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PRESENTAZIONE

La diarrea virale bovina (BVD) & una malattia infettiva del bovino con una storia
non particolarmente lunga, ma sicuramente movimentata: se ne parla infatti a
partire dagli anni‘40, ma solo negli anni ‘80 & emersa la sua peculiarita, legata:

+ al meccanismo dell'infezione persistente in soggetti immunotolleranti in-
fettati in utero da ceppi non citopatogeni

« nonché alla sua manifestazione clinica nella forma eclatante nota come
malattia delle mucose, causata da ceppi citopatogeni in soggetti immu-
notolleranti

Similmente, solo da un ventennio & emersa la variabilita dei ceppi circolanti, a
livello sia antigenico che genomico, con tutte le conseguenze che cid provoca
sulla sensibilita delle prove diagnostiche. In questo stesso periodo, da malattia di
interesse esclusivamente zootecnico, la BVD é divenuta oggetto anche di attivita
di sanita pubblica, ovvero di piani regionali/nazionali di controllo i quali, pur non
avendo ancora una dignita ufficiale di riconoscimento al livello della normativa
comunitaria, sono operativi in generale a livello europeo (in primo luogo nei
paesi di lingua tedesca ed in Scandinavia), ed in particolare, per quanto riguarda
I'ltalia, in Trentino Alto Adige e nel Friuli Venezia Giulia.

Si tratta sicuramente di una malattia complessa, assai spesso clinicamente
subdola e di difficile identificazione, anche perché il quadro clinico & spesso
legato allimmunodepressione. Ma al tempo stesso & una malattia che di sicuro
impatta significativamente a livello economico, nella realta degli allevamenti
bovini sia da latte che da carne.

Il controllo efficace della malattia presuppone una conoscenza adeguata
dello strumento sia diagnostico che vaccinale. A proposito di quest'ultimo,
anche in questo caso solo negli ultimi vent’anni e cresciuta la consapevolezza
dell'importanza della protezione fetale fra i claim che un vaccino efficace deve
esibire. Protezione fetale non sempre dichiarata nei foglietti illustrativi dei vaccini
disponibili in commercio e che, ove presente, puo tuttavia essere limitata dalla
variabilita antigenica dei ceppi BVD, in grado di sfuggire talvolta allimmunita
vaccinale.

Per tutti questi motivi si & ritenuto estremamente utile predisporre una Linea
Guida che permettesse a chi opera in campo (in particolare: veterinario pubblico
o libero professionista) di avere un quadro riassuntivo della BVD, tale da poter
gestire al meglio gli strumenti di controllo della malattia stessa, a livello sia
diagnostico che vaccinale.



Un doveroso ringraziamento deve essere rivolto:

+ ai Servizi Veterinari Regionale del Veneto e del Friuli Venezia Giulia non-
ché delle due province autonome di Trento e Bolzano, per aver supportato
una serie di attivita diagnostiche riferite alla BVD, nell'ambito di attivita di
controllo

« ai colleghi di campo, sia pubblici che liberi professionisti, che hanno chie-
sto il supporto dell'lstituto e collaborato in svariate azioni sul campo

tutte cose che hanno permesso all'lstituto di accrescere la propria esperienza nei
confronti della malattia, a livello sia diagnostico che gestionale.

Stefano Nardelli, Medico Veterinario
SCT3 - Padova e Adria
Diagnostica in sanita animale
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Introduzione

La diarrea virale bovina (BVD) & una malattia infettiva ad eziologia virale, contagiosa,
caratteristica (ma non esclusiva) della specie bovina, nella quale puo dar luogo a diver-
se forme cliniche, strettamente legate al ceppo infettante ed al meccanismo patoge-
netico dellinfezione in corso nell'animale, ma comunque caratterizzate da un'ampia
variabilita del quadro, che pud andare da episodi subclinici a quadri molto importanti,
fino alla morte. Sotto questo punto di vista, la denominazione della malattia, che fa
riferimento al sintomo diarrea, € in realta fuorviante, e trova la sua giustificazione nel-
|a storia: infatti, nella prime segnalazioni della malattia, pubblicate a partire dal 1946
negli USA ed in Canada (Goens et al., 2002), il quadro prevalentemente descritto era
quello a carico dell'intestino. In realta I'importanza della malattia & dovuta principal-
mente ai suoi effetti negativi su altri apparati/sistemi, con particolare riferimento alla
sfera riproduttiva ed a quella immunitaria, come sara meglio evidenziato nel prosie-
guo.

Gli obiettivi di questa Linea guida sono:

1. Riassumere le conoscenze di base relative alla malattia, con una particolare
attenzione dedicata a quelle con dirette ed importanti ricadute nella pratica
quotidiana clinica, diagnostica e di controllo della malattia: questo al fine di
permettere al lettore (tipicamente: il veterinario di campo) di trovare in un uni-
codocumento le risposte alle principali domande che la pratica quotidiana puo
porgli

2. Definire una serie di raccomandazioni, in particolar modo per la diagnostica ed
il controllo della malattia, articolando la linea guida in modo tale da consentire
di trovare al suo interno le ragioni che stanno alla base delle raccomandazioni
suddette: questo per evitare di far assumere alle raccomandazioni il valore di
postulato

Introduzione
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Guida ai livelli di prova e alla forza
delle raccomandazioni

Nelle linee guida, le raccomandazioni vengono qualificate con un certo grado di forza
della raccomandazione (FDR) e di livello di prova (LDP), espressi rispettivamente in
lettere (da A a E) e in numeri romani (da | a VI). Con FDR ci si riferisce alla probabilita
che l'applicazione nella pratica di una raccomandazione sia utile ai fini sanitari. Con
LDP ci si riferisce alla probabilita che un certo numero di conoscenze sia derivato da
studi pianificati e condotti in modo tale da produrre informazioni valide e prive di er-
rori sistematici.

Esistono diversi sistemi di gradazione per le prove di efficacia e per la forza delle rac-
comandazioni riportate in letteratura. Il sistema adottato in questa Linea Guida si basa
sulla rielaborazione messa a punto dal Centro per la valutazione dell'efficacia dell'assi-
stenza sanitaria (CeVEAS) di Modena. Questo sistema ha come principale caratteristica
il fatto che la forza delle raccomandazioni non si basa soltanto sul tipo di disegno di
studio, ma tiene conto anche di altri fattori, quali la fattibilita, I'accettabilita e 'econo-
micita dell'intervento.

Forza Livelli di prova
delle raccomandazioni delle raccomandazioni
j  comportamento o intervento | in base a piu studi clinici randomizzati e
fortemente raccomandato controllati, o revisioni sistematiche
B comportamento o intervento I in base ad almeno uno studio clinico
raccomandato randomizzato
comportamento o intervento
C daconsiderare, madiimpatto Il inbase a studi di coorte
incerto
p omportamento ointervento iy e 5 studi caso-controllo
da disincentivare
E fortemente sconsigliato y i base a studi su serie di casi senza

gruppo di controllo

VI inbase a opinioni di esperti

Introduzione
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1. Caratteristiche del virus

L'agente causale di BVD e un virus a RNA, e per la precisione un virus appartenente
alla famiglia Flaviviridae, genere Pestivirus, identificato con I'acronimo BVDV (Bovine
Viral Diarrhea Virus). Il genere Pestivirus include altri agenti infettivi, tutti fra loro im-
parentati a livello antigenico e tutti (ad eccezione del virus della peste suina classica)
caratterizzati da uno spettro d'ospite piuttosto ampio all'interno dei ruminanti e dei
suini, e pit in generale dell'ordine Artiodactyla. Nel dettaglio:

«  Virus della peste suina classica (CSFV) --> suino

«  Virus della diarrea virale bovina (BVDV) --> bovino, altri ruminanti domestici e
selvatici, suino

«  Virus della Border Disease (BDV) --> ovino, altri ruminanti domestici e selvatici,
suino

+  Pestivirus atipici:
v HoBi-like (talvolta identificato anche con I'acronimo BVDV3)
v ceppo giraffa
v ceppo Pronghorn (antilocapra)
v ceppo Bungowannah (suini)

Per CSFV - BVDV- BDV sono indicata in grassetto le specie principalmente coinvolte, al
cui interno il virus si mantiene in modo autonomo: le altre specie spesso fungono da
ospite occasionale e/o rivestono comunque un interesse molto minore dal punto di
vista dei danni economici causati dalle tre malattie.

Da un punto di vista strutturale, il virus BVDV é costruito secondo lo schema classico
dei Pestivirus, constando di:

+ un nucleocapside proteico a simmetria icosaedrica, con diametro di circa 30
nm, contenente l'acido nucleico (RNA)

+ una membrana lipidica (envelope) che avvolge la particella proteica e nella
quale sono immerse le glicoproteine di membrana: le tre principali sono E™MS
(principale target delle prove virologiche basate sui test ELISA), E1 ed E2 (la
piu variabile, principale target degli anticorpi neutralizzanti), nel loro insieme
rientranti nel gruppo delle cosiddette proteine strutturali, ovvero facenti parte
del capside virale

Esistono altre proteine virali, non facenti parte del capside virale, e pertanto definite
come “non strutturali”; fra esse una particolare importanza ai fini diagnostici, nonché
come marker differenziante i ceppi citopatogeni da quelli non citopatogeni spetta alla

Caratteristiche del virus
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proteina NS2-3, che verra presa pill avanti in considerazione. La particella virale matura
risulta alquanto piccola, con un diametro oscillante fra 40-60 nm.

Da un punto di vista della resistenza, il virus BVDV risulta sensibile in linea generale a
tuttii disinfettanti, mentre, per quanto concerne la sua persistenza, esso non presenta
caratteristiche di resistenza particolarmente spiccate: da segnalare come la presenza
di materiale fecale risulti alquanto nociva per la stabilita del virus, anche a livello geno-
mico (Ridpath et al, 2014).

Da un punto di vista della variabilita antigenica, vengono riconosciuti allinterno di
BVDV due genotipi (BVDV1 - BVDV2). Il genotipo 3, talvolta cosi citato in letteratura,
corrisponde di fatto ai Pestivirus atipici appartenenti al gruppo HoBi-like; si tratta di
ceppi virali perfettamente sovrapponibili dal punto di vista patogenetico/clinico ai
ceppi BVDV classici 1 e 2, ma la loro distanza a livello genomico e antigenico da questi
non ha ancora portato ad un riconoscimento ufficiale dei virus HoBi-like come terzo
genotipo del virus BVDV (Bauermann et al., 2013). Per praticita, nelle presenti linee gui-
da si fara uso della dizione HoBi-like. A livello europeo, & netta la prevalenza dei ceppi
BVDV1, modesta la presenza di BVDV2 (<10% dei ceppi identificati in campo), mentre
ceppi HoBi-like sono segnalati per ora solo in Italia meridionale (Decaro et al., 2011 -
Cavirani et al,, 2013 - Luzzago et al., 2014 - Schirrmeier, 2014). Negli USA il riscontro di
BVDV2 & molto piu frequente (Ahn et al. 2005 - Fulton et al., 2005). Il perché di questa
diversa distribuzione dei genotipi non & chiaro, tanto pil che in Europa fino a pochis-
simo tempo fa i vaccini disponibili contenevano soli il genotipo 1, quindi (in teoria) la
diffusione del genotipo 2 sarebbe dovuta essere stata facilitata da un meccanismo di
immunita selettiva.

La variabilita antigenica si rileva tipicamente a carico degli epitopi collocati sulle gli-
coproteine di membrana, di norma target degli anticorpi neutralizzanti, perché questa
e la classica strategia che il virus mette in campo per sfuggire alla risposta immunita-
ria. Tale variabilita non si esprime solo a livello di genotipo, ma anche all'interno dei
genotipi stessi sono riconosciuti ulteriori subgenotipi, identificati tramite una lettera:
all'interno di BVDV1 ad oggi se ne contano 18 (1a --> 1r), mentre per BVDV2 sono molti
di meno (4 - 2a --> 2d) (Alpay e Yesilbag, 2015).

