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INTRODUZIONE

Il virus della Diarrea Virale Bovina e responsaluligla Diarrea Virale Bovina/Malattia
delle Mucose (BVD/MD) malattia a diffusione mon@aesponsabile di gravi perdite
economiche in tutti i Paesi dove é praticato l\&lmento dei bovini.

Sebbenda BVD/MD sia una patologia conosciuta da molto pemil primo caso venne
infatti descritto nel 1946 da Olafson come “un’ agmte nuova malattia trasmissibile
dei bovini”, ancora oggi sono molti gli aspettiohs#ti di questa patologia.

Dopo la prima segnalazione linfezione da BVDV atatevidenziata in molti Paesi
associata a diverse manifestazioni cliniche, nusiestudi sono stati condotti per
comprendere la relazione tra 'agente eziologit®diverse forme sintomatologiche.

Il BVDV esiste in natura come quasispecie viralgeaerando costantemente mutanti si
adatta velocemente alla risposta dell'ospite. Mersie manifestazioni cliniche del virus
e i rispettivi processi patogenetici possono esatriuiti proprio alla variabilita virale
(Chastonet al., 2001) ne & un esempio la malattia delle mucose)(Miatologia
sporadica caratterizzata da elevata mortalita.

Recentemente I'attenzione della ricerca si é imegatsu aspetti di biologia molecolare,
con la caratterizzazione delle proteine virali dladsequenza genomica del BVDV.
Queste conoscenze hanno permesso di meglio congpecladpatogenesi della malattia,
di sviluppare migliori tecniche diagnostiche e tlidsarne I'epidemiologia molecolare
(Ridpath et al., 1994). Attualmente gli aspetti del BVDV maggiorrteenndagati
comprendono la variabilitd genetica e l'interazidraeil virus e l'ospite con particolare
attenzione alla risposta immunitaria innata e asitpudell'ospite.

Nonostante i numerosi studi la malattia risultacaacampiamente diffusa in molti Paesi
tra i quali I'ltalia. Molti aspetti dell'infezionedevo essere ancora chiariti la cui
conoscenza e necessaria per il controllo dellattiaala

Con il presente lavoro abbiamo quindi voluto appndire alcuni aspetti del BVDV ed
in particolare caratterizzare geneticamente alceppi circolanti in Italia, valutare la
variabilitd genetica di ceppi isolati nel corsoimfiezione persistente o malattia delle
mucose e la risposta immunitaria tramite quantimae dell’espressione di alcune
citochine in soggetti persistentemente infetti (PI)



La conoscenza delle varianti genetiche presentiestitorio € fondamentale ai fini sia
di studi di epidemiologia molecolare (Hametsl., 2001) sia nella scelta dei protocolli
vaccinali.

Lo studio sulla eterogenicita genetica & importgrge comprendere I'evoluzione del
virus e come le mutazioni genomiche influenzingddogenesi della malattia (Jorets
al., 2002). L’analisi delle quasispecie virali nei disiestadi dell'infezione puo essere
infatti d’aiuto nella comprensione dell'evoluziorgella Diarrea Virale Bovina e
Malattia delle Mucose.

L'approfondimento di alcuni aspetti della risposimmmunitaria nei confronti
dell'infezione persistente da BVDV risulta infinedispensabile per la comprensione
dei meccanismi di difesa durante linfezione e daol eventuale induzione tramite
vaccinazione.
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CAPITOLO 1. EZIOLOGIA

1.1 Ingquadramento tassonomico

[l virus della diarrea virale bovina (BVDV) appante alla famiglidlaviviridae, genere
Pestivirus. Alla famiglia Flaviviridae appartengono anche i gendfiavivirus e
Hepacivirus. All'interno del generePestivirus oltre al BVDV tipo | e Il, si trovano
anche il BDV (virus della Border Disease) e il PSGAfus della Peste Suina Classica)
€ una provvisoria quinta specie rappresentata dsingolo Pestivirus isolato da una
giraffa in Kenia piu di 30 anni fa (Fauquettal., 2005) (Fig. 1.1.1).

Fig. 1.1.1: Famiglia delleFlaviviridae (Fauquett al., 2005)



| Pestivirus sono geneticamente e antigenicamente correlatnesono strettamente
specie-specifici, sebbene all'inizio siano sta#issificati in base alla specie ospite. In
origine, si classificavano infatti, come PSCYV iugrisolati da suini, BVDV quelli isolati
da bovini e BDV quelli isolati dagli ovini. Studuscessivi hanno dimostrato che i
Pestivirus non sono ospite specifici. BVDV e BDV sono in goadl infettare un ampio
range di ospiti dell'ordinéArtiodactyla, quali capre, bufaliBubalus bubalis), maiali,
cinghiali e cervi (Becheet al., 1997; Giangaspero e Harasawa, 1999; Pata.,
1995a; Lgken, 1995; Nettleton, 1990; Hamersl., 2001). Il PSCV, invece, € stato
isolato solo dal maiale e dal cinghiale, fatto shggerisce una maggiore specificita per
I'ospite di questo virus (Lgken, 1995; Giangaspetdarasawa, 1999).

La scoperta che questi virus non sono ospite-9pebd reso necessario, ai fini della
classificazione, l'utilizzo di metodi che evidenaite loro caratteristiche antigeniche e
genetiche; Paton, e collaboratori hanno messo & ptéanticorpi monoclonali (MADS)
diretti verso 9 differentiPestivirus ottenendo, in base all’espressione degli epitopi,
quattro principali gruppi:

» 1l primo corrisponde al virus della peste suinasiea e include la maggior parte dei
Pestivirus suini.

» 1l secondo gruppo contiene i virus di origine bavied include i virus di referenza
del BVDV, oltre a virus isolati da suini e pecore.

» Al terzo gruppo appartengono i virus di referenedadBDV ed alcuni virus isolati
da suini.

» 1l quarto gruppo, infine, include virus atipici lati da bovini, pecore e suini.
Tuttavia, questa classificazione non é ben defimtguanto rimane uduster di ceppi
che si trovano in una posizione intermedia traticgyruppo BVDV e quello BDV.

Lo stesso risultato si & ottenuto con prove di eutralizzazione (Patoet al.,
1995a). Dunque, anche la classificazione su basgeaica dePestivirus tramite test di
cross-neutralizzazione e differenziazione attravargicorpi monoclonali non é priva di
limiti. 1l metodo attualmente piu utilizzato, penaicorretta classificazione e quello di
evidenziare la correlazione genetica tra i virust uesto fine, si possono utilizzare
diverse porzioni del genoma, quali la 5’UTR (Petiet al., 1994; Patomt al., 1995a;
Becheret al., 1995, Giangaspero e Harasawa, 2004), la E2 ¢Avahmirezet al.,
2001; Becheet al., 2003) e la RO ( Becheret al., 2003).



Fig. 1.1.2: Dendrogramma che mostra le relazioni geneticlae diversi ceppi ¢
Pestivirus. L'albero filogenetico & stato ottenstdla base della sequenz8NBeche
et al., 2003)

Sulla base dell’analisi genetica il BDV, BVDV-1, BW/-2 e PSCV possono essere
divisi ciascuno in sottogenotipi o sottogruppi (ciapitolo 2.4).

Il BVDV puo poi essere diviso in 2 biotipi sulladsmdella presenza o meno di effetto
citopatogeno in colture cellulari infettate cowilus della diarrea virale bovina. | ceppi
sono classificati come citopatogeni (cp) o nonpatogeni (ncp) (Castrucci, 1992).

1.2 Morfologia

Il virus della diarrea virale bovina ha un diamedicirca 40-60 nanometri e una forma
sferica; & un virus provvisto di envelope sulla superficie si trovano subunita a forma
di anello del diametro di 10-12 nanometri rapprésendalle proteine E1 ed E2; si
pensa che anche la proteina EO sia associataelgye ma non € ancora certa la sua



precisa localizzazione (Donis, 1995). Il capsideriato dalla proteina C presenta una
simmetria cubica (Farina e Scatozza, 1998).

Fig. 1.2.1: Microscopia elettronica a colorazione negativa B¥DV-1 (Fauquetet
al., 2005)

Fig. 1.2.2: Struttura del BVDV

1.3 Caratteristiche fisico-chimiche
1.3.1 Caratteristiche fisiche
La massa relativa (Mr) del virione non é stata meigata con precisione, ma in base

alla composizione del virus & stimata di circa 6x1G densita in saccarosio & 1.10-
1.15g/cnf; il coefficiente di sedimentazione$) & 140-150S (Fauquetal., 2005).



1.3.2 Composizione chimica

1.3.2.1 Acido nucleico

Il virione contiene un singolo filamento di RNA alarita positiva di circa 12.3 kb di
lunghezza. Le dimensioni del genoma possono perargaa seconda del biotipo in
esame; sono stati infatti evidenziati biotipi cabpgeni di BVDV in cui la lunghezza
del genoma é di 8 kb (Taugkzal., 1994) ed altri di 15.2 kb (Bechetral., 1998).

Queste variazioni delle dimensioni del genoma sdma@ttribuire a delezioni di ampie
parti del genoma, inserzioni di sequenze di gendetla cellula infettata, duplicazioni e
rimaneggiamenti del genoma virale (Mendeal., 1998; Beherena al., 1998).

In tutti i casi, 'RNA genomico contiene una singobpen reading frame (ORF)
(Fauquett al.,2005).

La composizione delle basi nucleotidiche dei ceg@gindard € la seguente: 32%
adenina, 22% timina, 26% guanina, 20% citosina {©dr995).

1.3.2.2 Proteine

Fig. 1.3.2.2.1: Organizzazione del genoma deBestivirus e clivaggio dell
poliproteina (Fauquet al., 2005).



I genoma di BVDV, codifica per una poliproteina 3898 aa corrispondente ad una
proteina di 438 kDa che successivamente vienetalival2 polipeptidi di cui 4 sono
strutturali e 8 non strutturali.

- Proteine strutturali

| virioni sono composti di 4 proteine strutturddi:proteina del nucleocapside C (14kDa)
e le 3 glicoproteine dell’envelope;"E§gp44/48), E1 (gp33), E2 (gp55).

C

La proteina C e la proteina capsidica. Questa pi@te costituita da 102 aa ed ha un
peso molecolare di 14 kDa. E’ una proteina ben ewasa tra i diversPestivirus e la
sua funzione sembra essere quella di “impacchéttReA genomico e di provvedere
alle interazioni necessarie per la formazione éellelope. La proteina C mostra una
bassa immunogenicita (Donis, 1995).

EO

La proteina EO é una glicoproteina di 227 aa copasb molecolare di 48 kDa. Questa
proteina sembra essere una componente del viriemehB la mancanza di siti di
ancoraggio suggeriscano una bassa interazionéesorelope. EO € una proteina molto
conservata tra i diver§lestivirus, ma la sua funzione non é stata del tutto chiaritzhe
se, alcuni studi, hanno attribuito a tale proteina attivita ribonucleasica (Schneider
al., 1993). EO induce un alto livello anticorpale hevini infetti anche se tali anticorpi
hanno una bassa capacita neutralizzante.

El
Il polipeptide E1 e formato da 195 aa ed il pesdecmwlare € di 25 kDa. Tale proteina

contiene due domini idrofobici che servono per ub sancoraggio alla membrana
cellulare e per iniziare la traduzione del polipgdptadiacente, la proteina E2.



CAPITOLO 2. EPIDEMIOLOGIA

2.1 Diffusione geografica

La diarrea virale bovina e stata segnalata in nasigraesi a partire dagli anni '40,
tanto che la si puo definire una malattia cosmitgp@Maglioneet al., 1990).

La prevalenza dellinfezione da BVDV e molto alt¥'isterno delle popolazioni
bovine; la maggior parte degli studi mostrano,tinfahe la sieroprevalenza si attesta su
valori simili nei diversi allevamenti o aree gedgriae andando dal 60% all’'85%. Sono
state riscontrate sieroprevalenze dell’'83% in PaldRolak e Zmudzinski, 1995), del
79,2% in Croazia (Biuk-Rudaet al., 1998) e del’'80% in Belgio. In diversi stati del
continente africano e americano sono state risatengiero-positivita elevate, oscillanti
dal 73% all'88% (Maglionet al., 1990).

Anche le percentuali dei soggetti persistentemanfedti risulta abbastanza costante
andando dallo 0,5% al 2% (Houe e Meyling, 1991aR@& Zmudzinski, 1999; Biuk-
Rudanet al., 1998).

Tuttavia si possono riscontrare differenze sigatiee soprattutto in relazione a
determinati fattori epidemiologici tra i quali, deensita di popolazione, I'uso di vaccini,
il commercio degli animali ed il tipo di stabulaa® (Houe, 1999).

Infatti, sono state riscontrate sieroprevalenzgatein aree ad alta densita di bovini e
caratterizzate dalla presenza di grandi allevan(étdue e Meyling, 1991). Viceversa,
sono state riscontrate percentuali molto basseedomevalenza (0,8-1,6%) in quelle
aree dove sono stati attuati piani di controlloregpammi di eradicazione oppure dove
Si pratica un’attenta sorveglianza sul commerciglidanimali (sieroprevalenza del
21%) (Nuotioet al., 1999; Mainar-Jaimet al., 2001).

[l BVDV tipo 2, invece, € stato isolato solo allad degli anni '80 durante epidemie
caratterizzate da forme emorragiche negli StattiUniCanada (Corapat al., 1990).
Indagini di laboratorio su sieri fetali bovini testin diversi stati del nord America
hanno evidenziato un’alta prevalenza di BVDV tip(Bdlin e Ridpath, 1998).

Meno diffusi attualmente in Europa, i BVDV tipo @msbrano tuttavia aver fatto la loro
apparizione. Infatti una sindrome emorragica easéatidenziata nel 1992 in numerosi
allevamenti del sud del Belgio (Broetsal., 1992).
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2.1.1 Situazione in ltalia

La diarrea virale bovina e stata identificata pepdima volta in Italia nel 1960 da Poggi
e Carboni che descrissero un’infezione presentendidi anni nella Pianura Padana
corrispondente alla diarrea virale osservata naiefica del Nord (Poggi e Carboni,
1960).

Successive ricerche di Castructti al.,, (1968) e di Avelliniet al., (1968) hanno
dimostrato definitivamente la presenza del BVDVntita isolamento su colture di
cellule renali di bovino.

La diffusione dell'infezione da BVDV nel nostro Raee ampia e, sulla base di riscontri
sieroepidemiologici, risulta assumere una elevetagienza sia tra i bovini da latte che
tra i bovini da carne (Caviraei al., 1992; Castrucet al., 1998).

Ricerche effettuate in diversi allevamenti di be@vida latte nel nord Italia hanno
dimostrato che la prevalenza della positivita dagica si attesta dal 53 al 90%
(Caviraniet al., 1992; Luzzaget al., 1999a).

Per quanto riguarda gli allevamenti da carne, umidic svolto in bovini allevati in
Nord Italia ha dimostrato un incremento sensibééledsieropositivita nei primi 5 mesi
di allevamento passando dal 25% al 95%; cio inditattiva circolazione di BVDV tra
gli animali da carne e, quindi, un elevato e pnetesaschio di contagio (Cavirasi al.,
1999).

In animali appartenenti ad allevamenti a indirizgoduttivo misto di alcune province
piemontesi, sono state segnalate sieropositivita eariano dal 53,5% al 67,2%
(Maglioneet al., 1990).

Studi sulla prevalenza di soggetti immunotolleranpersistentemente infetti, effettuati
nei centri di fecondazione artificiale e in allevamti di bovini da carne, hanno
dimostrato come la prevalenza di tali soggettinemiedia, dell’1% (Cordioliet al.,
1996; Caviranet al., 2000) (Tab. 2.1.1.1).

Recentemente diversi studi hanno inoltre dimostiatarcolazione in Italia del BVDV
tipo 2.

Luzzagoet al., (1999b) ha mostrato la circolazione del virusumallevamento della
provincia di Verona in cui si era verificato, netrmdo di marzo-aprile 1995, un
focolaio con sintomatologia caratterizzata da troaiopenia ed emorragie diffuse.
Stipiti virali appartenenti al BVDV tipo 2 sono #tanoltre isolati da ovini nati disvitali

3C



appartenenti ad allevamenti della Puglia e dellzilBata (Pratelli e Buonavoglia,
2000).

Tab. 2.1.1.1risultati riguardanti la prevalenza del BVDV #talia (Luzzago, 2005)

2.2 Recettivita

| Pestivirus infettano naturalmente molte specie di ungulati tadjhia fessa che
appartengono allordindrtiodactyla. Da recenti studi sembra che anche l'uomo sia
sensibile all'infezone daestivirus.

2.2.1 Bovini

| bovini se non presentano copertura anticorpate secettivi durante tutta la vita. E

soprattutto il BVDV tipo 1 a provocare le forme n@imente riscontrate mentre i casi
dovuti al BVDV tipo 2 sono molto meno frequenti [Ben et al., 1994).
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Nella forma acuta causata da BVDV tipo 1 il tassondrbilita varia dal 30% al 90%
mentre la mortalita € molto ridotta, raggiungendionassimo I'8% (Houe, 1995); la
malattia puo0 manifestarsi in tutte le classi di, di#ftavia essa e decisamente piu
frequente e piu grave nei soggetti giovani. | clisinortalitd sono legati soprattutto a
carenze di immunita passiva di origine colostrale anmplicazioni da parte di patogeni
di irruzione secondaria (Baker, 1995). Un ruolodepiiologico fondamentale & svolto
dalle bovine gravide che non presentano protezionieorpale; esse sono recettive per
tutto il periodo della gravidanza e se infettat® fal quarto mese di gestazione, possono
portare alla nascita di soggetti persistentemenrigtti e immunotolleranti.

Le forme acute causate da BVDV tipo 2 sono catiatige da una mortalita che puo
raggiungere il 25% negli allevamenti dove il virgs presenta per la prima volta
(Pellerinet al., 1994).

Per quanto riguarda la Malattia delle Mucose larsoailita € bassa (5-10%) mentre la
mortalita & elevata causando il decesso del 90-1di%oggetti malati (Rossi, 1990).

2.2.2 Altri ruminanti domestici

Sono stati isolati molti ceppi di BVDV sia del tidoche del tipo 2 nelle pecore e nelle
capre (Vilceket al., 1997; Pratelli e Buonavoglia, 2000). Le infezigia naturali che
sperimentali con BVDV causano in queste due speelogie simili a quelle
riscontrate nei bovini. Si possono manifestareattnfcasi di aborto e, soprattutto, la
nascita di agnelli e capretti disvitali (PratelBaonavoglia, 2000).

Anche la specie bufalina & sensibile al virus dBN&D; indagini sierologiche effettuate
negli allevamenti di bufale da latte nel nord Hahanno dimostrato che I'81,8% dei
soggetti erano sieropositivi al BVDV (Caviraatial., 1995).

2.2.3 Altre specie domestiche
Indagini sierologiche hanno dimostrato una grand#usione dell'infezione di
Pestivirus anche nella popolazione suina; il tasso di sieregdenza puo variare dal 3%

al 40% e dipende soprattutto dal contatto con bogirpecore ma anche dall’eta
dellanimale.
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Nel corso di infezioni sperimentali con BVDV tipoelBVDV tipo 2 nella specie suina,
non sono stati evidenziati sintomi clinici o lesi@anatomo-patologiche raffrontabili alla
patologia dei bovini (Walet al., 1999).

2.2.4 Animali selvatici o in cattivita

Le specie animali dalle quali & stato isolato ilusi o che hanno presentato reazioni
anticorpali per infezioni naturali attribuite a wé del genere Pestivirus sono diverse e
distribuite in tutti i continenti. Indagini sierajcche hanno infatti dimostrato la presenza
di anticorpi contro iPestivirus in circa 50 specie di ruminanti selvatici o intoata
distribuiti all'interno delle famigliecCamelidae, Giraffidae, Cervidae, Antilocapridae e
Bovidae.

Nella tabella 2.2.4.1 sono riportate le specieunsono stati riscontrati anticorpi contro

i Pestivirus dovuti ad infezione naturale o in cui & statodasolil virus (Nettleton, 1990).
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Camelidae

Cervidae

Giraffidae
Antilocapridae

Bovidae

Camelus dromedarius, Lama guanicoe,
Lama pacos

Cervus axis, Cervus duvauceli, Muntiacus
reeves

Hidropotesinermis, Cervus nippon
Dama dama
Alcesalces

Odocoileus hemionus, Odocoileus
virginianus

Cervus elaphus
Capreolus capreolus
Giraffa camelopardalis
Antilocapra americana

Taurotragus spp., Tragelaphus strepsiceros,
Tragelaphus angasi, Oryx gazella,
Hippotragus niger, Kobus defassa, Kobus
ellipsiprymnus, Kobus leche, Redunca
arundinum, Alcelaphus busel aphus,
Damaliscus lunatus, Connochaetes spp.,
Aepyceros melampus, Antidorcas
marsupialis, Sylvicapra grimmia, Syncerus
caffer

Boselaphus tragocamelus, Damaliscus
dorcas, Madoqua kirki, Capra aegagrus
aegagrus, Capra hircus, Capricornis
sumatraensis, Ovisvignei, Ammotragus
lervia, Oreamnos americanus, Bos gaurus
Bison bonasus

Gazellarufifrons

Capra ibex, Rupicapra rupicapra
Rupricapra pirenaica pyrenaica

Ovis canadensis

Doyle e Heuschele (1983
Fosteret al., (2005)

Doyle e Heuschele (1983
Lawmanet al., (1978)
Edwardst al., (1988)

Vannier e Carnero (1985

Karstad (1981)

Blancou e Barrat (1984)
Baradelet al., (1988)
Pottset al., (1987)
Barrett (1975)

Hamblin e Hedger (1979)

Doyle e Heuschele (1983

Becheret al., (1999)
Roederet al., (1987)

Baradelet al., (1988)
Arnal et al., (2004)

Parks e England (1974)

P

Tab. 2.2.4.1:Animali selvatici e in cattivita in cui & stataidenziata infezione da

Pestivirus (Nettleton, 1990 modificata)
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2.2.5 Uomo

Alcuni studi hanno dimostrato la possibilita dicositrare anticorpi anti-BVDV nel siero
umano ed antigeni in campioni di feci. Giangaspgra., (1988) hanno riscontrato una
prevalenza di anticorpi specifici anti-BVDV nell'8 in addestratori di animali e
veterinari. In uno studio successivo lo stesso Patma rilevato su 1272 campioni di
siero umano provenienti da Zambia ed Europa ungajeeza di anticorpi anti-BVDV
del 15,3%. E stato evidenziato come la positivigiiadogica fosse piu alta nei soggetti
HIV positivi e, tra questi, soprattutto nei soggetin la forma conclamata della malattia
e con patologie connesse ad essa. Nel corso detlm £ stato inoltre isolato il BVDV
dal buffy coat di 2 pazienti. Non & stato chiaritottavia, se il virus isolato avesse
un’origine umana o0 se rappresentasse un “adattaineeti’'uomo dei ceppi virali
animali (Giangasperet al., 1993). Yolkeret al., (1989) testando 128 campioni di feci
di bambini con diarrea non attribuibile ai comuitggeni, hanno evidenziato che 30
(23,6%) erano positivi alla ricerca degli antigelei Pestivirus. La maggior parte dei
campioni positivi provenivano da pazienti con eti@iiore ad 1 anno con gastroenterite
e con sintomi correlati ad infammazione del tra#spiratorio.

2.3 Modalita di trasmissione
2.3.1 Trasmissione orizzontale

Questa via di trasmissione pu0 avvenire per cantitetto o indiretto. Sicuramente il
contatto diretto tra animale malato ed animale sappresenta la via di trasmissione
virale piu importante.

| soggetti Pl sono il principale serbatoio di irfe® poiché eliminano continuamente
grandi quantita di virus attraverso le escrezicasali, saliva, seme, urine, feci, scolo
oculare e latte (Houe, 1995).

Anche gli animali con infezione acuta possono @ssena fonte di infezione:
I'eliminazione del virus, in questo caso, avviene tieoli piu bassi rispetto
all'eliminazione di un animale Pl inoltre il permddi escrezione del virus é
relativamente basso protraendosi per 2-3 settimane.
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La trasmissione interspecie del virus, pur essepdgsibile e dimostrata, non
rivestirebbe una grande importanza dal punto diavepidemiologico poiché ormai
vanno scomparendo gli allevamenti di tipo misto.

Per quanto riguarda la trasmissione aerea c'e kj@iglerplessita: infatti, il passaggio
del virus da un animale all'altro tramite brevitdisze sembra essere possibile anche se
non e stato dimostrato sperimentalmente (Houe,)1995

In mandrie dove sono presenti animali Pl a strettatatto con animali sani o dove essi
sono parzialmente separati € stata dimostrataapidar diffusione del virus, mentre in
quegli allevamenti dove gli animali Pl sono sepadagli altri, il passaggio del virus
risulta molto piu lenta o addirittura assente (HAL895).

La trasmissione del virus con il seme puo esseeevim importante d’infezione nella
bovina. Per questo motivo sono stati introdottihenan Italia dei provvedimenti di
polizia sanitaria che prevedono controlli sui tdastinati ai centri di fecondazione
artificiale, oltre che norme applicabili agli scanmitracomunitari di sperma congelato
(Direttiva CEE 88/407, recepita dall'ltalia conDPR n.226 del 1/3/1992 Supplemento
Ordinario G. U., 19 marzo, 66).

La trasmissione indiretta dell'infezione puo avveranche attraverso 'embryo transfer.
[l BVDV, infatti, puo essere riscontrato negli armilindonatori di gameti, nelle bovine
riceventi e nei terreni utilizzati per la raccodd il trasferimento degli embrioni come,
ad esempio, il siero fetale bovino (SFB). Per tat#ivo si rende necessaria un'attenta
scelta dei donatori dei gameti e delle ricevemrtimbrione. Gli embrioni raccolin vivo
dovrebbero essere sottoposti a 10 lavaggi e dogrebbssere trasferiti solo quegli
embrioni in cui la zona pellucida e intatta. Pearfo riguarda gli embrioni ottenuti
vitro tutti i prodotti biologici utilizzati dovrebberassere testati per rilevare la presenza
del BVDV (Chastant e Maillard, 2000a).

Anche l'uso di vaccini puo rappresentare un fatttiraschio per I'infezione da BVDV.

E stato dimostrato, infatti, che bovine gravidesestate infettate per l'uso di vaccini
vivi contaminati con BVDV biotipo non citopatogemoche la malattia delle mucose
puo essere il risultato di ricombinazioni tra i pepaccinali e i ceppi di campo (Ridpath
e Bolin, 1995).

E stata inoltre dimostrata sperimentalmente laipihiss di isolare il BVDV da zanzare
che si erano nutrite da animali Pl; l'isolament@ mssere effettuato fino a 96 ore dopo
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il pasto di sangue (Houe, 1995). Tale via di irdeei comunque non e importante ai fini
pratici vista la bassa carica virale assunta dalfzara durante il pasto.

Altre vie di infezione indiretta possono essereprapentate dall’utilizzo di strumenti

chirurgici contaminati dal sangue o dal siero i@gFuscoet al., 1997), da strumenti

per il contenimento degli animali come pinze penaso (Gunn, 1993), guanti per
I'eplorazione rettale (Lang-Ree, 1994), tramiteilizzo di strumenti infetti nella pratica

dellinseminazione artificiale (Chastant e Maillar2000a) e tramite stivali o scarpe
contaminati.

2.3.2 Trasmissione verticale

Questa modalita di trasmissione si verifica quavidéoe infettata una vacca gravida; il
virus, infatti, possiede la capacita di attravexdarbarriera placentare. Entrambi i ceppi
(cp ed ncp) sono in grado di oltrepassare taladsarma, mentre il ceppo citopatogeno
causa sempre la morte del feto, il ceppo non dita@mo pud determinare la nascita di
soggetti persistentemente infetti ed immunotollgrd@iastorett al., 1998).

2.4 Epidemiologia molecolare del BVDV

Dall’analisi del genoma che si ottiene con l'utdlizdelle biotecnologie si possono trarre
importanti informazioni di ordine epidemiologicotr@ che di tipo patogenetico e
antigenico (Lecomteet al., 1998). Il monitoraggio genetico, infatti, perneetdi
conoscere le varianti virali preesistenti circolanpuo rilevare I'introduzione di ceppi
virali nuovi sia a livello dell'azienda sia a lvelnazionale.

Molti paesi hanno intrapreso monitoraggi genetidiree di determinare la presenza sul
territorio di ceppi di BVDV (Sakodat al., 1999; Tajimaet al., 2001; Couvreuet al.,
2002; Hurtadoet al., 2003; Vilceket al., 2003a; Vilceket al., 2003b; Mishraet al.,
2004; Parkst al., 2004; Toplaket al., 2004; Mahonyet al., 2005; Staldeet al., 2005;
Tajima e Dubovi 2005).

Il genotipo BVDV racchiude infatti un gruppo di us che si differenziano per struttura
antigenica, effetto citopatogeno e virulenza (Ritlp2003).
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Nei primi anni '90 in Nord America si riscontrarodelle infezioni da BVDV piu gravi
di quelle conosciute, associate a una sindromeragioa e che presero il nome di SA
BVDV (Severe Acute BVDV). | ceppi isolati da questi virus altamentat@geni furono
messi a confronto, sia dal punto di vista antigeicice genomico, con i ceppi classici di
BVDV. La virus neutralizzazione e il sequenziamerdella regione altamente
conservata 5’'UTR portarono allo stesso risultat®ppi responsabili del quadro clinico
pitu grave appartenevano a un gruppo distinto di BVBomparando le sequenze di
genoma dei diversi tipi di BVDV, si individuaronefatti, due genotipi: BVDV-1 e
BVDV-2, responsabile della forma associata a engaargPellerinet al., 1994).
L'esistenza di piu genotipi ha una ricaduta direstdd campo, basti pensare alle
differenze sul piano biologico-clinico che si rist@no durante l'infezione da BVDV.
Confrontando BVDV-1 e BVDV-2, si puo notare che:

* Sia del BVDV-1 che del BVDV-2 esistono due biotigiitopatogeno e non
citopatogeno. | ceppi non citopatogeni di entramlgenotipi possono instaurare
infezioni persistenti.

* Nel caso di infezioni acute in animali adulti, @ethaggior parte dei casi, entrambi i
genotipi danno forme lievi o subcliniche.

» Alcuni ceppi non citopatogeni di BVDV-2 sono respahbili di una forma molto
grave, denominata sindrome emorragica e, in seghimmataSevere Acute BVD e
caratterizzata da piressia (>40°C per tre o pigngiptrombocitopenia e leucopenia piu
0 meno evidenti.

» C’e una netta differenza antigenica tra BVDV-1 eBX/2, evidenziabile con sieri
policlonali e anticorpi monoclonali (Ridpath, 2003)

| due genotipi sono a loro volta suddivisibili irot®genotipi (gruppi genetici
distinguibili allinterno del genotipo). Per quant@uarda BVDV-1, allinizio erano
stati descritti solo due gruppi, BVDV-1a (ceppo rdierenza NADL) e BVDV-1b
(ceppo di referenza OSLOSS) (Pellegiral., 1994). Becheet al., (1999) studiando la
regione del genoma™ e E2 suddivisero il BVDV in cinque sottogruppitiis: 1a,
1b, 1c, 1d, 1e mentre il BVDV tipo 2, BDV ed il P8@ due sottogruppi ciascuno.
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Fig 2.4.1:Dendogramma che mostra la suddivisioneRasiivirus in base alla regior
NP (Becheret al., 1999).

Successivamente, il BVDV-1 é stato suddiviso irendtri gruppi e in uno studio del
2001, Vikek, combinando l'analisi delle regioni 5’UTR &1 di 76 ceppi di BVDV-1
provenienti da tutto il mondo, ha ottenuto 11 giugpgenetici (1a-1j) (Vilceket al.,
2001). Uno studio del 2004 (Vék et al., 2004), ha poi evidenziato la presenza di un
dodicesimo sottotipo, BVDV-1k.
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Fig 2.4.2 Alberi filogenetici di BVDV-1 delle regioni 5’UR e N (Vilcek et al., 2004)
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Gli alberi filogenetici prodotti suggeriscono chieigolati del BVDV-1 si sono evoluti
tutti da un antenato comune in direzioni genetidheerse e con velocita evolutiva
simile tra loro (Vilceket al., 2001) e con mutazioni a livello nucleotidico mbco
rilievo, visto che le funzioni biologiche ed enzitiche necessarie per la sopravvivenza
del virus devono essere mantenute. A livello delguenza 5’UTR, ad esempio, le
mutazioni si concentrano in due regioni e soneetate solo quelle modificazioni che
non alterano il significato biologico della strudusecondaria di questa regione. Lo
stesso vale per la sequenza che codifica per taipaoNoro.

