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Il sistema immunitario
del vitello

1l sistema immunitario dei bavini & costi-
tuito, come quello degli altri mammiferi,
dal comparto dell'immunita umorale, di-
pendente dai linfociti B, ¢ dal comparto
dellimmunitia cellulo-mediata, dipenden-
te dai linfociti T. Sono inoltre presenti al-
cune particolarita: il feto bovino, all'ini-
zio del tutto incompetente sul piano im-
munitario, sviluppa una capacita reattiva
nei confronti di determinati virus e bat-
teri a partire rispettivamente dal 90° e dal
1007 giorno dello sviluppo intrauterino
(Dirksen ef al., 2004). Incltre, i vitellialla
nascita presentano un sistema immunita-
ric immaturo, che non consente 'espres-
sione di una risposta immunitaria effica-
ce, come dimostra il graduale declino del-
le immunoglobuline da 24 ore dopo la pri-
ma somministrazione di colostro fino a
circa 3 settimane di eth, ¢ I'aumento sia
del numero che della percentuale di cel-
lule B durante le prime 6 settimane di vi-
ta (Magahata ef @/., 1991, Franklin et al.,
1998; Franklin er al. 2003). Le immuno-
globuline pertanto dovranno necessaria-
mente passare al vitello tramite il colostra,
non essendo in grado di passare attraver-
so la placenta, come dimostra la loro as-
senza nel siero dei vitelli neonati (Fran-
klinetal., 1998). Il colostro fornisce un'im-
munita passiva per proteggere il vitello
neonato dalle infezioni mentre il sistema
immunitario & in via di sviluppo (Gopal e
Gill, 2000, Kelly, 2003), L'immunizzazio-
ne indotta dalla somministrazione del co-
lostre offre quindi al vitello non solo una

protezione umorale, ma anche un‘immu-
nita cellulo-mediata grazie alla sua ric-
chezzain cellule (Lee ef al., 1980, Licbler-
Tenorio ef al., 2002; Reber ef al., 2005),
con il conseguente potenziamento delle
capacith difensive della mucosa intesti-
nale (Donovan ef ef., 2007).

1. U'immunita passiva

Limmunita passiva & quella che si ottie-
ne trasferendo inun soggetto anticorpi di
un altro soggetto immune; tale immunita
eovviamente immediata, in quanto nel ri-
cevente gli anticorpi sono subito disponi-
bili. L'immunith passiva si pud instaura-
re artificialmente o naturalmente.
Limmunita passivaartificiale consiste nel-
la trasfusione di anticorpi prodotti da un
soggetto immunizzato attivarnente a uno
che necessita di protezione, fornendogli
cost una fonte "temporanea” di anticorpi
circolanti protettivi. L'inoculazione di an-
ticorpi specifici rappresenta un interven-
to terapeutico di estrema validita, allor-
ché sia necessaria una protezione imme-
diataversoundeterminato patogenoouna
tossina e non vi sia quindi tempo per at-
tendere lo sviluppo di un‘immunita atti-
va. Diversamente dall immunita attiva { evo-
cata mediante vaccinazione), che si in-
stauradopo 15-20 giornic che perdura per
mesi o anni, l'immunith passiva fornisce
una protezione immediata, ma di breve
durata (20-30 giorni): infatti gli anticorpi
inoculati vengono gradualmente metabo-
lizzati e quindi la protezione siriduce ra-
pidamente e il ricevente diviene di nuovo
sensibile a un'eventuale reinfezione.

Liimmunita passiva naturale ha invece la pe
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funzione di proteggere il necnato, quan-
do questo non & ancora in grado di ri-
spondere adeguatamente con una rispo-
sta immunitaria propria. Il colostro & quin-
diun immunizzante passivo naturale che
viene assunto dai necnati quando la per-
meabilitaintestinale # maggiore. Tale per-
meabilith comincia a diminuire dopo cir-
ca 6 ore e ha termine fra le 24 ele 36 ore
successive alla nascita (Sangild, 2003a;
Baintner, 2007}, La diminuzione dell‘as-
sorbimentodelle immunoglobuline si ma-
nifesta in concomitanza con la sostitu-
zione delle cellule mucosali intestinali, de-
putate all’'assorbimento, con cellule pin
differenziate, incapaci diassorbire le ma-
cromolecole, Questo rapido cambiamen-
to cellulare pud essere provocato da con-
centrarioni elevate di crmoni surrenalici
nel corso del periodo post-natale (Sangild
ef al., 2003k} Il tasso di anticorpi assun-
ti passivaments raggiunge una concen-
trazicne massima nelle prime 24 ore do-
po la nascita, per poi diminuire gradual-
mente; questa diminuzione progressiva &
dovuta da una parte all'aumento del volu-
me plasmatico e, dall’altra, al normale ca-
tabolismo degli anticorpi. Il mancato o
scarso assorbimento del colostro (deno-
minato dagli Autori anglosassoni Failure
of Passive Transfer, FPT), put essere do-
vuto a tre Fattori principali:

1. il colostro put essere insufficiente o di
qualita scadente (parti prematuri, latta-
zioni premature, eccessivo gocciolamen-
to delle secrezioni mammarie prima del-
la nascital;

2. il colostro pub eszere sufficients, ma
pub essere inadeguatal assunzione da par-
tedel neonato (madricon pocoistinto ma-
terno perché giovani o inesperte, necnati
deboli o con problemi fisici),

3. insufficiente assorbimento da parte del-
lintestine, anche nel caso di una suffi-
cienteassunzione di colostro dibuona gua-
lita (precoce modificazicne dell’epitelio
assorbente conseguente a uno stimolo da
slicocorticoidi o da stress).

