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Hyaluronidase, with xylazine and ketamine,
reducing immobilization time in wild cattle
(Bos taurus)

FILIPPO SPADOLA', GIOVANNA COSTA', CLAUDIA INTERLANDI,
MARCELLO MUSICO'

"Department of Veterinary Sciences, University of Messina, Italy

SUMMARY

Aim - To evaluate the effects of the addition of hyaluronidase to xylazine and ketamine drug combination on chemical im-
mobilization times in wild cattle.

Study design - Trial study, “blinded” randomized.

Animals - Forty free wild cattle (Bos taurus).

Methods - Cattle were divided into two groups and immobilized using chemical immobilization, in group A has been admin-
istered an association of 0.4 mg/kg xylazine and ketamine hydrochloride 1 mg/kg, in the group B the same dosage combina-
tion of ketamine and xylazine is added 300 UI of hyaluronidase. The time spent between first pharmacological effects and the

return at the quadrupedal station (T'-T¢), heart rate, respiratory rate and body temperature were monitored.
Results - In group B, all monitored times were significantly shorter than in group A, exception made for time T°.
The total time (T¢) between inoculation of the drug at the return of quadrupedal station was shorter in group B [53 (35/70)]

than in group A [72 (7/79)], P = 0.000.

Conclusion and clinical relevance - The use of hyaluronidase, in association with xylazine/ketamine, shortens the chemical

immobilization time in wild cattle.

KEY WORDS

Cattle; hyaluronidase; xylazine; ketamine; anesthesia.

INTRODUCTION

A growing number of beef cattle farms in southern Italy are
specialized in free range or semi-free range breeding. Free
animals are often subject to injuries and stress when han-
dled, and sedation is necessary for medical examinations,
sampling, diagnostic examinations, tests, vaccinations, an-
tiparasitic treatments, surgical operations, and dental care.
Chemical immobilization is proven to be the most effective
method for sedating free bovines and other ruminants.”®
Once the animal is hit by the dart however, could escape and
reach places far and hard to reach before there are the effects
of sedation. We tested the use of immediate-action mole-
cules to shorten the chemical immobilization time, adding
hyaluronidase to the anesthesia blend.

Hyaluronidase is a hydrolyzing enzyme with effects on
hyaluronic acid, which is a mucopolysaccharide that consti-
tutes the essential element of the connective tissue.
Hyaluronidase depolymerizes the complex molecule of
hyaluronic acid, reducing its natural viscosity and, conse-
quently, increases the permeability of the tissues for a peri-
od of 24-48 hours, necessary for the synthesis of new
hyaluronic acid."®*?

The enzyme is considered a “spreading factor” because en-
hances the diffusion capacity and bioavailability of injected
drugs. Therefore, the enzyme has been used as a local adju-
vant to increase the diffusion capacity of local anesthetics,

Corresponding Author:
Claudia Interlandi (cinterlandi@unime.it).

indeed hyaluronidase may increase the tissue penetrating
area of the local anesthetic by up to 40%.>'*"* The duration
of local anesthesia is usually reduced by concomitant admin-
istration of hyaluronidase; the association with adrenaline
however counteracts the action of hyaluronidase."*'?
According some authors hyaluronidase enhances the effect
of procaine, but not that of lidocaine or mepivacaine.
Hyaluronidase is a useful local anesthestic for the retrobul-
bar ocular area, it reduces the intraorbital pressure, improv-
ing the speed and the quality of the peribulbar block."

The use of hyaluronidase has been described as facilitating
chemical immobilization in the African buffalo, the gnu, the
moose, the polar bear, the giraffe, the rhinoceros and in the
African elephant.>'' In all these animals the use of
hyaluronidase in combination with analgesics or sedatives
reduces the time before onset of immobilization. Other au-
thors obtained different results in the horses (Equus cabal-
lus) because there not found difference between the group
sedated with anesthetics alone compared to the group sedat-
ed with anesthetics and hyaluronidase.'®

The purpose of this study is to evaluate the effect of
hyaluronidase, administered together with ketamine and xy-
lazine, on the induction time in wild cattle using chemical
immobilization. Our hypothesis is that hyaluronidase may
facilitate the absorption of the anesthetic from the injection
site, making induction time shorter."

MATERIAL AND METHODS

The study was approved by the University of Messina Review
Board for Animals Care (protocol number 032/2019). The
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trials were performed according to the Italian law (DM
116192), the European laws (O] of L L 358/1, 12/18/1986),
and US Animal Welfare Assurance No A5594-01, (Depart-
ment of Health and Human Services, USA). All owners of
the tested animals gave their informed consent.

The experiment was conducted on a group of 40 free wild
cattle. Mean age of the subjects ranged between 9 and 36
months, and their weight between 200 and 500 kg. The ani-
mals were divided into two groups: group A included 20 sub-
jects, mean age 17.72 £ 7.9 months and estimated weight
332.96 £ 58 kg, group B included 20 subjects, mean age 18.10
+ 7.8 months and average weight 336.20 + 86 kg. All cattle
were nervous and did not allow any approach. Subjects were
medium and small cross-breed individuals.

The anesthetics protocols were randomized by lottery: in
group A were administered 0.4 mg/kg xylazine 20%
(Rompun® Dry Substance, Bayer S.p.a.) and ketamine hy-
drochloride 10% (Ketavet® MSD Animal Health S.rl.) 1
mg/kg. In group B the same drugs and dosages were used but
with the addition of 300 IU of hyaluronidase. (Jaluran®,
Pfizer Italy S.r.l.).

Chemical immobilization was performed from a distance of
between 12 and 20 meters. We used syringes (1.5 ml) armed
with hypodermic needles 2.0 x 30 mm and syringes (5 ml)
armed with hypodermic needles 2.0 x 40 mm.

The manifestation of the first pharmacological effects were
hypersalivation, slowness of movement and lowering of the
head of the animals. When sedation was obtained and the
cows reach recumbency, were left quiet for about 15 minutes.
Their eyes were protected with a moistened bandage to pre-
vent corneal dehydration following the anesthesia, all ani-
mals were monitored for two hours for possible signs of me-
teorism (as it had been impossible to establish a fasting peri-
od before the procedure, ruminal atonia was a risk), none
drug were used like reversal agent.

Cattle were subjected to blood sampling, marking and an-
tiparasitical treatment.

We have not see cutaneous dart reactions, from chemical im-
mobilization, in the subjects.

The monitorated times are: Time 1 (T!), time between the
shot and the first signs of pharmacological effect; Time 2 (T?),
time from the first signs of the pharmacological effect to the
recumbency; Time 3 (T°), the time from recumbency to a
plane of deep anesthesia; Time 4 (T*), time between anesthe-
sia and the first signs of revival; Time 5 (T°), time from first
signs of revival to the quadrupedal station; Time 6 (T°), total
time: from chemical immobilization to quadrupedal station.
Statistical analysis of the data was performed using SPSS 15.0

IBM software for Windows. Shapiro-Wilk normality test was
performed, the data are expressed with median and range,
differences between groups were compared using the Mann-
Whitney U test, p<0.05.

RESULTS

Shapiro-Wilk normality Test, highlighted that the data were
not normally distributed.

In group A 5(4/6), T time between inoculation of the anes-
thetic mixture and the first signs of the pharmacological ef-
fect were double than in group B 2(1/4) (P = 0.000).

T? time, between the first signs of the pharmacological effect
and the loss of the quadrupedal station, were very higher in
group A 7.32 (4/10) than in B 3 (1/5), P = 0.000.

The time from recumbency to a plane of deep anesthesia
(T°) was of 38.50 (28/58) in group A and 32 (24/54) in group
B. P =0.026.

Also, T, time between anesthesia and the first signs of revival
are greater than group A 38.50 (28/58) with respect to B 32
(24/54). P = 0.026.

Only, in group T, the times from first signs of revival to the
quadrupedal station no showed differences statistically sig-
nificant P = 0.685. Total time (T®) from chemical immobi-
lization to quadrupedal station was shorter in group B 53
(35/70) than in group A 72 (7/79). P = 0.000.

DISCUSSION

The mechanism of action of hyaluronidase is not fully known,
this enzyme is believed to enhance the interstitial permeabili-
ty through the disruption of the -1,4-glycosidic bond be-
tween the 2-acetamido-2-deoxy-D-glucose and the D-glu-
curonic acid. The action of this enzyme is quickly reversible.'®
To try to standardize the subjects we tried to divide them in
to two groups, evaluating approximately weight and age, this
in order to obtain reliable data.

Obtained data show like, in group B respect group A, there
are significant difference in all the monitoring moments.
Our results validate our hypothesis that the addition of
hyaluronidase to the anesthetic blend accelerates the diffu-
sion of the anesthetic compound and therefore the effects of
the drugs.

This results are similar to those reported in the literature,
however other authors used etorphine in association with
azaperone, xylazine or alone.”'>"

Table 1 - Time after ketamine/xylazine (A group) and ketamine/xylazine/ialuronidase (B group) administered intramuscularly.

Legend: T1 Time between inoculation of the anesthetic mixture and the first signs of the pharmacological effect; T2 time between the first si-
gns of the pharmacological effect and the loss of the quadrupedal station; T3 time between the achievement of recumbency and deep ane-
sthetic state; T4 time between anaesthesia and the first signs of revival; T5 Time between the first signs of revival and quadrupedalism re-
sumption; T6 Total time: by inoculation of the drug at quadrupedalism resumption. Data were expressed with median and range.

Bold: significant difference between Groups p < 0.05.

Time (minutes)

Groups
T1 T2 T3 T4 T5 T6
A 5 (4/6) 7.32 (4/10) 9.75 (9/12) 38.50 (28/58) 7 (5/15) 72 (7/79)
B 2 (1/4) 3 (1/5) 6 (4/8) 32 (24/54) 7.5 (5/15) 53 (35/70)
PVALUE 0.000 0.000 0.000 0,026 0,685 0.000
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The anesthetized subjects reached a good degree of muscu-
lar relaxation, favouring all mauality.

Decreasing the time of decubitus reduces the possibility of
complications such as ruminal atonia, circulatory disorders
or respiratory problems.

The use of hyaluronidase is advisable in the chemical im-
mobilization of free cattle and ruminants in general. This
enzyme reduces the induction time, accelerates the
achievement of recumbency and therefore facilitates pa-
tient management.””!>!

This protocol could be particularly useful when used in wild
animals caught in stressful conditions.

In effect several authors have noted how the stress, in cattle
and other ruminants as the fallow deer, determined a pro-
longed induction time and a greater demand for alpha2-
adrenoceptors.>®!

Based on our findings in other species the results of our
study could change due to climatic differences, then, given
same conditions of drugs protocols and species, there could
be different responses in winter or summer.' Moreover, there
could be some difficulties in estimating the real weight of the
animals, given the huge dimensions of the individuals.
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Association assessment of single nucleotide
polymorphism in Forebrain Embryonic Zinc
Finger-Like (FEZL) gene with mastitis
susceptibility in Holstein cattle (Bos taurus)

GHADA E. ALI', MARWA A. IBRAHIM', SAID M. ZAKI'

"Faculty of Veterinary Medicine, Cairo University, Department of Biochemistry and Chemistry of Nutrition,
Giza, 12211, Egypt

SUMMARY

The accentuation on improving the dairy industry has been to concentrate on breeds that have high milk yields, mainly Hol-
stein. Bovine mastitis continues to be the most powerful disease threatening dairy industry worldwide. It remains the major
challenge to the overall dairy industry regardless of the far reaching execution of mastitis control strategies. The immune re-
sponse to mastitis is complex and requires the development of a sophisticated regulatory system to carry out functions at sig-
nal-specific and gene-specific levels which, can be used in dairy breeding selection. The aim of this study is to find out whether
a three base insertion located at the glycine stretch of forebrain embryonic zinc finger-like (FEZL) gene, a transcription factor
which possibly has an immune function, influences the milk somatic cell count (SCC) and mastitis susceptibility in Egyptian
dairy cattle. Furthermore, relationships were explored between FEZL gene and its level of expression and semaphorine 5A (SE-
MAS5A) gene level of expression, an immune gene through which FEZL has its immune function. Both FEZL and SEMAS5A
have an important antimicrobial role by controlling the neutrophilic migration to the site of mammary gland infection. Blood
was collected from the jugular or mammary gland vein of 122 normal and mastitic unrelated Egyptian Holstein-Friesian dairy
cattle. Single-strand conformation polymorphism (SSCP) analysis was carried out to detect single nucleotide polymorphism
(SNP) in the amplified glycine stretch of FEZL. The expression levels for FEZL and SEMA5A were assessed in milk samples.
Our sequencing results proved that cattle carrying FEZL gene with glycine stretch containing 13 glycine residues have higher
SCC and are more susceptible to mastitis than 12G FEZL cattle. Moreover, mastitis and high (SCC) were associated with up-
regulation in the level of expression of both FEZL and SEMA5A genes. In conclusion, utilizing the SNP of FEZL gene before

genetic selection for the dairy industry may be useful to control the incidence of mastitis.

KEY WORDS
Bovine mastitis, FEZL, SEMA5A, Polymorphism, SSCP.

INTRODUCTION

In numerous nations, the accentuation on enhancing dairy
generation has been to concentrate on breeds that have high
milk yields, mainly Holstein'. Mastitis is one of the most
common diseases influencing up to 40 percent of cows
within a herd?. It remains the major challenge to the overall
dairy industry regardless of the far-reaching execution of
mastitis control strategies®. The urgency for identifying
hereditary markers associated with mastitis resistance has
taken two ways: scanning for quantitative trait loci (QTL) as
well as SNP in candidate genes*. SNPs are the most abun-
dant polymorphism in eukaryotic genomes that can be used
as a superlative marker type for characterization of eco-
nomically important traits’.

The immune response to mastitis is complex and requires
the development of a sophisticated regulatory system to car-
ry out functions at signal-specific and gene-specific levels. It
includes various different genes and cellular pathways, so

Corresponding Author:
Marwa Ibrahim (marwal99@gmail.com).

genes coding for immune factors that detect and eliminate
pathogens are potential markers®. Forebrain embryonic zinc
finger-like gene (FEZL) was identified as a QTL influencing
mastitis resistance’. It belongs to the krueppel C2H2-type
zinc-finger protein family and contains six C2H2 type zinc-
finger domains and a glycine stretch®. It acts as a transcrip-
tion factor, repressor, which binds to 5-GCAG-3’ core se-
quence in target genes’. Semaphorine 5A (SEMA5A) is one
of the target genes of FEZL. Semaphorins are an extensive
family of widely expressed secreted and membrane-associat-
ed proteins'’.

Both FEZL and SEMASA have an important antimicrobial
role by controlling the neutrophilic migration to the site of
mammary gland (MG) infection. When cows are infected
with mastitis, FEZL, as a transcription factor, is able to in-
duce tumor necrotic factor-a (TNF-a) and interleukin-8
(IL-8) through enhancing SEMAS5A’. IL-8 is responsible for
controlling the number of neutrophils migrating to the site
of infection which is critical for the resolution of mastitis'’.

The length of the glycine stretch in FEZL may influence its
transcription activity. 12G FEZL promotes greater TNF-o
and IL-8 expression, through the promotion of higher SE-
MAS5A expression than 13G FEZL. This demonstrates that
12G FEZL may impacts to clinical mastitis more than 13G
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FEZL where the impaired TNF-a and IL-8 expression con-
trolled by FEZL and SEMAS5A can clarify susceptibility of
13G FEZL cattle to mastitis’.

MATERIALS AND METHODS

Blood Samples

Blood was collected from the jugular or mammary gland vein
puncture in vacutainer tubes containing EDTA as anticoagu-
lant from 112 normal and mastitic unrelated Egyptian Hol-
stein-Friesian dairy cattle (Bos taurus) randomly selected
from different farms in different governorates (Giza, Fayoum,
Beheira and Alexandria) in Egypt to maximize genetic diver-
sity. Samples were kept at -20°C till used.

Genomic DNA Isolation

Genomic DNA was isolated from blood using Blood DNA
preparation kit (Jena bioscience, Cat. No. PP-205s, Germany)
and the DNA concentration was adjusted to 20 ng/pL'%

PCR amplification

Genomic DNA spanning the glycine stretch of FEZL gene was
amplified by PCR to amplify a 229 bp region that contains the
SNP as determined in Holstein-Friesian dairy cattle popula-
tion using High yield Master Mix (Jena Bioscience, Germany)
and the primer sequence for the FEZL gene were used ac-
cording to Sugimoto and Sugimoto; [forward: 5’-TCCAA-
GACGCTGCTCAGTTA-3; reverse: 5 CCACAGCCTG-
GTTGATGAC-3’]>". Conditions for amplification were as
follows: an initial denaturation occurred at 95°C for 5 minu-
tes, followed by 35 cycles of 95°C denaturation for 1 minute,
62°C annealing for 1 minute and 72°C extension for 1 minute
and a 10 minutes final extension step at 72°C. The specificity
and yield of PCR products were checked by electrophoresis
on a 2% agarose (Bioshop, Canada) in 1X TAE buffer (Tris
base, glacial acetic acid, EDTA, DDW PH 8.3, Bioshop, Cana-
da), stained with ethidium bromide (Sigma Aldrich, USA).

Single-strand conformation polymorphism
(SSCP)

Single-strand conformation polymorphism (SSCP) analysis
was carried out to detect SNP in the amplified glycine stretch
of FEZL. Ten microliters of the PCR product was mixed with
10 ul of the denaturing loading buffer (formamide, bro-
mophenol blue and xylene cyanol, Bioshop, Canada), dena-
tured for 10 min at 98°C, rapidly chilled on an ice block and
kept in -20°C deep freezer for 15 minutes then loaded onto
15% polyacrylamide gel (39:1) (6 ml polyacrylamide 50%, 2
ml 10X TBE, 12 ml D.W, 45 ul APS, 25 pul TEMED, Bioshop,
Canada). Electrophoresis was performed in 1X TBE buffer
(Tris base, Boric acid, EDTA, DDW PH 8.3, Bioshop, Cana-
da) in the following conditions: 80V at 4°C for 10 hrs. SSCP
gel was detected using silver nitrate (Vivantis, Malaysia) by
rapid silver staining protocol and the patterns of DNA were
observed as described by Blum et al.™.

Sequencing of the selected genotypes

Genotyping was performed by sequencing reactions of puri-
fied DNA using Big Dye TM Terminator v3.1 Cycle Sequen-
cing Kits on an ABI PRISM 3730XL Analyzer (Applied
Biosystems, USA)". Sequences of FEZL amplified fragments

were aligned using Nucleotide BLAST program of NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) for sequence homo-
logy searches against GenBank databases, Bos Tauras FEZL
gene (NP 001033287.1) and mutant Bos Taurus FEZL gene
(AAV85458.1).

Milk samples

Milk samples were collected aseptically and kept at 4°C

where they were processed within 24 h to measure the SCC

by Bentley Soma Count 150 (Bentley, USA) as described by

Zecconi et al.'s. Animals were divided according to their SCC

into two main groups'”:

(1) Normal group: Cows for which the log' (SCC) values
were below 200 X 107 cells/ml were classified to the Low-
SCC class (Normal) (72 Animals).

(2) Mastitic group: Cows for which the log' (SCC) values
were equal to or higher than 200 X 10’ cells/ml were clas-
sified to the High-SCC class (Mastitic) either subclinical
or clinical mastitis (40 Animals).

Isolation of total RNA

and reverse transcription

Total RNA was extracted from milk using QIAamp RNA
Blood Mini Kit (QIAGEN, Cat. No. 52304, Germany) after
sedimentation of milk leukocytes. To remove any contami-
nation by genomic DNA, the samples were submitted to di-
gestion with DNase (RNase-free DNase Set, Qiagen). The
purity and concentration of the isolated RNA were ascer-
tained spectrophotometrically using Nanodrop ND-1000
Spectrophotometer (Thermo Scientific). RT-PCR was per-
formed using RevertAid Reverse Transcriptase, 200 U/ul
(Thermo Scientific, Cat. No. EP044, USA) following the
guidelines provided'®.