Tutti e tre i genotipi condividono di regola il meccanismo patogenetico classico dell'in-
fezione da BVDV, ovvero l'induzione

+  delfenomeno dellimmunotolleranza da ceppi non citopatogeni (ncp)

« del quadro clinico definito come “malattia delle mucose” in soggetti immu-
notolleranti nei quali si sviluppa l'infezione da variante citopatogena (cp) del
ceppo ncp in essi presente (recentemente descritto anche per i ceppi HoBi-like
-Decaro etal, 2014)

In aggiunta, alcuni ceppi ncp (cosiddetti “trombocitopenici) appartenenti al genotipo 2
si caratterizzano per un'elevata patogenicita, tale da renderliin grado diindurre un grave
quadro clinico a carattere emorragico in assenza della corrispondente variante cp.

Caratteristiche del virus
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Vi & unampia serie di lavori che si occupa di indagare nel dettaglio, a livello labora-
toristico, le differenze fra le due varianti ncp e cp del virus BVD; in questa sede basti
brevemente ricordare che

+ lavariante cp, a differenza della ncp, coltivata su monostrati cellulari recettivi,
ne determina la morte, testimoniata dallo sviluppo di un effetto citopatico visi-
bile al microscopio ottico

« lavariante cp, a differenza della ncp, & in grado di scindere la proteina non strut-
turale NS2-3 in un segmento piu breve (NS3)

Caratteristiche del virus 15
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2. Spettro d'ospite

II'virus BVDV infetta tipicamente il bovino, specie al cui interno il virus circola auto-
nomamente ad ha il proprio serbatoio, rappresentato dai soggetti immunotolleranti,
infetti in modo persistente. Puo tuttavia trasmettersi al suino, ad altri ruminanti ed ai
camelidi: evento che, in funzione della specie, puo configurarsi come fatto occasionale
0 piuttosto, nel momento in cui si rileva all'interno della specie stessa l'instaurarsi del
fenomeno dellimmunotolleranza, pud portare a considerare tale specie come un ser-
batoio virale autonomo, indipendente dalla specie bovina.

II'virus BVDV crea soggetti Pl e circola autonomamente nelle seguenti popolazioni di
ruminanti:

«  Alpaca (Vicugna pacos - Carman et al., 2005)
+  Cervo dalla coda bianca (Odocoileus virginianus - Passler et al., 2007)
+  Cervomulo (Odocoileus hemionus - van Campen et al, 2001; Duncan et al., 2008)

«  Tragulo di Giava (Tragulus javanicus - Grondhal et al., 2003), che & sperimental-
mente in grado di infettare il bovino (Uttenthal et al., 2006)

Nel bufalo (Bubalus bubalis): & segnalata la presenza del virus in feti abortiti (Martuc-
ciello et al., 2009) nonché nel sangue di soggetti immunotolleranti (Craig et al., 2015).
Il virus BVDV crea soggetti PI, ma non si & dimostrata una sua circolazione autonoma
nelle seguenti popolazioni di ruminanti

+  Pecora (Ovis aries): prove di infezione sperimentale (Paton et al., 1997)
«  Capra (Capra hircus): prove di infezione sperimentale (Bachofen et al., 2013)

Esistono inoltre svariate segnalazioni di animali, non bovini, naturalmente infetti

+  Yaktibetano (Bos grunniens) BVDV 1c

+  Bisonte europeo (Bison bonasus) BVDV2

«  Bisonte canadese (Bison bison bison) BVDV1a, 1b
«  Cervo (Cervus elaphus) BVD 1b

II'suino (Sus scropha) puo essere infettato da BVDV (oltre che Border disease), e questo
rappresenta la principale causa di reazioni aspecifiche, in tale specie, verso la peste
suina classica; non si riesce ad eliminare al 100% tali reazioni neppure ricorrendo a test
basati di anticorpi monoclonali.

Per quanto riguarda il cervo, i dati sono contrastanti: unindagine condotta su n.
764 cervi rossi (Cervus elaphus) in Austria non ha evidenziato positivita virologiche
(Glawschnig et al, 2010), mentre in Spagna una significativa presenza di positivita sia

Spettro d'ospite
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sierologiche che virologiche ¢ stata pili recentemente riportata da Rodriguez-Prieto et
al. (2016). In linea generale comunque, nei ruminanti selvatici europei, sono descritte
infezioni occasionali, con basse prevalenze sierologiche, spesso in vicinanza topogra-
fica a episodi di infezione nel bovino, e riscontro piti frequente di Border Disease (Ca-
saubon et al,, 2015).

Infine, il riscontro di diffuse sieropositivita nella lepre europea (Lepus europaeus), re-
centemente segnalata da Colom-Cadena et al. (2016), documenta la recettivita in con-
dizioni naturali di questa specie all'infezione da Pestivirus dei ruminanti. In condizioni
sperimentali, & dimostrata nel coniglio (Oryctolagus cuniculus) la sensibilita all'infezio-
ne da BVDV nonché la possibilita di trasmissione verticale alla progenie, ma il signifi-
cato epidemiologico di questo riscontro nella realta non é chiaro. (Grant et al., 2015).
Al virus BVDV non é riconosciuto alcun potere zoonosico.

Spettro d'ospite
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3. Quadro clinico

Vanno nettamente distinte tre diverse situazioni cliniche, legate ad altrettanto di-
versi meccanismi patogenetici, ovvero (per un piu ampio riferimento bibliografi-
co si invita a consultare le due review seguenti: Lanyon et al., 2014a - Brodersen,
2014):

1. infezione clinica acuta in soggetti immunocompetenti (da ceppi ncp a patoge-
nicita “convenzionale”), spesso con un quadro clinico aspecifico/subdolo, ma
talvolta pit manifesto in funzione della virulenza del ceppo infettante e delle
condizioni ambientali in cui I'animale esposto si trova, nella quale le principali
strutture bersaglio dell'azione patogena virale sono:

+  apparato digerente
+  apparato riproduttivo
+  sistemaimmunitario

2. infezione clinica acuta in soggetti immunocompetenti da ceppi ncp cosiddetti
“trombocitopenici’, finora descritti invariabilmente all'interno del genotipo 2,
caratterizzata dalla comparsa di un grave quadro emorragico con significativa
letalita fra gli animali colpiti; i tratta di eventi piuttosto rari, strettamente legati
all'elevata virulenza di questi ceppi trombocitopenici, la quale peraltro si rileva
solo in alcuni dei ceppi virali appartenenti al genotipo 2, mentre la maggioran-
za degli altri si comportano come un normale ceppo a patogenicita “conven-
zionale”

3. infezione persistente in soggetti immunotolleranti, dove la manifestazione cli-
nica piu eclatante é rappresentata dal quadro della cosiddetta “malattia delle
mucose” (MD), scatenata dalla comparsa nel soggetto immunotollerante del-
la variante citopatogena del virus, e tipico per la sua sporadicita nel gruppo
(essendo coinvolti i soli soggetti immunotolleranti), la sua imponenza clinica
e l'esito invariabilmente letale. Per quanto riguarda la sporadicita, va tuttavia
sottolineato che, se in azienda sono presenti contemporaneamente piu capi
immunotolleranti (un esempio pratico: sono state inviate in una malga infetta
sei manze sieronegative gravide nei primi cinque mesi, destinate a partorire al
loro ritorno altrettanti vitelli immunotolleranti a breve distanza di tempo), la
comparsa della malattia delle mucose in uno di questi sei animali potra in poco
tempo indurre la stessa malattia negli altri cinque, per effetto del passaggio del
ceppo cp dal capo malato agli altri ancora sani, creando in tal modo un cluster
di malattia.

Quadro clinico
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Per quanto riguarda i quadri clinici riferibili alle infezioni di cui al punto 1, sintomi ca-
ratteristici sono rappresentati

« dalladiarrea e dalla formazioni di lesioni erosive a livello orale, tutti strettamen-
te legati alla colonizzazione virale della mucosa dell'apparato digerente, dove
e evidente l'interessamento delle strutture linfatiche. In sede necroscopica tali
lesioni erosive si possono riscontrare nell'intero tratto dell'apparato digerente,
associate ad enterite catarrale

« dall'aborto, dalla riduzione del tasso di concepimento, dall'aumento dei rias-
sorbimenti e dalla nascita di soggetti malformati (con particolare riferimento
allipoplasia cerebellare) o apparentemente sani, ma con infezione persistente
causa immunotolleranza

« dall'aumento di patologie infettive generiche, quali forme respiratorie - ma-
stiti - forme enteriche, per effetto di una situazione di immunodepressione
(Ridpath, 2010)

I sintomi piti frequentemente segnalati in capi infetti in modo acuto da BVD sono diar-
rea, aborto e forme respiratorie, senza una particolare associazione tra essi ed il geno-
tipo infettante (Ahn et al., 2005).

Linsieme dei quadri sopra descritto & in linea generale legato alla generalizzata pre-
senza del virus nel tessuto linfoide degli animali colpiti. Si tratta spesso di quadri clini-
ci di modesta gravita, ma sono descritti ceppi piu spiccatamente aggressivi (Ridpath,
2010 - Brodersen et al., 2014).

Per quanto riguarda i quadri clinici riferibili alle infezioni di cui al punto 2, si tratta
di episodi sicuramente molto meno frequenti rispetto al quadro descritto nel punto
precedente, sostenuti da ceppi appartenenti al genotipo 2 e dotati di una spiccata vi-
rulenza: quadri trombocitopenici sono riportati anche in seguito all'infezione da geno-
tipo 1 (Blanchard et al. 2010), ma non rivestono il carattere dirilevanza clinica descritto
per questi ceppi ipervirulenti del genotipo 2; resta fermo il fatto che non tutti i ceppi
di BVDV2 sono trombocitopenici, e che molti fra essi si comportano come i comuni
ceppi BVDV1 a patogenicita “convenzionale” (Hamers et al., 2000a). Ipertermia, diarrea
grave e sintomi respiratori importanti si osservano in modo sistematico, unitamente
ad una profonda alterazione di alcuni parametri ematici (trombocitopenia, anemia) ed
esito spesso infausto: da sottolineare & che si tratta della conseguenza di un'infezione
per se da ceppo ncp, senza la sovrapposizione di ceppi cp come nella classica malattia
delle mucose.

Per quanto riguarda infine i quadri clinici riferibili alle infezioni di cui al punto 3, vanno
distinte due situazioni specifiche, ovvero

« quadri clinici in soggetti persistentemente infetti da ceppi ncp: si pud variare
da una completa assenza di sintomi ad un ridotto sviluppo dell’animale rispet-
to a pari eta non infetti; in ogni caso, si tratta di animali che, anche se apparen-
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temente normali, hanno mediamente una prospettiva di vita inferiore rispetto
agli omologhi immunocompetenti, perché

«  sono esposti al rischio di sviluppare il quadro clinico della malattia del-
le mucose (con esito invariabilmente letale), che si innesca quando, nel
corso della loro vita

v vengono infettati da un ceppo cp antigenicamente omologo al
ceppo ncp responsabile dellimmunotolleranza, oppure

v il ceppo ncp responsabile dellimmunotolleranza muta nella va-
riante cp

+  sono pil esposti ad infezioni secondarie, con cio evidenziando una mi-
nore efficienza del loro sistema immunitario (Ridpath, 2010)

Tutto cio tuttavia non preclude la possibilita di trovare bovini immunotolleranti anche
di eta avanzata.

quadri clinici in soggetti persistentemente infetti da ceppi ncp + cp: nel mo-
mento in cui, nell'animale persistentemente infetto, sopraggiunge una supe-
rinfezione da variante cp (esogena o, molto pill comunemente, per mutazione
della variante ncp responsabile dell'immunotolleranza), compare il quadro del-
la cosiddetta “malattia delle mucose’, nelle sue varianti

v "early onset”: quando i due ceppi ncp + cp sono fra di loro antigeni-
camente speculari (tipicamente nel caso di mutazione endogena della
variante ncp) - il quadro clinico si evidenzia dopo una breve incubazione
(<1 mese), in modo eclatante, con grave compromissione dell'apparato
digerente e respiratorio, caratterizzata da flogosi, erosioni e diarrea im-
ponente con morte dell'animale nel giro di pochi giorni

v "late onset”: quando i due ceppi ncp + cp non sono fra di loro antigeni-
camente speculari (tipicamente nel caso di infezioni esogene da ceppi
cp) - in questo caso il quadro clinico si manifesta a distanza di tempo
dalla superinfezione (anche mesi)

Le due varianti sono sostanzialmente indistinguibili a livello clinico, si differenziano
solo nel tempo diincubazione.

