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INTRODUZIONE

L’interesse rivolto allo studio della neuropatologia dei mammiferi acqualict e,
pilt in particolare, dei cetacei, pur essendo gild documentato da numerosi contributi
scientifici di Autori soprattutto americani, giapponesi ed curopei (Ridgway e
Johnston, 1965; Johnston ¢ Ridgway, 1969; Martin et alii, 1970; Ridgway ¢ Dailey,
1972; Hall er afif, 1977; Bryden ¢ Harrison, 1986; Morimitsu er afii, 1986, 1987,
Lewis ¢ Berry, 1988), ha subito un ulteriore incremento a partire dal 1990, anno
in cut ¢ stala dimostrata la responsabilita di un morbillivirus (“dolphin
morbillivirus”, o DMV) quale agente eziologico primario della grave moria che,
nella seconda metd di quell’anno, aveva interessato centinaia di stenelle
(S.coeruleoatba) lungo le coste spagnole (Domingo ef alii, 1990). Il morbillivirus
in questione (PMV) & stato isolato per la prima volta dopo che analoghi agenti
viralt, denominati rispettivamente “phocid (phocine) distemper virus-1" (PDV-1),
“phocid (phocine) distemper virus-2" (PDV-2) ¢ “porpeise morbillivirus” (PMV),
erano stati identificati in pinnipedi (Phoca vitulina, Phoca siberica) (Kennedy et
alil, 1988 a: Osterhaus € Vedder, 1988; Grachev et alii, 1989; Qsterhaus et alil,
1989} ed in cetacet (Phocoena phocoena) (Kennedy et alii, 1988 b).

In analogia con 1 reperti anatomo-istopatologici descritti nella foca (Povirnding)
(Kennedy et alii, 1989) ¢ nella focena (P.phocoena) (Kennedy er alii, 1991), le
lesioni di pitt comune riscontro nella stenella (S.coeruleoalba) erano rappresentatc
da polmonite ed encefalite (Domingo et alif, 1992). Anche in Italia, parallelamen-
te alla segnalazione di casi di infezione morbillivirale in stenelle rinvenute
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spraggiate sulle coste della nostra Penisola a partire dalla seconda meta del 1991
(Buonavoglia er alii, 1992; Di Guardo er alii, 1992 a; Kennedy et afii, 1993), i
¢ registrato un accresciuto interesse nei confronti dello studio della neuropatologia
dei cetacei, come documentato dai lavon recentemente pubblicati in materia (Di
Guardo ¢t alii, 1992 b; Dt Guardo er alii, 1992 ¢; Guarda et alii, 1992; Agrimi
et alii, 1993).

Scopo della presente nota ¢ appunto quello di fornire un ulieriore contributo
alla conoscenza della neuropatologia di questi animali, attraverso Pesame di un
caspicuo numero di soggetti, appartcnenti 4 diverse specic, rinvenuti spiaggiati
sufle coste italiane fra il 1991 ed il 1993,

MATERIALI I METOD!

Il materiale oggetto di studio & stato rappresentato da 37 celacei, splaggiati nel
triennio 1991-1993 sulle coste laziali (8 soggetl), toscane (8 soggetti) ¢ pugliesi
(21 soggetli, tutti spiaggiati nel 1991), appartencnti a 4 specie diverse:

1}y Stenella coernleoalba (31 soggetti);

2) Tursiops truncatus (4 soggetti);

3) Balaenoptera physalus (1 soggelo),

4y Balaenoptera acutorostrata (1 soggetlo).

Da ciascuno dei suddetti animali si & proceduto, durante I’esame post-maortem,
al prelievo ed alla successiva fissazione, in formalina neutra al 10%. dell’encefalo
in toto o di porzioni di questo. Una volta raggiunto un livello di (issazione ottimale,
dai tessuti in esame sono state effettuate una seric di sezioni ¢oronali in maniera
tale da raggiungere, quando possibile, un campionamento sufficientemente rappre-
sentativo. 1 blocchetti di tessuto cosi ottenuti sono stati inclusi in paraffina ¢
quindi sezionati ad uno spessore di 5 micron. Le sezioni istologiche sono state
colorate con cmatossilina-eosina, Luxol-fast blue, PAS con e senza diastasi, ¢ con
il metodo Giemsa. Inoltre, sezioni seriate di tessuto nervoso (cervello ¢ cervelletto)
di ciascun animale sono state cimentate, utilizzando una tecnica di ABC-
perossidasi (Kennedy et alii, 1991), con opportune diluizioni di anticorpi
monoclonali dirctti nei confronti degli antigeni P (fosfoproteico) ¢ H
{emoagglutinina di superticie) del virus PDV-1. La stessa metodica ¢ stata alfian-
cata dall’impiego di anticorpi monoclonaii ¢ policlonali nei confronti dei 2
herpesvirus della rinotracheite infettiva del bovino e della malattia di Aujeszky del
suino (Kennedy er afii, 1992), al fine di definire I'eziologia di un precedente caso
di encefalite virale diagnosticato in una stenella rinvenuta spiaggiata sulle coste
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laziali nel 1993. Infine, sezioni di corteccia cerebrale e cerebellare di numerosi
soggetti sono state cimentate, con una metodica ABC-immunoperossidasica, con
anticorpi nei confronti della proteina fibrillare acida gliale (GFAP) e della prote-
ina basica mielinica (MBP).