I casi di FPT, che possono essere diagno-
sticati determinando la concentrazione
delle immunoglobuline sieriche del neo-
nato, vengono in genere risolti mediante
la somministrazione di immunoglobuline
per via orale o, se ¢ il caso, pervia paren-
terale.

2. Immunizzaziene attiva
(vaccinazione)

La rizposta immunitaria che si sviluppa a
seguitodiunastimolazione antigenica (na-
turale o vaccinale) & definita immunithat-
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tiva, in quanto & generata direttamente
dalla stimolazione del sistema immunita-
riotale immunita compare dopocirca 13-
20 gicrni e dura mesi o anni, La vaccina-
zione prevede lasomministrarione pervia
parenterale o per via orale, in un sogget-
to sano, di una preparazione antigenica,
costituita dal microrganismo (es. virus,
batterio o protozoo) verso cui si vuole in-
durre una protezione, o da frazioni glico-
proteiche del microrganismo stesso o da
suetossine. Il prodotto somministrato, de-
nominato"vaccine”, induce nell'ospite una
reazione immunitaria specifica, di tipo
prevalentements umorale o cellulo-me-
diata (a seconda delle caratteristiche del
vaccino e della via di somministrazione)
che lo protegeera, in Futuro, dall'aggres-
sione del patogeno verso cui & stato vac-
cinato,

Poichélavaccinazione stimola attivamente
il sistema immunitario, & necessario un
certo periodo di tempo (in genere da 15 a
Al giorni)perchélarispostaeffetivice, evo-
cata dalle stimolo antigenico, raggiunga,
attraverso le diverse fasi della processa-
zione, della presentazione, dell’attivazio-
ne e della proliferazione clonale, un livel-
lo tale (concentrazione di anticorpi ofo di
linFociti citotossici specifici) da rendere
immune il soggetto, anche se sarh esposto
a cariche infettanti elevate del patogeno
in questione,

Un vaccine per essere efficace deve man-
tenere le caratteristiche antigeniche del
patogeno corrispondente, perdendo perd
tutti quegliattributi che consentoneal mi-
crorganizmo di danneggiare 'ospite.
Attualmente sono molti i vaccini disponi-
bili per la prevenzione delle malattie in-
fettive dell'uvomo e degli animali, & posso-
no essere classificati a seconda delle lora
caratteristiche, che dipendono dalle tec-
niche di produzione. Pil1 precisamente, se
ne distinguono i seguenti tipi; inattivati
(uccisi o spentil, vivi attenuati, purificati
costituiti da subunita, sintetici e vaccini
prodotti con la tecnica del DHA ricombi-
nante.

La diarrea neonatale
del vitello

Mel vitello la diarrea # un evento morbo-
so che si presenta soprattutto nelle prime
quattra settimane di vita, ed & il sintomo
pitt evidente di una sindrome denomina-
ta dagli autori anglosassoni "calf scour
complex” (Butleref al., 1994), Nel vitello,
la diarrea neonatale & la malattia respon-
sabile del maggior numere di perdite in



tutto il mondo, sia in allevamenti da latte
che inallevamenti da carne, con percen-
tuali di mortalita variabili dal 59 al 10%%.
Lafrequenzaclagravitadelladiarrea neo-
natale variano nolevolmente da alleva-
mento ad allevamento, con percentuali di
morbilith che possone raggiungere il 20%
negli allevamenti problema. Clire ai de-
cessi, le perdite economiche dipendono
soprattutto dai costi per il trattamento e
la profilassi della malattia, e dal mancato
guadagno perla riduziones dell'incremen-
toponderale, che potraessere nuovamente
compensato solo entro il terzo mese di vi-
ta nei casi che decorrono senza compli-
cazioni, Mella maggior parte dei Pacsi eu-
ropei i principali agenti patogeni respon-
zabili della compar=a della diarrea neo-
natale nelvitello sonorappresentati da Ro-
tavirus, Coronavirus, Escherichia coli en-
terotossici e Cryplosporidicem parveem (De
La Fuente eral., 1998; Bendalieral., 1999,
Barberioer al., 2008). Mon vanno tuttavia
dimenticati il Breda-virus, I'enterovirus
boving, lasalmonellaes Campylobacier, Per
questa patologia pertanta viene ricono-
sciuta un'eziopatogenesi complessa, dove
i diversi agenti causali possono interve-
nire da soli o in associazione. Si tratta di
microrganismi molto diffusi che =i ritro-
vanocomunementeanchenelle aziende in
cuila diarrea non rappresenta un proble-
ma rilevante, Inoltrealtri Fattori, qualiam-
biente, nutrizione e corretta gestione zoo-
tecnica dell’azienda, influenzane la com-
parsa e la graviti della sintomatclogia,

1 Fattori di rischio che condiziconano 1%in-
sorgenzac soprattuttola gravita delle diar-
res neonatali sono comuni a tutte le forme
infettive e dipendono principalmente da
due componenti gestionali: una inaccura-
ta assunzione di colostro ¢ una trascurata
gestione sanitaria della vitellaia. Una colo-
stratura non corretta causa il cosiddetto
FPT (failsreof passive transfer), che & il pin
importante fattore di rischio da conside-
rare poiché il vitello alla nascita & del tut-
to privo di anticorpi. Gli elementi da con-
trellare per ottenere un'efficiente colo-
stratura sonola qualith e la quantita del co-
lostro Fornite e i tempi di somministrazio-
ne. Quantoalla corretta gestione igienico-
sanitaria, quesia deve riguardarc non solo
lawvitellaia, maanchelevacche gravide, Van-
no pertanto particolarments curatiligiens
del parto, il rapido allontanamenta del vi-
tello dalla madre e la stabulazione dei neo-
natiin gabbic singole (Barberioeral , 2008},
Se gli esami microbiologici ¢ parassitolo-
gici risultanc negativi, non si pud comun-
que escludere un'infezione, dal momento

che non tutti gli agenti in questions ven-
gonorilevatidalladiagnostica di routine &,
incltre, il risultato spesso viene influenza-
todal momento e dalla scelta del materia-
le d'esame.