Quantitative real-time RT-PCR (gPCR)

of FEZL and SEMAS5A genes

Based on the genomic sequences of FEZL and SEMA5A mR-
NA available in GenBank; (NM_001038198.2) and
(XM_002696441.2) respectively, the forward and reverse
primers were designed by Primer 3-program (http://frodo.
wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3_WWW.cgi). For FEZL
[forward: 5°- AACGTTTCCTCGATGACTGG-3’; reverse: 5'-
GTGACAGGCTGGGGTTAAAA-3’] and for SEMA5A [for-
ward: 5’-CAAGTGGCTCAACGAACCAA-3’; reverse: 5°-AG
TAGAAAGGCACCTCACCC-3’]. The GAPDH (glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase) was used as a reference
gene and amplified by the following primers according to
Sugimoto et al. [forward: 5- GCCCTCAACGACCACTT
TGT -3’; reverse: 5’- CCTGTTGCTGTAGCCAAATTCA- 3°]°.
Real-time PCR was performed by Luminaris Color HiGreen
Low ROX qPCR Master kit (Thermo Fischer Scientific, Cat.
No. K0371, USA). The cDNA was amplified by 40 cycles of
denaturation at 95°C for 15 s, annealing at 60°C for 15 s and
extension at 72°C for 45 s". The fluorescence intensity was
acquired at the annealing step of each amplification cycle and
the specificity of the amplicons was checked by performing
the “melting curve” analysis of all samples through one cycle
of 95°C for 15 s, 55°C for 15 s and 95°C for 15 s. Each qRT-
PCR was performed in triplicates with no template control
(NTC) included in each experiment. The fold change over
control samples was calculated using ACT, AACT and 244°T
by Mxpro software Stratagene®.
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Statistical analysis

The statistical analysis for all studied genetic locus was car-
ried out according to Zwierzchowski et al.!. Observed allelic
and genotypic frequencies were calculated using Hardy-
Weinberg equilibrium where it was assessed by Chi-square
test for determination of the independence between allelic
and genotypic frequencies. SCC data were analyzed by Least
Square Means with associated standard error (LSM =+ S.E)
using the General Linear Mode (GLM) procedure of the Sta-
tistical Analysis System (SAS/STAT program, version 7,
2002). Differences between the groups were assessed using
student (t) test. Statistical significance was declared at a P
level of < 0.05 by Duncan’s multiple comparisons.

RESULTS

PCR amplification and polymorphism
in FEZL gene

Glycine stretch of FEZL gene was successfully amplified
giving rise to 229 bp amplicon (Figure 1A). The SSCP results
revealed the presence of three clearly definable SSCP pat-
terns (A, B and C) (Figure 1B).

Sequencing of FEZL gene
The sequencing results of the specific purified PCR product

of FEZL gene for both normal and mastitic samples revealed
the presence of two isoforms of FEZL gene according to the
length of its glycine stretch (Figure 2).

Genotypes and alleles frequency

for FEZL gene

The allelic and genotypic frequencies of FEZL SNP in nor-
mal and mastitic animals are shown in (Table 1) and (Table
2), respectively. Allele A showed the highest frequency (0.923
and 0.892 in normal and mastitic animals, respectively). The
obtained exact P values for X?* test in all populations con-
firmed the accordance with the Hardy-Weinberg distribu-
tion in all investigated animals.

Impact of FEZL genetic polymorphism
on SCC

Results of association analysis of FEZL SNP with SCC re-
vealed that the CC genotype has the highest mean value of
SCC, while, the AB genotype has the lowest mean value of
SCC as shown in (Table 3).

Expression of FEZL and SEMAS5A genes
Quantitative RT-PCR analysis showed the presence of sig-
nificant elevation in the expression level of both FEZL and
SEMAS5A genes in mastitic samples compared to normal
samples by three and two folds, respectively (Figure 3).

A)

B)

C)

FEZL glycine stretch genotypes

Pattem A Pattern B Pattern C
(2 bands) (1 band) (4 bands)
I S N

|
|

I

E——

Figure 1 - PCR-SSCP for FEZL gene.

A) Agarose gel (2%) showing PCR products of Forebrain Embryonic Zinc Finger-Like gene (FEZL) of normal and mastitic samples. Lane M:
100bp DNA molecular weight marker; Lanes (1-6): Normal samples; Lanes (7-12): Mastitic samples. Single specific bands of 229 bp were

clear in all lanes.

B) PCR-SSCP for FEZL gene in normal and mastitic samples. 15% non-denaturing Polyacrylamide gel for FEZL gene: Denatured PCR pro-
ducts of FEZL gene separated in 15% non-denaturing PAGE (39:1) stained with silver. Lanes (1-4): Normal samples; Lanes (5-7): Mastitic sam-
ples. Lane 1, 2, 5, 6 and 7: Pattern A (2 bands); Lane 3: Pattern B (1 band); Lane 4: pattern C (4 bands).

C) Schematic representation of SSCP patterns for indicated FEZL gene.
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Figure 2 - The sequencing results of the FEZL amplicons in both normal and mastitic samples.

(A) The Clustal W alignment of the FEZL sequence obtained by sequencing of the target gene fragment in both normal and mastitic sam-
ples; (B) The Clustal W alignment of the deduced amino sequences in both the normal and mastitic samples; (C) Sequencing results of the
in normal cattle; (D) Sequencing results of the mastitic cattle; (E) The deduced amino acid sequence of the FEZL fragment in the normal
samples; (F) The deduced amino acid sequence of the FEZL in mastitic samples.

Table 1 - Allelic and genotypic frequencies of FEZL gene and Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) in normal samples.

Glycine stretch in FEZL gene in normal samples (N=72)

Genotypes Allelic frequency
AA AB AC BB BC CcC A B C
Observed number 66 5) 0 0 0 1
Expected number 61.33 4.52 1.86 0.083 0.068 0.014 0.923 0.034 0.014
Genotype frequency 0.917 0.069 0 0 0 0.014

X?=71.85

= Chi square test.
A degree of freedom (df) of 3 [number of genotypes (6) - number of alleles (3)], Chi-square value shows a difference (P < 0.05) when compared with the tabu-
lated Chi-square value (7.81), so the deviation between observed genotypic frequencies and those expected under HWE in normal samples was statistically
significant (P < 0.05) suggesting that Holstein-Friesian population sample was not in equilibrium for glycine stretch of FEZL locus.

Table 2 - Allelic and genotypic frequencies of FEZL gene and Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) in mastitic samples.

Glycine stretch in FEZL gene in mastitic samples (N=40)

Genotypes Allelic frequency
AA AB AC BB BC CcC A B C
Observed number 34 1 0 0 0 5)
Expected number 29.75 0.86 8.63 0.006 0.125 0.625 0.8625 0.0125 0.125
Genotype frequency 0.85 0.025 0 0 0 0.125

X2 = 40.01

X2 = Chi square test.

A degree of freedom (df) of 3 [number of genotypes (6) - number of alleles (3)], Chi-square value shows a difference (P < 0.05) when compared with the tabu-
lated Chi-square value (7.81), so the deviation between observed genotypic frequencies and those expected under HWE in mastitic samples was statistically
significant (P < 0.05) suggesting that Holstein-Friesian population sample was not in equilibrium for glycine stretch of FEZL locus.
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Table 3 - LSM and SE for SCC across glycine stretch of FEZL ge-
ne genotypes.

Genotypes
AA AB CC
Mean+SE 454.27+43.7° 226.16+4.9° 674.92+48.12

@ Means with different superscripts differ (P < 0.05).The mean values indi-
cate the presence of a difference (P < 0.05) in SCC among the three geno-
types of glycine stretch of FEZL gene where the CC genotype has the high-
est mean value of SCC.

DISCUSSION

Exploring the genetic background of economic traits is a
major goal in animal genetics and breeding programs. SNPs
have been the markers of choice in recent years, due to their
high stability, density and their highly automated detection
techniques®. Several immune genes and pathways, including
recruitment and functionality of neutrophils and humoral
or cellular adaptive immune response, have proved to play an
important role in the severity of mastitis®®. Therefore, the
present study was conducted to illustrate the genotyping of a
gene which is responsible for the immune response of ani-
mal against mastitis, FEZL gene, and to correlate the effect of
its genetic variability with SCC. Milk SCC has been identi-
fied as the gold standard examination that measures the de-
gree of udder inflammation. SCC has a very strong genetic
correlation with mastitis ranging between 50 and 80% with
an average of 78%%.

FEZL gene contains six C2H2 type zinc-finger domains and
a glycine stretch where the three base insertion resulted in
an extension of 12 glycines (12G) to 13 glycines (13G). This
polymorphism was reported to be significantly associated
with SCC and susceptibility to mastitis in dairy cattle in
Japan®®.

Our results showed three clearly definable SSCP patterns (A,
B and C). The frequencies of the three genetic variants were
0.917, 0.069 and 0.014 for normal animals and 0.85, 0.025
and 0.125 for mastitic animals, respectively. The difference
between observed genotypic frequencies and those expected
under HWE were statistically significant (P < 0.05), sugge-
sting that the Egyptian Holstein-Friesian population sample

was not in equilibrium for glycine stretch of FEZL, therefore
there is a selective advantage for the glycine stretch locus of
FEZL gene and it could be a putative locus for marker-as-
sisted selection. These results came in the same line with
Sugimoto et al. who correlated the presence of 3 genotypes
of FEZL to the glycine stretch in Japan, 12G/12G, 12G/13G
and 13G/13G FEZL’. Sugimoto et al. on their studies on
genotyping of FEZL in 918 sires found that 97 sires had a
heterozygous 12G/13G genotype and 821 sires had a ho-
mozygous 13G/13G genotype®.

The major allele which appeared in only two of the three
genotypes is allele (A) where it has the highest frequency
(0.923 and 0.892 in normal and mastitic animals, respective-
ly). On the other hand, allele (B) and (C) appears in lower
frequencies (0.034 and 0.0125) and (0.014 and 0.125) in nor-
mal and mastitic animals, respectively. Allele (B) shows the
least frequency in mastitic animals, while allele (C) shows the
least frequency in normal animals. Moreover, the presence of
allele (B) is associated with lower SCC while the presence of
allele (C) is associated with higher SCC. The above-men-
tioned results revealed that the presence of (C) allele may be
associated with both higher susceptibility to mastitis and
higher SCC. These results agreed with Sonstegard et al
which stated that 12G allele frequencies were less than 3% in
Holstein sires in North America®. This allele tended to have
lower SCC during the first lactation.

The sequencing results of the specific purified PCR product
of FEZL gene for both normal and mastitic samples revealed
the presence of two isoforms of FEZL gene according to the
length of its glycine stretch. These results were found to be
compatible with that of the SSCP results. Samples which
have the pattern C (4 bands) on SSCP gel were proved to
contain a three-base insertion in glycine stretch which results
in its extension from 12G to 13G. On the other hand, sam-
ples which have pattern A (2 bands) and pattern B (1 band)
on SSCP gel contain only 12 glycine residues in their glycine
stretch.

Considering the relationship between length of glycine
stretch and SCC, our results proved that CC genotype, which
carries 13G FEZL, has the highest mean value of SCC, while
AA and AB genotypes, which carry 12G FEZL, have lower
mean values of SCC suggesting that 13G FEZL is more sus-
ceptible to mastitis than 12G FEZL. These results came in

Foelative expression [Ra)

Effect of mastitis on mRMNA relative expression level for
FEZL and SEMASA genes
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Figure 3

The effect of mastitis on the
mRNA expression level of
FEZL and SEMA5A genes.
RT-PCR results of milk
samples: The mRNA relative
expression of FEZL and
SEMASA genes. Data were
expressed as means + SEM
of triplicate experiments.
Groups having (*) are
significantly different
compared with their control
groups at p <0.05.
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similar line with many authors who reported that there is a
significant correlation between different genotypes and SCC
and mastitis susceptibility. Sugimoto et al. correlate higher
mastitis susceptibility of 13G FEZL than 12G FEZL’. More-
over, Sugimoto et al. reported that at almost every age, the
proportion of affected heterozygous 12G/13G daughters was
significantly lower than that of affected homozygous
13G/13G daughters and that 13G/13G FEZL cattle have
twice the rate of susceptibility to mastitis than 12G/12G
FEZL cattle’. These findings might confirm that FEZL affects
the animal susceptibility to mastitis as well as SCC.

Gene expression profiling of MG tissue is a powerful tool
that has been used to catalog the genes expressed during lac-
tation**. Numerous studies have examined gene expression
in the bovine MG by performing mammary biopsies; how-
ever, such techniques are invasive, disturb the normal lacta-
tion process, are labor-intensive and are costly. An alternative
sampling procedure has been proposed by isolating mRNA
directly from somatic cells that are naturally released into
milk during lactation®.

Our RT-PCR results revealed a significant up-regulation of
the expression level of FEZL and SEMAS5A by three and two
folds, respectively. In agreement, the induction of expression
level of FEZL and SEMA5A has been reported in mastitic
cattle where FEZL expression was greater in the mastitic
quarter than in the cured quarter of the same animal'.
Moreover, it has been indicated that 12G FEZL stimulates
greater SEMAS5A expression than 13G FEZL and that
12G/13G FEZL cattle have greater SEMA5A expression than
in 13G/13G FEZL cattle'. The enhancement of FEZL expres-
sion in the MG by intramammary infection is due to its im-
portant antimicrobial role where it is responsible for the
control of cytokine expression. When cows are infected with
mastitis, FEZL induces TNF-o and IL-8 through enhancing
SEMAGSA, which represents a plausible mechanism to explain
the enhanced antimicrobial activity of FEZL-expressing
cells®. This induced production of IL-8 by TNF-a can regu-
late the number of neutrophils migrating to the site of infec-
tion”. Neutrophils are highly effective phagocytes for clear-
ing infecting bacterial pathogens from host tissue*. During
mastitis, neutrophils become the predominant (>95%) cell
type in milk®. In contrast, our RT-PCR run against other
study which did not observe significant differences in the ex-
pression level of FEZL and SEMA5A between normal and
mastitic cattle®.

It seems that the increase in the level of expression of both
FEZL and SEMAS5A genes in mastitic Egyptian dairy Hol-
steins might improve the significant correlation between
FEZL and animal immune system. Moreover, the high SCC
associated with animals carrying a three-base insertion in
glycine stretch of FEZL gene could provide a new avenue for
MAS programs in Egypt.

CONCLUSIONS

The current study can conclude that cattle carrying FEZL
gene with glycine stretch containing 13 glycine residues have
higher SCC and are more susceptible to mastitis than 12G
FEZL cattle. The higher susceptibility to mastitis might be
due to impaired TNF-a and IL-8 expression controlled by
FEZL and SEMAS5A. This study may be considered the first

record which reported the genetic variation FEZL gene in the
Egyptian Holstein-Friesian cattle. Thus, in order to control
the incidence of mastitis in Egypt, we recommend utilizing
the SNP of FEZL gene before genetic selection for the dairy
industry.
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Investigation of the relationship

between kids vitality and placental
characteristics in hair goats

SELCUK OZYUREK

Erzincan Binali Yildirim Universty, Cayirli Vocational School, Veterinary Department, Erzincan, Turkey

SUMMARY

The research was carried out to determine the relationship between kids birth weight and placental characteristics of hair goats
grown in poor condition during the critical period of pregnancy. Particularly, it was aimed to investigate the placental relation
of high mortality rate especially in twin kids. Placentas were collected from 52 goats at normal kidding. There were 36 single-
ton and 16 twin pregnancies and 42 female and 26 male kids. During the mating period (September), the goats grazed on poor
pasture for 12 hours and nothing was added to the pasture. The date of mating was recorded and goats were fed indoor after
the 60th day of pregnancy. During the time they were inside, 200 g/day barley, ad libitum the hay and water were given. Kids
were weighed and sexed at 12-24 h after birth. Placentas were collected immediately and brought to laboratory and placentas
were carefully disturbed water and weighed. Each placenta was opened with a scalpel and the cotyledons were separated from
chorioallantois and counted. The effects of birth type, sex, parity and vitality on placental and cotyledon traits were analyzed
by the general linear model procedure in SPSS using a completely randomized design. When the birth weight was 2.83+.07 in
live kids, it was 1.31£.23 in dead kids and this difference was statistically very significant (p<0.001). In addition, placental ef-
ficiency was affected by the vitality of kids (p<0.05) and we observed that there was no x large cotyledon (>51 mm diameter)
in the dead kids. The low placental and cotyledon characteristics of kids who died before weaning showed that placental and
cotyledon traits have an effect on kids’ vitality. The result showed that there were significant differences (p<0.05) among par-
ity for placental weight and cotyledon density. Birth type affected placental weight (p<0.001), cotyledon density (P<0.01) and
average cotyledon surface area (ACSA) (p<0.05). Large cotyledon number, cotyledon length and cotyledon width were affect-
ed (P<0.01) by birth type. It was observed that there is a direct correlation between ACSA and cotyledon length (r=0.985;
p<0.01), cotyledon width (r=0.969; p<0.01). However, a negative correlation between ACSA and small cotyledon number (-
0.553; p<0.01), cotyledon density (-0.779; p<0.01) is determined for hair goats. As a result, we suggest that cotyledon efficien-
cy is a much more precise and reliable measure of placenta functional ability. These data have shown that manipulation of the
prenatal period can affect birth weight, newborn losses, average daily live weight gain, market weight, health and meat pro-
duction economy and profitability in the livestock industry.

KEY WORDS

Average cotyledon surface area, birth type, cotyledon, hair goat, placenta.

INTRODUCTION

tabolism.® Goat and sheep have an epitheliochorial - cotyle-
donary placenta, as well as the number and size of cotyle-

Breeding small ruminants, goats in particular, is an impor-
tant livestock activity for people living in rural areas. In
Turkey, there are around 10 million hair goats." They have
been adapted to the climate and geographical conditions of
Turkey; therefore, the hair goats are resistant to diseases, heat
and cold weather and have high ability to benefit from rough
and poor pastures. In the studies, the litter size of hair goats
is reported as 1.09 and 1.18.>° In addition, Atay et al.? re-
ported that there were reproductive problems and loss of
kids in weaning. It has been reported that birth weight,
breed, region, birth type, and parity affect the survival and
mortality rate of the kids.*

The placental growth in goats occurs before fetal growth
and the development of the placenta is very important for
best fetal growth.> Because the placenta helps the circulation
of food, gas and waste products into maternal and fetal me-
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dons detect the appropriate area for nutrient transfer be-
tween mother and fetus systems.” Thus, placental mass and
nutrient exchange capacity play an essential role in deter-
mining the fetal growth organs and birth weight, postpar-
tum vitality and long-term health. There is a significant pos-
itive correlation (generally 0.5-0.09) between the birth and
placental weight in sheep and humans.® These data have
shown that in the livestock industry, manipulation of the
prenatal period will affect birth weight, newborn losses, av-
erage daily live weight gain, market weight, health and meat
production economy and profitability.’

The nutritional level of a mother for the regulation of fetal
and placental development in sheep and goats have an im-
portant effect during the pregnancy.® It is possible to manip-
ulate the placental development of goats by feeding.'® Since
goat farming is carried out under extensive conditions, it is
not possible to regulate and control placental development
in Turkey. Because the mating season is in autumn, goats are
grazing in the poor pasture and no additional feeding is
done. In addition, researchers reported that the nutritional
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consumption of grazing sheep in West America is 50% less
than the recommendations of the National Research Coun-
cil (NRC) without supplementation."

Although there are studies for placental traits on many
species and breeds, there are no studies on hair goats. As a re-
sult, our main aim in this study was to determine the relation
between kid weight and placental characteristics of hair goats
grown in poor conditions during the critical periods of preg-
nancy. In particular, it was aimed to investigate the relation
between placental traits and the high mortality rate of kids.

