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KUOLO DEI LINFONODI MESENTERICI E DELLA MILZA NELLE INFESTAZIONI CON HYMENOLE- 
I'IS NANA NEL TOPO -- 

F .  Gabriele, C. Palmas, M. Conchedda 6 G. Bortoletti 

Istituto di Parassitologia (Fac. di Medicina), Università di Cagliari, Cagliari 

Riassunto. - Linfoblasti mesenterici di donatori sani si accumulano selettiva- 
mente nei linfonodi mesenterici di topi C57 B1/6N infestati con uova di H.nana, 
suggerendo la presenza di un effetto trappola. L'accumulo si riscontra già in 
topi infestati da solo 8h e il fenomeno persiste almeno. fino a 9 giorni dalloin 
festazione. L'effetto trappola sembra cessare dopo l'espulsione dei parassiti, 
dato che le cellule di memoria, linfociti T, sono presenti in ugual numero sia 
nei linfonodi mesenterici che nella milza. 

Summary (Mesenteric lymph node and spleen in imminity to Hymenolepis nana: as- 
sessment of cell-trapping). - Mesenteric lymph node cells (MLNC) taken from un- 
infected donors, labelled with 51~r, showed an increased accumulation in MLN 
of,C57 Bl16N mice infected with H.nana eggs. The leve1 of activity in the MLN 
increased even 8hr after infection and the phenomenon was consistant ti11 day 9 
after infection. Trapping effect disappear after parasite expulsion. 

Introduzione 

Benché gi& da qualche tempo sia noto che la memoria innnunologica e la mi- 
grazione dei linfoblasti mesenterici giochino un ruolo essenziale nella rispo- 
sta inununitaria contro gli elminti gastrointestinali (per es. 1. 2 ) .  poco a sta - 
to chiarito per quanto riguarda il ruolo della milza e dei linfonodi mesenteri- 
ci in questi fenomeni. Nel modello sperimentale Hymenolepis nanaltopo preceden- 
ti lavori hanno dimostrato che la risposta immune si instaura molto precocemen- 
te (3) e che l'espulsione del parassita dall'intestino è mediata dai linfobla- 
sti (4). Si è pensato quindi di usare questo modello per studiare la migrazione 
dei linfoblasti e la dislocazione delle cellule portatrici di memoria. 

Materiali e verodi 

Sono stati i~sati topi femine di 12 settimane di età del ceppo C57 B116N. 
Ogni gruppo sperimentale era costituito da 5 topi. 11 ceppo di H.nana, i metodi 
di infestazione e di raccolta dei parassiti sono stati gia descritti ( 3 ) .  Le so - 
spensioni di cellule dai linfonodi mesenterici (CLM) e dalla milza (CLS) sono 



Tabella 1.- Localizzazione di CLM normali marcati con "Cr in topi infestati 
con 100 uova di H.nana da diversi periodi di tempo (media della percentuale del - 
la radioattività ritrovata rispetto alla dose iniettata + E.S.). - 
Organo Non infestati Infestati 3 Infestati 6 Infestati 9 

giorni prima giorni prima giorni prima 

Linfonodi 
rnesenterici 8,48+1,18 

T 16,65+1,45 - 12,90+1,50 - 14,99+1,69 - 
Milza 20,63+2,84 - 17,88+1,57 T 16,67+2,60 - 16,80+1,09 

Non infestati Infestati 8 Infestati 24 Infestati 48 
ore prima ore prima ore prima 

Linf onodi 
mesenterici 4,85+1 ,O8 - 8,75+0,90 - 9,70+0,50 - 9,00+1 - ,O3 
Milza 10,00+1,07 - 10,03+1,40 - 12,50+1,10 11,09+2,42 - 

state preparate secondo i metodi standard (5). I linfoblasti sono stati marcati 
con cr51 secondo una metodica già nota (6). La quantità di radioattività è sta- 
ta espressa come percentuale della dose iniettata. 

Risultati 

Topi recipienti hanno ricevuto 3x10~ CLM marcate con cr51 da topi donatori 
non infestati 3, 6 e 9 giorni dopo essere stati infestati con 100 uova di H.na- - 
na. 24 h dopo il trasferimento di cellule tutti i topi, insieme con i controlli - 
iniettati ma non infestati, venivano uccisi e i linfonodi mesenterici e la mil- 
za erano rimossi e contati per la radioattività. Solo i linfonodi mesenterici 
mostravano un aumento significativo di radioattività dovuto ad un accumulo di 
CLM marcate (Tab. 1). Per verificare il punto di inizio del fenomeno, l'esperi- 
mento è stato ripetuto con topi infestati da 8, 24 e 48 h. Anche in questo caso 
solo i linfonodi mesenterici mostravano un accumulo di linfoblasti marcati. Per 
verificare se i linfonodi mesenterici mantenessero questa funzione anche come 
sede della memoria immunitaria, 5x10~ cellule prelevate dai linionodi mesenteri - 
ci e dalla milza di topi infestati 30 giorni prima e ormai privi dei parassiti, 
venivano trasferite in topi recipienti infestati lo stesso giorno. I risultati 
dimostravano (Tab. 2) che cellule non separate sia dei linfonodi mesenterici 
che della milza non avevano alcun effetto sull'espulsione del parassita, mentre 
lo stesso numero di cellule costituito dalla sola frazione T arricchita accele- 
rava in modo significativo l'espulsione. 

Discussione 

I risultati di questo lavoro dimostrano che linfoblasti prelevati da topi 
donatori sani si accumulano selettivamente nei linfonodi mesenterici di topi in- 



I'abella 2.- Numero di parassiti ritrovati in topi infestati da 14 giorni con 
LO0 uova di H.nana e iniettati lo stesso giorno dell'infestazione con CLM e CLS 
prelevate da topi donatori infestati 30 giorni prima con 300 uova di H.nana. 

Gruppi Media E.S. 

Controllo - non iniettati 70,1 6,5 

7 Iniettati con 5x10 CLM non separate 64,8 794 

7 Iniettati con 5x10 CLS non separate 70.7 497 

7 Iniettati con 5x10 cellule T dei 
linfonodi mesenterici 

7 Iniettati con 5x10 cellule T 
della milza 

festati con H.nana da sole 8h e fino ad almeno 9 giorni dopo l'infestazione, 
suggerendo l'ipotesi che i linfonodi mesenterici siano particolarmente attratti- 
vi per i blasti mesenterici durante un'infestazione intestinale. Le cellule por- 
tatrici di memoria, presenti nella sola frazione T, si ritrovano invece ugual- 
mente nei linfonodi mesenterici e nella milza, awalorando l'ipotesi che anche 
in questo modello sperimentale si tratti di piccoli linfociti facenti parte del 
p001 ricircolante. - 
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INFLUENZA DEL CEPPO DELL'OSPITE NELLA RISPOSTA IMMUNE ALLE INFESTAZIONI CON 
MENIA TAENIAEFORMIS E HYMENOLEPIS NASA NEL TOPO 

M. Conchedda, S. Capra, F. Gabriele, C. Palmas, G. Bortoletti 

Istituto di Parassitologia, Università di Cagliari, via della Pineta 77 

Riassunto, - Viene studiata la diversa resistenza e suscettibilità di vari cep 
p i  di topi all'infestazione con una uova di Taenia taeniaeformis e di Hymeno- 
lepis nana e vengono analizzati alcuni parametri della risposta immune alla 
luce di una ipotizzata minore o accelerata mobilitazione dei meccanismi iuunu- 
nitari nei diversi ceppi. 

S (Host strain and immune response in Taenia taeniaeformis or Aymenolepis 
nana infection in mouse). - Different susceptibility to infection with Taenia - 
taeniaeformis or Hymenolepis nana eggs of different muse strains is studied. 
Some immunological parameters are investigated and hypothesis is proposed of a 
more rapid immune response in resistant respect to susceptible strains. 

Introduzione 

Uno dei meccanismi in gioco nella dinamica parassita/ospite è rappresenta- 
to dalle variazioni genetiche che, se da un lato offrono all'ospite una utile 
chance nel contrastare la possibile strategia di evasione del parassita, dall' 
altro possono offrire al parassita una possibilità suppletiva di elusione del 
la risposta immune. Queste variazioni infatti, possono tradursi in una ridotta 
piuttosto che in una accentuata resistenza, sicchè i bassi o non-risponditori 
favoriranno la trasmissione del parassita (1). In questo quadro nasce la necez 
sità di analizzare sia il controllo genetico di queste variazioni, sia i mec- 
canismi effettori attraverso cui queste variazioni possono essere espresse in 
ospiti geneticamente ben definiti e in agevoli modelli di laboratorio. 

Materiali e Metodi 

Sono stati utilizzati topi C3H/Rl/CNR, C57/Bl/CNR, Ibridi F (C3HxC571, 1 
Balb/cJ, Swiss, Biozzi H e Biozzi L. Gli animali sono stati infestati al gior- 
no zero con uova di Taenia taeniaeformis o di Hymenolepis nana e sacrificati, 
quando non diversamente indicato, 45 giorni dopo l'infestazione (p.i.) nelle 
infestazioni con T.taeniaeformis e 14 giorni p.i. nelle infestazioni con H. - 
nana. Per costruire la curva di elimjnazione di H. nana nei diversi ceppi, - 



gruppi di animali sono stati sacrificati 14, 18, 25, 30, 35 giorni p.i,. 

Risultati 

I topi C3H sono un ceppo suscettibile alle infestazioni con T.taeniaeformis 
poichè sviluppano invariabilmente larve fertili, i C57 sono invece resistenti, 
poichè le larve che si rinvengono sono in genere sterili e vengono lentamente 
riassorbite (2). Dato il ruolo centrale dell'immunità umorale in questo sistema 
(3), abbiamo voluto verificare se topi selezionati come alti o bassi produttori 
di anticorpi verso i globuli rossi di montone (Biozzi H e Biozzi L), mostravano 
un diverso esito dell'infestazione con T. taeniaeformis.Nei topi bassi rispondi 
tori (Biozzi L) l'attecchimento è stato quasi del 100%, in seguito ad una infe- 
stazione con 100 uwa, e tutte le larve eranQ fertili; negli alti risponditori 
(H), l'attecchimento è stato circa del 30% e il 10% erano larve sterili. 

Denchè non si possa trascurare la possibilità che meccanismi di difesa ce1 - 
lulare aspecifica (es. Xacrofagi) possano incidere in modo non irrilevante sul- 
l'esito dell'infestazione, il meccanismo centrale della risposta potrebbe esse- 
re una accelerata o ritardata produzione anticorpale. Per verificarlo si è pro- 
ceduto al trasferimento passivo in topi C3H di siero iimmine prelevato 14, 21 o 
28 gg. p.i. da topi C3H e C57. Mentre il siero dei C57 già 14 gg. p.i. è in 
grado di conferire protezione, il siero dei C3H raggiunge questa stessa effica- 
cia a 28 gg, p.i.. Nel valutare tali risultati non sipuÒ~comunque trascurare la 
possibilità che anticorpi specifici ~engano"catturati" dalla larva in rapido 
accrescimento nel ceppo suscettibile, mentre restano disponibili in maggiore 
quantità nei ceppi resistenti. E' inoltre la sottolineare che la complessita dei - 
la risposta non può totalmente essere ricondotta ad una accelerata o ritardata 
produzione anticorpale poichè altri meccanismi giocano un ruolo importante: ad 
es. il complemento, di alcune frazioni del quale i C3H paiono deficitari (31, o 
i linfociti helper, richiesti per innescare la reazione, ma non necessari nella 
fase effettrice, come dimostrato dalla gperimentazione con topi "nude", incapa- 
ci di distruggere le larve di T.taeniaeformis, ma passivamente protetti dalla 
somministrazione di siero da animali non-"nude" infestati (4). 

