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Riassunto. - Mediante analisi elettroforetica di 25 loci enzimatici è stata 
confrontata la struttura genetica di pq-lazioni africane della filaria- 
cerca volvulus, provenienti da regioni ed habitat diversi: Mali(savanna), Costa 
dl&vorio (foresta) e Zaire (savama). I risultati ottenuti mostrano una notevc- 
le eterogeneità genetica in &volvulus. La distanza genetica d a  tra le pqm- 
lazioni del18Africa occidentale e quella dello Zaire (E=O,ll) é legata soprat- 
tutto ai loci Mdh-l e e; altri tre loci: B, =-e Gopdh differenziano le 
popolazioni di savanna da quella di foresta. Wsti dati risultano in accordo 
con l'ipotesi che i diversi quadri epidarllologici osservati nell'area di diffu- 
sione &ll'~~~~~:ercosi siano legati a differenze intrinseche nel parassita. 

Su- (Genetic heterogeneity of Onchocerca volvulus fran Africa: differenti- 
ation between savannah and forest populations).- The genetic strutture of -- 
lations of Ckichocerca volvulus fran different Mrican regia and habitats 
(Mali, savannah; Ivory Coact,forest; Zaire, savannah) is caipared on the basis 
o£ the electrcphoretic analysis of 25 enzyme loci. A considerable genetic hete- 
rogeneity is shawn to exist within 0. volvulus. nie average value of Nei's 
genetic distance bet- West Africananpopulations and that fmn Zaire (D4.11) 
is mainly due to the loci M - 1  and 6Pgdh, while other three loci: -1- Ldh l& and 
G6@ differentiate between=st and savannah pcpulations. These data support 
the hyptheisis that the discrepant epidemiological patterns of h- oncho- 
cerciasis are related to intrincic differences in the parasite. 

L'-i, malattia tropicale mlto diffusa caratterizzata da lesioni 
oculari di varia intensità fino alla cecità wrpleta, presenta quadri clinici 
differenti nelle varie aree geografiche e in zone bioclimatiche diverse di una 
tessa regione (1). E' stato ipotizzato che ciò sia &vuto alla presenza di va- 



rie "f-" (razze biologiche o specie) nel parassita che causa la malattia, la 
filaria Onchocerca volvuius. A livello mrfologico popolazioni di 0.volvulus di 
diversa origine geografica non risultano differenziabili a nessuno- degli stadi 
di sviluppo; a livello istochimico esisterebbero alcune differenze tra micro- 
filarie di alcune regioni (21, ma il loro significato tassondco é incerto. 

Per valutare il livello di eterogeneità genetica esistente in O.vo1vulus 
abbi- iniziato ricerche sulla struttura genetica di popolazioni africane di 
questo parassita niediante analisi elettroforetica di nmrosi sistemi 
gene-enzima. Nel presente lavoro vengono riportati dati su tre papolazioni di 
0.volvulus provenienti da aree geograficanrrinte ed ecologicamente diverse: Mali - 
(savama), Costa d'Avorio (foresta) e Zaire (foresta a galleria in savanna) . 

Materiali e Metodi 

Sono stati analizzati mediante elettroforesi orizzontale su gel d'amido 
singoli esenplari adulti per 25 loci enzimatici: alcol deidrogenasi (e), 
lattato deidrogenasi (L&), idtossibutirrato deidrogenasi ( 3 1 ,  malato - 
deidrogenasi-l,-2 (m-l, m-21, enzima d i c o  (Me),  isocitrato deidrogena- -- 
si-l, -2 (Idh-l, Idh-2) , 6-fosf ogluconato deidrogenasiTopgdh) , glucosio-6-fosf ato -- 
deidrogenasi (s), gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (-), superossido 
dimutasi-l, -2 (W-l, W-2), glutarmiico-ossalacetico transmninasi-l (Got-l) , -- p 

esochinasi-2 (Hk-2), creatino chinaci (Ck), adenilato chinasi (Adk), fosfo- - - 
glucaroltasi (=) , fosfatasi alcalina (a), fosfatasi acida (9) , alhlasi 
(Ald) - , anidrasi carbcaiica (Ca) ,trioso-fosfato i-asi (l'&) ,mmnosio-fosfato 
isanerasi (s), glucosio-f~fato ismrasi (s). Le tecniche utilizzate sono 
state descritte da.Cianchi et al.(3). La divergenza genetica tra le popolazioni -- 
studiate é stata calcolata con le formule di Nei (4j dell'identità e della 
distanza genetica standard. 

Risultati 

Dei 25 loci analizzati, 8 (Mùh-2, E, Sod-l, Sod-2, Ck, Adk, Ca e *) 
sono risultati monanorfici per lo stesso allele in tutte le popolazioni 
studiate, gli altri 17 polhrfici (criterio dellll%) per un numero variabile 
di alleli (da 2 a 4 )  in almeno una popolazione. Di questi loci, 2 (Mdh-l e 
e) sato risultati significativamente differenziati tra lo Zaire e l'Africa 
occidentale, mentre altri 3 (Ldh, Hbdh e s) differenziano le lazioni cli 

I -- l 
savanna e da quella di foresta. In partimiare gli alleli Mdh-l9T 6pflbh107, 
molto canuni nella popolazione dello Zaire, non raggiungono lo 0,10 in quelle 
del Mali e della Costa d'Avorio, dare gli alleli più camini sono invece 
~ d h - 1 ~ ~ ~  e -lo0. Sia nella popolazione dello Zaire che in quelle 
delllA£rica occidentale gli alleli Ldh-lloO e -lo0 mstrano frequenze - 
superiori a 0,70 in savanna, mentre in foresta risultano mlto canuii gli 
alleli ~dh-l'l0 e Hbdhlo8 (frequenza 0, 70 ) . Per quanto riguarda il locus 
G6pdh. studiam solo in Africa occidentale, llallele 100 prevale nella - 
pcpolazione di manna e il 105 in quella di foresta. - 

La distanza genetica media (D) tra la popolazicne dello Zaire e quelle 
dell1Africa occidentale é risultata O,11 , mentre quella tra le popolazioni di 



uavanna e foresta dell'Africa occidentale é 0,04 . La papolazione dello Zaire 
risulta più affine a quella di savanna del Mali (D=0,07) - che a quella di 
foresta della Costa d'Avorio (D=0,13). - 

Conclusioni 

I dati sopra riportati, anche se relativi ad un nmro esiguo di popola- 
zioni, mostrano chiaramente l'esistenza di una notevole eterogeneità genetica 
m 0. volvulus. Ciò risulta in  accordo con l'ipotesi che i diversi quadri 
epi-%miologici osservati nell'area di diffusione delllonc-cosi siano legati 
a differenze intrinseche nel parassita. Paxticolannmte interessante é l'osser- 
vazione che ai lcci - -  Mh, Hbdh e prevalgono alleli diversi in savanna 
(~dh100, - Hbdh100, G6peni100) e in foresta (LdhllO, - Hbdhl08, B 1 0 5 ) .  Sulla 
base dei risultati ottenuti 6 possibile un'identificazione biochimica di 
popolazioni di 0.volvulus aventi differente origine geografica e/o legate ad 
habitat diversi(savanna, foresta). Ciò appare di particolare rilievo per una 
migliore conoscenza dell'epidemiologia dell'oncccercosi -a. 
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Riassunto. - Viene studiato il differenziamento genetico di popolazioni del 
gruppo reptans d a n t e  analisi elettroforetica di 21 lcci enzimatici. I risul- 
tati ottenuti mostrano che le popolazioni italiane con 8 rami pupaii,attribuite 
a S-pictum e a S.c@eratum,sono assai poco differenziate a livello genetico(D 
tra 0,012 e 0,047)ed appartengono presiniibilmnte a un1unica -ie(~.rept& 
=S.pictum) .I lcci che più contribuiscono a tale divergenza sono *,che risulta 
differenziato nella popolazione delllArrone(attribuita a S.cpleratum)e Hk,dif- 
ferenziato nella popolazione della val d1Aàige.A una specie distinta apparten- 
gono le popolazioni con 10-14 rami pupali.& forma a 10 rami(S.voilense,sensu 
mbzov(1))non rrpstra alcun differenziamento genetico rispetto a quella a 12-14 
rami (S.cola&aschense, sensu Rivosecchi (2 )) ;dandole, il carrpione ottenuto ri- 
sulta in equilibrio di Hardy-Weinberg per tutti i lcci plirru>rfici.La distanza 
genetica media tra la specie a 8 rami pupali e quella a 10414 è risultata 
0,187. 

S w  (Genetic differentiation -n Italian populations of blackflies of 
the reptans group). - T h e  genetic differentiation bet- populations of black- 
flies of the reptans qroup was electrophoretically investigated on the basis of 
21 enzyme 1oci.The data obtained show that the Italian populations with 8 pupal 
branches,assigned to S.pictum and S.galeratum,are genetically prly differen- 
tiated(Neils D bet-- 0.012 and 0347),and presimrably belong to a single spe- 
cies(~.reptans-=S.pictum) .Their divergence is mainly due to the loci 9,differ- 
entiaLg the fiulation fran the Arrone river(assigned to S.galeratum),and Hk, 
differentiating that fran the Adige valley.The Italian ppuiations having 10y4 
pupal branches belong to a distinct species;the form with 10 branches(S.voi- - 
lense, sensu Rubzar( l)) is not dif ferenttated genetically fran that with 12-14 
(C.cola&aschense, sensu ~ivosecchi ( 2 1) ; their pled sanple show al1 the ply- 
mrphic lcci in Hardy-Weinberg equi1ibriiim.An average genetic distane of 0.187 
was found bet- the species with 8 and that with 10-14 pupal branches. 

Introduzione 

I similidi del gruppo reptans presenti in Italia c m ,  secondo Rivosecchi 



(2J:S.pleratum (rinvenuto nel Lazio);S.pictm (diffuso in tutta 1talia);S.voi- -- 
l--( 1talia centro-settentrionale ) ; s .&l-ense (val dlAdige) e S. liriense 
(Lazio e Abruzzo). Poichè la tassoda di questi simulidi presenta Gcor oggi 
molte incertezze,abbianu iniziato studi sulla struttura genetica di popolazioni 
di questo gruppo mzdhnte analisi elettroforetica di un numero elwato di 
sistemi gene-enzima. Ricerche preliminari,con&tte su popolazioni della val d'A 
dige,hanno confmto l'esistenza in questa regione di due entità riproduttiva- 
mente isolate(3).Esse sono mrfologicamente indistinguibili allo stadio larvale 
e adulto, ma differenziate nella pupa, avendo l'una 8 ramirllaltra 10-14.Queste 
due specie risultano identificabili elettroforeticmnente a tutti gli stadi di 
sviluppo per la premza di loci "diagnostici" (ci& loci con alleli diversi 
nelle due specie) ,carne Mdh-2 (3,4 1. La specie con 8 rami pupali, corrispondente 
a S.pictm sensu Rubzov (l),è stata da noi indicata c m  S.reptans, S.pictini - 
essendo stato recentemente sinonimizzato con S-reptans da Z& e Crosskey (5). 
Quanto alla specie con 10-14 rami pupali, essa è stata da noi provvisorimte 
attribuita a S.voilense,alla cui descrizione ben corrisponde,in attesa che il 
problema della sinonimia di S.voilense con S.cola&aschense venga definitiva- 
-te risolto. Nel presente ia-o viene confrontata la struttura genetica di 
popolazioni del gruppo reptans del Lazio e della val d'Adige, attribuite a spe- 
cie diverse. 