RISULTATI

Le principali lesioni neurologiche osservate, singolarmente o in associazione,
nei cetacei da noi esaminati durante il periodo d’indagine, sono elencate nella
tabella n.l. In proposito, vi & da rilevare la quasi totale assenza di reperti

Tabella 1: Principali alterazioni neurologiche riscontrate, singolarmente o in associazione, in 37
cetacel rinvenuti spiaggiati sulle coste italiane (periodo d'indagine: 1991 - 1993).

Disturbi Emorragie Encefalomalacia | Degenerazione | Demiclinizzazione| Meningite
Circolatori walleriana
3 10 21 3 3 2
(8,1%) (27%) (56,7%) (8,1%) (8,1%) (5.4%)
Encefalite Encefalite Encefalite Emboli Toxoplasmosi Parassiti
. virale morbillivirale batterici
12 9 6 1 8 1
(32,4%) (24,3%) (16,29%) (2,7%) (21,6%) (2,7%)

macroscopici a fronte, invece, di un frequente riscontro di modificazioni
istopatologiche.

Lesioni di comune riscontro sono risultate I’encefalomalacia e le emorragie,
osservate rispettivamente nel 56,7% e nel 27% dei soggetti esaminati e frequen-
temente localizzate, entrambe, a livello della sostanza bianca cerebrale e/o
cerebellare. In una stenella, gli stravasi ematici presenti a tale livello circondavano
pareti vasali apparentemente integre. Di comune osservazione ¢ stato poi il reperto
congiunto di leucoencefalomalacia e di emorragie cerebrali efo cerebellari. Tali
lesioni, singolarmente, o in associazione tra loro, o con pill 0 meno estesi focolai
di demielinizzazione in sede cerebrale o cerebellare, accompagnavano spesso il
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quadro patologico delle encefaliti, soprattutto di quelle ad eziologia virale o so-
spetta tale. Vistose emorragie meningee e submeningee sono state pure apprezza-
te, in concomitanza con un reperto di localizzazione cerebrale di parassiti
ascrivibili al genere Nasitrema, in una delle stenelle rinvenute spiaggiate sulle
coste pugliesi.

In nessuna delle sezioni esaminate si sono potute osservare configurazioni
flogistiche con carattere di acuzie, mentre in tutti i soggetti si & rinvenuta una
reazione di perivasculite a stadio subacuto o subcronico.

Le lesioni hanno interessato sia la sostanza grigia che la bianca con varia
intensita flogistica, rappresentata da microgliosi per lo pit circoscritta, da infiltra-
zione linfoplasmacellulare perivascolare diffusa nel parenchima, e da alterazione
regressiva delle cellule nervose con riscontri di neuronofagia. In alcuni campioni
si sono potuti osservare quadri di pallore nel bianco cerebrale. Da sottolineare poi
che, in una stenella spiaggiata sulle coste pugliesi negativa per Morbillivirus, nella
sostanza bianca cerebrale si ¢ repertato un folto aggregato di voluminosi elementi
simplasmici, GFAP-negativi, attorno ai quali si sono osservati focolai di
demielinizzazione.

Le encefaliti, riscontrate in ben 12 dei 37 cetacei esaminati (32,4%), assume-
vano - in 9 dei suddetti animali (24,3% sul totale dei soggetti considerati; 75% sul
totale dei casi di encefalite) - aspetti lesivi verosimilmente ascrivibili ad
un’eziologia virale, ed interessavano rispettivamente 8 stenelle ed | balenottera
minore (B.acutorostrata) rinvenuta spiaggiata sulle coste della Toscana nel 1993.
Di tali casi, ben 6 - tutti in
stenelle (3 delle quali spiaggiate
sulle coste pugliesi nel 1991, 1
sulle coste laziali nel 1991 ¢ 2
su quelle toscane nel 1993) -
sono stati immunoistochi-
micamente classificati come
encefaliti morbillivirali, con ti-
pici focolai lesivi in sede
corticale o subcorticale (Fig. n.
). A seconda dei casi, le lesio-
ni hanno manifestato una dispo-