Per yerificare se una accelerata o ridotta velocità di risposta può essere 
in gioco in parassitosi intestinali per le quali è nota l'i~portanza di fenome- 
ni infiamanatori anticorpo e T-cellule dipendenti ( 5 ) ,  abbiamo infestato vari 
ceppi di topi con uova di H.aana e verificato la curva di eliminazione del pa- 
rassita sacrificando gruppi di animali a distanza di tempo. I parassiti vengono 
eliminati rapidamente nei topi C57 e negli ibridi C3hC57, sicchè 18 gg. p.i. 
gli animali sono praticamente liberi dai parassiti, mentre sono presenti molto 
più a lungo, almeno fino a 30 gg. p.i. nei topi C3H, che mostrano di essere an- 
che in questo sistema un ceppo suscettibile. 

La rapidità di risposta nei due ceppi (C3H e C57) è stata yalutata infesian - 
do gruppi di animali al giorno zero con 10 uova di H.nana e reinfestandoli con 
50 uova a distanza di 24, 48 o 72 ore p.i. insieme ad adeguati gruppi di contro1 - 
lo. L'interferenza tra le due infestazioni è stata valutata calcolando il rap- 
porto tra numero di parassiti rinvenuti negli animali reinfestati e numero atte - 
so, corrispondente alla somma dei parassiti nei controlli della prima e nei 
controlli della seconda infestazione, Nei topi C57 un'interferenza è verificabi 
le negli animali reinfestati già 48 ore p.i. ed è marcatissima dopo 72 ore, 















Discussione 

Sebbene l'immunità crociata tra specie diverse di elminti sia un fenomeno 
comune, spesso, come ad esempio nel fenomeno infiammatorio, si tratta di un tipo 
di risposta aspecifica. I risultati ottenuti con T. spiralis e - T. pseudospiralis 
mostrano invece che la risposta ottenuta sia in seguito ad una infestazione natu - 
rale che in seguito alla somministrazione di un antigene è di tipo specifico e 
può essere trasferita contro il parassita eterologo. L'unico dato che appare dis - 
cordante è quello relativo alla risposta blastica, particolarmente evidente nel 
ceppo di topi lenti risponditori. La lentezza della risposta può essere interpre - 
tata con una minore antigenicità della - T. pseudospiralis, anche se questa diffe - 
renza è così piccola da non essere in grado di influenzare la risposta nel ceppo 
veloce risponditore. Comunque, sebbene i dati presentati mostrino unaqualchedif - 
ferenza tra i due parassiti nella dinamica della espulsione inmnine, questa non 
appare influenzare né la cross reattività né la cross resistenza. 
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ISOLAMENTO E CARATTERIZZAZIONE DI UN ANTICORPO MONOCLONALE DIRETTO VERSO L'ANTI- 
GENE "5" DI ECHINOCOCCUS GRANL'LOSUS - - E SUO IMPIEGO NELLA DIAGNOSI SIEROLOGICA DEL - 
LA IDATIDOSI UMANA 

C. Pini, C. Afferni, G. Di Felice & G. Vicari 

Laboratorio di Immunologia, Istituto Superiore di Sanità, Roma 

Summary (Isolation and characterization of a monoclonal antibody specific for 
Echinococcus granulosus antigen 5, and its use in the serodiagnosis of human 
hydatidosis). - A monoclonal antibody specific for antigen 5 o£ the parasite 
Echinococcus granulosus has been isolated and characterized, and ha8 been used 
in the serodiagnosis of the human hydatidosis using the double diffusion £or 
"arc 5" (DD~) technique. 

L'immunodiagnosi della idatidosi umana, malattia causata dal parassita s- 
nococcus granulosus, si basa sulla valutazione degli anticorpi prodotti verso i 
due maggiori antigeni del parassita, l'antigene 5 e l'antigene B, ed in partico- 
lare di quelli specifici verso l'antigene 5. Per accrescere la sensibilità e la 
specificità delle tecniche immunodiagnostiche impiegate, un importante obbietti- 
vo da raggiungere è la preparazione di anticorpi di riferimento nella valutazio- 
ne della reattivita dei sieri dei pazienti. A tale scopo sono stati prodotti an- 
ticorpi monoclonali mediante la fusione di cellule di mieloma con cellule spl.efii. 
che provenienti da topi precedentemente immunizzati con liquido idatideo ovino 
parzialmente purificato. Tali anticorpi sono stati caratterizzati mediante dop- 
pia diffusione in gel di agar (DD), inmminoelettroforesi (IEF) e immuno-blotting. 
Un anticorpo monoclonale anti-antigene 5 è stato usato nella DD5 come anticorpo 
di riferimento insieme ai sieri umani in esame, provenienti da 35 pazienti con 
idatidosi accertata chirurgicamente. I risultati sono stati confrontati con queL 
li ottenuti con altre tecniche sierologiche in grado di evidenziare spec!ificamec 
te gli anticorpi anti-antigene 5, quali la IEF, e con tecniche meno specifiche, 
quali la DD e la emagglutinazione indiretta (IHA). L'impiego di tale anticorpo 
monoclonale nella tecnica DD5 ha permesso di rilevare anticorpi specifici per 
l'antigene 5 nel 52% dei sieri di soggetti con idatidosi provati. Tutti i sieri 
positivi in DD5 risultano inoltre positivi per l'arco 5 in IEF, indicando che le 
due tecniche non sono differenti per sensibilità (p>5X). Le percentuali di po- 
sitività più elevate ottenute con la DD e la IHA sono spiegabili con la minore 
specificità di tali tecniche. 

Risulta evidente che l'impiego di un anticorpo monoclonale specifico per 
l'antigene 5 consente di disporre di un reagente monospecifico per la DD5 senza 

ricdrrere a procedure di assorbimento di sieri di coniglio polispecifici ed evi- 
tando così la variabilità che tali tecniche comportano. 



Tabella 1. - (Sensibilits della tecnica DD5 con anticorpo monoclonale, di due 
tecniche sierologiche classiche (IHA e DD) e di una tecnica specifica per l'an- 
tigene 5 (IEF) valutata su 35 pazienti affetti da idatidosi. 

Tecnica sieri positivi 
No Z 

IHA 32 91 
DD 29 83 
IEF 20 5 7  
DD5 18 5 2 
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ANTIGENI  D I  ECHINOCOCCOSUS GRANULOSUS STIMOLANO I N  V I T R O  LA 

TRASFORMAZIONE D E I  L I N F O C I T I  D I  PAZIENTI AFFETTI DA I D A T I D O S I  

a )  L a b o r a t o r i o  d i  Immunologia, I s t i t u t o  Super io re  d i  Sanità,Roma 
b) I l - C a t t e d r a  d i  M a l a t t i e  I n f e t t i v e , U n i v e r s i t h  d i  Roma 

Riassunto  - G l i  A u t o r i  desc r i vono  l a  l o r o  esper ienza s u l l a  
s t i z z a z i o n e  l i n f o c i t a r i a  osserva ta  ponendo a  c o n t a t t o  i I 
de l  sangue p e r i f e r i c o  d i  s o g g e t t i  a f f e t t i  da i d a t i d o s i  con 
c i s t i c o  i n  t o t o  e  sue f r a z i o n i  p u r i f i c a t e  

Symmary - The Authors desc r i be  t h e i r  exper ience about t h e  I 
c y t e  b l a s t i z a t i o n  ob ta ined  w i t h  p e r i p h e r a l  b l o o d  lymphocytes o f  
s u b j e c t s  w i t h  h y d a t i d  d isease incubated u i t h  c rude h y d a t i d  f l u i d  
and some h y d a t i d  p u r i f i e d  f r a c t i o n s .  

b l a -  
n f o c i t  i 
l i q u i d o  

ympho- 

I n t r oduz ione  

La diagnos i  s i e r o l o g i c a  d e l l a  i d a t i d o s i  umana s i  basa s u l l a  
va lu taz ione  d e l l a  r i s p o s t a  a n t i c o r p a l e  verso a n t i g e n i  d i  Echinococ 
co. L 'ant igene p i ù  immunoreat t ivo e  p i ù  s p e c i f i c o  sembra essere 
I ' an t i gene  ( 5  ( o  A); a l t r i  a n t i g e n i  q u a l i  I ' an t i gene  B o  I ' a n t i g e  
ne p o l i s a c c a r i d i c o  p resen te  s i a  n e l  l i q u i d o  i d a t i d e o  che n e l l a  meE 
brana, sono meno r e a t t i v i  o  comunque d o t a t i  d i  minore s p e c i f i c i -  

t à  ( l ) .  

I l  t e s t  d e l l a  t ras fo rmaz ione  l i n f o c i t a r i a  a i  f i n i  d i  immuno- 

d iagnos i  d e l l a  i d a t i d o s i  umana è s t a t o  impiegato mo l t o  meno i n  
comparazione con i metodi s i e r o l o g i c i .  T u t t a v i a  una r e a t t i v i t à  l in 
f o c i t a r i a  verso l i q u i d o  i d a t i d e o  è s t a t a  d imos t ra ta  i n  p a z i e n t i  
d i  i d a t i d o s i  ( 2 , 3 ) .  

M a t e r i a l i  e  Metodi 

r a  I 
za to  
C i s t  
no s  
c i s t  

U t i l i z z a n d o  un t e s t  d i  t ras fo rmaz ione  l i n f o c i t a r i a ,  che misu- 
incorporaz ione  d i  t i m i d i n a  t r i z i a t a  i n  v i t r o ,  abbiamo a n a l i z -  
i 2  p a z i e n t i  a f f e t t i  da i d a t i d o s i  ( 8  con c i s t i  epa t i ca ,  2 con 
d isseminate  e  2 con c i s t i  polmonare) e  14 contralti sani.So 

a t e  u t i l i z z a t e  q u a t t r o  p repa raz ion i  an t igen iche :  i l  l i q u i d o  
co i d a t i d e o  d i  o r i g i n e  ov ina,  una f r a z i o n e  p u r i f i c a t a  p r e c i -  



p i t a t a  a  PHS,a bassa m o l a r i t h ,  da l  
I ' a n t i g e n e  5 (A) e  I ' an t i gene  B ( F r  
l i q u i d o  c i s t i c o  (Super ppt a  Ph 5 )  
d i c o  pur  

R i s u l t a t  

De i 
maz i one 
A+8, 12 

. . 
f i c a t o  d a l l a  membrana d i  C 

l i qu  
A+B 

( 4 ) ,  

i do  C i s t  i c o  e  contenente 
, l a  f r a z i o n e  res idua  d i  

ed un an t igene  p o l i s a c c a r i -  

i s t i  i d a t i d e a  (5). 