MATERIALS AND METHODS

The study was applied in a private farm located in the Cayir-
li district in the Erzincan province (39° 49’ N, 39° 57’ E and
sea level 1618 m). In this study, we used 52 hairs goats aged
between 3-6 years. The distribution of kids according to par-
ity, birth type, and sex, was shown in Table 1. There were 36
singleton and 16 twin pregnancies and 42 female and 26
male kids. During the mating period (September), the goats
grazed on poor pasture for 12 hours and nothing was added
to the pasture. The date of mating was recorded and goats

Table 1 - The distribution of kids according to parity, birth type,
and sex.

Parity 2-3 Parity =4
Birth type Total
Female Male Female Male
Single 8 8 10 10 36
Twin 2 2 22 6 32
Total 10 10 32 16 68
Total (parity) 18 34

Investigation of the relationship between kids vitality and placental characteristics in hair goats

were fed indoor after the 60th day of pregnancy. During the
time they were inside, 200 g/day barley, ad libitum the hay
and water were given.
Kids were weighed and sexed at 12-24 h after birth. Placentas
were collected immediately and brought to laboratory and pla-
centas were carefully disturbed water and weighed. Each pla-
centa was opened with a scalpel and the cotyledons were sepa-
rated from chorioallantois and counted. After that, cotyledons
were classified by size according to Konyali et al.’* and Ocak et
al.” and recorded. The length (CL), width (CWi) and depth
(CDe) of the 30 cotyledons of the same size chosen from the
placenta were measured by digital compass. Placental efficien-
cy (PE), cotyledon density (CD) and cotyledon efficiency (CE)
were calculated according to Konyali et al.'>. Additionally, TC-
SA was calculated according to the following formula:
[((CWi+ CL)/4) X2 ] x3.14 (1) x TCN'»1314
Average cotyledon surface area (ACSA) was obtained by di-
viding TCSA by cotyledon number. The kids were weaned af-
ter two months from birth. Only six of the 68 kids died in the
two-month study.
The effects of birth type, sex, parity and vitality on placental
and cotyledon traits were analyzed by the general linear
model (GLM) procedure in SPSS using a completely ran-
domized design. Additionally, kid sex was used in the model
as a cofactor to adjust the placental and cotyledon traits ex-
cept vitality. To determine relationships between placental
and cotyledon traits Pearson correlation was used, at the
95% confidence interval.'>"

RESULTS

According to the vitality of kids, the mean of birth weight
(BW), placental and cotyledon traits were given in Table 2.
When BW was 2.83+.07 kg in live kids, it was 1.31+.23 kg in

Table 2 - Placental and cotyledon traits according to the vitality of kids.

Live kids
Medium SE Minimum Maximum

BW 2.83 .07 2.1 3.78
PW 390.4 24.71 200 690
CN 98.74 3.28 56 127
CNs 5.90 .92 0 22
CNm 71.61 3163 18 102
CNI 20.58 3.14 0 59
CNxl .61 A7 0 4
CL 2.88 .07 1.65 3.75
Cwi 2.01 .05 1.3 2.4
Cde .39 .01 0.2 0.64
PE 10.58 .34 7.67 16.43
CD .28 .01 0.12 0.51
CE 5.36 .26 3.59 8.74
ACSA 7.68 19 4.63 9.66

Dead kids p
Medium SE Minimum Maximum

1.31 .23 1.0 1.7 .000
293.3 79.43 180 350 252
86.66 10.54 48 106 .282
4.00 2.97 0 6 .545
75.00 11.36 37 94 778
7.66 1.10 6 11 .231
2.66 .23 2.57 2.72 .396
1.81 .16 1.64 1.90 .259

.36 .05 0.30 0.40 .656
7.43 1.10 6.43 9.44 .010

.29 .05 0.27 0.30 .854
3173 .84 2.93 5.35 .075
7.03 .61 6.62 7.25 .324

BW: Birth weight; PW: Placental weight; CN: Cotyledon number; CNs: Cotyledon number small (<10 mm diameter); CNm: Cotyledon number medium (between
10 and 30 mm diameter); CNI: Cotyledon number large (between 31 and 50 mm diameter); CNxl: Cotyledon number x large (>51 mm diameter); CL: Cotyle-
don length; Cwi: Cotyledon width; Cde: Cotyledon depth; PE: Placental efficiency; CD: Cotyledon density; CE: Cotyledon efficiency; ACSA: Average cotyledon

surface area.



Table 3 - Effect of parity, birth type and sex on placental traits (X + SE).

BW PW CN

(kg) (9)
Mean 2.63+.08 363.7+13.6 99.48+2.7
Parity 0.322 0.045 0.525
2-3 2.51+.14 321.5+24.2 102.05+4.8
>4 2.76+.07 406.0+12.6 96.90+2.5
Birth type 0.168 .000 0.055
Single 2.81+.08 281.7+14.7 91.45+2.9
Twin 2.46+.13 445.7+23.7 107.50+4.5
Sex 0.033 0.925 0.204
Female 2.51+.17 368.7+28.2 96.50+5.7
Male 2.91+.18 369.1+30.4 103.32+6.1

BW: Birth weight; PW: Placental weight; CN: Cotyledon number; PE: Placental efficiency.

cotyledon surface area.
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PE CD CE ACSA
(cm?)
10.72+.2 0.292+.01 5.12+.21 7.58+.13
0.117 0.033 0.530 0.207
11.42+.5 0.325+.01 4.92+.38 7.33+.23
10.01x.2 0.260+.00 5.32+.19 7.84+.12
0.235 0.011 0.077 0.006
10.19+.3 0.332+.01 4.54+.23 7.00+.14
11.25+.4 0.253+.01 5.70+.36 8.16+.22
0.026 0.042 0.735 0.918
10.14+.6 0.271+.01 5.11+.45 7.63+.28
11.55+.6 0.315+.02 5.26+.49 7.60+.30

Table 4 - Effect of parity, birth type and sex on cotyledon traits (X + SE).

CNs CNm CNI
Mean 6.04+.7 69.60+2.8 23.4+2.2
Parity 0.303 0.789 0.383
2-3 7.23+1.3 68.46+5.0 26.3+3.9
=4 4.85+.7 70.74+2.6 20.5+2.0
Birth type 0.414 0.400 0.001
Single 6.98+.8 73.21+3.0 11.0+£2.3
Twin 5.10+1.2 65.99+4.8 35.8+3.7
Sex 0.513 0.051 0.192
Female 6.71+1.5 76.37+6.4 19.6+5.0
Male 5.39+1.4 65.54+5.9 25.2+4.7

; CD: Cotyledon density; CE: Cotyledon efficiency; ACSA: Average

CNXxI CL (mm) CWi (mm) CDe (mm)
0.35+.1 2.85+.05 1.97+.03 0.38+.01
0.120 0.229 0.213 0.237
0.02+.0 2.75+.09 1.91+.06 0.36+.02
0.67+.1 2.94+.04 2.04+.03 0.40+.01
0.277 0.009 0.006 0.086
0.12+.1 2.63+.05 1.82+.03 0.34+.01
0.57+.2 3.06+.08 2.13+.06 0.42+.02
0.404 0.760 0.839 0.593
0.55+.3 2.84+.11 1.99+.08 0.37+.03
0.34+.2 2.88+.10 1.98+.07 0.38+.02

CNs: Cotyledon number small (<10 mm diameter); CNm: Cotyledon number medium (between 10 and 30 mm diameter); CNI: Cotyledon number large (be-

tween 31 and 50 mm diameter); CNxl: Cotyledon number x large (>51 mm diameter); CL: Cotyledon length; CWi: Cotyledon width; CDe: Cotyledon depth.

dead kids and this difference was statistically very significant
(p<0.001). In addition, PE was affected by the vitality of kids
(p<0.05) and we observed that there was no CNxl in the
dead kids. Even if it is not statistically significant, PW, CN,
CNI, CL, CWi, Cde, CE and ACSA were higher in live kids
than dead kids.

The mean BW, PW, CN, PE, CD, CE, and ACSA are deter-
mined to be 2.63+.08 kg 363.7£13.6 g, 99.48+2.7, 10.72+.2,
0.292+.01, 5.12+.21 and 7.58+.13 cm? respectively (Table 3).
While parity and birth type are not effective on birth weight,
sex affected birth weight. There are significant differences
between parity and PW, CD (P<0.05). As the parity of the
does rose, PW increased, but the CD decreased. Even if it is
not significant, BW and ACSA increased and CN decreased
with parity. Birth type affected PW (p<0.001), CD (p<0.05).
Although the ACSA increased with the parity, this was not
statistically significant.

In the study;, it is determined that while single born goats have
281.7+14.7 g placenta, twin born goats have 445.7+23.7 g pla-
centa. When we look at the kid sex, it can be seen that, it is af-
fected by BW, PE, and CD (p<0.05). Otherwise, CN and CE
are not affected by any factors. Effects of parity, birth type and
sex on cotyledon traits were shown in Table 4. Although the
parity and sex are important factors on many traits, we did
not find any statistically significant effect parity and sex of

kids on the cotyledon traits. However, CNs was lower in =4
parity goats than 2-3 parity goats. Also, CNm, CNxl, CL, Cwi
and CDe were highest in =4 parity goats.

On Table 5, we showed Pearson correlation coefficients of
placental and cotyledon traits for hair goats. A positive corre-
lation between BW and CL (r=0.295; p<0.05), CWi (r=0.239;
p<0.05), PE (r=0.428; p<0.01), CE (r=0.321; p< 0.01), ACSA
(0.278; p<0.05) were calculated. As a matter of fact, while
there was no significant correlation between the birth weight
and the number of cotyledons in the correlation analysis, a
very significant positive correlation between the birth weight
and the number of long cotyledons has been determined.
There was high positive correlation between ACSA and CL
(r=0.985; p<0.01), CWi (r=0.969; p<0.01). However, a nega-
tive correlation between ACSA and CNs (-0.553; p<0.01), CD
(-0.779; p<0.01) was determined for hair goats. There were
positive correlation between parity and PW (r=0.464;
p<0.01), CL (r=0.434; p<0.01), CWi (r=0.408; p<0.01), CDe
(r=0.383; p<0.01) and ACSA (r=0.432; p<0.01).

DISCUSSION

The low placental and cotyledon characteristics of kids who
died before weaning showed that placental and cotyledon
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Table 5 - Pearson correlation coefficient of placental and cotyledon traits.

Parity BW PW CN CNs CNm
BW .032

PW 464 148
CN -001 -.083 .297*

CNs il | e | osne | s

CNm -124  -090 -180 .596™ .437**

CNI 210 067 .578* 252 -284* -603*
CNiIx 303 .097 372" 000 -294* -.111
cL A434%  295* 702" -023 -623% -.459™
CWi 408™  239* 689"  .049 -.424" -385™
CDe 383*  -191 354 355 -049 -248
PE -255* 428 -226 -135 -134 -107
cD -524~  -116 -794* 218 633~ 536"
CE 228 321" 54T -428" -497" -518™
ACSA A432% 278 712* 007 -553* -.438™

CNI CNIx CL CWi CDe PE CD CE

152
.640™
573
.632**
.002 .200 .045 .109 -.086

-.527 -.403* -.800™ -.708" -.201 .203
247 410"
.626™*

.400™*
456 911
405 226 .283"

-.675™
=0

476™*
.985™

464 .019  .385™

.433** 969  .2585* .073 481

BW: Birth weight; PW: Placental weight; CN: Cotyledon number; CNs: Cotyledon number small (<10 mm diameter); CNm: Cotyledon number medium (between
10 and 30 mm diameter); CNI: Cotyledon number large (between 31 and 50 mm diameter); CNxl: Cotyledon number x large (>51 mm diameter); CL: Cotyle-
don length; Cwi: Cotyledon width; Cde: Cotyledon depth; PE: Placental efficiency; CD: Cotyledon density; CE: Cotyledon efficiency; ACSA: Average cotyledon

surface area; *: P<0.05, **: P<0.01.

traits have an effect on kids’ vitality. In our study, we found
the result that kids’ birth weight was lower than those of Yil-
maz et al.'® (3.15 kg) and Celik Tozlu and Oflaz" (3.7 kg) in
the same breed. Also, when compared to other goat breeds, it
has been observed that the result of birth weight were lower
than Angora, Kilis, Honamli and Norduz which were report-
ed by Daskiran et al."®

Our study gave an interesting finding in relation to ACSA
which is that twins had more ACSA than singletons
(p<0.01). Dwyer et al.” and Ocak et al.** reported that birth
type was effective on PW as same as this study. Also, PW as
showed by some researchers'>!*, increased with the parity.
While the CD decreases with the parity as Alkass et al.?!, sin-
gle born goats have higher CD than twin born goats similar
to the result of the study by Ocak et al.?2

Cotyledon number is formed on the 30th day of pregnancy
and there was no change in cotyledon number in the later
periods although there was a change in size. Twins had more
cotyledons than singletons. This situation is not in line with
the results of past caprine studies of the findings of Ocak et
al.?® and Ocak et al.2, however it is in accordance with the
ovine studies by Dwyer et al.' and Jawasreh et al.* and the
caprine study by Konyali et al.**. Konyali et al.’? reported that
placental efficiency is an important element of uterine ca-
pacity. But it has been shown that variation in concepts with-
in a litter was important for this feature, resulting in the con-
clusion that PE was an individual conceptual property*>>.
For this reason, it has been contended by Ocak et al.* that
CE was a much more precise and reliable measure of feto-
maternal nutrition. In the study by Sen and Onder", it was
reported that the CE increased, PE decreased with the parity
and it was statistically significant. Also, Ocak et al.”* reported
that twins placenta had CE 4 times higher than the PE. Pari-
ty did not affect CL and CWi as reported by Ocak and On-
der (2011)* which is different from our study. CNI, CL, and
CWi were affected (p<0.01) by birth type and they were

higher in twin births compared to single births. A very im-
portant and noticeable result was that twin placentas had a
higher number of CNI and bigger CL and CWj, (p<0.05) but
fewer (p>0.05) numbers of CNs and CNm. This situation is
an important indicator of the relationship between cotyle-
don size and fetus development.

There was already a higher correlation between placental
weight and CNI than CN. This result showed us that only the
number of cotyledons was not a sufficient parameter for the
birth weight of the kids, thus the cotyledon length may be
used as a parameter for bigger birth weight. The high corre-
lation that we found between ACSA and BW, CL and CWi
showed us that cotyledon sizes were a crucial parameter for
lamb birth weight. Further studies should be carried out on
the enlargement of the cotyledon dimensions in the prenatal
period at the histological level and nutrition.

CONCLUSION

From this result, we suggested that CE was a much more pre-
cise and reliable measure of placenta functional ability. In our
study, parity and birth type did not affect PE and CE. How-
ever, CE was highest in =4 parity and twins. The main reason
for the difference between the results of other researchers and
our study in parity could be that ACSA was not affected sta-
tistically by the parity and birth type. Because of the effects of
cotyledon traits on birth type such as ACSA, new studies are
needed to increase vitality and to reduce the death of kids by
improving the nutrition of the prenatal period.
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SUMMARY

Donkey milk is being increasingly studied for its use in the human medicine and its antimicrobial activity has been reported
in the literature. However, there have been only few studies on milk’s inhibiting activity against fungi. Donkey milk is current-
ly used in the personal healthcare industry, thus evaluating its antifungal activity against some dermatophytes is of interest in
relation to the natural prevention or control of dermatophyte infections. This preliminary study evaluated the in vitro anti-
fungal activity of donkey milk. Four fresh pasteurized bulk milk samples were collected from a donkey farm. Pasteurized don-
key bulk milk samples were analysed in relation to gross composition, individual mineral content (Ca, P, Mg, K, Na, and Zn
mg/L), fatty acid profile, and lysozyme activity. The milk samples were tested against isolates of Microsporum canis, Microspo-
rum gypseum, and Trichophyton mentagrophytes. Sensitivity testing was assessed by a microdilution test, starting by a milk con-
centration of 90%. To calculate minimal inhibitory concentration values, 80%, 70%, 60% 50%, 40%, 30%, 20%, and 10% di-
lutions were tested. Donkey milk was proven to inhibit mycotic growth. In particular, M. canis and T. mentagrophytes failed to
grow in 60% donkey milk and M. gypseum appeared to be sensitive to 70%. The antidermatophyte effect could be related to
the milk content of some fatty acids with reported antifungal activities. In the analysed donkey milk, C10:0 on average consti-
tuted 70% of the short chain fatty acids and the milk fat showed a relatively high content of linoleic and alpha linolenic acid
(15.34 and 4.87 g/100 g of the total fatty acids respectively). We also found a high lysozyme activity (1402.50 U/mL of milk).
In conclusion, donkey milk showed an overall in vitro antidermatophytic effect. On the basis of the promising results obtained
in this preliminary report, further studies are needed to evaluate the in vivo use of donkey milk against dermatophytosis.

KEY WORDS

Donkey milk; fatty acids; antifungal activity; dermatophytes.

INTRODUCTION

Milk contains an overall pool of biologically-active molecules
which have been shown to have a positive clinical impact'.
Donkey milk is being increasingly studied for its use in the
human diet’. Donkey milk has shown in vitro anti inflam-
matory, antiproliferative’ and antitumour actions®. In addi-
tion to its nutritional value, these properties would make
donkey milk a means to improve human health. The antimi-
crobial activity of donkey milk was also reported®. Gram
positive bacteria appeared to be more susceptible to
lysozyme from milk, however different results have also been
found against gram negative bacteria, in particular Es-
cherichia coli and Salmonella enteritidis®’, depending on the
milk composition.

There have been only few studies on milk’s inhibiting activi-
ty against fungi. To the best of our knowledge, the antifungal
activity of donkey milk has been evaluated only against the
endosaprophyte yeast Candida albicans, and the
antropophilic dermatophytes, Trichophyton mentagrophytes
and Trichophyton rubrum?.

Corresponding Author:
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Dermatophytes are a group of keratinophilic and kerati-
nolytic molds, which are physiologically and taxonomically
related, and are responsible for ringworm both in human
and animals. Zoophilic dermatophytes spend their life on the
animals’ keratin and some species can metabolize human
keratin, causing zoonotic diseases. Cats and lagomorphs are
reservoir hosts of Microsporum canis and T. mentagrophytes,
respectively. Other dermatophytes called geophilic, such as
Microsporum gypseum, are also able to colonize and digest
keratin on hair-baits in the soil. All the three fungal species
are responsible for human and animal ringworm and can
colonize the host skin or annexa.

Since donkey milk is also an essential component of many
cosmetic products, the understanding of its antifungal ac-
tivity against some dermatophytes is of interest, this could
provide a natural way to prevent and/or control such hu-
man infections.

The aim of this preliminary study was to evaluate the in vit-
ro antifungal activity of pasteurized donkey milk.

MATERIALS AND METHODS

Four fresh pasteurized bulk milk samples were collected in
September 2018 (once a week) from a farm rearing about 160
Amiatina donkeys. The farm produced pasteurized milk for
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human consumption in accordance with the requirements of
Regulation (EC) No 853/2004. The samples were immediate-
ly cooled to 4°C and transferred to the laboratory. The chem-
ical composition of each sample was analysed in triplicate.
After drying and incineration, dry matter and ash were deter-
mined by the gravimetric determination of residues, using
methods of the Association of Official Analytical Chemists®.
Lactose was determined by infrared analysis (MilkoScan; Ital-
ian Foss Electric, Padova, Italy). Protein was calculated as to-
tal nitrogen (N) (determined by Kjeldahl method) multiplied
by 6.38. Individual mineral content (Ca, P, Mg, K, Na, and Zn
mg/L) was determined in all samples by atomic absorption
spectroscopy and UV-visible spectroscopy according to Hor-
witz’ and Murthy and Rhea'®. Milk fat extraction was per-
formed following the Rose-Gottlieb method''.

Fatty acid methyl esters (FAME) were prepared using
methanolic sodium methoxide according to Christie'* and
analysed by gas chromatography, as described by Martini et
al.P. The lysozyme (LZ) activity was evaluated in each milk
sample using a commercial fluorimetric method on a mi-
croplate (EnzChek Lysozyme Assay Kit, Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, MA, USA). The test uses a suspension of Mi-
crococcus lysodeikticus labelled with fluorescein. This mi-
croorganism is sensitive to the lithic activity of LZ which
leads to a variation in the intensity of the fluorescence meas-
ured at ~485/530 nm (excitation/emission). Milk was diluted
and no defatting methods were used. The results were com-
pared with an LZ standard curve and expressed in U mL™".
Three feline clinical isolates of M. canis and M. gypseum, re-
spectively, and three rabbit isolates of T. mentagrophytes were
selected for in vitro testing. Before the assay, the molds were
maintained on Malt Extract Agar.