Per quanto riguarda l'analisi filogenetica del ggw BVDV-2, invece, sono stati
riscontrati due sottotipi, il BVDV-2a e il BVDV-2l§Vilcek, 2004; Ridpath, 2003;
Bolin, 2004). Per altri Autori, pero, si possonasdificare 4 sottogenotipi. Giangaspero
e Harasawa (2004), studiando la sostituzione ntidlea palindromica (PNS) a livello
di loci variabili V1, V2, V3 della regione 5'UTRahno evidenziato i sottotipi BVDV-
2a e BVDV-2c che comprendono ceppi provenienti sialdovini; BVDV-2b con ceppi
isolati da bovini e pecore; BVDV-2d con ceppi diespecore In particolare, il genotipo
BVDV-2a e BVDV-2b includono isolati a bassa e altallenza, mentre il BVDV-2c e
BVDV-2d solo quelli ad alta virulenza. La tipizzame genetica del BVDV-2, non é
ampia, probabilmente a causa dei pochi isolatiagppenti a questo tipo, disponibili
per le analisi.

L'analisi filogenetica dei ceppi circolanti dimogtcome sia fondamentale lo studio del
genotipo virale allo scopo di ottenere informaziepidemiologiche importanti nello
sviluppo di test diagnostici e per l'attuazione migliori strategie di controllo della
malattia riguardanti sia l'allestimento di vacciciie l'introduzione di norme per lo
spostamento degli animali (Hurtaeial., 2003).
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CAPITOLO 3. PATOGENES
3.1 Patogenes dellaforma acuta

L'infezione sostenuta dal BVDV puo avere una digeevoluzione in relazione alle
diverse modalita di trasmissione e dei biotipi ®oiti. Nella trasmissione orizzontale il
virus penetra attraverso la mucosa orale, nasatgigntivale o genitale (Fusa al.,
1997).

Alla penetrazione del virus segue una fase digeliella durata di circa sei ore in cui il
virus non € reperibile in nessuna sede dell'organigCastrucci, 1992). Il virus si
moltiplica inizialmente nelle sedi di penetraziord in seguito diffonde per via
ematogena e linfatica, associato ai linfociti B .eQuesta fase di viremia si verifica
dalle 48 alle 72 ore dopo l'infezione e nell'infeae acuta persiste per un periodo di 15
giorni (Brownlie et al., 1987). Il virus replica nelle pareti dei vasiféitici e negli
elementi bianchi del sangue, soprattutto nei litigsecondo ciclo replicativo) quindi
si trasferisce fino alla mucosa intestinale e aliitture linfoidi (milza, linfonodi e
timo). L'invasione del tessuto linfoide potrebbeaeggre la transitoria diminuzione delle
difese immunitarie causata dalla diminuzione deokitiB e T.

La risposta immunitaria si manifesta dalla secosettimana per raggiungere il picco
massimo alla quarta-sesta settimana dopo linfez{Guscaet al., 1997).

3.1.1 Riduzione delle difese immunitarie

| meccanismi dellimmunosoppressione coinvolgonori vaspetti del sistema

immunitario. | linfociti ed i macrofagi rappresentale cellule bersaglio del BVDV e
durante linfezione acuta si verifica una leucopemansitoria con decremento dei
linfociti T CD4+ e CD8+, dei linfociti B e dei netfili (Grooms, 1998a).

Tuttavia, uno studio svolto da Collen e Morrisor20@0) riguardante [Iattivita

linfocitaria durante un’infezione acuta da BVDV, lkiémostrato che dopo la fase
viremica si verifica una proliferazione dei linfact e, piu specificamente, delle cellule
CD4+ e CD8+ provocata dalle proteine dellenvelogalla proteina del capside C,
dalla proteina R° e dalla proteina non strutturale NS2-3.
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Studi in vitro hanno dimostrato che le cause drltiunosoppressione risiedono nella
diminuizione della risposta dei linfociti alla sotazione mitogena, nel decremento
della produzione di interferone, nella minor praduoe di interleuchina-1 e 2 (IL-1, IL-
2) e di tumor necrosis factor (TNF) da parte denowiti e nella diminuizione della loro
risposta chemiotattica. Ulteriori studi hanno ditnat® che la diminuzione di linfociti T
CD4+ determina un prolungamento della viremia. theglsebbene i linfociti CD4+
siano comunemente associati a funziorhdiper, essi possono anche essere citotossici
e indurre apoptosi. Un riscontro pratico di ciohai nel fatto che nelle prime fasi di
infezione acuta di BVDV, nei follicoli linfoidi sosserva morte cellulare per apoptosi
(Liebler-Tenorioet al., 2004).

Per quanto riguarda i neutrofili di animali infeton BVDV hanno una attivita
battericida ridotta, inoltre, la citotossicita loéd-mediata ed anticorpo-dipendente
viene significativamente alterata (Grooms, 199&a)stato inoltre dimostrato che il
BVDV ¢ in grado di indurre la sintesi di elevatidili di prostaglandine (PGE2) nelle
cellule polmonari di feto bovino, le quali sopprin@la proliferazione delle cellule T
(Whelshet al., 1995).

3.1.2 Patogenesi della forma gastro-enterica

Questa forma morbosa € la piu frequente e comparesayggetti recettivi, cioé non
immuni, di eta compresa tra i 6 e 24 mesi d’eta.pkesenza di anticorpi colostrali
riduce la possibilita da parte del virus di causlargatologia nel vitello prima dello
svezzamento (Nettleton e Entrican, 1995). Il vsulcalizza prevalentemente a livello
dell'epitelio della mucosa intestinale e delle plae del Peyer causando lesioni in tutto
il tratto digerente (Trautwein, 1991): questa fonfrequentemente a carattere benigno,
anche se, le lesioni da essa provocate rappresentaa via d’accesso per patogeni
opportunisti che possono complicare il quadro simamlogico. Il virus pud essere
isolato dalle secrezioni nasali e dal sangue dalaB°10° giorno della malattia
(Trautwein, 1991).
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3.1.3 Infezione acuta e patologia respiratoria

I BVDV é implicato nella patogenesi di patologiespiratorie solitamente in
associazione ad altri fattori che causano unatedattivita della clearance polmonare.
Fattori predisponenti possono essere lo stressratgpdrto, il sovraffollamento in
azienda, lo svezzamento ma anche agenti infettigli da Pasteurella haemolityca, il
virus della parainfluenza-3 (PI-3), il virus sinele bovino (BRS), il bovine
herpesvirus-1 (BHV-1) e il coronavirus (Grooms, 88p

E’ stato dimostrato che il BVDV replica nei macrgifalveolari causando una riduzione
della capacita di queste cellule di fagocitare ttdyae di esprimere i recettori per il
complemento (C3R) e per gli anticorpi (FCR). Indlé& stato dimostrato da Olchowty
al., (1997) che i macrofagi infettati con BVDV pret®m un’aumentata capacita di
produrre fattori precoagulanti che inducono le i@aiza cascata della coagulazione;
guesto porterebbe alla deposizione di fibrina allivalveolare con la formazione di un
ambiente favorevole alla replicazione battericao(®ns, 1998a).

Sebbene Potgietest al. (1984) abbiano dimostrato che l'inoculazione DB/ in
vitelli di 4-6 mesi provoca una sintomatologia resforia € una polmonite interstiziale,
molti studi concorda sul fatto che sia la sinertggaBVDV e altri patogeni a causare |
quadri clinici respiratori.

L’inoculazione di BVDV in vitelli prima di esserenfettati con il virus dellIBR
determina una maggiore diffusione nellorganismdl'lderpesvirus tipo 1 (BHV-1)
rispetto a soggetti infettati solo con il virusldBR (Potgieteret al., 1984). In modelli
sperimentali & stata dimostrato anche l'effettoegjico di BVDV e Mannheimia
hemolytica (Potgieter et al., 1995). Inoltre, BVDV potenzia l'effetto del visu
respiratorio sinciziale (BRSV) e Mycoplasma pneumonia (Liu et al., 1999).

BVDV, pertanto, in forme respiratorie ad eziologuultipla svolge una funzione
immunodepressiva, facilitando [linfezione da parde altri agenti eziologici e
aggravando il quadro clinico (Bolin e Grooms, 200W)virus, infatti, replica nei
macrofagi alveolari riducendo significativamente lta&o capacita di fagocitosi e
I'espressione per i recettori del complemento (C8Rjei recettori per gli anticorpi
(FcR). Inoltre, nei macrofagi infettati aumenta f[&oduzione di un fattore

procoaugulante, fattore implicato nella reazioneascata di deposito della fibrina,
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aumentando, percio, il deposito di fibrina neglvealli, evento che facilta la
moltiplicazione batterica secondaria (Grocenal., 1998a; Olchowyt al., 1997).

In infezioni sperimentali di bovini con BVDV-2, & dimostrato che questo genotipo
provoca una grave broncopolmonite acuta fibrind3depnet al., 1999). Altri studi
sperimentali hanno suggerito come alcuni ceppi ¥iDB abbiano un tropismo
polmonare piu spiccato e siano associati a quédiditicrespiratori piu di altri (Baulest
al., 2001; Hamerst al., 2000).

3.1.4 Infezione acuta e turbe della riproduzione
3.1.4.1 Maschio

Il virus diffonde dal siero al testicolo che rapggata un sito di replicazione virale. I
BVDV infetta la componente acellulare, le cellufateliali spermatiche e le cellule del
Sertoli ma non gli spermatozoi. La sua replicaziameiene, comunque, soprattutto a
livello delle vescichette seminali dove, peralimon causa lesioni significative.

Il virus puo essere isolato dallo sperma a padiie6°- 8° giorno dopo l'infezione fino
al 14°-16° giorno. La sua eliminazione continua gigersi giorni dopo l'ultimo giorno
di viremia e cessa con la produzione degli anticoeptralizzanti (Chastant e Maillard,
2000a). E stato anche riportato un caso di un tbe per un periodo di 9 mesi ha
eliminato il BVDV con il seme senza mostrare virang@ con un titolo anticorpale
elevato. L'esame post mortem ha dimostrato cheirdsvera stato esclusivamente
sequestrato a livello testicolare e, poiché laibearsangue-testicolo si sviluppa durante
la puberta, si & ipotizzata un’infezione duranteesjo periodo oppure un insulto
meccanico alla barriera durante la fase viremicag@s, 1998). | tori persistentemente
infetti producono continuamente seme contaminatdi eualita significativamente
ridotta (Moenning e Liess, 1995), esso presenvd alevati di virus, solitamente 100
volte piu alti rispetto a quelli riscontrati nelngaie. In un toro Pl la carica virale & df10
TDCI s¢/ml mentre per un toro con infezione acuta & di*TODCI s¢yml (Chastant e
Maillard, 2000a).

L’esame accurato del seme mostra che questo eatliagsignificativamente scadente
presentando una diminuzione della densita, delldilithoe forme anomale degli
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spermatozoi. La ripresa delle caratteristiche figjche del seme dopo l'infezione acuta
puod essere notata solo dopo 76 giorni dall'infegion

3.1.4.2 Bovina non gravida

L’infezione acuta da parte del BVDV nella bovinanngravida causa turbe della
riproduzione dovute ad alterazioni della funziotdalovarica (Chastant e Maillard,
2000b). Le turbe della sfera riproduttiva, in cdsinfezione transitoria, possono essere
conseguenti ad una contaminazione del tratto denitama compaiono piu
frequentemente in seguito ad una contaminaziongiperasale, con lI'aerosol, o per via
gastro-enterica.

Groomset al., (1998b) con un’infezione sperimentale di 20 bevcon BVDV-NCP
hanno dimostrato che il virus provoca cambiameatiadfunzione ovarica e che esso
puo ridurre sensibilmente la fertilita. Il virusséato isolato dal corpo luteo durante il
periodo viremico e dall'8° al 60° giorno post-ini@ze € stata evidenziata negli animali
infettati una ooforite linfocitaria cronica causadalla presenza di antigeni virali a
livello delle cellule interstiziali e nelle cellulmacrophage-like della corticale ovarica.
Groomset al., (1998c) hanno inoltre comparato il diametro erkscita dei follicoli in
due cicli estrali prima e dopo un’infezione spenmade con BVDV. Essi hanno
dimostrato che la crescita dei follicoli era siggativamente ridotta nelle bovine infette.
Durante linfezione vengono alterati anche i piofimatici ormonali: vi & infatti un
aumento del livello di cortisolo che riduce la liaeione di LH oltre che una riduzione
della concentrazione ematica dell’estradiolo (Cdmatse Maillard, 2000b; Fragt al.,
1999).

Per quanto riguarda le bovine PI uno studio eftettla Frayet al., (1998) ha permesso
di evidenziare alti livelli di BVDV a livello ovaco. Grazie a tecniche
immunoistochimiche e stata riscontrata 'ampiawdifbne degli antigeni virali NS3 ed
E2 nello stroma ovarico, nelle cellule del cumulofaso e negli oociti dei follicoli
primordiali, primari e secondari. Tali risultati i@ dimostrato che gli oociti bovini
possono sostenere la replicazione virale del BVI2QYmomento che la follicologenesi
progredisce e che il BVDV puo oltrepassare la bearfisiologica rappresentata dalla
zona pellucida permettendo cosi la trasmissioneided attraverso la linea germinale.
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3.1.4.3 Bovina gravida

L’infezione del BVDV in una bovina gravida causanfezione del feto per via
transplacentare; le conseguenze sul feto dipengomgipalmente dal suo stadio di
sviluppo e dallo sviluppo del sistema immunitarid @omento dell'infezione
(Moenning e Liess, 1995).

Infezione da prima del concepimento allo stadio danlale (dal 9° a 45° giorno di

gestazione)

Da vari studi risulta che BVDV puo avere un impagtgnificativo sulla performance
riproduttive nelle prime fasi.

In un gruppo di bovine sieronegative esposte aettiguersistentemente infetti, il tasso
di concepimento é stato di 78.6%, 44.4% e 22.2%eeorsla che ci fosse una
sierocoversione prima, durante o dopo l'accoppiaméWirakul et al., 1988). In un
altro studio, I'inoculazione per via nasale di BVI®vgiorni prima dell'inseminazione
ha determinato un tasso di concepimento del 44%etis al 79% del gruppo di
controllo. Questa diminuzione del concepimento e attaibuire sia a turbe della
fertilizzazione sia a morte embrionale precoce (Ee@net al., 1993). Sempre nello
stesso studio, il tasso di concepimento in bovisoste ad animali Pl 4 giorni dopo
I'inseminazione e stato del 60%. Complessivameletéovine in sui era stata indotta
I'infezione presentavano al 77° dallinseminaziametasso di gravidanza pari al 33%,
rispetto al 79% del gruppo di controllo. Il meceano responsabile del diminuito tasso
di concepimento non e stato ancora chiarito débtata, molto probabilmente, l'effetto
dipende dal momento in cui avviene l'infezione. B¥Eimane localizzato per un lungo
periodo di tempo nel tessuto ovarico in seguitefazione sia con ceppi citopatogeni
che non citopatogeni, tanto che ovaio e ovidottppresentano siti di intensa
replicazione (Groomst al., 1998b). L'esposizione a BVDV degli oociti potbeb
determinare una ridotta capacita di sopravvivenaatremite un danno diretto alle
cellule, sia, indirettamente, tramite cambiameril'@ambiente dell'oocita stesso. In

seguito a infezione con BVDV citopatici, infattipreo state descritte delle ooforiti
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interstiziali che durano fino a 60 giorni (Groomisal., 1998b). Nel lungo periodo, le
ooforiti potrebbero determinare difetti di funziditta ovarica e una conseguente
diminuzione del tasso di concepimento. In un grugpbovine infettate con BVDV e
sottoposte a superovulazione il numero di corgilpalpabili era nettamente diminuito
se comparato con un gruppo di controllo superoguéaich’esso (Kafet al.,1994).
L'infezione con BVDV durante la fase preovulatodatermina una diminuzione del
tasso di crescita follicolare e modula la secrezidel'ormone ovarico determinando
infertilita (Frayet al., 1999). Nei soggetti PI, invece, le ovaie appaigoplasiche e si
ha una notevole riduzione del numero di follicaltrali.

Visto il ruolo essenziale svolto nella fertilizzame, cambiamenti nellambiente
oviduttale possono essere deleteri per il tassmodcepimento. BVDV € stato isolato
nelle cellule degli ovidotti e si € reso responkadi salpingiti 21 giorni dopo infusione
intrauterina del ceppo citopatico, mentre non setaii segnalati effetti simili con
BVDV non citopatico (Archbaldt al., 1977). | ceppi di BVDV citopatico hanno anche
azione flogistica, dovuta alla presenza di infgiomi di linfociti e plasmacellule a
livello endometriale e oviduttale. Oltre che peioae diretta, percio, BVDV impedisce
lo sviluppo embrionale anche tramite i suoi effditigistici, che impediscono la
formazione di un ambiente adeguato (Grooms, 2004).

Studiin vitro hanno dimostrato la capacita di BVDV di influereda riproduttivita
dellanimale anche all'inizio della fase gestaziendn cellule embrionali esposie
vitro a BVDV non citopatico per 7 giorni € stato podsibiilevare particelle virali a
livello della zona pellucida, ma é stato dimostrebe l'integrita di questa zona € in
grado di proteggere lo sviluppo dellembrione dafézione di BVDV (Zurovacet
al.,1994). Sembra, infatti, che la zona pellucidatggga lo sviluppo embrionale dagli
effetti diretti di BVDV. In seguito alla rimoziondella zona pellucida allo stadio di
blastocisti, sembra che solo ceppi citopatici dilBX¥abbiano effetti negativi sulla sua
vitalita; 'azione di ceppi non citopatici sulloikyppo embrionale, pertanto, sarebbe piu
blando (Grooms, 2004).
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Infezione dopo lo stadio embrionale (dal 45° al’1@iBrno di gestazione)

Dopo limpianto dello zigote, I'infezione transp&tare pud avvenire sia con ceppi
citopatogeno che non citopatogeno di BVDV.

Gli effetti dell'infezione dipendono dal momento llulefezione, allo stato di
immunocompetenza del feto, dal biotipo virale dadgirulenza del virus. Sebbene non
sia ancora chiaro come avvenga l'infezione fetsilsuppone che BVDV attraversi la
placenta determinando una vasculite sul lato matpracurandosi, cosi, I'accesso alla
circolazione fetale (Fredriksen et al., 1999).

In questa fase della gravidanza, le conseguenzéinfézione sono ['aborto,

'immunotolleranza o difetti congeniti del vitellmppena nato.

v Aborto

Sia il ceppo citopatogeno che quello non citopatogsono in grado di determinare
aborto in soggetti inizialmente sieronegativi eettdti sperimentalmente (Done et al.,
1980). In uno studio in campo, l'introduzione di BV in un allevamento sensibile ha
determinato, nei successivi 6 mesi, aborto nel 2it¥e bovine gravide (Roeder et al.,
1986).

L’aborto in seguito a infezione di BVDV in bovinerssibili pud avvenire in qualsiasi
fase della gravidanza, sebbene sia piu comune turgmimi tre mesi. A seconda del
tempo d’infezione, si possono avere riassorbimefdétale, mummificazione o
espulsione del feto.

L’aborto di solito avviene dai 10 ai 27 giorni dopesposizione al virus ed é seguito da
espulsione del feto 50 giorni dopo (Murray, 1993to che tra 'aborto e I'espulsione
del feto intercorre tutto questo tempo, lisolanteniel virus dal feto spesso non ha
successo (Baker, 1987). In condizioni sperimewtgjuando il feto viene espulso subito
dopo laborto, si possono osservare a carico d&l fengiuntiviti polmoniti e
miocarditi aspecifiche; mentre a carico della pttaesono riscontrabili vasculiti,

edema, congestioni ed emorragie con aree di ne@vhsray, 1991). Spesso, inoltre,
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I'aborto & determinato dalla co-presenza di BVDMialtri agenti patogeni, come ad

esempio Neospora caninum.

v Immunotolleranza

| feti che sopravvivono all'infezione di BVDV nontaepatogeno tra il 18° e il 125°
giorno possono sviluppare immunotolleranza versoviils e, conseguentemente,
diventano persistentemente infetti. Non & ancoraptetamente chiarito il meccanismo
con cui si instaura 'immunotolleranza, ma sicurateda presenza del virus in circolo
nel periodo in cui si instaura 'immunotolleran29{120 giorni) ne € la causa. In questa
fase, le proteine virali vengono riconosciute cometigeni self dallembrione
impedendo la formazione di linfociti B e T spedifger BVDV. Questo comporta
I'assenza di anticorpi neutralizzanti e non verseirus, quindi 'animale allesame
sierologico risulta negativo, anche se rimane iadgr di sviluppare una risposta
immunitaria verso ceppi eterologhi di BVDV (McClumket al., 1985).

Studi sperimentali hanno dimostrato che il periqud a rischio per la nascita di
soggetti persistentemente infetti € verso il 755rmp di gestazione (Cortese et al.,
1998). Sebbene il verificarsi dellinfezione petsige sia infrequente dopo il 100°
giorno di gravidanza, sono stati riportati casiirdmunotolleranza instauratasi anche
dopo il 125° giorno di gestazione (Baker, 1995).

E da ricordare come solo ceppi non citopatogensaus determinare la nascita di
soggetti portatori immunotolleranti, risultato cermhato anche da studi sperimental
(Brownlie et al., 1989; McClurkin et al., 1985).

v’ Difetti congeniti

Tra il 100° e il 150° giorno di gravidanza si coetal 'organogenesi e il sistema
immunitario diventa pienamente funzionale. Duraqniesta fase, I'infezione da parte di
BVDV e denominata “infezione congenita”’ e determiesioni che sottolineano la sua
spiccata attitudine teratogena , alla cui base semserci la combinazione di danno
cellulare indotto dal virus e la risposta infiamora dellorganismo verso il virus.
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Poiché l'organogenesi € ancora in corso, il virug glanneggiare lo sviluppo delle
cellule, inibire la differenziazione o provocareediamente la lisi delle cellule staminali
(Nettleton e Entrican, 1995).

Le anomalie congenite che coinvolgono il sistemava®d centrale sono quelle piu
comuni e comprendono idrocefalia, idroanencefalippplasia cerebellare e
ipomielinizzazione, quindi BVDV sembra avere urvel® tropismo per i neuroni.
Quando Tlipoplasia cerebellare e associata a d&darasi parla di Sindrome
oculocerebellare (Marcato, 2002). Per lo sviluppajuksta forma morbosa, sono in
discussione due possibili meccanismi patogenefwbcessi regressivi su base
infammatoria (vasculite) che tramite edema edasala distruggono gli strati corticali
del cervelletto e i vari strati della retina; oppwna primitiva e diretta interferenza
citolitica di BVDV con lo sviluppo dei blastemi delari (Marcato, 2002). L'ipoplasia
cerebellare dipende da una degenerazione cistidalide conseguente a reazioni acute
transitorie di tipo infammatorio (leptomeningiterplenta), di tipo necrotico (necrosi
delle cellule dello strato germinativo esterno),oemagico ed edematoso (edema dei
folia), che dipende dalla perdita dell'integritasealare causata direttamente dal virus.
Le lesioni vascolari sono di due tipi: arterite nourulenta e arterite necrotizzante a
focolai.

Studi su BVDV hanno, inoltre, messo in evidenza eofinfezione della tiroide
provochi una diminuzione degli ormoni T3 e T4; causerebbe un effetto antagonista
Su un enzima essenziale per la normale mielinizEazacon conseguente
ipomielinizzazione e malformazioni del SNC (Moermm Liess, 1995).

Altri effetti teratogeni dell'infezione di BVDV inquesto stadio sono cataratta,
microftalmia, neurite ottica, degenerazione e @ruodtinica, ipoplasia timica e alopecia
parziale (Doneet al., 1980). L'atrofia della retina € la conseguenzapregressi
fenomeni infammatori acuti: una retinite che cadsruzione dei diversi strati della
retina, una perivasculite dei vasi retinici internma proliferazione reattiva dell’epitelio
pigmentato e una corioidite. La distruzione dellanmbrana limitante esterna permette
I'estensione della flogosi della retina all’epitepigmentato e alla corioidea.

Il feto pud presentare alopecia parziale, che dipeda un difetto di sviluppo dei
follicoli piliferi, determinato da una dermatite tde, che consiste in un diffusa
infiltrazione di mononucleati con distruzione dediellule germinative dell’epidermide
(Marcato, 2002).
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Infezione nell'ultima fase di gestazione (dal 185285° giorno di gestazione)

Nell'ultima fase della gestazione, 'immunocompet@m® I'organogenesi sono di solito
complete, cosicché che il feto e in grado di atBvana risposta immunitaria effettiva
nei confronti di BVDV e lo eliminano. | vitelli al nascita sono normali e allesame
sierologico si evidenziano anticorpi neutralizzamgcolostrali (Brown et al., 1973).
Comunque, vitelli infetti congenitamente da BVD\epentano maggiori rischi a livello
sanitario rispetto a vitelli nati senza anticorputralizzanti; entro i primi 10 mesi di
vita, infatti, manifestano di solito gravi patolegiMunoz-Zanzi et al., 2003).

3.2 BVDV 2esindromeemorragica

Come i ceppi di BVDV tipo 1 anche i ceppi di BVDVWad 2 sono eterogenei e
caratterizzati da vari livelli di citopatogenicitanfatti benché tutte le epidemie della
forma emorragica siano associate al tipo 2, namituirus appartenenti a tale gruppo
sembrano causare questa sindrome (Riogath, 2000).

Topliff e Kelling (1998) studiando la struttura maria e secondaria a livello della
regione 5’'UTR hanno infatti differenziato BVDV tipd ad alta e bassa virulenza.
Sembra che questa differenza sia causata da dite=osi nucleotidiche a livello del
dominio D della regione suddetta che corrispontdr&s.

La patogenesi della forma emorragica non € comurane®ra del tutto chiarita. |
problemi della coagulazione sono da attribuire gllave trombocitopenia constatata
negli animali colpiti dal BVDV tipo 2. Secondo Bioe al., (1992) la trombocitopenia
non sembra essere causato da un difetto nella pioetudelle piastrine nel midollo
0Sseo, ma piuttosto da una distruzione, un cCoN®OTVESSIVO O UN sequestro periferico.
Rebhunet al., (1989) propendono per una distruzione periferiedle piastrine,
conseguente a danni causati dal virus. Quest'ujtinfatti, causerebbe un’alterazione
della membrana cellulare, seguita dall’agglutinagie dalla lisi delle cellule.

Per dimostrare questa ipotesi, uno studio candaesalutato gli effetti sul midollo di
un’infezione sperimentale con ceppi ad alta e bassalenza di BVDV-2 non
citopatogeni. Nelle vacche inoculate si € osseruatadeplezione di neutrofili, linfociti

e piastrine nel sangue circolante per entrambippicema nel caso di quello ad alta

52



virulenza si e rilevato un maggiore decremento;quemto concerne il midollo osseo si
e rilevata una diminuzione del numero di celluleeloidi mature solo con i ceppi
ipervirulenti e per un periodo di 4-6 giorni (Woetcal. 2004).

Un’altra ipotesi prevede un danno centrale al nhdoper cui la riduzione delle
piastrine potrebbe essere dovuta a una ridottacitaldi eritropoiesi in seguito a danni
diretti al midollo osseo.

Recentemente, € stato anche isolato un ceppo neudeoto di BVDV-2. Il ceppo
12F1, infatti, & stato individuato in tessuto ceaébdi animali che presentavano aree di
meningoencefalite multifocale con degenerazionearele, necrosi e gliosi. Tramite
tecniche immunoistochimiche, si € evidenziato comesto virus presenti un maggiore
tropismo per il citoplasma dei neuroni, le celludali, I'epitelio ependimali, i
macrofagi perivascolari, le cellule del fuso, ldllde muscolari lisce e i monociti

intravascolari del cervello (Blas-Machaelaal., 2004).

3.3 Malattiadelle Mucose

La malattia delle mucose (MD) e stata riconoscastane sindrome clinica da Ramsey e
Chivers nel 1953. La patogenesi di tale malattistata compresa grazie all'aiuto di
importanti scoperte tra le quali la scoperta cliBMDV poteva essere suddiviso nei due
biotipi, NCP e CP (Gillespiet al., 1960), la scoperta che i virus isolati dalle due
manifestazioni cliniche, BVD e MD, erano sierolagieente correlati (Gillespiet al.,
1961) e la scoperta che gli animali persistenteenamfetti potevano sviluppare la
malattia delle mucose. Di grande aiuto é statari@dd sviluppo della malattia per via
sperimentale da parte di Brownéeal., (1984).

La teoria patogenetica tuttora piu accreditataiesastche lo stipite CP si forma a partire
da mutazioni genetiche dello stipite virale NCP giéesente nellanimale PI
determinando una sorta di reinfezione endogenawie et al., 1987). Tali mutazioni
determinano costantemente la capacita del viresplimere la proteina NS3 definita,
infatti, marker di citopatogenicita. L’Origine dugsta proteina pud avvenire attraverso
la comparsa di un sito di clivaggio all'interno ldeproteina NS2-3, la comparsa di una
proteasi all'estremita azotata della regione NSPuop grazie allo sviluppo di una
struttura che ne permetta il clivaggio (Kummer&98).
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I meccanismi che portano all'espressione dellagmatNS3 sono rappresentati da:

¢ Inserzioni di tratti di RNA di origine cellulareMeyers e Thiel (1996) hanno

evidenziato nel genoma virale del ceppo Oslosasdizione di un tratto di RNA
cellulare che codifica per una proteina della dalespite definita ubiquitina. Gli enzimi
cellulari riconoscono il sito di clivaggio rappresato dalla sequenza carbossilica
terminale dell'ubiquitina (glicina-76) e danno ang alla proteina NS3 il cui genoma
segue quello dell’ubiquitina. Mende al., (1998) hanno invece dimostrato che
I'origine della proteina NS3 nel ceppo NADL e dowatll'inserzione di una sequenza di
270 nucleotidi del’lRNAm cellulare, chiamata clrss,livello della regione genomica
NS2. Altri esempi di inserzioni RNA di origine ocalhire sono state riscontrate nel
ceppo CPRt e nel ceppo JaCP (Bedhed., 1998; Meyerst al., 1998). Recentemente
e stata dimostrata la presenza nel genoma del cepp@21 di un RNAm cellulare che
codifica per la proteina cellulare NEDD8 (Baretlal., 2000).

¢ Duplicazioni e riarrangiamento di un tratto del gem virale Alcuni ceppi CP
presentano un’inserzione di un tratto di RNA diricleotidi data da una duplicazione
delle basi che formano il segmento tra il nucleot#D64 e 4090. La trascrizione di
guesto tratto porta al clivaggio della proteina NSS@ autzet al., 1996). Altri duplicati

possono essere rappresentati dall’intero gene NB0re dalla sequenza codificante per
la proteina N in associazione con il riarrangiamento delle sagaenucleotidiche
(Tautz et al., 1998). In tali casi la proteina®N svolge la sua attivita proteolitica
all'estremita carbossilica generando la protein® l[d$artire dalla sequenza duplicata e
non dalla proteina NS2-3.

¢ Inserzioni e duplicazioniln molti ceppi con inserzione dell'ubiquitina sostate

osservate estese duplicazioni del genoma. | mesimache determinano la formazione
della proteina NS3 possono essere rappresentatsdezioni di 366 bp corrispondente

a un monomero di ubiquitina associato ad una mghnt@ altro monomero all’estremita

5’ oppure a duplicazione di 2384 bp del genomaleicarrispondente alla proteina NS3
a partire dalla sua estremita 5'.

¢ Delezioni di tratti del genom& autzet al., (1994) hanno evidenziato in un soggetto

P1 un ceppo CP DI9 deleto con una delezione defighezza del’RNA virale di circa
4.3 kb. La delezione generalmente comprende laipuzdelle proteine strutturali e
della proteina NS2. La proteina NS3 viene generpta mezzo dell'attivita
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autoproteolitica della proteina®®che viene a trovarsi subito prima della protein8NS
nel genoma della particella difettiva. La mancadele proteine strutturali in questi
virus deleti fa si che, una volta trasmessi a telloi persistentemente infetto possano
indurre la malattia con il supporto di qualsiappe NCP.