12 p a z i e n t i  t e s t a t i  12 (100%) hanno mos t ra to  una t r a s f o r -  
i n f o c i t a r i a  con i l  l i q u i d o  c i s t i c o ,  8(67%) con l a  f r a z i o n e  
100%) con l a  f r a z i o n e  Super pH 5 e  4(36%) con I ' an t i gene  ( . 

p o l i s a c c a r i d i c o  p u r i f i c a t o .  I c o n t r o l l i  san i  sono r i s u l t a t i  t u t t i  
nega t i  v  i . 
Discuss ione 

D a l l ' a n a l i s i  de i  r i s u l t a t i  s i  può n o t a r e  che per  t u t t i  i pa- 
z i e n t i  i l  t e s t  d i  t ras fo rmaz ione  l i n f o c i t a r i a  è r i s u l t a t o  p o s i t i v o  
u t i l i z z a n d o  come preparaz ione a n t i g e n i c a  i l  l i q u i d o  c i s t i c o  i n  t o t o  
analogamente a  quanto s i  v e r i f i c a  ne l  caso d e l l e  v a r i e  t e c n i c h e  s i 2  
r o l o g i c h e  i n  uso p e r  l a  va lu taz ione  de l  l a  r i s p o s t a  umorale. A d i f -  
fe renza  d i  quanto s i  r i s c o n t r a  ne l  caso d e l l a  immunità umorale, do- 
ve l a  maggiore r e a t t i v i t à  de l  paz ien te  è r i v o l t a  verso I ' a n t i g e n e  5 
(oA) contenuto  n e l l a  f r a z i o n e  pptpU5,nel caso d e l l ' i m m u n i t à  c e l l u l =  
re ,  i n  base a i  n o s t r i  r i s u l t a t i ,  l a  r i s p o s t a  è maggiormente r i v o l -  
t a  verso un an t igene  ( o  a n t i g e n i )  d i v e r s i  d a l l ' a n t i g e n e  5.  T a l i  an- 
t i g e n i  sono con tenu t i  n e l l a  f r a z i o n e  r e s i d u a  (soprana tan te )  d i  l i -  
qu ido  i d a t i d e o  dopo p r e c i p i t a z i o n e  d e g l i  a n t i g e n i  5 ( o  A )  e  B a 
pH5 e  a  bassa f o r z a  ion ica ;  ess i  non sono s t a t i  ancora i s o l a t i  e  
c a r a t t e r i z z a t i  e  comunque non sono da i d e n t i f i c a r s i  con I ' a n t i g e n e  
p o l i s a c c a r i d i c o  come d imos t ra to  d a l l a  bassa r e a t t i v i t h  d i  questo 
u l t i m o  ne l  t e s t  d i  Crasforvnazione l i n f o c i t a r i s .  
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INDAGINE SUI CASI DI IDATIDOSI UMANA OPERATI IN SARDEGNA NEL PERIODO 1974-1981 

M. Conchedda, S. Capra, F. Putzolu, G. Bortoletti, C. Palmas, F. Gabriele 

Istituto di Parassitologia, Università degli Studi, Cagliari 

Riassunto. - Vengono riferiti i primi risultati relativi ad una indagine retro 
spettiva sui casi di Idatidosi umana operati in Sardegna tra il 1974 e il 1981. 
I dati sono stati correlati alla struttura della popolazione per evidenziare 1' 
impatto delllIdatidosi come problema di salute pubblica, nelle diverse aree e 
nei diversi gruppi di popolazione. 

Sumary (Survey on hydatid disease in man in Sardinia from 1974 to 1981). - 
First results of a retrospective survey on human cases of hydatid disease sur- 
gically treated in Sardinian hospitals from 1974 to 1981 and correlation with 
structure of population are reported. 

Introduzione 

La reale prevalenza dell'idatidosi nell'uomo non può essere misurata di- 
rettamente, a causa della asintomaticità di un certo numero di casi. Si può so - 
lo stimare la diffusione della malattia, sulla base dei casi giunti alla dia- 
gnosi e all'intervento (l). Questa nota riferisce sui primi risultati ottenuti 
nel corso di un'indagine retrospettiva sui casi di Idatidosi operati in Sarde- 
gna tra il 1974 e il 1981. 

Materiali e Metodi 

I dati anagrafici e clinici relativi ai pazienti operati di Idatidosi so - 
no stati raccolti direttamente presso i centri chirurgici della Sardegna. I1 
nostro ringraziamento va ai Sanitari dei centri stessi, che consentendo la rac - 
colta dei dati hanno reso possibile questo studio. I dati sulla struttura della 
popolazione sono stati desunti dalle pubblicazioni ISTAT sul censimento genera - 
le della popolazione del 1981. 

Risultati 



I primi risultati dell'indagine evidenziano: 
a) Un'incidenza media annua di casi operati di 11.1%,,, abitanti, con una leg- 
gera prevalenza nei maschi (12 .O%.. . , contro 10.3%. ,, nelle femmine) . 
b) I1 tasso di incidenza aumenta con l'età, giacche il periodo pre-patente è 
in genere piuttosto lungo (2) e le classi più colpite risultano essere quelle 
adulte, in particolare dai 40 anni (Fig. 1). 
C) Nei giovani al di sotto dei 20 anni vi è una prevalenza delle localizzazio- 
ni polmonari rispetto alle epatiche (Fig. 1). Negli adulti è invece prevalente 
la localizzazione epatica che costituisce il 56X dei casi globalmente censiti. 
d) Tra le provincie della Sardegna la più colpita è quella di Nuoro (16.8%000), 
seguita da Sassari (13.3%.,.), Oristano (9.8%.,,) e Cagliari (7.3%...) . Si con - 
ferma che all'interno delle singole provincie il contributo più alto alla ma- 
lattia è fornito dalle zone rurali e soprattutto da quelle ad economia preva- I 

lentemente pastorale. 
e) Nella Sardegna nel suo complesso, così come nelle singole provincie è stata I 
osservata una alta diffusione dell'idatidosi in tutte le categorie professio - 
nali, ma con una forte prevalenza tra gli addetti all'agricoltura e pastorizia 
per i quali in provincia di Nuoro si è rilevata un'incidenza di 52.4%,,,addetti 
f) Analizzando l'andamento nel tempo nelle quattro provincie. utilizzando anche 
i dati di una precedente indagine riferita agli anni 1969-73 ( 3 ) ,  si può osser I - 
vare un certo calo graduale di incidenza ma la situazione mostra di essere sta - 
zionaria nella provincia più colpita (Nuoro). 
g) 11 calo osservato sembra non interessare le localizzazioni epatiche, mentre 
è a carico di quelle polmonari e in altri organi (Fig. 2). 

- TOTALE 
- - - FEGATO 
- ,  - .  POLnOHI 

I 
I 8 * 8 I I I 

W classi  8 ? 8 ,  
r h > w b w m  dieta * W W * * W o 

Fig. 1. - Incidenza media annua Z o o ,  ab. per clissi di età e localizzazione. 

- 



- - - FEGATO 
POLMONI 

- ALTRI ORGANI 

I I I I I a 
anno l I I I I I 

interv. 1969 '70 '71 '72 '73 '74 '75 '76 '77 '78 '79 '80 '81 

Fig. 2. - Casi di Idatidosi per anno di intervento e localizzazione delle cisti 

Discussione 

I1 tasso rilevato rappresenta solo una sottostima della reale diffusigne 
della parassitosi che si può stimare circa 3-4 volte più alta (4-5). Lo stato 
di endemicità della malattia, comunque evidenziato ancora una volta, nonostan 
te il lieve calo di incidenza osservato in alcuni zone, conferma la necessità 
di adottare misure ben pianificate e continue di profilassi e controllo della 
malattia. 

BIBLIOGRAFIA 

FAO/UNEP/WHO, 1981. Guidelines for surveillance, prevention and contro1 
of Echimroccosis/Hydarldosis. W, Geneva. 
BEARD, T.C. 1978. Evidence that a hydatid cyst is seldom "as old as pa- 
tient". Lancet 1 :  30-32. 
FERRETTI, G., LoRI, A., PALOMBA, R. 1977. L'echinococcosi umana in Sar- 
degna nel quinquennio 1969-1973. EpidemioI. e Prevenz. 1: 33-45. 
BO, G., MAIDA, A, MURA, R., MURESU, E. 1978. Indagine epidemiologica s+ 
la idatidosi umana in provincia di Sassari dal 1964 al 1974. Ig. Mod. 71: 
373-425. 
MURA, I., ROMANO, G., GINANNESCHI, R., P E C W ,  A. 1981. L'idatidosi urna - 
na in provincia di Sassari: indagine epidemiologica nel periodo 1975-80. 
N. Ann. Xg. Microbiol. XXXII: 159-177. 



Ann 1st. Super. Sona 
Voi. 22, N. l(1986) pp. 439-442 

RISULTATI PRELIMINARI DI UNA INDAGINE SULLA DIFFUSIONE DELL'ECHINOCOCCOSI/IDATI- 
DOSI NEL NOSTRO PAESE 

l R. Lorenzini, A. Ruggieri, R. Verticchio 

Laboratorio di Medicina Veterinaria, Istituto Superiore di Sanità - ROMA 

Riassunto. - Vengono riportati i risultati di una indagine epidemiologica condot 
ta in Italia dal 1979 al 1983 attraverso la rete informativa dei Macelli pubbliZ 
ci dei capoluoghi di provincia. I risultati evidenziano la diminuzione della ma- 
lattia nelle aree a maggior sviluppo zootecnico mentre si osserva una grave in- 
cidenza e talora una recrudescenza in alcune regioni del Centro e nelle Isole. 

Summary. - First results of an epidemiological survey carried out in one hundred 
slaughterhouses inItaly from 1979-1983 are reported. Decrease of the disease in 
some areas has to be related to zoothecnic development rather than other factors. 

Introduzione 

L'interesse che l'echinococcosi/idatidosi continua a rivestire nei vari 
campi di studio (epidemiologico, biologico, terapeutico) e l'importanza che la 
malattia da sempre ha nelle attività di Sanità Pubblica del nostro Paese, ci ha 
spinto a questo tipo di indagine. Mentre esistono varie, numerose e per certi a- 
spetti mlto particolareggiate indagini riguardanti situazioni locali (Autori 
vari citati da Arru et al., 1983), le uniche ricerche su scala nazionale sono 
state condotte attraverso la rete informativa del Ministero della Sanità, da Ci1 - 
li e Pellegrini nel 1955 e da Romboli et al. nel 1980. 

Materiali e metodi 

Con un questionario, inviato ai mattatoi dei capoluoghi di provincia del 
nostro Paese è stata condotta una indagine sul reperto di cisti idatidee nella 
specie bovina, ovi-caprina, suina ed equina dal 1979 al 1983. L'associazione del - 
ia specie ovina e caprina pur costituendo un limite alla valutazione dei dati 
nelle singole specie, è stata dettata da esigenze di elaborazione delle informa- 
zioni pervenute e dal fatto che. essendo i gruppi costituiti da ovini e caprini, 
sono soggetti alla stessa influenza eziologica seppur con le differenze gia il- 
lustrate da Biocca et al. (1958). Pur con i limiti derivanti da tale tipo di in- 
formazioni di base che potremo considerare restrittive rispetto al problema rea 
'le, noi consideriamo significativo il confronto di questi dati con i 
inoltre la ricerca costituisce una continuità con l'ultima indagine su scala na- 
zionale relativa al periodo 1968-1978 e ci ha consentito di effettuare una ana- 
lisi comparativa sull'andamento della malattia negli ultimi 30 anni. 



