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- PRESENTAZIONE

La Giornata di studio sulle «Malattie respiratorie del bovino» si
& tenuta nell’ambito del Corso annuale di Zooprofilassi, organizzato
dalla Scuola per la Ricerca Scientifica.

Alla Giornata di studio hanno partecipato docenti italiani di di-
versa specializzazione, provenienti dal Ministero della Sanitd, dalle
Unversita, dagli Istituti Zooprofilattici, dai Servizi Veterinari Regio-
nali, dalla pratica e gli allievi del Corso di Zooprofilassi.

I presenti Atti sono pubblicati a cura della Fondazione Iniziative
Zooprofilattiche e Zootecniche di Brescia e messi a disposizione delle
categorie interessate al fine di fornire un aggiornamento su un proble-
- ma di attualitd ed importanza pratica quale quello della patologia re-
spiratoria del bovino.

Per conoscenza, si premettono alcune note illustrative della Scuo-
la per la Ricerca Scientifica di Brescia e dei Corsi annuali di Zoo-
profilassi.

Brescia, 31 marzo 1980

IL PRESIDENTE
(Dr. Preryacomo GHITTI)

IL SEGRETARIO GENERALE
(Dr. ANGELO PECORELLI)
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LA SCUOLA PER LA RICERCA SCIENTIFICA
ED I
CORSI ANNUALI DI ZOOPROFILASSI

La Scuola per la Ricerca Scientifica & stata realizzata sulla base di
un’intesa fra Vlstituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia
¢ dell’Emilia e la Fondazione Iniziative Zooprofilattiche e Zootecniche.
L apposita convenzione & stata stipulata il 19 febbraio 1976.

La Scuola ha sede in Brescia, via Bianchi 1, in fabbricati di pro-
prieta dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e
dell’Emilia.

Gli scopi che si intendono perseguire si tiferiscono alla ricerca
scientifica con programmi finalizzati per la qualificazione tecnologica
e professionale nei settori della veterinaria e della zootecnia a tutti
i livelli operativi al fine dello sviluppo scientifico, culturale, profes-
siondle e sociale in campo nazionale ed estero. .

I’attivita della Scuola per la Ricerca Scientifica in questi primi
anni ha coinciso praticamente con 'otganizzazione dei Corsi annuali
di Zooprofilassi.

Sono in studio per una prossima realizzazione altre iniziative di
cui sard data notizia a tempo debito. v

I Corsi annudli di Zooprofilassi si propongono essenzialmente la
seguente finalita: '

' — completare ed approfondire in senso pratico-applicativo le co-
noscenze prevalentemente teoriche dei giovani laureati nel campo del-
le tecuiche di laboratorio, della batteriologia, della micologia, della
virologia, della parassitologia e di dare contemporaneamente a queste
conoscenze un indirizzo verso Uapplicazione nel campo della zoopro-
filassi.

In pratica essi vogliono fornire una preparazione di base per i
giovani laureati che intendono esplicare le loro attivita negli Istituti
Zooprofilattici, nei Servizi Veterinari Pubblici, nel settore Igienico
Veterinario dell’Industria della trasformazione degli alimenti di ori-
gine animale e dei mangimifici, nonché negli allevamenti intensivi de-
gli animali da reddito. '
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Tutto questo non in contrapposizione con le Universita ma in col-
laborazione stretta con esse come pure con altri Enti Pubblici o privati.
Le modalita di realizzazione di questa formazione sono: -

1. Insegnamento ad operare in modo autonomo

A questo fine alle strutture previste dalla Scuola & stata data prio-
rita alle strutture di laboratorio dimensionate in misura tale da per-
mettere ad ogni allievo di lavorare in modo autonomo SOtto la vigilan-
za continua di Docenti a tempo pieno. :

2. Ampliamento-degli orizzonti culturdli e di aggiornamento

A questo fine le lezioni vengono tenute non solo da Docenti del-
I'Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia
ma anche da Docenti provenienti da varie Facolta di Veterinaria e di
Medicina italiane e straniere, da altri Istituti Zooprofilattici, dall’Isti-
tuto Superiore di Sanitd, dai Servizi Veterinari Statali, Regionali ed
Internazionali. 4

Giornate di studio monografiche interdisciplinari completano I'in-
segnamento. Ad esse vengono invitati Docenti di varia specializzazio-
ne, che presentano relazioni e pattecipano alla discussione.

3. Apprendimento della lingua inglese

Al fine di permettere una consultazione facile della maggior parte
della letteratura tecnica internazionale che, com’® noto, & scritta per
circa 1’80% in lingua inglese, viene impartito un cotso intensivo in

questa lingua.
4. Affinamento delle capacita di sintesi e di esposizione al pubblico

Fra le attivitd dei tecnici laureati si devono annoverare non solo
quelle all’interno dei laboratori o nella pura e semplice esplicazione
di attivitd tecniche applicative, ma si deve auspicare in misura cre-
scente anche quella di contribuire all’aggiornamento tecnico degli al-
levatori e dei tecnici operanti ai d1versl livelli nei vari settori in cui la
zooprof11a531 ha importanza.
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A questo fine durante lo svolgimento dei corsi i singoli allievi sono
invitati a presentare relazioni su determinati argomenti ed a parteci-
pare alle discussioni che ne seguono.

Le relazioni vengono presentate in pubblico alla presenza non solo
dei Docenti dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombar-
dia e del’Emilia, ma anche di Docenti della Facoltd Veterinaria, di
altri Istituti Zooprofilattici e dei Servizi Veterinari Regionali.

5. Esame finale

E articolato su 2 giorni di prove pratiche eseguite individualmente
dagli allievi e sulla presentazione di una relazione esposta come con-
ferenza non letta, della durata di 30-40 minuti, su un atgomento di
attualith e sulla relativa discussione pubblica.

- La Commissione giudicatrice & composta da un rappresentante del-
I’Istituto Superiore di Sanitd, da un Professore di ruolo di una Fa-
coltd Veterinaria, da un rappresentante dei Servizi Veterinari dell’As-
sessorato alla Sanitd della Regione Lombardia, dal Direttore dell’Isti-
tuto Zooprofilattico, dal Direttore e dal Consulente Scientifico della
Scuola per la Ricerca Scientifica.

Al fine di dare un’idea sull’articolazione dei Corsi di Zooprofilassi,
riportiamo i seguenti dati che si riferiscono al Corso di Zooprofilassi
1979:1980, in via di svolgimento.

Durata del Corso, settimane . . . . . . . . 44
Giorni lavorativi per settimana . . . . . . . 5
Ore settimanali . . .. . . . . . . . 30
Ore giornaliere . . . . . . . . . . 6
Lezioni teoriche, ore . . . . . . . . . 300
Esetcitazioni pratiche, ore . . e 500
Studio guidato, visite in allevamento, .preparazmne e presen-

tazione relazioni, ore . . . . . . . . 350
Lingua inglese,ore . . . . . . . . . . 150
Totale per anno, ore . . .. . 1300

L’ammissione alla Scuola & «a numero ch1uso» ed & riservata a
laureati in Medicina Veterinaria ed in Scienze Biologiche. Ogni anno
la Fondazione Iniziative Zooprofilattiche e Zootecniche e I'Istituto
Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia, assegnano
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un certo numero di borse di studio. E obbligatoria la frequenza a tem-

po pieno. ‘
La responsabilitd e la conduzione della Scuola sono state assunte
dal Prof. Lino Nardelli (docente-consulente scientifico) e dal Prof.

Gianfranco Panina (docente-direttore della Scuola). g

X1I



Scuola per la Ricerca Scientifica - Brescia - Un’aula di lezione






Scuola per la Ricerca Scientifica - Brescia - Un laboratorio per le esercitazioni di gruppo






ATTI DELLA GIORNATA DI STUDIO SU
INFEZIONI RESPIRATORIE DEL BOVINO






RELATORI

Prof. T. BAGLIONI _
Istituto di Patologia Generale Veterinaria. Milano.
Prof. G. BALLARINI
Istituto di Clinica Medica Veterinaria. Parma.
Prof. L. BELLANI
Direttore Generale dei Servizi Veterinari del M1mstero della Sa-
nitd. Roma,
Prof. F. CARLOTTO
Istituto Zooprofilattico Sperlmentale delle Venezie. Padova
Prof. G. CASTRUCCI
Istituto di Malattie Infettive, Profilassi e Polizia Veterinaria.
Perugia. '
Prof. C. F. FLAMMINI
Istituto di Malattie Infettive, Profilassi e Polizia Veterinaria.
Parma,
Prof. F. GUARDA
Istituto di Patologia Generale ed Anatomia Patologica Veteri-
naria. Torino.
Prof. E. MAGLIONE
Istituto di Malattie Infettive, Profilassi e Polizia Veterinaria.
Torino.
Prof. C. ROSSI
Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Plcmonte e della Ligu-
ria. Torino.
Prof. F. SCATOZZA
Istituto di Malattie Infettive, Profilassi e Polizia Veterinaria.
Parma,
Dott.. L. SIDOLI .
Istituto Zooprofilattico Sper1mentale della Lombardia e dell’Emi-
lia. Sezione di Parma. :






F. SCATOZZA (coordinatore)

PRESENTAZIONE E DEFINIZIONE DEL TEMA

Questa Giornata di Studio, organizzata nel quadro delle attivita
della Scuola per la Ricerca Scientifica, ha il duplice scopo di offrire
agli allievi un aggiornamento su un tema di viva attualitd e di pro-
muovere un incontro tecnico fra esperti e studiosi di patologia bo-

_vina.

Ai Relatori, che ringrazio fin d’ora anche a nome di tutti presenti,

¢ affidato il compito di espotre, in chiave analitica, i risultati delle

" proprie esperienze sui diversi temi nei quali I'argomento generale &
stato articolato, La discussione che prevedo vivace ed esauriente,
dovrd concorrere non soltanto a chiarire eventuali punti rimasti in
ombra ma anche ad ottenere una visione di sintesi degli argomenti
esposti in tono settoriale e specialistico.

Prima di dare inizio ai lavori, desidero esprimere la mia perso-
nale riconoscenza alla Fondazione Iniziative Zooprofilattiche e Zoo-
tecniche ed all’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia
e del’Emilia che, attraverso ’appassionata opera del Prof. Nardelli,
hanno reso possibile questa manifestazione.

L

Per la complessita che lo carattetizza, il tema che i accingiamo a
trattare non & facilmente definibile. Cid in gran parte deriva dal fat-
to che, nonostante le cospicue acquisizioni di ordine scientifico, le
sindromi respiratorie del bovino appaiono tuttora non classificate sul
piano eziologico ed inoltre non risultano precisati i meccanismi pato—
genetici che ne determinano l'insorgenza.

Da un punto di vista microbiologico & nota l'esistenza di una
lunga lista di agenti capaci di determinare infezione dell’apparato re-
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spiratorio nel bovino ma & anche noto che la loro presenza non sem-
pre costituisce la premessa per l'insorgenza di malattia conclamata.
Essi infatti si repertano con elevata frequenza sia fra animali clini-
camente sani che in corso di sindromi respiratorie a carattere con-
tagioso, il che impedisce di istituire una correlazione del tipo causa-
effetto quale si ricava dall’applicazione dei postulati di Koch.

Peraltro, se & certo che a tali microotganismi spetta la qualifica-
zione di «patogeni respiratoti», & anche evidente che essi hanno
acquisito importanza sul piano della patologia solo in presenza delle
trasformazioni tecnologiche che si sono verificate nell’allevamento
del bovino. In altri termini, Pavvento delle nuove tecnologie ha coin-
ciso con la comparsa di una patologia che deve essere considerata
nuova solo perché si manifesta in forme poco note rispetto al pas-
sato.

In che modo i due elementi ora cennati interagiscono rimane an-
cora e per gran perte da chiarire. Poche cose infatti sono attualmente
note con certezza e fra esse non va dimenticato che l'allevamento
intensivo del bovino costringe all’assembramento di animali di. pro-
venienza diversa con la conseguente circolazione di microorganismi,
patogeni e non, anche per lunghe distanze. Peraltro, la loro dissemi-
nazione all’interno dei singoli gruppi & favotita per gli ambienti cir-
coscritti e determina un conseguente incremento delle relative infe-
zioni. B infine possibile che il passaggio rapido di microorganismi
poco patogeni nell’ospite naturale ne determini la v1ru1entazmne e
quindi la capacita ad indurre infezione e /o malattia.

11 credito che pud essere attribuito a queste poche considerazioni
di ordine infettivistico non & perd sufficiente a giustificare il note-
vole incremento di frequenza delle sindromi respiratorie nell’alleva-
mento bovino ed il conseguente danno economico che ne deriva. E
certo che, agli elementi negativi gid menzionati, I'allevamento inten-
sivo ne aggiunge altri che gli sono propri, Ci si pud riferire agli ef-
fetti genericamente sfavorevoli che si determinano a seguito della for-
mazione dei gruppi, del trasporto, delle modificazioni di ambiente e
di regime alimentare, che certamente riducono la capacitd reattiva
degli animali nei confronti delle infezioni. Resta tuttavia da definire
Pentitd del danno che essi subiscono nonché le modalitd attraverso
le quali tale danno favorisce I'impianto e l’evoluzione dei patogeni
respiratori.
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Tutto .depone quindi a favote dell’ipotesi secondo la quale ma-
lattia respiratoria insorge per azione combinata di agenti causali nu-
merosi e di varia natura; alcuni di essi sono stati chiaramente indi-
viduati ma la loro lista & ben lontana dal completamento. Poco inve-
ce si conosce riguardo alle modalitd attraverso le quali essi agiscono,
al meccanismi di difesa che il bovino & in grado di approntare, alla
successione degli eventi che da uno stato di infezione pressoché asin-
tomatica conducono alla comparsa di malattia manifesta.

Scopo di questa giornata di studio & percid di puntualizzare le
acquisizioni finora note e di confrontare la posizione dei singoli spe-
cialisti nei diversi settori nei quali l'argomento & stato articolato.
Non so se ed a quanti dei problemi ancora aperti potra essere forni-
ta una risposta, sono tuttavia certo che il lavoro di oggi sard per
ognuno di noi motivo di arricchimento intellettuale oltre che spunto
per una ulteriore e proficua attivitd di ricerca e sperimentazione.
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F. SCATOZZA

LE INFEZIONI DA VIRUS ED IL LORO POSSIBILE SIGNIFI-
CATO COME CAUSA DI MALATTIA RESPIRATORIA NEL
BOVINO

Nel quadro delle malattic respiratorie del bovino, quali esse si
presentano nella pratica corrente, & facile individuare 'esempio tipi-
co di una patologia che evolve di pari passo con lintroduzione di
particolari metodiche o tecnologie di allevamento. Il termine di «pa-
tologia condizionata» trova appunto giustificazione nel fatto che essa
predomina in condizioni particolari individuabili nell’ambiente, ge-
nericamente inteso, nel quale gli animali vengono mantenuti.

In tale contesto, compito dell’infettivista & di individuare la com-
ponente microbica che pud essere chiamata in causa nel determinismo
di tale patologia ed il relativo meccanismo di azione. All’assolvimen-
" to di tale compito ostano almeno due difficoltd sostanziali riguardan-
ti, da un lato, la dimostrazione di una effettiva attitudine patogena
dei microorganismi eventualmente repertati nell’apparato respirato-
rio e, dall’altro, il riscontro nello stesso animale di pilt agenti da rite-
nere patogeni.

La prima difficoltd & legata al fatto che, in base ai postulati di
Koch, la qualifica di patogeno spetta a quei microorganismi che si
dimostrano capaci di provocare malattia nell’ospite anche dopo infe-
‘zione sperimentale mentre, nel caso specifico di batteri e virus tite-
nuti responsabili di malattia respiratoria nel bovino, tale dimostra-
zione & difficilmente ottenibile. D’altra parte, il possibile reperto di
pilt patogeni nello stesso individuo fa ritenere che la comparsa di
segni di malattia sia legata ad un sinergismo d’azione oppure ad una
successione di effetti sfavorevoli sull’animale,

Per ‘quanto attiene ai diversi virus che interessano in tema di pa-
tologia respiratotia del bovino, & opportunc a questo punto sotto-
lineare che essi acquisiscono la qualifica di patogeno quando risulta-
no capaci di riprodurre uno stato d'infezione nell’ospite naturale sen-
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ze che questa necessariamente determini malattia clinicamente mani-
festa. A dimostrare l'esistenza di tale stato d’infezione vengono di
norma utilizzati due parametri riguardanti, rispettivamente, [’escre-
zione del virus attraverso le vie respiratorie dopo infezione sperimen-
tale e la reazione immunitatia che questa determina nell’ospite.

Da cid deriva che la dimostrazione della presenza di anticotpi
nel siero di sangue (siero-conversione) & in grado di fornire la prova

della circolazione di un determinato virus all’interno di una popola-

zione animale. La riprova di cid sta anche nel fatto che, sia pure con
i dovuti accorgimenti, I'indagine sierologica pud essere utilizzata ai
fini della diagnosi eziologica delle virosi respiratorie.

Quanto alle applicazioni delle conoscenze ora citate, esse riguat-
dano due settori abbastanza definiti. I! primo si riferisce alle inchie-
ste di epidemiologia sierologica, generalmente svolte per campione
su individui sani e viventi entro aree relativamente ampie. Tali in-
chieste consentono, attraverso la rilevazione di siero-conversione, di
valutare I'incidenza di infezioni pregresse verificatesi all'interno di
una determinata popolazione. Il secondo riguarda invece I'analisi del-
le siero-conversioni entro gruppi omogenei di animali che consente
di verificare, in presenza o meno di malattia, la circolazione even-
tuale di uno o pitt vitus all'interno del gruppo e lo stato d’immu-
nita dello stesso.

E

Nel quadro ora menzionato sono state condotte delle indagini
sierologiche su gruppi di giovani bovini appartenenti ad allevamenti
condotti su strutture e con tecnologie differenti. In particolare tali
allevamenti vengono indicati e si caratterizzano come segue.

Azienda A - Si tratta di vitelli da carne importati dall’estero ed il
cuj ciclo produttivo inizia ad 8 settimane di vita. II gruppo & costi-
tuito da 350 soggetti mantenuti in unico locale, suddiviso interna-
mente in recinti contenenti non pitt di 16 vitelli, Si applica il siste-
ma del tutto pieno-tutto vuoto e gli animali- rimangono nel locale
suddetto fino a 2 mesi citca dall’arrivo. Il successivo periodo d'in-
grasso si completa presso altre aziende.

Azienda B - La tecnologia di allevamento & completamente divet-
sa rispetto alla precedente nel senso che i vitelli di nuovo acquisto
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vengono introdotti in locali contenenti animali di etd differente, a
ciclo continuo, il che esclude 'applicazione del sistema tutto pieno-
tutto vuoto.

Azienda C - Si tratta di un allevamento di bovini da latte nel
quale le vitelle destinate alla rimonta vengono allevate in recinti al-
I'aperto fino al momento del ptimo parto. In tali recinti si osserva
pertanto la presenza di animali genericamente giovani ma di etd
molto diversa. Nel nostro caso & stato preso in esame un grup-
po di vitelle omogeneo in rapporto all’etd, la cui osservazione & ini-
ziata a 20 settimane di vita.

Gli animali appartenenti ai tre gruppi suddetti sono stati tenuti
in osservazione per periodi di tempo variabili e sottoposti a prelievo
di sangue agli intervalli che verranno pit avanti specificati. Nel
contempo essi sono stati seguiti anche clinicamente onde verificare
I'eventuale comparsa di sintomatologia a carico dell’apparato respira-
torio. Su ciascun campione di siero & stata effettuata la ricerca di an-
ticorpi nei confronti dei virus Parainfluenza 3 (PI 3), Rinotracheite
Infettiva (IBR), Adenovirus tipo 3 (BAV  3), Reovirus tipo
1 e 3 {Reo 1, Reo 3).

" Allo scopo suddetto & stata applicata I’Inibizione dell’Emoagglu-
tinazione (IEA) in presenza di antigene PI 3 e la Siero-Neutralizza-
zione (SN) per tutti gli altri, Nel complesso Iindagine & stata eﬁet-
tuata onde ottenere informazioni sui seguenti punti:

1) comparsa di siero-conversione attraverso il rilievo della pre-
senza di anticorpi anche alle diluizioni minime saggiate (20 per gli
anticorpi IEA, 5 per gli altri);

2) inctemento di almeno 4 volte del titolo anticoi'pale fra due
prelievi consecutivi quale documentazione dellinsorgenza di infe-
zioni attive nel corso del periodo di osservazione;

3) presenza di infezioni multiple sullo stesso animale documenta-
bili attraverso la comparsa, nello stesso periodo, di un incremento si-
gnificativo de] titolo degli anticorpi verso due o pii1 virus;

4) eventuali cotrelazioni fra tipo di allevamento e frequenza del-
le siero-conversioni. ‘ :
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Prima di espotre, sia pure in sintesi, i risultati ottenuti, & neces-
sario sottolineare che fra gli animali delle Aziende B e C non & stata
segnalata sintomatologia apprezzabile a carico degli organi della
- respirazione. Fra i vitelli dell’Azienda A si & invece notata P'insorgen-
za di una lieve sindrome respiratoria caratterizzata dalla comparsa di
scolo nasale, modesto aumento della temperatura e.depressione del
sensorio. Essa si & manifestata a due settimane circa dall’arrivo degli
animali ed & regredita spontaneamente entro 3-4 giotni.

I Grafici 1 e 2 illustrano il comportamento delle reazioni siero-
logiche fra i vitelli dell’Azienda A. Il primo riguarda i virus PI-3 e
BAV-3 ed il secondo Reovirus 1 e 3, mancano invece dati relativi
al virus IBR in quanto la presenza dei corrispondenti anticorpi non
¢ stata dimostrata fra questi animali.

L’esame del Grafico 1 consente di rilevare che i vitelli in esame
‘hanno presentato in larga misura siero-conversione nei confronti dei
due virus considerati nonostante I’andamento generale del fenomeno
abbia assunto una fisionomia diversa per PI-3 rispetto a BAV-3. Nel
primo caso infatti la percentuale delle siero-conversioni & appatsa
molto elevata al primo prelievo (8 settimane di etd), si & abbassata nei
sieri corrispondenti a 10 e 12 settimane ed & risalita su valori pros-
simi a quelli iniziali a 16 e 20 settimane. Si osseiva inoltre che, sem-
pre in presenza di antigene PI-3, la curva di frequenza delle siero-
conversioni assume un andamento parallelo rispetto a quella che in-
dica la media geometrica dei titoli cortispondenti a ciascun prelievo.

Il comportamento delle siero-conversioni in presenza di BAV-3
¢ diverso nel senso che la loro frequenza, elevata a 8 settimane di vi-
ta, subisce un netto e progressivo incremento nel corso del periodo
di osservazione, fino ad investire la quasi totalitd degli animali in
esame. In questo caso non & stato dunque possibile ossetvare le va-
riazioni di frequenza indicate a proposito delle siero-conversioni vet-
so PI-3. Si & invece confermato il fenomeno in forza del quale ad un
incremento di frequenza delle siero-conversioni fa riscontro un au-
mento della media geometrica dei titoli.

,L’ipotesi che i dati sin qui esposti possano essere presi a testi-
monianza di un’attiva circolazione dei due virus fra gli animali in esa-
me, trova conferma nel rilievo di un significativo incremento del ti-

16



tolo di anticorpi fra un prelievo di sangue e quello successivo. Come
indica ancora il Grafico 1, tale evento si & verificato con frequenza
crescente nel tempo per il virus PI-3. Nel caso di BAV-3 esso ha in-
vece presentato un andamento relativamente irregolare ed ha rag-
giunto la frequenza massima fra la 10° e la 12° settimana di vita. Ta-
le situazione deve tuttavia essere attribuita al fatto che, dopo la 12°
settimana, la maggior parte degli animali in esame risultava provvi-
sta di anticorpi neuntralizzanti ad alto titolo.

E stato infine possibile dimostrare che, sempre a giudicare dal-
I'andamento delle sieto-conversioni, ben 6 soggetti di questo grup-
po hanno subito infezione contemporanea da PI-3 e BAV-3 entro
il breve periodo di 8 settimane.

I dati relativi alla dimostrazione di anticorpi Reovirus 1 e 3 so-
no schematizzati nel Grafico 2. Esso consente di rilevare che siero-
conversione verso entrambi ancora una volta compare in un cospi-
cuo numero degli animali esaminati. Piti in particolare si osserva che,
nel tempo, ad up aumento di frequenza delle siero-conversioni verso
Reovirus 1 fa riscontro un aumento dei titoli di neutralizzazione
anche se questi rimangono di entitd costantemente modesta.

Per quanto riguarda Reovitus 3, & dato di constatare che la fre-
quenza-delle siero-conversioni rimane relativamente costante nel tem-
po mentre Ja media geometrica dei titoli di SN risulta spesso di va-
lore pit elevato rispetto a quello osservato in presenza di Reovirus 1.

La situazione relativa alla insorgenza di infezioni attive nel corso
del periodo di osservazione si prospetta in maniera analoga per i due
virus presi in esame. Tale evento ha infatti raggiunto la sua massima
espressione fra il secondo ed il terzo prelievo di sangue, effettuato
in etd compresa fra 10 e 16 settimane, mentre la prova dell’insorgen-
za di infezioni associate & stata ottenuta, sia pure con frequenza
molto variabile, durante tutto il periodo di osservazione degli ani-
mali.

La situazione relativa all’allevamento B & stata schematizzata nel
Grafico 3 il quale indica che, fia questi animali, si rileva siero-con-
versione anche nei confronti del virus IBR. Esso, sempre entro un
arco di 8 settimane, ha determinato la comparsd di ant1corp1 ‘nella
quasi’ totalitd degli animali esaminati e cid si & con ogni probabilita
verificato a seguito delle numerose infezioni attive che, neI tempo
considerato, hanno investito oltre il 709 di essi.
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Sempre dall’esame del Grafico 3 si osserva che anticorpi PI-3
sono stati costantemente rilevati in petcentuale superiore all’80 men-
tre la media geometrica dei titoli corrispondenti a ciascun prelievo
ha mostrato una tendenza a diminuire in occasione dell’ultimo. Cid -
& probabilmente dipeso da} fatto che, nella fase finale dell’indagine,
" non & stato possibile ottenere la dimostrazione sierologica dell’insor-
genza di infezioni attive. .

Un comportamento molto simile ha presentato Ievoluzione del-
le reazioni anticorpali nei confronti di BAV-3. Siero-conversione &
stata infati rilevata in quasi tutti gli animali nel corso del periodo di
osservazione, tuttavia la media geometrica dei titoli & rimasta su va-
lori relativamente modesti. Tale diffusione di positivita sierologiche
fin dall’inizio del periodo di ossetvazione ha fotse determinato lo
scatso numeto di infezioni attive le quali hanno investiio il 10%
circa degli animali esaminati. Infine, in un solo caso sono stati ri-
scontrati i segni di una infezione contemporanea da virus BAV-3 e
IBR. . .

Per questo gruppo di animali mancano al momento i dati relativi
all’andamento delle siero-conversioni nei confronti di Reovirus 1 e 3.

Nel caso delle vitelle dell’Azienda C & necessario precisare subito
che la loro osservazione & iniziata quando esse avevano circa 20 set-
timane di vita e si & protratta per ulterioti 53 settimane. Analoga-
mente a quanto indicato per i vitelli dell’Azienda A, anche in questo
caso non & stata rilevata la comparsa di anticorpi IBR.

L’andamento della siero-conversione nei confronti dej virus PI-3
e BAV-3 & stata riscontrata in alta percentuale sia pure con prevalen-
za del primo (Grafico 4). Inoltre, ad ogni incremento della frequen-
za delle siero conversioni ha fatto riscontro un parallelo incremento
delle medie geometriche dei titoli osservati in ciascun gruppo di
sieri. :

Per quanto riguarda linsorgenza di infezioni attive, quelle da
PI-3 sono comparse con elevata frequenza nel periodo compreso fra
20 e.26 settimane di vita (52,99%) e corrispondente all’inizio del pe-
riodo di osservazione. Tale evento ha investito un numero infetiore
di animali nel petiodo compreso fra 26 ¢ 58 settimane e si & invece
ripresentato con clevata frequenza dopo la 58" settimana, investendo
di huovo un numero rilevante di animali (41,29).

Nel caso di BAV-3, I'insorgenza di infezioni attive ha raggiunto
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la frequenza massima (47,19%) nel periodo compreso fra 53 e 58
scttimane mentre prima e dopo tale periodo si & manifestata con
frequenza molto minore e senza assumere 'andamento apparentemen-
te ciclico rilevato a proposito del virus PI-3. Il riscontro di infezioni
miste PI-3/BAV-3 & stato ottenuto in tre degli animali di questo
gruppo. :
Per quanto riguarda il compottamento delle siero-conversioni vet-
so Reovirus 1 e 3, i dati relativi alle vitelle dell’Azienda C riguarda-
no soltanto un arco di vita compreso fra 20 e 32 settimane. L’esame
del Grafico 5 consente di rilevare che, ad eccezione del terzo prelie-
vo, la metd circa dei sieri esaminati ha presentato attivitd neutraliz-
zante dosabile nei confronti di Reovirus 1. Le medie geometriche dei
titoli denunciano inoltre che, nella grande maggioranza dei casi, essi
sono rimasti su valori relativamente modesti. In presenza di Reovi-
rus. 3 la situazione risulta leggermente diversa nel senso che, da un
lato, la frequenza dei sieri sprovvisti di attivitd neutralizzante decre-
sce in funzione del tempo e, dall’altro, si osserva che i titoli di neu-
tralizzazione si collocano su valori pili elevati rispetto a quanto os-
servato per Reovirus 1.

Quanto alla insorgenza di infezioni attive durante il periodo di
osservazione, quelle da Reovirus 3 hanno raggiunto la massima fre-
quenza fra il 2° ed il 3° prelievo.

% %

Quanto finora esposto in ordine alla comparsa di siero-conversio-
ne verso virus da ritenere patogeni respiratori si presta a considera-
zioni diverse che cercheremo di riassumere brevemente.

In primo luogo & necessario richiamare I’attenzione sul fatto che,
fra gli animali esaminati e limitatamente al periodo della loro osser-
vazione, non sono stati osservati disturbi né a carico degli organi del-
la respirazioné e neppure di altri organi ed apparati. Fanno eccezione
i vitelli dell’Azienda A fra i quali & comparsa una modesta sindrome
di tipo respiratorio la cui esatta ez1olog1a non & precisabile sulla base
delle indagini eseguite.

Tenuto percid conto che le ricerche riferite riguardano animali
da ritenere clinicamente sani, sorprende che in cosi larga misura essi
abbiano mostrato la traccia di infezioni da virus diversi e per lo pit1
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verificatesi entro periodi di tempo relativamente brevi.

Infatti, a parte quanto rilevato a proposito del virus IBR la cui
presenza & stata provata soltanto in uno dei tre gruppi di animali, gli
altri virus hanno dimostrato di circolare attivamente fra giovani bo-
vini mantenuti in condizioni d’ambiente profondamente diverse fra
loro. Peraltro, il comportamento delle siero-conversioni in presenza
di IBR e l'andamento della situazione osservata nell’Azienda B, fan-
no ritenere che gli animali in essa presenti siano esposti al maggiore’
rischio di virosi respiratoria e cid trova riscontro anche nell’osserva-
zione secondo la quale, entro un brevissimo arco di tempo, il virus
IBR ha provocato infezioni da ritenere attive su base sierologica e ri-
guardanti la quasi totalitd degli animali.

E proprio questo comportamento dei vitelli dell’Azienda B, nella
quale P'allevamento si svolge a ciclo continuo, che conferma come ta-
le tecnologia offra le condizioni ideali per il mantenimento e la disse-
minazione dei patogeni respitatori.

Tuttavia, al di 1a delle considerazioni ora indicate, sorprende il
fatto che anche in condizioni d’allevamento profondamente diverse
fra loro, come & il caso delle Aziende A e C, si siano verificati i tre
fenomeni indicativi dell’esistenza di infezioni da PI-3, BAV-3, Reo
1 e Reo 3. Come pih volte indicato, tali fenomeni vanno individuati
nel rilievo di siero-conversione, nell’incremento della frequenza del-
le siero-conversioni in funzione del tempo, nella evidenziazione di
incrementi significativi di titolo quale indicazione di infezioni recenti.

L'esistenza di una condizione d’immunita passiva colostrale per
giustificare il rilievo di anticorpi nel siero di sangue sembra aver.
giocato un ruolo minore sui risultati ottenuti. Caratteristica di tale
immunita & infatti quella di esautirsi nel corso dei primi mesi di vita
attraverso un progressivo decremento del titolo degli anticorpi passi-
vamente acquisiti. Tale fenomeno, da escludere per le vitelle da ri-
monta il cul esame & iniziato all’etd di 20 settimane, si & verificato,
limitatamente al virus PI-3, fra gli animali dell’Azienda A. Si deve
perd rilevare che, dopo la caduta iniziale fra la 10° e la 12° settima-
na di vita, si & verificato un deciso incremento di frequenza delle
siero-conversioni e di attivitd dei singoli sieri. Tali parametri consen-
tono di ritenere che, almeno nelle fasi terminali del periodo di osser-
vazione, questi animali abbiano acquisito una condizione di immu-
nitd attiva nei confronti del virus PI-3.
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Un ulteriore elemento di interesse emerge dall’analisi del com-

portamento delle vitelle dell’Azienda C nelle quali la siero-conversio-
ne verso PI-3 e BAV-3 & stata studiata entro un arco di tempo rela-
tivamente ampio. Cid ha consentito di osservare che almeno il pri-
‘mo, ma forse anche il secondo, & in grado di determinare focolai d’in-
fezione in successione ciclica e nei quali appaiono coinvolti anche
animali provvisti di anticorpi nel siero di sangue. Pit in particolare,
la ricomparsa di infezione sembra verificarsi quando Iimmunita di
gruppo tende a diminuire come risulta dal decremento delle percen-
tuali di siero-conversione e dall’abbassamento globale del titolo dei
sieri. '

Quanto alla situazione relativa a Reovirus 1 e 3, i risultati espo-
sti sono da accettare con qualche riserva, E nota infatti la possibi-
lita che l'infezione da Reovirus stimoli la comparsa di anticorpi ete-
rotipici rendendo per questo almeno incerta la esatta causa delle sie-
ro-conversioni osservate. Tuttavia, a parte l'esigenza di indagini ulte-
tiori volte a meglio precisare il significato dei dati finora disponibili,
¢ ovvio che infezioni da Reovirus si sono verificate fra gli animali del-
le Aziende A e C, manifestando anche un comportamento simile e
svincolato quindi dalle condizioni d’allevamento nelle quali i due
gruppi di animali venivano mantenuti. Resta pertanto valida la con-
clusione secondo la quale Reovirus 1 e 3, da soli o in combinazione,
hanno anch’essi attivamente circolato fra i bovini in esame, mostran-
do un comportamento analogo a quello di PI-3 ¢ BAV-3.

Le ricerche eseguite forniscono una ulteriore e sostanziale con-
ferma alla nozione secondo la quale I’apparato respiratorio del bovi-
no rappresenta la sede di infezioni sostenute da virus di diversa na-
tura, il cui significato nel determinismo di malattia testa ancora da
precisare. Sembra infatti che almeno alcuni dei piti frequenti pato-
geni respiratori possano circolare fra gruppi di animali senza deter-
minarvi altro che una reazione immunitatia evidenziabile sierologi-
camente, '

Questo dato di fatto fornisce, sia pure indirettamente, la con-
ferma allipotesi secondo la quale i vitus da classificare come «pato-
geni respiratori» non sono per sé€ stessi in grado di determinare le
condizioni patologiche che costituiscono il comune riscontro della
pratica clinica. B vero che Puno o Ialtro di essi sono quasi sempre
repertabili in corso di malattia spontanea, ma & anche vero che questa
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insorge in momenti definiti del ciclo di allevamento e che quasi sem-
pre il reperto microbiologico in corso di malattia denuncia 1’esisten-
za di microorganismi da ritenere di complicazione ed ai quali viene
attribuita maggiote importanza nel determinismo di epatizzazione
polmonare diffusa e dei sintomi pill gravi.

In ordine all'intervento di agenti di natura infettiva, rlpetute o8-
servazioni dimostrano che essi costituiscono dei frequenti ospiti del-
le vie respiratorie e cid a motivo del fatto che le infezioni virali de-
corrono in forma clinicamente silente oppure senza conseguenze evi-
denti sugli animali mentre i batteri di complicazione costituiscono
parte della normale flora microbica, almeno delle prime vie acree.
Peraltro questi ultimi assumono la fisionomia di veri e propti pato-
geni soltanto dopo l'evoluzione di una primitiva infezione virale alla
quale viene attribuita la funzione di deprimere I’effetto della clearan-
ce polmonare e di creare in tal modo le condizioni per la colonizza-
zione batterica.

Una funzione analoga, almeno a giudicare dai risultati di espe-
rimenti condotti sul vitello e su animali di laboratorio, pud essere
attribuita a quelle condizioni di stress che derivano dalle esigenze
dell’allevamento intensivo, particolarmente nel caso del vitello da
carne. Anch’esse infatti agirebbero come depressori della clearance
determinando le condizioni per Pimpianto e la moltiplicazione dei
batteri normalmente presenti nell'ambiente esterno o nello stesso
apparato respiratorio.

Se cid venisse definitivamente dimostrato, si giustificherebbe, da
un lato, la coincidenza gia ricordata fra I’evoluzmne tecnologica degli
allevamenti e la comparsa di una patologia respiratoria poco evidente
nel passato e, dall’altro, la maggior frequenza e gravita delle sindromi
respiratorie laddove la tecnologia di allevamento prevede le maggio-
ri forzature, Inoltre, la conferma che le infezioni virali e lo stress
ambientale svolgono un effetto analogo su alcune funzioni degli or-
~gani della respirazione, potrebbe giustificare Iipotesi secondo la qua-
le i «patogeni respiratori» svolgono sugh animali una vera e propria-
azione di stress.