Iprincipali agenti patogeni di crigine bat-
terica che colpiscone 'apparato digeren-
te dei witelli nelle prime settimane di vita
appartengono alla famiglia delle Envero-
bacteriacece, genere Salmonella e genere
Eszcherichia. La pil recente clazsificazio-
ne suddivide la famiglia delle Enrerobac-
teriagceqe in 28 generie pindi 80 specic. Di
questi, aleuni sono patogeni per gli ani-
mali eperl’uomoigeneri Escherichia, Sal-
monella e Yersinia); altrisono patogeniop-
portunisti ¢ solo cccasionalmente causa-
noinfezicni negli animali e nell'uomo (ge-
neri Citrobacter, Edwardsiella, Enterobac-
ter, Klebsiella, Morganella, Proteus, Serra-
tia ¢ Shigella); altri ancora hanno un si-
gnificato patogenoincerto. Escherichia co-
litaparte della normale flora acrobica del -
l'intestino di tutti i mammiferi; in questa
sede ¢ considerato un comune commen-
sale della Hora Fisiclogica della porzione
distale dell'intestine tenue ¢ dellintesti-
no crasso, ad eccezione di aleuni ceppi,
che sono patogeni. Era considerato fino
agli annisessanta del secolo scorsela cau-
saprincipale della diarrea dei vitelli idis-
senteria da Coli). E presenie in numero
pitt elevato nel carnivori e negli onnivori
che non negli erbivori; viene escreto nel-
le feci & pud sopravvivers nel materiale fe-
cale, nella polvere ¢ nell'acqua per setti-
mane o per mesi. Pud causare aflerioni
diarrociche con diversi meccanismi d'a-
zione, i ceppi responsabili di tali affezio-
nivengono distinti in: enterctossigeni, en-
teroinvasivi, enteropatogeni, enteroade-
sivi ed enteroemorragici. Le proprieti del-
la loro virulenza sono sempre codificate
da plasmidi.

Materiali e metodi

1. Amdmali

Inzeguitoa elevatamortalitadi vitellineo-
nati per forme enteriche presso azienda
sperimentale di Caramagna Piemonte (pro-
vincia di Cuneo) di proprieta dell Istituto
Sperimentale per la Zootecnia, sono stati
sottoposti a necroscopia sei vitelli presso
I'Istituto Zooprofilattic o Sperimentale del
Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta, sezio-
ne di Cuneo. Ulteriori indagini diagnosti-
che su questi animali hanno portato all’i-
solamento di un ceppo di E. coli da cui &
stato possibile allestire un vaccino stabu-
logeno,
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Le vacche presenti in azienda sono state
divise tramite campionamento casuale
semplice in due gruppi da 22 soggetti cia-
scuno. Nel primo gruppo { gruppo A) & sta-
ta eseguita unavaccinazione con il vacei-
ne stabulogeno, somministrandones 5 ml
sottocute alle vacche al 7° mese di gravi-
danza, seguito da un richiamo dopo 15
siorni. Alsecondo gruppo divacche (grup-
poBlnonestato somministratoalcun vae-
cino, ma =i & provveduto all'immunizza-
zione dei vitelli con 2,5 ml per via orale
dello stesso vaccino ¢ successivo richia-
ma dopo 15 giorni,

Perverificare 'immunith sviluppata sono
stati eseguiti prelievi di sangue in tutti i
vitelli al giorno della nascita subite dopo
l'assunzione di colostro (TO), al 107 gior-
no (T10) e al 30° giorne (T30),

Diei 22 sogpetti del gruppo A & stato possi-
bile prelevare il sangue a 12 vitelli. Mei re-
stantisoggetti non #statoeseguitoalcun pre-
lievo di sangue in quanto in un caso si & ve-
rificatoaborto, in7 casiilvitello & morto pri-
ma del 20° giorno, e in 2 casi non & stato pos-
sibile eseguire tutti e tre i prelievi.

Dei 22 soggetti del gruppe B & stato pos-
sibile prelevare il sangue a 13 vitelli, Mei
restanti soggettl non & stato eseguito al-
cun prelievo di sangue in quanto in 6 ca-
=si il vitello & nato morto, in 2 cazisono de-
ceduti subito dopo la nascita, e in un ca-
sonon & stato possibile eseguire tutti e tre
i prelievi.

I sieri cosi prelevati sono stati wtilizzati
perlaquantificazione delleIgGe delle Izh
con metodica ELISA,

Inoltre in 18 vitelli del gruppo A e 15 del
sruppo B sono state prelevate le feci, su
cui sono stati eseguiti il Test Primacheck
Digest-4 per la ricerca di Rotavirus, Co-
ronavirus, E. coli k99 e Creprosporidinm,
e il test ELISA e l'immunoelettromicro-
scopia per la ricerca di rotavirus e di co-
ronavirus.

2. Esami batteriolegicl

= Esame hﬂﬂfﬂﬂ:fﬂp 1co

L'esame batterioscopico & stato eseguito
con la colorazione di Gram.