Risultati 

Si sono ottenute informazioni adeguate da tutte le Regioni italiane, dato 
che il 90% dei Macelli interpellati ha risposto al questionario. Le specie più 
colpite risultano nell'ordine: gli ovini ed i caprini che hanno avuto una inci- 
denza annua max. del 5,45% e min. del 4.57%; i bovini (max. 0,72%, min. 0.54%); 
i suini (max0,4%, min. 0.2%). Gli equini hanno avuto incidenza inferiore allo 
0.3%. 

Discussione 

In confronto con Pellegrini e Cilli (1955) e Romboli et al. (1980) risulta 
che, a livello nazionale, negli ultimi 30 anni, la situazione non presenta va- 
riazioni per le specie ovina e caprina, mentre per bovini, suini ed equini (qu$ 
sti ultimi non considerati da Cilli e Pellegrini) è possibile ipotizzare una Q 
nea di tendenza negativa. E' owio che occorre considerare il numero sempre cre 
scente di bovini e suini macellati nelle zone a minor diffusione della malattia; 
da qui un rapporto inverso tra l'incremento zootecnico nelle aree igienicamente 
più evolute e la diffusione della malattia. Molto diversa appare la situazione 
tra il Nord (Piemonte, Lombardia, Veneto, Friuli Venezia Giulia, Va1 d'Aosta, 
Trentino Alto Adige, Liguria, Emilia Romagna), il Centro (Toscana, Umbria, Mar- 
che, Lazio, Abruzzo, Molise), il Sud (Campania, ~asilicata, Puglia, ~alabria) e 
le Isole (Sicilia, Sardegna). Rispetto al 1955 per i bovini è confermata la di- 
minuzione del fenomeno a livello nazionale (dal 9.15% allo 0,72%) anche se nel 
Sud (1,7%) e nelle Isole (7,1%) la malattia ha ancora proporzioni molto preoc- 
cupanti. Sembra che al Sud ci sia una stabilità e nelle Isole una recrudescenza. 
Per gli ovi-caprini si osserva un decremento al Nord (6,54% nel 1955 allo 0,3% 
nel 1983) una stabilità al Centro (4,5%) ed al Sud (5%) ed addirittura un si- 
gnificativo costante aumento nelle Isole (19%). 

In suini ed equini la malattia è in costante diminuzione dal 1955 ad oggi 
al punto tale che la percentuale è apparsa inferiore all'lX anche nelle Isole. 
In Sardegna in particolare il fenomeno può essere legato alla Profilassi della 
Peste Suina Africana che ha determinato una riduzione notevole del patrimonio 
suinicolo. 

I1 disegno I mostra la diffusione della malattia negli ultimi 30 anni ne- 
gli ovi-caprini considerati come indicatore di sanità. Nel 1955 le regioni più 
colpite erano Sardegna, Toscana, Emilia-Romagna, Umbria e Puglia e la diffusio- 
ne era pressochè simile in tutto il territorio nazionale con l'eccezione della 
Lombardia e della Liguria che avevano percentuali di infestione minori dellll%. 
Da questa situazione si è passati ad un miglioramento continuo e graduale al 
Nord ed in Toscana, Emilia-Romagna, Umbria, Marche e Campania; purtroppo con il 
manteniuento della stessa incidenza al Sud e nelle Isole. Più grave è l'attuale 
inasprimento della malattia in Abruzzo sino a livelli del 46%. 

Da questa indagine comparativa negli ultimi 30 anni emerge che: 
- nelle specie suina ed equina con le mutate condizioni igieniche, zootecniche 
ed in qualche caso anche ecologiche, si osserva una diminuzione del fenomeno 
a livelli inferiori all'lX non solo su scala nazionale ma anche parziale; 

- nella specie bovina una pericolosa stabilità della diffusione della malattia 
nelle Isole; 

- nelle specie ovina e caprina, mentre al Nord si osserva una diminuzione netta, 
nelle Isole ed in Abruzzo si osserva un incremento del fenomeno parassitario; 

- la malattia è quasi totalmente scomparsa in relazione allo sviluppo zootecnico. 
Da ciò si deduce che, laddove non è possibile modificare i criteri dell'aL 

levamento ovino conducendolo entro termini di rigorosità zootecnica, come ac- 
caduto per i bovini ed i suini nelle aree del Nord, gli attuali schemi di pro- 
filassi sono insufficienti. 



DIFFUSIONE DELCECHINOCOCCOSI NFCLI OVI-CLPAINI NEL NOSTRO PIISE Disegno I 
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(a, b)Cattedra di Parassitologia, Istituto di Malattie Infettive 
Profilassi e Polizia Veterinaria,Università di Bologna 
(c)centro Nazionale di Educazione Sanitaria della Repubblica Demo- 
cratica di SSo Tomk e Principe 

Riassunto - Gli Autori hanno svolto nel 1983 un'indagine coprolo- 
gica nella Repubblica Democratica di s o  Tomé e Principe, analiz- 
zando 1050 campioni di feci, raccolti tra la popolazione apparen- 
temente sana au soggetti scelti a caso e in numero proporzionale 
alla distribuzione della popolazione sul territorio nazionale(cir- 
ca 1'1% della popolazione recensita). I soggetti esaminati sono 
stati mddivisi in 3 gruppi di età (0-3 anni.4-12 anni e al di so- 
pra di 12 anni) in modo da avere gruppi più omogenei,in rapporto 
principalmente alle modalità di vita e al tipo di nutrizione. 488 
soggetti erano maschi e 562 femmine. L'indagine é stata preceduta 
da una sensibilizzazione della popolazione al problema delle pa- 
rassitosi intestinali e da due indagini conoscitive sul numero di 
latrine esistenti e utilizzate e sulle credenze ed atteggiamenti 
della gente in relazione alle elmintiasi. 
Gli esami fecali sono stati eseguiti seguendo il metodo Ritchie 
modificato, su campioni fecali fissati in formalina al l&. I ri- 
sultati sono stati i seguenti: 
a) Protozoi - Entamoeba coli,43$; Iodamoeba butschlii,g$; Giardia 

psn intZ31naEs,, 8,8$; Endolimax nana, 7%; E.histolytica, 5,5%; E-hrirt- 
-,2,5 ; Chilomastix mesnili3,3$; Trichornonas intestinalis,0,2 
qb; Balantidium coli,O,lqb . 
b) Elminti - Trichuris trichiura,87,7$; Ascaris lumbricoidee,64,3% 
;AnFTgbatidae, 40,5qb; Stron,gloides stercoralis, 6,8$; Hymenole- 
pia diminuta,O,)$; Schistosoma haematobium,0,2$ . Nel 28,2$ dei 
campioni, con punte massime che superano il 40% dei soggetti in 
alcuni villaggi, sono state messe in evidenza uova di un Hetero- 
phyidae molto simile a Meta~onimus yokogawai ma non ancora da noi 
identificato. con le sementi caratteristiche morfo1oaiche:forma - 
ellissoidale, dimensioni medie pm 25x18,5, parete spessa con oper- 
colo difficile a vedersi, non debordante dal profilo della parete 
ma che si distingue fochettando per una diversa rifrangenza, pre- 
senza di appendice polare puntiforme, colore leggermente bruno. 
Controlli più approfonditi si rendono necessari per identificare 



la specie di trematode in causa e capire se ai tratti di un vero 
parassita umano o di uno paeudoparassita. 
L'insieme dei risultati dimostra l'esistenza di una polluzione fe- 
cole ambientale intensa e diffusa su tutto il territorio della R. 
D. di Sao Tomé e Principe, espressione di condizioni di vita anti- 
igieniche e pericolose per la salute umana e suggerisce la neces- 
sith di intraprendere urgenti misure di risanamento ambientale, se 
si desidera raalmente raggiungere l'obiettivo della "Salute per 
tutti nelleanno 2000". 

Summary - ( A coprological survey in SSo Tomé and Principe,Equato- 
rial Africa) - In 1983 the authors carried out a sumey in the De- 
mocratic Republic of Siio Tomé aad Principe,analysing 1050 specime- 
n8 of stools,collected mong the popuìation from apparently healte 
hy eubjecta chosea at random and in a preportional number to the 
distributioa of the population in the regione of the country ( a b  
out 1% of the population was exmiaed). The exmiaed subjects were 
divided into 3 age groupa ( 0-3, 4-12, more than 12 years old),to 
have homogeneoua groups in relation principally to modalities of 
life and nutritional patterns. 488 subjects were male,562 female. 
The survey was preceded by a senaitization of the people to the 
problem of intestinal parasites aiod by two preliminary surveye ab- 
out the number of exieting latrines and about people's believes 
and attitudea in relation to helmintiasis. 
The teste sere mode according to the modified Ritchie techaic on 
fecol apecimene preserved with 1% formo1 solution. 
The following resulte were found: 
a) Protozoa - Entamoeba coli,43,0$; Jodamoeba butschlii, 9,%; u- 
dia ixtestinalis, 8,896; Erdolimax nana, 7,M; E.hiatolgtica, 5,5$; 
E.hartmonni, 2,596; Chilomastix mesnili, 2,396; Trichomoiare intesti- 
1 O,%; Bolantidium coli, 0,1$. 
b) Helminta- Trichuris trichiura, 87,7$; Aecaria lumbricoides, 
64,396; A.cylostomotidae, 40,5$; Stronmloides stercoralis, 6,896; 
Hmenole~ie diminuta, 0,3$; H,roao, 0,s; Schistosona haematobium, 
0,s. In 28,s of the specimaTvdth more tham 50$ of mbjects 
in some villages).en~s of Heterophyidae were found.very similar to . -- 
Ideta~oaimue y O k o ~ d ~ ~ i ,  but not yet identif ied by ue, with the f ollo- 
wirg chamcteristica: elliptical ehape,average size 25 p (22,2- 
27,7) X 18.5 p (17-21) ,thiek wal1,operculum difficult to see,not 
sticking out from the outlire,but visiblm by focusing being in a 
different refroctiveneaa,preserce of a snall polar knob,colour 
slightly brownish;asymmetric miracidium. 
Further investigatiore are recessary to idemtify the apecies of 
this trematode ond to understead if it is a true iiMor parasite or 
a pseudoparasite. 
The gereral resulta shows the existerce of a heavy fecal pollutior 
rll over the territory of the D.R. of Soo Tomé ami Principe,coagec- 
ted with unhygiemic life conditions,dangeroue for health. This sug- 
gests to etart urgmttly a saaitation program. 
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INCHIESTA SULLE CONDIZIONI E L'USO DELLE LATRINE NELLA REPUBBLICA DEMOCRATICA 
DI S ~ O  TOME' E PRINCIPE 

M. Pirazzi (a) & G. Pezzino (b) 

(a) Sociologa, Centro Nazionale Educazione Sanitaria, S5o Tomé; 
(b) Medico, Centro Nazionale Educazione Sanitaria, SZo Tomé 

Riassunto. - Nell'ambito di un programma di educazione sanitaria rivolto alla 
lotta contro le parassitosi intestinali nella Repubblica Democratica di Siio 
Tomé e Principe. gli autori hanno effettuato, in collaborazione con la Dire- 
zione di Sanità Pubblica del Ministero della Sanità, una inchiesta sulle 
condizioni e sull'utilizzazione delle latrine. seguendo una metodologia tenden- 
te a valorizzare la partecipazione attiva dei tecnici sanitari nazionali e 
della popolazione. Sono state visitate tutte la latrine esistenti nel paese e 
ne sono state registrate le condizioni di manutenzione. Con i proprietari delle 
latrine. sono stati discussi i difetti tecnici che questi presentavano e si è 
indagato sui livelli di conoscenza che la popolazione ha dell'importanza igie- 
nico-sanitaria nell'uso di latrine, nonché sugli ostacoli alla loro accettazio- 
ne. Dalla ricerca è emessa l'importanza. nei paesi in via d4 sviluppo, di 
associare alle campagne di costruzione di latrine un'attiva opera di educazione 
sanitaria ed il ruolo essenziale svolto in tali campagne dagli agenti di salute 
di base. 