In ogni caso, ed a prescindere dalla variabilita delle manifestazioni cliniche legate (an-
che) ai diversi meccanismi patogenetici coinvolti, la regola generale & quella di una
malattia ad andamento cronico nel gruppo, subdola, con sintomi aspecifici, dove co-
mungque assume un aspetto predominante l'impatto economico sulle produzioni. A
livello aziendale, 'ampia review di Houe (2003), nel confermare il significativo impatto
economico dell'infezione nell'allevamento della vacca da latte, evidenzia comunque
una marcata variabilita del danno stimato, riconducibile in parte al modello di calcolo
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applicato (che non di rado porta a sottostimare il danno stesso), ma sicuramente an-
che alla diversa virulenza dei ceppi, al sovrapporsi di infezioni concomitanti ed altro
ancora.

Nell'allevamento da latte, le principali voci di danno sono rappresentate da (Fourichon
etal,, 2005):

+  Calo della produzione lattea
v direttamente correlato all'infezione (Beaudeau et al., 2004)

v indirettamente correlato all'infezione (allungamento dell'interparto, pa-
tologie mammarie intercorrenti da immunodepressione)

«  Aumento della mortalita fra i vitelli

+  Riduzione del prezzo del latte per aumento delle cellule somatiche in misura
tale da giustificare 'applicazione di misure di controllo non solo nelle aziende
infette (per risanare), ma anche in quelle indenni (per prevenire l'introduzione
del virus)

Anche nella linea vacca-vitello, quindi in aziende che non conferiscono latte, l'impatto
economico dell'infezione da BVDV si conferma importante (Gunn et al., 2004).

A livello territoriale, indagini retrospettive di costo-beneficio, svolte in Norvegia (Valle
etal, 2005) ed in Svizzera (Hasler et al. 2012), indicano un vantaggio economico a favo-
re di una politica di controllo della malattia rispetto al non controllo, sottolineando al
tempo stesso la necessita di mitigare le misure di controllo (e quindi le relative spese)
quando la prevalenza di infezione scende a livelli molto bassi (Hasler et al. 2012). A fa-
vore dell'introduzione di un politica di controllo sono anche i risultati di simulazioni in
previsione dell'avvio di piani di controllo nazionali (ad ed. in Irlanda - Stott et al,, 2012;
in Scozia - Weldegebriel et al., 2012).
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4, Patogenesi

Prendendo spunto da quanto evidenziato in riferimento al quadro clinico, bisogna di-
stinguere tre meccanismi patogenetici fondamentali, ovvero riferiti a (anche in questo
caso, per un piu ampio riferimento bibliografico si invita a consultare le due review nel
capitolo dedicato al quadro clinico: Lanyon et al., 2014a - Brodersen, 2014):

1.

Infezione acuta in soggetti immunocompetenti da ceppi a patogenicita “conven-
zionale”

Linfezione viene tipicamente innescata dal contatto diretto di animali naive,
sieronegativi, con animali infetti (tipicamente: soggetti immunotolleranti), con
penetrazione del virus a livello delle mucose nasali - orofaringee o per via vene-
rea. Ne consegue una viremia transitoria, che inizia pochi giorni dopo il conta-
gio esiesaurisce nell'arco di 1-2 settimane (Howard, 1990), cui consegue (dopo
2-3 settimane p.i.) lo sviluppo di una risposta immunitaria, testimoniata dallo
sviluppo di anticorpi che persistono per tutta la vita dell'animale. La fase inizia-
le di viremia si pud associare a leucopenia, linfopenia e trombocitopenia, apop-
tosi a livello del timo, immunodepressione, febbre e diarrea. Il virus presenta un
particolare tropismo per linfociti e macrofagi, individuato a livello molecolare
nel recettore di membrana CD46. BVDV non si localizza solo a livello di linfociti
circolanti, ma anche a livello dell'apparato digerente (tessuto linfoide, enteroci-
ti), timo, milza, linfonodi. Limmunodepressione a sua volta facilita I'instaurarsi o
I'esacerbarsi di patologie concorrenti, come ad es. forme respiratorie; esistono
anche segnalazioni, ma non ancora definitivamente accertate, relative ad un
collegamento fra infezione da BVDV ed aborto da Neospora caninum (Quinn et
al, 2004). Linfezione acuta in concomitanza dell'ovulazione induce un’altera-
zione della funzionalita endocrina la quale, unitamente all'azione diretta sulle
ovaie, si puo tradurre in una riduzione della fertilita (Fray et al., 2002).Con lo
svilupparsi dellimmunita l'infezione di regola si estingue, ma con alcune im-
portanti eccezioni, ovvero:

+  Persistenza di un'infezione localizzata a livello testicolare, con possibi-
le escrezione di BVDV nello sperma: al riguardo, vengono descritte due
fattispecie distinte, e cioé:

v Infezione testicolare prolungata: descritta in soggetti immu-
nocompetenti esposti ad infezione acuta, con presenza del
virus dimostrata in biopsie testicolari per oltre due anni e
nel seme per oltre un anno; il seme peraltro non appare in
grado di infettare animali recettivi, anche se inoculato per
via endovenosa (Givens, 2009)
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2.

v Infezione testicolare persistente: descritta molto meno fre-
quentemente in soggetti immunocompetenti esposti ad
infezione acuta, ma caratterizzata da un livello di escrezione
virale nello sperma significativamente maggiore, che si tra-
duce nella possibilita di infettare bovine fecondate artificial-
mente (Voges et al.,, 1998 - Diinser et al., 2005 - Newcomer
etal.2014)

Sitratta in entrambi i casi di eventi peraltro alquanto sporadici, risultan-
do la grande maggioranza dei tori sieropositivi negativa nel seme per
BVDV.

+  Persistenza di un'infezione a livello ovarico: descritta per 60 giorni p.i.
(Grooms et al. 1998)

v Persistenza di un'infezione “occulta” a livello di leucociti cir-
colanti: descritta a livelli molto bassi 98 giorni Pl in animali
negativi virologicamente, ma il cui sangue, inoculato in sog-
getti naive, € in grado di trasmettere l'infezione (Collins et
al, 2009)

In conclusione, delle situazioni di infezione persistente sopra descritte,
solo la condizione di infezione testicolare persistente appare al momen-
to quella potenzialmente pericolosa.

Limportanza dell'infezione acuta ¢ in realta principalmente connessa
all'instaurarsi del fenomeno dellimmunotolleranza in vacche gravide,
che verra discusso successivamente nel presente capitolo.

Infezione acuta in soggetti immunocompetenti da ceppi “trombocitopenici”

In questo caso ci si trova di fronte ad un'infezione tradizionale, che rispetta i
postulati di Koch; la tipica condizione di immunotolleranza descritta per i ceppi
a virulenza “convenzionale” non appare compatibile con I'elevata aggressivita
di questi ceppi di BVDV2 trombocitopenici.

“Malattia delle mucose” (MD)

II'quadro clinico si rileva solo a carico di soggetti persistentemente infetti,
quando subiscono una superinfezione da una variante cp del virus BVDV, la
quale sia antigenicamente omologa al ceppo ncp responsabile del fenomeno
dellimmunotolleranza (Brownie et al., 1984).

La situazione classica & quella rappresentata dalla mutazione (casuale e tem-
poralmente imprevedibile) del ceppo ncp stesso, che produce un suo clone cp
(Peterhans et al., 2010); in questo caso la perfetta omologia fra i due ceppi si
traduce nella comparsa della malattia delle mucose in forma classica, con una
breve incubazione ed una letalita pari al 100%. Viceversa, nel caso di una su-
perinfezione esogena da ceppo cp parzialmente omologo, si potra produrre la
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malattia nella sua forma“late onset” (ovvero incubazione prolungata, dell’ordi-
ne di mesi, se non anni), ma con esito comunque infausto: in questi casi sirileva
come il ceppo cp isolato dall'animale malato derivi da mutazioni e/o ricombi-
nazioni del ceppo cp utilizzato per la superinfezione (Fritzemeier et al., 1995 -
Fritzemeier et al., 1997). Da sottolineare inoltre come, in queste circostanze, un
trattamento immunodepressivo possa accelerare |'evolvere del quadro clinico
(Sentsui et al., 2001). Esiste peraltro anche la possibilita, nel caso di superinfe-
zioni da ceppi cp eterologhi rispetto al ceppo ncp del capo immunotollerante,
di non avere alcuna conseguenza clinica, anche se non ¢ facile stabilire una
correlazione fra livello di eterogeneita antigenica e probabilita di induzione
della malattia delle mucose “late onset” (Loehr et al. 1998). Da segnalare che in
queste circostanze I'animale immunotollerante infettato da ceppo cp eterolo-
go produce anticorpi verso gli epitopi del ceppo cp non condivisi con il ceppo
ncp, quindi tipicamente anticorpi di tipo strutturale rivolti verso le glicoprotei-
ne di membrana, rilevabili tramite SN.

In ogni caso, il meccanismo patogenetico fondamentale dell'infezione da virus BVDV
e rappresentato dall'infezione fetale e dall'instaurarsi del fenomeno dellimmunotolle-
ranza (Brock, 2003). Il feto & il bersaglio principale dell'azione patogena del virus BVDV,
ma in stretto collegamento con il momento della gravidanza in cui la vacca va incontro
all'infezione acuta, ovvero

1.

Infezione nella prima meta della gravidanza

Si possono avere tre esiti possibili, a loro volta strettamente collegati al periodo
di gestazione (ovvero: alla maturazione del sistema immunitario fetale), qui di
seqguito sintetizzati:

+  Aborto (per azione diretta sul feto/per azione sulla placenta): 0-30 giorni
di gestazione; va precisato che in linea di principio, non essendo BVDV
capace di penetrare la zona pellucida dell'embrione, I'embrione stesso
non viene infettato finché non si fissa nell'utero materno; & pertanto
possibile (anzi, & I'evento piu frequente - Kirkland et al., 1994) avere bo-
vine infettate per via venerea in sede di FA che partoriscono vitelli nor-
mali e sieronegativi

+  Immunotolleranza: 30-120 giorni di gestazione; il virus penetra nel feto,
dove siinsedia in primis a livello di tessuto linfoide; il sistema immunita-
rio fetale non riconosce BVDV come antigene, e quindi non sviluppa una
reazione immunitaria; alla nascita si avra un vitello normale, ma che sara
persistentemente infetto dal virus BVDV per tutta la sua vita

+  Malformazioni (con mortalita fetale/neonatale): 80-150 giorni di gesta-
zione; tale evento é ricondotto ad infezione nella fase in cui il sistema
immunitario fetale sta maturando, e si manifesta principalmente con
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malformazioni del sistema nervoso (ipoplasia cerebellare), degenera-
zione oculare, brachignatismo; gli animali il piu delle volte non risultano
immunotolleranti, ma sono anche descritti anche casi di animali malfor-
mati e persistentemente infetti (Blanchard et al., 2010)

2. Infezione nella seconda meta della gravidanza
Dopo i 150 giorni di gravidanza il sistema immunitario fetale & adeguatamente
maturo per contrastare l'infezione, produrre autonomamente anticorpi ed eli-
minare il virus presente; alla nascita si avranno vitelli sieropositivi, negativi per
virus e clinicamente normali.

Quanto sopra descritto si applica esclusivamente ai ceppi ncp; i ceppi cp del tutto in-
capaci di indurre il fenomeno dellimmunotolleranza per motivi che verranno descritti
oltre. Sitratta in altre parole di ceppi virali destinati all'estinzione spontanea (Peterhans
etal, 2010), che sopravvivono solo in quanto generati per mutazione spontanea dalla
corrispettiva variante ncp oppure che sono mantenuti artificialmente per la produzio-
ne di vaccini.
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5. Lesioni anatomo patologiche

Le lesioni vengono descritte in modo raggruppato per ciascuna delle tre forme clini-
che sopra descritte:

1.