= jsolamento

Gli isolamenti sono stati effettuati su pia-
stre Agar-sangue, Agar- BHI (Brain Heart
Infusion) e Gassner a partire da rene, Fe-
gato, milza, polmoneelinfonodimezeraici
prelevati daivitelli decedutiin allevamento.

e ideptificazione
Lidentificazione&stata effettuata con gal-
leria APL
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= Prove di pizzazione sterolegica

Le prove di tipizzazione sierclogica so-
no state effettuate mediante agglutina-
zione lenta utilizzando un pannello di
antisieri monospecifici verso 37 antige-
nisomatici: 01,02, 04, 06, 08,09, 010,
011,015 018, 020,021,022, 026, 045,
049, 064, OT3, 075,078, 083,086, 088,
Olol, @103, Ol09, OL1l, 0115, 0128,
0132, ©138, O13%, O141, 0147, 0149,
0133, 0137, Gli antisieri sono stati se-
lezionati in accordo conlaletteratura na-
zionale e internazicnale (Blanco er al.,
19968, Farina et al., 1996) ¢ in base alla
diffusione attuale in Italia degli antige-
ni O Fra gli animali domestici (Farina «¢
al., 1996},

Laricerca K99&stata effettuata mediante
agglutinazione rapida,

= Biotipizrazions

1l biotipo & stato d eterminato sulla base
della fermentazione di 5 zuccheri {Cam-
guilhem e Milan, 1989).

= Dimostrazione gem codificant!
veratossine (VT)

I campioni sono stati realizzati a parti-
re da colture di 24 ha 37°C su TSA, so-
spese e diluite fine al n® 3 di Mc Farland
inacqua distillata sterile = inattivate per
bollitura per 157,

E stato poi eseguito uno screening tra-
mite PCE (Linefal,, 1993) (tabella 1) se-
guito, in caso di positivita, dalla ricerca
diVT1, VT2 {Russmannesal., [995) e VTe
(Franke er al., 1995),

= DImostrazlone gene eae

Per la dimostrazione del gene eae & sta-
ta utilizzata la metodica PCR (tabella 1)
{Karch et al., 1993),

= Produzione del vaccino stabulogene
Dopoisclamento di E. coli supiastre Gas-
sner e identificazione su galleria API, la
coltura & stata inattivata con aldeide for-
mica 40% in proporzione 1:1. La coltura
inattivata ¢ stata pol incubataa 37 °C per
due ore e successivamente lasciataa tem-
peratura ambiente per 24 ore,
Comeadiuvantisonostatiutilizzatiidros-
sidodi alluminio 10% in proporzione 1:1
e sodio mertiolato 0,01%.

2. Esami su campioni di feci

Ricerca di Rotavirus di gruppo "A” e ri-
cerca di Corcnavirus in materiale fecale
mediantemetodoimmuncenzimatics (ELI-
SA)

Questo test & stato applicato su materiale



TaseiLa 1. Primers utllizzati per la dimostrazione

del genl codificant] Verotossine ed eae

Target Primer Sequenza

VT scresning VTLIM up S-GAA CGA AAT AAT TTATAT GT-3°
WTLIM down | 5-TTT GAT TGT TAC AGT CAT-Y

VTl KS7 5-ATG AAA AAAACA TTATTA ATA GC-3°
K58 5-AGC TAT TCT GAG TCA ACG-37

VT2 GE3 S-ATG AAG AAG ATG TTT ATG-3
GE4 S-TCA GTC ATT ATT AAA CTG 37

VTe FE1 5-CCC GGA TCC AAG AAG ATGTTTATA-Z

FK2 5-0CC GAATIC TCA GTT AAA CTT CAC C-3

eqe SKA 5-CCC GAATTC GGC ACA AGC ATA AGC-3'

SK2 5-CCC GGA TCC GTC TCG CCA GTA TTC &3

Fecale grezzo estratto in acqua distillata
(1: 10 pesa/volume). Dopo uno scongela-
mento rapido a bagnomaria (373 °C), i
campioni sonostati agitati percirca 20 se-
condi.

Perogni pozzetto delle micropiastre sono
stati distribuiti 50 pldellascluzione dian-
ticorpo policlonale (anticorpodi cattura),
rappresentato daun anticorpo policlona-
le di cavia anti-rotavirus gruppo A (o an-
ti-coronavirus), diluito al titale duse in
tampone carbonato-bicarbonato. La pia-
stra & statasottoposta ad agitazione, & su-
cessivamente coperta e incubata in posi-
zione statica per una notte in frigorifero
(5+3°CLAltermine dell'incubazione ipoz-
zettisonostati lavatidispensandoinognu-
no di essi 130-200 pl di tampone di lavag-
gio. I campioni sono stati sottoposti a test
indoppio, eseguendo due diluizioni in ba-
se 3. In particolare: sono stati dispensati
40 pl di tampone di diluizione in tutti i
pozzetti, a cui sono stati aggiunti 20 pl di
campiones, ottenendo cosl una diluizione
iniziale di 1:3; nei seguenti pozzetti & sta-
ta posta la seconda diluizione del cam-
picne (1:15). La piastra & stata poi coper-
taeincubata in termostato a 37+2 °C per
un'ora. Successivamente sono stati ese-
guiti 3 cicli di lavaggio come precedente-
mente descritto, a cui & seguita l'aggiun-
ta per ogni pozzetto della piastra di 50 pl
disiero di coniglio anti-rotavirus (o -anti-
coronavirus) coniugato con perossidasi,
diluito al titela d'uso prestabilito in tam-
pone diluente, con incubazione in termo-
statoa 37+2 °C per un'ora. Sono poi stati
eseguitinuovamente trelavagei. Sono sta-
tisuccessivamentedistribuitiZ0plinogni
pozzetto disoluzione substrato-cromoge-
no ¢incubati a temperatura ambiente per
10min.Ilbloccodellarcazione & stato ese-

guitoaggiungendo in tuttl i pozzetti 50 pl
della soluzione di arresto (acido sollorico
{H.50,)2N). La letturadella micropiastra
Eavvenuta tramite spettrofotometro alla
lunghezza d'onda di 490-492 nm con re-
gistrazione dell’assorbanza (densita otti-
ca, 0. D.) di ogni singolo pozzetto. Sono
stati considerati positivi i campioni che
alla diluizione iniziale presentavano va-
loridi ©. D 0,2, Valori di 0. D. compre-
si tra 0,20 e 0,35 sono stati considerati a
positivithd bassa tdebole positiva),

e Ricerca di particelle virall tramite
micrascopio elettronico 1n colorazione
negativa con ia tecnica di Immunoelet-
tronmicroscopia (1EM)