A fronte della predetta ipotesi vale tuttavia la pena di rilevare
che: le condizioni dell’immunitd di base, passiva colostrale o attiva-
mente acquisita, e la possibile evoluzione della stessa sono in grado
di influenzare il decorso e Uesito delle infezioni virali, pure o compli-
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cate, e cid costituisce la base per 'impostazione della profilassi im-
munizzante. In questo semso, particolarmente utili appaiono le ri-
sultanze dell’indagine microbiologica ed epidemiologica, dalle quali
derivano le cospicue informazioni relative alla nutrita lista degli agen-
ti potenzialmente capaci di provocate infezione respiratoria. Restano
ancora e per buona parte da chiarire la natura ed il meccanismo di
azione dello stress di origine non infettiva onde verificare la possi-
bilita di prevenirne gli effetti, tenuto anche a mente che le attuali
tecnologie di allevamento del bovino costituiscono una realtd da ri-
tenere irreversibile.

—- 1 dati sperimentali cui si fa riferimento sono tratti da ricerche, parte del-
le guali in cotso, svolte nell’ambito del Progetto Finalizzato Virus del CN.R.,
co nla collaborazione di C. F. Flamini, E. Bottatelli ¢ G. Allegri. -

— Pily dettagliate informazioni in ordine al tema generale della patologia
respiratoria del bovino sono contenute nella recente relazione: F. Scatozza (1978)
Myxovirus parainfluenzae 3 quale possibile fattore condizionante la comparsa di
malattia respivatoria nel bovino. Atti della Societd Italiana delle Scienze Veteri-
natie, 32, 98. '
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T. BAGLIONI

NATURA E RUOLO DI ALCUNI DEI FATTORI PREDISPO-
NENTI L’INSORGENZA DI MALATTIA RESPIRATORIA NEL
BOVINO

Premesse di eziologia generale

I fattori eziologici da un punto di vista generale possono essere
distinti in determinanti e coadinvanti. :

11 fattore eziologico determinante & quello che caratterizza la ma-
lattia e pud essere sufficiente, ciod non richiede altra concausa es-
sendo in grado di originare la malattia da solo. Pud essere invece
insufficiente e quindi, pur restando caratterizzante la malattia, richie-
dere I'intervento di uno o eventualmente di pitt fattori coadiuvanti.

I1 fattore coadiuvante crea a quello determinante la condizione
indispensabile perché quest’ultimo possa agire.

In genere la causa eziologica risulta dalla integrazione di pit fat-
tori (costellazione dei fattori eziologici - Tendeloo, 1925). Una ana-
lisi generale del problema risulterebbe vastissima e non certo conte-
nibile nel tempo a disposizione, pertanto, molto opportunamente al
titolo di questa conversazione & stata posta una limitazione: «alcuni
dei fattori predisponenti».

Aj fini della trattazione in argomento hanno importanza partico-
~ lare i fattori eziologici coadiuvanti la cui natura pud essere di ordine
biologico, chimico, fisico.

Di notevole interesse, almeno a mio avviso, debbono ritenersi i
fattori eziologici coadluvantl di natura biologlca in quanto, rispetto
a quelli fisici, o chimici, essi risultano talora di difficile individua- |
zione ed interpretazione e sono ancora oggetto di particolari e conti-
nue indagini e di costanti aggiornamenti. Vorrei richiamare Iatten-
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zione solo su taluni di essi, ed in forma limitata, scusandomi se, poi-
ché si tratta di fenomeni diversi, pur tutti implicati nel processo
difensivo genetico verso la malattia infettiva, I'esposizione risultera
pit a singoli quadri che come un tutto organico.

% %

E nozione comune che 1'apparato respiratorio, ai fini di impedire
la penetrazione di agenti infettanti, possieda una serie di strutture e
di attivita secretorie di cui si vale: ciglia vibraili, macrofagi alveola-
ti, lisozima, lattoferrina, antitripsina, S. IgA, ecc. per non citare che
i pr1nc1pal1

Rinviando, per ragioni d&i spazio e di tempo, a recenti pubblica-
zioni sull’argomento (Ballarini G., 1975; idem, 1976; idem, 1978;
G. Gialdroni Grassi e G. Grassi, 1977; E. Corbella, S. Ottonello,
A. Ubaldi, 1977; S. Mondini, 1978), mi soffermerd, come gia detto,
su taluni particolari aspetti di difesa generale che ovviamente sono
operativi anche nel processo infettivo a carico dell’apparato resp1ra—
torio, E evidente come la loro riduzione parziale o totale pud rap-
presentare una efficace causa predisponente Iinsorgenza della infe-
zione respiratoria. -

* ek

Di essi uno di particolare rilievo, solitamente forse non preso in
sufficiente considerazione, & quello relativo all'immunitd naturale de-
putata ad elementi cellulari (fagocitosi).

La fagocitosi, proprietd potenziale di tutte le cellule, & andata
perfezionandosi con lo sviluppo e la evoluzione cosl da essere dele-
gata negli organismi superiori ad elementi cellulari altamente spe-
cializzati: i polimorfonucleati neutrofili (microfagi), e le cellule di
derivazione dal S.R.I. in senso lato ed i monociti del sangue circolan-
te, questi ultimi- di particolare rilievo secondo le moderne concezioni
(macrofagi). :

La fagocitosi & un atto complesso cui 'elemento deputato adem-
pie sia col captare il materiale da fagocitare, sia col mettere in fun-
zione tufta una setie di attivitd di carattere enzimatico e secretivo.
Rinviando per dettagli ai trattati (Dianzani; Favilli; Covelli e Frati,
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ecc.), schematicamente il processo pud essere distinto nella prima
fase dellinglobamento del materiale a costituire il fagosoma e quin-
di (seconda fase) per fusione di questo col lisosoma a formare il fago-
lisosoma nel suo interno le varie idrolasi acide provvedono alla dige-
stione e demolizione del materiale fagoc1tato

Secondo le piti recenti acquisizioni i granuli dei polimorfonu-
cleati, da considerare lisosomi veri e propri, possono essere distinti
in due tipi: A e B.

I granuli A contengono idrolasi acide, proteasi neutre, mielope-
rossidasi, NADPH ossidasi, proteine bas1che lisozima (1/3 del to-
tale), fagocitina. Derivano dalla faccia-interna delle vescicole di Gol-
gi, sono dotati di una membrana unitaria simile a quella dei granuli
B ma pilt ricca di colesterolo e pilt povera di fosfolipidi.

I granuli B contengono fosfatasi alcalina, proteine basiche, lat-
toferrina, lisozima (2/3 del totale), fagocitina.

Nelle ricerche sull’atgomento & stata rilevata la presenza anche
di granuli C contenenti- idrolasi acide, p-nitrofenilfosfato-fosfatasi,
pilt verosimilmente da attribuire 2i macrofagi. .

Un sistema AMP ciclico-tubulina (quest’ultima costituente fon-
damentale dei microtubuli ¢ dei microfilamenti) favorisce accosta-
mento dei granuli al fagosoma e la loro fusione, mentre colchicina e
citocalasina B tendono a bloccate lo spostamento dei lisosomi e quin-
di la fusione,

Effetto simile avrebbero cortisone, catecolamine, glucagone, pro-
staglandlne in quanto attivanti Vadenilciclasi e quindi il contenuto
in AMP ciclico. Risultati analoghi si otterrebbero bloccando la fo-
sfodiesterasi (caffeina, teofillina).

Alterazioni metaboliche nel settore sarebbero quindi in grado di
incidere negativamente sulla fagocitosi ed agire pertanto come causa
predisponente.

Sembra che la fusione coinvolga, in prima istanza, i granuli B: le
sostanze in essi contenute, tutte ad azione battericida, potrtano a
morte il batterio eventualmente fagocitato. Tl successivo accostamen-
to e la fusione al fagosoma del granulo A, oltre a continuare I’azione
di cui sopra, immette nel fagolisosoma le idrolasi cui & delegata la
digestione del materiale inglobato ed ucciso.

Un importante sistema ad azione battericida & quello della NADPH
ossidasi-mieloperossidasi. Il primo termine del sistemna, attraverso
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un’ossidazione, di luogo alla formazione di H20: che il secondo ter-
mine trasforma in H:0 ed O atomico con elevata funzione ossi-
dante e battericida (per pitt ampi dettagli vedi Dianzani).

Un sistema perossidasico ad azione antimicrobica analoga sareb-
be presente nel centrifugato di omogenati di macrofagi alveolari di
coniglio secondo le ricerche di Paul et al (1973).

Gli AA. riferiscono inoltre che l'attivitd perossidasica osservata
nel macrofago alveolare, differirebbe dalla mieloperossidasi in quan-
to la prima agisce solo quando I'alogeno & lo iodio, mentre la secon-
da agisce sia col cloro che con lo iodio.

Il meccanismo d’azione antimicrobico sarebbe diverso nei due
sistemi perossidasici, quello dei macrofagi alveolari essendo pit si-
mile all’attivitd perossidasica del rafano. Non risultano informazioni
per il bovino,

Le idrolasi lisosomiali sono abbondantemente presenti nei mono-
citi mentre tisultano in piccole quantitd nei macrofagi fissi. In en-
trambi mancano sia le proteine basiche che le proteine neutre.

Sia il movimento di queste cellule che I’attivitd fagocitaria richie-
dono energia che esse traggono consumando le riserve di glicogeno
con glicolisi prevalentemente di tipo anaerobio.

Intimamente legata a questa immunitd naturale espletata dagli
elementi cellulari & la presenza di lisozima e di lattoferrina, tipici
esempi di fattori antimicrobici non specifici e che normalmente non
mi sembra vengono tenuti nella giusta considerazione.

Pur non essendo anticorpi esplicano azioni di rilievo sia attra-
verso un’azione diretta che, come oggi si ammette, potenziando quel-
la anticorpale.

Il lisozima nelle diverse specie sarebbe contenuto non solo nel
secreto lacrimale, nella saliva e nel latte nonché nei tessuti intestina-
le ed alveolare, nei quali verosimilmente potrebbe venir sintetizzato,
ma anche nei monociti e nei macrofagi, essi pure probabilmente ca-
paci di sintesi, mentre i polimorfonucleati lo contertebbero e lo
trasporterebbero senza produrlo. ‘

Si sa che il lisozima & scarsamente contenuto nel latte bovino ri-
spetto a quello umano (Reiter, 1978): ma vi & di pilt. Ricerche di
Padgett e Hirsch (1967) condotte comparativamente sul bovino,
sull’'uomo, sulla pecora, sul cavallo, sul coniglio e sul visone nero
hanno dimostrato la presenza di quantitd variabili di lisozima nel se-
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creto lacrimale di tutte le specie considerate ad eccezione del bovino
nel quale il fattore antibatterico non & stato rinvenuto neanche nella
saliva, negli essudati nasali e nei leucociti peritoneali.

Cionostante, secondo gli AA., i leucociti polimorfonucleati del
bovino hanno proprietid fagocitante e battericida intracellulare verso
lo stafilococco albo, 1a salmonella tifimurium e lo streptococco pioge-
ne. Diverse le conclusioni di Buonaccorsi (1978 vedi per pitt ampi
dettagli) che si esptime petr una carenza del potere battericida del
polimotfonucleato neutrofilo del bovino (scarso contenuto in mielo-
perossidasi, in glucosio 6 fosfatodeidrogenasi, ecc.).

Sempre secondo Padgett e Hirsch nel secreto lacrimale del bovi-
no risulterebbe presente un fattotre antibatterico diverso dal lisozi-
ma: esso & distrutto per riscaldamento a 88° per 10 minuti a pH 3,
& digeribile dalla tripsina o da proteasi batterica, condizioni tutte
che non distruggono il lisozima.

Risulta nel complesso (Reiter, 1978) che, tranne la dimostrazio-
ne di un rilevante aumento del lisozima nel latte mastitico, (Korho-
men, 1973) abbiamo scarse notizie sulla presenza, sintesi e distribu-
zione di tale fattore nel bovino, .

Si tratta di un problema che va certamente indagato per la sua
importanza nel meccanismo patogenetico delle malattie infettive in
genere ¢ di quelle dell’apparato respiratorio in particolare. E qui in-
teressante ricordare Ia segnalazione {vedi Reiter, 1978) di una inca-
pacitd battericida del polimorfonucleato dell'vomo ascritta alla man-
canza di lisozima e di lattoferrina. ‘

Assai scarse le notizie relative alla lattoferrina. La sua azione bat-
teriostatica e battericida si esplica nei confronti di ceppi batterici che
ai fini dello sviluppo hanno esigenza di fetro. Essendo, come la tran-
sfetrina, la molecola non completamente saturata dal ferro, entrambe
esercitano azione batteriostatica sottraendo ’elemento ai batteri.

La proteina ferro-legante & stata isolata dai leucociti e da vari
secreti animali.

Scarse sono le informazioni sul suo conto nel bovino; il latte ne
contiene meno di quello di donna, mentre in discreta quantitd & ri-
scontrabile nel secreto della mammella in asciutta e nel colostro
(Reiter, 1978).
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Un altro argomento su] quale mi sembra opportuno soffetmare
Pattenzione & quello relativo alla immunizzazione passiva neonatale
trasmessa col colostro.

Sebbene si possiedano parecchie informazioni sulla situazione di
copertura, immunitaria dell’animale neonato riferibile all’intestino,
assai pilt scarse sono quelle concernenti 'apparato respiratorio.

Da una recente pubblicazione {Bourne et al., 1978) alla quale si
rimanda per pilt ampi dettagli, risultano talune acquisizioni di par-
ticolare rilievo.

11 colostro contiene pitt IgG che IgA, mentre nel latte si verifica
Popposto; la IgM & relativamente scarsa in entrambi,

In numetose specie di mammiferi la IgA e la IgM risultano pro-
dotte localmente nel tessuto mammario cosi che, in senso immuno-
logico, si pud considerare il colostro come un trasudato del siero ed
il latte come una vera secrezione.

L’aumento progressivo della IgA nel latte di scrofa trova riscon-
tro nel fatto che le plasmacellule producenti IgA, gia presenti 3 set-
timane prima del parto nella ghiandola mammaria, predominano in
tutti 1. momenti della lattazione e tendono ad aumentare numerica-
mente insieme a quelle producenti IgG ed IgM, per raggmngere un
massimo al picco della lattazione.

Ancora di rilievo ["ossetrvazione di Cebra (1977), il quale, in base
anche a precedenti ricerche di altri, sarebbe portato a concludere per
la esistenza nella scrofa di un legame intestino-ghiandola mammaria
ed a formulate lipotesi che cellule IgA-precursore giungano alla
mammella dalle placche di Peyer, dove sarebbero state preventiva-
mente stimolate, migrando «allo stadio linfoblastico» attraverso la
via linfatica e sanguigna. Cost trasferitesi maturerebbero, sintetizze-
rebbero e secernerebbero le IgA.

Nella specie bovina la situazione appare abbastanza diversa.

II sistema immune, rispetto ad altre specie di mammiferi, risulta
relativamente carente di IgA, eccezion fatta per le secrezioni dell’ap-
parato respiratorio nell’adulto dove, ciononostante, le plasmacellule
producenti IgG: risultano pitt numerose di quelle producenti IgA.

Nel colostro e nel latte bovino la pilt gran parte delle immuno-
- globuline & di tipo IgGy; figurano piccole quantita di IgA e di IgM,
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di cui il 509 sarebbe prodotto localmente. A differenza di quanto
si osserva in altre specie di mammiferi la produzione, in sede mam-
maria, di immunoglobuline virtualmente si arresterebbe durante la
lattazione; la gia citata correlazione intestino-mammella esistente nel-
la scrofa in tutti gli stadi di lattazione, agirebbe nel bovino solo
durante la fase di produzione colostrale; la ghiandola mammaria du-
rante la normale lattazione non riceverebbe stimoli dall’intestino.
I comportamento delle plasmacellule nella ghiandola sarebbe
consensuale: presenti durante lultima fase della gestazione e nello
immediato post-partum, scompaiono durante la lattazione.

La elevata concentrazione di IgG: nei liquidi intestinali, nelle
secrezioni dell’apparato respiratorio (almeno nei giovani soggetti),
nonché nel colostro e nel latte lascia supporre che questa immuno-
globulina si sostituisca almeno in parte alla IgA nelle difese locali.

A conferma di cid 12 IgG: del bovino possiederebbe talune pecu-
liari caratteristiche della IgA (via secretoria intracellulare, accumulo
sull’apice delle cellule epiteliali delle cripte ghiandolari dell’intestino,
resistenza all’azione proteolitica). .

- Per quanto concerne I’apparato respiratorio nel giovane vitello
¢ stata dimostrata una via secretoria intracellulare per le IgA ¢ una
distribuzione delle IgA secretorie di origine colostrale alla superficie
della mucosa intestinale. Ciononostante, durante le prime settimane
di vita del bovino, nelle secrezioni dell’apparato respiratorio netta-
mente predominano le IgGi. '

Dalle ricerche di Duncan et al. (1972) il rapporto IgGi/IgA nei
secreti nasali ¢ tracheali del vitello diminuisce costantemente dalla
prima alla sesta settimana di vita ma & ancora molto lontano da quel
rapporto IgA /IgG: di 13:1 che figura nei secreti dell’animale adulto.

Sempre in tema di immunizzazione neonatale sono indubbiamen-
te da ricordare esperimenti che sembrerebbero ammettere la possibi-
lita di trasferire, mediante la poppata, cellule ed immunitd mediata
da cellule nel suino e nei ruminanti. I1 problema & di notevole inte-
resse come argomento di ricerca anche se nelle conclusioni del Semi-
nario sul «Ruolo del colostro in relazione alla immunita ed alla so-
pravvivenza del neonato di ruminante e di suino» (Ann. Rech. Vét,,
9, 177-179, 1978) si raccomanda, per il momento, una certa cautela
nell’accettarne le conclusioni.
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Sempre in relazione all’insorgenza di malattie infettive in genere
e con particolare riferimento all’apparato respiratorio sembra oppor-
tuno tichiamare alcuni aspetti relativi allo stress ed in specie alla
sindrome generale di adattamento (S.G.A.). E evidente come in rela-
zione ad essi possano realizzarsi in serie infinite di fattori condizionan-
ti i processi infettivi. Intendo qui richamate I’attenzione sulle nozio-
ni di resistenza crociata e sul conseguente comportamento della S.G.A.

* La esposizione ad un’azione stressante sistemica provoca modifi-
cazioni caratteristiche nella resistenza, non solo verso lo stimolo
particolare al quale 'organismo & stato esposto, resistenza specifica
ma anche verso altti stimoli, resistenza non specifica o crociate. Di-
fatti pella reazione di contro shock durante {a fase d’allarme entram-
be le resistenze sono aumentate perd quella specifica lo & molto di
pitt di quella crociata. Durante la seconda fase della S.G.A. mentre
la resistenza specifica aumenta fortemente quella crociata diminui-
sce. Nella terza fase della S.G.A. {esaurimento) ‘entrambe le resi-
stenze raggiungono livelli veramente minimi (R, Veilleux, 1963).

 Un tale meccanismo pud certamente avere notevole importanza
nella ptedisposizione all’insorgenza di malattie infettive.

Ancora nel 1959 Locatelli ¢ Quarenghi segnalavano nel bovino
neonato, in analogia con quanto tiscontrato da altri nell’'uomo, la ca-
duta del contenuto di glicogeno nei polimorfonucleati neutrofili da
interpretare come probabile conseguenza di effetti stressanti (parto,
adattamento al nuovo ambiente, ecc.). Abbiamo visto come la fago-
citosi richieda energia e questa venga detivata dal glicogeno cellula-
re. Tra i fattori predisponenti quindi potrebbe esservi una® minore
attivitd difensiva cellulare in relazione anche alla disponibiliti ener-
getica degli alimenti.

Che degli stress si accompagnino al trasporto degli animali & in-
dubbio: che questi possano condizionare tiflessi sulla immunitd na-
turale e su quella umorale & certo, come dimostrano anche le recenti
ricerche di Hartmann et al. {1976) sia negli animali dopo trdsporto
che dopo induzione sperimentale di stress.

In stretta correlazione risultano taluni aspetti di fisiopatologia
da trasporto nel bovino (Agnes et al., 1972, a, b, ¢, d) compendiabili
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in emoconcentrazione, aumento della azotemia, modificazioni delle
attivitd enzimatiche epatospecifiche e muscolo specifiche. '

* Rk

Sul piano delle possibilita del soggetto a ‘produrre anticorpi va
posto in particolare rilievo il grave problema delle micotossicosi. A
parte le alterazioni patologiche indotte a carico di vari organi ed ap-
parati, particolarmente il fegato, che indubbiamente compromettono
la resistenza organica, va tenuta in debita considerazione ’azione de-
pressiva che talune di esse, fusario-tossine in modo particolare (Ba-
glioni, 1977), esercitano sul sistema linfopoietico, determinandovi le-
sioni simili a quelle prodotte da raggi X, neutroni, alchilanti, anti-
biotici tipo puromicina e mitomicina C. Importanza anche maggiore
va forse attribuita alle cosi diffuse infestazioni parassitarie. B noto
infatti che nel corso di talune di queste pud realizzarsi uno stato pilt
o meno grave di depressione immunitaria oggetto di varie teorie in-
terpretative anche se praticamente ignoti sono i meccanismi alla
base di tali depressioni (vedi per dettagli Hudson, 1973).

Quanto precede si riferisce prevalentemente ai meccanismi di-
fensivi che I'apparato respiratorio pud mettere in atto contro l'inse-
diamento e lo sviluppo di agenti infettanti ed & evidente che qual-
siasi riduzione della loro attivitd rappresenta una possibile causa pre-
disponente.

3i tratta pitt di particolari, che di una visione generale del pro-
blema, i quali tuttavia mi sembra abbiano significativa importanza e
non sempre vengano sufficientemente presi in considerazione.

* k%

Volendo chiudere questo breve intervento mi pare forse pii lo-
gico avanzare delle domande piuttosto che esprimere delle conclu-
sioni, La prima che i si pud potre & se sul piano dell’immuniti natu-
rale il bovino possieda le stesse capacitd difensive note per altre spe-
cie.

+ Quali sono le reali capacitd fagocitarie e battericide del polimor-
fonucleato neutrofilo del bovino?
- Il lisozima manca nei polimorfonucleati neutrofili e in gran parte
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delle secrezioni; se qualche cosa di analogabile esista e come funzio-
ni mi sembra ancora oggi da chiarire,

Le S IgA sono scarsissime nel secreto bronchiale dove dominano
nettamente le IgG: almeno fino alla 6 settimana di vita. Vedi caso
le afferioni dell’apparato respiratorio di carattere infettivo incidono
nel vitello in modo particolare tra i 20 ed i.60 giorni di eta.

Per quanto siano state messe in evidenza nel bovino strette ana-
logie fra le IgGi e 1a S IgA, la domanda che ci si pud porre & se essa
IgG: possieda le stesse capacitd di difesa immunitaria locale delle
S IgA. Queste ultime aumentano notevolmente nel secreto dell’ap-
parato respiratorio del bovino adulto nel quale, per quanto mi consta,
la frequenza delle infezioni delle vie respiratorie non & cosi elevata
come nel giovane. Mi sembra questo un argomento che meriti ulte-
riori approfondimenti.

Che il trasporto determini un’azione stressante sistemica mi pare
indubbio. Quale cotrelazione esista tra insorgenza di malattie infet-
tive ‘dell’apparato respiratorio dopo trasporto ed il fenomeno della
resistenza crociata & certamente problema degno di attenzione e .di
ricerca.

Né vanno trascurate per ultimo le possibili azioni immunosopres-
sive che sembrano conseguire all’azione di eventuali micotossine.

E qui mi rifaccio alla immagine che di questo problema ci da
Pier A.C. (1953): di un iceberg di cui noi vediamo solo la minima
parte affiorante alla superficie.
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G. BALLARINI

PROBLEMI DI DIAGNOSI CLINICA NELLE SINDROMI RE-
SPIRATORIE DEI BOVINI IN ALLEVAMENTO INTENSIVO

PreMESSA

La visita clinica & ancor oggi un «cavallo di battaglia» della medi-
cina veterinaria. Scbbene non possa competere con la schiera delle
tecnologie elaborate e costose alle quali ha spianato la strada, non
solo resiste tenacemente al pensionamento, ma sta avendo una «nuo-
va primavera» con la visita clinica della collettivitd (o visita clinica
di massa). La sua forza attuale si fonda anche sul dare ai veterinari
(ed ai proprictari) il senso della continuitd con il passato e la «fidu-
cia» della tradizione. Jdentificata con la affidabilita della diagnosi, la
pratica della visita clinica, con i suoi aspetti «familiari», evoca con-
fidenza e fiducia. Fatto pit: importante, essa fornisce a quei veterina-
1i che sanno praticarla, informazioni attendibili, immediate e di bas-
so costo, che possono eliminare, od almeno ridurre, la necessitd di
complicati, lunghi e costosi tests diagnostici.

E facile per il veterinario moderno (o che vuole a tutti i costi ap-
parire tale) inviare animali morti o loro organi, o campioni di liquidi
biologici prelevati da animali ammalati, ad un laboratorio per esami
diagnostici, invece di esaminare gli animali ammualati (singoli indivi-
dui, € la intera collettivitd) mediante una accurata visita clinica. Tali
esami di laboratorio sono in genere gratuiti, per cui allevatore deve
sopportare un basso costo ed il veterinario si scarica di responsabilita.
Evidentemente, dal momento che un numero sempre minore di vete-
tinari sono addestrati nelle metodologie della clinica dell’individuo,
ma soprattutto della collettivita, la scelta della strada della tecnolo-
gia & per lo meno prudente, se non «necessaria», ma non & detto che
sia la pilt economica per la collettivitd ed il servizio sanitario. Non 2
inoltre possibile espandere un tale tipo di diagnostica a tutti i casi
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ed in tutti gli allevamenti: i costi diverrebbero insostenibili ed il
sovraccarico di lavoro nei laboratori renderebbe impossibile o per lo
meno molto difficile applicare le tecniche di laboratorio nei casi in
cui sono. veramente indispensabili o comunque altamente utili.

Esiste quindi la necessitd della visita clinica come «filtro» del
materiale da inviare ai laboratori, ma soprattutto per costruire un
quadro nel quale interpretare i risultati delle indagini, e sotto que-
sto profilo lo «scarico» delle responsabilita offerto dal laboratorio &
solo parziale, anzi in non pochi casi il veterinatio & caricato della
«nuovax» responsabilitd di interpretate la presenza di un virus da lui
neppure sospettato. Tuttavia alire considerazioni si impongono. Quan-
do il veterinario del XIX e della prima met3 del XX secolo scelse di
effettuare la diagnosi basandosi meno sul resoconto verbale del pro-
prietario sui sintomi della malattia e sul suo decorso, e pilr sui segni
fisici di malattia che in molti casi solo lui era in grado di scoprire
(non avendo quindi paura di «sporcarsi» nel contatto fisico con lani-
male, contatto necessatio ad una accurata visita clinica), il veterina-
rio fu anche costretto a concentrare la propria mente sulla malattia,
e proprio da questa ricerca opportunamente collegata al riscontro
anatomopatologico scaturl la grande rivoluzione della nosografia.
Questa situazione contribui anche a dare al veterinario una giusta
fiducia in sé stesso, ed ebbe una importante conseguenza positiva nel-
la sua evoluzione professionale. La seconda meta del secolo XX vede
invece veterinari che, per raccogliere e valutare le prove della ma-
lattia, sono portati ad avere meno fiducia in sé stessi e pilt negli spe-
cialisti, nei tecnici, nelle «macchine» e tutto questo glustifica anche
un palese stato di disorientamento ed una regressione della stessa
professione veterinaria. Nei riguardi poi delle sindromi morbose del-
le collettivitd animali, le carenze semeiologiche e di diagnosi clinica
hanno emarginato il veterinario dagli allevamenti, perché non pud es-
sere la terapia l'elemento di differenziazione tra I’allevatore ed un
veterinario «senza diagnosix. :

Il veterinario per «riconquistare» la clinica deve oggi acquisire
le necessarie conoscenze di semeiologia e patologia delle collettivita,
essendo questa 'unica strada per artivare ad una soddisfacente no-
sografia delle sindromi di massa. Limitandoci al problema delle sin-
dromi respiratorie dei bovini, & ormai troppo evidente che Iisola-
mento di un virus o la identificazione di un movimento anticorpale
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in una popolazione, assumono precisi significati solo in rapporto ad
una esatta conoscenza dello stato clinico della popolazione e della
eventuale malattia. A questo proposito & tuttavia necessatio sottoli-
neare che diagnosi clinica e diagnosi eziologica, seppure correlate,
non sono sempre e totalmente sovrapponibili, trovando riferimento
su piani diversi. Un ptimo «mito» da sfatare & pertanto quello di
arrivare ad uno schema o ad una «chiave» clinica con la quale dia-
gnosticare le sempre pil numerose infezioni, soprattutto virali, che
singolarmente od in associazione intervengono nella genesi delle sin-
dromi respiratorie dei bovini. Da non trascurare anche che l'appara-
to respiratoiio, come gli altri apparati dell’organismo animale, tende
a rispondere in modo uniforme e stereotipato di fronte ad una grande
varietd di agenti eziologici

In questo ordine di idee si inserisce la presente esposizione, che
per molti aspetti deve essere considerata un «tentativo» ed una «pro-
posta» di una nosografia delle sindromi respiratorie del bovino in al-
levamento intensivo, offerta per un pili ampio confronto con la realtd
della patologia dell’allevamento bovino e le sue incessanti modifica-
zioni.

QUADRI CLINICI RESPIRATORI NELL’ALLEVAMENTO INTENSIVO

Le sindromi respiratorie che dominano negli allevamenti intensi-
sivi dei bovini possono essere considerate da due ben distinti punti
di vista: come malattie del singolo individuo o come espressioni di
una patologia di collettivitd. L’indirizzo di questa esposizione ci fa
ritenere pilt opportuno mettere in evidenza i quadri clinici presenti
nella collettivitd, nei quali inseriremo alcuni cenni sui pilt noti aspet-
ti delle malattie nel singolo individuo.

Bisogna inoltre premettere che lo studio sistematico delle malat-
tie respiratorie del singolo animale & stato condotto soprattutto con
criteri anatomo-clinici ed ezio-patogenetici, dandoci un quadro (#o-
sografia) abbastanza completo e soddisfacente. Ben diversa & invece
la situazione relativa alla patologia di massa, per la quale non dispo-
niamo di parametri di riferimento accettati da tutti e nei quali in-
quadrare le sindromi respiratorie. Significativa diviene cosl la dizione
di molti autori americani, che patlano di Bowine Respiratory Disease
Complex (BRDC), per superare anche le modulazioni delle varie for-
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me morbose in rapporto alle singole condizioni ambientali, tipo di
associazioni eziologiche, ecc.. _

Pur non sottovalutando la grande varietd delle forme morbose e
la loro elevata. caratteristica di modulazione, riteniamo possibile, e
utile da un punto di vista pratico, individuare alcune forme morbose,
anche se nel loro insieme non costituiscono zufa la patologia respi-
ratoria dei giovani bovini, e nella loro qualificazione non si segue
un unico criterio tassonomico.

Nella nostra esposizione considereremo le seguenti forme mor-
bose: ' '

-A) Broncopolmonite da stress {(broncopolmonite da trasporto o
“Shipping Fever).

B) Sindrome influenzale.

C) Rino-tracheite infettiva (IBR).

D) Pneumopatie acute dispneizzanti epizootiche.

E} Broncopoelmonite enzootica.

Non ci soffermeremo invece, dandole per scontate, sulle tecni-
che e metodologie semeiologiche necessarie per individuare e quantiz-
zare le turbe morbose sulle quali porre le diagnosi dirette e differen-
ziali relative alla sindromi respiratorie.

A) Broncopolmonite da stress (broncopolmonite da trasporto =
Shipping Fever)

Pur non entrando in merito al problema di una azione patogena
primitiva della Pasteurellz, & indubbio dover constatare che la pre-
senza di questo batterio di un carattere di notevole gravita alle sin-
dromi respiratorie nelle quali intetviene, tanto da venir spesso quali-
ficate «pasteurellosi». D’altra parte le sindromi respiratorie in cui &
frequente I'azione della Pasteurella sono frequenti negli animali di
recente introduzione negli allevamenti (malattia da trasporto) e per
questo il batterio & di notevole importanza nella patologia degli alle-
vamenti intensivi. Sulla genesi di questa ultima forma morbosa si in-
siste sulla importanza di #re fattori eziologici indispensabili per l'in-
sorgenza della malattia: 1) condizioni di stress da trasporto, vaccina-
zioni, mutamenti nell’alimentazione (svezzamento), fame, sete, am-
biente, clima, ecc.; 2) infezioni delle vie respiratorie da virus (spesso
il virus Parainfluenza 3 o PI 3, ma anche altri); I'infezione pud es-
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sere in atto, ma nella maggior parte dei casi la malattia & clinicamen-
te superata, pur permanendo lesioni tissutali a livello toracico; 3) Pa-
stenrella (la P. haemolytica sembra essere quella piti importante, ma
non pud essere trascurata la P. multocida tipo A). Nei giovani bovini
le infezioni da virus PI 3 sono molto comuni, ma in molti casi #on
sono accompagnate da sviluppo di pasteurellosi. Dall’albero respira-
torio dei bovini sono stati isolati molti altri virus, quali Adenovirus,
Rhinovirus ecc., con azione favorente lo sviluppo di pasteurellosi.
Analogamente per i cosiddetti «fattoti stressanti», sebbene la pasteu-
rellosi si sviluppi di regola in concomitanza di condizioni stressanti,
si pud assistere alla comparsa della malattia anche in assenza di stress.

La malattia inizia con anoressia grave, depressione generale, feb-
bre 40,5° C - 42,0° C) ed una tosse moderata, umida e produttiva,
che & ben differente dalla tosse aspra e non produttiva della IBR. Lo
scolo nasale, sieroso all’inizio, tende a farsi poi mucopurulento ed
ostruisce le narici ed insudicia il musello. Un certo grado di epifora
pud essere considerato normale conseguenza del trasporto, mentre la
stasi del rumine & un segno costante e caratteristico; una eventuale
diarrea non ha invece significato diagnostico preciso. 1’esame fisico
del torace, e soprattutto la sua ascoltazione, non deve essere trascu-
rato; nella fase iniziale, mentre aumenta la frequenza respiratoria e
vi sono fenomeni congestizi, il murmure vescicolare & aspro; dopo
24-36 ore compaiono i rantoli umidi dovuti alla presenza di essudati
nell’albero bronchiale. Se tempestivamente si attua un efficace trat-
tamento, 'essudato si essica e si hanno rantoli secchi, sibilanti e fi-
schianti; se la malattia non & trattata, la dispnea & progressiva e com-
paiono i segni di addensamento broncopneumonico (soffio tubarico,
ecc,) ed eventuali sfregamenti pleurici. .

La prognosi deve essere da riservata a infausta per i vitelli con
grave dispnea, perché cid & indizio di un processo in atto gia da tre-
quattro giorni. Anche in caso di sopravvivenza i soggetti rimangono
improduttivi a causa delle gravi lesioni polmonari residuali.

Una diagnosi differenziale si impone nei riguardi della IBR, e
presenta difficoltd nel singolo animale, molto meno nel caso di forme
enzootiche. I bovini colpiti dalla broncopolmonite da stress appaio-
no pitt depressi e iporessici di quelli affetti da IBR. Quest’ultima si
localizza primariamente nelle vie aeree superiori e non al polmone
vero e proprio; nella IBR non sono di solito presenti rantoli ed altre

.40



manifestazioni sonore auscultabili, se non per conduzione tracheale.
Peraltro, in molti casi di IBR si possono sviluppare polmoniti se-
condarie batteriche, prima della visita clinica. Mancano nella polmo-
nite da stress le frequenti placche nasali pseudomembranose e le con-
giuntivi riscontrabili in non pochi casi di IBR. La risposta della pol-
monite da stress ai trattamenti antibatterici & eccellente, almeno nel-
la fase iniziale, diversamente dalla IBR.

La broncopolmonite ab ingestis si contraddistingue per il rapido
sviluppo di uno stato tossiemico, per la comparsa di un quadro etero-
geneo di rumorositd broncopolmonati e per 'odore putrido dell’aria
espirata.

La diarrea da virus (BVD) pud presentarsi nei giovani bovini al-
l'ingrasso intensivo subito dopo una polmonite da stress; in tal caso
il veterinario pensa a forme cronicizzate che non rispondono al trat-
tamento. D’altra parte nella BVD sono noti quadri polmonari. Ai fini
diagnostici si ricorda che patecchi bovini, in caso BVD, posso-
no presentare erosioni alla mucosa boccale molto utili per un indirizzo
diagnostico. . _ .

Nella fase iniziale sono efficaci sulfamidici ed antibiotici ad op-
portuna posologia e somministrazione per almeno 3 giorni consecu-
tivi, anche se le condizioni sembrano subito migliorare. Sono indi-
spensabili trattamenti individuali agli animali ammalati e spesso &
utile associare un trattamento di massa.

I corticosteroidi possono riuscire utili nei casi con estese lesioni
polmonari instauratesi a causa del ritardo nelliniziare il trattamento.

Non sono disponibili al momento vaccini molto efficaci, e soprat-
tutto di rapida azione contro la Pasteurella. Vaccini ed antigeni mnl-
tipli (PI-3, IBR, BVD e Pasteurells) devono essere usati opportu-
namente, Nella prevenzione conviene fare leva specialmente sul mi-
glioramento delle condizioni di allevamento e sul «precondizionamen- -
to» degli animali, preparandoli gradualmente ai mutamenti di ali-
mentazione ¢ di ambiente, ai trasporti e relative operazioni di carico
e scarico, e ad altre situazioni stressanti.