¢ Mutazioni puntiformi Kummereret al., (1998) hanno descritto nel ceppo Oregon la
formazione della proteina NS3 a partire da mutazmmtiformi, ovvero sostituzioni
nucleotidiche a livello del gene NS2. Queste motaizsi traducono in una differente
sequenza aminoacidica della proteina NS2 che deteancho un cambiamento
conformazonale permette il clivaggio della proteia2-3.

| ceppi citopatogeni rappresentano un vicolo cieelievoluzione di BVDV, perché la
Malattia delle mucose di cui sono i responsabétedmina morte nel 100% dei casi e,
in animali normali, i ceppi citopatogeni non dannfezioni produttive (Jones e Weber,
2004).
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CAPITOLO 4. QUASISPECIE VIRALE E VARIABILITA’
GENETICA

4.1 La quasispecie virale

“Le quasispecie virali sono distribuzioni dinamiclte mutanti e genomi virali
ricombinanti correlati, ma non identici (Fig. 4.214.1.2), soggetti a continui processi
di variazione genetica, competizione e seleziome agiscono come una unita di
selezione” (Domingo, 1999).

L Quasispecies

Fig. 4.1.1 e 4.1. 2rappresentazioni della quasispecie virale
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La teoria della quasispecie ha la sua origine ifomdamentale articolo scritto da Eigen
nel 1971 nel quale egli studiava la tendenza diraraolecole biologiche a produrre
errori durante i processi di replicazione, sopitadt con lo scopo di capire le origini
della vita. Tuttavia, Eigen non uso il termine gspscie in questo articolo, egli conio
guesto nuovo termine in un articolo successivatteaon Schuster (Eigen e Schuster,
1977).

Questi articoli di Eigen e collaboratori, sono inpirstudi teorici sull’estrema variabilita
nucleotidica causata da una replicazione intenstarsaiggetta ad errori.

Come conseguenza di questa teoria si sviluppo amdgr interesse da parte dei
ricercatori che lavoravano con i virus a RNA poicheesti virus replicano con un alto
tasso di mutazioni e presentano popolazioni estrenge polimorfe (Wilke, 2005). La
teoria della quasispecie descrive come una populazvirale reagisce alle forze della
selezione e della mutazione, e come queste due frzontrobilancino. Laddove le
mutazioni aumentano la sopravvivenza di una pdatiecsequenza genomica, si ha una
rapida espansione di cloni derivati da essa in @mdiddivenire, successivamente, la
popolazione virale dominante (Domingo e Holland 7)99

Dal punto di vista dei virus, il mondo si trovauno stato di cambiamento continuo. Per
la loro sopravvivenza quindi, i virus devono potemsiovere da un organismo ad un
altro ma, ciascun nuovo ospite differisce per dualcaratteristica da quello precedente.
Inoltre, alcuni virus possono anche cambiare kcigpospite come, ad esempio, gli
arbovirus che infettano alternativamente artropodertebrati. In pit all’interno dello
stesso ospite non sempre le condizioni sono casthasti pensare al sistema
immunitario degli organismi maggiori le cui abilitih attaccare mutanti virali, crescono
enormemente dopo esposizione ai mutanti viralsstes

Fortunatamente, dal punto di vista dei virus, lange classe degli RNA virus € ben
preparata a questi continui cambiamenti. Il lorto @asso di replicazione insieme
all'eccezionale tasso di mutazioni permettono upid@ adattamento in risposta ai
cambiamenti ambientali (Wilket al., 2006).

| virus a RNA, rispetto ai DNA virus, vanno incomtra mutazioni molto piu
frequentemente. Le mutazioni puntiformi sono unéwebbastanza comuni nei virus a
RNA e avvengono con una frequenza di circd Kbstituzioni di base per sito ad ogni
ciclo di replicazione (Drake and Holland, 1999).
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Questi processi di mutazione genomica sono daaditerrori della RNA polimerasi

durante il processo di sintesi del’RNA.

In corso di replicazione, dal virus che ha infett cellula si formano molte copie di
RNA a polarita negativa, che fungono da stampol’BA che andra a costituire la

progenie virale. Percid, una mutazione puntifornueadte la replicazione dellRNA

complementare produrra una progenie diversa dalsvparentale, cioé un clone
caratterizzato da quella modificazione genomicaesfu meccanismo puo ripetersi a
ogni ciclo di replicazione, generando, percio, nolne quantita di nuovi virus. La

moltitudine dei mutanti virali forma una quasisgeci
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Fig. 4.1.% Possibilita di formazione dei mutanti virali ad @goiclo di
replicazione. Dopo molte replicazioni, la popolamo virale risultante
eterogenea e costituita da molte varianti (Hareeak, 2001)

Gli effetti delle mutazioni sono vari (Fig. 4.1.3):

* Nessuna conseguenza quando sono mutazioni silenti
* Mutazione letale se riguarda un gene essenziale.
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* Virioni vitali, i cui effetti dipendono dalle intazioni virus-ospite:

* | virus mutati possono essere vitali, ma svantdggispetto ai virus parentali,
cosicché questi virus scompariranno presto;

* Alcune mutazioni possono portare a modificaziomtigeniche, che permettono al
virus di eludere il sistema immunitario dellospite

» Altre mutazioni possono favorire la moltiplicaziodel virus o la capacita del virus
di infettare altri tipi cellulari. In questi casceppi mutanti prendono il posto del ceppo
originario;

* Puo capitare che le mutazioni non portino né vajitag svantaggi, cosicché si
avra la coesistenza di virus parentali e mutanaingelrset al., 2001).

In condizioni normali, se le mutazioni non deterama un effettivo vantaggio per il
virus, quella variante virale non avra alcun futweola progenie virale tendera a
mantenere la sequenza parentale.

La capacita di generare a ogni ciclo replicativo rdatanti virali permette, quindi, ai
virus a RNA di adattarsi all'ospite, di eluderedaa risposta di difesa e, a volte, di
creare delle infezioni persistenti (Chaston e Ligh2001). Questi meccanismi, infatti,
permettono al virus di resistere al sistema imnauwiat e prolungare il tempo di
infezione, aumentando, pertanto, la possibilitinfiittare nuovi ospiti. In ulteriori studi,
si & discusso sull'ipotesi che i virus mutanti sialotati di una memoria molecolare che
permette loro di adattarsi durante i cicli sucogssiessere, quindi, sempre in vantaggio
nei confronti del sistema immunitario dell’'ospi2amingo, 2000).

Un problema allarmante riguardo alle mutazioni lviche avvengono normalmente in
un organismo ospite, € rappresentato dai virus mtutan resistenza ai farmaci.
Attualmente si stima che fino al 25% delle nuoviezioni da HIV siano sostenute da
ceppi resistenti ai farmaci antivirali (Wensing eusher, 2003).

La rilevazione delle mutazioni puntiformi si otteerltre che con il sequenziamento
diretto, anche con altre tecniche tra le quali:

- SSCP (Single strand Conformation Polymorphism):cui il materiale genetico é
amplificato in PCR e dopo essere stato denaturaéme fatto correre su un gel di
policrilammide. Le molecole di DNA che migrano s38l, assumono conformazioni
secondarie differenti nel caso la loro sequenzalisiersa (anche per una sola base) e
avranno quindi una mobilita elettroforetica diversa
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- RNAse cleavage: consiste nella formazione di temoeluplex RNA-DNA costituito
dallRNA wild type marcato radioattivamente e daNA mutante ottenuto tramite
PCR, enella successiva digestione enzimatica detigni di misappaiamneto con
RNAse A.

- Non Isotopic RNAse Cleavage Assay (NIRCA): vatainon radioattiva del’RNAse
cleavage.

- Analisi degli eteroduplex (HA): consiste nellarrf@mzione di eteroduplex DNA wild
type/DNA mutante o durante la PCR o lasciando ipz@re i prodotti denaturati di 2
PCR diverse. Le molecole eteroduplex, anche comsalm misappaiamento possono
mostrare diversa mobilita rispetto a omoduplex segeno fatti correre in un gel di
policrilammide.

- Chemical Mismatch cleavage-CMC: consiste nellediffcazioni e nel successivo
taglio chimico delle basi misappaiate in un eteplelxi DNA-DNA o DNA-RNA. Gli
eteroduplex tra un DNA wild type radioattivo e uh® (RNA) mutante sono ottenuti
tramite bollitura e riappaiamento. Negli eterodupke basi misappaiate a livello delle
mutazioni sono modificate chimicamente usando Ell@®mina e tetraossido di osmio.
La modificazione chimica & quindi seguita dal tagion piperidina e i prodotti sono
separati su gel di acrillammidedenaturante.

- Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGEpasa | frammenti in base alle loro
differenti proprieta di dissociazione. || DNA anfidato wild type e mutante e
frazionato tramite un gradiente chimico denaturar@ando i due filamenti si
dissociano si ha una riduzione di velocitad di nigyae rispetto alla molecola di
DNAdSs. La presenza di mutazioni modifica le progaridi melting del DNA amplificato
rispetto a quello wild type. Questi due tipi di mobdle quindi si dissoceranno in punti
diversi del gradiente denaturante e saranno digbig dalla diversa migrazione
elettroforetica, se caricati 'uno accanto all'alsu gel DGGE.

-Constant Denaturating Gel electroforesis (CDGHggfja tecnica permette di verificare
la presenza di mutazioni in un grande numero dipianh dopo che la mutazione é stata
identificata.

-Temporal Temperature gradient electrophoresis E)f @ DNA amplificato é caricato
su gel di policrilammide contenente urea. Duraneettroforesi la temperatura e
aumentata gradualmente: il risultato € un gradiginteemperatura lineare che si crea
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man mano si svolge l'elettroforesi che permetteseparare frammenti con diverso
comportamento di melting. Sfrutta i principi del&GE senza usare reagenti chimici.

- Temperature gradient gel electrophoresis (TG@H)na tecnica in cui viene formato
un gradiente di temperatura per la separazionenanseconda dimensione e in cui la
separazione avviene in base a differenze di cordpione.

-Protein Truncation Test (PTT): € un metodo di eoieg che permette di identificare
mutazioni che provocano il blocco della traduziogeazie alla rilevazione di proteine
troncate su gel. (Guenzi S., 2000).

4.2 La quasispecie virale nel BVDV

| ceppi di BVDV sono caratterizzati da variabilgj@netica, antigenica e patogenetica.
L’origine si questa variabilitd € da ricondurreeathutazioni genetiche che avvengono
frequentemente nei virus a RNA e al concetto dsgppeecie che si & andato delineando
con le sempre maggiori conoscenze del BVDV.

Nel BVDV, che ha 12300 basi, € garantita almeno maogazione puntiforme per ogni
ciclo di replicazione virale (Drake e Holland, 1999Sicuramente, i mutanti virali
caratterizzati da bassa virulenza sono quelli pjpaci di adattarsi allospite e persistere
in natura e, nel caso di BVDV, sono rappresentatceppi non citopatogeni a bassa
virulenza.

Anche per il BVDV si puo parlare di quasispeciemeosi € dimostrato con l'analisi
della regione 5’'UTR. Questa regione e relativameaeservata, ma alterazioni della
sua sequenza di basi sono state identificate dapsaggi del virus in colture cellulari o
da tessuti di animali infetti (Jonesal., 2002; Ciulliet al., 2004). La capacita di mutare
rapidamente sequenze del proprio genoma permettieual di produrre una progenie
che replica meglio nell'ospite. In studi sperimdirdée modificata le regione 5’'UTR in
modo da sfavorire la replicazione, ma dopo pochli di replicazione in colture
cellulari, le mutazioni sono state riparate, perciésono naturalmente selezionati
mutanti piu adatti a replicare rispetto al virusgrdale (Becheet al., 2000).

Le varianti genetiche di BVDV presentano mutazsoprattutto a livello della regione
E2; alcune variazioni sono responsabili di una izesequenza aminoacidica nella
glicoproteina E2, importante a livello immunitario quanto target di anticorpi
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neutralizzanti. Queste mutazioni, quindi, permetta virus, durante la fase acuta
dell'infezione, di sfuggire al sistema immunitario.

In soggetti persistentemente infetti la presenzenaldificazioni antigeniche sembrano
essere letali per il virus.

L'immuotolleranza che si instaura in questi animaiifatti, € specifica per un
determinato ceppo di BVDV, sembra favorire il mamteento piuttosto che
I'evoluzione antigenica della popolazione viralesesite (Patomt al., 1994, Collinst
al., 1999) e, variazioni nel pattern antigenico detaemd una risposta immunitaria
contro la nuova popolazione virale. Per questo vootle varianti virali che si
riscontrano in animali persistentemente infettidam a mantenere una sequenza
genomica stabile. Tuttavia I'analisi delle sequedzeloni e della “master sequence”
della regione E2, di due soggetti Pl a diversi tedipinfezione, ha dimostrato una
variazione della sequenza e mutazioni a carico’'RteA e della sequenza
amminoacidica dimostrando un processo dinamico/alugione virale. La presenza di
guasispecie virale in soggetti Pl stimolerebbeidpasta immunitaria in tali soggetti
immunotolleranti (Collingt al., 1999)

Oltre a mutazioni puntiformi, i virus a RNA sonoche soggetti a fenomeni di
ricombinazione. Questo processo puo essere omdtpgmdo si ha la ricombinazione
dello stesso RNA virale, self-RNA) o non omologaggdo si hanno ricombinazioni di
RNA da altri BVDV o da cellule ospiti infette). Nehso di BVDV, le ricombinazioni
sono responsabili di cambiamenti nel biotipo virale

Le ricombinazioni possono avvenire tra diversi ¢edp BVDV, BVDV e altri
Pestivirus, BVDV e RNA dell'ospite cellulare.

Fenomeni ricombinanti possono avvenire in quals&g del genoma, ma i piu
interessanti sono quelli a livelli del gene pemlateina NS3, dato che I'espressione
della proteina NS3 porta alla formazione di ceppopatogeni, responsabili della
Malattia delle Mucose.

Recentemente sono state dimostrate anche ricondomazmologhe intra-genotipo in
ceppi non citopatogeni sia di BVDV-1 che BVDV-2, mgl caso di un ceppo non
citopatogeno di BVDV-1, inter-genotipo (Jones e \&el2004). | risultati di questo
studio hanno portato a ipotizzare che la ricontorge funga da processo alternativo
alle mutazioni puntiformi quando c’e una forte @iese selettiva su una regione
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determinata del genoma, permettendo cosi la cangroluzione di BVDV-1 e BVDV-
2.

Nessuno studio ha osservato la ricombinazionetro di BVDV; in vivo I'evento &
prevalentemente associato allo sviluppo della Malatelle Mucose ed € legato a una
forte pressione selettiva.

Come gia ricordato, la variabilita € anche respbisadella capacita di BVDV di
eludere il sistema immunitario e, quindi, di caesafezioni persistenti nei bovini.
Proprio per questa capacita di variazione, € nadesseliminare gli animali
persistentemente infetti; infatti, ridurre la caridi BVDV nella popolazione bovina
porta alla riduzione del grado di variabilita int@to.

Conoscere la variabilita di BVDV, percio, € fondartale per capire i diversi
meccanismi patogenetici del virus, per monitor&pidemiologia dei diversi ceppi e
per mettere a punto test diagnostici e vacioc.
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CAPITOLO 5. SINTOMATOLOGIA

La risposta clinica all’infezione da BVDV dipende da molteplici fattori legati alle
caratteristiche dell’ospite e del virus quali I'immunocompetenza o I’immunotolleranza
dell’ospite al virus, lo stato di gravidanza e I’eta del feto, la presenza di anticorpi
passivi, gli stress ambientali, il gruppo di appartenenza del virus (tipo 1 o tipo 2), la
virulenza del ceppo e la dose infettante (Baker, 1995).

5.1 Forma subclinica

E’ stato osservato che in bovini immunocompetenti il BVDV tipo 1 causa un’infezione
che spesso decorre in maniera asintomatica, alle volte, invece, appare una
sintomatologia blanda caratterizzata da un leggero rialzo febbrile, leucopenia,
inappetenza e diarrea. Si pu0 inoltre riscontrare un calo nella produzione lattea (Baker,
1995).

5.2 Forma acuta

In una mandria recettiva all’infezione, si puo riscontrare una forma caratterizzata da
diarrea che colpisce soprattutto gli animali dai sei mesi ad un anno di eta. L’incubazione
e seguita da una febbre transitoria e leucopenia ed oltre alla diarrea i sintomi clinici
riscontrabili includono depressione, anoressia, scolo oculo-nasale, calo della produzione
di latte e, occasionalmente, lesioni del cavo orale caratterizzate da erosioni ed ulcere.
L’abbassamento delle difese immunitarie dovuto all’infezione da parte del BVDV puod
predisporre ad infezioni secondarie da Pasteurella haemolytica, bovine herpesvirus tipo
1, virus respiratorio sinciziale bovino che causano patologie respiratorie che colpiscono
soprattutto gli animali giovani (Baker, 1995).

Nelle bovine non gravide I’infezione da BVDV causa turbe della riproduzione come
infertilita, infecondita e “repeat breeding” (Chastant e Maillard, 2000b). Nel maschio si
assiste ad un calo della fertilita del seme che presenta densita e motilita ridotte e forme
anomale negli spermatozoi (Moenning e Liess, 1995).
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5.3 Forma acuta nella bovina gravida

L’infezione da BVDV in bovine gravide pu0 decorrere con una sintomatologia
subclinica. Una conseguenza importante dell’infezione da BVDV & pero la possibilita di
infezione del feto attraverso la placenta. E importante ricordare, infatti, che la mancanza
di sintomatologia evidente nella bovina non significa che vi & una protezione del feto o
che si possa escludere la possibilita di infezione transplacentare (Baker, 1995).
L’infezione da parte del BVDV nel primo trimestre di gravidanza causa, nella maggior
parte dei casi, la morte del feto ed aborto.

| soggetti PI, nati dall’infezione da BVDV prima dello sviluppo dell’immunita fetale,
sono normalmente indistinguibili dai vitelli sani ma, in alcuni casi, possono mostrare un
ritardo nella crescita, una taglia ridotta ed una costituzione debole. | soggetti PI
mostrano un tasso di mortalita alto nel primo anno di vita e sono piu sensibili allo
sviluppo di altre patologie soprattutto a localizzazione polmonare ed enterica; questa
maggiore sensibilitd alle infezioni e causata dall’immunosoppressione indotta
dall’infezione persistente con BVDV (Baker, 1995).

I BVDV e un importante agente teratogeno nel bovino. L’infezione del feto tra il 120°
e il 150° giorni della gestazione puo causare numerosi difetti congeniti. Questo periodo
dello sviluppo fetale corrisponde infatti all’ultimo stadio della organogenesi del sistema
nervoso centrale e allo sviluppo del sistema immunitario che provoca una risposta
inflammatoria verso il BVDV. | sintomi neurologici sono gia presenti alla nascita e
sono abbastanza variabili in dipendenza dalla forma e dalla gravita della malformazione
dell’encefalo. Non sempre, pero, si osserva una diretta correlazione tra la gravita dei
sintomi clinici e le alterazioni morfologiche (Trautwein, 1991).

I vitelli con ipoplasia cerebellare assumono a fatica la stazione quadrupedale; si possono
apprezzare tremori causati dalla ridotta mielinizzazione e incoordinazione. A intervalli
si osservano movimenti della testa, alcuni soggetti mostrano torcicollo e opistotono
(Trautwein, 1991).

Possono essere presenti nistagmo e difetti dell’occhio che provocano vari gradi di cecita
e cataratta. L’esame oftalmico puo inoltre rivelare cheratiti interstiziali.

In ogni stadio di gestazione, I’infezione col BVDV pud essere causa di ritardo della
crescita che si manifesta con nanismo e basso peso alla nascita. Inoltre sono state
associate all’infezione fratture congenite ed una patologia definita “malattia della iena”.
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Tale malattia, segnalata per la prima volta in Francia nel 1975, fu associata solo
successivamente all’infezione da BVDV. La malattia della iena & descritta come
un’osteopatia morfodistrofica delle ossa lunghe, riconducibile ad un difettoso sviluppo
scheletrico del giovane bovino che determina nell’animale colpito un tipico aspetto da
iena (Espinasse et al., 1986). Oltre ai problemi neurologici e scheletrici sono state
evidenziate lesioni dell’apparato tegumentario: i soggetti possono mostrare aree di
ipotricosi, alopecie diffuse, ed un tipico aspetto del pelo definito “curly hair coat”
(Baker, 1995).

| vitelli infettati nell’ultimo periodo della gravidanza nascono sani e sieropositivi al
BVDV.

5.4 Formaemorragica

La forma emorragica é stata evidenziata sia negli animali adulti sia nei vitelli. La
sintomatologia nell’adulto e caratterizzata da febbre, linfopenia, neutropenia, diarrea
sanguinolenta, epistassi, petecchie ed ecchimosi a livello delle mucose e sanguinamento
nei punti in cui viene praticata un’iniezione. E riscontrabile anche ifema.

| problemi della coagulazione devono essere attribuiti alla marcata trombocitopenia; gli
esami ematologici mostrano infatti una grave riduzione delle piastrine che possono
variare da 2000 a 33000/ul (i valori normali si collocano tra 100.000 e 800.000
piastrine/ul). Sempre a causa di BVDV-2, alcuni vitelli possono mostrare lesioni
preponderanti a carico dell’apparato gastro-enterico senza ulteriore sintomatologia
specifica (Odeon et al, 2003).

Recentemente é stato isolato un ceppo di BVDV-2 che determina esclusivamente una
sintomatologia nervosa, caratterizzata da letargia, grave atassia, decubito, colpi
apoplettici e protrusione bilaterale dei bulbi oculari (Blas-Machado et al., 2003).

Tali studi confermano ulteriormente la difficolta di raggiungere una diagnosi eziologia
certa basandosi sul solo reperto clinico in mancanza di un’indagine di laboratorio che

porti ad una adeguata caratterizzazione virale (Odeon et al, 2003).
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5.5 Malattia delle Mucose

La malattia delle mucose colpisce i vitelli persistentemente infetti fra i 6 mesi ed i 2
anni di eta; si possono riscontrare due forme cliniche di questa malattia: una forma acuta
con mortalita che raggiunge anche il 100% ed una forma cronica alla quale é associata
un alta mortalita ma caratterizzata da un lento decorso.

5.5.1 Forma acuta

L’incubazione della forma acuta di MD sperimentalmente accertata dura da 4 a 6 giorni
ma nelle condizioni naturali puo durare fino a tre settimane (Trautwein, 1991).

Tale forma e caratterizzata da piressia (40,5°C- 41°C), depressione, debolezza e
anoressia, polso e respiro rapidi. Nel corso della malattia si sviluppano emaciazione,
disidratazione ed acidosi. La produzione lattea subisce un forte calo (Baker, 1995).
L’esame della cavita orale mostra lesioni sulla mucosa: iperemia focale diffusa, focolai
necrotici biancastri, lesioni erosive a margini distinti di 1-2 mm di diametro e di forma
rotondeggiante (Trautwein, 1991). Le lesioni coinvolgono anche le labbra, i margini
gengivali, la lingua il cui epitelio degenerato forma placche piatte e biancastre, il palato
duro e molle (Fig. 5.5.1.1, 5.5.1.2 e 5.5.1.3). Le lesioni possono confluire formando
ampie aree necrotiche che si distaccano. Le lesioni erosive si possono apprezzare anche
a livello di musello, narici e cavita nasale oltre che a livello vulvare e dei capezzoli.

Fig. 5.5.1.1 e 5.5.1.2: lesioni buccali e gengivali
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Fig. 5.5.1.3: lesioni buccali con intenso ptialismo

Nell’80% dei casi si osserva ptialismo, spesso si osservano una abbondante
lacrimazione, scolo oculare e nasale mucopurulento (Fig. 5.5.1.4 e 5.5.1.5) e edema
corneale.

Fig. 5.5.1.4: scolo oculare e nasale mucopurulento
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Fig. 5.5.1.5: scolo oculare e nasale mucopurulento

Una diarrea profusa ed acquosa si sviluppa due o tre giorni dopo i primi segni clinici; le
feci sono di odore nauseabondo e contengono tracce di sangue fresco o coagulato, muco
e fibrina (Fig. 5.5.1.6 € 5.5.1.7).

Fig. 5.5.1.6: feci sanguinolente
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Fig. 5.5.1.7: feci diarroiche e sanguinolenti

La ruminazione diminuisce e si puo osservare un modico meteorismo. Nei primi stadi
della malattia si riscontra una marcata leucopenia e, solo successivamente, Si
manifestano neutropenia, linfopenia e trombocitopenia. Sono molto comuni infezioni
batteriche secondarie.

In alcuni casi pud manifestarsi una zoppia causata da lesioni al cercine coronario e
lesioni infiammatorie erosive a livello degli spazi interungueali (Trautwein, 1991) (Fig.
5.5.1.8).

Fig. 5.5.1.8: lesione dello spazio interdigitale
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Sono stati segnalati inoltre da Tajima et al., (1992), Tanyima et al., (1995), e Simon e
Douart (1999) alcuni casi di diabete mellito in soggetti con malattia delle mucose.
L’incidenza elevata del diabete mellito negli animali affetti da malattia delle mucose
suggerisce che il virus possa indurre tali patologie a causa delle anomalie
immunologiche che esso provoca.

5.5.2 Forma cronica

La forma cronica della Malattia delle Mucose € caratterizzata da inappetenza,
progressiva perdita di peso ed emaciazione. La diarrea pud essere continua 0
intermittente e si riscontra comunemente meteorismo cronico. Frequenti sono inoltre lo
scolo nasale ed oculare (Baker, 1995).

Nella regione del collo, spalle e a livello perineale si sviluppano aree eczematose che
esitano in una dermatosi, ipercheratosi e paracheratosi accompagnate da ipotricosi e
alopecia; sotto le scaglie cutanee secche il derma sembra iperemico ed ispessito.
Quando le formazioni crostose sono ben delineate pud essere evidenziata una zona
iperemica al margine delle lesioni (Bielefeldt-Ohmann, 1995).

Lesioni di tipo erosivo sono riscontrabili nella cavita orale e sulla cute soprattutto a
livello della regione perineale, prepuziale, vulvare, a livello della base delle corna, sui
garretti e nello spazio interdigitale.

Zoppie di lunga durata si possono sviluppare a causa di laminiti, necrosi interdigitali e
di deformazioni dello zoccolo.

Il quadro ematologico mostra pancitopenia caratterizzata da anemia, leucopenia,
neutropenia e linfopenia.

Anche in questa forma sono comuni le infezioni batteriche secondarie.

I bovini con malattia delle mucose cronica possono sopravvivere anche fino a 18 mesi e
muoiono solitamente per la grave debilitazione (Baker, 1995).

71



CAPITOLO 6. LESIONI ANATOMO-PATOLOGICHE

6.1 Lesioni nella Diarrea Virale Bovina

6.1.1 Forma acuta

Le lesioni anatomo-patologiche dell’apparato digerente, provocate dalla forma acuta di
BVD, sono normalmente poco pronunciate e aspecifiche. Entrambi i biotipi cp e ncp
causano edema a livello intestinale, occasionalmente possono provocare emorragie
ecchimotiche ed una lieve reazione inflammatoria nei linfonodi mesenterici. Sono state
descritte anche lesioni esofagee caratterizzate da erosioni e ulcere. A volte le lesioni
appaiono simili a quelle riscontrate nella malattia delle mucose e consistono in erosioni
lineari ed emorragie dell’apparato digerente, atrofia ed emorragie delle placche del
Peyer (Bielefeldt e Ohmann, 1995). Durante I’infezione acuta da BVDV in bovine
gravide si possono verificare casi di aborto che si manifestano nei primi mesi di
gestazione. | feti abortiti, frequentemente mummificati, e le placente non presentano
lesioni specifiche (Douart e Simon, 1997).

Il BVDV pur rientrando nel complesso delle patologie respiratorie bovine non causa
alterazioni patologiche del tessuto polmonare, ma per la sua attivitd immunosoppressiva
puo facilitare I’azione di germi di irruzione secondaria che sono i veri responsabili delle
lesioni a carico dell’apparato respiratorio.

6.1.2 Forma emorragica

Questa sindrome pu0 causare morte iperacuta senza determinare lesioni evidenti, mentre
in altri casi il solo riscontro anatomo-patologico é rappresentato da emorragie delle
placche del Peyer. Altri riscontri patologici consistono in petecchie ed ecchimosi
distribuite in tutto il corpo: a livello della sclera dell’occhio, sul margine interno delle
palpebre, sulla superficie mucosa delle guance e delle gengive, sulle superfici dorsale e
ventrale della lingua e del palato molle, a livello di mucosa esofagea e dell’epitelio
ruminale, sulla superficie mucosa dell’abomaso, dell’intestino e sull’epicardio
(Bielefeldt-Ohmann,  1995). All’esame  necroscopico di  soggetti infettati
sperimentalmente sono state inoltre evidenziate lesioni emorragiche a livello
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diaframmatico, sulla superficie della cistifellea, delle surrenali e della vescica (Corapi et
al., 1990). L’analisi del midollo osseo pud mostrare quadri di necrosi oppure di
megacariocitosi (Rebhun et al., 1989).

6.1.3 Lesioni da infezione congenita

Sia nei feti che nei vitelli prematuri o partoriti a termine si possono trovare lesioni
attribuibili a BVDV: focolai emorragici ed erosivo-ulcerativi di alcuni mm di diametro
nella mucosa della cavita orale, nell’esofago, nella laringe, nell’abomaso.
Occasionalmente si osserva una dermatite fetale.

L’infezione del feto bovino prima dei 150 giorni di gestazione pud portare ad una
dermatite fetale con aree necrotiche multifocali ed a ipotricosi generalizzata.

Feto

Soprattutto nei vitelli nati a termine gravidanza, sono frequenti varie lesioni
malformative congenite, dovute all’effetto teratogeno di BVDV.

Tipiche, sono I’ipoplasia cerebellare di vario grado e a cataratta (c.d. sindrome
oculocerebellare). Le lesioni del cervelletto possono consistere in un’ipoplasia molto
accentuata oppure in una ipoplasia modesta e appena percettibile.

Tra le lesioni oculari si riscontrano: emorragie orbitali, opacamente corneale, coauguli
fibrinosi nelle camere oculari atrofia della retina, ipoplasia del nervo ottico,
microftalmia.

Altre lesioni congenite rilevabili sono rappresentate da idrocefalo, microcefalia,
ipomielinogenesi spinale, brachignatia, aplasia del timo, alopecia parziale.

Le lesioni anatomo-patologiche riconosciute come possibile conseguenza di
un’infezione intrauterina da parte di BVDV sono riportate nella seguente tabella.
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Sistema nervoso Lesioni oculari
Microencefalopatia Atrofia e displasia della retina
Ipoplasia cerebellare Neurite del nervo ottico
Idranencefalo Cataratta
Idrocefalo Microftalmia
Ipomielinogenesi Cheratite interstiziale
Poroencefalo Sistema respiratorio
Sistema muscoloscheletrico Ipoplasia polmonare
Brachignatismo Sistema immunitario
Artrogrifosi Ipoplasia/atrofia timica

Osteogenesi iperfetta

Tab. 6.1.3.1: Malformazioni congenite nel vitello

6.2 Lesioni nella Malattia delle Mucose

Il quadro anatomo-patologico della forma grave mortale, Malattia delle Mucose, si
caratterizza per la disidratazione e I’emaciazione della carcassa e per lesioni
fondamentali del tratto digerente e, in particolare, della cavita orale, dell’abomaso e
dell’intestino (Marcato et al., 2002).

6.2.1 Cavita orale ed esofago

Nella cavita orale si possono trovare lesioni erosive ed ulcerative, di forma irregolare,
nelle gengive, nel palato (Fig. 6.2.1.1), nella lingua, all’interno delle guance, nella
faringe, che spesso € ricoperta da un essudato grigiastro tenace. Queste lesioni originano
da erosione ed espansione di piccoli focolai necrotici, lesioni pre-erosive che a loro
volta si sono stabilite secondariamente a un’inflammazione catarrale acuta. Talvolta,
erosioni ed ulcere confluiscono diffusamente, lasciando gran parte della mucosa priva di
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rivestimento epiteliale e piuttosto arrossata per il denudamento del sottostante letto
vascolare iperemico.

