrebbe essere importante dato che qual-
siasi cambiamento che avviene all’inizio dell’infezione ¢ diretto ad
influenzare in modo critico il risultato dell’infezione stessa. Inol-
tre, non ¢ stato possibile indurre i recettori per ’TL-2 nei topi infet-
ti da FLC dopo 3-4 settimane dall’infezione (risultati non pubblicati).

Alterazioni dell’omeostasi dell’IL-2 sono state segnalate in un cer-
to numero di esperimenti condotti con retrovirus iz vivo e in vitro
(Copelan et al., 1983; Orosz et al., 1985). Di particolare importan-
za sono le alterazioni descritte in pazienti infetti da HIV in modo
sintomatico e asintomatico (Bowen et al., 1986; Borzy, 1987; Gup-
taefal., 1987; Ho et al., 1987; Spickett e Dalgleish, 1988). I nostri
dati hanno confermato che, in vivo, i retrovirus causano dei note-
voli sconvolgimenti negli eventi correlati all’IL-2 e hanno mostra-
to che questo avviene subito dopo I’infezione. Il meccanismo che
¢ alla base di questo resta perd poco chiaro. L’alterata omeostasi
dell’IL-2 potrebbe essere il risultato della diretta inibizione dei lin-
fociti produttori oppure, indirettamente, del difetto di altri tipi cel-
lullari associati alla fisiologia dell’IL-2. In studi recenti, ’uso di
diversi induttori ha mostrato che, durante le prime fasi dell’infe-
zione, la ridotta capacita di produrre I1L-2 pud essere superata com-
binando insieme un trattamento con lo ionoforo Ca*+ A23187 e
uno con il promoter tumorale TPA (Tab. 6), il che suggerisce che
una deficienza dell’attivita della protein-chinasi C delle cellule T
infette potrebbe mediare questo difetto, almeno in parte.
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Tab. 6: Produzione di IL-2 da cellule spleniche di topi infetti da FL.C dopo
stimolazione con diversi induttori.

Induttore Giorni dall’infezione
6-10 14-21
Concanavalina A xx? XXX
Lipopolisaccaridi batterici XX XXX
Enterotossina B di stafilococco XX XXX
Ionoforo Ca*- A23187 + TPA! — XX

' TPA = 12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato
* — = invariato; X = diminuito

E un elemento essenziale nella reazione a cascata delle linfochi-
ne implicate nel dare inizio a una grande varieta di risposte immu-
nitarie cellulari e umorali, ma il significato delle aberrazioni del-
I’omeostasi dell’TL-2 nella genesi delle immunodepressioni da re-
trovirus € problematico. Sebbene sembri possibile che queste aber-
razioni contribuiscano ed amplifichino i cambiamenti cellulari di-
scussi nel precedente paragrafo, non si pud escludere la possibilita
che queste siano solo un’ulteriore manifestazione dell’immunosop-
pressione senza un ruolo pilt importante nella sua genesi.

PREVENZIONE E TRATTAMENTO

Come gia detto, F-MuLV produce una forma di immunosoppres-
sione pill leggera rispetto a quella indotta dall’intero complesso vi-
rale. Una pre-infezione con F-MuLV protegge non solo nei con-
fronti dell’azione leucemogenica dell’FLC, ma anche nei confronti
dei suoi gravi effetti immunosoppressivi (Bendinelli e Nardini,
1973a). Un soddisfacente grado di protezione & stato ottenuto an-
che immunizzando i topi con FLC trattato con formalina (risultati
non pubblicati). Questi risultati hanno dimostrato la possibilita di
vaccinare contro le immunodeficienze retrovirali. Bisogna perd no-
tare che i virus dell’FLC non hanno mostrato quelle marcate varia-
zioni antigeniche caratteristiche dell’HIV.
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Tuttavia, molte manipolazioni da noi condotte si sono dimostrate
capaci di risolvere o di alleviare lo stato di immunosoppressione
indotto dai virus dell’FLC. Per esempio, la somministrazione di ma-
crofagi singenici provenienti da topi normali ha ristabilito quasi com-
pletamente la risposta anticorpale dei topi infetti da F-MuLV, an-
che se gli effetti sull’infezione da FLC sono stati molto meno pro-
nunciati o assenti. Quando supplementate con macrofagi normali
in vitro, anche le cellule spleniche di topi infetti da FLC riacquista-
no una notevole reattivitd anticorpale (Specter ef al., 1978).

Sia in vivo che in vitro questa reintegrazione richiedeva un nu-
mero relativamente basso di macrofagi, il che suggerisce I'intervento
di meccanismi o fattori di amplificazione.

Un altro trattamento che ha portato ad un notevole ripristino della
risposta immunitaria & consistito nell’inoculazione di LPS prove-
nienti da varie specie batteriche e di derivati selezionati atossici, a
tempi appropriati relativi all’immunizzazione (Friedman ef al.,
1988). Gli LPS hanno aumentato la produzione di cellule spleniche
produttrici di anticorpi ad un livello piu alto negli animali infetti
che non in quelli di controllo.

L’effetto & stato piu evidente negli animali resistenti alla leuce-
mia, ma & stato anche ben evidente nei topi BALB/c.

Quando gli esperimenti sono stati ripetuti in vifro aggiungendo
gradualmente, alle colture di cellule spleniche infette, dosi di LPS,
I’aumento della risposta anticorpale & stato ancor piu evidente che
in vivo. Gli esperimenti dose-dipendenti condotti in vitro hanno in-
dicato che dosi troppo basse per indurre un effetto mitogeno valu-
tabile erano ancora capaci di risolvere lo stato di immunosoppres-
sione delle cellule spleniche infette, suggerendo quindi che I’effetto
non era necessariamente correlato alla mitogenicita degli LPS per
le cellule B.

La prova, discussa ampiamente altrove (Bendinelli ez al., 1936b)
ha dimostrato che ’azione ripristinante degli LPS era, almeno in
parte, mediata dai macrofagi. Noi abbiamo inoltre esaminato la
possibilita che fossero coinvolti dei fattori solubili rilasciati da queste
cellule. Quindi, surnatanti, condizionati da macrofagi normali sple-
nici o peritoneali, stimolati dagli LPS, erano parimenti efficaci o
anche piu efficaci degli LPS stessi. L’effetto di tali surnatanti si
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¢ dimostrato resistente alla polimixina B, indicando quindi che que-
sto non ¢ stato un artefatto dovuto al trasporto o al rilascio di LPS
ingeriti dai macrofagi.

Al momento &, tuttavia, impossibile trarre ferme conclusioni sul
fatto se i benefici effetti degli LPS siano mediati solo dai macrofa-
gi e dai fattori prodotti da queste cellule. Gli LPS hanno un sor-
prendente range di attivita e possono influenzare altri tipi cellulari
immunitari colpiti dai virus dell’FLC. L’induttore di IFN statolon
si € anch’esso mostrato capace di ripristinare le funzioni immuni-
tarie degli animali infetti da FLC (Wheelock ez al., 1974). Sarebbe
perd interessante verificare se i macrofagi provenienti da donatori
infetti possano crescere in coltura, essere guariti dall’infezione, sti-
molati con LPS e, quindi, reinoculati nei donatori per alleviare 1’im-
munosoppressione o proteggere nei confronti di patogeni superin-
fettanti. Malgrado le considerevoli. alterazioni dell’omeostasi
dell’IL-2, osservate nei topi infetti, le colture di cellule spleniche
addizionate di IL-2 purificata, sola o in combinazione con IL-1,
non sono riuscite a ripristinare la risposta anticorpale e quella pro-
liferativa mitogeno-dipendente (Matteucci et al., 1988). Ci sono dati
contrastanti sulla capacita dell’IL-2 di correggere in vitro I’immu-
nosoppressione indotta dai retrovirus. Tuttavia, i nostri risultati con-
cordano con i falliti tentativi di alleviare I’AIDS e i relativi cam-
biamenti dei linfociti con la somministrazione di IL-2 (Lotze, 1985).
Tali fallimenti potrebbero indicare che la deplezione di questo me-
diatore non ¢ il solo fattore responsabile della risposta alterata. Gli
attuali studi sull’effetto del trattamento combinato con altre cito-
chine e/o agenti antivirali potrebbero risultare interessanti a que-
sto scopo. Un recente lavoro suggerisce che il fattore di necrosi tu-
morale, che mima molti effetti degli LPS, possa avere un valore
terapeutico negli animali infetti da FLC (Johnson e Furmanski,
1987).

CONCLUSIONI

C’¢ un urgente bisogno di modelli animali idonei con caratteri-
stiche simili all’infezione da HIV dell’'uomo. L’infezione da FLC
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& il modello animale di immunosoppressione retrovirale piti ampia-
mente studiato, ¢ ha fornito importanti informazioni per capire il
meccanismo generale con cui i retrovirus riescono a indurre una
riduzione della risposta immunitaria nell’ospite infetto. Sebbene non
sia possibile soddisfare completamente il bisogno di adatti modelli
per PAIDS (Desrosiers e Letvin, 1987), ulteriori studi su questo si-
stema possono ancora fornire informazioni utili in molte aree del-
la ricerca sull’AIDS. Al momento noi ci siamo focalizzati sulle se-
guenti aree di estremo interesse:

1) raggiungere una miglior conoscenza dei meccanismi di base
secondo i quali i retrovirus persistono e immunodeprimono I’ospite.

L’immunosoppressione indotta dal’FLC ¢ un fenomeno com-
plesso che coinvolge molteplici funzioni di molti tipi cellulari del
sistema immunitario: quindi, sapere come si producono tali altera-
zioni pud essere importante per I’AIDS, che ¢ anch’esso il risultato
del danno retrovirale di molti tipi cellulari immunocompetenti;

2) valutare se, a quale livello e come, dei cofattori, che si sospet-
ta facciano precipitare le infezioni da HIV ad AIDS del tutto ma-
nifesto (certi farmaci, sovraccarichi antigenici, ecc.), possano in ef-
fetti contribuire a ridurre la resistenza alle superinfezioni e ai tu-
mori negli ospiti infetti da retrovirus;

3) valutare in vivo I’efficacia e la tossicita dei potenziali farmaci
anti-retrovirus;

4) determinare 1’utilita dei modificatori della risposta biologica,
da soli o in combinazione con agenti antivirali, per combattere 1’a-
zione immunosoppressiva dei retrovirus. Fino ad oggi poco ¢ stato
fatto per sv11uppare l’uso di tali sostanze per il trattamento delle
infezioni virali. B opinione comune che terapie efficaci per ' AIDS
richiedano trattamenti a lungo termine con agenti antivirali in com-
binazione con modulatori della risposta immunitaria. I modifica-
tori della risposta biologica potrebbero essere utilizzati per dimi-
nuire la tossicita dei farmaci retrovirali, stimolando il sistema lin-
foemopoietico, oppure per potenziare la risposta immunitaria nei
confronti delle infezioni virali.
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R. BOLDORINI, S. CRISTINA, L. VAGO, G. COSTANZI

ASPETTI DELLA PATOLOGIA COMPARATA
DA LENTIVIRINAE
Indicazioni sulla patogenesi delle lesioni
anatomiche in corso di infezione da HIV

INTRODUZIONE

Nel 1983, all’inizio dell’epidemia di AIDS a Milano, le domande al-
la quali, come patologi, dovevamo piul frequentemente rispondere ri-
guardavano soprattutto il tipo di agenti opportunisti responsabili dei
sintomi o della morte dei pazienti, o I’eventuale insorgenza di una neo-
plasia.

Ma ci apparve subito chiaro che dietro alla spesso drammatica pa-
tologia causata da pili 0 meno noti agenti opportunisti, o a patogeni
ingovernabili, esistevano altre peculiari lesioni, non ad essi attribuibi-
li; e che esistesse, e dovesse quindi essere conosciuto, un substrato pa-
tologico attribuibile all’azione diretta del virus. Se infatti il virus era
causa dell’immunodeficienza, e su questo almeno non poteva esservi
dubbio, 1’azione virale doveva svolgersi, e lasciare forse una traccia
anatomicamente evidente a carico del sistema linfatico; ma quale traccia
seguire per altre azioni del virus la cui impronta ci sembrava sospetta-
bile anche in altri organi e in diversi tessuti?

Nella nostra esperienza qualche aiuto ci & giunto dalla tassonomia.

Come ¢ noto il virus responsabile dell’AIDS & un membro del gene-
re delle Lentivirinae che appartiene alla famiglia delle Retroviridae.

Questo genere comprende molti virus non oncogeni, — fra i quali
quelli del visna-maedi, dell’artrite-encefalite della capra, dell’anemia
infettiva del cavallo, il FIV, il virus dell’immunodeficienza della scim-
mia e PHIV 2 — tutti associati ad una, pili 0 meno marcata, alterazio-
ne del sistema immunitario; tutti infettanti cellule del ‘‘sistema dei fa-
gociti mononucleati”’, inducendo la formazione di simplasmi, e tutti
danneggianti una varieta di tessuti ed organi, ma principalmente il si-
stema nervoso centrale.
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Ma, fino ad allora, non si avevano in patologia umana notizie
di lesione da questi virus; lesioni conosciute invece dai patalogi ve-
terinari, che da lungo tempo si erano occupati delle loro caratteri-
stiche morfologiche (36, 45).

Cosl una prima traccia sulla patologia attribuibile ad una ‘lenti-
virina’’ ci € venuta dalla letteratura che riguardava le infezioni ani-
mali, almeno come primo parametro per individuare se il fenome-
no osservato nell’uomo potesse entrare nello spettro di lesioni at-
tribuibili ad un virus di quel genere.

Da allora il comune lavoro degli anatomo-patologi (10, 18, 35)
ha dato alcuni risultati: molti problemi sono ancora irrisolti, ma
siamo ora in grado di tracciare gli aspetti morfologici della patolo-
gia da HIV nel corso della storia naturale dell’infezione.

Da questa emerge immediatamente che ’azione patogena del-
I’HIV si esplica in modo diverso ed attraverso diversi meccanismi
in vari tessuti; per quanto essi si sovrappongano a volte temporal-
mente in un non facilmente districabile intreccio di cause e perversi
effetti, per dovere di chiarezza considereremo la patologia dei di-
Versi organi separatamente, come segue.

PATOLOGIA LINFOGHIANDOLARE

Quando un soggetto sieropositivo giunge all’unita medica riferi-
sce solitamente sintomi sistemici, ma in genere, associati ad ingros-
samento linfoghiandolare generalizzato, che & noto come ““Sindro-
me Linfoadenopatica’’ (LAS) o ‘‘Linfoadenopatia Persistente Ge-
neralizzata (PGL)”’. (32, 33).

Durante il decorso della malattia i linfonodi vanno incontro a
modificazioni successive (3, 4, 5, 14, 42), istologicamente rilevabili
e riconducibili ad un modello ormai ben definito.

Se ne riconoscono comunemente quattro stadi (4).

1) Durante i primi mesi di LAS, i linfonodi si caratterizzano per
alterazioni tipiche di una linfoadenite follicolare iperplastica (figu-
ra 1). Non esistono connotazioni specifiche inzialmente, ma una
peculiare distribuzione di linfociti & spesso osservabile; essi pene-
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trano nel centro germinativo follicolare (GC) fuoriuscendo dai ca-
pillari o passando attraverso la corona.

La quota di linfociti aumenta successivamente e appare essere
dovuta principalmente al sottotipo CDS8.

Tali aspetti sono sempre presenti e solitamente visibili nei prepa-
rati di routine, e caratterizzano lo ‘‘stadio uno’’ o ‘‘stadio dell’i-
perplasia dei centri germinativi’’.

2) Il secondo stadio ¢ definto ‘‘stadio della lisi’’ o della ‘‘distri-
buzione dei centri germinativi’’: esso ¢ caratterizzato dal danno dei
centri germinativi, con la conseguente formazione di spazi lacuna-
ri (figura 2A). Se si colorano specificamente le cellule reticolari den-
dritiche (DRC), tali ‘“lacune’’ appaiono essere provocate dalla lo-
ro progressiva scomparsa (23, 40, 41, 42, 49).

La lesione si associa all’ingresso dei linfociti CD8 + nei centri
germinativi, che si vanno a porre in stretto contatto con le cellule
dendritiche centro follicolari, tanto stretto da configurare spesso
immagini di peri- ed emperipolesi linfocitaria nei confronti di queste.

Poiché & noto che questi fenomeni rappresentano ’equivalente
ultrastrutturale dell’attacco linfocitario contro una cellula, resta da
stabilire la natura dell’antigene sensibilizzante; ma gia sono noti
alcuni lavori che hanno evidenziato il ruolo dei linfociti citotossici
CD8 + sensibilizzati dall’HIV; poiché le DRC contengono gli anti-
geni del core dell’HIV nel loro citoplasma in tutti i nostri casi (40,
41, 42), non sembra irragionevole credere che un meccanismo
immuno-mediato contro il virus HIV contenuto ed espresso dalle
cellule che presentano antigene nel centrofollicolo sia alla base del-
la loro distruzione.