Materiale e Metodi 

Cono stati studiati canpioni provenienti dalle seguenti località: canale 
Biffi e centrale di Avio(val dbAdige);fiuw Fiora,presso Ponte San Pietro(Viter - 
bo) ;fim Treia,presso Civita Castellana(Viterbo) ;fim Arrone,presso Maccarese 
(-).Gli esenplari provenienti dalla val dlAdige sono stati divisi in tre 
gruppi,a seconda che derivassero da pupe con 8 rami (~.~ictm, sensu Rubzov( l )) , 
10 (S.voilense, sensu Rubzov( l) ) ,o 12-14 @.colcrr~3aschense, sensu ~ivosecchi ( 2 )). 
Gli &@ari del Piora e del Treia,tutti con pupe a 8 rami,corrisponcbno a 
S.piotum (sensu Rubzov(1)) ,mtre quelli delllArraie,anchlessi ccm pupe a 8 - 
rami,sono stati attribuiti a S.galeratm (sensu Rivocecchi(2 )) . 

Gli esemplari dei vari &ioni sono stati saggiati mediante elettroforesi 
orizzontale su gel d'amido per i seguenti loci enzirmtici: a--l,Ldh, - 
I*-1,Mdh-2,Me,Iàh-l, I&-2,cspah,Nadh-dhr M-1,M-2, Gat-l,Got-2,Hk,Adk P ---- p- - - - - t 2 1  

Est-l,Aph,&ph,Tpi e S. I1 differenzimto genetico tra le popolazioni stu- 
diate 6 stato calcolato con le f o d e  di Nei(6)del11identità e della distanza 
genetica standard sulla base delle frequenze alleliche ai 21 loci analizzati. 

Risultati e Discussione 

I canpioni della val dlAdige, rispettivamnte a 10 e 12-14 rami @i,non 
risultano geneticamente differenziati (W, 002 ) ;cmeilandoli, il canpione ottenu- 
to è in equilibrio di Hardy-Weinberg per tutti i loci polirmrfici. Le due forme 
vanno pertanto attribuite ad un'unica specie,provvisorimte indicata carie - S. 
voilense per i mtivi sapra esposti.La distanza genetica tra le popolazioni a 8 
rami pupali varia da O,O12(tra il canpiune del Treia e quello del Fiora)a 0,047 
(tra il canpione della va1 dlAdige e quello delllArrone.) .Si tratta di valori re - 