/)

Infezione acuta in soggetti immunocompetenti da ceppi a patogenicita “conven-
zionale”

In questo specifico caso, trattandosi di forme subdole e che di regola non por-
tano a morte |'animale, I'aspetto anatomopatologico passa in secondo piano,
limitandosi a lesioni modeste a carattere flogistico-erosivo a carico dell'appa-
rato digerente

Infezione acuta in soggetti immunocompetenti da ceppi “trombocitopenici”

In questo caso predominano le lesioni emorragiche, a carico di organi interni
(milza, cuore, vescica), apparato digerente (abomaso) nonché focolai multipli
di polmonite, con un quadro generale di disidratazione (Hamers et al., 2000a)

“Malattia delle mucose” (MD)

Una diffusa lisi dei cheratinociti si traduce in un diffuso indebolimento dell’e-
pitelio del tratto superiore dell'apparato digerente (dal cavo orale allomaso),
con la comparsa di gravi erosioni ed ulcerazioni, che mettono a nudo il tessu-
to connettivo sottostante; anche piu a valle, il quadro si caratterizza per una
grave inflammazione, con lesioni erosive diffuse; I'entita delle lesioni appare
meno pronunciata nelle forme “late onset’, ma in realta la differenza principale
non é tanto a livello autoptico, quanti piuttosto a livello istologico, con una va-
sculopatia a livello intestinale che si rileva solo nelle forme “late onset” (Lieber-
Tenorio et al., 2000)

Lesioni anatomo-patologiche
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6. Immunologia

La risposta del sistema immunitario bovino a fronte di un'infezione da virus BVDV si
articola attraverso meccanismi specifici sia cellulo-mediati che umorali. Da un punto
di vista della sierologia clastsica, e prescindendo dal caso specifico dei bovini immu-
notolleranti, la risposta anticorpale a seguito di un'infezione presenta una dinamica
anticorpale tradizionale, con la comparsa degli anticorpi circolanti nel giro di due-tre
settimane dall'infezione, dopo l'esaurimento dell'infezione acuta, e la loro persistenza
per l'intera vita dell'animale (Sandvik, 2005).

Ai fini pratici, senza volersi dilungare negli aspetti piu sottili dell'interazione virus-ospi-
te, e sufficiente elencare in breve i sequenti punti:

1.

3.

Il fenomeno dellimmunotolleranza appare legato ad una mancata produzione a
livello fetale di interferone tipo 1

Una volta compresa la patogenesi della malattia delle mucose, l'incapacita dei
ceppi cp di sviluppare il fenomeno dell'immunotolleranza si é resa evidente fin
da subito (Brownlie et al., 1989), ma si ipotizzava all'epoca una generica refrat-
tarieta del feto bovino all'infezione da ceppi cp; oggi invece ¢ chiaro che i ceppi
cp infettano si il feto bovino gia nei primi quattro mesi di gravidanza, ma, a
differenza dei ceppi ncp, il feto reagisce con la produzione di interferone tipo |,
che porta alla clearance virale (Charleston et al., 2001)

La produzione di anticorpi verso BVDV presenta delle caratteristiche nettamente
diverse in funzione delle proteine (strutturali/non strutturali) verso cui i singoli an-
ticorpi sono rivolti

Comein linea generale per tutte le infezioni virali, la replicazione del virus BVDV
induce nel bovino la produzione di anticorpi rivolti verso le proteine strutturali
(ovvero facenti parte del capside virale, con particolare riguardo alle tre glico-
proteine di membrana citate precedentemente) e quelle non strutturali (libere,
non legate al capside virale). Nel caso specifico del virus BVDV, come gia detto,
le tre glicoproteine di membrana, ed in particolare E2, possono variare da cep-
PO a ceppo, e conseguentemente la risposta anticorpale indirizzata verso di
esse (tipicamente: gli anticorpi neutralizzanti) € almeno relativamente ceppo-
specifica. La situazione & invece molto diversa per quanto riguarda gli anticorpi
rivolti verso la proteina non strutturale NS2-3, che risulta altamente conservata
allinterno del intero genere Pestivirus: ne consegue che le prove sierologiche
che misurano gli anticorpi verso questa proteina (tipicamente: ELISA competi-
tiva basata su anticorpi monoclonali) non sono influenzate dalla variabilita dei

ceppi
Il bovino immunotollerante non é in grado di produrre anticorpi verso il ceppo re-
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sponsabile dellimmunotolleranza, ma pud produrne verso ceppi eterologhi

Dato quanto esposto al punto precedente, il bovino immunotollerante infet-
tato da/vaccinato con ceppi BVDV esogeni (cp/ncp) immunologicamente ete-
rologhi, produrra anticorpi verso gli epitopi del ceppo esogeno non condivisi
col ceppo endogeno: ovviamente si trattera di epitopi collocati a livello tipica-
mente delle glicoproteine di membrana (e specialmente E2), in quanto variabili
da ceppo a ceppo, mentre in ogni caso non si avra la produzione di anticorpi
NS2-3,in quanto si tratta di proteina altamente conservata anche fra ceppi ete-
rologhi.
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7. Diagnosi

Conformemente alla regola generale delle malattie infettive, la diagnosi pud essere
posta non tanto su base clinica (dove non é facile formulare un sospetto pit 0 meno
fondato), quanto piuttosto su base laboratoristica, per via diretta (dimostrazione del
virus) o indiretta (dimostrazione degli anticorpi). Fanno eccezione, ma sono evenien-
ze relativamente rare, le forme trombocitopeniche e la malattia delle mucose, dove
Iimponenza della sintomatologia associata (nella malattia delle mucose) alla sua spo-
radicita nel gruppo aiutano in modo consistente ad indirizzare la diagnosi. Sulla base
dell'epidemiologia del virus, & evidente che lo sforzo diagnostico deve essere indiriz-
zato in primis verso i soggetti immunotolleranti, quindi deve:

+  Evidenziare le aziende al cui interno & presumibile la presenza dei soggetti
immunotolleranti

« lIdentificare, all'interno di esse, i soggetti immunotolleranti, in modo da poterli
eliminare

Un discorso a parte é rappresentato dai tori con infezione testicolare, che verranno
brevemente discussi in un capitolo a parte.

1. Diagnosivirologica

Da un punto di vista storico, la diagnosi eziologica di BVD nasce con l'isolamen-
to del virus su coltura cellulare: metodica oggi non dimenticata, ma riservata
fondamentalmente ad attivita particolari di diagnostica e/o ricerca, causa la sua
indaginosita e lentezza nei tempi di risposta.

Successivamente € subentrata la prova ELISA di cattura dell'antigene (ACE - An-
tigen Capture ELISA) indirizzata per la proteina non strutturale NS2-3, da utiliz-
zare tipicamente su leucociti purificati o organi linfatici. Essa presenta il grande
vantaggio di essere rivolta verso un target antigenico altamente conservato, e
pertanto di non essere influenzata dalla variabilita dei ceppi BVDV; al tempo
stesso tuttavia soffre di sensibilita se applicata sul siero di sangue, dove questa
proteina non ¢ particolarmente abbondante, essendo confinata a livello endo-
cellulare, mentre i risultati sono migliori con la frazione leucocitaria (Sandvik,
2005). Essendo il siero di sangue una delle classiche matrici diagnostiche rac-
colte nell'ambito dei piani di profilassi, conservabile e lavorabile con molta piu
facilita dei campioni di sangue con anticoagulante, questa circostanza compro-
mette alquanto Iimpiego dell’ELISA ACE NS2-3 su ampia scala.
Lidentificazione di una proteina virale (E™S) abbondantemente secreta nel sie-
ro di sangue e, per quanto glicoproteina di membrana, relativamente conser-
vata fra i diversi ceppi di virus BVDV (Sandvik, 2005) ha permesso lo sviluppo
di un'ELISA ACE-E™S s idonea per tale matrice, sulla quale sono stati impostati
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e sono tuttora impostati molti piani di controllo a livello territoriale nonché la
diagnostica routinaria a livello aziendale, sfruttando le possibilita di automazio-
ne semplificata che il siero di sangue offre. Questa stessa proteina E™s & peral-
tro presente in abbondanza anche a livello intra-cellulare (Sandvik, 2005), cosa
che ha permesso di estendere I'ELISA ACE-E™S anche ai frammenti di tessuto
prelevati in sede di applicazione della marca auricolare richiesta dalla normati-
va UE per l'identificazione individuale dei bovini. Da un punto di vista teorico si
potrebbe pensare di utilizzare per il tessuto auricolare anche un ELISA ACE per
NS2-3, ma tale proteina soffre di una certa termolabilita (Sandvik e Kogsrud,
1995), pit marcata rispetto a E™S, che puo tradursi in esiti falsamente negativi
(Fux e Wolf, 2012).

Successivamente all'ELISA ACE-E™, ¢ stata introdotta la PCR, tipicamente ap-
plicata a pool, anche per ragioni di contenimento dei costi, e di regola indirizza-
ta sul tratto 5'-UTR del genoma virale, per il suo elevato livello di conservazione.
Anche la PCR viene impiegata su campioni di tessuto auricolare, ma in questo
caso la dimensione del pool & inferiore rispetto alla matrice siero: da sottoline-
are che, nel caso del tessuto auricolare, & possibile sostituire le classiche proce-
dure di estrazione dellRNA con un semplice trattamento di lisi al calore, cosa
che rende la procedura facilmente automatizzabile. Come regola generale la
metodica PCR offre una sensibilita diagnostica migliore del test ELISA, dato che
amplifica il target oggetto della ricerca: tuttavia, nel caso specifico dei bovini
persistentemente infetti, I'abbondante presenza di proteina E™S nel siero di
sangue e nel tessuto auricolare fa si che in termini di sensibilita diagnostica, a
livello di campione individuale, queste due metodiche in linea generale si equi-
valgano (Hilbe et al,, 2007), ad eccezione dei primi mesi di vita, quando l'elevata
concentrazione di anticorpi materni pud dar luogo ad esiti di falsa negativita,
in particolare con la prova ELISA su siero di sangue (si rimanda al successivo
punto 3). Come gia detto, I'elevato costo della PCR rispetto all'ELISA ACE-E™S
fa si che tale metodica sia impiegata su campioni collettivi (pool di sieri, tessu-
to auricolare e -vedi oltre- latte di massa). Ovviamente la dimensione del pool
potra essere tanto maggiore (nei limiti consentiti dalla procedura), quanto mi-
nore ¢ la prevalenza dei capi persistentemente infetti: in altre parole, la PCR
e lo strumento pil conveniente per I'analisi di gruppi di animali in aziende /
popolazioni in regioni dove la prevalenza dei capi immunotolleranti & molto
bassa, (tipicamente per effetto di piani di controllo). Ipotizzando ad es. una PCR
che consenta I'analisi di pool di 50 campioni di sangue bovino,

+  nel caso di popolazioni bovine con una prevalenza di capi immunotol-
leranti dell"1%, la probabilita che il pool risulti negativo & 0,9950 = 61%

+  nelcaso di popolazioni bovine con una prevalenza di capiimmunotolle-
ranti dello 0,1%, la probabilita che il pool risulti negativo & 0,99950 = 95%
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Quindi nel primo caso la dimensione del pool & sicuramente eccessiva, por-
terebbe a dover risolvere individualmente troppi pool e quindi a perdere la
convenienza economica. In questo caso sarebbe quindi necessario ridurre la
dimensione del pool (ad es, con pool di 5 sieri la probabilita di esito positivo
€ 0,99° = 95%), a patto che questo non azzeri il beneficio economico rispetto
all'ELISA ACE-E™s,

Ne consegue che I'uso della PCR a pool ¢ limitato:

« nelle aziende infette, dove la PCR potra essere applicata principalmente
nel gruppo di animali (vacche in lattazione), dove per ragioni anagrafiche
la probabilita di trovare capi immunotolleranti & bassa

+ nell'ambito dei piani di profilassi a livello territoriale, nelle fasi iniziali
del piano, quando la prevalenza dei capi immunotolleranti pud aggi-
rarsi 0 anche superare il valore dell'1%: nel primo anno (autunno 1999
- primavera 2000) di piano in provincia di Bolzano essa risulto essere
dell’1,13% su un totale di oltre 60.000 capi controllati (dati del Servizio
Veterinario Provinciale)

Esistono infine altre procedure diagnostiche (immunoistochimica, citofluori-
metria, etc.), su cui in questa sede € tuttavia inutile dilungarsi, trattandosi di
metodiche di nicchia, almeno per quanto riguarda la gestione dei grandi piani
di profilassi in corso a livello europeo.