B) Sindrome influenzale

E una sindrome molto diffusa, ed in molte zone vengono eviden-
ziate lesioni specifiche in circa il 25% dei vitelli di normale macel-
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lazione. Sono colpiti prevalentémente i soggetti dal 1° al 4° mese di
vita ed anche pili giovani, mentre i vitelli di 6 mesi e pil sono assai
pit resistenti, ma possono divenire portatori e diffusori di contagio.

Tra i possibili agenti causali sono segnalati virus (Rbimovirus,
Reovirus, Adenovirus, ma soprattutto il Paramyxovirus parainfluen-
22 3 - P 13), ma anche Chlamidia e micoplasmi, questi ultimi anche
come agenti complicanti. Chlamydia e soprattutto PI-3 sembrano es-
sere perd dominanti. Ad onta della molteplicita degli agenti causali la
sindrome clinica ed anatomopatologica & abbastanza uniforme, pur
esistenzo modulazioni nella epizootologia, entitd e qualita delle compli-
cazioni, quadti clinici, ecc. in rapporto alle condizioni favorenti. Ttra
gli agenti favorenti sono decisivi sopratutto il superaffollamento degli
animali e la ventilazione inadeguata; non sono tuttavia da trascurate la
alimentazione carenza di vitamina A, come pud avvenire con la sommi-
nistrazione di mais senza opportuna integrazione), la razza (pitt grave
la malattia nelle razze da carne costituzionalmente di «tipo digerente»
e non «respiratorio»). L’ambiente (pil grave la malattia negli animali
tenuti sul grigliato, che quando sono ammalati giacciono su superfici
fredde). ' .

Le wmanifestazioni cliniche di malattia iniziano con una tosse aspra
e secca e con scolo nasale mucopurulento, mentre il vitello non ha
ancora perduto la sua naturale vivacitd. La temperatura oscilla sui
39,5° C - 40,5° C, con modesta accelerazione del ritmo respiratorio e
cardiaco. Successivamente I'esame dell’area polmonare mette in luce
un aumento del murmure vescicolare e della intensith dei toni car-
diaci su tutto il terzo antero-ventrale, in relazione all’epatizzazione
e atelettasia del polmone. Nella maggioranza dei casi i soggetti pos-
sono venire a guarigione anche senza alcun particolare trattamento;
possono perd riuscire di vantaggio gli antibiotici a vasto spettro di
azione soprattutto se sia presente Chlamydia. In un certo numero
di soggetti colpiti pud perd svilupparsi una grave broncopolmonite-
da intervento di batteri di irruzione secondaria, una complicazione
che & pit frequente in sfavorevoli condizioni ambientali.

Abbiamo gid accennato alla «modulaziones della sindrome in-
fluenzale in rapporto a condizioni eziologiche, ambientali, razziali,
ecci. Nella recrudescenza delle malattie respiratorie dei vitelli e vitel- -
loni negli allevamenti intensivi dell’alta Italia e da rifetire a sindrome
influenzale, abbiamo potuto mettere in evidenza le seguenti princi-
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pali caratteristiche, almeno nei casi pilt tipici, come quelli che si
riscontrano negli allevamenti di vitelli per la produzione di carne, che
acquistano gruppi di animali di circa una settimana di vita (vitelli
«scolostratis). _

Nella prima settimana dall’arrivo in allevamento i vitelli non pre-
sentano in genere alcun sintomo morboso, se non quelli soliti conse-
guenti allo strapazo del viaggio, stress per il camblamento di ambiente
e di alimentazione, ecc., :

Nella seconda settimana dall’arrivo (prima settimana di malattia),
un numero variabile di vitelli (talvolta solo il 109, pit spesso il
30-60%, a volte anche 1'809%) presentano una malattia caratterizza-
ta da febbre (40-41 gradi centigradi di temperatura rettale), scolo
oculare sieroso, qualche colpo di tosse; l'appetito & in genere conser-
vato o solo diminuito. Quello che colpisce maggiormente & che ad
alte temperature febbrili #on corrispondono gravi sintomi di malat-
tia e l'appetito rimane abbastanze conservato.

Nella terza settimana dall’arrive (seconda settimana di malattia)
in una certa percentuale di vitelli malati compaiono evidenti disturbi
respiratori: tosse, aumento della frequenza respiratoria, (40-50 e piti
atti respiratori al minuto), grave abbattimento del sensorio, scompar-
sa 0 quasi della fame, temperatura rettale in genere elevata (39,5-40
gradi centigradi), ma talvolta anche normale. Alla visita clinica si
pud diagnosticare una broncopolmonite acuta diffusa, talvolta con
complicazioni pleuritiche. Se non si praticano tempestive sommini-
strazioni di antibiotici o chemioterapici, & facile che ’'ammalato ven-
ga a morte in due, al massimo tre giorni, per polmonite acuta; gli
esami di laboratorio & facile che dimostrino la presenza di una Pa-
steurella. Con trattamenti antibiotici & facile impedire la morte degli
ammalati, ma solo una parte guarird, perché una certa percenituale
svilupperd una forma cronica.

Nella quarta settimanag dall’ arrivo (terza settimana d1 malattia) un
numero variabile di animali (2-109% e talvolta anche percentuah mag-
giori) sono da considerare «cronici». Ad intervalli pit o meno rav-
vicinati il vitello non mangia, presenta febbre e recrudescenza. dei
sintomi respiratori (respirazione frequente e difficoltosa, tosse), che
porterebbero a morte 'animale se non si intervenisse con antibiotic,
che tuttavia risolvono solo parzialmente la situazione, perché sono fa-
cili le ricadute: inoltre I'animale non cresce e rimane piccolo e ma-
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gro. Alla visita clinica di tali animali, anche negli intervalli tra un
«attacco» e l'altro, si rilevano fenomeni di broncopolmonite (soprat-
tutto agli apici polmonari) e pleutite. All’esame di tali soggetti «cro-
nici», morti o macellati, si rileva una broncopolmonite, molto spesso
purulenta (ascessi, ecc.) con frequente presenza del corinebatterio pio-
gene.

Solo nella quinta-sesta settimana dall’arrivo dei vitelli la malat-
tia ha concluso il suo ciclo, salvo la presenza di un numero pilt 0 me-
no elevato di «cronici». Durante tutto il corso della malattia (che
dura dalle quattro alle sei settimane) & possibile osservare la morte,
improvvisa o quasi, di qualche soggetto.

Le lesioni che si rilevano nell’animale morto sono di solito loca-
lizzate al cuore . (miocardosi-miocardite, endo-epicardite emorragica,
ecc.) € sono accompagnate da edema polmonare. Tali eventi di solito
si verificano in soggetti anemici e sono quindi pitt frequenti negli
allevamenti di vitelli per la produzione della carne bianca.

Forme acutissime possono manifestarsi in soggetti al di sotto del-
la seconda settimana di vita, e si presentano con grave debolezza mu-
scolare, dispnea intensa e febbre elevata; la morte non si verifica per
complicazioni secondatie, ma ad opera dell’infezione virale primaria.

Quello ora descritto & il ciclo «medio» della malattia in un grup-
po di vitelli e pud ripetersi, pilt o meno regolarmente; in ogni parti-
ta che viene immessa in allevamento. In genere non sono colpiti i vi-
telli che continuano Pallattamento sotto la vacca (come a volte gli
allevatori usano fare per i vitelli che non si abituano alla tettarella
od al secchio).

La sindrome respiratoria ora descritta & causata da infezioni vi-
rali che dapprima decorrono senza complicazioni (prima settimana di
malattia) e successivamente si complicano con infezioni batteriche
(soprattutto da pasteurella e da piogeni, rispettivamente nella secon-
da e terza-quarta settimana di malattia).

L’infezione virale pili frequente & quella da PI. 3, ma possono es-
sere presenti anche infezioni da Rhinovirus, Adenovirus, ecc.

Causa facilitante delle infezioni virali, e che condizionano il par-
ticolare andamento negli allevamenti intensivi di vitelli «scolostrati»,
& la precoce interruzione dell’allattamento normale, ma soprattutto
la riunione in gruppi di vitelli di diversa provenienza. In tale ma-
niera i vitelli senza o con limitata protezione da anticorpi antivirali
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provenienti dalla madre (protezione che comunque viene meno do-
po il termine dell’allattamento naturale) vengono a contatto con vi-
telli portatori di virus: vitelli dello stesso gruppo, o vitelli pii anzia-
ni dell’allevamento in cui entrano, nel quale la malattia si era gid ma-
nifestata. Se linfezione colpisce 1 vitelli ancora protetti dagli anticor-
pi materni, si sviluppa una infezione inapparente e gli animali si im-
' munizzano senza mostrare segni apparenti di malattia, ma se 1'im-
munitd materna & assente o scarsa, la malattia si sviluppa prima in
forma «pura» {prima settimana di malattia), successivamente «com-
plicata» da batteri vari (seconda e terza settimana di malattia). Se
poi gli animali sono in condizioni di carenza (e con anemia) sono
facili le complicazioni cardiache.

Diagnosi differenziale. Oltre a tener presente la IBR, la bronco-
polmonite da stress, la pasteurellosi, occorre ricordare le gia citate
miodegenerazioni localizzate al cuore o al diaframma. In questi casi
manca la febbre ¢ si possono manifestare paresi a carico della musco-
latura scheletrica, L'esame anatomopatologico permette una diagnosi
generica di polmonite virale dei vitelli. Per una diagnosi specifica si
impone la ricerca dei virus e dei batteri in causa.

Il controllo della sindrome influenzale esige ben precise tattiche
e strategie che devono essere stabilite caso per caso e che compren-
dono misute di terapia, ma soprattutto di profilassi.

La ferapia deve limitarsi al controllo delle complicazioni batteri-
che, tramite trattamenti individuali e di massa con antibiotici e che-
mioterapici; particolarmente efficace tisulta nei trattamenti di massa
Passociazione di sulfamidici con antibiotici macrolidici, e nei tratta-
menti individuali antibiotici a vasto spettto e ad alta diffusibilita pa-
renchimale (basso legame farmaco-proteico) ad elevati dosaggi. Gli
antibiotici, eventualmente associati a corticosteroidi, devono essere
somministrati per periodi non inferiori a 3-4 giorni. Se esistono si-
tuazioni di anemia & necessaria la somministrazione di preparati di fet-
ro per via parenterale; in caso di turbe cardiache si potréd ricorrere a
cardiotonici (digitalici). Nelle forme croniche agli antibiotici {a dosi
elevate, ripetiamo) & bene associare farmaci mucolitici.

Ta profilassi dovrebbe essere basata. sulla immunizzazione delle
femmine gravide nei confronti dei virus pit frequenti nel determi-
nismo di sindromi influenzali, ma purtroppo cid non & sempre pos-
sibile. In modo analogo bisognerebbe far si che ogni vitello ricevesse
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il colostro abbondantemente e precocemente (nelle prime 24 ore, al
massimo 36 ore di vita). Se si tratta di nati da primipare bisognereb-
be fornire loro il colostro (previamente raccolto e surgelato) preleva-
to da vacche pluripare e ripetutamente vaccinate, ma anche queste
misure sono al di fuori della pratica applicazione da parte di chi
acquista i vitelli «scolostrati».

Importanti misure profilattiche applicabili negli allevamenti in-
tensivi che acquistano vitelli di una settimana di vita sono le se-
guenti:

— Possibilmente acquistare animali che siano preparati al tra-
sporto («precondizionamento»).

- — Eliminare fattori ambientale favorenti, isolare i giovani vitelli
dai soggetti adulti e comunque pili avanti in etd, ventilazione ade-
guata, temperatura ambiente oscillante da 12,5° C a 18,5° C, grado
igrometrico dell’aria dal 609 al 65%.

— Mettere in opera efficaci programmi vaccinali. ‘
— Se del caso effettuare trattamenti aspecifici: di paraimmunita.

In caso di malattia nell’allevamento bisogna sospendere I'intro-
duzione di nuovi soggetti, almeno per due mesi (e cio¢ fino al termi-
ne de fenomeni clinici). E inoltre opportuno eliminare dall’alleva-
mento gli ammalati cronici, ed & wmolto pericoloso, per ragioni di
«uniformita» unire ai vitelli di recente acquisto i vitelli di precedenti
partite e rimasti «indietro», perché ammalati e quindi portatori e
diffusori di contagio.

C) Rino-tracheite Infettiva (IBR)

E sostenuta da un virus del gruppo Herpes che pud causare varie
sindromi cliniche, compresa vulvovaginite pustolosa (IPV), congiun-
tivite, aborto, sterilith e forme nervose ed enteriche nel giovane vi-
tello. La malattia & largamente diffusa anche in Italia.

Nella forma respiratoria, l'unica che qui considereremo, & costan-
te la presenza di febbre (da 40,5° C a 42,0° C), aumento della fre-
quenza degli atti respiratori, tosse aspra e insistente, congestione
della mucosa delle narici con frequente comparsa di membrane difte-
roidi di colore giallo-biancastro. Uno scolo nasale mucoso filamento-
so pud divenire purulento per compartecipazione batterica; allo svi-
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luppo eventuale di congiuntivite mono o bilaterale si accompagna una

intensa lacrimazione. L’auscultazmne conferma la presenza di tra-
cheite. A livello polmonare vi & solo un rinforzo del murmure vesci-

colare, Questo quadro pud mantenersi invariato per 10 giorni e nel

frattempo la maggior parte dei soggetti viene a guarigione. Nel 10%

circa dei colpiti si suole osservare un netto peggioramento: anores-

sia, fetore dell’aria espirata, dimagramento evidente. La tosse persiste

e possono venire espulsi brandelli necrotici di origine tracheale. Una

polmonite secondaria & una complicazione frequente; nei casi favo-

revoli la guarigione definitiva richiede 2-3 settimane.

Una diagnosi differenziale si impone con la pasteurellosi, la «difte-
rite» bovina, la diarrea da virus (BVD), la febbre catarrale maligna e
le riniti allergiche. La differenziazione dell'IBR dalla forma «respira-
toria» della BVD non & agevole, a meno che quest’ultima forma sia
accompagnata da erosioni alla mucosa boccale; possono riuscire utili
anche gli esami slerolog1c1 abbinati IBR-BVD. La comparsa di lesio-
ni alla mucosa orale non & descritta nella IBR, mentre vi sono ero-
sioni nella BVD; la febbre continua per circa 5-10 giorni e le pseu-
domembrane nasali della IBR non vengono mai osservate nella BVD.
La bassa morbilita, le lesioni oculari e la elevata mortalitd possono
bastare a differenziare la febbre catarrale maligna dalla IBR. La rinite
allergica in forma grave pud essere accompagnata anch’essa da di-
spnea inspiratoria, ma senza la febbre elevata e persistente e le ri-
percussioni generali della 1BR, la rinite allergica pud inoltre croni-
cizzare, mentre non si conoscono vere e proprie forme croniche della
IBR. .

Le lesioni anatomo-patologiche presentano grande tipicitd agli ef-
fetti diagnostici. L’isolamento del virus pud essere tentato nei casi
acuti dal materiale prelevato con tamponi nasali. Anche gli esami sie-
rologici possono fornire utili indizi sulle componenti virali.

Gli antibiotici non sono in grado di modificare il decorso del-
I'IBR, pur non potendosi escludere il beneficio di una eventuale pre-
venzione delle complicazioni batteriche. L'impiego associato di anti-
biotici, di antistaminici e di corticosteroidi sembra poter diminuire
Pintensitd della febbre. L’IBR non richiede di per sé alcun partico-
lare trattamento, salvo quando compaiono i segni di complicazioni
batteriche. La vaccinazione svolge solo limitati eﬁettl se impiegata
in animali infetti.
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D) Puneumopatie acute dispneizzanti epizootiche

Sindromi dispnoiche dei bovini sono note da tempo, in forma
sporadica, ma anche a carattere enzootico (Fog Fever, Pneumatosi
Linfonodale Cistica e sindromi analoghe) ed epizootico (ad esempio
le sindromi «influenzali» caratterizzate da elevata dispnea associata ad
enfisema polmonare interstiziale e sottocutaneo). In questi ultimi
tempi ha perd assunto un particolare rilievo la infezione da Virus
Respiratorio Sinciziale, che non raramente si correla 2 sindromi re-
spiratorie acute dispneizzanti di tipo epizootico, con elevata mortali-
td e pertanto di notevole interesse pratico, soprattutto negli alleva-
menti intensivi. '

La malattia colpisce di preferenza i giovani bovini.

Nei vitelli vi pud essete la morte quasi improvvisa di animali (ap-
parentemente) sani, che alla necroscopia presentano polmonite ed un
enfisema polmonare (alveolare ed in minor grado interstiziale) di tut-
to il polmone, di gravitd tale da non poter essere ritenuto «vicatian-
te» delle sempre limitate lesioni polmonitiche.

Nei vitelloni la malattia si presenta soprattutto dopo stress ed @
pilt frequente nei periodi autunno-invernali. Nelle forme «classiche»
e ciod al primo arrivo in un allevamento od in una regione, la malat-
tia colpisce dall’80 al 1009% degli animali. I sintomi sono pitt marcati
e caratteristici nei vitelloni di razze da carne, con alimentazioni «spin-
te» e del peso di 250-450 Kg. Alla visita clinica gli animali presenta- -
no tosse limitata ed intensa dispnea (fino ad atteggiamenti di «fame
d’aria»); le lesioni ed i sintomi di rinite e tracheite sono di solito
molto limitati; & invece presente un enfiserna polmonare acuto, sem-
pre di notevole intensitd, che si manifesta attraverso un rilevante
aumento della frequenza respiratoria, respiro di tipo addominale
quasi sempre discordante, spostamento dei limiti polmonari, aumen-
to (limitato) della sonoritd toracica, aumento del murmure vescicolare
con rari rantoli a piccole bolle. Contemporaneamente si rilevano tur-
be cardiocircolatorie: tachicardia e spesso aritmie, polso piccolo. Di
norma non si individuano focolai di polmonite o di broncopolmonite.
La morte avviene di solito per collasso cardiocircolatorio consecutivo
ad insufficienza respiratoria acuta, e questo spiega la sua rapiditd e la
morte «inaspettatas per chi non abbia eseguito una visita clinica com-
pleta, comprendente anche I'apparato cardiocircolatorio. La percen-
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tuale di mortalitd & tra il 10 ed il 20% dell’allevamento, ma negli ani-
mali manifestamente colpiti da malattia in forma grave pud anche
arrivare al 90 e piti per cento. All’'esame necroscopico la lesione pit
evidente & un enfisema polmonare (alveolate ed in minor grado in-
terstiziale} acuto, diffuso a tutto il polmone, ma soprattutto ai lobi
basali. Presenti inoltre segni di stasi circolatoria e degenerazione car-
diaca. Limitati focolai broncopneumonici sono presenti ai lobi medi
e apicali, ma di dimensioni tali da non glusuﬁcare un enfisema «vica-
riante» della intensitd riscontrata.

Da un punto di vista della diagnosi clinica differenziale nella Ri-
notracheite Infettiva (IBR) sono presenti intensi segni di interessa-
mento rinotracheale e le sindromi asfittiche sono dovute soprattutto
a fenomeni di broncorrea; i caratteri della tosse di tipo «tracheale»
e la intensa scialorrea depongono per I'BR. Sindromi acute dispneiz-
zanti di natura allergica {allergeni inalatoti, reazioni da farmaci, ecc.)
sono di agevole individuazione sulla base della anamnesi e del decor-
s0. Un elemento collaterale di un certo interesse sembra infine il fat-
to che i trattamenti con glicocotticoidi non solo non migliorano la
dispnea, ma in non pochi casi la aggravano accelerando la morte de-
gli animali cosi trattati. -

E) Broncopolmonite enzootica

Cercando di giungere ad una classificazione eziologica delle affe-
zioni respiratorie dei bovini, si parla di polmoniti pasteurellari, da
corinebatterio, stafilococciche, di polmoniti influenzali, di polmoniti
virali, ecc. In rapporto alla sede della lesione in ambito polmonare si
usano 1 termini di lobare e lobulare, ma nel vitello in realtd tutte le
polmoniti sono delle broncopolmoniti e di tipo lobulare, e se il pro-
cesso inflammatorio & rapidamente invasivo e colpisce pitt lobuli con-
temporaneamente, la lesione pud assumere i caratteri clinici di una
polmonite lobare. Simili classificazioni non corrispondono pero alle
esigenze cliniche di massa.

Da un punto di vista della clinica di massa, I'esistenza di pit casi
di malattie polmonari, non in rapporto a diretta azione di stress o di
influenza virale (situazioni gid considerate nei precedenti punti) an-
che se spesso esiti o reliquati di tali infezioni, assume un andamento
enzootico, per cui si parla di broncopolmonite enzootica. Nei riguardi
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di tale forma morbosa & molto importante una esatta gualificazione
clinica del singolo soggetto.

D’altra parte questa sindrome {bromcopolmonite enzootica), so-
prattutto nella forma di polmonite proliferativa ed iperplastica (suc-
cessivo punto E2) ha molto spesso una eziologia micoplasmica.

Per questo & utile una classificazione morfologica basata sulle al-
terazioni macro-microscopiche, studiando ciot i caratteri morfologici
della lesione nell’ambito della c.d. broncopolmonite enzootica del vi-
tello, In tale ordine di idee si possono distinguere le seguenti forme:

E 1) broncopolmoniti e polmoniti essudative;
E 2) polmoniti proliferative od iperplastiche;
E 3) forme croniche e complicanze di diversa natura.

E 1) Broncopolmoniti e polmoniti essudative

Si possono distinguere i casi in cul predominano fenomeni in-
fiammatori che interessano i bronchi, i bronchioli e gli alveoli (brow-
copolmonite) oppure linterstizio (polmonite interstiziale). Lessuda-
to pud presentarsi catarrale nelle fasi iniziali, ma successivamente di-
viene purulento con formazione di ascessi: in questi casi il processo
inflammatorio & solitamente sostenuto dal Corymebacterium pyoge-
nes. L'essudato pud invece avere, almeno nelle fasi iniziali, un carat-
tere fibrinoso, ed in questi casi & stata molto spesso isolata la Pa-
steurella {nei casi di pasteurellosi ’essudato fibrinoso invade anche
i setti interlobulari e la supetficie polmonare assume un aspetto
marmorizzato). . ‘ :

Da un punto di vista clinico la broncopolmonite essudativa ha
in genere un decorso acuto con temperatura febbrile, anoressia e gra-
ve abbattimento del sensorio, che ricalca il quadro gia illustrato per
la broncopolmonite da stress. Lipetermia febbrile ha una fase iniziale
breve, a 41°-42°, che pud anche passare inossetvata; scende poi a
39,4°39,6°, con intensa dispnea discordante, rantoli crepitanti a gros-
se, medie e piccole bolle e talora anche fischi e sibili.

La tosse compare in genere a malattia gid conclamata. Le localiz-
zazioni polmonari vere e proprie sono prevalenti in sede apicale (lobi
anteriori e ventrali) e sono facilmente evidenziabili con la percussio-
ne e 'ascoltazione del torace: zone di ottusitd e soffio tubario {(ben
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percepibile appoggiando 'orecchio sulla regione della spalla, anche
senza spostare in avanti gli arti anterioti). Possono coesistere lesioni
pleuriche e pericardiche a carattere fibrinoso. I processo inflammato-
rio si instaura in genere molto rapidamente e la sintomatologia & pre-
coce, caratteristica e ben evidente, specie all’ascoltazione, tanto che
spesso hon si riescono a petcepire i toni cardiaci, coperti come sono
dai rumori respiratori. Senza una terapia e talvolta malgrado essa,
Panimale viene a morte.

Nella polmonite essudativa il processo infiammatorio interessa
in maniera preponderante i setti interlobulari con alterazioni all’in-
terstizio alveolare, aree peribronchiali e perivascolari, tessuto settale
interlobulare.

Clinicamente questa forma & pilt grave della precedente e la morte
pud sopraggiungere in 48 ore per tossiemia, prima che si instauri
grave dispnea. La palpazione del torace consente di frequente il ri-
scontro di una dolorabilitd locale; alla percussione si riscontra talvol-
ta soltanto un’iperfonesi diffusa; alla ascoltazione di norma si ode un
murmute vescicolare rinforzato o zone di ipofonesi e soffio tubario
indeterminato specie nelle regioni apicali. Questa forma ha una ori-
gine ematogena piuttosto che aerogena, e per questo si associano
spesso- fenomeni diarroici e le alterazioni polmonari necroscopiche
possono vatiare da piccole lesioni dimostrabili solo microscopicamen-
te a polmoniti di dimensioni lobari. '

E 2) Polmoniti proliferative o iperplastiche

Con le denominazioni di polmoniti proliferative o iperplastiche si
indicano le lesioni nelle quali vi & un «blocco» del normale scambio
di ossigeno e di anidride carbonica mediante due diverse modalita:

a) Depitelizzazione degli alveoli ed un sottile strato di cellule cu-
boidali riveste le pareti degli alveoli, nonché i dotti alveolari e bron-
chioli terminali («epithelializing preumonian);

b) la comparsa di «manicotti» di tessuto linfoide attorno ai bron-
chi e ai bronchioli («cuffing preumonian). :

Nella eziologia dell’ «epithelializing prneumonia» si distinguono
quattro sottotipi: il primo caratterizzato da cellule giganti e da in-
clusioni citoplasmatiche («iriclusion body puewmoniar) & stato posto
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in correlazione con una eziologia virale, in particolare con una infe-
zione da virus para-influenzale tipo 3, con malattia ad andamento
acuto e morte in 48 ore con rapido aumento della frequenza respi-
ratoria; il-'secondo sottotipo, con diffusa epitelizzazione alveolare,
presenta analogia con le-broncopolmoniti parassitarie da’ Dictyocau-
lus viviparus; nel terzo la epitelizzazione alveolate & limitata alla par-
te del Jobulo a diretto contatto con il bronco o con il bronchiolo e si
pensa che tali lesioni originino da traumi bronchiali, come ad esem-
pio avviene nelle bronchiti parassitarie; nel quarto si osserva diffu-
sa fibrosi interalveolare. :

La «cuffing pneumoniar & stata trasmessa in serie nei vitelli me-
diante sospensione di polmone e di linfonodi mediastinici e presen-
ta chiare analogie con la polmonite enzootica dei suini, e si pensa ad
una significativa importanza eziologica dei PPLO o micoplasmi, L’iper-
plasia linfoide viene di solito interpretata come una reazione immunita-
ria, € quanto piti persiste nel tempo una determinata stimolazione
antigene, tanto pill estesa e matcata & Iiperplasia. In relazione al
lento andamenio dell'infezione da micoplasmi, essa pud essere con-
siderata un frequente aspetto finale della malattia, perd non esclu-
sivo né specifico, potendosi riscontrarla in altre infezioni.

La sintomatologia clinica delle due forme (epithelializing e cuffing
preumonia) & abbastanza simile e deriva dall’ostacolo allo scambio
gassoso meccanicamente provocato dalla epitelizzazione delle pareti-
alveolari o dalla compressione esercitata dai manicotti di tessuto lin-
foide che, diminuendo il lume dei bronchi e dei bronchioli, limita
P'ingresso dell’aria sino ad impeditlo completamente, ‘con conse-
guente collasso bronchiale e-alveolare,

Da un punto di vista clinico la malattia, anche se I'interessamento
polmonare & diffuso, non modifica I'appetito ‘dell’animale ed il sen-
sorio non & particolarmente compromesso. Modico & inoltre il rialzo
febbrile: Il quadro clinico & invece dominato da un rapido ed elevato
aumento della frequenza respiratoria, che sale a 40-60-70-80 e talora
oltre 100 atti respiratori al minuto. Il respiro inizialmente solo fre-
quente, celere e superficiale, diventa poi nettamente dispnoico e I'ani-
male presenta arti anteriori divaricati, testa estesa sul collo, bocca
aperta, lingua procidente {«fame d’aria»). La tosse, quando presente, &
secca e stentata.

Alla percussione si tileva una diffusa iperfonesi e spostamento
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dei limiti polmonari. All’ascoltazione il murmure vescicolare & aspro
in fase inspiratoria ed espiratoria; quando la frequenza respiratoria
supera i 70-80 ati respiratori al minuto & udibile un crepitio enfise-
matoso, dovuto alla rottura di piccoli bronchioli in vicinanza della
superﬁc1e polmonare. Solitamente non si odono rantoli, a meno che
non sopravvenga una insufficienza cardiaca (edema polmonare), nel
qual caso si percepiscono nei settori toracici inferiori. Questo aspetto
sintomatologico attira I’attenzione e giustifica la denominazione di
broncopolmoniti «atipiche»: infatti in questi casi non si edono i tipi-
ci rumorti respiratori delle polmoniti e broncopelmoniti e la diagnosi
di polmonite deve essere posta in loro completa assenza, ma consi-
derando i caratteri disfunzionali del respiro.

Il decorso pud essere acuto e subacuto; nel primo caso (frequen—
te nella polmonite epitelizzante) dominano la dispnea e l'enfisema
polmonare e i soggetti colpiti possono venire rapldamente a morte;
nel secondo caso {(«cuffing preumonia») la malattia si instaura lenta-
mente e solo nel giro di due-tre settimane si hanno elevati gradi di
tachipnea.

E 3) Broucopolmoniti croniche e complicazioni broncopolmonari

Le broncopolmoniti croniche non sono rare e conseguono in ge-
nere alle forme acute, specialmente alle polmoniti proliferative («cuf-
fing puneumonia»). Le lesioni che le caratterizzano sono, oltre ai re-
liquati delle polmoniti. primarie, le broncoectasie e gli ascessi.

‘Clinicamente si.nota un graduale deperimento con colpi isolati
di tosse, ma persistenti La febbre manca o & contenuta in limiti
modesti. Non vi & di solito tachipnea e tanto meno dispnea; il respi-
to & perd aumentato di frequenza e spesso si osservano dicrotismo
espiratorio, discordanza e contraccolpo. All'esame semeiologico del
torace si rilevano lesioni polmonari, per lo piti circoscritte al lobo
anteriore o alla parte anteriore dei lobi diaframmatici, ed i reperti
plessimetrici e ascoltatori sono scarsi e si limitano spesso ad una
asprezza 1nsp1rator1a e a rati rantoli e sibili, udibili nella grande
maggioranza dei casi soltanto a seguito di inspirazioni forzate, che
provoeano pure accessi di tosse. Non sono infrequenti fenomeni di
riacutizzazione con sintomatologia acuta.

Le complicanze pil frequentemente osservate sono linsufficienza
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cardiaca, I'enfisema polmonare e ’edema polmonare (alveolare, in-
terstiziale, con formazione di membrane ialine).

La terapia della broncopolmonite enzootica & individuale e di
massa, e dovrd essere compiuta in base ai principi noti.

CoNCLUSIONI

Nella nostra esposizione abbiamo illustrato cinque entitd nosolo-
giche clinicamente individuabili nell’ambito delle sindromi respirato-
rie- di allevamento dei bovini. La loro individuazione non & conse-
guente a criteri uniformi (eziologici, epizoologici, semeiologici, ana-
tomopatologici, ecc.) come sarebbe auspicabile o come piacercbbe ad
una mentalitd «ordinata». Purtroppo lattuale stato delle nostre co-
noscenze non permette di proporre una nosografia migliore, a meno
di non accettare il gid citato «Complesso Respiratorio» che con la
sua genericitd non scontenta nessuno, ma contemporaneamente & di
limitatissima utilith pratica, anche come sistema di riferimento per
una interpretazione dei risultati di indagini di laboratorioc. .

Nella nostra proposta - ci sia concessa una «difesa di ufficio» —
abbiamo cercato di essere aderenti alla realti (molto pitt complessa
di quello che forse non pensiamo) e soprattutto di mettere in eviden-
za, per ogni forma morbosa, i fattori eziopatogenetici di maggiore
importanza, non necessariamente infettivistici (e da qui la «difformi-
ta classificativa»), sui quali indirizzare la terapia e soprattutto la pro-
filassi. In questo orientamento riteniamo che la attivitd del veterina-
rio pratico sard il miglior banco di prova che potrd non solo confer-
mare, ma soprattutto migliorare lo schema nosografico proposto.
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F. VALENZA e F. GUARDA

RECENTI ACQUISIZIONI SULL’ANATOMIA PATOLOGICA
DELLE PRINCIPALT MALATTIE RESPIRATORIE DEL BO-
VINO '

Non & certo privo di difficolta il tentativo di inquadrare da un
punto di vista anatomo-patologico le malattie respiratorie degli ani-
mali ed in particolare dei bovini. Cid & dovuto a diversi fattori:

1) Il processo pneumonico nei suoi’ momenti evolutivi non pte-
senta caratteristiche tali da permettere di risalire all’agente eziolo-
gico che I'ha provocato. Infatti la reazione polmonare di fronte ad
agenti patogeni di origine biologica o chimica & piuttosto uniforme.
Fondamentalmente si possono distinguere morfologicamente tre tipi
di lesione: a) polmonite o alveolite; b) broncopolmonite; ¢) polmonite
interstiziale, a seconda della localizzazione iniziale dell’alterazione.

Purtroppo in un tempo molto breve dall’inizio del processo, per
le connessioni anatomo funzionali del polmone, le strutture limitrofe
a quelle primitivamente colpite sono pure coinvolte, per cui gli alveo-
1i, 1 bronchioli, i bronchi di calibro diverso e l'interstizio possono
essere compartecipi allo stesso fenomeno reattivo.

Un’altra difficoltd diagnostica & costituita: dalla frequente compli-
cazione battetica secondaria che altera ulteriormente con lesioni di
natara prevalentemente purulenta il quadro morfologico primitivo.

2) Gli agenti patogeni polmonari sono molto numerosi e com-
prendono i patogeni biologici quali virus, batteri (compresi micopla-
smi e clamidie) protozoi, miceti, metazoi, oltre ad agenti di natura
chimica o fisica. '

3) Non sempre 1’agente isolato dal polmone leso & la causa della al-
terazione poiché pud essere intervenuto secondariamente oppure anco-
ta pud essere soltanto una concausa. Spesso infatti assume un ruolo de-
cisivo per I'insorgenza della malattia polmonare lintervento di diver-
si fattori stressanti di vario genere quali per esempio trasporti, so-
vraffollamento, cambio di alimentazione, di temperatura ecc.
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Per questi motivi sono particolarmente difficoltose le cotrelazio-
ni anatomo-patologiche ed eziologiche, salvo alcuni casi nei quali si
riscontrano elementi caratteristici, quali i corpi inclusi in alcune ma-
lattic virali oppure si osserva lo stesso agente eziologico, come nelle
micosi e nelle malattie da protozoi.

Pertanto per la diagnosi delle malattie respiratorie & sempre pii
importante e necessario lo studio multidisciplinare e la correlazione
di specialisti delle diverse discipline quali I'immunologo, il vitologo,
il batteriologo, il clinico, 'epidemiologo. L’anatomo-patologo costi-
tuisce pure un anello importante della catena diagnostica che, pur
con. i suoi limiti, deve sfruttare tutti gli elementi morfologici a sua
disposizione, sia macroscopici, sia istopatologici, sia al microscopio
elettronico, al fine di portare un contributo al probléma diagnostico.

Tra le varie classificazioni delle malattie respiratorie del bovino
ci ¢ sembrato che quella eziologica rispondesse meglio alla realt, no-
nostante tutte le incertezze delle nostre conoscenze in proposito, e
fosse la piti idonea per un tentativo diagnostico, correlando i dati
morfologici osservati e gli agenti identificati. ‘

La nostra trattazione, ricavata in base ai diversi lavori degli AA.
che si sono occupati di tali problemi ed integrata con le nostre espe-
rienze personali, prende quindi in considerazione le malattie respi-
ratorie del bovino: provocate principalmente da virus e batteri, che
in questi ultimi anni hanno assunto un ruolo predominante soprat-
tutto negli allevamenti intensivi, quelle provocate da miceti, da mi-
cotossicosi e quelle causate da fattori chimici alimentari. Questi ulti-
mi gruppi, anche se non ancora melto frequenti nei nostri alleva-
menti, costituiscono un potenziale pericolo in un prossimo futuro e
devono essere distinti dai primi in base ad elementi diagnostici diffe-
renziali. :

Innanzitutto perd & necessario rilevare come gia durante la vita
fetale il polmone possa essere sede di lesioni, anche se non esplica
ancora le sue attivitd fisiologiche. Questo fenomeno assume una no-
tevole importanza epidemiologica in quanto per es. i vitelli che nasco-
no vivi e vitali, ma con infezione congenita, sono immunologicamente
depressi e maggiormente predisposti ad una nuova eventuale infezione
nel periodo perinatale € possono costituire focolai di diffusione di nuo-
ve infezioni. o ‘ R

Non & da sottovalutare poi il fatto che le eventuali lesioni pre-
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senti’ nel polmone alla nascita, possono in teoria regredire oppure
evolvere ed aggravarsi provocando la morte del soggetto in breve
tempo. ‘

La patogenesi di queste lesioni polmonari fetali pud essere molto
varia, ed essere |’espressione di una infezione sistemica come nella
Parainfluenza 3 e nella salmonellosi oppure ancora per Iinalazione
attiva del liquido amniotico contenente germi ¢ meconio probabil-
mente in associazione ad ipossia fetale. |

Nei feti bovini abortiti non & raro infatti rilevare lesioni polmonari
(tig. 1) che in base alla nostra esperienza e ad una revisione della lette-
ratura in’ proposito possono essere sintetizzate nello schema seguente:

PATOLOGIA POLMONARE FETALE

Agente caugale Lesioni
Virus IBR (Rinotracheite Infertiva) Polmonite interstiziale e fHbrinosa; e-
: morragie sottopleuriche, piccoli focolai
di nectosi. .

Virus BVD (Diarrea Virale - Malartia  Iperplasia linforericolare, focolai di ne-
delle Muacose) crosi; nei feti di et inferiore a 150
giorni bronchiolite necrorizzante,

Virus PI 3 {Parzinfluenza 3) * Iperplasia  linforeticolare, polmonite
’ intersiiziale.
Citomegalovirus Iperplasia dell’epitelio alvealare con

) corpi inclusi intranuclear,
Clamidia . Polmonite interssiziale acuia; alveo-
lite; emorragie.