Surnmary (Research about conditions and use of latrines in the Democratic 
Republic o£ SZo Tomé and Principe). - Working on a health education progranme 
devoted to eliminate intestinal parasitoses in the Democratic Republic of S5o 
Tomé and Principe, the authors carried aut an inquiry about conditions and use 
of latrines in collaboration with the Departement of Public Health of the 
Health Ministry. They follaued a methodology bound to bring out the active 
participation of the people and of the local health technicians. They visited 
al1 the latrines in the country and collected data about maintenance 
conditions. They discussed the defects o£ the latrines with their owners and 
inquired into population knauledge of hygienic importance in using latrines. as 
well as the obstacles to their acceptance. The research puts in evidence the 
importance. in the developing countries o£ combining a sound activity of health 
education with building latrines campaigns and the essential role of 
communitary health agents in those ones. 
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INDAGINE SUGLI ASPETTI CULTURALI RELATIVI ALLE ELMINTIASI INTESTINALI NELLA 
REPUBBLICA DEMOCRATICA DI SAO TOME' E PRINCIPE (AFRICA EQUATORIALE) 

M. Pirazzi (a) 6 S. Pampiglione (b) 

(a) Centro Nazionale di Educazione Sanitaria della Repubblica Democratica di 
Séo Tomé e Principe 

(b) Cattedra di Parassitologia, Università degli Studi, Bologna 

Riassunto. - Nell'ambito di un programma di educazione sanitaria nella 
Repubblica Democratica di Sào Tomé e Principe, gli autori hanno condotto 
un'indagine sulle credenze della popolazione circa le elmintiasi intestinali, 
gli atteggiamenti di fronte alla presenza dei parassiti, l'origine degli stessi 
e la terapia con rimedi empirici tradizionali. La ricerca ha messo in luce la 
somiglianza delle convinzioni espresse dai santomensi con quelle rilevate da 
diversi autori in ambienti rurali italiani e con opinioni di alcuni illustri 
medici di secoli passati. I risultati dell'indagine hanno confermato 
l'importanza del fattore culturale in campagne di educazione sanitaria contro 
le elmintiasi intestinali. 

Summary (Research about cultural aspects related with intestinal parasites in 
the Democratic of Sào Tomé and Principe. Equatorial Africa). - Working in a 
health education programrne in the Democratic Republic of Sào Tomé and Principe, 
the authors carried out a research work about the popular believes concerning 
the intestinal helminthiases. the attitudes associated with the parasites' 
presence, their origin and the treatment based on empirical healing tradition. 
The research pointed out the similarity between some believes belonging to the 
local population and those collected by some authors in italian rural areas and 
with the opinions of many physicians living in the past centuries. It also 
confirmed the importaice of evaluating the cultural factors in health education 
campaigns against intestina1 helminthiases. 
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RICERCHE SULLA DIFFUSIONE DELLE FILARIOSI CANINE IN ALCUNE PROVINCE DELLA PIANURA 
PADANA 

G. Canestri-Trotti (a), S. Pampiglione (b) & S. Visconti (a) 

(a) Istituto di Malattie Infettive,Profilassi e Polizia Veterinaria (Facoltà di 
Medicina Veterinaria),Università di Bologna 

(b) Cattedra di Parassitologia (Facoltà di Medicina veterinaria) ,Università di 
Bologna 

Riassunto.- Si riferiscono dati relativi alla prevalenza delle filariosi canine 
nelle province di Ferrara,Piacenza,Rovigo,Vicenza e nel comune di Venezia. 

Summary (Research on canine filariasis in some provinces of Po Valley).- The 
authors studied the prevalence of canine filariasis in the Ferrara,Piacenza,Ro- 
vigo,Vicenza provinces and in Venice, urban and suburban areas. 

Introduzione 

Le scarse conoscenze sulla distribuzione geografica delle filariosi canine 
nel nostro Paese ed i casi di dirofilariosi umana giunti di recente alla nostra 
osservazione (1,2,3) per la maggior parte dalla Pianura Padana,ci hanno inZ3tto 
a verificarne la presenza nei cani di questa area. 

Materiali e Metodi 

Sono stati esaminati 773 cani di oltre un anno,scelti a caso e così riparti- 
ti: 149 della provincia di Ferrara,215 della provincia di Piacenza,l69 della pro- 
vincia di Rovigo,l45 del comune di Venezia e 90 della provincia di Vicenza.Ltin- 
dagine é stata effettuata mediante ricerca delle micr~filarie,secondo la tecnica 
di Knott modificata (4),identificate in base alle cahatteristiche riportate dalla 
maggior parte degli autori italiani che si sono occupati del1 ' argomento (5,6,7,8) 
e alla nostra esperienza. Sono state,inoltre,eseguite complessivamente 73 necro- 
scopie per la ricerca dei nematodi adulti. 

Risultati 

In provincia di Ferrara 44 cani (29,5%) sono risultati positivi: 43 (28,9%) 
per microfilarie riferibili a Dirofilaria immitis ,3 (2,096) a D. repens e 2 (1,3%) 
ad entrambe le specie. Si é eseguita la necroscopia di 44 cani, 41 con microfila- 
remia e 3 negativi : in tutti i 41 positivi era stata rilevata la presenza di mi- 
crofilarie riferibili a D. immitis ed in 2 anche a D. repens. Le necroscopie han- 
no confermato queste diagnosi,rivelando pera in altri 2 cani la presenza di adul- 



ti di D. repens; nei 3 soggetti apparsi precedentemente negativi,si sono ritro- 
vati adulti di D. immitis. 

In provincia di Piacenza 73 cani (33,9%) sono risultati positivi: 42 (19,5%) 
per microfilarie riferibili a D. immitis, 30 (14,0%) a D. repens e 1 (0.5%) a 
Dipetalonema reconditum. Si é eseguita la necroscopia di 2 cani: 1 considerato 
positivo per D. repens e 1 per D. reconditum.So10 nel primo caso la necroscopia 
ha confermato la diagnosi microscopica. 

In provincia di Rovigo 76 cani(45,0%) sono risultati positivi: tutti per 
microfilarie riferibili a D.immitis e di questi 5(2,9%) anche per microfilarie 
riferibili a D.repens. Si è eseguita la necroscopia di 24 cani considerati posi- 
tivi per D.immitis, 2 dei quali anche per D.repens . In tutti i casi la necrosco- 
pia ha confermato la diagnosi microscopica. 

Nel comune di Venezia 20 cani(l3,8%) sono risultati positivi: 7(4,8%) per 
microfilarie riferibili a D.immitis, 12(8,3%) a D.repens e 1(0,7%) a D.recondi- 
tum. Si è eseguita la necroscopia di 3 cani, 1 positivo per D.immitis, 1 per g. l 
repens e 1 per D.reconditum. La conferma necroscopica si è avuta solo nei pri- 
mi 2 cani. 

Nella provincia di Vicenza 11 cani(ll,6%) sono risultati positivi; 10(10,5%) 
per microfilarie riferibili a D.immitis, 2(2,1%) a D.repens e 3(3,2%) a D.recon- 
ditum . Sono state riscontrate insieme,in 2 cani,microfilarie riferibili a G- 
mitis e D. repens ed in altri 2 cani D. immitis e D. reconditum. In questa pro- - 
vincia non si sono potuti effettuare esami necroscopici. 

Discussione 

Le necroscopie ,anche se limitatesi a circa il 10% dei soggetti considerati, 
ci hanno permesso di verificare la corrispondenza fra il risultato degli esami 
microscopici e necroscopici in 67 su 73 cani e fornito ulteriori elementi di con- 
ferma circa la validità dei criteri adottati per la differenziazione delle micro- 
filarie,dandoci quindi la possibilità di trarre alcune considerazioni di ordine 
epidemiologico. 

Le filariosi canine nelle zone considerate ,anche senza raggiungere global- 
mente i livelli di frequenza osservati nelle province di Vercelli (5) e Pavia (7), 
sono risultate assai diffuse,come era del resto lecito attendersi per la presenza 
nelle aree considerate di ambienti adatti alla proliferasione dei vettori. 

L'aspetto più rilevante messo in luce dalla ricerca é però l'elevata diffu- 
sione di D. immitis, risultata la specie più frequente in tutta l'area considera- 
ta,tranne che nel territorio del comune di Venezia,raggiungendo punte anche su- 
periori a quelle già osservate in provincia di Vercelli (5) per questa specie. 

Anche D. repens é risultata piuttosto frequente, soprattutto in provincia 
di Piacenza,dove ha raggiunto la più elevata diffusione (14%),subito seguita da 
quella osservata nel territorio del comune di Venezia (8,3%). In entrambe queste 
province sono stati segnalati casi di dirofilariosi sottocutanea umana (1.2). 

I1 reperto di D. reconditum é apparso invece relativamente raro, a differen- 
za di quanto osservato in Piemonte (5),in provincia di Pavia (7) ed in Sardegna 
(6). 
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TRICHINELLA SPIRALIS: EVIDENZA DI UNA RITENZIONE POLMONARE DELLE LARVE "NEW- 
BORN" 
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Paris, France 

Riassunto. - Viene analizzata la distribuzione delle larve "new-born" di 
Trichinella spiralis (NBL), marcate con 13'1, mediante una tecnica scintigrafi- 
ca, nel ratto normale. In questa maniera è stata evidenziata una ritenzione 
polmonare delle NBL iniettate per via endovenosa. 

Summary (Trichinella spiralis: evidente for pulmonary retention of "new-born" 
larvae). - We have studied the distribution of T. spiralis 131 I - labeled NBL 
by a scintigraphic method, in norma1 rat. In this way we have showed a 
pulmonary retention of NBL injected intravenously. 

Introduzione 

I1 destino delle larve migranti di T. spiralis. una volta che queste sono 
state liberate nel lume intestinale, è piuttosto controverso e non è ancora 
chiaro che cosa succeda prima che le larve si incistine nei muscoli striati 
(1). Ancora meno noto è il tempo che intercorre dall'attraversamento della 
mucosa intestinale al raggiungimento del muscolo. Ciò assume particolare 
rilevanza alla luce di recenti risultati che dimostrano un aumento delle 
resistenza in vivo delle NBL, durante le prime 20 ore di vita (2). Per capire 
meglio questo aspetto del ciclo della T. spiralis abbiamo cercato di studiare 
il destino di NBL marcate con radioisotopo, iniettate per via endovenosa nel 
ratto normale. Abbiamo preferito, per i nostri scopi. un tecnica scintigrafica 
rispetto ad altre metodiche in precedenza usate da alcuni di noi (3). al fine 
di poter studiare in maniera dinamica il fenomeno. 

