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PARTE GENERALE

INTRODUZIONE

La toxoplasmosi € un’'importante zoonosi considerd& piu Autori come
riemergente. La diffusione di questa malattia e dmae e rappresenta un rischio
sanitario soprattutto per la donna gravida a caesaischi che corre il feto, ma e
importante anche per i soggetti immunodepresgaiticolare gli ammalati di AIDS.
Sin dalla sua scoperta nel 1908 e stata studiattiomanche se molti aspetti
rimangono da chiarire. Il ciclo biologico di quegtarassita € molto complesso, tanto
che lo ha portato ad adattarsi in numerosi organean condizioni ambientali non
favorevoli. Ulteriore prova della diffusione @oxoplasma gondg il ritrovamento di
oocisti nelle acque e negli organismi che popolaneari, Cetacei compresi. Cio
sottolinea I'importanza di monitorare la malattigievalutare i fattori di rischio per
'uomo.

Il ritrovamento di numerosi animali marini spiaggiasultati positivi perT. gondii
con test sierologici o che riportano lesioni (fiadencefalite mortale) dalle quali si
puo risalire a questo protozoo, ben dimostra éllovdi contaminazione delle acque
dell'intero pianeta. Infatti la toxoplasmosi nongiece solo i mammiferi (Pinnipedi
e Cetacei) che vivono nei pressi delle coste daesymibilmente le acque sono
inquinate e contaminate dagli scarichi delle fogma sono stati trovati positivi
anche Cetacei provenienti da tutti gli Oceani camtteristicamente vivono al largo
e nelle profondita marine: come facciano essi éettarsi tuttora € oggetto di studio,
le ipotesi sono numerose e molte domande restatwaaperte.

Anche i Cetacei che abitano i mari italiani non beamo essere esenti dall'infezione
da parte di questo parassita, anche se non si @@moshe misura. La patologia si
puo manifestare in maniera eclatante con il coiginoénto di molti organi e causare

la morte; in particolare si pensa che le cisti bak possano dare disturbi



nell'orientamento e causare il fenomeno dello sgmyento. E’ comunque appurato
che la maggior parte delle nostre acque nazior@li godano di ottima salute, in
particolare I’Adriatico, nel quale poco a poco veng distrutti gli habitat di molte

specie animali. La tutela dellambiente marino estiewo € fondamentale per
garantire la sopravvivenza della fauna acquaticaparticolare dei Cetacei, cosi

grandi ma incapaci di difendersi.



1. CETACEI

| Cetacei (Cetacea, Brisson 1762) sono un ordine di mammieplacentati,
completamente adattatisi alla vita acquatica. thaaetaceo deriva dal gregfyrog
(ketos), che significa “balena” o “mostro marino” e ifurodotto da Aristotele per
designare gli animali dotati di respirazione poliz@n

Classificazione scientificdMyerset al, 2008)

Regno: Animalia
Phylum: Cordata
Subphylum: Vertebrata
Classe: Mammalia
Sottoclasse: Theria
Infraclasse: Eutheria
Superordine: Laurasiatheria
Ordine: Cetacea (Brisson, 1762)
Sottordini:

* Mysticeti

» Odontoceti

* Archaeoceti festinti)

| Cetacei viventi sono divisi in due sottordini:

e | Mysticeti (“Cetacei con i baffi", dal greco mystax/mystakassia baffi)
dotati di fanoni (Revelli, 2006). | fanoni sono lgektrutture presenti nella
mascella superiore che agiscono da setaccio eoclvec®stituiti da cheratina.
Tale struttura permette di filtrare il plancton l@daqua (Notarbartolo di
Sciara, 2004).

Ai Mysticeti appartengono le seguenti fanggMyerset al, 2008):



o Balaenidae
o Balaenopteridae
o Eschrichtiidae

o Neobalaenidae

» gli Odontoceti “cetacei con i denti” (dal greco odous/odontos dgeifica
dente) (Revelli, 2003). Si nutrono principalmente di pes¢o calamari.
Questi Cetacei hanno un'abilita eccezionale nelcgpére ['ambiente
circostante mediante la ecolocalizzazione (Cago@gal, 1983).

Vi appartengono le seguenti famiglie:

o Delphinidae

o Monodontidae

o Phocoenidae

o Physeteridae

o Platanistidae

o Iniidae

o Ziphiidae
Esiste un terzo sottordine al quale appartengongpézie estinte che prendono il
nome di Archaeoceti (Myeet al, 2008).

EVOLUZIONE

| Cetacei rappresentano uno degli ordini di Mammifél altamente specializzato,
avendo acquisito I'adattamento piu spinto per ka vcquatica, divenuta per essi
esclusiva durante tutta I'esistenza, ancor piupdrel Sirenidi; questi ultimi, infatti,
possono talora recarsi sulla terraferma (per esergirive dei fiumi) ed hanno
comunque adattamenti meno profondi per la vitdamabiente acquatico: ricordiamo
infatti che gli aspetti fondamentali del loro cictgroduttivo quali il parto, lo
svezzamento e l'educazione del cucciolo si svolgancora sulla terraferma. |
Cetacei sono originati nel Paleocene, forse primiangammiferi terrestri; hanno

subito nel corso della loro evoluzione delle praferrasformazioni anatomiche, che



hanno reso il loro aspetto e la loro organizzazicme si discosta sensibilmente dal
tipo del mammifero terrestre. Oltre alle differermeatomo-morfologiche possiamo
ritrovare importanti specializzazioni fisiologichie, particolare per quanto riguarda
la respirazione, la circolazione del sangue e lpaci#éa di affrontare lunghe e

profonde immersioni.

STRUTTURA ANATOMICA ESTERNA

| Cetacei presentano un corpo fusiforme, similai@llg dei pesci e degli Ittiosauri,
rappresentando uno dei piu significativi fenomencahvergenza evolutiva; questo
aspetto assicura loro una maggiore idrodinamicita linea idrodinamica € piu
accentuata nelle specie che nuotano a maggioritzelquali la maggior parte dei
Delfinidi e delle Balenottere.

Il capo si lega al tronco senza soluzione di cantgnpoiché non esiste una regione
del collo morfologicamente individuabile. Il musermina con un rostro o “becco”
(es. Delfini), oppure con un profilo curvo senzarastro esternamente individuabile
(che pero € presente nello scheletro). L'apertwecdéle € molto ampia, con una
lunga rima, ma non presenta labbra paragonabueteydegli altri Mammiferi.

La comunicazione con I'esterno delle cavita nasalappresentata dallo sfiatatoio,
singolo negli Odontoceti e doppio nei Misticetise® situato alla sommita del capo,
in posizione centrale “periscopica”, in modo dasmntire il suo diretto contatto con
I'aria alla minima emersione col corpo.

Gli occhi sono piccoli e vengono protetti dallasgaline tramite delle secrezioni
oleose della ghiandola di Harder.

L’orecchio é privo di padiglione auricolare. Il awtto uditivo & stretto e tappato da
cellule epiteliali e cerume. Il senso dell’'uditosg@de un’acuita eccezionale pero la
ricezione dei suoni avviene per trasmissione datide sonore attraverso il tessuto
osseo del capo. | Cetacei non hanno corde vocalioni vengono prodotti dalla
laringe, che viene fatta vibrare come una cassaraoa, a bocca chiusa.

Gli arti anteriori sono modificati in pinne, moltaotte, ma ben distinte dal tronco

ed hanno esclusivamente una funzione direzionai@dpettorali); gli arti posteriori



come tali sono assenti, ma sono presenti solo almssa vestigiali (rudimenti
pelvici), non collegate al bacino e nascoste deihizorpo. Nella maggioranza delle
specie esiste una ben distinta pinna dorsale, imtgte sulla linea dorsale del corpo
in una posizione variabile. Posizione e forma ¢& f@nna sono uno dei segni di
riconoscimento quando si ha avvistamento in maseeredo uno dei caratteri piu
facilmente osservabili quando I'animale nuota ipesticie; tale elemento & assente
pero nelle balene. La pinna caudale e dispostaartalmente ed e divisa in due
lobi.

L’epidermide nei Cetacei € sottilissima, generaltegoriva di peli, in quanto la
pelliccia perde la sua funzione coibentante, e sgotati termicamente da uno
spesso strato di grasso; estremamente liscia e g@iz contribuisce a ridurre la
resistenza dell'acqua secernendo olio o muco.tifatotata, all'interno, di speciali
creste cutanee che contrastano la formazione diciocosi come particolari
secrezioni oleose eliminano la turbolenza dell'acgue agevolano lo scivolamento
sulla superficie. La livrea dei Cetacei raramentdi €olore uniforme (grigiastra o
nera), nella maggior parte dei casi risulta congakst una mescolanza di tonalita

brune e nero ardesia con bianco.

SISTEMA SCHELETRICO

Lo scheletro dei Cetacei € formato prevalentemelsteossa di tipo spugnoso,
impregnate di grasso, in maniera particolare nestigkti. Esso e assai debole dal
momento che non hanno alcun bisogno di sostenkm®itorpo.

Il cranio ha una forma cosiddetta “telescopica’ wtaval fatto che lo splancnocranio
ha subito un processo di allungamento, mentre ulowanio appare accorciato; la
scatola cranica e breve e prevalentemente svilappatiarghezza ed in altezza
mentre mascellari, premascellari e vomere sonoamalungati. Questo permette
agli Odontoceti di avere una maggiore superficie ljimpianto dei denti cosicche

possano afferrare piu prede e ai Misticeti di auwarenla superficie filtrante dei

fanoni e di conseguenza trattenere piu plancton.
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Nella colonna vertebrale sono distinguibili 4 regi@ non 5 come nei mammiferi
terrestri poiché mancano le vertebre sacrali, aligeglell'atrofia del bacino. La
regione cervicale € composta da 7 vertebre, cosfgesso fuse in modo da conferire
una grande forza al collo, impedendogli di flettersjuindi costituire un ostacolo per
il nuoto. Anche la regione toracica e dotata dirszamobilita. La regione piu
importante € quella caudale, dotata di straordanarobilita: sulle vertebre trovano
inserzione i potentissimi muscoli motori, svilupgpati due lati dei processi spinosi.
La clavicola e assente, la scapola ampiamente ppala e le articolazioni sono
immobili. Il numero di coste é variabile e una miai parte collegata allo sterno in
modo molto lasso per permettere una maggiore @snoaraei movimenti della cassa

toracica.

RESPIRAZIONE E FISIOLOGIA DELL'IMMERSIONE

E’ noto che i Cetacei sono capaci di raggiungeoéomdita rilevanti (fino a 3000 m)
e periodi di immersione prolungati: cio e dovutbe#th specializzazione raggiunta in
particolare dagli apparati respiratorio e circoleto

Nei Cetacel le vie alimentari e respiratorie soepasate: la laringe attraversa la
faringe e prosegue direttamente in cavita nasalenidco sbocco all’esterno é
rappresentato dallo sfiatatoio. Il ritmo respiraioe molto variabile e dipende
dall'attitudine dell’animale a compiere immersioai piccola, media e grande
profondita. Se nei mammiferi terrestri il ciclo pgstorio & regolarmente intervallato
da inspirazioni ed espirazioni, nei Cetacei il mé@o d’aria nei polmoni avviene in
tempi molto brevi, durante le emersioni in supégficon rapidissime inspirazioni ed
espirazioni, che vengono intervallate da lunghiiquerin apnea. La riserva di
ossigeno che il cetaceo utilizza durante le fasi imimersione non viene
immagazzinata nei polmoni poiché sarebbe in cowtiaan le esigenze imposte dalle
alte pressioni: il motivo va ricercato nell’alta pezita di fissare un’altissima
percentuale (circa il 90%) dell’ossigeno inspira&h tessuto muscolare e nel sangue.
Il sangue rappresenta una parte molto consisteziteanpo dei Cetacei rispetto al

volume totale, e inoltre essi sono dotati di unacemtrazione di emoglobina di gran
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lunga superiore a quella dei mammiferi terrestrchee presenta la proprieta di
combinarsi con l'ossigeno con un’affinita piu elevall medesimo discorso puod
essere sostenuto per la mioglobina all'internoncigscoli.

Il cuore non e dissimile da quello dei mammiferrastri ed e particolarmente dotato
di fibre elastiche nelle pareti. La frequenza cacdi € maggiore al diminuire delle
dimensioni della specie considerata; la bradicaréa un fenomeno che
fisiologicamente si instaura durante le immersidai.pressione sanguigna, pero, ha
il potere di rimanere costante, grazie alla ridoeiael flusso nelle parti periferiche
del corpo. Altra importante struttura adattativajuella delle reti mirabili le cui
funzioni principali sono: il risparmio energeticolariserva di ossigeno. Per molti
tratti infatti i vasi venosi ed arteriosi rimangoaaontatto ed attuano scambi termici
in modo che il sangue arterioso, prima di arrivata periferia, cede calore al sangue
venoso che torna verso il cuore, evitando la d&pee di calore e quindi di energia.
Le reti mirabili e le lacune venose hanno funziaheserbatoio di sangue che
all'occorrenza viene mobilitato e ridistribuito madte complessi meccanismi di
regolazione del calibro dei vasi sanguigni. Cidcagéisce un’irrorazione costante di
cervello e cuore, gli organi piu importanti, duenperiodi di immersione.

Tuttavia c’@ anche da considerare il fatto che taC&i sono meno sensibili agli
effetti dell'anidride carbonica e dell’acido lattiprodotti dal metabolismo anaerobio

e dal lavoro muscolare e ben sopportano il supertotella soglia dei valori critici.

SISTEMA NERVOSO

Il sistema nervoso dei Cetacei € alquanto complesisdtora oggetto di studi. La
massa cerebrale e piu sviluppata in senso traseasisa longitudinale a causa della
riduzione dei centri olfattivi e della telescopiel dranio. Le aree corticali destinate
alla ricezione degli stimoli sonori sono le piulsppate. Il cervello e caratterizzato
da circonvoluzioni ed il cervelletto € molto svipgio (Cagnolaret al, 1983).

Recentemente sono stati fatti degli studi condaita della PET (Positron Emission
Tomography) e della SPECT (Single Photon Emissiomg@uted Tomography) per

osservare il metabolismo cerebrale e il flusso semp. Sono state evidenziate la
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capacita dei Cetacei di utilizzare anche un solfem cerebrale alla volta mentre
I'altro si riposa e l'abilita di diminuire il consoo di ossigeno e glucosio nella
maggior parte del cervello che pud essere un vgittaeer effettuare dei movimenti
natatori ripetitivi e prolungati durante la cacffRidgwayet al,, 2006).

Non c’e dubbio comunque che siano degli animali wotivello intellettivo elevato,
data la capacita di apprendimento, inventiva, &itdoe propensione al gioco anche

nell'eta adulta (Cagnolaro, 1983).

APPARATO DIGERENTE

L’apertura buccale € molto larga ed estesa. Glinfmb®ti sono dotati di denti, circa
200, indifferenziati senza alcuna specializzazimgata ad esigenze alimentari. La
prima dentizione & anche quella definitiva, ossia msistono denti da latte. Gli

Odontoceti sono animali “ghermitori” dato che cedtwo una per una le loro prede
(pesci, molluschi) che afferrano senza masticai@tire e probabile che lo sviluppo
del biosonar sia correlato alla diversa modalitalihentazione rispetto ai Misticeti.

| Misticeti da adulti sono completamente privi dendi: sono presenti solo come
abbozzo embrionale, ma in realta non erompono aldgro posto si sviluppano i

fanoni, un adattamento alla loro attitudine di aainfiltratori”; sono dotati inoltre

di vibrisse tattili che permettono loro di avvestia presenza di plancton.

Generalmente i Cetacei sono dotatBadiamere gastriche

1. stomaco anterioyecon pareti tappezzate da epitelio pavimentoseosaosente

cheratinizzato e aghiandolare; svolge una funzimeecanica di sminuzzamento del
cibo poiché viene ingoiato intero, grazie allo spestrato muscolare e il pietrisco e
la sabbia al suo interno;

2. stomaco medjccaratterizzato da una mucosa sollevata in pieghechissima di

ghiandole gastriche;

3. stomaco posteriore o piloricoon scarse pieghe e dotato di ghiandole piloriche

Nell'intestino manca il tratto del cieco. Il fegagdrilobato e sprovvisto di cistifellea

e la milza e di forma variabile.
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APPARATO URINARIO

I reni sono polilobati, costituiti da tante unitankionali indipendenti chiamate
“reniculi”. Cio consente ai Cetacei di produrre wrande quantita di urina che ha
una concentrazione maggiore dell’acqua marina daiéde quindi possono ricavare i
liquidi necessari al loro metabolismo, essendaaug di eliminare i sali in eccesso.

APPARATO RIPRODUTTORE

Per distinguere il sesso dei Cetacei € necessaamirare la porzione ventro-
mediana, perineale, compresa tra la regione geretéhno. Nel maschio la distanza
dell'apertura genitale dall’lano € maggiore che andimmina. Inoltre le femmine
sono dotate di due vistose pieghe ai lati dell'apargenitale, all'interno delle quali
sono protetti i capezzoli. Nei maschi spiaggiatillmago la vistosa fuoriuscita del
pene, rendendo il riconoscimento piu agevole. tidels sono intraddominali ed
anche il pene normalmente e retratto in una tastzmea.

L'utero & bicorne e durante la gestazione si fonma placenta di tipo epitelio-
coriale e diffusa; la vagina e chiusa da una sortsfintere che chiude l'ingresso
allacqua. Le mammelle sono due e posizionate po@mnialmente rispetto
all'apertura genitale. |1 capezzoli sono poco visiahche durante l'allattamento e
tramite il dotto galattoforo comunicano con il seggadattoforo della mammella. E’ da
notare che il cucciolo non puo succhiare il lated dapezzolo come gli altri
mammiferi, poiché si trova sott'acqua e per laipaldre conformazione delle labbra
non adatte alla suzione. Per tale motivo, € la mati¥ssa a inoculare il latte nella
bocca del cucciolo spruzzandolo mediante la comnazdi appositi muscoli. Il latte
e ricchissimo di lipidi e consente cosi l'accresaimo rapido del cucciolo. Lo
svezzamento dura svariati mesi a seconda delldespecomunque termina prima
della nascita di un altro cucciolo, ogni 1-2 annta&, alla luce di una gravidanza che
dura circa 12 mesi. | Cetacei sono poliestrali pmehi ovulatori stagionali, di solito
in primavera ed autunno (Cagnolatoal,, 1983).
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2. | CETACEI NEL MEDITERRANEO

GEOGRAFIA

Il Mar Mediterraneo viene considerato un bacinoishiuso: lo Stretto di Gibilterra
e l'unica apertura che lo mette in comunicazione gb altri mari del mondo che,
pero, risulta essere molto piccolo con un’ampiadizarca 10 km e una profondita di
poco superiore ai 300 metri. Il Canale di SueZ&ti@tto dei Dardanelli e quello del
Bosforo sono ancora piu piccoli e, in pratica, uefizano molto poco la vita del

Mediterraneo.

CARATTERISTICHE OCEANOGRAFICHE

Per poter studiare e comprendere la vita che sinhan determinato ambiente,
bisogna conoscerne le caratteristiche chimicoHesied oceanografiche.

Nel Mar Mediterraneo vi € una circolazione di acdeslda e leggera che entra da
Gibilterra e si distribuisce sulla superficie dedn®. Essendo un bacino semichiuso,
nelle acque del nostro mare si verifica un’elegatim evaporazione causata
dall'irraggiamento solare e per questo si ha unggioa salinita delle acque interne
al bacino. La salinitd del Mediterraneo e infatlta alta, 37-38%., ossia ha una
concentrazione salina di molto superiore alla megtbhale. Questa acqua piu salata
risulta essere anche piu pesante e, di consegusatka sul fondo del mare e tracima
successivamente, dopo aver fatto il giro di tuttbacino, attraverso lo Stretto di
Gibilterra. In questa zona si hanno quindi due esdirdi acqua differenti: una
leggera e superficiale in entrata, e un’altra pesarsul fondo in uscita.

Un’altra particolare caratteristica oceanografieh Mare Nostrum e la temperatura
delle sue acque. Negli altri mari del mondo, seoss normalmente una diminuzione
della temperatura dalla superficie al fondo del eanan Mediterraneo, invece, si
hanno fluttuazioni stagionali molto elevate con goaseguente escursione termica

nelle acque superficiali fino a 14°C, valore negate alto. In aggiunta, in
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profondita, la temperatura si mantiene sempre ntstaia d’estate che d'inverno,
intorno ai 13°C.

Il Mediterraneo viene considerato un mare povepo@ produttivo (oligotrofo) per
quanto riguarda la produttivita primaria, ossi@lentita di biomassa prodotta dagli
organismi vegetali attraverso la fotosintesi. #laibiologico della materia prevede
che tutta la sostanza organica presente in matefama di animali e vegetali, una
volta morti gli organismi, cada sul fondo del mar@enga trasformata in sostanza
inorganica grazie all’opera di particolari battéecompositori che vivono sul fondo
marino.

Cio avviene anche in Mediterraneo, ma a causa dadksita delle correnti
ascensionali profonde (upwellings), che portansuperficie le sostanze nutrienti, il
fenomeno si verifica in maniera minore e non sidfite. Cido causa una riduzione
del numero di specie animali e vegetali rispettwoache si osserva negli altri mari
piu produttivi. Tuttavia, grazie ad un fenomeno aeegrafico particolare, questa
“poverta” non si ha in una zona del Mediterranessi@ nel Bacino corso-ligure-

provenzale (Notarbartolo di Sciara e Demma, 2004).

IL BACINO CORSO-LIGURE-PROVENZALE

E’ delimitato dalla costa italo-francese tra GenevBolone, la Corsica occidentale e
la Sardegna occidentale. Esso € caratterizzatma@mofondita media di 2300 metri
ed é direttamente collegato al’Oceano Atlanticazge ad una corrente superficiale
proveniente dallo Stretto di Gibilterra. Questa rente si biforca all'altezza

dell’Algeria: un ramo si dirige verso le coste amoitali della Sardegna e della
Corsica, l'altro costeggia la costa tirrenica @ak. In prossimita di Genova le due
correnti si ricongiungono e si mescolano alle acduerigine continentale portate
dal flume Rodano. Un vortice ciclonico antioraridigico del Bacino Corso-Ligure-

Provenzale durante la stagione estiva; esso craarisalita delle acque profonde
ricche di nutrienti, fenomeno noto con il nome gwelling. Durante il periodo

autunnale questo fenomeno é dovuto all’attivitdetiti provenienti dal continente,

(tramontana e maestrale); ed €& proprio questo cdole®mento verticale, in
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concomitanza con altri parametri chimico-fisici eeanografici, quali I'intensa

evaporazione e I'immissione di nutrienti dal Rodaaaleterminare le condizioni per
una elevata produttivita primaria, non riscontr@akih nessuna altra zona del Mar
Mediterraneo.

II Bacino Corso-Ligure-Provenzale e infatti la m@ge mediterranea in cui la
presenza dei Cetacei & piu massiccia, sia per guiuarda il numero di esemplari

sia come diversita di specie (Revelli, 2003).

IL SANTUARIO DEI CETACEI

A seguito del monitoraggio delle specie di Cetazal rilevamento di una forte
concentrazione in questa zona di mare e dopo presdi diverse associazioni a
favore della protezione degli animali e dellamléenil 22 marzo 1993 i
rappresentanti dei Ministeri dellAmbiente di Fréme Italia e il Ministro di Stato
del Principato di Monaco firmarono a Bruxelles udéchiarazione relativa
all'istituzione in questa zona di un Santuario nedaneo per i mammiferi marini
(Notarbartolo di Sciar&t al, 1997). Il santuario dei Cetacei si estende iianea
protetta di vaste dimensioni, ben 87.500 chilomgtradrati, quasi due volte la
Svizzera, la maggior parte dei quali in acque r@eionali ed e delimitato ad ovest
da una linea che va dalla punta Escampobariou §pavest della penisola di Giens)
con posizione 43°01'N e 006°05'E fino a Capo Faomsituato sulla costa
occidentale della Sardegna (40°58’'N e 008°12’E)esi] una linea che va da Capo
Ferro, situato sulla costa nord della SardegnaO@ e 009°31'E) fino a Fosso
Chiarone, situato sulla costa occidentale italigd2f21'N e 011°31’E) (Scovazzi,
1993).

L'accordo definitivo del 25 novembre 1999 ha finahte sancito la nascita di questa
grande area marina protetta che ha preso il non8audiiuario Pelagos. Nel 2001 e
arrivata la ratifica dell'accordo da parte delita(Notarbartolo di Sciarat al.,
2007).
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Figura 1: Il santuario dei Cetageivikipedia.org

CETACEI REGOLARMENTE PRESENTI NEL MEDITERRANEO

Fino agli inizi del secolo scorso in realta tuttdviediterraneo era abitato da una
fauna molto popolosa che comprendeva anche un grandchero di Cetacei. Le
specie che oggi si possono avvistare regolarmpntey meno frequentemente, sono
8:

» Balenottera comund@laenoptera physaljis
» Capodoglio Physeter catodgn

» Zifio (Ziphius cavirostri}

* Globicefalo Globicephala melgs

» Grampo Grampus griseys

» Tursiope Tursiops truncatus

» Stenella striataStenella coeruleoalba

* Delfino comune Delphinus delphis
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Ciascuna di queste specie possiede specificheearasgtthe ed esigenze ecologiche,
le quali ne determinano la distribuzione geograicaeconda delle diverse zone
ambientali offerte dal Mediterraneo. Negli ultimeaknni pero i loro habitat si sono
ristretti a causa del degrado ambientale dato daitevita antropiche, con la
conseguente scomparsa di Cetacei in alcune zdleequali essi tradizionalmente
vivevano in condizioni ottimali.

Ricerche compiute sui Cetacei nei mari italiani rf@mrrivelato I'esistenza di
differenze significative tra le profondita delleqae preferite da ciascuna specie
(Notarbartolo di Sciarat al, 1990): Balenottera comune, Zifio e Globicefatms
prettamente pelagiche e si trovano al largo di ecgwfonde 2000 metri 0 piu;
Capodoglio, Stenella striata e Grampo sono piuuietj in corrispondenza delle
zone della scarpata continentale; il Delfino comsinecalizza nelle zone intermedie
tra scarpata e piattaforma continentale; infindutsiope € una specie cosiddetta
neritica, ossia si mantiene in prossimita delletesoa profondita inferiori ai 100

metri.

Qui di seguito vengono descritte singolarmenteastdt le specie che saranno
oggetto della parte sperimentale:
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2.1. Balenottera comune

Ordine: Cetacea
Sottordine: Mysticeti

Famiglia: Balaenopteridae

GenereBalaenoptera
SpecieBalaenoptera physalus (Linnaeus, 1758)
(Myerset al., 2008)

STRUTTURA

E’ l'unica specie di Misticeto regolarmente avviatanel Mediterraneo ed e il
secondo animale piu grande mai esistito al mondperaita solo dalla Balenottera
azzurra Balaenoptera musculysLa femmina € sempre leggermente piu grande del
maschio: raggiunge la lunghezza di 24 m per un pede 45 e le 75 tonnellate. Alla
nascita misura trai 5,5 e i 6,5 m e pesa ciranBdllate.

La testa € cuneiforme, con la porzione superiopgadiita e divisa in due da una
cresta longitudinale mediana che termina a livdilgfiatatoio. Il corpo é affusolato
nella porzione centrale. La pinna dorsale puo esaka fino a 60 cm ed é orientata
all'indietro, con la base a livello di inizio dedrzo posteriore. La coda e possente con
un marcato seno interlobare mentre le pinne péitsaao molto piccole.