Brucella - Palmonite e bronchite catarrale puru-
lenta; emorragie sottopleuriche; pleu-
rite siero-fibrinosa.

Corynebactevium pyogenes Bronco-polmenite purulenta,

Haemophilus somnus Polmonite fibrinosa a focolaio; trom.
bi fibrinoidi nei capillaci aiveolari;
emorragie.

Neisseria ovis Lieve iperplasia linfo-reticolare peri-
bronchiale.

Streptococchi Polmonite fibrinose ed interstiziale.

Bacillus ceveus Focolai di broncopolmonite, pleurite

fibrinosa, polmenite interstiziale.

Miceti (Aspergillus, Mucor) Bronchite e polmonite interstiziale o
. broncopolmonite puralenta; presenza
i di asteroidi o efub colony,
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1)} Virus

La polmonite ad eziologia virale nei bovini, intesa nella sua ge-
neralitd, & una sindrome altamente infettiva e contagiosa di non
estrema gravitd, almeno inizialmente, che perd spesso viene compli-
cata e di molto aggravata da germi di irruzione secondaria. Gli
agenti‘virali che possono provocare lesioni polmonari sono moltepli-
ci e tra i piti patogeni per I'apparato respiratotio del bovmo anno-
veriamo:

Parainfluenza 3 (PI 3}

Rinotracheite Infettiva (IBR)

Adenovirus (sierotipi diversi)

Respiratorio Sinciziale (BRS)

Reovirus

Rhinovirus :

Per la loro epidemiologia ed insorgenza assumono particolare im-
portanza i fattori stressanti predisponenti.

Passiamo ora a descrivere a grandi linee le. alterazioni anato-
mo-istopatologiche dei singoli patogeni. ‘

Pczminﬂuenzq 3 (PI 3)

. E un’infezione sostenuta da Myxovitus parainfluenzae 3 alla qua-
le si associano numerose specie batteriche quali Pasteurella multoci-
da, Bordetella spp., Corynebacterium pyogenes, Spherophorus spp.,
Micoplasmi ecc. '

Macroscopicamente sono evidenti ampie aree di atelettasia agli
apici polmonari con estesi focolai di epatizzazione rossa lobulari par-
ticolarmente frequenti nei lob1 anteriori e nella potzione ventrale dei
lobi diaframmatici.

‘Nel contesto della flogosi da PI 3 si osserva una polmonite inter-
stiziale e nella forma sperimentale si & notata una reazione prevalen-
temente proliferativa che colpisce V'epitelio bronchiolare ed alveolare.

L’epitelio bronchiolare prolifera e si formano sincizi di cellule
giganti sulla linea di rivestimento bronchiolare dovuti alla fusione
di cellule epiteliali a volte accompagnata da fenomeni di desquama-
zione e necrosi.

A livello alveolare & possibile reperire un fluido proteico conte-
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nente prevalentemente elementi mononucleati ¢ detriti cellulari. Ri-
producendo sperimentalmente la malattia si & vista una bronchiolite
con focolai degenerativi delle cellule epiteliali bronchiolari associata
a flogosi neutrofilica che si pud estendere agli alveoli che non sono
collassati. o

Anche Yepitelio alveolare va incontro ad una iperplasia (vera epi-
telizzazione) conseguente. a fenomeni degenerativo necrotici, con con-
seguente formazione di sincizi di cellule giganti; un dato quasi co-
stante della PI 3 & la presenza di inclusioni intracitoplasmatiche pre-
valentemente cosinofile che, riproducendo spetimentalmente la ma-
lattia, si & constatato essere presenti a partire dal 5° giorno dallin-
fezione e durare solo 2-3 giorni.

I corpi di inclusione sono anche reperibili nelle cellule degli epi-
teli delle prime vie aeree e nei macrofagi alveolari. :

Sono presenti a volte cellule giganti nei linfonodi bronchiali.

Rinotracheite infettiva (IBR)

Alle forme pit lievi in cui si riscontra macroscopicamente una
iperemia limitata alla mucosa nasale e delle prime vie aeree fa riscon-
tro un grave processo flogistico fibrinoso anche di tipo difteroide nei
primi tratti respiratori e nella trachea. E frequente osservare corpi in-
clusi intranucleari nelle cellule epiteliali dell’apparato respiratotio in
modo particolare a livello tracheo-bronchiale. La diagnosi anatomo-
patologica si basa sulla presenza di pseudomembrane di fibrina e flo-
gosi purulenta a livello laringo-tracheo-bronchiale (fig. 2). Sono fre-
quenti le complicazioni batteriche secondarie al polmone. La lesione
fondamentale a livello bronchiale & data da una flogosi bronco-bron-
chiolare a sfondo necrotico con presenza di essudato che, frammisto
alle cellule desquamate, pud occludere le vie aeree e presenza conse-
guente di essudato nel parenchima. Infine istologicamente nella mu-
cosa nasale & presente una infiltrazione di leucociti nella tonaca pro-
pria e sottomucosa con conseguente necrosi ¢ desquamazione dell’epi-
telio di tale tratto.

Adenovirus

Macroscopicamente si osservano, specie nell’area ilare, zone ros-
so-violacee di collasso associate ad aree enfisematose.
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Istologicamente si pud reperire una lieve tracheite con perdita
delle ciglia ed 1perplas1a epiteliale.

La lamina propria presenta una infiltrazione di mononucleati as-
sociata ad edema che pud anche estendersi all’epitelio. I bronchioli
denotano iperplasia, pseudostratificazione o mancata differenziazione
epiteliale. L’epitelio bronchio-bronchiolare & in preda a flogosi e con-
seguente necrosi delle cellule epiteliali, le quali si conglutinano denu-
dando aree di rivestimento e cadono nel lume dei piccoli bronchi con
conseguente collabimento degli alveoli sottostanti. Attorno™ ai bron-
chioli ed ai vasi sanguigni si possono reperite manicotti di elementi
mononucleati. Un certo accumulo leucocitario associato all’ispessi-
mento reticolare fa protundere la parete degli alveoli collassati.

- Nel lume alveolare & presente un essudato la cui parte figurata &
principalmente rappresentata da linfociti (o plasmacellule).

Anche i linfonodi toracici presentano iperplasia nodulare evi-
dente. Nelle cellule dell’epitelio alveolare e bronchiale sono reperibili
corpi inclusi intranucleari dapptima granulari ed acidofili che in se-
guito a condensazione dei granuli divengono basofili. Tali inclusi si
possono anche trovare nei linfonodi bronchiali, nei macrofagi e nel-
le cellule reticolari dei follicoli reattivi.

Secondo indagini di infezione sperimentale le inclusioni in que-
stione sono pit numerose circa 7 g1orn1 dopo I'infezione e di durata
limitata. :

Reovirus

Si osserva una flogosi parenchimale concomitante a quella inter-
stiziale, Generalmente i setti interalveolari sono sede di una infiam-
mazione con infiltrato linfocitario-plasmacellulare, macrofagi con es-
sudazione fluida siero-fibrinosa ed aumento della componente connet-
tivale fibrosa. Le cellule alveolari epiteliali a volte sono iperplastiche;
nel lume alveolare si possono rinvenire macrofagi, cellule libere e so-
lo raramente neutrofili.

Virus Respiratorio Sinciziale (BRS)

I polmoni degli animali che vengono a motte nella fase acuta
si presentano aumentati di volume e di peso notevole. Frequente-
mente essi collassano e le pleure sono lisce e lucenti. Alla superficie
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di taglio & visibile una varietd di colore dal giallastro al rosso cupo.

Una broncopolmonite catarrale di tipo lobare & tinvenibile nei
lobi apicale e cardiaco. L’interstizio & sede di flogosi associata ad ede-
ma. Focolai di polmonite sono riscontrabili agli apici (fig. 3). Istologica-
mente si ossetva un marcato enfisema polmonare con infilirazione
gelatinosa dell’interstizio. Le pareti alveolari sono infiltrate da ele-
menti mononucleati. E presente una peribronchiolite con metaplasia
squamosa delle cellule della mucosa mentre il lume dei bronchi & par-
zialmente ostruito da neutrofili e da cellule desquamate. Tutto cid ¢
conseguenza ed esito della flogosi catarral-purulenta, necrobiosi e ne-
crost della mucosa. Non & reperto costante, ma a volte & presente pu-
re una infiltrazione della sottomucosa. La parete alveolare appare
iperplastica ed ispessita e costantemente & presente una desquama-
zione delle cellule alveolari. Nel lume alveolare si trovano aggregati
cellulari intimamente tra loro uniti e formazioni di tipo sinciziale
nelle quali sono visibili i rispettivi nuclei cellulari con possibili residui
delle membrane cellulari (fig. 4). A volte i sincizi prendono forma di
cellule giganti con una membrana esterna unica che ingloba molti nuclei
a varia disposizione, Non rari sono gli aggregati uniti «a ponte» alla
parete alveolare mediante sottili filamenti. Nel tessuto interstiziale
si osservano neutrofili immersi in un essudato siero-fibrinoso. I linfo-
nodi bronchiali sono sede di un edema cortico-midollare con ipopla-
sia linfocitario-teticolo-endoteliale. Le cellule giganti sinciziali sono
pitt grandi ed hanno pitt nuclei di quelli presenti nell'infezione da
PI 3. Non si osservano inclusi eosinofili citoplasmatici che sono in-
vece presenti nelle colture cellulari infettate con virus BRS. I sincizi
si osservano generalmente 14-21 giorni dopo I'infezione.

€

Rbhinovirus

In genere le lesioni sono limitate ad una flogosi delle prime vie
aeree di tipo non purulento, a meno di complicanze batteriche. Nel
polmone si osserva enfisema.

2) BaTTERI

In questo gruppo di potenziali agenti responsabili di infezione
respiratoria nel bovino sono anzitutto da annoverare le Clamidie, bat-
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teri parassiti obbligati, le cui dimensioni oscillano fra 300 e 400 nm.
e che sono in grado di determinare la formazione di corpi elementari
nelle cellule infette. L'isolamento di stipiti di Chlamydia & stato
segnalato a partite da numerosi vitelli con malattia respiratoria e,
dopo infezione sperimentale, essi provocano una intensa risposta neu-
trofilica che & contrastante con la reazione virale di tipo prevalente-
mente proliferativo.

Macroscopicamente, i lobi anteriori del polmone possono presen-
tare una epatizzazione rossa associata a tracheo-bronchite con essuda-
to mucoso. Istologicamente si osserva in genere una flogosi bronco-
polmonare essudativa che sembra prendere origine al centro dei bron-
‘chioli respitatori con successiva estensiope centrifuga agli alveoli
confinanti.

Un fenomeno degenerativo-necrotico dell’epitelio bronchiolare,
con conseguente caduta nel lume di cellule morte, pud portare a par-
ziale o totale occlusione del lume stesso.

A livello degli alveoli dobbiamo distinguere: quelli al centro del
processo sono sede di una infiammazione essudativa con neutrofili. Gli
alveoli piti eccentrici sono repleti di liquido infarcito di cellule infiam-
matorie di tipo vatio ma con netta predominanza di mononucleati. Cel-
lule di tipo linfo-reticolare sono a volte presenti formando manicotti
perivascolari e peribronchiali. o

Per quanto riguarda i Micoplasmi, & da ricordare Iisolamento di
almeno 20 specie diverse dall’apparato respiratorio del bovino. Fra
esse, le pilt patogene sembrano rappresentate da Mycoplasma bovis,
Mycoplasma dispar cui si aggiungono alcune specie di Acholeplasna.
Tuttavia, quali agenti d’infezione sono segnalati anche M. arginini,
M. bovirbinis, M. bovigenitalium.

I reperti anatomo-istopatologici nelle polmoniti micoplasmiche
possono essere considerati tra loro sovrapponibili. Le parti del pol-
mone pitt colpite risultano i Jobi anteriori. Istologicamente la lesione
fondamentale & rappresentata da una polmonite tipo «a manicotto»:
i bronchi, specialmente i pitt piccoli, tisultano circondati da accumu-
li linfoidi che possono inguainare il bronchiolo per tutta la lunghez-
za e talvolta questi linfociti si infiltrano pure nella lamina propria.
A livello alveolare accanto ad alcune unitd collassate si possono os-
servare flogosi neutrofiliche con macrofagi, plasmacellule e rare cel-
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lule giganti. E stato inoltre osservato che in genere negli animali pitr
glovam gli aggregati hnfoc1tar1 formano uno strato dlffuso attorno
ai bronchioli.

Per completare il quadro delle affezioni. polmonari da Micoplasmi
bisogna ancora considerare la «pleuropolmonite contagiosas sostenu-
ta da Mycoplasma mycoides, ma a questo riguardo non ¢’ nulla di
nuovo da aggiungere alle lesioni descritte nei classici trattati.

Oltre a Micoplasmi e Clamidie ¢ da segnalare Iesistenza di nu-
merosi altri batteri potenzialmente patogeni per il polmone bovino.
I pit frequenti sono rappresentati da Pasteurells multocida, Pasteu-
rella bemolytica, Corynebacterium pyogenes, Staphylococcus anreus,
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella ecc.

In generale I'estensione ed il tipo delle lesioni polmonan pos-
sono variare notevolmente ma uno dei reperti piti costanti & la pleu-
rite fibrinosa. Secondo espetienze anglo-sassoni si pud affermare, in
base al reperto istologico che le bronco-polmoniti degli animali pitr
giovani, di 2-3 mesi di etd, sono di tipo prevalentemente essudativo,
mentre negli animali pilt vecchi la reazione & di tipo prevalentemente
proliferativo con linfociti. Non infrequentemente si osservano forme
intermedie specie in concomitanza di complicanze quali ascessi, bron-
chiectasie ecc. Inoltre, le pasteurelle sono di importanza notevole nel-
le complicanze di molte forme polmonari virali o multiple quali ad
esempio le febbre da stress e la polmonite enzootica.

3) MiceTI

Tra le polmoniti micotiche certamente la pit frequente & quella
sostenuta da Aspergilins spp. ed in modo particolare da Aspergillus
fumigatus. Soprattutto negli animali giovani prevale la forma di asper-
gillosi acuta e fatale che si differenzia da quelIa dell’'vomeo ed indub-
biamente riflette il grande rischio di esposizione dei giovani soggett1
ad inalare forti dosi di spore da alimento ammuffito.

Si distinguono tre sindromi fondamentali:
1) Aspergillosi benigna sub-clinica: si osserva unicamente nella
bovina lattifera; anatomo patologicamente nel polmone si osservano

focolai grigio-biancastri di 1-1,5 mm. di diametro in numero variabi-
le preferibilmente protundenti sulla superficie pleurica.
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Fig. 1 - Polmone di feto
bovino abortito per bru-
cellosi. Si ossefvano i fo-
colai emorragici sotto-
pleurici ed il notevole
edema interstiziale. Sui
margini del polmone si
osserva il liquido deflui-
to.

Fig. 2 - Polmone di bo-
vino con IBR: a livello
tracheo-bronchiale si os-
serva un abbondante es-
sudato fibrin-purulento.

Fig. 3 - Aspetto macroscopico del polmone di
bovino con polmonite sinciziale: si noti la
flogosi al lobo apicale e medio ed il grave
enfisema,




Fig. 4 - Sezione istologi-
ca del caso precedente
con accentuata flogosi al-
veolare e presenza dei
sincizi.

(E.E., medio ingrand.)

Fig. 5 - Sezione di pol-
mone di vitello di 20 gg.
di etd con numerosi no-
duli biancastri di aspet-
to lardaceo sparsi sul pa-
renchima provocati da
Aspergillus spp.

Fig. 6 - Sezione istologi-
ca dello stesso polmone
della figura precedente.
Si osserva un c.d. aste-
roide attorno ad un’ifa e
nel tessuto polmonare at-
tiguo fenomeni flogistici
che in alcuni punti sono
di natura purulenta.
(E.E., medio ingrand.)



2) Aspergillosi acuta: prevalente nei vitelli, causata da inalazione
di forti dosi di spore. Nel polmone sono presenti focolai di 3-4 mm.
di diametro, biancastri o grigiastri, di aspetto simil lardaceo, asso-
ciati ad una congestione massiva dell’organo. La morte avviene, ge-
neralmente all’improvviso, talvolta entro i 5 giotni dopo la nascita,
mentre la sopravvivenza oltre i 15-25 giorni porta alla cronicizza-
zione delle lesioni. Tale forma potrebbe anche essere di origine con-
genita.

3) Aspergillosi cronica: anatomo patologicamente le forme pos-
sono essere molto varie; prevalgono le bronchiti e le polmoniti con
presenza di grossi focolai granulomatosi giallastri (fig. 5) sino a 2 em.
di diametro.

Istologicamente le lesioni benigne sub-cliniche sono minute e de-
limitate da un vallo clavato eosinofilico a struttura radiale che & de-
nominato «asteroide», all’esterno del quale si osservano cellule epi-
telioidi ed una capsula fibrosa (fig. 6). Tali formazioni sono simili a
quelle osservate nell’actinomicosi ed in altre micosi.

Nella forma acuta le lesioni sono caratterizzate da una intensa
infiammazione focale. Al centro sono presenti ife. La lesione iniziale
& costituita da una intensa reazione granulocitaria negli alveoli. Co-
me il fimgo cresce la reazione acuta rimane periferica e la zona cen-
trale si riempie di cellule mononucleate.

La lesione diventa a poco a poco pilt voluminosa per la confluen-
za di pitt focolai comprimendo le zone polmonari periferiche. L’evo-
luzione pud continuare per molto tempo ed assomigliare all’aspergil-
loma dell'uvomo con formazione di cellule giganti.

Coccidioidomicosi: & una malattia poco frequente nel bovino. Le
lesioni polmonari assomlghano a quelle tbc, pitt o meno confluenti
con o senza suppurazione o calcificazione, sotto forma di noduli che
possono essere circondati da tessuto di granulazione. I linfonodi ri-
sultano ingrossati e contengono pus giallastro. Istologicamente, nel
bovino, le sferule ripiene di endospore sono citcondate generalmente
da strutture radiali a corona somiglianti alle rosette actinomicotiche.:

Farmer’s lung o alveolite allergica estrinseca. E una malattia dell’uo-
mo ben conosciuta nei paesi anglosassoni.. Sono conosciute forme
sovrapponibili nel bovino e nel cavallo. Eziologicamente si tratta di
una risposta allergica iperergica tipo fenomeno di Arthus da parte
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dell’uvomo o dell’animale alla presenza di fieno ammuffito contenente
spore di Micropolyspora faeni. Negli animali & stato dimostrato il
ruolo eziologico che possono avere anche Actinomiceti ed Aspergilli
termofili e mesofili. La malattia nel bovino pud decorrere in forma
- acuta e cronica. :

Macroscopicamente i polmoni degli animali morti nei primi sta-

di di sviluppo si presentano con numetosi. piccoli focolai miliari gial-
lo-grigiastri distribuiti irregolarmente sulla superficie pleurica. Ad
una evoluzione pitt avanzata i lobi anteriori sono maggiormente con-
sistenti e gli alveoli periferici dei lobuli sono dilatati per cui si osser-
va un alone chiaro che circonda una zona centrale iperemico-emorra-
gica di colore rosso scuro. I linfonodi sono ingrossati e di colorito
scuro. :
- Istologicamente si nota infiltrazione flogistica dei setti alveolari
con granulociti eosinofili, linfociti, plasmacellule e cellule interstizia-
li. Negli alveoli & presente essudato fibrinoso, globuli rossi, neutro-
fili, macrofagi e membrane ialine. Inoltre si osservano granulomi epi-
telioidi con cellule giganti da corpo estraneo, bronchiolite obliteran-
te diffusa e infiltrato peribronchiolare. - '

Nel decorso cronico il quadro anatomo patologico dei polmoni &
sovrapponibile a quello descritto precedentemente con carneificazio-
ne e fibrosi. Alla sezione di taglio si nota un cospicuo edema ed
enfisema interstiziale. Anche istopatologicamente si repertano bron-
chite, bronchiolite e bronchiolite obliterante diffuse, flogosi dei setti
interstiziali e granulomi epitelioidi. Prevale perd la fibrosi dei setti
alveolari con iperplasia delle cellule muscolari lisce associata ad ipet-
plasia dell’epitelio alveolare e metaplasia dello stesso. La patogenesi
delle alterazioni interstiziali & documentata nella Tabella 2. ’

Alveolite sclerosante diffusa. Si riscontra nei bovini adulti da,cat-
ne o da latte, soprattutto in autunno ed inverno. L’eziologia risulta
sconosciuta ma & probabile che in alcuni casi sia in rapporto con
Palveolite allergica estrinseca. Anatomo-patologicamente i polmoni
sono eccezionalmente pallidi, bianchi, compatti al taglio per diffusi
fenomeni fibrotici, di peso notevolmente aumentato (6-14 Kg.). La
maggior parte dei lobuli sono bianchi e di consistenza carnosa, quale
espressione di fibrosi, ma uno o pilt lobi possono essere collassati, di
colore gtigio-rossastro, dai quali fuoriesce abbondante essudato. |

I fenomeni di fibrosi intralobulari piuttosto diffusi provocano la
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formazione di spazi irregolari, contenenti aria con conseguente altera-
zione della architettura alveolare. Nella trachea e nei bronchi si os-
serva grande quantitd di muco denso che spesso assume la forma di
tappi mucosi.

Istologicamente negli alveoli vi & un grande accumulo di cellule
mononucleate alcune delle quali assumono la forma di macrofagi ed
altri di pneumociti. La iperplasia dell’epitelio alveolare & altrettanto
frequente; la parete alveolare & tapezzata da cellule cubiche oppure
da cellule cilindriche ciliate mucipare, per cui gli alveoli spesso sono
ripieni di muco. Nella parete dei setti si nota infiltrazione flogistica
con plasmacellule, linfociti e cellule interstiziali oltre ad un forte ispes-
simento per la fibrosi che pud portare alla atrofia degli alveoli.

Tra le lesioni agli altri organi & da ricordare il cuore polmonare.
La diagnosi differenziale tra I’alveolite sclerosante diffusa e la Far-
mer’s lung & molto difficoltosa. Gli autori anglosassoni consigliano di
limitare la diagnosi di alveolite sclerosante diffusa ai casi nei quali le
lesioni polmonari sono molto gravi e diffuse.

Fog fever. Si tratta di una sindrome respiratoria acuta dei bovini
adulti da carne dopo che sono stati spostati su pascoli pili lussurreg-
gianti rispetto a quelli sui quali hanno pascolato in precedenza; & pit
frequente da agosto a novembre. :

Sembra che sia causata dall’assunzione di aminoacidi potenzial—
mente tossici presenti nell’ erba, quali L-triptofano o suoi meta-
boliti quali I’acido indolo-acetico ed il 3, metil-indolo, come & stato
spetimentalmente dimostrato.

Nei casi letali si osservano congestione ed emorragie nella larin-
ge, nella trachea e nei bronchi. In questi ultimi si reperta pure ede-
ma. I lobi anteriori dei polmoni sono di colore rosso cupo, di consi-
stenza gommosa e la superficie di taglio ha un aspetto liscio, lucente
e vitreo, per la presenza di congestione, edema e membrane ialine.

Nell’interstizio si nota un grave enfisema cosi come & rilevante
Pedema polmonare con presenza di liquido giallo gelatinoso soprat-
tutto nella parte ventrale, localizzato nell’interstizio interlobulare e
nel connettivo pemvascolare Istologicamente nell’epitelio tracheo-
bronchiale si repertano leucociti globosi ed eosinofili. Gli alveoli ed
i bronchioli alveolati sono tapezzati da membrane ialine e contengo-
no granulociti neutrofili ed eosinofili, cellule giganti polinucleate e
macrofagi alveolari.
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Ovviamente si dovrebbe accennare ad altre malattie respiratorie
dei bovini quali la tubercolosi ed altre affezioni specifiche, le infestio-
ni parassitarie nei loro molteplici aspetti, le sindromi da corpo estra-
neo ecc., sulle quali non: ci soffermiamo in quanto ben illustrate e do-
cumentate nei classici trattati di anatomia patologica veterinaria.

TABELLA 2
PATOGENESI DELLE AFFEZIONTI POLMONARI ALLERGICHE
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G. CASTRUCCI

L’IMPIEGO DELLE COLTURE CELLULARI NELLA DIAGNO-
SI DELLE INFEZIONI RESPIRATORIE DEL BOVINO AD
EZIOLOGIA VIRALE

1. Introduzione

I 'virus sono parassiti intracellulari obbligati, incapaci pertanto di
sintesi autonome e di replicare in presenza di terreni nutritizi privi
di cellule attivamente metabolizzanti. A motivo di cid la diagnosi
eziologica delle malattie virali costituisce una conquista scientifica di
tempi relativamente recenti che ha coinciso con la messa a punto di
metodiche sempre pitt appropriate per I'ottenimento di substrati col-
turali costituiti da cellule proliferanti in vitro. Prima dell’avvento
delle colture di tessuto notevoli progressi erano gia stati realizzati con
la coltivazione dei virus su uova embrionate di pollo; tuttavia, seb-
bene in un certo numero di casi ancora oggi 'embrione di pollo rap-
presenti il substrato pit idoneo, le colture cellulari detengono ormai
il primato come mezzo d’indagine sui vari aspetti, sia scientifici che
applicativi, riguardanti la scienza virologica.

2. Colture cellulari

I primi tentativi per la coltivazione di cellule iz vitro risalgono
all’inizio del secolo, cid nondimeno le colture cellulari sono entrate
- in una fase di pratica realizzazione solo alcuni decenni pili tardi, con
Pavvento cioé degli antibiotici. Le precauzioni in materia di antisepsi
sono ancora oggi necessatie, tuttavia le contaminazioni sostenute da
eubatteri, micoplasmi, funghi e lieviti, non rappresentano pitt al mo-
mento attuale un ostacolo insormontabile come invece lo era in pas-
sata.

A partire dal 1949, fin da quanto cio& & stata realizzata la colti-
vazione del virus poliomielitico in cellule proliferanti i# vitro con
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conseguente comparsa di alterazioni a carico del substrato di col-
tura, Pelenco degli agenti virali per i quali & possibile la coltivazione
in condizioni analoghe si & accresciuto rapidamente tanto che & stato
possibile addivenire all’isolamento e relativa identificazione di al-
cune centinaia di virus prima sconosciuti.

La scoperta degli adenovirus, dei virus ECHO, come pure dei
coronavirus e rhinovirys & infatti da attribuire all’impiego delle col-
ture cellulari. A quest’ultime sono pure da riferire oltre ai gia citati
progressi in sede diagnostica, quelli relativi alla preparazione di vac-
cini verso numerose condizioni morbose dell'nomo e degli animali,
nonché le recenti acquisizioni in tema di biologia molecolare dei virus
dei vertebrati.

Senza volere entrare nel merito delle varie fasi che hanno cro-
nologicamente caratterizzato la evoluzione delle metodiche di alle-
stimento dei substrati colturali, torna invece oppottuno ricordare,
per gli scopi specifici cui questa breve sintesi si riferisce, che esi-
stono tre principali tipi di colture. Appartengono al primo tipo col-
ture le cui cellule sono in grado di compiere soltanto alcuni cicli
replicativi in vitro prima di esaurirsi (colture primarie); quelle del
secondo tipo sono costituite da cellule in grado di compiere fino a
citca cento cicli di replicazione (stipiti diploidi); il terzo tipo, infine,
& rappresentato da colture il cui potenziale replicativo pud essere
considerato inesauribile (linee cellulari. in coltura continua).

2.1. Colture primarie - Si ottengono da cellule provenienti diret-
tamente dall’organo dell’animale. La coltura risulta costituita da ele-
menti cellulari di vario tipo, in grado di compiere 5-10 cicli repli-
cativi #n vitro. Lo spettro di recettivitd nei confronti degli agenti vi-
rali offerto dalle colture primarie & piuttosto ampio ed il loro im-
piego in sede diagnostica & molto diffuso.

2.2. Stipiti cellulari diploidi - Sono rappresentati da colture di
un solo tipo di cellule, capaci di effettuare un centinaio di cicli re-
plicativi. La caratteristica peculiare di queste cellule & quella di con-
setvare il numero diploide di cromosomi della specie animale di
origine durante tutta la loro permanenza in coltura.

Gli st1p1t1 diploidi trovano un largo impiego nella d1agnos1 delle
malattie da vitus oltre che nel campo della produzione dei vaccini ed
in quello della ricerca di base. Il loro uso & particolarmente indicato
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per la coltivazione di determinati virus il cui genoma & in grado di
esprimersi solo in cellule in cui loriginale stato di differenziazione
non subisce variazioni nel corso dei passaggi in vitro.

2.3. Linee cellulari in coltura continua - Le colture hanno origi-
ne da un solo tipo di cellule capaci di propagare indefinitamente
in vitro. Le linee cellulari generalmente derivano da tumori o da
cellule diploidi «trasformate» e molto spesso non presentano nessu-
na correlazione con gli elementi cellulari da cui hanno preso origine,
a motivo delle numerose mutazioni subite nel corso delle varie fasi
che ne hanno catatterizzato il loro adattamento in coltura continua.
Pitt precisamente, si tratta di cellule che hanno perduto le caratte-
ristiche morfologiche e biochimiche originali, che possedevano cio&
allo stato di cellule differenziate in vivo. Infatti non & possibile ac-
certare -differenze di sorta fra le varie linee cellulari di- provenienza
ectodermica o endodermica, o nell’ambito di linee costituite da ele-
menti cellulari di tipo fibroblastico di origine mesodermica. Le linee
cellulari hanno spesso un numero aneuploide (maggiore o minore del
numero diploide normale) di cromosomi e possono avere caratteri di
malignita.

11 vantaggio offerto dalle linee cellulari in coltura continua ri-
spetto alle colture primarie & costituito dal fatto che esse possono
essere propagate indefinitamente sottoponendo le cellule a passag-
gi seriali ad intervalli regolari di tempo. Le cellule inoltre rimangono
vitali per molti anni se conservate in presenza di dimetil-sulfossido a
— 70° C (CO:z solida) o, meglio ancora a — 196° C (azoto liquido).

3. Scelta del substrato

Per I'isolamento del virus la scelta del substrato cellulare costi-
tuisce un’operazione di capitale importanza. In linea di principio si
ammette che il virus manifesti, nei saggi di coltivazione iz vitro, lo
stesso spettro di ospite-patogenicitd che lo contraddistingue nella
infezione in vivo. Nel caso specifico sard data pertanto la preferenza
a colture di cellule di provenienza bovina. '

. Nei riguardi del tipo di cellule da impiegare, la scelta dovra es-
sere fatta nell’ambito dei tre tipi citati. Fra le linee cellulari in col-
tura continua allestite da organi provenienti dalla specie bovina, tre
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risultano le pit diffuse nei vari laboratori di virologia, e precisamen-
te una, EBTr, derivante da cellule della mucosa tracheale di feto e le
altre due, contraddistinte con le sigle AUBEK e MDBK, allestite da
rene, rispettivamente, di feto bovino e di vitello. Ai fini dell’isola-
mento del virus da materiale patologico, tuttavia le cellule in coltura
continua appaiono le meno indicate allo scopo e cid per due motivi.
In primo luogo, per le ragioni gia indicate, secondo le quali tali cel-
lule avrebbero perduto le proprietd tipiche della specie di origine,
esse presentetebbero uno spettro di sensibilitd alquanto variabile nei
confronti dei vari agenti virali. In secondo luogo, molto frequente-
mente le linee cellulari in genere risultano contaminate da forme «L»
dei batteri e, ancora pitr spesso, da micoplasmi.

Le colture primarie, in quanto costituite da tipi diversi di cellule
differenziate, presentano un ampio spettro di sensibilitd e, special-
mente quelle allestite da organi di feto, come rene, polmone e testi-
colo, che nella specie bovina risulterebbero esenti da anticorpi verso
i vari virus, apparirebbero le piti idonee per essere impiegate nella
diagnosi eziologica delle infezioni virali del bovino. Anche in questo
caso tuttavia & necessario fare alcune riserve. Infatti, I'etd del feto
costituisce un elemento importante nel senso che tanto pit ¢ gio-
vane il soggetto che ha fornito I'organo da coltivare, tanto pit va-
riabile risulterd la sensibilitd della coltura. Allo scopo & consigliabile
utilizzate organi di feti in etd avanzata e comunque non inferiore a 6
mesi: in questa maniera verrebbe notevolmente ridotto il rischio a
cui si & fatto cenno.

Una seconda riserva si riferisce al costante pericolo che la col-
tura primaria sia portatrice di virus allo stato latente. Fra i virus
del bovino che piti comunemente vengono veicolati in dette condi-
zioni sono da ricordare principalmente quello della diarrea virale del
bovino (BVD) ed il virus respiratorio sinciziale (RS). L’inconveniente
non & facilmente superabile ed anzi molto spesso esso crea dei pro-
blemi nella interpretazione dei risultati rendendo poco attendibile o
comungque dubbio esito delle prove eseguite ai fini della diagnosi.

Il substrato ideale per Iisolamento del vitus & indubbiamente co-
stituito dagli stipiti di cellule diploidi, ottenuti da organi fetali di
bovino: ed impiegati intorno al 14° passaggio, quando ciog il loro
adattamento in vitro & da considerate ormai stabilizzato. L’uso delle
colture sard preceduto da adeguati controlli relativi alla eventuale
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presenza di virus allo stato latente e allo. spettro di sensibilita nei
confronti dei diversi agenti virali del bovino.:

4. Accertamento della replicazione del virus in coltura

‘Lo sviluppo dei virus in generale in cellule proliferanti iz wvitro,
pud essere apprezzato mediante diversi procedimenti biochimici che
consentono la visualizzazione, nell’ambito della cellula, delle sintesi
macromolecolari virus-indotte che portano alla formazione dei virio-
ni. Esistono tuttavia dei metodi piti semplici che consentono di ac-
certare la presenza del virus e la cui utilizzazione costituisce una
normale «routine» per l’attivitd diagnostica oltre che a rappresentare
un ausilio di notevole importanza nel campo della ricerca. Tali me-
todi consistono nell’apprezzamento dell’effetto citopatico, nella evi-
denziazione dell’emadsorbimento e nelle prove di intetferenza.

4.1. Effetto citopatico - Diversi agenti virali, ma assolutamente
non tutti, uccidono la cellula in cui replicano, cosicché a carico del
substrato infetto & possibile osservare I’insorgenza di alterazioni che
si manifestano in maniera sempte pitt evidente con il progredire del-
linfezione e con la formazione di nuovi virioni. Tali alterazioni ven-
gono indicate con la espressione generica di «effetto citopatico»
(ECP) mentre al virus responsabile viene attribuito l'aggettivo di
«citopatico» o «citopatogeno». Nella maggioranza dei casi 'ECP &
apprezzabile mediante il semplice esame «a fresco» condotto al mi-
croscopio ottico a piccolo ingrandimento (40-80 x). Un osservatore
esperto & in grado di distinguere i vari tipi di ECP le.cui caratteri-
stiche, riferite ai diversi virus, sono riportate nella Tabella 1.

TABELLA 1 — Effetto citopatico da virus diversi in colture cellulari.

ECP . VIRUS

Picnosi, raggtinzimento e necrosi cellu-  Enterovirus, poxvirus, reovirus, to-
lare gavirus, rhinovirus :
Formazione di .aggregati di cellule ro-  Adenovirus

tondeggianti _ .

Fusione cellulare (sincizi) o Paramyxovirus, virus erpetici
Alterazioni lievi e non ben definite Orthomyxovitus, rhabdovirus, corona-

virus, retrovitus, arenavitus
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Tuttavia, un esame pilt accurato delle alterazioni, per la eviden-
ziazione ciod di particolari significativi, come ad esempio la forma-
zione di inclusi cellulari e di sincizi, esige il fissaggio e la colorazione
delle colture infette. Il fissaggio pitt usato & il liquido. di Bouin men-
tre il metodo di colorazione & quello che prevede I'impiego della ema-
tossilina e dell’eosina.

L’ossetvazione del’ECP costituisce un elemento importante nel-
la diagnosi virologica connessa con lisolamento del virus dall’animale
infetto. Alcuni. virus replicano gia al primo passaggio in coltura e
la comparsa del’ECP & tanto pilt precoce quanto maggiore & la con-

"centrazione dei virioni infettanti contenuti nell’inoculo e soprat-
tutto quanto piti breve & il periodo di latenza del virus in esame.
Infatti, nel caso degli enterovirus e dei virus erpetici, il cui ciclo di
replicazione & caratterizzato da una latenza di breve durata e da una
tesa in vitioni neoformati piuttosto elevata, 'ECP si rende evidente
nel giro di 24-48 ore dall’inoculazione delle colture e la distruzione
del substrato & gia completa in tre giotni. D’altra parte, i citomega-
lovitus, il virus respiratorio sinciziale e gran parte degli adenovirus,
essendo tutti caratterizzati da un lento ciclo di sviluppo, inducono
ECP in un tempo considerevolmente pitt lungo, talvolta computa-
bile in alcune settimane. In questi casi, dovendo protrarre 'osserva-
zione delle colture inoculate per un tempo piuttosto lungo, la va-
lutazione del’ECP diviene problematica, non essendo sempre pos-
sibile differenziare l¢ alterazioni aspecifiche del substrato causate dal-
Petd avanzata della coltura, da eventuali modificazioni virus-indotte.
Per ovviare a tale inconveniente vengono eseguiti passaggi seriali,
cosiddetti «ciechi», del materiale in esame e cid con il duplice scopo,
da un lato, di ottenere un aumento del titolo del virus eventualmente
presente, e dall’altro, di favorire la selezione di varianti del virus pit
facilmente adattabili a sviluppare in vitro.