L'analisi consiste nella determinazione
della prezenza‘assenza di un determinato
antigene in un campione sospeso in fase
liquida, aseguitodellincubazione diun'a-
liquota dello stesso conuna pari quantita
di siero iperimmune o anticorpi mono-
clonali.

La positivita consiste, all'osservazione ul-
tramicroscopica, nella visualizzazione di
complessi antigene-anticorpo, ossiadi ag-
gregati di particelle wirali rivestite da un
reticola di anticorpi. I campionidi feciso-
no stati fatti scongelare rapidamente a ba-
gnomaria; agitati per risospendere il ma-
teriale e centrifugati a 9300xg per 30 min,
alla temperatura di cirea 15 °C. Dapo aver
prelevato una aliquota di 60 ml di surna-
natante prelevato nellafaseintermedia del
liguido ¢ averla depositata inun pozzetio
diuna piastramicrotiter, si®aggiunta una
pari quantita della miscela di sieri. La so-
luzione cosl ottenuta & stata incubata per
1 ora in termostato a 37 °C circa ponendo
le piastre in agitazione continua. Al ter-
mine dell’incubazione sono stati preleva-
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ti con la micropipetta 80 ml ¢ depositati
sopraunagriglia, rivestita diformyvar e car-
bonata allinterno dell’adapter, che sue-
cessivamente & stato depositato nella mi-
croprovetta. Le microprovette sono stale
ultracentrifugate per 1 5minutiad almeno
20 psi, corrispondenti a circa QGDUDSH. La
griglia, dopo essere stata asciugata com-
pletamente con carta bibula, # stata tra-
sferirta su una goceia di colorante (MaPt,
soluzione al 2% in H,0, pH 6,5] e lasciata
incontatto conilcolorante peralmeno 2,5
minuti. Dopo un'ulteriore asciugatura, la
griglia ®stataosservata almicroscopioelet-
tronice a un ingrandimento minimo di
25000 (paria 28.500 su schermo).
Incazodi presenza di aggregati antigene-
anticorpo, e se le caratteristiche morfolo-
giche dei virioni aggregati erano compa-
tibili con la specificita del siero utilizza-
to, la prova & stata considerata positiva.
Purse non statisticamente significativa, &
stata anche operata una valutazione del
numero delle particelle virali rilevate nel-
l'osservazions del preparato, utilizzando
una scalada 1+ a 5+, secondo il seguente
criterio:

1+ = 1-5 aggregati di piceole dimensiond
(2-10 particelle) nel complesso della gri-
clia (totale delle mesh osservate)

2+ = |-5 aggregati di piccole dimensioni
(2-10 particelle) per ciascuna delle mesh
osservate della griglia

3+ = 5-20 aggregati di dimesioni variabi-
li nel complesso della griglia (totale delle
mesh osservate)

44 = 5-20 aggregati di maggiori dimesio-
ni (10-50 particelle) per ciascuna delle
mesh osservate della griglia

8+ = numerosi aggregati (pia di 200 o di
dimeszioni rilevanti (pit di 50 particelle)
per ciascuna delle mesh osservate della
zriglia.

F Test Primacheck Digest-4

1 campionidifecisono stati diluiti 1:1 con
diluente pronto all'uso, Fornite nel kit,
portatia temperaturaambiente primadel-
l'utilizzo. Per ogni campione diluito sono
stati dispensati 100 ml in otto pozzetti e
incubati per 60 minuti a temperatura am-
biente, Successivamente si & provveduto
ad eseguire 3 lavaggi con soluzione di la-
vaggio. Sono stati quindi distribuiti 100
ml di coniugato pronto all'uso in tatti i
pozzetti della piastra, che # stata coperta
e incubata per 60 minuti a temperatura
ambiente. Dopo successivi 3 lavagel, so-
no stati distribuiti 100 ml di soluzione di
TME in ogni pozzetio e incubati al buio a
temperaturaambiente per 10 muniti. Sen-
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zasvuotarei pozzetti sono stati distribuiti
100 ml di seluzione di stop perbloccare la
reazione enzimatica. Ivaloridi densita ot-
tica (0. [ )sonostati valutaticonuno spet -
trofotometro con Gltro a lunghezza d'on-
da di 450 nm.