La lisi dei centri germinativi pud essere anche osservata nei lin-
fonodi di capre affette da ‘‘artrite-encefalite’’ (figura 2B), essen-
dovi quindi un comune riscontro nelle infezioni di piu retrovirus
del genere delle lentivirine, si puo pensare che tale danno possa es-
sere dovuto ad una reazione del sistema immunitario contro pecu-
liari antigeni.

Ma la patologia comparata ci suggerisce qualche spunto in piu;
il virus visna, che, al contrario il virus dell’artrite encefalite capri-
na, non comporta alcuna evidente compromissione dell’immuno-
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competenza in patologia spontanea, non sembra causi alterazioni
linfoghiandolari degne di nota.

Vi sarebbe anche da ricordare che la piuttosto frequente polinu-
cleazione delle DRC potrebbe essere dovuta alla attivita simplasmiz-
zante dell’HIV (28). Virioni dell’HIV sono stati descritti in stretto
contatto con le DRC (25, 27, 48, 54, 55) e immagini di budding
dalle DRC stesse sono stati viste anche da noi. Questo fenomeno
di replicazione del virus nelle DRC peraltro ¢ un fenomeno solo
rarissimamente osservabile, ed infatti mentre nelle DRC la presen-
za di proteine antigeni dal core virale (P18 e 24) & un reperto asso-
lutamente costante, la presenza di antigeni dall’envelope non & mai
stata messa in evidenza. Il fenomeno potrebbe essere dovuto ad una
parziale replicazione virale in queste cellule?

In un recente lavoro (52) si riporta comunque la presenza di HIV-
DNA integrato in omogenati di linfonodi ottenuti da pazienti LAS.

3) Nello stadio successivo, gli ‘‘spazi lacunari’’ tendono ad obli-
terarsi. Solo piccoli aggregati di materiale ialino prendono il posto
dei precedenti centri germinativi (figura 3A e B); molti linfociti B
sono dispersi nel linfonodo, ma 1’aspetto predominante & I’incremento
del numero di macrofagi. Questo quadro, il terzo, & ancora caratte-
rizzato dalla presenza di rare DRC, ed ¢ indicativo di una rapida
evoluzione verso I’AIDS: il termine ‘‘involuzione dei centri germi-
nativi’’ definisce molto bene tale situazione. Talvolta, sono visibili
aspetti dei residui centri germinativi a bersaglio, Castleman simili,
ma essenzialmente correlabili a sintomi di ““iperplasia gigantofolli-
colare multicentrica”, sempre con antigeni HIV dentro DRC residue.

4) I1 quarto stadio ¢ chiamato ‘‘stadio di deplezione’’. E il nor-
male aspetto presentato dai linfonodi nell’ AIDS conclamato dove
si ¢ raggiunta la totale distruzione dei centri germinativi. Sono com-
pletamente assenti le DRC e le sezioni linfoghiandolari sono carat-
terizzate da vasi proliferanti, massiccio aumento di macrofagi, ta-
lora plurinucleati e una variabile quota di linfociti B e plasmacellu-
le (figura 4A e B).

Naturalmente nessuno degli aspetti precedentemente descritti &
morfologicamente specifico in s&; cio significa che una diagnosi di
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infezione da HIV non pud essere formulata su una sezione linfo-
ghiandolare colorata con tecniche di routine.

Ma, nell’infezione da HIV, quando un patologo riceve una biopsia
linfoghiandolare questa diagnosi ¢ gia fatta. Cid nonostante, in qual-
siasi momento venga effettuata una biopsia, ’aspetto morfologico
dei centri germinativi riveste una grande importanza prognostica,
come dimostra una analisi statistica che abbiamo condotto (57).

Riassumendo, possiamo affermare che i dati morfologici dimostrano
che la progressione dell’infezione da HIV verso gli stadi successivi
dell’immunodepressione & sottolineata dalla progressiva perdita delle
DRC, la quale caratterizza gli stadi istologici successivi dell’infezione.

Pertanto, dalla stadiazione dei linfonodi & possibile ottenere si-
cure informazioni circa 1’evoluzione della malattia. Cio non sem-
bra verificarsi nella capra affetta da artrite-encefalite; nei casi da
noi osservati si avevano infatti aspetti di ‘‘involuzione’’, “‘lisi”’ e
“‘deplezione”’ nello stesso linfonodo; cid non avviene mai nell’uo-
mo infetto da HIV ove sono presenti aspetti di passaggio solo tra
stadi immediatamente successivi.

Nella fase di deplezione un posto importante spetta al frequente
rilievo di cellule giganti: la loro presenza (MGC) sembra essere una
particolaritd importante, poiché, all’autopsia, il loro reperto € comu-
ne in molti organi e in particolare nel Sistema Nervoso Centrale (SNC).

Le cellule giganti ““HIV associate’’ hanno un diametro variabile
fra 20 e 50 u con citoplasma pallido con addensamento subcentrale
di nuclei molto piccoli, simili a quelli visti nelle cellule giganti mul-
tinucleate del morbillo; benché tali cellule potrebbero sembrare le-
gate alla attivita simplasmizzante dell’HIV, noi non abbiamo mai
trovato antigeni virali in esse, se non in quelle che si osservano nel
sistema nervoso centrale.

E perd del tutto frequente trovare tali cellule nei polmoni, ed ¢
utile esaminare questo problema.

PATOLOGIA POLMONARE

I clinici sanno perfettamente che I’interessamento polmonare €
uno dei problemi piu frequenti nella terapia dei pazienti AIDS; que-
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sto ¢ principalmente dovuto allo sviluppo di infezioni opportu-
niste, anche se in un buon numero di casi la ricerca di tali agenti
¢ negativa, anche post-mortem.

In questi casi noi possiamo vedere aspetti di fibrosi interstizia-
le diffusa (35, 46), talvolta con cospicui infiltrati linfocitari set-
tali, spesso associati a un danno alveolare diffuso, con alveolite
desquamativa.

Gli infiltrati linfocitari settali sono preminenti nella ‘‘polmo-
nite interstiziale linfocitaria’’ (LIP) del bambino e in alcuni casi
adulti; la stretta somiglianza della LIP e ’artrite-encefalite della
capra conferma il ruolo che le lentivirine possono giocare nelle
infezioni polmonari (figura 5A e B) (1).

Casi di maedi osservati invece, grazie alla cortesia dei Dr. Pe-
tursson e Georgsson, mostrano una flogosi linfocitaria assai pit
imponente che, in pil, &€ sempre presente anche a sei anni dall’in-
fezione sperimentale.

Nell’uomo adulto, invece, anche in assenza di opportunisti di-
mostrabili, la fibrosi interstiziale polmonare prevale e, in questi
casi, i macrofagi polinucleati sono comuni, anche in cellule pro-
venienti da lavaggi broncoalveolari (LAB).

Sfortunatamente, noi non abbiamo scoperto alcuna evidenza
immunocitaria o ultrastrutturale di infezione da HIV in esse, an-
che utilizzando I’ibridizzazione del DNA.

Solo utilizzando la tecnica della PCR ¢ stato possibile sco-
prire sequenze HIV negli omogenati da LAB. Ma nonostan-
te i LAB esaminati siano formati virtualmente solo da ma-
crofagi — suggerendo che macrofagi polmonari contengano
il DNA dell’HIV integrato — noi non possiamo escludere che
la PCR riveli il DNA virale integrato in altri contingenti cel-
lulari presenti.

Pertanto, fino a quando non saremo in grado di dimostrare la
presenza del DNA virale in sezioni o strisci con cellule riconosci-
bili, il problema restera non risolto; una patologia da HIV del
polmone ¢ dunque altamente probabile, anche se non incontro-
vertibilmente dimostrata.
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SISTEMA NERVOSO CENTRALE (SNC)

I1 SNC rappresenta il principale organo bersaglio finale di molti
dei virus appartenenti al genere delle lentivirine; di conseguenza una
attenzione particolare & stata posta nello studiarlo, e varie lesioni,
dove il coinvolgimento del sistema nervoso centrale ¢ piu di un so-
spetto, sono state descritte.

La prima di esse & rappresentata dalla presenza di aggregati mi-
cronodulari di cellule LeuM$5 positive, simili a quelle viste nel
visna (figura 6A e B) (15, 16, 34) o nella artrite-encefalite del-
la capra (36); ma la relazione con 'HIV ¢ dimostrata solo dal-
la presenza di antigeni virali nelle loro cellule, dato che nodu-
li simili nell’uomo possono essere causati anche da qualche op-
portunista.

In molti casi questi noduli sono associati a cellule giganti (figura
7A e B) (come nel visna e nella leucosi bovina) assolutamente iden-
tiche a quelle osservate in altri organi in pazienti AIDS; ma nel si-
stema nervoso centrale le cellule giganti contengono antigene vira-
li, sia del core che dell’envelope, di virioni retrovirali nel loro cito-
plasma, sia il loro budding dalla membrana cellulare — o in va-
cuoli citoplasmatici sono una caratteristica piuttosto comune men-
tre non & mai stata confermata in vivo la presenza di virioni HIV
in cellule gliali e neurali (51).

Pertanto vi & un generale convincimento che solo le cellule gi-
ganti nel SNC rappresentino il marchio dell’infezione da HIV im-
mediatamente riconoscibile anche in normali colorazioni istologi-
che (7, 8, 9, 19, 20, 24).

I noduli con cellule giganti sono presenti in circa il 20% dei casi;
ma deve essere ricordato che la quantita di noduli scoperta € pro-
mozionale al numero di campioni e blocchetti esaminati. Deve es-
sere anche ricordato che cellule giganti non in situazione nodulare,
spesso isolate e disperse, sono presenti anche nelle forme che se-
guono (PDL ¢ MV).

Un secondo aspetto, comune caratteristica dei pazienti HIV ¢ la
presenza di aree di demielinizzazione; e cio ci ricorda immediata-
mente le lesioni da visna, recentemente riconosciute come legate a
demielinizzazione primaria (15).
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A prima vista il quadro di demielinizzazione nei soggetti infetti
da HIV ¢ piuttosto simile, benché non sia comune osservare lesioni
cosi devastanti come quelle della pecora: le colorazioni per la mie-
lina nell’uomo rivelano una discolorazione simmetrica diffusa nel-
la sostanza bianca profonda — mentre le aree subcorticali sono me-
glio conservate — associata a una proliferazione diffusa di volu-
minosi astrociti reattivi; le cellule giganti sono sempre presenti, ta-
lora in aggregati nodulari, pili frequentemente sparse nella sostan-
za bianca. Sono inoltre visibili rari infiltrati linfocitari perivascolari.

Questo aspetto ¢ stato descritto (25) come ‘‘leucoencefalopatia
progressiva diffusa” (PDL) ed & presente in circa il 30% dei casi
nella nostra casistica.

Un altro quadro AIDS associato, che determina un danno delle
fibre mieliniche, ¢ la cosiddetta ‘‘mielinopatia vacuolare’’ (MV) (29,
44, 50); essa consiste in una degenerazione della mielina, assai si-
mile a quella osservata nella carenza di vitamina B12.

Nei casi AIDS pero non € mai stata osservata carenza di vitami-
na B12. Nella nostra esperienza cid & stato osservato nel 15% dei
casi e non appare cosi strettamente ristretto al midollo spinale co-
me le lesioni dovute alla carenza di vitamina B12.

Morfologicamente questo quadro ¢ associato ad una importante
reazione astrogliale e con la presenza di macrofagi attivati; nell’en-
cefalo il danno mielinico &€ meno importante e la reazione flogisti-
ca meno severa. Le fibre mieliniche sono diffusamente vacuolizza-
te con aspetto spongiforme che rappresenta un fenomeno sconcer-
tante. L’aspetto spongiforme infatti & usualmente descritto nell’in-
fezione del SNC da oncovirus (HTLV1-virus della leucemia muri-
na, etc.), o nelle forme da ““prioni’’, piuttosto che nelle infezioni
da lentivirine. Nonostante questa difficolta ‘“teoretica’’, in recenti
lavori (29) ¢ stata riportata una coincidenza topografica di cellule
giganti infette dal’HIV e di mielinopatia vacuolare, e anche noi
abbiamo spesso riscontrato questo aspetto. Questa osservazione,
comunque, che deporrebbe per una azione legata a HIV, non esclude
una possibile coinfezione o una concomitanza di cause.

A proposito di forme «spongiformi» vorremmo perd dire che se
il termine si attaglia alla patologia da prioni (vedi Creutzfeld-Jacob
0 scrapie ovino), ove si osserva una imponente vacuolizzazione del
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neuropilo con formazione di vacuoli e membrane, non dovrebbe
essere utilizzato a proposito di mielinopatia ove il rigonfiamento
e lo slaminamento degenerativo riguarda fondamentalmente la mie-
lina, facilmente accompagnato da macrofagi fagocitanti e da infil-
trati flogistici che mancano nelle forme da «prioni».

Sfortunatamente, nel SNC, nessuna delle lesioni che abbiamo de-
scritto sopra come «associate al’HIV», ¢ adeguata a spiegare i sin-
tomi di demenza che sono I’aspetto piu importante della cosiddet-
ta ‘“‘neuro AIDS”’.

Dobbiamo perd ricordare che anche se si restringe il termine «le-
sioni HIV-specifiche» a quelle caratterizzate dalla presenza di ma-
crofagi polinucleati, si hanno comunque con notevole frequenza,
nelle autopsie di pazienti AIDS molti altri significativi reperti che
sono, almeno fin’ora, correlabili alla presenza di macrofagi infet-
tati dall’HIV solo per coincidenza topografica e casistica, ma sen-
za che il microscopio possa scoprire alcuna relazione causale tra essi.

Ci riferiamo alla pressocché costante proliferazione di cellule mi-
crogliali nelle aree grigie, associata a quella degli astrociti, con im-
magini che non posssono essere morfologicamente distinte da quelle
descritte nell’encefalopatia epatica, o in altre condizioni degenerative.

A questo proposito, sono emerse diverse ipotesi (30) riguardo al
ruolo delle sostanze secrete dai macrofagi infettati (citochine), o
di una competizione di antigeni virali nel metabolismo delle cellule
nervose (6).

In netto contrasto con quanto avviene nel SNC, a carico del Si-
stema Nervoso Periferico (SNP) (43,48), almeno nella nostra espe-
rienza, si osserva frequentemente una flogosi aspecifica interessante
in particolare i gangli spinali ove gli elementi infiammatori si col-
locano intorno alle cellule gangliari con una disposizione che po-
trebbe suggerire un attacco immuno-mediato sulla componente neu-
ronale del SNP (13).

ALTRI ORGANI

Un danno diretto da HIV ¢ stato ipotizzato in molti casi.
Per esempio, un infiltrato linfocitario nelle leptomeningi ¢ stato
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considerato, in alcuni casi, come il marchio dell’inizio dell’infezio-
ne da HIV nel sistema nervoso, il quale talvolta si presenta con sin-
tomi acuti di meningite; ¢ comunque molto raro scoprire casi di
infezione da HIV che si presentino con tale sintomatologia.

Sono stati descritti infiltrati linfocitari cardiaci interstiziali (2,17)
in alcuni casi di AIDS con aritmie; DNA dell’HIV integrato & stato
osservato nell’epitelio tubolare di reni in casi di severa sindrome
nefrosica (1). Una azione diretta dell’HIV ¢& stata ipotizzata nel mi-
dollo osseo, nei genitali, nel fegato; certamente ora, quando il pa-
tologo si trova di fronte a lesioni che non pud attribuire ad oppor-
tunisti, pensa all’HIV, ma solo raramente questa ipotesi pud esse-
re dimostrata.

Dobbiamo sottolineare che danni sicuaramente provocati dall’HIV
si osservano nei linfonodi e nel SNC; polmoni e midollo osseo so-
no probabilmente — anche se non sicuramente — danneggiati dal-
I’HIV nella maggioranza dei casi; il coinvolgimento degli altri or-
gani appare, nella nostra casistica solo incidentale.

Un riassunto della patologia da HIV pud essere ora tentato, an-
che se molti aspetti restano oscuri.

L’inizio della attivita patogena del’HIV si manifesta precocemen-
te nel tessuto linfoide dove esso causa la distruzione del sistema di
presentazione degli antigeni nei centri germinativi dei linfonodi.

In termini morfologici possiamo dire che questo fenomeno & I’e-
quivalente morfologico della progressiva immunoincompetenza.
~ La completa scomparsa dei centri germinativi & raggiunta in cir-
ca 4-8 anni a partire dalla data dell’infezione.

In un momento, durante questo periodo, vengono infettati gli
elementi del sistema dei fagociti mononucleati; essi portano il vi-
rus ai vari organi, quali polmoni, reni, fegato, cute, genitali, mi-
dollo osseo, dove I’attivita patogena dell’HIV pud contingentemente
aver luogo.

Presto o tardi, comunque, il sistema nervoso centrale diventera
P’organo bersaglio dell’HIV.

Noi non sappiamo quanto precocemente questo accada — /’in-
Jezione talvolta si presenta con sintomi di demenza — ma & piu di
un’ipotesi che ’attivita dell’HIV si concreti con un danno diretto
inferto al SNC, probabilmente con un meccanismo macrofago-
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mediato, in un modo che & di per sé altamente debilitante per il pa-
riente se non diretta causa di morte.