lativaniente bassi,che suggerirebbero l'appartenenza di tali popolazioni ad un'u 
nica specie (S .reptansS .pictum) . I1 dif ferenziamnto genetico tra le -1azionT 
a 8 rami &i del Lazio e quella della val d'Adige(IW1036)è determinato prin 
cipalmente dal 1- Hk.Nel Lazio il confronto tra l a  popolazione del fi-- 
Arrone,attribuita a S.Seratum,e quelle del h-eia e del Fiora,attribuite a 
~~~~~, mstra checheil loro differenzi-to genetico (~0,031)é legato quasi - 
esclusivamente al 1- =,che presenta nel canpione delllArrone frequenze al- 
leliche notevolmente diverse da quelle delle altre popolazioni italiane a 8 
rami pupali. Una possibile spiegazione 6 che tali differenze siano dovute a fe- 
nomeni di deriva genetica.La popolazione del fiinri Arrone,oltre ad avere dimm- 
sioni relativ-te modeste,& soggetta ccme molte altre del gruppo reptans in 
Italia centrale a drastiche riduzioni del nimrriro degli individui, legate 
principalnr=nte all'imnissione di sostanze inquinanti nei corsi d'acqua che 
ospitano i focolai larvali.Tale fenarwo ha causato tra l'altro la proibabile e- 
stinzione in questi ultimi anni di - S.liriense,che era presente nei fiumi Sacco, 
Liri e Cangro,e la quasi canpleta scarparsa dailBItalia centrale di S-voilense. 
Alcune differenze a livello morfologico ed ecologico tra le popolazioni italia- 
ne attribuite a S.galeratum e le altre a 8 rami pupali non permettono tuttavia 
di escludere l'iPotesi che galeratm sia un t- distinto;la corrispondenza di 
questa forma m S.galeratm della Svezia richiede in ogni caso caiferma.In£ine 
la distanza media tra le popolazioni italiane a 8 rami pupali e quelle 
a 10-14 é risultata 0,187; un valore di 0,30 era stato da noi precedentemente 
ottenuto sulla base di un diverso e meno n m o s o  campiaie di lcci(3). 

Conclusioni 

I risultati ottenuti mostrano che le popolazioni italiane del gruppo 
tans cxn~ 8 rami pupali,attribuite a S.pictum e a S.$aleratum,sono assai poco - 
differenziate a livello genetico ed -appartengono &esumibilmuite ad uneunica 
specie(S.reptans=S.pictm).A una specie distinta (S.voilense=S.cola&m&em@?) 
d90m,in!&e,le popolazioni c m  10-14 rami OIO&ali;la f h  a 10 rami non 
rmstra alcun differenzi-to genetico rispetto a quella a 12-14 rami. 
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Riassunto. - Vengono esposti i risultati di ricerche sulla struttura genetica 
di pcplazioni africane di Culex quinquefasciatus. I dati ottenuti sono stati 
confrontati ccm quelli di letteratura su pcplaziuni dello stesso taxon degli 
Stati Uniti e di Culex pipiens del Vecchio e del Nuovo m&. La variabilità 
genetica di Cx.guinquefasciatus &ll'Africa(~,06 M,44 ,A=l,47) è del tut- 
to shnile a G l l a  osservata negli u.s.A.,~~~ mlto &eri& a quella di Cx. 
pipiens (He=0,14 , P=0,52 e A=1,64). Le popolazioni di Cx-quinquefasciatus 

mitoppiù cnogcnog&ee (D=0,004) di quelle di>.pipiens (W, 04). La 
divergenza genetica tra Cx.quinquefasciatus dellvAfrica edegli U.S.A. è estre- 
mamnte bassa (W,003) eccmferma l'ipotesi di unfintroduzione di Cx.quinque- 
fasciatus in &ica dalllAfrica d a n t e  trasporto passivo ad cpraXll1uam. 
La distanza genetica media tra Cx.quinquefasciatus e Cx.pipiens, sulla base dei 
17 loci studiati, è 0,166. A tale differenzi-to contribuiscono qrattutto i 
loci - Got-2 e -2; in quest'ultim m stati osservati gli alleli - 100 e - 108 in 

f asciatus . 
s u n w q  (Genetic structure of Culex quinquefasciatus fran Africa). - Data are 
reported on the genetic structure of Culex _quinquefasciatus fran Africa. ?hey 
are carparedwith literature data on popilations of this taxon fran the U.S.A. 
and of Cx.pipiens fran the Old and the New Wrld.lbe genetic variability of Cx. 
quinquefaeciatus fran Africa (He=0.06,g=0.44,A=1.47) is similar to that f G d  
in the U.S.A. ,and much lawer than that o b d  in Cx.= (M. 14, P=O.52, 
A=1.64). Cx.-fasciatus populations appear gen=ically &mre ha;;ogene- - 
cus than L o£ Cx.pipiens (average Nei's D =0.004 within the £o= t-, 
about ten t k s  6 e  within the latter). & genetic divergence be- Cx. 
quinquef asciatus fran Africa and the U.S.A. is very lw(D=O .O03 ,supporting 
hypathesis of an African origin for the New Wrld Cx.qd&uefasciatus, via pas- 
sive transport by man. The average genetic distancp found between Cx.quinque- 
fasciatus and Cx.pipiens, on the basis of the 17 loci studied, is 01166; the -- 
mist differentilated loci are Me-2 and W-2, the £0- chowing the alleles 100 - - 
ami - 108 in - Cx.pipiens, and - 106 in Cx.quinquefasciatus. - 



Introduzione 

Lo status tassonanico di Culex pipiens e Ck.quinque fasciatus,i due d r i  
del ccmplesco Culex pipiens più diffusi e più irrportanti da un punto di vista 
sanitario, è tuttora oggetto di discussione. Tra i vari caratteri biologici e 
mrfologici utilizzati per identificare questi due taxa l'unico che ha mstrato 
una certa affidabilità è ltedeago, le cui principali caratteristiche sono state 
cunbinate in un singolo valore ed espresse cane rapporto W/D,dove W è la di- 
stanza tra le estremità del braccio dorsale e ventrale e D è la distanza tra le 
estremità dei bracci dorsali ( l, 2 1 . MRdiante l'uso di questo carattere sono sta- 
te condotte numerose ricerche sul campo e in laboratorio,tendenti a chiarire il 
prablema dei rapporti tra Cx-pipiens eg.quincruefasciatus(3). Ibridi F di la- 
boratorio mtrano un rapporto DV/o int-dio,mntre nei reincroci si osserva 
tutta la g m  di valori tra la f o m  ibrida e le f o m  parentali (3);ciÒ indi- 
ca che questo carattere é controllato da più geni.11 rapporto W/D é stato usa- 
to per evidenziare aree di ibridazione e di intergradazione in natura. Queste 
aree sono state osservate tra il 36O e il 39ON in m i c a ,  a nord del 34ON in 
Giappone ed Estrem Oriente, in Australia sud-orientale ed in alcune aree del 
Medio Oriente (3). Nessuna informazione é disponibile per il Sud America. In 
Africa non sembrano esistere zone di ibridazione (4,s). Un altro approccio uti- 
lizzato per valutare l'entità del flusso genico in aree di sinpatria si basa 
sull'analisi elettroforetica di sistemi gene-enzima (6,7). Ricerche condotte in 
popolazioni nord americane di Cx.pipiens e Cx.quinquefasciatus non hanno por- 
tato ad widenziare loci con alleli diversi E i  due taxa;le frequenze alleliche 
ad alcuni loci (Hk,Gpir6Pgdh e Pc& hanno tuttavia mstrato un gradiente di va- 
riazione sostanzihte coincidente con quello osservato mdiante ltesam dei 
valori di W/D (6.7). 

Materiali e Metodi 

I campioni di Cx.quinquefasciatus provenivano dalle seguenti ldità: 
Kaolak,Senegal; Barriako,Maii; uiagadaigou,Wiskina Faso; Benin City,Nigeria; Ma- 
puto, MDzanbico. Le larve provenienti dal canpo sono state allevate in labora- 
torio fino allo stadio adulto. Per i maschi si è proceduto all'identificazione 
mrfologica calcolando il rapporto W/D nel mUdo descritto precedenterrente. 
L'elettroforesi su gel d'amido é stata effettuata su amgenati di singoli esem 
plari per 17 loci enzimatici: CK@dh,Mdh-1,Mdh-2,W-l,W-2,Idh-l,Idh-2,o>q-, ------ 
G3pdh,Got-1,W-2,Hk-l,Rdk,PgmIA1d,~i ---- e S. Per ciascun locus sono stati ana- 
lizzati più di 50 individui per campione. La variabilità genetica é stata sti- 
mata utilizzando i seguenti paramtri:eterozigosi mdia attesa per locus (W), 
proporzione dei lcci poliriorfici con il criterio dellSl% (P) e n-ro d o d i  
alleli per 1- (A). I1 differenziamento genetico tra le-popolazioni 6 stato 
stimato mdiante indici di identità e distanza genetica standard, calcolati 
con le f-le proposte da Nei (9). 

Risultati e Conclusioni 

I risultati ottenuti sulle popolazioni di Ck. quefasciatus africane 
sono stati confrontati m quelli riportati in ietratura per questo taxon 



neq1iU.S.A. (6) e per Cx.pipiens nel Vecchio (8) e nel Nuavo MonaO(6). Sono 
stati essi in evidenza:a) livelli simili di varia&ità genetica nei campioni 
di Cx.quin fasciatus delllAfrica (W=0,06, P=0,44, A=1,47) e degli USA; tali 
vdzi 2notevoImente inferiori a-quelli &servati in Cx.pipiens (He=O, 14. 
P=0,52, A=1,64); b) un'aiogeneità genetica molto più elevata tra le daazioni - - 
di Cx.quinquefasciatus che tra quelle di Cx.pipiens (D=0,004 per le prime, cir- 
ca 'lO volte maggiore per le seconde); C) zeri di di&rgenza genetica tra Cx. 
guinquefasciatus africano e americano estremmnente bassi (D=0,003) ,che confer- 
m o  l'ipotesi di una introchizione di Cx.quin fasciatus in W i c a  dalllAfri- 
ca d a n t e  trasporto passivo ad -a-&1l1~,- nel caso di Aedes -ti 
(10). I1 confronto tra Cx.quinquefasciatus e Cx.pipiens del Vecchio Mondo ha 
mstrato che il p r h  é-geneticmnente più affFne alle popolazioni italiane di 
Q<.@piens pipiens (D=0,145) che a quelle di Cx. pipiens mlestus sia italiane - 
(D=0,186) - che medio-&entali(D=0,168) . ~ a  distanza genetica media tra Cx. e- 
efasciatus e ~<.~i~iens,sullZ base dei 17 lcci studiati,è 0,166. A =e dif- 

?knzi-to &tribuiscoty3 soprattutto i lcci - -  iB2 e W-2,che hano frequen- 
ze alleliche mlto diverse nei due taxa. In particolare al locus p Me-2 ccno sta- 
ti osservati gli alleli - 100 e - 108 in - Cx.pipiens, 106 in Ckquinquefasciatus. La 
scoprta di un locus apparentemente "diagnostico" tra G t i  due taxa appare di 
grande inportama per studiare il flusso genico tra Cx.pipiens e Cx.quinque- 
fasciatus nelle diverse aree geografiche e le sue conseguenze evolutG. 
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Riassunto. - E' stata studiata la struttura genetica di papolazioni di e 
pipiens, provenienti da varie località egiziane e israeliane, mediante analisi 
elettroforetica di 17 loci enzimatici(a-Gpdh,Mdh-1,Mdh-Z &-l Me-2 Idh-1,Idh-2, 
6pgdh,G3pdh,Got-l,G0t-2,Hk-l,Adk.~,A3~i e G&). I parametri di variabilità 
genetica considerati hanno dato i seguenti valori medi:He=0,12 - ,P4,47 ,A=1,54. 
E' stata osservata una notevole amgeneità genetica sia neliambito deile 
popolazioni egiziane (omedi~0,013) che di quelle isragliane (D medi~0,Oll). 
In questi due paesi non esisterebbero pertanto àue forme geneti-camente diffe- 
renziate cane lo sono le popolazioni di pipiens e mlestus in Europa. La di- 
stanza genetica d a  tra i campioni dell9Egitto e di Israele è 0,028 . Le p- 
polazioni di C x . e s  di questi paesi sono risultate geneticmnente più affini 
alle -lazi& italiane di mlestus (D - mdio=Or023) che a quelle di pipiens 
(D - medic=0,056). 

Sunnmy (Electrophoretic study of pcpulations of Culex pipiens fran Egypt and 
Israel) - Data are reported on the genetic strutture of ppuìations of Cui- 
pipiens fran Egypt and Israel, on the basis of the electrophoretic study of 17 
enzyme lcci (aGpdh,Mdh-1,Mdh-2,Me-l,Me-2lIdh-l,Idh-2,6Pgdh,G~rGot-l,Got-Zr -- 