Il dorso € color grigio ardesia ed il ventre biarmsi come la superficie inferiore
delle pinne pettorali e della coda. La coloraziaede mandibole € asimmetrica:
bianca a destra e ardesia a sinistra. Le carditbesdistintive che permettono di
riconoscere un individuo dall’altro sono lo chevreril blaze, rispettivamente delle
sfumature chiare sulla nuca a forma di V e sfunegapiml scure dello sfondo a livello
di occhio ed ascella.

Il soffio € unico, a forma di cono rovesciato eaifino a 6 m.
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HABITAT E DISTRIBUZIONE

La Balenottera comune € una specie pelagica, @8sain mare aperto, in acque
profonde e lontane dalla costa. La sua distribiez®reosmopolita poiché ne esistono
popolazioni in tutti gli oceani (rara pero nellegae tropicali).

Nel Mediterraneo questi animali popolano abbondagtdée i bacini occidentale e
centrale, mentre quello orientale € meno frequentatmodo particolare in Italia la
Ssi puo trovare in estate nel Mar Ligure, nel MarCdirsica e nel Mar di Sardegna
settentrionale; meno frequente e I'avvistamentdaejo del Mar Tirreno e dello
lonio e nel Canale di Sicilia.

Le ricerche fatte sul DNA mitocondriale delle bal#are comuni hanno dimostrato
che queste sono geneticamente distinguibili dallerottere atlantiche: cio vuol dire
che sono isolate dal punto di vista riproduttivogeindi verosimilmente una
popolazione endemica del Mediterraneo, non il drdituna semplice migrazione dal
vicino Atlantico.

Nel Mediterraneo la Balenottera comuiBalkaenoptera physaljisiene considerata
come animale minacciato ma non ancora in pericolestinzione dalla IUCN Red
List.

ALIMENTAZIONE

La componente principale della dieta di una Balematcomune € il krill, costituito

da Crostacei planctonici (Eufausiacei), pesci ealopbdi. La varieta di questa dieta
e data dalla zona in cui si alimenta: nei mari ditiee piu abbondante il krill, mentre
nell’emisfero boreale c’@ una maggiore varieta eiqy; nel Mediterraneo la dieta &
costituita principalmente dal krill.

La tecnica di caccia dei pesci e particolare: sii@wa a notevole velocita ad un
branco di pesci per buttarsi nel punto in cui quéspiu fitto. Quindi, distendendo la
regione golare, che pud anche raddoppiare il dienuetlla parte anteriore del corpo,

ingoia acqua e pesci.
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ETOLOGIA ED ORGANIZZAZIONE SOCIALE

La struttura sociale dei Misticeti non € complessme quella degli Odontoceti: la
balenottera comune si raggruppa in gruppi di 6dividui ma non stabilisce legami
duraturi con nessun compagno in particolare. L'argoto tuttavia € poco
conosciuto; si ipotizza anche che i diversi esemglassano tenersi in contatto a
distanza di molti chilometri tramite segnali accisticostituendo una sorta di

“branco” anomalo.

RIPRODUZIONE

Il ciclo riproduttivo della Balenottera comune segdei ritmi stagionali che sono

fortemente correlati alle sue migrazioni per l&rea del cibo: passa I'estate in acque
fredde sub-polari dove si alimenta per accumulaterts energetiche che le

serviranno durante la gestazione, mentre il comeepio avviene in inverno nelle

acque temperato-calde e tropicali, dove la Balemmttcomune si accoppia e

partorisce dopo 11-12 mesi.

Lo svezzamento avviene all’'eta di 6 mesi e la ni@sessuale viene raggiunta a 8-

12 anni in entrambi i sessi (Notarbartolo di Scei@emma, 2004).
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2.2. Capodoglio

Ordine: Cetacea
Sottordine: Odontoceti

Famiglia: Physeteridae

GenerePhyseter
SpeciePhyseter catodon (Linnaeus, 1758)
(Myerset al, 2008)

STRUTTURA

Il Capodoglio Physeter catodgré I'Odontoceto piu grande: il maschio misura 18,3
m per un peso di 57 t; la femmina invece ha deifeedsioni decisamente piu
ridotte, arriva infatti a 12,5 m e a 24 t. Alla o@&s il piccolo di Capodoglio misura 4
m e pesa 500-800 Kg.

Caratteristica esterna piu evidente e la forma adglo, dal profilo squadrato e
compresso lateralmente. La posizione dello sfiaaéo diversa da tutte le altre
specie: é situato sul rostro ma spostato a sinistracorrispondenza di una
protuberanza, infatti il suo soffio e inconfondéjerché diretto appunto a sinistra e
obliguamente. Il capo € cosi grande da maschesameahdibola quando la bocca e
chiusa. | denti sono presenti solo sulla mandibokentre nella mascella sono assenti
perché non erompono mai. La rima buccale puo esskata di bianco.

Il tronco si presenta grigio scuro uniforme, a @alon tonalita brunastre, e la cute ha
un particolare aspetto corrugato longitudinalméumbgo i fianchi. La pinna dorsale e
bassa, triangolare e ad angolo ottuso seguita daelbature che diminuiscono di
dimensioni verso la coda. Le pinne pettorali somdecmentre la coda € molto larga,
con un marcato seno interlobare e dal margine ¢auekilineo.

Merita un cenno particolare I'organo dello sperntia@ecolto all’interno del capo e
che ne da’ la caratteristica forma. Quest’organcostituito da tessuto spugnoso
imbevuto di spermaceti, la cui composizione é datasteri cerosi e trigliceridi. Non
si conoscono le funzioni dello spermaceti ma sosatte molte ipotesi, per esempio

potrebbe servire a controllare la galleggiabili&d dorpo, oppure, allo stesso modo
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del grasso acustico contenuto nella mandibola eéind fungere da lente acustica;
infine sarebbe necessario ad evitare I' accumulazdito nel sistema circolatorio
durante le apnee.

L’ambra grigia € una sostanza odorosa, dal profumuschiato, molto usata in
profumeria che si trova in un numero ristretto @p6dogli e si forma all'interno
dell'intestino crasso; un tempo si pensava fossetrovamento patologico, in realta
non se ne conosce ancora la funzione e sembrarsi # partire dai becchi dei

calamari ingeriti (Notarbartolo di Sciara e Demi2@04).

HABITAT E DISTRIBUZIONE

L’habitat del Capodoglio € il mare aperto, piu sfieatamente in tutte le acque con
una profondita superiore ai 1000 m non copertegti@cci e nelle zone di scarpata
continentale. Le femmine e i giovani si trovanatlidini non superiori ai 40°-50° e
in acque nelle quali la temperatura della superficimaggiore di 15°C; i maschi
tollerano temperature piu basse e si spingono dsh@mbienti subpolari (Taylat
al., 2008). Popola tutti i mari del mondo; nel Medimeo € diffuso nel bacino
Occidentale e si € verificato un notevole aumeeiglicavvistamenti nel Mar Ligure
Occidentale e nei mari a ovest di Corsica e Saaegentre rimangono regolari gli
avvistamenti nel Canale di Sicilia e in Calabridst&a rilevata una regolare
presenza anche a sud-ovest di Creta, nei mari Gedlaia (Frantzigtal., 1999).

Gli studi sul numero effettivo dei Capodogli nel diterraneo e nel mondo non sono
sicuri ma la specie non sembra in pericolo di egtime, anche se resta fra le specie
minacciate nella [JUCN Red List (Taylat al, 2008). Alcuni ricercatori hanno
effettuato delle biopsie cutanee nei Capodogli et@tato che i livelli di cromo
nella pelle sono 28 volte superiori a quelli dagimini che non hanno avuto delle
esposizioni a questo metallo pesante in ambitorédiwm; questi valori sono invece
simili a quelli trovati nei polmoni di lavoratori onti di cancro, e sono quindi un

indice di una forte contaminazione ambientale naafiWiseet al, 2009).
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ALIMENTAZIONE

Il Capodoglio si nutre prevalentemente di calamdai, piu piccoli a quelli enormi,

per esempio il famos@rchiteuthis duxcon il quale ingaggia leggendarie e
affascinanti lotte negli abissi (Revelli, 2003)trelad essi si nutre talvolta anche di
pesci. | denti non sono necessari al Capodoglidgpeattura delle prede, ma utilizza
il biosonar per stordirle. In realta non &€ mai statsservato direttamente un

Capodoglio in caccia per cui si possono fare seltedpotesi.

ETOLOGIA ED ORGANIZZAZIONE SOCIALE

L’organizzazione sociale del Capodoglio ruota atboa due tipi di aggregazione: i
gruppi familiari, composto da femmine adulte erolpiccoli, di circa 20 esemplari, e
i gruppi di maschi detti “scapoli”, costituiti dadividui sessualmente maturi e di
dimensioni simili. Il numero di maschi che compoihegruppo (fino a 50) é
inversamente proporzionale alla loro mole, finoaadvare agli individui solitari di
notevoli dimensioni. | due gruppi si uniscono dueanl periodo riproduttivo
invernale ma solo per poche ore, poiché i masctiao® sempre nuovi gruppi di
femmine. Le relazioni all'interno dei gruppi fanaiti sono stabili e rappresentano
un’importante forma di coesione creando le condizper instaurare varie forme di
apprendimento. In estate maschi e femmine si dnododefinitivamente

distribuendosi rispettivamente in acque polari adque temperate.

RIPRODUZIONE

La gestazione dura 14-15 mesi per cui i piccolicoas in primavera-estate e
vengono svezzati a due anni, anche se possonagargiad assumere il latte fino a
guando sopraggiunge la maturita sessuale nella femfv anni) e fino a 13 anni nel
maschio, che diventa pubere a 18-21 anni. L'estropare in una femmina ogni 3-5

anni (Notarbartolo di Sciara e Demma, 2004).

25



2.3. Zifio

Ordine: Cetacea
Sottordine: Odontoceti

Famiglia: Ziphiidae

GenereZiphius
SpecieZiphius cavirostris (Cuvier, 1823)
(Myers, 2008)

STRUTTURA

Gli zZifiidi sono Cetacei di media taglia non stegttente imparentati né con il
Capodoglio né con i Delfini (Revelli, 2003).

Lo Zifio € il secondo grande Odontoceto meditercanmisura 6-7 metri di
lunghezza e pesa 3 tonnellate; la lunghezza mediagonato € di 2,7 m. Il capo é
piccolo, compresso lateralmente e con una piccofvessita data dal melone. Le
femmine e i giovani non hanno denti mentre i maschilti ne possiedono soltanto
due disposti sulla mandibola e che fuoriesconocadatha boccale. Lo sfiatatoio e
spostato a sinistra ed il soffio & inconsisteriteotpo e siluriforme e tozzo, con una
pinna dorsale piccola e triangolare, all'inizio deizo posteriore. Le pinne pettorali
sono piccole mentre la coda € piuttosto grandewolieve segno interlobare. Per
guanto riguarda le dimensioni non c’e dimorfismsssele.

La colorazione del corpo pero puo variare tra fenareé maschi: le prime possono
essere grigie scure, bruno-rossicce o caffelattequ@lche sfumatura piu chiara sul
capo; i maschi, invece, sono generalmente grigiesaa e bianchi sulla testa e sulla
regione del tronco subito adiacente. Il piccolo um mantello nero-bluastro, col
ventre piu chiaro. Sul corpo di questi animali sis@&vano molto spesso delle
macchie bianche (forse lasciate da ectoparassiteda lampreda), gialle (date dalle
diatomee, piccole alghe incrostanti), e delle gaaife (probabile risultato di lotte tra
maschi).
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HABITAT E DISTRIBUZIONE

Lo Zifio predilige le acque temperate e tropicalnaina profondita superiore ai 1000
m, il che ne fa un Cetaceo prettamente pelagicpuSitrovare in tutti i mari e gli
oceani del mondo. Nel Mediterraneo frequenta maggate il bacino Occidentale
ed € uno dei pochi Cetacei che viene avvistato foequenza anche nel bacino
Orientale. In Italia si sono avuti spiaggiamentlLiguria, Lazio, Sardegna Orientale
e Salento: la valutazione della presenza o meno ddio si basa principalmente
sugli spiaggiamenti e cid non pud dare delle infrroni attendibili sulla
popolazione totale e sull’effettiva distribuziomg; avvistamenti sono sporadici dato

anche il suo carattere timido.

ALIMENTAZIONE

Lo Zifio pare essere un cacciatore opportunistaenoysi ciba delle prede che sono a

disposizione nelle acque in cui si trova, qualico€s profondita superiori ai 1000

m) o calamari (nel Mediterraneo).

ETOLOGIA ED ORGANIZZAZIONE SOCIALE

Del comportamento dello Zifio poco si conosce datacarsita degli avvistamenti;

sembra che ci siano sia esemplari solitari, sigrdi pochi individui.

Nulla si sa su possibili rotte migratorie.

RIPRODUZIONE

Anche in questo caso si hanno poche informaziommisa che non ci sia una

stagionalita degli estri e la maturita sessualaeser al raggiungimento di 5,5 m di

lunghezza (Notarbartolo di Sciara e Demma, 2004).
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2.5. Grampo

Ordine: Cetacea
Sottordine: Odontoceti

Famiglia: Delphinidae

GenereGrampus
Specie:Grampus griseus (Cuvier, 1812)
(Myerset al, 2008)

STRUTTURA

I Grampo o Risso’s dolphin & un Odontoceto diitagiedio-piccola, che raggiunge
una lunghezza di 3,5 m e un peso di 400 Kg. llggeenisura 1,5 m alla nascita.

Il capo €& rotondeggiante a causa della prominengl ndelone che scende
direttamente sul muso senza presenza di rostrmelbne € diviso in due lobi

simmetrici da un solco longitudinale. La rima bueaincurvata verso l'alto.

Il corpo & nel complesso slanciato. La pinna dergaklta e falcata, in posizione
mediana; le pinne pettorali sono lunghe e appur(tietarbartolo di Sciara e

Demma, 2004).

| cuccioli alla nascita hanno una colorazione grigniforme ma, con il passare del
tempo, acquisiscono sempre piu graffi fino a digesmt negli esemplari piu vecchi,
completamente bianchi. Non si conosce il motivo @erqueste cicatrici rimangano
per tutta la vita; esse sono dovute molto probamil@ alle interazioni sociali tra
individui quali morsi o combattimenti, ma questadeneno si verifica anche tra le
altre specie di Cetacei. Solo nei grampi, perostguéerite non vengono eliminate e
si mantengono nel tempo (Revelli, 2003). Pare ¢mer@o alcune di queste cicatrici

siano causate anche dai morsi dei calamari (Taylat, 2008).
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HABITAT E DISTRIBUZIONE

Il Grampo e ampiamente distribuito nelle acqueit@pe temperate di entrambi gli
emisferi (Leatherwood, 1980); preferisce spingeisi acque profonde in
corrispondenza della scarpata continentale, speerde sui fondali piu ripidi (Kruse
et al, 1999). Il suo areale di distribuzione comprendMare del Nord, il Mar
Baltico, il Mar dei Caraibi, il Golfo del Messicd,Mar Rosso e il Mediterraneo nel
quale si avvista piu frequentemente nel bacinodactale.

Anche nel Mediterraneo i Grampi mostrano una pegfea per le acque profonde in
zone dove il fondale scende piu scosceso e inspamidenza di canyon sottomarini
(Canadast al, 2002). La sua distribuzione varia a secondaatgiondanza di cibo
e Si sposta sopra e sotto la scarpata contingoealeontinuare a trovare disponibilita
di prede, in particolare le grandi biomasse dimala (Baumgartner, 1997). Nei mari
italiani si trova abitualmente nel bacino CorsotlgrProvenzale, nel Tirreno e tra
Ustica e le Eolie. Alcuni spiaggiamenti sono stakevati nel nord Adriatico
(Notarbatolo di Sciara e Demma, 2004).

Non ci sono stime sulla popolazione totale del Gramma solo alcuni studi

focalizzati in aree specifiche. Non € comunque iciamata una specie minacciata.

ALIMENTAZIONE

In base al contenuto degli stomaci di Grampi sp&gg stato dimostrato che essi si
nutrano quasi esclusivamente di Cefalopodi di deerspecie, anche se
occasionalmente possono predare anche pesce atiuf@ockroft et al, 1993;
Blancoet al, 2006) E’ stato inoltre osservato che vi e diffea@ fra le specie delle
prede dei maschi e delle femmine e anche fra lersevtaglie di Grampi; questo dato
fa supporre che le risorse alimentari vengano titgatra sottogruppi. In genere
tuttavia si nutrono di calamari, talora di seppjoépi (Cockroftet al, 1993).

Nel Mediterraneo il Grampo preferisce alimentatsigo le profondita medie della
scarpata continentale, fra i 600 e gli 800 m (Btegtcal, 2006)
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Nelle poche aree in cui sono stati effettuati desglidi, sembra che si nutrano
principalmente di notte (Taylat al, 2008).

ETOLOGIA ED ORGANIZZAZIONE SOCIALE

Poco si conosce sull'organizzazione sociale delnfpa Gli ultimi studi fanno
supporre I'esistenza di 3 diversi gruppi socidtiaenati “scuole”: un tipo di scuola e
costituito dalle femmine con i loro cuccioli fino & anni d’eta, dopodiché alla
puberta sia maschi che femmine lasciano la scuot@ihe e si raggruppano in base
all'eta a formare le cosiddette scuole giovanik $cuole femminili sono di solito
seguite da gruppi di soli maschi adulti (scuole chd8. Le femmine all'interno di
una scuola hanno una condizione riproduttiva similéatti dal gruppo familiare
costituito da madri e cuccioli si separano, ad emocpunto, tutte le femmine in estro
(Amano e Miyazaki, 2004). Questi tipi di struttwseciali sono molto simili a quelle
di altri delfini oceanici, ad esempio la Stenellaiasa Stenella coeruleoalha
Tuttavia e possibile che esistano branchi di imtlividi tutte le eta e di entrambi i
sessi all'interno dei quali avverrebbe un’intenseerazione sociale e la formazione
di legami piuttosto stabili (Gaspari, 2004); staginente si fondono in
“supergruppi”, in particolar modo nel Mediterranaloche ricorderebbe da vicino
I'organizzazione sociale dell’Orca (Notarbartolo $iciara e Demma, 2004). Nel
bacino occidentale del Mediterraneo solitament® svistati in gruppi che variano
da 1 a 18 individui, ma i maggiori avvistamenti goth 2 individui per gruppo
(Gomez de Segura, 2006).

RIPRODUZIONE
Per quanto riguarda la riproduzione del Grampoaotii @alisposizione sono pochi: la

femmina raggiunge la maturita sessuale attorno&gb anni (Amano e Miyazaki,
2004); nel maschio questo dato non € noto.
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Si stima che la gestazione duri 13-14 mesi (PerriReilly, 1984) e che la maggior
parte dei parti avvenga in estate (Mizue e Yoshl®8?2). Lo svezzamento dura 12-

18 mesi e la femmina va in calore ogni 3 anni c{fg@ano e Miyazaki, 2004).

2.6. Tursiope

Ordine: Cetacea
Sottordine: Odontoceti

Famiglia: Delphinidae

GenereTursiops
SpecieTursiopstruncatus (Montagu, 1821)
(Myerset al, 2008)

STRUTTURA

Il Tursiope e un delfino di grande mole, dalla @rgiura tozza ma capace di
movimenti agilissimi e aggraziati che si manifestaspesso sottoforma di giochi
acrobatici fuori dall'acqua. Raggiunge una lungleearedia di 2,5-3,5 m per un peso
frai 270 e i 350 Kg; il maschio é piu grande dédenmina. Il neonato € lungo 1 m
(Notarbartolo di Sciara e Demma, 2004).

| Tursiopi appartenenti all’ecotipo costiero sonia piccoli e dotati di pinne piu
larghe per aumentare la dispersione di calorejolipo pelagico sembra essersi
adattato ad acque piu fredde e profonde, in pdatiecerte caratteristiche del sangue
gli fanno meglio sostenere immersioni profonde @Hex Duffield, 1990).

Il capo é sovrastato dal melone, separato dalar@stito da un solco ben marcato. La
pinna dorsale é alta e falcata, le pinne pett@atio corte e sottili. La livrea e di
diverse sfumature di grigio a seconda dell'indiviced i contorni sono sfumati nelle
diverse aree del corpo: il dorso € di un grigio pauro che va schiarendosi sui
fianchi fino al ventre di colore biancastro o r@sanche la mandibola e bianca. Ad
una piu attenta osservazione di riconoscono disegfumature tipici delle diverse

popolazioni, a seconda del mare in cui si trovama: Mediterraneo ad esempio
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possono essere confusi con le Stenelle striateusacdi una fiamma chiara che

spicca dalla gualdrappa verso il torace.

HABITAT E DISTRIBUZIONE

Il Tursiope é distribuito in tutte le acque temperaropicali e subtropicali del
mondo (Notarbartolo di Sciara e Demma, 2004), daveemperatura superficiale
dell’acqua non scende sotto i 16°C (Baetal, 1999). Alcune specie prediligono le
acque salate, altre le acque dolci.

Il Tursiope e una specie che si adatta con succaisdoversi tipi di habitat: puo
vivere sia in mare aperto che in zone costiereheuac una profondita minore di 30
metri. L’ecotipo costiero preferisce le acque bassalde e si adatta a diversi tipi di
fondali, quali lagune limacciose, baie, estuaii fdemi, stretti, insenature e altre
acque interne fin lungo I'esterno della linea dsteo Tuttavia si possono trovare
anche Tursiopi negli oceani, in acque profondeadeiattaforma continentale e
all'interno della scarpata continentale. Non c’élio che I'ecotipo piu diffuso sia
guello costiero (Hersh e Duffield, 1990).

Essi sono presenti nella maggior parte dei marustho semichiusi, come |l
Mediterraneo, il Mare del Nord, il Mar Nero, il Mafei Caraibi, il Golfo del
Messico, il Mar del Giappone ed il golfo della @ania. Nel Mediterraneo il
Tursiope e la specie piu diffusa dopo la Stenetiata Stenella coeruleoalfaanto
che si poteva scorgere facilmente, fino a poco tefapin tutte le coste, mentre ora
la sua densita sta diminuendo forse per cause atiatforse per l'intensa attivita
umana che si svolge nel suo habitat che € un éattodisturbo per sottrazione di
risorse alimentari (overfishing) e inquinamentoncioé per morte accidentale. Sono
molto diffusi nel Mare di Alboran e nelle BaleaRdrcadaet al. 2004; Cafadas e
Hammond 2006); in ltalia € la specie piu diffusatreva in abbondanza nel Mar
Ligure, nell’Arcipelago Toscano, nei mari di Comsie Sardegna ed e l'unica a
spingersi fino all’Adriatico settentrionale (Arcalget al, 1997; Notarbartolo di
Sciara e Demma, 2004; Bedocchi, 2007).
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ALIMENTAZIONE

L’alimentazione del Tursiope e composta principalteedal pesce (merluzzi,
salmoni, triglie, acciughe, aringhe, naselli, meirla altri) ma varia dai calamari ed
altri Cefalopodi sino ai crostacei, a seconda daib@onibilita (Blanccet al, 2001;
Santoset al, 2001). L'ecologia e il comportamento delle spatii pesce preferite da
questi delfini indica che essi si nutrono su fondatciosi o morbidi per la presenza
di alghe e vicino alla costa (Amatal., 2005).

ETOLOGIA ED ORGANIZZAZIONE SOCIALE

Grazie alla loro curiosita e al carattere socievdleomportamento dei Tursiopi
costieri & stato studiato a lungo; si conosce niecotipo pelagico.

L'unita familiare & I'elemento fondamentale su suibasa la struttura sociale ed é
composta dalle femmine con i loro piccoli. Quangmncicoli diventano indipendenti
dalla madre lasciano il gruppo d’origine per forsman gruppo misto di giovani: le
femmine torneranno una volta raggiunta la matwéssuale, i maschi si uniranno fra
loro per poi aggregarsi a diversi gruppi di femmaeante il periodo riproduttivo
(Notarbartolo di Sciara e Demma, 2004). La soa@alilla madre influenza molto il
futuro carattere del cucciolo: le femmine sararm@pecchio della madre, mentre i
maschi I'opposto, per cui da madri molto sociewblavranno figlie socievoli e figli
che evitano il contatto sociale, al contrario masblitarie genereranno femmine
solitarie e maschi socievoli (Gibson e Mann, 2008).

Gli ecotipi costieri, a seconda delle zone, possorigrare 0 essere stanziali e
costantemente presenti. In alcune aree costieadiifd migrazioni dei Tursiopi sono
stagionali e sembra siano dovute a cambiamenta riethperatura delle acque ed
al’abbondanza e distribuzione delle prede. E stsservato come talvolta le acque
costiere vengano utilizzate come area di nursegin(FL994; Barceet al, 1999). La
maggior parte dei Tursiopi costieri pero e stamzidlon si sa invece se I'ecotipo
pelagico sia soggetto a migrazioni.
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L'alimentazione fa parte di un comportamento seciarché, sebbene siano in
grado, quando il cibo e piu abbondante, di alinmshi@da soli, solitamente formano
colonie di 6-20 individui per organizzare vere eie battute di caccia. Ancora piu
numerosi sono i gruppi che formano i delfini ch&ovio in pieno oceano dove
possono arrivare ad unirsi centinaia di individtii.stato osservato che nei Tursiopi
costieri del Mediterraneo le dimensioni dei brangihinantengono sempre piuttosto
ridotte, in media 7 individui (Forcadzt al, 2004), al confronto con quelle riportate
per le popolazioni oceaniche; il motivo di cio ede probabilmente nella mancanza
di predatori (come squali ed orche) e nelle stiataimentari rivolte essenzialmente
a pesci bentonici che non richiedono tecniche dcieain larghi branchi (Arcangeli
et al, 1997).

Una patrticolare tecnica di caccia utilizzata daumaicTursiopi € la strand-feeding o
beach hunting, una tattica simile a quella usalée dache: i Tursiopi radunano
prima i pesci verso le coste sabbiose, nuotandallpliad esse, poi li spingono sulla
sabbia e se ne nutrono spiaggiandosi parzialmeotanpletamente. Infine tornano
al mare, con un movimento ad U del corpo distesdianco. La strand-feeding e
una tecnica piuttosto pericolosa, per questo vgaécata generalmente nei periodi
di alta marea. Puo essere praticata da individlitasoo da gruppi di delfini che
collaborano per la cattura dei pesci. E un compuetdso che si sviluppa solo nei
tursiopi nati da altri beach-hunters, ma studitafgi sul DNA mitocondriale hanno
portato ad escludere una trasmissione geneticaeatfitg tecnica di caccia, per cui Si
pensa che i giovani la imparino osservando le lmadri che, al contrario delle
orche, non sembra la insegnino intenzionalmenteiclolo (Silber e Fertl, 1995;
Sargeantt al, 2005). Un altro tipo di apprendimento € datdi'idpezione delle
prede catturate dalla madre e dagli adulti da peteuccioli e dei giovani in modo
da poter riconoscere quali sono le specie edilsii:tratta di una forma di
apprendimento obliquo (Maret al, 2007).