Materiali e Metodi 

Abbiamo impiegato ratti Sprague-Dawley maschi, di peso 200 g; questi sono 
stati anestetizzati con un cocktail di anestetici (droperidolo: 1.25 mglkg; 
fentanil base: 0,025 mglkg; ketamina: 25 mglkg di peso corporeo); in questa 
maniera gli animali potevano essere seguiti per almeno un'ora, senza che si 
modificassero le geometrie delle aree analizzate. 

Le NBL sono state ottenute in vitro secondo le metodiche comunemente 
impiegate (4) e sono state marcate con "'I con il metodo della cloramina T che 
in precedenza si è rivelato ininfluente sull'infettività delle larve stesse (3). 



Dalle 7.000 alle 10.000 NBL marcate (13'1 NBL), con un'attività variabile dai 
10 ai 17p Ci a seconda degli esperimenti, sono state iniettate e.v. agli 
animali di esperimento; per controllo della diffusione dello 13'1 libero, dopo 
circa un'ora dall'iniezione delle larve, agli stessi animali è stato iniettato 
l'isotopo non legato endovena. Per confrontare le immagini ottenute con le 
larve. ad altri ratti sono state iniettate e.v. microsfere di albumina umana 
marcate con 9 9 ~ c  (HAM-99~c). utilizzate comunemente per gli studi di perfusione 
nell'uomo (5). L'attività delle diverse aree esaminate è stata seguita con una 
7 - Camera Toshiba GCA-402 e i dati ottenuti sono stati analizzati da un 
elaboratore elettronico. Sono state registrate attività nell'arco di 300 sec. 
ad intervalli variabili dall'iniezione fino ad un massimo di un'ora da questa. 
E' stato inoltre calcolato il tempo medio di transito (t) delle larve 
nell'organo che presentava la più alta attività. 

Risultati 

L'iniezione di BAM-~~TC nel ratto ha permesso di visualizzare le aree 
polmonari in maniera nitida, senza evidenziazione delle altre parti del cor o 

1 3PI (vedi Fig. A .  Immagini analoghe sono state ottenute con l'iniezione di , 

NBL che hanno determinato una concentrazione dell'attività nei campi polmonari 
(Fig. l .  I risultati dei conti registrati su aree diverse in due ratti sono 
illustrati in Tabella 1; la differenza dei conti tra il primo animale ed il 
secondo è dovuta alla diversa quantità di attività iniettata (rispettivamente 
10 e 17p Ci). 

Fig. 1. - Immagini scintigrafiche ottenute con l'iniezione e.v. di W - ~ ~ T C  (A) 
e di 1 3 1 ~  NBL (B). In (B) è evidenziato in basso il punto dell'iniezione 
awenuto nella vena del pene dell'animale. 

I1 di transito delle NBL nei polmoni dei due ratti è risultato 
rispettivamente di 9.72 ore e 10,30 ore. 

Discussione 

Dai nostri risultati si può concludere che le larve iniettate e.v. nel 
ratto vengono ritenute nel polmone al contrario del 13'1 libero che si diffonde 
immediatamente a tutto il corpo; in questo organo le NBL sembrano rimanere per 
un tempo variabile ma significativo è il fatto che dopo un'ora la stragrande 
maggioranza sia ancora nel polmone. La diminuzione dell'attività polmonare 
durante i primi 60 minuti potrebbe essere dovuta all'uscita di un certo 



Tabella 1. - Attività registrata su aree polmonari e addominali in due ratti. 
RATTO 1 RATTO 2 

t area polm. area addom. polm./addom. t area polm. area addom. polm./ad. 
(m) (conti) (conti) (m) (conti) (conti) 

5 1.310 
13 1.202 
23 1.098 
33 1 .O83 
49 1.077 
63 1.026 
Dopo iniezione 
69 1.694 
82 1.556 

5,70 5 
5,72 11 
5,03 20 
5.76 30 
4.90 4 1 
4.37 52 

60 
1,44 Dopo 
1.16 70 

5.752 
5.692 
5.531 
5.367 
5.296 
5.231 
4.988 
iniezione 
5.036 

quantitativo di larve dal polmone come pure alla distribuzione di una parte di 
esse, con solubilizzazione delle proteine marcate. Già Perrudet-Badoux e Coll. 
(3) hanno osservato una caduta della radioattività di polmoni prelevati da topi 
iniettati per via e.v. con "'I NBL, dopo alcune ore e questa caduta si è 
dimostrata più rapida se venivano impiegati, anziché topi normali, topi 
precedentemente infettati con T. spiralis, facendo supporre che alla base di 
essa vi sia un meccanismo immunitario, responsabile dell'attacco delle NBL. E' 
ipotizzabile che a livello del polmone awenga una distribuzione delle NBL che 
giungono al torrente circolatorio. La recente osservazione che macrofagi 
alveolari provenienti da ratti infettati con Nippostrongylus brasiliensis sono 
in grado di determinare la mortalita in vivo di larve dello stadio L di questo 
parassita (6). rafforza tale ipotesi. Anche nella T. spiralis potre&e entrare 
in gioco un analogo meccanismo. 

Riteniamo comunque opportuno approfondire lo studio del comportamento 
delle NBL iniettate in animali che vengono seguiti per tempi più lunghi, anche 
per capire meglio il loro destino, una volta che sono uscite dal polmone. 
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High antibody Producer (HP) di Biozzi. Le NBL sono state ottenute in vitro 
mediante le consuete metodiche ( 3 ) .  Le larve adulte ottenute da ratti al 6' ~~ - .-. ~ ~ 

- ~ ~ - ~  ~ ~ --.. ~ ~ 

giorno di infezione da Trichinella spiralis venivano incubate da MEM-Eagle con 
5% di siero di vitello fetale e quindi filtrate per l'ottenimento delle NBL. 
Queste venivano utilizzate subito dopo (NBL di due ore) oppure lasciate 
incubare per altre 18 ore (NBL di 20 ore). Per i test di ADCC sono state 
utilizzate cellule di essudato peritoneale di topi normali di ceppo LP di 
Biozzi. Dopo alcuni lavaggi con MEM-Eagle venivano incubate con NBL di due ore 
e di 20 ore in vita precedentemente opsonizzate con la stessa quantità di 
antisiero. Questo è stato ottenuto da topi Swiss e HP di Biozzi infettati con 
Trichinella spiralis da 40-50 giorni. Per aumentare l'efficienza del sistema è 
stato aggiunto siero fresco di topi normali come fonte di Complemento. La 
vitalità delle NBL è stata valutata sulla base della loro motilità, all'osser- 
vazione alla microscopia ottica, a 24/48 ore dall'incubazione delle cellule. 
L'infettività in vivo è stata valutata nella maniera seguente: 1.000 NBL di due 
ore o di 20 ore di vita sono state iniettate per via endovenosa a topi dei vari 
ceppi. Dopo circa un mese gli animali sono stati sacrificati e le loro carcasse 
sono state digerite con 10 m1 di HCl/litro H20 e 10 g di pepsinallitro H20 per 
l'ottenimento delle larve muscolari. Queste sono state contate per la 
valutazione dell'infezione, espressa come percentuale di larve muscolari 
rispetto alle NBL iniettate. 

Risultati 

Nei test di ADCC dopo due ore dall'incubazione con le cellule sia le NBL 
di due ore che quelle di 20 ore presentavano cellule aderenti. Dopo 24 ore di 
incubazione le NBL di due ore avevano una percentuale variabile in mortalità 
tra il 50 ed il 100%; viceversa le NBL di 20 ore di vita non presentavano una 
mortalità neppure dopo 48 ore di incubazione con le cellule. Sia le NBL incuba- 
te da sole o con cellule in assenza di antisiero, non presentavano alcuna mor- 
talità. 

I risultati delle esperienze in vivo sono illustrate in Fig.1. 

2 ORE 28 ORE 

Fig.1. - Infettività di NBL di due ore e di 20 ore di vita in topi di diversi 
ceppi. 



Discussione 

Dai risultati ottenuti possiamo concludere che esiste una differente resi- 
stenza in vitro e infettività in vivo delle NBL di due ore e di 20 ore nel sen- 
so che le prime sono più attaccabili delle seconde dai meccanismi di difesa 
dell'ospite. Si potrebbe ipotizzare che sono le NBL che riescono a soprawivere 
fino a 20 ore quelle che in maggioranza si installeranno nei muscoli. In studi 
di microscopia elettronica compiuti parallelamente a questi (4) è stato visto 
che le cellule che aderiscono. dopo due ore di incubazione, alle NBL di due ore 
di vita sono esclusivamente degli eosinofili, mentre quelle che aderiscono alle 
NBL di 20 ore, incubate con una identica popolazione cellulare, sono 
esclusivamente macrofagi. Questo potrebbe spiegare i differenti risultati delle 
mortalità in vitro e fornire un'ulteriore prova del ruolo di rilievo che gli 
eosinofili svolgono nei meccanismi di citotossicità delle NBL. Per quanto 
riguarda gli esperimenti in vivo i topi BALB/c e gli LP di Biozzi sono 
risultati più resistenti dei Swiss e degli HP di Biozzi; questo viene ad 
awalorare precedenti esperimenti in vitro che dimostravano una capacità 
citotossica di cellule di essudato peritoneale di topi LP nei confronti delle 
NBL in presenza di anticorpo, che non era invece presente in cellule 
provenienti nei topi HP di Biozzi (5). 

Alla luce dei risultati di Jungery e Coll. non possiamo parlare di 
variazione antigenica vera e propria in quanto non si ha una sostituzione di 
proteine sulla superficie delle NBL di età diverse, ma ad una proteina presente 
da sola a due ore se ne associano delle altre nelle ore successive. Tuttavia 
dai nostri risultati si può concludere che le NBL durante la loro maturazione 
subiscono delle modificazioni che le rendono meno attaccabili dal sistema 
immune; in definitiva siamo di fronte ad un tentativo da parte del parassita di 
evadere la risposta immune. 
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INFEZIONE SPERIMENTALE DEL SUINO CON UN CEPPO ITALIANO DI TRICHiNELLA SP. E 
RESISTENZA DELLE LARVE IN ALCUNI PRODOTPI SALUMIERI 

E.Pozio (a), M.Gramiccia (a), A1.Mantovani (b), 0.Mass.i (C) & A.Mantovani (a) 

(a) Laboratorio di Parassitologia, Istituto Superiore di Sanità, Roma 
(b) Servizio Stabulario, Istituto Superiore di Sanità, Roma 
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Dal 1900 ad oggi vi sono alcune segnalazioni in Italia di infezioni del sui- 
no con Trichinella sp., infezioni quasi sempre riconducibili ad animali allevati 
allo stato semibrado e quindi in possibile contatto con il ciclo silvestre del 
parassita (1). In seguito all'identificazione di ceppi italiani come T.nelsoni 
(2)(0 secondo altri autori - T.spiralis nelsoni [T.s.~.]), abbiamo voluto studiare 
la capacità infettante di questi ceppi nei confronti del suino e la sopravviven- 
za delle larve in prodotti tipici della salumeria italiana, per ottenere informa- 
zioni utilizzabili per l'igiene degli alimenti e per evidenziare eventuali diffe- 
renze da ceppi di T.spiralis - spiralis, già studiata da numerosi autori (3)(4). 