Su questo sfondo la grave immunodeficienza che nel frattempo
si instaura provoca successive infezioni opportuniste o rende im-
possibile il trattamento di infezioni da comuni patogeni; frequen-
temente insorgono neoplasie.

Sono queste situazioni patologiche normalmente che abbrevia-
no la vita del paziente, cosicché noi non abbiamo ancora le idee
chiare cirea il risultato Minale della patologia da HIV: uno sguardo
perd a cid che accade negli animali infetti da altre lentivirine non
¢ certo consolante, solto questo aspetto.

Malti de nostri risuMati sona iati otlenuli grazie al fieansemento ded minksero della Samits-
Istitute Supsriore i Samith, M. 4306-34, (2* Progetto Narionale AIDS).



Fig. 1 - Linfonodo con iperplasia follicolare. Ematossilina-Eosina 10 = o.m.




Fig. 2 A. Evidente lisi del cenmiro germinativo in linfonodo  wimang,
Ematassilina-Eosina 40 % o.m.
B. Stesso aspetto osservato in linfopodo di capra affetta da *artrite-
encefalite’. Ematossilina-Eozina 25 % o.m.



Fig. 3 A. Stadio della inveluzione del centro germinative che assume aspet-
(o Castlemann simile, Ematossilina-Eosing 25 = o.m.,
B. Stesso stadio in linfonodo di capra ove si osserva masserella jalina
residua, Ematossilina-Eosina 40« 0.m,



Fig. 4 A. Stadio della deplezione nell*uomo. Ematossilina-Eosina 25x0.m.
B. Stadio della deplesione nella capra. Ematossilina-Eosina 10 o.m.



Fig. 5 A. Polmonite linfocitaria interstiziale nel bambino. Ematossilina-
Eosing 40xo.m.
B. Polmonite linfocitaria nella capra, Ematossilina-Eosing 40 o.m,



Fig. 6 A. Nodulo microgliale in encefalo umano; ln colorazione immunoi-
stochimica con LeuMS5 ne dimostra il prevalente fenotipo monocito-
macrofagico. Figura a destra Ematossilina-Eosing; figura a sinistra
immunoperossidasi LeuMS 25 x 0.m.

B. Nodulo microgliale in encefalo di pecora affeita da visna.
Ematossilina-Eosina 25 x o.m.,



Fig. 7 A Nodulo microghiale con evidemi cellule giganti multinucleate in
AIDS, Luxol-Fast Blue 40 % 0.m.



Fig. 7 B Analoga lesione in encefalo con leucosi bovina che si osserva nelle
cellule giganti multinueleate (frecee). Luxol-Fast Blue 40 % 0.m.
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H. FRASER

LA SCRAPIE E 1 SU01 OMOLOGHI

AFRC & MRC Neusopathopenesis Usil - Edinburgs, Scozia

La comparsa di una malattia “‘scrapfe-simile’”, nei bovini del
Regno Unito, ha risvegliato interesse in un piccolo gruppo di
malattie infettive cerebrali, alquanto peculiari, che colpiscono gli
animali e 'vomo e il cui studio ¢ da sempre stato riconosciuto
come uno dei pia difficili nella ricerca veterinaria ¢ biomedica
in generale.

Sebbene la scrapie della pecora sia una malatiia comune e diffu-
sa in guasi tutto il mondo, causando a volte ingenti perdite, & stata
sino a poco tempo fa la “*Cenerentola’ della ricerca veterinaria;
in effetti ha attirato attenzione solo da parte di coloro che, curiosi
della sua natura insolita, erano preparati ad offrire la maggior parte
della loro carriera al tentativo di darne una soluzione. Ancora og-
gi, infatti, pud essere considerata 'enigma che & sempre stato, cioé
mancanza di identita ¢ totale ignoranza sull"effettivo agente causa-
le ¢ sulle basi molecolari della sua replicazione, nonché assenza di
ogni reazione immunitaria e infiammartoria dell’ospite nei confronti
della malattia e un periodo di incubazione straordinariamente lun-
go. Solo recentemente, le nuove acquisizioni nel campo della bio-
chimica e della genetica sembrano fornire alcuni strumenti di stu-
dio per una possibile risposta agli insoluti quesiti.

IL GRUPPO DELLE ENCEFALOPATIE
DA “AGENTI LENTI NON CONVENZIONALI™

Queste malattie infettive degenerative del cervello si manifesta-
no prevalentemente nei ruminanti; la loro peculiare vulnerability
potra pertanto fornire indicazioni per chiarire la relativa biologia
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ed epidemiclogia. Tra gli altri mammiferi, per ora solo i gatti, i
visoni e gli uomini sono raramente colpiti da malattie di questo ti-
po; i visoni quasi certamente per il consumo di alimenti prodot-
ti con carcasse di pecore infette da scrapie, mentre la fonte di
contagio per "'uomo non & in genere nota e comungque non ¢ 5ono
indicazioni circa I"intervento di possibili fonti animali, alimentari
¢ non. Valtra parte, la comparsa di una malaitia scrapie-simile nel
gatto induce a considerare con attenzione e preoccupazione 1'even-
tuale origine ¢ parentela di questi agenti infettivi nelle diverse
specie.

Sebbene vi siano differenze genetiche che condizionano la suscet-
tibilita della pecora alla serapie, & pur vero che tutie le razze di pe-
cora possono venire infettate dall*agente della malattia se sono ad
es30 esposte. Comungue, a parte I'influenza genetica nella predi-
sposizione alla scrapie della pecora e in alcuni casi eccezionali della
malattia di Crewrgfeldi-Jacob (C1) dell’'uomo, non paiono esservi
influenze genetiche capaci di condizionare la suscettibilita a queste
malattic nelle altre specie colpite.

Nella tabella 1 sono riportate le patologie “*scrapie-simili™" attual-
mente note. | criteri usati per impostare questa tabella sembrano
suggerire che le malattie nelle differenti specie animali siano cau-
sate da agenti exiologici diversi. Al contrario, & invece verosimile
che la malattia nella capra, gatto, visone, bovino e negli altri rumi-
nanti compaia direttamente, o indirettamente tramite un ospite in-
termedio, a seguito di infezione operata dall’agente della scrapie
della pecora; sembra invece che I'infezione nell'uomo si realizz solo
nell'ambito della stessa specie umana. Nonostante cid € probabile
che una specie animale possa sia propagare I"infezione nell'ambito
dei suoi membri, sia acquisire "infezione da un'altra specie; que-
sta seconda possibilitd & proprio quella che si realizza quando, a
scopo diagnostico, si infettano gli animali da laboratorio con que-
sta classe di agenti patogeni.

Una simile malattia pare anche avere colpito un gruppo di tigri
bianche nello zoo di Bristol. Questo rilievo e la comparsa dell’en-
cefalopatia trasmissibile del visone (TME) pongono alcuni risolvi-
bili problemi sul rischio di contrarre la scrapie con Ialimenta-
rione.
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MALATTIE SCRAPIE-SIMILI: EPIDEMIOLOGIA
E INCIDENZA “IN CAMPO”

I focolai di scrapie possono causare, in alcune greggi infette, per-
dite sino al 20% negli animali adulti o anche di piti. Probabilmente
questi dati sottostimano la reale incidenza della scrapie, in quanto
spesso la malattia non viene diagnosticata. Per di pid, gli alleva-
menti di notevoli dimensioni considerano scontata una certa per-
centuale di perdite. La malattia sembra colpire tutte le razze ovine
in quasi tutti i Paesi con la notevole eccerione della Nuova Zelan-
da ¢ probabilmente dell’ Australia. In Europa & stata segnalata quasi
ovungue con la sola eccezione della Danimarca e probabilmente della
Germania. Negli Stati Uniti, in particolare, ha avuto negli anni pas-
sati un impatto economico rilevante.

L'infezione passa agli agnelli a seguito di contaminazione pla-
centale, inoltre, durante ¢ subito dopo il parto il materiale conta-
minante rappresenta una notevole fonte di contagio per le altre pe-
core ¢ agnelli. La contaminazione del pascolo nelle vicinaze imme-
diate della zona del parto & pure una fonte di infezione, Come det-
to, inoltre, ci deve essere una certa predisposizione genetica nella
pecora a contrarre la scrapie; pertanto 'agnello non solo deve rice-
vere 'infezione dalla madre o per contatto con materiale infettan-
te, ma deve anche ereditare un appropriato genotipo dai suoi geni-
tori. Il montone infetto non viene in genere considerato come pos-
sibile fonte di infezione per la sua progenie o quale fonte di infe-
zione venerea per le femmine con le quali si accoppia; pud comun-
que rappresentare fonte di infezione per contatto rispetto agli altri
animali del gregge. Si hanno comunque scarse informazioni sulla
trasmissione orizzontale della serapie tra animali adulti; comungue
tale evenienza ¢ stata dimostrata sperimentalmente ed anche natu-
ralmente tra pecora ¢ capra; d’altra parte, rimane sem pre l'impres-
sione che non si tratti di una malattia altamente contagiosa: gli ani-
mali da laboratorio con infezione sperimentale non trasmettono 1'in-
fezione ai compagni di gabbia non infetti.

L’encefalopatia spongiforme del bovino (BSE) sembra avere avuto
origine a seguito della alimentazione con prodotti contenenti fari-
ne di carne e ossa provenienti da carcasse di pecora scraprie-infette
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e ¢it ha causato la comparsa della BSE in Inghilterra con una altis-
sima diffusione. Non si conosce ancora se la propagazione nel bo-
vino possa avvenire per linee familiari ed & per questo che la com-
prensione del modo di diffusione di diversi tipi di malattie scrapie-
simili in altri ruminanti, comprese pecore e capre, nonché la cono-
scenza del ruolo della placenta, possono essere molto importanti
per lo studio epidemiologico della BSE.

Anche "encefalopatia trasmissibile del visone (TME) ¢ dovuta
alla alimentazione con carcasse di ruminanti infetti, sia pecore, sia
bovini. Anche se la TME pud causare perdite catastrofiche, quan-
do compare in un allevamento di visoni, ¢ pur vero che si tratta
di una malattia alquanto rara: in tutto il mondo ne sono stati de-
scritti, a wtt'oggi, circa 50 focolai. Cosi come é stato visto nell’in-
ferione sperimentale da scrapie nei roditori da laboratorio, anche
la malattia del visone non viene trasmessa alla progenie e pure non
si trasmette da animale ad animale per contagio diretto.

LE FORME CLINICHE

La scrapie colpisce le pecore adulte di norma dopo i 2 anni di
vita, con un picco di incidenza attorno ai 4-6 anni; comungue nuo-
vi casi si manifestano continuamente in animali pih vecchi, di ogni
etd. Anche nell’animale giovane pud talvolta comparire, ma in ge-
nere non viene diagnosticata al di sotto dei 2 anni. La malattia si
presenta come una forma tipicamente neurologica: inizialmente si
osservano lievi sintomi, come modesti cambiamenti del comporta-
mento, della postura ¢ dell’interazione sociale con gli altri animali
del gregge; tali segni divengono riconoscibili quando le pecore ven-
gono tosate, A volte si osserva infatti uno iscurimento o un cam-
bio di colore del vello, cui seguono dopo poco tempo, dei segni cli-
nici piti evidenti, Nel giro di alcune settimane si osserva una evi-
dente progressione dei sintomi neurologici che possono essere di
volta in volia diversi. L animale malato pud grattarsi contro strut-
ture fisse lesionandosi la cute; sempre presenta alterazioni locomo-
torie con incoordinazione dei movimenti, tendenza ad inciampare,
movimenti di oscillazione e nello stadio finale, costante posizione
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di decubito. La durata dei segni clinici € in genere di numerose set-
timane.

Nella capra prevalgono i sintomi locomotori, mentre nella bovi-
na colpita da BSE si osservano cambiamenti progressivi di com-
portamento ¢ di locomozione e I'animale pud divenire aggressivo,;
la forma clinica dura in genere molte settimane anche se alcuni casi
non hanno superato la settimana, Nella CWD del cervo adulto il
principale segno clinico & rappresentato dalla cachessia; inoltre, a
seguito della degenerazione dei bulbi olfattori ¢ del nucleo ipoglos-
50 51 osserva incapacita ad annusare ¢ a prendere I'alimento. Tra
i sintomi neurologici appaiono 'ipereccitabilita ¢ i cambiamenti di
comportamento, la difficolid nella deglutizione del cibo e nel ri-
gurgito del contenuto ruminale; inoltre si osservano polidipsia e po-
liuria e paralisi Maccida dei muscoli facciali ¢ auricolari. Nel singo-
lo caso di malartia osservato in un myala, in cattivitd, ¢ durato 3
settimane, si sono osservati una anormale postura della testa, ten-
denza a morsicarsi ¢ leccarsi la groppa e aumentata frequenza uri-
naria. Nel visone, la malattia dura 3-8 settimane, con cambiamenti
nel modo di alimentarsi e nella pulizia del mantello, posizione a-
normale della coda, movimenti rotatori, automutilarioni, altera-
zioni locomotorie e convulsioni, speésso lerminanti in torpore e pa-
ralisi.

PECULIARI PROPRIETA BIOLOGICHE
DEGLI “AGENTI LENTI NON CONVENZIONALI™

L'identitd molecolare degli agenti causali delle malattie scrapie-
simili ¢ ancora sconosciuta, nonostante il grande interesse che si
& focalizzato su di loro. Una delle principali spiegazioni di questo
insuccesso deriva dalla impossibilita di ottenere una effettiva puri-
ficazione del materiale infettante che sia separabile dalle compo-
nenti associate, derivate dai tessuti dell’ospite.

E comunque chiaramente accertato che vi sono molti ceppi del-
'agente della scrapie ¢ inoltre che alcuni ceppi possono subire del-
le mutazioni. Entrambi questi rilievi sono evidenza della verosimi-
le presenza nell’agente infettante di una molecola informazionale,
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tipo acido nucleico, che perd a tutt’oggi non & ancora stato possi-
bile riconoscere biochimicamente.

Non pare invece esservi chiara evidenza per un agente infettante
costituito esclusivamente da proteine, come suggerito dall’ipotesi
del “Prione’ (proteina infettante), ¢ questo nonostante la propa-
ganda fatta per sostenere tale nozione. Un'attraente designazione
PeT questo patogeno ancora sconosciuto ¢ quella di “*Virino™', ba-
sata sull'idea, plausibile, dell’esistenza di una molecola informa-
zionale (un acido nucleico) protetta da una proteina codificata dal-
I"ospite. In effetti, quest’ultima ipotesi & consistente con I"estrema
resistenza che gli agenti della scrapie ¢ scrapie-simili dimostrano alla
inattivazione chimica e fisica. Ad esempio, per inattivare gli agenti
non convenzionali sono necessarie concentrazioni di alcali forti o
soluzioni di ipoclorito anche 10 volte piin alte rispetto a quelle ne-
cessarie per inattivare i batteri e i virus convenzionali; inoltre, al-
cuni ceppi di scrapie resistono anche ad un trattamento in autocla-
ve a 126 °C ¢ al trattamento in stufe con un calore secco pari a
ben 360 “C. Verosimilmente, per decontaminare i pascoli, i ricove-
ri, le carcasse animali ¢ i vari utensili e strumenti contaminati, so-
no necessarie condizioni ancora pin drastiche.

L'ipotesi del **Virino' ¢ anche consistente con la capaciti del-
I"agente causale della scrapie di mostrare una variabilita biologica
convenzionale: vi sono infatti numerosi ceppi dell’agente della scra-
pie, di cui almeno 20 sono distinguibili negli animali da laborato-
rio (topo & harister). Bisogna perd anche riconoscere le limitazioni
del metodo di tipizzazione dei ceppi mediante I'inoculazione negli
animali da laboratorio: la trasmissione della scrapie non & talvolta
realizzabile e cio suggerisce che il primo passaggio nell*animale da
laboratorio rappresenti una forte pressione selettiva su determinati
ceppi. La tipizzazione di ceppo nel topo richiede infatti una sequenza
di sub-passaggi perché si osservi un’ulteriore selezione di sottocep-
pi. In effetti non vi sono assolutamente informazioni sulle basi bio-
logiche o molecolari di queste variarioni di ceppo, dal momen-
to che queste dipendono dalla trasmissione e dalla selezione in un
range molto ridotto di ceppi di topi inbred, che sono stati scelti
sulla base di espedienti piuttosto che a seguito di nozioni biochimi-
che e genetiche del singolo ceppo di topi. Per questi motivi, non
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& dato di sapere in che grado un ceppo, selezionato quale mutante,

rifletta le caratteristiche del ceppo originale del campo. Sebbene 1a-
gente della BSE del bovino sia stato trasmesso al topo, il tempo
di incubazione ¢ i sintomi si sono dimostrati simili a quelli caratte-
ristici di altri ceppi diversi; pertanto, a tuit’oggi, le informazioni
ottenute dall'inoculazione nell’animale da laboratorio non forni-
scono alcun ausilio nell"identificazione dell’origine del ceppo che
ha colpito i bovini. E comungue molto probabile, come gia detto,
che la BSE sia derivata dalla scrapie della pecora.