Altri Tursiopi adottano una tecnica di caccia digguimento e ammassamento delle
prede, ed é stato osservato che c’e una distribazaei ruoli: il delfino “pilota”
insegue le prede verso una barriera costituitaltiadalfini che si dispongono ad
anello attorno ad esse aspettando che saltino lesgerficie per uscirne, venendo
quindi afferrate al volo (Gazds al, 2005).
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| Tursiopi usano é&colocalizzazioneper individuare le prede, ma €& anche
probabile che il sonar serva a stordire e disaaiente prede, rendendone cosi piu
semplice la cattura.

In ultima analisi bisogna sottolineare pero chetdit i tipi di tecniche di caccia ogni
popolazione di Tursiope ne usa solo una: sembra thesiopi non adattino la loro
tattica alimentare a seconda della compatibilita Koabitat, ma piuttosto scelgano

I'habitat piu adatto al loro comportamento di cacdiorres e Read, 2009).

RIPRODUZIONE

Le femmine raggiungono la maturita sessuale fraei @i 11 anni d’eta, 2-3 anni
prima dei maschi. Gli accoppiamenti e le nasciteosdistribuiti durante tutto I'anno,
con un picco di nascite in estate (Cockroft e RA€80; Urianet al, 1996). La
gestazione dura 12 mesi e lo svezzamento circa d€8 ensi conclude comunque
prima della nascita di un altro cucciolo; l'intelleatra una nascita e l'altra e di 3-4
anni. Tra i Tursiopi si verifica il fenomeno delldyaitting: una femmina accudisce |
cuccioli delle altre mentre queste vanno a cacdidotarbartolo di Sciara e Demma,
2004).
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3. LA TOXOPLASMOSI

3.1. | protozoi

| protozoi sono organismi unicellulari eucariotit@trofi o eterotrofi, mobili, che si
nutrono soprattutto per fagocitosi, sebbene vi sianmerose eccezioni. Se ne
conoscono oltre 35.000 specie.

Popolano attualmente in numero sterminato mariyac@limastre e dolci, e terreni
umidi. Attecchiscono e si diffondono rapidamenteurmyue, specialmente su
materiali in decomposizione, sono sovente paradsitltri organismi vegetali e
animali e conducono spesso vita in simbiosi. Talemtonici presentano, a volte,
modi di vita gregario o coloniale, sebbene la maggiarte di essi vivano come
commensali o simbionti. In mare costituiscono bugaate del plancton e del
benthos.

| protozoi possiedono la struttura subcellularacéipdegli Eucarioti, ovvero un
citoplasma, nel quale si ritrovano reticolo endepilatico, apparato di Golgi,
lisosomi, e mitocondri (quest’'ultima caratteristi@@gsonomicamente importante), e
un nucleo che puo essere unico (come appunto merg€oxoplasmy doppio o
multiplo. Inoltre nel citoplasma si possono ritroy&inetoplasti, corpi basali, da cui
si dipartono i flagelli, assostile e un complespicae che consente di penetrare
nelle cellule ospiti tramite azione enzimatica ccoaica.

In origine i protozoi sono stati considerati untsmgno degli animali. Questa
classificazione, proposta per la prima volta dadf&ss nel 1818 divideva i protozoi
in quattro classi: Flagellata, Ciliata, SarcodinaRadiolaria, in riferimento a
microorganismi capaci di muoversi.

Piu recentemente, Cavalier-Smith (1993) ha propdistoeare un regno dei protozoi
che comprendesse gli organismi eucariotici distidéi quelli che non hanno
mitocondri (archezoi) e che non hanno i caratterivéti comuni ad animali, funghi,
piante, e cromisti.

In seguito viene riportata una classificazioneptetozoi di interesse parassitologico
tratta da Urquhart, 1998:

36



[PROTOZOA]

|
Sporozoa Ciliophora ]

I ] [ Encephalitozoc ]

[Sarcodina] [Mastigophor%

)

p
Coccidia Piroplasmidia Haemosporidia
. (P. epiteliali
Tripanosoma : -
Leishmania I _l
Trichomonas
Hgti(;r::j(i)arllas m\ Babesia Plasmodium
Hexamita s Theileria Haemqproteus
CryesEaTEuT Cytauxzoo leucoyitozoo
Toxoplasma
Sarcocystis
o Besnoitia
Hammondia
Hepatozoon
Neospora

Per quanto siano sovente dotati di movimenti autona loro spostamenti
avvengono sostanzialmente per diffusione. Possegere flagellati, come avviene
nel Subphilum dei Sarcomastigofora, o provvistingimbrane ondulanti o ciglia.

In altri casi la locomozione viene garantita da mwnti ameboidi, grazie alla
capacita del protozoo di formare dei prolungameetti pseudopodi, caratteristici
della classe Sarcodina. Nel casd dkoplasmanvece la locomozione avviene senza
'uso di ciglia, flagelli o pseudopodi, ma grazidlaacontrazione di fibrille
citoplasmatiche.

Molti protozoi si moltiplicano unicamente per vigesasuata per mitosi, scissione
binaria, gemmazione, o0 schizogonia, tuttavia, imiagasse, esistono specie che
presentano una riproduzione sessuale, ovvero |sanascomune di patrimoni ed
informazioni genetiche fra cellule ed il successiassortimento delle informazioni:

la gametogonia. In questo caso dai merozoiti gnémo i gametociti che possono
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essere simili o differenziati in gamete maschileicfogamete) o femminile
(macrogamete). Dall’'unione dei due gameti si folmaigote.

Con la sporogonia lo zigote si differenzia; al suterno si formano delle sporocisti e
all'interno di queste gli sporozoiti.

Il riassortimento avviene attraverso un processitize nucleare che pud avvenire
in tre fasi diverse del ciclo riproduttivo, e pudepedere, seguire oppure essere
intermedia alla riproduzione sessuale. Nel primsocsi ha un ciclo detto diplonte,
dal momento che tutto il ciclo vitale e allo stadiploide. Nel secondo caso tutto il
ciclo vitale & aplonte e nel terzo caso il clongaaersa una fase diplonte a 2n
cromosomi a cui segue una fase aplonte ad n cramagte precede la formazione
dei gameti per la riproduzione sessuale.

Alcuni protozoi attuano entrambe le fasi di ripratune (sessuata e asessuata) in uno
stesso ospite, altri attuano la fase asessuatagmlé vertebrato e la fase sessuata

nel vettore che generalmente e un artropode.

3.2. Generalita ed eziologia

La toxoplasmosi € una malattia parassitaria, sattedal protozooToxoplasma
gondii, parassita intracellulare obbligato diffuso tnmammiferi e gli uccelli, uomo
compreso (Cancrini, 1996).

Il termine deriva dal grectoxonche indica la forma ad arco del protozogomdii
dal nome di un roditore nord-africanGténodactylus gondiida cui fu isolato per la
prima volta il protozoo (Pietrobelli, 2003). Conteonaneamente in Brasile veniva
isolato da un coniglio un altro parassita similemoa considerato lo stesso: in tutti e

due i casi si era pensato ad una relazione canislarhaniosi (Ferguson, 2009).
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Figura 2:Ctenodactylus gond{iwww.prodivesa.com/toxnovl.hjm

Nel mondo, oggi, sono, diffusi tre ceppi del paitasshe prendono il nome di tipo |,
Il e lll (Howe e Sibley, 1995). Tuttavia ci sono Autori dostengono che i tipi sono
solo due e che il tipo Il sia il sottotipo del @ipl (Ajzenberget al, 2002). Grigg
(2001) partendo dall’'osservazione che alcuni logibigano solo due alleli, ha
ipotizzato che in origine la popolazione @i gondii possedeva due progenitori
distinti e che i tre tipi non sono altro che ilulteto della riuscita ricombinazione
genetica casuale fra i due parassiti ancestrainciocio avrebbe dato origine,
secondo i ricercatori, a una grande varieta dirmsyai con caratteristiche diverse. |
tre, dotati di una maggior capacita di adattamenttambiente, avrebbero
soppiantato gli altri ceppi, provocando la loraregbne.

Tutti e tre sono patogeni per l'uomo, ma solo uhdpo I, pud provocare serie
conseguenze per la salute dei pazienti piu debgiliagi malformazioni fetali, se
viene contratto da una donna durante la gravidanodtre € in grado di provocare
'aumento delle cisti nei tessuti. Il tipo Il € ieee il ceppo piu isolato nei campioni
umani. Il tipo 1l e i genotipi ricombinanti sondatpfrequentemente riscontrabili in
animali selvatici, aree remote e in associaziomakttie umane rare (Darde, 2004).
La toxoplasmosi € una delle piu importanti zoon®giappresenta ancora oggi un
problema di sanita pubblica, in particolare nebama gravida. E infatti documentato
che oltre mezzo miliardo di persone nel mondo pras® nel siero anticorpi di.
gondii (Dubey, 1997). Il protozoo é stato studiato adzumente, sebbene molti

aspetti del ciclo biologico e dell'epidemiologiai@angano ancora poco conosciuti.
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Il gatto e in generale tutti i felini ne rappreserd gli ospiti definitivi, mentre i

mammiferi in generale e i volatili rappresentanicogpiti intermedi.

3.3. Morfologia

Toxoplasma gondisi presenta in diversi stadi morfologici, a se@ruthe la sua

localizzazione sia extraintestinale o intestinale.

SEDE EXTRAINTESTINALE
Nelle sedi extraintestinali possiamo avere:

1. pseudocisti contenenti tachizoiti

2. cisti contenenti bradizoiti
Le pseudocistj contenute nel citoplasma di diverse cellule (fidasti e macrofagi,
ma anche epatociti e cellule miocardiche) sontedermazioni rotondeggianti di
10-30 um e consistono in un vacuolo con all'inteahcune decine diachizoiti, e
rappresentano la fase proliferativa del parassdite forme acute e subacute di
malattia.
| tachizoiti sono delle strutture a forma di semducon una delle due estremita
appuntita e l'altra rotondeggiante di circa 6 pinudghezza e 2-3 um di larghezza.
All'interno della loro pellicola tristratificata siiscontra la presenza di un nucleo,
I'apparato del Golgi, mitocondri, ribosomi, e alsteutture intracellulari.

' iJ nucleus

nucleus

¥ ¥

Figura 3: Tachizoiti dT. gondii(www.umanitoba.cha
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Il tachizoite ha la capacita di penetrare attivatr@enella cellula ospite ove si
moltiplica asessualmente fino a riempirla completata. Inoltre, i tachizoiti tramite
la rottura della pseudocisti, possono essere rimvdiberi in essudati o nel sangue.
Quindi, negli ospiti recettivi tende a diffondererpvia linfoematogena dall’area di
infezione primitiva (focolaio enterico) ai diversssuti dell'organismo invaso e ivi
moltiplicarsi attivamente. All'interno degli orgamissi si incistano dando vita alle
cisti tissutali extracellulari. In caso di gravidan possono superare la barriera
placentare con gravi conseguenze per il feto (BlepR@03).

La loro resistenza € scarsa, infatti rimangono @itemperatura ambiente solo per
poche ore e vengono rapidamente uccisi dai piu oomiginfettanti e dall’acidita
gastrica (Dubeyet al, 1998a) . Diverso € il loro comportamento inveeetenuti a

temperatura di refrigerazione: a 4 °C resistonapegiorni circa.

Figura 4: Modello tridimensionale di un tachizaiteostruito da sezioni seriali, che mostra il silegmitocondrio
(magenta), il nucleo (giallo), i rhoptrii (verdel),complesso di Golgi (celeste), I'apicoplasto §oke i granuli
densi (blu) (Melcet al, 2000)

Sempre in sede extraintestinale, possiamo trovale dsere e propriecisti,
contenenti fino a 50.006radizoiti (Tenteret al, 2002).

Le cisti sono delle formazioni rotondeggianti a gtar propria delle dimensioni
variabili dai 7 ai 100 um . Queste invece che fi@bblasti e macrofagi si possono
ritrovare nei muscoli e nel tessuto nervoso: i k@it al loro interno rappresentano
la forma di resistenza del parassita durante la ¢agnica della malattia. Le cisti si
formano in pochi giorni e possono sopravvivere @eni, anche per tutta la vita

dell'ospite. Queste non vengono aggredite dai nmesoa di difesa dellimmunita
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sierica e cellulomediata dell'ospite, ed & quedtompbtivo della loro lunga
permanenza all'interno dell'individuo. La parete @lieste strutture si rompe in
seguito all’attivita di digestione liberando i brawiti in essa contenuti che una volta
liberati restano vitali per due ore in acido peptcper sei ore in tripsina, il che vuol
dire che resistono alla digestione gastrica (Dutk&98b).

Le cisti nei tessuti di animali recettivi non soprizono alle temperature di cottura,
sopravvivono abbastanza a lungo a temperaturefiigeszione (4 °C fino a 21
giorni), ma relativamente poco alle temperatureatigelamento (a -15 °C per non

piu di 3 giorni).

SEDE INTESTINALE
Nella sede intestinale, invece possiamo averscglizonti e igameti.
| primi localizzati principalmente nel digiuno e Ifieo, contengono fino a 32

merozoiti mentre i secondi si trovano solo nell’ileo.

CONTAMINAZIONE AMBIENTALE

Le oocistirappresentano invece la forma di resistenza dabp#a nell’ambiente.

Figura 5: Oocisti sporulata @igondii (www.astrovet.blogspot.com

Hanno forma rotondeggiante, parete sottile e mimsuréd2x10 pum di diametro.
Originano dalla fusione all’interno dell’enterocitiea macrogamete e microgamete.

Appena vengono eliminate con le feci da un gattagstato non sono ancora
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infettanti. Rimangono vitali a 4°C per mesi e spamo se riportate in condizioni
ideali; a37°C sopravvivono per 24 ore e vengono uccise & 508r 10 minuti
(Dubey, 1970). Inoltre perdono la capacita di sl@veuse tenute a 4°C per 11
settimane (Lindsagt al, 2002).

Le oocisti non sporulano se messe a contatto conalma (0,3 %) soluzione di
idrossido di ammonio (1%), soluzione di etanolo%d®iu iodio (1%); ma possono
sporulare in acido solforico (5%), etanolo (20%gnelo (10%) piu etere (10%),
acido cloridrico (1%) e in acqua di rubinetto (Dyp&970).

Il calore secco uccide le oocisti che possono essscolate dal vento, dalla pioggia
e da vettori come scarafaggi, mosche, vermi daeuerio all’altro (Dubey, 1988;
Mullen et al, 2002). E’ stato dimostrato che anche i cani possssere veicolo di
oocisti ma esse non sporulano a causa delle condizsfavorevoli del
microambiente (temperatura, umidita e ossigenazioeé quale si trovano, ossia
pelo e cute dell’animale (Lindsay al, 1997).

La durata del processo di sporulazione delle doeishfluenzata dalle condizioni
ambientali ed in particolare dalla temperaturad&avviene in 2-3 giorni mentre
impiega 14-21 giorni a 11°C. La maturazione noni@w al di sotto di 4°C e al di
sopra di 37°C (Pietrobelli, 2003). La maturaziomeave propria dura poco (anche
meno di un giorno), tuttavia bisogna attendereralgiorni perché questa inizi.

Dopo la sporulazione nell’lambiente esterno I'oagisulta presentare al suo interno
2 sporocisti contenenti 4 sporozoiti ciascuna,ysetotale di 8 sporozoiti.

Se confrontate con le oocisti non sporulate, quelure sono piu resistenti alle
condizioni ambientali: sopravvivono per un breverigp al freddo e alla
disidratazione ma in un terreno umido e sabbiosono piu di 18 mesi (Frenkel,
2000).

Studi in laboratorio hanno evidenziato che le dosigorulate stoccate a 4°C vivono
per piu di 54 mesi e a -10°C per 106 giorni, inveoa sopravvivono a 55-60°C (1-2
minuti di resistenza) (Dubey, 1998c). Le oocistiahgono completamente infettanti
a 25°C per 24 ore (temperatura ambiente), a 15t ggorni, a 11°C per 21 giorni
(Dubey, 1970).
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3.4. Ciclo biologico

Il ciclo vitale di Toxoplasma gondié dixeno: svolgono il ruolo di ospite definitivo i
membri della famiglia Felidae, in cui si svolge pama fase del ciclo, ossia la
riproduzione sessuata (intestinale), mentre possaewprire il ruolo di ospite
intermedio tutti gli animali omeotermi, ossia udicelmammiferi nei quall. gondii

ha fasi riproduttive di tipo asessuato (extraimtede). Solamente nel gatto e negli
altri felini, che sono gli ospiti completi del pasita, possono avvenire entrambe le
fasi (intestinale ed extraintestinale). Negli amimali, uomo compreso, invece si ha

solo la fase extraintestinale.
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Figura 6: Ciclo vitale dT. gondii(Dubey, 1986)
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Ciclo intestinale

Nei felini T. gondii si comporta come un classico coccidio. L’infezioviene
contratta ingerendo carne contenente cisti (bréidizo pseudocisti (tachizoiti) del
parassita (specialmente colpiti sono le carni dh@yvsuino, coniglio, bovino) oppure
ingerendo oocisti mature emesse con le feci e dispaell’ambiente. Il potere
infettante delle oocisti pero € inferiore rispetitbe altre due forme parassitarie:
infatti I'ingestione di bradizoiti maturi contenutielle cisti rappresenta la via di
trasmissione piu importante e causa la produzionm eilascio di un numero di
oocisti piu elevato rispetto all'infezione che ealizza con gli altri stadi infettanti
(Urquhartet al, 1998). Nel gatto pare che l'ingestione di oocggibrulate o di
tachizoiti dia origine ad un’infezione con emis®anteriore di oocisti nell’ambiente
esterno solo nel 16 - 20% dei casi , mentre ned dadl'ingestione di cisti tissutali
contenenti bradizoiti questo si realizza nel 97%cdsi (Dubey, 1996a).

Frequente € anche la trasmissione congenita chevgnifecarsi quando l'infezione
awvviene nella femmina durante la gravidanza.

Nella capra e stato inoltre dimostrato il passagljitachizoiti nel latte con possibile
infezione di capretti. Probabile & quindi che awgalo stesso con bovino e ovino.

| parassiti contenuti nelle oocisti sporulate denelsti e nelle pseudocisti, una volta
ingeriti, vengono liberati dalle strutture chedintengono grazie all'azione dei succhi
gastrici e invadono quindi le cellule dell’epitelimtestinale. All'interno degli
enterociti avviene una fase di accrescimento cheapb parassiti a diventare
trofozoiti. Quindi si prosegue con la fase schizoga tramite moltiplicazione
asessuata fino ad ottenere lo stadio di schizédiketerno dello schizonte si ha la
formazione di numerosi merozoiti (da 4 a 32). Lbizonte si accresce sempre di piu
fino a far esplodere la cellula intestinale cheo&pita. | merozoiti che si liberano
vanno ad invadere altri enterociti dove inizianowvilcicli schizogonici asessuati che
si ripetono fino a che alcuni merozoiti si diffeegano in macrogameti e microgameti
secondo un meccanismo non ancora del tutto cortosdiunicrogamete maturo si
stacca dal citoplasma residuo e appare come uai@usér allungata con un nucleo
anteriore nel quale ci sono anche il mitocondn@erpi basali dei 2 flagelli. A causa

della similarita con una cellula spermatica sendppropriato il termine di gamete
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maschile (Fergusort al, 1974; Dubeyet al, 1998a). Il macrogamete ha due
importanti funzioni: per prima cosa esso deve sirare e stoccare tutti gli elementi
nutrizionali per consentire la sporulazione nelllaemte esterno e sostenere la
sopravvivenza degli sporozoiti per lunghi periaai fhrassimo un anno). In secondo
luogo, deve sintetizzare i componenti specifici assari per formare la parete
dell'oocisti. Percio, durante lo sviluppo, non @&isione cellulare ma, durante la
fase di accrescimento del parassita, viene siatttdzuna grande quantita di granuli
polisaccaridici che vengono stoccati nel citoplasni@oltre possono essere
identificate altre strutture specifiche che saranno seguito coinvolte nella
formazione della parete dell’oocisti (Fergustral, 1975; Dubeyet al, 1998a).

I macrogameti, che costituiscono la parte femmjnilmangono all’interno della
cellula infettata, mentre i microgameti, che caostitono la parte maschile,
distruggono I'enterocita in cui si trovano ed entranell’enterocita parassitato dal
macrogamete; ed & qui che si forma lo zigote, dmeea dalla fusione di gamete
maschile e femminile.

Lo zigote si trova sempre all’interno della cellutdestinale e si circonda di una
parete cistica dando vita alle oocisti che vengolasciate nel lume intestinale ed

eliminate in seguito con le feci.

Figura 7: Intestino di gatto. Vari stadi (asesseatiessuali) che si sviluppano all'interno deglieeociti. Ma:

macrogametociti; Mi: microgametociti; S: schizofiergusoret al, 2009).
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Il periodo di prepatenza ha durata diversa a secaletla modalita di infezione: si
parla di periodo di prepatenza breve quando I'alemayerisce cisti tissutali, ed ha
una durata di 3—10 giorni; si parla di periodo dBgatenza lungo quando I'animale
assume oocisti sporulate ed ha una durata da 98y@rhi. Comunque sia le oocisti
non vengono eliminate per un periodo superiore @igiorni (Dubey, 1996b).
Durante questo breve periodo di patenza la quadititécisti che viene emessa con
le feci puo raggiungere la cifra di 100 milioni.gatto difficilmente emette oocisti
dopo una seconda infezione e cio € dovuto allasispimmunitaria; quando questa
viene a mancare, ad esempio in caso di trattam@nthunosoppressori
(corticosteroidi ad alto dosaggio o per tempi pnglati), Si pud avere una ripresa
dell’emissione di oocisti (Lindsay, 1997); cio nsembra accadere invece in caso di
immunosoppressione causata da malattie infettiix ¢H-eLV) (Lappinet al, 1992;
Lappinet al, 1996; Svobodovat al, 1998).

Una volta nell'ambiente esterno I'oocisti non e isulinfettante ma deve avvenire |l
processo di sporulazione che richiede 1-5 giornmiedia. Perché una oocisti sia
considerata matura e quindi potenzialmente infedgtdeve avere al proprio interno 2

sporocisti contenente ciascuna 4 sporozoiti.

Ciclo extraintestinale

La fase extraintestinale, nella quale il parassitgproduce solo in maniera asessuata
puo aver luogo in ogni animale a sangue caldo, mémnincluso lo stesso gatto) o
uccelli. Anche questi ospiti intermedi si possonfeitare da oocisti mature presenti
nelle feci o dal consumo di carne di animali patassdopo essere stato ingerito, il
parassita passa la barriera intestinale e, preslumeiiite veicolato da macrofagi e da
altre cellule della serie bianca, invade per viamgena cellule di svariati tessuti.
Cio costituisce la fase acuta della malattia comézione dei tachizoiti. All'interno
delle cellule dei tessuti invasi si formano unadeseosiddetta di vacuoli parassitofori
nei qualiT. gondiinella forma di tachizoite si moltiplica in una igedi divisioni
binarie (circa 3 o 4) finché la cellula infetta necoppia. La fase acuta nei soggetti

immunocompetenti dura 1-2 settimane, perlopiu semzasintomatologia rilevante o
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importante. Di norma dopo questa prima fase l'espitjuisisce una certa immunita
e questo determina la comparsa di una forma rigtiwdulenta, detta bradizoita
perché gli anticorpi prodotti limitano l'invasivitiei tachizoiti. La formazione delle
cisti e quindi dei bradizoiti rappresenta la criwaazione della malattia: tali strutture
permangono all’interno dell'ospite anche per td#avita. | bradizoiti hanno una
bassa capacita di replicazione e restano quiesaiiriterno delle cisti tissutali; tali
strutture si possono localizzare in qualsiasi patéd’organismo ma con una
particolare predilezione per la muscolatura schebet cardiaca, I'occhio, il sistema
nervoso centrale, il polmone ed il fegato. La fariome delle cisti € dovuta
all'equilibrio che si instaura tra parassita eesisd immunitario dell’ospite: una volta
che questo é raggiunto linfezione decorre senzamparsa di sintomi clinici,
almeno fino a quando non si hanno condizioni dutadlelle difese immunitarie, in
seguito alle quali si possono riattivare le formaiegcenti che si trasformano
nuovamente in tachizoiti (riacutizzazione) che @oot alla formazione di altre
pseudocisti.

In seqguito all'ingestione dei tessuti, nel qualpalassita si € incistato, da parte di un
altro animale, le cisti liberano il proprio contéawdi bradizoiti, i quali invadono
I'intestino per poi differenziarsi in tachizoiti grovocare la fase acuta in un nuovo
ospite.

E’ importante sottolineare come i felini siano giici ad emettere le oocisti ma non
ad eliminare i tachizoiti con gli escreti e i sdgreosa che avviene per tutti gli altri

ospiti.

3.5. Modalita di trasmissione

Nelluomo e in generale in tutti gli altri animaliinfezione daT. gondii segue
principalmente 4 vie di trasmissione:

1) ingestione di oocisti sporulateche puo avvenire in seguito alla manipolazione
delle feci di gatto senza I'osservanza delle pichmai norme igieniche, per contatto
con la lettiera del gatto, ingerendo verdure crediutta mal lavata contaminate

dalle feci presenti nel terreno di raccolta o acouminata dalle oocisti, ma anche
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svolgendo attivita di giardinaggio con contatto darreno che pud essere
potenzialmente infetto.

Anche il gatto si infetta ingerendo oocisti matefininate da un altro gatto, mentre
gli animali d’allevamento possono infettarsi tragnitassunzione di paglia, fieno e
grano contaminati (Buxton, 1990);

2) ingestione di bradizoiti tramite il consumo di carne cruda o poco cottalaE’
principale modalita di infezione nelluomo, ma aechgatti ed i felidi possono
infettarsi in caso di ingestione di carni di prexmtenenti cisti tissutali. Le cisti si
sviluppano 6-7 giorni dopo linfezione e persistonell’'ospite per tutta la vita
(Dubey, 1998b). Le carni a rischio sono considesatprattutto quelle di pecora,
capra, suino, piccione, lepre, cinghiale, cervihgtao, mentre per la carne di bovino
e stato dimostrato che, grazie al loro particolalrgema immunitario, le cisti
spariscono per cui il pericolo di contrarre la ntt#dae ridotto (Innes, 1997; Esteban-
Redondo, 1999).

3) assunzione di tachizoititramite secreti (latte) ed escreti (saliva, uring3si
rappresentano una modalita di trasmissione poocguérte poiché difficilmente
superano la barriera gastrica e sono assenti tiel pastorizzato (Giaccoret al,
2000).

| tachizoiti sono stati isolati nel latte prodottiai diversi ospiti intermedi come
pecore, capre, bovini e cammelli.

E’stato dimostrato che la malattia si pud contrame organi trapiantati, quali cuore,
fegato, reni e midollo osseo (Dubey, 1988; Ho-YE392) e trasfusioni di sangue; si
tratta pero di evenienze molto rare.

4) trasmissione transplacentaredalla madre, priva di anticorpi aniexoplasmaal
feto; questo tipo di trasmissione € stato dimostptncipalmente nelluomo, nella
pecora e nella capra (Dubeyal, 1981; Masal&t al, 2007).

E’ stato stimato che il 20-50% delle donne infeldd . gondiitrasmettera I'infezione
al feto (Jone=t al, 2001). Molti studi riferiscono che il rischio teeltrasmissione
dalla madre al feto aumenta col progredire delaviganza (Hohlfelcet al, 1989;
Jenumet al, 1998a; Dunret al, 1999; Fouloret al, 1999; Remingtoret al, 2005),

mentre altri studi sottolineano come i danni sipiogravi quanto piu la gestazione é
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ad uno stadio precoce, che corrisponde alla fasamthiriogenesi (Hohlfelet al,
1989; Dunret al, 1999; Montoya e Liesenfeld, 2004).