E stato utilizzato un ce po isolato dalla volpe (Vulpes vulpes L.) in pro- 
O g 

vincia di Teramo (42 40tN, 13 40'E), mantenuto con passaggi seriali in topi swis- 
s, e secondo Britov (5) appartenente alla specie :.nelsoni. Con questo ceppo 
sono stati infettati due gruppi di suini: al primo gruppo (due esemplari) sono 
state somministrate con i1 mangime 5.000 e 2.000 larve rispettivamente; al secon- 
do gruppo (sei esemplari) sono state somministrate, tramite sonda gastrica, 
25.000, 10.000 e 1.000 larve ogni due esemplari. Gli animali sono stati soppres- 
si a tempi diversi come riportato in tabella. A tutti gli esemplari sono stati 
effettuati ogni 15 giorni prelievi di sangue per seguire l'andamento anticorpale 
con il metodo dell'immunofluorescenza indiretta (FAT). Alla macellazione la ri- 
cerca e la conta delle larve é stata effettuata tramite digestione artificiale 
dei vari muscoli o gruppi di muscoli. E stata effettuata la prova biologica per 
controllare l'infettività delle larve. Con i muscoli di un esemplare infettato 
con 25.000 larve, sono stati preparati artigianalmente salsiccia, salame e pro- 
sciutto crudo. Con i muscoli di numerosi topi infettati con lo stesso ceppo é 

O 
stata preparata una mortadella (la cottura é stata effettuata in stufa a 70 C 
per 23h). I prodotti crudi sono stati fatti stagionare in un ambiente secco, 

O 
ben areato a una temperatura media di 10 C. L'infettività delle larve é stata 
controllata tramite prova biologica a 5, 10, 15, 20, 25 giorni dalla preparazio- 
ne per salsicce e salame, dopo 4 mesi per il prosciutto crudo e dopo la cottura 
per la mortadella. 

L'esemplare infettato con 2.000 larve e sacrificato dopo 512 giorni, presen- 
tava tutte le larve calcificate, per cui non é stato possibile eseguire la conta 



Tabella - Distribuzione delle larve di un ceppo italiano di Trichinella sp. nei 
muscoli o in gruppi muscolari di suini infettati sperimentalmente. 

o 
Dose infettante (N larve 

Età alla macellazione 
(mesi) 

Peso alla macellazione Kg 
O 

Suino N 

Muscoli 

Inferiori laterali 
del collo 

Filetto 

Girello 

Brachiocefalicp, 
Sopraspinoso 

Lombata 

Bicipite brachiale 

Diaframma 

Lingua 

Massetere 

Intercostali 

Pancetta 

Glutei 

Gastrocnemio mediano 
e laterale 

Dorsali del collo 

Tibiale anteriore e 
posteriore 

Spalla 

Quadrato e quadricipite 
f emorale 

dei parassiti; in tabella é riportata la distribuzione delle larve nei muscoli 
dei sei suini del secondo gruppo e nell'esemplare infettato con 5.000 larve. 
I sieri alllFAT hanno mostrato una risposta anticorpale omogenea per tutti gli 
esemplari esaminati, anche se si riscontrano delle differenze dovute al diverso 
grado di infezione. I primi anticorpi sono svelabili dopo 20 giorni dalla som- 
ministrazione delle larve (titolo 1 : 4 0 ) ;  verso i 60-100 giorni si raggiunge la 



o o 
massima concentrazione (titolo 1:160; 1:320). Dal 170 -200 giorno il titolo o 
anticorpale decresce. L'esemplare infettato con 2.000 larve al 385 giorno ave- 

o 
va un titolo di 1:20, al 512 giorno il siero é risultato negativo. Le larve 
presenti in tutti gli esemplari soppressi tra i 90 e i 196 giorni dall'infezione, 
sono risultate vita?i alla prova biologica; per l'esemplare soppresso dopo 512 
giorni la prova biologica é risultata negativa. Le larve presenti nelle salsic- 

O o 
ce e nel salame sono risultate infettanti fino al 15 giorno; al 20 sono risul- 
tate incapaci ad infettare il topo. Le larve presenti nel prosciutto dopo 4 
mesi non hanno infettato il topo; anche per la mortadella, la prova biologica 
effettuata dopo la cottura, 6 risultata negativa. 

I suini risultano suscettibili ai ceppi italiani di Trichinella. Le diffe- 
renze riscontrate, specialmente tra i due esemplari infettati con 25.000 larve, 
nel numero e nella distribuzione dei parassiti nei muscoli, sono molto probabil- 
mente legate sia al periodo trascorso tra l'infezione e l'abbattimento che é sta 
to di 3 e 6,5 mesi rispettivamente, e quindi ad un notevole aumento di peso del 
secondo animale, sia, come già supposto per T.spiralis, ad una differente resis- 
tenza al parassita da parte dei due esemplari (3). L'esame sierologico mostra 
una buona risposta anticorpale da parte di tutti gli esemplari esaminati, rispos- 
ta che dura circa un anno dall'ingestione delle larve. La concordanza tra vita- 
lità delle larve e positività sierologica (per 7 esemplari su 7) così come tra 
larve calcificate e negatività sierologica (per 1 esemplare), sembra avvalorare 
l'importanza delltFAT nella diagnosi della trichinellosi del suino. Sarà co- 
munque necessario verificare questi risultati con un numero maggiore di esempla- 
ri. La morte delle larve nei prodotti crudi é molto probabilmente legata al pro- 
gressivo essiccamento che porta ad un aumento della concentrazione salina, come 
già supposto da alcuni autori (6) per T.spiralis; questi autori riportano che 
ad una concentrazione salina del 3,3% alla preparazione, le larve sono rimaste 

O 
infettanti fino al 25 giorno; nel nostro caso ad una concentrazione salina del 

O o 
2,6% le larve sono risultate infettanti solo fino al 15 giorno e dal 20 sono 
risultate non infettanti. Solo le salsicce fresche e il salame fresco (ciausco- 
lo) possono rappresentare un pericolo per il consumatore. Il mantenimento dei 
prodotti in locali secchi e ben aerati é quindi un ottimo mezzo di profilassi. 
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INTERAZIONE IN VITRO TRA CELLULE IMMUNOCOMPETENTI E LARVE L2 DI 
TOXOCARA CANE: ASPETTI IMMUNOLOGICI 

S. Lombardi (a), F. Esposito (b), P. Orecchia (a) e L. Paggi (a) 

(a) Istituto di Parassitologia, Università "La Sapienza", Roma 
(b) Dipartimento di Biologia Cellulare, Università di Camerino 

Riassunto. - E' stata studiata in vitro l'adesione di cellule immu- -- 
nocompetenti a larve L2 di Toxocara canis, stabilendo quale sia il 
ruolo rivestito da c o m p l e m e ~ a n t i c o r p i  in tale interazione. 

Summary (In -- vitro interaction between immunocompetent cells and L2 
larvae o£ Toxocara cani~: immunological aspects). - The in vitro 
adhesion of immunocompetent cells to the surface of L2 l a m x  
the nematode Toxocara canis has been studied. The relative roles 
of antibodiesand/orc+ment in such interaction has been 
evaluated. 

Introduzione 

I1 fenomeno di aderenza da parte di cellule del sistema immuni- 
tario sulla superficie di diversi elminti é noto da tempo, tuttavia 
i parametri che influenzano tale interazione ed il suo significato 
sulla sopravvivenza del verme sono stati studiati solo di recente. 
L'aderenza di cellule immunocompetenti ad elminti in vitro é stata 
studiata intensamente in diversi modelli parassitozgcil tre- 
matode Schistosoma mansoni (l), le larve newborn del nematode Tri- 
chinella spiralis (rnmicrofilarie dei nematodi Di etalonema 
viteae e Litosomoides carinii ( 3 1 ,  le larve infestanti e1 nematode 
Nippostrongylus brasiliensis ( 4 ) .  

+- 
In questo studio 4 stata valutata l'aderenza di macrofagi (MF) 

normali, MF attivati, polimorfonucleati (PMN) neutrofili e PMN eo- 
sinofili a larve L2 di To~ocara canis. Per ciascuna popolazione di 
cellule immunocompetenti 6 stata-tata l'influenza sul fenomeno 
di aderenza di parametri quali presenza o meno di complemento e/o 
anticorpi anti Toxocara. 

Materiali e Metodi 

Larve L2 di T. canis, ottenute secondo il metodo di de Savigny 
(51, sono state mantenute in coltura in RPMI 1640, addizionato di 
antibiotici ed antimicotici, a 37 C in un'atmosfera arricchita al 
5% in C0 . La vitaliti delle larve é risultata come minimo del 90% 
per alme&o 10 settimane, senza alcuna apparente perdita di infetti- 
vita. 

Come fonte di siero immune, contenente ci06 anticorpi anti-To- 
xocara, sono stati utilizzati topi Balb/c inoculati per tre volte 



intraperitoneo (i.p.) con 500, 250 e 250 larve ai tempi O,+ 15 gg, 
+ 21 gg rispettivamente. Quattro giorni dopo l'ultimo inoculo i to- 
pi sono stati sacrificati, é stato prelevato il sangue da cui si é 
ottenuto ilsiero. Parte del siero 6 stato quindi deprivato del com- 
plemento con un trattamento di 30' a 56 C. Come fonte di siero non 
immune sono stati utilizzati topi Balbfc non trattati. Come fonte 
di complemento é stato usato siero non immune non inattivato. 

I MF normali sono stati ottenuti prelevando il liquido perito- 
neale (1.p.) di 5 topi Balbfc non trattati. Le cellule, messe in 
pool, sono state diluite in terreno RPMI in modo da dispensare nei 
pozzetti di una piastra microtiter circa 600.000 cellule/pozzetto. 
Dopo un'incubazione di 1 ora a 37 C le cellule aderenti sono state 
rimosse con 3 successivi lavaggi. Con questa procedura si otteneva- 
no circa 250.000 cellule mononucleate (MF normali) aderenti al fon- 
do del pozzetto. 

I MF attivati sono stati ottenuti prelevando il 1.p. di 5 topi 
Balb/c inoculati i.p. 5 giorni prima con 0.5 m1 di brodo tioglicol- 
lato. La popolazione cellulare peritoneale risultava in tal modo 
arricchita a11580% di MF. Nei pozzetti venivano dispensate pertanto 
circa 300.000 cellule in modo da ottenere, dopo incubazione di 1 
ora a 37 C e successivi lavaggi, 250.000 cellule (MF attivati) 
aderenti al fondo del pozzetto. 

Popolazioni cellulari arricchite al 70-80% in PMN neutrofili 
sono state ottenute prelevando il 1.p. di 5 topi Balb/c inoculati 
i.p. 24 ore prima con 0.5 m1 di brodo tioglicollato. 

Popolazioni cellulari arricchite in PMN eosinofili venivano 
ottenute prelevando il 1.p. di 5 topi Balbfc inoculati 21, 15 e 7 
giorni prima rispettivamente con 500, 250 e 250 larve L2 di 2.canis 
La popolazione peritoneale risultante conteneva circa il 60% di PMN 
rappresentati interamente da eosinofili. PMN neutrofili ed eosino- 
fili venivano dispensati nei pozzetti di una piastra microtiter al- 
la diluizione di circa 250.000 cellule/pozzetto. 