Hk-l,Adk,PSe,iild,Toi, and a). 'Ihe follawing average values of genetic var- 
iability have been dxerved: &=0.12,p0.47,*.54. lbe populations fran Egypt, 
as m11 as those fran Israel, are genetically fairly hanogeneous (average Nei's 
B0.013 and 0.011 respectively). No evidence has been f m d  for the presence in - 
these twr, ccuntries of tvm genetically differentiated fonns such as the Auro- 
pean populations of pipiens and mlestus. 'Ihe average genetic distance 
the sinples fran Egypt and Israel is 0.028. populations fran these 
ccuntries appear to be genetically mre related to Italian mlestus (average p 
0.023) than to Italian pipiens (average =.056). 



La zanzara Culex pipiens presenta forme differenziate a livello mrfo- 
logico (nunero di denti del mentum, forma del sifone larvale ) , f isiologico 
(ana~tOgenia/~.tOgenia~et erodinéania/arodinamia) ,ecologico (adattamento ad acque 
pm a hphate), etolcgico (zoof ilia/antrcpofilia,ewigBnia/~tenogrnnia) ; 
tali forme san, state indicate con vari nani: pipiens S.S. (o forma "malen), 
autogenicus, mlestus (o forma "urbana"). Autogenicus Rcubaud (1) è stato sino- 
nimizzato con mlestus Fard (2) ;più recentairnte(3)quest*ultimo taxon è sta- 
to _-zzato con pipiens S.S. D'altra parte l'esistenza di barriere anti- 
ibridazicne a livello preccpula tra pipiens e mlestus=autoc~enicus(4,5),ha fat- 
to caisiderare questi due taxa cane semispecie ( 6 )  o cane specie distinte ( 7 ) .  

Ricemk eletfroforetiche sul differenziamento genetico di.pipiens e mle- - 
shis, cardcrtte su popolazioni di diversa origine geografica (5,8,9 1, hanno por- - 
tato a risultati mtrastanti. Cecondo Pasteur (8), che ha studiato pcpalazicni 
della Francia meridionale sulla base di 12 loci, le due forme appartengm ad 
un unico taxai, caratterizeato da popolazioni grandi e da focolai larvali 
epigei; i focolai ipogei verrebbero colonizzati occasionalmnte da individui di 
queste popolazioni, dando origine a sub-pqmlazioni isolate con frequenti feno- 
d di deriva genetica. I1 termine mlestus nan corrisponderebbe quindi a un 
taxai valido. Al contrario Miles e Paterson ( 9 ) ,  che hanno confrontato sulla 
base di 18 loci pcplazioni di mlestus australiane e di pipiens S.S. inglesi, 
trattano questi taxa wcie specie distinte. Urbanelli et -- al.(3) hanno analizzato 
le relazioni di affinità genetica esistenti tra pcpolazioni di varie regioni 
italiane (dal Sud Tirolo alla Calabria), con diversi gradi di adattmnento 
all'uom, e al suo ambiente. Caio stati evidenziati tre clusters distinti di cui 
due, geneticanente più differenziati (distanza genetica mdia = 0,051, corri- 
spaidono rispettivamente a pipiens S.S. e a mlestus, mentre il terzo -rende 
popolaziaii mxfoloqicamente, bioloqicaminte e geneticamnte intemedie. Le po- 
sazioni di questl~tinn tipo, &-te ben adattate alneno nelle regio- 
ni con inverni miti a fccolai larvali epigei con acque inquinate, sarebbero il 
risultato di fenaneni di ibridaziaie e introgressicme tra pipiens e mlestus.Ne1 
la presente nota viene analizzata la struttura genetica di popolazioni di- 
Cx.pipiens provenienti da varie località egiziane e israeliane. I dati ottenuti - 
san, stati confrontati cm quelli precedentemente osservati in popolazioni 
italiane ( 5) . 
'Materiali e t4todi 

Sono state studiate 8 popolazioni provenienti dallVEgitto (Alessandria;Abu 
Heif,Sharqyia; Cairo; El Nazla,El Fayun? Cbseir,Mar Rosso; Marsa Alm,Mar Ros- 
so; Xan 00; El Sey1,Assuan) e 4 da Israele (Kefar Y u v a i ;  Qiryat Shemria; Beth 
Shenesh; Eilat). I fomlai larvali di queste popolazioni avevano caratteri- 
stiche ecologiche diverse (epigei o ipogei; acqua da pulita a variamente inqui- 
nata; vegetazicne presente o assente; 'dansità larvale bassa o alta). Cono stati 
analizzati 17 loci (a4pih.Mdh-l -*-. Mdh-2,M-l,I4-2,Idh-l - Idh-2,6PgchrG3pdh,Got-l, 
Got-2, Hk-l, Adk,Pqm, - Ald,xi e q-) d a n t e  elettroforesi cmizmtale su gei 
d'ad&. La vatiabilità genetica è stata stimata utilizzando i seguenti param?- 
tri: eterozigosi mdia attesa per lccus (He), - prqorzicme di loci polirmrfici 
col a~itetio dell1l% (P), nunero medio di alleli per locus (A). I1 differenzia- 
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ceppi su 7 hanno provocato un'infezione patente nei criceti LHC senza la necessi- 
tR di somministrare cortisone; 3 ceppi su 5 hanno infettato criceti outbred trat- 
tati con cortisone (Tebella). Dopo il I11 passaggio 4 ceppi su 4 hanno infetta- 
to criceti outbred trattati con cortisone, tra questi un ceppo ha anche infetta- 
to topi outbred P0 trattati con cortisone e criceti outbred senza cortisone. 

I1 mantenimento in vivo dell'agente eziologico della leishmaniosi cutanea 
in Italia, permette di poter sviluppare gli studi su questo parassita. La visce- 
ralizzazione del parassita negli animali di laboratorio fornisce una spiegazio- 
ne su alcuni casi di leishmaniosi cutanea seguiti dalla forma viscerale della 
malattia ( 2 ) ( 3 )  e avvalla la sua appartenenza al gruppo &.infantum come confer- 
mato dalla tipizzazione isoenzimatica (4)(5). Attualmente l'unico elemento in 
nostro possesso per distinguere l'agente eziologico della forma cutanea da quel- 
lo della forma viscerale, é che mentre il primo é possibile isolarlo solo in cri- 
ceti inbred LHC, trattati con cortisone, il secondo attecchisce facilmente sia 
in vivo che in vitro. 
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IL GENERE LEISHMANIA IN ITALIA 

M. Gramiccia, L. Gradoni & E. Pozio 

Laboratorio di Parassitologia, Istituto Superiore di Sanità, Roma 

In Italia la leishmaniosi viscerale (LV) e la leishmaniosi cutanea (LC) sono 
presenti in forma endemica con una diffusione maggiore della LV in Sicilia e nel 
versante tirrenico della penisola e della LC sul versante adriatico (1). 

Durante indagini da noi condotte in territorio nazionale sulle due malattie 
sono stati ottenuti 74 isolati di Leishmania che, tipizzati mediante l'analisi 
elettroforetica degli isoenzimi, ci hanno permesso di identificare i parassiti 
appartenenti a tale genere in Italia. 

I ceppi, ottenuti da sei regioni italiane dove le leishmaniosi sono ende- 
miche, sono stati isolati: 10 dall'uomo (4 da LV e 6 da LC), 52 dal cane, 4 dal 
ratto nero (Rattus rattus), 1 dalla volpe (Vulpes vulpes) e 7 da gechi (Tarento- 
la mauritanica e Cyrtodactylus kotschyi). - 

La tipizzazione é stata effettuata mediante analisi elettroforetica su gel 
d'amido di 9-16 enzimi (PGM,PGI,GOT,G~PD,~PGD,ME,MDH,IDH,NH,MPI,PK,PEP.D,ALAT, 
SOD,GD,ES)(2,3). Sono stati utilizzati 6 ceppi di riferimento internazionali: 
MRHO/SU/59/NealP per L.major, ~ ~ 0 ~ / ~ ~ 1 ~ / 7 4 / A c k e r m a n - ~ V 5 1 4  per L.tropica, MHOM/ 
ET/72/L100 per - L.aethiopica, MHOM/IN/~O/DD~ per L.donovani, - MH;M/FR/~~/LEM~~ per 
L.infantum e RTAR/FR/78/LEM124 per L.tarentolae. - - 

I risultati dell'analisi elettroforetica, riportati in Tabella 1, hanno mo- 
strato che sui 74 ceppi di Leishmania esaminati, 56 sono risultati identici a 
L.infantum s.st., 8 differiscono da L.infantum s-st. per un enzima (NH), 3 dif- - - 
Eeriscono da L-lnfantum s.st. per tre enzimi (GOT,MDH,NH) e 7 sono risultati i- - 
dentici a L.tarentolae. Sono stati quindi individuati 4 zimodemi di Leishmania: - 
L.infantum s.st., isolato prevalentemente da casi a patologia viscerale; L . -  - 
fantum NH variante (m e 130) isolato, al contrario, soprattutto da casi di LC; e 
L.infantum GOT,MDH,NH variante (m =113,112,137 rispettivamente) isolato esclusi- - 
vamente dal cane e dalla volpe e f.tarentolae , ottenuto solamente da gechi, che - 
differisce da L.infantum - s.st. per 8 sui 9 enzimi saggiati. 

Tali risultati ci permettono di confermare il cane quale serbatoio princi- 
pale della LV e , in aggiunta, di incriminare R.rattus quale serbatoio selvatico - 
della malattia. Viene inoltre esclusa L.tropica dall'eziologia della LC confer- - 
mando l'ipotesi che nell'area centro-occidentale del Mediterraneo tale malattia 

6 provocata da ceppi dermotropi di L.infantum s.f.(4). Dall'analisi dei dati e- 
pidemiologici che caratterizzano i focolai da cui originano gli isolati di =- 
sbmania gli zimodemi più diffusi sono risultati L.infantum s.st. e L.infantum - - 



NH variante. Tuttavia, il primo appare prevalente nei focolai tirrenici carat- 
terizzati dalla presenza di LV e dall'elevata densità di Phlebotomus perniciosus 
mentre il secondo predomina nelle regioni adriatiche dove é diffusa la LC ed il 
probabile vettore e - P.perfiliewi. 

Tabella 1. Caratterizzazione enzimatica di 74 ceppi di Leishmania 

Sigla Ospite Patologia Zimodema 

1 s  8 - 1 1  CANE 
13-15,17,18, 
20,26,28-30, 
32-35,37-41, 
43,52,55,58, 
59,61-67,72- 
76,78,80,81, 
83,92,96,97, 
102 

Viscerale 

ISS 3-5,12 RATTUS RATTUS Viscerale 

ISS 16,82,84 UOMO Viscerale 

ISS 53 UOMO Cutanea 

ISS 98-101, UOMO 
1 O3 

ISS 54, 60 CANE 

ISS 7 UOMO 

Cutanea 

L.infantum NH variante 
Viscerale 

Viscerale 

ISS 1,2 CANE 

ISS 6 VULPES VULPES 

Viscerale 
L.infantum GOT,MDH,NH variante - 

Viscerale 

ISS 19,21-23, TARENTOLA MAURITANICA Ematica 
31,36 

ISS 24 CYRTODACTYLUS KOTSCHYI Ematica 

(1) JSS: ceppi mantenuti nella criobanca del Laboratorio di Parassitologia, 
reparto di Protozoologia, Istituto Superiore di Sanità. 
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STATO ATTUALE DELLA TASSONOMIA DI LEISHMANIA NEL BACINO DEL MEDITERRANEO 
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La tipizzazioe di alcune centinaia di isolati di Leishmania da parte di centri 
nazionali ed internazionali di referenza ha fornito dati sufficienti a trac- 
ciare un quadro riassuntivo dello stato tassonomico di questi parassiti nel 
bacino del Mediterraneo. I1 lavoro svolto da tali centri é stato recentemente 
discusso al Colloquio Internazionale sulla Tassonomia e Filogenesi di *- 
mania tenuto a Montpellier (l). 

Leishmaniosi viscerale (LV) 

La distribuzione della LV nel Mediterraneo coincide sostanzialmente con quella 
di - L.infantum . Questa specie appare molto omogenea, ed il suo caratteristico 
zimogramma é stato rilevato in isolati dall'uomo e dal cane in molti paesi Me- 
diterranei. I1 parassita é stato anche isolato da mammiferi selvatici e fle- 
botomi. A dispetto della sua omogeneità alcune varianti enzimatiche di. questa 
specie sono state messe in evidenza in isolati da casi di LV umana e canina in 
Italia, Spagna e Francia. 

Leishmaniosi cutanea (LC.) 

A differenza della LV la tipizzazione biochimica ha messo in evidenza una mol- 
teplicità di specie agenti di questa infezione diffusa in tutti i paesi medi- 
terranei (2). L.tropica, agente del classico bottone d'oriente (bottone secco) - 