Nei Cetacei si € visto che e possibile la trasmmssitransplacentare ed anche in
questi animali si pud avere aborto o natimortgli@dine e Dubey, 2002; Resendes
et al, 2002).

MODALITA' DI TRASMISSIONE IN AMBIENTE ACQUATICO

Recentemente 'attenzione pEr gondiisi & spostata sulla contaminazione da parte
di oocisti nel’lambiente marino. Il ritrovamento whiammiferi marini sieropositivi o
morti a causa di toxoplasmosi e stato il campandlldlarme che ha spinto i
ricercatori ad indagare come essi si possono améettOggi la toxoplasmosi é
considerata un importante patogeno nei mammife@ eivono in zone costiere
(Lindsay e Dubey, 2009).

L’infezione si puo contrarre tramite l'ingestione atque contaminatecontenenti
oocisti mature, in particolare giocano un ruolo importante lerfatyre e gli scarichi
dei liguami il cui contenuto, fra cui la sabbialddkttiera dei gatti domestici, viene
portato in ambiente marino attraverso le correntridli (Feyeret al, 2004); ed e
proprio negli estuari che si concentra la maggpwesibilita di contrarre la malattia,
come dimostra l'alto tasso di mortalita fra le kenin California (USA) (Milleret al.,
2002). Anche l'opera di dilavamento del terreno taamninato con feci di felidi
selvatici durante le piogge torrenziali viene cdesato un fattore importante per la
contaminazione delle acque con oocisti (Milegral., 2008b). E’ stato dimostrato
sperimentalmente che le oocisti sporulano dop@mgin acqua marina artificiale a
concentrazioni di 15 ppt e 32 ppt di NaCl, a 24&8se rimangono infettanti per
almeno 6 mesi a temperature di 22-24°C (Lindsawl, 2003), mentre resistono
anche 24 mesi a 4°C (Lindsay e Dubey, 2009).

E’ possibile che I'ingestione di acqua non trattatleguatamente o I'accidentale
assunzione di acque utilizzate a scopi ricreativungi, laghi o stagni) possa spiegare
alcune infezioni dir. gondiiche avvengono nelluomo (Jones e Dubey, 2009).
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Alla luce di queste evidenze pero non é chiaro fuanqua bisogna assumere per
infettarsi, considerato che ad esempio i delfinge @ur sono stati trovati infetti,
bevono pochissima acqua ed il resto dei liquidngi@assunto con la dieta, composta
da Cefalopodi, pesci e altri animali a sangue fogdthe non sembrano essere ospiti
di T. gondii(Dubeyet al, 2003; Jones e Dubey, 2009).

Un’altra fonte di mantenimento e propagazione bid#izione €& rappresentata dai
molluschi bivalvi che possono fungere da ospiti paratenici: € gtagsibile infettare
sperimentalmente alcune specie di bivalvi qualizeofMytilus galloprovincialig
(Arkush et al, 2003) e ostricheQrassostrea virginica (Lindsay et al, 2001a)
dimostrando che questi animali possono assumeosstiedi T. gondii dall’acqua
marina, accumulandole all'interno del tratto digestdove si concentrano e non
vengono inattivate dai processi biologici del bieal ma rimangono infettanti per
alcuni mesi (Lindsayet al, 2004). Le ipotesi e le prove sperimentali sotaies
confermate con il ritrovamento di una cozdy(lus californianu$ in California
nell'estuario della Baia di Monterey, positiva pleceppo X diT. gondii (Miller et

al., 2008b), lo stesso che colpisce la maggior pketie lontre in quella zona (Miller
et al, 2003; Conracet al, 2005). Si puo quindi affermare che anche i mahus
bivalvi sono un pericolo per la salute non solo sheimmiferi marini, ma anche
dell'uomo, che, a seconda delle abitudini si puiar di bivalvi crudi (Feyeet al,
2004).

3.6. Epidemiologia

La toxoplasmosi € una malattia parassitaria a siiffue cosmopolita. Come gia detto
colpisce tutti gli animali a sangue caldo e cosde una zoonosi importantissima da
non sottovalutare. La diffusione e la sieroprevaderella malattia per quanto
riguarda 'uomo varia da zona a zona del mond@eaovuto a numerosi fattori fra
cui le abitudini alimentari, le condizioni igienielin generale e le tradizioni culturali.
Non c’é dubbio che il gatto giochi un ruolo fondartade nella diffusione e

mantenimento della malattia, ma poiché le vie tBaione sono diverse non bisogna
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dimenticare il ruolo che svolgono le altre spetigarticolare gli animali da reddito,
che con i prodotti da essi derivati possono proketamalattia nell’'uomo.

3.6.1. Epidemiologia nel gatto

| gatti ed i felini selvatici giocano un ruolo crale nell’epidemiologia della
toxoplasmosi: nelle aree in cui non sono presantnalattia sembra essere quasi del
tutto assente.

Il numero di gatti che emette oocisti € perd meittotto mentre la sieropositivita
risulta essere alta, soprattutto nei gatti randagschi adulti a causa del maggior
carattere esplorativo e quindi del contatto conthsolggetti e ambienti e a una dieta
non casalinga.

Gli studi condotti in Italia hanno evidenziato dhealori di sieropositivita nei nostri
gatti sono generalmente compresi fra il 26 e il {B#rbieri, 1994; Porqueddat al,
2003). In Veneto particolarmente, un lavoro di mamaggio dell’lstituto
Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie svolta d998 al 2003 ha evidenziato
valori compresi fra il 21 e il 28% (Tonel, 2003g dn’indagine svolta fra il 2005 e il
2006 € emerso che la sieroprevalenza nei gatt gedlvince di Padova e Venezia é
salita al 69% (Natalet al, 2007). Il monitoraggio della toxoplasmosi neitgaene
effettuato a livello mondiale e confrontando i dsigisultati delle rilevazioni si puo
avere un quadro generale della situazione epidegica globale: |la sieroprevalenza
risulta essere abbastanza alta (circa del 50%).

Il gatto si infetta tramite ingestione di carni gliede contenenti cisti e attraverso
I'ingestione di oocisti mature presenti nel terreWo seconda della modalita di
infezione poi la prepatenza sara lunga o brevendijudopo un periodo variabile di
3-48 giorni, seguira la fase intestinale con I'esidae di oocisti per 1-2 settimane.
Generalmente un gatto emette una sola volta nigHdersoocisti anche se in seguito
ad immunodepressione non é esclusa la possibilitana seconda eliminazione.
Anche la durata del periodo di eliminazione dipeddia modalita di infezione: con

le oocisti mature e di 28 giorni, con i tachizeitdi 13 giorni e con i bradizoiti e di 3-
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10 giorni (Dubey, 1998b). Le oocisti sono molto isEnti e permangono
nell’ambiente per un tempo variabile, dipendentéedandizioni ambientali.

3.6.2. Epidemiologia nelll'uomo

Dal punto di vista clinico la toxoplasmosi pud poosre gravi problemi anche
nell'uomo. Sembra interessare circa un terzo dejaolazione mondiale (Tentet
al., 2000). Se pero si porta l'attenzione sulla prenzh nelle diverse regioni
geografiche si possono fare diverse considerazimlie zone in cui c’é maggiore
consumo di carne cruda la trasmissione della nalatipiu facile e alta (Kravetz,
2002). Ulteriore fattore da considerare e l'etaviamente piu a lungo si vive,
maggiori possibilita si hanno di venire a contattw parassita; la sieropositivita
aumenta con I'eta (Dubey, 2004). Rilevante perreore I'infezione risulta anche il
settore professionale nel quale la persona lavtageesenza di gatti in casa.

Un recente studio in Italia ha evidenziato cheiéaopositivita delle donne in eta
fertile & del 17,2%, in linea con il generale tratididuzione della sieropositivita
riscontrato in altri Paesi, nonostante 'aumentlfeta media delle pazienti (Masini
et al, 2008). | test di screening infatti hanno dimatgr che in Norvegia la
sieroprevalenza e del 10,9% (Jenatal., 1998b), in Arabia Saudita del 25% (Al-
Qurashiet al, 2001), in USA dell11% (Jonest al, 2007), in Messico del 8,2%
(Alvarado-Esquivekt al, 2009), in Nigeria del 19,8% (Kamaeti al, 2009), in Cina
del 10,6% (Liuet al, 2009); essa rimane invece alta per esempio isilBraon il
64,9% (Fernandest al, 2009), in Egitto con il 51,5% (lbrahimt al, 2009), in
Venezuela con il 33% (Diaz-Suarez ed Estevez, 2609 Albania con il 48,6%
(Maggi et al, 2009). Poiché la maggior parte delle donne ssiBoOnegative &
ancora piu importante il monitoraggio durante laviptanza, per il rischio di

trasmettere la parassitosi al feto.
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3.6.3. Epidemiologia in mammiferi marini

Oltre che negli animali terrestfT,. gondiié stato evidenziato anche in molte specie
di mammiferi marini. Oggetto di studio approfondibegli ultimi tempi sono le
popolazioni di lontra di mareEQhydra lutris nereis in California, un piccolo
mammifero marino a rischio di estinzione e protettd 1911, appartenente alla
famiglia dei Mustelidi, nel qual&. gondiie responsabile del 16,2% della mortalita a
causa di una grave encefalite. Si hanno inoltrédlproi neurologici che rendono
questi animali piu vulnerabili agli attacchi deglijuali e piu suscettibili ad altre
patologie per cui contribuisce ad un ulteriore %.,della mortalita.T. gondii e
quindi da inserire tra le principali cause del ¢enijpopolamento di questa specie
(Kreuderet al, 2003). Dalle analisi effettuate risulta che pgieinfettanti sono il tipo

Il (Cole et al, 2000) ed un altro tipo, denominato X. La maggiorortalita &€ data
dal ceppo di tipo X, geneticamente distinto ddiltg [Il e molto simile al tipo Il ma
non classificabile come una sua mutazione né camgasgsortimento genetico fra i
tre diversi ceppi (Miller et al, 2004); si aprono cosi nuovi interrogativi
sull’evoluzione di questo parassita. Non si conascla diffusione e la patogenicita
di questo ceppo insolito che fino ad ora e stateato solo in California e il cui ciclo
viene mantenuto dalle specie selvatiche poiché staibtrovati due puma, una lince
ed una volpe positivi per il ceppo X in prossindille zone frequentate dalle lontre
marine; la quadratura del cerchio si € completata una cozza selvaticMytilus
californianug trovata positiva per il ceppo X. In nessun gattomestico & stata
sinora diagnosticata la sieropositivita per questovo ceppo (Milleet al, 2008b).

La sieropositivita pei. gondii & stata riscontrata anche in Pinnipedi (Van Pelt e
Dieterich, 1973; Migakiet al, 1977; Lambourret al, 2001;Miller et al, 2001,
Measurest al, 2004) e Sirenidi (Buergelt e Bonde, 1983; Dubewl, 2009a), sia
allo stato selvatico che in cattivita.

Il primo caso di infezione d&. gondiiin un Cetaceo € stato diagnosticato in Florida
nel 1990 in due Tursiopi spiaggiati, una madre s piccolo; tachizoiti e cisti
tissutali sono stati trovati in numerosi tessutieditrambi gli individui ma non é
chiaro se siano stati anche la causa dello spiaggiito (Inskeegt al, 1990). Pochi

mesi prima era stato soccorso invano, sempre indaloun altro Tursiope con delle
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cisti tissutali in fegato e ghiandole surrenali patibili conT. gondii ma la diagnosi
non era del tutto chiara a causa dello scarsodlettdelle ultrastrutture all’interno
delle cisti al microscopio elettronico (Cruickshagikal, 1990). In seguito in altre
specie di Cetacei di tutti i mari e stata testataieropositivita e successivamente

valutata I'eventuale presenza di cisti (Tabella 1):

Specie Luogo Autore
Megattera (Megaptera
) Gran Bretagna Formaet al, 2009
novaengliag
Grampo (Grampus
) Spagna Resendesal, 2002
griseus
. . Spagna Cabezaet al, 2004
Tursiope (Tursiops :
Sud Carolina (USA) Dubest al, 2008a
truncatug : _
Canada (in cattivita) Dubestal., 2009a
Tursiope Indo-Pacifico . .
Australia Jardine e Dubey, 2002

(Tursiops aduncys

Stenella striata (Stenella]

Spagna

Cabezaoet al, 2004

coeruleoalba

Costa Rica

Dubegt al., 2007

Stenella dal becco lunga
(Stenella longirostris

Hawaii

Migakiet al, 1990

Delfino
(Delphinus delphis

comune

Gran Bretagna

Formaet al, 2009

Susa indopacifica(Sousa

chinensi}

Australia

Bowateet al, 2003

Murataet al, 2004

Orca (Orcinus orca Giappone
Omataet al, 2006
Beluga (Delphinapterus _ .
Canada Mikaeliaet al, 2000
leucas
Focena comung Spagna Cabezdaat al, 2004

(Phocoena phocoeha

Gran Bretagna

Formaat al, 2009

Tabella 1: Specie indagate pergondiiin tutti i mari del pianeta.
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Non €& possibile fare un confronto preciso sullavgienza diT. gondiinelle diverse
aree marine poiché i test utilizzati sono diversiilenumero di animali considerati
non e sempre significativamente grande.

In Canada la sieroprevalenza gergondiiin una popolazione di beluga € risultata
del 27% (Mikaelianet al, 2000). Nei mari della Gran Bretagna si stima &he
sieroprevalenza nei Cetacei sia del 7,9% (Foretah, 2009).

In base ai dati raccolti dallo studio di Cabeebml (2004) € possibile affermare che
nel Mediterraneo occidentale l'infezione da gondii € frequente anche se non
necessariamente si ha sintomatologia clinica oendmbltre i titoli anticorpali sono
piu alti nelle specie costiere (prevalenza del &j),piuttosto che in quelle pelagiche
(prevalenza dell’8,8%); cio suggerisce che [I'habitafluenza la probabilita di
infezione.

In Italia le prime indagini risalgono al decennmsso (Di Guardeet al, 1995a,b)
nelle quali é stata confermata la positivita pegondiiin diverse specie distribuite

sui litorali italiani:

Specie Luogo | Autore

Stenella coeruleoalba | Toscana Di Guardoet al, 1995a,b
Prettiet al, 2008
Tursiops truncatus Toscang Di Guardoet al, 1995a,b
Prettiet al, 2008

Grampus griseus Toscang Di Guardoet al, 1995b

Tabella 2: Specie e luoghi nei quali & stato isolatgondii

Sembra comunque appurato che il ceppo che sosti¢oroplasmosi nei mammiferi
marini, in particolar modo nei Cetacei, sia il tipache € diffuso in tutti i mari ed
oceani (Dubet al, 2007; Dubeet al, 2008a; Dubegt al, 2009a).
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3.7. Patogenesi e sintomatologia

L’eziopatogenesi € comune in tutti gli ospiti, nrenta sintomatologia dell'infezione
toxoplasmica € complessa e multiforme poiché variseconda degli organi che
possono essere compromessi, dal tipo del decoafiesistenza di forme congenite
e di forme acquisite. Alcune specie sono estremgargrscettibili all'infezione, altre
tollerano meglio la malattia; inoltre 'aggressa&vié patogenicita dei ceppi e diversa a

seconda delle specie che il parassita infetta.

3.7.1. Nell'uomo

Nell'uomo si possono distinguere 2 forme clinichellal malattia: toxoplasmosi

acquisita e congenita.

Toxoplasmosi acquisita

E’ una condizione clinica che si verifica a segudioingestione di oocisti o cisti

tissutali. Si possono distinguere tre stadi:

o Fase acuta il protozoo in questa fase prolifera in assenzaamticorpi
specifici, invadendo tutti gli organi. La maggioarfe delle volte prevale la

forma asintomaticahe viene rilevata a seguito di accertamenti suéllli

anticorpali ed interessa un’elevata percentualepajpolazione sana, a
testimonianza di un’infezione pregressa decorsaddo inapparente. A volte

si puo presentare in una forma linfoghiandolareseugdo-mononucleosica o

simil-citomegalica caratterizzata da lieve malessere, linfoadenoneegal

prevalentemente cervicale, mal di gola, febbreatafimento, dolore
muscolare e cefalea. In genere interessa solmtonbdo o una sola regione
linfonodale. La _forma pseudo-rickettiosica 0 esamattica € simile alla

precedente con l'aggiunta di complicazioni qualrgema cutaneo papulare
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0 emorragico e forte innalzamento della temperatlievoluzione della

forma puo essere fatale. Raramente si osservame feisceraliche causano

miocarditi e broncopolmoniti, e_ forme neurologichehe sviluppano

meningite nella maggior parte dei casi, piu raraeeneningoencefalite. Il
decorso di queste forme & sempre molto grave aitddi letale. Sia nei casi
asintomatici che in quelli sintomatici lievi I'ogpi risponde con un’elevata
produzione di anticorpi che pone fine alla fasetaciell'infezione (Nardini e
Fiorini, 1986). Durante la fase acuta i livelli @M sono molto elevati e
scendono dopo alcuni mesi, mentre aumentano lecly&raggiungono e
superano valori di 1000Ul/ml. La persistenza d&jié e di 6-12 mesi poi
iniziano a diminuire (Martin-Hernandez e Garciguierdo, 2003).

Fase subacuta nelle forme subacute, nonostante la presenzantitoapi
specifici, il parassita pud continuare il suo cielolutivo, ma solo in quelle
sedi dove gli anticorpi arrivano con difficolta,rme il SNC e in particolar
modo occhio e cervello. In questo caso si hanno qer forme con

corioretinite monolateraJeforme con coroidite ed iridociclite forme con

uveite granulomatos@ardini e Fiorini, 1986).

Fase cronica il parassita e protetto dall’attacco anticorpallénterno della
cisti dove persiste per anni. Il tasso anticorpasta elevato per qualche anno
creando un equilibrio fra ospite e parassita chiemptte il decorso subclinico
della malattia.

Nei malati con alterazioni immunitarie, la toxoptassi si pud presentare
come un’infezione disseminata. Nella maggior pdeecasi € possibile che
sia la riattivazione di un’infezione latente, pagito che un’infezione primaria
(Dubey, 2008b). La malattia € frequente in partio®l nei pazienti con
'AIDS, ma si osserva anche occasionalmente in tnatm disturbi ematici
maligni (per esempio il linfoma di Hodgkin) o ingegto a trapianti di
organo. La manifestazione piu comune nei paziemil®AIDS e I'affezione
del SNC con febbre, cefalea e confusione che pdigge fino al coma, segni
neurologici focali e convulsioni (Martin-Hernandez Garcia-lzquierdo,

2003). Questa situazione clinica & definita toxsplasi da riattivazioned &
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causata dai bradizoiti contenuti all'interno detisti che si differenziano in
tachizoiti e proliferano in maniera incontrollatadassenza di immunita.

Negli USA la sieroprevalenza di. gondiinei malati di HIV varia dal 10 al
45%; il 20-47% di essi sviluppa encefalite toxoplea (Wong e Remington,
1993). Come si puo osservare dalla tabella, inaltal toxoplasmosi € una
delle prime patologie indicative di AIDS negli aduanche se in lieve calo.

<1995 1995- 1997- 1999- 2001- 2003- 2005-
96 98 00 02 04 06

Candidosi 24,5 20,5 19,2 19,7 19,7 19,4 17,2
Polmonite da

Pneumocystis 22,3 18,2 18,2 19,9 19,7 19,3 20,8
carinii

Toxoplasmosi 8,6 7,8 7,2 6,3 6,6 6,3 6,3
Micobatteriosi 6,0 7,1 7,2 6,7 6,1 6,9 6,8
Altre infezioni 14,7 16,0 13,3 13,6 14,0 14,5 14,6

Tabella 3: Frequenza relativa (%) delle patologi@idative di AIDS in adulti per anno di diagnosafdISS:
Suligoiet al, 2007).

Toxoplasmosi congenita

L’infezione puo essere trasmessa dalla madre alpfet dar luogo alla toxoplasmosi
congenita che, contrariamente alla forma dell'ajuifuasi sempre asintomatica o
paucisintomatica, acquista spesso carattere di \g@avita. La condizione

indispensabile per la trasmissione del toxoplasimi@ta € I'esistenza di una fase
parassitemica che normalmente & presente solotdueaprima infezione, durante la
guale i tachizoiti tramite il sangue passano a#irsw la placenta. Non tutte le donne
gravide affette da malattia acuta partoriscona figdlati poiché la parassitemia dura
relativamente poco. Importante e il periodo gestale in cui viene contratta

I'infezione: nel primo mese di gravidanza il risché praticamente nullo perché

Toxoplasmanon penetra nell'uovo; nei mesi successivi dahpririmestre il rischio
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di infezione fetale € basso, ma si possono averei gianni nel nascituro e speso
anche la morte in utero; nel secondo trimestrischio di trasmissione dell'infezione
della madre al feto & valutato intorno al 50%; teekzo trimestre la possibilita di
infezione fetale € molto elevata (intorno all’'80%ja I'eventuale malattia del
nascituro € di ridotta gravita. La spiegazionealallaggiore incidenza dell'infezione
nel terzo trimestre di gravidanza rispetto ai tsinie precedenti risiede nel
progressivo aumento della permeabilita funziondecentare aToxoplasma Nel
contempo la minore gravita della malattia si spiegia la maggiore maturita del feto
e con 'aumento della permeabilita anticorpalealatladre al nascituro cui consegue
un effetto protettivo su quest’ultimo. Il quadrantematologico si manifesta con
idrocefalo, lesioni oculari (corioretinite, catdeat microftalmia), fenomeni
neurologici e psichici (paralisi, convulsioni, aligenia) e calcificazioni
endocraniche.

Riassumendo, a seguito di infezione Hagondii in una donna gravida possono
verificarsi diversi eventi quali morte embrionalefedale, neonato con malattia in
atto, neonato apparentemente sano, neonato samch€idetermina il verificarsi di
gueste diverse evenienze sono la virulenza e laacdell’agente patogeno, I'epoca
di gravidanza in cui avviene l'infezione in utefe,difese naturali della madre e le
cure che sono state eventualmente seguite. Ledgwaxe successive a quella con
I'infezione toxoplasmica sono esenti da rischiocphérla madre ha sviluppato gli

anticorpi antiToxoplasmgdogma di Sabin) (Nardini e Fiorini, 1986).

3.7.2. Negli animali domestici

Come gia detto]. gondiiprovoca una delle piu comuni infezioni parassitariguo
causare una grave patologia in tutte le specieanarsangue caldo.

L’infezione & una delle cause piu importanti di @bmei piccoli ruminanti (Tentest
al., 2000): in Sardegna e stato stimato che 1'11%i @bgrti nelle pecore e dovuto a
T. gondii mentre in Italia sembra sia mediamente del 3Prsalaetal., 2007). Le
maggiori cause di infezione sono rappresentate pacolo e dallacqua di

abbeverata che proviene solitamente da ruscailhi,lgpozzi e sorgenti sotterranee.

60



C’e una forte correlazione fra presenza di gatlialevamento e sioroprevalenza
per T. gondii poiché essi defecano nei prati adibiti al pascelde piogge di
dilavamento trasportano il terreno contaminato ingado le acque circostanti
(Vescoet al, 2007). L'infezione puo causare anche nella pecoome nella donna,
morte embrionale e riassorbimento, morte fetale emmificazione, aborto,
natimortalita o morte neonatale, agnelli disvite&. gravita dell'infezione e associata
allo stadio di gravidanza nel quale si trova ldriiaé in quel momento: la precocita
dell'infezione & direttamente proporzionale allaawgta delle conseguenze sulla
salute del feto (Dubey, 2009b). Gli agnelli si poss infettare anche con i tachizoiti
nel latte (Vescet al, 2007).

| bovini al contrario sono dotati di un sistema iomiario che permette loro di
resistere efficientemente all'infezione e gli abartcasi di toxoplasmosi congenita
sono molto rari.

Anche il cavallo e resistente allinfezione e sostti trovati solo individui
sieropositivi (Tassi, 2007).

| suini sono piuttosto suscettibili all'infezionei d. gondii ma non mostrano
solitamente segni clinici. Nell’adulto si possoneeie febbre, diarrea, anoressia
(Dubeyet al, 1991); la trasmissione per via transplacentamtapa morte fetale e
mummificazione pero non €& detto che alcuni suinetth possano nascere sani
(Dubeyet al.,, 1990).

Cani, gatti e molti altri animali domestici possomorire a causa della polmonite,
epatite ed encefalite dovuta a toxoplasmosi.

Generalmente il gatto sviluppa l'infezione a 2-6shéeta, quando inizia a cacciare i
topi, ed il decorso e asintomatico. Le forme comete si presentano con
linfoadenomegalia, vomito, diarrea, febbre, poln@ndispnea, ittero, anemia. Si
puo osservare anche aborto o la nascita di gditwitali.

Nei cani la manifestazione clinica spesso € dalia taxoplasmosi in associazione
con il CDV (Canine Distemper Virus) ossia il virdel cimurro, che notoriamente
da’ una sintomatologia di tipo nervoso (d’Arc Mdrett al, 2006). Solitamente
vengono colpiti i soggetti giovani che manifestafebbre, vomito, diarrea,
broncopolmonite. E’ stato recentemente dimostrée it cane puo trasmettere la

toxoplasmosi con il materiale seminale: dopo lafelazione le femmine sviluppano
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sieropositivita, mentre gli embrioni vengono riakéd oppure nascono cuccioli con
encefalite da cisti cerebrali (Aranteal., 2009).

3.7.3. In mammiferi marini

L’acqua degli estuari dei fiumi, nei quali vengoswaricati i reflui delle fogne e nei
quali si riversano le acque di dilavamento del eleor da parte delle piogge
torrenziali, &€ fonte di infezione d& gondij poiché é fortemente contaminata da
oocisti, in grado di rimanere infettanti per alcumsi anche in acqua salata.

La toxoplasmosi nei mammiferi marini si pud preseatin diverse forme:
asintomatica, linfoadenomegalia, debolezza, ledarginoressia, splenomegalia,
epatomegalia, miocardite, dispnea, disturbi negiolo con atassia ed
incoordinazione del nuoto, opacita corneale (Insketeal, 1990; Resendest al,
2002; Bowateret al, 2003; Dubeyet al, 2003). E’ documentato il passaggio
dell'infezione al feto per via transplacentare dadne in fase acuta ma asintomatica:
il risultato € I'aborto o la morte neonatale (Refeget al, 2002; Miller et al,
2008a). Nei Pinnipedi, che durante la gestazionkippeano un placenta di tipo
endotelio-coriale, I'infezione si contrae con il@stro o il latte, piuttosto che per via
transplacentare (Measureisal, 2004).

Nei Cetacei in particolare la toxoplasmosi € spesssociata ad un’infezione da
morbillivirus o sospetta immunosoppressione (Inplateal.,, 1990; Di Guardet al.,
1995a,b). Inoltre la toxoplasmosi subclinica neavoshe € stata correlata a
cambiamenti comportamentali nel ratto (Webster,72@ nel’'uomo (Corruthers e
Suzuki, 2007), potrebbe disturbare il biosonar iedjudisorientare gli animali che ne
sono dotati, provocandone lo spiaggiamento (Oneatal, 2006; Formaret al,
2009).
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3.8. Anatomia patologica

La morte cellulare e la necrosi focale provocate tdehizoiti proliferanti induce
un’intensa risposta inflammatoria in ogni tessutekula infettati.