4.2. Emadsorbimento - Le cellule di coltura, previamente infet-
tate con orthomyxovirus, paramyxovirus o togavirus, con virus cioe
che coinvolgono in maniera pilt o meno significativa la membrana

“della cellula nel corso del processo di maturazione, acquisiscono la
proprietd di adsorbire le emazie. Il fenomeno viene indicato con il
termine di «emadsorbimento» ed & dovuto alla integrazione da parte
della membrana cellulare di proteine vitus-indotte aventi siti speci-
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fici per I'adsorbimento delle emazie.

Questa prerogativa acquisita dalla cellula infetta viene utilizzata
per accertare la presenza di agenti virali non citopatici come pure
per la evidenziazione precoce di un virus citopatico.

4.3. Interferenza - La infezione della cellula con un virus puo
prevenire la replicazione di un secondo virus che suiccessivamente
compete per la stessa cellula. Questo fenomeno, che & conosciuto con
il termine di «interferenza», pud verificarsi secondo meccanismi di-
versi, e precisamente: a. il virus interferente occupa e denatura i
recettori cellulari i quali non sarebbero quindi pitt disponibili per
un secondo virus se quest’ultimo, essendo correlato al primo, neces-
sitasse dello stesso tipo di recettori per I'adsorbimento; b. il virus
interferente utilizza determinati enzimi della cellula, ad esempio la
RNA-polimerasi, privando cosi il secondo virus di un enzima essen-
ziale per la sua replicazione; linterferon, una glicoproteina virus-
indotta, codificata dalla cellula, pud essere considerata un biopro-
dotto della interazione virus-cellula; questo prodotto rappresenta pro-
babilmente il mediatore piti importante dell’interferenza virale. L’in-
terferon infatti, una volta indotto dal primo virus infettante, agisce
nei confronti del virus superinfettante inibendone la replicazione.

11 fenomeno viene utilmente sfruttato nella routine dlagnostlca
per la evidenziazione di virus non citopatici.

5. Particolari aspetti delle alterazioni cellulari virus-indotte

L’evento terminale della interazione fra un virus citopatico ed
una cellula recettiva & di solito rappresentato dalla morte della cel-
lula che, a sua volta, presenta alterazioni spesso abbastanza significa-
tive da un punto di vista diagnostico. Fra le alterazioni pitt comu-
nemente osservate si ricordano quelle derivanti dalla inibizione delle
sintesi macromolecolari, Uefletto citopatico indotto dalle proteine del
virus, lalterato comportamento degli enzimi lisosomiali, la forma-
zione di inclusi cellulari, le modificazioni a carico della membrana
cellulare e gli effetti sulla mitosi.

«5.1. Inibizione delle sintesi macromolecolari - Numerosi virus
citopatici codificano le proteine precoci inibendo di conseguenza la
sintesi di RNA e delle proteine cellulari mentre solo pit tardi in-

78



terferiscono con la sintesi del DNA. Tali effetti inibenti sono pat-
ticolarmente rapidi e drastici nelle infezioni da picornavirus, alcuni
poxvirus e virus erpetici, che notoriamente sono dotati della capacita
di indurre un effetto citopatico molto manifesto e piuttosto precoce.
Gli stessi effetti risultano invece piti lenti e meno accentuati se la in-
fezione & sostenuta da virus scarsamente citopatici, o addirittura nulli
nel caso di virus non citopatici, come i retrovirus, che non distrug-
gono la cellula.

5.2. Effetto citopatico indotto dalle proteine virali - Le proteine
capsidiche del virus, a concentrazioni elevate, risultano spesso tossi-
che per le cellule animali e possono costituire la causa principale del-
PECP.

Il fenomeno consegue all’accumulo delle proteine virus-indotte
in una fase tardiva della replicazione se I'inoculo della coltura &
stato eseguito con un numero ridotto di unita infettanti o, viceversa,
esso pud manifestarsi piuttosto precocemente nel caso di un inoculo
altamente concentrato. L’esempio pitt dimostrativo in merito & for-
nito dagli adenovirus che, a livello di struttura capsidica presentano
due antigeni in grado di indurre ECP. L’uno, antigene pentonico, in-.
duce la formazione -di focolai costituiti da ammassi di elementi ro-
tondeggianti con conseguente distacco delle cellule dal supporto di
coltura; I’altro, antigene delle fibre, inibisce le sintesi macromoleco-
lari della cellula (DNA, RNA e proteine) rendendo quest’ultima re-
sistente alla replicazione degli stessi adenovirus oltre che di altri vi-
rus. Questo tipo di inibizione delle sintesi cellulari, a cui consegue il
blocco dell’attivita replicativa del virus, & un fenomeno nettamente
distinto da quello citato in precedenza (5.1) in cui le proteine pre-
coci, virus-indotte, inibiscono in maniera specifica le sintesi macro-
molecolari della cellula, mentre il ciclo replicativo del virus continua
regolarmente,

5.3. Comportamento degli enzimi lisosomiali - L’attivazione de-
gli enzimi lisosomiali pud costituire, in talune interazioni virus-cel-
lula, uno dei meccanismi piti importanti mediante i quali i virus indu-
cono determinate alterazioni cellulari.

L’attivazione di detti enzimi si verifica, nella cellula infetta, at-
traverso tre fasi; in una fase precoce dell’infezione le membrane del-
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le vescicole lisosomiali divengono pilti permeabili senza tuttavia con-
sentire il passaggio degli- enzimi all’esterno. A questo stadio il feno-
meno ¢& reversibile. Successivamente, aumentando la . permeabilita
della membrana, gli enzimi lisosomiali diffondono nel citoplasma e,
eventualmente, penetrano anche nel nucleo. Come conseguenza la
cellula assume una forma rotondeggiante. La terza fase & contraddi-
stinta dalla generalizzazione del fenomeno con la diffusione degli en-
zimi a tutta la cellula che viene infine distrutta per effetto dell’auto-
lisi indotta dagli stessi enzimi.

Nel caso di virus non citolitici le alterazioni lisosomiali non van-
no oltre la prima fase. Il fenomeno pud essere evidenziato mediante
il trattamento delle cellule infette con rosso neutro. Infatti i lisosomi,
in una fase precoce dell’infezione, assumono pili rosso neutro di
quanto non facciano in condizioni normali, di conseguenza i focolai
d’infezione si manifestano nel substrato sottoforma di placche colo-
rate intensamente .in rosso.

Nel caso di virus citolitici il processo di attivazione raggiunge la
seconda fase. La cellula in queste condizioni non assume affatto il
rosso neutro ed i focolai d’infezione si appalesano con placche in-
colori.

5.4. Inclusi cellulari - L’alterazione pili caratteristica evidenzia-
bile in una cellula sottoposta ad infezione virale & rappresentata dal
cosiddetto «cotpo incluso» o inclusione cellulare, identificabile con
una regione della cellula nella quale risulta alterata la normale affi-
nita tintoriale.

A seconda ‘del virus infettante, I'incluso pud essere singolo o
multiplo, piccolo o grande, rotondeggiante o di forma irregolare, in-
tracitoplasmatico o intranucleare, acidofilo o basofilo. La-loro com-
parsa & in rapporto al progredire dell’infezione e, generalmente, essi
costituiscono le sedi o i «focolai» in cui vengono sintetizzati gli acidi
nucleici virali e relative proteine o dove avvengono i processi di as-
semblaggio dei virioni.

Le inclusioni pitt note sono quelle evidenziabili in sede citopla-
smatica di cellule infettate con poxvirus, paramyxovirus, reovirus e
thabdovitus, e quelle indotte in sede nucleare da parte di virus er-
petici e di adenovirus (Tabella 2).
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Attraverso la immunofluorescenza & stato provato che in molti
casi gli inclusi si identificano con le sedi delle sintesi virali, mentre
in altri, come nel caso degli inclusi nucleari da virus erpetici, essi
costituiscono ’esito finale della replicazione del virus.

TABELLA 2 — Inclusi cellulari.

Sede Affinitd tintoriale Vitus *

Nucleare Basofili Adenovirus
Nucleare Acidofili ** - Herpesvirus
Citoplasmatica Acidofili Paramyxovirus
Reovirus
Rhabdovirus
Poxvirus
_ (Togavirus)
Nucleare e citoplasm. . Acidofili Motbillo
Peste bovina
(Orthomyxovirus)
Cytomegalovirus

i Fra parentesi sono indicati virus la cui capacitd ad indurre la formazione di
inclusi @ in dipendenza del substrato colturale impiegato.
#* QOccasionalmente basofili.

5.5. Modificazioni a carico della membrana cellulare - Tutti i vi-
rus citopatici e molti virus non citopatici inducono alterazioni a ca-
rico della membrana cellulate, rappresentate dalla formazione di
sincizi o dalla comparsa di nuovi antigeni a carico della superﬁcxe

della cellula.

5.5.1. Formazione di sincizi - 1 paramyxovirus, sia attivi che
inattivi mediante trattamento con raggi ultravioletti, possono indur-
re, se inoculati a concentrazioni elevate, la fusione degli elementi
cellulari della coltura causando cosi la formazione di policariociti, o
sincizi, precoci ‘Gli stessi vitus, in condizioni normali di coltura, im-
piegati cio¢ ad inoculi moderatamente concentrati, inducono ugual-
mente la formazione di sincizi, ma il fenomeno si verifica in una
fase avanzata del ciclo di rephcaz1one I sincizi, o cellule giganti,
costituiscono un aspetto peculiare di determinate 1nfe21on1 sostenute
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oltre che dai paramyxovirus in genere, anche da alcuni virus erpetici
(pseudorabbia, Bovin herpesvirus 2, Herpes simplex, ecc.).

5.5.2. Comparsa di nuovi antigeni - Nuovi antigeni, indotti dal
genoma virale, possono comparire a carico della membrana citopla-
smatica della cellula infetta. L’esempio pitt classico & quello fornito
dalle cellule infettate con virus muniti di envelope (es. vitus in-
fluenzale) nelle quali si ossetva la integrazione della agglutinina vi-
rale a livello delle corrispondenti membrane plasmatiche, tanto che
queste assumono la proprietda di adsorbire le emazie. Tali antigeni
virus-indotti costituiscono un bersaglio per I’apparato immunopro-
tettivo dell’organismo: ad essi infatti si legano gli anticorpi citotossici
che con 'ausilio dei linfocti «T» inducono la distruzione della cellula
infetta avviando cosl il processo di guarigione. In altri casi, al con-
tratio, la reazione immunitaria che ne segue costituisce lorigine del-
la malattia che, in seguito a tali fenomeni, si manifesta clinicamente.

La formazione di nuovi antigeni a carico della membrana della
cellula & inoltre osservabile nei casi d’infezioni sostenute da virus
oncogeni che opetano la trasformazione della cellula stessa.

- 5.6. Effetti sulla mitosi - Nelle infezioni latenti sostenute da
vitus non citolitici, la sintesi delle macromolecole come pure la
divisione della cellula di solito non risultano influenzate dalla pre-
senza del virus. Viceversa, nelle infezioni da virus altamente cito-
patici (alcuni picornavirus e i virus erpetici) le sintesi della cellula
vengono bloccate in maniera drastica e ne viene inibita anche la
divisione. Se tuttavia la infezione si verificasse in una fase avan-
zata del ciclo cellulare, comunque troppo tatdi per bloccare la mi-
tosi, allora le sintesi cellulari continuano regolarmente e la repli-
~cazione del virus risulterd ritardata per tutto il tempo di durata
della mitosi. In situazioni intermedie rispetto ai due casi citati, la
mitosi pud procedere in maniera aberrante.

6. .Consideraztoni conclusive
Le informazioni fornite nei capitoli che precedono rappresentano,
seppute in forma piuttosto concisa, le premesse essenziali per la uti- -

lizzazione delle colture di tessuto allo scopo di una diagnosi eziolo-
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gica delle malattie da virus in generale. Facendo ora un riferimento
particolare alle infezioni respiratorie del bovino sostenute da agenti
virali, il compito assume dimensioni pit1 limitate senza tuttavia cam-
biare nella sua essenza e cid per due motivi.

In primo luogo, mentre per alcuni virus, come quello della rino-
tracheite infettiva del bovino, il virus Parainfluenza-3, il virus respi-
ratorio sinciziale e gli adenovirus, & ormai nota la loro patogenicita
per P’apparato respiratorio, per altri, o la loro azione per I’apparato
respiratorio del bovino non risulta del tutto provata o comunque ap-
pare ancora piuttosto dubbia (virus BVD e reovirus). D’altra parte al-
tri virus fino ad ora non considerati agenti di sindromi respiratotie
nel bovino (coronavitus), potrebbero invece esserlo, in considerazio-
ne del fatto che in altre specie animali la loro associazione a malattie -
respiratorie ¢ stata da tempo provata.

Il secondo motivo che non glustlﬁca una trattazione speciale per
i virus «respiratori» del bovino, riposa sul concetto che nel caso spe-
cifico di una diagnosi eziologica di una malattia virale, la scelta del
substrato cellulare deve essere operata in una tale maniera da potsi

. nelle migliori condizioni per addivenire all’isolamento dell’agente vi-

rale eventualmente presente nel materiale patologico e cid, a prescin-
dere dalla famiglia di appartenenza o dal presunto tropismo del virus
per i vari apparati dell’organismo parassitato. :

Cid premesso tutto quanto & stato suggerito a proposito del-
la scelta del substrato cellulare e dei criteri da seguire per I’accer-
tamento del virus & da ritenere vahdo anche per i virus respiratori
del bovino. :

" S’intende che per dimostrare la identitd del virus isolato saran-
no necessarie ulteriori prove tendenti allo studio delle proprietd fi-
sico-chimiche e biologiche del vitus oltre che all’accertamento della
sua struttura antigene. ,
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C.F. FLAMMINI *, E. BOTTARELLI *, G. ALLEGRI *, F. DE SI-
MONE ** e A. CIVARDI **

RICERCA DI ANTIGENI VIRALI MEDIANTE IMMUNOFLUO-
RESCENZA

* Istituto Malattie Infettive, Profilassi e Polizia Veterinaria Universitda di Parma.
** Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e del’Emilia - Brescia.

Premessa

Le infezioni respiratorie del bovino risultano associate a virus
e batteri, i quali possono interagire fra di loro dando luogo a sindro-
mi ad eziologia multipla, caratterizzate dalla comparsa di sintomi e
lesioni anatomo-patologiche che spesso non consentono di formulare
una’ diagnosi precisa €, pertanto, in molti casi, una d1agn081 eziolo-
gica pud essere conseguita solo facendo ricorso agli esami di labora-
torio.

Il metodo classico per la diagnosi delle infezioni virali prevede
lisolamento e Didentificazione dell’agente causale e la dimostrazione
dell’incremento del titolo degli anticorpi specifici. In particolare, per
quanto nguarda Pindividuazione degli agenti virali, il procedimento
ora ricordato & risultato, nella pratica di laboratorio, indaginoso, len-
to e, talvolta, aleatorio, con'la conseguenza che la diagnosi eziologi-
ca delle virosi rimane spesso indeterminata. Tutto cid ha imposto,
da un lato, I’adozione di nuovi parametri diagnostici che prescindono,
almeno in parte, dal rispetto dei postulati di Koch e, dall’altro, I'im-
piego e la messa a punto di métodiche di laboratorio che consentono
la dimostrazione del virus in causa senza far ricorso all’isolamento e
alla successiva identificazione. Queste tecniche, petd, devono posse-
dete alcuni requisiti preliminari. Il primo & rappresentato dalla ap-
plicabilitd presso laboratori non necessariamente provvisti di quelle
complesse strutture che sono tipiche dei centri di virologia. Il se-
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condo riguarda Papplicabilita delle metodiche e degli strumenti di
accertamento diagnostico, espressa come capacita a fornire il minor
numero possibile di responsi «falsi negativi» o «falsi positivi». Il
terzo si riferisce all’esigenza di ottenere il responso diagnostico in
tempi brevi. Il quarto concerne la necessitd di predisporre materiali
e metodiche il pit possibile standardizzate al fine di ottenere risultati
univoci ed oggettivi anche operando in laboratori diversi. .

La tecnica degli anticorpi fluorescenti o immunofluotescenza (IF)
sembra soddisfare alle esigenze ora menzionate (OMS, Memorandum
1977). Questa metodica & stata applicata in numerosi settori della
ricerca biomedica sia per evidenziare e identificare una vasta gamma
di antigeni che per accertare la presenza di anticorpi specifici (Gard-
ner e McQuillin, 1974; Kawamura, 1977). Tuttavia, 'IF ha trovato
pitt ampio impiego nella diagnostica delle infezioni virali, rappresen-
tando uno dei pochi mezzi di laboratorio che consente di localizzare
visibilmente e identificate a livello cellulate non solo particelle virali
presenti in humero modesto, ancor prima che esse provochino effetto
citopatico (ECP), ma anche virus sprovvisti di questa caratteristica,
virus particolarmente labili o difficili da coltivare su monostrato cel-
lulare (Wellemans e coll., 1979).

Principio e metodi dell’immunofluorescenza

Il principio dell’TF consiste nel fissare sull’anticorpo un fluoro-
cromo onde rilevarne la presenza con la microscopia a fluorescenza.
Poiché Panticorpo chimicamente legato ad alcuni reattivi fluorescenti,
generalmente Fluoresceina Isotiocianato (FITC) o Rodamina B (RB
200), conserva inalterata la capacita di combinarsi con I’antigene omo-
logo, la specificitd della reazione antigene-anticorpo consente di evi-
denziare una vasta gamma di antigeni.

Dopo la scoperta di Coons e coll. (1942) e di Coons e Kaplan
(1950), i quali dimostrarono che un anticotpo matcato con fluore-
sceina era capace di evidenziare il corrispondente antigene presente
nei tessuti, sono stati ideati humerosi metodi in grado di evidenziare
antigeni virali direttamente nei materiali organici (feci, secrezioni,
sezionf di organo), sia nei monostrati cellulari inoculati con mate-
riale sospetto. Nella diagnhostica sperimentale vengono utilizzati pit
frequentemente il metodo diretto (IFD) e il metodo indiretto (IFI).
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Nel metodo diretto il fluorocromo viene legato all’anticorpo e
quindi si fissa laddove & presente l'antigene omologo impartendogli
una fluorescenza caratteristica quando il preparato viene illuminato
con luce ultravioletta. La specificitd del metodo & buona ma esso ri-
chiede la disponibilita di numerosi antisieri coniugati con fluorocromo.

Questo inconveniente pud essere evitato coll’IFI, che impiega
un fluorocromo fissato su un anticorpo che viene utilizzato per evi-
denziare non pitl un antigene batterico o virale ma le immunoglobu-
line di una determinata specie animale. In genere, I’anticorpo mar-
cato con fluorocromo si prepara iniettando a un montone immuno-
globuline di coniglio ed esso servird per tutti i sistemi che utilizzano
antisieri di coniglio. Tale metodo rispetto al precedente & 5-10 volte
pitt sensibile, in quanto nel primo stadio della reazione antigene-anti-
corpo non marcato si determina la condizione che consentird a molti
anticorpi fluorescenti di legarsi a un singolo anticorpo combinato con
I’antigene omologo. Cid crea un’area pitt estesa di fluorescenza che
risulterd percid pili intensa e consentira di evidenziare antigeni pre-
senti anche in concentrazione minima.

Prelievo e preparazione dei campioni

Nella diagnostica delle infezioni respiratorie del bovino la scelta
del materiale da esaminare, il momento del prelievo in rapporto alla
evoluzione dell’infezione e la tecnica di preparazione del campione
per losservazione mediante IF rivestono una grande importanza ai
fini dell’attendibilitd dei risultati.

I campioni devono essere prelevati dagli organi sede d’infezione
e debbono contenere un numero elevato di cellule integre. L’eviden-
ziazione di una fluorescenza distribuita in maniera caratteristica al-
Iinterno di esse, a confronto con la completa assenza di aree fluore-
scenti nel materiale di controllo, costituisce il principale criterio per
la formulazione di una diagnosi attendibile, la quale potra essere con-
fermata successivamente dall’isolamento del virus mediante i metodi
classici oppure dai risultati delle prove sierologiche. I frammenti
cellulari o i materiali extra-cellulari, sebbene possano fornire una
fluorescenza specifica per la presenza di antigeni virali, molto spesso
presentano una fluorescenza aspecifica. Quando & possibile, i mate-
riali contenenti cellule infiammatorie, frammenti di cellule o muco-
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polisaccaridi devono essere sottoposti a lavaggi durante il procedi-
mento di preparazione, per allontanare possibili cause di fluorescenza
aspecifica o di interferenza nella reazione antigene-anticorpo.

Le infezioni respiratorie del bovino si associano frequentemente
alla comparsa di secrezioni patologiche nelle prime vie e, talvolta, del
tratto genitale. Questo materiale, ricco di cellule provenienti dai tes-
suti colpiti, pud essere prelevato dall’animale in vita in uno stadio
precoce della malattia ed utilizzato per laccertamento diagnostico.
L’IF su questi campioni fornisce risultati migliori rispetto ai materia-
li prelevati post-mortem da altri organi.

Baskerville e Lloyd (1977) hanno messo a punto una metodica
che consente di prelevare per aspirazione cellule epiteliali e secrezio-
ni dal naso, faringe, tratto genitale e da altre sedi di diverse specie
animali. Questa tecnica applicata nell’ambito della diagnostica delle
infezioni respiratorie del bovino ha consentito di ottenere campioni
ricchi di cellule epiteliali anche quando la secrezione nell’animale era
scarsa, favorendo linterpretazione dei risultati dell’IF. Il materiale
ottenuto sembra possedere i requisiti essenziali perla ricerca dei vi-

~rus Parainfluenza 3 (PI 3), Rinotracheite Infettiva (IBR), Adenovi-

rus (BVA) e Virus Respiratorio Sinciziale (VRS).

In condizioni ottimali i campioni provenienti dalle prime vie del-
P’apparato respiratorio dovrebbero essere esaminati entro 24 ore dal
prelievo oppure conservati a +4° C per evitare che la temperatura
e P’essiccamento possano provocare gravi alterazioni a carico delle cel-
lule. Una volta fissati su vetrino con acetone essi possono essere con-
servati in congelatore indefinitamente.

Nella pratica diagnostica & opportuno conservare sempre una
aliquota di materiale patologico per ulteriori prove diagnostiche vol-
te all’isolamento di vitus eventualmente presenti.

Per i prelievi effettuati post-mortem sono da preferire: le secre-
zioni tracheali e bronchiali ed il polmone. Essi vanno eseguiti entro
poche ore dalla morte o dall’abbattimento dell’animale e il materia-
le, raccolto in recipienti sterili e conservato a +4° C, deve essere in-
viato al pitt presto al laboratorio,

I risultati pit attendibili nella diagnostica delle infezioni respi-
ratorie -si registrano con i campioni prelevati nella fase iniziale del-
I'infezione.

Per quanto riguarda D’allestimento dei preparati esiste in lettera-
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tura una varietd di metodi sufficientemente collaudati, che consento-
no di evitare la comparsa di autofluorescenza e fenomeni di estrazione
e diffusione dell’antigene (Pillot 1972; Gardner e McQuillin, 1974,
Kawamura, 1977).

Reagenti e controlli di specificita

In generale I'IF viene applicata alla diagnosi delle infezioni virali
impiegando reagenti allestiti nei singoli laboratori e solo raramente
prodotti del commercio. Questi non sempre sono reperibili e anche
quando lo sono devono essere preliminarmente controllati per verifi-
carne le possibilitd di utilizzazione nelle singole condizioni sperimen-
tali (Daisy e coll., 1979). L’impossibilita di un regolate approvvigio-
namento di sieti coniugati e standardizzati costituisce ancora oggi il
motivo principale che ostacola la diffusione su larga scala dell’IF nel-
la diagnostica sperimentale.

La qualita degli antisieri destinati a scopo diagnostico riveste
fondamentale importanza proprio nel caso delle infezioni da virus e
si giustificano quindi gli accorgimenti volti ad ottenere il pit1 alto gra-
do di specificitd. Questa pud essere negativamente influenzata dalla
esigenza di coltivare gli antigeni su substrati viventi e dalla stretta
associazione fra i virus ed i corrispondenti substrati colturali. Que-
st’'ultima evenienza rende quasi impossibile Pottenimento di antisieti
che non reagiscano anche con i costituenti antigeni impiegati per la
coltura dei virus.

E inoltre possibile che il substrato cellulare utilizzato contenga
dei contaminanti il cui allontanamento & indispensabile se si vuole che -
essi non inducano la comparsa di anticorpi non desiderati. Qualora
presenti nell’antisiero da coniugare con fluorocromo, essi possono es-
sere allontanati mediante adsorbimento con lo stesso substrato cel-
lulare utilizzato per la preparazione dell’antigene.

E infine da preferire che quest’ultimo’venga sottoposto a proce-
dimenti che ne consentano la purificazione e la concentrazione. A ta-
le scopo si suggerisce l'impiego di una matrice virale costituita da
uno stipite di referenza e provvisto di un alto titolo nei confronti del
substrato prescelto. Tale caratteristica viene generalmente acquisita
attraverso 1’esecuzione di alcuni passaggi in serie sullo stesso substta-
to cellulare che verrd utilizzato per la produzione della matrice vira-
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le. La purificazione, intesa come procedimento volto ad allontana-
re gli antigeni non virionici, si ottiene in genere mediante precipi-
tazione e centrifugazione.

Per la preparazione di antisiero, gli animali di scelta sono costi-
tuiti da coniglio, pecora, capra e cavia che vengono sottoposti a pro-
cedimenti diversi di immunizzazione. In generale, questa ha lo scopo
di determinare un elevato titolo di anticorpi nel piti breve tempo
possibile, in modo di evitare la comparsa di anticorpi verso antigeni
non virionici oppure verso agenti potenzialmente capaci di provocare
infezione spontanea negli animali da esperimento.

L’inoculazione, intradermica o sottocutanea, di antigene virale ad-
dizionato con adiuvante di Freund consente di ottenere antisieri ad
alto titolo. In questi casi il materiale deve essere distribuito in piccole
aliquote ed inoculato in punti diversi poiché, in caso contratio, po-
trebbe determinare la comparsa di infezioni locali prevalentemente
di natura batterica.

11 controllo di specificita dell’antisiero da coniugare viene, in pri-
ma istanza, ottenuto mediante confronto con il siero dello stesso ani-
male (presiero), prelevato prima dell’inizio del processo di immuniz-
zazione. Tale raffronto serve anche a verificare Vesistenza, negli ani-
mali da immunizzare, di anticorpi verso P’antigene che verra succes-
sivamente inoculato e che potrebbero interferite con le reazioni in-
munitatie indotte dallo stesso.

Dall’antisiero ottenuto al termine del procedimento d’immuniz-
zazione prescelto si separa la frazione contenente le IgG, mediante
precipitazione seguita da dialisi, cromatografia, adsorbimento con
polvere d’organo e coniugazione con fluorocromo. Quest’ultima si
ottiene attraverso P’applicazione di metodiche ormai collaudate e 1i-
ferite nei dettagli da Autori diversi (Mengeling e coll., 1963; Torlo-
ne e coll., 1968; Gardner e McQuillin, 1974; Kawamura, 1977).

Dopo coniugazione, esso deve essere titolato, al fine di stabilirne
la diluizione d’uso, e sottoposto a controllo di specificitd. A quest’ul-
timo scopo debbono essere eseguite prove diverse quali il «blocking
tests, Dattivita nei confronti di tessuti e cellule non infetti ecc. Gli
stessi controlli vanno ripetuti anche al momento dell’impiego a sco-
po diagnostico onde rilevare ’eventuale comparsa di false reazioni,
positive o negative. L’evenienza di falsi negativi deve perd ritenersi
relativamente rara e legata alla presenza di una scarsa quantita di an-

89



tigene, ad una impropria consetvazione del materiale in esame, alla
presenza di muco-polisaccaridi che interferiscono sulla reazione anti-
gene-anticorpo (Pillot, 1972).

Gli antisieri coniugati si conservano, senza perdita di titolo, allo
stato liofilo ed a 4°C. In tali condizioni essi sono utilizzabili per oltre
6 anni dalla preparazione. Una volta ricostituiti in tampone fosfatico
(PBS) e conservati a 4°C essi mantengono la propria attivitd per
almeno 600 giorni (Green e coll., 1976). :

L'immunofluorescenza nella diagnostica delle infezioni respiratorie
del bovino.

I virus ritenuti responsabili di infezione respiratoria nel bovino
appartengono alle seguenti Famiglie: Paramyxoviridae, Herpetoviri-
dae, Reoviridae, Picornaviridae (Mohanty, 1978).

Paramyxoviridae - Infezione respiratoria pud essere sostenuta,
nel bovino, da due membri di questa Famiglia, indicati rispettiva-
mente come Myxovirus parainfluenzae 3 (P1 3) e Virus Respiratorio
Sinciziale (VRS).

Le possibilita di impiego dell’IF a scopo diagnostico nel primo
caso-derivano da indagini diverse condotte con lo scopo di studiare la
sintesi di antigene virale in colture cellulari sottoposte ad infezione.
Maassab e Loh (1962) hanno impiegato a questo scopo una linea
cellulare continua da rene di scimmia ed hanno rilevato che gli anti-
geni PI 3 erano dimostrabili, inizialmente, in posizione perinucleare
e, successivamente, alla periferia delle cellule infette. Omar (1965),
sempre impiegando colture di tessuto infette, ha osservato che la
fluorescenza iniziale, a sede perinucleare, si estendeva successivamen-
te a tutto il citoplasma delle cellule infette e riguardava infine la sola
periferia delle stesse. L’applicazione della IF in corso di infezione da
virus PI 3 su cellule derivate da rene di vitello ha dimostrato la com-
parsa di fluorescenza specifica dopo 8-12 ore dall’infezione e cio
molto pilt precocemente rispetto alla comparsa di effetto citopatico
(ECP). |

Dopo infezione sperimentale del vitello, I’applicazione della IFD
¢ in grado di dimostrate la comparsa di antigeni PI 3 in cottispon-
denza delle cellule alveolari e bronchiali. Tale dimostrazione & pos-
sibile entro un periodo compreso fra 2 ed 8 giorni anche se i risultati
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migliori si ottengono fra 4 e 5 giorni (Valicek e Mensik, 1969). E
segnalata la possibilitd di utilizzare sieri coniugati polivalenti (PI 3,
IBR e BVD) allo scopo di individuare la presenza di antigeni virali
diversi su monostrati cellulari infetti. Tali antisieri differenziano i di-
versi antigeni virali ma solo a condizone che le cellule vengano esa-
mihate non oltre 16-18 ore dall’infezione (Mengeling e Van Der Maa-
ten, 1971).

Sono state infine segnalate le condizioni ottimali per la rileva-
zione della presenza di virus PI 3 su tessuto colture sottoposte ad
infezione. Risulta al riguardo che il sistema migliore & costituito da
cellule primarie derivate da rene fetale bovino (Zuffa e Chumchal,
1978) oppure da cellule della linea AU-BEK, derivata anch’essa da
rene fetale bovino (Cancellotti e Turilli, 1975).

Tentativi di applicazione della IFD alla diagnostica delle infe-
zioni del bovino da PI 3 sono stati condotti da Ludwig e Paulsen
(1969). Essi hanno dimostrato la presenza di virus in colture cellu-
lari da rene e testicolo di vitello inoculate con essudato nasale prele-
vato da animali con malattia in atto. La positivita alla IFD & inoltre
risultata piti precoce rispetto alla comparsa di emoagglutinina o di
attivitd emoadsorbente nelle colture cellulari inoculate. _

E dimostrato inoltre che il virus PI 3 & evidenziabile, olire che
nelle cellule di coltura infette, anche nelle sectezioni respiratorie di
vitelli infettati sperimentalmente (Van der Maaten, 1969a; 1969b).
Quest’ultima applicazione consente il riconoscimento degli animali
infetti e si rivela anche molto sensibile, specie quando si ricorte al-
I’esame del sedimento ricavato per centrifugazione del materiale da
esaminare (Van der Heide, 1971; Baczynski e coll., 1974a).

I risultati ora indicati trovano conferma nelle indagini di nume-
rosi altri ricercatori i quali hanno applicato I'TFD sia su monostrati
cellulari che su sezioni al criostato allestite da organi diversi (Welle-
mans e coll., 1975; 1979; Cancellotti, 1973; Cancellotti e Turilli,
1975; Torlone e T1t011 1973; Zoletto e coll., 1973; Valente e Fio-
roni, 1978).

Per quanto riguarda VRS, la presenza di antigeni specifici nelle
colture infette & caratterizzata dalla comparsa di granuli fluorescenti
a livello del citoplasma, della membrana citoplasmatica e degli pseu-
dopodi (Woode e Smith, 1973). Rossi e Kiesel (1977; 1978) evi-
denziano una fluorescenza specifica in colture da polmone embriona-
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le di bovino a partire dalla 16-18° ora dall’infezione. Il numero delle
cellule fluorescenti aumenta progressivamente fino alla 30* ora men-
tre diminuisce in concomitanza del secondo ciclo replicativo del virus.
L’intensita della fluorescenza & maggiore tra 24 e 36 ore dall’infezio-
ne, nel momento in cui all’interno delle cellule si accumula la mag-
giore quantita di antigene virale. Nella fase iniziale essa & caratteriz-
zata dalla presenza nel citoplasma di granuli e di- sottili fibrille fluo-
rescenti disposte parallelamente all’asse longitudinale delle cellule.
Trascorse 24 ore dall’infezione, contemporaneamente alla comparsa
di cellule rotondeggianti, la fluorescenza tende a spostarsi dalla zona
perinucleare verso la periferia del citoplasma. Osservazioni analoghe
sono state riferite da Potgieter e Aldridge (1977), i quali hanno im-
piegato I'IFI per Iidentificazione del VRS in colture cellulari.

L’IFI & stata anche utilizzata al fine di identificare uno stipite
di VRS isolato, su monostrati da milza di vitello, da un animale
clinicamente sano e di studiarne le modalita di diffusione su cellule
coltivate in wvitro (Woode, 1972; Woode e Smith, 1973).

E risultata inoltre possibile I’identificazione di VRS dopo inocu-
lazione, in colture cellulari di essudato nasale prelevato da vitelli con
sintomatologia respiratoria (Odegaard e Krogsrud, 1977). Infine, la
applicazione della IFD consente di rilevare la presenza di antigene
VRS in sezioni al criostato allestite dal polmone di animali infetti.
La fluorescenza compare, in questo caso, sotto forma di granuli nu-
merosi e brillanti a sede citoplasmatica (Wellemans e Leunen, 1975).

L’IFD ¢ stata anche applicata alla ricerca di portatori di VRS.
Essa ha consentito di rilevare la presenza di antigeni virali su colture
di linfociti derivati da vitelli presenti in un allevamento nel quale’
era stata diagnosticata la presenza d’infezione (Gillette e Olson,
1973). _

Una metodica descritta recentemente & quella indicata come NIFI
(Neutralizzazione della Immunofluorescenza Indiretta). Ai fini della
evidenziazione di antigeni VRS essa si dimostra specifica e sensibile
specie nel caso di reperto diagnostico dubbio, pit frequente nelle
infezioni croniche o in quelle complicate da batteri (Wellemans e
coll., 1979).

. Herpetoviridae - Fra gli agenti responsabili di infezione nel bovi-
no interessa in questa sede soltanto il virus della Rinotracheite Infet-
tiva o IBR. Nonostante esso venga sintetizzato in corrispondenza del
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nucleo, non risulta possibile la dimostrazione di fluorescenza in que-
sta sede ma soltanto in sede citoplasmatica.

Su colture primarie o secondarie da rene fetale di embrione bo-
vino, la presenza di fluorescenza specifica & rilevabile fin dopo 2-6
ore dall’infezione e si manifesta sotto forma di piccoli granuli dispo-
sti nella zona perinucleare. Dopo 12 ore e prima ancora della com-
parsa di effetto citopatico, i granuli fluorescenti aumentano di volu-
me oppure si presentano sotto forma di ammassi alla periferia del
nucleo. A 20-24 ore il numero delle cellule con citoplasma intensa-
mente fluorescente & rilevante mentre, in seguito alla comparsa di ef-
fetto citopatico, esse assumono forma rotondeggiante ed appaiono
totalmente fluorescenti (Bergmann e Hahnefeld, 1967; Jasty e Chang,
1969; Theil e coll., 1971; Feteanu e Coman, 1972; Zoletto e coll.,
1973).

Su colture da cellule testicolari di vitello la comparsa di fluore-

scenza & dimostrabile gid a 90 minuti di distanza dall’infezione

(Gratzek e coll., 1966). E tuttavia da rilevare che tale fenomeno &
correlato anche con la dose di vitus impiegata per Uinfezione delle
colture. Infatti, mentre la fluorescenza compare dopo 6 ore a seguito
di inoculazione di 10 % DCPsw, bisogna attendere fino a 24 ore nel
caso dell’inoculazione di 10 ** DCPs (Zuffa e coll., 1976).

La tecnica dell’TFI & stata applicata con successo per la dimostra-
zione del virus IBR su colture di cellule inoculate con secreto nasale
o estratti d’organo provenienti da vitelli sottoposti ad infezione spe-
rimentale (Gratzek e coll., 1966; Narita e coll.,, 1978; Miller e coll.,
1978). Essa infatti appare capace di fornire risultati comparabili con
quelli ottenuti attraverso l’isolamento del virus (Popisil e coll,,
1972).