Fig. 6.2.1.1: lesioni erosive del palato duro

Nella lingua si rinvengono, sulle superfici laterali, le tipiche lesioni erosive irregolari.
Talvolta, vi aderisce ancora I’epitelio necrotico in forma di membrane biancastre,
pastose e facilmente asportabili. Lesioni erosive sono piuttosto frequenti anche
nell’esofago.

6.2.2 Prestomaci e abomaso

Nei prestomaci si possono osservare lesioni necrotico-erosive ed ulcerative (Fig.
6.2.2.1.e 6.2.2.2). Nel rumine sono disseminate, evidenti soprattutto sui pilastri e nelle
zone non villose della superficie interna. Nell’omaso interessano i margini delle lamine,
dove talvolta causano perforazioni. Le lesioni possono iniziare come piccoli focolai
necrotici, in leggero rilievo, con I’aspetto di membrane opache friabili. In seguito, tali
focolai possono confluire e, per distacco degli epiteli necrotici, si trasformano in
erosioni. Talvolta compaiono ulcere a margini netti, con fondo iperemico 0 emorragico.
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Fig. 6.2.2.1.e 6.2.2.2: lesioni necrotico-erosive dei prestomaci

Nelle mucose della cavita orale, dell’esofago e dei prestomaci, le cellule epiteliali vanno
incontro in un primo momento a processi regressivi, che cominciano come
degenerazione globiforme o palloniforme, manifestazione di necrosi indotta dall’azione
citocida virale.

La necrosi si manifesta a focolai, che si estendono a ventaglio. Le lesioni sono infiltrate
di granulociti e diventano rilevate sulla superficie sia per I’accumulo degli strati
necrotici, che non si sfaldano, sia per la tumefazione spongiforme dell’epitelio
necrotico. All’inizio lo strato basale non e coinvolto da questi fenomeni, ma quando,
successivamente, viene raggiunto e distrutto dalla necrosi e si distacca insieme agli
strati superiori, si forma un’ulcera che suscita una risposta infiammatoria nella
sottomucosa.

Le lesioni all’abomaso sono costanti e caratterizzate da emorragie, erosioni di 1-10 mm
o0 piu di diametro ed ulcere, che appaiono abbastanza profonde nella regione pilorica.
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Fig. 6.2.2.3: emorragia abomasale

6.2.3 Intestino

Nell’intestino si trovano lesioni aspecifiche diffuse e lesioni specifiche circoscritte alle
Placche di Peyer. Reperto costante, € un’enterite catarrale, accentuata nel digiuno e
nell’ileo. Si notano, inoltre, fenomeni iperemici ed edematosi della parete e fini
spruzzature della parete, che possono essere intensamente disseminate nel cieco (Fig.
6.2.3.1).
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Fig. 6.2.3.1: iperemia della parete intestinale

Fig. 6.2.3.2: colitiflite emorragica

Nel grosso intestino le lesioni variano, nei casi acuti, da semplici fenomeni congestizi
della mucosa a una colitiflite fibrino-emorragica, mentre nelle forme croniche, da
un’inflammazione fibrinosa a una fibrino-necrotica e ulcerativa (colitiflite difteroide
ulcerativa). Una colite cronica difteroide a focolai e attribuita anche a sovrinfezione
batterica (gen. Salmonella), analogamente a quanto si verifica nella Peste suina acuta e
cronica.
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Fig. 6.2.3.3: ulcera del grosso intestino

Talvolta,infezioni concorrenti da BVDV e batteri del genere Salmonella causano una
gravissima colite acuta emorragico-necrotica.

Le lesioni istologiche intestinali sono piuttosto significative visto lo spiccato tropismo
dei ceppi citopatogeni di BVDV per il GALT (Gut associated lymphoid tissue) e per
I’epitelio delle cripte ghiandolari. Nella fase acuta, le alterazioni primarie sono una
necrosi di questo epitelio e del tessuto linfoide; mentre nella mucosa si manifesta una
reazione inflammatoria acuta con accumulo di muco e/o fibrina e neutrofili in superficie
ed infiltrazione prevalentemente di mononucleati nella lamina propria, dove si
evidenziano anche intensa congestione ed emorragie. Successivamente, le cripte non
distrutte si riempiono di muco, di detriti epiteliali e di neutrofili e diventano ectasiche
(ascessi criptici).

La distruzione delle ghiandole, che occorrono specialmente nel tratto distale del tenue e
nel grosso intestino, e la lisi del tessuto linfoide concorrono a determinare avvallamenti
erosivi della mucosa che corrispondono alle lesioni ulcerative di evidenza macroscopica
(Marcato, 2002).

6.2.4 Sistema immunoemopoietico

Nella forma acuta si ha tumefazione, congestione ed emorragia dei linfonodi della testa
e del collo.

Alcuni ritengono tipica della BVD un ipotrofia della milza, il cui volume e spessore
appaiono diminuiti sensibilmente.

Istologicamente, nei linfonodi e nella milza si nota una rarefazione delle cellule linfoidi
e si puo anche evidenziare necrosi dei centri germinativi con deposito di materiale
ialino-fibrinoide. Nelle zone coricali dei linfonodi, inoltre, e rilevabile una
proliferazione di cellule reticolari e focolai di mielopoiesi extramidollare. Anche nel
timo si ha atrofia per rarefazione linfocitaria con addensamento collageno dello stroma e
proliferazione di cellule reticolari.

Negli animali affetti da BVD-MD vi € uno stato di immunodepressione direttamente
causato dal virus con diversi meccanismi: lesioni regressivo-nerotiche dei tessuti
linfoidi; alterazioni funzionali dei monociti-macrofagi e dei granulociti neutrofili con
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deficit dell’attivita viricida e della capacita di mediare la reazione citotossica anticorpo-
dipendente verso le cellule infettate da BVDV.

6.2.5 Cute

Le alterazioni cutanee, in modo analogo a quelle dei rivestimenti del tratto digerente
costituite da epitelio pavimentoso stratificato cheratinizzato, prendono inizio con una
necrosi dello strato spinoso che si estende spesso in profondita, oltrepassando talvolta lo
strato basale, con comparsa di minute ersosioni o ulcerazioni.

Nella forma acuta di MD, sintomi, seppur incostanti, sono una dermatite essudativa
localizzata in regioni con cute sottile (perineo, scroto, mammella) e zoppia causata da
laminite acuta (pododermatite asettica diffusa), da dermatite interdigitale ulcerativa e da
cercinite ulcerativa. Nella forma cronica, I’insorgenza di una laminite cronica, di una
dermatite interdigitale cronica flemmonosa (flemmone interdigitale) e di una cercinite
ulcerativa cronica porta a zoppia.

6.3 Esame microscopico

Epitelio cheratinizzato: le alterazioni istopatologiche che riguardano [ epitelio

cheratinizzato consistono inizialmente in una infiltrazioni di monociti e macrofagi tra
gli strati papillare e reticolare del derma. 1l tessuto pud apparire iperemico con diapedesi
emorragica. Nell’epidermide si verificano una degenerazione e una necrosi delle cellule
dello strato spinoso che portano alla distruzione delle giunzioni intercellulari. Lo strato
corneo puo perdere la sua integrita mentre lo strato basale rimane per lo piu integro. In
alcune aree cutanee si verificano processi di ipercheratosi. | follicoli piliferi e le
ghiandole sudoripare vengono interessati solo tardivamente da processi di
degenerazione e necrosi (Bielefeldt-Ohmann, 1995).

Intestino: nell’intestino e nell’abomaso le lesioni si localizzano a livello del fondo e
delle cripte. Le cellule vanno incontro a processi di vacuolizzazione e desquamazione.
Le cripte ed i villi intestinali, soprattutto quelli localizzati a livello delle placche del
Peyer, vanno incontro ad atrofia. Nella lamina propria si ha una forte infiltrazione di
leucociti mononucleati e nello strato sottoepiteliale si verificano edema, iperemia e
diapedesi emorragica (Bielefeldt-Ohmann, 1995).
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Organi linfoidi: nelle forme acute il timo mantiene la propria struttura mentre nelle
forme subacute-croniche si verifica una perdita progressiva dell’organizzazione
dell’organo. Le placche del Peyer, nelle forme iperacute, presentano una forte
deplezione linfocitaria e tali strutture vengono progressivamente sostituite da tessuto
fibrotico. Nelle forme croniche le placche del Peyer vanno incontro ad atrofia. Nei
linfonodi si verifica una forte riduzione della componente linfocitaria e una regressione

dei centri germinativi. Nella milza si verificano processi simili a quelli che si
riscontrano a livello linfonodale ma meno pronunciati (Bielefeldt-Ohmann, 1995).
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CAPITOLO 7. IMMUNITA
7.1 La risposta immunitaria durante l'infezione virale

Le colture cellulari, fondamentali per lo studioi dérus, rappresentano tuttavia un
mezzo limitato per il potenziale moltiplicativo dérus. Questi microrganismi, infatti,
si sono evoluti per sopravvivere in un ambiente eesy composto da ospiti
multicellulari, geneticamente diversi e che possmed potenti meccanismi di difesa
innati ed acquisiti (Flinet al, 2000).

La prima linea di difesa, fisica e chimica, e ragentata dalla pelle, dalle secrezioni
mucose, dal pH acido e dal flusso mucociliare. @oale barriere fisiche e chimiche
vengono oltrepassate, entra in gioco il sistemaumnitario.

L'importanza fondamentale del sistema immunitaedandifesa dai virus € ampiamente
documentata dalle devastanti infezioni virali chesservano in soggetti che mancano
di una adeguata funzione immunitaria per esempiodgetti genetici o nei soggetti
affetti da AIDS.

Un ruolo importante nel contrastare linfezione aldé;, € svolto dalla risposta
infammatoria, scatenata da cellule e tessuti dggiaé soprattutto dai virus
citopatogeni. La risposta immunitaria nei confrai#i virus, pero consiste soprattutto in
una difesa innata, non specifica, e in una difesaiaita, specifica.

La risposta immunitaria innata € composta in parte da potenti attivatori di prae
chiamatecitochine che partecipano ad ogni fase della risposta imtadai durante
I'infezione virale, controllando i processi infiamabori, inducendo uno stato antivirale
nelle cellule e regolando la risposta immunitadguasita. Ad oggi sono conosciute piu
di 35 citochine tra le quali, gli interferoni (INfFsvolgono un ruolo fondamentale nella
risposta all'infezione virale (Filret al., 2000).

In Tab. 1 sono riportate le funzioni di alcune ciime della risposta immunitaria che
intervengono durante l'infezione virale.
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citochina sorgente

Inf-y Cellule T/cellule NK
Inf-alf Diversi tipi di cellule
Tnf-u Cellule T/macrofagi

IL-1 Macrofagi, cellule T e B cellule

epiteliali

IL-2 Cellule T

IL-3 Cellule T helper

IL-4 Mastociti, midollo

IL-5 Cellule T helper 2

IL-6 Macrofagi, cellule T, cellule

endoteliali vascolari, fibroblasti

IL-7 Cellule stremali del midollo

IL-8 Diversi tipi di cellule
IL-10 CellueBeT
IL-12 Macrofagi, monociti

Target/azione
Attiva i macrofagi, inibisce I'effetto di IL-6; ind uce unc
stato antivirale
Induce uno stato antivirale; inibisce la proliferazone
cellulare; stimola le cellule NK; aumenta I'espressne
del complesso maggiore di istocompatibilita di ckse
(MHC 1); inibisce I'espressione di MHC I
Attiva i neutrofili; induce la risposta inflammator ia e le
febbre; potenzia la lisi di alcune cellule infetta¢ da
virus
Induce la risposta infiammatoria; causa deperiment
(cachessia); induce la sintesi epatica di proteindi fase
acuta
Induce la proliferazione di cellule T; stimola i NK;
induce la sintesi di Ab
Fattore stimolante della crescita e differenziazioa de
precursori cellulari del midollo
Induce la proliferazione e differenziazione delle llule
B; inibisce i macrofagi; blocca l'effetto di Inf-y sui
macrofagi; stimola i linfociti T helper 2
Induce la differenziazione delle cellule B; aumen
I'attivita degli eosinofili

Stimola le cellule B; e costiamola le cellule T

Induce la differenziazione delle cellule B

Attivita chemiotattica sui neutrofili; induce una
maggior espressione delle molecole d’adesione; irzh
angiogenesi e inibisce la proliferazione di cell
mieloidi

Induce la differenziazione delle cellule B; inibise i
macrofagi, effetto antinfiammatorio

Stimola le cellule NK; induce la differenziazione dTh

in Th 1 e dei CD8+in CTLs

Tab. 7.1.1:citochine coinvolte nella risposta immunitaria cenfronti dei virus

(da Flintet al,
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Tra le citochine, gli INFs, scoperti da Isaacs rdenmann nel 1957, svolgono un ruolo
fondamentale nella risposta immunitaria controrusi Gli INFs sono glicoproteine
distinguibili in due grandi categorie: INF-1 e INIF-

L’INF-I & suddiviso in INFe. e INF{; la prima classe é rappresentata da una famiglia d
molecole derivate dalle cellule T helper e celldéndritiche mentre la seconda deriva
da fibroblasti infettati.

Interferona/p sono rilasciati dalle cellule infettate dal vinpsche ore dopo l'infezione
e alte concentrazioni di INFs possono essere ris@in vivo entro i primi giorni
dell'infezione, molto prima dello sviluppo dellasposta immunitaria acquisita. Ad
esempio, in bovini inoculati con hepesvirus tipd ficco di INF nel siero si ha due
giorni dopo linfezione dopo di che inizia a calallesuo livello pur rimanendo
evidenziabile fino a 7 giorni post infezione. Alntrario, i livelli di anticorpi non sono
evidenziabili fino a 5/6 giorni dopo I' inizio d&tfezione virale.

Un’altra classe di INF-1 e rappresentato da IblBrodotto dal trofoblasto embrionale.
Forme distinte dallINF-1 sono I'INF; che é stato isolato dal trofoblasto dei ruminanti
e I'INF-¢ isolato dal trofoblasto di suini.

DellINF-11 esiste invece un solo tipo, I'INF; una citochina derivata in primo luogo da
cellule T stimolate dall’antigene (Tizard , 2004)

Questa citochina regola la risposta antigene dpac# svolge il suo effetto sulle
Antigen presenting Cells (APCs) e sui linfociti T B essa ha inoltre un ruolo
proinflammatorio in quanto attiva macrofagi e clellendoteliali ed € in grado di
aumentare I'espressione del complesso maggiostatiampatibilita (MCH).

La produzione di INF+é prerogativa dei linfociti T helper di tipo |.dttivita antivirale

di tale citochina € inferiore rispetto al'INd-e p ma, come tali molecole, € in grado di
indurre una depressione del gene 2',5-oligoadendtasi e della protein chinasi
dsRNA-dipendente che attribuiscono un largo spettiovirale alle cellule.

La produzione di INFs e innescata dalla associ&ztoa I'acido nucleico del virus e i
ribosomi cellulari, che esita nella attivazione deni codificanti per 'INF. Gli INFs
stimolano, infatti, la produzione di oltre 100 negwoteine, innescando cosi uno “stato
antivirale”. Ad esempio, I'INFo/p regolano la trascrizione del gene 2'5’-oligoadetoil
sintetasi (2'5’0AS) attivato dalla presenza di dgRKli enzimi espressi dal gene 2'5'-
oligoadenilato sintetasi agiscono sull’adenosifosfato (ATP) per formare oligomeri
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2'5’ adenilati, 2’-5’-0ligo(A), che attivano unabonuclesi latente (RNase L) in grado di
degradare 'RNA virale inibendo la crescita virale.

Il segnale inviato dallINF porta, inoltre, ad dnastico aumento della protein chinasi
(Pkr) nella sua forma inattiva, la quale viene @aiivata da ds-RNA virali. La protein-
chinasi fosforila un fattore chiamato elF2 che isgle la sintesi delle proteine virali
prevenendo l'inizio della traslazione del’'mRNA.

Un altro enzima indotto soprattutto dal’INFe prodotto dai macrofagi attivati,
I'ossido nitrico sintetasi, che ha molteplici effettra i quali, quello di inibire la
replicazione di poxvirus e herpesvirus. Alcune erw indotte dagli INFs hanno
un’attivitd antivirale molto specifica, a differemzlelle altre proteine viste prima che
hanno un piu ampio spettro d’azione. Tra questerddeina Mx1 che fa parte di una
piccola famiglia di GTPases con potenti attivita cenfronti di virus a RNA a polarita
negativa. La proteina Mx1 nel topo e la proteinaAvhelluomo hanno una spiccata
attivita antivirale nei confronti del virus dellflmenza. MxA delluomo ha inoltre
attivita specifica nei confronti di del virus deéomatite vescicolare, del morbillo, del
virus della parainfluenza 3 e di alcuni bunyaviflaknt et al.,2000).

Altre importanti funzioni della risposta immunitarinnata sono svolte daistema
complementoche, una volta attivato distrugge le cellule itetd, particelle virali e altri
microbi e dalle cellul@atural killer (NK), che rappresentano una abbondante e distinta
popolazione di linfociti; tali cellule nell'uomopso importanti nel controllo di infezioni
da herpesvirus.

La risposta immunitaria acquisita, invece, consiste nellaisposta anticorpale
umorale, e nella risposteellulo mediata che dipendono da due gruppi di cellule: i
linfociti B e T e le antigen-presenting cells (ARCshe includono le cellule di
Langherans nella cute, le cellule del Kupffer negédto, le cellule dendritiche nei
linfonodi e nelle mucose, macrofagi e cellule By(H.1.1).

I meccanismi della risposta immunitaria acquisitaotale si innescano quando avviene
I'interazione tra i precursori dei linfociti B eahtigene. Questo legame porta infatti alla
differenziazione in cellule secernenti anticorplagmacellule). Per quanto riguarda
invece la risposta cellulo mediata, il processongaescato quando i linfociti T
riconoscono l'antigene esposti sulla superficieladadellula tramite il complesso
maggiore di istocompatibilita.
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La sottopopolazione dei linfociti T helper (CD4+ganosce gli antigeni legati al
complesso MCH 1l e produce citochine che promuovonmibiscono la divisione

cellulare o I'espressione dei geni. La sottopopola dei linfociti T citotossici (CD8+),

che riconoscono gli antigeni esposti sul MCH |, wudta attivati dai T helper, si
differenziano in linfociti CTLs con la funzione distruggere le cellule infettate dal
virus (Tab. 2)

Fig. 7.1.1. Cellule del sistema immunitario
http://www.biologymad.com/Immunology/Immunology.htm
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Cellulo-mediata Secrezione di INFy da cellule Th Induzione dello stato antivirale

Risposta Effettori Attivita

e linfociti T citotossici (CTLS)
Linfociti T citotossici (CTLs) Distruzione delle cellule infette
NK e macrofagi Distruzione delle cellule infette direttamente

attraverso la citotossicita cellulo mediata anticgoo

dipendente
Umorale Ab (IgA) Inibizione dell’attachement tra virus e ospite
Ab (IgG) Inibizione della fusione dei virus con envelope k&

membrana cellulare

Ab IgG e IgM Aumento della fagocitosi (opsonizzazione) dopo

legame con i virioni

Ab IgM Agglutinazione dei virioni
Attivazione del complemento (IgG Lisi dei virus con envelope; opsonizzazione trami p
e IgM) il sistema complemento (complesso C3b-Ab)

Tab. 7.1.2 risposta immunitaria umorale e cellulo mediatacoeafronti dei virus (Flint
et al, 2000 modificata)

7.2 La risposta immunitaria nei confronti del BVDV

A differenza di alcuni batteri come i bacilli cheoducono spore, i virus hanno una
scarsa capacita di sopravvivere all'esterno degdites quindi, hanno sviluppato due
differenti strategie per rimanere all’interno defanismo ospite.

Un virus puo provocare, infatti, un’infezione pstsnte nell’animale contagiato tramite
il quale puo infettare nuovi soggetti oppure, puiizaare la strategia “hit-and-run”
caratterizzata da una infezione di breve duratbosplte e il trasferimento ad un altro
ospite recettivo.

L’infezione transitoria riflette questa strategia ‘thit-and-run” poiché gli animali
acquisiscono 'immunita che, in alcuni casi, putdpeare per tutta la vita del’animale.
La seconda strategia consiste nel causare un'arfezpersistente “infect-and-persist”
come accade per esempio nelle infezioni da HIV gpétevirus. A differenza dei virus
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che sfruttano la strategia “hit-and-run”, i virusecutilizzano la strategia “infect-and-
persist” hanno sviluppato sofisticati meccanismr peadere le difese dellospite.
(Peterhanst al.,2003).

Il virus della Diarrea Virale bovina ha sviluppatatrambe le strategie sopra descritte
avendo la capacita di determinare sia un’infezitvamsitoria che produce una risposta
immunitaria da parte dell’ospite, sia un’infeziopersistente. Questo meccanismo di
infezione & decisamente particolare e unico trawisvcapaci di produrre un’infezione
persistente. || BVDV, infatti, determina infeziopersistente infettando il feto nei primi
stadi dello sviluppo intrauterino causando un’imaiatieranza specifica per il ceppo
infettante.

Lo studio dello stato d'immunodepressione, siasogjgetti con infezione acuta sia nei
soggetti persistentemente infetti e il ruolo dedilule infettate nel controllo della
risposta immunitaria ed acquisita, costituisconoqeesta malattia, la chiave di lettura
per comprendere il continuo cambiamento dell'irzenae tra virus e ospite (Chasé
al., 2004).

Il BVDV infetta le cellule del sistema immunitarimnato, provocando disfunzioni
funzionali nei neutrofili, monociti, macrofagi elicde dendritiche.n vitro, un numero
variabile di monociti vengono infettati e producgerogenie virali, diventano apoptotici
qualora infettati da ceppi di BVDV cp e producentdttori solubili che causano
I'apoptosi in monociti e linfociti non infetti (Gl et al, 2003).In vivo si assiste ad una
diminuizione fino al 30-70% del numero di monoagttiitelli infettati da ceppi virulenti

di BVDV.

Poiché i fagociti mononucleari (monociti e macrdfagono cellule importanti sia
perché sono cellule target del BVDV sia per la f@gione del sistema immunitario,
sono stati eseguiti diversi studi riguardo allalicgizione di ceppi cp e ncp del BVDV in
macrofagi differenziatin vitro da cellule del midollo fetale.

In Tab. sono riportati gli effetti in vitro dell'flezione da BVDV sulla funzione dei
macrofagi.
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EFFETTO BVDV Ncp

Sintesi INF-1 = +
Induzione dell’apoptosi = +
Sintesi della prostaglandina E2 = +

Chemiotassi indotta da citochine = =

NO sintesi dopo trattamento con LPS T -
TNF-o sintesi dopo trattamento con LPS - -
Produzione di superossido indotta da PMA - -
Induzione all’attivita procoagulante = =

Inibizione dell'attivita di IL-1 indotta da LPS + +

Tab. 7.2.1 effetto dell'infezione da BVDVin vitro, sulla funzione di macrofagi bovini
(Peterhanst al.,2003)

L’interferon tipo | (INF) o o/f interferons (INk/B) sono una importante difesa
dell'organismo contro le infezioni virali. Una valtsintetizzato e secreto dalla cellula
infetta, I'INF si lega al recettore sulla supewsicdi cellule infette e non infette
inducendo una “stato antivirale”.

Diversi studi hanno dimostrato che ceppi ncp, éedhza dei ceppi cp, non inducono
I'espressione di INF tipoih vitro (Adler et al.,1997) e che tali ceppi hanno la capacita
di determinare un blocco dell'induzione di INF darte di altri attivatori come i ds-
RNA e virus.

Uno studio effettuato da Charlestenal., (2001) effettuatan vivo ha dimostrato una
mancata produzione di INF nel liquido amnioticdeti infettati con ceppi ncp, mentre,
I'INF é stato rilevato nel liguido amniotico di fenhfettati con ceppi cp. Allo stesso
tempo, una banda specifica della proteina Mx,ciuatie la bioattivita dell'INF, é stata
riscontrata tramite Western blot dai campioni dizaifetale al 5 e 7 giorno post
infezione con ceppi cp mentre, solo una esile bandtata riscontrata in campioni di
milza di feti infettati col ceppo ncp, nonostantvidenziazione, tramite isolamento
virale, di una replicazione maggiore di tale cepppetto al cp.
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Altri esperimenti sono stati svolti al fine di ingkre i meccanismi di evasione del
sistema immunitario da parte dei ceppi ncp.

Schweizer e Peterhans (2001), hanno dimostratd'aggiunta di un dsRNA sintetico,
la poly(IC), a cellule infettate almeno 6-12 h pairoon un ceppo di BVDV ncp non
causa la morte cellulare anche alle piu alte canaeioni di poly(IC). Questo dimostra
che l'espressione di proteine cellulari o viraldotte dal virus sono necessarie per
I'effetto inibitorio dei ceppi ncp.

Inoltre, da tale studio, risulta che la sintesi I8iF indotta da poly(IC) viene
completamente inibita in macrofagi infettati da BVDcp.

Alla luce del ruolo chiave dellINF nello scoppi@lth risposta immunitaria acquisita,
per l'attivazione delle cellule NK e dei macrofager 'aumento dell’'espressione di
MCH-I sulle cellule target e per l'attivazione deltellule T, & stato ipotizzato che la
mancata produzione di INF potrebbe essere crucigler lo stabilirsi
dellimmunotolleranza e per la persistenza di cepfato in sviluppo dal 40° al 120°
giorno di gestazione (Adleat al.,1997).

La domanda che molti ricercatori si sono posti‘Berché solo durante questa finestra
temporale si sviluppa la persistenza e 'immunetalhza?”. A questa domanda é stato
risposto ipotizzando la presenza di cellule diversmn ancora presenti nel feto durante
il periodo critico dello sviluppo intrauterino. 'successo dei ceppi ncp nel produrre
infezione persistente nei primi 40 giorni sarelbbace dovuto alla presenza di INF-
prodotto dal trofoblasto bovino, che ha la funziahemantenere la gestazione e per
prevenire la luteolisi (Peterhaasal.,2003).

Le cellule che presentano l'antigene (APC: cellldmdritiche, macrofagi e monociti),
rivestono un ruolo fondamentale per [linduzione le controllo della risposta
immunitaria. Le cellule APC, infatti, internalizzatiantigene e presentano i peptidi alle
cellule T helper sfruttando il sito di legame deppdi associato al complesso maggiore
di istocompatibilita 11 (MHC II).

Le cellule APC infettate da BVDV mostrano una rigdue di recettori implicati
nell'attivita fagocitarla (Welslet al, 1995; Adleret al, 1997).

L’infezione dei monociti, inoltre, riduce la lormapacita di presentare I'antigene alle
cellule T helper. Le cellule dentritiche invece,nnpresentano una riduzione della
capacita di presentare I'antigene alle cellule Ipéree dell’'espressione dei marker della
superficie cellulare.
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Cambiamenti cellulari Effetto sul sistema Effetto sulla risposta dell’animale a

e/o delle citochine immunitario altre infezioni
| chemiotassi I migrazione neutrofili 12° infezioni batteriche
|Fc, espressione recettore CD1< |fagocitosi 12° infezioni batteriche

complemento

|fagocitosi I microrganismi fagocitati 12° infezioni batteriche

ITNF-a Iproduzionecitochine limmunita innata e acquisita
inflammatorie

tinibitori IL-1 Iproduzionecitochine | immunita innata e acquisita
inflammatorie e cellule T

Iproduzione superossido tcrescita microbica 12° infezioni batteriche

lattivita microbicida

Iproduzione INF da ceppi Ncp lrisposta antivirale Evasione sistema immunitario

tproduzione INF da ceppi cp 1 risposta antivirale Apoptosi e morte delle cellule infette

Tab. 7.2.2 effetto del BVDV sul sistema immunitario inna®haseet al.,2004)

Per quanto riguarda invece la risposta immunitadquisita e, in particolare, quella
cellulo-mediata, durante l'infezione da BVDV, sisesva una riduzione dei linfociti T
dipendente dal ceppo infettante; tale riduzione podare da 10-20% al 50-60% con
ceppi ncp altamente virulenti.

Anche le sottopopolazioni dei linfociti T subiscohiofezione da parte di BVDV, sia
CD8+ che i linfociti T CD4+.

A livello microscopico si osserva una deplezione lagociti T nei follicoli linfoidi
delle tonsille e linfonodi con ceppi ipervirulernti BVDV ncp, mentre deplezione dei
follicoli linfoidi delle Placche del Peyer si ossarsia nei casi di MD che nelle infezioni
da ceppi ncp altamente virulenti (Liebler-Tencetal., 2003).

| linfociti CD4+ svolgono un ruolo fondamentale laetoordinazione della risposta
cellulo-mediata nelle prime fasi dell'infezione. kisposte dei CD4+ sono rivolte in
primo luogo nei confronti delle proteine NS3 e E2 BVDV ma anche nei confronti
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della proteina del capside C, la glicoproteil#, Ba proteinasi Npro e la proteina non
strutturale NS2-3.

La proliferazione di CD4+ avviene piu velocemenrgdieninfezioni con ceppi cp rispetto
ai ceppi ncp e la popolazioni maggiormente impécaguella dei Thi.

| ceppi ncp invece, inducono una maggiore attivazidei linfociti CD4+ Th2 causando
una produzione maggiore di anticorpi. Tale indugi@ncaratterizzata da alti livelli di
fattori di crescita per le cellule B e una maggiattévita dell’interleuchina 4.

Anche la popolazione di linfociti CD8+ subisce ymraliferazione durante l'infezione
da BVDV che induce la produzione di IL-2 e INF-

L'infezione da BVDV nei confronti delle cellule dalrisposta umorale causa una
deplezione dei linfociti B nei follicoli linfoidi di linfonodi e delle placche del Peyer
(Liebler-Tenorioet al.,2003). Collen e Morrison, (2000) hanno dimostrette durante
I'infezione acuta da BVDV viene innescata la pradoe dei linfociti T CD4+ e dei
linfociti T CD8+. Sembra che i biotipi cp provochinina linfoproliferazione precoce di
tali cellule che si verifica in 3-4 settimane dallézione, mentre a seguito
dell'infezione con i biotipi non citopatogeni lanfoproliferazione é piu lenta e avviene
in 6-8 settimane. E stato inoltre dimostrato ch@ratbutto i linfociti T CD4+ giocano un
ruolo fondamentale nella risoluzione dell'infeziprla deplezione di questo tipo di
cellule prolunga, infatti, I'eliminazione del viruson le secrezioni nasali durante
I'infezione acuta (Howarcet al., 1992). Sembra, inoltre, che entrambi i linfociti T
CD4+ e CD8+ riconoscano le cellule infettate dalisi ma che solo i linfociti T CD4+
siano in grado di riconoscere anche gli antigeralivnon infettanti (Collen e Morrison,
2000).

La risposta immunitaria umorale € rivolta sopratgtuterso la glicoproteina E2 che e
altamente antigenica e causa la produzione di@piiceutralizzanti nell'ospite dopo
I'infezione o vaccinazione con vaccini vivi attetiumspenti. La risposta immunitaria
rivolta anche verso la proteina NS2-3; tali anfigggossono cross reagire con gli altri
pestivirus. Nei bovini recettivi I'infezione da pardel BVDV causa la produzione di
anticorpi virus-specifici e gli anticorpi neutrademti compaiono generalmente 1-3
settimane dopo l'infezione e il titolo anticorpakegygiunge il picco massimo dopo 12
settimane. In alcuni animali la copertura anticpai riduce dopo pochi mesi
dallinfezione mentre in altri soggetti pud perdwanche per tutta la vita proteggendo
I'animale dalla reinfezione da parte di ceppi ongbiodi BVDV (Brownlie, 1990).
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Gli anticorpi prodotti, IgG, IgM e IgA, sono riwolsoprattutto contro le proteine
strutturali EO ed E2 e contro la proteina non stirale NS2-3.

La glicoproteina E2 e la proteina immunodominantglieanticorpi prodotti nei suoi
confronti hanno una forte capacita neutralizzabgeproteina NS2-3, invece, presenta
degli epitopi altamente conservati traPestivirus gli anticorpi prodotti contro tale
proteina non hanno tuttavia attivita neutralizzaete quindi, non garantiscono la
protezione dall'infezione (Douart e Simon, 1997).

Negli allevamenti in cui gli adulti sono sieropdsit un‘alta percentuale di vitelli
possiede anticorpi neutralizzanti contro BVDV. Lagenta dei ruminanti, essendo di
tipo sindesmocoriale, non permette il passaggiolgdial feto; i vitelli, quindi
acquisiscono gli anticorpi specifici attraversoalostro.