Le cisti contenenti bradizoiti, al contrario, indwmo una risposta flogistica solo nelle
prime fasi dello sviluppo. Dopo aver raggiunto latorita infatti, il processo
inflammatorio scompare e le cisti rimangono immuagatamente quiescenti nei

diversi tessuti finché permane I'equilibrio fra depe parassita.

3.8.1. Nell'uomo

Nell'adulto immunocompetente l'infezione acuta egenta con linfoadenomegalia:
la biopsia linfonodale evidenzia iperplasia follm@ e aggregati irregolari di
macrofagi. | tachizoiti non sono osservabili, mdoia presenza puo essere accertata
sia con inoculazione nei topi che con la PCR (Pelasi Chain Reaction).

Nel feto o nell'immunocompromesso le lesioni osagvassociano sempre necrosi
con reazione cellulare importante. Gli organi pieégfientemente coinvolti e sede

delle lesioni sono:

» Sistema nervoso centraleella toxoplasmosi congenita si ha necrosi

perivascolare secondaria a vasculite o trombosi.cékule bersaglio dei
tachizoiti nel cervello sono la microglia, gli astiti ed i neuroni e al loro
interno si formano anche le cisti (Corruthers euky2007). Si determina in
guesta maniera un quadro di encefalite necroticasnppurativa. Una stenosi

dell'acquedotto di Silvio puo portare ad idrocedglGrandi e Peyron, 2004).

* Retina negli occhi infiltrati di monaociti, linfociti e ellule plasmatiche
possono provocare lesioni unifocali o multifocdlesioni granulomatose e
retinocoroiditi possono essere osservate nella @puesteriore dell'occhio, a

seguito della retinite acuta necrotizzante. Altenplicazioni delle infezioni
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oculari sono rappresentate da iridociclite, catara glaucoma (Martin-
Hernandez e Garcia-lzquierdo, 2003).

Linfonodi: € l'organo piu frequentemente colpito, ma il paita vi e
raramente osservato. Esiste per contro una impgerta@azione istiocitaria

che puo provocare talora un linfoma di Hodgkin.

Placenta € sede di lesioni infammatorie rilevanti. Spéoiente nelle fasi
precoci della gravidanza le lesioni placentari sonportanti e portano alla
morte del feto (Grandi e Peyron, 2004).

Cuore nei pazienti affetti da AIDS la miocardite d&. gondii e
potenzialmente fatale poiché causa aritmie e dilate del cuore sinistro o
bicamerale. Si possono osservare lesioni necrotfoali 0 estese con
edema, infiltrato inflammatorio, microascessi, icgsspseudocisti nelle cellule
miocardiche (Hofmanet al, 1993). La pericardite pud essere presente

(Martin-Hernandez e Garcia-lzquierdo, 2003).

Polmone nel neonato e nel paziente immunocompromessacsspiluppare
una polmonite interstiziale o un diffuso danno aleee con essudato
fibrinoso che precede la polmonite necrotizzardeatterizzata da ampie aree
di necrosi del parenchima nelle quali proliferartadhizoiti in sede intra- ed
extracellulare (Nasht al, 1994).

Altri _organi: muscolatura scheletrica, reni, stomaco, pancréasticoli
(Hofmanet al, 1993) vengono coinvolti a seguito di infeziahsseminata.
Le alterazioni istopatologiche sono simili a quedkgli altri tessuti, ovvero

necrosi ed infiltrazione di cellule infiammatorie.
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3.8.2. Negli animali domestici

La pecora e un animale sensibild .agondiila cui infezione durante la gravidanza
provoca delle importanti perdite economiche. Laceia dopo Il'aborto e
diffusamente pallida, edematosa, di color porporgrigio, ed i cotiledoni sono
friabili e di un marrone-rossiccio pallido, con ueasitura granulare come se ci fosse
mineralizzazione. L’analisi microscopica della @ata rivela una placentite
necrotica e la presenza di leucociti immersi neihés. La necrosi lungo il corion
ed i detriti granulari sono segni caratteristictaioplasmosi (Weissmann, 2003).
Nella placenta delle scrofe che hanno abortitd dgondii la lesione principale € la
placentite necrotizzante; microscopicamente sirgage numerosi tachizoiti nelle
cellule trofoblastiche che circondano le areolec@hari. Nei suinetti si riscontrano
encefalomielite non suppurativa e degenerazionefose e mineralizzazione del
miocardio (Dubeyet al, 1990).

La forma disseminata nel gatto provoca lesioni otgdne a carico di cervello,
polmone, fegato, pancreas, intestino, cuore, ghiangurrenali, reni, milza e cute.
Negli individui con oftalmiteT. gondiiinvade retina, coroide, nervo ottico, iride e
corpo ciliare (Dubey e Carpenter, 1993).

Nel cane i reperti anatomo-patologici sono simitjueelli precedentemente descritti,
con lesioni necrotiche nei diversi organi e natitalita o aborti di cuccioli con

encefalite.

3.8.3. Nei mammiferi marini

Dal punto di vista anatomo-patologico il pattertied&esioni nei mammiferi marini,

Cetacei compresi, € sempre simile; i diversi grhdjravita ed il coinvolgimento di

piu organi dipendono soprattutto dallo stato imrtan dell’animale.

Gli studi hanno evidenziato il particolare tropismdel parassita per il sistema
nervoso centrale, in particolare I'encefalo con un®ningoencefalite non

suppurativa. All'istopatologia risulta un’infiammane in cervello, tronco
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encefalico, cervelletto e colonna vertebrale, taratati da foci di gliosi e manicotti
perivascolari di cellule mononucleate (soprattuttacrofagi); nelle aree di necrosi
multifocale si trovano tachizoiti e cisti tissuté\ligaki et al, 1990; Bowateet al.,
2002; Resendest al, 2002; Dubeyet al, 2003; Kreudeet al, 2003; Milleret al,
2004; Dubeyet al, 2007, 2009a). Nei polmoni si ha polmonite irtierale con
edema alveolare ed essudazione fibrinosa; all'sinaticroscopica si osservano
tachizoiti in pneumociti, fibrociti e macrofagi &t (Inskeepet al, 1990; Mikaelian

et al, 2000; Resendest al, 2002). Tachizoiti e cisti tissutali si trovanoche nel
miocardio dove causano mionecrosi e degenerazioskepet al, 1990; Bowater
et al, 2002; Resendex al, 2002; Dubeet al, 2003).

Altri organi bersaglio sono linfonodi, milza, fegatstomaco, intestino, ghiandole
surrenali, reni, timo (nei giovani) nei quali sistaura un quadro caratterizzato da
necrosi multifocale. Nelle aree necrotiche sons@né i tachizoiti, mentre le cisti si
trovano nelle aree adiacenti. Linfonodi, milza esnali possono essere aumentati di

volume.

Diagnosi differenziale

Il quadro anatomo-patologico di encefalite non suppiva non € patognomonico di
toxoplasmosi nei mammiferi marini. Infatti bisogtemere in considerazione per la
diagnosi differenziale I'eventuale presenza di lmo grotozoo Sarcoystis neurona

Il genereSarcocystie composto da piu di 130 specie e solo della mhietpueste si
conosce con chiarezza il ciclo biologico. Le dieespecie si differenziano per grado
di patogenicita, struttura e ciclo vitale (Cornej608).

Nell'ultima decade é stata scoperta una nuova spdenominat&. neuronahe ha
uno spiccato tropismo per il tessuto nervoso esn@omporta come la maggior parte
delle altre specie @arcocystisEssa causa disturbi al SNC in diverse specieanim
che tuttavia vengono considerate ospiti “aberraptiiché al loro interno e stato
trovato, nel SNC, solo lo stadio di schizonte. Eats dimostrato che anche i
Pinnipedi sono sensibili all'infezione & neurongMiller et al, 2001).
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Le analisi di laboratorio per distingueré. gondii da S. neuronasi basano
sull’'immunoistochimica: il tessuto cerebrale viene fatto reagire con saerii
specifici per i due parassiti, in seguito si osaao/le sezioni istologiche dove sono
presenti i due protozoi nei loro diversi stadidistinguono cosi merozoiti e schizonti
nel caso diS. neuronae cisti nel caso dir. gondii Per ottenere una conferma
diagnostica viene utilizzata RCR (Polimerase Chain Reaction).

Un’altra specie dbarcocystishe pud complicare la diagnosi differenzial®. €anis
correlato aS. neuronail cui ciclo biologico & ancora sconosciuto. Btstosservato
solo lo stadio di schizonte, confinato principaltgenel fegato. Questo protozoo
causa epatite fatale in diverse specie animalialéavcane, orso grizzly), mammiferi
marini inclusi (leone marino, foca monaca delle ldavwe Stenella striata). Nel
Mediterraneo € stato registrato il primo caso tkZione e morte d&. canisin una
Stenella striata. In sede autoptica & stata evidinla presenza di ittero, emorragie
sottocutanee e congestione epatica, mentre all@saicroscopico si Sono osservate
aree di necrosi epatocellulare con schizonti coibiaton S. canis(Lindsayet al,
2001b).

Allo stato attuale non esistono test immunoistoatiiqer diagnosticare la presenza
di S. canigdDubeyet al, 2003).

3.9. Diagnosi

La diagnosi di toxoplasmosi si basa sulla correlaitra reperto clinico o autoptico

e dati di laboratorio e in particolare su:

» tecniche indirette rappresentate dai test sierologici che evidezitam

risposta immunitaria dell’ospite (presenza di afic specifici);

» tecniche diretteil cui scopo € trovare il parassita nelle sueedie forme

tramite indagine microscopica (ricerca di oociselle feci del gatto;
evidenziazione cisti, tachizoiti e bradizoiti negssuti con esame istologico e
immunoistochimica), isolamenia vivo (in animali da laboratorio) m vitro

(in terreni di coltura), tecniche molecolari (PCR).
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3.9.1. Diagnosi sierologica

La diagnosi sierologica serve a definire la coradigi immunitaria del soggetto: in
base alla presenza di immunoglobuline nel siedetrmina se il paziente ha avuto
contatto con il parassita e in caso di positivitelgtipi di anticorpi specifici anti-
Toxoplasmasono presenti (IgM, IgG e IgA). Le immunoglobulidella classe IgM
compaiono per prime e possono essere titolate aramdi tempo di tre-sei mesi con
una latenza media dall'infezione di una settimdrsamassima risposta anticorpale,
nella maggioranza dei casi, Si ha verso la sectagrda-settimana di infezione. Poco
dopo la comparsa delle IgM vengono prodotti glii@rpi della classe 1gG che
raggiungono un massimo verso la fine del secondgeprenangono a titolo costante
per un periodo di tempo variabile (sei mesi - doeiyae poi lentamente decrescono
senza mai scomparire del tutto rappresentandorésspne di immunita acquisita
nei confronti dell'infezione. Le IgA vengono protidtin maniera incostante,
compaiono dopo le IgM ma prima delle IgG e scompaidopo 6-12 mesi.

Se la ricerca anticorpale da’ esito negativo, viogé che l'infezione non e stata
contratta o che e stata contratta molto tempo prooaicché il livello anticorpale
relativo si € completamente azzerato. Nei soggattiunocompromessi questo test
non é attendibile poiché non si rileva nessunaioeazanticorpale anche in caso di
infezione.

In caso di sieropositivita il titolo anticorpaledina un’infezione che puo essere
recente, pregressa o tardiva; tuttavia resta comaumifficile stabilire il momento

esatto dell'infezione. Possiamo distinguere 4 digesituazioni anticorpali:

e IgM + e IgA +: Puo essere un’infezione recente;

* IgM + e IgG —: Puo essere un’infezione molto reeemipetere il prelievo
dopo 15 giorni per maggiore certezza;

e IgM + e IgG +: Pud essere un’'infezione recente egm@ssa: Si possono
cercare le IgA nel siero per valutare se l'infeB@nprecedente ai 6 mesi;

* IgM — e IgG +: Infezione di vecchia data con praiee.

68



La diagnosi sierologica indiretta € un metodo irgpte routinariamente e si avvale
di diverse tecniche:

Sabin-Feldman Dye Test (DT)

Immunofluorescenza indiretta (IFI)

Agglutinazione diretta (DAT)

Emoagglutinazione passiva (EAP)

Fissazione del Complemento (FC)

Tecniche immunoenzimatiche (ELISA)

Toxo IgM ISAGA (Immunoadsorbent Agglutination As3ay
Western blot

Avidity test

O O O o o o o o o

Sabin-Feldman Dye Test (DT)

Il test prende il nome dai due ricercatori, SabFe&iman, che lo sperimentarono nel
1949. Si basa sulla dimostrazione di alterazionutttrali indotte nel parassita,
mantenuto allo stato di virulenza, da parte diienosinattivato contenente anticorpi
anti-Toxoplasma in presenza di complemento e a 37°C. Queste aaitar
consistono nella lisi della membrana del microrgar@ con parziale fuoriuscita di
citoplasma econseguente perdita di tingibilita con blu di naig in ambiente
alcalino. | risultati vengono espressi come diloma del siero alla quale si verifica
ancora la lisi del 50% dei parassiti sui quali essstato fatto agire. Normalmente,
nell'infezione recente, gli anticorpi sono ad ditolo (1:1000 - 1:64000) mentre i
titoli risultano bassi (1:16 - 1:64) nell'infezion@egressa e di vecchia data. Il test
persiste positivo a basso titolo per tutta la Mia.soglia di sensibilita € molto bassa
(2 Ul/ml. circa 1:8) e la lettura facile. L'inconmente di questa reazione € quello di
usare, come antigeni, parassiti viventi e virulexdtivati in peritoneo di topo. E’
necessario inoltre disporre dell’attivatore e quiticsiero fresco umano o di cavallo
negativi per la toxoplasmosi. A fronte di questiiablta il DT & stato sostituito con

tecniche piu agevoli.
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Il DT é stato utilizzato per valutare la sieropivdia di alcuni mammiferi marini in

Gran Bretagna con titoli compresi fra 8 e 259 UM Hormanet al, 2008).

Immunofluorescenza indiretta (1FI)

L’immunofluorescenza & una tecnica di rilevazioegldanticorpi molto usata per le
sue caratteristiche di sensibilita, specificitpraducibilita e facilita di esecuzione.

Il principio di questa reazione consiste nel pdimatigene oxoplasmanattivato)

su un vetrino in presenza di opportune diluizioel diero da esaminare e di far
reagire gli anticorpi eventualmente presenti eafissull’antigene con un siero
antiglobuline umane (anti-lgG) marcato con isoaeito di fluoresceina. La lettura
viene effettuata con microscopio a luce ultraviaelet si definisce positiva quando
compare una brillante fluorescenza giallo-verde miédrorganismo. La reazione
viene letta come negativa quantioxoplasmaappare di colore rosso-arancione, ma
bisogna fare attenzione ai falsi negativi, dovutiedevate diluizioni di partenza. I
titolo del siero € dato dalla piu alta diluizioné esso che mostra ancora una
fluorescenza periferica o globale netta dell’amtggell test, introdotto nel 1962 da
Kelen, nei laboratori non attrezzati per I'esecoeidel DT, viene impiegato al posto
di quest'ultimo avendone la stessa sensibilita diare Fiorini, 1986). E’ stato
rilevato infatti che la sensibilita (Se) € dell’8%, mentre la specificita (Sp) e del
79,1%; il valore predittivo positivo e negativopegtivamente dell’83,8% (VPP) e
del 79,1% (VPN) (Uchoat al, 1999). Questa tecnica offre il vantaggio di una
rapida individuazione degli anticorpi cercati e rglii la possibilita di essere
impiegata in studi di massa con impegno limitattedipo.

Remington nel 1969 modifico questo test per evideazle IgM. Il test cosi
modificato €& in grado di evidenziare quantita dillgell’ordine dei microgrammi,
elemento essenziale nella diagnosi neonatale.tblo thaggiore o uguale a 1:200 si
puo considerare diagnostico di infezione attiva tmeertitoli inferiori possono

generare falsi positivi (Nardini e Fiorini, 1986).
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Agglutinazione diretta (DAT)

Il test e tecnicamente semplice ma la reazionentesdi molteplici variabili (pH,
temperatura, cariche elettriche). Viene utilizzpéw la ricerca delle IgG specifiche
ed ha una soglia di sensibilita per diluizioni giee di 1:8 (Nardini e Fiorini, 1986).

I MAT (Modified Agglutination Test) e tra i metogiiu utilizzati per la ricerca di
sieropositivita ar. gondiiin mammiferi marini e Cetacei, considerando sigatfvi
di infezione titoli maggiori o uguali a 1:25 (Milk&en et al, 2000; Lamburret al,
2001; Cabezoet al, 2004; Measurest al, 2004; Dubet al, 2007-2008#009a).
E’ stato dimostrato che i risultati del MAT su siati delfino concordano con quelli
del DAT, ed hanno una buona sovrapponibilita cosultati di IFAT, DT ed ELISA;

il Western blot conferma la presenza dell'antigét80 nel siero di delfino solo
quando il titolo anticorpale & estremamente elevhttest di Emoagglutinazione
Indiretta (IHAT) viene considerato come poco seiesib non affidabile (Dubegt
al., 2005). Esso infatti cross-reagisce con anticoquitro altri protozoi, come per
esempioSarcocystise quindi i risultati devono essere confermati a sest come
LAT o IFAT (Murataet al., 2004).

Emoagglutinazione passiva (EAP)

Si tratta di un’agglutinazione di globuli rossi s#dmlizzati che avviene in presenza di
anticorpi specifici eventualmente presenti nelsiaresame.

Dopo aver avuto molto successo per la sua sengpbditeconomicita, e stata in gran
parte sostituita dai corrispondenti test immunomatici. Il principio della EAP

prevede:

a) la disponibilita dell’antigene in forma purifiea

b) il legame dell’antigene mediante trattamentomsbo (di solito acido tannico) ad
emazie di montone,

c) la diluizione progressiva dei campioni in esamstrip di micropozzetti a fondo a

V in cui vengono aggiunti complessi emazie-antigene
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d) In un micropozzetto vengono invece aggiunte émaan trattate allo scopo di

rilevare eventuali anticorpi eterofili che possahsturbare il test.

Dopo alcune ore di incubazione a temperatura artéoiene letto il risultato. Se il
campione & negativoon si rilevano anticorpi specifici per I'antigepeesente sulle
emazie di montone, e queste scendono al fondo d®bpozzetto formando un
piccolo “bottoncino” rosso, come avviene nei potizitcontrollo. Se il campione e
positivo gli anticorpi presenti nel campione si legano aligene sulle emazie e
formano un reticolo che impedisce alle emazie edndere al fondo del pozzetto a V.
Si forma invece una stratificazione a fascia (odllah delle emazie sulle pareti del
pozzetto fino a che la concentrazione dell'anticoqpermette il fenomeno. A
diluizioni superiori al titolo anticorpale del carope positivo le emazie scendono al
fondo del pozzetto formando il “bottoncino” rossk.test consente quindi di
discriminare fra campioni negativi e positivi e guesti fornire subito il titolo
anticorpale.

Questo test soffre I'insufficiente stabilita neflesi acute dell'infezione per cui non
puo essere impiegato come test isolato negli scrgen gravidanza o per infezioni
neonatali. Inoltre i risultati sono molto variab#i poco standardizzabili, il che

rappresenta un altro svantaggio non indifferent&rdhihi e Fiorini, 1986).

Fissazione del Complemento

Il test sfrutta la proprieta del complemento dséissi ad un complesso antigene-
anticorpo. Quando la reattivita dell’anticorpo @deguata per una reazione di tipo
precipitante o agglutinante, non é possibile evter nessun fenomeno visivo;
tuttavia per quanto non reattivo I'anticorpo legeausamente con un antigene e a

guesto complesso anche il complemento. La progarspone di due fasi:

1. All'antigene conosciuto si aggiunge il siero in m&aed il complemento
(incubazione a 37°C per 30).
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2. Per vedere se si e formato il complesso specifitigene-anticorpo, e quindi
se il complemento si e fissato, si aggiungono aitir sensibilizzati per il

relativo anticorpo (incubazione a 37°C per 30).

Se non compare emolisi la reazione € positiva gevclol dire che il complemento e
stato “consumato” nella reazione della fase 1. éwmtrio, in caso di emolisi la
prova sara negativa poiché il complemento, nonnelese fissato nella fase 1, ha
reagito con gli eritrociti sensibilizzati. Non bgma eccedere nell'aggiunta del
complemento per il rischio di produrre falsi negatper lo stesso motivo bisogna
eliminare il complemento naturalmente presente w©ampioni in esame,

sottoponendoli ad un trattamento termico di 60°€C3@e (Poliet al, 2004).

Gli anticorpi in gran parte evidenziati sono le |giertanto il test non testimonia la
fase acuta dellinfezione e la sua soglia di selitsibé per diluizioni sieriche

maggiori di 1:16 (Nardini e Fiorini, 2004).

Tecniche immunoenzimatiche (ELISA)

Gli antigeni vengono adsorbiti su fase solida, padtavaggio per togliere la quota
che non si e fissata, messi a contatto con siesadgiare. Se nel siero sono presenti
anticorpi specifici, essi si combinano con [lantige l'aggiunta di anti-
gammaglobuline, marcate con I'enzima (perossidasistatasi alcalina), determina
la formazione di complessi antigene-anticorpo-amigaglobuline marcate. La
quantificazione degli anticorpi specifici viene wita con misurazione colorimetrica
visiva o0 allo spettrofotometro: il rapporto tra iaotpi e intensita di colore é
inversamente proporzionale (Petial, 2004).

Questa tecnica e altamente specifica e sensibded657%; Sp 75%; PPV 83,3%;
NPV 94,7%) (Uchb&t al, 1999).
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Toxo IgM ISAGA (Immunoadsorbent Agglutination Assay)

Il test e utile per il rilevo degli anticorpi deltdasse IgM e associa i vantaggi del test
di agglutinazione diretta a quella del double sandvigM ELISA. Viene utilizzato
per la diagnosi di toxoplasmosi acuta negli immumogetenti e come test di
screening nelle donne in gravidanza. Si é dimastpétt sensibile ma ugualmente
specifico al’ELISA (Duffyet al, 1989).

Western blot

Il test viene utilizzato per la diagnosi di toxapt@osi congenita nel siero del
neonato, che viene messo a confronto con il sielta dnadre; € in grado di
rintracciare 1gG, IgM ed IgA. Tuttavia deve essasato in combinazione con test
come I'ELISA o I'ISAGA. Il Western blotting & utilper dimostrare la presenza di
IgA o IgM specifiche pefl. gondiisfuggite agli altri metodi convenzionali nel siero
dei neonati, le cui madri sono fortemente sospetaiaver contratto I'infezione in

gravidanza.

Avidity Test

L’Avidity Test e stato sviluppato per discriminara infezione recente e cronica. |
risultati si basano sulla misurazione dell’avid(ta affinita funzionale) delle IgG
specifiche pefT. gondii Subito dopo I'attacco antigenico gli anticorpispi@dono
una bassa affinita con l'antigene. Durante del&posta immunitaria avviene la
maturazione dell’affinita degli anticorpi che aurteprogressivamente nel corso di
settimane e mesi.

L’Avidity Test consiste nell'utilizzare due set ain normale test ELISA: un set dopo
un periodo di incubazione, viene lavato con un diuffontenente urea, l'altro set
viene lavato con un buffer privo di urea. Il contendi IgG specifiche del set col

siero trattato viene diviso per il contenuto di lg@ecifiche (cioe quelle totali) del set
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col siero non trattati, ottenendo cosi lindice akidita. Se lavidita & bassa
I'infezione e recente (entro 4-5 mesi), se 'avdditalta I'infezione é pregressa.

Il test e utilizzato nelle donne nei primi mesigdavidanza che sono risultate 1gG ed
IgM positive con un altro test, ma puo esserezzi@io anche come unico test di
screening (Remingtoet al, 2004).

Nelle pecore e stata sperimentata I'applicazionajubisto test, partendo da una
diluizione del siero di 1:25 e sfruttando I'aviddalle 1gG per I'antigene P30. Il 35%
di avidita viene considerato come valore cut-dffjissopra del quale I'avidita viene
considerata elevata e quindi diagnostica di unzitiee pregressa. La messa a punto
di questo test & ancora pero in fase sperimergalggfet al, 2003).

3.9.2. Tecniche dirette

Esame coprologico

Nel gatto, ed in generale nei Felini, che sonadlii@piti completi, si pud effettuare
la diagnosi tramite esame coprologico poiché rfelbé si possono trovare le oocisti.
La loro ricerca non é facile per due motivi: 1.olecisti vengono eliminate per un
periodo molto breve, 2. tali elementi parassitama di dimensioni molto piccole
(10-12 um) e quindi molto difficilmente individuabili a nmascopio ottico. Inoltre
bisogna porle in diagnosi differenziale ddammondia heydorrihe & molto simile.

Impression smear

E’ una procedura che trova il solo utilizzo neginhunocompromessi 0 nei malati di
AIDS, che non sono in grado di produrre anticonpinianiera sufficiente. Il tessuto si
preleva per biopsia o alla necroscopia; si esegueurs vetrino lo striscio del

campione prelevato e dopo che si & asciugato fisss con alcol metilico. Con la

colorazione di Giemsa € possibile distinguere fiaeiite i microrganismi solo se ben
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preservati e nelle lesioni al contrario sono ppafinente degenerati; la parete delle
cisti appare argentofila.

Isolamentoin vivo ein vitro

L’isolamento in vivo del parassita avviene mediaimeculazione del materiale

sospetto in animali di laboratorio (topi germ-fr@ey via endoperitoneale. | parassiti
vengono cercati dopo 6-10 giorni post-infezione: @ vengono osservati, Si

aspettano 4-6 settimane per valutare il titolosanico pefT. gondii

La prova in vitro consiste nell'inoculazione dedlaspensione del materiale biologico
in esame in colture cellulari di fibroblasti embradi (MRC5): se dopo 48-72 ore

compare la lisi cellulare il test e positivo. Questetodo & sicuramente piu rapido
ma meno sensibile del precedente (Grandi e Pe20614).

Istologia e Immunoistochimica

L’esame istologico € utile per evidenziare la pngsedi cisti e di lesioni nei vari
tessuti riferibili aT. gondii prevede I'utilizzo di tessuti fissati in formadin questi
vengono processati fino ad ottenere vetrini conosezli tessuto dello spessore di
circa um che vengono colorati con ematossilina-eosina (EE)Giemsa.
L'immunoistochimica e' una tecnica ampiamentezaz@iiia per l'identificazione e la
localizzazione istologica di antigeni e di costittiecellulari e tissutalin situ. Essa
ha rappresentato, negli ultimi anni, uno strumdbntadamentale per la diagnosi di
molte malattie ed ha avuto, con I'abbinamento ait¢be di biologia molecolare, un
grande impulso ed un notevole sviluppo metodolagiGoazie a queste tecniche
possiamo annoverare il miglioramento diagnostidedealattie infettive del fegato,
che hanno rappresentato a lungo un grave problezidogico nell'uomo. Piu
recentemente, il suo uso ha interessato progressiv@ campi sempre piu vasti
quali I'identificazione del fenotipo cellulare (&g8. la differenziazione negli infiltrati

cellulari delle cellule T, delle cellule B e dei cnafagi), dei recettori cellulari,
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I'identificazione della produzione di citochine, eshochine e fattori di crescita o
ancora la dimostrazione di modificazioni funziordgile cellule. Inoltre ha permesso
la tipizzazione delle neoplasie e la loro valutaeigrognostica, l'individuazione di
nuovi antigeni tumorali, proteine oncofetali e dmdite da oncogeni nonché
I'individuazione di depositi patologici (ad es. doide).