Sensitivity was assessed by a microdilution test, performed
following the methods described by CLSI for molds', start-
ing by a milk concentration 90%. To calculate a minimal in-
hibitory concentration (MIC) value, dilutions of 80%, 70%,
60% 50%, 40%, 30%, 20%, and 10% were obtained. Negative
controls were performed by incubating the dermatophytes in
culture medium, and the sensitivity against Terbinafine was
evaluated as conventional antimycotic model. All cultures
were incubated at 25°C for at least 72 hours, or until a visi-
ble growth in control wells was present. All sensitivity tests
were performed in quadruplicate.

For the results of the milk composition, means and standard
deviations were calculated by JMP (2002).

RESULTS

The chemical composition and lysozyme activity of the
analysed donkey milk are reported in Table 1. In the analysed
donkey milk, C10:0 constituted on average 70% of the short
chain fatty acids and the milk fat showed a relatively high
content of linoleic and alpha linolenic acid (15.34 and 4.87
g/100 of the total fatty acids respectively). We also found a
high LZ activity (1402.50 U/mL of milk).

All the fungal isolates were sensitive to Terbinafine with MIC
values of 0.0156 pg/ml (M. canis), 0.16 ug/ml (M. gypseum),
and 16 ug/ml (T. mentagrophytes). Donkey milk was proven
to inhibit mycotic growth. In particular, M. canis and T. men-
tagrophytes failed to grow with a concentration of 60% don-
key milk, and M. gypseum appeared to be sensitive to 70%.

DISCUSSION

The results on chemical composition and lysozyme activity
were consistent with previous studies'>'¢.

To the best of our knowledge, the only published paper deal-
ing with the antifungal activity of donkey milk was the one
by Koutb et al.?, who referred a minimal lethal concentration
of 32 mg/ml against T. mentagrophytes and T. rubrum, using
a 50-fold concentrated milk, while no growth inhibition was
observed, when testing C. albicans. The MIC value reported
by us versus T. mentagrophytes appears to be strongly lower
when compared to literature data. For the first time we test-
ed the donkey milk activity against M. canis and M. gypseum.
The content of various fatty acids with proven antifungal
actions in the analysed donkey milk (Table 1) supports the

Table 1 - Chemical composition of the pasteurized milk.

Gross composition (g/100 mL)

Mean SD
Dry matter 9.30 0.227
Crude Protein 1.54 0.079
Fat 0.33 0.193
Lactose 6.99 0.104
Ash 0.36 0.026

Mineral profile (mg/L)

Mean SD
Ca 598.54 185.86
P 406.65 101.49
Mg 86.69 10.530
K 652.81 82.970
Na 171.77 46.095
Zn 3.29 1.017

Fatty acids classes (9/100 g of fat) and content of individual
fatty acids with reported antifungal activity

Mean SD
SFA' 51.69 10.065
MUFA? 27.51 8.391
PUFA3 20.59 2.977
SCFA* 11.90 3.234
MCFA® 42.02 6.845
LCFA® 46.07 9.459
C10.0 8.39 2.572
C12:0 8.73 3.419
C14:1 0.37 0.130
C17:1 0.34 0.086
C18:2 ¢9, c12 15.34 4.001
C18:3 ¢9, 12, 15 4.87 1.454
C18:3 cis-6,9,12 0.08 0.02

Mean SD
Lysozyme activity (U/mL) 1402.50 286.65

1 SFA: saturated fatty acids; 2 MUFA: monounsaturated fatty acids;

3 PUFA: polyunsaturated fatty acids; * SCFA: short chain fatty acids (<C10);
5MCFA: medium chain fatty acids (C11-C17);

8 LCFA: long chain fatty acids (=C18).



I. Altomonte et al. Large Animal Review 2019; 25: 179-181 181

potential involvement in the inhibition of the tested fungal
isolates. It has been hypothesized that fatty acids act
against fungi by the disruption or disintegration of the
plasma membrane'”'® or by increasing the rate of H+ in-
flux across the plasma membrane, which could interfere
with the germination®.

Bergsson et al.'® and Clément et al.' highlighted the antifun-
gal activity of capric acid (C10:0). They also found antifungal
actions for myristoleic acid (C14:1n-5), and gamma-linolenic
acid (C18:3 cis-6,9,12) from bovine milk whey". Similar ac-
tivities against plant pathogenic fungi have also been found
for alpha linolenic (C18:3 ¢9, 12, 15) and linoleic acids (C18:2
9, c12)*. C10:0 constituted on average the 70% of the short
chain fatty acids in the donkey milk analysed, in agreement
with previous studies®. In addition, donkey milk fat showed
a high content of linoleic and alpha linolenic acid. Of the var-
ious dairy animal milks, donkey milk has been reported to be
one of the richest sources of alpha linolenic acid®. With regard
to C17:1, which is also found in the donkey milk, an antifun-
gal action has been proposed".

Some of the minerals found in donkey milk, such as zinc, are
components of metal-based therapeutics and drugs*. Of
these, Zn (II) complexes and zincum oxide nanoparticles
have shown antifungal activities**".

The literature® has reported the antibacterial activity of
some milk bioactive proteins, such as LZ. Although there
have been relatively few studies on the antifungal activity
of LZ, some authors have found LZ lytic activity against
fungal pathogens for animal and plants***. Donkey milk
also has a high quantity of LZ (about 1-1.5 g L"), which
seems to be involved in its low bacterial count®. In agree-
ment with recent investigations [Martini et al., unpub-
lished data], we also found a high activity of LZ in the pas-
teurized milk.

The antifungal activity of lactoferrin or its peptides, in com-
bination with azole antifungal agents, have also been demon-
strated against C. albicans and dermatophytes®. Further-
more, lactoferrin is a minor component (0.097-0.133 g L™)
of donkey milk and has a poorer thermal resistance com-
pared to LZ*.

CONCLUSIONS

Donkey milk shows an overall antidermatophyte effect. This
could be due to the synergistic action of fatty acids,
lysozymes and other milk components.

The results on mycotic growth inhibition obtained in this
preliminary report are promising, considering also that cos-
metic products containing 60-70% of donkey milk are al-
ready present on the market. Further studies are needed in
order to evaluate the in vivo use of donkey milk against der-
matophytosis.
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Pseudotubercolosi aviare

in tacchini di un allevamento rurale
della provincia di Chieti, Italia
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RIASSUNTO

La pseudotubercolosi € una malattia contagiosa degli animali domestici e selvatici causata da Yersinia pseudotubercolosis, che
puo colpire anche 'uomo. La trasmissione avviene attraverso I'ingestione di acqua o alimenti contaminati. Nei tacchini spora-
dici episodi di mortalita sono stati segnalati fin dai primi anni del 1900. Vista l'esiguita dei dati in letteratura, si descrivono le
lesioni anatomopatologiche ed istologiche osservate in tacchinotti (Meleagris gallopavo) nell’ambito di un focolaio in un alle-
vamento rurale della provincia di Chieti. La moria dei volatili ¢ stata osservata da novembre a gennaio: in questo periodo, so-
no morti circa 60 tacchini di sesso femminile di circa 5 mesi di eta, su un totale di 105 (57,14%), introdotti in allevamento in
agosto.

Gli animali mostravano debolezza, penne arruffate, difficolta respiratoria, diarrea verdastra, perdita dell’appetito.

In sede necroscopica, in 5 esemplari esaminati, sono state rilevate splenite ed epatite con aree disseminate puntiformi bianca-
stre di 1-2 mm di diametro. Le indagini istopatologiche hanno permesso di apprezzare le lesioni granulomatose ed estese aree
di necrosi, in alcune delle quali erano evidenti aggregati batterici. Eguali focolai necrotici sono stati osservati microscopica-
mente anche nei reni e nei polmoni di 3 volatili.

Gli esami batteriologici hanno evidenziato la crescita di cocco bacilli gram negativi identificati come Yersinia pseudotuberculosis.
Per ridurre il rischio di contagio tra i volatili allevati e gli animali portatori sani, & auspicabile in allevamento I'applicazione di
misure sanitarie volte ad evitare il contatto tra loro e la contaminazione degli alimenti di uso zootecnico e 'acqua di bevanda.

PAROLE CHIAVE

Tacchino; splenite; epatite; granuloma; Yersinia pseudotubercolosis.

INTRODUZIONE

La pseudotubercolosi ¢ una malattia contagiosa degli anima-
li domestici e selvatici causata da Yersinia pseudotubercolosis,
batterio ubiquitario che puo colpire anche 'uomo, causando
una grave enterite acuta con linfoadenopatia dei linfonodi
mesenterici'. La trasmissione avviene attraverso I'ingestione
di acqua o alimenti contaminati. Diversi autori documenta-
no che Yersinia pseudotubercolosis & veicolato nell’intestino di
animali portatori sani, in particolare degli uccelli selvatici e
dei roditori che sono in grado di provocare epidemie®”.

La pseudotubercolosi aviare ¢ caratterizzata da una settice-
mia acuta di breve durata, seguita da infezioni croniche loca-
lizzate, che esitano in noduli caseosi simili ai tubercoli della
tubercolosi®.

Sporadici episodi di mortalita sono stati segnalati nei tacchi-
ni in Germania e Francia fin dai primi anni del 1900, come
riportato nella sintesi di Beaudette’. Successivamente sono
stati riportati rari focolai negli Stati Uniti®**° in Inghilter-
ra'®!! e in Germania'?. Vista Pesiguita dei dati in letteratura,
si descrivono le lesioni anatomopatologiche ed istologiche
osservate in tacchinotti nell’ambito di un focolaio in un alle-
vamento della provincia di Chieti.

Corresponding Author:
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MATERIALI E METODI

Nel periodo novembre-gennaio, in un allevamento rurale
per 'ingrasso della provincia di Chieti sono morti circa 60
tacchini di sesso femminile, ibridi del Bronzato d’America, di
circa 5 mesi di eta, su un totale di 105 (57,14%), introdotti in
allevamento in agosto. Gli animali mostravano debolezza,
penne arruffate, difficolta respiratoria, diarrea verdastra, per-
dita dell’appetito con morte a circa due settimane dall’inizio
della sintomatologia.

Lallevatore non aveva osservato in precedenza questi segni
clinici negli animali del suo allevamento.

Le galline ovaiole allevate nella stessa azienda non mostrava-
no nessuna sintomatologia.

I tacchini si muovevano liberamente dalla stalla alle aree
aperte recintate e I’allevatore non disponeva di un piano di
controllo dei pests, nonostante avesse rilevato la presenza dei
roditori nella sua azienda nelle aree di ricovero e in quelle di
stoccaggio e somministrazione dei mangimi e foraggi.

Le carcasse di 5 dei volatili, in scadente stato di nutrizione,
sono state conferite all’Istituto Zooprofilattico Sperimentale
dell’Abruzzo e del Molise “G. Caporale” per accertamenti at-
ti a determinarne la causa di morte.

11 fegato, la milza, il rene e i polmoni sono stati flambati, ta-
gliati con coltello e posti in un brodo di arricchimento costi-
tuito da acqua peptonata; successivamente i brodi sono stati
seminati su agar sangue, Mc Conkey agar e agar mannite e
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posti a 37°C. Le colonie sviluppatesi a 24-48 ore sono state
sottoposte a test di conferma mediante colorazione di Gram,
test dell’ossidasi e della catalasi e infine sottoposte ad identi-
ficazione biochimica mediante sistema miniaturizzato API
20E (BioMerieux, Marcy I'Etoile, France), metodo pil sensi-
bile tra i sistemi miniaturizzati in commercio®. E stata inol-
tre testata la sensibilita del batterio isolato ai farmaci antimi-
crobici amoxicillina, colistina, enrofloxacin, neomicina, sul-
fametazolo + trimethoprim, tetraciclina, con lesecuzione
dell’antibiogramma mediante il metodo della diffusione su
piastra di Bauer'.

I diametri degli aloni di inibizione sono stati misurati ed i ri-
sultati sono stati valutati nelle categorie “sensibile”, “interme-
dio” e “resistente”, utilizzando i limiti di attivita del germe
pubblicati dalle ditte produttrici dei dischetti utilizzati per
l'antibiogramma (Oxoid e BD BBL™) e presenti nella guida
per Enterobacteriaceae del “Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute™'>.

I tessuti, inviati per le indagini microscopiche, sono stati fis-
sati in formalina neutra tamponata e processati in paraffina.
Le sezioni di tessuto sono state colorate con Ematossilina-
Eosina, Ziehl-Neelsen per la ricerca di bacilli alcool acido re-
sistenti e con la colorazione di Perls per I'evidenziazione dei
depositi di emosiderina.

RISULTATI

In sede necroscopica, in tutti gli animali sono stati rilevati
I'aumento di volume del fegato e dei reni, 'enterite catarrale
con il contenuto intestinale di colore verdastro e la presenza
di splenite ed epatite con aree disseminate puntiformi bian-
castre di 1-2 mm di diametro. In due esemplari & stata rile-
vata la presenza di aree di polmonite e di materiale caseoso
giallastro nei sacchi aerei addominali ed in un solo esempla-
re ’edema gelatinoso del grasso pericardico.

Le indagini istopatologiche hanno evidenziato lesioni riferi-
bili ad un’infezione batterica cronica. Lesioni multifocali mi-
liari hanno interessato il fegato, la milza, i polmoni ed i reni.
[ stato possibile identificare tre tipi di lesioni di contempo-
ranea localizzazione. Lesioni allo stadio iniziale (small le-
sions) con evidenti aggregati batterici (Figura 1, A-B), lesioni
in stadio intermedio (intermediate lesions) con aree centrali
eosinofiliche amorfe, che sostituivano le colonie batteriche,
delimitate da infiltrato di granulociti neutrofili (Figura 2, A-
B), ed infine lesioni allo stadio di grandi granulomi (large gra-
nulomas) con grandi cellule giganti (Figura 3, A-B-C-D). La
Ziehl-Neelsen non ha evidenziato in alcun caso germi alcool
acido resistenti e la colorazione di Perls ha messo in luce ra-
ri depositi di emosiderina solo nel fegato (Figura 4).

Figura 1 - Lesioni istologiche nello stadio iniziale (small lesions). Colonie di batteri. A) Polmone (Ematossilina Eosina 20x). B) Fegato (Ema-
tossilina Eosina 40x).
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Figura 2 - Lesioni istologiche nello stadio intermedio (intermediate lesions). Ampie aree di necrosi, delimitate da granulociti neutrofili, con-
tenenti aggregati batterici. A) Milza (Ematossilina Eosina 20x). B) Rene (Ematossilina Eosina 20x).
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Figura 3 - Lesioni istologiche nello stadio di grandi granulomi (large granulomas).

A) Rene. Reazione granulomatosa caratterizzata da cellule giganti multinucleate nei lumi dei tubuli degenerati (Ematossilina Eosina 20x).
B) Polmone. Reazione granulomatosa con area di necrosi delimitata da cellule giganti multinucleate (Ematossilina Eosina 40x).

C, D) Milza. Reazione granulomatosa a differenti stadi di evoluzione (Ematossilina Eosina 40x).

Lesame batteriologico ha evidenziato, su agar sangue, la cre-
scita a 24-48 ore in aerobiosi a 37°C di piccole colonie di 1-3
mm di diametro, di colore grigio e non emolitiche, incolori su
Mc Conkey agar. Il batterio ¢ stato caratterizzato come cocco-
bacillo Gram negativo, ossidasi negativo, catalasi positivo; il
sistema API 20E lo ha identificato come Yersinia pseudotuber-

- D 0.

Figura 4 - Fegato. Granuli di emosiderina colorati in blu e delimi-
tanti i depositi di materiale necrotico (Perls 40x).

culosis e tra gli antibiotici saggiati ¢ risultato sensibile a diver-
se molecole (Tabella 1). I restanti tacchini dell’allevamento
sono stati quindi sottoposti ad un trattamento terapeutico
con tetracicline che ha permesso I'estinzione del focolaio.

DISCUSSIONE

Il rilievo di aree biancastre puntiformi disseminate nel fega-
to e nella milza sono state gia documentate in precedenza in
alcuni focolai di pseudotubercolosi nei tacchini in Francia®,
in Inghilterra'® e negli Stati Uniti’ mentre erano assenti in al-
tri in Germania®, negli Stati Uniti®” e in Inghilterra''.

Le lesioni macroscopiche renali riportate nei volatili esami-
nati furono riscontrate in passato in un focolaio descritto
in Francia®, mentre quelle polmonari non sono state finora
osservate.

A differenza di quanto riportato da alcuni Autori®*'*'?, nei tac-
chini esaminati non sono state osservate lesioni riferibili ad
osteomielite delle ossa lunghe, né a miopatia degenerativa.

Le lesioni istologiche sono sovrapponibili a quelle di tipo 2
osservate da Cork nei piccioni e nei pappagalli'é, associate ad
un decorso cronico della pseudotubercolosi, ad eccezione dei
depositi di emosiderina che nel nostro caso sono risultati di
lieve entita.
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Tabella 1 - Risultati della sensibilita di Yersinia pseudotubercolosis ai farmaci antimicrobici saggiati.

Antibiotico saggiato Categorie
Amoxicillina 10 pg S
Enrofloxacin 5 pg S
Sulfametoxazolo + Trimethoprim 23.75/1.25 pg S
Tetraciclina 30 pg S

S = sensibile, | = intermedio, R = resistente.

Lassenza di sintomatologia nelle galline ovaiole allevate con
tacchini affetti da pseudotubercolosi fu segnalato in passato in
un focolaio della Germania del 1924 nella sintesi di Beaudette®.

CONCLUSIONI

Vista la valenza zoonosica di Yersinia pseudotubercolosis, le
persone a contatto con gli animali infetti dovrebbero presta-
re la massima attenzione ed usare tutte le precauzioni per
non infettarsi. Per ridurre il rischio di contagio tra i volatili
allevati e gli animali portatori, ¢ auspicabile in allevamento
Papplicazione di misure sanitarie volte ad evitare il contatto
tra loro e la contaminazione degli alimenti di uso zootecnico
e l'acqua di bevanda.

# Avian pseudotubercolosis
in backyard turkeys in the province
of Chieti, Italy

SUMMARY

Introduction - Pseudotubercolosis is a contagious disease of
domestic and wild animals caused by Yersinia pseudotuber-
colosis, which can affects humans.

Aim - Since only limited data about turkeys infected by Yersinia
pseudotubercolosis can be found in literature, we will be de-
scribing the anatomo-pathological lesions and histopathologi-
cal results observed in turkeys (Meleagris gallopavo) during an
outbreak occurred in a flock in the province of Chieti. The dis-
ease in affected turkeys was characterized by debility, ruftled
feathers, dyspnea, diarrhea, anorexia and death in about two
weeks from the beginning of the clinical symptoms.
Materials and methods - The outbreak took place between
November and Januar; in this period, 60 female turkeys
about five months old died out of the total of 105 (57.14%)
that had been put into the flock in August.

Turkeys were free to move by stable to open area paddock
and farmer didn’t use a pests control plan, even if he noticed
the presence of roditors in his farm.

At necropsy, in 5 carcasses examined, splenitis was observed
and hepatitis with multifocal white protuberant foci of 1-2
mm in diameter both in kidneys and in lungs.

Results and conclusions - The histopathological tests indi-
cated granulomatous lesions and extensive areas of tissue
necrosis, in some of them bacterial agglomerates were pres-
ent. Similar areas of tissue necrosis were observed micro-
scopically in the kidneys and lungs of 3 turkeys.