Figura n. |: S.coeruleoalba. Encefalite morhbillivirale. . .
Spessi manicotti di cellule infiammatorie mononucleate si ~ SIZIONE prevalentemente lamina-

osservano in posizione perivasale. In vicinanza dei sud-  re o multifocale, mentre nume-

detti focolai sono pure presenti piccoli gruppi di elementi

o . . rosi neuroni a livello della so-
protozoari riferibili a Toxeplasma. Ematossilina-eosina, L. .
medio ingrandimento. stanza grigia cerebrale e, assai



Figura n. 2: S.coeruleoalba. Encefalite morbillivirale.
Reazione immunoperossidasica intensamente positiva nei
confronti di specifici antigeni morbillivirali (antigeni H) a
livello di gruppi di neuroni corticali. Metodo avidina-
biotina-perossidasi (ABC method). Colorazione di contra-
sto con ematossilina di Mayer, medio ingrandimento.

Figura n. 3: S.coeruleoalba. Encefalite da Toxoplasma
associata ad encefalite morbillivirale. Numerosi elementi
protozoari, per lo pill riuniti in piccoli gruppi, si osserva-
no a livello di sostanza grigia, in prossimita del confine
con la sostanza bianca cerebrale. Ematossilina-eosina,
medio ingrandimento.
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meno frequentemente, cerebel-
lare, hanno presentato inteénsa
immunopositivita, soprattutto
perinucleare, citoplasmatica ed
assoplasmatica, nei confronti di
specifici antigeni (P e H)
morbillivirali (Fig. n.2). In al-
cuni soggetti I’immunolocaliz-
zazione degli antigeni virali ¢
stata osservata in corrisponden-
za di voluminose inclusioni pre-
senti all’interno del nucleo dei
neuroni. Inoltre, quadri di
encefalite da Toxoplasma, pe-
raltro di non infrequente riscon-
tro nei cetacei della presente
indagine, sono stati rinvenuti
associati a lesioni di encefalite
morbillivirale in due stenelle
rinvenute spiaggiate sulle coste
toscane nel 1993 (Fig. n. 3).
Da segnalare che, sempre
nell’ambito dei riscontri ence-
falitici, appare degno di nota un
altro tipico caso di encefalite
virale, diagnosticato in una
stenella adulta spiaggiata sulle
coste laziali nel 1993. L’ele-
mento lesivo di piu spiccato in-
teresse era costituito, nel sog-
getto in esame, dalla presenza
di voluminose inclusioni in-
tranucleari, acidofile, del tipo

Cowdry A, all’interno di numerosi neuroni della corteccia cerebrale non positivi

per Morbillivirus e Herpesvirus.
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DISCUSSIONE

Sulla basc dei risultati ottenuti, anche in rapporto all’elevato numero di cetacel
csaminati, si pud ragionevolmente ritenere che la conoscenza dei guadri
neuropatologici rivesta un ruvolo di primaria importanza ¢ costituisca una valida
chiave di lettura nell’interpretare episodi di spiaggiamento individuali o collettivi
verificatisi sulle nostre coste nel periodo 1991-1993. Al riguardo, sulle coste del
nostro Paese sono stati segnalati, da pit parti, spiaggiamenti di stenelle legati ad
infezioni morbillivirali (Buonavoglia et alii, 1992; I Guardo er alii, 1992 a;
Kennedy er alii, 1993). Inoltre, la documentata presenza di specifici titoli
anticerpali neutralizzanti nel siero di soggetli appartenentt ad altre specic di
mammiferi acquatici, come recentemente rilevato nella balenottera minore
{B.acutorostrata) rinvenuta spiaggiata sulle coste toscane nel 1993, sembra rap-
presentare un ulteriore motivo di allarme, potendo suggerire, fra I'altro, una ten-
denza dell’agente virale in questione (DMV) a superare le barriere di specie ed a
minacciare, pertanto, la sopravvivenza di popolaziomi di mammiferi acquatici
considerate gia a rischio, quali ad esempio la foca monaca (Monacits maonacus)
(omingo et alii, 1990).

Per guanto specificamente attiene ai peculiari aspettt istomorfolesivi riscontra-
ti nelle 6 stenelle con encefalite morbiliivirale, i nostri reperti ricalcano quelli gia
descritti, ad opera di Domingo et alii (1992), nei soggetti spiaggiati sulle coste
spagnole durante I’epidemia del 1990, con la sola differenza, forse, di un maggio-
re coinvolgimento della sostanza bianca cercbrale ¢ cercbellare nei casi da noi
osservati.