mostra una distribuzione limitata alla fascia orientale del Mediterraneo. In 
Europa é stata segnalata finora solo in Grecia (3). I1 parassita non é mai sta - 
to isolato da animali, domestici o selvatici, confermando così la natura antrz 
ponotica della malattia. - L . e ,  agente del cosiddetto'bottone umido' ha in- 
vece una vasta distribuzione, essendo presente in tutta l'Africa del nord e 
in Medio Oriente. Oltre che dall'uomo il parassita é stato isolato da roditori 
selvatici appartenenti ai generi Meriones e Psammomys (Gerbillidi). Questo fat- 
to stabilisce definitivamente la natura zoonotica di questa infezione. 
E' ormai evidente l'assenza di queste due specie dennotrope di Leishmania nel 
Mediterraneo centro-occidentale. Tutti gli isolatì ottenuti finora da decine 
di casi di LC di quest'area sono risultati infatti appartenere a - L.infantum 
s.1. E' interessante notare come talvolta si tratti di parassiti apparenteme: 
te identici alla specie che causa la LV, mentre il più delle volte sono risul- 



tati parassiti varianti da essa per 1-2 enzimi. Inoltre tali variantf (isola- 
te in Francia, Spagna, Italia e Algeria) sembrano differire da un'area all'al- 
tra. Attualmente appare prematuro fare ipotesi dul ciclo vitale di questi pa- 
rassiti. 
Per riassumere, mentre per alcuni paesi l'agente eziologico delle leishmaniosi 
appare essere unico, per altri (per esempio Tunisia e Israele) il quadro é no- 
tevolmente più complicato: la 60La LC appare infatti causata da ben tre specie 
diverse di parassiti, tutte a differente epidemiologia. 
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f I PIZZAZIONE ISOENZIMATICA D I  CEPPI D I  PLASMODIUM BERGHEI E PLASMODIUM YOELI I 
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G l i  i s o l a t i  d i  plasmodi malar ic i  sono o t tenu t i  da un ospite i n f e t t a t o s i  
naturalmente, ed i n  conseguenza d i  c i ò  non sempre sono geneticamente 

omogenei contenendo assai spesso specie diverse. Per questo motivo negl i  u l t i m i  
anni sono s t a t i  messi a punto metodi e l e t t r o f o r e t i c i  per l ' a n a l i s i  degl i  isoen- 
zimi che permettono d i  determinare l ' esa t ta  composizione d i  un iso la to .  (1) .  Nel 
nostro caso 6 s ta ta  esaminata l a  l i nea  P. NK65C ottenuta da l la  Wellcome 
Research d i  Londra confrontandola con c lon i  d i  r i fer imento.  

Nel la tab. 1 vengono r i po r ta te  l e  l i nee  ed i clon i  d i  parass i t i  che sono 
s t a t i  esaminati ed i metodi e l e t t r o f o r e t i c i  impiegati per l a  determinazione del- 
l e  var ian t i  del1 'enzima GPI, 

Tabella 1. 

PARASSITI ESAMINATI - 
a) LINEA D I  PARASSITI ORIGINARIAMENTE b) CLONI D I  RIFERIMENTO (EDINBURGO 

CLASSIFICATI COME - P. BERGHEI Prof. WALLIKER) 

-NK65C-Linee non clonate 
p-- 

- P. berghei ANKA 
a) London I - P. y o e l i i  y o e l i i  17x,33x,A/C. 
b) London I1  - P. y o e l i i  n iger iensis N67. 

- NK65C - Cloni -- 
a) Cloni A-B-C-D- o t tenu t i  

da l l a  l i nea  London I 1  

METODI ELETTROFORETICI IMPIEGATI 

A)  E le t t ro fo res i  su acetato d i  ce l lu losa B)isoelectrofocusing su po lyacr i la-  
(ph 8.6) mide (range d i  ph 3.5-9.5) 

La (Fig. 1) mostra i patterns e l e t t r o f o r e t i c i  o t tenu t i  su acetato d i  ce l lu -  
losa de l l e  l i nee  i n  esame e dei c lon i  d i  r i ferimento. 



Fig. 1-Elet t roforesi  su acetato d i  ce l lu losa de l l e  l i nee  i n  esame e dei c lon i  d i  
r i fer imento.  

Le forme d i  GPI t rovate sono s ta te  comparate con quel le  dei c lon i  d i  r i f e -  
rimento. La numerazione d i  ciascuna variante segue quel la  descr i t ta  da Carter 
(2). La l i nea  London I possiede, come atteso, GPI-3 t i p i c a  d i  t u t t e  l e  l i nee  d i  
P.ber hei, inclusa ANKA, e viceversa l a  l i nea  London I 1  ed i clon i  da essa o t -  
fe&C-D possiedono GPI-2 come q u e l l i  d i  referenza per P. y o e l i i  (33X,A/C 
N67) mentre il clone B possiede GPI-3 e pub essere i d e n t i f i c a t o  come P. 
Se ne deduce quindi che l a  l i nea  London I1 6 una l inea  mista dato 
o t t enu t i  da essa c lon i  appartenenti a specie diverse e che, contrariamente a 
quanto atteso, i n  essa prevale P. o e l i i  r i spe t to  a P. ber hei .  

Nel la  (Fig.2) sono r i p o r t a ~ i h t a t i  de l l a  %a i s i  e g l i  stessi  campio- 
n i  con l 'isoelectrofocusing 

r%- 

Fig. 2- Isoelectrofocusing su gel d i  polyacrilamide (range d i  ph. 3.5-9.5) 



i e dif ferenze f r a  l a  l i nea  London I e London II sono confermate così come quel- 
i e  f r a  il clone B ed i clon i  A-C-D. Si nota però che i n  queste condizioni l a  
variante GPI-3 (P.ber he i )  del parassita non s i  separa da quel la del1 'osp i te  e 
che l a  GPI-2 possie a-- e un punto i s o e l e t t r i c o  notevolmente p io  basso che conferma 
l a  sua relativamente a l t a  mob i l i tà  e le t t r o fo re t i ca  i n  acetato d i  ce l lu losa a 
{M. 6 

Nella(Fig.3) sono mostrat i  i patterns e l e t t r o f o r e t i c i  o t tenu t i  su acetato 
di cel lu losa de l l a  l i nea  London I e de l l a  l i nea  London I 1  a l  2" 48' 153' passag- 
qio  dopo trasmissione i n  zanzara. 

GPI 

- var. 2 - var. 3 
- mouse 

C t  L E  LJI C t LI1 L I  

2 4 8  153 1 4 1  

Fig. 3- E le t t ro fores i  su acetato d i  cel lu losa de l l e  l i nee  London I e London I1  
at t raverso passaggi i n  t op in i  . 

L ' i d e n t i t à  del pat tern ottenuto per London I 1  nel tempo sta a s i gn i f i ca re  
che nel  corso d i  passaggi attraverso s i r inga  non s i  sono v e r i f i c a t i  grossi e f -  
f e t t i  s e l e t t i v i  o contaminazione. Ta l i  r i s u l t a t i  per6 non escludono l a  presenza 
d i  una minoranza d i  parass i t i  d i  P. ber hei nel materiale i n  esame che non vie- 
ne r i v e l a t a  elettroforeticamente.-Per -47 ver i  icare il l i m i  t e  d i  s e n s i b i l i t à  del 
metodo sono s ta te f a t t e  i n  v i t r o  miscele d i  e s t r a t t i  d i  due c lon i  d i  r i fer imento 
P. bergher ANKA e P. y o e l i i  N67. I r i s u l t a t i  o t tenu t i  mostrano (Fig. 4) che il - 
componente minore i i e l l a c e l a  pu6 essere r i v e l a t o  elettroforeticamente soltan- 
t o  quando è presente i n  quantità superiore a l  20% del materiale to ta le .  Eviden- 
temente l a  l i nea  London I 1  che originariamente era P. ber hei NK65C nel momento 
i n  cui  c i  è pervenuto era prevalentemente P. y o e l i i e  -t- con eneva solo.c20% d i  
P. ber hei che non s i  sarebbe v i s to  se non-fo?ZT€ato f a t t o  il clonaggio. + Ta a tri studi  da noi esegui t i  sappiamo d'altronde che l ' i n f e t t i v i t a  verso l e  
zanzare d i  P. ber hei è assai i n f e r i o r e  a quel la d i  P. y o e l i i .  E '  quindi molto 
probabile cTie -#- ne passaggio per zanzara f a t t o  prima ai essere spedito l a  l i nea  
London II, che in iz ia lmente era i n  maggioranza P.ber hei abbia subi to un e f f e t t o  + sele t t i vo  a favore d i  P. y o e l i i .  I n f a t t i  l a  pressione se e t t i v a  in t rodo t ta  da 
successivi passaggi inzanzara  tende ad el iminare quei ceppi che hanno una r i d o t -  
t a  i n f e t t i v i t à .  E '  possibi le quindi i n  conseguenza d i  c i 6  che il contaminante 
presente in iz ia lmente n e l l ' i s o l a t o  i n  quant i tà minore, perda p ia  lentamente del 
compqnente p r inc ipa le  l ' i n f e t t i v i  tà, avvantaggiandosi così selettivamente. 
Da questi  r i s u l t a t i  s i  può quindi concludere che: 1) il metodo e le t t r o fo re t i co  
impiegato r i so l ve  abbastanza soddisfacentemente l a  G P I  del topo e l e  va r i an t i  
1-2-3- del parassita, ma non mette i n  evidenza contaminazioni presenti nei  cam- 



p i o n i  a l  d i  s o t t o  de l  20%; 2) l ' e l e c t r o f o c u s i n g  conferma l a  d i f f e r e n z a  d i  mo- 
b i l i t à  e l e t t r o f o r e t i c a  osservata a pH 8.6 f r a  l e  v a r i a n t i  GPI 1-2, ma non separa 
l a  var ian te  GPI-3 da que l l a  d e l l ' o s p i t e .  

GPI 

var.2 

var . 3  

ANKA O 20 40 60 80 100 % 

N67 100 80 60 40 20 O 8 

Fig.  4- E l e t t r o f o r e s i  su acetato d i  c e l l u l o s a  d i  miscele i n  v i t r o  f r a  c l o n i  d i  
r i f e r i m e n t o  ANKA ed N67. 

La messa a punto d i  quest i  metodi c i  ha permesso d i  r i s a l i r e  a l l a  s t o r i a  
d e l l a  l i n e a  London 11, mettendo ancora una v o l t a  i n  evidenza l a  necessità d i  
u t i l i z z a r e  sempre l i n e e  c lonate  e ben ca ra t te r i zza te .  
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cido ferriemico che accumulatosi forma dei complessi con la clorochina (ferrie- 
mato di clorochina) terapeuticamente inattivi come dimostrato in vitro (2, 3). 
Ora è noto (4) che la panirradiazione determina nell'animale alterazioni sensi- 
bili a livello emoglobinico nella sintesi dell'eme, della globina e dei parame- 
tri correlati. Appare possibile che queste alterazioni possono interferire nel- 
le sequenze metaboliche degradative dell'emoglobina e, o non portare più alla 
formazione di acido-ferriemico, o provocare una sua sensibile diminuzione. In 
questi casi, nel ceppo resistente non avverrebbe più l'accumulo dell'acido e 
la formazione del complesso terapeuticamente inattivo (acido ferriemico-cloro- 
china) non sarebbe più possibile. I 1  ceppo diventerebbe farmaco sensibile ri- 
spondendo, presumibilmente, alle stesse dosi del controllo clorochino-sensi- 
bile. 

Materiali e Metodi 

Come parassita sono stati usati due ceppi di P.berghei LondraKlT3 S eR,uno 
farmaco sensibile ed uno farmaco resistente ottenuto in laboratorio sottoponen- 
do in - vivo i parassiti a pressione selettiva per 4 mesi mediante dieta cloro- 
chinata (0,008%) degli ospiti Mus musculus (Sw/W) 99, usati anche nelle speri- 
mentazioni. La valutazione del grado di clorochino-sensibilita o resistenza e 
quindi di risposta alle dosi utilizzate nella ricerca è stata effettuata me- 
diante i l  Test di Hawking (5). Esso consente di costruire in logaritmica una 
curva dose-risposta che raggiunge livelli di significativita terapeutica quan- 
do, al 5O giorno dalla inoculazione e dopo 4 giorni di somninistrazione di una 
serie di dosi a 10 animali ciascuna, permette di osservare una % media di ab- 
battimento dei parassiti, rispetto ai controlli, pari al 98% o più con un re- 
siduo del 2% o meno di parassiti nel sangue. L'esposizione dei topi a +35O si 
è ottenuta mantenendo gli animali in apposite camerette termostate per tutta 
la durata dell'infezione. La panirradiazione è stata effettuata esponendo sin- 