The bacteriological test carried out on liver, spleen, kidney
and lungs showed the growth of Gram-negative coccobacil-

Diametro Breakpoint tra la categoria S ed |
degli aloni di e la categoria R ed I'®
inibizione (mm) R | s
24 <13 14-16 =17
23 <16 17-22 =23
28 <10 11-15 >16
22 =11 12-14 =15

lus, oxidase-negative, catalase positive and the API 20E sys-
tem identified the isolate as Yersinia pseudotubercolosis.

The isolate showed to be sensitive to some antimicrobials,
the animals therefore have been subjected to a therapeutic
treatment with tetracyclines which ended the outbreak.
Yersinia pseudotuberculosis can infect human beings and
cause acute enteritis and mesenteric lymphadenitis. People
in contact with infected animals should use extreme caution
and adopt all possible healthcare measures to prevent this
agent from being transmitted.

In order to reduce the risk of infection between bred birds and
healthy carrier animals, it is advisable adopt in the farm sani-
tary measures aimed at preventing contact between them and
at avoiding contamination of foodstuff and drink water.

KEY WORDS
Turkey; splenitis; hepatitis; granuloma; Yersinia pseudotu-
bercolosis.
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RIASSUNTO

Le malattie da PCV2 (porcine circovirus diseases - PCVD) sono una delle cause pitt importanti di perdite economiche nell’alle-
vamento intensivo del suino. PCV2 causa sia forme cliniche sistemiche (post-weaning multisystemic wasting syndrome -
PMWS), sia forme localizzate di tipo enterico, respiratorio, dermatitico-nefritico e riproduttivo. PCV2 ¢ anche responsabile di
forme subcliniche di infezione che, tuttavia, provocano ritardo dell’accrescimento, aumento del numero degli scarti e della su-
scettibilita ad altre infezioni. Per questi motivi, il controllo dell’infezione da PCV2 ¢ una priorita a livello internazionale. Ne-
gli ultimi anni, la disponibilita di vaccini sicuri ed efficaci ha permesso di ridurre I'incidenza e la gravita delle forme cliniche,
in particolare della PMWS, di incrementare la produttivita degli animali in accrescimento e migliorare i parametri produttivi
delle scrofe. Tuttavia, nonostante i successi della vaccinazione, la maggior parte della popolazione suina ¢ ancora cronicamen-
te infetta da PCV2, ed il virus continua a circolare anche nelle aziende che usano piani di profilassi indiretta. I vaccini attual-
mente disponibili non sono infatti in grado di prevenire le infezioni subcliniche che rappresentano attualmente il problema sa-
nitario principale. Anche in assenza di forme cliniche, I'infezione da PCV2 causa alterata funzione delle cellule produttrici di
interferone naturale (NIPC) e conseguente riduzione della produzione di TNF-o e IEN-a e ripercussioni sulla funzione linfo-
citaria. La modificazione dell’equilibrio tra citochine pro-infiammatorie, pro-immuni e regolatorie che si concretizza nella so-
vraregolazione dell'TIL-10 e sottoregolazione di IFN-y, provoca inefficiente innesco di una adeguata risposta pro-inflammato-
ria innata, compromissione del riconoscimento delle infezioni virali e batteriche e compromissione delle risposte specifiche
delle cellule T e B. A causa di questa particolare interazione tra PCV2 e sistema immunitario, che esita in una forte compro-
missione delle difese innate e adattative, le infezioni subcliniche possono essere responsabili di gravi conseguenze economiche.
Tale compromissione delle difese innate e adattative spiega inoltre il ruolo svolto da PCV2 nelle coinfezioni. La vaccinazione
anti-PCV2 puo quindi, indirettamente, migliorare lo stato sanitario anche nei confronti di altri agenti patogeni riducendo, ad
esempio, I'incidenza del complesso delle malattie respiratorie del suino (PRDC). Inoltre, nelle aziende in cui vi ¢ la contem-
poranea circolazione di PCV2 e PRRSV, la vaccinazione contro PCV2 aumenta lefficacia del vaccino anti-PRRSV. Lo studio e
la comprensione dell’interazione tra PCV?2 e sistema immunitario e dei meccanismi alla base dello sviluppo di una risposta im-
munitaria proteggente, sono i necessari presupposti per la sperimentazione di nuove formulazioni vaccinali. L'obiettivo per il
prossimo futuro sara quello di rendere disponibili dei vaccini che siano in grado di ridurre non solo espressione clinica delle
PCVD ma che possano garantire anche una significativa riduzione della prevalenza di infezioni subcliniche, aprendo cosi la
strada alla concreta possibilita di eradicazione di PCV2 dalle aziende suinicole.

PAROLE CHIAVE

Suino; PCV2; PCVD; sistema immunitario; vaccinazione.

INTRODUZIONE

sordini riproduttivi caratterizzati da aborti e da interruzio-
ni precoci della gravidanza'. La PMWS, che rappresenta la

Linfezione da PCV2 & associata a numerose manifestazioni
patologiche del suino denominate, nel loro complesso, por-
cine circovirus diseases (PCVD). Le PCVD (Figura 1) posso-
no essere classificate in forme sistemiche, quali la sindrome
del deperimento post-svezzamento (post-weaning multisy-
stemic wasting syndrome - PMWS) o in forme localizzate
quali enterite granulomatosa, sindrome dermatite-nefrite
(porcine dermatitis and nephropathy syndrome - PDNS),
forme respiratorie riconducibili alla porcine respiratory di-
sease complex (PRDC), polmonite proliferativa e necrotiz-
zante (proliferative and necrotising pneumonia - PNP) e di-
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forma clinica maggiormente conosciuta tra le PCVD ¢ di-
ventata, nel corso degli anni, un significativo problema sa-
nitario ed economico per lindustria suinicola a livello
mondiale'. La PMWS interessa principalmente i suinetti tra
le 5 e le 15 settimane di eta ed ¢ caratterizzata da ritardi di
accrescimento, dispnea, linfoadenomegalia dei linfonodi
inguinali superficiali. PCV2 ¢ costantemente rilevato in va-
ri organi e tessuti dei suini con PMWS ed ¢ costantemente
presente nelle lesioni microscopiche tipiche della PMWS.
Tuttavia, I'infezione da PCV2 non necessariamente causa
patologie cliniche e anticorpi specifici anti-PCV2 sono sta-
ti rilevati in un’alta percentuale di sieri suini in tutto il
mondo? Linfezione subclinica ¢ quindi un evento frequen-
te e pud comunque causare ripercussioni negative sull’eco-
nomia dell’allevamento provocando un aumento del nu-
mero di scarti, della percentuale di animali sottopeso e ri-
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Figura 1 - Rappresentazione schematica delle porcine circovirus diseases (PCVD).

Figura 2 - L'eterogeneita dell’accrescimento nei gruppi, con aumento del numero dei soggetti sottopeso, pud essere uno dei sintomi di in-
fezione subclinica da PCV2.

ducendo gli incrementi ponderali’ (Figura 2). Anche se i
postulati di Koch sono stati soddisfatti per quanto riguarda
la relazione tra PCV2 e PMWS, ¢ difficile riprodurre speri-
mentalmente la grave espressione clinica della malattia che
si osserva in situazioni di campo®. In maniera analoga, an-
che la valutazione sperimentale delle possibili conseguenze
sanitarie e/o economiche di forme subcliniche di infezione
risulta difficile da realizzare. Tutto cid rappresenta un limi-
te alle valutazioni di efficacia dei vaccini che si basano ge-
neralmente anche sulla stima della riduzione di incidenza
delle forme cliniche. PCV2 ¢ considerato uno dei patogeni
virali economicamente pitt importanti in tutti i Paesi mag-
giori produttori di suini. Di conseguenza, il controllo delle
infezioni da PCV2 ¢ una priorita a livello internazionale e
numerose strategie di management, corretta gestione delle
condizioni ambientali dell’allevamento e vaccinali sono at-

tualmente impiegate per ottenere il controllo delle forme
cliniche e per ridurre la prevalenza di infezione. Tra i diver-
si metodi di profilassi, la vaccinazione & diventata uno stru-
mento di primaria importanza. A partire dal 2004, in Euro-
pa e dal 2006 negli USA, sono stati commercializzati nume-
rosi vaccini per la prevenzione delle PCVD e tutti sono al-
lestiti con ceppi appartenenti al genotipo PCV2a, il genoti-
po prevalente fino ai primi anni 2000 e progressivamente
sostituito dal genotipo PCV2b. Nel corso degli anni sono
stati identificati, anche retrospettivamente, 4 ulteriori ge-
notipi (c-f) di importanza clinica inferiore e/o con una cir-
colazione limitata solo ad alcuni Paesi.

Prove di challenge* hanno dimostrato che la vaccinazione ri-
duce sensibilmente sia I’entita e la durata della viremia, sia
Ientita e la durata dell’escrezione virale per via nasale o fe-
cale, con il risultato di ridurre la carica virale nell’ambiente e
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quindi il rischio di trasmissione dell’infezione. In condizioni
di campo, tutti i vaccini anti-PCV2 attualmente disponibili
sono inoltre in grado di ridurre la mortalita e la percentuale
di scarti e migliorano significativamente 'incremento pon-
derale medio giornaliero (IPMG)>®.

Nonostante i successi della vaccinazione, la maggior parte
della popolazione suina & ancora cronicamente infetta da
PCV2: i vaccini attualmente disponibili non inducono
un’immunita proteggente nei confronti dell’infezione e il vi-
rus continua a circolare anche nelle aziende che praticano la
vaccinazione. In condizioni di campo il problema che rima-
ne ¢ quindi quello dell'insorgenza di infezioni subcliniche
che possono causare, oltre alla riduzione delle performances
produttive, anche immunodepressione.

Uno dei potenziali limiti dei vaccini commerciali & ricondu-
cibile alla diversita genetica tra i ceppi di PCV2 con cui sono
stati allestiti e quelli attualmente circolanti nelle popolazioni
suine, che fanno ipotizzare una possibile fuga immunitaria
indotta dal vaccino. Allo stesso modo, la diversa formulazio-
ne dei vaccini disponibili rende complessa una valutazione
omogenea della loro efficacia, laddove si riscontrano diffe-
renze quantitative nell'induzione del’'immunita cellulo-me-
diata e umorale tra le diverse tipologie di vaccini registrati
per l'uso sui suinetti.

A causa delle modalita di trasmissione di PCV2 e della dina-
mica di popolazione delle aziende suinicole, che continua-
mente rinnovano il pool della popolazione sensibile attra-
verso movimentazioni di animali tra i diversi compartimen-
ti, PCV2 ¢ in grado di essere mantenuto in allevamento per
anni senza necessita di reintroduzione. La vaccinazione in-
tensiva rimane quindi uno strumento fondamentale per il
controllo delle PCVD, contribuendo alla riduzione della fre-
quenza di infezione, migliorando i parametri produttivi e
conferendo indirettamente protezione anche nei confronti di
altri agenti patogeni: I'effetto immunosoppressivo di PCV2
causa infatti una forte soppressione della funzionalita di ba-
se dei meccanismi di difesa innata predisponendo a superin-
fezioni secondarie e opportunistiche.

In questa review vengono sintetizzate le conoscenze relative
all’interazione tra PCV2 e sistema immunitario e su come
questa possa influenzare la risposta vaccinale nei confronti di
PCV2 o di altri patogeni del suino. Vengono inoltre discusse
le modificazioni, nel tempo, delle forme di PCVD confron-
tando la situazione precedente all’'introduzione della vacci-
nazione con quella attuale che ne prevede 'impiego.

PATOGENESI
DELLIMMUNODEFICIENZA
INDOTTA DA PCV2

Gli organi target di PCV2 sono i tessuti linfoidi, in cui la re-
plicazione del virus puo portare all’atrofia follicolare con
conseguente deplezione linfoide e sostituzione con cellule
istiocitarie, e conseguente effetto immunosoppressore' (Fi-
gura 3). Studi istologici, condotti mediante tecniche immu-
noistochimiche per classificare i diversi fenotipi cellulari pre-
senti a livello di tessuti linfoidi e verificare le variazioni nel
meccanismo patogenetico dell'immunosoppressione da
PCV2, hanno evidenziato che i cambiamenti piu rilevanti so-
no rappresentati da: riduzione dei linfociti B e T, aumento
del numero dei macrofagi e perdita parziale e ridistribuzione
delle cellule presentanti 'antigene (APC)'.

Le APC, in particolare le cellule dendritiche (Figura 4), gio-
cano un ruolo chiave nella risposta immunitaria innata e
adattativa. Le cellule dendritiche interdigitanti, site nei diver-
si tessuti dell’organismo, esprimono recettori di superficie in
grado di riconoscere la presenza di agenti patogeni e rispon-
dere mediante la produzione ed il rilascio di citochine anti-
virali come l'interferone tipo 1. Inoltre, migrano nella regio-
ne T-dipendente dei tessuti linfoidi dove presentano I'antige-
ne alle cellule T, inducendone lattivazione. Nei centri germi-
nativi dei tessuti linfoidi sono invece presenti le cellule den-
dritiche follicolari, in grado di fagocitare gli antigeni circo-
lanti e di presentarli ai linfociti B, determinandone I’attiva-
zione e, di conseguenza, lo sviluppo dell'immunita umorale.

Figura 3 - In (A) linfonodo normostrutturato con follicoli reattivi e tessuto interfollicolare entrambi ben popolati di linfociti. La deplezione
linfocitaria (B) con scomparsa dei follicoli e riduzione numerica dei linfociti del tessuto interfollicolare & la base istologica della immunodefi-
cienza in corso di PMWS. Lesioni specifiche granulomatose (C) insieme alla deplezione linfocitaria rappresentano un altro aspetto tipico del-
la PMWS. (A) 5x; (B) 5x; (C) 20x.
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Figura 4 - Meccanismo cellulare dell'immunodeficienza indotta da PCV2.

Il meccanismo cellulare dell’immunodeficienza da PCV2 ha la sua massima espressione nella deplezione linfocitaria che origina a livello di
cellule dendritiche (A), appartenenti al sistema immunitario e deputate, in risposta a stimoli antigenici di natura virale o batterica recepiti pre-
valentemente con il sistema dei recettori Toll-simili, a produrre citochine (TNF-a e IFN-o) che, con meccanismo autocrino potenziano la pro-
pria funzione di presentazione degli antigeni ai linfociti di cui stimolano la funzione. (B) In corso di infezione da PCV2, il DNA virale interferi-
sce con i recettori Toll-simili indebolendo il processo di maturazione della funzione di presentazione dell’antigene e, di conseguenza, la fun-

zione dei linfociti.

Pit1 di un meccanismo risulta quindi essere coinvolto nel de-
terminare 'azione immunosoppressiva di PCV2. Nei com-
partimenti linfoidi si rileva una riduzione dell’abilita nella
presentazione dell’antigene, espressa dalla riduzione nel nu-
mero delle cellule dendritiche follicolari e delle cellule inter-
digitanti, associata ad una riduzione della funzione delle cel-
lule B e delle cellule T CD4+ (T helper) nelle fasi iniziale e in-
termedia di infezione. Nella fase finale si arriva ad avere una
prevalenza della componente stromale'%.

La deplezione delle cellule dendritiche follicolari nei suini
colpiti da PMWS va di pari passo con la gravita della deple-
zione linfocitaria e con l'infiltrazione di macrofagi e cellule
multinucleate a livello follicolare®.

Negli animali infetti da PCV2 ¢ stata osservata anche una de-
plezione dei linfociti T CD8+ (linfociti T citotossici) e la
quantita di DNA virale presente nei tessuti linfoidi, oltre a es-
sere correlata alla deplezione linfocitaria nei tessuti, & corre-
lata alla diminuzione di IgM+ e cellule CD8+ nel sangue pe-
riferico, a supporto dell’'ipotesi che i soggetti infetti presenti-
no una risposta immunitaria compromessa'*. Il meccanismo
coinvolto nella genesi della deplezione linfoide sembra esse-
re associato ad una riduzione della proliferazione cellulare,
pit che ad un effettivo ruolo diretto di PCV2 nell'induzione
di apoptosi delle cellule linfatiche'. Tuttavia, il meccanismo
mediante il quale PCV2 determina tale deplezione e linfade-
nopatia deve ancora essere chiarito in modo definitivo®.
PCV2 ¢ comunemente associato a cellule del lignaggio mo-
nocitico-macrofagico e alle cellule dendritiche (DC); queste
cellule accumulano I'antigene ed il DNA virale per periodi
prolungati in assenza di un’efficiente replicazione virale. Cio
suggerisce che tali cellule abbiano un ruolo importante nella

persistenza, diffusione e trasmissione virale'®. Sperimental-
mente, € stato osservato che PCV2 ¢ in grado di infettare cel-
lule di origine epiteliale, endoteliale e mieloide coltivate in
vitro, e cio spiega la diffusa distribuzione del virus nei diver-
si tessuti. Nelle cellule dendritiche di derivazione mieloide
prevalgono processi endocitici, importanti per 'internalizza-
zione e 'accumulo delle proteine virali, mentre a livello di
cellule endoteliali ed epiteliali avvengono processi di avvio
del ciclo replicativo'’.

La presenza di PCV2 nelle DC non influenza la funzionalita
delle DC mieloidi, ma ¢ stata osservata immunomodulazio-
ne delle DC plasmacitoidi (pDC). Le cellule dendritiche pla-
smacitoidi, anche denominate cellule produttrici di interfe-
rone naturale (NIPC), hanno un ruolo fondamentale nel-
Iimmunita innata e adattativa. Sono cellule “sentinella”: av-
vertono la presenza di “intrusi” e modellano la forza, la du-
rata e la qualita delle risposte delle cellule natural killer (NK),
T e B. Le NIPC rispondono in modo efficiente e rapido alle
infezioni producendo quantita particolarmente elevate di in-
terferone di tipo 1 (IFN) attraverso il riconoscimento di
componenti batteriche e virali tramite recettori di riconosci-
mento, compresi i recettori toll-like (TLR). Alcuni autori'®"
hanno dimostrato che Tattivita immunomodulatoria di
PCV?2 risulta essere mediata dall’interruzione della funzione
delle NIPC attraverso I'interazione del DNA virale con i TLR
endosomiali, con conseguente inibizione della produzione di
IFN-a e del TNF-a, che dovrebbero essere prodotti dalle
pDC. Cio comprometterebbe la maturazione della DC mie-
loide associata e la successiva presentazione efficiente del-
’antigene, con conseguenti importanti implicazioni per il ri-
conoscimento dei segnali di pericolo virali e batterici. In stu-
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di successivi, il DNA di PCV2 ha dimostrato di avere elevata
capacita immunomodulatoria anche nei confronti delle stes-
se DC mieloidi interferendo con i processi endocitici, deter-
minando quindi riduzione dell’efficienza di internalizzare le
proteine virali PCV2-like®. In definitiva, le difese innate di-
pendenti da TNF-a e IEN-a, come gli effetti antivirali diret-
ti, la maturazione delle DC, 'attivazione delle cellule NK e la
promozione di specifiche risposte delle cellule T e B, in caso
di infezione da PCV2 sembra diventino inefficienti o ineffi-
caci. Con l'incapacita delle NIPC di produrre IFN-a e TNF-
o, 1l funzionamento efficiente delle DC mieloidi si deteriore-
rebbe a causa del ruolo delle NIPC nel collegare 'immunita
innata e quella adattativa'. La forte soppressione della fun-
zionalita di base dei meccanismi di difesa innata & piena-
mente compatibile con 'osservazione di una maggiore fre-
quenza di infezioni secondarie e opportunistiche nei suini
colpiti da PMWS?..