Nei pozzetti contenenti le varie popolazioni immunocompetenti 
venivano aggiunte circa 30 larve di T. canis. A seconda del parame- 
tro che si voleva valutare venivano aggiunti nei pozzetti siero im- 
mune, siero non immune, complemento; tutti questi componenti veni- 
vano dispensati nei pozzetti in modo da ottenere una diluizione fi- 
nale di 1:4 per ciascuno di essi. I1 fenomeno di aderenza delle 
cellule immunocompetenti (c.i.1 alla larva veniva osservato al mi- 
croscopio rovesciato ad intervalli di tempo regolari dall'inizio 
dell'incubazione che avveniva a 37 C in atmosfera umidificata ed 
arricchita al 5% in C0 . 

I risultati venivgno espressi sulla base di una scala arbitra- 
ria in cui + significa almeno 10 c.i. adese a ciascuna larva, ++ 
significa almeno % della superficie della larva ricoperta da c.i., 
+++ significa quasi tutta la superficie larvale ricoperta da c.i., 
+++t significa la completa copertura della superficie larvale da 
parte delle c.i. 

Risultati 

L'aderenza di MF normali ed attivati alla superficie della 
larva seguiva un andamento temporale simile. La massima aderenza si 
osservava con entrambe le popolazioni dopo 24 ore di incubazione. 
Tuttavia i parametri che influenzavano l'interazione c.i. - larva 
risultavano diversi nei due casi. Come si pu6 osservare in Tabella 
1, l'aderenza di MF normali é complemento-dipendente, mentre non 



sembra che gli anticorpi anti-Toxocara, la cui presenza nel siero 
era valutata con la tecnica di Esposito & al. (61, giuochino un 
ruolo rilevante. Nel caso dei MF attivati l'interazione c,i.-larva 
é mediata sia dal complemento che dal siero immune. Come si pu6 os- 
servare sempre in Tab. 1, tali fattori sono in grado di promuovere 
il fenomeno di aderenza anche indipendentemente uno dall'altro. 
Tabella 1.- Valutazione in vitro dell'aderenza di MF normali ed 

attivati allelarve L2 di - T. canis dopo 24 ore di incu- 
bazione . 
ISiero non ISiero non [Siero immunelsiero immunel 
limmune privolimmune con Iprivo di [con comple- I 
[di comple- Icomplemento Icomplemento Imento 
I mento 

I 
I I I I 

MF normali I - i +++ i - i ++++ i 

L'aderenza alle larve da parte di PMN neutrofili ed eosinofili 
raggiungeva il suo picco di intensita dopo 3 ore di incubazione. 
Anche in questo caso i parametri che influenzavano l'interazione 
risultavano diversi secondo il tipo di c.i. considerate. Come si 
vede in Tab. 2, i neutrofili aderivano alle larve solo in seguito 
all'azione combinata di siero immune e complemento. Gli eosinofili 
viceversa mostravano capacita di adesione anche in assenza di tali 
fattori. La capacita "spontanea" di adesione degli eosinofili, rin- 
forzata dalla presenza di solo complemento o di solo siero immune 
raggiungeva il massimo grado di intensita in presenza di entrambi 
i fattori simultaneamente. 
Tabella 2.- Valutazione in vitro dell'aderenza di PMN neutrofili 

ed e o s i n o f i l i a ~ e  L2 di - T. canis dopo 3 ore di 
incubazione. 

[Siero non [Siero non [Siero immunelSiero immunel 
limmune privolimmune con Iprivo di [con comple- I 
]di comple- Icomplemento Icomplemento [mento 
I mento 

I 
I I I I 

I 
Neutrofili I - i - i - i +++ i 

I I I I I 
Eosinofili I + I +++ I ++ I ++++ I 

Discussione 

Popolazioni di cellule immunocompetenti interagiscono in vitro 
con larve L2 di T. canis aderendo tenacemente alla superficie l= 
vale. Tale interazione é variamente mediata da fattori solubili 
quali complemento ed anticorpi anti-Toxocara. I MF normali richie- 
dono per l'adesione il complemento, mentre i MF attivati possono 
aderire anche soltanto in presenza di anticorpi. I PMN neutrofili 
aderiscono alle larve soltanto se presenti contemporaneamente anti- 
corpi anti-Toxocara e complemento, mentre gli eosinofili aderiscono 



spontaneamente. La presenza di anticorpi e complemento rende tale 
adesione quantitativamente più importante. 

Nonostante i fenomeni, talora imponenti, di aderenza qui de- 
scritti , le larve L2 di T. canis non presentano evidenti altera- - - 
zioni della vitalità. Ulteriori studi sono in corso allo scopo di 
chiarire in che modo le larve riescano ad evadere questa prima ma- 
nifestazione dei meccanismi di immunosorveglianza. 
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LA LARVA L2 DI TOXOCARA CANIS COME AGENTE IMMUNOMODULATORE 
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Riassunto. - E' stata studiata la capaciti di larve L di Toxocara 
canis di modulare la risposta anticorpale verso antig&i non cor- 
relati quali i globuli rossi di montone (SRBC). Basse dosi di lar- 
ve provocano una immunostimolazione che dipende dall'intervallo 
fra l'inoculazione delle larve e quella di SRBC, mentre alte dosi 
di larve non alterano la risposta immunitaria. 

Summary. - The ability o£ L larvae o£ Toxocara canis to modulate 
the antibody response to ungelated antigens, as sheep red blood 
cells (SRBC) has been studied. Low doses o£ larvae produce an im- 
munostimulation depending on the time .interval between larvae in- 
jection and SRBC administration. High doses o£ larvae do not mo- 
dify the immune response. 

Introduzione 

E' noto che gli antigeni microbici possono modulare la rispo- 
sta immune verso antigeni non correlati e che la immunomodulazione 
pu6 esprimersi sia come immunosoppressione che come immunostimola- 
zione (1, 2, 3 ) .  A questo riguardo le conoscenze piu ampie si ri- 
feriscono ad antigeni batterici come la proteina A dello stafilo- 
cocco, il lipopolisaccaride dei gram negativi e gli antigeni dei 
micobatteri. 

Per quanto concerne i modelli parassitologici énoto che l'in- 
fezione malarica provoca una attivazione policlonale ( 4 ,  5, 6 1 ,  
mentre nelle schistosomiasi si ha un'immunodepressione (7, 8). 

E' stata valutata la capaciti delle larve L di modulare la 
risposta immune verso SRBC nel topo Balb/c, utilzzzando la tecnica 
di Jerne e Nordin (9) per la determinazione di cellule formanti 
placche di emolisi (PFC). 

Materiali e Metodi 

Sono stati utilizzati topi Balb/C, di entrambi i sessi e di 
et5 compresa fra otto e dodici settimane, che sono stati assegnati 
casualmente ai diversi gruppi sperimentali. 

Larve L di T. canis, ottenute secondo il metodo di de Savigny 
$ % O $ ,  sano s g ate mantenute in coltura in RPMI, addizionato di an- 



tibiotici, a 37 C in atmosfera con il 5% di C0 . La vitalita delle 
larve 6 risultata del 90% per almeno otto sett mane senza alcuna 
apparente perdita di infettivita. 

i 
I vari gruppi di topi venivano infettati, mediante inocula- 

zione endovenosa (i.v.1, con due diverse dosi di larve (50 e 1000) 
sospese in 0,2 m1 di soluzione fisiologica. I topi erano quindi im- 
munizzati, per iniezione i."., con 108 SRBC, prelavati due volte 
in soluzione di Alsever e sospesi in 0,2 m1 di soluzione fisiolo- 
gica. L'immunizzazione era effettuata quattro o otto giorni dopo 
l'infestazione con le larve L di T. canis. 

La risposta immunitaria $rima?ia verso SRBC eri valutata in 
topi di cont 0110 immunizzati solo con una somministrazione endo- ti venosa di 10 SRBC. I1 numero di PFC anti-SRBC "spontanee" era 
valutato in topi che avevano ricevuto i.v. le larve ma non gli 
SRBC. Tale numero non ha mai superato le 400 PFC/milza. 

Quattro giorni dopo l'immunizzazione con i globuli rossi i 
topi trattati ed i controlli venivano sacrificati per ottenere le 
milze. Gli splenociti erano sospesi in RPMI, lavati due volte ed 
infine sospesi in 5 m1 dello stesso terreno. Dopo averne determi- 
nato la vitalita, gli splenociti venivano piastrati in agar + SRBC 
+ complemento per contare le cellule formanti anticorpi anti-SRBC 
utilizzando il saggio di Jerne e Nordin (9). 

Risultati 

I risultati ottenuti indicano che la risposta anticorpale 
verso gli SRBC dipende sia dalla dose di larve inoculate che dal- 
l'intervallo di tempo che intercorre fra l'inoculazione delle 
larve e quella degli SRBC. Come 6 illustrato nella tabella 1, dove 
sono riportati idati relativi ad un esperimento a titolo di esem- 
pio, gli animali inoculati con 50 larve quattro giorni prima della 
immunizzazione con SRBC presentano un significativo aumento delle 
PFC per milza (P 0,051. Gli animali inoculati con 50 larve otto 
giorni prima della somministrazione dell'antigene mostrano un au- 
mrnto altamente significativo (P 0,Ol) del numero di placche di 
emolisi per milza. 

Tabella 1. - Effetto di due diverse dosi di larve L2 di T. canis 
inoculate 4 o 8 giorni prima dell'immunizzazione con C- 
sulla formazione di PFC anti-SRBC. 

I N di larve PFCfmilza P I 
Nessuna 

4 Giorni 5 O 
1000 

0,05 
non signif. 

\- 
Nessuna 

8 Giorni 50 
1000 

o, o1 
non signif. 

La somministrazione di 1000 larve non influenza il numero di 
PFC per milza, sia che venga effettuata quattro o otto giorni 
prima della immunizzazione con SRBC. 



Discussione 

I risultati di questi esperimenti indicano che basse dosi di 
larve provocano una immunostimolazione e che l'effetto 6 tanto 
piu evidente quanto maggiore 6 i1 tempo di pretrattamento. Alte 
dosi di larve non influenzano il numero di PFC per milza. 

La modulazione della risposta immune indotta da alcuni micror- 
ganismi o prodotti microbici 6 ben conosciuta. In particolare 4 
stata sottolineata l'importanza che dose e via di somministrazione 
hanno nell'evocare effetti modulatori da parte di tali antigeni(l1) 
Piii recentemente 6 stato riportato che dosi diverse di antigeni 
microbici inoculate a vari tempi prima dell'immunizzazione con 
SRBC causano alternativamente una stimolazione o una soppressione 
della risposta anticorpale nel topo (12). Tuttavia i meccanismi 
che stanno alla base di tali alterazioni della risposta, di segno 
alternativamente positivo o negativo, non sono ancora definiti nei 
dettagli. E' probabile che in questi processi vengano coinvolte 
sottopopolazioni diverse di cellule regolatrici (helpers e/o sup- 
pressors) e che tali sottopopolazioni vengano stimolate selettiva- 
mente da dosi diverse di antigeni microbici durante il processo 
di sensibilizzazione. 

L'immunostimolazione prodotta dalla bassa dose di larve di L 
canis potrebbe quindi essere il risultato della attivazione di par- 
ticolari sottopopolazioni, mentre alte dosi di larve sarebbero in 
grado di stimolarne anche altre, bilanciando cosi la risposta anti- 
corpale verso gli SRBC. 
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