La protezione da un’eventuale infezione &€ notedoimnte la prima settimana di vita,
successivamente i vitelli svilupperanno, in casocdntatto col virus, una propria
immunita attiva (Stober, 1984).

| soggetti infettati in modo transitorio o persigiee da BVDV sono predisposti a
infezioni da altri patogeni soprattutto a livellespiratorio da parainfluenza-3, bovine
herpesvirus-1, virus sinciziale bovino, Pasteuradlamolytica.

I meccanismi di immunosoppressione da BVDV inchmlola riduzione della
proliferazione linfocitaria (Brownet al., 1991), laumento della produzione di
prostaglandina £(Van Reeth e Adair,1997), decremento dell’attivitécrobicida e
della migrazione dei neutrofili, decremento deittfemunoglobuline secrete nel torrente
circolatorio, decremento dellespressione del cema@nto della produzione di
chemochine (Welslet al., 1995), decremento della chemiotassi e della fagsici
L’abilita di ceppi cp e ncp di indurre apoptasivivo dei linfociti B e T nei tessuti
linfoidi, rappresenta un meccanismo immunosoppressiimportanza critica.

Nella Tab. 4 sono riportati i maggiori effetti delfezione da BVDV sul sistema
Immunitario acquisito.
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Cambiamenti cellulari Effetto sul sistema Effetto sulla risposta

e/o delle citochine immunitario dell’'animale ad altre infezioni
| espressione MHC I lpresentazione antigene | risposta immunitaria
acquisita
| espressione MCH | da ceppi llinfociti T citotossici 1 evasione immunitaria e
ncp infezione virale
1 attivazione di T helper da ceppi 1 risposta linfociti T 1 risposta protettiva a lungo
cp citotossici termine

1 memoria cellule T

1 attivazione di T helper da ceppi 1 attivazione cellule B 1 produzione Ab
ncp
| risposta cellulo mediata

Tab. 7.2.3 effetti del BVDV sul sistema immunitario acquistChaseet al.,2004)
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CAPITOLO 8. DIAGNOS
8.1 Diagnosi clinica e anatomo patologica

La grande variabilita delle manifestazioni clinicdesociate al BVDV rende difficoltosa
la sua diagnosi: la diarrea virale bovina pud essssnfusa con numerosi stati
patologici; in molti casi, I'indagine clinica e @oano-patologica riescono solo a fornire
un sospetto che dovra essere confermato tramitdatjine di laboratorio (Castrucci,
1992).

Per utilizzare il miglior approccio diagnostico, ieterinario deve considerare
attentamente il contesto in cui opera, dato chetatini test diagnostici sono applicabili
in ogni situazione (Saliki e Dubovi, 2004).

Nei casi di malattia delle mucose acuta e cronicquadro anatomo-patologico &
particolarmente evocativo anche se non esaustivoet¢roscopia evidenzia la presenza
di erosioni della mucosa dell’apparato digerenteeathe lesioni congestizie, edematose
0 emorragiche e necrotiche; sono inoltre rilevdatimodificazioni infiammatorie
riferibili a fenomeni di atrofia in corrispondenzielle placche del Peyer (Castrucci,
1992).

La presenza di turbe della riproduzione e di arienwngenite dei vitelli possono far
sospettare la presenza dell'infezione da BVDV ieraa. Il ripetuto ritorno in calore e
il calo della fertilita, gli aborti enzootici, la ontalita embrionale e la mummificazione
del feto, sono segnali importanti per formulare smspetto di infezione acuta e
transitoria da BVDV. Gli aborti sono precoci, verdndosi al massimo fino al 3°- 4°
mese di gestazione e nel feto abortito o sullaguigcnon si riscontrano segni evidenti
(Douart e Simon, 1997).

Le sindromi emorragiche che si manifestano coni tdissnortalita elevati sia negli
adulti che nei giovani animali possono indurre @spetto di infezione da parte di
BVDV tipo 2. Segni clinici minori sono rappresemt@él calo della produzione lattea e
da episodi febbrili moderati. Anche le forme dirdém acuta e patologie polmonari che
colpiscono soprattutto i giovani animali possoneace un sospetto di infezione da
BVDV in atto (Douart e Simon, 1997).
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8.2 Diagnosi differenziale
8.2.1 Forma gastroenterica

Peste bovinain un paese indenne, la Peste bovina si esprimea@tteristiche cliniche
che le conferiscono una gravita tale da non paisere paragonata alla BVD. La peste
bovina infatti € caratterizzata da un andamentoaféo-acuto e da una morbilita e
mortalita elevate. | sintomi clinici, in questo oassono rappresentati da reazione
febbrile intensa, manifestazioni infammatorie suthucose superficiali con necrosi e
ulcerazioni dell’'epitelio orale, seguite da gastrderite con diarrea sanguinolenta di
odore nauseabondo. Nelle regioni endemiche la pmstma si manifesta sotto forma
atipica, nettamente meno grave, caratterizzataielge lipertermia, lesioni buccali
modeste, enterite e diarrea poco apprezzabilialircaési la diagnosi differenziale con
BVD risulta difficoltosa (Castrucci, 1992).

Afta: l'afta epizootica potrebbe essere confusa con Bddhanto considerando gli
animali individualmente e dopo la rottura delle clesle del cavo orale. L'afta si
distingue infatti per la sua grande contagiosita gossibile estensione del contagio agli
ovini e ai suini, per la sindrome febbrile di bredarata ma intensa e per I'assenza di
diarrea (Castrucci, 1992).

Febbre catarrale maligné diagnosi differenziale nei confronti della e catarrale
maligna (FCM) puo essere difficoltosa soprattutéd casi in cui la BVD, in forma

grave, sia caratterizzata da una evoluzione Ieht#tavia, la FCM presenta caratteri
peculiari quali: l'incidenza é elevata soprattutegli animali adulti, la localizzazione é
prevalentemente oculare, respiratoria e vagingereh assente o tardiva.

Blue Tonguedi norma, la Blue tongue e inapparente nel bqvina occasionalmente si
pudo manifestare una stomatite ulcerativa a livedlotaneo e podale. Elementi
differenziali possono essere la comparsa contemparaelle pecore, la diffusione
geografica, i caratteri diffusivi della necrosildemucosa orale e della lingua, I'assenza

di diarrea e di erosioni nella mucosa gastroerad@astrucci, 1992).
Altre stomatiti possono presentare analogie con linfezione deDB¥ Stomatite

papulosa che decorre in forma enzootica e colpéetivamente gli animali giovani,
essa evolve in assenza di febbre e diarrea e paebeeBasmessa alluomo dove causa
lesioni sulle mani (Malattia dei mungitori); la &tatite ulcerosa da vaiolo bovino che
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provoca un’eruzione vescicolo-pustolosa sulla maate cavo orale e sulla cute della
mammella; la Stomatite vescicolare che si riscostrla occasionalmente nel bovino e
che si contraddistingue per la sua evoluzione Imenig per l'aspetto tipicamente
vescicolare delle lesioni; la Blue tongue che aatima inapparente nel bovino, ma che
pud occasionalmente provocare una stomatite uleesssociata a localizzazione
cutanea e podale. Le lesioni causate dalla Blugu®rpossono creare problemi di
ordine clinico nella diagnosi differenziale conB&D; gli elementi differenziali sono
rappresentati dalla comparsa della malattia nedleope, dallassenza di diarrea e dai
caratteri diffusivi della necrosi della mucosa eraldella lingua (Castrucci, 1992).

Altre enteriti possono essere confuse con BVD le enteriti vitatiotavirus, parvovirus

e coronavirus che perocolpiscono quasi esclusivamente gli animali neonatnolto
giovani. Le enteriti tossiche che si manifestano in assehzkesioni buccali e con
sintomi nervosi, epatici o renali. Le enteriti pgsitarie da coccidi o strongili gastro-
intestinali. Le enteriti batteriche dacoli e Salmonella, caratterizzate da un andamento
enzootico e che colpiscono soprattutto i vitelbwgni e I'enterite daMycobacterium
paratubercolosis, caratterizzata da un periodo di incubazione palgicnente lungo e
che decorre senza febbre né lesioni della mucoszakeu(Castrucci, 1992).

8.2.2 Forma respiratoria:

Febbre catarrale malignasegni respiratori sono la conseguenza di ufianmmazione

prima catarrale poi mucopurulenta e necrotica, Spesssociata a rinite, sinusite e
laringo-tracheite. | sintomi respiratori sono mofil gravi rispetto a quelli associati
all'infezione da BVD.

Rinotracheite infettivagli elementi differenziali a favore della IBR rew I'elevata

morbilita e la sintomatologia essenzialmente respiia. Le analogie tra BVD e IBR
sono la presenza di congiuntivite e cheratitepoksibilita di aborti.

Parainfluenza 3la forma clinica ordinaria di PI-3 pu0 esserdaténziata da BVD sulla

base della contagiosita elevata, dei sintomi dinea-bronchite catarrale e per 'assenza

di disturbi dell'apparato digerente (Castrucci, 299

97



8.2.3 Forma riproduttiva:

Neospora caninum: questo protozoo puo causare aborto nelle boviaeidg e, piu di

rado, turbe nervose nei vitelli neonati. L'abort@ cheosporosi si osserva piu
frequentemente dal 4° al 6° mese di gravidanza,aff@zioni neonatali piu

frequentemente osservate sono encefalomielite sitaio

Brucella abortus: I'aborto provocato d8rucella abortus si verifica tra il 4° e '8° mese

di gravidanza a causa di una placentite, sonoredkquenti ritenzioni placentari.
Clamydia pgittaci: nelle infezioni naturali 'aborto d&lamydia non si verifica prima

del 5° mese e puod essere seguito da ritenzionengke. Il feto pud presentare edemi
sottocutanei, petecchie su timo, sierose e so#oeutun aumento del volume dei
linfonodi.

Campylobacter fetus fetus, Campylobacter fetus venerealis:. Campylobacter fetus

venerealis causa, come sintomo piu evidente calo della it@rté ritorni in calore.
L'aborto si manifesta di solito tra il 5° e il 6°a%e di gravidanza, ma talvolta, pud
riscontrarsi prima o quasi al termine della gesta&i Si apprezzano lesioni
macroscopiche del feto edemi del connettivo sottow®o, presenza di liquido
emorragico nelle cavita splancniche e necrosi epattampylobacter fetus fetus
provoca, invece, un aborto sporadico che solitaensinterifica a gravidanza inoltrata.

8.2.4 Forma emorragica:

La diagnosi differenziale della forma emorragicafata con tutte le patologie in cui si
verifica trombocitopenia sia quando questa e detetia da una riduzione della vita
delle piastrine sia quando si ha una diminuziorka ¢geoduzione di trombociti da parte
del midollo osseo. Le malattie infettive possonoitaes nel fenomeno della
coagulazione intravasale disseminata (DIC) durlantgiale si assiste ad un consumo ed
esaurimento delle piastrine. La trombocitopenia €otomponente di DIC e stata
osservata in bovini con infezioni batteriche acatene metriti o mastiti settiche.

Nei bovini, la trombocitopenia dovuta a ridotta guaione, € associata spesso ad
intossicazioni da micotossine, ingestione di pidossiche e furazolidone.
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8.2.5 Forma nervosa

Le manifestazioni nervose legate a BVDV sono gieate in vitelli neonati in seguito
ad infezione intrauterina e in adulti in cui e stéolato un ceppo BVDV-2 (Blas-
Machadoet al., 2004; Fuscet al., 1997).

L’ipoplasia cerebellare, riscontrata frequentemargevitelli neonati, e le altre lesioni
del sistema nervoso vengono messe in diagnosieliiféale da Scarratt al. (2004)
con:

- cause ereditarie dovute a geni autosomici regessivacche Hereford, Shorthorn,
Guernsey, Ayrshire e Holstein che determinano psiplcerebellare;

- deficit di branched chain chetoacido decarbossilasi, che porta a una pasottejinita
Maple syrup disease per la formazione di urine dall'aspettecitioppo d’acero. Questo
e un disordine ereditario in vacche Hereford,;

- malattie da accumulo lisosomiale, in cui vi & w@enza enzimatica responsabile
dell’'accumulo di lipidi e proteine indigeriti aliterno di questi organelli inracellulari;

- intossicazione da organofosforici, utilizzati cenmsetticidi ed antielmintici. Questi,
bloccando [l'acetilcolinesterasi determinano un autmedella concentrazione di
acetilcolina nei tessuti, amplificando, cosi, ath del sistema nervoso simpatico e
parasimpatico;

- ingestione di tossine contenute in piante o furgdte infestano le piante, come la
micotossina tremorgenica prodotta dal fungo engofcremoniumlolii, infestante del
Lolium perenne, o quella prodotta dal fungdlaviceps paspali 0, ancora, l'ingestione di

alcaloidi della triptamina, contenuti neRhalaris.

8.3 Diagnosi di laboratorio

8.3.1 Diagnosi indiretta
La diagnosi indiretta permette di individuare laeggnza dell'infezione in una

determinata zona o allevamento e consente di fdmé | soggetti con infezione acuta
guando si evidenzi una sieroconversione. Un aspeitocolarmente importante della
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diagnosi indiretta € che essa costituisce la faséinpnare per lindividuazione dei
soggetti persistentemente infetti che vengono iddati come sieronegativi. La
reinfezione di un soggetto persistentemente infetto un ceppo eterologo pud pero
determinare una risposta anticorpale; per tale voota ricerca di anticorpi anti-
NS3/NS2-3 risulta essere la piu affidabile in qoagquiesta proteina, essendo altamente
conservata, non stimola la risposta immunitariasdejgetto immunotollerante che si
infettato con un ceppo eterologo (Maillard e Chatst2000).

L’interpretazione del dato sierologico, comunqueyed essere inserito in un contesto
per valutarne l'attendibilita. Quando correttameapplicati, i test sierologici possoni
essere usati per saggiare lefficacia di un vaccimalutare l'esposizione di un
allevamento a BVDV e associare ai segni clinicifézione da BVDV (Saliki e Dubovi,
2004).

Sieroneutralizzazione

Il test della sieroneutralizzazione (SN) € statolpego tempo riconosciuto come il test
di riferimento sierologico per BVDV. Per la sua @sgone sono necessari dai tre ai
cinque giorni. Non ci sono ceppi di riferimento wersalmente accettati per la
sieroneutralizzazione, ma quelli piu comunementizzati sono i ceppi citopatogeni
NADL, Singer e Oregon C24V (Brock, 1995).

| titoli della sieroneutralizzazione possono diiferda un laboratorio all’altro e tali
variazioni sono dovute principalmente alla diversintigenica dei ceppi virali isolati, ai
tipi di colture cellulari usate e al numero di gEgES cui sono state sottoposte le cellule.
A causa della mancanza di standardizzazione nt&s teslella possibilita di ottenere
risultati diversi i campioni di siero acuto e colestente devono essere testati
simultaneamente in laboratorio (Brock, 1995).

ELISA

Il test diagnostico ELISA e ampiamente utilizzater ga ricerche di anticorpi anti-
BVDV perché permette di testare un numero cospicadd campioni
contemporaneamente e di ottenere il risultato ichpoore. La maggior parte dei test
ELISA sono allestiti con proteina NS3 come antigpae la sua elevata conservazione.
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Il test ELISA é risultato utile per evidenziarepeesenza di anticorpi non solo nel siero
ma anche dal latte. Niskanehal., (1991) utilizzarono per la prima volta il tedtIEA

su campioni di latte individuale e di massa riscamio una correlazione tra il livello di

anticorpi contro BVDV nei campioni di latte di deak la presenza di soggetti Pl. Tale
metodica e tuttora ampiamente utilizzata in quantmn valido strumento di screening
per la ricerca dell'infezione in azienda.

8.3.2 Diagnosi diretta

Isolamento virale

Nonostante gli enormi sviluppi delle tecniche diagfiche, I'isolamento virale rimane il

Gold standard.

Il virus cresce in molte linee cellulari, ma quedi@ usate per BVDV sono le cellule dei
turbinati, di testicoli e di rene bovino. Un pardameimportante da considerare per la
crescita in coltura cellulare di BVDV é il metodé idoculazione. La tecnica che
prevede la caduta dell'inoculo nel terreno di c@tgopra lo strato di cellule € poco
sensibile, a causa del cosidde#ffetto di colonna: sembra che la sensibilitd della
metodica sia inversamente proporzionale alla dzstache la particella virale deve
compiere per incontrare le cellule. Pertanto, efepitdle far adsorbire il virus
direttamente sul monostrato cellulare per 1-2 opwieaggiungere il terreo di coltura
(Saliki e Dubovi, 2004).

[l migliore campione di partenza per l'isolamentcale, nel caso di animali in vita, e
rappresentato dalle cellule mononucleate ligfy coat ottenute dal sangue intero.
Infatti, il virus si localizza soprattutto a livellintracellulare e i leucociti, rispetto al
siero, non sono soggetti all'interferenza di anfcali origine colostrale presenti negli
animali di eta inferiore ai 6 mesi. Tuttavia, sspono usare come campioni di partenza
anche il sangumn toto, il siero, tamponi da cavita nasali, dal cavo @rdhl retto, feci e
seme. In quest’ultimo caso, bisogna ricordare f@c#a citotossica del seme fresco, per
cui esso va diluito. Nel caso di soggetti persigeente infetti, la quantita di virus
presente nell’organismo é talmente elevata chenpi@tenente qualsiasi secreto, escreto

0 tessuto puo risultare idoneo per lisolamentoB¥iDV (Saliki e Dubovi, 2004).
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Quando si tratta di animali morti, invece, i cammpimigliori sono quelli provenienti da
organi linfoidi, quali milza, placche del Peyemftinodi meseraici e timo. Risulta,
invece, difficile I'isolamento virale da tessutid@vanzato stato di decomposizione, quali
feti abortiti, a causa del loro effetto tossicoulti 2001).

La crescita di BVDV su colture cellulari, a secomt# biotipo, pud determinare o meno
effetto citopatogeno. La presenza di BVDV citopa&teg si manifesta appunto con
alterazione del monostrato cellulare fino alla l®tistruzione.

| BVDV non citopatogeni, invece, non potendo esshséinti dalle colture cellulari di
controllo, devono essere ulteriormente testatigyédenziare la presenza del virus. A
qguesto fine si usano 'immunofluorescenza o teaischmunoenzimatiche ELISA e
I'immunoperossidasi. L'immunofluorescenza richiedlaso di anticorpi mono o
policlonali coniugati con fluoresceina isotiociama{Brock, 1995). Tuttavia, sieri
policlonali possono creare dei legami aspecifiendendo difficoltosa la lettura della
fluorescenza e dando dei risultati falsi positil. contrario, anticorpi monoclonali
producono una fluorescenza molto chiara, ma bisags&urarsi che reagiscano contro
tutti i ceppi di BVDV, in modo da non avere deiuliati falsi negativi, vista la
variabilitd antigenica di BVDV (Saliki e Dubovi, 28).

L'immunoperossidasi su piastra di microtitolaziggrevede, dopo un’incubazione di 4
giorni, la fissazione delle cellule sul fondo dgliastra con acetone al 20%; dopodiché
sono asciugate e lette dopo colorazione. Questodoed molto utile nel caso in cui
debbano essere testati molti campioni, ad esemg@o ipdividuare i soggetti
persistentemente infetti in un allevamento. Seblstaenolto accurata per la ricerca di
animali Pl, questa tecnica non & abbastanza sknsgibi casi di infezione acuta di
BVDV. La metodica, inoltre, non puo essere appéicatsieri di animali di eta inferiore
ai 3 mesi, dato che gli anticorpi materni integeono con la crescita di BVDV sulla
coltura cellulare (Saliki e Dubovi, 2004).

Bisogna ricordare che le cellule e il siero fetadeino utilizzati devono essere privi non
solo del virus, ma anche di anticorpi verso BVDWN,quanto impedendone la crescita

renderebbero vano lisolamento.
Ricerca dell’antigene
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La rapida identificazione degli antigeni viraligampioni di tessuto puo essere ottenuta
con metodi immunoistochimici come [limmunofluoresza o0 con metodi
immunoenziatici. | risultati del test immunoistoetico da biopsie cutanee sono
correlati con quelli ottenuti dai test eseguiti sangue. La difficolta di ottenere
campioni di tessuto da animali in vita rende dikéid’applicazione di questa metodica.
L'utilizzo di tecniche immunoistochimiche pud rappentare un valido strumento di
diagnosi postmortem sui soggetti persistente maemegti (Sandvik, 1999).

Poiché il sangue, invece, e facilmente ottenibjléneltre, € utilizzato per le ricerche
sierologiche, sono stati sviluppati molti test cligizzano il sangue come campione di
partenza. Tra questi il flusso citometrico che peitendi testare velocemente un largo
numero di campioni e, soprattutto i tests ELISAtelst ELISA per la ricerca
dell'antigene virale sono basati sull'uso di spiecénticorpi monoclonali per uno o piu
antigeni virali. 1l rischio associato alluso di wolo anticorpo monoclonale, & che
I'epitopo riconosciuto dall'anticorpo, non sia peaege nel virus isolato. Attualmente la
maggior parte dei kit in commercio utilizza antigomonoclonali verso le proteine
NS2-3 e NS3 perché sono le piu conservate.

Al contrario di quanto accade con i soggetti peesiemente infetti, la probabilita di
individuare antigeni virali da biopsie cutanee diggetti vaccinati con virus vivi
modificati o con infezione acuta € molto bassa éejaal., 2000).

Animali sperimentalmente infettati mediante inozidae di BVDV virulento mostrano
la presenza dell’antigene virale a livello cutaeogli 8 e i 14 giorni post-infezione
(Njaaet al., 2000).

Le strutture che mostrano una maggiore recettaligacolorazione mediante la tecnica
Immunoistochimica sono I'epidermide e le struttassonali, con colorazioni positive
per le cellule dendritiche del derma e la cartidagiauricolare nei soggetti
persistentemente infetti. Nei soggetti con infeeidransitoria, invece, si rileva una
maggiore presenza di antigeni virali nellinfundibalei bulbi piliferi e nell’'epidermide
nonostante sia una distribuzione multifocale (Njaal., 2000).

La raccolta del campione, inoltre, presenta i &ggt di una facile raccolta, senza la
necessita di avere strumenti particolari e delquaatke specializzato, come nel caso del

prelievo di sangue, in cui anche il contenimenttatemale risulta piu complesso. Il
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campione, durante il trasporto in laboratorio, mssere stoccato in una soluzione di

formalina, senza la necessita di refrigerazionmecavviene per i campioni di sangue.

Tecniche biomolecolari per la diagnosi di BVD-MD

L'applicazione di metodi di ricerca dell'acido ne@o presenta numerosi vantaggi
rispetto all'isolamento virale per 'assenza denrférenza con anticorpi neutralizzanti,
per 'elevata sensibilitd e specificita e per lsgbilita di evidenziare particelle virali
difettive o inattivate (Brock, 1995). Tali tecniclpermettono inoltre di diminuire i
tempi di diagnosi e consentono di caratterizzdneetlo genetico il ceppo virale isolato.

- Dot blot e ibridazione in situ

La disponibilita sempre maggiore di informazionilasequenza dell'acido nucleico ha
permesso lo sviluppo di sonde di ibridazione periderca di BVDV. | vantaggi
dell'utilizzo di questi metodi diagnostici, sonoppesentati dalla possibilita di testare
piu campioni contemporaneamente e dal fatto ch&ARnon necessita di essere
purificato dal campione di partenza come per laHOR. Tali tecniche hanno inoltre
confermato la diversita delle sequenze del genamadiversi ceppi di BVDV isolati
riscontrata dall’'analisi con anticorpi monoclonglipprio per tali differenze genomiche
sono state messe a punto diverse sonde capaciddird porzioni diverse del genoma.
Le sonde che permettono l'individuazione della pita percentuale di BVDV isolati
sono quelle ottenute a partire dalla regione geca®UTR.

- Reverse Transcriptase-Polymerase chain read®i®rPCR)

Questa tecnica si basa sulla retrotrascrizionéRA virale e sulla sua amplificazione
ad opera dellenzima DNA polimerasi e grazie ailizzo di primers che si legano
specificamente a un tratto del genoma virale. Asaatlell'elevata variabilita genetica
dei ceppi di BVDV occorre scegliere primers in gradl amplificare la maggior parte
dei ceppi isolati. Vari studi dimostrano che i pem® specifici per le sequenze
nucleotidiche della regione 5’'UTR e del gene NS®ob la maggiore sensibilita.
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| vantaggi dell'utilizzo di tale tecnica sono moléssa non risente, come l'isolamento
virale e 'ELISA per la ricerca dell'antigene, delpresenza di anticorpi colostrali
(Gilbert, 1999); puo essere applicata a pool dspk o0 sangue intero permettendo
screening di massa; permette di ottenere buoniaisanche da campioni non idonei
per altre metodiche come, per esempio, feti abantiavanzato stato di autolisi, tessuti
fissati in formalina e liquido seminale (Duns#ral., 1999). Tale metodica rivela la
presenza del virus 12-14 giorni dopo l'infezioneado inizia cioé la produzione di
anticorpi neutralizzanti (Brock, 1995).

Gli svantaggi dell'utilizzo di tale tecnica songpaiesentati dal fatto che I'RNA virale
deve essere estratto dal campione di partenza éttialche esso & particolarmente
sensibile alla degradazione per idrolisi enzimatioaltre la RT-PCR é stata utilizzata
fino ad oggi a scopo di ricerca e deve essere anstandardizzata per poter essere
impiegata largamente nei laboratori come metodicéinaria (Dunseet al., 1999).

Si sono evolute numerose tecniche di PCR per speeifesigenze di ricerca
diagnostica.

- Multiplex PCR: vengono usate contemporaneampitteoppie di primers, in modo
da amplificare due o piu tratti del bersaglio. @dde la reazione piu specifica, inoltre,
si riesce a rilevare il patogeno anche se essa&a@incontro a mutazioni in una delle
regioni (Poliet al., 1996). Secondo alcuni Autori, questa metodicarghbe essere
svolta senza effettuare I'estrazione del’RNA, imqto la sensibilitd della prova rimane
comunque sufficiente per identificare i portatori.

- Nested PCR: si eseguono due amplificazioni ssiee, utilizzando, nel secondo step,
una coppia di oligonucleotidi interni rispetto airpi usati, producendo un frammento
amplificato di dimensioni inferiori, per cui possofunzionare solo se il risultato della
prima amplificazione é specifico (Pa# al., 1996). In uno studio effettuato per la
tipizzazione dePegtivirus, é stata usata la Nested PCR, consentendo diatiffiare i 3
Pesitivirus dei Ruminanti (Fultort al., 1999).

- Real-time PCR: con questa metodica, si pud sediaiccumulo del prodotto di PCR
continuamente durante [I'amplificazione; infatti $mpiegano diversi reagenti
fluorescenti che, legando il DNA, emanano un segngpecifico. Il maggior
miglioramento rispetto alla classica PCR sono Vata sensibilita e specificita, la
guantificazione della carica virale del campiohbreve tempo di corsa e i ridotti rischi
di contaminazione (Gibscat al., 1996; Heicet al., 1996).
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Recentemente la tecnica di real-time é stata agipliper la diagnosi di diversi virus
animali tra cui il virus respiratorio sinciziale ¢Aenbactet al., 2004), I'afta epizootica
(Callahanet al., 2002), il virus vescicolare suino (Redtlal., 2004), alla febbre suina
classica (McGoldricket al., 1998; Risattiet al., 2003; Hoffmannet al., 2006) e al
BVDV (Bhudevi e Weinstock, 2001; Letellier e Kerkep2003).

Una tecnica di real-time PCR one-step é stata tep@mmte messa a punto per la
diagnosi del BVDV; tramite I'usa della metodica Tean con sonde disegnate sulla
regione 5’UTR é stato inoltre possibile tipizzamrettamente 54 campioni di BVDV
suddividendoli in BVDV-1 e BVDV-2 (Baxgt al.,2006).
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CAPITOLO 9. CONTROLLO
9.1 Profilassi diretta

L’individuazione e l'eliminazione dei soggetti pstentemente infetti insieme al
divieto di ingresso di nuovi portatori sono il pripio fondamentale su cui si devono
basare il controllo dell'infezione da BVDV e |'eriadzione della malattia.

In generale, infatti, il controllo delle malattiefeéttive & possibile tramite I'eliminazione
dei serbatoi d’infezione, impedendo il contatto aetermina la trasmissione della
malattia e aumentando le resistenze degli aninsgitiodell'infezione, (Smithet al.,
2004).

Per esprimere tali misure preventive si fa rifemioeai concetti di biosicurezza, intesa
come l'azione di prevenire I'introduzione di un agedi malattia, e di biocontenimento,
che descrive I'azione di controllare un patogeroggistente.

Una volta determinata la circolazione del virusl'aévamento, si mettono in atto i
piani di biosicurezza o biocontenimento per miniaiz gli effetti del virus o per
eliminare il virus dalla mandria (Smitb al., 2004). Un metodo per mettere in evidenza
I'entrata o la presenza del virus in allevamentbesempio, e l'introduzione di animali
sentinella non vaccinati, in grado di mostrare sirgoconversione del titolo anticorpale
in caso di circolazione virale.

E inoltre necessario evitare la nascita di taligei tramite accurati controlli delle
bovine gravide. Ogni animale che viene introdotédl'alevamento non deve essere
viremico, anche se si tratta di una viremia tramgt L'animale deve quindi essere
sottoposto, durante un periodo di quarantena rggre sufficientemente lungo, ad
esame sierologico; nel caso in cui tale esametirisagativo, 'animale deve essere
sottoposto alla ricerca virologica. Se l'animaléradotto in azienda € una bovina
gravida, il controllo al momento dellacquisto vemnaddoppiato con il controllo del
prodotto del concepimento, che deve essere eseggaitdla nascita del vitello, sia dopo
i sei mesi di eta con un test che evidenzi I'evaletpresenza del virus.

Il controllo dell'infezione da BVD e particolarmentimportante nei centri per la
fecondazione artificiale. Nei centri di produzicshe seme gli animali PI rappresentano
un importante fattore di rischio in quanto sonaetsei del virus con lo sperma e anche
perché sono in contatto con gli altri tori del genthe possono divenire quindi, a loro



volta, transitoriamente escretori del virus. Laid&xione prevede, tra le condizioni
sanitarie richieste per l'ammissione di un toro un centro per l'inseminazione
artificiale, una quarantena con prova di isolametgbBVDV. Due test effettuati a un
intervallo di 4 settimane, permettono di differemei i soggetti Pl dagli animali infetti
transitoriamente (Maillard e Chastant, 2000).

Piani di controllo e programmi di eradicazione @dlVD sono stati applicati a livello
nazionale nei Paesi scandinavi, Svezia, Norvegidarmdia e Danimarca e, a livello
regionale o provinciale in altri Paesi europei ¢ta anche I'Austria. | programmi di
eradicazione senza l'uso di vaccini nei Paesi Soamdsono iniziati negli anni 1993 e
1994 dando buoni risultati come dimostrato daldapdecremento della prevalenza e
dellincidenza dell'infezione (Linberg e Alenius999).

9.2 Profilass indiretta

Il controllo indiretto dell’infezione da BVDV é vt al raggiungimento di uno stato
immunitario permanente nell’allevamento, sopradtuiel gruppo dei riproduttori.