4. Esami slerclogic

Test ELISA per la quantificazione

dl g e igM su stero df witelle

Il test ELISA & stato eseguito su piastre a
96 pozzetti (strip Nunc Immuno Plate Ma-
xisorp, Roskilde, Danimarca ) perlaricerca
di antigeni specifici perle 1gG e le IgM in
siero bovino, I campioni erano rappre-
sentatidaisierideivitelli prelevati ai tem-
pi TO, T10, e T30,

I pozzetti delle piastre sono stati sensibi-
lizzati per 60 minuti a temperatura am-
bicnte con 100 pl di sicro ovino anti-IgG
olgM bovine purificato peraffinita ( Bethyl
Laboratories, Montgomery, TX, USA) e
diluita 1:100 in coating buffer [carbona-
to (MaHCO,)/bicarbonato i Ma,C0,) 0,05M
pH9,6]. I pozzeiti sono stati poi lavati per
3 volte con 200 pl di scluzione di lavag-
cio (50mM TRIS 0, 14M NaCl, 0,05% Tween,
pPH &), posti in incubazione per 30 minu-
ti dope aver dispensato in ciascuno 200
pl ditampone di lavaggio (perle IgGlo di
tampone di bloccaggio (1% BSA, 50mM
TRISO, 14MMNaCl, pH8 ) (perle IgM ) e suc-
cessivamente lavati per 3 volte con 200 pl
di tampone di lavaggio. Sono stati quin-
di aggiunti 100 ml dei campioni in dop-
pio e diluiti 1: 100,000 per le 125G in solu-
zione di lavaggio e 1:5000 per le IgM in
tampone di diluizione (19 BSA, 0,05%
Tween 50mM TRIS, O,14M NaCl, pH 2).
Lepitappropriate diluiziconideicampioni
sono state ottenute dalla costruzione del-
la curva di taratura per il siero bovino di
riferimento (standard) (Bethyl Laborato-
ries, Monigomery, TX, USA) sccondo lo
scherma fornito con il kit dianalisi. 1 cam-
pionisona stati incubati per | ora a tem-
peratura ambiente. Successivamente la
piastra & stata lavata per 5 valte con 200
pl di seluzione di lavaggio. La piastra &
stata postainincubazione per loraatem-
peratura ambiente, al fine di far avvenire
la reazione tra gli antigeni legatiall’anti-
corpo primario e l'anticorpo secondario
coniugato con  perossidasi  diluite
1:200,000, Successivamente la piastra &
stata lavata per 5 volte con 200 pl di so-
luzione di lavaggio e sono stati aggiunti
100 pl di TME (tetrametilbenzidina) per
rendere visibile 'avvenuto legame anti-
gene-anticorpo. Trascorsi 30 minuti cir-



ca, la reazione & stata bloccata con 'ag-
giuntadi 100 pldisoluzions distop (Ha S0y
0,2M). La lettura della ©.Iv, & stata ese-
guitaallalunghezzad 'ondadi450nm. Per
ogni campionc analizeato indoppioésta-
ta calcolata la media delle assorbanze
la deviazione standard dei singoli valori
dal valore media.

5. Analisi statistica
Ivaloriottenutidaisingoli campioniai tre
tempi sono stati sottoposti ad analisi sta-
tistica con il test ANOWVA a una viaal fine
di rilevare eventuali differenze significa-
tive tra gli stessi

2. Esamni batteriologic

A partire dagli organi ¢ dalle feci dei sog-
getti di cui & stata eseguita la necroscopia,
sono stati allestiti gli esami batterioscopi-
ci e batteriologici per l'isolamenta, liden-
tificazione ¢ la tipizzazione dei batteri pre-
senti. Sono inoltre stati ricercati i geni co-
dificanti per Verotoszine e per il gene eae,
I risultati ottenuti sono schematizzati nel-
le tabelle 3 e 4.

3. Esami su camploni di feci
1 sei vitelli sottoposti a necroscopia sono
inoltre stati sottoposti a test con il kit Pri-
macheck Digest-4 (tabella 5). Sono risul-
tati positivi 4 dei 6 soggetti.

= - L'esame eseguitosu 12 campiconidi Eeciap-
Risultati partenenti a vitelli del gruppo Aconil Test
Primacheck Digest-4 per la ricerca di Ro-

1. Animali tavirus, Coronavirus, E cofi k99 & Crapio-

Le necroscopic cffettuate su sei vitelli di
Razrza Piemontese morti in allevamento
hanno permesso di rilevare in tutti i sog-
getti la presenza di enterite spesso asso-
ciata ad altre lesioni anatomo-patologiche
{tabella 2).

sporidies ha permesso di rilevare un sog-
getto positivo a Coronavirus, 5 positivia E
coli K99, e 6 positivi a Creplosporiditm.
Due dei soggetti positivi a E. coli K99 sonc
risultati contemporaneamente positivi a
Cryptosporidium,

Taeetia 2. Repertl anatomo-patologicl osservatl In sede necroscopica

del sel vitelll decedut] In allevamento

M Vitelle | Reperti anatomo-patologici

1 Enterite, peritonite, emomagie sottosierose alla milza e allintesting, emomagie

palmorarn

Enterite

Enterite, bronchite apicals

Lieve entente, onfaloflebite

Liene enterite, onfaloflebite

S| || k2

Enterite, palmonite

Tasew s 3. Esaml batteriologicl dagll organl del vitelll deceduti

In allevamento

L Esame lsalamento Identificazione Blotipes| Eas| VT | K99
vitello | battericscopico | (genersl
1 Bacilli G- Escherichia E coli 30 nd. | nd -
FProteus
2 Bacilli G- Escherichia E coli 31 nd | nd| +
3 Bacilli - Escherichia E coli 28 nd. | nd -
4 Bacilli - Staphiococous Citmbacter 30 nd. | nd. -
Cocchi G+ Cimbacter froundi
5 Bacilli - Saphylococous Saphofcoccus
Cocchi G+ Cimbacter oSS 30 nd. | nd. -
Streptococcus Strepltococcus wbens
& Bacilli - Escherichia

n.d.: nen dimastrabile
[ 29
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Tasewa 4. Esaml batteriologici da campionl di feci

del vitelll deceduti In allevamento

M vitello lsolamento igenere) Identificazione
4 Escherichia E. cof

FKleibsialia Fleibsiella pneumonioe
5 Escherichia E. cdli

Pantoea Famtoea spp.