goli animali alla dose di 300,. 

Risultati 

Nei nostri esperimenti abbiamo saggiato sul ceppo supposto farmaco-resi- 
stente le dosi di: 0,15; 0,3; 0,6; 1,2; 5; 10; 20; 40 mg/Kg di farmaco rilevan- 
do resistenza fino alla dose di 20 mg/Kg e sensibilita alla dose di 40 mg/Kg 
(DL 50 per i l  topo). Successivamente abbiamo inoculato questo ceppo in animali 
esposti immediatamente prima allo stress termico ed ai raggi X saggiando dosi 
di: 0,15; 0,3; 0,6; 1,2; 5; 10; 20; 40 mg/Kg. I risultati ottenuti con i l  Test 
di Hawking (Tabella 1 )  sembrano confermare le aspettative ipotizzate nel l'in- 
troduzione, infatti: ambedue i trattamenti consentono di ottenere una riduzione 
della dose efficace, ora perfettamente tollerata dagli animali che passa da 40 
a 10 mg/Kg nei soggetti esposti allo stress termico e da 40 a 0,6 mg/Kg in 
quelli trattati con radiazioni ionizzanti. In quest'ultimo caso la coincidenza 
del valore trovato (0,6 mg/Kg) con quello osservato nelle medesime condizioni 
sperimentali per gli animali di controllo incoulati con ceppo farmaco sensibi- 
le, suggerisce che si possa essere verificato un annullamento della farmaco-re- 
sistenza con meccanismo d'azione presumibilmente simile a quello ipotizzato 



nel la parte introduttiva del lavoro. 

Tabel'la 1. - Test di Hawking. Percentuali di parassitemia residua (P.R.) e dose 
terapeutica efficace (D.T.E.) in topi infettati con P.berghei, clorochino- 
sensibile (S) e resistente (R) ed esposti a t35OC ed a 300,. 

Dosi Controllo S Controllo R t 3 5 T  S 300 S +35"C R 300 R 
mg/Ks X P.R. D.T.E. r r 

Discussione 

I risultati ottenuti nella presente ricerca rivestono un particolare in- 
teresse sperimentale relativamente al problema della clorochino-resistenza. 
Tuttavia la loro trasferibilita in medicina umana per ora impensabile in 
quanto i dati orientativi, e ottenuti in - vivo nei topi, dovrebbero essere re- 
plicati sia su di un più ampio campione, sia in vitro mediate prove respirome- 
triche con apparecchio di Warburg o con monitore biologico di ossigeno. 
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AZIONE DI DUE ANTIBIOTICI A STRUTTURA AMINOGLICDSIDICA SULL'INFEZIONE DA 

PLASMODIUM BERGHEI IN MUS MUSCULUS 

E. Brambilla e L. Galli-Mandarini 

Dipartimento di Biologia Animale, Universita di Pavia, Pavia 

Riassunto. - Viene studiata la risposta a due antibiotici a struttura aminogli- 
cosidica (Gentamicina e Sisomicina) dell'infezione sperimentale da Plasmodium 
berghei nel topo. Vengono trovate le dosi efficaci per due ceppi letali di pa- 
rassita e ~ o n d r a ~ ~ ~ ~ )  a differenti caratteristiche di virulenza. 

Sumnary (Action of aminoglicosidic antibiotics on Plasmodium berghei infection 
in Mus musculus). - The action of two aminoglicosidic antibiotics (Gentamicina 
and Sisomicina) on infection with P.berghei in Mus musculus were studied. The- 
rapeutical effective doses were found for two lethal strains of parasaites 

(R0ma~~67 and L0ndraK1~3 at different features of virulence. Hawking's tests 
of 2% was used for ana ysis. 

Introduzione 

La crescente importanza del problema malarico e l'indesiderato ma purtrop- 
po frequente fenomeno del la farmacoresistenza (Clorochinoresistenza) , ( 1, 2) 
impongono lo studio di farmaci nuovi e alternativi. I 1  presente lavoro fornisce 
i risultati ottenuti in un primo approccio sperimentale orientativo somnini- 
strando antibiotici a struttura aminoglicosidica (Gentamicina e Sisomicina) a 
topi infettati con ceppi di P.berghei letali e a differente virulenza. 

Materiali e Metodi 

I ceppi di parassiti usati nella sperimentazione sono stati: LondraK173 
(standard) e Essi, oltre a diversificazioni parassitologiche, morfo- 
logiche e cliniche presentano in particolare tempi di sopravvivenza dalla ino- 
culazione rispettivamente di XZ0 2 e.s. = 20,9 t 2,l e 5,4 + 1,l con recettivi- 
ta e mortalita del 100% (3,4). Tali ceppi sono-mantenuti in vivo mediante pas- 
s a ~ g i o  meccanico di sangue infetto in di Mus musculus dello stipite Sw/W 
di 5-8 mesi inoculate per via endoperitoneale con 1,5 x 106parassiti pro capi- 
te. I quantitativi di farmaco usati per la ricerca della dose terapeutica effi- - 
tace e soministrati per endoperitoneo, sotto forma di soluzione iniettabile, 



sono stati di 0,5; 1; 2; 4; 8 mg/Kg per la Gentamicina per 5 gruppi di 10 ani- 
mali di ceppo LondraK173 e 12 e 16 mg/Kg per i 2 gruppi di 10 animali infettati 
con i l  ceppo R0maGB67 di 4; 8; 16. 32 mg/Kg per la Sisomicina, sperimentata so- 
lo su 4 gruppi di 10 animali infettati con i l  ceppo più virulento. I1 criterio 
di valutazione dell'efficacia dei farmaci si basato principalmente sulla loro 
capacita di abbassare la parassitemia, di ridurre i l  numero di schizonti, di 
consentire l'osservazione di forme degenerate (F.D.) e di prolungare la soprav- 
vivenza. Per la ricerca specifica della dose terapeutica efficace D.T.E. si 
utilizzato i l  test di Hawking o del 2%. Esso consente di considerare efficace 
la dose capace di ridurre al 5" giorno dalla inoculazione e dopo 4 giorni di 
soministrazione, a partire dal giorno della infezione, la parassitemia del 98% 
o più rispetto ai controlli, consentendo un residuo parassitemico del 2% o me- 
no (% di parassitemia redisua P.R.). 

Risultati 

I risultati ottenuti (Tabella 1) con la Gentamicina per i l  ceppo LondraK173 
dimostrano che i l  farmaco somninistrato per via endoperitoneale in due emidosi 
giornaliere, e un buon schizonticida gia alla dose di 1 mg/Kg (1,2 t 0,3% di 
schizonti residui al 5" giorno rispetto al 18,7 t 2,8% dei control1i)e che la 
dose terapeutica efficace corrisponde a 8 mg/Kg con i l  100% di F.D. Per i l  cep- 
po RomaGB67 il farmaco 6 un buon schizonticida al la dose di 12 mg/Kg (7,3 t 5,5% 
di schizonti residui rispetto al 61,8 t 0,59% dei controlli, valore questTulti- 
mo sensibilmente più elevato al 5" gTorno di quello dei precedenti controlli 
trattandosi del ceppo più virulento). La dose di 16 mg/Kg (con i l  77,6 t 7% di 
F.D. )risulta essere efficace per i l  test. E' importante segnalare c h e l a  so- 
spensione della somninistrazione (non si tratta di una cura radicale) consente 

Tabella 1. - Variabili parassitologiche e Test di Hawking per lo studio della 
risposta alla Gentamicina e Sisomicina di due ceppi di P. berghei nei topi 
(riferite alle sole dosi significative). 

Dosi % Paras. % Schizonti %FD Exi tus Morti Guariti Test 
mglkg i+e.s. N/10 N110 %PR 

GENTAMICINA LONDRA 
O CONTR. 4,822,l 18,7+2,8 O 21,722,3 10 O - 
O ,5x2 l , 0 , 3  l O ,  36,2+2 ,3 21,5+2,1 10 O 22,9 
4 x2 0,10,03 O,O+O,O l00 70,O i9,2El,2 3 7 2,ODTE 

GENTAM~CINA ROMA 
O CONTR.85,9 +0,61 61.8 +0,59 O 5,25+0,25 10 O - 
6 x2 3,15+0,5 7.3 T0,55 62,323,2 9,O T o,~ 10 O 3.6 
8 x2 1,15E0,5 2,85x0,25 77,620,7 14,2570,4 - 8 2 1.3DTE 

SISOMICINA ROMA 
O C O N T R . ~ ~ , ~  3 , 5 8  61,5 5 , 3 5  O 5,75+0,47 10 O - 
8 x2 5 +0,2 8,35+0,5 58,526,8 10,5 TO,9 9 1 5,8 
16x2 i,15T0,5 - 2,6 :0,35 77,121,55 13,5 z0,64 5 5 1,3DTE 



di ottenere, dopo un numero variabile di giorni, i l  75% e i l  50% di casi di 
guarigione alle due dosi efficaci trovate per i due ceppi. Queste dosi sono 
inoltre molto lontane dalle DL50 e DL1 O per i l  topo (430 e 860 mg/Kg) ed i l  P. tempo di sopravvivenza si allunga signi rcativamente passando per i due ceppi 
da 21,7 t 2,3 a 29,2 t 1,2 giorni e da 5,25 + 0,25 a 14,25 + 0,4 rispettivamen- 
te. La Gsposta ottenuta con la Sisomicina Tsaggiata come accennato solo su i l  
ceppo più virulento) P stata meno sensibile. Anche per questo farmaco si P os- 
servato un discreto potere schizonticida, ma che inizia ad essere significati- 
vo alla dose di 16 mg/Kg (8,35 t 0,5% di schizonti residui rispetto ai control- 
l i  61,5 t 1,35%) e con i l  58,5-t 6,85 di F.D. La dose terapeutica efficace ri- 
sulta essere di 32 mg/Kg ( i l  doPpio di quella osservata per la Gentamicina) e 
con un residuo di schizonti comunque basso (2,6 t 0,35) ed elevata presenza di 
forme degenerate (77,l t 1,55%). La percentuale-di guarigioni Ì? del 50% e la 
media del tempo di sopravvvenza passa da 5,75 t 0,47 a 13,5 t 0,64. La dose ef- 
ficace, pur essendo relativamente elevata, e ancora lontana dalle DL50 e DLlO0 
(62,5 e 125 mg/Kg). Nella Tabella 1 sono riportati, per le variabili parassito- 
logiche considerate e per i l  Test di Hawking, solo i risultati ottenuti per le 
dosi ad azione significativa o terapeuticamente efficaci. 

Discussione 

Da quanto riferito possiamo considerare i due farmaci saggiati, special- 
mente la Gentamicina, come terapeuticamente attivi sulla malaria sperimentale 
dei topi, ma sulla base di questi primi esperimenti orientativi su di un cam- 
pione non particolarmente ampio e senza i l  suffragio di sitematiche prove in 
vitro, l'adozione di essi in medicina umana come terapie alternative nei casi 
di farmaco resistenza, non può ancora essere effettuata. 
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PROVE DI IMMUNITA' CROCIATA IN TRE CEPPI DI PLASMODIUM BERGHEI A DIFFERENTE VI- 
RULENZA IN MUS MUSCULUS GUARITI DALLA INFEZIONE MEDIANTE STRESS TERMICO (+3s0C) 

L. Galli-Mandarini e E. Brambilla 

Dipartimento di Biologia Animale, Universith di Pavia, Pavia 

Riassunto. - Su tre ceppi di Plasmodium krghei a differenti caratteristiche 
di virulenza, sono state effettuate prove di i m n i t h  crociata mediante inocu- 
lazione in topi guariti dai rispettivi attacchi primari dopo esposizione a 
+35"C. I risultati non consentono di considerare i tre ceppi antigenicamente 
diversi. 

Sumnary (Cross imnunity in three strains of different virulent Plasmodium ber- 
ghei in mice recovered by thermic stress (t35OC) exposition). - In this work 
the imnunological behaviour in three strains of different virulent P. berghei 
are studied. Cross imnunity proof have demonstred that antigenical structure 
of strains is probably similar. 

Introduzione 

L'osservazione di sensibili differenze morfologiche, parassitologiche e 
cliniche di tre ceppi di Plasmodium berghei a diverse caratteristiche di viru- 
lenza, acquisite nel corso di una selezione di circa 15 anni (1, 2, 3)  ci hanno 
indotto nel sospetto che queste differenze potessero mascherare più profonde 
diversificazioni a livello antigenico e presumibilmente tassonomico. Per valu- 
tare queste eventuali diversif icazioni, sono necessarie preliminarmente prove 
biologiche indirette d'imnita crociata e successivamente analisi biochimiche 
a livello di imnunoelettroforesi e/o immunof luorescenza. 
Nel presente lavoro P stata affrontata la prima parte della sperimentazione. 
I ceppi di parassiti da noi studiati, sono tutti letali per il topo ed in teo- 