I quadri di toxoplasmosi cerebrale da noi riscontrati rappresentano un’eve-
nienza patologica di notevole interesse, essendo gid stati peraltro segnalati in
stenelle positive per Morbillivirus spiaggiate sulle coste spagnole nel 1990
(Domingo et alii, 1992). L’associazione di tali processi morbosi, encefalite da
Morbillivirus ¢ da Toxoplasma, & stata pure segnalata in cani affetti da cimurro,
dove si assiste solitamente, in questi casi, alla riattivazione di una toxoplasmosi
latente (Dungworth, 1993). In effetti, analogamente ad altri morbilhivirus det
mammiferi terrestri ed acquatici, anche il DMV sarcbbe in grado di esplicare una
marcata attivitd immunodepressiva (Domingo ef afii, 1992), e 10 pud sicuramente
contribuire a spiegare il contestuale reperto di loxoplasmosi cercbrale disseminata
osservato in una delle nostre 2 stenelle. Comunque, un discorso approfondito su
tale questione non pud certo prescindere da un’attenta valutazione degli effetti
biologici esplicati pure da alcune categorie di contaminanti ambientali, quali in
particolare 1 metalli pesanti ed i composti organoclorurati. Ira questi ultimi, ap-
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punto, 1 policlorobifenili (PCBS), gia rivelatisi capact di svolgere attivitd
immunosoppressiva in diverse specie animali da laboratorio (Thomas ¢ Hinsdill,
1978), sono stati ritenuti in grado di esplicare un sinergismo d’azione patogena nei
confronti del DMV (Borrell e Aguilar, 1991). A conferma di quanto sopra, & bene
ricordare sia i vatori di PCBs, sia quellt di 4-4’DDE (un metabolita del DDT)
determinati a fivello del tessuto adiposo sottocutanco delle 2 stenelle in esame,
che sono risultati sensibilmente pit elevati di quelli riscontrati in altri cetacet da
noi esaminati nello stesso periedo ¢ non infetti da DMV, sebbene nostre preceden-
i esperienze in materia abbiane prodotto risultati contrastanti (Di Guardo ¢t alif,
1992 d).
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RIASSUNTO

Gl AAL hanno cseguile accurale indagini anatomo-istopatedogiche ed immunoistochimiche
sull’encefalo di 37 cetacet (31 steaclie, 4 turstopi, | balenottera comune, [ balenottera minore)
rinvenuti spiaggiati. nell’arco di 3 anni consceutivi (1991-1993) sulle coste lazialt (8 soggetti),
toscanc (8 soggetti) ¢ pugliest (21 soggetti).

Lesioni di frequente riscontro sono stati i processi malacici (56,7%:), in forma soprattutto di
leucoencefalomalacia, le emorragic (279 ¢ le eneefaliti (32.4%), di cui 3 cast (8.19:) da Toxoplasma
¢ 9 casi (24 3%) ad eziologia virale, questi ultimi diagnosticats rispettivamente in 8 stenelle ( Sterelle
coeruleoatha) cd 1in | balenottera minore ( Balaenoptera acutorostrata) risultata sicropositiva per
Morbillivirus. In 6 stenelle, 3 delle quali spiaggiate sulle coste pugliesi nel 1991, 1 sulle coste Tnziali
¢ 2 sulle cosle toscane rispettivamente nel 1991 ¢ nel 1993, [e indagini immunoistochimiche hanno
comsentito il rilievo di specifici antigeni morbilhivirali nei tessuti in esame. Da segnalare infine, in
2 stenelle, Ia presenza congiunta di processi eneefalitici da Morbillivirus ¢ da Toxoplasma.

SUMMARY

Detailed anatomo-histomorphological und immunohistochemical investigations were carried out
on the hrain tissue of 37 cctaccans (31 striped delphins, 4 bottle-nosed dolphins, | fin whale, and
[ minke whale), found stranded from 1991 1o 1993 on the cousts ol Latium {8 subjects), Tuscany
{8 subjects), and Apulia (21 subjects). Frequently  encountered lesions included malacia  (56.7%!),
olten accurring as leukoencephalomalacia, hacmorrhage (279%), and encephalitis (32.4%), which in
3 cascs (B.19%) was causcd by Toxoplasma and in 9 cases (24.3%) had a viral ctiology. Viral
encephalitts was observed in 8 striped dolphins ( Sienella coeraleoatba) and in an adult minke whale
(Baluenaoptera acutorostrata '} seropositive o Morbillivirus, respectively, Morbillivirus specitic
antigens were immunocytochemically demonstrated in the brain tissuc from é of the above striped
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dolphins, 3 of which stranded on the coasl of Apulia and one on the coast of Latiom in 1991 while
2 more on the coast of Tuscany in 1993, Finally, an additional interesting Niading was represented

by the cocxistence, in 2 striped delphins, of a morbilliviral and 2 Tovoplasma cocephalitis.
PAROLLE CITAVE: Neuropatologia, encefalite, Morbillivirus,  Toxepldasmea, mamniilert acqualici,
cetacel.

KEY-WORDS: Neuropathology, cncephalitis, Morbillivirus, morbillivituses,  Tovoplasma, sci
mammals, cetaccans.
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