9.2.1 Vaccini

Gli obiettivi della vaccinazione sono:
v ridurre le perdite associate all'infezione, alim@rdo I'immunizzazione degli
animali presenti all'interno dell’allevamento;
v' impedire la nascita di soggetti persistentementettin principale fonte di
trasmissione del virus.
Un vaccino contro BVDV, per essere efficace, dex@qggere contro la viremia, in
modo da evitare la disseminazione del virus e éireit’'infezione alle cellule target del
sistema immunitario, impedendo I'immunosoppressiena morte dell’animale.
Con limmunizzazione, viene stimolata, da parte sisiema immunitario, una risposta
mediata sia dai linfociti B che dai linfociti T, quanto entrambe le risposte immunitarie
sono necessarie per l'eliminazione del virus. Lavgforme emorragiche causate da
BVDV-2 in allevamenti di bovini vaccinati per BVDY- hanno suggerito come
programmi vaccinali nei confronti di entrambi i géipi di BVDV siano necessari
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(Ridpath, 2000). Proprio per la diversita antiganimfatti, € stato necessario allestire
vaccini sia vivi attenuati che spenti che contemesentrambi i genotipi di BVDV.
Dato che i vaccini contro BVDV dovrebbero esseregrado di proteggere contro
un’ampia gamma di forme morbose, & bene valutaasdedipo di vaccino usare sulla
base di diversi parametri:

v Risposta immunitaria indotta dal vaccino.
L’efficacia di un vaccino si basa sulla sua abitiaidurre i segni clinici della malattia
in una popolazione vaccinata rispetto ad un grupmo vaccinato esposto allo stesso
virus nelle stesse condizioni (Brock e Corte01).
[l vaccino vivo attenuato € molto vantaggioso, pértantigene & amplificato durante la
replicazione nell’animale vaccinato, quindi &€ stiffinte somministrare poche dosi per
immunizzare I'animale (Boliret al., 1995).
| vaccini spenti, invece, inducono una rispostécanpale neutralizzante piu debole e un
minor tempo di copertura, anche se sono piu sigspetto ai vaccini vivi attenuati
(Bolin et al., 1995).

v’ La cross-reattivita.
Questa proprieta € importante nei vaccini per BVDMta I'estrema variabilita dei
ceppi circolanti nella popolazione bovina.
Sia i vaccini vivi attenuati sia quelli spenti stitano la produzione di anticorpi in grado
di cross-reagire. | vaccini vivi attenuati hannondstrato di indurre un livello di
anticorpi coprente per 3 settimane verso 20 cepprsl di BVDV in uno studio (Bolin
e Ridpath,1989) e verso 10 ceppi in un altro st{Giortesect al., 1998). In entrambi i
casi sono stati utilizzati ceppi appartenenti a BWWD e BVDV-2 con la prova di
neutralizzazione.
Prove condotte con vaccini vivi attenuati contenBMDV1 hanno dimostrato di cross-
proteggere vitelli da infezioni sperimentali corppevirulenti di tipo 2 (Dearet al.,
1999, Fairbankst al., 2003).

v La protezione fetale.
L’efficacia dei vaccini di proteggere il feto datifezione € ancora molto discussa. Da
studi sperimentali si evince una significativa, lamse non totale protezione del feto con
vaccini vivi attenuati e una parziale protezione& ¢aso di vaccini spenti (Cortesa
al., 1998).



In uno studio finalizzato a valutare I'efficaciawvdiccini spenti nellimpedire I'infezione
fetale, delle vacche sono state esposte all’'80F ¥0agiorno di gestazione a BVDV
dopo aver loro somministrato un vaccino spento gritella fecondazione; il risultato é
stato che solo il 36% dei vitelli nati sono ristiltprotetti contro un’infezione fetale
(Ellsworthet al., 1993).
Invece, usando un vaccino spento seguito da urmnhcon vaccino vivo attenuato, 9
vacche sperimentalmente infettate tra il 30° e29°1giorno di gestazione per via
intranasale con una miscela di BVDV-1 e BVDV-2, ettimane, dopo la seconda
vaccinazione) hanno partorito tutte vitelli siergagvi e BVDV-free (Freyet al., 2002).
La vaccinazione, percio, riduce la probabilita tBzione fetale, ma non da completa
protezione (Van Oirschat al., 1999).

v' La durata della copertura immunitaria.
La durata dellimmunita & un punto cardine nell’bggzione pratica dei vaccini contro
BVDV, soprattutto negli allevamenti estensivi daneg dove gli animali non sono
sottoposti a frequenti controlli.
E dimostrato che i vaccini vivi modificati hannoi dentaggi rispetto a quelli spenti
determindo un maggior tempo di copertura, in quaano in grado di evocare una
maggiore risposta anticorpale e richiedendo un mardesomministrazioni inferiori ai
vaccini spenti.
La stimolazione della risposta immunitaria indottai vaccini attenuati & rapida e
duratura, si sviluppa in circa 3 settimane dallecugazione e perdura per molti mesi. In
uno studio sperimentale, la risposta anticorpal&raézzante in bovine sieronegative
sottoposte a vaccino vivo modificato perdurava p&rmesi (Corteset al., 1998),
mentre vitelli di 14 giorni vaccinati con una sifg@omministrazione sempre con un
ceppo modificato hanno mostrato una copertura v8éDV2 a distanza di 4 mesi
dalla vaccinazione (Ellist al., 2001).
[l vaccino vivo attenuato, infatti, evoca una risfimmunitaria simile a quella indotta
da un virus di campo, quindi gli anticorpi nel sigrossono essere rilevati per pit di un
anno. In qualche bovino si e visto che il titolcadticorpi contro il BVDV cominciava a
diminuire verso i 2 anni (Bolin, 1995).

v" Immunosoppressione.
| vaccini vivi modificati presenti in commercio Em0 essere responsabili di una
soppressione dei meccanismi di difesa immunitagaprattutto a carico della
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componente neutrofilica e linfocitica. Secondo djudti, € meglio evitare di vaccinare
soggetti stressati con vaccini vivi attenuati.l aiac inattivati non inducono
immunodepressione (Bolin, 1995).

v Ripresa della virulenza.
Vaccini vivi attenuati rappresentano, anche se dorrequente, un rischio per la
sicurezza , in quanto vi pud essere una riviruldatee del ceppo attenuato, con la
trasmissione a soggetti sensibili presenti allintedell’allevamento e una viremia nel
soggetto vaccinato (Fultast al., 2003).
Il riacquisto della virulenza da parte del viruseatiato avviene in seguito a
ricombinazione con l'acido nucleico di origine \@ae cellulare. Altre possibili e
temibili conseguenze dopo la somministrazione delcino sono la comparsa della
Malattia delle Mucose in seguito a somministrazi@heun ceppo citopatogeno in
animale PI. Si possono, inoltre, verificare turipgaduttive, infatti, BVDV pud passare
la barriera placentare determinando morte del é&ftdifetti congeniti, &€ sconsigliato
usare tale vaccino in bovine gravide (Bolin, 1995).

v’ Effetti degli anticorpi materni sulla risposta imnitaria.
Alte concentrazioni di anticorpi di origine matersaecifici per BVDV possono
determinare un blocco dellinduzione di una rispogroteggente verso il vaccino
inattivato, che, percio, deve essere somministrdd 6 mesi fino al primo
accoppiamento (Bolin, 1995).
Secondo altri Autori, il vaccino non viene neutzaito né da anticorpi colostrali né da
un titolo anticorpale neutralizzante pari a 1:3@nanque, 'immunizzazione puo avere
maggiore successo nei bovini di eta compresa a6l mesi. Inoltre, la vaccinazione
prima della monta é raccomandata per assicurareffioacia immunizzazione (Bolin,
1995).

v' Purezza.
La contaminazione accidentale con altri virus rappnta un notevole rischio durante i
processi di produzione di vaccini vivi modificati laboratorio.
La maggiore fonte di contaminazione nelle coltwetutari utilizzate per l'attenuazione
dei ceppi virai € il siero fetale bovino, usato pearreni di crescita (Vicekt al., 2001),
tanto che si sono dovute mettere a punto delle adiedte per testare la presenza del
virus all'interno del prodotto, ad esempio anticarpnoclonali e PCR (Audett al.,
2000).
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Come ulteriore misura di precauzione, il siero leethovino puo essere irradiato e
trattato chimicamente (Wessman e Levings, 1999).

Produzione e somministrazione dei vaccini

- Vaccini vivi attenuati (MLV)

| vaccini vivi attenuati contengono BVDV citopaticattenuati attraverso passaggi
seriali in cellule bovine o di suino, oppure tramihezzi chimici. Infatti, il vaccino con
ceppo RT 4350 termosensibile utilizzato in Eurostiago attenuato con trattamenti con
B-propriolattone. Una volta inoculato, a causa d&lvata temperatura corporea replica
esclusivamente a livello periferico e non produtenaia; per questo motivo, tale
vaccino puo essere utilizzato anche in bovine gea(olin, 1995).

L'attenuazione altera l'attivita del virus, cosiéclia sua replicazione, la virulenza e
I'escrezione del virus da parte dellanimale vaatin sono ridotte. | ceppi virali
comunemente utilizzati sono NADL, il ceppo Singéreeppo Oregon C24V.

Pud essere somministrato per via sottocutanearamuascolo alla dose di 2 o 5 ml,
sufficiente per indurre un’adeguata immunizzazione.

Puod avvenire il fallimento della vaccinazione s&dtcino non & conservato in modo
idoneo (Bolin, 1995).

- Vaccini inattivati

Lo scopo principale per cui si usano vaccini ivatiie quello di ovviare agli svantaggi
dei vaccini vivi-modificati, sebbene questi ultihmostrino un’elevata efficacia (Bolin,
1995).

Per ottenere linattivazione del virus esistonoedsv metodi: cloroformio e altri
detergenti per disgregare le particelle virali geére, cosi, un vaccino con antigene
virale solubile; formalinaf-propiolattone, acetilenamine ed etilenamine séduper
ottenere un virus inattivato, ma intatto.

In questo modo, il virus perde completamente laaciép di riacquistare la virulenza o
di effettuare ricombinazioni genetiche. | metodliz#ati per I'inattivazione del virus
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sono efficaci anche nei confronti di altri potefiz@atogeni contaminanti il vaccino,

consentendo di ridurre eventuali malattie post-wedc

Sono consigliati in bovine in gravidanza, in quaihtarus inattivato non & in grado di

infettare il feto.

| vaccini inattivati hanno un costo molto elevatr fa loro produzione, in parte anche
dovuto alla necessita d utilizzare sostanze adjineansomministrazioni ripetute per

conferire una prima immunizzazione. Non possoneresssati nei casi in cui e richiesta
una rapida copertura anticorpale, poiché dannorigspasta immunitaria molto tardiva,

oltre che di breve durata (Bolin, 1995).

Possibili effetti collaterali sono una reazioneianimatoria nel sito di inoculazione,

reazioni anafilattiche e, a volte, una transitoidaizione della produzione lattea.

Sono raccomandate 2 dosi, da 2 a 10 ml, sommites&r2-4 settimane di distanza per
via sottocutanea o0 intramuscolare a seconda daffiente contenuto nel vaccino

(Bolin, 1995).

- Vaccini per BVDV tipo Il

Le gravi forme emorragiche causate dall'infeziomeceppi NCP di BVDV Il hanno
suscitato un nuovo interesse verso i vaccini. Setaii raggiunti buoni risultati
utilizzando vaccini attenuati con ceppi di BVDVdip come dimostrato dall'esperienza
di Corteseet al., (1998); un gruppo di vitelli vaccinati e sucdeamente infettati
sperimentalmente con il virus, non hanno mostragnsdi malattia comparsa, invece,
nei soggetti di controllo non vaccinati. Anche Deaheyh, (1999) hanno evidenziato
I'efficacia di un vaccino per BVDV | in grado ditehuare, in animali infettati
sperimentalmente, la sintomatologia riferibile aV/ Il e in grado di ridurre
I'escrezione del virus per via nasale.

- Protocolli vaccinali
[l primo intervento vaccinale dovrebbe essere egegiai 6 agli 8 mesi di eta, in modo

che non si verifichi un’interferenza con gli antippmaterni e, quindi, il fenomeno
dello shiancamento. Successivamente é effettuatachiamo che & annuale quando si
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usa il vaccino vivo attenuato, mentre i vaccinttivati devono essere somministrati piu
volte durante 'anno, dato che la loro proteziortk scarsa durata (Bolin, 1995).

Per assicurare la protezione del feto durante favidanza, le manze devono ricevere
un’iniezione di richiamo prima della prima feconame® o0 monta naturale (se in

precedenza l'animale e stato sottoposto a un pimt@vento vaccinale) o seguire un
protocollo completo di vaccinazione, di cui 'ul@nsomministrazione deve avere luogo
al piu tardi 3 settimane prima della fecondazidPer. i parti successivi, viene eseguita
un’iniezione di richiamo annuale prima dellinseamione o della monta naturale,

oppure il richiamo viene effettuato 2-6 settimamigng del parto (Maillard e Chastant,

2000).

Attualmente, in Italia sono in commercio:

v il vaccino vivo attenuato a base del ceppo Oreg@d G\/Ieria@) che deve
essere somministrato 2 volte a distanza di 20 g®stimola la produzione di
anticorpi neutralizzanti verso la proteina NS2-8prendo sia nei confronti di
BVDV-1 che BVDV-2.

v Il vaccino vivo attenuato a base del ceppo ternmgbéa Rit 4350 (Pfize@) che
va somministrato 2 volte a distanza di 20 giorrg, mon stimola la produzione
di anticorpi neutralizzanti verso la proteina NS2-8on copre verso BVDV-2.

v | vaccini spenti a base dei ceppi - New York e Awite (Meria@);C86
(Interve@);entrambi I vaccini non determinano la produzidin@nticorpi verso
la proteina NS2-3.

- Vaccini di nuova generazione

I migliori risultati sono stati ottenuti con vaccia DNA codificanti per la proteina E2
(Harpin et al., 1999), vaccini a subunita (Bruscleal, 1999) e vaccini ricombinanti
(Bolin e Ridpath, 1996).

Alcuni di questi vaccini sono in grado di evocaneaubuona risposta anticorpale,
tuttavia risentono ancora della notevole varigbiintigenica del virus e necessitano di
ulteriori studi prima di poter essere messi in careio (Kamstrupet al., 1999).

Dato che ora si &€ a conoscenza dell'esistenza éigdumotipi di BVDV, che hanno
caratteristiche antigeniche diverse, si potrantestie vaccini contenenti entrambi i
genotipi.
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Sono state effettuate molte ricerche che cercanapgrocciare in modo nuovo |l
problema dell'immunizzazione nei confronti di BVD¥Xamtrupet al., hanno allestito
un complesso immuno-.stimolante (ISCOMs), costitaia una miscela di colesterolo,
saponina e proteine. Per I'allestimento del vacciiamtigene viene coltivato su colture
cellulari primarie di bovino, in seguito viene edto con detergenti e, dopo essere stato
purificato e concentrato, viene inserito nel corapeimmuno-stimolante (Kamstrep
al., 1999).

Un altro approccio per I'immunizzazione e rappréandagli anticorpi anti-idiotipo.
Questi anticorpi reagiscono con il sito leganteraltro anticorpo comportandosi come
veri e propri antigeni (Bolin, 1995).

Sono state effettuate, inoltre, prove sperimemnali verificare l'efficacia di alcuni
vaccini, costituiti da una subunita multivalentellaleoroteina E2. Per ora, pero, si
ottiene soltanto una parziale protezione nei conirdel ceppo omologo utilizzato
nell'infezione sperimentale (Bruschkeal., 1999).

Il ceppo CP7-5A, mediante delezioni a carico de#igione 5’'UTR, ha dato origine ai
ceppi mutanti d2-31 e d5-57 che, dopo 15 passaggiofura cellulare, mostrando
stabilita da un punto di vista genetico e fenotp®ono stati inoculati negli animali per
valutare la loro efficacia come vaccini vivi. Shétata un’attenuazione di effetti quali
leucopenia e piressia, con l'induzione di un altonaro di anticorpi neutralizzanti e la
copertura verso l'infezione sperimentale con ilpedNew York (Makoschewt al.,
2004).

| vantaggi di questi vaccini sono rappresentati daelevata sicurezza, ma
I'applicazione pratica e vincolata da ulterioriditahe ne verifichino anche un’adeguate
efficacia.

9.3 Terapia

BVDV e MD non sono curabili con trattamento speaf{Trauwein, 1991). Una terapia
antibiotica pud essere utile per combattere evdintpatogeni opportunisti e

sovrinfezioni provocate dallimmunodepressione itaalal virus. Si sconsiglia 'uso si
corticosteroidi in caso di infezioni pnemo-enteecltra i neonati e i vitelli, in quanto
I'uso di questi farmaci puo disturbare I'mmunizza®g@ attiva verso BVDV (Trautwein,

1991).
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In caso di gastroenterite acuta con notevole debitine dell’animale € indicata una
terapia di supporto per mantenere lo stato di éhiahe. E anche consigliata la
somministrazione di sangue intero citrato proveteieta animali che abbiano superato
la malattia o siano stati vaccinati (Farina e Srzdp 1995). Nelle forme acute di
gastroenterite con diarrea profusa si pud ricorrate una terapia reidratante con
infusione di elettroliti, pud inoltre giovare la raministrazione di vitamine (Smith,

2002).

9.3.1 Terapie antivirali

Il BVDV rappresenta un modello per lo studio deCM (Buckwold et al., 2003), in
particolare, per studi molecolari delle proteingali (Nam et al., 2001) e per la
valutazione dell'attivita di composti antivirali (Bkwoldet al., 2003).

Molte caratteristiche accomunano il virus dellardia virale bovina al virus dell’epatite
C (HCV). Tali virus, infatti, oltre ad apparteneala stessa famiglia, FFlaviviridae,
esprimono proteine non strutturali simili come I&2Y NS3, NS4B, NS5A e NS5B. Tali
virus, inoltre, utilizzano una struttura similer pa traslazione della poliproteina virale,
'IRES, localizzata nella regione 5’UTR; tuttavia wecente lavoro ha dimostrato che
I'organizzazione funzionale della 5’UTR dellHCV éel BVDV mostrano alcune
differenze nonostante la struttura del’RNA siainiGrassmanset al., 2005).
L’infezione da HCV causa frequentemente epatithaioe che, spesso, progrediscono
fino alla cirrosi e a carcinomi epatocellulari (hgaet al., 2000); si stima che ad oggi
circa 170 milioni di persone siano infettate da H®Wrtroppo non sono stati ancora
allestiti idonei sistemi di colture cellulari eisgemi di repliconi non supportano un ciclo
di replicazione virale completo; quindi i primi diadel processo replicativo dellHCV
(attacco, entrata e vestimento del virione) o diimi non possono essere oggetto di
studio (assemblaggio e fuoriuscita del virione).

| protocolli terapeutici per HCV prevedono attuahtee la somministrazione di
interferonee. pegilato associato a ribavirina, un composto sgtdeanalogo della
guanosina; questa terapia, perdo ha una efficatidaia (60% di risposta) e causa
effetti collaterali importanti.

Per tali ragioni & necessario lo sviluppo di irdbitdella replicazione di HCV efficaci e
selettivi.
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Lo scopo principale della ricerca su composti argivnei confronti del BVDV, quindi,
e quello di scoprire sostanze efficaci nei confrdnpatologie umane correlate ad esso
e, secondariamente quello di mettere a punto emmivirali per iPestivirus animali,
che potrebbero essere utilizzati soprattutto @tare gli animali dei bioparchi, animali
di valore nei programmi di fecondazione artificjale per eliminarePestivirus
contaminanti dalle colture cellulari (Giveesal., 2004).

Recentemente sono stati sviluppati diversi comprsihanno attivita nei confronti del
BVDV: inibitori della polimerasi come il compostoP32947 (Baginskét al., 2000), un
tiazolo derivato dall'urea (Kingt al.,2002) e un derivato ciclico dell'urea (Senal.,
2003); inibitori della proteasi NS3/NS4A (Bukhtigas et al.,2002); una molecola
cationica aromatica (Givergt al., 2003), e un derivato acridonico (Tabarranial.,
2006), inibitori del ciclo replicativo, dei qualiepd non si conosce l'attivita specifica;
inibitori del BVDV con target gli enzimi cellularicome inibitori dell'inosina
monofosfato deidrogenasi (Marklare al., 2000; Styveret al., 2002) e dell a-
glucosidasi (Branza-Nichitet al., 2001; Durante&t al., 2001; Zitzmanret al., 1999;
Whitby et al., 2004). Di recente é stato sintetizzato il comp@&dP, un inibitore della
polimerasi di BVDV e degli altrPestivirus altamente selettivo (Paeshuysal., 2006).
L'utilizzo di INF-a, inoltre, potrebbe essere un efficace trattamesri@peutico. Infatti,
iIn seguito a trattamento con INFdi colture cellulari di monociti di origine bovina
(PBML) e di cellule muscolari di feto bovino (FBMCla crescita sia del biotipo
citopatico che non citopatico viene soppressa fitgiivamente (Sentset al., 1998).
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1. INDAGINE SULL'EPIDEMIOLOGIA MOLECOLARE
DEL BVDV

1.1 MATERIALI E METODI

1.1.1 Animali e virus

Tra il 2000 e il 2006 sono stati raccolti nel temrio italiano 37 ceppi virali di BVD.

| ceppi analizzati sono stati isolati da 10 azieddge erano stati riscontrati problemi
riproduttivi, 6 situate nella provincia di Bolognh,nella provincia di Modena, 2 nella
provincia di Vicenza e 1 nella provincia di Padova.

| virus sono stati isolati a partire da sanguegaor di soggetti Pl o con MD e latte di
stalla. Gli animali persistentemente infetti (Pdpe stati diagnosticati come tali grazie
ad un primo screening sierologico al quale e sadaitricerca del BVDV tramite RT-
PCR sui soggetti sieronegativi, quindi, i soggptisitivi sono stati testati 2 volte a
distanza di 1 mese al fine di escludere positi¥iauta ad infezione transitoria.

Nelle stalle dove é stata osservata circolaziorleBM#DV, i vitelli nati sono stati
monitorati per valutare un’ eventuale infezionesgtente per un periodo di 1 anno.

| soggetti con MD analizzati, erano tutti soggé&tiche mostravano i sintomi erosivi
caratteristici della MD soprattutto a carico dglparato gastrointestinale e a livello
podale.

| virus sono stati caratterizzati direttamente 'BNIA estratto senza ricorrere
all'isolamento su coltura cellulare per evitare azihni dovute ai passaggi in vitro.

| dettagli riguardanti i campioni analizzati sonmportati in Tab. 1.1.1.1.

Nel corso dello studio sono stati inoltre analizzappi virali isolati da soggetti Pl
presso il Laboratorio di Virologia della facoltaMedicina Veterinaria di Berna.

Tali ceppi sono stati scelti in quanto rappreséntdei ceppi circolanti nel territorio
svizzero con lo scopo di compararli con alcuni ¢éggdati nel territorio italiano.



1.1.2 Estrazione dellRNA

L'estrazione del’lRNA virale dal plasma e statagest utilizzando QlAamp Viral
RNA mini Kit (QlAgen, Germania) che permette diraste 'RNA da campioni
biologici privi della componente cellulare.

L’'RNA é stato estratto con TRI reagent (Sigma, U8Alle cellule somatiche del latte
(a partire da 500 mL), da 50 mg di tessuto, o difiyltoat ottenuto tramite Ficoll-
PaquePlus (GE Helthcare, Sweden).

Le cellule o i tessuti sono stati omogenati corve di quarzo e 500 di TRI reagent
e centrifugati a 12,000 g per 15 min. a 4°C. La fase acquosa contenente RNtata
precipitata quindi con isopropanolo (v/v) a tempara ambiente e centrifugata come
sopra. Il pellet cosi ottenuto e stato asciugaisaspeso con acqua Rnase-free.
L’'RNA estratto € stato conservato a — 80°C finonaimento dell'utilizzo.

1.1.3 RT-PCR

Il DNA virale e stato sintetizzato tramite I'enzinMultiscribe Reverse Transcriptase
(Applied Biosystems, USA). La reazione e stata ottadcon random examers, corti
segmenti nucletidici (6-10 nucleotidi) a sequeni&agenea che permettono I'innesco
della trascrittasi inversa in molte posizioni d@MNA, con la garanzia che esso venga
retrotrascritto interamente. La scelta della met@dion random examers ci ha permesso
di ottenere cDNA di tutto il genoma virale, com@eléestremita 5’UTR che e la
sequenza target della PCR.

La retrotrascrizione é stata condotta con un ai¢lmcubazione a 25°C per 10 minuti,
un ciclo di retrotrascrizione a 45°C per 15 min@tuna denaturazione dell’enzima
Multiscribe Reverse Transcriptase a 95°C per 2 thinu

Per la miscela di reazione della PCR é stata zdile& laTaq polimerase MasterTaq
(Eppendorf, Germania) ed i primers 324 e 326, elienterno della regione 5’UTR
altamente conservata in tutti i BVDV, amplificanmausequenza di 288 nucleotidi
(Vilceck et al.,1994).
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La reazione e stata incubata per 10 minuti a 94°€liecessivamente, e stata sottoposta
a 40 cicli di amplificazione cosi composti: 30 sedioa 94°C, 30 secondi a 56°C e 30
secondi a 72°C. La fase finale di estensione a staungata per 7 minuti a 72°C.

Un amplificato di 1345 bp comprendente parte dedigione 5’UTR e le regioni del
genoma codificanti per le proteine’f C e parte di EO, & stato ottenuto tramite RT-
PCR utilizzando i primers 230 (5 TAGCCATGCCCTTAGTEBACTAGC3’) e 1400R
(Becheret al,1997) per un ceppo di ogni stalla, tra quelliasofino al 2003, e per i
ceppi svizzeri.

La RT-PCR é stata condotta con Qiagen ONEStep RE-E@zyme mix (Qiagen,
Germania). Il ciclo di reazione é stato cosi cotalo80 minuti a 50°C, 15 minuti a
95°C, 39 cicli a 94°C per 30 secondi, 60°C per dAutoi, 72°C per 1 minuto, la fase di
estensione finale e stata prolungata per 10 minuti.

Durante ogni reazione di RT-PCR, sono stati pratess controllo positivo e un
controllo negativo. | prodotti della PCR sono statsualizzati mediante corsa
elettroforetica su gel di agarosio al 2% colorabm E&tidio Bromuro. | risultati della
corsa elettroforetica sono stati acquisiti con dlmratore d'immagine Fluor-S
Multimager (Biorad, USA).

1.1.4 Sequenziamento e analisi filogenetica

Il prodotto di amplificazione della regione 5’UTR2B8 bp, € stato purificato con il kit
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Ganm) e sequenziato in entrambe
le direzioni con il sequenziatore automatico ABV3Applied Biosystem, USA).

Gli amplificati di 1345 bp, sono stati clonati nadttore plasmidico pCR 2.1-TOPO. Il
plasmide ricombinante & stato quindi propagato etemauto in E.Coli ingegnerizzati
coltivati in terreno selettivo per una notte a 37°@lasmidi contenenti il frammento di
1365 bp sono stati purificati tramite il kit WizaRlus Minipreps DNA Purification
System (Promega, USA). Ai fini del sequenziamengd’amplificato contenente la

regione N & stato utilizzato il  primer interno 89  (5-
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GTACATGGCACATGGAGTTGA-3) che col primer 1400 R alffifiga un frammento

di 1074 bp.

Le sequenze della regione 5’'UTR, sono state atiénea comparate con sequenze
disponibili su GenBank tramite il programma Clustél(Thompsonret al., 1994) del
software Lasergene Biocomputing (DNASTAR Inc. Madis L’allineamento € stato
eseguito con il programma BIOEDIT ver. 5.0.9 (HAB99) e l'analisi filogenetica e
stata svolta usando il programma Phylip ver 3.6ls@festein, 2001). La distanza
flogenetica é stata calcolata con il metodo Feédses34 (F84) e l'albero filogenetico é
stato costruito con il metodo Neighbour-Joining.

Sequenze di 508 bp della regionB°sono state allineate e comparate a quelle di altri
ceppi disponibili su Genbank con il programma PIEWel software GCG
(Winsconsin Package Version 10.2 Madison, Wisc!andlisi filogenetica e stata
condotta con PAUPSearch in GCG e la distanza filegjea e stata calcolata con il
metodo Kimura 2-parametri; l'albero filogenetico séato costruito con il metodo
Neighbour-joining e visualizzato in Treeview.

Per valutare lattendibilita dell’analisi filogened di entrambe le regioni, & stato
esegquito il test di bootstrap con 1000 ripetizigfelsenstein, 1985).
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NOME CAMPIONI SINTOMI PROVINCIA  GRUPPO

1/A/00 milza Pl da stalla con problemi riproduttivi BO Ib
2/AI00 milza Pl da stalla con problemi riproduttivi BO Ib
3/AI00 milza Pl da stalla con problemi riproduttivi BO Ib
1/B/01 sangue PI da stalla con problemi riprodu#it soggetto con MD MO Id
2/B/01 sangue PI da stalla con problemi riprodu#it soggetto con MD MO Id
3/B/01 sangue Pl da stalla con problemi riprodutily soggetto con MD MO Id
4/B/01 sangue PI da stalla con problemi riprodu#it soggetto con MD MO Id
5/B/01 sangue MD MO Id
6/B/01 sangue Pl da stalla con problemi riprodu#it soggetto con MD MO Id
7/B/01 sangue Pl da stalla con problemi riprodu#it soggetto con MD MO Id
8/B/01 sangue PI da stalla con problemi riprodu#it soggetto con MD MO Id
1/C/o1 sangue PI da stalla con problemi riproduttiv BO Id
1/G/02 sangue PI da stalla con problemi riproduttiv BO Ib
2/G/02 sangue PI da stalla con problemi riproduttiv BO Ib
3/G/02 sangue PI da stalla con problemi riproduttiv BO Ib
1/1/02 Latte di stalla Pool da stalla con problumroduttivi BO Id
1/L/02 Latte di stalla Pool da stalla con problumroduttivi BO If
1/M/03 sangue PI da stalla con problemi riproduttiv VI Ib
2/M/03 sangue PI da stalla con problemi riproduttiv VI Ib
3/M/03 sangue PI da stalla con problemi riproduttiv \Y Ib
4/M/03 sangue PI da stalla con problemi riproduttiv VI Ib
1/N/O3 sangue PI da stalla con problemi riproduttiv VI la
2/N/03 sangue PI da stalla con problemi riproduttiv VI la
1/0/05 sangue Pl da stalla con problemi riprodutsivntomi respiratori e MD PD la
2/0/05 sangue PI from herd with reproductive fa|wenterite emorragica e MD PD la
3/0/05 sangue PI da stalla con problemi riprodytsivmtomi respiratori e MD PD la
4/0/05 sangue PI da stalla con problemi riprodiytsivmtomi respiratori e MD PD la
5/0/05 sangue PI da stalla con problemi riprodytsivmtomi respiratori e MD PD la
6/0/05 sangue PI da stalla con problemi riprodytsivmtomi respiratori e MD PD la
710105 sangue Pl da stalla con problemi riprodutsivntomi respiratori e MD PD la
8/0/05 sangue PI da stalla con problemi riprodytsivmtomi respiratori e MD PD la
9/0/05 sangue PI da stalla con problemi riprodijtsivntomi respiratori e pneumonia PD la
10/0/05 Essudato pleurico PI da stalla con probtegarodulttivi, sintomi respiratori e pneumonia PD la
11/0/05 sangue PI da stalla con problemi riproditsintomi respiratori e pneumonia PD la
12/0/05 sangue Pl PD la
13/0/05 sangue PI da stalla con problemi riproditsintomi respiratori e pneumonia PD la
1/P/05 sangue MD with hemorrhagic enteritis BO Id

Tab. 1.1.1.1 campioni analizzati nel corso dell'indagine
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1.2 RISULTATI

1.2.1 Animali

Nelle aziende analizzate sono stati ritrovati da 13 animali PI, con una percentuale
media di 3.9 animali per azienda.

In 4 aziende su 8 (B, M, N e O) abbiamo riscontrat@ percentuale rilevante di
soggetti Pl (Tab. 1.2.1.1). In tutte le stalle trar2 (G and O) i soggetti Pl sono stati
evidenziati contemporaneamente e generalmentsoigdjetti avevano la stessa eta.
Nella stalla G il campione 3/G/02 é stato isolatanho dopo gli altri, e nella stalla O i
campioni 12/0/05 e 13/0O/05 sono stati isolati 2 intkgpo I'eliminazione degli altri
soggetti Pl dalla stalla. Nella stalla O il grupgei Pl era composto da animali con
un'etatra 1 e 8 mesi.

Soggetti con MD erano presenti nelle aziende B,R Nella stalla O, tutti gli animali,
tranne 1, sono morti con una tipica forma di MDep mfezioni secondarie (pneumonia,
setticemia).

Azienda Numero di Data di Animali PI Prevalenza%
animali per campionamento
azienda

A/00 160 2000 3 1.9

B/01 120 2001 8 6.6

C/01 160 2001 1 0.6

G/02 110 2002 settembre 2 1.8
2003 marzo 1 0.9

M/03 50 2003 4 8

N/03 55 2003 2 3.6

0O/05 100 2005 febbraio 11 11
2005 maggio 2 2

P/05 60 2005 1 1.6

Tab. 1.2.1.1 Prevalenza dei soggetti Pl nelle aziende andbzza
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1.2.2 Amplificazione genetica e caratterizzazione

Prodotti specifici delle amplificazioni di 288 bp sequenze specifiche sono state
ottenute per tutti i virus isolati nel territoritaliano. Comparando le nostre sequenze
con ceppi di riferimento, tutti i virus da noi istll sono stati classificati come BVDV
genotipo | e non sono stati riscontrati genotipotil tra i ceppi italiani analizzati.