L'immunoistochimica & una tecnica dotata di maggisensibilita e precisione
rispetto alla immunofluorescenza il cui risultaton é stabile nel tempo e tende a
decadere per effetto della luce.

Le procedure di immunoistochimica permettono lauagzazione di componenti
cellulari in una varieta di campioni biologici comepdenti sezioni di tessuto, strisci e
citocentrifugati. | risultati della colorazione éipdono in gran parte dalla qualita del
preparato.

| processi fondamentali della tecnica di immunaiktmica sono:

a) Fissazione del tessuto: lo scopo principale deksakzione e quello di
preservare la morfologia delle cellule e dei tasswitando la distruzione dei
determinanti antigenici, e mantenere le molecolgéganiche che devono
essere individuate nella loro posizione originaleremderle disponibili
all’anticorpo primario. Di solito viene utilizzata formalina al 4-10%.

b) Inclusione in paraffina, taglio con microtomo, sgféinatura.

c) Riesposizione degli antigeni celati: una iperfissae dei campioni di tessuto
in formalina puo mascherare fortemente gli antigesiutali e pud impedire
la loro localizzazione da parte dell'anticorpo @im; per ovviare a questo
problema si impiegano enzimi proteolitici volti agyerire i legami aldeidici,
formatisi nel corso dei processi di fissazione,iesgorre i siti antigenici,
oppure si utilizzano alte temperature.

d) Blocco degli enzimi endogeni: gli enzimi endogeregenti nel tessuto danno
luogo ad una colorazione non specifica e non doaliieggame Ag-Ac se
come sistema di rivelazione viene usato un enzdeatico (ad es. fosfatasi
alcalina o perossidasi). Le tecniche per inibiresjuenzimi prima della
colorazione sono numerose, ad esempio nel caso pEibssidasi si possono
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pre-incubare le sezioni istologiche con(d allo 0,03% in PBS o0 in
metanolo.

e) Blocco delle reazioni non specifiche: per ovviarguasto artefatto si blocca
la biotina endogena tramite incubazione con avidoramarcata.

f) Sistemi di rivelazione: il legame dell'anticorpanpario con l'antigene puod
essere rivelato da fluorocromi (fluoresceina o mou@) o da enzimi
coniugati (fosfatasi alcalinap-galattosidasi, perossidasi). Se I'anticorpo
diretto contro I'antigene da cercare € marcatowofluorocromo, il sito di
reazione si rende evidente per la fluorescenzatdeghianticorpo che ha
reagito con l'antigene. Se il marcatore é costitgi un enzima, esso, in
presenza di un opportuno substrato, produrra ucigtato colorato nel sito
di reazione.

g) Vetrini di controllo: i controlli della procedura eei reagenti per la

colorazione sono necessari al fine di assicuraceliratezza dei risultati.

| campioni utilizzati sono di natura bioptica o @piica. A seconda del sospetto
clinico o autoptico si prelevano i tessuti cheasettano indicativi per la conferma
diagnostica (Muzi e Bologna, 1999). Per la ricedcd. gondiiviene utilizzato un
anticorpo policlonale diretto contro [ parassiti. 'adsociazione
dell'immunoistochimica associata alla PCR puo daméenzialmente una diagnosi
definitiva considerato che nessuno dei due metadsalo non puo garantire una
sensibilita del 100%.

Numerose specie di delfini sono stati trovati pesitper T. gondii
all'immunoistochimica in diversi tessuti, con lsswualizzazione di cisti, tachizoiti e
bradizoiti quali prova di infezione in atto (Crughanket al, 1990; Inskeept al.
1990; Migakiet al, 1990; Jardine e Dubey, 2002; Reserated., 2002; Bowateet
al., 2003).
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Polimerase Chain Reaction (PCR)

La PCR, ideata nel 1983 da Mullis, € una tecnidai@bgia molecolare che consente
la moltiplicazione (detta amplificazione) esponatein vitro di frammenti di acidi
nucleici dei quali si conoscono le sequenze nudebie iniziali e terminali.
L’amplificazione del DNA consente di ottenere in nmiwaa rapida la quantita di
materiale genetico necessaria per le successivécagpni. Inoltre lo si puo
utilizzare per modificare la sequenza amplificatggiungere nuove informazioni.
Per dare inizio alla reazione & necessario conesueT precisione le estremita della
sequenza da amplificare per sintetizzare degloaligleotidi che saranno ibridati ad
esse, e disporre di una piccola quantita dellaeegpu Poiché la PCR non é altro che
la riproposizione in vitro di cio che avviene neflallula durante una fase della
riproduzione cellulare, bisogna ricrearne le stess®lizioni e avere a disposizione

gli stessi strumenti:

(@)

una quantita, anche minima, del segmento di DNAstlmende riprodurre;

o nucleotidi liberi per la ricostruzione dei nuovafnenti;

o i primer, ovvero degli inneschi per iniziare laazeone di copiatura del
materiale, costituiti da brevi sequenze di DNA dohucleotidi)
complementari alle estremita del segmento da rijpred

o una DNA-polimerasi;

o microelementi di supporto (ad es. fg per ricreare I'ambiente adatto alla

reazione.

Il risultato della replicazione sara una molecolacieta di DNA con estremita
corrispondenti a quelle 5’ degli oligonucleotidilizizati.
L’'operatore sceglie le condizioni operative dellzitempo e temperatura):é una

scelta empirica e non canonica. Un ciclo di PCR gegere riassunto in 3 fasi:

1) Denaturazione ogni ciclo inizia dalla dissociazione della dopgica del
DNA bersaglio, definita denaturazione, che si attiportando la soluzione in
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cui esso e immerso tra i 94 e i 99°C. In questo ansdliberano i due

filamenti.

2) Annealing: la temperatura viene abbassata a 30-55°C in rdadmermettere
ai primer di appaiarsi con una delle due elich®NA e, in virtu delle loro
dimensioni ridotte, competono vantaggiosamente laonassociazione dei
due filamenti.

3) Elongazione la temperatura viene nuovamente alzata a 65-7p&C
massimizzare I'azione della polimerasi che proceaie I'allungamento dei
primer su entrambe le eliche in direzioni antigetal Il passaggio graduale
tra temperatura di annealing e di elongazione eesszia per iniziare
I'allungamento senza che i primer si stacchino. M&mno che la polimerasi
lavora la temperatura supera i 72°C e ricomincidelaaturazione per un altro
ciclo (Inniset al, 1990; Polet al, 2004).

| cicli di amplificazione si ripetono 20-50 voltepwiché ognuno dura solo qualche
minuto, nel giro di poche ore si possono ottenargvolissime quantita di DNA
bersaglio, essendo I'amplificazione di tipo espamae. Si calcola infatti che dopo
20 cicli di reazione siano state prodotté’ipie del frammento (Podit al, 2004).
Dopo 50 cicli la reazione cessa per mancanza deatidi e primer a disposizione.
L'uso della PCR per la diagnosi di toxoplasmosilieog limiti imposti dalla
diagnostica sierologica ed in medicina umana & utilparticolare alla diagnostica
prenatale: e stato stimato che la PCR su liquidoiaiico ha una sensibilita del 64%,
una specificita del 100%, un PPV del 100% e una NEN88% (Remingtoret al.,
2004). Tuttavia sensibilita e specificita dipendatall'accuratezza dell'isolamento
del materiale genetico del campione, dalle caiatiehe del DNA stesso e dai
parametri con i quali e stata eseguita la tecnica.

| vantaggi possono essere sfruttati anche in vetaad, data I'inesistenza di kit pronti
e validati per ciascuna specie.

Per la ricerca di. gondij la sequenza piu utilizzata e il gene B1, del guistono

35 copie nel genoma e la cui funzione e ancoracsmmta, ma possiede un’alta
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specificita. Nel corso di vari studi e stata idicgita una sequenza di 529 bp,
anch’essa specifica p&r gondii che possiede piu di 300 copie nel genoma. Itéimi
di rilevazione del DNA genomico di. gondiie di 200 fg (femtogrammi; 1fg = 10-
15 g) per il gene B1, che sono una quantita enarmenfronto ai 20 fg per la
sequenza di 529 bp. | risultati ottenuti con laema della sequenza da 529 bp su
campioni clinici, hanno dato una specificita adeguer essere considerati
attendibili.

I metodi per eseguire la PCR sono molti e cio euttmal fatto che in gran parte i
protocolli sono “home made” dai diversi laboratdei;grandi compagnie infatti non
hanno dimostrato grande interesse per la commizmaaione di un kit standard, a
disposizione di tutti, che sarebbe anche utiledaee la possibilita di un confronto
omogeneo dei risultati nei diversi centri di ricerénoltre 'assenza di un metodo
standard accettato porta a far si che sensibiligpexificita non possano essere
confrontate con quelle dei metodi convenzionalst(tgerologici, colture cellulari).
E’ possibile solo confrontare i diversi protocollifuturo si proietta sullo sviluppo di
test basati sulla real-time PCR, che fornisce wultato quantitativo e grazie
all'utilizzo di oligonucleotidi marcati a fluoreseea richiede meno passaggi (Switaj
et al, 2005).

Una volta identificatdl. gondiisi pud procedere con la sua genotipizzazionestche
ottiene tramite la PCR-RFLP (Restriction Fragmeendth Polymorphism), la quale
consente di distinguerne il tipo. Recentementeato shesso a punto un set di nove
markers “a tre vie” altamente specifici in gradoadjire sul DNA amplificato con
PCR e riconoscere i siti di restrizione in base apecifico genotipo. Poiché i
laboratori utilizzano markers diversi per la ricerdel genotipo, e difficile
confrontare i risultati. Oggi con questo set di keas € possibile eseguire un test
estremamente affidabile e facile da usare, in matdo facilitare gli studi
epidemiologici (Stet al,, 2006).

In ambiente acquatico esiste un metodo per isadrédentificare le oocisti dT.
gondii in acqua in modo da poter valutare la salute dellee marine a rischio e per
tutelare la salute umana nel caso di acque di loevanprelevata da zone dove si
svolge attivita ricreativa. La metodica consistera passaggi (Kourenti e Karanis,
2006):
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1) concentrazione dei campioni di acqua tramite fltemone con A(SOy)s;
2) purificazione con passaggi in diversi gradiensaltcarosio;

3) identificazione del parassita con PCR.

L'uso della PCR, dellesame istologico e dell'imnoistochimica sono tra le

tecniche piu utilizzate per la diagnosi di toxoptasi anche nei Cetacei.

3.10. Terapia

Trattamento Prenatale

Il trattamento antiparassitario durante la gravedamiduce significativamente |l
passaggio transplacentare del parassita riduceondo it tasso di toxoplasmosi
congenita. Il trattamento materno con spiramicoramsinistrata continuativamente e
alternata con cicli di pirimetamina-sulfonamidej oasi di documentato passaggio
trasplacentare del parassita, riduce ulteriormigmigchio di toxoplasmosi congenita.
Il trattamento prenatale limita inoltre i casi danifestazione clinica della malattia
congenita, aumentando cosi la quota di casi cazimfie asintomatica.

La spiramicina € indicata per il trattamento padfico perché e ben tollerata dalla
madre, non ha effetto teratogeno sul feto ed haeacallente attivita parassitaria.
Previene il passaggio transplacentare del parasaiteaversa la placenta e si
concentra in tutti i tessuti fetali ad ecceziomeé ckrvello (supera la barriera emato-
encefalica in presenza di inflammaziorieg.sua emivita dopo la somministrazione
orale € di poche ore e per ridurre significativateela carica del parassita sono
necessarie tre settimane di trattamento.

In presenza di infezione fetale, un trattamenta@parassitario piu aggressivo viene
raccomandato combinando alla spiramicina la piram#a-sulfadiazina. Entrambe
gueste sostanze attraversano liberamente la ptaeersiggiungono nel sangue fetale
concentrazioni simili a quelle del sangue matethtvattamento con pirimetamina-

sulfadiazina e efficace nel feto dopo 10-13 giosicausa degli effetti collaterali

82



della pirimetamina-sulfonamide (depressione mide)la utilizzata in modo

continuativo si alterna con la spiramicina ogeisettimane.

Terapia dell'infezione acquisita

La terapia della malattia prevede I'impiego asgocii un sulfamidico alla dose, per
gli adulti, di 1 gr in somministrazione unica ilipio giorno e poi 500 mg/die, e della
pirimetamina alla dose, per gli adulti, di 75 meg/dgier i primi tre giorni, poi 25
mg/die. La terapia si effettua per cicli di 20 ggparati da intervalli di 2-3 settimane.
Il ciclo di cura si ripete per 3-4 volte. L'assadi@ne di questi due farmaci sembra
essere piu efficace dell'uso singolo dei due. Adtpeollo di cura verra aggiunto
acido folinico alla dose di 10-15 mg/die e vieneyisto un periodico controllo della
crasi ematica. Altri trattamenti possibili preveddiuso del trimetoprim associato a
solfametossazolo, a dose piena per 3 mesi, o deldamicina per 1 mese (Nardini
e Fiorini 1986).

Terapia negli animali

Negli animali e valido il medesimo trattamento. Cindamicina pero é diventata
I'antibiotico anti-Toxoplasmadi prima scelta. Dosaggi: 5-12,5 mg/Kg a seconda
della specie, ogni 12-24 ore per OS, SC o IM.

3.11. Profilassi

La profilassi € uno degli aspetti pitu importantiladotta alla toxoplasmosi.

Le azioni da svolgere per limitare la diffusioneTdigondiisono atte alla riduzione
delle contaminazioni ambientali da oocisti infettaalla limitazione della presenza
di cisti tissutali nelle carni delle varie speciaimali di interesse zootecnico,

selvatiche e sinantropiche (ad es. piccione). leo#i pud prevenire linfezione
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educando la popolazione umana riguardo ai pring@nico sanitari, oltreché
informandola sui vantaggi di un corretto monitoiaggierologico prima del
concepimento.

L’intervento professionale del veterinario € comumauspicabile anche in tutti i
casi in cui € possibile svolgere un’opera di infamone riguardo ai possibili rischi
derivanti dagli animali stessi o dal consumo dnainti contaminati dal parassita.

Tra le misure necessarie per evitare che 'uomdplana in gravidanza e le persone
immunocompromesse vengano infettate & necessario:

1) eliminare quotidianamente le feci del gatto, ewtarda possibilita che le
oocisti presenti al loro interno sporulino e diveatinfettanti; nel caso di una
donna in gravidanza € consigliabile I'uso di guaminouso durante la
pulizia della lettiera del gatto;

2) adottare sempre le basilari precauzioni igienidheafsi le mani) dopo ogni
contatto con il gatto e le sue feci;

3) evitare i contatti con gatti randagi;

4) lavare accuratamente frutta e verdura, soprattgtooltivati in giardini dove
I gatti hanno facile accesso;

5) effettuare il giardinaggio utilizzando sempre i gtia evitando di mettere in
bocca le mani sporche di terra;

6) in gravidanza evitare di mangiare carne cruda o pmtta e frutti di mare
crudi;

7) non bere latte non pastorizzato, o almeno sottoparbollitura prima del

consumo.

Per quanto riguarda la prevenzione nel gatto é ssac® principalmente fare
distinzione tra un gatto che vive costantement@apgpartamento e uno che ha la
possibilita di uscire da casa e vagare liberameelltambiente esterno.

Nel primo caso € sufficiente non alimentarlo comca visceri (fegato e polmone)
crudi o poco cotti che potrebbero contenere bréiigproteggere gli alimenti dalle
mosche che possono fungere da vettori.

Il gatto che conduce vita semilibera e piu facilteea rischio di infezione, a causa

della possibilita di cacciare e nutrirsi autonomataecon animali (topi, piccioni)
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infettati. In questo caso I'unica possibilitd &€dntrollo mediante I'esecuzione di test
sierologici almeno una volta all'anno in grado egsalare I'avvenuto contatto con
gondii.

Allo scopo di prevenire la diffusione delle oocisthesse dal gatto € stato messo a
punto un vaccino, utilizzato in vari Paesi ma nanaaa registrato in ltalia, il T-263,
contenente bradizoiti vivi estratti da un ceppo antg. Questo deve essere
somministrato esclusivamente per via orale affindhéiclo del parassita venga
arrestato impedendo la produzione di oocisti (Feeyral, 1993). Poiché i bradizoiti
contenuti nel vaccino sopravvivono solo poche oréermperatura ambiente, la
conservazione deve avvenire in frigorifero.

Anche per gli animali da allevamento si € pensdtoraa vaccinazione con lo scopo
di ridurre sia gli aborti nelle pecore e nelle emia il rischio da parte dell’'uomo di
ingerire carne infetta.

Nella pecora e stato messo a punto un vaccino ©he contiene tachizoiti vivi
estratti dal ceppo S48 che garantisce un’immunital® mesi, con un picco
anticorpale dopo 6 settimane. Altri studi sono aiticanche per suini e altri ospiti
intermedi, mentre per 'uomo ancora non € preseessun vaccino specifico.
Sebbene i livelli di contaminazione spesso noncsiaoti, alcune misure possono
prevenire l'infezione dal. gondii tramite I'acqua. Le persone dovrebbero fare
attenzione a non bere le acque non trattate dielysiumi, laghi durante attivita
ricreative. Se lI'acqua non e trattata prima di d@&rlnecessario filtrarla o bollirla. |
viaggiatori dovrebbero fare attenzione in alcuneeadel mondo dove l'acqua di
rubinetto non viene filtrata. Limitare I'accesso glatti presso le fonti d’acqua
potabile. Nei Paesi sviluppati le feci del gattanraovrebbero essere gettate nelle
fogne ma nella spazzatura che poi viene depositatescarica o nel terreno, tuttavia
non e escluso che possa essere sperimentata e moalizeata una lettiera che
inibisce direttamente le oocisti; inoltre i padrgrotrebbero tenere il piu a lungo
possibile il gatto in casa di modo da evitare ck®oecacci e contragga l'infezione,

disperdendo le feci nellambiente (Jones e Dub899}.
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PARTE SPERIMENTALE

4. OBIETTIVI DEL LAVORO

Il monitoraggio della diffusione della toxoplasmasei mammiferi acquatici e
oggetto di interesse crescente. Se nel resto detionsi pud contare su una cospicua
letteratura sullo stato di presenza, diffusioneasrhissione della toxoplasmosi nelle
diverse specie di Cetacei e Pinnipedi, nel Meditexo gli studi effettuati sono piu
limitati e riguardano prevalentemente il litoraleenico (Di Guardcet al, 1995a,b;
Prettiet al, 2008).

Con questo lavoro si e cercato di contribuire atlanoscenza sull'areale di
distribuzione diToxoplasma gondinei Cetacei che popolano i mari italiani, in
particolare l'alto Adriatico. La ricerca di. gondiida tessuti, sia di Odontoceti che
Misticeti, e stata condotta mediante I'utilizzoteeniche molecolari ed istologiche.
Questo e stato possibile grazie all’attivita dé@nca per i Tessuti dei Mammiferi
Marini del Mediterraneo (Dipartimento di “Scienzepeédimentali Veterinarie”
dell'Universita degli Studi di Padova), che racdegltessuti provenienti
principalmente da cetacei spiaggiati lungo le cadsiéane, e alla costituzione
dell’'Unita di Intervento per la Necroscopia di Gdafetacei (Progetto finanziato dal
Ministero dellAmbiente e della Tutela del Territr— 2006), che dispone
dell’'attrezzatura necessaria per intervenire erkeodirettamente sul campo.

Infatti, trattandosi di animali spiaggiati, se nen interviene prontamente e con
strumentazioni appropriate non sempre e possilienere campioni idonei ad

analisi di laboratorio.
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5. MATERIALI E METODI

Nel periodo marzo 2006 - luglio 2009 diciotto cefaspiaggiati lungo i litorali
italiani sono stati sottoposti alla ricerca Toxoplasma gondimediante analisi
molecolari. | campioni risultati positivi a quesfaima indagine sono stati poi
sottoposti ad esame istologico.
Gli esemplari esaminati, sia Odontoceti che Misticeppartenevano a 5 diverse
specie, cosi suddivisi:

1) Tursiops truncatus- 13 soggetti;

2) Balaenoptera physalus 2 soggetti;

3) Ziphius cavirostris- 1 soggetto;

4) Grampus griseus 1 soggetto;

5) Physeter catodos 1 soggetto.

La maggior parte degli animali esaminati proven/akalle coste adriatiche (IR
truncatuse 1G. griseuy, mentre gli altri dalle coste tirreniche B physaluse P.
catodorn e messinesi. cavirostrig.

L’esame necroscopico di gran parte degli esemfil&ril8) € stato effettuato presso
le strutture della Facolta di Medicina Veterinadell’'Universita degli Studi di
Padova. Per gli altri, a causa del difficoltosougegro degli animali (eccessiva mole,
aree poco accessibili, etc) l'autopsia € stata eeglirettamente sul luogo dello
spiaggiamento dall’'Unita di Intervento per la Neszropia di Grandi Cetacei.
Campioni tissutali provenienti da B. truncatuse 1 Z. cavirostrise utilizzati in
guesta indagine sono invece stati prelevati daaitleghi e successivamente inviati
alla Banca per i Tessuti dei Mammiferi Marini deétiterraneo.

Per ogni animale esaminato e stata compilata umedaccontenente le caratteristiche
morfometriche del soggetto (peso, lunghezza taalealtre parti del corpo), data e
luogo di spiaggiamento, stato di conservazionescses altri dati anamnestici. Tali
schede sono conservate presso la Banca per i Tessuvlammiferi Marini del
Mediterraneo.

Per ogni soggetto inoltre & stato svolto I'esameagmtologico completo per la

ricerca di macroparassiti. Gli organi sono statane®ati direttamente durante
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'esame autoptico o congelati separatamente a -28dCesaminati in tempi
successivi.

Le analisi molecolari per la ricerca @i gondiisono state effettuate preferibilmente
su porzioni di tessuto cerebrale; quando cio nanpesssibile le indagini sono state
condotte su altri organi quali polmone, fegatofditodi. Nel caso di positivita ad
una prima analisi molecolare su porzioni di cenjedlono stati testati con la stessa
metodica anche altri organi (fegato, muscolo e )ehe parallelo, su porzioni di
organi dei soggetti positivi alle analisi molecalal fine di completare il quadro
anatomo-patologico, sono stati anche effettuatimesetologici per verificare
'eventuale presenza di cisti e/o tachizoiti e esioni riferibili alla presenza del
parassita..

Nella tabella sottostante (Tab. 4) vengono riportatlati relativi agli animali

esaminati nel corso dell'indagine.
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N° Specie Data di spiaggiamento Localita di ritrovenento | Stato di conservazione Sesso
1 T. truncatus 05/03/2006 Jesolo (VE) 2 F (gravida)
2 T. truncatus 24/04/2006 Cervia (RA) 3 M
3 | T.truncatus 29/05/2006 Marina di Ravenna (RA) 3 M
4 | Z. cavirostris 12/04/2006 Messina (ME) 3-4 NP
5 B. physalus 25/10/2006 Alassio (SV) 3 M
6 T. truncatus 14/11/2006 Porto Tolle (RO) 2 M
7 T. truncatus 16/06/2007 Pellestrina (VE) 5 M
8 G. griseus 30/06/2007 Cattolica (RN) 1 M
9 B. physalus 25/01/2008 Giannella (GR) 2 M
10 P. catodon 06/06/2008 Piombino (LI) 4 F
11 | T. truncatus 21/06/2008 Jesolo (VE) 3 F
12 | T. truncatus 08/07/2008 Jesolo (VE) 4 M
13 | T. truncatus 08/07/2008 Rimini (RN) 4-5 M
14 | T. truncatus 14/07/2009 Comacchio (FE) 2 M
15 | T. truncatus 21/07/2009 Jesolo (VE) 4-5 M
16 | T. truncatus 27/07/2009 Comacchio (FE) 4 M
17 | T. truncatus 27/07/2009 Lido Adriano (RA) 2 M
18 | T. truncatus 28/07/2009 Pellestrina (VE) 4 M

Tabella 4: dati relativi agli animali. NP: Non Penuto.
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5.1 Esame necroscopico dei Cetacel

L’Unita di Intervento per la Necroscopia di Gran@etacei ha provveduto ad
eseguire I'esame necroscopico di tutti i soggdineati nella tabella, rilevando
sempre come primo dato utile le condizioni dellacaasa. Per lo studio delle
patologie nei mammiferi marini infatti & molto impante che I'esame post-mortem
venga condotto il piu presto possibile dopo la mai¢l'animale, per evitare che le

condizioni ambientali accelerino lo stato di decosipione.

CLASSIFICAZIONE DELLA CARCASSA

Ad ogni soggetto e stato attribuito un codice, merenza con questo tipo di
classificazione, gia adottato da altri Autori (Duodggn, 2003; Pugliarest al, 2007):

» Codice 1 Animale spiaggiat@ivo; morto da pochissime ore.

» Codice 2 Carcassa fresca Animale morto recentemente (< 24 ore), di
aspetto normale, anche se ci possono essere deidtamuti agli animali
spazzini; non emana odori sgradevoli; le mucosd @oghi non sono
secchi. La carcassa non presenta rigonflamentonaiddte e nemmeno

protrusione di lingua e pene.

» Codice 3 Decomposizione moderatalLa carcassa € ancora intatta anche
se la cute puo presentarsi con crepe e desquamaiblubber appare
tinto di sangue ed oleoso. Le mucose sono secdajie cechi possono
essere incavati o addirittura assenti. Il rigongamo addominale e
evidente, lingua e pene sono protrusi. Presentiisgigautolisi interna,

ma gli organi sono ancora pressoché intatti.
» Codice 4 Decomposizione avanzataLa carcassa puo essere intatta, ma

collassata, con la cute fortemente danneggiathdmima di colore verde

o nero. Il blubber e i muscoli si lacerano con lfEcie perdono aderenza
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sulle ossa. L’animale emana un forte odore di kdmdili organi interni
sono quasi totalmente liquefatti.

* Codice 5 Carcassa mummificatao resti delloscheletrq spesso con
pelle secca adesa alle ossa; completamente essicteto delle carcasse
con codice 4 e 5 e limitato allo studio della comgrte ossea, ma si

possono ricavare anche alcuni dati anamnestici.

ESAME ESTERNO

Si e proceduto con I'esame esterno, che si é seohtee indicato nei seguenti punti:

o identificazione della specie;

o valutazione dello stato di nutrizione dellanimalen I'osservazione della
conformazione dei muscoli epiassiali lungo la carertebrale;

o0 determinazione del sesso: lungo la linea mediamdrale sia maschi che
femmine possiedono una fessura genitale fra ontbeticano. Nelle femmine
la distanza fra fessura genitale e fessura analieore ai 10 cm, mentre nei
maschi & superiore. Inoltre la maggior parte diellamine € dotata di due
ulteriori fessure, poste parallelamente ai latjaella genitale, all’interno dei
guali sono alloggiati i capezzoli. La conferma fedel sesso si ha sempre
con l'ausilio dell’esame interno;

o esame di cute, denti, occhi e mucose per rilevezataali lesioni.