Lanalisi del tessuto auricolare, introdotta successivamente al test su sangue,
combina una serie di vantaggi che la rendono assai interessante, ovvero

+ Il prelievo e combinato ad un‘azione resa obbligatoria dalla normativa
sull'anagrafe bovina (Regolamento CE 1760/2000), e quindi non com-
porta costi aggiuntivi, se non per la marca auricolare, che deve essere
predisposta alla raccolta di questo tipo di campione

« Il prelievo garantisce un elevato grado di sicurezza nellidentificazio-
ne del campione, perché la marca auricolare & costruita in modo da
riportare l'identificativo dell'animale anche sul contenitore del tessuto
auricolare

+ Il campione prelevato cade in un piccolo contenitore con una sostanza
essiccante allinterno, che disidrata il materiale e ne garantisce la con-
servabilita anche a temperatura ambiente

+  Levidenziazione del virus nel tessuto auricolare subisce meno l'influenza
degli anticorpi materni rispetto alla matrice siero di sangue, tanto da
non comprometterne sostanzialmente I'affidabilita diagnostica anche
nei primi giorni di vita del vitello immunotollerante, pure in presenza di
elevati titoli di anticorpi materni; nel caso invece di ACE-ELISA specifica
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per NS2-3, il test torna ad essere positivo solo a 3-4 mesi dalla nascita
(Fux e Wolf, 2012 - Lanyon et al., 2014b)

Come ultima matrice di interesse per la diagnosi virologica di BVD, in questo
caso solo con la PCR, resta il latte di massa: in caso di negativita, 'esito presenta
una notevole utilita pratica per escludere, con I'analisi di un unico campione,
la presenza di soggetti persistentemente infetti tra le vacche in lattazione. Le
cellule somatiche presenti nel latte sono in buona parte leucociti, e questo per-
mette, concentrandole tramite centrifugazione, di concentrare anche il virus,
che sta al loro interno, permettendo I'analisi di campioni di massa corrispon-
denti ad un numero assai elevato di campioni. Prendendo come riferimento un
kit PCR realtime commerciale, esso risulta validato, in funzione della matrice,
per pool di 25 (tessuto auricolare) - 50 (siero di sangue) - 100 (latte) campioni,
ma vi sono indicazioni bibliografiche (Renshaw et al.,, 2000) che consentono di
incrementare ulteriormente la dimensione del pool di latte. L'unica avvertenza
da sequire, nel caso del latte, & quella di consegnare il campione al laborato-
rio entro le 24 h, conservato a +4°C senza aggiunta di conservanti, prima che
le cellule vadano incontro a morte ed espongano I'RNA virale al rischio di lisi
enzimatica (Dubovi, 2016). Ovviamente l'approccio qui descritto &€ meno inte-
ressante in aree dove esiste un piano territoriale di controllo della malattia, che
porta praticamente a zero la possibilita di avere una vacca in lattazione immun-
tollerante.

Per la diagnosi virologica in giovani animali, & fortemente raccomandata I'analisi del tessuto
auricolare (anche a pool) o (solo su singolo campione) la PCR su siero di sangue / leucociti

Diagnosi sierologica

La ricerca anticorpale viene condotta con due metodiche fondamentali, ovvero
sieroneutralizzazione (SN) ed ELISA: premesso che la SN evidenzia gli anticorpi
neutralizzanti, i quali hanno come target epitopi collocato sulle glicoproteine
dell'envelope virale, ed in particolare E2, questa € una reazione tipicamente ri-
volta verso le proteine strutturali, ovvero facenti parte del capside virale. Per
quanto concerne invece I'ELISA, ne esistono due diversi formati, ed esattamen-
te:

+  ELISA per anticorpi verso le proteine totali (strutturali e non - tipicamen-
te in formato non competitivo)

«  ELISA per anticorpi verso la proteina non strutturale NS2-3 (tipicamente
in formato competitivo)

Da un punto di vista interpretativo, i test per anticorpi strutturali, ed in primis
quindi la SN, condividono alcune proprieta generali, ovvero:
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sono il test pit idoneo per misurare il livello di protezione, essendo per
definizione gli anticorpi neutralizzanti rivolti verso le proteine strutturali

risultano positivi in animali sia infetti che vaccinati (a prescindere dal
tipo di vaccino, vivo o spento)

sono influenzati dalla variabilita antigenica dei ceppi del virus BVDV,
nel senso che lo stesso campione risulta positivo/negativo oppure, se
positivo, con titoli pill 0 meno elevati in funzione del livello di omologia
frail ceppo virale che ha stimolato la produzione degli anticorpi e quello
impiegato per |'allestimento del test (Hamers et al. 2000b); il problema
e piu rilevante nelle prove di SN, mentre nella prova ELISA gli antigeni
assorbiti alla piastra di regola includono proteine sia strutturali che non
(Sandvik, 2005)

Le prove ELISA per anticorpi non strutturali verso NS2-3, invece,

Non sono strettamente legate al livello di protezione, non essendo tali
anticorpi neutralizzanti

Risultano positive negli animali infetti, mentre in quelli vaccinati possono
risultare negative in funzione del tipo di vaccino impiegato

Non sono influenzati dalla variabilita antigenica dei ceppi del virus
BVDV, essendo la proteina NS2-3 la piu conservata all'interno del genere
Pestivirus

A livello di diagnostica routinaria, la metodica ELISA ha soppiantato la prova
di SN, assai piu indaginosa e lenta nei tempi di risposta. Inoltre la metodica
ELISA & impiegabile sulla matrice latte, dove trova un'interessante applicazio-
ne nei prelievi di massa, permettendo di stabilire una correlazione, per quanto
grossolana, fra livello di reattivita del campione e prevalenza sierologica fra le
vacche in lattazione (come specificato anche nel foglietto illustrativo di alcuni
kit commerciali).

Per la diagnosi sierologica finalizzata alla valutazione della circolazione virale, & fortemente
A raccomandato I'impiego di un test

VI v’ per anticorpi NS2-3, in quanto non influenzato dalla variabilita dei ceppi virali BVDV
v

su giovani animali nati in azienda, in quanto testimoni della storia recente

3. Causedierrore nella diagnostica virologica

Esiti di falsa negativita

v Infezioni acute in soggetti immunocompetenti: esse sono carat-
terizzate non solo da una brevita temporale limitata all'ordine
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dei giorni, ma anche da una titolo virale nel sangue e negli orga-
ni di gran lunga inferiore (100-1000x) rispetto all'infezione persi-
stente in soggetti immunotolleranti, ragione per la quale tutte le
problematiche che vengono descritte nei punti successivi rendo-
no meno improbabile, in questo tipo diinfezione, un riscontro di
falsa negativita; peraltro, nell'ambito dei piani di controllo della
malattia, la mancata evidenziazione di tali soggetti non & consi-
derata tale da inficiare I'esito dei piani di controllo della malattia
(Lindberg e Alenius, 1999)

«  Variabilita antigenica / genomica dei ceppi di virus BVD:

v’ per quanto riguarda i test ELISA, il problema non riguarda le pro-
ve indirizzate verso NS2-3, dato l'elevato livello di omogeneita
antigenica di questa proteina allinterno del genere Pestivirus
(confermato anche in ampie valutazioni di campo - Sandvik e
Krogsrud, 1995), quanto piuttosto I ELISA ACE per E™S, protei-
na piu variabile di NS2-3, pur essendo relativamente conservata
(Sandvik, 2005); € descritta la comparsa, per quanto occasionale,
di ceppi mutanti a livello di E™S in grado di sfuggire completa-
mente alla prova ELISA (dati personali, non pubblicati - Gaede et
al,, 2003, riferito ad un ceppo di BVDV1 - Gripshover et al., 2007,
riferito ad un ceppo di BVDV?2); per quanto riguarda la sensibilita
dei kit ELISA ACE-E™s verso i ceppi HoBi-like, le segnalazioni non
sono del tutto concordanti, e fanno comunque propendere per
una minore sensibilita rispetto a BVDV1 e BVDV2 (Bauermann et
al.- 2013; Bauermann et al., 2014)

v per quanto riguarda i test PCR, pur essendo essi di regola indiriz-
zati su un tratto genomico altamente conservato (5-UTR), valori
di sensibilita diversi sono rilevabili non solo tra kit commercia-
li di differenti fornitori, ma anche all'interno dello stesso kit nel
confronto ad es. dei diversi genotipi del virus BVD; il problema
e evidente in particolare verso ceppi di BVD3, che in PCR realti-
me gruppo BVDV - specifiche evidenziano un livello di reattivita
mediamente piu debole, che per alcuni kit puo risultare anche
in un esito di falsa negativita, mentre i risultati sono migliori con
PCR disegnate ad hoc per genotipo 3 (Bauermann et al. - 2013;
Bauermann et al., 2014)

+ Immunita passiva nei soggetti inmunotolleranti: I'immunita passiva,
anche in considerazione dell'elevata quantita di anticorpi assunti per
via colostrale da una madre iperimmunizzata durante la gravidanza,
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interferisce a livello sia di prove ELISA (per effetto del legame diretto
fra anticorpi e proteina virale target del test ELISA) sia anche di prove
PCR, posto che nel momento dell'assunzione del colostro si ha un calo
drammatico dei leucociti infetti circolanti nel sangue (Fux e Wolf, 2012)

v’ Per quanto riguarda i test ELISA, le prove ACE rivolte verso NS2-
3 sono nettamente pit sensibili, rispetto a E™MS, all'interferenza
degli anticorpi materni sia nel sangue che nel tessuto auricolare,
tanto da sconsigliarne l'impiego a livello diagnostico; le prove
E™S risultano meno inibite nel caso della matrice tessuto auri-
colare (dove esiti di falsa negativita sono segnalati nell'ordine
del 3-5%) rispetto alla matrice sangue, dove tali esiti sono meno
infrequenti, sebbene limitati alle prime due settimane di vita del
vitello (Fux e Wolf, 2012)

v’ Perquanto riguarda le prove PCR, l'effetto di inibizione & pit mar-
cato nel siero rispetto ai leucociti purificati, mentre é assente nel
tessuto auricolare, dove manca il fenomeno di rimozione delle
cellule infette che si rileva invece nel sangue (Fux e Wolf, 2012)

Il piano vigente in Germania indica che, nei primi 40 giorni di vita, I'analisi PCR
di siero di sangue / leucociti va fatta su animale singolo, non in pool, mentre
non si applicano restrizioni alle analisi su tessuto auricolare ed organi sia in ELI-
SA EMs che in PCR (Schirrmeier, 2014)

Fluttuazioni del livello della viremia in soggetti immunotolleranti: sono ripor-
tate nel tempo fluttuazioni della viremia che possono talora portare ad esiti
(transitori) di falsa negativita nelle prove su siero di sangue condotte tramite
isolamento virale (Brock et al. 1998) oppure ELISA ACE NS2-3 (Cavirani, comuni-
cazione personale). Nella pratica, sono descritti animali immunotolleranti sfug-
giti ai controlli in ingresso ed in quarantena in un centro genetico (Brianzi et
al,, 2003) che possono essere attribuiti a questa circostanza. Brock et al. (1998)
evidenziano tali fluttuazioni in concomitanza allo sviluppo di anticorpi neutra-
lizzanti in animali che comunque mantengono un'infezione attiva, dimostrata
dalla positivita virologica dei loro leucociti; € quindi probabile che con i meto-
di pit sensibili (PCR, ELISA ACE E™s) attualmente disponibili si riesca a restare
sempre sopra la soglia di positivita. Fluttuazioni transitorie della viremia, ma
questa volta senza la comparsa di anticorpi neutralizzanti, sono descritte anche
a sequito di vaccinazione con vaccino inattivato, tali comunque da non com-
promettere l'esito positivo dell’ELISA ACE E™s (Taddei et al., 2013)

Cause di errore nella diagnosi sierologica
A prescindere dai limiti di sensibilita e specificita ineliminabili per qualsiasi pro-
va diagnostica, esistono comunque delle circostanze specifiche che portano a

Diagnosi

45



46

Diarrea virale bovina [BVD]