Nel caso della diagnosi di IBR spontanea, 'IFD viene ogg1 cot-
rentemente applicata su sezioni d’organo nonché su tessuto-colture
inoculate con materiale patologico sospetto e costituito da secrezioni
diverse o da estratti d’organo (Schipper e Chow, 1968; Reed e coll.,

.1971; Popisil e coll., 1972; Torlone e Titoli, 1973; Zoletto e coll.,

1973; Cancellotti, 1973 Morozzi e coll,, 1975; Espinasse e coll,,
1974; Wellemans e Leunen, 1975; Cancellott1 e Turilli 1975; Zuffa
e coll,, 1976; Valente e F10ron1 1978; Wellemans e coll., 1979).
Togdvifidae - Nell'ambito di questa Famiglia interessa il vitus
«Diarrea da Virus - Malattia delle Mucose», noto anche come BVD e
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responsabile di una malattia del bovino diffusa su scala mondiale.
Numerosi stipiti di tale virus risultano incapaci di provocare la com-
parsa di ECP su colture di cellule ed inoltre, quando presente, esso
pud risultare di scarsa entitd e di difficile rilevazione. Da cid detiva
Putilitd delle tecniche di IF ai fini della dimostrazione del vitus BVD
su materiale sospetto. Dal punto di vista della struttura antigene es-
so risulta abbastanza uniforme e correlato con il virus della Peste Sui-
na Classica (PSC) (Darbyshire, 1962). Cid determina una chiara reat-
tivitd crociata fra antisieri coniugati PSC e cellule infettate con BVD
Mengeling e coll., 1963, Castrucci e coll., 1974).

La possibilita di applicazione delle tecniche di IF per la rileva-
zione di antigeni BVD & documentata da Fernelius (1964). Tali anti-
geni vengono rilevati anche quando i corrispondenti stipiti virali non
risultano capaci di provocare ECP ed inoltre i risultati delle prove
di IFD appaiono sovrapponibili a quelli della SN.

Stipiti diversi del virus BVD determinano la comparsa di fluore-
scenza con caratteristiche costanti (Kokles e coll., 1967) e che com-
pare pil precocemente rispetto al’ECP (Zoletto e coll., 1973). Infat-
ti essa & gia presente dopo 12 ore dall’infezione e determina, in un
numero limitato di cellule, la comparsa di piccole granulazioni in po-
sizione paranucleare. Il numero di tali cellule aumenta con il passare
delle ore e la fluorescenza diffonde allintero citoplasma (Fernelius,
1969; Mangeling e Van der Maaten, 1971; Cancellotti e coll., 1972).

Applicata alla determinazione della presenza di antigene virale in
organi di vitelli infettati sperimentalmente, la IFD fornisce risultati
analoghi a quelli delle prove d’isolamento del virus. In alcuni casi,
tuttavia, si osserva anche che la comparsa di fluorescenza specifica
non ¢ associata con la presenza di virus infettante e viceversa (Ferne-
lius e Lambert, 1969).

La IF & stata anche impiegata per lo studio dell’ evoluzio-
ne dell’infezione sperimentale da BVD nel vitello (Rhode e Liess,
1970). Al riguardo & stato possibile rilevare che fluorescenza speci-
fica & presente nei linfociti circolanti dal 2° al 18° giorno mentre in
altri organi e secrezioni (miuco nasale, saliva, milza, linfonodi) essa
compare pili tardivamente pur persistendo fino al 18° giorno.

“ La dimostrazione di antigene BVD su monostrati cellulari inocu-
lati con materiale sospetto & ottenibile con successo attraverso 1’ap-
plicazione della IFD (Fernelius, 1964; Fernelius e Lambert, 1969;
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Rohde e Liess, 1970; Rucherbauer e coll., 1971; Cancellotti e coll.,
1972; Zoletto e coll., 1973; Bertocchi e coll., 1973; Cancellotti e Tu-
rilli, 1975; Prager e Liess, 1976; Bechmann e coll. 1977; McClurkin
e coll., 1979). Soddisfacenti sono anche i risultati che si ottengono
su sezioni al criostato di organi diversi (Rucherbauer e coll., 1971;
Prager e Liess, 1976; Bechmann e coll., 1977) fra i quali sembrano
da preferire I'intestino e i linfonodi mesearici, il rene e gli epiteli del
cavo orale (Meyling, 1970).

Di notevole interesse appaiono i risultati di una indagine compa-
rativa riferita da Bechmann e coll. (1977). Essi hanno esaminato
ghiandole parotidee, milza, linfonodi meseraici e mediastinici, pre-
levati da 100 vitelli con sintomi riferibili ad infezione da BVD. La IF
¢ stata applicata su sezioni al criostato mentre I’isolamento del virus
¢ stato tentato a partire da estratti degli stessi organi inoculati su
tessuto-colture. Queste sono state poi utilizzate per la rilevazione del-
la comparsa di fluorescenza, da un lato, e di effetto citopatico dal-
Ialtro. Le tre prove ora indicate hanno fornito risultato positivo in
20, 59 e 43 animali rispettivamente,

Adenoviridae - Adenovirus del bovino sono stati isolati da ani-
mali con disturbi respiratori in atto o apparentemente sani. Dopo
infezione sperimentale del vitello, per via nasale o tracheale, essi si
rilevano con maggiore frequenza a partire da tamponi nasali e ret-
tali, nonché in trachea, bronchi, polmoni e intestino (Mohanty, 1971).
Dal punto di vista sierologico, gli Adenovirus del bovino vengono
differenziati in 8 sierotipi numerati progressivamente e suddivisi in
2 sierogruppi. Al primo appartengono i sierotipi da 1 a 3, al secondo
gli altri. La tipizzazione viene effettuata mediante siero-neutralizza-
zione ma & da notare anche la possibilitd di impiego della fissazione
del complemento e, piti in particolare, della fissazione del comple-
mento fluorescente. Questa sfrutta la capacita posseduta da un siero
anti-complemento di cavia, coniugato con fluorocromo, a legarsi sul
complesso antigene-anticorpo-complemento rendendolo fluorescente
alla luce ultravioletta (Baczynski e coll., 1974b). Quanto alla coltura
di Adenovirus bovini, & da notare che quelli del Gruppo 1 replicano
su cellule renali di vitello mentre quelli del Gruppo 2 preferiscono le
cellule. testicolari, sempre di vitello (Bartha, 1969).

La comparsa di fluorescenza in colture cellulari infettate con Ade-
novirus del gruppo 1 & relativamente precoce, essendo rilevabile alla
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18 ora dall’infezione, mentre in presenza di Adenovirus del grup-
po 2 essa non ¢ rilevabile fino alla 24° ora. Nei due casi, fluorescenza
compare in sede nucleare sotto forma di piccoli granuli che aumenta-
no di volume e confluiscono fino ad investire I'intero nucleo. Tutta-
via, alcuni granuli fluorescenti possono essere osservati anche in sede
citoplasmatica (Mohanty, 1971). : :

 Reoviridae e Picornaviridae - Nella letteratura consultata manca-
no specifici riferimenti tiguardo all’applicazione delle tecniche di IF
- per la diagnosi delle infezioni del bovino sostenute da membri di
queste Famiglie. Si tratta comunque di agenti largamente diffusi e
per i quali le tecniche suddette potrebbero offrire concreti vantaggi
non soltanto in campo diagnostico. D’altra parte non v’&¢ motivo di
ritenere che esse non possano trovare le stesse applicazioni indicate
per gli altri virus responsabili di infezione respiratoria.

Limitatamente a Reovirus tipo 1 e 3 esiste la segnalazione secon-

do la quale, in colture cellulari infette, la IFD rivela I’esistenza di rea-
zioni crociate fra i due mentre risulta completamente negativa in pre-
senza di virus Reo-like. Quando presente, la fluorescenza compare
sotto forma di filamenti disposti intorno al nucleo e diffonde succes-
sivamente fino ad interessare I'intero citoplasma delle cellule in via
di .degenerazione (Welch e Twiehaus, 1973).

Conclusioni

Sulla base di quanto indicato nella letteratura ed anche dalla espe-
rienza personalmente acquisita si pud concludere che le tecniche di
IF, nelle loro diverse articolazioni, trovano nelle virosi respiratorie
del bovino un vasto ed importante settore d’impiego.

In primo luogo esse consentono un rapido ed agevole accerta-
mento della componente virale in corso di focolai di malattia, il che
rende possibile di verificare la relativa incidenza di ciascuno dei virus
indicati nel determinismo di singoli casi o di focolai. Secondariamen-
te, attraverso la IF, pud essere studiata ’evoluzione patogenetica del-
le singole infezioni, tenuto conto che essa rende possibile la indivi-
duazione della presenza di antigene virale non soltanto negli organi -
della respirazione ma anche in altri siti e distretti dell’organismo,
compresi gli elementi figurati del sangue. Infine, attraverso I’applica-
zione della fluorescenza indiretta, & possibile I’esecuzione di inchieste
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di epidemiologia sierologica volte a determinare l'incidenza e la dif-
fusione di singoli agenti d’infezione e, sia pure in via subordinata, a
predisporte i necessati strumenti di profilassi anche immunizzante.

Ai requisiti ora menzionati va infine aggiunto quello, non meno
interessante, che riguarda la relativa semplicitd di applicazione delle
singole tecniche di IF e di interpretazione dei reperti. Cid potrebbe
consentire una capillare diffusione del metodo e coinvolgere labora-
tori anche non provvisti delle complesse sttutture previste per I’ese-
cuzione delle indagini di ordine virologico.
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E. MAGLIONE

SIERODIAGNOSTICA NELLE INFEZIONI DA VIRUS RESPI- -
RATORIO SINCIZIALE DEI BOVINI

La diagnostica sierologica nelle infezioni respiratorie dei bovini,
come d’altronde tutte le prove sierologiche intese alla dimostrazione
degli anticorpi sierici, ha sempre ed esclusivamente il significato di
un diagnostico retrospettivo o a posteriori. Né peraltro tale signifi-
cato & privo di interesse teorico e pratico soprattutto negli alleva-
menti intensivi dove le infezioni respiratorie possono assumere una
notevole diffusione ed un carattere persistente e dove, con maggior
interesse sia sul piano terapeutico e sia soprattutto sul piano profilat-
tico, & necessaria una diagnosi eziologica esatta nell’ampia e talora
non facilmente identificabile gamma degli agenti causali.

Nelle infezioni virali respiratorie dei bovini, in particolare, Iin-
dagine sierologica, soprattutto se basata sul principio della sierocon-
versione, ha una pil stretta aderenza alla realtd della infezione attiva
o appena superata. Come & noto infatti molti virus respiratori dei bo-
vini non sempre causano sindromi cliniche apprezzabili né peraltro
la loro presenza nell’organismo animale & sempre il solo indice della
malattia in atto. Ne consegue che, pili che all’isolamento del vitus,
metodo comunque di indiscutibile valore diagnostico eziologico, as-
sume, sotto ’aspetto causale della sindrome morbosa, un coerente
significato diagnostico la presenza e I'inctemento o la comparsa e I’in-
cremento degli anticorpi nel siero di sangue. La sola presenza degli
anticorpi sierici non & di per se stessa indicativa per diversi ordini di

~ motivi fra i quali la grande diffusione dei virus respiratori dei bovini

talora non disgiunta dal gid accennato fatto che alcuni di essi sono
scarsamente patogeni e richiedono per il determinismo della malattia
la concomitanza di fattori condizionanti o di altri agenti eziologici
complicanti. I1 reperto sierologico positivo pud quindi significare una
superata infezione, una infezione in atto, clinicamente manifesta o
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non, un pregresso trattamento immunizzante ed infine, nei soggetti
giovanissimi, uno stato di immunitd passiva colostrale. N¢, infine, va
trascurato il fatto. che alcuni virus respiratori non determinano, in
certi casi, titoli anticorpali molto elevati principalmente nei soggetti
giovani.

Per tutte queste evenienze il diagnostico sierologico non pud es-
sere limitato al rilievo della presenza degli anticorpi nel siero bensi
alla sieroconversione positiva cioé ad un congruo aumento degli anti-
corpi (di solito almeno triplicato) nel secondo di due prelievi di san-
gue effettuati ad una quindicina di giorni di distanza. Va da sé che
la comparsa degli anticorpi al secondo esame, quando il primo & ne-
gativo, sia da interpretare come sieroconversione positiva.

Queste considerazioni possono essere generalizzate per quanto ti-
guatda il significato della sierodiagnostica nelle infezioni virali respi-
ratorie dei bovini, ma non sembra fuor di luogo accennare ancora al-
cuni particolari inerenti alle infezioni da virus Sincinziale Respirato-
rio dei Bovini. Infatti I'isolamento di questo virus presenta notevoli
difficoltd determinate da varie concause fra le quali la pratica impos-
sibilita di reperire il virus a malattia conclamata: esso infatti pud
essere isolato dal muco nasale, ma solo all’inizio del processo infet-
tivo quando mancano ancora i sintomi o quando essi sono ancora po-
co appariscenti (Edington e Jacobs - 1970; Wellemans e Leunen -
1975). Wellemans e Collaboratori (1979) in nove anni di tentativi
effettuati su centinaia di bovini risultati sierologicamente positivi riu-
scirono ad isolare solamente due volte il virus. D’altro canto il virus,
che richiede monostrati cellulari bovini e preferibilmente cellule re-
nali o testicolari di feto, pud presentare dei periodi di incubazione
assai lunghi fino a 17 (Inaba e Coll; - 1972), 32 (Paccaiid e Jacquier
- 1970) e 45 giorni (Wellemans e Coll. - 1970). Tali tempi di incu-
bazione richiedono particolarita di tecnica per far sopravvivere le cel-
lule per periodi cosi lunghi. E ancora ’adattamento del vitus al sub-
strato colturale non & costante per cui pud avvenire che, dopo aver
ottenuto un certo effetto citopatico, non si riesce a tiprodutlo (avvie-
ne quel fatto che nei laboratori di virologia si indica volgarmente
dicendo che il virus «scappa di mano»). Appare quindi chiaro come
Pisolamento e I'identificazione del vitus a scopo diagnostico presen-
tino notevoli difficoltd ed assumano di conseguenza maggior interes-
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se nella ricerca scientifica pura che non nella pratica diagnostica cor-
rente. ' _

Per contro le ricerche sierologiche portano all’identificazione di
anticorpi variamente svelabili taluni dei quali a rapida comparsa ed
altri a pit lunga latenza tantoché alcuni Autori hanno ipotizzato che
con certe prove si possano identificare infezioni relativamente recen-
ti corrispondenti a rapide tisposte immunitarie e con altre prove si
possano invece individuate anticorpi a pili tardiva comparsa (Welle-
mans e Leunen - 1975).

Le principali prove sierologiche in uso per diagnosticare le infe-
zioni da virus Respiratorio Sinciziale dei Bovini sono: la siero-neutra-
lizzazione, la fissazione del complemento, la immunodiffusione, la
immunofluorescenza indiretta e la emoagglutinazione indiretta.

Siero-neutralizzazione

La prova di siero-neutralizzazione, fra tutte quelle atte ad evi-
denziare gli anticorpi sierici, rappresenta la pill tipica soprattutto
perché P’attivita degli anticotpi cosi dimostrabili dovrebbe corrispon-
dere alla pitr stretta attivitd protettiva. Questo tipo di ricerca esige la
disponibilita di un ceppo virale bene adattato alle cellule, la disponi-
bilitd costante di cellule adatte e di un certo tempo per ’esecuzione
della prova. I titoli siero-neutralizzanti possono essere indicativi an-
che se non molto elevati. E molto usata sia a scopo diagnostico che
di ricerca.

La prova di siero-neutralizzazione pud essere effettuata secondo
diverse metodiche, ma le pili impiegate sono generalmente: il meto-
do classico in tubi, il micrometodo ed il metodo della riduzione del
numero delle placche.

11 metodo classico in tubi comporta I'impiego di 600-6000 DCPs
di virus, un tempo di contatto di 60’ a temperatura ambiente, mono-
strati di cellule renali di feto bovino, incubazione a 34°C. La lettura
viene effettuata quotidianamente fino al decimo giorno e comunque
fin quando i monostrati di controllo presentano effetto citopatico
almeno del 75%. Viene considerato titolo neutralizzante del siero il
reciproco della pitt alta diluizione capace di impedire lo sviluppo di
formazioni sinciziali (Rosenquist - 1974).

Il micrometodo viene effettuato in piastre microtiter ponendo in
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contatto il siero con 100 DCPsx di virus e aggiungendo, dopo 60’
cellule renali di feto bovino (possono essere impiegate anche cellule
MDBK, GBK, AU-BEK) ed incubando a 37°C in termostato e con
atmosfera di COz al 5%. La lettura viene eseguita giornalmente fino
al decimo giorno. E generalmente considerata soglia di positivita la
diluizione sietoneutralizzante di 1/4 (Paccaud e Jacquier - 1970;
Rossi e Kiesel - 1974; Lehmkuhl ¢ Gough - 1977; Catlotto e Can-
cellotti - 1978).

Il metodo della riduzione del numero delle placche consiste nel-
Pimpiego di 50-150 PFU; periodo di contatto a temperatura am-
biente di tre ote; inoculazione della miscela siero-virus in piastre di
coltura di cellule renali bovine (linea GBK). La lettura viene effet-
tuata dopo cinque giorni di incubazione a 37°C in atmosfera col 5%
di CO.. E considerato titolo neutralizzante del siero il reciproco della
diluizione che riduce il numero delle placche del 509 (Smith e Coll.
- 1975). '

Fissazione del complemento

La ricerca degli anticorpi fissanti il complemento & largamente
usata nella diagnostica sierologica delle infezioni da virus Respirato-
rio Sinciziale dei Bovini sia per la notevole sensibilita, sia perché
tali anticorpi sono a comparsa relativamente rapida anche se meno
persisitenti degli anticorpi siero-neutralizzanti e sia, infine, per il
tempo relativamente breve necessario per espletare la prova. Anche
seguendo questo metodo diagnostico & necessario uno stipite virale
ben adattato in colture cellulari per la produzione dell’antigene.

La fissazione del complemento pud essere effettuata col metodo
classico o col micrometodo: in ogni caso I’antigene & costituito da vi-
tus ottenuto da coltura di cellule renali di bovino opportunamente
estratto e concentrato. I tempi di contatto variano da 12 a 18 ore alla
temperatura di 40°C e, dopo I'aggiunta del sistema emolitico, da 30’
a 60’ alla temperatura di 37°C. 1l titolo del siero pud essere rappre-
sentato dall’inverso dell’'ultima diluizione del siero che fissa comple-
tamente oppure con il reciproco della diluizione che inibisce il 50%
dell’emolisi (Takahashi e Coll. - 1975; Wellemans - 1977 ; Perrin e
Coll. - 1979). ‘
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Immunodiffusione

La immunodiffusione pone in evidenza in circa la meta dei casi

- una risposta immunitaria molto rapida (Wellemans e Leunen - 1975).

E sensibile, ma richiede, anche seguendo la metodica classica, che &
quella pitt usata, notevoli accorgimenti tecnici ed un considerevole
tempo d’esecuzione per cui viene impiegata pilt a scopo di ricerca
scientifica che non a scopo diagnostico corrente.

Immunofluorescenza indiretta

L’impiego della immunofluorescenza indiretta dovrebbe rappre-
sentare la prova piu largamente usata per la sua sensibilita, paragona-
bile certamente a quella della siero-neutralizzazione ed a quella della
fissazione del complemento, ma tecnicamente di facile e comoda rea-
lizzazione anche perché i vetrini col virus e I’antisiero marcato pos-
sono essere conservati nei laboratori gid pronti all’'uso e in tali casi
il tempo d’esecuzione & brevissimo. '

La prova consiste nell’impiego di un siero coniugato anti siero
bovino, di vetrini con cellule infette da virus Respiratorio Sinciziale

.dei Bovini e del siero bovino in esame.

L’antisiero viene di solito preparato dal coniglio e viene coniuga-
to con isotiocianato di fluoresceina.

I vetrini sono allestiti con colture di virus Respiratorio Sincin-
ziale dei Bovini in cellule renali primarie o in subcolture di rene di
vitello, in cellule polmonari primarie di embrione bovino od anche
in cellule in linea come le PKis. Essi sono fissati in acetone freddo per
10’ e poi possono essere conservati in congelatore anche per diversi
mesi.

La prova viene eseguita col siero in esame opportunamente dilui-
to, posto sui vetrini con le cellule infette e lasciato per 30-60’ in am-
biente umido a 37°C. Successivamente il vetrino viene posto in tampo-
ne fosfato a pH. 7,2 per 20-30’ e poi collocato per 30’ a temperatura
di 37°C in contatto col siero coniugato. Infine il vetrino viene ancora
lavato per 30’ in tampone fosfato. L’osservazione deve essere effet-
tuata ol microscopio a fluorescenza. ‘

I titolo del siero corrisponde all’inverso dell’ultima dllulzlone
che permette di rilevare una fluorescenza specifica nelle cellule infet-
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te (Potgieter e Aldridge - 1977; Rossi e Kiesel - 1977; Wellemans -
1977; Perrin e Coll. - 1979).

Emoagglutinazione indiretta

La prova di emoagglutinazione indiretta (passiva) & stata pubbli-
cata lo scorso anno da Espinasse e Collaboratori (1978) ed & stata -
proposta per l'esecuzione contemporanea, ma separata, di sette di-
versi antigeni: virus della Rinotracheite infettiva, virus della Malat-
tia delle mucose, Reovirus III, Adenovirus III, virus Respiratorio
Sinciziale, virus Parainfluenza 3 (al quale viene distrutta la emoag-
glutinina col trattamento al freon) e Chlamydia psittaci.

I singoli antigeni ottenuti da colture cellulari ed opportunamente
concentrati vengono fatti adsorbire a globuli rossi di montone previa-
mente formolati e tannati e posti a contatto col siero in esame va-
riamente diluito in placche microtiter. Si lascia a temperatura ambien-
te € la lettura viene effettuata quando i globuli rossi di controllo so-
no sedimentati.

Considerazioni

Dei metodi sierodiagnostici accennati i pitt sperimentati e quelli
pitt largamente usati sono la siero-neutralizzazione, la fissazione del
complemento e limmunofluorescenza indiretta che risultano tutti
decisamente sensibili e specifici. Da prove comparative effettuate fra
la fissazione del complemento e la immunofluorescenza indiretta non
risultano sostanziali differenze all’infuori del titolo che in genere &
~pitt alto col secondo metodo (Wellemans - 1977). La immunofluore-
scenza comparata con la siero-neutralizzazione in placca non permet-
te di rilevare differenze considerevoli (Potgieter e Aldridge - 1977)
ed infine la fissazione del complemento e la sieroneutralizzazione dan-
no risultati analoghi, ma la siero-neutralizzazione comporta titoli pit
elevati (Takahashi e Coll. - 1975). .

Per quanto riguarda il tempo d’esecuzione di queste prove la
immunofluorescenza indiretta & la piti rapida, segue la deviazione del
complemento che & un po’ piti lenta ed infine la siero-neutralizzazione
che richiede qualche giorno.. ‘ '

In merito al titolo degli anticorpi in rapporto al momento dell’in-

108



fezione Wellemans (1977) & dell’avviso che alti titoli dimostrabili con
la fissazione del complemento e con la immunofluorescenza indiretta
indichino un’infezione tecente. Infatti nell’inffezione naturale gli an-
ticorpi dimostrabili con dette metodiche sono gia rilevabili a consi-
derevoli titoli nei primi giorni di malattia (entro sette giorni nella
maggioranza dei casi) e persistono fino al terzo mese.

Takahashi e Collaboratori (1975) nella infezione sperimentale
di vitelli hanno constatato positivitd alla fissazione del complemento
ed alla siero-neutralizzazione dopo sette giorni e Mohanty e Collabo-
ratori (1973) in condizioni analoghe hanno constatato positivita alla
siero-neutralizzazione da 7 a 14 giorni,

Wellemans e Collaboratori (1978) in vitelli vaccinati con un cep-
po di virus attenuato hanno rilevato positivita alla fissazione del com-
plemento ed alla immunofluorescenza indiretta gia dopo 5-9 giorni
dalla vaccinazione, mentre la siero-neutralizzazione & risultata netta-
mente positiva solo dopo il secondo intervento vaccinale eseguito tre
settimane dopo il primo.

Per quanto riguarda infine la presenza degli anticorpi in rapporto
all’etd vi & concordanza nel rilevare una maggiore incidenza e titoli
pit alti in animali di et superiore agli otto-dieci mesi. Perrin e Col-
laboratori (1979) con prove di immunofluorescenza indiretta e di
fissazione del complemento hanno osservato che in genere si nota dal
secondo al sesto mese di vita dei vitelli un calo del titolo anticorpale,
ma gli anticorpi ritornano a livello od aumentano progressivamente
entro 'anno di vita. Questo fatto dovrebbe essere in rapporto alla
scomparsa degli anticotpi passivi naturali dei neonati ed alla compar-
sa di quelli conseguenti all’infezione.

In merito perd alla presenza di anticorpi nel siero di sangue fe-
tale Gould e Collaboratori (1978) hanno dimostrato con prove di
immunofluorescenza indiretta che non vi & relazione fra il titolo degli
anticorpi fetali e quello degli anticorpi materni. Ritenendo che in
genere gli anticorpi antivirali non passino attraverso la placenta dei
bovini ed essendo possibile isolare dai feti il virus Respiratorio Sin-
ciziale, gli Autori ipotizzano che gli anticorpi possano formarsi anche
in sede fetale in conseguenza dell’infezione congenita.

‘In conclusione si pud affermare che per le infezioni da virus Re-
spiratorio Sincinziale dei Bovini la ricerca degli anticorpi sierici rap-
presenta il sistema diagnostico pitt pratico e valido. Le prove di siero-
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neutralizzazione, di fissazione del complemento e di immunofluore-
scenza indiretta possono essere indifferentemente impiegate. Un solo
esame positivo indica la presenza degli anticorpi. La sieroconversione
indica l'infezione attiva o recente.
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L. SIDOLI e G. BARIGAZZI

ACCERTAMENTO ED IDENTIFICA’ZIONE-',’ DELLA FLORA‘ DI
COMPLICAZIONE IN CORSO DI SINDROME RESPIRATORIA
DEI BOVINI

Premessa

Esami ‘necroscopici, batterlologla sierologici e prove b1olog1che
eseguite su topini, cavie, conigli ed uova embrionate di pollo costitui-
scono I’ampio ventaglio di mezzi di cui il laboratorio diagnostico ve-
terinario si avvale per offrire al clinico il suo contributo alla diagnosi
di malattia batterica. :

Tempestivitd di esecuzione ed attendibilitd sono i requisiti prin-
cipali ai quesm diagnostici del clinico. Ricordiamo inoltre che il ma-
teriale che viene inviato al laboratorio & costituito in massima parte
da animali deceduti e solo in minima da animali sacrificati: esiste la
eventualitd, dunque, di una consetvazione impetfetta che si riflette
sull’attendibilitd dell’esito. La scelta del materiale da inviare, costi-
tuita da animali interi od organi di essi, da essudati, ecc., deve percid
essere accurata, completa e ben eseguita.

Va ricordato inoltre che altrettanto cortetta e. completa deve es-
sere la documentazione relativa alla situazione clinica rilevata in alle-

" yamento poiché essa pud orientare il laboratorio sulla ricerca da ese-

guire con risultato di notevole risparmio di tempo e di mezzi.

Il materiale ideale per il laboratorista & costituito dall’animale
integro (fatta eccezione per quelli di grossa mole), spedito secondo
rigotose norme igieniche, ben consetvato e, se possibile, in pitt di un

esemplare (ripetibilitd diagnostica, mosaico batterico, ecc.).
Strategia di accertamento e metodiche

Dopo questa breve ma necessaria premessa siamo dell’avviso che
I'accertamento della presenza di microorganismi patogeni in-cotso di
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sindrome respiratotia in un allevamento, deve essere eseguita se-
guendo due distinte direttive, utilizzando:

a) campioni di materiale patologico prelevati da animali vivi (nel
caso non siano avvenuti decessi) quali sangue, essudato delle mucose
nasali e congiuntivali;

b) animale o animali morti o in stato preagonico, oppure testa,
trachea ed organi toracici completi.

A commento aggiungiamo che il sangue risulta di scarso valore
per il batteriologo veterinario ed i motivi che ne limitano I'impiego
sono in massima parte costituiti dalle difficoltd di esecuzione del pre-
lievo «sterile», dalla scomparsa rapida dei batteri dal circolo in ca-
so di setticemia, dalla esecuzione prima di ogni e qualsiasi terapia.
Per contro, l’essudato delle mucose nasali, prelevato con tampone
sterile, permette isolamenti interessanti quali Micoplasmi, Pasteurelle,
Salmonelle. Meno importante risulta Pessudato congiuntivale: esso
pud essere utile, ad esempio, per la ricerca di Moraxella bovis in cor-
so di sindrome respiratoria associata al «Pink eye».

Il prelievo a mezzo tamponi, che deve necessariamente essere
eseguito in allevamento, prevede una preventiva ed accurata pulizia
detergente delle narici con cotone idrofilo e soluzione fisiologica ste-
rile seguito dalla delicata introduzione in esse del tampone con senso
rotatorio per raccogliere gli essudati. L’invio del campione al laborato-
rio deve essere rapido o previa conservazione a 4°C.

Per stabilire una correlazione tra metodo diagnostico applicato
e risultati ottenuti abbiamo convenuto di descrivere gli esami che si
eseguono routinariamente in un laboratorio veterinario «tipo», limi-
tando inoltre il nostro interesse ad un ristretto numero di casi insorti
durante anno in corso. Sono state operate quindi precise scelte ed al-
" trettanto precise omissioni sulla quantitd e sulla qualitd dei metodi
e dei mezzi diagnostici. -

MICROORGANISMI PATOGENI ISOLATI IN CORSO DI SIN
DROME RESPIRATORIA NEI BOVINI

In ordine di frequenza essi sono:

Pasteurella multocida
Corynebacterium pyogenes
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Mycoplasma spp.
Miceti

Pasteurella haemolytica
Streptococcus spp.
Salmonella spp.

E. coli

Staphylococcus aureus

La ricerca di Clamidie & stata eseguita limitatamentg a 15 casi.
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Pasteurella multocida

Cresce in 24 ore a-37°C su agar siero od agar sangue. Il terreno
assume, nell’area di sviluppo della patina o delle colonie, colorazione
scura tanto piu visibile quanto pil la semina & stata abbondante.

- Osservando le colonie con luce a diversa incidenza mediante mi-
croscopio stereoscopico si possono apprezzare colonie: mucoidi, liscie
iridescenti, liscie non iridescenti e rugose. Morfologicamente si pre-
sentano come coccobacilli ovoidali; si possono perd osservare anche
forme filamentose. Assume una caratteristica colorazione bipolare che
si perde facilmente nelle subcolture e che si osserva pili chiaramente
colorando con eosina e bleu di metilene. Talvolta si osserva la pre-
senza di capsule. E 1mmob11e in agar semisolido e non cresce sull’agar
McConkey.

Produce indolo e nei confronti degli idrati di carbonio, tra gli
altri, fermenta glucosio, saccarosio e mannitolo, e non il lattosio.

E patogena per il coniglio e per il topino; quest’ultimo in parti-
colare, inoculato sottocute od in peritoneo con brodocoltura di 24
ore, viene a morte in 8-12 ore.

Corynebacterium pyogenes

Sull’agar sangue dopo 24 ore ha una scarsa crescita, pilt abbon-
dante entro le 48 ore. Caratteristicamente beta-emolitico, la colonia
& grigia, con diametro di mm. 1. Temperatura ottimale di crescita
37°C, piu rigogliosa in atmosfera arricchita del 10% di CO..

Corti coccobacilli o bastoncini Gram positivi della lunghezza di
due micron raccolti in mazzette o ammassi. Possono decolorarsi e pre-
sentate grande numero di elementi Gram negativi nelle colture
invecchiate. E un microorganismo proteolitico: fluidifica il siero soli-
dificato in 48-72 ore creando una caratteristica depressione del ter-
reno attorno alle colonie. Non produce catalasi al contrario di tutti
gli altri Corinebatteri tranne C. suis che non & emolitico ed & stretta-
mente: anaerobio.

Normalmente non si ricorre alle prove biologiche.
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Micoplasmi

- Crescono bene su. terreni liquidi nei quali si rivelano con una
opacitd solo indicativamente accettabile. Le colonie che compaiono
“su terreni solidi sono emisferiche, appiattite, piccole (& 10-600 w.).
La colonija tipica & bifasica, con aspetto ad «uovo fritto», dotata di
un’area centrale opaca e granulare che cresce sotto la superficie del-
I’agar, ed una zona perifetica traslucida. Frequente la crescita di co-
lonie «T» (Tiny). Numerose specie sono anaetobie facoltative ma il
109% di CO: nell’atmosfera di crescita favorisce il loro sviluppo. In
mancanza di adatto termostato offre discreti risultati pratici 'uso
del «vaso con candela».

Insensibili alla Penicillina (100-10. 000 microgrammi/ml. di so-
spensione) che viene usata quale antibatterico nei mestrui da inocu-
lare nei vari substrati di isolamento. Variamente sensibili ad altri
antibiotici: indicativo il fatto che ci & occorso di isolatli su uova em-
brionate da tessuti trattati con streptomicina e vancomicina (5 e 1
mg./ml. di sospensione) in corso di ricerca di Clamidie.

Tutte le specie di Micoplasmi richiedono per la crescita la presen-
za nei tetreni sintetici di steroli, a differenza degli Acoleplasmi. E
sempre rigorosamente necessario differenziarli dalle «forme L» dei.
batteri. _

Motfologia cellulare: ’assenza di una parete, sostituita da una
~membrana a tre strati, rende questi microorganismi privi di rigidita
e dona loro una caratteristica plasticita. Conseguentemente essi si pre-
sentano durante le fasi del loro ciclo vitale, sotto forme di aspetto
bizzarro, altamente pleomotfe: variano da sferiche o leggermente
‘ovali (J 0,2-1,5 p.) nella prima fase di crescita esponenziale, a
filamenti con fini ramificazioni; catene di corpi coccoidi, ad anello o
a stelline si sviluppano nella seconda fase di crescita. Gram negativi,
si colorano delicatamente usando GIEMSA o MACCHIAVELLO; il
loro riconoscimento & frutto di lunga esperienza.

La tecnica usata per l'isolamento prevede la semina del materia-

- Ie patologico in terreno liquido (Yoder) arricchito di sieto equino e
penicillina e 'incubazione a 37°C per 5 giorni; il successivo trapianto
del sedimento ottenuto previa centrifugazione su terreno solido ugual-
mente arricchito, ed incubato per 3-5 giorni a 37°C in atmosfera
umida addizionata del 109 di CO.. Colonie singole, isolate, con moz-
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fologia caratteristica si trapiantano in terreno liquido senza batterio-
statici e senza siero; dopo 5 giorni di incubazione a 37°C si allesti-
scono -colture solide con steroli e senza steroli per la differenziazione
con gli Acoleplasmi e le «forme L» dei batteri. I Micoplasmi cresco-
no solamente su- terreno provvisto di steroli.

Salmonelle

Crescita sui terreni arricchiti o meno in 18-24 ore. Per Iisolamen-
to in laboratorio si usano quasi esclusivamente terreni selettivi con
batteriostatici e rivelatori di pH, che sfruttano Iincapacita delle Sal-
monelle di fermentare il lattosio e permettono lo sviluppo di colonie
caratteristicamente colorate: agar desossicolato-citrato (DCA) e agar
verde brillante (VBA) crescita di colonie rosa-rosse; agar Salmonel-
la - Shigella (SS) crescita di colonie incolori col centro nero; agar
Gassner crescita di colonie gialle.

Nella tecnica di isolamento, a volte, si preferisce passare prima
attraverso un terreno di atricchimento (brodo tétrationato secondo
Preuss, brodo selenite) per 24 h, da trapiantare successivamente su
di un terreno selettivo all’agar. Dopo una incubazione di 24 h. a
37°C $i possono apprezzare le colonie di 1-3 mm. di diametro. Ba-
stoncini Gram negativi, mobili e pleomorfi.

Per I'identificazione si ricorre alla semina per infissione e striscio
sul terreno di Kligler-becco di clarino, che deve apparire col becco
di clarino rosso ed il fondo giallo-nero. Successivamente, dopo una
eventuale prova di agglutmazxone rapida su vetrino con siero poliag-
glutinante, & sufficiente ricorrere a tre semplici prove: produzione di
indolo, di ureasi e di beta-galattosidasi, prove che nel caso della Sal-
monella risultano negative.

Pasteurella haemolytica

Cresce normalmente su agar sangue formando in 24-48 ore co-
lonie umide e traslucide. Aerobio facoltativo. Debolmente beta-emo-
litico, tale carattere si perde facilmente nelle subcolture; la zona emo-
lizzata & chiaramente visibile e varia secondo i globuli rossi utilizzati.
Gram negativo, morfologicamente simile a Pasteurells multocida.
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Abbiamo rilevato la quasi costante presenza, in tutti i ceppi isolati,
di grosse capsule, che se non ne rappresentano un carattere distinti-
vo nei confronti della maggior parte delle altre Pasteurelle, ne co-
stituiscono quanto meno una grossa caratteristica. Appaiono micro-
scopicamente sotto I’aspetto di cellule rigonfie, globose, fortemente
pleomorfe e colorate in modo non uniforme. Cresce sul terreno di
McConkey, fermenta glucosio, saccarosio e mannitolo, non il lattosio
ed ¢ indolo negativa. Non & patogena per il topino e per il coniglio se
inoculati per via s. c. ed i. p. benché si isoli da organi di essi se sa-
crificati entro 48 ore dall’inoculazione. Non patogena per il coniglio
se inoculata e. v. con brodocoltura di 24 ore. Patogena per il topino
se inoculata per via e. c.

Streptococchi

Crescono in 24 h. su ordinari terteni di coltura liquidi e solidi,
ma P'aggiunta di siero o di sangue o di idrati di carbonio fermentabili

ne favoriscono lo sviluppo. Temperatura ottimale: da 37°C a 42°C

fino a 45°C (ceppi termofili). Le colonie appaiono circolari, grigie,
del diametro di circa 1 mm. Alcune colonie appaiono mucoidi od
opache, carattere questo, anche se non costante, di ceppi virulenti.

Morfologia: cellule sferiche od ovoidi in paia od in catene di
varia lunghezza, tetradi particolarmente apprezzabili in brodo siero

equino; diametro di circa 1 p.; immobili o raramente mobili. Non -

formano spore. Gram positivi, nelle vecchie colture tendono a deco-
lorare facilmente diventando Gram limite. Occasionalmente sono
dimostrabili capsule in primo isolamento. & descritta una fase L.