In condizioni di campo, la sieroconversione avviene sia nei
suini affetti da forme sistemiche sia in quelli che presentano
infezione subclinica® ed é stato dimostrato sperimentalmen-
te che una risposta umorale ritardata o bassi titoli anticorpa-
li specifici sono correlati all’espressione della forma clinica®.
Tuttavia, studi sperimentali e di campo hanno dimostrato
che PCV2 puo persistere nei tessuti e nel sangue anche in
presenza di elevati titoli anticorpali, probabilmente a causa
del fatto che non avviene una completa neutralizzazione del
virus*. Questi risultati spiegherebbero la lunga persistenza
di PCV2 nel sangue e nei tessuti nonostante la presenza di
anticorpi specifici nel siero®. In condizioni sperimentali, an-
ticorpi neutralizzanti (NA) sono rilevabili trai 10 e i 28 gior-
ni post infezione e la loro comparsa coincide con una dimi-
nuzione della carica virale sierica; titoli di NA bassi sono in-
vece stati correlati all’aumento della replicazione di PCV2 e
allo sviluppo di forme sistemiche. Tuttavia & stato osservato
che non tutti i suini con basso titolo di NA hanno anche bas-
si livelli di anticorpi totali anti-PCV2%*?%. Quest’evidenza
suggerisce che alcuni animali possano sviluppare una rispo-
sta umorale priva di NA o che gli NA vengano prodotti piut
tardi. Probabilmente la sola presenza di anticorpi non garan-
tisce completamente la clearance virale e nel controllo del-
'infezione gioca un ruolo importante anche la risposta im-
munitaria cellulo-mediata®. Nei casi naturali di infezione da
PCV2 si ritiene che la clearance virale sia mediata dalla com-
binazione tra presenza di NA e immunita cellulo-mediata. La
differenza immunologica maggiore tra suinetti sintomatici e
animali con infezione subclinica ¢ la bassa o ritardata produ-
zione di NA, insieme al riscontro di alti livelli di IL-10 e ri-
dotta produzione di IFN-y nei soggetti che presentano i se-
gni clinici della malattia®*.

Per la risoluzione efficace di un’infezione ¢ necessaria atti-
vazione efficiente del'immunita innata/infiammatoria e ac-
quisita per bloccare la replicazione e I'invasione degli agenti
patogeni, nonché per promuovere la clearance dei patogeni
e/o delle cellule infette. La produzione di citochine pro-in-
fiammatorie (IL-1b, TNF-a, IL-8) e I'equilibrio tra citochine
pro-immuni (IFN-y) e regolatorie (IL-10) svolgono un ruo-
lo fondamentale nell’innescare la risposta innata, cosi come
nell’innescare e coordinare la risposta immunitaria adattati-
va®. Da numerosi studi € emerso che I'infezione da PCV2 al-
tera in modo significativo le risposte delle citochine nei sui-
ni infetti: la citochina IL-10 & sovraregolata, mentre Pespres-
sione di IL-2, IL-4 e IFN-y ¢ sottoregolata nei suini che ma-

nifestano PCVD, indicando un pattern alterato di risposta
dei linfociti®*!. IL-10 & una citochina regolatoria considerata
un mediatore immunosoppressivo e antinfiammatorio. Ini-
bisce la funzione dei macrofagi e puo inibire la sintesi di ci-
tochine pro-infiammatorie come IFN-y, IL-2, TNF-a.. Du-
rante I'infezione da PCV2 e in corso di PCVD, IL-10 & secre-
ta principalmente da macrofagi-monociti e cellule dendriti-
che, ma anche da cloni di cellule T, che sono stati alterati dal-
la stimolazione prolungata dell’antigene®. Suini con forme
subcliniche sviluppano un aumento transitorio della risposta
IL-10 durante il picco della viremia; al contrario, & dimostra-
to che negli animali con forme cliniche questa citochina pre-
domina ancora nelle fasi successive. Sembra quindi che la ri-
soluzione dell'infezione da PCV2 sia correlata al cessare del-
le risposte IL-10 specifiche, che coincide con I'inversione del
rapporto IgM/IgG’'. LPimmunosoppressione mediata dal-
I'IL-10 sembra quindi avere un ruolo importante nella pato-
genesi e nel mantenimento dell’infezione naturale da PCV2?*!
(Figura 5).

Nel corso di studi in vitro da campioni di sangue eparinizza-
to per 'isolamento delle cellule mononucleate del sangue pe-
riferico (PBMC), ¢ stata riscontrata, in concomitanza all’au-
mento dell'IL-10, una sovraespressione del'mRNA di mole-
cole immunomodulatorie PD-L 1 e 2 (programmed death do-
main ligands). Questo potrebbe essere alla base di una rispo-
sta inefficace delle cellule T, causando una diminuita risposta
cellulo-mediata con conseguente aumento della gravita della
malattia osservata negli animali con PCVD**%. Lattivazione
dell’immunita cellulo-mediata, compresa la produzione di
IFN-y si & dimostrata necessaria per il controllo dell’infezio-
ne da PCV2*%: i suini che non producono livelli sufficienti
di IEN-y presentano livelli pit bassi di NA e livelli piu eleva-
ti di viremia associati a forme cliniche. L'ipotesi relativa al-
I'importanza dello sviluppo di un’immunita cellulo-mediata
proteggente deriva anche da dati di confronto tra animali
vaccinati e animali affetti da PMWS: gli animali con PMWS
non sono in grado di innescare un’efficace risposta pro-in-
fiammatoria innata per far fronte all'infezione, come dimo-
strato dai bassi livelli di citochine pro-infiammatorie IFN-y,
IL-8, TNF-a e IL-1b, che si mostrano invece aumentate negli
animali vaccinati®®®.

Limmunodepressione causata da PCV2, combinata con I'in-
fluenza della natura cronica dell’infezione che va ad inficiare
Iefficienza immunitaria degli animali infetti, puo influenza-
re le risposte al'immunizzazione e la gravita delle coinfezio-
ni'. U'infezione con il solo PCV2 raramente evolve in malat-
tia clinica; lo sviluppo di PCVD ¢ spesso accelerato nell’in-
sorgenza, potenziato in gravita e prolungato nella durata da
infezioni virali o batteriche concomitanti: le coinfezioni pos-
sono promuovere I'infezione da PCV2 aumentandone la re-
plicazione nei tessuti e 'accumulo nelle cellule del sistema
immunitario dell’ospite®.

Dopo le prime coinfezioni sperimentali con altri comuni pa-
togeni suini, ¢ stato dimostrato che, oltre all'immunosop-
pressione, anche 'immunostimolazione pud innescare la
progressione dell'infezione fino alla comparsa di malattia e
lesioni caratteristiche. Linoculazione di suinetti gnotobiotici
con PCV2 associato ad immunostimolazione con emociani-
na e adiuvante incompleto di Freund ha consentito la ripro-
duzione sperimentale della PMWS?". A seguito dei risultati di
questo lavoro, si ¢ sviluppata una notevole preoccupazione
sul potenziale effetto sinergico dei vaccini adiuvati nei con-
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Figura 5 - Evoluzione della normale risposta infiammatoria post infezione e meccanismo dell'immunodepressione a seguito di infezione da

PCV2.

A sinistra: cocktail citochinico alla base della risoluzione positiva della risposta infiammatoria ad una infezione virale o batterica che av-
viene grazie ad una produzione di citochine pro-infiammatorie e ad una equilibrata sintesi di citochine che esaltano la risposta immunitaria
(IFN-y) e quelle ad effetto regolatorio-anti infammatorio e immunosoppressivo come I'lL-10.

A destra: situazione che si realizza in caso di infezione da PCV2 nel corso della quale € centrale I'upregulation della citochina IL-10 (even-
to transitorio nelle infezioni subcliniche, e persistente nelle forme cliniche di PCVD) che riduce la produzione di citochine ad effetto trofico po-

sitivo sulle cellule implicate nella risposta immune.

fronti dell’infezione da PCV?2. Per verificare questa ipotesi, &
stato condotto uno studio per determinare se e quali tra gli
adiuvanti presenti nei vaccini commerciali potessero indurre
una maggiore replicazione di PCV2 e un’aumentata inciden-
za di PCVD. In questo studio i suinetti sono stati vaccinati a
4 e 6 settimane d’eta ed infettati con PCV2 a 6 settimane
d’eta. In condizioni sperimentali, & stato rilevato che a 35
giorni post infezione, i suini ai quali ¢ stato somministrato
un vaccino adiuvato olio-in-acqua presentavano una mag-
giore durata della viremia, maggiore quantita di PCV2 nel
siero e nei tessuti e un aumento della gravita della deplezio-
ne linfoide rispetto ai suini ai quali era stato somministrato
un vaccino adiuvato con carbopol in soluzione acquosa e con
idrossido d’alluminio®.

INFEZIONE DA PCV2 PRIMA
DELLA PROFILASSI VACCINALE

PCV2 ¢ un virus ubiquitario, che causa un’infezione persi-
stente’ e viene costantemente rilevato in secreti ed escreti a
seguito di infezione naturale o sperimentale. Sia le aziende
colpite da PMWS che quelle non colpite presentano un tasso
d’infezione e di sieroconversione simile®.

PCV2 si diffonde rapidamente, per via orizzontale e vertica-
le, all'interno della popolazione suina. Il contatto diretto ¢ la
modalita di trasmissione piu efficace a causa dell’esposizione
contemporanea dei suini recettivi alle secrezioni respiratorie,
alla saliva, feci e urina contaminate. La trasmissione tra
aziende avviene mediante I'introduzione di animali vivi o
prodotti (es. sperma) infetti. A causa delle numerose vie di

trasmissione e del continuo turnover della popolazione re-
cettiva, I'infezione viene mantenuta in allevamento per an-
ni®. E stato inoltre chiaramente messo in evidenza che la
coinfezione con Porcine reproductive and respiratory syndro-
me virus (PRRSV) causa una maggiore durata e quantita di
eliminazione di PCV2, determinando una maggiore conta-
minazione dell’ambiente con un conseguente aumento del
rischio di infezione*'.

PCV2 ¢ resistente alle alte temperature e ad ampie variazio-
ni di pH, mantenendosi quindi stabile per lungo tempo
nelle condizioni ambientali di allevamento®’. L'assenza del-
Ienvelope lo rende resistente ai solventi dei lipidi, ma viene
inattivato da disinfettanti alcalini (idrossido di sodio),
agenti ossidanti (ipoclorito di sodio) e dai sali quaternari
d’ammonio*.

Le pratiche di gestione possono influenzare le dinamiche
d’infezione, come dimostrato anche da un approccio model-
listico®”. In particolare, maggiori dimensioni dei box nella
nursery e I'intensita della pratica del cross-fostering possono
modificare 'epidemiologia dell'infezione favorendo infezio-
ni precoci, che pill probabilmente provocano manifestazioni
cliniche sistemiche di PCVD. Rilevante anche la dimostra-
zione di una associazione tra aumento della percentuale di
dosi di sperma infetto e aumento del rischio di infezioni pre-
coci®. Quest’ultima osservazione & compatibile con la messa
in evidenza che I'utilizzo di sperma di origine aziendale au-
menta il rischio di infezione. Sebbene la presenza di PCV2
nello sperma non costituisca una prova definitiva della pos-
sibilita di trasmissione venerea, i centri per la produzione di
materiale seminale dovrebbero essere indenni dai principali
patogeni, tra cui PCV2*.
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PROFILI IMMUNITARI
DOPO L'IMPLEMENTAZIONE
DELLA PROFILASSI VACCINALE

Prima dell’introduzione della profilassi vaccinale, il control-
lo delle PCVD si limitava principalmente al miglioramento
delle strategie di gestione dell’allevamento e al controllo del-
le coinfezioni. La vaccinazione & ora invece uno strumento
importante per il controllo dell’infezione da PCV2*.

La disponibilita commerciale di vaccini anti-PCV2 risale al
2004 in Europa e al 2006 in Nord America e tali prodotti sono
oggi disponibili in tutto il mondo*. La diminuzione dell’inci-
denza ed il miglioramento dell’efficienza produttiva dopo I'a-
dozione della vaccinazione, hanno chiaramente fatto emerge-
re le conseguenze negative che I'infezione da PCV2 ha sulla sa-
lute e sulla produttivita dei suini?’. Infatti, oltre a ridurre la
mortalita associata alle forme sistemiche di PCVD, I'introdu-
zione della vaccinazione ha determinato un incremento della
produttivita anche nelle aziende non colpite da PMWS o, in
quelle colpite, ha condizionato 'aumento delle produzioni ol-
tre 1 livelli presenti prima che segni clinici di PMWS apparis-
sero in allevamento. Questi miglioramenti economici e sanita-
ri hanno reso evidente lesistenza di forme subcliniche d’infe-
zione (PCV2-SI), condizioni in cui i suinetti clinicamente sa-
ni, presentano una riduzione degli IPMG e sono maggior-
mente recettivi ad altri patogeni. Queste forme condizionano
negativamente 'economia aziendale, contribuendo inoltre al-
I'aumento della mortalita nel periodo post-svezzamento*.

La profilassi vaccinale si basa sull'impiego di prodotti diver-
si nella loro formulazione: il primo vaccino immesso in com-
mercio & stato allestito da un ceppo di PCV2a inattivato ed &
registrato per I'uso su suinetti di eta superiore alle tre setti-
mane di vita e sulle scrofe. In seguito, sono stati commercia-
lizzati vaccini ricombinanti a subunita basati sulla proteina
del capside virale di PCV2a espressa in un sistema di baculo-
virus®. Un ulteriore vaccino, registrato per 'immunizzazio-
ne di suinetti oltre le tre settimane di vita, ¢ allestito con un
virus PCV1/PCV2 chimerico inattivato*®*.
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La valutazione dell’efficacia dei vaccini anti-PCV2 ¢ basata
sugli stessi criteri utilizzati per la diagnosi di PMWS: presen-
za dei segni clinici di malattia, presenza di lesioni microsco-
piche caratteristiche e presenza di PCV2 nelle lesioni a cui si
aggiunge la determinazione della carica virale nel siero in as-
sociazione ai segni clinici*” (Figura 6).

I vaccini commerciali si sono dimostrati molto efficaci nel ri-
durre i segni clinici di malattia e nel migliorare 'IPMG dei
suinetti, con conseguente miglioramento degli indici econo-
mici aziendali*®®*. Sono inoltre in grado di abbassare la per-
centuale di suini viremici, il livello di viremia, la carica vira-
le in tamponi nasali e fecali?, riducendo I'escrezione virale e,
di conseguenza, il rischio di trasmissione anche in condizio-
ni di campo**.

Dal momento che la carica virale sierica ridotta e la dimi-
nuita presenza di PCV2 negli organi target, determinate con
tecniche di biologia molecolare, sono fortemente correlate a
bassi punteggi istopatologici nei tessuti linfoidi, ne deriva
che I'impiego di vaccini in grado di ridurre la quantita di
PCV2 nel siero e nei linfonodi determina di conseguenza an-
che una riduzione della gravita delle lesioni istologiche’.

I risultati di uno studio condotto in USA riportano che a 6
anni dall’introduzione della vaccinazione, avvenuta a partire
dal 2006, e stata ottenuta una riduzione della prevalenza di
animali viremici e dei livelli di viremia, un aumento degli al-
levamenti negativi a PCV2 e la diminuzione della prevalenza
di suini sieropositivi a seguito di infezione naturale®'.

La protezione dei suinetti pud essere ottenuta mediante
un’immunizzazione attiva o passiva (vaccinando le scrofe) o
dalla combinazione delle due strategie®. Sperimentalmente ¢
stato dimostrato che i suinetti con elevati livelli di anticorpi
passivi presentano una riduzione della carica virale sierica
inversamente correlata al titolo anticorpale®. immunita
passiva di origine materna gioca un ruolo importante nella
prevenzione della PMWS. Tuttavia, il rilevamento del geno-
ma o dell’antigene virale nei tessuti anche dopo il trasferi-
mento dell'immunita passiva indica che gli anticorpi di deri-
vazione materna non sono sempre in grado di prevenire 'in-
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Figura 6 - In (A) abbondante antigene virale in cellule istiocitarie in corso di deplezione linfoide in un caso di PMWS. (B) antigene virale
presente sia in cellule istiocitarie che in macrofagi epitelioidi in un granuloma linfonodale. (C) linfonodo normostrutturato con bassa carica vi-
rale al centro di un follicolo; il metodo rappresenta la stima indiretta della carica virale residua in risposta all’efficacia della vaccinazione. Rea-
zione immunoistochimica per PCV2 con anticorpo monocolonale F217. (A) 40x; (B) 40x; (C) 20x.
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fezione. La persistenza di PCV2 nei tessuti & anch’essa corre-
lata al titolo degli anticorpi di derivazione materna ancora
presenti al momento dell’infezione®. La vaccinazione delle
scrofe esposte naturalmente al virus riduce anche la quantita
di PCV2 trasmessa ai suinetti attraverso il colostro, pur non
eliminando la diffusione virale attraverso questa via’. Sebbe-
ne PCV2 sia trasmesso dalle scrofe ai suinetti tramite il colo-
stro, i suinetti nati da madri vaccinate si presentano non vi-
remici allo svezzamento; pertanto gli anticorpi neutralizzan-
ti di derivazione materna sembrano essere in grado di con-
trollare I'infezione nelle fasi iniziali della vita dell’animale™.
In condizioni di campo, la vaccinazione delle scrofe ¢ in grado
di migliorare anche i parametri produttivi dei suinetti. In un
allevamento con numerosi casi di PMWS acuta, la vaccinazio-
ne delle sole scrofe ha consentito il raggiungimento del peso di
macellazione in periodi di tempo piu brevi e ha ridotto la
mortalita pre-svezzamento, portandola a percentuali inferiori
rispetto a quelle registrate prima del focolaio®. La vaccinazio-
ne delle scrofe ¢ efficace anche nelle condizioni di infezione
subclinica, determinando un aumento del'TPMG con conse-
guente riduzione della durata della fase d’ingrasso®.
Lapplicazione di protocolli vaccinali anti-PCV2 a lungo ter-
mine sulle scrofe, in allevamenti con problemi riproduttivi,
influenza positivamente anche altri parametri quali: tasso di
inseminazione, numero di suinetti nati vivi e svezzati per
parto e peso corporeo alla nascita®. Inoltre, la vaccinazione
delle scrofe ha un ruolo proteggente nei confronti dei pro-
blemi riproduttivi associati a PCV2%.

La vaccinazione di entrambe le categorie produttive (scrofe
e suinetti a 21 giorni d’eta), determina una riduzione dei li-
velli di viremia e della quantita di antigene virale a livello di
tessuti linfoidi maggiore rispetto che la sola vaccinazione
delle scrofe”.

Studi sperimentali e di campo hanno suggerito che la pre-
senza di elevate quantita di anticorpi di derivazione materna
possa influenzare Iefficacia della vaccinazione, sia in termini
di risposta immunitaria umorale indotta da vaccino sia in
termini di IPMG?®. Relativamente alla risposta immunitaria
umorale, & stato dimostrato che alti titoli anticorpali al mo-
mento della vaccinazione condizionano negativamente la
sieroconversione post-vaccinale, nonché lo sviluppo di una
efficace risposta cellulo-mediata, influenzando negativamen-
te lo sviluppo dell'immunita attiva nei confronti del virus.
Alcuni autori ritengono che la vaccinazione di suinetti con
immunita passiva a 49 giorni di vita (piuttosto che a 21) po-
trebbe essere piu efficace per il controllo dell’infezione, in
particolare se questa si verifica durante il periodo dell’accre-
scimento”. Posticipare 'intervento vaccinale ha conseguen-
ze trascurabili sull TPMG?.

11 declino degli anticorpi passivi rende gli animali recettivi al-
I'infezione, con conseguente sieroconversione attiva*. Lo
scopo dello stimolare 'immunita dei suinetti mediante la
vaccinazione ¢ quella di fornire protezione contro I'infezione
da PCV2, riducendo incidenza e gravita delle forme cliniche
e subcliniche di PCVD?>.

La valutazione morfologica dell’estensione della presenza
dell’antigene virale, eseguita mediante tecniche di immunoi-
stochimica (IHC) ed ibridazione in situ (ISH), e della deple-
zione linfoide nei linfonodi, sono criteri critici nella valuta-
zione dell’efficacia dei vaccini anti-PCV2 in quanto queste
caratteristiche sono fondamentali per la diagnosi di PCVD
(Figura 6). In studi di valutazione dell’efficacia dei vaccini da

utilizzare sui suinetti®, entrambi questi parametri (deplezio-
ne linfoide e deposizione dell’antigene a livello di tessuti
linfoidi) sono risultati ridotti dopo 'impiego della vaccina-
zione e successivo challange con PCV2b*.