TapeLLa 5. Esaml su camplonli di fecl con Il kit Primacheck Digest-4

1 F " T F
2 - - - -
3 + + - -
4 - + - -
5 + + - -
3] - - - +

La ricerca di Rotavirus di gruppe A" e di
Coronavirus su materiale fecale degli stes-
si soggetti mediante metodo immunosnzi-
matico ha fornito positivith solo in un ca-
so, gia rilevato con il Test Primacheck Di-
gest-4 per la presenza di Coronavirus con
D. 0. 15,

Anche 'esame con la tecnica di immunee-
lettromicroscopia # risultato Fortemente
positive per Coronavirus con pitn di 20 ag-
sregati per ciascuna delle mesh osservate
della griglia.

Le stesse analisi effettuate su 13 sopgetti
appartenenti al gruppo B hanno dato esito

GraRoo 1. Concentrazione di lgG sieriche dei vitell ai tempi TO,
TieT2deigrnuppiAe B

T T2

!ﬂGruppﬂ#.le:puB'

*differenza statisticamente significativa a p<0,005.
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positive per Botavirus in un solo soggetto
al test Test Primacheck Digest-4. Lo stesso
soggetto & risuliato positive per la ricerca
di Rotavirus di gruppo "A" mediante me-
todoimmunoenrimaticocon D 0. 2,6 e me-
diamente positive con la tecnica di immu-
noclettromicroscopiacon 3-20aggregati di
dimezioni variabilineltotale delle mesh os-
servate.

4. Test ELISA per la quantificazione

di lgG e Ighd

I grafici | e 2 mostrano l'analisi statistica
effettuata sui risultati del test ELISA per
IgG e lgM sui sieri dei vitelli

La concentrazione delle IeG nel ziero dei
vitelliappartenentia entrambiigruppisub-
isce un decremento nel corso dei suce essi-
vi prelievi, ela quantita dilgG presentinel
gruppo A sono statisticamente inferiori
(p=0,005) rispetto a quelle del gruppo Bin
tutti i tre i prelievi,

Le IgM nel gruppo A presentano lo stesso
andamentodelle IgG. Al contrario, nel grup-
po B, leIgM, sebbene pit basze alla nasci-
ta rispetto al gruppo A, al T1 subizcono un
decremento per poi aumentars al T2, inol-
ire la quantita di IgM del gruppo A risulta
maggiore di quella del gruppo B al TO e al
T1. Al T2 le IgMrisultano in quantith mag-
giore nel gruppo B rispetto al gruppo A,

Discussione e conclusioni

La diarrea necnatale del vitello & una pa-
tologia a eziopatogenesi complessa deve i



diversi agenti causali possono intervenire
da soli o in associazione,

Mel presente lavoro, gli esami batteriolo-
gici condotti su organi dei soggetti dece-
dutiperenteritcinallevamento hannoiden-
tificato E. coli in 4 soggetti su 6.

Le feci degli stessi 6 soggetti inoltre sono
state sottoposteatest con il kit Primacheck
Digest—<+ e in 4 casi & stato possibile evi-
denziare delle positivita: in due casi & sta-
to possibile rilevare la concomitante pre-
senza di rotavirus e coronavirus, un sog-
getto e risultato pesitivo per coronavirus e
un altro per Cryptosporidinm. Mettendo in
relaziones le positivita ottenute all’'esame
batteriologico e al test eseguito sulle feci,
i possibile osservare in tre casi la presen-
za di due o pit agenti patogeni, confer-
mando la difficolta di poter mettere in re-
lazione la diarrea neonatale con uno solo
di questi microcrganismi.

Diei 33 vitelli oggetto dellindagine sotto-
postiatest perla ricerca di rotavirus e co-
vonavirus nelle feci con il test Primacheck
Digest—=+, conl'immunoclettromicroscopia
(IEM) e con il test ELISA, un soggetio & ri-
sultato positive per coronavirus e uno per
rotavirus, Entrambi sono risultati positivi
a tutti ¢ tre i test confermando una con-
cordanzatra gli stessi. L'TEM eil test ELI-
SA fornizcono rispettivamente un risulta-
tosemiquantitativoe quantitative della po-
sitivita. In particalare, I'TEM utilizza una
scala da 1+ a 5+, mentre il metodo ELISA
considera come debolmente positive 0.0,
tra 0,2 « 0,35, 1l soggetio positivo per co-
ronavirus & risultate fortemente positivo
all TEM (5+) ma con una D. O, al test ELI-
SA di 1,5; il secondo soggetto, positivo per
rotavirus, & risultato mediamente positivo
all'TEM (3+) ma ha presentato una D. O, al
test ELISA di 2,5, I due metodi pertanto
hanno mostrato una parziale discordanza
di risultati.

1l test Primacheck Digest-4 & stato inoltre
utilizzato per la ricerca di E. coli K99 ¢
Cryptosporidinm, evidenziando positivita
in 5 casi per E. coli K99 ¢in 6 soggetti per
Cryplosporidivm. Duediquestianimalipre-
sentavano positivith a entrambi gli agenti
patogeni.