Presentano capacitd emolitiche, ma tale qualitd pud variare da
un ceppo all’altro e risentire delle variazioni delle condizioni di cre-
scita, includendo il tipo del sangue usato od il peptone del terreno,
lo spessore dell’agar e la tensione di ossigeno dell’atmosfera nella
quale sono coltivati. Per uniformitd di risultati si usano terreni con-
tenenti sangue di equino, sui quali si ottengono i seguenti tipi di
reazioni emolitiche: :

- Beta-emolisi: riferita ad una zona limitata o larga di completa

emolisi attorno ad una colonia;

Alfa-emolisi primaria ed alfa emolisi.
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Il termine «streptococchi emolitici», in ogni caso, si riferisce
usualmente agli organismi che producono beta-emolisi.
Le reazioni biochimiche sono di secondaria importanza.

E. coli

In brodo la crescita & denunciata da intorbidamento diffuso en-
tro 18 ore, con deposito abbondante che si disperde con I’agitazione
della provetta (forma «S»); la formazione di un supernatante ed un
deposito granulare che non si disintegra con 1’agitazione denunciano
la fase «R».

Aerobio, anaerobio facoltativo. Cresce su ordinari terreni di col-
tura senza aggiunta di sangue, siero ecc.

Temperatura ottimale 37°C. Si sviluppa bene da 20°C a 44°C.

Il terreno in uso nei nostti laboratori & I'agar Gassner: tutti i
ceppi fermentano lattosio e glucosio con produzione di acido. Utile
pure il terreno di Mc Conkey. La caratteristica proprietd emolitica di
alcuni ceppi & svelata con 'uso dell’agar sangue. . A
"~ Motfologicamente si presenta come un bastoncino Gram negati-
vo che pud essere mobile per flagelli peritrichi, o immobile. Non for-
ma spore. Alcuni ceppi sono dotati di capsule e su terreni solidi for-
mano colonie mucoidi. .

La modesta percentuale di casi di sindrome respiratoria nei quali
& coinvolto come agente di complicazione ci dispensa da ulteriori no-
notizie.

Stafilococchi

Gli stafilococchi crescono sui pitt semplici terreni di coltura. Ca-
ratteristicamente emolitici; 'emolisi si apprezza in agar contenente
globuli rossi di pecora, di vitello o di coniglio dopo una incubazione
di 24 ore a 37°C con colonie di 2-4 mm. di diametro, talvolta pigmen-
tate di giallo. Crescono in atmosfera normale, ma & ben tollerata an-
che una atmosfera arricchita di COz, condizione che meglio evidenzia
le loro proprietd emolitiche. I ceppi patogeni (Staph. aureus) posseg-
gono vari enzimi e tossine, nonché tre emolisine distinte («, 8, 8) che
possono combinarsi assieme o essere presenti singolarmente nei vari
ceppi. Crescono bene su tetreni ipertonici (7,5% NaCl). Terreno se-
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lettivo & quello di Baird-Parker contenente: tellurito di potassio
(agente selettivo), glicocolla e piruvato (metaboliti che permettono
la crescita rapida dello Stafilococco) e rosso d’uovo, i cui lipidi ven-
gono idrolisati da una lecitinasi presente negli Stafilococchi patogeni,
producendo un alone chiaro di 2-5 mm. attorno alla colonia di colore
nero. S .

Motfologicamente si presentano come cocchi Gram -positivi di
circa 1 p. di diametro. Appaiono preferibilmente come ammassi o
~grappoli, specialmente in preparati allestiti da brodocolture, ma si
possono anche osservare elementi singoli, in paia od in tetradi. Sono
immobili e non formano spore.

La «Coagulasi» dimostrabile su plasma di coniglio & sufficiente
al riconoscimento dei ceppi patogeni.

Clamidie

‘ Microorganismi Gram negativi, immobili, che si moltiplicano so-
lamente su cellule viventi; visibili al microscopio ottico, 300 nm. di

grandezza, dotati di RNA - DNA, sensibili all’azione di determinati

antibiotici. .

11 loto modo di moltiplicazione & caratterizzato dalla trasforma-
zione dei corpi elementari (piccole forme infettanti a parete rigida)
in corpi iniziali (forme pitt grandi a parete sottile, non infettanti);
il corpo elementare & capace di sopravvivere per il tempo di un breve
viaggio extracellulare da una cellula all’altra. Non & in grado di mol-
tiplicarsi nella cellula nella quale si & formato.

Le Clamidie si colorano con metodi tintoriali quali Macchiavello,
Gimenez e Castaneda. Si coltivano su uova embrionate di pollo, su
monostrati cellulari, su animali da esperimento.

La tecnica di isolamento su uova embrionate, utilizzabile in qual-
siasi laboratorio da tecnici preparati, prevede l'uso di uova SPF, di
giorni 6-8, da inoculare per la via del sacco vitellino con sospensioni
di polmone addizionate con certi antibiotici ed antifungini quali:
Streptomicina, Vancomicina, Neomicina, Nistatina ed Anfotericina B
i quali sono inattivi verso le Clamidie e svolgono attivita antibatte-
rica. Le uova devono essere «sperate» due volte al giorno; tempo
di osservazione 14 giorni. La morte degli embrioni entro 48 ore & da
ritenersi aspecifica. Gli embrioni morti nelle ore successive vengono
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controllati al microscopio previa colorazione, con metodo di Gimenez,
Macchiavello o Castaneda, di’ impressioni su vetrino di frammenti
di membrana del sacco vitellino. I corpi elementari, endocitoplasma-
tici o liberi per lisi cellulare, sono colorati, col Gimenez, in rosa su
fondo verde, col Macchiavello in rosso su fondo bleu e con Castaneda
in bleu su fondo rosa.

Un frammento di membrana del sacco vitellino di ogni embrio-
ne morto deve sempre essere utilizzato per ricerche di controllo bat-
teriologico nei riguardi di Micoplasmi, batteri e muffe.

In caso di sopravvivenza di tutti gli embrioni sono necessati uno
o due passaggi ciechi per considerare negativa la ricerca.

Risultati e conclusioni

Per rappresentare nel modo pitt semplice uno schema di condot-
ta per laccertamento in laboratorio di microorganismi associati a
«sindrome respiratoria», abbiamo predisposto delle Tabelle (N. 3 -
N. 4), mentre un brevissimo commento, dimensionato al ricorso al
minor numero di esami tra i pitt altamente probanti, ci & sembrato
utile come traccia guida per la identificazione di ciascun isolato, ben
sapendo con cid di distaccarci dal perfezionismo che caratterizza la
microbiologia, pur di orientarci a fornire risposte in tempi brevi al
Clinico.

Tranne rare eccezioni, l'isolamento di patogeni dall’albero respl-
ratorio non offre soverchie difficoltd tecniche.

I tempi di risposta sono contenuti entro 72-96 ote, astrazion fat-
ta per i Micoplasmi che richiedono tempi tecnici superiori a 9 giorni
e per le Clamidie che possono richiederne oltre 40. Le eccezioni alla
norma sono ordinariamente rappresentate dalle colture risultate ste-
rili: cid impone la ricerca di «sostanze inibenti» la cui presenza & pos-
sibile per pregresse terapie individuali o di massa, e la prova biolo-
gica su animali di laboratotio specie nei confronti di Pasteurella mul-
tocida.

Raramente polmoni indenni da'lesioni rnacros'copiche permettono
Iisolamento di microorganismi di sorta; cid si verifica i invece spesso
per trachea e cavitd nasali.

Un breve commento alle Tabelle N. 1 - N. 2: Pastenrella multo-
cida domina sia il risultato dei tamponi nasali che degli organi pro-
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fondi. E abbastanza singolare il radicale mutamento della flora piu
rappresentata nella prima tabella rispetto alla seconda. Infatti, men-
tre nella prima gli Streptococchi ed i Coli seguono il risultato pit
importante, essi scompaiono quasi nella seconda, sostituiti dai pil
«specifici» C. pyogenes, Micoplasmi, Miceti e Pasteurella haemolytica.

A proposito della diffusa opinione secondo la quale certi patogeni
quali Pasteurella spp. e Mycoplasma spp. partecipano alla «normale»
flora microbica delle prime vie respiratorie, abbiamo eseguito «a la-
tere» una limitata ricerca proprio tesa alla verifica di una ipotesi che,
se vera, annulla quanto meno I'uso del tampone nasale quale stru-
mento d’indagine per la ricerca di agenti presunti patogeni. I risul-
tati ottenuti starebbero infatti ad indicare che la presenza di Pasteu-
rella spp. € Micoplasmi & dimostrabile in alta percentuale di indivi-
dui appartenenti ad allevamenti nei quali si & ossetvata o & presente
una sintomatologia a localizzazione tespiratoria, pur limitata a rinite
di vario grado, ma non la & laddove lo stato sanitario non denuncia
malattie respiratorie. In altri termini i tamponi nasali eseguiti su n.
50 vitelli appartenenti ad aziende a «ciclo chiuso» patticolarmente
noti sotto il profilo sanitario, hanno dimostrato solo la presenza di
Streptococchi e di E. coli. Cid stimola ad una piti approfondita ricer-
ca particolarmente rivolta a dimostrare attivitd delle difese immu-
nitarie locali e generali degli animali, in correlazione al tipo di alle-
vamento e di ambiente in cui essi vivono. :

Globalmente i nostri risultati rispecchiano quelli di analoghe in-
dagini svolte in Italia ed in Stati europei ed extraeuropei.

Sotto il profilo strettamente tecnico, nulla vi & da dire sull’isola-
mento di Pasteurella multocida e C. pyogenes.

Le Salmonelle, specie i sierotipi thyphimurium, enteritidis e du-
blin, risultano sempre p1u frequentemente responsabili di localizza-
zioni rinopolmonari in giovani vitelli di ogni tipo di allevamento. Cid
crea possibili e frequenti errori diagnostici che possono tuttavia es-
sere facilmente evitati ricorrendo all’esame batterlologlco degli essu-
dati nasali.

Pasteurella baemolytica ci pare il pit estroso dei m1croorgan1sm1
isolati, sia per le sue peculiari caratteristiche morfologiche e coltu-
rali, che per le responsabilitd di ordine patologico. Morfologicamente
dotata di abbondante presenza di capsule, di aspetto pleomorfo con
caratteri tintoriali variabili, essa si isola frequentemente dalle cavita
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nasali e da casi di setticemia emorragica che, ordinariamente, & con-
siderata forma rara; il quadro anatomo-patologico che sostiene risul-
ta dominato da ampi panni fibrinosi in sede pleurica ed interlobulare,
emorragie alle sierose e da una gravissima linfoadenite emorragica in
cui i linfonodi specie retromascellari, mediastinici e meseraici risul-
tano a volte ingrossati sino a raggiungere le misure di un uovo di
tacchino. '

I Micoplasmi, oltre a rappresentare difficoltd di isolamento (si
pud presumere una pilt alta percentuale), costituiscono per la mag-
gior parte dei laboratori la grave limitazione della difficolta di iden-
tificazione, tanto che normalmente la risposta si limita a «presenza
Micoplasmi». I miceti sono facilmente identificati attraverso meti-
colosi esami microscopici «a fresco». Esami batteriologici positivi
debbono essere valutati con cautela; molto autorevole & il responso
dell’esame istologico. Alcuni ceppi da noi isolati ripetutamente dagli
stessi organi, sono stati classificati presso 1'Istituto Zooprofilattico
del Piemonte (che qui ringtaziamo) come muffe del genere Asper-
gillus e Penicillium unanimemente considerate le pitt frequenti.
Questi patogeni debbono essere tenuti in grande considerazione spe-
cie nei casi di prolungata terapia con antibiotici poiché sono fre-
quentemente causa essi stessi della morte dell’animale.

Il rinnovato interesse per le Clamidie quali agenti responsabili
di polmoniti sia nei bovini giovani che adulti, ci ha spinti ad intra-
prendere una ricerca limitata a 15 casi. Essa & stata eseguita sul solo
polmone a causa dell’alto numero di microorganismi presenti nelle
secrezioni nasali. La ricerca & stata eseguita usando per substrato uova
embrionate di pollo di 6 gg. di incubazione, SPF, per inoculazione
attraverso la via del sacco vitellino, previo trattamento dell’inoculo
con Vancomicina (1 mg./ml.) e Streptomicina (5 mg./ml.). T risul-
tati sono stati inconcludenti. Infatti da 4 casi si & avuto Pisolamento
di Micoplasmi, Pasteurella baemolytica e C. pyogenes gia ottenuto
nel corso dell’esame batteriologico. Nei casi rimanenti le uova sono
state controllate due volte al giorno sino al 14° gg. post-inoculazione
ed & stato eseguito un solo passaggio cieco per ognuno di essi, con
esito negativo. Impressioni di superfici di taglio di parenchima pol-
monare sede di lesione, colorate con il metodo di Giemsa e Macchia-
vello, non hanno permesso 1'osservazione di corpi riferibili a «corpi
elementari» di Clamidie. Tale modesto contributo di ricetca ha in
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ogni caso offerto un suo positivo risultato: ha suggestivamente con-
fermato la validita del metodo colturale nello svelare con precisione
ed attendibilitd la presenza di microorganismi patogeni dai visceri
animali; ha riconfermato il ruolo dell’ «uovo embrionato» quale pre-
zioso e sensibile substrato colturale, ha dimostrato la gid nota varia-
bile sensibilith dei micoplasmi all’attivitd di determinati antibiotici,
ha dimostrato inoltre la ridotta possibilita di isolare Clamidie da tes-
suti contaminati da microorganismi dotati di forte potere patogeno
nei confronti dell’embrione di pollo e poco sensibili ad antibiotici
che non svolgono attivitd nei confronti di Clamidie e, infine, ha con-
fermato che come metodo diagnostico per la ricerca di Clamidie ri-
chiede tempi eccessivamente lunghi ed impegno notevole. -

Si conclude nell’affermare che ’esame batteriologico costituisce
elemento indispensabile nella diagnostica delle malattie dell’apparato
respiratorio anche se non esclusivo, e nell’indicare nei tamponi na-
sali un valido ausilio per la formulazione di una diagnosi presuntiva
pur con le difficoltd di intetpretazione che essa comporta.
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C. ROSSI

CRITERI DI SELEZIONE DEI VACCINI CONTRO LE INFE-
ZIONI RESPIRATORIE DEL BOVINO E RELATIVO IMPIEGO

Affinché la vaccinazione contro le infezioni respiratorie del bovi-
no dia risultati soddisfacenti occorre prendere in considerazione i va-
ri fattori che possono influenzarne Dattivita.

In particolare occorre tener presente:

a) gli agenti patogeni, virali e/o batterici che predommano nel-
’allevamento o nella zona;

i fattori ambientali, in particolare il tipo di allevamento, la
presenza o meno dell’infezione in atto, il superaffollamento (crow-
ding) e gli altri stress che, ripercuotendosi specialmente a livello del-
la superficie respiratoria, determinano una depressione del metaboli-
smo cellulare con conseguente abbassamento dei livelli di produzio-
ne delle immunoglobuline superficiali (Ig A);

c) Ueta, in quanto la ptesenza di anticorpi materni puo interferi-
re con il tipo di vaccinazione utilizzata.

Per superare l'incidenza di questi elementi, potremmo disportre
di vari tipi di vaccino che consideriamo nei due gruppi di spenti o vivi
e attenuati.

— monovalenti virali: allestiti con un solo tipo di virus;

— polivalenti virali: allestiti con due o piu tipi di vitus, quali il
~virus della rinotracheite inf. (IBR), della parainfluenza (PI 3), adeno-
virus (BAV 3), reovirus, vitus della diarrea virale - malattia delle
mucose (BVD); .

— polivalenti misti: allestiti con pit tipi di virus in associa-
zione .ed agenti batterici di infezioni polmonari quali Past. multoci-
da, Past. baemolytica, microplasmi, clamidie, stafilocchi, strepto-
cocchi ecc.
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Le sostanze inattivanti pili comunemente utilizzate sono la for-
malina, il beta-propiolattone, il tetracloroetilene, la glutaraldeide.

Quali adiuvanti vengono usati lidrossido di alluminio, le so-
stanze oleose, il sodio alginato, la saponina.

Anche per i vaccini vivi attenuati si pud disporre di vaccini mo-
novalenti o polivalenti, che possono essere usati per iniezione o per
via endonasale.

L’attenuazione pud essere ottenuta attraverso passaggi seriali in
colture cellulari, creando ceppi resistenti alla temperatura di 56°C,
oppure con i cos1ddett1 ceppi mutanti termosensibili o termospecifici
(mutanti TS).

Questi hanno la particolaritda di moltiplicarsi bene ad una tem-
peratura relativamente bassa (ad es. alla temperatura permissiva di
35°-36°C) ma non a temperature pit elevate (ad es. temperatura re- -
strittiva di 39°C) mentre il tipo originale si moltiplica bene alle due
temperature. Tali mutanti sublscono anche una diminuzione o per-
dita della virulenza, per cui si & passati all’applicazione per la vacci-
nazione contro le infezioni respiratorie dell’'uomo e degli animali per
via endonasale. Il principio consiste nél fatto che le mutanti TS
possono ancora moltiplicarsi nelle prime vie respiratorie a tempera-
tura permissiva, mentre non possono moltiplicarsi nelle vie respita-
torie profonde o in altti organi interni, ove la temperatura & restrit-
tiva. La moltiplicazione dei virus TS nelle prime vie respiratorie non
provoca la malattia, ma la comparsa di una immunitd locale, nonché
di anticorpi c1rcolant1 e di intetferon. Inoltre, essendo somministrati
a livello delle mucose, non subirebbero effetu inibitori nel loro sv1-
luppo da anticorpi colostrah

La mutante TS del vitus IBR non presenterebbe i pericoli di altri
tipi di virus IBR attenuati, di infettare le vacche gravide non vac-
cinate provocando aborti.

I vaccini spenti sono, sotto questo aspetto, completamente inno-
cui, e gli eventuali inconvenienti potrebbero essere legati ad inciden-
ti di tipo anafilattico. La componente pasteurellare nei vaccini morti,
pud essere causa di reazioni per shock da endotossine; questa rea-
zione & passeggera ed & pili grave nei vaccini contro la sola pasteurel- -
losi. Infatti combinato con vaccini virali ’antigene da pasteurelle
provoca reazioni minori e si comporta come sostanza adiuvante con-
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tribuendo a dare una piti elevata risposta anticorpale nei confronti del-
la componente virale (Larson e Schell).

I criteri coi quali si possono selezionare i vaccini devono tener
conto dei vari elementi finora citati affinché il programma di profi-
lassi abbia un’applicazione mirata.

L’intervento d’urgenza in allevamenti con infezione in atto pre-
senta un’evidente controindicazione, sia perché pud aggravare le ma-
nifestazioni cliniche, sia per linutilitd della vaccinazione che crea
sfiducia nell’allevatore. Cid non toglie che, se I'infezione & iniziale
e ha colpito solo pochi capi, con un intervento d’urgenza si possono
ottenere buoni risultati, specie utilizzando contemporaneamente un
vaccino vivo e uno spento.

Tale tipo di vaccinazione & pure indicata allorché occorre inter-
venire su vitelli molto giovani che entrano in allevamenti intensivi
ove la malattia compare fin dalle prime settimane di vita, onde su-
perare la barriera degli anticorpi materni. E bene tener presente che,
per quanto riguarda i vitelli provenienti dalla Francia, la situazione
attuale delle condizioni sierologiche dei soggetti tra 8 e 15 giorni- di
etd evidenzia una scarsa presenza di anticorpi IBR (circa 69%) a bassi
titoli, mentre pilt elevati sono quelli da Myxovirus PI 3 (85%), da
Adenovirus (87%), da malattia delle mucose (60%); il virus sinci-
ziale respiratorio causa debole positivitd nel 229% dei capi. Vacci-
nando tali vitelli con vaccini spenti mediante due interventi a distan-
za di 14 giorni si ha la seguente evoluzione dei titoli sierici:

I.B.R.: 14 giorni dopo un solo intervento non si riscontra alcun
aumento degli anticorpi, mentre 14 giorni dopo il secondo tutti i
soggetti presentano una sieroconversione con alti titoli sierici.

- PI 3 e Adenovirus: dopo il primo intervento non si nota vatia-
zione nei titoli sierici e dopo il secondo si ha un aumento di scatso
rilievo, come se la presenza di anticorpi passivi impedisse I’elabora-
zione degli anticorpi vaccinali.

Questi risultati sono stati analoghi per diversi vaccini spenti sia
che venissero utilizzati adiuvanti oleosi, sia idrossido di alluminio
con saponina.

Nelle condizioni della pratica I’alta frequenza degli anticorpi PI 3,
Adenovirus e BVD spiega la minore incidenza delle malattie relative,
in quanto il contatto di animali protetti con il vitus ambientale pro-
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voca linstaurarsi, nella maggior parte dei casi, di una immunitad na-
turale attiva specifica.

Viene invece confermata la necessitd di vaccinate contro I'IBR,
per la quale i vitelli sono per lo pilt sprovvisti di anticorpi materni.

Per quanto riguarda il Virus Sinciziale, data la gravitd della
- malattia, anche se di scatsa diffusione, e 'impossibilitd di utilizzare
vaccini inattivati, si potrebbe pensare all’uso di un vaccino attenuato
come quello realizzato da Wellemans e coll., attenuando un ceppo
mediante 94 passaggi in colture cellulari.

Nei vitelloni (broutards) 'uso dei vaccini inattivati contro il vi-
rus IBR mediante due interventi a distanza di 12-15 giorni, rappre-
senta la metodica di profilassi attualmente pill usata, con buoni ri-
sultati. Negli allevamenti nei quali 'infezione colpisce precocemente
i soggetti introdotti senza possibilitd di applicare un periodo di qua-
rantena in un ambiente isolato o nel luogo di provenienza, pud es-
sere indicato vaccinate anche con un vaccino vivo.

L’associazione di un vaccino vivo endonasale con uno inattivato
potrebbe dare risultati migliori in quanto si ha un’azione inizialmen-
te pitt rapida data dal vaccino vivo, che pud interferire con I’eventua-
le presenza di virus nell’ambiente, e nel frattempo si instaura una
pilt ‘solida immunitd generale stimolata dal vaccino spento.

Per i soggetti che vengono tenuti in allevamento pitt di 6 mesi,
¢ consigliabile un richiamo dopo 3-4 mesi col vaccino spento.

Un altro aspetto & rappresentato dall’infezione da virus IBR in
allevamenti tradizionali, con manifestazioni morbose anche a carico
dell’apparato genitale. In tali allevamenti la vaccinazione con virus
IBR inattivato ha dato ottimi risultati, con una riduzione dell’infet-
tilita e della mortalitd dei vitelli (Kolar).

Fra i mezzi che possono essete utilizzati per stimolare una rea-

zione immunitaria nei bovini ricordiamo gli induttori di paraimmuni-
td o di premunizione che determinano nell’organismo un’attivazione
funzionale della resistenza aspecifica, con formazione di interferon
ed incremento del sistema cellulare linfoprotettivo.

Olire ai virus vivi ed attenuati che offrono il vantaggio di una
combinazione di effetti specifici ed aspecifici e che agiscono da indut-
tori quando sono associati al vaccino specifico inattivato, si sono
avuti buoni risultati con un preparato allestito con un virus del vaio-

132



lo aviare, eterologo per il mammiferi e non pil capace di rephca—
zione (Wizigmann).

~ Ricordiamo inoltre le esperienze di Ballarini nella prevenzione
e nel trattamento di vitelli con infezioni da BVD-MD in forma inte-
stinale e respiratoria mediante la somministrazione di vaccino vivo
attenuato (ceppo cinese) per la peste suina classica, seguita da un
trattamento immunostimolante con levamisole.

L’attivitd immunomodulante del levamisole offre delle possibi-
lita applicative anche nei confronti dell’IBR, specie negli animali gio-
vani ove & facile osservare limitate risposte immunitarie (Ballarini).
La somministrazione del prodotto deve essere effettuata dopo la vac-
cinazione, in quanto se fatta prima pud ridurre Pefficacia del vaccino.

L’utilizzazione dei cotticosteroidi in modo indisctiminato, come
avviene sovente negli allevamenti intensivi, pud con la sua azione
immunosoppressiva causate una deficiente risposta immunitaria e ren-
dere gli animali pili recettivi alle infezioni virali, oltre che attivare
una eventuale infezione latente con disseminazione del virus (Da-
vies-Kabelik).

In questa rapida disamina de1 criteri che si possono adottare per
la profilassi vaccinale delle infezioni respiratorie del bovino, ho ci-
tato anche prodotti che attualmente non sono disponibili in Italia,
in particolare alcuni vaccini vivi attenuati.

D’altra parte occorre tenere presente che se i provvedimenti pre-
visti dalla circolare n. 110/1978 del MINSAN fossero applicati in-
tegralmente, non sarebbe necessario ricotrere all’uso di tali vaccini
e gli allevatori potrebbero ottenere una notevole r1du21one delle pet-
dite con rilevanti vantaggi economici.
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F. CARLOTTO

PRINCIPI E METODICHE DEL PRE-CONDIZIONAMENTO
DEI BOVINI DA CARNE

E noto come l'introduzione di giovani bovini nei centri di ingras-
so comporti tutta una serie di problemi di carattere sanitario.

Nel nostro Paese questi problemi sono particolarmente comples-
si per le modalitd molto eterogenee di approvvigionamento dato che
questo avviene mediante P'acquisto di vitelli gid svezzati e pronti
per P'avviamento all’ingrasso o pilt spesso di vitelloni da ristallo, pro-
venienti prevalentemente dall’estero. Una quota importante ed in au-
mento in questi ultimi anni & rappresentata dall’acquisto di vitelli
da svezzare di provenienza estera e, in misura pit limitata, dal mer-
cato nazionale.

Queste sono le categorie di animali che vengono introdotti nei
centri di ingrasso, animali che devono sopportare una serie di stress
notevoli che vanno dal trasporto, spesso a lunga distanza, in condi-
zioni non sempre appropriate, all’adattamento all’alimentazione e al
tipo di stabulazione. Inoltre occorre considerare che spesso questi
giovani animali sono provvisti di scarse difese immunitarie nei con-
fronti dei principali agenti patogeni dominanti nei centri di ingrasso.

Direi quindi che i molti problemi che insorgono trovano piena giu-
stificazione. '

Negli Stati Uniti sono sempre esistiti i problemi suscitati dai vi-
telli destinati ai feedlots tanto che varie tecniche di precondiziona-
mento sono state preconizzate e sovente adottate su larga scala in di-
versi territori; queste tecniche inizialmente miravano pili che altro
a conferire, mediante I'impiego di vari vaccini, un certo grado di im-
munitd ai vitelli prima del loro inoltro ai feedlots per contenere so-
prattutto i danni dovuti alle malattie respiratorie. :

Nel tempo il concetto di pre-condizionamento & andato man ma-
no sviluppandosi assumendo un significato pitt complesso e com-
prendendo una serie di procedimenti: graduale variazione dell’ali-
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mentazione per evitare i bruschi cambiamenti nel feedloz, uso di strut-
ture similari a quelle del feedlo# adottando eguali tecniche di abbeve-
rata e vari altri accorgimenti tendenti sempre a ridurre lo stress del
cambiamento. Inoltre sono spesso previste altre operazioni in rela-
-zione a particolari necessitd quali ad es. la castrazione, la decornua—
zione, i trattamenti contro i parassiti.

Varie associazioni americane poi lavorano tuttora per stitolare
lo sviluppo di programmi standardizzati che prevedono [’identifica-
zione dei vitelli e I’acquisizione di documenti che forniscano all’acqui-
rente notizie precise sul tipo di pre-condizionamento adottato. Esi-
stono pure varie forme di contribuzione per gli allevatori di vitelli
al fine di incentivare il pre-condizionamento.

Per noi, come dicevamo, il problema diventa assai piti complesso
visto il contingente di animali di provenienza estera il che richiede-
rebbe il pre-condizionamento nei paesi di origine. Questo non & fa-
cilmente realizzabile soprattutto per motivi economici, il pre-condi-
zionamento infatti ha dei costi che Iacquirente pud anche in parte
sopportare in cambio delle maggiori garanzie' solo se 'onere. che ne
risulta & contenuto; d’altra parte il produttore di vitelli se non & in-
centivato non si sobbarca tanto facﬂmente a nuovi oneri e a proce-
dure che complicano la sua-gestione. ~

Dell’efficacia ‘del pre-condizionamento all origine abbiamo potu—
to fare delle ‘osservazioni personali allorché, qualche anno fa, a se-
guito di accordi con alcune organizzazioni francesi, si organizzo, in
via sperimentale, la preparazione in Francia di alcuni contingenti dei
cosiddetti «broutards» che, provenendo da pascoli, presentavano i
piti grossi problemi di adattamento; i risultati furono fin dall’inizio
soddisfacenti e cid portd ad affettuare successivamente le operazioni
su alcune migliaia di capi nei quali i vantaggi furono molto chiara-
mente evidenziabili nei confronti dei gruppi di soggetti non sottopo-
sti alla tecnica di pre-condizionamento. In sintesi questi risultati si
concentrarono in un pitt rapido adattamento degli animali dopo I’at-
tvo mei nostri centri di ingrasso, sia alle particolari strutture che
all’alimentazione, in una maggiore resistenza alle malattie, quelle re-
spiratorie in particolare, ed in uno stato di benessere generale com-
provato dal rapido raggiungimento dell’optimum di incremento pon-
derale.

"Vediamo ofa alcuni dettagli sulle tecniche di pre-condizionamento.

136




Svexzamento dei vitelli

I vitelli devono essere introdotti in apposite installazioni per lo
svezzamento nelle quali si impone la pratica del «tutto pieno, tutto
vuoto» con adeguate pulizie e disinfezioni tra un ciclo e I'altro; que-
sta pratica in veritd va estendendosi ormai in molti allevamenti.

11 centro di svezzamento dovrebbe perd essere sempre al di fuori
del centro di ingrasso ad evitare pericolose promiscuita. Inoltre i grup-
pi di vitelli non dovrebbero essere troppo numerosi, i gruppi di 150-
200 capi danno i migliori risultati. ' »

Deve essete posta molta cura al microclima ambientale; lo svez-
zamento deve essere ben graduato senza forzare lincremento pon-
derale e gli animali vanno inseriti nel ciclo di ingrasso dopo una ven-
tina di giorni dalla fine dello svezzamento allorché sono gia ben adat-
tati anche al tipo di alimentazione.

Durante il periodo di svezzamento si impongono alcuni interventi
profilattici quali I'impiego di vaccini contro le malattie respiratotie,
in primo piano la Rinotracheite infettiva, -onde conferire ai giovani
animali una adeguata base immunitaria almeno contro gli agenti ezio-

logici piti frequenti e pericolosi.

' Eventuali manifestazioni morbose durante lo svezzamento devo-
no essere controllate con tempestivitd ad evitare Iinstaurarsi di le-
sioni ai vari apparati che poi potrebbero compromettere il regolare
sviluppo degli animali.

Pre-condizionamento dei vitelloni

Non & il caso di ritornate sui dettagli del pre-condizionamento al
paese d’origine richiamati in pilt occasioni e dalle stesse disposizioni
ministeriali.

B opportuno invece ricordare che i vitelloni sottoposti ad un pe-
riodo di pre-condizionamento all’origine non possono per questo es-
sere controllati con minote attenzione. Si tratta pur sempre di ani--
mali che hanno subito lo stress del trasporto e che devono adattarsi
ancora con una certa gradualitd al nuovo allevamento e soprattutto
all’alimentazione. Necessaria quindi una attenta vigilanza sanitaria,
curare l’acclimatamento, costituire dei lotti omogenei, inseritli in
ricoveri ben ripuliti e disinfettati, graduare il regime alimentare e

137



valutare, quando & il caso, Popportunita di interventi vaccinali di
richiamo.

Allorché vengono introdotti nel centro di ingrasso animali non
sottoposti a pre-condizionamento, possiamo consigliare alcune misure
che nella pratica si sono dimostrate efficaci quando adottate in alle-
vamenti sufficientemente organizzati sotto D’aspetto installazioni e
personale.

I gruppi di animali da introdurre nel centro di ingrasso devono
rimanere isolati per una trentina di giorni in installazioni ben sepa-
rate dal resto dell’allevamento, molto ben ventilate e tali da permet-
tere un facile controllo degli animali.

Sono state realizzate da alcuni allevatori installazioni estremamen-
te semplici e pratiche.

Le operazioni da svolger31 durante questo periodo sono sostan-
zialmente le seguenti:

1) formazione di gruppi di animali il pitt possibile omogenei on-
de evitare successivi timescolamenti e le conseguenti turbe che ne
derivano;

2) piano alimentare che preveda un passaggio molto graduale da
una razione composta injzialmente da solo fieno, all’impiego di man-
gime concentrato e silomais. Nei primissimi giorni occorre curare
molto anche I’avvio degli animali all’abbeverata;

3) preparazione sanitaria vera e propria: vaccinazione gia all’ar-
rivo contro la Rinotracheite Infettiva (IBR) ed eventualmente con-
tro i virus riconosciuti pitt importanti nel determinismo delle mani-
festazioni patologiche caratteristiche dell’etd degli animali e del tipo
di allevamento (PL;, BVD, ecc.), dopo 15-20 giorni vaccinazione di
richiamo;

4) per gli animali provenienti dal pascolo, & indispensabile un
trattamento contro gli endoparassiti (molto indicato il tetramisole)
da effettuare preferibilmente dopo 2-3 giorni dal primo intervento
vaccinale. Si dovrd sorvegliare attentamente 'eventuale comparsa di
segni di parassitosi cutanee, soprattutto le rogne; nei centri bene or-
ganizzati si procede anche alla tosatura sistematica del dorso;

5) spesso dopo alcuni giorni dall’arrivo gli animali manifestano

qualche turba respiratoria; in tal caso & opportuno il trattamento
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di massa con 'impiego di antibiotici e sulfamidici e supplemento vi-
taminico riservando trattamenti individuali ai soggetti eventualmente
pitt colpiti.

* k%

Queste sono in via di massima le tecniche consigliabili per la pre-
parazione dei giovani bovini destinati ai centri di ingrasso. Bisogna
sottolineare che gli animali per esprimere meglio le loro chances pro-
duttive, devono giungere alla fase cruciale dell’ingrasso in buon equi-
librio sanitario anche per evitate al massimo manipolazioni dispen-
diose e in ogni caso non prive di effetti negativi.

Per questo disponendo di animali gid ben, per cosi dire, rodati al
sistema, dotati di una base immunitaria valida almeno contro gli
agenti patogeni pili peticolosi e pitt diffusi, le chances di successo
aumentano notevolmente, anche sotto I’aspetto fondamentale del
contenimento dei costi di produzione.
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L. BELLANI

INFEZIONE, RESPIRATORIA DEI BOVINI. NORME DI PO
LIZIA VETERINARIA

Nella patologia infettiva dei bovini, si va gradualmente riducen-
do, come & noto, 'importanza delle malattie ch¢ un tempo determi-
navano le perdite economiche piti gravi. Infatti, mentre le grandi
epizoozie aftose sono ormai diventate un ricordo del passato, grazie
agli attuali metodi profilattici, incentrati sulla vaccinazione annuale
obbligatoria, I'incidenza della tubercolosi e della brucellosi bovina
¢ scesa a valori assai modesti, a seguito della realizzazione di appo-
site campagne di eradicazione.

Nel contempo, nuove situazioni preoccupant1 sono gradualmen-
te emerse nel panorama delle forme morbose a carattere infettivo del
settore bovino. .

* Accanto alla comparsa di nuove infezioni, si registra una mag-
gior frequenza di forme un tempo rare e cid in relazione all’interven-
to di nuovi fattori epidemiologici, quali I'intensitd e la rapidita degli
spostamenti degli animali, anche sulle lunghe distanze, alla crescente .
importanza del polimicrobismo ambientale e dei cosidetti germi «op-
portunistis», specialmente per i bovini,in allevamento intensivo, e al
grande incremento delle virosi pitt disparate.

Per quanto si riferisce agli agenti «opportunisti», & noto che non
determinano, in genere, infezioni monocausali, ma infezioni multi-
fattoriali, alla cui patogenesi concorrono ciod svariate cause e so-
prattutto «fattori favorenti» che rendono possibile a microrganismi
normalmente non patogeni di determinare forme morbose clinica-
mente evidenti,

In questo quadro si colloca la cosiddetta «influenza dei bovini»
che. pud assumere non raramente il carattere di infezione mista, nel
senso che sulla infezione di base, sostenuta da virus di modesta pato-
© genicita, come Reovirus, Adenovitus, Parainfluenza 3 ecc., possono
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innestarsi, con effetti sinergici, gli interventi di vari elementi figurati,
come batteri, micoplasmi, clamidie ecc.

Da un punto di vista generale, al fine di prevenire I'insorgenza
delle infezioni da germi oportunisti & importante intervenire contro
il polimicrobismo ambientale, evitare il superaffollamento dei rico-
veri, mantenere gli animali in condizioni di massimo equilibrio fisio-
logico e di difese organiche efficienti, escludendo, per quanto possi-
bile, l'intervento di agenti stressanti esogeni ed endogeni, nonché
ogni causa di serie disfunzioni metaboliche.

Come si & accennato in precedenza, secondo le attuali conoscenze
linfluenza bovina & sostenuta in via primaria da vari agenti virali,
ma si conclama clinicamente, di norma, solo quando si realizza il con-
corso di fattori non microbici endogeni (raffreddamento, strapazzi
~ da trasporto, infezioni persistenti, immunosoppressione, assenza . di
immunitd) e/o esogeni (microclima dei ricoveri insoddisfacente, mus
tamenti di alimentazione e di alloggiamento effettuati in modo im-
proprio, errori nutrizionali veri e propri, condizioni sfavorevoli di
allevamento). ‘ :

Non vi & dubbio, tuttavia, che le malattie respiratorie comune-
mente designate con il termine di «influenza», pur essendo «condi-
zionate» dai predetti fattori, rivelano chiaramente un carattere in-
fettivo e diffusivo: insorgono infatti generalmente a seguito della in-
troduzione negli allevamenti di animali di recente acquisto e si pro-
pagano in breve tempo fino a interessare a volte Iintero effettivo.