ria non utilizzabili per il tipo di ricerca sopra menzionata, ma l'esposizione 
degli animali infetti ad una temperatura ambientale elevata (+3s0C), per tutta 
la durata dell'infezione, consente la guarigione di un'alta percentuale (80%) 
di animali nei quali si instaura uno stato di inunith "sterile" (in assenza 
di par'assiti), e duratura che si manifesta o con completa refrattarieta alla 
2- inoculazione o con l'instaurarsi di una infezione blanda a basse % di paras- 
sitismo, di breve durata e che si conclude con la guarigione ( 4 ) .  



Materiali e Metodi 

I ceppi utilizzati nella ricerca, disposti in ordine crescente di virulen- 
za: P a ~ i a ~ ~ ~ g ,  LondraKI63 e Roma ,367 che presentano tempi di sopravvivenza, 
rispettivamente di X20 + e.s. = 26,3 t 1,2; 19,8 + 1,3; 5,6 t 1,9 ed una sotto- 
specie di P.berghei ( ~ k m o d i u m  berghei Killicki) con una letalità per i l  topo 
del 50%, usata come controllo. La metodica imnunologica adottata 6 stata la 
seguente: 1) selezione di animali con crisi parassitolitica e guarigione o in- 
dotta dallo stress termico per i tre ceppi letali o spontanea per la sottospe- 
cie; 2) accertamento della guarigione completa (sterile in assenza di parassi- 
ti ). Questo accertamento si .$ effettuato mediante i l seguente sistema seletti- 
vo: a) subinoculazione del sangue degli animali di cui al punto 1 (donatori) 
in 3 animali sani (accettori) per ogni soggetto; b )  selezione dei donatori la 
cui subinoculazione negli accettori ha dato esito negativo; C) splenectomia 
chimica dei donatori negativi mediante somministrazione di 0,5 g/Kg di etil- 
palmitato per via endovenosa (5) allo scopo di svelare, in questi individui, 
un'eventuale infezione latente con parassitemia al di sotto della reperibilita 
microscopica in quanto imnunodepressa dalla presenza della milza con meccanismo 
linfomacrofagico e biochimico; d) selezione degli animali splenectomizzati che 
non hanno presentato ricadute successivamente al blocco splenico; e) reinfezio- 
ne di questi animali clinicamente guariti e privi di parassiti con i l  ceppo di 
P.berghei omologo; con quelli eterologi e con la sottospecie per l'accertamen- 
to dello stato d'imminità crociata. 

Risultati 

I risultati ottenuti (Tabella 1 )  nelle combinazioni sperimentali hanno 
consentito di osservare la presenza di immunita alla 2- infezione con casi di 
totale refrattarieta o di malattia ad andamento benigno, di breve durata e con 
bassa % di parassitismo. 

Tabella 1. - Comportamento i m n i t a r i o  crociato di 3 ceppi di P.berghei e della 
sottospecie P.b.Killicki in topi guariti dall'attacco primario provocato 
dal ceppo di P. berghei L ~ n d r a ~ ~ ~ ~ ( d a t i  relativi ad una sol a combinazione). 

Ceppi Incub. % Paras. Recettivi Exitus Giorno negatività 
Max N/l0 microscopica 

Controlli 1,8 + 0,6 85,3 t 2,5 1 O 19,8 t 1,3 - 
Londra 1,5 7 0,8 10,6 T 1,2 4 gua% t i 12,3 + 1,6 
Pavia l 0,O 4,8 T 0,3 2 guariti 9,5 T 1,9 
Roma 1,5 T 0,4 20,5 T 4,2 6 guariti 17,Z T 2,l 
P.b.Killicki 4,4 T - 1,6 64,3 7 0,7 5 27,3 + 4,l 35,6 T 2,l - - - 

Per tali caratteristiche dello sviluppo della 2- infezione 6 sempre stata p@+ 



1 sibile una correlazione diretta con le caratteristiche 
I inoculato. Cost ad esempio i 10 animali guariti dalla 
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ceppo LondraK173 reinoculati con i l  ceppo omologo, hanno mostrato 6 casi di non 1 recettivita e 4 infezioni caratterizzate da un periodo di incubazione medio di 
1,5 + 0,8 giorni; % di parassitismo massimo di 10,6 + 1,2 al 7" giorno dalla 
rein&lazione; durata della positivita di 10,5 + 2,3 giorni; negativita all'e- 
same microscopico al 12,3 t 1,6 giorni e success?va guarigione clinica. La rei- 
noculazione di altri 10 animali con i l  ceppo eterologo PaviagGG9 ha consentito 
l'osservazione di 8 casi di non recettivita e 2 infezioni con incubazione d i  
1 giorno, % di parassitismo massimo di 4,8 + 0.3%. durata della positivita di 
8 giorni e negatività all'esame microscopic~ raggiunta al 9,5 + 1,9 giorni e 
successiva guarigione degli esemplari. Infine la reinoculazione con i l  ceppo 
più virulento ha fatto registrare 4 casi di non recettivita e 6 infe- 
zioni caratterizzate da 1,5 + 0,4 giorni d'incubazione, % massima di parassite- 
mia di 20,s + 4,2 al 2" durata della positivitti di 15,5 + 1,8 giorni 
e negativitaraggiunta al 17,2 + 2,l giorni con successiva di tutti 
gli animali. Per contro la rein~culazione degli stessi 3 ceppi in animali gua- 
riti dalla infezione con P.berghei Killicki ha permesso la osservazione di an- 
damenti parassitologici propri dei ceppi usati e simili a quelli osservati nei 
gruppi di contro1 lo. 

Discussione 

I1 complesso dei risultati ottenuti nella presente ricerca consente di 
considerare i tre ceppi analizzati, appartenenti alla medesima specie e senza 
differenziazioni di tipo antigenico. L'acquisizione di questo dato ci sembra 
importante ed utile soprattutto ai fini sperimentali, consentendo, nell'ambito 
della stessa specie, una più ampia duttilita parassitologica sia per l'inseri- 
mento di variabili tra loro comparabili sia come ricerca di base per studi im- 
munochimici di animali guariti mediante stress termico. 
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ASPETTI ULTRASTRUTTURALI DELLA CRIPTOSPORIDIOSI NATURALE DEGLI OVINI 
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Parassitarie degli Animali Domestici, Università di Sassari. Sassari. 

Riassunto. - Gli AA. descrivono i risultati di una indagine ultrastrutturale 
sulla criptosporidiosi naturale degli ovini. 

Summary (Ultrastructural aspects of the natural sheep-cryptosporidiosis). - The 
AA. describe the results of an ultrasctructural research on the natural 
sheep-cryptosporidiosis. 

Premessa e scopi della ricerca 

La criptosporidiosi è un'infezione causata dal protozoo Cryptosporidium. 
appartenente alla famiglia Cryptosporididae, sott'ordine Eimeriorinae, ordine 
Eucoccidioridae, classe Sporoasidae. Di tale protozoo sono state recentemente 
(Levine. 1984) identificate almeno 4 specie (C. nasorum, C. crotali, C. melea- 
gridis, C. muris) che parassitano numerose specie animali, con possibilita di 
trasmissione della malattia da una all'altra di queste. 

I criptosporidi sono considerati per lo più parassiti a sede intestinale 
extracellulare ma sono stati evidenziati anche nella borsa di Fabrizio. nella 
cloaca, nel sacco congiuntivale e nelle prime vie respiratorie (cavità nasali. 
trachea, bronchi) di alcuni volatili, nello stomaco e nei dotti biliari e 
pancreatici di puledri ed infine nello stomaco di serpenti. 

La Criptosporidiosi offre ancor oggi ampia materia di studio soprattutto 
per la diversa gravità con la quale si manifesta nei vari animali che colpisce. 
Ratti. topi e cavie subiscono, ad esempio, una infezione del tutto asintomati- 
ca; i ruminanti invece, e lo stesso uomo, specie se in giovanissima età, 
patiscono seri danni e possono addirittura andare incontro a morte. La malattia 
può comunque svilupparsi anche in individui adulti. in particolare quando siano 
privi di particolari difese imnitarie. La possibilità di trasmissione della 
Criptospirodiosi dagli animali all'uomo e da questo ad altri animali fa si che 
essa possa a tutto diritto essere considerata una zoonosi o antropozoonosi. 

Molto si è discusso comunque sul reale potere patogeno dei criptosporidi 
nella specie animale di allevamento in quanto, in certi casi. l'infezione 
decorreva contemporaneamente a quella causata da altri enteropatogeni (virus. 
batteri). Non si era dunque sicuri che la sintomatologia e le stesse lesioni 
anatomo-patologiche di volta in volta osservate fossero causate dal protozoo. 
Studi recenti hanno però chiarito che i criptosporidi hanno un ruolo di primo 
piano nel determinismo delle diarree neonatali di varie specie animali, soprat- 
tutto domestiche allevate intensivamente. 

In Italia la Criptosporidiosi era stata da tempo segnalata in alcune 
specie di volatili, nel bovino e nel bufalo. In occasione del 38' Convegno 
S.I.S. VET. (Rimini, 12/15 settembre 1984) abbiamo avuto occasione di descrive- 
re la malattia nell'ovino, con particolare riguardo ai suoi aspetti clinici ed 



anatomo-patologici. L'infezione, caratterizzata da particolare gravità. si era 
sviluppata in un gregge di oltre 600 capi nel quale. su 500 agnelli ben 125 
risultavano infettati da Cryptosporidium. 

Dall'abbondante materiale esaminato è stato possibile allestire dei 
preparati per la microscopia elettronica a trasmissione ed in questa nota 
intendiamo appunto riferire su quanto è scaturito dall'indagine ultrastruttura- 
le. In particolare si è cercato di studiare le varie fasi di sviluppo del 
parassita, il tipo di rapporto che questo contrae con l'enterocita e. segnata- 
mente, se il parassita sia rivestito della membrana protoplastica cellulare e 
sia dunque da considerare o meno a sede extracellulare. Abbiamo cercato inoltre 

I 
di valutare il grado di danneggiamento subito dalle ultrastrutture cellulari 
nel corso della malattia. 

Risultati 

Con l'osservazione al M.E.T. era possibile evidenziare nei dettagli 
la morfologia del parassita. I trofozoiti si presentavano come grosse cellule 
uninucleate, con citoplasma fortemente elettrondenso. nei primi momenti dello 
sviluppo. Evidenti erano anche le forme di passaggio da trofozoita a schizonte. 

l 
riconoscibili per la presenza di 8 nuclei periferici. Gli schizonti maturi, 
oltre che per le maggiori dimensioni. si riconoscevano per la presenza al.10~0 
interno di 8 merozoiti nudi. Degli elementi sessuati era possibile evidenziare 
solo i macrogametociti. infarciti di abbondanti granuli di polisaccaridi e 1 
liquidi e, nelle forme più evolute, prowisti di un complesso reticolo endopla- 
etico. Le oocisti, con all'intemo 4 merozoiti, erano presenti soprattutto nel 
lume intestinale ma talvolta le si notava ancora aderenti all'enterocita. 

Tutte le forme di sviluppo di Cryptosporidium aderivano alla mucosa 
attraverso una ben rilevabile "area di fusione" particolarmente elettrondensa. l 
In molti casi era anche apprezzabile tra parassita e superficie dell'enterocita I 

una sorta di vacuo10 contenente strutture membranose e che. secondo alcuni M.. 
sarebbe da identificare come un "organello di nutrizione". 

I parassiti, in particolare gli schizonti, i macrogametociti e le oocisti. 
risultavano poi costantemente awolti da una membrana caratterizzata da notevo- 
le somiglianza di struttura con la membrana protoplastica dell'enterocita. 
Entrambe infatti mostravano due bande elettrondense. Non solo,. ma in taluni 
casi sembrava potersi notare un'evaginazione della membrana cellulare che si 