Alla luce del ruolo svolto da PCV2 nelle coinfezioni, si ritie-
ne che la vaccinazione anti-PCV2 possa indirettamente con-
ferire protezione anche nei confronti di altri agenti patogeni,
come nel caso della prevenzione del complesso delle malattie
respiratorie del suino®. Numerosi studi hanno dimostrato la
relazione tra PCV2 e PRRSV, e come la presenza di PRRSV
possa aggravare le lesioni associate a PCV2 e aumentare il li-
vello di presenza dell’antigene PCV2 nei tessuti®, in partico-
lare nella coinfezione con PRRSV tipo 2%.

E stato dimostrato che, in presenza di circolazione di PRRSV,
la vaccinazione anti-PCV2 riduce significativamente la gra-
vita delle lesioni polmonari e linfoidi associate a PCV2 e la
probabilita di rilevare gli antigeni di PCV2 nei tessuti®%.
Sempre in presenza di circolazione di PRRSV, la mancata
vaccinazione anti-PCV2 riduce I'efficacia della vaccinazione
nei confronti di PRRSV*.

Ne consegue che nelle aziende in cui ¢ presente coinfezione
PCV2-PRRSV, la vaccinazione contro PCV2 ¢ prioritaria, in
quanto I'infezione da PCV2 riduce Pefficacia del vaccino an-
ti-PRRSV®!. Al contrario, la vaccinazione per PRRSV ¢ giu-
stificata dalla necessita di ridurre 'impatto negativo dell’in-
fezione sullo stato di salute degli animali in termini di insor-
genza di PCVD®. Una sperimentazione condotta in aziende
con presenza di casi di PMWS definiti sulla base di criteri pa-
tologici accettati a livello internazionale (presenza di segni
clinici, lesioni macroscopiche, reperti istopatologici e pre-
senza di PCV2 nelle lesioni linfoidi), ha dimostrato il coin-
volgimento di PRRSV nel determinismo del focolaio di
PMWS. Lo studio condotto in campo ha inoltre valutato gli
effetti delle vaccinazioni contro PRRSV e PCV?2, in associa-
zione o somministrati singolarmente, in termini di segni cli-
nici, mortalita e IPMG rispetto a gruppi di suini non vacci-
nati. Lo studio ha dimostrato che la vaccinazione in associa-
zione induce protezione nei confronti dello sviluppo di for-
me cliniche e, nonostante non riduca la viremia da PRRSYV,
riduce incidenza, mortalita, durata della viremia e carica vi-
rale di PCV2 e migliora le prestazioni produttive®.

Nelle aziende in cui prevale la coinfezione PCV2-Mycopla-
sma hyopneumoniae, € invece necessaria la vaccinazione nei
confronti di entrambi i patogeni: in condizioni sperimenta-
1i%, ¢ stato dimostrato che la sola vaccinazione nei confronti
di PCV2 ¢ efficace nel ridurre la viremia e le lesioni polmo-
nari e linfoidi associate a PCV2, ma non ¢ in grado di ridur-
re la gravita delle lesioni polmonari indotte da M. hyopneu-
monide nei suini infetti da entrambi i patogeni, a causa del-
l'interazione indipendente tra i due vaccini e i due agenti
eziologici®'.

INFLUENZA DELLA
VACCINAZIONE SUL GENOTIPO
DI PCV2 PREVALENTE

Nonostante in USA la copertura vaccinale sia quasi del
100%, il DNA di PCV2 puo ancora essere rilevato nel 25%
dei tessuti di suino esaminati, con una netta predominanza
del genotipo PCV2d che, probabilmente, ha tratto vantaggio
dalla pressione immunitaria vaccinale®.
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Studi di genomica virale hanno evidenziato che tra i trascrit-
ti RNA specifici per PCV2, quattro sono tradotti in proteine
con ruoli biologici rilevanti: ORF1, ORF2, ORF3 e ORF4.
ORF1 codifica per le proteine Rep e Rep), necessarie per la re-
plicazione del genoma virale; ORF2 codifica per la proteina
Cap, principale proteina del capside ed elemento immuno-
geno virale; ORF3 e ORF4, localizzate nella stessa regione di
ORF1 ma nel filamento antisenso, codificano per due protei-
ne non strutturali coinvolte nella regolazione della replica-
zione virale e nell’apoptosi della cellula ospite®®. Il genotipo
PCV2d in particolare, differisce dagli altri genotipi per la
presenza di un residuo di lisina extra all’estremita carbossi-
terminale di Cap®.

La pressione immunitaria selettiva, sviluppata a seguito di
infezione naturale o vaccinazione, ha un ruolo chiave nel-
I'influenzare la possibilita che emergano nuove varianti e si
diffondano nuovi genotipi di PCV2”. A causa del suo alto
tasso di evoluzione, PCV2 puo adattarsi rapidamente a pres-
sioni selettive indotte dalla vaccinazione stessa. E gia stato di-
mostrato che le popolazioni di PCV2 presenti nelle aziende
in cui si pratica la vaccinazione differiscono nella composi-
zione genomica del virus circolante, rispetto a quelle in cui
non viene applicato un protocollo vaccinale. Nelle aziende
che vaccinano da almeno due anni, si rileva la presenza di
mutazioni a bassa frequenza che, sebbene non favorevoli per
il fitness virale nel dato momento, possono andare a costitui-
re mutanti con potenziale ruolo di reservoir che permettono
un rapido adattamento del virus in caso di variazioni di con-
dizioni ambientali, di cofattori, di dinamiche della popola-
zione ospite. Possono quindi verificarsi mutazioni inaspetta-
te e vantaggiose per il virus che determinano 'aumento del-
le loro frequenze nella popolazione virale”. Allo stesso mo-
do, alla luce dell’evidenza che nei genotipi PCV2a e PCV2b
la variazione di un singolo aminoacido ¢ stata in grado di
abolire lattivita neutralizzante di un anticorpo monoclona-
le contro il genotipo 2b’?, piccole variazioni cumulative nel-
la proteina del capside possono portare alla fuga immunita-
ria indotta da vaccino. Lattuale prevalenza di PCV2d po-
trebbe quindi riflettere la mancanza di una protezione im-
munologica completa da parte dei vaccini attuali contro que-
sto genotipo.

I principali vaccini commerciali disponibili sono allestiti a
partire dal genotipo PCV2a o dalla sua proteina del capside e
sono efficaci nell’'indurre immunita umorale e cellulo-media-
ta contro PCV2a’*”>™, ma sono anche in grado di controllare
I'infezione da PCV2b*. Tuttavia, per quanto i vaccini anti-
PCV2a generalmente prevengano la malattia clinica e riduca-
no la prevalenza del genotipo 2a, potrebbero non ridurre la
prevalenza di PCV2b. E stato infatti dimostrato che la vacci-
nazione omologa nei confronti del genotipo 2b riduce mag-
giormente la viremia rispetto al vaccino eterologo, anche in
presenza di coinfezione PCV2a e PCV2b®. D’altro canto, stu-
di di campo hanno rivelato, sulla base di dati clinici, virologi-
ci ed immunologici, I'efficacia dei vaccini-PCV2a nel conferi-
re adeguata protezione nei confronti di coinfezioni PCV2b e
PCV2d”™. Sembra quindi che i vaccini attualmente disponibi-
li siano adeguati nella prevenzione delle forme cliniche, ma
potrebbero rappresentare una situazione definita come leaky
vaccines. Infatti, al contrario di quelli all-or-none che riduco-
no i tassi d’infezione a zero per una parte di soggetti, indi-
pendentemente dal numero di esposizioni, i leaky vaccines
tendono a ridurre la velocita di trasmissione e il tasso di infe-

zione ma sulla base della variabile del tasso di esposizione:
non conferiscono protezione adeguata in condizioni di espo-
sizione ripetuta e con influenza di altri cofattori®.

Nel genotipo PCV2d ¢ stato riscontrato un aumento della di-
versita genetica nel tempo, tanto che gli isolati identificati di
recente vengono oggi denominati PCV2d27¢. Per far fronte
alla preoccupazione riguardo la possibilita di selezione di
ceppi PCV2 sempre pill geneticamente e antigenicamente di-
vergenti, le strategie vaccinali vanno concentrandosi sull’am-
pliamento dello spettro di protezione del singolo vaccino, af-
finché sia garantita protezione anche nei confronti di geno-
tipi emergenti come PCV2d, e nei confronti del predomi-
nante PCV2b. A questo scopo, alcuni autori’’ hanno mirato
alla riproduzione molecolare del DNA virale mescolando i
geni codificanti per le proteine del capside di 5 sottotipi di
PCV2 geneticamente diversi, al fine di creare un virus chi-
merico che potrebbe indurre un’ampia protezione crociata
contro i diversi genotipi. In uno studio condotto in vivo, il vi-
rus chimerico PCV2-3cl14 ha dimostrato il piu alto livello di
cross neutralizzazione contro i diversi sottotipi; successiva-
mente in uno studio di efficacia contro i ceppi PCV2b e
PCV2d, ¢ stato dimostrato che il vaccino costituito con il vi-
rus chimerico 3cl14 determina una riduzione significativa
della quantita di DNA virale al picco della viremia, nonché
una riduzione della presenza del virus nei tessuti linfoidi;
inoltre le lesioni linfoidi sono risultate ridotte nei gruppi
vaccinati successivamente esposti a PCV2b. La vaccinazione
con virus chimerico ha quindi indotto un’immunita protet-
tiva nei confronti di PCV2b e PCV2d”".

VACCINI ANTI-PCV2 E TIPOLOGIA
DELLA RISPOSTA IMMUNITARIA

La comparsa di segni clinici ¢ efficacemente controllata dalla
vaccinazione ma, in condizioni di campo, permane il proble-
ma rappresentato dall’insorgenza di infezioni subcliniche
che possono potenzialmente causare effetti negativi quali la
riduzione della risposta immunitaria sistemica, con ripercus-
sioni sulla resistenza allo sviluppo di malattie. In uno studio
condotto per determinare se la sola vaccinazione potesse es-
sere sufficiente per eradicare PCV2 da un allevamento”, la
vaccinazione ripetuta ha ridotto la presenza del virus ma non
¢ stata in grado di eliminarla, e PCV2 ¢ riemerso poco dopo
la sospensione della vaccinazione. I vaccini sono quindi ec-
cellenti per la profilassi ma quelli attualmente disponibili
non sono proteggenti nei confronti dell'infezione®.

La maggior parte dei suini presenta anticorpi specifici contro
PCV2” e, in aziende in cui sono stati diagnosticati casi di
PMWS, la sieroprevalenza & elevata, con concomitante vire-
mia ed escrezione virale®. Tuttavia, i suini con PMWS pre-
sentano titoli inferiori di anticorpi neutralizzanti rispetto
agli animali con infezione subclinica?. Sebbene importanti
da un punto di vista immunitario, gli anticorpi neutralizzan-
ti sono efficaci esclusivamente nei confronti del virus extra-
cellulare e dell’antigene di superficie cellulare. Considerando
tuttavia che PCV2 ¢ un virus privo di envelope ¢ improbabi-
le che la sua proteina capsidica sia espressa sulla superficie
delle cellule infette: le proteine virioniche potrebbero quindi
non rappresentare un bersaglio per la difesa immunitaria
mediata da anticorpi ma sarebbero necessari altri meccani-
smi citotossici®.
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E stato dimostrato che la clearance virale coincide con la
comparsa di cellule secernenti IFN-y (SC) specifiche per
PCV2, prima della comparsa degli anticorpi neutralizzanti
specifici®. Negli animali che resistono allo sviluppo della
malattia si sviluppano risposte immunitarie mediate da cel-
lule T CD4+ e CD8+%, dirette contro le proteine del capsi-
de Cap con produzione di IFN-y-SC, e contro la proteina re-
plicasi Rep codificata dal gene ORF1®. Cap risulta essere un
buon immunogeno per le cellule T, determinando una ri-
sposta IFN-y-SC maggiore; lo sviluppo di significative ri-
sposte IFN-y contro Rep sembra invece essere correlato al li-
vello di replicazione del virus, essendo rilevato piti frequen-
temente in suini con presenza di lesioni associate a PCV2 e
con presenza di virus nel siero e nei tessuti®'. Linduzione
della risposta cellulo-mediata contro Cap potrebbe dunque
essere di fondamentale importanza per evitare la persisten-
za virale nelle cellule del lignaggio monocitico-macrofagico;
viceversa, poiché Rep e altamente espressa nelle cellule che
supportano la replicazione di PCV2, le risposte cellulari di-
rette a Rep potrebbero essere importanti per limitare la re-
plicazione del virus e prevenire la progressione dell’infezio-
ne verso la PMWS®!,

In uno studio di infezione-vaccinazione controllato, I’analisi
delle risposte delle cellule T antigene-specifiche contro
PCV2, ha permesso di evidenziare che 'induzione di cellule
T CD4+ coproducenti IFN-y/TNF-a da parte di un agente
non replicativo, come l'antigene vaccinale, ¢ associata ad un
passaggio isotipico da IgM a IgG, ed esplica una funzione di
supporto per la produzione di anticorpi. Contrariamente
agli anticorpi specifici contro PCV2, queste cellule sono sta-
te indotte in tutti i suini vaccinati, che sono risultati protetti
dalla viremia; cio a supporto dell’ipotesi che queste cellule T
produttrici di citochine svolgono un ruolo importante nella
protezione nei confronti di PCV2%. E emerso inoltre che le
cellule T di memoria specifica dell’antigene persistono a lun-
go termine dopo l'infezione/vaccinazione, e sono in grado di
espandersi rapidamente dopo il richiamo e riconoscimento
dell’antigene, riuscendo cosi a contrastare rapidamente I'in-
fezione da PCV2¥.

Nonostante il successo della vaccinazione, la maggior parte
della popolazione suina & ancora cronicamente infetta da
PCV2%, Attualmente, i vaccini anti-PCV2 sono ampiamente
utilizzati ma, poiché non inducono un’immunita protettiva
nei confronti dell’infezione, il virus continua a circolare an-
che nelle aziende suinicole che applicano la vaccinazione®.
E stato dimostrato che vi sono differenze quantitative nel-
I'induzione del’immunita cellulo-mediata e umorale tra le
diverse tipologie di vaccini commerciali registrati per l'uso
sui suinetti: il vaccino allestito con virus chimerico
PCV1/PCV2 determina la produzione di proporzioni relati-
ve piu elevate di cellule CD4+ e livelli piu elevati di risposta
IFN-y-SC e NA rispetto ai due vaccini a subunita, e si ritiene
che la differenza nelle risposte immunitarie possa essere do-
vuta a differenze nella composizione degli antigeni o al tipo
di adiuvanti usati nella formulazione dei prodotti. Lo stesso
antigene Cap in formulazione con diversi adiuvanti determi-
na risposte simili nei suinetti vaccinati con i due vaccini a su-
bunita, e questo suggerisce che il tipo antigenico, piuttosto
che il tipo di adiuvante, puo essere I’elemento critico nella ri-
sposta immunitaria®.

La proteina del capside ¢ il determinante antigenico princi-
pale del virus, verso cui sono dirette le risposte del sistema

immunitario; risulta essere quindi sottoposta ad elevata
pressione selettiva, come osservato dal piu alto tasso di mu-
tazione nel gene che la codifica’®®. La risposta del sistema
immunitario nei confronti di PCV2 ¢ generata dall’equili-
brio tra risposte umorali e cellulo-mediate’>” ed & stato di-
mostrato®' come nello sviluppo di una risposta cellulo-me-
diata nei confronti di PCV2 siano coinvolte la proteina Cap
e la proteina Rep codificate dai geni ORF1 e ORF2 del virus:
da cio I'importanza di comprendere la caratterizzazione del-
le regioni antigeniche e immunogeniche della proteina Cap-
PCV2, che puo contribuire al miglioramento delle formula-
zioni vaccinali®.

Gli epitopi immunodominanti della proteina del capside di
PCV2, costituita di 233 residui, inizialmente sono stati indi-
viduati come localizzati nei residui aminoacidici 65-87, 113-
139, 168-183 e presso gli ultimi 4 aminoacidi dell’estremita
carbossi-terminale della proteina®. Nel corso degli anni si
sono susseguiti numerosi studi per la caratterizzazione delle
regioni epitopiche del Cap-PCV2. Nello studio di Santos et
al.®, Pevidenza di risposta immunitaria Th1 e Th2 nel mo-
dello topo in seguito a stimolazione con i nuovi siti antigeni-
ci rilevati, seguita dalla convalida mediante test ELISA su sie-
ro di suino, mostra come il sito antigenico rilevato possa es-
sere importante durante 'infezione da PCV?2, e potrebbe es-
sere utile come obiettivo per la progettazione futura di nuo-
vi antigeni ricombinanti, al fine di migliorare efficacia del-
le risposte vaccinali.

Per migliorare 'efficacia dei vaccini, altre ricerche si stanno
concentrando sullo studio di coniugazione degli antigeni con
adiuvanti diversi da quelli presenti nei vaccini commerciali; &
il caso dello studio di una formulazione vaccinale mediante
coniugazione covalente di vaccino inattivato-PCV2 con oli-
gosaccaridi di chitosano (COS), che hanno mostrato versatili
funzioni biologiche tra cui quella immunostimolante®’.

Allo stesso modo, alcuni autori®, propongono 'utilizzo di
citochine (IL-2 e IL-4/6), molecole regolatorie chiave delle
funzioni immunitarie in termini di coordinazione delle ri-
sposte cellulari Th1 e Th2, come coadiuvanti nel determi-
nare una risposta immunitaria proteggente e completa. I ri-
sultati dello studio confermano I'importante ruolo proteg-
gente della risposta cellulo-mediata, dal momento che il
vaccino sperimentale PCV2+IL4/6-2 non ha migliorato
tanto la risposta immunitaria umorale quanto quella cellu-
lare: i livelli di anticorpi specifici per PCV?2 indotti dal vac-
cino PCV2+IL4/6-2 risultano simili a quelli ottenuti con
vaccini tradizionali; al contrario, il miglioramento delle ri-
sposte immunitarie in seguito alla vaccinazione sperimen-
tale ¢ caratterizzato da un significativo aumento della ri-
sposta Thl, con incremento dell’espressione di cellule
CD4+, CD8+, IL-2 e TNF-o e aumento dell’espressione di
geni correlati, come quelli dei TLR, ad evidenziare un
rafforzamento concomitante dell’immunitd innata, oltre
che di quella adattativa®.

CONCLUSIONI

Con I'avvento della vaccinazione, sia 'incidenza sia la gravita
delle porcine circovirus diseases (PCVD) si & fortemente ri-
dotta. Tuttavia, i vaccini attualmente disponibili non sono in
grado di prevenire le infezioni subcliniche che rappresenta-
no attualmente il problema principale sia in termini di ridu-
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zione della produttivita degli animali sia in termini di inte-
razione sinergica con altri patogeni aziendali.

Lo studio e la comprensione dell’interazione tra PCV2 e si-
stema immunitario e dei meccanismi alla base dello svilup-
po di una risposta immunitaria proteggente, sono i neces-
sari presupposti per la sperimentazione di nuove formula-
zioni vaccinali. L'obiettivo per il prossimo futuro sara quel-
lo di rendere disponibili dei vaccini che siano in grado di ri-
durre non solo 'espressione clinica delle PCVD ma che
possano garantire anche una significativa riduzione della
prevalenza di infezioni subcliniche, aprendo cosi la strada
alla concreta possibilita di eradicazione di PCV2 dalle
aziende suinicole.