Il primo passaggio da effettuare per poter esarmifarcavita interna dell’animale e
la rimozione ed ispezione del blubber che si scaflalto facilmente dalla

muscolatura scheletrica sottostante. Il blubber es®ere rimosso solo dopo che é
stata eseguita la valutazione di spessore, colaiesdtura e rilevata I'eventuale
presenza di parassiti. Per la muscolatura schedesono stati valutati gli stessi

parametri del blubber.
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ESAME INTERNO

L’esame necroscopico prosegue con la valutaziorg degani all’interno della

carcassa, che puo essere fatta in situ o dopotazgjore. E’stato effettuato seguendo

la procedura qui di seguito brevemente riassunta:

o

o

taglio netto della pinna dorsale a livello della&a

incisione del grande dorsale a tutto spessore;

asportazione delle coste per la visualizzazion& dmlvita toracica nel suo
insieme: sono stati osservati i rapporti topografia gli organi, le loro
dimensioni, colore e presenza di eventuali lesmrparassiti. Rilevamento
della presenza di versamenti nelle cavita toragiaddominale;

prima dell’asportazione del cuore e stato ossereatiescritto il pericardio
per valutare la presenza di versamenti. Per lazione del cuore si esegue
un taglio su aorta e arteria polmonare, lasciandaceato un tratto di
entrambe della lunghezza di 6 cm. Esecuzione didpgcifici per 'esame di
miocardio, endocardio e valvole;

esame del complesso trachea-bronchi-polmoni: i sit controlla la
posizione dei polmoni, in seguito dopo asportazienevalutano colore,
tessitura, consistenza del parenchima e le comdidedla superficie pleurica.
esame del fegato: si valutano posizione, volumemdo colore. Cistifellea
assente;

esame della milza: forma e dimensioni variano ais#a& della specie, una
piccola percentuale di individui puo presentare onpal milze accessorie. Si
cerca l'organo in mezzo allomento e dopo la rinno& di valutano
dimensioni, forma, colore e tessitura del parenahim

esame del pancreas: € un organo che va incontapidar autolisi a causa
degli enzimi che esso stesso produce. Se € anotatioi viene rimosso,
procedendo con l'analisi di dimensioni, forma, celoe tessitura del
parenchima;

esame del pacchetto meseraico: i linfonodi sont ®alati valutandone

dimensioni, forma e colore;
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esame dei reni: osservazione della capsula p&ardda presenza di fluidi o
emorragie e cercare di scollarla dal parenchimargeficare che non si siano
aderenze. Rimozione dei reni con successiva vatutazdi dimensioni,
forma e colore;

esame della vescica;

esame dell’apparato riproduttore: nella femminassiminano utero e ovaie,
nel maschio i testicoli ed il pene;

rimozione del pacchetto gastro-intestinale: sitafe una doppia legatura a
livello esofageo ed un’altra tra il tratto termi@alel retto e I'ampolla rettale,
quindi si pratica un taglio e si asporta completai@elalla carcassa,

esame dell’esofago;

esame dello stomaco: le concamerazioni gastrichegore aperte per
valutarne il contenuto, I'eventuale presenza derdc di aree decolorate o
altre anormalita;

esame dellintestino: si valutano pareti e diametetle anse con il loro
contenuto, quindi si esamina la mucosa per rilevarentuali lesioni o
parassiti;

rimozione ed esame del cervella testa viene separata dal resto del corpo,

praticando un taglio posteriormente allo sfiatatdimo all’articolazione
atlanto-occipitale; questa incisione viene compéetentralmente. Una volta
isolata la testa, si procede con la disseziondedsuti molli dalla porzione
caudale e dorsale del cranio. Con una sega ogeil{@itta Heb() si pratica
un taglio perpendicolare e al centro di ognunodie condili dell’occipitale,
quindi si prosegue con lincisione dei due latied dorso del cranio pochi
centimetri posteriormente allo sfiatatoio, assiodisi di aver tagliato le ossa
a tutto spessore, ma senza lesionare il tessutostite. A questo punto
viene inserito un divisore per cranio (Ditta Rudl@fl’interno delle fessure
praticate in modo da staccare definitivamente latizadal resto della testa e
facendo leva in modo da staccarla ed aprire laavolanica. Dopo aver
separato le meningi dal cranio e resecato i nemaici, per far si che |l
cervello scivoli dolcemente al di fuori della susde € utile capovolgere la

testa e mantenerla un po’ obligua. Maneggiandolo ©ara, si osservano
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superficie e simmetria delle strutture (emisfereteali, cervelletto e midollo

allungato) con valutazione di colore, tessituraesenza di eventuali lesioni.

5.2 Indagini parassitologiche

5.2.1. Ricerca macroparassiti

L’esame parassitologico per la ricerca dei macragsiti si € basato sull’accurata
analisi di tessuti ed organi di ciascuno degli ggamesaminati.

Quando possibile, 'esame si € svolto di pari passo 'autopsia: dopo le dovute
considerazioni sulle loro condizioni anatomo-pagatbe e una volta estratti, gli

organi/tessuti sono stati analizzati.

» Cute e blubber

Durante I'esame esterno della carcassa sono sa¢eionate cute e bocca,
alla ricerca di ectoparassiti (principalmente aost della famiglia
Pennellidae).

Il blubber delle regioni perianale e addominaléagéosasportato e ispezionato
con tagli ravvicinati (distanza 1-2 cm) a tutto sgere per la ricerca di larve
merocercoididi di cestodi (Tetraphyllidea). E' staispezionato anche il
tessuto connettivo tra blubber e muscolatura peridarca di nematodi

(Crassicaudidae).

» Stomaco
Una volta aperte le concamerazioni gastriche @ siaservata la mucosa e
raccolto il contenuto che in seguito e stato fitirad esaminato per la ricerca
di parassiti Anisakidae. Nello spessore della paret stata valutata la
presenza di noduli parassitari (Opisthorchioidd® sono stati prelevati ed

analizzati allo stereomicroscopio.
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» Intestino
Una volta estratto e separato l'intestino daller&too con opportune legature,
ed esaminato il mesentere, sono state dipanatenxde mtestinali. Dopo
I'apertura la mucosa e stata ispezionata e gli teadinparassiti visibili ad
occhio nudo sono stati raccolti. Sul materiale lecaccolto e stato effettuato
I'esame parassitologico con le seguenti tecniche:

- Esame per sedimentazioneonsiste nella filtrazione delle feci, con

setacci con pori del diametro di 250-506n, in calici conici. Si
aggiunge acqua di fonte e si lascia riposare ped0ninuti,
dopodiché il surnatante viene eliminato. Il ciclorgpete fino ad
ottenere un surnatante limpido. Il sedimento r&nik viene osservato
allo stereomicroscopio per la ricerca di paragsiimatodi digenei,
cestodi, etc).

- Esame qualitativotecnica adatta per la ricerca di uova nelle feci.

Questo metodo prevede l'utilizzo di feci prelevatal retto, che
vengono trasferite in un mortaio e diluite con aqli fonte. Il
risultato che si ottiene & una sospensione preésmtingenea, idonea
per essere filtrata. Il liquido cosi ottenuto vienesso in una provetta
e centrifugato a 1500-2000 giri per circa 5 minkstratta la provetta
dalla centrifuga si elimina il surnatante e si aggee al sedimento una
soluzione a peso specifico 1300; si agita la ptavetla si sottopone
nuovamente a centrifugazione per 5 minuti a 2000 §i aggiunge
ancora la soluzione a densita 1300 fino a che nfmrrea un menisco
positivo, si poggia delicatamente un vetrino coggeetto e si attende
qualche minuto affinché gli elementi parassitarie@ualmente
presenti nelle feci aderiscano alla faccia inferiodel vetrino
coprioggetto che viene trasferito su di un vetripartaoggetti al

microscopio ottico.
» Fegato

L’organo e stato ispezionato esternamente e ievasitti di calibro maggiore

sono stati aperti con una forbice per rilevare laspnza di parassiti
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all'interno del lume. Sono stati effettuati tagdrsli in modo da ottenere fette
d’'organo dello spessore di 1-2 cm ed ognuna di ésstata sottoposta a
lavaggio e spremitura delicata in un contenitoeenpito con acqua di fonte,
cosi da favorire l'uscita dei parassiti eventualtagoresenti in dotti, vasi e
parenchima epatico. Il liquido di lavaggio ottenwgostato sottoposto ad

esame del sedimento e valutato allo stereomicrascop

Reni

I reni, dopo l'esame esterno sono stati tagliatngltudinalmente per

visualizzare pelvi, vasi e parenchima interno @ezsonati per la presenza di
parassiti in parenchima e vasi. Nel caso in cuncsiatati trovati parassiti

(Crassicaudidae) infissi con I'estremita cefali@ parenchima, questi sono
stati asportati con il tessuto circostante perress®lati poi con precisione

allo stereomicroscopio.

Polmoni

Il parenchima é stato ispezionato minuziosamentergano e stato aperto
seguendo il decorso dei bronchi alla ricerca di ateai Pseudaliidae.
Eventuali parassiti liberi all'interno dei broncke bronchioli sono stati
delicatamente asportati, mentre quelli fortementéssi con I'estremita
cefalica nel parenchima polmonare sono stati aasparisieme al tessuto

circostante.

Seni intracranici

| seni intracranici sono stati aperti durante lacrascopia quando le

condizioni lo permettevano. All'interno dei senip®ssibile rinvenire sia

nematodi infissi con I'estremita cefalica nello spare della mucosa
(Crassicaudidae) che trematodi (Brachycladiidaehdse alla specie ospite.
Se presenti, i parassiti infissi sono stati estcath cautela servendosi di pinze

e bisturi.
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| parassiti cosi isolati sono stati raccolti, qufés#ti (quando possibile) e fissati in
etanolo 70%. Gli elminti parassiti sono stati irrtpachiarificati in lattofenolo di
Amman e in parte sottoposti a colorazioni specdic¢holorazione di Moratel) ed
analizzati al microscopio ottico, mentre gli artodp parassiti sono stati studiati allo
stereomicroscopio. Per la classificazione tassareosono state utilizzate le chiavi
dicotomiche ed i dati presenti in letteratura; artwolare per I'identificazione degli
elminti ci si e basati su quanto riportato da Delyee (1955) e Bragt al (2008),
mentre per gli artropodi sono stati consultati tvarticoli specifici tra cui quelli
pubblicati da Hogans (1987) e Abauretal (2001).

5.2.2. Ricercd oxoplasma gondi

- ANALISI MOLECOLARI

| campioni tissutali da sottoporre alla ricerda gondii prelevati durante le
necroscopie, sono stati congelati (-20°C) e cordem contenitori singoli, fino al
momento dell’analisi. | campioni sono stati proegissecondo la metodica di seguito
riportata.

Per l'estrazionedegli acidi nucleici e stato usato il kit commateiHigh Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche). Il kit prevedatilizzo di una quantita variabile
di campione, da 20 a 50 mg, che viene lisato cdfebdi lisi e proteinasi K a 55°C
per un’ora circa, tempo necessario per una complistgregazione tissutale.
Successivamente si aggiunge un Binding buffer gestheghi al DNA lasciandolo
ad incubare per 10 minuti ad una temperatura dC7Dbpo si effettua un’addizione
di isopropanolo e si procede col fissaggio del D&Acolonnine con filtro di natura
silicica. Per eliminare le impurita si ricorre getuti lavaggi con un buffer apposito:
si ottiene cosi un DNA purificato.

Tuttavia il gene utilizzato come target non e sjpaziper T. gondij infatti esso fa
parte di geni nucleari di piccole subunita ribosaliminss-rRNA) diNeosporabovina
che differiscono da quelle. gondiiper sole quattro coppie di basi (dbal, 1996).
L’amplificazione del DNA permette di ottenere segmnali 300 bp; se il tracciato

elettroforetico evidenzia una positivita, € necassecorrere alla tipizzazione del
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parassita tramite un’ulteriore digestione enzinsaéf sequenziamento. Per ciascuna
delle due tecniche che si sceglie di usare e nadesgerificare la correttezza del
procedimento con un controllo positivo: nel nostoaso € stato ritenuto
rappresentativo come controllo positivo il DNA peovente da oocisti di. gondii
isolate da feci di gatto e conservate in acidoosimd al 2% presso il Laboratorio di
Parassitologia e Malattie Parassitarie del Dipatita di Scienze Sperimentali

Veterinarie (Universita degli Studi di Padova).

Il protocollo diamplificazione utilizzato € il seguente:

1 PCR Buffer (senza Mg)

2 mM MgCb

- 0,2 mM dNTPs

- 1uM Primer API-F (5’-AAG TAT AAG CTT TAA TAC GGC-3')forward
- 1uM Primer API-R (5-CAC TGC CAC GGT AGT CCA ATA-3)averse
- 2U Platinum Taqg DNA Polymerase (Invitrogen)

- 1-3ul DNA (quantita stabilita a seconda dei campioni)

- Portare a volume di 3d con O

La miscela ottenuta e stata sottoposta ad amgiioa rispettando i seguenti

parametri:
Temperatura At -At Cicli
Attivazione
95°C 5
Taq
Denaturazione 94°C 30" 12
Annealing 58°C 30” -0,5°C
Denaturazione 94°C 30"
Annealing 52°C 30” 23
Estensione 72°C 30"
Estensione 72°C 7
Conservazione
4°C
DNA
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Sui campioni positivi ed il controllo positivo eéash effettuata larestrizione
enzimatica, tramite I'utilizzo dell’enzima BseDI in grado dgire sulla sequenza:
5-C*CNNGG-3’
3'-GGNNC*C-5’

Per la fase di digestione sono stati necessari:

10x 5ul di Buffer Tango

0,5-1ug/ul di DNA (la quantita e variabile)

0,5-2ul di BseDI

Portare a volume di 3@ con HO.

Mescolare delicatamente e centrifugare per alcecorsdi.

Lasciare ad incubare a 55°C per 2 ore.

La positivita perT. gondiié confermata quando si formano tre frammenti diADN
165, 95, 40bp. Invece nel casoMkosporasi ottengono frammenti di: 105, 92, 85
bp; perSarcocystigli: 220 e 105bp.

Inoltre e stato effettuato siequenziamentalei campioni positivi.

Dopo il processo di amplificazione, i prodotti deteazione sono stati posti in gel di
acrilamide 7% a 180 mV per osservare la corsarefetetica. || DNA e stato
marcato con Sybr Safe DNA gel stain (Invitrogenyigualizzato con Geldoc XR
(Biorad). L’acquisizione dellimmagine e stata pb#e con [I'utilizzo del
programma Quantity One. Con i geni markers MK5 e 8Wifkermentas) si sono
valutate le dimensioni dei prodotti amplificati.

Il sequenziamento dei campioni positivi € statagyage dalla ditta BMR Genomics,

Padova (http://www.bmr-genomics)itthe utilizza un sequenziatore ABI 3730XL

96 capillari. Quindi le sequenze ottenute soncestainfrontate tramite il software
nucleotide-nucleotide ChromasPro versione 1.42Hielysium Pty Ltd., Australia)
nel quale sono contenute e riportate le sequenzd.dgondii depositate in
GenBank™.
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- ESAME ISTOLOGICO

Tutti i tessuti prelevati dai soggetti esaminatingostati fissati in formalina
tamponata al 10%. Quindi sono stati depositatian®@banca per i Tessuti dei
Mammiferi Marini del Mediterraneo. Solamente i t@sslei soggetti gia positivi alla
diagnosi con PCR peff. gondii sono stati prelevati dalla Banca, processati
osservati al microscopio per I'esame istopatologico

L’allestimento dei vetrini istologici € stato effiehto presso il Laboratorio di
Anatomia Patologica Veterinaria del Dipartimento Stnita Pubblica, Patologia
Comparata ed lgiene Veterinaria dell’'Université@Pdidova.

La preparazione della sezione istologica dei camgissati prevede una prima fase
detta “trimming che consiste nel tagliare il campione in una@ezidi 2-3 mm in
modo da poterlo processare.

Il tessuto e stato sezionato e posto all'interniopdecessatoreun macchinario che
esegue i processi di disidratazione in scala asrgadli alcoli per eliminare la parte
acquosa, diafanizzazione nello xilolo per conferite aspetto translucido e
permettere l'impregnazione in paraffina. Una voltampletato il lavoro del
processatore, si € passati alla fase di inclusthmante la quale il campione e stato
montato con la paraffina solidificata su una bige#ts, in modo da poterlo tagliare
al microtomo.

Il microtomo consente di ricavare dal pezzo campionato delie feottilissime,
aventi uno spessore di gm. Le micro-sezioni sono state adagiate nell'acqua
temperatura ambiente, fatte aderire ad un vettrasferite in acqua distillata a 50°C
e fatte nuovamente aderire al vetrino.

Per eliminare la maggior parte della paraffinacua fusione avviene a 56-58°C, il
vetrino e stato posto in stufa a circa 70°C peparare la sezione alla colorazione.

Il processo di colorazione svolto da un coloratore semiautomatico che i di
deparaffinare con xilolo, reidratare con scala elisiente di alcoli, e lavare con
acqua distillata il vetrino. E’ stata quindi esdguia prima colorazione con
ematossilina, un colorante di natura acquosa emadhe tinge il nucleo delle cellule
di blu-violetto scuro. Poi il colore in eccessotats lavato ed il vetrino ricolorato

con eosina, colorante acido, che tinge diversi eldgncellulari con gradazioni che
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virano dal rosa al rosso. Questa tecnica permegeidenziare in maniera chiara le

cisti tissutali diT. gondiie meno dettagliatamente i tachizoiti.

6. RISULTATI

Dei 18 esemplari di cetacei esaminati per la reedcT. gondii mediante analisi
molecolare, due sono risultati positivi. In partaze dei 27 campioni tissutali
analizzati, 7 hanno evidenziato positivita.

Nella tabella sottostante (Tab. 5) vengono ripoitaisultati relativi agli animali/

organi esaminati e ai risultati ottenuti:

N° Specie Organi testati Risultato PCR (+/-)
1 T. truncatus Cervello, Placenta -/ -
2 T. truncatus Cervello -
3 T. truncatus Cervello -
4 Z. cavirostris Polmone -
5 B. physalus Cervello / midollo / linfonodo -/l -
6 T. truncatus Cervello -
7 T. truncatus Cervello -
8 G. griseus Cervello -
9 B. physalus Cervello, midollo -/-
10 P. catodon Fegato -
11 T. truncatus Cervello, fegato, polmone +/++
12 T. truncatus Cervello -
13 T. truncatus Cervello -
14 T. truncatus Cervello -
15 T. truncatus Cervello -
16 T. truncatus Fegato -
17 T. truncatus Cervello, fegato, muscolo, rene +/+/+/+
18 T. truncatus Cervello -

Tabella 5: animali/organi sottoposti ad analisi @solare per ricerc@. gondiie risultati ottenuti.
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Sui soggetti risultati positivi a questa prima #sia¢ stato eseguito anche I'esame
istologico su porzioni di cervello e di altri orggper rilevare le cisti e le eventuali
lesioni riferibili alla presenza del parassita.

Qui di seguito vengono presentati i risultati diteule indagini effettuate sui due
animali positivi perT. gondii in modo da poter dare un quadro complessivo delle
loro condizioni clinico-patologiche, correlate o moealla condizione di infezione.
Per semplicita e migliore chiarezza verranno chtaozso 1 (N° 11, Tab. 5) e caso 2
(N° 17, Tab. 5).

CASO 1

Si trattava di un soggetto di femmina adulta (¢it@aa 35 anni circa) diursiops
truncatus spiaggiata al porto turistico di Jesolo (Venemn@l) giugno 2008. L'esame
necroscopico e stato eseguito il giorno seguentsplaggiamento presso la sala
necroscopica della Facolta di Medicina Veterinadi@l'Universita di Padova.
L’animale misurava 273 cm di lunghezza con un pdsd94 Kg; lo stato di

nutrizione appariva piuttosto scadente.

Esame macroscopico

* Bocca/denti/esofago gengivite iperplastica cronica diffusa grave nalo
orale con formazioni esofitiche filiformi dissemirasu tutta la volta del
palato, associato ad una retrazione della mucosacarmispondenza
dell'alveolo dei denti, evidenziandone il collet@uesti ultimi, specialmente
quelli in posizione rostrale, si presentavano esam@ente consumati con
ampie erosioni a livello degli alveoli dentari, sjgmente in corrispondenza
del palato. Si & osservata disepitelizzazione dielfpua e alcune ulcere della
mucosa faringea di colore nerastro al centro corrgima rilevati e

pigmentazione giallo-verdastra periferica.
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e Stomaco numerosi noduli parassitari nello spessore deldeete della
seconda concamerazione gastrica.

» Linfonodi meseraici: grave e diffusa linfadenomegalia con marcato aiime
della consistenza dovuto a grave fibrosi del pdrena, evidente al taglio.

* Polmoni: fibrosi polmonare multifocale e polmonite cramimultifocale.

* Milza: si presentava di colore variegato con sfondodaisino e ampie aree
retratte al taglio di colore arancione.

*  SNC:. edema ed iperemia delle meningi e del tessutefalco.

Esame parassitologico: ricerca macroparassiti

* A livello polmonare sono stati isolati 25 nematdeseudaliidae. Per la
caratteristica di questi parassiti di avere I'awita cefalica infissa nel
parenchima polmonare e per le loro caratteristiobbefometriche, sono stati
ascritti al generélalocercus.

* Nella seconda e terza concamerazione gastricasgatiosolati alcuni noduli
parassitari, in parte calcificati. | noduli eranotati di una piccola apertura
attraverso la quale fuoriuscivano le uova. Ogniul@aonteneva uno o piu
trematodi adulti identificati comholetergastrophilus(Opisthorchioidea).

« Dal tratto iniziale dell'intestino tenue é statdravato 1 esemplare di
trematode digeneo appartenente al getta@wenius(Brachycladiidae); per
il cattivo stato di conservazione del parassita nonstato possibile
determinarne la specie. Allesame coprologico datlio sono state

osservate numerose uova opercolate del parassita.

Esame parassitoloqgico: ricer€agondii

Come gia riportato, I'esame alla P@Rettuata in prima istanza su tessuto cerebrale
ha dato risultato positivo. Sono poi state testaiehe porzioni di altri organi (fegato

e polmone), per valutare il grado di diffusione I'ddgkzione all'interno
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dell'organismo, che hanno confermato la positiVitéisultato del sequenziamento é
stato di una identita pari al 99% cdngondii(accession number: AY488165).

BN

A seguito di tali riscontri e stato effettuato B@se istopatologicononostante i

tessuti presentassero processi autolitici e feratieniche impedivano un’adeguata
analisi microscopica. Negli organi risultati poditialla ricerca con PCR di

Toxoplasma gondisi & potuto evidenziare:

» SNC: e stata diagnosticata una encefalite non-purallentitifocale. A livello
dellacorteccia cerebraleottenuta dalle regioni frontale e parietale saiabes
osservate alcungsti di T. gondii(Fig. 8). Attorno alle cisti € stata riscontrata
una minima reazione infiammatoria mononucleata, vaentemente
macrofagica, associata a gliosi periferica (Fig. §)esso caratterizzata da
astrogliosi marcata con ampie vacuolizzazioni dg$tito, oligodendrogliosi e
minima necrosi. Oltre alla gliosi si & osservato quadro di satellitosi e
lipofuscinosi cerebrale. Presenti aree di congestied edema. Sono stati

rilevati elementi compatibili con lo stadio di taobite.

Figura 8: Ciste diT. gondii nel tessuto Figura 9: Focolaio di gliosi nel
encefalict (40x, EE tessuto nervoso della corteccia
(40x, EE)

» Polmone assenza di reperti riferibili #oxoplasmaspp. E’ stata osservata
grave Dbroncopolmonite piogranulomatosa multifocalen vasculite e
trombosi micotiche (Fig. 10) e una diffusa fibrai setti con attivazione
macrofagica ed edema. Nel lume bronchiale si oasarflogosi macrofagica

e linfocitaria nello spessore della mucosa con grassudazione in alcuni
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bronchioli di macrofagi attivi e neutrofili. La fiwsi tendeva ad estendersi
profondamente fino ad interessare i tessuti pemdniali periferici ed appare
associata a necrosi e ife fungine (Fig. 11). Laeseda flogosi si osservava
nello spessore delle strutture vascolari perifericddon edema e necrosi
fibrinoide e associata a trombosi con ife fungibe.ife rilevate apparivano
essere occasionalmente settate, con diametro areabon omogeneo da 3 a

8 um, occasionali ramificazioni con inclinazione di°9@ gemmazioni

occasionali (Fig. 12).

Figura 10: Trombo in un vaso polmonare Figura 11: ife fungine nello sfintere
(10x, EE). muscolare bronchiale (40x, EE).

Figura 12: Particolare di ife fungine nel
tessuto polmonare (40x, PAS)

» Fegata assenza di reperti riferibili Adoxoplasmaspp. Presente stasi biliare,
lipidosi e flogosi macrofagica cronica localmenstesa in sede subcapsulare.

Al fine di svolgere un’indagine completa sono steservati anche gli altri organi:

106



» Lingua e palata iperplasia epiteliale marcata diffusa con forraei
di una rete epiteliale nel derma in associazione eggma e
ipercheratosi ortocheratosica con erosione e fazgme dello strato
superficiale, spongiosi ed edema occasionale eanone di papille
cornee.

» Faringe: faringite cronica con trombi micotici associatid a
ulcerazione della mucosa.

» Stomaca evidenziati noduli parassitari e uova dvholeter
gastrophilus Necrosi fibrinoide associata a quadro di vaseulit
(trombi) dovuta a infezione fungina.

= Aorta: flogosi mediastinica periarteriosa.

» Linfonodi: fibrosclerosi linfonodale con deplezione linfacia ed
aree di necrosi.

= Cuore: fibrosi interstiziale minima multifocale (residudi danno
pregresso).

= Qvario: mineralizzazione delle pareti vascolari ovarick@oforite
cronica focale con fibrosi.

=  Ghiandola mammaria: mastite cronica multifocale lieve.

CASO 2

Il secondo caso era rappresentato da un soggetichmaadulto (circa 35 anni) di
Truncatusspiaggiato presso il Lido Adriano (Ravenna) nebendi luglio 2009. In
giornata I'esemplare e stato trasportato pressaldANecroscopie della Facolta di
Medicina Veterinaria dell’'Universita di Padova eudtopsia e stata effettuata il
giorno seguente. Lo stato di conservazione deltaasga € stato classificato con
codice 2. L’'animale misurava 280 cm di lunghezzaléoper un peso di 195 Kg ed

era in uno stato di nutrizione scadente.
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Esame macroscopico

« Bocca/denti/esofagogengivite iperplastica cronica grave diffusa gailato e
sulla mucosa gengivale delle arcate dentarie mafatib Si osservavano
ampie aree confluenti di proliferazioni filiformiude e giallastre, che si
estendevano nel derma sottostante, a carico chelasa del palato duro e
della faccia interna dei rami mandibolari. Ancheneuosi alveoli dentari,
occasionalmente senza denti, erano interessatldiesioni con retrazione
della mucosa gengivale. Presenza di aree depreséarioda multifocali a
confluenti a carico della mucosa esofagea.

» Stomaco e prestomacinella prima concamerazione presenza di un pesce e
di alcuni becchi di calamari. Gastrite catarraletacdiffusa moderata con
noduli parassitari nella sottomucosa. Nella terzancamerazione e
nell'ampolla duodenale, marcatamente ectasica,eqzas di abbondante
liquido acquoso grigiastro con materiale finemegtanulare biancastro in
sospensione.