LA BARRIERA TRA LE SPECIE

Le diverse specie animali vengono infettate meno facilmente quan-
do vengono esposte a materiale infettante proveniente da un’altra
specie che non dall’esposizione a materiale infettante proveniente
dalla stessa specie. Cid & stato dimostrato sperimentalmente inocu-
lando omogenati di tessuti infetti; non & comunque chiaro se tale
“effetto barriera di specie” possa fornire indicazioni significative
utili per identificare o predire i rischi di trasmissione inter-specie,
quando |'esposizione al materiale infettante avviene per vie naturali.

La barriera di specie pud o non pud funzionare a seconda della
possibilita che nel nuovo ospite si possa replicare un ceppo del pa-
togeno che rappresenti una componente minore del ceppo presente
nell'ospite di origine; in tale caso la componente minore (ceppo mu-
tato) & favorita nel nuove ospite, rispetto al ceppo prevalente che
subisce la pressione selettiva. In alternativa, la comparsa del ceppo
mutato pud realizzarsi dopo trasferimento del ceppo originale nel
nuovo ospite. Qualungue sia il tipo di meccanismo che si esplica
nel passaggio dell’infezione da un ospite ad un altro di specie di-
versa (entrambi i meccanismi paiono realizzabili) il rilievo di im-
portanza pratica che pud essere fatto & che, se vi & una forte sele-
zione nell'ambito di una nuova specie, ¢id pud invalidare o con-
fondere la tipizzazione dei ceppi, quando si usa la specie topo per
tale finalitd; pud quindi essere difficile avere attendibili correlazio-
ni epidemiologiche e causali quando i ceppi che si vogliono identi-
ficare derivano da altre specie animali. E' appunto per questi mo-
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tivi che diviene di enorme importanza pratica conoscere 'identitad
molecolare di questi patogeni, al fine di mettere a punto tecniche
di tipizzazione pil attendibili, basate ad esempio sull’ibridizzazio-
ne molecolare di sonde ad acidi nucleici.

CONTROLLO DELL'OSPITE
sU INFEZIONE E PATOGENESI

Il successo dell’infezione dipende soprattutto dalla dose del ma-
teriale infettante ¢ dalla via di penetrazione; una volta stabilitasi,
I'infezione porta alla forma clinica solo se 'animale vive abbastanza
a lungo. Non & per ora stato dimostrato che I'infezione non sia poi
seguita dal coinvolgimento del sistema nervoso centrale; cionono-
stante tale evento non pud essere escluso a priori. Come detto, il
periodo d'incubazione dipende dalla dose e via d'infezione ¢ nel
topo e nella pecora é strettamente correlato all*allelismo rispettiva-
mente dei loro geni Sine (topo) e Sip (pecora). Con la sola eccezio-
ne dell'uomo, i geni omaologhi delle alire specie non sono polimor-
fici (es. criceto e visone) o non si sono dimostrati tali (es., capra
¢ bovino). Invece, i polimorfismi rilevati nel topo ¢ nella pecora
modificano sostanzialmente i tempi d'incubazione della malattia
€ come conseguenza si osserva che gli animali con genotipo cosid-
detto “‘resistente’” possono sopravvivere all'infezione da scrapie.

Comungue, vi sono aleuni ceppi di serapie che non seguono questi
criteri di suscettibilitd o resistenza e pertanto eventi diversi dalle
aspettative possono anche realizzarsi in campo,

Per quanto riguarda le conoscenze sulla patogenesi, queste deri-
vano essenzialmente dagli studi condotti sui roditeri in laborato-
rio. Il ruolo preminente é giocato dalla via di esposizione al mate-
riale infettante: a seguito di inoculazione sottocutanea o intraperi-
toneale, si realizza una replicazione del patogeno nel sistema lin-
foide, mentre la penctrazione nel sistema nervoso centrale & un even-
to molto pil tardivo ed & la conseguenza della diffusione alle fibre
del sistema nervoso periferico (nervi autonomi) ¢ quindi al midollo
spinale. Parimenti I"esposizione per via orale o con 1"alimento esi-
ta, con tutta probabilitd, in una replicazione del patogeno nei tes-
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suti linfoidi associati al tratto gastro-intestinale (GALT) quali ad
esempio le tonsille e le placche del Peyer; comungue i dettagli pa-
togenetici di tale via di infezione necessitano di ulteriori studi.

DIAGNOSI, CONTROLLO ED ERADICAZIONE
DELLE INFEZIONI SCRAPIE-SIMILI

La diagnosi basata sul riconoscimento dei segni clinici, da parte
del veterinario o da parte di allevatori esperti, & in genere attendi-
bile, soprattutio quando si conosce la storia del gregge o I'inciden-
za della malattia. La diagnosi clinica viene in genere confermata
dalle indagini istopatologiche che evidenziano senza alcun dubbio
la “*vacuolizzazione' delle cellule nervose ¢ laro processi.

Recentemente & stato prodotio un antisiero nel coniglio che rea-
gisce con la proteina PrP (proteina del prione), che viene prodotta
da geni Sip, Sinc o dai loro omologhi. Tale proteina, nell’animale
infetto, diviene proteasi-resistente e precipita in forma insolubile
nel cervello, causando le lesioni. Pertanto il rilievo di tale proteina
alterata nelle sezioni o estratti cerebrali, mediante 1"uso dell*anti-
siero specifico, potra forse fornire un rest diagnostico per il rilievo
precoce dell'infezione in animali ancora clinicamente sani. Comun-
que tale approccio non ha per ora consentito rilievi definitivi ¢ non
pud pertanto essere usato nella diagnostica di routine.

Il controllo della scrapie in campo si basa sull'identificazione ge-
notipica della progenie ¢ dei parenti delle pecore colpite. E auspi-
cabile che i ceppi di pecore geneticamente resistenti possano venire
identificati sulla base delle differenze molecolari che presentano nel
loro gene Sip, impiegando la teenologia delle endonucleasi (enzimi
che tagliano selettivamente, in regioni specifiche, il DNA) in modo
da identificare frammenti caratteristici di DNA associati alla resi-
stenza. Questa possibilita & stata dimostrata nell’infezione sperimen-
tale da serapie nella pecora, ma & anche verosimile che gli animali
“resistenti”, pur non sviluppando i segni clinici, consentano la re-
plicazione del patogeno ¢ parimenti possano produrre una proge-
nie “*suscettibile’” a ceppi diversi di scrapie.
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IMPLICAZIONI ZOOMNOSICHE E RISCHIO
PER ALTRE SPECIE

Le numerose indagini epidemiologiche condotte non hanno iden-
tificato alcun rischio per 1"'uomo a seguito del contatto o consumo
di pecore scrapie-infette; d’altra parte nuovi ceppi che compaiono
in altre specie ospiti possono rappresentare un pericolo sconosciu-
to sia per "'uomo, sia per gli altri animali, ma, dato il lungo tempo
di incubazione, tale rischio pud non venire riconosciuto anche per
molti anni.

Comunque, in termini pratici, nuove specie possono infetiarsi solo
quando vengono introdotte cariche infettanti sufficientemente ele-
vate. Vi possono anche essere **barriere assolute® all'infezione tra
specie diverse, soprattutto con ceppi di una determinata provenienza,
quale ad esempio I"agente della encefalopatia del visone che non
pud essere trasmesso al topo da laboratorio; d'altra parte, la possi-
bilitd di una replicazione dell’agente infettante in assenza di coin-
volgimento neurologico significa che, sulla base delle attuali insuf-
ficienti conoscenze, non si possono escludere fonti probabili di in-
fezione, non identificabili, che diffondono la malattia da una spe-
cie all"altra.
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Tah, 1: Malattie scrapie-simili

Ml ruminanti

— Scrapie della pecora
— Serapre della capra
— Encefalopatia spongiforme del bovino (BSE)
— Malattie scraprie-simili nel:®
— Ryala
— antilops
— Kueehus
— antilope araba
— alee

— Sindrome del dimagramento cronico (CWD**) nel:

QErvD
— cervo dalla coda nera
— alce delle Montagne Rocciose

Mei mon rominanti

— Malattia di Crevrgfeldr-dakob (CI) dell’ vomo®**
— Kwru nell"vomo

— Encefalopatia trasmissibile del visone (TME)

— Malattia serapfe-simile nel gatto.

* Casi iwolal e andmali in caltivich ned parchi & oo
= CWD = Chromic Waning

w8 ' imcluss wns rarm varante denomminala 8 nrome & Gersrmann-Siriussler- Schenker™ (58]
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O, BLUGIAMI

NOSOGRAFIA DELLE ENCEFALOPATIE
SPONGIOSE UMANE

latigige Neurologicn Carlo Besta, Milano

Malartia di Crentzfeldi-Jakob, kuru e malattia di Gersimann-
Striussler-Scheinker (GSS) sono le encefalopatic spongiose del-
I"'vomo. Esse hanno in comune fra loro e con le encefalopatie spon-
giose degli animali la trasmissibilitd omo- ed cterospecifica, la
degenerazione spongiosa dei neuroni e della glia, 1a proliferazio-
ne delle cellule gliali ¢ la presenza di depositi di amiloide nel tes-
SULD MErvOsO.

La malattia di Crewtgfeldr-Jakob (CI) ¢ un'encefalopatia spora-
dica {ma sono descritti casi familiari) caratierizzata da demenza,
compromissione dei meccanismi posturali, mioclonie e, sul tracciato
elettroencefalografico, punte periodiche (1-2 ¢/s). CJ colpisce ma-
schi e femmine soprattutto frai 50 ¢i 70 anni d’etd e ha esito fatale
entro un anno, raramente oltre, dall’esordio dei sintomi. Lesioni
paradigmatiche della CJ sono I"atrofia del cervello (fino al 50%
del peso medio) conseguente alla rarefazione neuronale; la spon-
giosi della corteccia cerebrale (Figura 1), di alcuni nuclei sottocor-
ticali (soprattutte del talamo) e talvolta della sostanza bianca (Fi-
gura 2), dovuta a rigonfiamento dei processi cellulari dei neuroni
(Figura 3) e della glia; la gliosi cellulare provocata dalla prolifera-
zione della glia astrocitaria (Figure 4 ¢ 5); e, in qualche caso, i de-
positi di amiloide, piuttosto discreti e localizzati nella corteccia del
cervelletto (Figura 6). La malattia ¢ ubiguitaria nel mondo ¢ da quan-
de la si studia mantiene un'incidenza costante pari a un caso per
milione di abitanti all’anno, salvo dove si manifesta (ma limitata-
mente a particolari etnie) come malattia endemica. CJ non ha pro-
spettive di terapia.

Kuru era il tremore endemico dei Fore della Nuova Guinea. La
malattia si trasmetteva dal malato al sano grazie a un rituale can-
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Fig. | Malattia di Creségfeldi-Jakob: vacuoli di spongiosi nel neuropilo.
A) della corfeccin cerebrale (Ematossilina-Eosina) e B) cerebellare (Bodian},



Fig. 2 Malattia di Crewtzfeldt-Jakob, Spongiosi della sostanza bianca sot-
tocorticale (Ematossilina-Eosina)

nibalico legato al culto dei defunti. 11 kurw & quasi scomparso da
quando il rituale ¢ stato proibito.

La malattia di Gerstmann-Sirdussier-Scheinker ¢ una demenza
con disturbi della postura, atassia in particolare. GSS & stata de-
scritta in poche famiglie nel mondo ¢ in qualche eccezionale caso
sporadice. Lesione paradigmatica sono i depositi di amiloide nelle
strulture grige dell’encefalo, specialmente numerosi nella corteccia
del cervelletto.

La storia nesografica di queste malattie umane ¢ legata a quella
delle malattie che ne costituiscono I"equivalente negli animali e passa
attraverso la formulazione di quatiro concetti. Sono in ordine di
tempo i conceiti di infezione virale lenta, encefalopatia spongiosa
subacuta, demenza trasmissibile ¢ encefalopatia da prioni.

Il concetto di infezione virale lenta fu messo a fuoco sulla base
di caratteristiche comuni a tre malattie della pecora, due neurolo-
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Fig. 3 Malattia di Crentgfeldr-Jacol. Al microscopio elettronico & evidente
il rigonfizmento di un processo neuronale con proliferarione di membrane.
1l processo neuronale ¢ riconoscibile dalla presenza di una sinapsi (freccia).

giche {scrapie e visna) ¢ una polmonare (maedi). Tali crano Pincu-
bazione di lunga durata e asintomatica, I'evoluzione progressiva e
sempre mortale di un'affezione circoscitta a un solo organo, ¢ la
trasmissibilitd della malattia ad aliri animali, anche di specie diffe-
rente. L'atiribuzione di kuru e CJ alle infezioni virali lente fu ipo-
tizzata sulla base delle analogie fra queste malattie umane ¢ la scrapie
riguardo le lesioni cerebrali e il decorso. Di qui il concetto di ence-
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Fig, 4 Malattia & Crenigfeldi-Jakob. Proliferazione dell’astroghia nella cor-
teceia cerchrale (Immunocolorazione con anticorpl cantra la protel-
ng acida gliofibrillare).

Fig. 5 Malattia di Crewizfeldi-Jokob. Proliferazione dell'astroglia nella so-
sianza bianca {Immunocolorazione con anticorpi contro la proteina
acida gliofibrillare).



Fig. 6 Malatia di Crenigfeld-dakob. Depositl di amiloide nella conieccia ce-
rebellare, in corrispondenza dello strato delle cellube di Purkinge (Acido
periodico-Schiff).

falopatia spongiosa subacuta formulato per kurw, CJ, scrapie ¢ an-
che per I'encefalopatia trasmissibile del visone onde far risaltare
I"organo colpito (il cervello), la lesione (la spongiosi neuronale ¢
gliale) e I'evoluzione (né acuta né cronica). Inoltre, 'assenza di se-
gni tissutali ¢ umorali di ingaggio del sistema immunitario, aliro
aspetto caratteristico di queste malattie, suggeriva che il/i virus coin-
volti nell'eziologia erano diversi dai virus convenzionali almeno per
come interagivano con "ospite: per questo furono chiamati avirus
non convenzionalin.

Le encefalopatie spongiose subacute umane si sono rivelate tra-
smissibili ai primati e agli animali di laboratorio. Cid ha giustifica-
to il concetto di demenza trasmissibile con cui si intendeva isolare
kurw e CJ in quanto malattie trasmissibili umane caratterizzate da
demenza ¢ si voleva speculare sulla possibilitd che altre demenze
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fossero causate da virus non convenzionali. 11 concetto si € dimo-
strato valido oltre che per kuwrw ¢ CJ anche per la maggior parte
dei casi di GSS, ma non per altre demenze presenili di molto mag-
gior peso epidemiologico come la malattia di Alzheimer.

La trasmissibilita ha promosso lo studio delle caratteristiche del
virus mon convenrionale che ha portato alla definizione del concetto
di prione. Ultracentrifugando il tessuto cercbrale di visoni affetti da
scrapie si sono separate numerose frazioni proteiche, di cui una 30
volte pii infettante del tessuto di partenza. Delle proteine di questa
frazione, una (resistente agli agenti che inattivano gli acidi nucleici
e idrolizzata solo in parte dalla proteinasi K) risulta essere di di-
mensioni inferiort a quelle dei virus pil piccoli e dei viroidi delle
piante. Si ritiene che questa proteina faccia parte dell’agente non
convenzionale responsabile della serapie o coincida addirittura con
esso. A questo agente si da il nome di «priones, per sottolinearne
la natura proteica ¢ le differenze (dimensioni comprese) rispetto a
virus ¢ viroidi. La proteina del prione (PrP) ¢ presente tanto nel
tessuto cerebrale sano quanto in quelle di animali ammalati di sera-
pie o di uomo con CJ. Essa ha peso molecolare di 33-35 kDa, con-
sta di 253 (uomo) o 254 (visone) aminoacidi ¢ deriva da un precur-
sore di 29.8 kDa. La proteinasi K idrolizza completamente la PrP
del tessuto cerebrale normale, mentre non riesce a idrolizzare oltre
un frammento di 27-30 kDa la PrP isolata dal cervello di womo o
animale con encefalopatia spongiosa. Il frammento di 27-30 kDa
tende a polimerizzare assumendo una struttura fibrillare con ca-
ratteristiche tintoriali {congofilia) ¢ ottiche (birifrangenza dopo Con-
go rosso, fluorescenza dopo tioflavina S) dell’amiloide. Il frammento
di 27-30 kDa dovrebbe essere particolarmente significative per 1e-
ziologia delle encefalopatie spongiose. 11 gene che codifica per PrP
si trova sul cromosoma 20 (uomo). 11 messaggero per 1"espressio-
ne di questo gene ¢ concenirato nei neuroni. La durata del perio-
do d'incubazione della malattia & controllata da due geni situati sui
cromosomi 2 e 17 (topo), cid che fa supporre 'esistenza di due PrP,
I"una responsabile delle forme di encefalopatia spongiosa che han-
no un'incubazione pit breve (alcuni animali di laboratorio) ¢ 1'al-
tra per quelle a incubazione protratta (uomo).