In 7 aziende su 10 era presente piu di un sogddttd.’identita del 100% e stato
evidenziato tra i ceppi degli animali della stessenda in 6 stalle su 7.

Nellazienda O, infatti, 3 di 13 ceppi hanno dintasd una sostituzione nucleotidica. In
guesta azienda i ceppi sono stati isolati da alimfettati durante un lungo periodo di
tempo (11-12 mesi) potendo quindi andare incontmutazione durante il passaggio da
un animale all’altro.

L’identita nucleotidica tra i ceppi delle diverseiende varia tra I'89,4 e il 100%.
Comparando le nostre sequenze con ceppi italianppei e ceppi isolati in altri
continenti (Fig. 1.2.2.1), abbiamo attribuito i troseppi a diversi sottotipi del genotipo

| e abbiamo calcolato la prevalenza dei divergogptppi in Italia.

10 virus da 3 diverse aziende sono stati carargrizome BVDV I-b con i ceppi di
riferimento NY-1, Osloss e la maggior parte dei mejptaliani (43 su 101)
precedentemente isolati (Luzzagbal, 2001; Falconet al, 2003); 11 virus di 4 stalle
appartengono al cluster Id con i ceppi 3/Vr/95/€ri@5 isolati da Luzzageet al,
(2001) in Italia e non ancora correttamente clecsgif

15 ceppi da altre 2 aziende del Veneto sono stggruppati con i ceppi di riferimento
SD-1 e NADL come BVDV la (Fig 1.2.2.1).

Uno dei due ceppi isolati dal latte di stalla écsteassificato come If, insieme a un
ceppo austriaco e ad un altro italiano.

Nonostante in un precedente lavoro (Falceihal., 2003) il sottogruppo le fosse il piu
prevalente (26.3%), dalla nostra analisi nessurpe@egembra appartenere a questo
Cluster.

Nel 40% delle stalle analizzate, il ceppo circodamppartiene al sottogruppo Id; nel
30% al sottogruppo Ib, nel 20% al sottogruppo rekl0% al sottogruppo If. Quindi i
ceppi appartenenti ai sottogruppi Id e Ib sonaui p@ippresentati nell'area della nostra
indagine.
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La percentuale di identita all'interno di ciascuattegruppo € >95.5% (Ib), >96.2% (Id)
and >99% (la). Il ceppo If mostra un’identita d&l&% con il ceppo italiano 1T99-3690
precedentemente isolato (Falcatel, 2003).

Molti degli altri ceppi italiani sono stati confeati come Ib, le, Id, Ih e If come gia
classificati e, alcuni ceppi che non erano staissficati sono stati raggruppati nei
corrispettivi sottogruppi.

Il ceppo 2/Vr/95 che, in un lavoro precedente (lagazet al., 2001) non era stato
classificato, é stato inserito nel sottogruppmsjeéme ai ceppi “Deer” e ceppi Africani
(Bauleet al, 1997) e Argentini (Jonext al, 2001). Tali ceppi erano stati classificati da
Vilcek et al., (2004) come |j nonostante i bassi valori di baayst Dalla nostra analisi
risulta che tale cluster € supportato da un altorgadi bootstrap (81.3%), confermando
quindi che tali ceppi formano un cluster distinto.

| ceppi 3/Vr/95 e 4/Vr/95 appartengono a Id, pppe 5/Vr/95 all'lh e i ceppi 6/Bs/96,
8/Bs/97,16/L0/99, 17a/Cr/00, 17b/Cr/00, 18/So/Opaatengono la cluster BVDV le.
Considerando tutti i ceppi italiani (Luzzagbal, 2001; Vilceket al, 2001; Falconet
al., 2003), la percentuale dei differenti gruppi €é56%o per Ib, 18.81% per Id, 15.84%
per le, 14.85% per la, 1.98% per If, 0.99% perell).99% per Ij; '1.98% dei virus
isolati a livello italiano appartiene al genotigo |

Per quanto riguarda la regione comprendente leigpurdel genoma 5’'UTR, R° e EO,
un amplificato specifico di 1345 bp & stato ottenper tutti i campioni e sequenze
specifiche di 1074 bp sono state ottenute utilidoanprimers 89 e 1400R. La scelta di
analizzare un solo ceppo di ciascuna stalla é statata alla identitd nucleotidica

evidenziata dall'analisi della regione 5’'UTR.

L'analisi filogenetica di un frammento di 508 bpriaspondente alla regione®N e
compreso nel frammento sequenziato, ha evidenziao la classificazione dei ceppi
italiani considerati in questa analisi, &€ concocde la classificazione effettuata sulla
base della regione 5’UTR. L'analisi filogeneticandotta sul frammento della regione
NP pil ampio rispetto al frammento sequenziato dedlgione 5'UTR, & stata
supportata da alti valori di bootstrap (Fig. 1.2)2.

Lo studio dei ceppi di origine svizzera ha inoltlienostrato che anche in questo paese
circolano diversi sottogruppi di BVDV-1 come il BXB1b, cui appartengono i ceppi
SMO05-27, LSI-1470 e S03-897; il BVDV-1e cui appageno i ceppi S03-1175, Maria,
SMO0-11 e R2000-95 e il sottogruppo Ih comprendémteppo SMO0-20.
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2. STUDIO SULLA VARIABILITA® GENETICA DEL
BVDV

2.1 MATERIALI E METODI

2.1.1 Scelta e prelievo dei campioni

Per il nostro studio sono stati presi in considieraz 3 soggetti infetti con il virus della
Diarrea Virale Bovina, indicati con la sigla di taatorio MIPAV VIR/274-05, MIPAV
VIR/365-05 e MIPAV VIR/463-05.

Il soggetto 274/05, delleta di un mese e del pdsol6 Kg, era Pl. Allesame
necroscopico presentava un esteso quadro di pdienar@mplicata da infezioni
secondarie di origine batterica, responsabile hibante del decesso e ulcere
abomasali.

Il soggetto 365/05, alleta di 5 mesi, pesava 86 KfJa visita clinica presentava
debolezza, ritardo della crescita, scolo nasale;os®i arrossate, gengive congeste ed
erosioni alle mucose gengivale e labiale. Inolti@ne auscultabili crepitii polmonari e
rantoli e soffio tubario. Il soggetto € morto natlurente dopo la manifestazione della
sintomatologia clinica riferibile alla MD; alla nexscopia presentava lesioni tipiche
della MD di tipo erosivo-necrotico lungo tutto lja@rato gastro-enterico con particolare
gravita a carico della cavita buccale, dell'esofé¢gsofagite pseudomembranosa) e del
colon (colitiflite emorragica).

Il soggetto 463/05, alleta di 7 mesi pesava 138 &K@lla visita clinica presentava
rantoli e murmure vescicolare rinforzato, scoloatas oculare, erosioni alle mucose
gengivali e labiale e diarrea profusa e sanguirialelinche questo soggetto e deceduto
naturalmente dopo la manifestazione della sintologi® clinica riferibile alla MD e
all'autopsia sono stati evidenziati quadri di pointe purulenta, erosioni a livello della
mucosa labiale, del palato duro e del'abomasdagge pseudomembranosa, enterite e
colitifite emorragica. Inoltre, esami ulteriori Mm@ permesso lisolamento della
Pasteurella multocidaal polmone.

Durante 'esame necroscopico svolto presso il 8&rdi Prova di Patologia Generale e
Anatomia Patologica sono stati prelevati campiobiogici dei tessuti con lesioni,
conservati a —8C€ fino al momento dell'utilizzo. In totale sono stanalizzati 44
organi, da ciascun animale sono stati prelevagusnti campioni:



* soggetto 274/05: abomaso, digiuno, rene, ovaioyetler cervelletto, linfonodo
faringeo, linfonodo prescapolare, linfonodo mesecde placche del Peyer e
tonsille;

* soggetto 365/05: abomaso, digiuno, cieco, rene,opveervello, cervelletto,
linfonodo faringeo, linfonodo mesenterico, placde¢Peyer e tonsille;

* soggetto 463/05: tessuto dalla lesione buccalguéin esofago, omaso, abomaso,
digiuno, ileo, cieco, polmone, fegato, cuore, rartero, cute, cervello, cervelletto,
linfonodo faringeo, linfonodo tracheale, linfonodmediastinico, linfonodo
mesenterico, milza e tonsille.

2.1.2 Estrazione dellRNA virale, PCR della region&'UTR e della regione E2

Le metodiche di estrazione dellRNA virale da téssudi retrotrascrizione e di
amplificazione della regione 5’'UTR utilizzate, soshescritte nei paragrafi 1.1.2. e 1.1.3.
Per la miscela di reazione della PCR della regi&@2e e stata utilizzata ldaq
polimerase MasterTaqEppendorf, Germania) e i primers E2-forl e E22rehe
amplificano un frammento di 596 bp all'interno delegione E2.

Il primer E2-forl ha la sequenza: 5- TTGGTGGCCTTRGAGA - 3 ed e
complementare alla sequenza nucleotidica in po®zi@257-2273 del ceppo di
riferimento BVDV Oregon C24V (AF091605).

Il primer E2-fev2 ha la sequenza: 5 GGGCAAACCATCGBA -3 ed e
complementare alla sequenzaicleotidica in posizione 2837-2853 del ceppadi
riferimento BVDV Oregon C24V (AF091605).

La reazione e stata incubata per 10 minuti a 94°€liecessivamente, e stata sottoposta
a 40 cicli di amplificazione cosi composti: 30 sedioa 94°C, 30 secondi a 52°C e 1
minuto a 72°C. La fase finale di estensione e stadlungata per 7 minuti a 72°C.

2.1.3 Purificazione dei prodotti della PCR
La purificazione dei prodotti derivanti dallampiéizione € avvenuta con il kit

commerciale High Pure PCR Product Purification (Rbche, Germania) seguendo il
protocollo consigliato dal produttore.
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2.1.4 Single-Strand Conformation Polymorphisms (SSEs)

Diouble Stranded DMA,

L GCTACTTICATGACTA. . Strand 1
Strand 7 CoTRIE A

Strand 1 Sample B

Strand 2
il ake
Single
Stranded
Fun
on
Gel
rigin
]
Sample A T |
Dk moves up gel -=
Sample B |

Fig. 2.1.4.1:metodica SSCP

[ metodo Single-Strand Conformation Polymorphigi@SCPs) (Fig. 2.1.4.1) sfrutta la
caratteristica del DNA a singolo filamento di agig in un ambiente non denaturante
strutture peculiari dipendenti dalla sua sequenzdentidica.

Piccoli frammenti di DNA vengono denaturati e irauseparazione elettroforetica su gel
di poliacrilamide non denaturante questi frammemgrano in base alla conformazione
tridimensionale del filamento e non in base alleangezza dello stesso. La
conformazione tridimensionale del filamento dipendieettamente dalla sequenza
nucleotidica. La sensibilitd della metodica SSCBdava seconda delllampiezza del
frammento e permette di evidenziare, per filamehtipiccole dimensioni, anche
mutazioni puntiformi costituite da una sola sogitne nucleotidica.

La metodica prevede una denaturazione del camp@or#°C per 10 minuti, il
caricamento su gel dei campioni posti in ghiaqoéw evitare che i due filamenti di
RNA si riappaiono prima del caricamento e la caldtroforetica (4 ore a 200V) in
TBE Buffer 1X usando un gel di poliacrilamide TBEIGI 20% (Invitrogen, Novex®).

131



2.1.5 Colorazione argentica del gel

Dopo la corsa il gel & stato colorato con I'impragione argentica utilizzando il kit
Silverxpress Silver Stain seguendo il protocollosigliato dal produttore (Invitrogen®,
USA). In questo modo il gel e stato fissato tramib@ serie di incubazioni in soluzioni
specifiche preparate secondo le indicazioni ford@keproduttore.

2.1.6 Clonazione
2.1.6.1 Produzione dell’amplificato

Sulla base della variabilita evidenziata in SSC& rella regione 5’'UTR che nella
regione E2, 'amplificato del cervello del campiokPAV VIR/463-05 é stato scelto
per il clonaggio.

Partendo dal cDNA del campione precedentementaudtiesono state effettuate nuove
PCR usando le stesse miscele di reazione vistegeatemente per la regione 5’'UTR e
per la regione E2 prolungando il tempo di estersiino a 30 minuti per ottenere
un’adeguata adenilazione dell'estremita 3’ del DiMAplificato, essenziale per la
successiva clonazione. L'amplificato e stato vigzato su gel di agarosio al 2% e
quindi purificato con I'High Pure PCR Product Fuaéfion kit (Roche, Germania).

Nel caso della regione E2 é stato necessario pardil’amplificato dal gel a causa della
presenza di prodotti aspecifici.

2.1.6.2 Produzione dei cloni

Per la clonazione @ stata usata la metodica TO@emically competent Escherichia

coli e come vettore per il clonaggio il pER-TOPCG'VECTOR (Invitrogen, USA).

Per ogni colonia cresciuta e stata preparata uoeefia contenente 3ml di brodo di

coltura costituito da Lurea-BertariAmpicillina. Con un puntale é stata prelevata
ciascuna colonia ed e stata stemperata pi @0 H,0 sterile e poi il puntale e stato

immerso nel brodo di coltura. | terreni cosi seriisano stati incubati overnight a 37°C

mentre 'H0 sterile in cui é stata stemperata la colonisatagestata in PCR seguendo
rispettivamente i protocolli indicati per le regi@UTR e E2.
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E’ stata effettuata la lettura in elettroforesiggl di agar 2% per verificare in quali cloni
si era inserito il frammento del genoma viraledoni positivi sono stati conservati in
glicerol stock a —80°C unendo 8(0Ddi brodo di coltura a 200l di glicerolo.

Gli amplificati dei cloni risultati positivi sonotai analizzati, dopo purificazione,
tramite SSCP seguendo il protocollo precedentensageritto.

2.1.6.3 Sequenziamento e analisi delle mutazidraeldei della regione 5° UTR.

L'amplificato dei cloni che hanno mostrato in SS@®P pattern elettroforetico diverso
sono stati sottoposti a sequenziamento al finéehtificare le differenze nucleotidiche
presenti nei vari cloni. Il purificato del’lamplifato é stato sequenziato in entrambe le
direzioni con il sequenziatore automatico ABI PRISND (Applied Biosystem, CA).
Le sequenze ottenute sono state allineate e cotapasando il programma Clustal W
del software Lasargene Biocomputing (DNASTAR Incadvson, USA) con sequenze
disponibili su GenBank. Infine, le sequenze somtestitilizzate per la predizione della
struttura secondaria del’RNA tramite il programr@eneQuest, implementato nel
software DNAStar.

2.2 RISULTATI

2.2.1 Analisi della regione 5’UTR tramite SSCP

Tutti i campioni prelevati da ciascun vitello edratti sono risultati positivi in RT-PCR
dando un amplificato specifico di 288 nucleotidiregpondente ad un frammento della
regione 5’UTR, una delle regioni piu conservategigioma del BVDV.

Nel soggetto Pl 274/05 sono state evidenziate dueld uguali sia in numero che
posizione in tutti gli organi dimostrando la prezzmi un'unica popolazione virale. In
seguito al confronto dei patterns elettroforeiiiatti, sono state evidenziate due bande,
corrispondenti alla separazione dei 2 filamentiaderati di DNA (Fig. 2.2.1.2).
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M 1 7 8 10 11 13 14 15 17 1 M: Markel
1: Abomaso
7: Placche del Peyer
8: Linfonodo prescapolare
10: Linfonodo faringeo
11: Digiuno
13:0vaio
14: Tonsille
15:Rene
5: Linfonodo mesenterico
17: cervelletto
18: cervello

Fig. 2.2.1.2 SSCP degli organi del soggetto 274/05 della reggUTR

Anche nel caso del vitello con MD 365/05 sono swtelenziate 2 bande con profili
elettroforetici uguali e la presenza di una solpgt@zione virale (Fig. 2.2.1.3).

M: Markel

1: Abomaso

: Linfonodo mesenterico
: Placche del Peyer
: Linfonodo faringeo
: Digiuno

: Ovaio

: Tonsille

: Rene

: Cervello

10: Cervelletto

11: Cieco
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Fig. 2.2.1..: SSCP degli organi del soggetto 365/05 delleorsgyb’'UTR

Nel caso del vitello 463/05, anch’esso con MD, d¢asa su gel di poliacrilamide ha
evidenziato patterns diversi nei vari organi. Etatevidenziata la presenza di piu di 2
bande e quindi variabilita in 8 dei 22 campionilazati. In particolare é stata osservata
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variabilitd in esofago, cute, milza, lesione buecdihgua, abomaso, tonsille e cervello
(Fig. 2.2.1.4e 2.2.1.5).

M: Markel
M 1234 567 8 9 10 1 1: Abomaso .
2: Linfonodo mesenterico
3: Digiuno

4. Linfonodo faringeo

5: Utero

6: Tonsille

7: Rene

8: Cervello

9: Cervelletto

10: Linfonodo tracheale
11: Cieco

* Variabile

Fig. 2.2.1.2 SSCP degli organi del soggetto 463/05 della reg&§UTR

M 22 2120%19°15* 14 13 12 9 6 It M: Markel
22: Cuore

21: Lesione buccale
20: Lingua
19: Cute

15: Esofago
14: Omaso
13: Polmone
12: Milza

9: Cervelletto
6: Tonsille

1: Abomaso
* Variabile

Fig. 2.2.1.5 SSCP degli organi del soggetto 463/05 della reg&§UTR
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2.2.2 Analisi della regione E2 tramite SSCP

La specificita del frammento amplificato in PCRtata valutata con l'uso di un marker
di riferimento che ha permesso di evidenziare waradl di circa 595bp corrispondente
ad un frammento della regione E2 (Fig. 2.2.2.1).

596bp ——— P

Fig. 2.2.2.1 corsa elettroforetica degli amplificati della i@ge E2

| prodotti di PCR purificati sono stati analizzastiSSCP che ha permesso di evidenziare
I diversi patterns elettroforetici dei campioni.

Sono stati valutati alcuni organi del vitello 365/@he nella regione 5’UTR non
avevano mostrato variabilita genetica. Anche pérailnmento della regione E2, non é
stata rilevata nessuna differenza del profilo detlesa elettroforetica (Fig. 2.2.2.2).

M: Markel

1: Abosamo
6: Ovaio
8.Rene

9: Cervello
10:Cervelletto
11: Cieco

Fig. 2.2.2..: SSCP degli organi del soggetto 365/05 delleoresgyiE2

L'analisi si & quindi soffermata sugli organi datello 463/05. Sono stati, quindi,
analizzati gli stessi organi presi in consideragiper la regione 5UTR.
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Sebbene alcuni organi non mostrino alcuna vartalitbme digiuno, rene, fegato e ileo,

in tutti gli altri campioni analizzati si sono eelziate numerose bande con elevate

differenze nel numero e nella posizione dimostrando ampio pattern di

sottopopolazioni virali (Fig. 2.2.2.3 e 2.2.2.4).

M1 2 3 4 56 7 8 910 11"

Fig. 2.2.2.3 SSCP degli organi del soggetto 463/05 della regi62

M 21°12°13"14° 15°16 17 18 19" 20 22°

Fig. 2.2.2.4 SSCP degli organi del soggetto 463/05 della regi62

M: Markel

1: Abomaso

: Linfonodo mesenterico
: Digiuno

. Linfonodo faringeo
Utero

: Tonsille

Rene

: Cervello

. Cervelletto

10: Linfonodo tracheale
11: Cieco

* Variabile

©ONDUNWN

M: Markel

21: Lesione buccale
12: Milza

13: Polmone

14: Omaso

15: Esofago

16: Fegato

17: lleo

18: Linfonodo mediastinico
19: Cute

20: Lingua

22: Cuore

* Variabile



2.2.3 Clonazione

2.2.3.1.Analisi della regione 5’'UTR dei cloni

Il clonaggio del frammento 5’UTR del campione dirnedlo del vitello 463/05 ha
permesso di ottenere 34 cloni, in 30 dei qualimtta PCR, é stato evidenziato
I'inserimento corretto del frammento della regideTR (Fig. 2.2.3.1.1).

Fig. 2.2.3.1.1 corsa elettroforetica degli amplificati della i@ge 5’'UTR dei cloni

In base alla loro corsa su gel di poliacrilamideSBCP, i cloni mostrano tutti solo 2
bande corrispondenti alla separazione dei 2 fildhtEamaturati di DNA, indicando che
ogni clone é costituito da una popolazione “purajuéindi omogenea (Fig. 2.2.3.1.3,
2.2.3.1.4e2.2.3.1.5).
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M 15 4 4 ¢4 26 . M 4 15 4 4

M 4 4 4 4 4 4 135 4 4 1

Fig. 2.2.3.1.3, 2.2.3.1.4 e 2.2.3.1F5CP dei cloni della regione 5UTR

L'analisi della posizione della banda ha permessdifterenziare 3 diversi pattern
elettroforetici (tipo 4, tipo 15 e tipo 26) cheswino presentati con diversa prevalenza
78% tipo 4, 17% tipo 15 and 2.8% tipo 26.



2.2.3.2 Analisi della regione E2 dei cloni

Il clonaggio del frammento della regione E2 del pame di cervello del vitello 463/05
ha permesso di ottenere 40 cloni in cui tramite RCRato evidenziato I'inserimento
corretto del frammento (Fig. 2.2.3.2.1).

Fig. 2.2.3.2.1 Corsa elettroforetica degli amplificati della i@ge E2 dei cloni

In base alla loro corsa su gel di poliacrilamideSBCP, i cloni mostrano tutti solo 2
bande corrispondenti alla separazione dei 2 fildhtEamaturati di DNA, indicando che
ogni clone € costituito da una popolazione “purajuendi omogenea. Tutti i cloni,
inoltre hanno manifestato lo stesso pattern elettetico facendo ipotizzare la stessa
sequenza nucleotidica (Fig. 2.2.3.2.2).

Fig. 2.2.3.2.2SSCP dei cloni della regione E2
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2.2.4 Sequenziamento della regione 5’'UTR dei cloni

L'analisi delle sequenze nucleotidiche di due clper ogni profilo elettroforetico
mostrato in SSCP, ha evidenziato che cloni condsese pettern hanno sequenza uguale
e che i cloni con pattern diverso differiscono pea sostituzione nucleotidica.

In particolare i due cloni tipo 4 presentavano ucleotide T e G rispettivamente in
posizione 82 e 148. | cloni tipo 15 presentavancdatituzione C in posizione 82,
mentre il cone 26 presentava la sostituzione Aosizione 148 (Fig. 2.2.4.1).

* 20 * 40 * 60 * 80
Cl 0N 26 I 80
Cl 0N A i ;80
ClONE D i ;80
ATCCCCTTAGTAGCACTACCATAATGACGCGGCTAGCAACACT CGTGAGTTCCTTCCATCGCTTAAGCCCT CAGTACAGG
* 100 * 120 * 140 * 160
Cl 0N 26 I Ao : 160
Clone 4 o | PP S : 160
Clone 15 |, G P ;160
Gt AGTCCTCAGTGCTTCCACGCCTTGTCGCAAAGCT CTCGAGATGCCACGT GCGACGAGGCGCACGCCCgAACCACATCTTA
* 180 * 200 * 220 * 240
ClONE 26 i 1 240
ClOnE 4 o : 240
ClOnE A5 i 1 240

clone 26 @ ... . 288
clone 4 @ . 288
clone 15 @ ... . 288

GenBank| TG, | AG |\Tc, | T T c AG | GA T A Tc|TC |cT|TC | A
A G A GA | gap

variant | T6 [AG | T.c [Tc| Tc | cT | AG |GA | Tc [AGc | TCc | TCc |cT|TC | A
gap

Fig. 2.2.4.2: allineamento delle sequenze dei cloni della regi®UTR. La Tabindica le
mutazioni precedentemente segnalate (Jehak,2002).

In Fig. 2.2.4.2 e indicata la posizione delle gagidoni nucleotidiche rispetto alla
sequenza ed alla struttura secondaria della redhER. La predizione della struttura
secondaria delle tre sequenze ha mostrato chettatéura resta invariata nonostante le
sostituzioni nucleotidiche (Fig. 2.2.4.3).
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Fig. 2.2.4.2 Mutazioni nucleotidiche rilevate sulla struttiecondaria della regione 5’'UTR.

Clone 26 Clone 15 Clone 4

Fig. 2.2.4.% predizione della struttura secondaria sulla lkdle sequenze nucleotidiche
ottenute dalle 3 varianti evidenziate nei cloni
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3. Aspetti della risposta immunitaria nei confrontidel BVDV

3.1 MATERIALI E METODI

3.1.1 Campioni utilizzati per la quantificazione diochinica e virale in organi di
soggetti PI

Per questo studio sono stati analizzati 65 cammlotessuto dei quali 49 prelevati da
12 animali Pl e 16 da 3 animali sani.

Gli animali PI, di sesso femminile, avevano un’eténpresa tra 1 mese e 2 anni di vita
e provenivano da allevamenti situati nelle provintePadova, Vicenza e Bologna.
Questi animali sono stati diagnosticati come ptstemente infetti (Pl) tramite
screening sierologico risultato negativo e riceteaBVDV.

| soggetti positivi alla ricerca del virus sonotstnfermati come Pl a seguito della
positivita alla ricerca del virus un mese dopaiin test.

| campioni provenienti da soggetti sani sono gie¢ievati in sede di macellazione da
animali che non presentavano nessuna manifestapat@ogica e sono risultati
negativi alla ricerca del BVDV tramite PCR.

Per ciascun soggetto sono stati esaminati alcug@rorlinfatici drenanti l'apparato
gastro-enterico, l'apparato respiratorio e altgami del sistema linfoide creando tre
gruppi di indagine (Tab. 3.1.1.1).
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Animale

Organi linfatici dell'apparato

Organi linfatici dell'apparato

Organi del sistema

MIPAV VIR/ 560-00

MIPAV VIR /561-00

MIPAV VIR /562-00

MIPAV VIR/ 275-05

MIPAV VIR /337-05

MIPAV VIR /304-05

MIPAV VIR/ 365-05

MIPAV VIR /463-05

MIPAV VIR/ 1210-05

MIPAV VIR /1537-05

MIPAV VIR /451-02

MIPAV VIR 1746-05

MIPAV VIR 1747-05

MIPAV VIR 1748-05

Digerente

Placche Peyer
Linf. Mesenterico

Placche Peyer
Linf. Mesenterico
Linf. Omasale

Linf. Mesenterico
Placche Peyer
Linf. Omasale

Linf. Mesenterico

Linf. Mesenterico

Linf. Ruminale
Linf. Mesenterico

Placche Peyer
Linf. Mesenterico
Linf. Intestinali

Linf. Intestinale
Placche Peyer
Linf. Mesenterico

Placche Peyer
Linf. Intestinale
Mesenterico

respiratorio

Linf. Faringeo
Tonsilla

Linf. Faringeo
Tonsille

Linf. Faringeo
Tonsille

Tonsille

Linf. Mediastinico
Linf .Tracheale
Linf. Faringeo

Linf. Mediastinico
Linf. Retrofaringeo
Tonsille

Linf. Retrofaringeo
Linf. Polmonare
Linf. Respiratorio

Linf. Faringeo

Tonsille

Tonsille

Tonsille

linfoide
Milza

Milza

Milza

Linf. Precrurale
Milza

Linf. Prescapolare
Linf. Precrurale
Linf. Prescapolare
Milza

Milza
Linf. Inguinale

Milza

Linf. Inguinale

Milza

Linf. Precrurale

Linf. Prescapolare
Milza

Linf. Aspecifici
Milza

Milza

Milza
Linf.Grassella

Milza

Milza

Tab. 3.1.1.1 campioni di organi analizzati
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3.1.2 Campioni utilizzati per la valutazione dellaviremia e dell’'espressione
citochinica nei linfociti ematici di un soggetto PI

Questa indagine é stata condotta su campioni erpagievati da un soggetto Pl con lo
scopo di valutare 'andamento della viremia e lresgione di alcune citochine.
L’animale, nato in data 27-2-05, e arrivato preksstabulario del Dipartimento di
Sanita Pubblica Veterinaria e Patologia anima®9i4-05, proveniva da un allevamento
situato in provincia di Vicenza nel quale erandigpeecedentemente identificati ed
eliminati numerosi PI. Tutti i soggetti Pl provenieda questo allevamento, tenuti in
osservazione nei nostri tabulari, hanno manifestet® severa sintomatologia clinica
che ha determinato la morte degli animali. Le Iesigscontrate nella maggior parte di
guesti poteva essere ricondotta alla malattia dalieose. Il soggetto preso in esame,
invece ad eccezione di una lieve sintomatologipira®ria osservata all’arrivo ha
mantenuto un buono stato di salute durante tugeriodo di osservazione. L'animale
manifestava comunque un evidente riduzione dellsaita, condizione riferibile
all'infezione persistente da BVDV.

La quantificazione virale e dellespressione ciiotfa e stata effettuata sui campioni
prelevatia 3, 5, 7,9, 11,13, 15, 17, 19, 21 rdesta dell’'animale.

L’espressione citochinica é stata inoltre quardtficin campioni ematici prelevati da
soggetti sani risultati negativi alla ricerca d&/BV. Per testare questi animali & stata
utilizzata la metodica di RT-PCR descritta nel gaao 1.1.3.

3.1.3 Estrazione dell’RNA totale

L’'RNA totale & stato estratto dagli organi o daffiwcoat tramite TRireagent come
descritto nel paragrafo 1.1.2.

L'RNA estratto é stato trattato con DNAse (1Ql)/(Amersham Bioscience, USA) al
fine di rimuovere il DNA genomico che puo interfericon la quantificazione dei geni
cellulari.
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3.1.4 Real Time PCR per la quantificazione del BVDV

La misurazione del BVDV e stata effettuata tramite quantificazione assoluta
del’RNA virale dopo allestimento di una curva stard di riferimento.

Come regione target per la real time PCR é statzzata la regione altamente
conservata 5’'UTR sulla quale é stata disegnateofgia di primer gBvVDVforl e
gBVDVrevl. | primers sono stati scelti sulla baseud allineamento di sequenze
effettuato con ceppi isolati in Italia (Genbank: #61338-AY451339). La sequenza dei
primers e: gBVDVforl: 5-AGATGCCACGTGGACGA-3' e gBWVrevi:
5'GCACCCTATCAGGCTGT-3'.

Per l'allestimento della curva standard 'amplifzalella regione 5’'UTR ottenuto con i
primer 324 e 326 (paragrafo 1.1.3) dal campione AMR/IR 463/05 é stato inserito
nel plasmide pCR4-TOPCPVECTOR (Invitrogen, USA) e utilizzato per la cloiwze
come precedentemente descritto nel paragrafo 2.1.6.

Il clone 4 ottenuto é stato utilizzato per I'estome del plasmide con il kit rapiPure
Plasmid Mini kit (QBIOgene, USA) e linearizzato ririge taglio con I'enzimaBgll
(NewEngland Biolabs, UK). Infine il plasmide é stafuantificato e il numero di copie
di plasmide pepl é stato calcolato con la seguente formula.

[(quantia di plasmide) : (numero di basi del plaEm* inserto x 660)] x 6.022 x 28

A partire dalla soluzione plasmidica ottenuta (>3_’L(D9 copie/ul) sono state preparate
delle diluizioni in base 10 per l'allestimento detlurva standard.

La Real time e stata condotta con la tecnica SYB& @ utilizzando la SYBR Premix
Ex Taq (Takara, Giappone) in una miscela di reaioon volume finale di 2fl
(SYBR Premix 1X, primers 0,4M, Rox Dye 1X, cDNA/plasmide gl).

La Real Time PCR é stata condotta con Rotor GefigB0rbett Research, Australia) e
sono state utilizzate le seguenti condizioni di Bfinpzione: 95°C per 10 minuti, 40
cicli con 95°C per 15 secondi, 52°C per 20 secorfi,per 30 secondi. La fluorescenza
e stata acquisita alla fine di ogni fase di estamsirilevando il segnale di emissione
della fluorescenza sul canale FAM (source, 470 detector, 510 nm; gain set to 5).
Dopo 'amplificazione é stata analizzata la curvendlting dei prodotti di reazione.
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Dopo la fase di messa a punto, la tecnica Real Eirskata applicata ai campioni. Ogni
reazione é stata condotta con almeno 5 diluizitagrpidiche testate in doppio e con un
controllo negativo.