* Intestino tenue/colon/retta enterite siero-catarrale diffusa grave.

» Fegata congestione epatica diffusa con colorazione @iathncione e
consistenza friabile del tessuto.

* Reni: nefrosi diffusa con occasionale ectasia dellgipel

« Cuore: marcata dilatazione delle camere ventricolanpgtiutto la sinistra).

e Linfonodi meseraici. sclerosi linfonodale meseraica diffusa grave. |
linfonodi si presentavano biancastri, marcatament@entati di dimensioni,
quasi a formare un cordone del diametro di circan4 ed estremamente duri
alla palpazione ed al taglio. In sezione si osse&rwma spessa capsula esterna
ed un tessuto bianco-verdastro diffuso con occasistrutture follicolari alla
periferia.

e Bronchi/polmoni/linfonodi mediastinici: presente edema polmonare
marcato con iperemia della mucosa bronchiale. gdilee esterno si poteva
notare un grave enfisema diffuso che interessal@ is@olmone destro
mentre nel sinistro si osservava iperemia passAdéa palpazione si

percepivano occasionali noduli delle dimensionuipisello nel parenchima
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polmonare corrispondenti a noduli parassitari, siwralmente calcificati al
centro, con parete fibrosa (grave polmonite patia@$s). Numerose ampie
aree erano interessate da un quadro di ispessirdehtessuto interstiziale e
colorazione giallastra diffusa frammista ad areereamico-emorragiche da
cui, spremendo, fuoriusciva liquido siero-ematicomateriale catarrale.
Iperplasia reattiva dei linfonodi mediastinici.

Milza: aumentata di dimensioni ma priva di sangue alidagapsula
biancastra. Presenza di 4 milze accessorie nelntezse

Cute e tessuti sottocutaneiittero sottocutaneo diffuso lieve. Iperplasia
reattiva acuta dei linfonodi prescapolari.

Seni nasali/faringe/laringe sono state riscontrate numerose lesioni
ulcerative a carico della mucosa dai margini irtegaperemici (sinusite).
Presenza di faringite follicolare.

Tiroidi : edematose ed emorragiche.

SNC: edema cerebrale.

Esame parassitologico: ricerca macroparassiti

A livello polmonare sono stati ritrovati 83 nematd85 femmine e 18
maschi) liberi nei bronchi; i parassiti erano Psdithe, appartenenti alla
specieStenurus ovatus

Nel tratto iniziale dell'intestino sono stati istlan totale 427 trematodi
digenei adulti appartenenti alla  specieHadwenius tursionis
(Brachycladiidae).
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Esame parassitologico: ricer€agondii

L’analisi molecolare effettuata su tessuto cereb

ha dato esito positivo; anche in questo caso,
valutare il grado di disseminazione
coinvolgimento degli altri organi all'interno de
corpo dell’animale, sono stati testati altri tess
conservati a -20°C (fegato, muscolo, rene).
Il risultato del sequenziamento ha dato identita
100% con T. gondii (accession numberg
AY488165).

Nella immagine sottostante sono visibili i prodo

caso 2 cervello
caso 2 fegato

caso 2 muscolo
controllo positivo
-controllo negativo

£aso 2 Fene

di amplificazione dei campioni tissutali analizzgg
(Fig. 13).

marker 50 bp
marker 100 bp

Figura 13: profilo elettroforetico
dei campioni su gel di acrilamide.

Anche per questo individuo é stata compiuta l'indagstopatologicaa livello di

diversi organi.

» SNC: meningo-encefalite non purulenta multifocale nratgenelle sezioni di
corteccia cerebrale(frontale e parietale). Sono state osservate @irgbosi
(Fig. 14) con astrocitosi, vacuolizzazioni e minimecrosi con rari macrofagi
e focolai di flogosi mononucleata perivascolare nsebingea (Fig. 15).

Emorragie cerebrali occasionali.
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Figura 14: Gliosi perivascolare con rari
macrofagi (40x, EE

Figura 15 a: aggregato macrofagico nel tessutofalim® b) encefalite cronica in sede sub-meningea
(40x, EE).

» Fegata steatosicentrolobulare e midzonale associata a stasi éili@arcata.
Si osservavano focolai di necrosi con infiltrato allule infiammatorie
caratterizzando un’epatite cronica minima neglizspartali. Presente fibrosi
portale.

» Muscolo: rabdomiolisi con rari macrofagi che infiltrano iegole fibre (Fig.
16). Atrofia muscolare diffusa moderata.

Figura 16: Rabdomiolisi con
occasionali macrofagi (40x, EE)
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» Rene si sono evidenziate aree di glomerulosclerosi oanima nefrite

cronica multifocale. Mineralizzazione intratubulaisseminata.

Negli altri organi 'esame istopatologico ha mo&ireseguenti quadri:

= Esofago miosite profonda macrofagica perivascolare carrose del
tessuto muscolare associata a depressione dellasmu8i notano
depressioni nella struttura della mucosa caratteté&zda ipercheratosi
multifocale.

= Stomaco e prestomaci a carico della seconda concamerazione
gastrica presenza di miosite profonda e gastrdrica caratterizzata
da flogosi interstiziale mononucleata.

= Cuore: atrofia delle cellule muscolari associate ad eal@rterstiziale;
miocardite cronica nello spessore del ventricolstrde(Fig. 17). Vasi

ectasici.

Figura 17: Miocardite cronica con
componente linf-plasmacellulare (10x, EE

» Linfonodi: fibrosclerosi dei linfonodi con deposizione disdato
connettivo maturo nei seni linfonodali. Residuilitalari con grave

deplezione linfocitaria con necrosi e flogosi nefilica.
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Figura 18: Fibrosclerosi dei linfonodi meseraict,(EE)

» Polmoni: mineralizzazioni e calcificazioni disseminate miematodi
nei tessuti molli. Si sono osservate fibrosi gragella parete
bronchiale e fibrosi interstiziale, entrambe ass@cia infestazione
parassitaria. Presenti infiltrato macrofagico edered diffuso.
Ghiandole mucipare assenti. Diagnosi morfologicganbopolmonite
suppurativa multifocale moderata.

» Milza: accumulo di ematoidina che migra dall’esterncsgdiinterno
della parete dei vasi che si trasforma in cristalie causano
occlusione dei vasi ematici; ematoidina anche hessubcapsulare.
Presente ialinosi centrofollicolare.

Elevate emocateresi ed emopoiesi extramidollaréntalino delle
milze accessorie

= Tiroide: atrofia follicolare con fibrosi interfollicolare.

/. DISCUSSIONE

Il presente lavoro, che e da considerarsi un’ingagpreliminare, necessita di
ulteriori ricerche e approfondimenti. | risulta@aimo evidenziato la presenzaTdi
gondii in cetacei spiaggiati nel Mare Adriatico. Si taattei primi casi documenti
della presenza di. gondiiin questo mare.

La bibliografia per quanto riguarda l'infezione d@a gondiiin Cetacei allo stato

selvatico e piuttosto ampia, infatti sono statvéid positivi individui provenienti da
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USA, Canada, Costa Rica, Australia, Hawaii, Giagpdaran Bretagna, Spagna e
Italia (Mar Tirreno) (vedi Tabella 1). In particoéa per quanto riguarda I'indagine su
T. truncatus(al di fuori del Mediterraneo) sono state gia eviziate cisti tissutali nei
tessuti di una madre con il suo cucciolo (Inskeegl, 1990) e in un altro individuo
negli USA (Cruickshanlet al, 1990).

Nel Mar Mediterraneo non si conosce in maniera @ppdita la diffusione di tale
infezione. In Spagna (Cabezehal, 2002) sono stati testati con il MAT 58 delfini
spiaggiati vivi (codice 1) o morti da meno di 24eofcodice 2) per effettuare
un’indagine sierologica; tale lavoro e stato pagsilpoiché sono stati analizzati
campioni di sangue provenienti solo da carcasbeiomo stato di conservazione. Nel
nostro caso la maggior parte dei soggetti esamaramo in cattive condizioni di
conservazione (codice 3-4) e quindi con un sien@emmente emolitico. Purtroppo
infatti le condizioni non sono sempre ottimali, gda si lavora su animali spiaggiati,
e cio e dovuto al fatto che spesso I'animale m@abrargo; a causa della cospicua
quantita di grasso presente nel corpo dei Ceticéoro densita media non € molto
differente da quella dellacqua di mare, anzi, aathaggior parte delle specie é
leggermente superiore, comportando la necessitauddb per il galleggiamento e,
quindi, I'affondamento degli individui morti. Perugsto quando la carcassa viene
segnalata sul sito di spiaggiamento sono gia passdti giorni, ossia prima che le
fermentazioni batteriche, producendo gas al swenot la riportino in superficie e le
onde la dirigano sulle coste. Solo nel Capododhbygeter catodgne nella balena
nera Balaena glaciali} il peso specifico € un po’ inferiore a quello ldgqua di
mare, per cui le carcasse di questi Cetacei galagdCagnolaro, 1983).

Di tutti i 18 soggetti testati, due sono risultadisitivi (11%); se invece calcoliamo la
percentuale di positivi (2) solo sul totale dei Jiapi oggetto del campionamento
(13), questa sale al 15%. In accordo con quantmdaifermato Cabezoat al
(2002) in un’indagine sierologic@, gondiisi ritrova piu frequentemente nelle specie
costiere rispetto a quelle pelagiche. Cio vuol dihe alcuni Cetacei sono piu a
rischio di altri e che l'infezione &€ meno sporaditajuanto si pensi. Nell’Adriatico,
soprattutto quando ci si riferisce all'alto Adr@ij la specie che predomina e

appunto il Tursiope, che notoriamente popola leezarstiere, arrivando anche fino a
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poche centinaia di metri dalla costa. Cio suggerdslle ipotesi sulla modalita con la
guale questi animali si infettano: molto probabihteeil fatto di avere come habitat
zone in prossimita di estuari di fiumi espone idiopi a fattori contaminanti che
provengono dalle acque dei reflui e dagli scarfognari e vengono trasportati fino
al mare (Feyeet al, 2004). L’abitudine dei cittadini di rovesciaeeléttiera del gatto
domestico nel bagno di casa pud essere un pericdédtore di contaminazione,
poiché se il gatto € in fase di eliminazione delheisti, queste finiscono nel mare. A
questo proposito e stato dimostrato sperimentaknenine le oocisti siano in grado
di sporulare e rimanere vitali fino a 24 mesi i@ marina artificiale (Lindsagt
al., 2003; Lindsay e Dubey, 2009). Un altro dubbio shpone a questo punto é fino
a che livelli di concentrazione possono arrivaredeisti presso gli estuari e qual e la
quantita di oocisti da ingerire da parte del delfper contrarre I'infezione. E’ noto
che i delfini bevono pochissima acqua e che lagfaimtiquidi a loro necessaria viene
ricavata dalla dieta, che si compone principalmeht@esce azzurro, Cefalopodi
(calamari e polpi) e crostacei (Blaneo al, 2001; Santogt al, 2001). E’ quindi
improbabile che l'infezione avvenga tramite 'assone di acqua, ma il maggiore
sospetto rimane sulle prede. | pesci, cefalopodrastacei perd sono animali a
sangue freddo e quindi non possono essere ostetimedi diT. gondii E’ stata
tentata l'infezione sperimentale in pesci ro&sanassius auratysche perd ha dato
esito negativo (Omatat al, 2005). In ambiente marino i molluschi bivalvingoin
grado di assumere e concentrare al loro internoolgsti e mantenerle vitali; in
guesto modo essi possono essere in grado di irdadtaanimali che se ne cibano
(Lindsayet al, 2001a; Arkustet al, 2003; Milleret al, 2008b), ma normalmente
non fanno parte della dieta del Tursiope. L’intgativo rimane dunque aperto,
anche se per ora lipotesi piu accreditata e quiddidiingestione di acqua marina
contaminata.

Tranne i due Tursiopi positivi, tutti gli altri cetei esaminati, appartenenti ad altre
specie e provenienti da altri mari italiani, hamtabo esito negativo pdr. gondiialla
PCR. Finora gli unici Cetacei positivi trovati maari italiani provenivano dal Mar
Tirreno e appartenevano alle speSiecoeruleoalbaT. truncatuse G. griseus(Di
Guardoet al, 1995a,b; Prettet al, 2008). Nel nostro lavoro i campioni di due

soggetti provenivano dalle coste tirreniche, maasajgmevano a specie diverse da
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guelle sopraccitatd?. catodone B. physalusche peraltro non sono mai stati trovati
positivi neanche sierologicamente plergondii L'unico Grampo testato in questa
indagine ha dato esito negativo; segnalazioni ditpita ci sono state in questa
specie anche nel Mediterraneo (Di Guaetial, 1995b; Resendes al, 2002).

In entrambi i soggetti analizzati € emerso un qoatirencefalite non suppurativa,
compatibile con l'infezione d&. gondii

Nel soggetto del caso 1 e stata evidenziata laeprasdi cisti nel tessuto della
corteccia cerebrale (Inskeepal, 1990; Cruickshankt al, 1990; Di Guardet al.,
1995a,b; Jardine e Dubey, 2002), accompagnatadialif@liosi perivascolare con
minimi infiltrato infiammatorio mononucleato (maéagi) e necrosi (Migaket al,
1990; Bowateret al, 2003; Dubeyet al, 2009a). All'interno della sezione di
corteccia cerebrale sono stati rinvenuti degli eetinsospetti classificabili come
tachizoiti, tuttavia sarebbe necessaria un appdifo@nto immunoistochimico per
confermare tale ipotesi e verificare che essi @ppgano aT. gondii Il fegato
presentava un’inflammazione focalmente estesade sebcapsulare con infiltrato
macrofagico ma non sono stati trovati elementi quoari. E’ stata osservata la
presenza di trematodi adulto e relative uov&loleter gastrophilusn formazioni
nodulari nella mucosa gastrica che e stata ricont@ascome la sua sede d’elezione
(Delyamure, 1955; Inskeegt al, 1990; Aznaret al, 2006). Sulla lingua erano
presenti lesioni papillomatose caratterizzate dajuedro di iperplasia dell’epitelio
ed erosione dello strato superficiale, la cui cqusaessere imputata ad un’infezione
da papillomavirus (Kennedy-Stoskopf, 2001) o herpas di tipoa 0y (Bensonet
al., 2006) anche se la sua eziologia e tuttora misccdi accertamento: mancano
infatti i classici reperti citopatici visibili nenammiferi terrestri e non si esclude si
tratti di un quadro compatibile con la vecchiaialiTesioni possono aver provocato
una condizione di inappetenza nell’animale, congiido al quadro di debilitazione
e debolezza e predisponendolo all’infezione di ageatogeni. La broncopolmonite
che ha causato la morte dell’lanimale e stata paitaoda un’infezione fungina
compatibile comspergillusspp. (Reidarsoet al, 1998) oCandidaspp. (Nollenset
al., 2007), i quali sono stati riconosciuti come gaa specialmente in Cetacei in
cattivita, che vivendo in acqua clorata sono maggemte esposti ad organismi

resistenti come i lieviti (Buck, 1980; Durat al, 1982). In realta non si tratta di un
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patogeno particolarmente aggressivo, ma é statorifavdal particolare stato di
immunodepressione precedentemente instauratosiguse non note, forse dovuto
alla vecchiaia associata alle lesioni papillomatdseche i reperti di fibrosclerosi
linfonodale e deplezione linfocitaria dei linfonodneseraici ha sicuramente
determinato un abbassamento delle difese immumitiel soggetto, soprattutto nei
confronti di quei patogeni provenienti dal tratsto-enterico.

Nel soggetto del caso 2 non sono state evidenrziate nel tessuto nervoso né
formazioni simili a tachizoiti, tuttavia era presernun quadro di encefalite non
purulenta, caratterizzata da un infiltrato infianmtonep di cellule mononucleate con
localizzazione perivascolare soprattutto in sedsr®ningea e focolai di gliosi con
macrofagi e necrosi minima entrambi compatibili corinfezione daroxoplasmal
segni di miosite cronica profonda con necrosi tdssuto muscolare a livello di
esofago e stomaco fanno pensare ad una compronmasdalla motilita intestinale
(gastrite cronica); la componente linfoplasmacéluéa sospettare un agente virale
ma puo avere contribuito a tale quadro andhegondii L’esame del cuore ha
evidenziato una miocardite cronica la cui caratEazione € fortemente associabile a
T. gondii(Inskeepet al, 1990; Bowateet al, 2003). Il quadro osservato nel fegato,
nonostante abbia dato esito negativo, € molto simifjuello trovato da Resendss
al. (2002) in un Grampd3rampus griseys Il rene non presentava lesioni particolari
dalle quali si potesse risalireTa gondii Allo stesso modo del caso 1, nel caso 2 e
stato osservato un quadro di iperplasia epitebadde e gengivale, che si estendeva
fino alla faringe, e ha portato alla formazionefréiquenti erosioni, ulcerazioni e
fessurazioni dell’epitelio con predisposizione atezioni batteriche secondarie. Le
considerazioni eziologiche e le evidenze dell'istopogia sono le stesse del caso
precedentemente descritto. Il quadro di grave dabibne e dimagrimento € da
imputare con buona probabilitd alle lesioni orali esofagee che hanno indotto
dolorabilita a livello del primo tratto del digetene quindi inappetenza. Numerosi
parassiti della specieladwenius tursionissono stati reperiti nel primo tratto del
piccolo intestino, ritenuta la loro sede naturddelyamure, 1955; Fernandetz al.,
1994). Il decesso del soggetto e stato causatgrde¢ stato di cachessia instauratosi
a seguito della forte debilitazione favorita dadesbuccali e dalla miosite gastro-

intestinale che ha alterato la motilita dell’appardigerente (imputabile ad infezione
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virale), associato al quadro encefalico legatardézione daT. gondii La causa
finale di morte pero e rappresentata\dhario alginolyticus che ha provocato una
grave broncopolmonite suppurativa, aggravando iadgo della gia presente
parassitosi polmonare massiva sostenutaStiurus ovatugBaylis e Daubney,
1925; Delyamure, 1955; Kuwamued al, 2007).Vibrio alginolyticuse un batterio
che viene frequentemente isolato dai campioni pagielallo sfiatatoio (53,5%) ed
alberga quindi le prime vie respiratorie; esso pasformarsi in patogeno a seguito
della caduta delle difese immunitarie che permaiteatterio di penetrare nelle vie
respiratorie profonde (Buckt al, 2006). L'infezione batterica ha complicato la
parassitosi in maniera tale da risultare fatalelp@rmale. Un altro patogeno la cui
proliferazione e stata favorita dallimmunodepreasi EShewanella putrefacienan
batterio che fa parte della normale flora inteséirdei Tursiopi ma che in mancanza
di un drenaggio da parte dei linfonodi meseraiai,possibilmente determinato un
guadro di enterite acuta. E’ stata diagnosticafiaen una condizione di deplezione
linfocitaria del tessuto linfoide del soggetto inegtione, nel quale e stata osservata
inoltre una sclerosi linfonodale meseraica diffggsave: cio significa una barriera
immunitaria compromessa tra intestino e organisrdoi éatteri hanno potuto
proliferare in mancanza dell’equilibrio immunitar@on I'ospite. Se da una parte si
ha sclerosi linfonodale, dall’altra c’e un’attivame continua del sistema immunitario
con necrosi e flogosi neutrofilica che porta adultetiore stimolazione. Nemmeno
in questo caso sono note le cause I'immunodepressianche se questo reperto
sembra essere associato alla vecchiaia come rnlézisne precedentd.. gondi
non sembra quindi aver causato il decesso dei dsmmmari esaminati.
L’immunodepressione puo aver favorito I'infeziongecha aggravato ulteriormente
le condizioni di salute di entrambi tramite il quadhfiammatorio encefalico.

In nessuno dei due casi ci sono dati che riguardaatori di inquinanti all'interno
dell'organismo percido non é possibile valutare éetuale correlazione fra agenti
immunodepressanti (per es. PCB o metalli pesani@sieni riscontrate, come per
esempio la fibrosi interfollicolare della tiroidelrcaso 2 (Beineket al., 2007).
L’utilizzo della PCR come tecnica diagnostica piyyate per la ricerca di. gondii
costituisce la particolarita della nostra indaginee indagini sierologiche

rappresentano un utile strumento per valutare feoleizione del parassita in un
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determinato ambiente e specie ospite, mentre l'esa@tologico permette di

verificare la presenza del parassita all'interno @ssuti e le eventuali lesioni

(Bowater et al, 2003; Di Guardoet al, 1995b). Il campione di tessuto viene

prelevato preferibilmente in corrispondenza didasimacroscopiche e si osserva il

guadro che emerge dall’istopatologia; in presenzeigdi o formazioni protozoarie

sospettabili come tachizoiti, si effettua I'immusimichimica per una migliore
visualizzazione e confermare la diagnosi (Cruick&het al, 1990; Inskeept al.,

1990; Migakiet al, 1990; Mikaeliaret al, 2000; Jardine e Dubey, 2002; Di Guardo

et al, 1995a).

Nell'indagine svolta nel Tirreno, Pretet al (2008) avevano evidenziato una

positivita perT. gondii nel cervello di tre delfinidi mediante analisi raoblari. Si

puo quindi sfruttare I'alta sensibilita della PCRedndividua anche quantita minime
del parassita. Se pero il numero delle cisti ététoi con I'esigua quantita di tessuto

(pochi mg) utilizzata nelle analisi molecolari, paitbe essere difficile individuare la

positivita perT. gondii Per individuare il DNA presente nel campione Bbeeutile

“amplificarlo” in animali di laboratorio e a quegtwoposito sono state messe a punto

due diverse metodiche (Dubetal, 2007):

1. inoculazione sottocutanea di omogenati di 37-50¢cedvello, cuore e muscolo di
delfino in topi da laboratorio. Ogni organo viensapenato singolarmente e
inoculato in topi diversi. Il campione viene coresigto infetto dar. gondii se,
dopo sacrificazione a 43 giorni post-inoculazionletopo presenta cisti e
tachizoiti nei tessuti. Dagli organi degli animala laboratorio infetti viene
effettuata 'estrazione del DNA.

2. somministrazione per via orale di diversi tessutdelfino (50-500g a seconda
del tipo di tessuto) in gatti stabulati. Dopo 4¢ibrni si ricercano ed isolano le
oocisti nelle feci dei gatti positivi e successivarte si somministrano ai topi con
I'alimento. Si procede con la sacrificazione dgiited estrazione del DNA come
al punto 1.

Grazie all'utilizzo dei topi da laboratorio, oltrehe ad ottenere I'amplificazione

naturale del DNA, si riuscirebbe anche avere irdara sul genotipo dir. gondiiin

base alla sintomatologia che essi presentano dapmculazione: I'infezione col

genotipo | porta a diffusione e disseminazionepdehssita, con una rapida morte del
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topo (bastano meno di 10 tachizoiti); al contraititgpo sopravvive all’infezione col
genotipo Il poiché la disseminazione dei tachizeitimitata e si formano le cisti; il
tipo 11l e piu aggressivo del tipo Il ma non causarte nel topo (Darde, 2004).

Per la genotipizzazione viene poi utilizzata la RHRestriction Fragment Length
Polymorphism), tecnica che perd presenta dei pnobleella produzione e
purificazione del DNA diroxoplasma

Inoltre, lavorando con animali spiaggiati, non énpee possibile recuperare il
cervello; a questo punto dovrebbe essere utiliziatioore come altro organo per la
ricerca di T. gondii (Dubey et al, 2008), ma l'analisi molecolare risulta piu
difficoltosa a causa della natura fibrosa dell’eargahe non rende facile I'estrazione
del DNA.

8. CONSIDERAZIONI

Pur essendo state raccolte molte informazioni stdkoplasmosi nei Cetacel, il
campo della ricerca rimane ancora molto vasto emolio conosciuto, soprattutto
nel Mediterraneo. Il principale limite delle ricke per gli animali in liberta &€ dato
dallambiente naturale in cui essi vivono che rendéficile la cattura, il
contenimento in sicurezza dell'animale, la misuaei dei diversi parametri ed il
prelievo di campioni ematici (per esempio per utéigine sierologica). Inoltre nel
Mediterraneo e proibita la manipolazione di aninvaliiberta per qualsiasi scopo. I
principale limite invece per gli animali spiaggiatiil cattivo stato di conservazione
che rende difficile la diagnosi anatomo-patologied il prelievo di campioni
significativi. Per quanto riguarda le analisi @ergondiil'ideale sarebbe recuperare
cervelli freschi ed in buone condizioni. Oltretusiarebbe interessante svolgere delle
indagini per conoscere I'eventuale localizzaziotededione del parassita all'interno
del SNC (corteccia cerebrale, cervelletto, midallongato) dei cetacei, in modo da
poter prelevare in maniera mirata i campioni daliarexe e avere una maggiore
probabilita di individuare il parassita con quantiimitate di tessuto e poche cisti,

come gia proposto da Wyss al, (2000)in animali da reddito al macelldnche se
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e solo un piccolo inizio, non & escluso che si goip effettuare analisi in un
maggior numero di animali e in piu punti. Per goamiguarda lintensita di
distribuzione delle cisti nei Cetacei potrebbe Itege d’aiuto iniziare a provare a
prelevare campioni in corrispondenza delle aree v@scolarizzate del cervello
poiché é proprio per via ematogena che il parassdidfonde nell’organismo.
L’analisi immunoistochimica € un prezioso ausilieecpermette di evidenziare e
riconoscere in modo immediato la presenza di @stachizoiti e potrebbe essere
eseguita sulle sezioni istologiche dei due Tursjopsitivi per avere un’ulteriore
conferma diagnostica.

Un altro tema da approfondire senza dubbio € latignzazione diT. gondii Non
sono stati sinora svolti degli studi nel Mediteearper individuare quale ceppoTi
gondii infetti i Cetacei che lo popolano. L'uso della FFFE uno strumento volto al
proseguimento di questa indagine preliminare. 8@liceani sia in cattivita e stata
riscontrata la presenza del genotipo Il (Duleyal, 2007; Dubeyet al, 2008a;
Dubey et al, 2009a), ma non si esclude di poter trovarna, afir particolare il
genotipo X che per ora e localizzato nelle zondiexs della Florida (USA). Per
questo, considerato che il Mar Mediterraneo € umenchiuso caratterizzato dallo
scarso ricambio di acque, non €& sbagliato metterelubbio che sia sempre il
genotipo Il a colpire i mammiferi marini meditereanAncora non si puo sapere se la
toxoplasmosi sia una malattia emergente per i méannmarini del Mediterraneo,
ma essa € potenzialmente rischiosa nei soggettuimodepressi e nelle femmine
gravide, anche se in quest’ultimo caso non si sdecgia la percentuale di aborto e se
una sua diffusione potrebbe rappresentare un agudriil futuro delle specie.

Dato lo stato di immunodepressione dei due Turgpogitivi aT. gondiisi potrebbe
cercare la causa principale di tale condizione rarsto i livelli di PCB e metalli
pesanti nell'organismo dei Cetacei dell’Adriaticerpvalutare presenza e grado di
contaminazione.

In ogni caso e nostro dovere monitorare lo statsatlite delle acque e tutelarlo per
preservare la salute e la continuita delle speeiendstri mari che poco a poco si

stanno ritirando dai loro habitat naturali e termlardiminuire pericolosamente.
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