La possibilith che i depositi di amiloide siano costituiti da am-
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Fig. 7 Malattia &i Gersemann-Strdussier-Scheinker. Depositi di amiloide nella
corteccia cerebrale. (Immunocolorazione con anticorpd anti-PrP).
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massi di prioni consente di riunire fra le encefalopatie da prioni tutte
le malattie umane e animali caratierizzate da depositi cerebrali di
amiloide riconosciuti da anticorpi diretti contro PrP (Figura 7). Se-
condo questo criterio, oltre CJ (uomo), kure (uomo), GSS (uomo),
scrapie (pecora, capra) ¢ encefalopatia trasmissibile (visone), ap-
partengono al gruppo delle encefalopatie da prioni anche la cachessia
cronica del cervo e dell’alce in cattivitd e 'encefalopatia spongiosa
subacuta dei bovini d’allevamento.

L'origine delle encefalopatie da prioni si Ia ipoteticamente risa-
lire alla scrapie. L'ingestione di carcasse di pecore morte di scrapie
sarebbe la causa dell'encefalopatia trasmissibile del visone, mentre
la contaminazione dei pascoli avrebbe dato origine alla cachessia
cronica del cervo e dell’alce in cattivitd e quella dei mangimi indu-
striali all"encefalopatia spongiosa dei bovini d*allevamento. La via
alimentare & ipotizzata per derivare CJ dalla scrapie e il kuru da
CJ. D'altra parte, essa ¢ certa per la trasmissione interumana del
kuru. 1l rapporto fra CJ sporadica, CJ familiare e GSS & oscuro,
cosi come lo sono | meccanismi che regolano 'incidenza e la tra-
smissione della scrapie fra pecore e capre e di CJ fra gli vomini,
Si conoscono casi di trasmissione interumana di CJ da contamina-
rione del cervello sano con tessuti (cornea, meninge) di individui
deceduti di encefalopatia spongiosa o con ferri neurochirurgici in-
fetti (I'ipoclorito di sodio sterilizza il materiale contaminato), e ca-
si dovuti alla somministrazione parenterale di tessuti (estratti di ipo-
fisi) ammalati.
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D, CARLETON GAIDUSEK!

GLI AGENTI DI SCRAPIE - KURU - CID - BSE,
QUALI POLIPEPTIDI INFETTANTI:
IPOTESI DELLA LORO SINTESI “DE NOVO™
DA UN NORMALE PRECURSORE PROTEICO DELL'OSPITE?

Labosatery of Central Mervous Sydem Studics,
Matonal Iesidtwie of Heahb, Betheoda, Marylasd, (U S A

Il kurw ¢ le demenze trasmissibili sono raggruppate tra quelle in-
fezioni lente da agenti non convenzionali, denominate “encefalo-
patie spongiformi sub-gcute” a motivo delle caratteristiche e sor-
prendentemente simili lesioni istopatologiche che inducono. Pari-
menti la scrapie della pecora, le malattie scrapie-simili degli aleri
ruminanti, I'encefalopatia trasmissibile del visone (TME) ¢ I'ence-
falopatia spongiforme del bovino (BSE) dimostrano di appartene-
re allo stesso gruppo sia per | comuni aspetti istopatologici e pato-
genetici, sia per le similitudini tra gli agenti infettivi causali. Le ti-
piche lesioni neurocitologiche di tutte queste malattie sono rappre-
sentate da: una progressiva vacuolizzazione dei processi dendritici
e assonali e dei corpi cellulari dei neuroni e, in grado minore, degli
astrociti e oligodendrociti; una ipertrofia ¢ proliferazione astrogliale
diffusa e una alterazione spongiforme della materia grigia, con estesa
degenerazione neuronale.

Queste infezioni atipiche differiscono dalle altre patologie cere-
brali dell'vomo, dimostratesi poi sostenute da virus convenzionali
lenti, in quanto esse non ¢vocano alcuna reazione infiammatoria
virus-associata nei tessuti cerebrali colpiti (ad es., non vi sono ma-
nicotti perivascolari o invasione del parenchima cerebrale da parte
dei leucociti); inoltre non vi & segno di pleiocitosi o di un marcato
incremento di proteine nel Muido cerebrospinale (FCS), durante tutto
il corso dell'infezione. Per di pilt non si ha evidenza di alcuna ri-

! PrTil:! Maobel per ln Medicing sel 1976, per i suoi stadi 92 Ewew & sulla malaiia di Creutzfefdr-
Hapaly (CIh.

¥ Relazione 1raita dalla rassegma ““Braim Amploidoses', pabblicata da D, CARLEToN Gaimaisss
¢ C.0. Gimns jr. in Avias L, Goansroy (Bd.), “Siemedical Advasces in aging ", Plenusm Pabli
shing Corporatéon, 1990,
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sposta immunitaria nei confronti dell’agente causale e non si os-
servano, al microscopio elettronico, particelle virali riconoscibili nelle
sezioni dei cervelli colpiti, mentre nelle encefalopatie da virus con-
venzionali i virioni si rilevano con estrema faciliti. Invece si osser-
vano alterazioni ultrastrutturali nelle membrane plasmatiche che-
delimitano i vacuoli.

La scoperta della trasmissibilita ¢ dell*eziologia simil-virale del
kuru e delle demenze pre-senili causate dalla CJ ha portato a defi-
nire questi agenti non convenzionali come un nuovo gruppo di mi-
erorganismi. A causa delle loro cosi atipiche caratteristiche fisico-
chimiche e biologiche, questo nuovo gruppo di agenti patogeni ha
stimolato numerose ricerche e ipotesi per chiarirne la struttura e
dare una risposta ai molti paradossi che si osservano nei confronti
delle classiche cognizioni di microbiologia e per tentare di risolvere
gli enormi problemi clinici ed epidemiologici che tali agenti infetti-
vi pongono.

Attualmente, i miei collaboratori ed io, riteniamo che questi pe-
culiari microrganismi si identifichino con proteine infettive che au-
toaddensano e autoconformana il precursore di una proteina nor-
malmente prodotta dalle cellule dell’ospite, trasformandola in una
forma infettiva (vedi schema seguente relativo alla *‘generazione
de nove " dell’agemte della scrapie a partire da un precursore del-
I"aspite).

In sintesi, ¢ verosimile che durante 'infezione da scrapie, la nor-
male proteina precursore subisca una modificazione configurazio-
nale nella struttura secondaria, in modo da trasformarsi in una for-
ma infettiva, senza che vi sia un cambiamento nella sequenza ami-
noacidica. Questa modificazione sterica rende la molecola proteasi-
resistente e insolubile. Tale forma pud poi venire parzialmente de-
gradata e formare la proteina delle placche amiloidi e quando vie-
ne purificata durante le procedure di estrazione tende a polimeriz-
zare i monomeri infettanti in fibrille bastoncellari, denominate SAF
(fibrille scrapie associate).

Nelle preparazioni purificate di SAF non & stato rilevato alcun
acido nucleico.

Gli anticorpi, prodotti nel coniglio, verso la proteina amiloide
della SAF della scrapie, cross-reagiscono nella tecnica di Western-
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Proteina Procesin Denosminazione

Proteina precur- PrPii-45=
sore della soraple
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le dell*ospite)

Induzione di awto-conforma-
rione, mediante modificazione ste-
rica
Forma infeniva PrPi3.35%e
del precursone
l Proteolisi parziale 1
Deposite amiloi- PrP27
de della scrapie
l Polimerizzazione della proteina in
fibrille
Fibrille serapie as- Priond in forma i
wociate ageregati fibrilla-

ri (bastoncini)

* FPILIS = prodotio normale (¢ = controllol. Peso molecolare = 3338 KDakon,
*= PrF33-12% = prodone mfename (i = soaapic).

blotting con le sub-unita proteiche delle SAF che si ottengono
purificandole, da cervelli colpiti dalla malattia di Creurzfeld:-
Jakeb o dal kuru. D'altra parte, questi antisieri SAF-specifici
non reagiscono né con i tipici neuwrofilamenti né con le protei-
ne delle placche amiloidi che compaiono nella malattia di Alzhei-
mer.

AGENTI CHE NON PROVOCANO ALCUNA RISPOSTA IM-
MUNITARIA E CHE NON INDUCONO LA COMPARSA DI
ANTIGENI NON-SELF

Questi agenti non convenzonali invadono inizialmente le cellule del-
sistema reticolo-endoteliale ¢ in particolare i linfociti splenici a bassa
densitd. Nonostante cid, essi non inducono alcuna risposta anti-
corpale dimostrabile anche quando si utilizzano preparazioni in-
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fettanti a titolo molto elevato. Con questa loro incapacita ad in-
durre una risposta anticorpale anti-virale o comungue diretta ver-
50 componenti antigeniche non ospite-derivate o comungue capaci
di neutralizzare I"attivita dell’agente infettante, tali peculiari *mi-
crorganismi’ rappresentano elementi unici nel loro comportamen-
to immunologico nell'ambito della microbiologia classica.

L'infezione naturale ¢ sperimentale con questi patogeni, oltre,
come detto, a non indurre una risposta anticorpale, non viene mo-
dificata nel suo periodo d'incubazione, nella sua progressione, nelle
manifestazioni patologiche o nella durata della malattia sino alla
morte, dai pit diversi trattamenti immunodepressivi che si posso-
no realizzare con l'irradiazione totale del corpo, con la sommini-
strazione di cortisone, di siero anti-leucocitario o di farmaci cito-
tossici.

Inoltre, anche gli studi condotti sia in vive, sia in vitro sulla fun-
zionalita dei linfociti, prelevati da animali malati e messi a contat-
to con preparazioni infettanti a titolo elevato, hanno sempre dato
risultati negativi.

Poiché il materiale infettante, ad alto titolo, sia in sospensione
grezza sia in preparazioni molto purificate, non & in grado di in-
durre alcuna risposta anticorpale verso componenti non-self, an-
che impiegando efficaci adjuvanti, risulta evidente che si tratta del
primo gruppo di microrganismi in cui & stata dimostrata tale iner-
zia immunologica ¢ cid ha fatto nascere V'ipotesi che la replicazio-
ne di tali agenti infettanti non implichi la produzione di antigeni
nen-self virus specifici. Al contrario, la loro componente proteica
deve essere specificata dai geni dell’ospite e pertanto venire ricono-
sciuta come self,

La proteina amiloide della scrapie ottenuta da preparazioni alta-
mente purificate di SAF (cioé la proteina del prione PrPy7.39) rap-
presenta quindi la sub-unita delle SAF, che altro non sono se non
aggregati fibrillari di tale sub-unita. Tale proteina si aggrega poli-
merizzandosi in dimeri, tetrameri, ottameri ed esadecameri nello
stesso modo in cui si aggrega la differente sub-unitd polipeptidica,
di 4,1 KDa, nelle formazioni amiloidi tipiche della malattia di A/z-
heimer e del cervello nell’invecchiamento.

E stato possibile produrre nel coniglio anticorpi specifici per tale
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proteina amiloide della scrapie (PrP:q.30); questi anticorpi policlo-
nali reagiscono molto bene con le SAF sia in EL1SA che con la tec-
nica del Wesiern blotting e ancora con 'immunogold eletiron-
microscopia. Tali anticorpi anti-SAF della scrapie cross-reagiscono
marcatamente sia con le SAF del kuru che con quelle della malat-
tia C J e della sindrome di Gerstmann-Strdussler-Scheinker (GSS),
consentendo ¢osi un approccio diagnostico alquanto rapido per gue-
ste patologie. L antisiero cross-reagisce inoltre con le placche ami-
loidi del kwrw, della CJ e, ovviamente, della scrapie, mentre non
cross-reagisce con le placche amiloidi della malattia di Afzheimer
o del cervello in invecchiamento, suggerendo quindi una diversa ezio-
logia per queste ultime formazioni.

UNA IMPENSABILE RESISTENZA ALLA INATTIVAZIONE
DA AGENTI FISICI E CHIMICI

La dimostrata ecoezionale resistenza di questi agenti patogeni non
convenzionali ha indotto a modificare, in tutti i Paesi del mondo,
le precedenti tecniche di sterilizzazione delle sale chirurgiche e per
necroscopia ¢ cosi pure le precauzioni da usare nella cura dei pa-
zienti dementi e anziani. Infatti, la maggior parte dei disinfettanti
organici ad azione blanda, compresi i detergenti ¢ i sali di ammo-
nio quaternario, spesso usati per le disinfezioni, e con questi anche
"acqua ossigenata, la formaldeide, la glutaraldeide, lo psoralene,
le sostanze antivirali, I'etere, il eloroformio, lo iodio, il fenolo, 1’a-
cetone, I"ossido di etilene, i raggi UV, le radiazioni ionizzanti, 1'ul-
trasonicazione e il calore sono del tutto inadeguati per la sterilizza-
zione in presenza di agenti non convenzionali; in effetti con alcuni
di questi trattamenti ¢ possibile la decontaminazione, ma usando
concentrazioni ¢ tempi di contatto molto pii elevati rispetto a quelli
richiesti per inattivare i batteri ¢ i virus convenzionali. Pid recente-
mente ¢ stato anche dimostrato che tessuti cerebrali infetti, fissati
in formalina, sono pii resistenti alla inattivazione in autoclave che
non cervelli freschi infetti; questo rilievo suggerisce una ulteriore
revisione delle precedenti misure di decontaminazione ¢ disinfezione.

Grande attenzione hanno anche ricevuto le segnalazione relative
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alla trasmissione jatrogena di questi agenti infettanti, attraverso 1"im-
pianto di elettrodi chirurgici, oppure mediante strumenti chirurgi-
¢i contaminati @ ancora a seguito di trapianti di cornea o iniezione
di ormone della crescita umano, ottenuto dalla pituitaria, preleva-
to a cadaveri; anche i trapianti di dura madre, prelevata da cada-
veri ¢ “sterilizzata’’ mediante radiazioni ionizzanti, sono stati cau-
sa di trasmissione dell’infezione, cosi come si pensa possano £sser-
lo gli interventi di odontoiatria,

Gli agenti non convenzionali sono inoltre resistenti a tutte le nu-
¢leasi, al B-propriolattone, all’EDTA e al sodio deossicolato. L'i-
nattivazione si otticne invece o con temperature ¢stremamente ele-
vate (126-136 °C in autoclave per 60°; olire 360 °C per 2-3 h in stu-
fa a secco) o con idrossido disodio 1N e ipoclorito al 3%, con tem-
pi di contatto superiori ai 10,

Tutte queste proprietd atipiche hanno portato a speculare che tali
agenti infettivi siano privi di acido nucleico ¢ che siano costituiti
da proteine auto-replicanti (forse inducendo una errata traduzione
del DNA dell'ospite con la conseguente informazione per la loro
sintesi) oppure da frammenti di membrana autoreplicanti, che fun-
gono da stampo per il deposito di membrane plasmatiche anorma-
li, compresi gli stessi agenti infettanti.

La nostra teoria suggerisce invece che si tratti di polipeptidi repli-
canti che inducono una modificazione configurazionale nella struttu-
ra secondaria di una proteina precursore dell’ospite, trasformandola
autocataliticamente in una forma infettante. In guesto fenomeno di
autonucleazione di proteine anomale possono giocare un ruolo an-
che alcune sostanze minerali, che possono funzionare come nuclei di
condensazione per le proteine, In effetti non & insolita la presenza
di depositi minerali nei neuroni, sotto forma di idrossiapatiti conte-
nenti alluminio, silicio o altri atomi, nel caso della formazione delle
placche amiloidi delle patologie demenziali dell’'uomo.

L'TPOTESI CONCLUSIVA: UN POLIPEPTIDE REPLICANTE
E IL SUGGERIMENTO FANTASIOSO DI UN “VIRUS" CHE
SI PRODUCE NEL MONDO INORGANICO

Il fatto che esistano malattie delle piante sostenute da patogeni
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sub-virali (i viroidi e i virusoidi), costituiti esclusivamente da mi-
nuscoli frammenti circolari di RNA, che non codificano alcuna pro-
teina ma che inducono la patologia agendo sul DNA dell’ospite,
stimola analogie intellettuali con gli agenti non convenzionali, an-
che se questi ultimi hanno proprietd diametralmente opposte: as-
senza di acido nucleico e presenza di proteine infettanti ospite-
derivate.

Questi modelli, d'altra parte, sono estremamente utili in quanto
¢i avvertono della possibilitd dell’esistenza di patogeni sub-virali
estremamente lontani dalla struttura dei virus convenzionali, e quindi
consentono speculazioni su nuovi concetti biologici che contrasta-
no con i dogmi della microbiologia classica.

Secondo la nostra ipotesi, infatti, il monomero che costitui-
sce la forma scrapie-alterata della normale proteina-precursore
(PrP 35-37%) e il suo prodotto litico cioé la proteina amiloide del-
la scrapie (PrP;:) rappresentano proprio gli agenti infettanti che,
come detto, dirigono la propria sintesi mediante modificazione con-
figurazionale della normale proteina precursore prodotta dalle cel-
lule nervose dell’ospite. La polimerizzazione o la cristallizzazione
fibrillare di questi monomeri infettanti (PrP;.) danno origine alle
SAF e alle placche amiloidi della scrapie, del kuru e della malattia
di CJ. Selo studi di cristallografia delle proteine possono risolvere
i dettagli di tale processo di **modificazione configurazionale", at-
traverso cui una normale proteina dell*ospite viene trasformata in
un agente infettivo auto-inducente, insolubile, proteasi-resistente
e amiloide-simile. Nel fenomeno possono anche ¢ssere implicate mo-
dificazioni post-translazionali alterate, quali legami intra-molecolari,
glicosilazioni ¢ fosforilazioni.