Poiché i microrganismi che provocanao la
diarrea neonatale siribrovano comunemente
anche nelle aziende in cui la diarrea non
rappresenta un problema rilevante, # im-
portante prevenire tale patologia agendo
su altri Fattori condizionanti quali I'am-
biente, la nutrizicne e una corretta gestio-
ne zootecnica dell'azienda, per ridurre la
comparsaclagravitadellasintomatologia.
1 Fattori di rischio che condizionans 1%in-

GraRCD 2. Concentrazions di IgM sieriche dei vitelli ai tempi TO,
T1eT2 deigruppiAeB

sorgenza e soprattuttola gravita delle diar-
ree neonatali, infatti, sono comuni a tutte
le forme infettive e dipendono principal-
mente da un‘inaccurata assunzione di co-
lostro e una trascurata gestione sanitaria
dell’allevamento. In particolare, ® impor-
tante porre attenzione siaalla gestione del-
la vitellaia, sia a quella delle vacche gravi-
de: le principali misure da adottare a que-
sto riguardo sono una corretta igiens del
parto, il rapido allontanamento del vitello
dalla madre ¢ la stabulazione dei neonati
in gabbie singole,

1l test ELISA condotto susiera divitello per
rilevare la quantita di IgG e IgM presenti
nei soggetti oggetto dell'indagine ha per-
messo di evidenziare quanto segue:

# I vitelli non vaceinati, ma che hanno ri-
cevuto colostro da madri vaccinate al set-
timo mese di gravidanza con richiamo dao-
po 15 glorni (gruppo A) presentano livelli
sierici di IgG pit elevati = i mantengone
tali fino al T2, rispetto ai vitelli a cui & sta-
to somministrato direttamente il vaccino
{gruppo Bl

# La quantita di IgG in entrambi i gruppi
presenta un andamento decrescente.

# Sebbene la quantita di 1gG sia pit eleva-
ta nel gruppo A, il decremento delle im-
munoglobuline risulta inferiore nel grup-
po B la differenza tra TO « T2 & di circa
5000 mg/l nel gruppe A ¢ di 1200 mg/l nel
gruppo B,

¢ Le differenze di 1gG del gruppo A e del
gruppo B nei tre diversitempi risultano sta-
tisticamente altamente significative al TO
cal Tl e molto significative al TO,

s Nel gruppo Ala quantita Jdi IgM haunan-
damento simile a quello delle IgG.

# MNel gruppe B, nonostante le concentra-
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zioni sieriche siano inferiori rispetto al
sruppo A, la quantita di IgM tende a de-
crescere al Tl rispetto al TO, per poi au-
mentare al T2, arrivando quasi alla stessa
quantith presente al TO.

# Al T2 le IgM del gruppo B sono maggiori
di quelle del gruppo A

Pertanto & possibile dedurre che a seguito
di unavaccinazione effettuata sulle vacche
al settimo mese di gravidanza con richia-
mo dopo 15 giorni & con una corretta co-
lostratura, i vitelli sviluppano un‘immuni-
t4 piit cospicua sia per quanto riguarda le
I1gG che per quanto riguarda le IghM. Tut-
taviala quantita di IgM al 30° gicrno dopo
la nascita risulta maggiore nei vitelli vac-
cinati per via orale al giorno 0, rispetto ai
soggetti le cuimadri sono state vaccinate.
A tal proposito & importante sottolineare
alcuni concetti di base relativiall immuni-
ta neonatale nel vitello. Innazi tutto, 1"as-
senza di immunoglobuline nel siero dei vi-
telli neonati (Franklin er af., 1998), conse-
guente allaloro impossibilitadipassareat-
traversolaplacenta, sottolineal importanza
di una corretta assunzione di colostro.
Dopo la prima somministrazione di colo-
stro ¢ fino a circa 3 settimane di eth, fi-
siologicamente nel vitello si osserva un
graduale declino delle immunoglobuline.
Tale fenomeno & fovato all immaturita del
sistema immunitario del vitello alla na-
scita, che non consente 'espressione di
unarisposta immunitariaefficace. La pre-
senza degli anticorpi materni inoltre in-
terferisce nei primi 2-4 mesi di vitaconla
produzione di immunoglobuline (Naga-
hataeral., 1991, Frankliner al., 1998; Fran-

klin er al., 2003). Tali osservazioni trova-
no conferma anche nell’andamento as-
servato in entrambi i gruppi oggetto del
presente studio.

L'immunizzazione indotta dalla sommini-
strazione del colostro offre inoltre al vitel-
lonon solouna protezione umorale, maan-
cheun'immunita cellulo-mediata, grazieal-
la ricchezza in cellule del colostra (Lee ef
al., 1980, Licbler-Tenorio ef al., 2002; Re-
ber e @l., 2005), con il conseguente poten-
ziamentodelle capacita difensive dellamu-
cosaintestinale (Donovanetal, 2007 ). Lim-
munita cellulare del vitellorimane peral tro
inizialmente insufficiente a garantire una
adeguata protezione, a causa della produ-
zione da parte della placenta di progeste-
rone, prostaglandine E2 e citochine (Mo-
rein e al., 2002, della produzione da par-
te della madre di estrogeni e cortisolo nel
periodo precedente al parto (Jacob et al.,
2001) edellaliberazions periportale di glu-
cocorticoidi da parte del vitello subito do-
po la nascita { Mao et a/., 1994}, Durante le
prime & settimane di vita tuttavia & possi-
bile osservare un aumento sia del numera
che della percentuale di cellule B (Magaha-
ta ef al., 1991; Franklin ef af., 1998; Fran-
klinetal, 2003). Ai finidi unamigliore com-
prensione dei meccanismi di protezione in
attonel vitelloneonato, a seguito dellasom-
minsitrazione di un vaccino nella madre e
della vaceinazione orale al momento della
nascita nel vitello, sarebbe pertanto inte-
ressante anche una valutazione dell immu-
nita cellulo-mediata, per paragonare le di-
verse risposte alle due tipologic di vacci-
nazione. u
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