3.1.5 Quantificazione citochinica

| prodotti di PCR purificati per ogni citochina sorstati clonati in un plasmide,
trasformati inE. Coli TOP 10 con Topo TA Cloning (Invitrogen, USA) e fhigati con

il kit rapiPure Plasmid Mini kit (QBIOgene, USA).

| plasmidi ottenuti sono stati linearizzati tramiteso dellenzimaBcu | (Fermentas,
Canada) e diluiti in base 10 per tracciare la cgtaadard di riferimento.

| primers utilizzati per I'amplificazione delle otthine, disegnati col softwa@ligo
(Molecular Biology Insights, Cascade, CO, USA) sdegcritti in Tab. 3.1.5.1.

La valutazione della risposta immunitaria € stalutata quantificando I'espressione
delle citochine IL-8 e INFR+ per i campioni di tessuto provenienti dai soggPetti
descritti in Tab. 3.1.1.1 e quantificando I'espress delle citochine IL-8, INFs IL-1p

e IL-10 per i campioni di buffy coat del soggetio P

Almeno 5 diluizioni sono state incluse in ogni redahe PCR per calcolare le
concentrazioni delle citochine.

Citochina Primers forward Primers reverse Frammento(bp)
IL-8 agctggctgttgctctcttgg acctgcacaaccttctgcac 262
INF-vy aattattcagagccaaatt ctccagtttctcagagctgce 142
IL-1B tgggagatggaaacatccag tttattgactgaacgggtgc 217
IL-10 tgcacagcttactgttgacc cgcagggtcttcagcttctc 178

Tab. 3.1.5.1 :Sequenze oligonucleotidiche utilizzate per l'afigalzione dei geni delle
citochine.

| parametri di ogni ciclo di amplificazione sonatsti seguenti: 10 minuti a 96 di
denaturazione iniziale seguiti da 40 cicli di 18@&di a 98C, 15 secondi di annealing
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(IFNy 54°C, IL-10 54°C) 20 secondi a ‘2 mentre per le altre due citochine, 20
secondi a 95°C, 20 secondi di annealing (IL-8 53B€1B 55°C) e 30 secondi a 72°C.

Il segnale di emissione della fluorescenza é sikeato sul canale FAM (source, 470
nm; detector, 510 nm; gain set to 5) alla fine alefase di estensione. Dopo
I'amplificazione e stata analizzata la curva ditmgldei prodotti di reazione.

3.1.6 Quantificazione dell’housekeeping

Al fine di normalizzare le quantita di virus e diochine ottenute tramite Real Time
PCR é stata quantificata anche I'espressione de feusekeepdblyceraldehyde-3-
Phosphate Dehydrogena@8APDH) (Leutenegger, 2000).

Il gene GADPH é costantemente espresso da divipisdit cellule e in differenti
situazioni, sia fisiologiche che patologiche. Peesto motivo, I'espressione di GAPDH
puo essere presa come valore di riferimento nellisinapplicata a diversi campioni.
Sono stati utilizzati i seguenti primers: GAPDH BN forward: 5'-
GGCGTGAACCACGAGAAGTATAAZ e GAPDH BOVINO reverse:
5'CCCTCCACGATGCCAAAGT-3'. La miscela di reazionélirizata € quella descritta
nel paragrafo 3.1.3.

| parametri di ogni ciclo di amplificazione sonatsti seguenti: 10 minuti a 96 di
denaturazione iniziale seguiti da 40 cicli compdstil0 secondi a 96, 15 secondi di
annealing a 56°C e 20 secondi &CG2I valori di BVDV e delle citochine ottenuti con
Real Time PCR sono stati normalizzati dividendeli pvalori di GAPDH.

3.1.7 Analisi Statistica

| dati ottenuti sono stati sottoposti ad analiatistica per valutarne la significativita.

I livelli di espressione genica delle citochindevati negli organi dei soggetti Pl nei tre
distretti anatomici sono stati confrontati convelii rilevati negli organi di soggetti sani
mediante test Wilcoxon per dati non parametrici.

La carica virale misurata nei tre distretti anattini stata confrontata con ANOVA e i
valori sono stati considerati significativi per< 0.05.
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L'eventuale correlazione fra carica virale ed esgiome di IL-8 e INF+ negli organi dei
soggetti Pl e stata valutata tramite test di regipee non lineare multiparametrico.

| dati di quantificazione virale e citochinica attei dal buffy coat del soggetto Pl sono
stati analizzati con test due way ANOVA per valaté significativita delle variazioni
temporali. Inoltre i valori del soggetto Pl sonatstomparati con la media dei valori
ottenuti nei soggetti sani. | valori sono statisiderati significativi peP < 0.05.
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3.2 Risultati

3.2.1 Quantificazione del BVDV in organi di soggettI

Per la quantificazione assoluta del BVDV e stalestta una real time PCR

La clonazione di un frammento della regione 5’UT& ekppo di BVDV del campione
MIPAV VIR/463-05 ha permesso di ottenere 4 cloni geali € stato evidenziato il
corretto inserimento del frammento del genoma dbB\(Fig.3.2.1.1) .

Marker Clone Clone Clone Clone

1 2 3 4
=4ﬁ h

Fig. 3.2.1.1:amplificati dei cloni

Dal clone 4 é stato estratto il plasmide, e quimBarizzato. La quantificazione ha

evidenziato una concentrazione pari a 1.4 %cbpie di plasmidei.

La linearita e l'efficienza della reazione € statdutata sulla base delle diluizioni in
base 10 del plasmide.

La linearitad & stata mantenuta dalla diluizioné” ¥ho alla diluizione 18 con un
coefficiente di correlazione @R >0,99 indicando un elevato range dinamico. La

pendenza della curva o “slope” é risultata sempisora a -4,03 indicando una

efficienza di reazione compresa fra il 70% ed 0%0(Fig. 3.2.1.2).
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Standard Curve

Fig. 3.2.1.2quantificazione e curva standard ottenuta conliezibni dalla -2 alla -8
del plasmide
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Dall'analisi della curva standard la sensibilitaidewnziata per la quantificazione

plasmidica & risultata di 1,4 x ‘16opie.

L'analisi della curva di melting (fig. 3.1.2.3) maostrato la presenza di un solo picco
specifico con temperatura di melting pari a 87°@igando l'assenza di prodotti

aspecifici o primers dimers.

Fig. 3.1.2.3:curva di melting con picco specifico

La ripetibilita inter-assay é stata valutata calodb il coefficente di variabilita di 4
diluizioni plasmidiche. | valori ottenuti variavanial 1,2% al 3,8% indicando una
buona ripetibilita della prova (tab.3.1.2.1).

Concentrazion Repliche Media DS Logiomedia LogioDS CV%

e plasmidica
10 5 3,310 4,410 5,5 0,064 1,16
10° 5 281G 4,216 3,4 0,066 1,93
107 5 251G 3,6 10 2,4 0,062 2,58
10* 5 3310 4,110 1,6 0,057 3,80

Tab. 3.1.2.1: nella tabella sono riportati i valori di media, deione standard e
coefficiente di variabilita (CV) ottenuti nella pr@ di Real Time PCR.
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La quantificazione dellRNA virale dei soggetti Réi soggetti Pl e sani & stata valutata
tramite real time PCR con la metodica Sybr Green.

In figura 3.2.1.1 e riportata la carica virale degigani linfatici drenanti I'apparato
respiratorio, digerente e negli altri organi lirdfoil valori piu elevati di BVDV sono
stati registrati negli organi linfatici drenantiapparato respiratorio ed i piu bassi
nell’apparato digerente, anche se tali differenaa sono supportate da significativita

statistica.
carica virale

2.5%x101=

8_ 2.0x101=
3

$  1.5x10'-
n
-}
(@]

§ 1.0x101=
a)

&  5.0x10°4

0-

app.resp. app.dig. altri organi linfoidi

Fig. 3.2.1.1 quantificazione di BVDV nei distretti anatomi@msiderati

3.2.2 Quantificazione citochinica in organi di sogefti Pl

L’espressione delle citochine IL-8 e INf-€ stata quantificata tramite real time PCR.

| risultati della quantificazione dell'espressiogenica delle due citochine sono riportati
nelle figure 3.2.1.2, 3.2.1.3 e 3.2.1.4.

In ciascun distretto anatomico considerato (orgdjafatici dell’appararto respiratorio,
digerente e altri organi linfoidi), per entrambeciéochine € evidente una differente
espressione fra animali Pl ed animali sani. Inipaldre e apprezzabile una down-
regulation delle due citochine nel gruppo PI chel paso di IFNy assume
significativita statistica (P=0,001).
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organi linfoidi apparato respiratorio

g’ 4.0x100=

5 =PI
) .
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5 3.0x10°4
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S 2.0x10°4
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) 1.0x10°+
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ie] 0-

©

IL-8 IFN gamma

Fig. 3.2.1.2 espressione di IL-8 e INf~negli organi linfoidi dell’'apparato respiratorio

organi linfoidi apparato digerente

O 35x10°-

5 . P
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Fig. 3.2.1.3espressione di IL-8 e INfnegli organi linfoidi dell'apparato digerente

altri organi linfoidi
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Fig. 3.2.1.4 espressione di IL-8 e INfnegli altri organi linfoidi
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La relazione fra carica virale ed espressione dakli citochine, valutata tramite test di
regressione non lineare multiparametrico ha evidémzuna correlazione fra i 3
parametri esprimibile attraverso la seguente foanmétematica:

4806,18 x IL-8 X IFNy
1+132,8xIL-8 — 97,6 x IFNy

Tale espressione matematica, rappresentata dalgtadflimensionale (Fig. 3.2.1.5), ha
mostrato una correlazione statistica, effettuatanite test di regressione non lineare
multiparametrico, di notevole valore biologico ogado un coefficiente di correlazione
(R% paria 0,6.

Cio indica come il 60% della variazione nell'espi@se dei due geni target di IL-8 e
INF-y sia imputabile ad una diversa carica virale &dtino dell'organo linfatico
considerato.

Fig. 3.2.1.5 Rappresentazione tridimensionale della funzioatematica illustrata sopra.
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3.2.3 Quantificazione del BVDV e delle citochine méuffy coat di un soggetto PI

La quantificazione del’RNA virale e delle citockinNF-+y, IL-1B, IL-8 e IL-10 é stata
valutata tramite real time PCR con metodica Sylwe@ra 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19,
21 mesi di eta dellanimale.

L’'andamento della carica virale del soggetto Pladteg il periodo di monitoraggio, €
rappresentato nella figura 3.2.3.1.

L'analisi statistica ha dimostrato che la viremmatale soggetto subisce nel corso del
tempo delle variazioni statisticamente significat{fab. 3.2.3.1).

3.0x10°-
o iy
()
o py
()
% 2.0x10°4 -
8 T =
(@)
<
5 1.0x10°
D .
m

3M + + + +
5M + + + + + +
™ + + +
oM + + + + +
11M + + +
13M + +
15M + +
17M +

Tab. 3.2.3.2variazioni statisticamente significative della v (+) tra i diversi
tempi di monitoraggio
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| risultati della quantificazione delle diverse cmhine ottenuti dal buffy coat del
soggetto Pl sono stati comparati con la media dérvdelle citochine ottenuti nei
soggetti sani.

Per quanto riguarda I'INF-non e stata rilevata espressione di tale citochiakea
maggior parte dei tempi di campionamento dellllyFrnentre la sua espressione é stata
evidenziata al mese 15, 17 e 19 (Fig. 3.2.3.3).

INF-gamma
5 1.2x102-
o
8
X 1.0x102+
[}
2]
>
2  75x10°4
©
g 5.0x10-3+
(]
$  25x10734
(@)
o
a 0 T T T T
A

Fig. 3.2.3.3:andamento temporale dell'espressione di §NF-

E stato possibile rilevare I'lLflin 6 su 10 tempi di campionamento, e in partielagi
tempi 5, 7,9, 11, 13 e 21.

IL-1beta
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) 1.0x10°1
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d§ 0- m Eoy

D ot gt
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&

Fig. 3.2.3.3:andamento temporale dell'espressione difL-1



L’'espressione dell'IL-8 & stata evidenziata e qifiaata in tutti i prelievi effettuati;
I'andamento dell’espressione di tale citochinaltegsarescente da 9° fino al 19° mese di
vita dellanimale dove raggiunge un picco di espi@ne.

1.0x100- IL-8

7.5%x10 1

5.0x101=

2.5x10 1

ratio gene target/housekeeper

&
&

N 0t

@Q fD’@

Fig. 3.2.3.3:andamento temporale dell'espressione di IL-8

Per quanto riguarda I'lL-10, e stato possibile tffare una quantificazione solo al 13° e
al 15° mese di vita dell’animale.
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Fig. 3.2.3.3andamento temporale dell'espressione di IL-10
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A differenza di quanto osservato a livello degljami linfoidi non e stata evidenziata
differenza statisticamente significativa fra I'esggine citochinica dei soggetti sani e
guella del soggetto PI a livello dei linfociti entat

L’analisi statistica ha inoltre evidenziato che i correlazione fra I'espressione delle
singole citochine e la quantita di BVDV present&ello dei linfociti.



4. DISCUSSIONE

La BVD-MD e una malattia conosciuta ormai da 60iatanprima segnalazione risale
agli anni ‘40, e oggi € ampiamente diffusa in tuRiaesi dove e presente l'allevamento
bovino; in mancanza di adeguati piani di contrdéoBVD-MD diventa endemica,
inducendo all'interno della popolazione bovina @ewnze di soggetti sieropositivi dell’
60-85% e livelli di Pl che generalmente non superéi2% (Houeet al., 1999). Per
contro nei Paesi in cui sono stati effettuati eficpiani di controllo (Svezia, Norvegia e
Danimarca) anche su base volontaria, la prevaleteléa BVD si e abbassata
sensibilmente. Il piano di controllo attuato in 3kea partire dal 1993 ha portato in 11
anni ad un abbassamento della prevalenza degliaatlenti infetti dal 40% allo 0,9%
(Hult e Lindberg, 2005).

La presenza dellinfezione da BVDV nel territoritaliano € ormai risaputa e di
notevole entita e causa importanti perdite econbena@ovute soprattutto alla riduzione
della produzione di latte, riduzione della ferdilitaborti e problemi respiratori che
diminuiscono notevolmente la performance dell’slieento.

Ad eccezione di alcune regioni il controllo dell¥ BV in Italia € attualmente basato
sulliniziativa privata dei singoli allevatori checontrandosi con le perdite economiche
legate a questa malattia intraprendono azioni ditesomento dell'infezione e
risanamento dell’'allevamento sia tramite profilatigetta che indiretta.

Nellambito di queste iniziative di controllo, i pti cardine sono rappresentati
dall'identificazione dei soggetti persistentemenméetti (Pl) e dal controllo delle
reinfezioni tramite profilassi diretta e indirettal fine della profilassi diretta diventa
rilevante la conoscenza della situazione localehamyrazie alla possibilita di sfruttare
le recenti acquisizioni di epidemiologia molecolare

Lo studio della situazione locale del BVDV da nondotto ha permesso di evidenziare
la presenza di un numero molto elevato di Pl irelled aziende analizzate a differenza
di quanto riportato in letteratura. La prevalenza sbggetti Pl all'interno
dell'allevamento generalmente non supera il 2% @@003).

A nostro awviso la comparsa di un elevato numersodgjgetti Pl in una azienda puo
essere riconducibile principalmente a due causaziende con soggetti della stessa eta
la sincronizzazione dei calori crea la contempaxgmesenza di un elevato numero di
bovine gravide sensibili alla generazione di sofjdet Invece, la presenza di piu
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soggetti Pl di eta diverse sembra essere causatmal@aon corretta gestione sanitaria
dell'allevamento, soprattutto la mancanza di urgasgzione tra i nuovi nati e le vacche
gravide.

Diversi Autori (Vilcek et al, 1999a; Nagaet al., 2004) hanno messo in evidenza
I'importanza dell'analisi filogenetica per lo stodilell'evoluzione e dell’epidemiologia
dei virus e per tracciare l'origine di nuovi foaol

Gli effetti della variabilita genetica del BVDV daldiagnosi e sul controllo della
malattia sono ben conosciuti (Fultehal, 2003; Koniget al, 2003; Bolin and Grooms,
2004) e molte ricerche hanno lo scopo di aumertdarenoscenza riguardo ai genotipi e
alla distribuzione dei diversi sottogruppi nelléfetienti aree geografiche (Parksal.,
2004; Tajimeet al, 2005).

Nel nostro studio sono stati analizzati dal puntovidta genetico 37 ceppi virali
provenienti da 10 aziende situate in Emilia Romagieneto.

Una alta omologia & stata rilevata tra i virus @mati in ciascun allevamento. La
selezione di un ceppo allinterno dell’azienda atasstevidenziata in lavori precedenti
(Patonet al, 1995b) ed €& una caratteristica dell'infeziondB¥®V dovuta al fenomeno
dellimmunotolleranza. | ceppi virali, infatti, sselezionano in base ai ceppi che
infettano i soggetti immunotolleranti mentre le igati virali rappresentano uno
“svantaggio” per il virus in quanto innescano negg@etti immunotolleranti e nei
soggetti immunocompetenti una risposta immunitaha porta all’eliminazione del
virus dopo un’infezione transitoria.

L’analisi genetica ha messo in evidenza che adliimb del territorio preso in esame, non
circolano ceppi virali di BVDV I, anche se taleegjie € stata riscontrata in due focolai
in aree diverse del nord Italia (Luzzagfal.,2001).

Due lavori precedenti hanno permesso la carateeriane di ceppi di BVDV italiani; in
nessuno dei due é stato messo in evidenza la peeseh sottogruppo la (Luzzagd
al., 2001; Falconeet al., 2003) e in tali lavori alcuni ceppi virali sonamnasti non
classificati.

Nella nostra indagine, l'analisi filogenetica harrmpesso lattribuzione a specifici
sottogruppi di tutti i ceppi virali, dimostrandomsolo la presenza di ceppi di BVDV la
ma anche di lj, ceppi che non erano ancora stateaxiati sul territorio italiano.
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Nonostante alcuni lavori abbiano dimostrato unastazione tra sottogruppi infettanti e
sintomatologia clinica (Evermann e Ridpath, 2008jtdh et al., 2002), la nostra
indagine non ha evidenziato tale correlazione.

In uno dei due focolai determinati da virus detesgtuppo BVDV la é stata osservata
sintomatologia acuta e morte di tutti i soggetintre 1; 8 dei soggetti hanno mostrato la
sintomatologia della MD con lesioni orali ed erteeremorragica e 4 invece sono
deceduti in seguito a polmonite e setticemia dowatmfezioni secondarie. Questo
quadro e levoluzione del focolaio, potrebbe essetato favorito dal cattivo
management e, soprattutto, dal fatto che i sogBg&talopo che erano stati diagnosticati
come tali, non sono stati separati dagli altri. Bégpcomparsa dei primi sintomi di MD,
infatti, la sintomatologia si € manifestata veloeste anche negli altri soggetti e la
morte di tutti gli animali & avvenuta in 3-5 giarni

Riguardo alla distribuzione geografica, tutti i pefa e Ib sono stati isolati in Veneto;
inoltre, da tale regione, provengono anche i céppd e Ih precedentemente isolati da
Luzzagoet al., (2001) mostrando quindi una maggiore eterogenit#detto ai ceppi
circolanti in Emilia-Romagna e Lombardia,

BVDV Ib e il ceppo con maggior prevalenza in Italima, nel nostro studio la
prevalenza totale degli altri ceppi (72,9%) é testd maggiore rispetto alla prevalenza
del BVDV Ib (27.02%). Sono stati evidenziati, infagruppi come la e Ij che non erano
mai stati isolati fino ad oggi in Italia e cheadfano maggiormente in paesi extra
europei. Lo studio comparativo delle regioni 5’UTERN ha permesso una pil
approfondita analisi dei ceppi isolati. La classifiione dei ceppi ottenuta sulla base
della regione Npro ha confermato quella ottenutia $aase della rgione5’'UTR, inoltre
lanalisi filogenetica condotta sulla regiond N\ stata supportata da piu alti valori di
bootstrap, confermando la validita dell'utilizzo duesta regione ai fini dell’analisi
filogenetica.

Lo studio sulla variabilita genetica di BVDV neltegione del genoma virale
5'UTR e E2 di alcuni ceppi da noi analizzati in getii malati, &€ stato condotto
applicando la tecnica SSCP agli organi di 2 soggett MD e un soggetto PI. Tale
tecnica ha permesso di evidenziare variabilita tieaén uno dei due soggetti con MD;
variabilitd genetica non é stata invece osservatbaliro soggetto con MD ed in un
soggetto persistentemente infetto che non mostiatamatologia riferibile alla MD.
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La presenza di maggiore variabilitd in un soggetito MD potrebbe essere correlabile
ad una maggiore attivita proliferativa del virusdhduce la comparsa di piu varianti
virali, anche se non é stata ancora studiata l&leaione fra la presenza di mutazioni in
regioni diverse del genoma virale. In soggetti 64D, infatti, € sicuramente avvenuta
una variazione genetica a livello della regioneifamahte per la proteina non strutturale
NS2/3 che ha trasformato il ceppo non citopatogemitopatogeno

Il sequenziamento di un numero cospicuo di clofiadegione 5’UTR ha mostrato la
presenza di 3 varianti con un nucleotide di diffizigeciascuna; una delle due mutazioni
da noi evidenziate era gia stata riportata in wegaente lavoro (Jonesal.,2002), tale
sostituzione si e dimostrata “innocua” non causandmbiamenti funzionali della
regione interessata. Anche sulla base dellanaléia struttura secondaria da noi
condotta, le mutazioni osservate non alteranorlatsta secondaria permettendo alla
regione di mantenere a pieno la sua funzionalitsighificato di queste mutazioni resta
comunque da chiarire, anche se si pu0 supporre \Gbg I'importanza di questa
regione ai fini della replicazione virale, soloverianti portatrici di mutazioni che non
alterino la funzionalita stessa della regione a@esca moltiplicarsi.

Per quanto riguarda la regione E2 non e stato p@ssividenziare varianti virali nei
cloni analizzati, questo risultato puo essere i@ug vari fattori: la prevalenza delle
varianti potrebbe essere, infatti, piu bassa rispata regione 5’UTR e quindi potrebbe
essere necessario analizzare un numero piu amplordiper evidenziare la presenza di
varianti. Inoltre, il frammento analizzato ha unmeénsione maggiore (596 bp) rispetto
a quello analizzato della regione 5’'UTR (288 bm@),sknsibilita della SSCP su un
frammento di queste dimensioni potrebbe esserermiportando quindi alla mancata
evidenziazione di mutazioni puntiformi.

La tecnica di real time PCR messa a punto peruknitficazione virale del

BVDV, tramite un plasmide appositamente allestit@dmante clonazione di un
frammento della regione 5’'UTR, si é rilevata capdcevidenziare fino a 10-20 copie
di DNA/ul con un coefficiente di variabilita che varia daP% al 3,8% in dipendenza
dalla concentrazione di DNA.
La quantificazione della carica virale e delle ciime é stata normalizzata dividendo i
valori ottenuti in real time PCR per i valori dedree houskeeper GADPH per ridurre la
variabilita del dato dovuta al processo di estmajaetrotrascrizione e trattamento con
DNAse cui sono stati sottoposti tutti i campionabdreati (Bustin, 2000).
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| risultati ottenuti confermano l'effetto immunodegsivo esercitato dal BVDV; negli
organi linfoidi di soggetti PI, infatti, & stata ialremente evidenziata una down-
regulation delle due citochine analizzate, in patéir modo di IFNy.

Il ruolo di questa citochina in soggetti immunog¢odinti e persistentemente infetti non e
stato finora del tutto chiarito; la maggior partelle ricerche, infatti, riguardano
I'immunodepressione esercitata dal BVDV in corsoirdezione acuta e valutano
l'azione del virus sulle varie componenti cellylamientre scarsa attenzione e stata
rivolta ai mediatori immunitari, quali appunto léochine, coinvolti a monte della
risposta immunitaria dell'ospite e responsabilildelone effettrice delle varie cellule
immunitarie. Il ruolo dellINFy sembra inoltre rivestire un ruolo secondario nel
fenomeno dellimmunotolleranza la cui insorgenzmlse piuttosto dovuta allazione
di INF tipo | (Schweizer M., Peterhans E., 2001).

La nostra indagine ha dimostrato una differenzdissizamente significativa tra
I'espressione di INF- negli organi di soggetti Pl e soggetti sani. Tasiltato puo
essere spiegato dal fatto che proprio per il femanael'immunotolleranza il virus non
viene riconosciuto come tale, poiché & venuto imtatbo con il sistema immunitario del
feto al momento dello sviluppo (45°-175° giornagdstazione), e quindi durante la vita
dellanimale, non si innesca una stato antiviraleplieato proprio dall'INFy;
normalmente infatti ogni sostanza riconosciuta coime self dai linfociti T porta alla
produzione di INF¢ da parte delle cellule natural killer (NK) (Billize Vandenbroeck,
2001).

Non é stata evidenziata una differenza statisticeensignificativa, invece, per quanto
riguarda I'espressione di IL-8 negli organi deigeti sani e malati.

Una delle funzioni principali dell'lL-8 & quella @isercitare un’azione chemiotattica nei
confronti dei neutrofili e di inibire la proliferame delle cellule del midollo; I'infezione
dei neutrofili da parte del BVDV come dimostratoRlatgerieret al., (1995) determina
una diminuzione della loro funzionalita, tuttawadorso di infezione da BVDV non si
assiste ad un aumento della componente neutrofiigautabile ad una maggiore
espressione di IL-8. Inoltre [I'lL-8 viene soprattut prodotta durante processi
infammatori acuti (lisaza e Matsushima, 2001).

Il riscontro della correlazione tra la carica & I'espressione genica di IL-8 e IRIN-
contribuisce a meglio interpretare il ruolo di gigesolecole immunomodulatrici in
corso di infezione persistente da BVDV in quanteaiil 60% della loro espressione
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negli organi linfoidi si dimostra essere influerzalalla carica virale. E comunque da
evidenziare che, nel nostro studio, le differenekbanquantita di virus tra i vari distretti
anatomici esaminati, pur evidenti, non sono stappasrtate da significativita statistica
e, pertanto, non in grado di giustificare una nelag tra il tropismo del virus per un
determinato distretto e la comparsa d’infezioni oselarie catalizzate dall'effetto
immunodepressivo.

L’andamento della viremia in un soggetto Pl e stafatata per un periodo di 19 mesi.
Nonostante i livelli di viremia in soggetti Pl s@istati oggetto di studio (Broakt al.,
1990), ci sono poche informazioni disponibili sulliabilita o stabilita della viremia in
soggetti Pl nel tempo.

La scelta di valutare tale parametro, prendendoecceimpione di partenza il buffy coat
piuttosto che il siero del’animale, &€ dovuta dtdache cambiamenti sensibili del livello
di viremia si possono verificarsi nel siero delilaale per la produzione di Ab
neutralizzanti (Brocket al., 1998). La spiegazione dell'insorgenza di tale osp
immunitaria in un soggetto Pl pud essere ricondattauna esposizione a un virus
antigenicamente diverso da quello infettante.

Tuttavia anche l'utilizzo di un substrato di pagancome il buffy coat, per I'estrazione
dellRNA virale ha determinato oscillazioni stakistmente significative del livello di
viremia durante il periodo di monitoraggio dellardle. Lo studio ha quindi
evidenziato che anche a carico del buffy coat passeerificarsi fluttuazioni della
viremia.

L’espressione di INR-dal buffy coat in 3 tempi sperimentali su 10 awvallipotesi
per cui nei soggetti Pl non ci sia uno stato ardleiin corso e che la deplezione dei
linfociti CD4+ e CD8+ porti ad una diminuzione Bedpressione di tale citochina
(Brodersen e Kelling, 1999). Tuttavia, a differem&a risultati ottenuti sugli organi di
soggetti Pl e sani, non & stata riscontrata urfardifza statisticamente significativa a
livello del buffy coat.

Per quanto riguarda la valutazione dellandamerglte ccitochine, solo per I'lL-8 é
stato possibile evidenziare l'espressione tram#al time PCR in tutti i tempi
sperimentali. Come nell'indagine effettuata suglgami, anche in questo caso
I'espressione di tale citochina non é risultatdistiaamente significativa nei linfociti
ematici del soggetto PI e nei soggetti sani.
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L'IL-1 B € di norma espressa minimamente e test altamensibdi per il ritrovamento
di IL-1B nell'uomo sono in grado di rilevare meno di 10pl/itale citochina svolge un
ruolo importante nella risposta infammatoria euoe la sintesi epatica di proteina di
fase acuta (Dinarello, 2001). Il fatto che nei tesgerimentali 3M e 5M, la viremia del
soggetto Pl subisca un decremento potrebbe essprgabile al fatto che proprio in
questi due tempi sperimentali si abbia un incremedell'espressione di questa
citochina.

L’espressione dell'IL-10 é stata apprezzata soicterapi sperimentali 13 e 15 mentre
non e stata rilevata nei soggetti sani. Tale citechmodula I'espressione di altre
citochine e mediatori solubili, in particolare 110 svolge un’azione fortemente
inibitoria su diverse fattori tra i quali I'lL{fL (de Waal Malefyt, 2001). La riduzione
dell'espressione di IL-B dal 13°M potrebbe essere correlata all'espresgooprio in
qguel tempo di campionamento dell'IL-10.
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5. CONCLUSIONI

La caratterizzazione genetica € il mezzo col qsaleud avere una visione
dell’'evoluzione virale, soprattutto per i virus cheitano velocemente come gli RNA
virus e, in particolare, per il BVDV. Attualmenters riportate diverse segnalazioni
sulla distribuzione del BVDV in Europa, USA e intralPaesi. Lo studio di
epidemiologia molecolare svolto sul territorio i@lo, ha mostrato un aumento di
varianti soprattutto in alcune regioni. Tale riatdt € fondamentale per valutare
I'attuazione di programmi di controllo; in partieoé I'evidenza di virus appartenenti a
nuovi sottogruppi sottolinea l'importanza di unantioua indagine di epidemiologia
molecolare come base per il controllo del BVDV & ptbilire efficaci misure di
profilassi. Un monitoraggio continuo con lo scopo eVidenziare i soggetti Pl
allinterno dell’allevamento e la circolazione deirus all'interno del territorio
rappresentano dunque i mezzi indispensabili petrastare questa malattia.

La tecnica SSCP si e dimostrata estremamente #engibrmettendo di
evidenziare anche una sola sostituzione nucleatishcun frammento di 288 bp della
regione 5’UTR. La capacita del BVDV di “ignorareg imutazioni a carico di strutture
importanti per la replicazione virale come [I'IRESappresenta un’ulteriore
dimostrazione della grande capacita di adattamelgiovirus e della sua estrema
versatilita che gli permette di sfruttare i gramdintaggi della variabilitd genetica in
ospiti non persistentemente infetti ed i vantaggilidmunotolleranza in ospiti
persistentemente infetti. L'utilizzo di tale tecaiba permesso inoltre di evidenziare
variabilita virale della regione E2 in alcuni organche se non a carico dei cloni da essi
ottenuti; sara fondamentale evidenziare ed anabz#a varianti presenti per questa
regione per valutare se le mutazioni nucleotidisia®@o non sinonime, portando quindi
a cambi aminoacidici influenzanti la struttura gatiica, oppure, se si tratti di mutazioni
sinonime non apportando quindi variazioni antigkeicln tal caso, in analogia con la
regione 5’'UTR, queste mutazioni assumerebbero oio rdi minore importanza dal
punto di vista evolutivo.

Il ruolo esercitato dal BVDV sul sistema immunitadell'ospite rappresenta un
campo di indagine innovativo e in continua evolaeipla comprensione della risposta
immunitaria dell’ospite nei confronti del virus énportante per meglio chiarire il
fenomeno dellimmunotolleranza e della persistedelvirus tipico del BVDV ed é



fondamentale per lallestimento di nuovi ed efficaaccini. In particolare lo studio
effettuato dimostra come sia importante valutaeharn’espressione delle citochiniche
nella valutazione della risposta immnunitaria.
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