Da questa ipotesi ci si aspetta pertanto che gli agenti infettanti
responsabili del kwru, della CJ, della scrapie e della BSE abbiano,
in un determinato ospite, la stessa sequenza di aminoacidi; cioé guel-
la che caratterizza la proteina precursore, codificata dal rispettivo
gene della pecora, della capra, del visone, del bovino, dell’'uomo
o degli altri ospiti in cui i patogeni si replicano. Cid verrd presto
verificato sperimentalmente.

L'estrema resistenza al calore, soprattutto dopo fissazione in for-
malina, pud in effetti essere spiegata da agenti infettanti costituiti
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da complessi minerali-proteici, come gid ipotizzato, Pertanto il no-
siro atipico agente infettante pud semplicemente essere simile a uno
stampo cristallino che dirige la condensazione dei monomeri proteic,

1l relatore ¢ i suoi collaboratori preferiscono comungue chiama-
re tali agenti non convenzionali con il termine ““virus', anche se
si tratta di un polipeptide autoreplicante, cosi diverso dai classici
virus, D'altra parte, i matematici che operano sui computers non
hanno esitato ad impiegare il termine “virus' per quelle “infezio-
ni virali'" che distruggono la memoria dei compurers. 1l fatto che
i cosiddetti “virus" dei programmi dei compuiers non contengano
acidi nucleici e che gli acidi nucleici non siano coinvolti in nessun
maodo nella patologia che causano nei *‘software’, non ha evitato
agli esperti dei computers di chiamarli, a mio parere in modo ap-
propriato, virus,
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M. POCCHIARI

RISCHIO DI TRASMISSIONE E POSSIBILE
PREVENZIONE DELLE
ENCEFALOPATIE SPONGIOSE SUBACUTE

Istiato di Patologis Generale, Universiid Canolica, Roma

TRASMISSIONE NATURALE

I meecanismi di trasmissione naturale delle encefalopatie spon-
giose subacute sono, in buona parte sconosciuti ¢ pertanto ¢ diffi-
cile, se non impossibile, a volte, prevenire la diffusione della ma-
lattia.

Le encefalopatie spongiose subacute (per una loro approfondita
descrizione vedi Pocchiari e coll., 1988 a) sono causate da un agen-
te trasmissibile non ancora identificato, chiamato virus lento non
convenzionale da alcuni studiosi (Gajdusek, 1977), prione da aliri
ancora (Dickinson ¢ Outram, 1979) o semplicemente agente infet-
tivo (Pocchiari ¢ Masullo, 1985).

Tralasciando le polemiche sulla natura dell*agente infettivo (per
una obiettiva revisione della letteratura vedi Brunori e coll., 1988),
le sue caratteristiche biologiche ¢ chimico-fisiche sono tuttavia uniche
nel mondo dei microrganismi. Infatti, questi agenti infettivi sono
apparentemente privi di acidi nucleici, non stimolano alcuna risposta
inflammatoria o immunologica e sono inoltre molto resistenti al
calore (sono completamente inattivati solo in autoclave a 132 °C
per 1 ora) ed alla maggior parte dei comuni disinfettanti (alcool,
etere, cloroformio, formalina, etc.; per una revisione esaustiva ve-
di Asher ¢ coll., 1986; Gajdusek, 1977; Kimberlin e coll., 1983;
Brown e coll., 1986).

Inoltre ¢'& bisogno di una predisposizione genetica dell"indivi-
duo perché la malattia possa svilupparsi. Infatti vi ¢ almeno un ge-
ne (chiamato sine nel topo e sip nella pecora) che regola la velocita
di replicarione, ¢ quindi il tempo di incubazione della malattia (Dic-
kinson e Outram, 1979). 1l gene ha due alleli, 57 ¢ p7. Alcuni topi
(I’animale meglio studiato) sono omozigoti in 57 ¢ hanno pertanto
un breve (short) tempo di incubazione quando sono inoculati con
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la maggior parte dei ceppi di serapie. Altri topi sono omozigoti in
p7 con conseguente tempo di incubazione prolungato.

Incrociando topi 5757 con topi p7p7 si ottengono degli ibridi s7p7
che presentano un tempo di incubazione intermedio. Nella pecora
1 verifica una sitwazione simile a quella descritta nel topo: le peco-
re omozigote in pA hanno un tempo di incubazione molto lungo
e, a volie, sopravvivono all'infezione, al contrario delle omozigote
in 54 e delle eterozigote 54 /pA (Foster ¢ Dickinson, 1988). In con-
dizione di infezione naturale, le pecore pApA potrebbero dimostrarsi
refrattaric alla malattia della scrapie nel corso della loro vita.

L’organo bersaglio di questi agenti non convenzionali & il siste-
ma nervoso centrale, sebbene il virus si replichi anche negli organi
linfopoietici (milza, linfonodi) e si trovi anche nel sangue (Dirin-
ger, 1984; Casaccia e coll., 1989) ed in altri tessuti (Hadlow ¢ coll.,
1974, 1982; Asher e coll., 1985). Gli ospiti naturali del virus lenti
non convenzionali sono I'uomo e gli ovini (soprattutto la pecora).

La scrapie della pecora & conosciuto in Europa fin dall’inizio del
XVIII secolo (Parry, 1983), diffondendosi con molta probabilitd
da allevamenti di pecore Merinos della Spagna al centro Europa
dove ha causato, in alcuni periodi, la distruzione di gran parte di
greggi.

Giia nel 1830, in una lunga ed accurata descrizione della **nevral-
gie lombaire’* {cosi era conosciuta in quel periodo la scrapie in Fran-
cia), Girard afferma come alcuni studiosi fossero convinti che la
scrapie si trasmettesse per *‘contagio’” mentre aliri considerassero
la serapie una malattia *‘ereditaria’’. Queste due diverse teorie, po-
stulate piti di 150 anni fa, erano il frutto di una attenta osservazio-
ne epidemiologica che risulta essere corretta anche oggi. La trasmis-
sione naturale della scrapie avviene infatti soprattutto dalla pecora
all*agnello con una modaliti che pub sembrare ereditaria. L'agnel-
lo nato da una genitrice infetta (ma non necessariamente malata)
ha un'alta possibilita di infettarsi con "agente della scrapie o dopo
la nascita, o addirittura in utero (Dickinson ¢ coll., 1974; Hourri-
gan ¢ coll., 1979). Alcuni studi hanno dimostrato che ghi agnelli con-
traggono la scrapie anche se tolti immediatamente dopo il parto
dalla madre infetta (Hourrigan e coll., 1979). Questo dato sugge-
rirebbe che P'infezione venga contratta in utero. Sebbene que-
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sto sia il meccanismo attraverso il quale la scrapie si tramette da
pecora a pecora, ¢ pur vero che basta U'introduzione di un animale
infetto in un gregge esente da scrapie pier osservare, nell’arco di un
paio d"anni, la diffusione della malattia (Dickinson e coll., 1974).
E" stato postulate che le pecore adulte contraggano 1'inferione man-
giando placente infette (Pattison e coll., 1972).

Da quanto esposto ne consegue che 'unica prevenzione possibi-
le ¢ quello di sacrificare al pid presto le pecore infette e tutta la lo-
ro progenie. Alcuni studiosi hanno addirittura suggerito l'elimina-
rione completa del gregge. In un programma di debellamento della
scrapie si ¢ proposto di selezionare quelle razze di pecore che pre-
sentino il gene sip omozigote in pA, che siano cioé refrattarie al-
I'infezione naturale da parte della maggior parte dei ceppi di scra-
pie (Dickinson e coll., 1988).

Al contrario della scrapie, la trasmissione naturale nell’uome della
malattia di Crewtzfeldr-Jakob (CJ) (Kirshbaum, 1968; Mizutani e
Shiraki, 1985) e della sua variante anatomo-clinica, la sindrome di
Gerstmann-Strdussler (GSS) (Masters £ coll., 1981), & del tutto sco-
nosciuta,

La CJ & diffusa in tutto il mondo (Masters, 1987), ma con un’inci-
denza molto bassa, inferiore ad 1 caso per milione di abitanti (Brown,
1988; Masullo e coll., 1988). Mel 5% dei casi ha, inoltre, una distri-
burione familiare di tipo aumosomico dominante (Brown, 1988).

Da questi dati, epidemiologici emergono due possibili meccani-
smi di trasmissione della malattia. La prima ipotesi & che I'agente
infettivo sia presente nella maggior parte della popolazione ma che
la malattia si manifesti solo negli individui predisposti geneticamente,
La seconda che la malattia sia dovuta ad una alterazione sponta-
nea di una proteina di membrana, la PrP, che ha importanti, seb-
bene ancora sconosciute, funzioni nel regolare I"omeostasi cellula-
re (vedi Brunori ¢ coll., 1988). La PrP che ha subita questa altera-
zione spontanea (PrP **patologica’) & successivamente in grado di
modificare, per esempio con un meccanismo di tipo autocatalitico
(Brunori ¢ Talbot 1985), altre PrP “‘normali®.

La PrP “patologica’” sarebbe anche capace di modificare le PrP
“normali’™ di altri individui se viene accidentalmente inietiata in
soggetti sani o in animali da esperimento.
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Nel corso della malattia, infatti la PrP subisce una modifi-
cazione strutturale (non ancora conosciuta!) che la rende inat-
taccabile dai normali processi catabolici e la fa pertanto cumu-
lare all’interno delle cellule nervose e nel neuropilo eircostan-
te fino a provocare la morte cellulare (Diringer & coll., 1986).
In aleuni casi la PrP si accumula sotto forma di placche di ami-
loide facilmente osservabili all'esame istologico del sistema
nervosoe centrale (vedi figura). Con molta probabilita, la PrP
¢ il prodotto del gene che regola il tempo di incubazione (sinc
nel topo, sip nella pecora) e, secondo alcuni ricercatori, potreb-
be fungere da recettore cellulare per 'agente infettivo (Hope ¢
Hunter, 1988).

Studi caso-controllo non hanno dimostrato alcun fattore di ri-
schio nei soggetti affetti (Matthews, 1989), se non una limitata
maggior frequenza di interventi chirurgici e di traumi eranici (Kon-
do e Kuroiwa, 1982).

Qualche studioso ha postulato che I'uvomeo possa infettarsi at-
traverso procedure odontoiatriche (Will ¢ Matthews, 1982) o con
il consumo di carni di pecora infetta (Alter e coll., 1977; Lo Rus-
so e coll., 1980; Davanipour e coll., 1985), specie in quelle popo-
lazioni che hanno come abitudine alimentare di mangiare il cer-
vello ¢/o le interiora d*agnello poco cotte (per es., fritte) (Gold-
berg ¢ coll., 1979). Entrambe queste teorie non sono state perd
mai dimostrate in studi controllati su un gran numero di pazienti
affetti da malattia di Creurzfeldi-Jakob (Kondo e Kuroiwa, 1982;
Brown e coll., 1987; Matthews, 1989). Inoltre, la comparsa della
malattia in un soggetto vegetariano (Matthews ¢ Will, 1981) fa
supporre che il meccanismo di trasmissione con carne contami-
nata non sia da prendere in seéria considerazione,

Prevenire la malattia nei casi sporadici & pressoché impossibi-
le. Nei casi familiari la presenza di mutazioni puntiformi (le pia
frequenti sono: in posizione 102, leucina al posto di prolina [Hsiao
¢ coll., 1989; Goldgaber ¢ coll., 1989], ed in posizione 200, lisina
invece di glutamina [Goldgaber e coll., 1989]) nel gene che codi-
fica per la proteina PrP fa sperare in una futura prevenzione at-
tuabile riconoscendo queste mutazioni durante i primi mesi di vita
intrauterina.

130



TRASMISSIONE ACCIDENTALE

Le trasmissioni accidentali delle encefalopatie spongiose suba-
cute sono avvenute sia da animale a animale (pecora-pecora, pecora-
visone ¢ pecora-bovino) che da uome a nomo (Tabella 1). Non &
invece provata la trasmissione della scrapie della pecora all'uomo,
sebbene vi siano stati nel passato numerosi lavori che ipotizzassero
il contrario (vedi sopra). C’¢, tuttavia, oggi, una certa preoccupa-
zione per la teorica possibilith che I'uomo possa infettarsi mangiando
le carni (specie il cervello ed alcuni organi interni) del bovino affet-
to da encefalopatia spongiosa (Holt ¢ Phillips, 1988). 11 rischio per
'vomo, inoltre, & aumentato dal fatto che numerosi farmaci ven-
gono estratti dagli organi del bovino.

Il primo caso di trasmissione accidentale di encefalapatia spon-
giosa subacuta di cui si ¢ a conoscenza risale al 1937 quando in se-
guito ad una vaccinazione di massa per prevenire I"encefalomielite
infettiva degli ovini (louping-ifh, pit di mille pecore vennero acci-
dentalmente contaminate con il virus della scrapie (Gordon, 1946),
Il lotto di vaccino incriminato era stato preparato da 112 cervelli
di pecora inattivati con formalina (0,35%). Di questi cervelli, 8 pro-
venivano da agnelli di razza Cheviot le cui madri erano affette da
scrapie, Questa drammatica esperienza dimostro che I'agente della
scrapie era resistente alla formalina, che era trasmissibile per via
sottocutanea (via di somminisirazione del vaccino) e che aveva un
tempo di incubazione di circa due anni (il vaccino era stato sommi-
nistrato nel 1935).

Una seconda trasmissione accidentale della scrapie, questa volia
al visone (fransmissible mink encephalopathy, TME), fu nel 1947
in un allevamento del Wisconsin di oltre 3000 animali dove la ma-
lattia colpi e uccise il 100% dei visoni al di sopra dell*anno di eta
(Hartsough & Burger, 1965). Una simile epidemia di TME avvenne
nel 1961 e nel 1963: in alcuni allevamenti vennero uccisi wutti i viso-
ni adulti, mentre in altri solo il 10-30%, La causa della malattia
si fece risalire alla contaminazione accidentale con 1"agente della
scrapie del ¢ibo con cui erano stati nutriti i visoni (Hartsough ¢ Bur-
ger, 1965). Nel loro lavoro, Hartsough e Burger (19635) dichiararo-
no tuttavia che, in alcuni casi, non ¢ra stata provata la presenza
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di carni ovine nel cibo incriminato, ma che i visoni erano stati nu-
triti con carni provenienti da bovini ammalati, e quindi non utiliz-
zabili per il consumo umano. Dopo di allora la TME ¢ comparsa
sporadicamente in allevamenti nel Canada (Hadlow e Karstad,
1968), in Germania (Hartung e coll., 1970) ed in Finlandia (Marsh,
1976). Nel 1983, la malattia & apparsa in un allevamento di visoni
del Wisconsin, il cui proprietario afferma di non aver mai nutrito
i suoi animali con avanzi di carne ovina, ma solo con carne prove-
niente da vacche (per il 95%) e da cavalli (Marsh, 1990). Questo
dimostrerebbe la possibilita che 'encefalopatia spongiosa del bo-
vino (BSE) colpisca occasionalmente, da pit di 40 anni, anche al-
cuni capi di bestiame statunitensi, La TME non si propaga da viso-
ne a visone; ne & prova il fatto che, all’interno di un allevamento,
si ammalano, dopo un periodo di incubazione di circa un anno, solo
gli animali che sono stati nutriti con cibo infetto e non quelli pin
giovani, nati dopo 'avvenuta contaminazione (Hartsough e Bur-
ger, 1963). Questi dati dimostrano che il visone non € un ospite na-
turale dei virus lenti non convenzionali, ma che ne rimane affetto
solo occasionalmente, in seguito alla trasmissione accidentale del-
I"agente infettivo,

Recentemente, una nuova forma di encefalopatia spongiosa, do-
vuta ad una accidentale trasmissione della scrapie ai bovini, ¢ com-
parsa in alcuni allevamenti britannici (Wilesmith e coll., 1988) as-
sumendo in pochi mesi forma epidemica con punte di circa 300 nuovi
casi a settimana (Wilesmith, 1990). La malattia, chiamata encefa-
lopatia spongiosa del bovino {BSE), ha esito inevitabilmente fatale
in pochi mesi. 11 bovino si infetta per via alimentare con mangimi
contenenti farina di carne ¢ ossa contaminati con 1"agente della sera-
pie (Morgan, 1988). Dal 1988 il Governo Britannico ha vietato la
preparazione di mangimi contenenti proteine animali per I'alimen-
tazione dei ruminanti (MAFF, 1988). Questo provvedimento dimi-
nuird I"incidenza della BSE a partire dal 1992 fino alla sua totale
scomparsa nel 1994 (Wilesmith e coll., 1988), se nel frattempo non
si instaureranno altre vie di trasmissione dell’agente infettivo tra
i bovini (per es., trasmissione della malattia tra madre ¢ figlio) cosi
come accade per la scrapie della pecora. In una recente nota, Al-
dhous (1990) ha riportato la comparsa della BSE in un vitello nato
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dopao il divieto di nutrire i ruminanti con proteine animali. Questo
dato, sebbene ancora da confermare, fa pensare che la malattia,
al contrario di quello che accade tra i visoni, possa propagarsi na-
turalmente tra i bovini. La BSE ha una diffusione, fino ad oggi,
limitata esclusivamente alla Gran Bretagna ed all’Irlanda. Recen-
temente sono stati descritti due casi di BSE in Oman in bovini im-
portati dal Regno Unito (Carolan e coll., 1990). Mon ¢ stata mai
descritta in altri Paesi, sebbene vi sia il sospetto che possa essere
presente, in misura molto limitata, in USA (vedi sopra; Marsh, 1990)
ed in Francia (Anonimo, 1990). il divieto di introdurre, nel mangi-
me dei ruminanti, proteine di origine animale & la migliore preven-
zione per controllare la diffusione della BSE nel Regno Unito. Pur-
troppo, queste misure precauzionali non sono state adottate da al-
tri Paesi, tra cui I'ltalia, con conseguente alto rischio di comparsa
della malattia.