Anche se la gravitd delle forme cliniche osservabili nei singoli
animali pud variare entro limiti piuttosto ampi e pur considerando
che altri apparati, oltre a quello respiratorio, possono essere coin-
volti, si pud affermare che le infezioni in argomento manifestano
una stretta affinita sul piano clinico, cosi come su quello epidemiolo-
gico, per cui appare giustificato assimilarle, ai fini della applicazione
delle misure previste dal vigente regolamento di polizia veterinaria,
alla influenza dei bovini.

La necessita di estendere I'obbligo della denuncia e dei conse-
guenti provvedimenti sanitari a queste infezioni, senza arricchire le-
lenco previsto dall’art. 1 del D.P.R. 8 febbraio 1954, n. 320, appare
evidente ove si consideri che, mentre la definizione eziologica delle
infezioni stesse pone sovente non lievi difficoltd e riesce impossibile
in tempi brevi, P'applicazione tempestiva di appropriate misure di
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profilassi e polizia veterinaria in forma obbligatoria & indispensa-
bile per fronteggiare validamente la diffusione del contagio.

La inopportunitd di aggiungere nuove malattie all’elenco previsto
dall’art. 1 del citato D.P.R. n. 320 si evince inoltre dalla considera-
zione che la «influenza dei bovini», inclusa in detto elenco sin dal
1954, & da identificarsi, di fatto, con le infezioni respiratotie che
hanno acquisito sempre maggiore importanza negli ultimi tempi, in
relazione all’incremento verificatosi nell’allevamento industriale dei
giovani bovini, finalizzato alla produzione di carne.

Infatti, il quadro clinico di questa entita morbosa & rimasto so-
stanzialmente immutato nel tempo, mentre le conoscenze relative al-
leziologia, lacunose ed incerte nel 1954, sono divenute oggi assai
pilt complete: si patlava allora di un ultravirus affine o addirittura
identico a quello della bronchite infettiva degli equini e associato,
sovente, a germi di sortita; oggi & nota tutta una serie di agenti vira-
li, che possono agire da soli o variamente associati tra loro, ed una
serie di agenti microbici (batteri, micoplasmi, clamidie, miceti) che
possono determinare complicanze pilt 0 meno gravi. :

Per quanto premesso e sulla base di un apposito parere espresso
dal Consiglio Superiore di Sanitd, con circolare n. 79 del 20 dicem-
bre 1977, il Ministero della Sanitd ha diramato istruzioni intese ad
ottenere che le sindromi respiratorie dei bovini a carattere infettivo
e diffusivo, ove non siano ascrivibili alla pasteurellosi per la quale
esistono apposite norme, vengano assimilate alla influenza dei bovini
ai fini della applicazione delle misure previste per tale malattia dal
vigente regolamento di polizia veterinaria.

Con la stessa circolare sono state fornite indicazioni in ordine
ai trattamenti immunizzanti, secondo le quali i virus vaccini vivi mo-
dificati devono essere utilizzati soltanto nelle zone in cui apposite in-
chieste sierologiche abbiano evidenziato un’alta incidenza dei corri-
spondenti agenti virali, mentre i vaccini inattivati possono essere
utilizzati senza tali restrizioni. In tal modo sono state integralmente
recepite nella circolare n. 79 le risoluzioni adottate dal Comitato del-
P’OIE, in occasione della sessione generale svoltasi nel maggio 1977,
in materia di vaccinazione contro le malattie respiratorie d’origine
virale dei bovini.

Giova ricordare che anche la normativa in v1gore nella Germania
Federale & in accordo con dette risoluzioni e che in Francia & con-
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sentito, al presente, solo I'impiego di vaccini inattivati.

Per quanto riguarda I’obbligo della denuncia, la regolamentazio-
ne degli altri Paesi della CEE & invece diversa da quella italiana.

In detti Paesi, infatti, le infezioni respiratorie dei bovini non so-
no soggette all’obbligo della denuncia, fatta eccezione per la rinotra-
cheite infettiva da virus IBR, che & denunciabile nella sola Irlanda
del Nord.

Occorre riconoscere, tuttavia, che il problema del controllo delle
virosi respiratorie si pone, in ambito nazionale, in termini assai di-
versi da quelli esistenti negli altri Pase della CEE.

E noto che gli altri Stati membri dispongono, nel settore zootecni-
co, di strutture produttive diverse da quelle italiane e che, essendo
esportatori di bestiame bovino, sono in grado di garantire un suffi- -
ciente livello sanitario ai propri allevamenti senza ricorrere a misure
di polizia veterinaria molto severe e con minimo impegno operativo
e finanziario.,

In Ttalia, invece; la produzione di carne bovina & non solo in- -
sufficiente in rapporto al fabbisogno interno, ma in larga misura di-
pendente dall’approvvigionamento di vitelli da ristallo provenienti
dall’estero. In relazione a questa sempre pilt massiccia importazione
si determina fatalmente il concorso dei fattori che condizionano la in-
sorgenza delle malattie respiratorie: inevitabile presenza di infezioni
virall inapparenti in una parte almeno dei vitelli che, dalle aziende
pitt diverse e lontane, sono prelevati per la spedizione in Italia; fa-
cili occasioni di contagio nei luoghi di concentramento e sui mezzi
di trasporto; esposizione a rischi di subire fame, sete e strapazzi
tanto pil elevati quanto pitt lunghi sono i viaggi da effettuare; dif-
ficolta di adattamento al clima delle localita di destinazione e al nuo-
vo regime alimentare, ecc,

Ecco perché il nostro Paese & costretto a pagare, pitt di ogni altro
Stato membro della CEE, un alto tributo di perdite economiche alla
cosidetta influenza dei bovini e a far ricorso anche a misure di poli-
zia veterinaria per arginare, almeno in parte, la diffusione di queste
forme motrbose. _

D’altra parte la denuncia e 'applicazione dei provvedimenti con-
secutivi rispondono anche allo scopo di consentire una piti completa
conoscenza sia della incidenza che delle perdite economiche causate
dall’influenza. A quest’ultimo scopo la circolare n. 79 dispone che i
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danni causati da ciascun focolaio infettivo siano valutati con la mag-
giore precisione possibile e formino oggetto di una apposita annota-
zione nel mod. 1 - Sez. B (notifica di estinzione del focolaio di ma-
lattie infettive e diffusive degli animali).

E del tutto evidente che solo dati statistici acqu1s1t1 attraverso
una rilevazione ufficiale possono costituire un valido supporto per la
azione intrapresa da parte italiana presso la CEE per sottolineare:

1) il progressivo incremento degli episodi morbosi a carattere
infettivo causati dalla importazione in Italia di animali provemenn
dall’area comunitatia;

2) la palese inefficacia della vigente normativa sanitaria concer-
nente gli scambi intracomunitari di animali nella prevenzione di det-
ti episodi e, segnatamente, delle malattie resplratone dei bovini;

3) la necessitd di organizzare efficaci azioni a carattere preventivo
e di modificare, in patte, la regolamentazione comunitaria.
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DISCUSSIONE

Alla esposizione delle Relazioni, raggruppate, per argomento, ha
fatto seguito un’ampia discussione. Poiché gli intervenuti hanno spes-
so tivolto domande a pii di un Relatore, si é ritenuto opportuno di
accorpare i vari interventi in una voce unica e di riportarli nell’ordi-
ne che segue. Ad essi fanno seguito le risposte dei Relatori.

Prof. G. Ballarini

In relazione a quanto riferito dal Prof. Rossi, confermo ’efficacia
dei vaccini spenti soprattutto se somministrati in dosi ripetute.. E
tuttavia da rilevare Popportunita di essere cauti nell’uso di vaccini
poco noti (leggi: di importazione non autorizzata) e soprattutto dei
rischi dei vaccini con adiuvanti oleosi. I cortisonici non sono di per
sé indicati nelle infezioni virali ma non & detto che non si possano
usare farmaci (antistaminici) attivi sugli organi della respirazione.

In relazione a quanto riferito dai Proff. Maglione e Castrucci vor-
rei dire che, come dimostrano le ricerche eseguite nel cimurro del
cane, non esistono precisi parametri di correlazione fra malattia (gra-
vita ecc.) e titolo anticorpale, come pure con la risposta al trattamen-
to vaccinale per via endovenosa con vaccino vivo. E probabile che
molte virosi localizzate all’ambito respiratorio siano da considerare
«croniche» e ciod di durata di diverse settimane (4-6 ed oltre). In
questo caso vi sono elementi che indicano come I'uso di immuno-
stimolanti fornisce indubbi vantaggi.

Prof. L. Bellani

Ringtazio il Prof. Ballatini per il contributo di enorme valore pra-
tico, specialmente per coloro che debbono dettare norme di Polizia
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Veterinaria o adeguare quelle esistenti alla stregua delle niove acqui-
sizioni. Gia da ora mi dichiaro d’accordo sulla denunciabilita limitata
delle malattie di cui ai gruppi B, C e D.

Esprimo tuttavia perplessitd sulla non denunciabilitad delle forme
morbose di cui al gruppo A, tipo shipping fever, perché spesso vi so-
no forme virali cui le misure di Polizia Veterinaria debbono, perché
possono, essere applicate.

Sicuramente & da respingere la tesi in base alla quale i «cronici»
dei gruppi B, C e D debbono essere lasciati sopravvivere al di 13 del
ciclo produttivo dei conviventi spediti gia sani al macello, per farli
convivere con i «nuovi» animali del ciclo produttivo successivo. Da-
ta la bassa incidenza dei «cronici», come affermato dal Prof. Ballari-
ni, pate pili opportuno ipotizzare ’abbattimento con utilizzo, a giu-
dizio dell’ispettore delle catni, e con indennizzo totale o relativo del-
Pallevatore.

Nell’ambito delle forme descritte dal Prof. Ballarini per il grup-
po E, esprimo I'avviso che non si debba provvedere alla denuncia
della malattia ai sensi dell’art. 1 del Regolamento di Polizia. Vete-
rinaria n. 320, '

Sottolineo I'importanza, accanto agli altri fattori di allevamento,
anche di quella che si pud definite «monocoltura animale» nella qua-
le mancano contatti tra specie diverse e dove rapidi e molteplici pas-
saggi tendono a virulentare le entitd infettanti.

Dott. F. Cancellotti

- Al Prof. Flammini chiedo quale interpretazione da alle siero-

conversioni contemporanee verso i tre sierotipi di Reovirus bovini.
Secondo Pesperienza personale con la tecnica della siero-neutralizza-
zione, la risposta anticorpale & specifica di tipo.

AI Prof. Castrucci chiedo se per il virus BVD si pud parlare an-
cora di ceppi «citopatogeni» e «non-citopatogeni» e se tale schematiz-
zazione debba essere limitata ad un determinato tipo di substrato
quale ad esempio il rene fetale bovino. Secondo lespetienza persona-
le;" usando cellule derivate da milza fetale bovina, la quasi totalitd"
dei ceppi di BVD esaminati ha mostrato un effetto citopatogeno su
tale substrato,

146




Dott.. S. Caracappa

Vorrei porre due domande al Prof. Rossi. La prima riguarda la
opportunitd di sottoporte a trattamento, con i preparati disponibili in
Italia, animali con malattia in fase acuta. In questo caso si ripetereb-
be I'esperienza nota da anni in medicina canina e riguardante la vac-
cinazione per via venosa di animali con malattia conclamata.

Secondariamente vorrei qualche informazione sugli -stipiti virali
adattati a coltivare a 30-32°C ed utilizzati come vaccini da sommini-
strare per via nasale allo scopo di conferire una immunitd locale delle
prime vie aetee. ‘

Al prof. Flammini chiedo se abbia esperienza sulla evidenziazio-
ne di Clamidie mediante immuno-fluorescenza. :

Al Dott. Sidoli chiedo se & stato effettuato I’esame microscopico
a fresco sul polmone degli animali esaminati. Quali sono stati gli an-
tibiotici impiegati per il risanamento delle sospensioni allestite dal
polmone ed inoculate in embrione di pollo. Se, oltre a quest’ultimo,
si & fatto ricorso anche all’inoculazione di animali da esperimento.

Prof. G. Castrucci |

I Colleghi Proff. Scatozza e Baglioni hanno, in maniera molto
chiara, ricordato i molteplici aspetti di ordine ezio-patogenetico che
contraddistinguono le sindromi respiratorie del bovino.

L’eziologia di dette sindromi costituisce in realtd un problema dif-
ficilmente inquadrabile secondo gli schemi classici che caratterizza-
no -questo particolare capitolo delle malattie infettive in generale.
Nel caso specifico, infatti, & dato di constatare come i singoli episodi
di malattia siano indotti dall’intervento pilt o meno contemporaneo
di microorganismi di varia natura per i quali, d’altra parte, riesce
estremamente difficile stabilire I’esatta responsabilitd nel meccanismo
patogenetico che & all’origine della condizione morbosa clinicamente
manifesta.

Sempre in campo di eziologia, mentre appare corretto, almeno
allo stato attuale delle conoscenze, affermare che virus appartenenti
a Famiglie diverse possono espletare attivitd patogena a carico delle
vie respiratorie del bovino, allo stesso tempo perd sarebbe impresa
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difficile quella di stilare un elenco preciso di agenti virali ritenuti re-
sponsabili di sindromi respiratorie senza incotrere nel rischio di com-
mettere errori per difetto o per eccesso. Tale rischio sussisterd fino
a quando le nostre conoscenze sulla biologia dei virus non potran-
no essere ulteriormente migliorate.

A proposito di patogenesi, certamente i fattori predlsponenn
esplicano un ruolo di primaria importanza nell’insorgenza delle ma-
lattie respiratorie. Anche sotto questo aspetto, data la diversita di
detti fattori, sarebbe estremamente difficile tracciare un comporta:
mento «standard» dell’infezione.

Il quadro risulta estremamente complicato se si considera con
quanta frequenza gli episodi morbosi insorgano in seguito alla recru-
descenza di un’infezione latente. Infatti, in questi casi che possiamo
definire di infezioni ricorrenti, il meccanismo patogenetico che regola
Pinsorgenza di una malattia clinicamente manifesta & certamente di-

verso rispetto a quello riscontrato nelle forme d’infezione primaria.

 Daltra parte non appare neanche possibile inquadrare in maniera
precisa le forme ricorrenti la cui patogenesi & strettamente dipenden-
te dallo stato immunitario del singolo soggetto.

Dott. F. Ferrari

Al Prof. Bellani vorrei chiedere delucidazioni in ordine alla ne-
cessitd di denunciare la comparsa di «sindromi tespiratorie» vista
Pattuale situazione esistente negli allevamenti. Esiste inoltre una
notevole difficoltd nella diagnosi differenziale delle malattie respira-
torie e nella definizione del loro decorso sul piano epidemiologico
e clinico. In tale situazione ci si pud domandare su quale base debba
essere effettuata la denuncia e, soprattutto, quando un allevamento
possa essere considerato sano.

Prof. L. Nardelli

“Il mio intervento riguarda in primo luogo linfluenza dell’am-
biente sulla malattia respiratoria. Un esempio assai caratteristico a
questo triguardo & fornito dalle modificazioni di comportamento del
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virus della IBR/IPV. Questo virus causava inizialmente un quadro
clinico a sede genitale noto nella letteratura veterinaria tedesca che
risale a 150 anni fa. A causa della sua natura venerea, la malattla
era nota come «esantema vescicolare coitales.

Attualmente ci si pud meravigliare che il virus fosse allora in-
capace o quasi di produrre una infezione respiratoria o che esisteva
allora la mancanza di opportunitd di sviluppare proprietd patogene
per Iapparato respiratotio.

Cid puod trovare spiegazione, secondo D. G. McKercher sulla
base del tipo di allevamenti di bovini allora dominante. Gli alleva-
menti a quei tempi erano solitamente costituiti da una o due vacche
sufficienti per coprire il fabbisogno di una famiglia. Per ottenere il
massimo dell’utilizzazione dei pascoli limitati, annessi alle aziende, i
bovini venivano legati anche quando erano al pascolo. Quindi essi
erano praticamente ed efficacemente isolati uno dall’altro e la pos-
sibilita che si avverasse una infezione aerogena era minima. Il toro
comunale o circondariale era 'unica possibilitd di contatto fra le va-
rie vacche e in tal modo linfezione si diffondeva. solo per via geni-
tale. Quando si presentava linfezione aerogena, il che senza dubbio
& avvenuto di quando in quando, I'immunit che risultava dall’infe-
zione genitale proteggeva contro l'infezione dell’apparato respirato-
rio.

- Negli anni ’20 sono stati esportati bovini dall’Europa agli Stati
Uniti e non sorprende quindi che il virus sia stato esportato in quel
Paese. Né sorprende che inizialmente esso abbia causato una infe-
zione genitale, poiché allora anche negli Stati Uniti dominava essen-
zialmente lo stesso tipo di allevamento e in particolare allevamenti
chiusi in cui era usata la monta naturale come in Europa centrale.
Una volta arrivato negli Stati Uniti era inevitabile che il virus ve-
nisse anche trasferito anche ai feedlots negli Stati del centro e dell’o-
vest degli USA. Si crede che questo sia avvenuto verso la fine degli an-
ni ’40. La diffusione del virus nei primi tempi pud essere sfuggita poi-
ché i bovini all’ingrasso sono inattivi dal punto di vista riproduttivo.
Perd, anche se poco sensibili all’infezione per via genitale, questi
animali erano invece altamente sensibili ad un’infezione delle vie re-
spiraterie. Infatti erano presenti un gran numero di condizioni che
facilitavano la diffusione delle infezioni respiratorie favorendo lo
sviluppo di mutanti virali con predilezione per I’apparato respirato-
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rio. E nata cosi una nuova sindrome clinica, frequentemente accom-
pagnata da congiuntivite e caratterizzata da gravi conseguenze nota
appunto come IBR.

Attualmente i bovini sono soggetti a condizioni ambientali assai
dure create da certi tipi di allevamento. Questa situazione si ha par-
ticolarmente nei feedlots piti che in altri tipi di allevamento. Si stima
che negli Stati Uniti muoiono citca mezzo milione di animali ogni
anno soprattutto da infezioni respiratorie e, in particolare, da ship-
ping fever, durante e dopo i trasporti dai posti di produzione dei
vitelli ai feedlots.

Praticamente tutti i vitelli da carne degli Stati Uniti sono pro-
dotti nelle cosiddette unitd «vacche-vitello». I vitelli rimangono con
le loro madri per i primi 6-8 mesi di vita. Vengono quindi svezzati
e posti al pascolo per 5-7 mesi. Dopo il pascolo sono spediti diret-
tamente per il finissaggio ai grandi feedlots. Perd, probabilmente, la
maggior parte raggiunge questa destinazione dopo periodi variabili
su mercati, luoghi di concentramento ecc. e molti di questi punti
sono dei veri e propri gravi focolai d’infezione. .

La maggior parte dello stress a cui gli animali da catne sono
esposti deriva dai lunghi trasporti in camions aperti o vagoni ferro-
viari’ aperti, spesso in condizioni climatiche non favorevoli.

Nella maggior parte dei casi i bovini raggiungono i feedlots di-
sidratati, strapazzati ed in stato di grave agltaz1one I bovini che
vengono dai mercati o simili sono spesso gia ammalati all’arrivo,
oppure negli stadi preclinici dell’infezione. Quelli che arrivano di-
rettamente dai pascoli possono richiedere parecchi giorni o piti per
ambientarsi agli abbeveratoi automatici, ai vari sistemi di alimenta-
zione ed all’alimentazione differente. Nello spazio di 7-10 giorni i
nuovi atrivati vengono solitamente anche vaccinati, castrati, decorni-
cati se necessario, marcati, trattati per i vermi e l’1poderma, inocu-
lati con vitamine e siero.

Tutte queste manipolazioni vengono fatte con poca «dolcezza» e
provocano quindi ultetiori stress sugli animali gia gravemente t1au—
matizzati fisicamente ed emotivamente.

Quando sono nei feedlots, gli animali vengono sottopost1 ad al-
tri stress e ciod fattori climatici sotto forma di calore e polvere, sbalzi
di temperatura, vento, fango, pioggia, neve.

I bovini da latte sono ordinariamente sottoposti a stress molto
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inferiori delle razze da carne. Perd quando essi sono posti in con-
dizioni paragonabili agli animali da carne, la malattia respiratoria
diventa frequente anche nei bovini da latte.

* %%

Una seconda considerazione si riferisce alle norme da seguire nel
prelievo dei campioni di materiale patologico. E importante poter
determinare i -virus che sono in causa nell’infezione iniziale perché,
in tal modo, si potrebbe intervenire con adeguati vaccini. La deter-
minazione della natura del virus «iniziale» in pratica & perd piut-
tosto difficile. Spesso la fase acuta & gia passata quando il veterina-
rio o il laboratorio vengono chiamati in causa.

Per ovviare a questo inconveniente & bene che i prelievi vengano
fatti non soltanto dagli animali ammalati clinicamente ma anche da
altri animali presenti nell’azienda (preferibilmente quelli febbricitan-
ti) apparentemente ancora sani al fine di poter individuare ed isolare
il virus nello stadio d’incubazione.

Un altro punto importante é rappresentato dalle modalitd della
raccolta di campioni dagli animali vivi.

Il metodo tradizionale di raccogliere campioni di cellule muco-
nasali per 'isolamento dei batteri o virus & quello costituito da co-
tone non assorbente attaccato ad un bastoncino di legno. Tali tam-
poni frequentemente perd si dimostrano insufficienti in quanto con-
tengono uno scarso numero di cellule e di secreto e rapidamente

vengono rovinati nel trasporto. :

Lo sviluppo delle tecniche degli anticorpi fluorescenti o coniu-
gati con enzimi ha messo a disposizione tecniche attendibili per la
diagnosi di numerose malattie da vitus nei primi stadi della malat-
tia o dell’infezione. A questo fine sono richiesti perd buoni prepa-
rati di cellule epiteliali nasali da esaminare su vetrini porta-oggetto.
Il metodo convenzionale del tampone con il cotone solitamente non
fornisce buoni risultati.

Inoltre & da ricordare (Hanson, 1976, Am. J. Vet. Res., 37, 706)
che la scelta del materiale per il prelievo del muco o scolo nasale &
di notevole importanza. Per esempio, i tamponi all’alginato di cal-
cio che danno risultati cosi favorevoli in batter1olog1a, non vanno
bene per I'isolamento dei vitus. In patticolare & stato trovato che il

‘virus IBR viene distrutto in meno di 6 ore quando & a contatto con
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lana di alginato di calcio in un terreno MEM. I tamponi di cotone
con poliesteri in MEM hanno. azione virulicida modesta. Perd & stato
ossetvato che i titoli in cotone con poliesteri vengono abbassati in con-
fronto ai controlli. Il trattamento con ultrasuoni, I’agitazione in una
soluzione di siero bovino fetale, scongelamento e congelamento non
si dimostrano buoni metodi di eluizione poiché con ogni metodo &
stata ossetvata 0 una diminuzione di titolo oppure, talvolta, anche
un aumento di titolo seppure modesto dovuto probabilmente a rot-
tura degli aggregati virali. I metodi di congelamento e scongelamento
provocano una sensibile riduzione del titolo virale che non rara-
mente ragglunge il 90%.

Sembra invece che dia risultati favorevoh il metodo proposto
da Baskerville e Lloyd (Vet. Rec., 1977, p. 78). Una pompa a vuoto
aspira le cellule epiteliali ed i secreti del naso, del faringé, dei ge-
nitali o di altri distretti dell’organismo. Il secreto nasale viene rac-
colto in particolari vasetti nello spazio di un minuto. Viene aggiunta
soluzione fosfatica tampone al secteto, i tubi di raccolta vengono
risciacquati. »

Il campione viene quindi centrifugato a bassa velocita per 5 mi-
nuti. Si fanno strisci su vetrini porta-oggetto a partire da una por-
zione del peller delle cellule centrifugate. Lo striscio viene quindi
asciugato e fissato in acetone e alcool etilico per 5 minuti. Questo
striscio & utilizzabile per la tecnica degli anticorpi fluorescenti o co-
niugati con enzimi oppure anche per la colorazione con ematossilina-
eosina, Giemsa o altri metodi. Gli strisci ottenuti a partire dall’essu-
dato nasale contengono cellule epiteliali ben conservate ed isolate,
accanto ad alcune cellule epiteliali desquamate

E da ricordare che, mentre molti virus, come ad esempio gli
Adeno, sono resistenti al trasporto ed alla conservazione, altri virus
respiratori, come ad esempio il respiratorio sinciziale, sono labili.
A causa di questo carattere si consiglia di non congelare il campione
e, secondo alcuni Autori, & preferibile portare le cellule all’animale
ed inoculare il muco nasale direttamente sulle relative colture.

Dott G. Poli

Al Prof. Rossi vorrei far presente che il Prof. Ballarini ha r1-'
cordato il cimutro quale esempio classico della mancata correlazione
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fra il titolo degli anticorpi circolanti e protezione dalla malattia;
anche per I'IBR come per le altre malattie virali & preponderante il
ruolo giocato dalla immunitd cellulo-mediata rispetto agli anticorpi
sierici.

Fatte queste premesse, la mia domanda & la seguente: come mai,
per la valutazione dell’efficacia dei vaccini sperimentali, non si impie-
ga la valutazione dell’immunitd cellulo-mediata, per lo studio della
quale sono state messe a punto metodiche estremamente valide.

Dott. O. Pozza

In ordine a quanto riferito dal Dott. Sidoli ritengo utile che,
accanto all’esame colturale per la evidenziazione di germi di irru-
zione secondaria, vada sempre associato il test di sensibilitd agli an-
tibiotici (antibiogramma) al fine di individuare Pantibiotico di prima
scelta per trattare questo tipo di affezioni.

Inoltre, chiedo al Prof. Ballarini come devono intendersi le
forme croniche. Riacutizzazione di processi infiammatori pregressi
o stati patologici determinati da lesioni anatomo-patologiche irrever-
sibili? . '

Prof. C. Rossi

Mi complimento con il Prof. Ballarini per il riuscito tentativo
di dare uno schema chiarificatore sulle malattie respiratorie dei bo-
vini. Rilevo perd le difficoltd di concepire tale schema che si scon-
tra con tutta la patologia infettiva degli animali, specie degli alle-
vamenti intensivi. Al riguardo & da tenere a mente I'esempio degli
allevamenti bovini tradizionali nei quali Iinfezione da IBR/IPV de-
corre in modo diverso nei giovani e negli adulti. '
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RISPOSTE

Prof. T. Baglioni

Per spiegare quanto detto dal Prof. Nardelli si potrebbe pensare
che Ia lattoferrina, se ha un’azione difensiva, la eserciti dopo le pri-
me tre settimane di vita. La stimolazione alla sintesi pottebbe ri-
chiedere un certo tempo. ‘

Prof. G. Ballarini

Al Prof. Rossi confermo che esistono sensibili differenze negli
aspetti clinici delle malattie respiratorie anche in rapporto al tipo
di allevamento. Considerando ad esempio linfezione da IBR & pos-
sibile avere dei «modelli» di malattia differenti nell’allevamento del
vitello a carne bianca, del vitellone allevato con silomais, della vacca
da latte a stabulazione fissa o libera. In questi due ultimi tipi di
allevamento esistono nette differenze per quanto riguarda il rap-
porto fra la forma respiratoria e quella genitale (come diffusione,
gravitd, tipo di manifestazioni e cosi via). ‘

Al Dott. Pozza rispondo che la situazione di «cronicita» difficil-
mente & definitiva; anzi, nella maggior parte dei casi, & una situazione
solo di squilibrio nella quale sono frequenti riaccensioni («ricadutes)
soprattutto in condizioni di stress. :

Con il Prof. Bellani concordo nella opportunity di collegare la
denunciabilita alla presenza di una situazione clinica, nella necessita
di eliminare tempestivamente gli animali cronici in quanto non red-
ditizi dal punto di vista zooeconomico, ma soprattutto perché forte-
mente rischiosi per essere diffusori di cariche infettanti in occasione
di riaccensioni. |
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Prof. G. Castrucci

In linea di massima ritengo ancora corretta l'affermazione se-
condo la quale il virus della diarrea virale del bovino (BVD) sareb-
be costituito, in larga maggioranza, da stipiti? della proprietd di in-
dutre effetto citopatico.

La suddetta considerazione appare appropriata in quanto il riferi-
mento riguarda in maniera diretta 'applicazione delle colture cellu-
lari a scopo diagnostico. Viceversa, I'affermazione di cui sopra po-
trebbe essere modificata allorquando un determinato stipite di virus
BVD, originariamente ritenuto non citopatico, costituisse oggetto di
ricerca. In questo caso, infatti, la possibilita di provare diversi sub-
strati cellulari, I'esecuzione di un certo numero di passaggi seriali
sono elementi che potrebbero favorire la selezione di una mutante
virale capace di provocare alterazioni cellulari manifeste.

Prof. C. F. Flammini

Al Dott. Cancellotti rispondo che la comparsa di reazioni etero-
tipiche dopo infezione da Reovitus costituisce un fatto ben noto
nella letteratura. D’altra parte, Pesistenza di reazioni crociate fra
Reovitus 1 e 3, da noi stessi rilevate alla immuno-fluorescenza diret-
ta, trova conferma nel lavoro di Welch e Twiehaus.

Al Dott. Caracappa rispondo che non abbiamo alcuna esperieﬁza
sulle possibili applicazioni dell’immuno-fluerescenza allo studio .delle

Clamidie. :

Prof. E. Maglione

Il Prof. Nardelli chiede il tempo di persistenza degli anticorpi
a seguito dell’infezione. In merito al vitus RSB si pud ritenere che,
in seguito ad infezione recente o ad infezione sperimentale, gli an-
ticorpi fissanti il complemento e quelli inibenti 'immuno-fluorescen-
za indiretta persistono citca tre mesi mentre quelli siero-neutraliz-
zanti sono di pitt lunga durata.
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Prof. C. Rossi

Per quanto imprecisa, la tecnica della ricerca di anticorpi circo-
lanti anti-IBR si dimostra ancora valida per dare indicazioni sulla
validitd di un vaccino, mentre la metodica dello studio dell’immunita
cellulo-mediata, per ammissione degli stessi studiosi che ’hanno ap-
plicata allo scopo di evidenziare eventuali portatori sani di IBR,
deve essere affinata ulteriormente.

In merito al quesito posto dal Dott. Caracappa posso dire che,
disponendo in Italia di vaccini a vitus spento, si consiglia di ricor-
rere al loro impiego a scopo preventivo e su animali clinicamente
sani.

Per ‘quanto riguarda I'impiego dei mutanti TS a scopo vaccinale
per instillazione endonasale, & noto che esse determinano un pitt
pronto sistema di difesa immunitario, prevalentemente a livello lo-
cale, con anticorpi di tipo IgA e produzione di interferone, mentre
1 vaccini a virus spento agiscono mediante un meccanismo pilt len-
to, ma piti duraturo, stimolando la produzione di anticorpi sierici di
tipo IgG e IgM e, in minore quantita, anche IgA.

Prof. F. Scatozza

" Sono stato chiamato in causa dal Prof. Castrucci le cui opinioni
sono da me perfettamente condivise. Le indagini delle quali ho ri-
ferito confermano ulteriormente che alcuni virus, da ritenere pato-
geni per I'apparato respiratorio del bovino, c1rcolano largamente an-
che in assenza di malattia ed in questo non sembrano influenzati dal
tipo di allevamento cui gli animali vengono sottoposti. Cid pone il
quesito relativo al significato che essi vitus assumono nel campo
della patologia spontanea. Se & vero che un’infezione da virus, come
dimostrato nel caso dei Myxo, deprime le funzioni della clearance
polmonare favorendo le sovrapposizioni batteriche e la comparsa
delle forme pit gravi di malattia, questa dovrebbe comparire siste--
maticamente essendo frequente l'infezione virale ed inevitabile la so-
vrapposizione batterica. Ma se & vero, come abbiamo dimostrato, che
malattia respiratoria non & sempre associata con infezioni virali, ci si
pud domandare quale & la vera causa della comparsa delle sindromi

respiratorie come le vediamo nella pratica corrente.
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Dozt L. Sidol;

Al Dott. Caracappa rispondo che sono stati eseguiti esami mi-
croscopici su preparati per impronta da polmone, previa colorazione
con Giemsa e Machiavello. L’esito di tali esami & stato negativo.
Gli antibiotici impiegati per il tisanamento delle sospensioni di pol-
mone erano costituiti da Vancomicina (1 mg/ml) e Streptomicina
(5 mg/ml) ed esse sono state inoculate soltanto su embrione di pollo
con esclusione quindi di altri animali di laboratorio.

Per quanto riguarda la domanda del Dott. Pozza, relativa al
saggio di sensibilitd agli antibiotici dei batteri isolati, rispondo che
esso viene eseguito sistematicamente col metodo di Kirby-Bauer. I
dati relativi non risultano nella relazione in quanto non pertinenti
con 'argomento in tema.

CONCLUSIONI DEL COORDINATORE

Allo scopo di evitare imperdonabili omissioni, desidero espri-
mere subito il mio ringraziamento pilt sentito ai Relatori per I'im-
pegno con il quale hanno assolto al loro compito e per la collabo-
razione che mi hanno fornito nel corso di questa giornata e nelle
tasi” organizzative che I’hanno preceduta. Debbo ancora ringraziare
coloro che hanno contribuito a valorizzare I'opera dei Relatori e mia
attraverso la partecipazione alla discussione che non esito a definire
concreta e costruttiva. Ancora la mia riconoscenza & diretta a tutti
i partecipanti per l'interesse nei confronti di questa iniziativa, in-
teresse che si & tangibilmente dimostrato per la paziente attenzione

con la quale hanno seguito lo svolgersi dei lavori.

Al Prof. Nardelli, anche in veste di rappresentante degh Enti
che ci hanno ospitato, vadano ancora i miei sentimenti di vivo ap-
prezzamento ed in questo ritengo di interpretare il pens1ero di ognu-
no dei present1.

A mio parere, il lavoro ora concluso ha posto in luce la com-
plessita del problema affrontato e esigenza di vedere di quando in
quando riuniti esperti di pitt discipline allo scopo di. non renderlo
oggetto di artificiosi sezionamenti e di consentire, al contrario, una
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visione unicista e certo pilt vicina alla realtd oggettiva.

Quanto alle diverse questioni oggi emerse, & praticamente im-
possibile fare una graduatoria in ordine di importanza o di inte-
resse. Fra quelle che mi rimangono maggiormente impresse € senza
voler togliere nulla alle altre, mi piace accennare al fatto che, nono-
stante il cospicuo apporto di contributi sperimentali, I'intimo mec-
canismo in forza del quale esplode la malattia respiratoria fra gli ani-

mali e non soltanto fra i bovini non & ancora completamente noto.

Di certo sappiamo che esistono numerosi agenti d’infezione da po-
ter chiamare in causa; ancora certo & il fatto che malastia respiratoria
insorge sotto lo stimolo di condizioni debilitanti ma dove e come
entrambi agiscono costituisce ancora oggetto di intuizione e per
buona parte & carente di conferma sperimentale.

Nell'ottica predetta si potrebbe arrivare ad ammettere che le
infezioni da virus, per le quali tanto ci hanno impegnato i problemi
diagnostici e di profilassi specifica, per sé stesse irrilevanti ai fini

della patologia spontanea,. svolgono una funzione preparatoria alla

comparsa di malattia e sono quindi da ritenere come una condizione .

di stress omologabile, quanto a conseguenze reali o potenziali, agli
altri agenti stressanti dei quali si & abbondantemente parlato. Se cio,
almeno concettualmente, viene accettato derivano almeno due con-
seguenze che riguardano, da un lato, Pimportanza eziologica degli
agenti virali come concausa di malattia e, dall’altro; I'interesse a
prevenirne l’azione attraverso quei metodi di profilassi immuniz-
zante che, fin da tempi ormai remoti, costituiscono il pili efficiente
presidio per la prevenzione delle infezioni.

B chiaro tuttavia che, onde ottenerne il massimo degli effetti,
anche i vaccini vanno studiati, allestiti e valutati con obiettivitad e
rigore scientifico, donde I’esigenza di un loro controllo sperimentale
sia in laboratorio che nelle condizioni della pratica insolitamente va-
riabili e 'diversificate.

Nel campo della diagnostica le posizioni possono divergere nel

senso che essa deve avere il prerequisito della rapiditd e semplicita

di esecuzione. Da cid consegue, come accennato dal Prof. Ballarini,
che l'indagine clinica dovrebbe essere maggiormente utilizzata anche
in“ordine all’applicazione delle norme di polizia veterinaria e dei
provvedimenti di terapia-profilassi da adottare nell’immediato. Essa
tuttavia non risolve i quesiti di ordine eziologico ai quali pud for-
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nire risposta soltanto la diagnosi strumentale in tutte le sue versioni.
Su quest’ultima grava anche I'incombenza di indicare la compatsa
di agenti «nuovi» come causa di infezione o malattia respiratoria e
quindi di arricchire le conoscenze di ordine eziologico ed epide-
miologico implicitamente utili in termini di prevenzione. In tale pro-
spettiva dunque la diagnosi sttumentale deve possedere anche i re-
quisiti dell’indagine scientifica e, in quanto tale, non dovrebbe essere
costretta entro limiti di spazio o di tempo.

Non ritengo di potere ulteriormente abusare della vostra atten-
zione. Sono certo che questa «Giornata di Studio» ha risposto alle
attese di ognuno di noi che erano quelle di un aggiornamento del
tema trattato, di un confronto di esperienze e di un arricchimento
professionale e culturale.
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