Diagnosi

risultati errati in campo sierologico e che vanno specificatamente citati

Esiti di falsa positivita:

v

v

Infezione da Border disease: il bovino & recettivo all'infezione da
Border disease e risponde a livello sierologico, anche a livello di
anticorpi strutturali, ed & quindi possibile che la comparsa inat-
tesa di anticorpi BVDV possa dipendere dal contatto (ad es. al-
peggio) fra bovini e pecore infette da Border disease (Braun et al,,
2013); e peraltro dimostrata anche la possibilita di trasmissione
tra bovini, in assenza di pecore, con la creazione di feti persisten-
temente affetti da BDV (Braun et al., 2015)

Prove su latte di massa: € evidente che, a prescindere da possi-
bili interferenze dovute alle vaccinazioni (pit evidenti nel caso
dell'impiego di ELISA per anticorpi strutturali), se un esito ne-
gativo per anticorpi del latte di massa & indicativo di assenza di
circolazione virale, al tempo stesso un esito positivo non neces-
sariamente indica la presenza di una circolazione virale recente,
riflettendo tale esito il quadro immunologico degli animali con
eta superiore a due anni (Houe et al. 2006 - Booth e Brownlie,
2016)

Nei soggetto immunotolleranti:

O Anticorpi passivi: i soggetti persistentemente infetti non
sono in grado di produrre anticorpi nei confronti del cep-
po ncp responsabile della loro condizione di immunotol-
leranza, e quindi, in linea generale, verso tutti i ceppi ad
esso omologhi; tuttavia, al momento della nascita, assu-
mono per via colostrale notevoli quantita di anticorpi da
una madre che é stata da loro stessi iperimmunizzata du-
rante la gravidanza; questi anticorpi sono in teoria desti-
nati ad un decadimento piu rapido dei canonici sei mesi,
per effetto della costante presenza di virus nel sangue,
ma -rilievo assai curioso- tale decadimento ¢ piu rapido
per gli anticorpi strutturali (scompaiono dopo 60-90 gg
alla prova di SN), mentre quelli non strutturali sono rile-
vabili fino a 6 mesi (Fux e Wolf, 2012), con la conseguenza
pratica che si crea un periodo nel quale I'animale risulta
positivo solo per anticorpi non strutturali

O Infezione da ceppi eterologhi: in questi casi non si svilup-
pa necessariamente il quadro clinico della malattia delle
mucose; si puo rilevare invece una risposta anticorpale
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verso gli epitopi non condivisi del ceppo eterologo, te-
stimoniata dallo sviluppo di anticorpi neutralizzanti ed
osservata in sequito a vaccinazione (Bolin, 1988) o anche
spontaneamente (Brock et al., 1998)

«  Esiti difalsa negativita

v’ Variabilita antigenica dei ceppi di virus BVD (anche all'interno
del medesimo genotipo): tale variabilita si riflette sulla sierologia
per anticorpi strutturali (ed in particolare la prova di SN), come
chiaramente documentato dai dati pubblicati da Hamers et al.
(2000b), Cavirani et al. (2006), Alpay e Yesilbag (2015); in prati-
ca, gli anticorpi strutturali possono risultare a titolo inferiore se
il virus usato nella prova sierologica (i ceppi usati per la prova di
SN spesso appartengono al subgenotipo BVDV1a) ¢ diverso da
quello responsabile dellinfezione, cosa non infrequente in Ita-
lia essendo il subgenotipo 1a scarsamente diffuso (Luzzago et
al, 2014); lo stesso si verifica in modo pili pesante negli animali
vaccinati, i cui titoli sono inferiori rispetto a quelli infetti: & quindi
piu facile avere nei bovini vaccinati risultati di completa nega-
tivita, come dimostrato nel caso di bovini inoculati con vaccini
basati sul genotipo 1b e testati in SN con un ceppo 1a (Pisoni et
al. 2016)

«  Prove su latte di massa:

v & possibile, per quanto occasionale, 'eventualita di esiti falsa-
mente negativi in aziende dove il capo immunotollerante & com-
parso recentemente (Houe et al., 2006); in questi casi ovviamen-
te una separazione fisica fra giovani animali da rimonta e vacche
in produzione rallenta l'infezione fra queste ultime (Booth e
Brownlie, 2016)

v @ segnalata, in aziende molto piccole con soggetti immunotol-
leranti in lattazione, una possibile riduzione degli anticorpi mi-
surabili nel latte di massa per effetto delle abbondanti quantita
di virus in esso immesse col latte della vacca persistentemente
infetta (Sandvik et al.,, 2001 - Straub, 2005); si tratta peraltro ed
evidentemente di situazioni limite eccezionali
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8. Epidemiologia

Linfezione viene tipicamente innescata dal contatto diretto di animali naive, sierone-
gativi, con soggetti persistentemente infetti, che rappresentano il principale veicolo
di diffusione del virus: le vie tipiche di ingresso sono rappresentate dalle mucose rino-
oro-faringee, oppure dalla via venerea. Bovini infetti in modo acuto sono molto meno
efficienti nella trasmissione del virus, data la ridotta quantita di virus escreta, in termini
sia di concentrazione che di durata temporale rispetto ai soggetto immunotolleranti:
pertanto la loro importanza nella diffusione del virus e nella sua persistenza all'interno
dei gruppi infetti € limitata (Stahl e Alenius, 2012). Per quanto concerne la trasmissio-
ne meccanica, attraverso insetti (mosche che si posano attorno agli occhi di bovini
immunotolleranti), attrezzature veterinarie (ad es. aghi) o zootecniche (ad es. pinze
nasali) contaminate per contatto con bovini immunotolleranti, oppure semplicemen-
te stabulando animali naive in box, non puliti e disinfettati, dove prima erano tenuti
soggettiimmunotolleranti oppure in prossimita, ma non a diretto contatto, di soggetti
immunotolleranti, in linea generale & dimostrata la possibilita di trasmissione mecca-
nica del virus (Tarry et al., 1991 - Gunn, 1993 - Niskanen e Lindberg, 2003): tuttavia, in
termini probabilistici, si tratta di eventi molto meno frequenti, che di fatto si azzerano
nel momento in cui si eliminano i capi persistentemente infetti, i quali sono gli unici
(a causa della costante presenza e dell'elevato titolo del virus BVDV nel sangue e nelle
loro escrezioni) in grado di contaminare insetti/attrezzature da un livello tale da ren-
derli contagiosi.

Per quanto riguarda il seme bovino per FA, il rischio piu elevato e rappresentato dal
seme di tori immunotolleranti, per la durata (permanente) ed il livello di escrezione
(assai elevato) del virus BVDV, che rendono questo materiale estremamente infettante
(McGowern e Kirkland, 1995). In seconda battuta, il seme dei tori immunocompetenti
con infezione testicolare persistente (Newcomer et al. 2014) risulta capace, almeno
occasionalmente, di trasmettere l'infezione. Va peraltro precisato che le norme attual-
mente in vigore nella UE rendono questi eventi altamente improbabili, per la tipologia
dei controlli previsti dalla legge (direttiva 88/407), che ha come scopo di escludere dal-
la raccolta di seme i tori immunotolleranti e quelli, immunocompetenti, con infezione
testicolare.

Per quanto riguarda l'embryo transfer, le informazioni disponibili non sono del tutto
concordi; per la precisione:

«  embrioni raccolti da bovina PI, trapiantati in vacche sieropositive, hanno por-
tato alla nascita di vitelli normali (in altre parole: gli embrioni non “nascono”
immunotolleranti - Brock et al., 1997)

+ lazona pellucida degli oociti/embrioni, se integra, non consente la penetrazio-
ne del virus BVDV nell'oocita/embrione
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+  embrioni prodotti in vivo da vacche sottoposte a superovulazione e fecondate
con seme infetto risultano in parte infetti, anche dopo lavaggio, ma non tra-
smettono il virus alle vacche riceventi (Bielanski et al., 2013)

+  embrioni prodotti in vitro, esposti a ceppi diversi di virus BVDV ncp e quindi
sottoposti a lavaggio evidenziano da un lato una diversa efficienza di adesione
dei ceppi alla zona pellucida degli embrioni stessi, dall'altro la capacita di tra-
smettere l'infezione, almeno in alcuni casi, alle bovine riceventi, senza tuttavia
produrre vitelliimmunotolleranti (Bielanski etal., 2009)

In conclusione, quantomeno per gli embrioni prodotti in vivo, resta valido quanto
scritto nel manuale dell'International Embryo Transfer Society, ovvero che:

« ilvirus BVDV e classificato tra gli agenti di categoria 3, ovvero agenti per i quali
i dati scientifici preliminari fin qui raccolti indicano che il rischio di trasmissione
tramite gli embrioni é trascurabile, purché gli embrioni stessi siano stati trattati
secondo le procedure IETS

+ sono tuttavia necessarie ulteriori prove sperimentali per confermare questi ri-
sultati preliminari

I milioni di embryo transfer esequiti negli anni a livello mondiale permettono in ogni
caso di considerare tale pratica come sufficientemente sicura.

Per quanto concerne invece gli embrioni prodotti in vitro, il rischio appare almeno a li-
vello teorico piu rilevante, anche se, pure in questo caso, I'elevato numero di embrioni
trapiantati annualmente nel mondo (dell'ordine di svariate centinaia di migliaia, con
trend temporale in crescita - Galli et al., 2014) é tale per cui eventuali rischi di natura
infettiva riferiti alla BVD sarebbero emersi.

Resta infine la possibilita (oggi alquanto teorica, ma in passato di fatti concretizzatasi
- Falcone et al., 1999), di introdurre ceppi ncp tramite vaccini attenuati contaminati: il
virus BVDV ¢ infatti il principale agente biologico contaminante dei lotti di siero fetale
bovino che possono essere impiegati per la coltivazione delle linee cellulari impiegate
per la produzione di vaccini virali. Si tratta di un'eventualita peraltro riscontrata anche
in vaccini attenuati ad uso umano, con quindi possibili risvolti zoonosici. E' chiaro che
le esperienze passate hanno portato alla messa in campo di una serie di controlli in
fase di produzione volti ad escludere questa possibilita, ma:

+ ibassilivelli di contaminazione che si possono avere nei lotti di siero fetale
« ilfatto chei controlli sono giocoforza effettuati su una campionatura del lotto

+ itestimpiegati potrebbero essere non perfettamente validati verso ceppi BVDV
divergenti rispetto a quelli storici (ovvero genotipo 1 - 2), come ad es. il genoti-
po 3, non di rado identificato come contaminante del siero fetale

+  sono tutte situazioni che portano a non declassificare completamente il poten-
Ziale rischio connesso allimpiego di vaccini virali attenuati (Giangaspero, 2013)
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9. Profilassi diretta

Da quanto esposto nel capitolo dedicato all'epidemiologia, con particolare riguardo ai
meccanismi attraverso i quali il virus BVDV pud entrare in una stalla indenne, & possi-
bile definire una scala di rischio (sintetizzata nella tabella n. 1), sulla base della quale
impostare misure di profilassi diretta proporzionalmente adeguate.

1.

Introduzione in azienda di bovini immunotolleranti

Il primo e pit importante fattore di rischio & rappresentato dall'introduzione in
azienda di bovini persistentemente infetti, evento che puod concretizzarsi tipi-
camente attraverso tre fattispecie, ovvero:

« acquisto di animali persistentemente infetti

« acquisto di bovine immunocompetenti gravide, con feto persistente-
mente infetto (le cosiddette “trojan cows”)

+  movimentazione verso l'esterno di proprie bovine gravide naive, desti-
nate poi a rientrare in azienda (tipicamente: alpeggio)

Per quanto concerne il rischio di acquistare animali persistentemente infetti,
la disponibilita di un precedente esame virologico con esito negativo (ad es.
test della cartilagine auricolare alla nascita) o, se assente, la programmazione di
questa prova prima della movimentazione del capo sono misure che consento-
no di ricondurre il rischio a livelli trascurabili.