La malattia che nell'uomo pud considerarsi causata nella sua to-
tale espressione da una trasmissione accidentale & il kury (Gajdu-
sek ¢ Zigas, 1957). Questa & una malattia esotica, oggi quasi com-
pletamente scomparsa, che colpiva gli abitanti di lingua Fore di
Papua-New Guinea (Gajdusek, 1977).

Il knrw si trasmetteva da individuo a individuo attraverso prati-
che ritualiche di tipo cannibalico che comprendevano anche la ma-
nipolazione ¢ lo spargimento su tutto il corpo degli organi del de-
funta (Farquhar e Gajdusek, 1981). Dal punto di vista sperimenta-
le sia la via orale che quella sottocutanea (il corpo degli indigeni
era con molta probabilith ricoperto da ulcerazioni e scarificazioni
di ogni genere) sono in grado di trasmetiere la malattia negli ani-
mali da esperimento (Gibbs ¢ coll., 1980; Prusiner e coll., 1985).

Due fatti confermano che il kuru si trasmetteva attraverso prati-
che di cannibalismo. 11 prime & che solo le donne e i bambini di
entrambi i sessi, i soli che praticavano le pratiche ritualiche, veni-
vano colpiti dalla malattia. 11 seconde & che con la soppressione
da parte delle autorita governative del canmibalismo il kuru ¢ an-
dato via via scomparendo (Gajdusek, 1977). Oggi & presente solo
in qualche caso sporadico in cui la malaitia & comparsa dopo olire
trenta o 40 anni di incubazione (Klitzman e coll., 1984). A detto
degli stessi indigeni il kuru comparve nella loro popolazione sol-
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tanto pochi decenni prima dell’arrivo di Gajdusek e Zigas negli an-
ni '50. Questo fa supporre che la malattia sia iniziata in seguito al-
la comparsa di un caso sporadico di Creuizfeldr-Jakob che ¢ stato
poi, atiraverso le pratiche cannibaliche, la fonte dell’infezione per
il resto degli indigeni (Gajdusek, 1977).

La ovvia prevenzione per la diffusione del kuru & stata quella di
“civilizzare™ gli indigeni, vietarne le pratiche cannibaliche, ed eli-
minare cosi il meccanismo responsabile dell’infezione.

In pochi e documentati casi, la malattia di Crentzfeldr Jakob é
stata trasmessa attraverso procedure mediche (Brown, 1988). 11 pri-
mo di questi drammatici casi & stato in seguito ad un trapianto di
cornea da un soggetto affetto da CJ ad una giovane donna di 36
anni che, dopo 18 mesi di incubazione, ha contratto la malattia (Duf-
fy e coll., 1974).

Qualche anno pid tardi Bernoulli ¢ coll., (1977) descrissero due
nuovi casi di trasmissione accidentale della CJ attraverso I"impian-
to intracerebrale di elettrodi per la registrazione stereoelettroence-
falografica. Gli elettrodi incriminati erano stati usati precedente-
mente in un ¢aso di CJ ¢ successivamente sterilizzati con procedure
convenzionali (70% di etanolo e vapori di formaldeide) prima di
essere impiantati in due giovani di 18 e 24 anni. La malattia si ma-
nifestd dopo 16 mesi nel primo caso e 20 mesi nell’altro.

Altri 4 casi di trasmissione iatrogena sono avvenuti in seguito ad
interventi neurochirurgici (Foncin, 1980; Will ¢ Matthews, 1982).
In questi casi la malattia comparve dopo 18-20 mesi dall*interven-
to subito,

Pil recentemente sono stati descritti 3 casi (25, 28 e 27 anni) di
trasmissione accidentale attraverso il trapianto di dura madre lio-
filizzata (Thadani e coll., 1988; Nisbet ¢ coll., 1989; Masullo ¢ coll.,
1989). 11 tempo di incubazione in questi soggetti, compreso tra i
19 & i 44 mesi, non era molto dissimile dai precedenti casi jatroge-
nici sopra descritti.

Tutti questi pazienti sono stati accidentalmente inoculati con ma-
teriale infetto per via intracerebrale o intraoculare; studi sulla tra-
smissione sperimentale della CJ hanno dimostrato che nello scim-
panzé I'inoculazione intracerebrale determina un tempo di incuba-
zione simile a quello osservato nei casi iatrogeni umani (Gajdusek,
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1977). La via intraoculare & altrettanto efficace, almeno nei rodi-
tori (Fraser, 1982; Kimberlin ¢ Walker, 1986a).

Nel 1985 sono stati descritti i primi 4 casi di tramissione acciden-
tale della CJ per via periferica (intramuscolare, sottocutanea) in se-
guito a terapia sostitutiva con ormone della crescita estratto da ipo-
fisi umane (Brown e coll., 1985a). Negli anni successivi altri 8 casi
si sono aggiunti ai precedenti, per un totale di 11 casi (Brown, 1990)
(vedi tabella 2).

Tabella 1: Trasmissione e prevenzione delle encelalopatie spongiose subacute

OGO, 1. soondasciula

Trasmissione nofirale —|:
animale-animale; i. laterale
1. vemnicale

Prevenzione: — selerione di razze di pecora refrattarse alla sorapir,
ol difficile,

— LT 0= 00E cannibalismo (Knrar)
eletirodi sterea-EEG
trapianto di cormen
trapianto di dieng muler
interventi neurachimargic
terapia con hGH
Trasmrissione animale-animale: viecimo “ougmlng I

aecideniale mangime infetto
(TME, BSE)

L. animale-aomo: messung evidenza certa
ma possibile, specie se
i selezionano ceppi di
virus che possano fa-

cilmente anraversare Ly
barriers animale-uomo

Prevenzione: possibile

— abolizione nel cannibalismo

— non usarée mangimi contenenti proteine animali per nutrire animali
domestic

— evitare donazioni di organi da soggetti con sospette makattic neuroloe-
giche o paschiatriche

— ysare accorgimenti particolart per estrarre da tessutl umani o anims-
i Farmaci ad uso umano ¢ veterinario

— decomaminare correttamente gli strumenti chirurgici:
autoclave 134 °C per 1 ora, immersiong in NaldH, 1| N per 12 ore

— terapia preventiva (es., polisnioni)
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La somministrazione dell’ormone della crescita (hGH) avviene
o per via soltocutanea o per via intramuscolare con una frequenza
di circa tre volte a settimana (Brook, 1989). La durata della terapia
varia da soggetto a soggelto, ma nella maggior parte dei casi si pro-
trae per diversi anni. E guindi difficile stabilire con esatiezza il mo-
mento in cui questi pazienti siano stati infettati con "agente della
CJ (vedi tabella 2).

Tabella 2: La malattia di Creutgfeldi-Jakab in pazienti trattati con ormone
della crescita umana (hi:H) di tipo estrattivo

Tempo di incubazione (anni)  Paese di

Eta/sess0 anno Min. Max. origine
16/F* {1979) 1 {10) USA
2/M 1983 6 14 LUSA
XF 1984 B 12 Inghilterra
20/M 1984 4 18 UsA
izMl 1984 15 21 USA
12F 1985 12 15 M. Zelanda
M 1986 19 22 UsA
200 1987 2 13 Inghilterra
23M 1958 11 21 Brasile
26/M 19ER 3 o) LUSA
Ji'F 1988 15 28 UsA

40/F** 1987 12 13 Australia

* Qucita paziente & morta per altre cause durasie la fase preclinica della malatia di Creurs/feior-
Jakmh
*= Cpucwin pacientc & stala franata con gonadotroping di tpo satraive
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L'ormone della crescita viene estratto da lotti di 500-2000 ipofisi
umane prelevate al riscontro autoptico di soggetti apparentemente
esenti da malattie di tipo trasmissibile. Secondo una stima pubbli-
cata da Brown e coll. (1985), si avrebbe una ghiandola proveniente
da un paziente con CJ ogni 10.000 ipofisi raccolte. Pertanto, il ri-
schio di avere un'ipofisi contaminata con I'agente della CJ in un
lotto di ghiandole per la purificazione dell'hGH, sarebbe di 1-2 ogni
10 lotti di ghiandole. Sebbene nell’'uvomo non si conosca il titolo
dell'infettivith dell'ipofisi, si suppone che la distribuzione dell’a-
gente infettivo sia simile a quella che si osserva nella pecora affetta
da serapie naturale, in cui il titolo di infettivita & di circa 100-1000
volte inferiore a quello misurato nel cervello (Hadlow e coll., 1974,
1982). Dato che nel cervello umano si ha un titolo di circa 10°-10°
DL,, per grammo di tessuto (Brown e coll., 1985b), si assume che
ogni ipofisi proveniente da un paziente deceduto per CJ abbia da
1 a 10.000 particelle infettanti (Pocchiari e coll., in stampa). Tale
dovrebbe essere quindi infettivitd presente in un lotto di ipofisi
accidentalmente contaminato con I"agente della CJ. Nel procedi-
mento di estrazione ¢ di purificazione dell’hGH con il metodo di
Lumley-Jones, in uso dal 1979 fino alla comparsa dei primi casi
di CJ, rimuove circa 10.000 particelle di virus (Poechiari e coll.,
in stampa), cosi che il livello di infettivita finale presente nell’hGH
purificato da un lotto contaminato oscilla da un minimo di 10" ad
un massimo di 1 DL,,..

Tenendo presente che un lotto su 10 potrebbe essere contamina-
to ¢ che da ogni lotto si ricava tanto hGH da essere suddiviso in
circa 10.000 fiale da 4 Ul 'una, si ricava che la possibilitd che una
di queste sia contaminata & tra 1 ogni 50.000 ad 1 ogni 500 milioni
di fiale. Ogni paziente riceve in media 3 fiale a settimana per circa
5 anni (Brook, 1989), il che equivale ad un iotale di T80 fiale. Per-
tanto, la probabilita che un paziente che & stalo sottoposto a lera-
pia con hGH preparato secondo il metodo di Lumley-Jones abbia
ricevuto una fiala contaminata é di 1 su 64 nella peggiore delle ipo-
tesi e di 1 su 640,000 nella migliore (Pocchiari e coll., in stampa).
Uno studio epidemiologico eseguito in USA ha valutato che il ri-
schio di contrarre la CJ & di 1 caso su 150 nella popolazione trat-
tata con hGH nello stesso periodo di coloro che hanno sviluppato
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la malattia (Fradkin e coll., in stampa). Questa stima é simile alla
peggiore ipotesi teorizzata nello studio di Pocchiari e coll. (in stam-
pa). Bisogna perod ricordare che prima del 1977 I'hGH veniva estratto
¢ purificato con metodiche meno sofisticate di quelle introdotte da
Lumley-Jones e pertanto & possibile che una maggiore quantita di
virus fosse presente nell'estratto finale.

L'esordio della malattia ¢ la successiva sintomatologia clinica di
questi 11 giovani pazienti erano in prevalenza caraiterizzati da di-
sturbi di tipo cerebellare con la comparsa solo tardiva di deteriora-
mento intellettivo (Brown, 1988). La notevole somiglianza delle ma-
nifestazioni cliniche fa supporre che questi pazienti siano stati ac-
cidentalmente infettati con tre ceppi di CJ. E probabile quindi che
siano stati tre lotti di hGH ad essere contaminati dall’agente della
CJ e quindi ad essere responsabili della trasmissione accidentale della
malattia (Brown, 1988).

Il lungo tempo di incubazione della malattia in questi soggetti
¢ dovuta sia alla via di inoculazione dell’agente infettivo (intramu-
scolare o sottocutanea) e probabilmente dalla bassa carica virale
del prodotto incriminato.

Prevenire la trasmissione accidentale delle encefalopatie spongiose
subacute ¢ possibile e deve essere attuata in ogni caso in cui vi sia
anche il minimo rischio teorico.

L’esperienza che é scaturita da questi eventi ha allargato le no-
stre conoscenze sulle caratteristiche biologiche e chimico-fisiche dei
virus lenti non convenzionali ed oggi abbiamo pil di un mezzo per
poterli inattivare e/o rimuovere dai prodotti biologici e dagli stru-
menti chirurgici ¢ odontoiatrici (Pocchiari, 1990).

L abolizione del cannibalismo e di tutte le pratiche ritualiche ad
550 CONNEsso si pud considerare come la prima misura di preven-
zione contro la diffusione del kury tra gli indigeni della Nuova Gui-
nea.

Il passo successivo & stato quello di sensibilizzare la classe medi-
ca ad evitare i Lt'ﬂr.I:iEI'Il:'i i D-Ts.ﬂl'.li 0 le trasfusiom di sangue da S0
getti affetti da deterioramente intellettivo ¢, per precaurione, da
pazienti con sospette malattie neurologiche e psichiatriche (Gajdu-
sck ¢ coll., 1977).

Notevoli misure precauzionali sono state adottate dal Governo
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inglese dopo la comparsa della BSE in gran parte degli allevamenti
dei bovini britannici. Le precauzioni sono state rivolte sia ad impe-
dire la diffusione della BSE tra gli animali con I"abolizione dei man-
gimi contenenti proteine di origine animale, sia a prevenire la pur
remota e teorica possibilitd che I'agente della BSE possa infettare
I"uomo. Infatti, nel Regno Unito & stata vietata la vendita di latte
e di carne provenienti da bovini ammalati (Southwood, 1989 e, co-
me maggior misura cautelativa, & stata vietata la vendita del cer-
vello e delle interiora bovine, anche se provenienti da animali sani
(MAFF, 1989), per il consumo alimentare umano. Purtroppo que-
ste misure preventive non sono state adottate da aliri Paesi, com-
presa I'ltalia, in cui ¢"¢ il rischio di un'epidemia di BSE. Infati,
la scrapie della pecora, contaminante del mangime per i ruminan-
i1, ¢ diffuso in molti Paesi ed & presente, sebbene forse in misura
pih contenuta, anche in Italia (Cravero e coll., 1977).

Un’altra procedura preventiva di relativa facile applicazione ma
scarsamente attuata negli ospedali e nelle cliniche italiane ed estere
& la corretia sterilizzazione degli strumenti chirurgici ¢ odontoiatri-
¢i. Infatti, l¢ normali procedure usate non sono quasi mai suffi-
cienti per inattivare i virus lenti non convenzionali. Per una corret-
ta sterilizzazione occorre per prima cosa pulire i ferri dagli even-
tuali residui di tessuti ¢ di sangue tenendoli immersi per almeno 12
ore in una soluzione di idrossido di sodio (NaOH) 1 N e gquindi au-
toclavarli a 132 gradi centigradi (2 atmosfere) per almeno 1 ora
(Commitiee on Health Care Issues, 1985). Solo cosi si ha la certez-
za di inattivare completamente ogni eventuale contaminazione con
i virus lenti non convenzionali ed essere quindi sicuri di non infet-
tare altri pazienti.

La prevenzione si fa pil indaginosa per decontaminare i prodot-
ti biologici di tipo estrattivo per uso terapeutico nell’uvomo o negli
animali. Sebbene il maggior rischio per 1’'uomo sia dato da sostan-
ze estratte da tessuti umani, quali 'ormone della crescita, vi € la
possibilita, per ora solo teorica, che anche prodotti preparati da
tessuti di animali infetti (pecora con scrapie o bovine con BSE) con-
taminino 1"'uomo. Purtroppo non vi sono delle metodiche di decon-
taminazione standard applicabili ad ogni procedura di estrazione
¢ di purificazione di prodotti biologici, ma ¢ necessario valutare
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di volia in volta la natura chimica del prodotto finale (se proteico,
lipidico, etc.) e la sequenza dei procedimenti estrattivi usati. Nel
caso dell’ormone della crescita, per esempio, il prodotto finale &
stato filtrato su ultrafiliri che ritengono particelle di peso moleco-
lare maggiore a 100,000 daltons & successivamenie traliato con urea,
f molare, per 12 ore. Queste due semplici procedure riducono di
circa un milione di volte V'infettivith della scrapie (Pocchiari ¢ coll.,
1988b) e, supponendo che 'agente della CJ abbia un comportamento
simile, portare quasi a zero la possibilitd che I'ormone della cresci-
ia rimanga contaminato (Pocchiari e coll., in stampa). Per altri pro-
dotti, quale ad esempio i gangliosidi, & invece possibile usare I'i-
drossido di sodio che ha un potere inattivante sui virus lenti molto
maggiore dell’urea (Di Martino, 1990). L'idrossido di sodio ¢ inu-
tilizzabile invece con prodotti proteici, quale I'ormone della cresci-
ta, perché ne idrolizzerebbe la molecola, rendendo il composto inat-
tivo. E possibile usare il trattamento con idrossido di sodio anche
per decontaminare la dura mater liofilizzata (Diringer e Braig,
1989).