1 Interaction between PCV2
and immune system.
What changed after the
introduction of vaccination

SUMMARY

Porcine circovirus diseases (PCVD) are important causes of
economic losses in intensive pig farming. Porcine circovirus
type 2 (PCV2) causes systemic (post-weaning multisystemic
wasting syndrome - PMWS) and localized (respiratory, en-
teric, dermatitis-nephritis and reproductive) diseases and is
also responsible for subclinical forms of infection causing re-
duction of average daily gain, growth retardation and in-
creased susceptibility to other infections. For these reasons,
PCV2 infection control is an international priority. In recent
years, the availability of safe and effective vaccines has made
it possible to reduce the incidence and severity of clinical
forms, in particular PMWS, to increase the productivity of
growing animals and to improve the reproduction parame-
ters of sows. However, despite the successes of vaccination,
most of the pig population is still PCV2 chronically infected,
even in farms that use indirect prophylaxis plans. In addi-
tion, available vaccines are not able to prevent subclinical in-
fections that are currently the main health problem. In sub-
clinical infections, function loss of the natural interferon-
producing cells (NIPC) and downregulation of TNF-a and
IFN-a take place. These changes allow an altered balance of
pro-inflammatory, pro-immune and regulatory cytokines
that result in the upregulation of IL-10 and down-regulation
IFN-y. The effect is the inefficiency in triggering of an ade-
quate innate pro-inflammatory response, impairment of the
recognition of viral and bacterial associated signals, and con-
sequently impairment of the T and B cell responses. Due to
these interactions between PCV2 and the immune system,
an impairment of both innate and adaptive responses allow
the occurrence of subclinical infections that are responsible
for severe economic consequences. This impairment of in-
nate and adaptive defenses also explains the role played by
PCV2 in coinfections. The anti-PCV2 vaccination can there-
fore, indirectly, improve the health status also against other
pathogens reducing, for example, the incidence of the of
porcine respiratory diseases complex (PRDC). Furthermore,
in farms where PCV2 and PRRSV are circulating simultane-
ously, vaccination against PCV2 increases the effectiveness of
the anti-PRRSV vaccine. The understanding of the interac-
tion between PCV2 and the immune system and the mecha-
nisms underlying the development of a protective immune

response are the necessary prerequisites for the testing of
new vaccine formulations. The goal for the near future will
be to make available vaccines that can not only decrease the
clinical expression of PCVD, but also guarantee a significant
reduction in the prevalence of subclinical infections, thus
paving the way for the concrete possibility of eradication of
PCV2 from pig farms.
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Intossicazione da doxiciclina in vitelli
di razza Frisona Italiana: descrizione clinica
e indagini anatomopatologiche
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RIASSUNTO

Nel settembre 2018, in un allevamento di vacche da latte situato in provincia di Milano, I'allevatore, al fine di curare una pre-
sunta forma respiratoria, ha somministrato 100 mg/kg di doxiciclina per 5 giorni a 10 vitelli di razza Frisona Italiana, causan-
do la morte di 9 di questi. Il veterinario aziendale ¢ stato chiamato a eseguire 'esame clinico di 6 vitelli, che mostravano gli
stessi sintomi di 4 ormai deceduti. Due carcasse sono state sottoposte a necroscopia presso il Reparto di Anatomia Patologica
dell’Ospedale Veterinario Universitario di Lodi. Il veterinario ha eseguito la necroscopia di altri 3 animali in campo e ha rac-
colto campioni tissutali destinati a indagini istologiche. Gli organi sono stati valutati macroscopicamente e sono stati raccolti
campioni di cuore, fegato, reni, lingua e muscoli semitendinoso, semimembranoso, bicipite brachiale, diaframma e intercosta-
li esterni. Dai campioni tissutali, fissati in formalina e inclusi in paraffina, sono state ottenute sezioni di spessore pari a 5 pm.
Queste ultime sono state sottoposte a colorazione standard con Ematossilina-Eosina. Le sezioni di muscolatura scheletrica e di
miocardio sono state sottoposte a colorazione di Von Kossa e quelle di rene, di spessore pari a 3 pm, sono state colorate me-
diante reazione PAS (Periodic Acid Shiff). Tutti i campioni sono stati, infine, letti tramite microscopio ottico. La malattia degli
animali inclusi in questo studio ha seguito un decorso variabile da acuto a iperacuto. Nell'unico sopravvissuto, la remissione
dei sintomi & avvenuta in circa 15 giorni, ma si € reso evidente uno spiccato ritardo di crescita. Tachicardia, tachipnea, letargia
e disfagia, a volte associate a secrezione nasale muco-distruttiva, erano i sintomi che si presentavano a due giorni dalla som-
ministrazione del farmaco. In accordo con la letteratura scientifica, le lesioni pitt significative, sia macroscopiche che micro-
scopiche, si sono verificate a carico di lingua, muscoli scheletrici e cuore. Il presente caso descrive i reperti clinici e anatomo-
patologici macroscopici e microscopici riscontrati durante un episodio di intossicazione accidentale da doxiciclina nei vitelli
sul campo. La doxiciclina & un antibiotico ad ampio spettro appartenente alla classe delle tetracicline. Il suo uso € molto diffu-
so per il trattamento delle affezioni respiratorie del vitello, poiché di facile somministrazione. Nell’allevamento del bovino da
latte, talvolta, possono crearsi le condizioni per un uso non conforme del farmaco, il quale non viene preceduto dalla visita cli-
nica del veterinario o da eventuali indagini microbiologiche. Lepisodio di intossicazione descritto ¢ un esempio eclatante di
danno iatrogeno in medicina veterinaria, in cui I'errata interpretazione del foglietto illustrativo del presidio farmacologico, ha
determinato la perdita di 10 soggetti, 7 dei quali destinati alla rimonta aziendale.

PAROLE CHIAVE

Vitelli; intossicazione; doxiciclina.

DESCRIZIONE DEL CASO

In un allevamento di vacche da latte di razza Frisona Italiana
della provincia di Milano, nel settembre del 2018, si ¢ verifi-
cato un picco di mortalita nei vitelli. La consistenza dell’alle-
vamento era di 165 animali, di cui 73 vacche in lattazione.
Dieci vitelli (8 femmine e 2 maschi) erano stati trattati dal-
Iallevatore con un presidio farmacologico a base di doxicicli-
na cloridrato (Doxipan 200 mg/g, Industria Italiana Integra-
tori TREI S.P.A., Viale Corassori 62, Modena, Italia), disciolto
nel latte poiché, a suo avviso, presentavano sintomatologia re-
spiratoria riferibile a broncopolmonite. Il dosaggio sommini-
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strato corrispondeva a 100 mg/kg/die per una durata di 5
giorni, anziché 10 mg/kg/die per 5 giorni come riportato nel
foglietto illustrativo. Il veterinario aziendale, interpellato dal-
Pallevatore successivamente alla morte di 4 soggetti, aveva ef-
fettuato la visita clinica di altri 6 vitelli (2 maschi e 4 femmi-
ne) che mostravano la medesima sintomatologia di quelli gia
deceduti. I segni clinici pill frequentemente riscontrati, com-
parsi a partire dal secondo giorno dopo la somministrazione
del farmaco, erano letargia, decubito da prolungato a perma-
nente, inappetenza e paralisi della lingua associata a gradi va-
riabili di disfagia. All’esame obiettivo particolare dell’appara-
to cardiocircolatorio erano rilevabili tachicardia, associata ad
aritmia, soffio olosistolico di 3° grado e polso debole. Lesame
obiettivo particolare dell’apparato respiratorio evidenziava
tachipnea e respiro discordante. Alcuni vitelli mostravano
tosse spontanea, talvolta associata a scolo nasale bilaterale
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muco-purulento. In due soggetti era presente algia diffusa al-
la palpazione muscolare. La patologia ha seguito decorso acu-
to in 4 animali, con decesso in settima giornata, e in un altro
iperacuto, con decesso in quinta giornata, in assenza di sinto-
matologia apparente. Un solo animale ¢ sopravvissuto e la re-
missione dei sintomi ¢ avvenuta in circa 15 giorni, ma succes-
sivamente ha manifestato uno spiccato ritardo di crescita.

ESAME ANATOMOPATOLOGICO
MACROSCOPICO

Dei 6 vitelli sottoposti a visita clinica da parte del veterinario
aziendale, 2 sono deceduti inizialmente e sono stati conferiti
al Reparto di Anatomia Patologica dell’Ospedale Veterinario
Universitario di Lodi per essere sottoposti all’esame necro-
scopico. Il veterinario aziendale ha poi eseguito in campo la
necroscopia di altri 3 vitelli, deceduti successivamente confe-
rendo, su indicazione del patologo, campioni tissutali di cuo-
re, fegato, reni, lingua e dei muscoli semitendinoso, semi-
membranoso, bicipite brachiale, diaframma e intercostali
esterni. Tutti i soggetti esaminati presentavano quadri anato-
mopatologici sovrapponibili, con alcune peculiarita indivi-
duali. All’esame esterno, lo stato di nutrizione era scadente e
la disidratazione marcata, con evidente infossamento del glo-
bo oculare. La muscolatura scheletrica appariva diffusamente
pallida e asciutta. All’apertura della cavita addominale, le an-
se digiunali erano moderatamente distese, edematose e ipere-
miche. La capsula adiposa renale presentava atrofia gelatino-
sa. All’apertura della cavita toracica, il polmone era caratte-
rizzato da porzioni localmente estese di consolidamento e
marcata iperemia del parenchima; in sezione era evidente ge-
mizio di materiale purisimile. A livello cardiaco si rendevano
evidenti bande di decolorazione che, perpendicolarmente al

Figura 1 - Cuore. Presenza di bande di decolorazione che, perpen-
dicolarmente al solco coronarico, si spingono nel ventricolo sinistro.

solco coronarico, raggiungevano il ventricolo sinistro fino al-
apice (Figura 1). Aree di aspetto irregolare bianco-giallastre,
friabili, asciutte e compatte erano visibili, in sezione, a carico
delle regioni sub-epicardiche e sub-endocardiche del ventri-
colo sinistro, di quello destro, e del setto interventricolare (Fi-
gura 2A), meglio visibili dopo fissazione (Figura 2B).

ESAME ISTOPATOLOGICO

Tutti i campioni tissutali sono stati fissati in formalina tam-
ponata e inclusi in paraffina mediante inclusore Sakura®Tis-
sue-Tek®VIP®; sono state quindi ottenute sezioni di 5 pm,
mediante microtomo rotativo Leica RM2125RT, colorate con
Ematossilina-Eosina. Le sezioni di muscolatura scheletrica e
di miocardio sono state sottoposte a colorazione di Von Kos-
sa e quelle di rene, di spessore di 3 pm, sono state colorate
mediante reazione PAS (Periodic Acid Shiff). La lettura ¢ sta-
ta effettuata mediante microscopio ottico Olympus BX51 e le
immagini acquisite con sistema digitale Olympus DP70.

Anche i reperti istologici risultavano sovrapponibili in tutti i
soggetti esaminati. Le fibre muscolari della lingua presentava-
no moderata infiltrazione linfoplasmacellulare, diffusa ialino-
si e stampi trombotici intravasali contenenti cellule infiam-
matorie. Erano inoltre presenti diffusi reperti di calcificazione
distrofica delle fibre muscolari degenerate (Figura 3B). I cam-
pioni di polmone permettevano di evidenziare marcata ipere-

Figura 2 - Cuore, sezioni trasversali. A) La muscolatura a ridosso
delle regioni sub-epicardiche e sub-endocardiche del ventricolo si-
nistro, del ventricolo destro e del setto interventricolare mostra aree
di aspetto irregolare, friabili e bianco-giallastre. B) Aspetto delle
medesime lesioni dopo fissazione in formalina tamponata.
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mia e gravi reperti di broncopolmonite catarral-purulenta
acuta, con alveoli atelettasici e reperti di bronco-inalazione. Le
sezioni miocardiche erano caratterizzate dalla presenza di
miocardite interstiziale e di infiltrato infiammatorio linfo-
plasmacellulare, che a tratti raggiungeva il sistema di condu-
zione. Nelle regioni sub-endocardiche e sub-pericardiche
estese erano le aree di degenerazione delle fibre, caratterizzate
da ialinosi e necrosi cerea, talvolta con infiltrazione infiam-
matoria linfoplasmacellulare e istiocitaria. In corrispondenza
di tali focolai era possibile riscontrare grave e diffusa calcifica-
zione distrofica (Figura 3A). In tutte le sezioni di fegato esa-
minate si rinvenivano infiltrati linfoplasmacellulari degli spa-
zi portali, moderata iperemia e marginazione intravasale leu-
cocitaria. A carico dei reni, in due campioni, si rilevavano dif-
fusa necrosi tubulare acuta e cilindri ialini. La colorazione
PAS evidenziava multifocale presenza di proteine a livello tu-
bulare (Figura 4A). La degenerazione a carico del muscolo
scheletrico era caratterizzata da ialinosi e necrosi cerea mul-
tifocale, con fibroplasia e calcificazione distrofica (Figura 4B).

DISCUSSIONE

5\

La doxiciclina ¢ una molecola chemioterapica ad ampio
spettro appartenente alla classe delle tetracicline. La sua for-
mulazione commerciale in polvere, da disciogliere nel latte o
nei suoi sostituti, la rende facilmente somministrabile per via

v

Figura 3 - Sezioni istologiche. A) Cuore. Aree multifocali di calci-
ficazione distrofica a carico delle fibre miocardiche degenerate.Von
Kossa, 10x. B) Lingua. Multifocali aree di calcificazione distrofica a
carico delle fibre muscolari degenerate. Von Kossa, 40x.

orale e spesso risulta, dunque, la prima scelta per il tratta-
mento delle affezioni respiratorie del vitello sostenute da Pa-
steurella multocida e Mannheimia haemolytica'. A differenza
delle tetracicline di piti vecchia generazione, ¢ caratterizzata
da elevata lipofilia e rapida distribuzione tissutale®. Il lega-
me della molecola con gli atomi di Ca* ¢ la causa del danno
a livello di fibra muscolare striata cardiaca e scheletrica>®”%.
La manifestazione clinica del sovradosaggio di doxiciclina
nel vitello insorge 2-5 giorni dopo la somministrazione® ed &
caratterizzata da ottundimento del sensorio, anoressia, scia-
lorrea, tachicardia e dispnea e, nel 20-25% dei casi, exitus do-
po il 5° giorno®’. I dosaggi necessari per indurre la tossicita
variano da 3 a 10 volte quello raccomandato®”**. La lettera-
tura scientifica riporta diversi casi di intossicazione acciden-
tale da doxiciclina nel vitello>®"”#, ma solo due sono i lavori
sperimentali, uno nel vitello® e uno nel topo'’. L'insorgenza
della sintomatologia nei soggetti inclusi nel presente caso cli-
nico & in accordo con quanto precedentemente descritto”"*.
Le lesioni istopatologiche degenerative a carico della lingua,
sovrapponibili a quelle riportate in precedenza®, sono state
ritenute la causa della disfagia. Linfiltrato infiammatorio
linfoplasmacellulare delle fibre muscolari della lingua, pre-
sente anche a livello miocardico, puo suggerire che le lesioni
di entrambi gli organi siano contemporanee. Tale reperto ri-
sulta in disaccordo con i precedenti studi, in cui la lingua vie-
ne considerata un target precedente rispetto al miocardio®.
Le lesioni cardiache giustificano I'insufficienza acuta d’orga-

Figura 4 - Sezioni istologiche. A) Rene. Presenza di materiale PAS
positivo all’interno dei tubuli e diffusi reperti di necrosi dell’epitelio
tubulare che mantiene la connessione con la membrana basale del
tubulo stesso. PAS, 25x. B) Muscolo semitendinoso. Evidenti re-
perti di degenerazione ialina delle fibore muscolari e di necrosi di
Zenker. EE, 10x.
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no, causa ultima del decesso di tutti i soggetti. Le analoghe
lesioni delle fibre muscolari scheletriche spiegano il decubi-
to manifestato da 4 soggetti. Tanto nei vitelli considerati,
quanto nei casi descritti in letteratura”, era presente una
grave sintomatologia respiratoria. Uedema polmonare, cui
viene in tal senso attribuito un ruolo importante”"®, non era
presente, ma erano tuttavia significativi i quadri degenerati-
vi della muscolatura diaframmatica e intercostale esterna,
nonché broncopolmonite ab ingestis. La necrosi tubulare
acuta era stata documentata nel bovino solo una volta®. La
doxiciclina non ha escrezione primaria renale ma enterica,
quindi il danno a questo livello non ¢ imputabile ad un’azio-
ne tossica diretta, ma alla ridotta perfusione renale, dovuta al
danno cardiaco'"'?. La normativa vigente' prevede che i me-
dicinali veterinari contenenti antimicrobici da sommini-
strarsi attraverso I'alimento non possano essere oggetto di
scorta; tuttavia, all’allevatore ne ¢ concessa la detenzione di
un quantitativo ridotto, commisurato ad un trattamento di
durata non superiore ai 7 giorni, per eventuali terapie dur-
genza'. La crisi economica, anche nel settore dell’allevamen-
to del bovino da latte, comporta la riduzione delle risorse de-
stinate alla cura degli animali, in particolare quelli impro-
duttivi come i vitelli®®. In situazioni di emergenza si possono
pertanto creare i presupposti per un uso non conforme del
farmaco, che non viene preceduto dalla visita clinica da par-
te del medico veterinario, né da indagini microbiologiche. I
danni iatrogeni in medicina veterinaria comprendono quelli
commessi dal medico veterinario e quelli imputabili al per-
sonale di stalla. Il presente episodio di intossicazione ne rap-
presenta un chiaro esempio, nel quale un errore di interpre-
tazione del foglietto illustrativo ha determinato la perdita di
10 soggetti, 7 dei quali destinati alla rimonta aziendale.

B Doxycycline intoxication in
Italian Friesian calves:
clinical description and
pathological investigations

SUMMARY

Doxycycline is a broad-spectrum antibiotic belonging to the
tetracycline class. Its use is widespread in cattle breeding for
the treatment of the bovine respiratory disease in calves, be-
cause it is easy to be administered orally. Moreover, a powder
formulation is provided for doxycycline, which makes it easy
to be dissolved in milk or its substitutes. In September 2018, in
a dairy cattle farm in the province of Milan, the farmer, in or-
der to treat a presumed respiratory disease, administered 100
mg/kg of doxycycline for 5 days to 10 Italian Fresian calves,
causing the death of 9 of them. After the death of 4 animals,
the veterinarian practitioner performed the full clinical exam-
ination of 6 calves that showed the same symptoms as those al-
ready dead. Two carcasses were subjected to necropsy at the
Department of Pathology of the Veterinary Teaching Hospital
in Lodi. The veterinarian practitioner performed the necropsy
of 3 animals on field, and collected tissue samples for histolog-
ical investigation. The organs were evaluated macroscopically
and samples of heart, liver, kidneys, tongue and muscles semi-
tendinosus, semimembranosus, biceps brachialis, diaphragm
and external intercostals were collected. The formalin-fixed
samples were trimmed and embedded. After the inclusion, 5
pm sections were mounted on suitable slides. Histological ex-
amination was performed using the standard Hematoxylin-

Eosin staining. Calcium deposits in the skeletal and myocardial
musculature were observed with Von Kossa staining. The kid-
ney sections were stained using the Periodic Acid Shiff reac-
tion. Stained samples were read with an optical microscope.
The disease of the animals included in this study followed a
variable course from acute to hyperacute. In the only survivor,
symptom remission occurred in about 15 days, but a marked
growth retardation became evident. Tachycardia, tachypnea,
lethargy and dysphagia, sometimes associated with mucus-pu-
rulent nasal discharge, were the symptoms occurring two days
after the drug administration. According to the scientific liter-
ature, the most frequent lesions, both macroscopic and micro-
scopic, were found in tongue, skeletal muscles and heart.

This paper describes the clinical and the macroscopic and
microscopic pathological findings during an accidental
doxycycline overdose outbreak in calves in the field. In live-
stock farming, drugs might be improperly administrated
without veterinarian clinical examination, or any microbio-
logical investigations, causing unpredictable consequences
that cannot be managed by the farmer. The episode of intox-
ication reported in this paper is a striking example of a ia-
trogenic disease, in which a misinterpretation of the package
leaflet led to the loss of 10 subjects, including 7 which were
intended to restock the herd.
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Calves; intoxication; doxicycline.
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