protendeva ad awolgere il parassita. 

Sulla superficie della mucosa si poteva apprezzare lo scompagiwento dei 
microvilli e, in molte cellule, addirittura la loro completa scomparsa. 

Lo stato di sofferenza degli enterociti infetti era manifestato dalle 
alterazioni a carico delle varie componenti ultrastrutturali. Erano infatti 
evidenti: mitocondri di tipo "condensato", di forma rotondeggiante, piccole 
dimensioni e con creste scarsamente pronunciate; numerosi vacuoli di probabile 
origine endoplasmico rugosa; particolare abbondanza di lisosomi; grosse masse 
di eterocromatina addossate alla membrana nucleare. 

Le cellule maggiormente danneggiate ed in via di desquamazione, oltre alla 
totale perdita dei microvilli. mostravano estesi processi autolitici. 

Conclusioni 

Da quanto osservato al M.E.T. ci sembra di poter affermare che. a partire 
da un certo stadio di sviluppo, i criptosporidi risultavano essere awolti 
dalla membrana protoplastica dell'enterocita. Dunque il parassita potrebbe 
essere considerato anche a sede intracellulare; ciononostante la sua colloca- 
zione fisica (tutto sporgente verso il lume intestinale) lo differenzia netta- 
mente dagli altri coccidi che si sviluppano all'intemo del citoplasma cellula- 
re. 



Resta il fatto che la natura del rapporto ospite-parassita non può non 
compromettere quelle che sono le più importanti funzioni della membrana del- 
l'enterocita, in particolare la regolazione della pressione osmotica fra 
ambiente extra ed intracellulare. Con questo presupposto possono quindi venire 
giustificati tutti i danneggiamenti subiti dalle ultrastrutture cellulari. 

Lo sfmttamento del metabolismo cellulare da parte del parassita e l'alte- 
razione della membrana dell'enterocita, accompagnata o meno dalla scomparsa dei 
microvilli. sono dunque da indicare come i meccanismi patogenetici responsabili 
della grave sintomatologia e delle cospicue lesioni rilevabili nel corso della 
Criptosporidiosi ovina. 
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Nella prima colonna sono riportate le misure dell'esemplare di Le Roux 
e Biocca, nella seconda le misure minima e massima degli esemplari di Lipparoni 
e nella terza le misure minime e massime da noi riscontrate su 40 esemplari 
fissati in formalina salata al 2%; tra parentesi sono indicati i valori medi. 

I1 maschio presenta spiculi uguali e sottili, gubernaculum angolare dila- 
tato nella meta distale; la borsa caudals è relativamente piccola con lobi la- 
terali corti, la costa dorsale lunga circa 130 micron e divisa distalmente in 
tre rami tridigitati; le coste esterno-dorsali si distaccano dalla parte.pros- 
simale della dorsale, le coste laterali sono corte e originano da un lungo 
tronco comune, le coste dorsali decorrono parallele fino al margine della borsa; 
il cono genitale è prominente. 

Nella femnina la vulva è situata al limite tra terzo medio e terzo poste- 
riore del corpo, la coda è conica e terminante a punta; le uova a guscio sotti- 
le, quelle in prossimith dell'apertura vaginale con inizio di segmentazione. 

Discussione 

Nonostante la notevole letteratura consultata non abbiamo reperito che 
un'unica segnalazione di ancilostomi nella lince africana (Lynx caracal) e pre- 
cisamente quella di Lipparoni su A.iperodontatum. 

In base alle nostre indagini possiamo affermare che la lince è un ospite 
specifico per A.iperodontatum e limitatamente al numero degli animali esaminati, 
l'unico rappresentante della famiglia Ancylostomatidae da noi osservato in que- 
sta specie animale. 
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RISPOSTA IMMITNE DEL TOPO NELLA INFESTAZIONE CON HYMENOUPIS NANA: ANDAMENTO DEL - 
LE MAST-CELLS INTESTINALI 

G. Bortoletti, M. Conchedda, F. Gabriele, O. Limongelli & C .  Palmas 

Istituto di Parassitologia, Facoltà di Medicina, Università di Cagliari 

Riassunto. - Vengono riportati i dati relativi all'incremento del numero delle 
mast-cells a livello intestinale, durante una prima infestazione di topi C3H con 
circa 100 uova di H. m. 

Summary. - Relationship between a primary H. n m  egg-infgction (100 eggs) and 
mast-ce11 responce in C3H mice is reported. 

Introduzione 

Nel sistema parassita-ospite Hymenozepis m / t o p o ,  una prima infestazione 
ottenuta mediante l'ingestione di uova, a differenza di quella sostenuta da soli 
cisticercoidi, induce una rapida e forte risposta protettiva conseguente allo 
sviluppo degli embrioni esacanti all'interno dei villi intestinali. Si ha in pra .- 
tica una risposta immune sia cellulare che umorale (l) che, pur consentendo al 
parassita di raggiungere la maturità e di riprodursi, è in grado di determinare 
la sua eliminazione in un tempo più o meno lungo (self-cure dell'ospite), varia - 
bile in relazione al tipo di ospite murino che si considera (2). E' noto inoltre 
che l'intestino di animali massivamente infestati, ad es. con più di 50 parassi - 
ti, si presenta macroscopicamente infiammato. Per verificare anche in questo mo - 
dello sperimentale come il fenomeno dell'infiamazione rappresenti uno degli a - 
spetti importanti della risposta immune e per evidenziare il ruolo svolto dalle 
singole popolazioni cellulari nel complesso meccanismo di espulsione dei parassi 
ti dall'intestino, sonostati studiati alcuni aspetti dei cambiamenti che si mani - 
festano durante una prima infestazione, facendo particolare riferimento al para - 
metro istologico relativo al numero delle mast-cells presenti nello spessore del - 
la mucosa intestinale nei diversi momenti dell'infestazione. 

Materiali e Metodi 

Gruppi di 5 topi femmine C3H/Rl/CNE di 6-8 settimane, mantenute in laborato 
rio ed infestati con circa 100 uova di H. nana, secondo tecniche ampiamente spe - 
rimentate (2), sonostati sacrificati 5,10,15,20 e 25 giorni dopo l'infestazione. 
Dall'intestino tenue, rapidamente rimosso, ed in particolare da tre precise zone 



corrispondenti alla parte prossimale, intermedia e distale, venivano prelevati 
tre frammenti di circa 1 cm di lunghezza; questi, aperti longitudinalmente e ste - 
si su carta da filtro, venivano fissatiper3-6 ore in fissativo di Carnoy, inclu - 
si inparaffina e sezionati in fettine di 10 um. La colorazione delle sezioni con 
Alcian blue e Safranina, evidenziando selettivamente i granuli delle mast-cells, 
ne permetteva laloro conta, effettuata considerando 10 unità di villo (U.V.) per 
ogni segmento osservato. 

Risultati 

Nel modello sperimentale HymenoZepis nana/topi C3H. utilizzato in questa in - 
dagine, il numero dei vermi adulti che si sviluppano nell'intestino in seguito ad 
una infestazione con circa 100 uova del parassita, corrisponde mediamente al 45% 
della carica infestante u t i l i z z a t a . i n p a r t i c o l a r e  i parassiti riescono a raggiun - 
gere la maturità sessuale, a riprodursi, ma, in relazione alla risposta inunune 
dell'ospite, giàapartire dal 14' giorno dopo l'infestazione (p.i.), iniziano ad 
essere eliminati: gradualmente, tra la 15' e 30' giornata p.i., la loropresenza 
si riduce a pochi esemplari, mentre generalmente il completamento della "self-cu 
re" dell'ospite awiene circa 40 gioni p.i.. 

Un esame istologico della parete dell'intestino, effettuato durante lo svol - 
gersi delle diverse fasi di questo processo, permette di evidenziare in questa 
reazione dell'ospite, il coinvolgimento della popolazione delle mast-cells. Tali 
cellule, infatti, quandopresenti, sono nettamente distinguibili rispetto alle al - 
tre per l'intensa colorazione dei loro granuli e, in tutti i campioni osservati, 
appaiono dislocate prevalentemente nello spessore della mucosa e sottomucosa del - 
la parete intestinale e più raramente nella lamina propria dei villi. In partico - 
lare, mentreilloro numero appare notevolmente esiguo, del tutto simile a quanto 
riscontrato nei campioni di controllo, dopo 5 giorni dall'infestazione, dalla 10' 
giornatap.i.inpoisi osserva invece un graduale incremento che raggiunge il suo 
valore massimo 20 giorni p.i.; nei successivi cinque giorni la presenza delle ce1 - 
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Fig. 1 - Confronto tra la curva di eliminazione di H. nm2a e l'incremento delle 
mast-cells nell'intestino di topi C3H. infestati con circa 100 uova. 
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lule diminuisce, riportandosi intorno ai valori rilevati 10 giorni p.i.,peraltro 
in modo ancora significativamentedifferenterispettoaquelli dei controlli (Fig. 
1). L'incremento del numero delle mast-cells awiene in maniera sincrona e senza 
sostanziali differenzeintutti e tre i tratti dell'intestino studiati, dimostran 
do come tutto l'organo sia coinvolto in questo processo, peraltro in modo concoz 
de conil quadro della diffusa infiammazione, evidente macroscopicamente anche su - 
bito dopo il sacrificio degli animali. 

Discussione 

I1 processo di eliminazione di H. nrma dall'intestino dell'ospite definiti - 
vo è determinato dall'attuazionedidiversi e complessi meccanismi della risposta 
inmnine dell'ospite, in grado tra l'altrodiprovocare in tale organo drastici c m  - 
biamenti di natura fisico-chimica, che si evidenziano anche macroscopicamente as 
traverso una vasta infiannnazione ed una forte produzione di muco; questi mutamen - 
ti, durante la fase di sviluppo dei cisticercoidi all'interno dei villi, interes - 
sano solo la prima parte dell'intestino tenue, mentre si estendono all'intero or - 
gano durante la successiva fase di sviluppo enterale. 

I1 fenomeno dell'attivazione delle mast-cells e il loro richiamo nello spes - 
sore della mucosa e sottomucosa intestinale, maggiormente evidente proprio dura5 
te la fase espulsivadeiparassiti, rappresenta in questo quadro uno dei numerosi 
parametri che concorronoamodulare tale processo. L'importanza della loro presen - 
za viene confermata anche in altri modelli sperimentali dal manifestarsi di feno - 
meni concomitanti al loro incremento; ne sono un esempio l'aumento dell'attivith 
degli eosinofili, richiamati in seguito al rilascio di fattori chemiotattici, e, 
analogamente. l'attivazione, sempre mediante il rilascio di mediatori chimici, 
delle "gobblet-cells", presenti nell'epitelio intestinale e secernenti muco (3). 
Quest'ultimo dato conferma tra l'altro l'importanza della presenza delle mast- 
cells per lungo tempo (più di 20 giorni) nei siti interessati: il muco infatti 
sembra svolgere un ruolo molto importante nel blocco dello sviluppoenella espul - 
sione dei parassiti, ma la sua azione si esplicherebbe secondo un lento processo 
e pertanto in tempi relativamente lunghi. 
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