Le procedure descritte fino ad ora servono per prevenire la **in-
troduzione™ dell’agente infettivo nell’ospite uomo o animale che
sia. Questo perché si & soliti pensare che una volta avvenuta l'infe-
#ione non ci sia pid nulla che possa fermare I'inesorabile, seppur
lenta, replicazione del virus.

Sebbene cid sia in gran parte vero € prevenire sia meglio che cu-
rare, & pur vero che nella scrapie sperimentale & possibile ritardare
e, a volte sopprimere, la comparsa della malattia trattando gli ani-
mali con aleuni polianioni solfati (Ehlers ¢ Diringer, 1984; Farqu-
har ¢ Dickinson, 1986; Kimberlin e Walker, 1986b) o con anfoteri-
¢ina B (Pocchiari ¢ coll., 1987, 198%9a, 1989b).

Queste sostanze hanno la loro maggiore efficacia quando ven-
gono somministrate in un tempo vicino all’inoculazione dell’agen-
te infettivo ¢ il loro effetto diminuisce drasticamente quanto pii
tardi si somministrano (Farquhar e Dickinson, 1986) fino a diveni-
re totalmente inefficaci dopo la comparsa dei segni clinici della ma-
lattia (Pocchiari ¢ coll., 1987).

E possibile quindi ipotizzare 'utilizzo di questi farmaci in quei
soggetti, animali ed eventualmente nell'uomo, in cui si siano com-
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piute delle procedure mediche o chirurgiche sospetic o si siano som-
ministrate delle sostanze biologiche probabilmente contaminate.
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Figura 1: Placche di amiloide (frecce) nella corteccia cercbrale di una pazien-
te affetta da malattia di Crewrzfeldi-Sacob { = 400). (a) Colorazione PAS: (b)
Colorazione immunosistochimica con anticorpo policlonale anti-PrP purifi-
cita da cervelli di criceti con scrapie sperimentale.

i ringrazia il Prof. M. Manfred; deli*Universitd di Roma “La Sapienza™ per
la segirplazione del caso od § Prof, G, Maechi, dell"Universitg Cattolive del
Secro Cuore di Rowa per Cosservagione Reuropalelogicd.
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C.L. BOLIS', C.J. GIBBS

ENCEFALOPATIA SPONGIFORME BOVINA (BSE)

¢ Laboratorio di Biologia Generale, Fagolth Farmacia, Universith di Milano
! MINDENIH, Bethesdn, MDD, USA,

Wells ¢ collaboratori nel 1987 pubblicarono un primo rapporto
sulla encefalopatia spongiforme bovina indicando 'incidenza di una
nuova malattia neurologica di bovini domestici comparsa nel sud
dell’Inghilterra. Questi autori misero in evidenza la rassomiglian-
za di questa malattia con encefalopatie trasmissibil dovute a **vi-
rus non convenzionali' guali la scrapie.

Essi basarono in primo luogo "evidenza di questa rassomiglian-
za sui segni clinici progressivi ¢ su dati neuropatologici, quale la
presenza di fibrille in preparazioni di cervello derivate da bovini
infetti.

Piti tardi Hope e collaboratori hanno esteso questi studi ed han-
no confermato che le fibrille descritte da Wells erano proprio le
SAF's (scrapie associated fibrills) ¢ contenevano la proteina asso-
ciato alla scrapie “PrP'" (Prion Proiein).

Questi articoli che descrivevano la comparsa di una malattia si-
mile alla serapie in specie bovina in Inghilterra ed identificata co-
me un nuovo membro delle encefalopatie virali spongiforme suba-
cute, descritte da Gibbs e Gajdusek, hanno subito determinato gravi
preoccupazioni da parte delle Autorita di salute pubblica, veteri-
nari, allevatori di bovini, produttori di latte e delle industrie far-
maceutiche e cosmetiche.

Sebbene la comparsa di questa patologia sia tuttora confinata
all'Inghilterra, la grande distribuzione di scrapie in pecore in tutto
il mondo e 'uso di carcasse di animali infetti opportunamente trat-
tate come sorgente di supplemento proteico nell’allevamento dei bo-
vini, lascia prevedere una potenziale comparsa di questa malattia
in altre parti del mondo.
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In realtd uno studio ben mirato ha messo in evidenza che molto
probabilmente la causa della malattia era proprio legata alla som-
ministrazione ai ruminanti di proteine derivanti da pecore infette.

L’allevamento dei ruminanti con supplemento di proteine deri-
vate da ruminanti & stato vietaio dal 18 luglio 1988.

In realtd nell*aprile del 1988 il governo inglese ha designato un
gruppo di studio indipendente per studiare se poteva esistere una
qualungue complicazione per la salute umana, dovuta alla comparsa
di questa nuova malattia: il gruppo era diretto da Sir Richard South-
wood. Il rapporto di Southwood fece una raccomandazione ad in-
ferim, messa in atto dall’8 agosto 1988, che tutti i bovini sospettati
di essere portatori di BSE dovessero essere abbattuti e le laro car-
casse distrutte.

Una ulteriore raccomandazione ad interim portd alla nomina di
un Comitato di ricerca diretto dal Mr. D. Tyrrel per indicare le ri-
cerche necessarie in rapporto alla BSE rispetto ad alire encefalopa-
tie spongiformi.

Il gruppo di lavoro di Southwood pubblicd un rapporto il 27 feb-
braio 1989 concludendo che il rischio di trasmissione della BSE dai
bovini all'vomo appariva essere estremamente remoto e che i bo-
vini dovevano essere considerati come punto finale dell*infezione.
Tuttavia il gruppo di studio riconobbe che se le loro previsioni fos-
sero state incorrette, le implicazioni sarebbero state estremamente
severe.

Quale misura di prudenza il governo inglese impose una totale
proibizione all’uso, per I"alimentazione umana, del cervello, del mi-
dolo spinale, del timo, milza, intestino e tonsille di tutti i bovini.

Va anche notato che sia il rapporto di Southwood che quello di
Tyrrel rappresentavano dei rapporti interni in Inghilterra mentre
la comunitd mondiale non era informata della serieta del problema.

I mass media inglesi andavano causando preoccupazione ¢ an-
che panico tra la popolazione che leggeva informazioni superficiali
date in modo non scientifico.

I127 e 28 giugno 1989 una tavola rotonda internazionale sul pro-
blema BSE fu organizzata dal National Tnstitute af Health, Be-
thesda, Maryland in collaborazione con "Asseciation Internatio-

150



nale pour lg Recherche et ['Enselgnement en Neurosciences, Gine-
wvra, Svizzera.

Vi parteciparono esperti delle encefalopatie spongiformi dall’In-
ghilterra, Stati Uniti, RDF, Francia e Italia.

Il rapporto con le raccomandazioni derivate da questo incontro
internazionale fu pubblicato interamente in una sezione speciale del
Journal af American Veterinary Association (JAVMA vol. 196, No.,
10, 15 maggio 1990). Questo rapporto, oltre a considerare specifici
problemi quali la possibile relazione tra la scrapie e le encefalopa-
tie spongiforme umane (kuru, Crentzfeld-Jacob disease, a sindro-
me di Gerstmann-Strdussfer-Shinker) e le encefalopatie spongifor-
mi degli animali (encefalopatic del visone, del cervo e dell’alee in
cattivitd), ha analizzato il rapporto Southwood ed il problema in
generale. Gli esperti hanno sottolineato i criteri ben precisi per la
sicurezza dei metodi di preparazione di prodotti da organi bovini
(per esempio sterilizzazione, inattivazione, determinazione dei pro-
dotti) e la adeguatezza dei markers di laboratorio per I"evidenzia-
mento di agenti scrapie simili.

In conclusione, i partecipanti hanno formulato una serie di rac-
comandazioni utili per la diagnosi, inattivazione ¢ controllo della
malattia.

Nel marzo 1990 una seconda tavola rotonda & stata organizzata
da Airen, del NMational Institute of Neurological Disease and Siro-
ke presso il Central Veterinary Laboratory, Wevbridge, Surrey, In-
ghilterra.

| partecipanti americani si sono incontrati con rappresentanti della
Comunitd Europea; le relazioni presentate riguardavano special-
mente la biologia, biochimica, biclogia molecolare, virologia ed epi-
demiologia della BSE riportando dati di studi in corso, mentre pia-
ni di studi futuri furono ampiamente discussi.

Fu anche sottolineato il fatto che al 2 febbraio 1990 il numero
totale di casi confermati di BSE era di 9838, reperiti in 5659 fattorie.

MNuovi casi sono in corsoe di conferma al tasso di 550 casi al mese.

Fino ad oggi non vi ¢ evidenza di trasmissione bovino-bovino o
di trasmissione verticale. Si prevede una diminuzione di nuovi casi
nella seconda meta del 1990,
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Una delle prospettive particolarmente significative emerse dalla
tavola rotonda @ stata la possibilitd che il materiale infetto conte-
nuto nel supplemento proteico derivato da carcasse di ovini infetti
da scrapie potesse essere di poca entitd. A questo punto si é pensa-
to che il materiale infetto potesse contenere enzimi od altre sostan-
Z¢ come per esempio I'istamina, capaci di alterare la permeabilita
cellulare, rendendo cosi pin suscettibile 'animale all'infezione da
parte di proteine associate alla scrapie (PrP) ¢ quindi facilitare I'in-
ferione attiva. Questa possibilitd é ora studiata a livello sperimen-
tale, considerando oltre all’'istamina, altre sostanze capaci di alte-
rare la permeabilitd cellulare.
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L. FIORE

ENCEFALOPATIA SPONGIFORME DEL BOVINO (BSE):
DECISIONI IN AMBITO CEE

Mlininere dells Sanith, Direrione Generale del Servid Vielerinar - Dev, 111, Roma

Vorrei innanzitutto ringraziare il Prof. Poli che con estrema sen-
sibilita ha accettato un intervento **fuori programma’ dal Mini-
stero della Sanitd, qui da me rappresentato.

La mia presenza in questa sede & strettamente legata al tema in
trattazione: le encefalopatie spongiformi ed, in particolare, la BSE.
Sono di ritorno infatti da Bruxelles dove ieri, dopo 36 ore di sedu-
ta consecutiva, si ¢ concluso un Consiglio dei Ministri Agricoltura
straordinario della CEE che aveva all’ordine del giorno un unico
punto: I'encefalopatia spongiforme del bovino.

Alla base della decisione della CEE di trattare questo tema a li-
vello di Consiglio dei Ministri esisteva una duplice considerazione:
da un lato, la preoccupazione dei consumatori, alimentata anche
da informazioni di stampa che, in particolare allestero, non sem-
pre sono state correttamente riportate; dall’aliro alcune modifiche
nella conoscenza della BSE, in particolare relative alla via di tra-
smissione seguita, che ha causato I'adozione di un bando all’im-
portazione di bovini vivi e prodotti della specie bovina provenienti
da Regno Unito deciso da Francia, RFT ¢, con qualche ora di dif-
ferenza, anche dall'ltalia.

Ma una precisazione mi preme sia fatta, prima di analizzare quan-
to deciso a Bruxelles: 1'talia & uno dei pochi Paesi membri, se non
I"unico, a curare con realismo, che ad alcuni potrebbe sembrare ec-
cessivo, la salute dei propri consumatori. Tale impostazione, che
traspare storicamente dai provvedimenti assunti in particolare dal-
la Direzione dei Servizi Veterinari, ha alla sua base sia una matrice
di *“cultura veterinaria’’, sia una considerazione obiettiva: I'Italia
¢ un Paese “trasformatore’” di materie prime e pertanto legato alla
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importazione, spesso massiccia delle stesse. Da ¢id I'innalzamento
della soglia/rischio di importanti materie prime non rispondenti a
caratieristiche ¢ parametri idonei da un punto di vista igienico/sa-
nitario. E tale politica di controlli e provvedimenti ci ha portato
spesso a rischiare la condanna alla Corte di Giustizia della CEE:
anche qui, anche in questo episodio della BSE, si & cercata la coe-
rénEa.

Yorrei rapidamente ricordare infatti che siamo stati tra i primi
Paesi membri a vietare I'importazione di mangimi, ottenuti con carni
di ruminanti per I'alimentazione dei ruminanti, in provenienza da
Regno Unito ed Irlanda, in linea con i pareri espressi dai ricercato-
ri inglesi che la BSE si trasmetiesse seguendo la via alimentare. Ed
anche nell’atto di recepimento della Decisione CEE sulla BSE si &
avuto cura di integrare quanto disposto a livello comunitario con
misure aggiuntive che rendessero tali provvedimenti il pil efficace
possibile,

Allo stato attuale, a parte i provvedimenti nazionali esistenti, le
disposizioni emanate dalla Commissione CEE sino ad ora sono state
quattro;

1. Blocco dell’esportazione dal Regno Unito di bovini vivi nati
anteriormente al 18.7.1988 (data in cui & enetrato in vigore nel Re-
gno Unito il bando di produzione, commercializzazione e distribu-
zione di mangimi ottenuti da ruminanti e destinati all'alimentazio-
ne di ruminanti);

2. Introduzione della BSE nella lista di malattie a denuncia ob-
bligatoria;

3. Blocco di esportazione di animali superiori ai 6 mesi e, per
i vitelli inferiori ai 6 mesi importati dal Regno Unito, abbattimen-
to obbligatorio entro il sesto mese di et (a tale divieto non sono
perd assoggettati i bovini, anche adulti, importanti in Regno Unito
dopo il 18.7.88);

4. Blocco di esportazione di alcune categorie di organi e ghian-
dole, siano essi 0 meno destinate all’alimentazione umana, e com-
prensive, dunque anche degli organi ¢ ghiandole per la produzione
di farmaci.

Alcuni fatti nuovi perd hanno creato scompiglio e preoccupazione,
sia nel mondo della ricerca che nel consumatore comunitario: ¢i sono
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sospetti che due gatti, nel Regno Unito {(uno a Belfast ed uno a Bri-
stol), abbiamo assunto 'agente della BSE e ci sono anche sospetti
di BSE, sempre in Regno Unito,a carico di un vitello nato da una
vacca di 15 mesi (sicuramente, quindi, non alimentata con i mangi-
mi incriminati).

Per tali constatazioni, il Consiglio dei Ministri Agricoltura CEE
ha voluto acquisire il parere del Comitato Scientifico Velerinario
CEE ¢, nonostante la Commissione CEE non reputasse necessaria
nessuna modifica alle Decisioni gia adottate, dopo lunghe discus-
sioni e tentativi di accordo, si & giunti alla emanazione di un parere
del Consiglio dei Ministri (parere che dovra nei prossimi giorni es-
sere trasformato in Decisione della Commissione) indicante 1 prin-
cipi da seguire nell’aggiornamento dei provvedimenti comunitari
per le importazioni da Regno Unito:

1. Le carni, sino ad ora non interessate dalle disposizione della
CEE, possono essere esportate dal Regno Unito solo se:

a) disossate, e nervate e prive di linfonodi;
b) nel caso in cui provengono da allevamenti indenni da due anni
da BSE, possono essere esportate anche con 0ss0;

2. 1l Regno Unito dovrd attuare un accurato sistema di sorve-
glianza, da eseguirsi a livello di allevamenti e di stabilimenti di ma-
cellazione, per la BSE;

3, La Commissione dovrd avviare un'indagine da eseguirsi su tutto
il territorio comunitario per indagare sulle modaliti di fabbrica-
zione del mangini;

4, Dovra essere avviato un programma di ricerca comunitario per
affrontare gli aspetti ancora irrisolti di tale malattia.

Bisogna sottolineare che, almeno in parte, il Consiglio dei Mini-
stri, ha tenuto in considerazione, nella stesura del suo parere, le
proposte italiane presentate ufficialmente nella stessa sede ¢ che ave-
vano ricevuto la preventiva approvazione del Consiglio Superiore
di Sanita,

Concludendo si pud affermare che I"atteggiamento e le decisioni
assunte a Bruxelles hanno raggiunio lo scopo di vedere aggiornati
i provvedimenti di difesa del consumatore a quelli ¢che sono gli at-
tuali progressi della ricerca scientifica.

Voglio inoltre cogliere 1"occasione per chiedere ufficialmente al
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prof. Poli ed ai rappresentanti del mondo della ricerca qui conve-
nuti di collaborare con il Ministero della Sanita nella creazione di
un gruppo di ricerca nazionale sulla BSE che fara parte, in un se-
condo momento, del gruppo di ricerca comunitario, della cui for-
mazione € stata incaricata ufficialmente la Commissione del Con-
siglio dei Ministri Agricoltura.

E un ulteriore sforzo che I'Italia fa per 'approfondimento di una
patologia in parte ancora sconosciuta, nella prospettiva, che a mio
parere deve essere sempre ben focalizzata davanti a noi, della dife-
sa del consumatore, italiano e comunitario.
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