Per quanto riguarda I'acquisto di bovine gravide con feti persistentemente in-
fetti, e stata pubblicata la possibilita di identificare tali animali (0 quanto meno
di sospettarla) sulla base della misura del titolo anticorpale della bovina gra-
vida, partendo dal presupposto che la presenza di un feto immunotollerante
esercita un energico stimolo immunitario, che porta tali titoli a livelli assai ele-
vati (Brownlie et al., 1998 - Lindberg et al, 2001). Trattandosi di un approccio
probabilistico, e non di certezza, & pil ragionevole affidarsi piuttosto all'ac-
quisto di animali, ancorché sieropositivi, in aziende con comprovata assenza
di circolazione virale recente, unito al test virologico (possibilmente su sangue
precolostrale, per evitare rischi di falsa negativita - v. capitolo sulla diagnosi)
sul vitello nato da madri sieropositive. Ancora piu sicura (ma meno praticabile)
sarebbe la separazione di questi animali dall’effettivo della stalla fino al par-
to. Recentemente é stata segnalata, nel sangue di vacche gravide con feto im-
munotollerante, la presenza di marcatori genetici, che potrebbero un domani
essere utilizzati come strumento diagnostico per identificare le “trojan cows”
(Hansen et al., 2010).

Per quanto riguarda infine la movimentazione di bovine verso/dall'alpeggio,
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Tabella 1. Fattori di rischio relativi all'introduzione del virus BVD in azienda

L Misure di controllo proposte
m Fattori di rischio per ridurre il rischio

Acquisto acquisto di animale infetto in modo « acquisto di animali virus-negativi (vale
di animali persistente bovina gravida con feto qpalsiasi gsito, a prescindere dalla data
infetto in modo persistente acquistodi  di esecuzione del test)

animale infetto in modo persistente + acquisto di animali gravidi
sieronegativi; in subordine,
separazione del capo fino al parto
ed esame virologico sul vitello al
momento del parto

« acquisto da allevamenti certificati
+ no transito degli animali attraverso
stalle di sosta

Contatto contatto tra animali giovaniinfettiin ~ + accesso al pascolo consentito ai soli
alpascolo  modo persistente capi virus-negativi (vale qualsiasi esito,
a prescindere dalla data di esecuzione
del test) e (nella misura del possibile) ai
capi gravidi anticorpi-negativi
+ separazione al pascolo da altri gruppi
di animali a stato sanitario ignoto

+ esame virologico sul vitello nato da
madre condotta al pascolo

NB nella pratica il rischio connesso al pascolo

risulta significativo
Visitatori impiego di indumenti/strumenti conta- « impiego di materiale monouso o
professionali  minati dedicato (impiegato cioé solo in
un‘azienda)
+ ove non possibile, disinfezione degli
strumenti
NB il virus BVD é sensibile verso tutti i pits comu-
ni disinfettanti
Veicoli contatto con animali persistentemente « i veicoli devono sostare all'esterno
infetti di altre stalle caricati sui veicoli dellallevamento
Seme Acquisto di seme prodotto da: + acquisto di seme prodotto da tori
ed embrioni  « toriinfetti in modo persistente controllati secondo la vigente
o et . . normativa UE
« tori con infezione testicolare persi- o ) .
stente « trattamento con tripsina degli embrioni
« embrioni prodotti da bocine infette  * utilizzo di reagenti virus-negativi per
in modo persistente/acuto manipolazione embrioni
NB la normativa sui centri FA rende praticamente
nullo il rischio di commercializzare seme infetto
Vaccini lotti di vaccini vivi contaminati da « non sono proponibili misure
virus BVDV particolari, se non I'affidabilita del

produttore
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si tratta di una situazione alquanto problematica da gestire, trattandosi di
una tradizione storicamente consolidata per gli animali allevati in un am-
biente alpino, e che altrettanto storicamente porta spesso a situazioni di pro-
miscuita, essendo molte malghe gestite a livello comunale e non di singolo
allevatore. Questo rischio e dimostrato per il virus BVDV (Rossmanith et al.,
2005 - Siegwart et al., 2006), Ma non solo: & dimostrata |'importanza delle
malghe come punto di trasmissione del virus della Border Disease fra i piccoli
ruminanti (Krametter-Froetscher et al. 2007), come pure la possibilita che in
malga tale virus venga trasmesso ai bovini a contatto (Braun et al., 2013), con
la possibilita:

« non solo di indurre di anticorpi che potrebbero portare a conclusioni
diagnostiche errate

+ ma anche di portare alla nascita di vitelli persistentemente infetti
dal virus della Border Disease (Braun et al., 2015), anche se la reale
importanza di questo evento nelle condizioni pratiche deve essere
valutata

Per le malghe promiscue I'unica misura che appare attuabile & solo ex post, ov-
vero il controllo virologico dei vitelli partoriti dalle bovine ospitate in malga.

Introduzione in azienda di bovini infetti in modo acuto

Il rischio in questo caso é di gran lunga inferiore, perché & nota la scarsa
contagiosita di questi animali, sia per la brevita del periodo di escrezione
virale sia per la bassa concentrazione del virus eliminato (Houe, 1995); solo
nel caso in cui, sfortunatamente, il bovino infetto riesca a trasmettere il vi-
rus ad una vacca gravida nella prima meta della gravidanza si avra (al mo-
mento del parto del vitello immunotollerante) la comparsa dell'infezione in
azienda.

Alivello di misure di controllo, la sierologia é di fatto inutile, perché:

+ glianimali naive con infezione acuta sono di regola sieronegativi (la sie-
roconversione avviene successivamente)

«  glianimali sieropositivi possono comunque andare incontro ad infezio-
ni acute sostenute da ceppi antigenicamente diversi rispetto a quello
Verso cui sono immunizzati

La virologia su un campione di sangue & indicativa (se positiva), ma in caso
di esito negativo nulla pud garantire rispetto a quello che succede dopo l'e-
secuzione del prelievo: quindi il bovino testato oggi negativo e spostato fra
una settimana potra infettarsi in questo periodo di tempo successivo all'analisi,
magari durante il trasporto stesso (se ad es. giunge a contatto con soggetti
persistentemente infetti). Sotto questo profilo, I'acquisto di animali in aziende

Profilassi diretta

55



56

Diarrea virale bovina [BVD]

con comprovata assenza di circolazione virale tempo ed un trasporto dedicato
sono garanzie efficaci.

La pratica della quarantena all'arrivo in azienda € per questa fattispecie, data
la brevita dell'infezione acuta, la misura di sicuro piu efficace per azzerare il
rischio

Ingresso di personale esterno

L'attenzione principale va in questo caso rivolta al personale veterinario o
altro personale incaricato di trattamenti veterinari (inoculazione di farmaci/
vaccini) oppure operazioni potenzialmente cruente sugli animali (ad es. pa-
reggio unghie). L'uso di dispositivi usa-e-getta e diindumenti dedicati (ad. es.
stivali forniti dalla stalla e non di proprieta degli operatori), I'accurata disin-
fezione delle attrezzature, il divieto di riciclare flaconi con residui di farmaci/
vaccini tra aziende diverse e I'adozione - per quanto possibile - di norme com-
portamentali da parte degli operatori (ad es. riservare alle aziende infette da
BVDV la parte finale della propria giornata di lavoro) sono nel loro insieme
misure applicabili ed al tempo stesso tali da ricondurre il rischio ad un livello
ragionevole

Uso divaccini attenuati

Relativamente a questa pratica veterinaria non & evidentemente possibile imposta-
re alcuna misura di profilassi diretta, se non fidarsi dell'attenzione che la ditta pro-
duttrice riserva alla prevenzione delle contaminazioni accidentali con virus BVDV.

Pratiche di embryo transfer - FA

Sulla base di quanto precedentemente esposto, e tenuto conto della cornice
normativa che regola tali pratiche e ne definisce i requisiti sanitari (v. capitolo
sulla legislazione), il rischio di introduzione del virus BVDV tramite queste vie &
trascurabile.

Un discorso a parte va dedicato al ruolo di altre specie animali quali fonti di
contagio per il bovino: prescindendo dalla segnalazione della presenza di sog-
getti immunotolleranti nel cervo dalla coda bianca, nel cervo mulo, nel tragulo
di Giava e nell'alpaca (animali esotici), il discorso si fa molto piu interessante
per pecore (Paton et al,, 2007), capre (Bachofen et al., 2013) e bufali (Craig et al.,
2015), dove e stata dimostrata la possibilita di avere soggetti persistentemente
infetti da virus BVD. Per quanto riguarda il bufalo, la segnalazione é assai recen-
te e nulla & descritto in merito alla possibilita di trasmettere il virus ai bovini. Per
quanto riguarda le pecore e le capre, i dati di campo ottenuti dal piano di pro-
filassi della provincia di Bolzano (area nella quale é frequente la coabitazione
stretta fra bovini e piccoli ruminanti), il quale piano non prende in considerazio-
ne specie diverse da bovino, non evidenzia una circolazione virale autonoma
di virus BVDV nei piccoli ruminanti allevati in aziende infette, successivamente
alla rimozione dei capi immunotolleranti: non si conferma quindi un loro ruolo
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significativo come serbatoio di infezione (Tavella et al. 2007). Nel caso specifico
delle capre, l'ipovitalita dei soggetti persistentemente infetti da BVD potrebbe
concorrere a spiegare tale risultato (Bachofen et al, 2013)

E' fortemente raccomandato I'esame virologico sui vitelli nati da madri acquistate da altre
aziende / rientrate da periodo in malga mentre erano nella prima meta della gravidanza
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10. Profilassi indiretta

Lutilizzo della profilassi vaccinale appartiene ormai alla storia della malattia: i primi
vaccini attenuati vennero impiegati infatti negli anni '60, utilizzando uno stipite cp
passato serialmente su colture cellulari (ceppo “Oregon” - Goens et al., 2002), appar-
tenente al subgenotipo BVDV1a ed attualmente ancora impiegato in un vaccino at-
tenuato monovalente. Da allora la situazione in campo vaccinologico si & evoluta, ed
0ggi sono disponibili vaccini sia inattivati che attenuati, in forma mono - o polivalente,
costruiti con ceppi cp o ncp appartenenti al genotipo 10 2. Da sottolineare che a livel-
lo europeo la valenza 2 ¢ stata inclusa solo a partire dal 2015. Ad oggi non esistono né
vaccini contenenti il genotipo 3 né vaccini che permettono un approccio DIVA (Diffe-
rentiating Infected from Vaccinated Animals) basato sull'impiego di ceppi deleti (non
esistenti nel caso del virus BVDV). Tuttavia un approccio DIVA basato sulla risposta ver-
50 le proteine non strutturali del virus BVDV (nel caso specifico: NS2-3) & possibile a
certe condizioni, come descritto pili estesamente in seguito.

Relativamente ai vaccini BVD, esistono alcune regole di carattere generale che vanno
attentamente considerate al fine di poter impostare correttamente un piano di profi-
lassi indiretta.

1. Esistono due distinti livelli di protezione, ovvero protezione dalla forma clinica (rife-
rita al soggetto vaccinato) e protezione fetale (riferita alla possibilita di trasmissio-
ne verticale del virus al feto durante i primi quattro mesi di gravidanza)

In linea generale, ad un vaccino BVD vengono richieste due diverse protezioni

«  Protezione clinica, ovvero protezione dai sintomi legati all'infezione
acuta, quali

v Sintomi dovuti allinfezione per se

v Sintomi dovuti allimmunodepressione (comparsa di patologie
concorrenti o esacerbazione di quelle preesistenti)

v’ Sintomi dovuti alla trombocitopenia (nel caso dei ceppi trombo-
citopenici)

+  Protezione fetale, ovvero, nella vacca gravida, blocco della trasmissione
verticale al feto

Il primo tipo di protezione & sufficiente nel caso degli allevamenti da ingrasso,
mentre negli allevamenti da riproduzione bisogna garantire anche la prote-
zione fetale, in modo da interrompere la catena epidemiologica di trasmissio-
ne del virus. Da un punto di vista storico, i vaccini BVD nascono per garantire
la protezione clinica, solo nell'ultimo ventennio si & avuto un forte aumento
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dell'attenzione sul problema della protezione fetale, come dimostra il fatto che
molti dei vaccini “storici” sono inefficaci o solo parzialmente protettivi da que-
sto punto di vista (Kelling, 2004). Il potere immunogeno necessario per ottene-
re la protezione fetale & superiore a quello richiesto per la protezione clinica,
e quindi le vecchie procedure di registrazione dei vaccini, basate su prove di
protezione clinica, hanno portato alla registrazione di vaccini non necessaria-
mente protettivi a livello fetale (Lindberg et al., 2006)

A puro titolo esemplificativo, vengono riportati di dati di alcuni dei molti lavori
scientifici pubblicati sull'argomento:

+  Patel et al,, 2002: prova condotta con vaccino inattivato monovalente
(BVD1a); vaccinazione + richiamo, challenge 6 mesi dopo la prima vac-
cinazione per contatto con bovini Pl per 40 giorni (ceppo BVD1); prote-
zione fetale del 100%

«  Zimmer et al., 2002: prova condotta in parallelo con due vaccini inatti-
vati, il primo contenente un ceppo BVD1 cp + 1 ceppo Border Disease
ncp, il secondo invece con un ceppo BVD1 cp + 1 ceppo BVD1 ncp;
vaccinazione + richiamo; challenge 5 mesi dopo il completamento del
ciclo vaccinale per inoculazione endonasale con miscela 3 ceppi BVD1b;
protezione fetale rispettivamente del 78% e del 60%

+  Meyer et al,, 2012: prova condotta con vaccino attenuato monovalente
(BVD1a), singola vaccinazione, challenge dopo 4 mesi per inoculazione
endonasale con ceppo BVD1f; protezione fetale 100%

Da questa brevissima esemplificazione emergono una serie di difficolta che
possono ostacolare una corretta comparazione dei dati, ovvero:

+  Scelta dei ceppi da utilizzare nella prova di challenge (rispetto al ceppo
presente nel vaccino)

+  Scelta del modo di esecuzione del challenge

v’ Esposizione puntuale degli animali vaccinati (ad es. mediante
inoculazione endonasale)

v Esposizione prolungata degli animali vaccinati (contatto con
capi PI): procedura simile alle condizioni naturali e (probabilmen-
te) piu severa (per altre malattie € stato dimostrato che il challen-
ge con animali infetti & piU severo di una singola inoculazione
puntuale)

+  Scelta del tempo di esecuzione del challenge (specialmente nel caso di
protocolli vaccinali basati su richiamo annuale)

Un recente studio di metanalisi (Newcomer et al., 2015), che prende in consi-
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derazione oltre 40 lavori che descrivono prove di protezione fetale, porta ad
evidenziare che

+  Una maggiore protezione fetale si ottiene in caso di challenge con cep-
po omologo

« | vaccini inattivati, in linea generale, riducono il rischio di trasmissione
verticale al feto rispetto ad animai vaccinati, ma i vaccini vivi garantisco-
no una protezione fetale superiore

Da sottolineare il fatto che nella maggioranza delle prove citata da Newcomer
etal. (2015) non si & raggiunta una protezione del 100%, e che comunque que-
sti valori di protezione, ottenuti in condizioni sperimentali, vanno poi rivalutati
nelle condizioni di campo, dove sono destinati ad essere inferiori.

In conclusione, appare ragionevole riportare quanto affermato da Stahl e Ale-
nius (2012), ovvero che “Parecchie prove di challenge dimostrano che (alcuni -
NdT) vaccini vivi o inattivati possono prevenire l'infezione sperimentale in condi-
zioni sperimentali controllate - Si discute tuttavia sullefficacia di questi vaccini nel
proteggere i feti dall'infezione BVD in condizioni di campo - Il dubbio di cui sopra é
supportato da osservazioni di campo, che riportano la nascita di vitelli Pl in gruppi
vaccinati - Tali osservazioni si spiegano in parte con il timore, spesso sollevato, che
la vaccinazione possa creare un falso senso di sicurezza, che crei delle falle nelle
misure di biosicurezza”. In parole povere: i vaccini (ed alcuni pit di altri) aiutano, ma
sorprese sono sempre possibili, né si possono mai dimenticare le norme di profilassi
diretta

Per il vaccino il nemico piu difficile da sconfiggere é rappresentato dalla variabilita
antigenica dei ceppi di virus BVD

Questa affermazione & comprovata dall'esperienza della comparsa di sintoma-
tologia clinica riferibile a BVD e/o di soggetti persistentemente infetti all'inter-
no di gruppi di bovini vaccinati correttamente (Chase et al. 2004 - Stahl e Ale-
nius, 2012). Questo problema va al di la della diversita genotipica del virus BVD,
nel senso che anche restando all'interno del genotipo 1 & segnalata un'ampia
variabilita, testimoniata dalla comparsa di nuovi subgenotipi (Giammarioli et
al. 2015), anch'essi talvolta isolati anche all'interno di gruppi correttamente vac-
cinati (Rossi et al.,, 2013) con vaccini basati sul genotipo BVDV1 e con claim di
protezione fetale (dati personali non pubblicati)

E’ possibile, a certe condizioni, un approccio DIVA con i vaccini inattivati a livello
di gruppo

Un approccio DIVA é descritto per almeno un vaccino inattivato (Graham et
al,, 2003, Makoschey et al., 2007 - Alvares et al., 2012), basandosi sul principio
che tale vaccino ha un ridotto contenuto di una specifica frazione antigenica
(proteina non strutturale NS2-3). Questo ridotto contenuto & conseguenza del-
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la procedura di concentrazione che si rende necessaria per conferire ai vaccini
inattivati un adeguato potere immunogeno: tale potere é tipicamente legato
alle proteine strutturali del virus, presenti nel capside virale, con dimensioni as-
sai piu grandi di una proteina non strutturale. Quindi, una procedura di concen-
trazione basata ad es. sull'ultrafiltrazione, mentre trattiene i grossi capsidi virali,
lascia passare le piccole proteine non strutturali. Ne consegue che la ricerca
degli anticorpi specifici verso la proteina NS2-3, possibile con comuni kit ELISA
commerciali, nei soggetti vaccinati con vaccini inattivati possa risultare negati-
va, a patto che il vaccino sia stato adeguatamente purificato. Si tratta in sostan-
za di un approccio del tutto equivalente a quello utilizzato per la vaccinazione
contro |'afta epizootica, ma in un contesto decisamente meno regolamenta-
to: infatti, mentre per i vaccini anti-aftosi I'OIE prevede uno specifico percorso
autorizzativo, a livello di singolo lotto di produzione, per poter dimostrare (e
riportare sul foglietto illustrativo del vaccino) I'assenza di potere immunoge-
no verso le proteine non strutturali del virus, nel caso dei vaccini BVD nulla &
ufficialmente definito (ed in effetti nulla viene tutt'oggi indicato in merito sul
foglietto illustrativo del vaccino inattivato citato nei lavori sopra citati). Una
notevole variabilita viene peraltro riportata tra vaccini e tra kit ELISA di diversi
produttori nella comparsa di anticorpi NS2-3 a seguito di vaccinazione (Raue
etal, 2011).

In conclusione, I'approccio DIVA é teoricamente possibile, ma solo a livello di
gruppo e purché, nel momento della scelta del vaccino, e quindi sulla base di
una trattativa privata tra allevatore/veterinario e produttore del vaccino, siano
state acquisite dal produttore adeguate informazioni in merito al potere im-
munogeno del vaccino stesso nei confronti di NS2-3. In ogni caso tale approc-
cio é tanto piu affidabile, quanto minore ¢ il numero delle vaccinazioni subite
dagli animali, perché frazione residuale di proteina NS2-3 persiste comunque
nel vaccino e vaccinazioni ripetute possono alla fine indurre la comparsa di an-
ticorpi specifici, per quanto a basso titolo e per un periodo transitorio (Alvarez
etal, 2012)

L'approccio DIVA in linea generale é possibile solo con i vaccini inattivati, ma é
possibile disegnare piani vaccinali (negli allevamenti da riproduzione) anche con
vaccini non-DIVA (attenuati) che comunque consentano la valutazione della circo-
lazione virale nel gruppo

In linea di principio, i vaccini vivi attenuati, dovendo moltiplicarsi nell'animale
per stimolare una risposta immunitaria, esprimono la proteina NS2-3 e quindi
inducono anche anticorpi di tipo non strutturale, con cio impedendo |'approc-
cio DIVA utilizzato per i vaccini spenti. A questa regola si contrappone una rile-
vante eccezione, ovvero l'impiego di vaccini vivi basati sul ceppo termosensi-
bile RIT4350: si tratta di un vaccini particolare, nel senso che, pur basato su un
ceppo termosensibile, viene comunque somministrato per via intramuscolare,
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ed ¢ caratterizzato dal fatto di non indurre anticorpi non strutturali verso NS2-3,
almeno in animali che hanno subito un ridotto numero di vaccinazioni (Pisoni
etal,, 2016). Tuttavia i vaccini basati su questo ceppo non godono del claim del-
la protezione fetale: e questo & un limite da tenere presente, posto che il punto
fondamentale della profilassi vaccinale, nell'allevamento bovino da riproduzio-
ne, sta nell'assicurare la protezione fetale.

Dato questo presupposto, & ragionevole posticipare l'inizio delle vaccinazioni
verso il primo anno di vita, in modo da un lato di garantire la massima coper-
tura immunitaria al momento della prima fecondazione e dall'altro di disporre
di una quota di animali giovani (6 - 10 mesi d eta) da usare come sentinelle in
grado di segnalare (a livello sierologico) uneventuale circolazione virale. Una
vaccinazione anticipata ad animali piu giovani sarebbe giustificata solo nel
caso in cui si dovesse dare una protezione clinica a fronte di una possibile infe-
zione da ceppi ad alta virulenza: cosa che, nelle condizioni pratiche dei nostri
allevamenti, & piti I'eccezione che la regola

Nella realta zootecnica vi é uno scarso livello di consapevolezza riguardo allo stru-
mento vaccinale

Sono frequenti situazioni di piani vaccinali in cui non & rispettata la tempistica,
oppure basati (in allevamenti da riproduzione) su vaccini dei quali & nota l'ina-
deguata protezione fetale, oppure dove la vaccinazione & (inutilmente) iniziata
in eta molto giovane, ancora in presenza di anticorpi colostrali e senza un‘a-
deguata valutazione della necessita 0 meno di proteggere anche gli animali
molto giovani.

Nella realta del bovino da carne, un‘indagine condotta recentemente nella re-
gione Veneto ha evidenziato una diffusione a macchia di leopardo della vacci-
nazione BVD, anche qui con piani a volte alquanto personalizzati, in una realta
zootecnica dove sicuramente:

+ la presenza di capi immunotolleranti € di gran lunga piu probabile ri-
spetto all'allevamento da riproduzione

«  leffetto diimmunodepressione indotta da BVDV ha modo di esprimersi
al meglio in una situazione di assembramento di animali spesso stressa-
ti e con origini le piu variegate

Criteri generali per la scelta del vaccino

In linea generale (per una review si veda Newcomer e Givens, 2013), e confor-
memente alle regole della vaccinologia, dal punto di vista dell'efficacia i vaccini
attenuati, rispetto a quelli spenti:

+ Inducono un livello pit elevato di anticorpi neutralizzanti (che sono col-
legati alla protezione)

+  Inducono titoli anticorpali piu duraturi nel tempo (Kelling, 2004)
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Sono associati a migliori percentuali di protezione fetale (Newcomer,
2015); va peraltro aggiunto che comunque esistono vaccini inattivati in
gradi di conferire protezione fetale (Paton et al., 2002) e che riportano
tale claim sul foglietto illustrativo

Stimolano I'immunita cellulo-mediata

Conferiscono la protezione piu rapidamente, anche dopo un solo in-
tervento vaccinale (mentre per gli spenti vale la regola della doppia
inoculazione a distanza generalmente di 4 settimane): cio puo essere
interessante specialmente nella realta del bovino da carne, dove I'as-
sembramento di gruppi eterogenei ed il loro spostamento rende molto
utile il rapido sviluppo di una coperturaimmunitaria

Da un punto di vista pratico, con i vaccini attenuati quindi & spesso sufficiente
una sola inoculazione iniziale con richiamo annuale, mentre gli inattivati, per
garantire un adeguato livello di protezione, ne sono necessarie due inziali +
richiamo semestrale.

Come regola altrettanto generale, in termini di innocuita i vaccini spenti danno
garanzie superiori. Ai vaccini attenuati, relativamente allinnocuita, sono stati
mossi principalmente tre addebiti:

In passato a questi vaccini (di norma prodotti con ceppi cp) fu adde-
bitata la nascita di vitelli immunotolleranti, per effetto di un‘ipotizzata
contaminazione da ceppi ncp (Lindberg et al., 2006), ascrivibile non solo
a lotti di siero fetale infetto, ma anche al fatto che alla base di ogni cep-
po cp sta un ceppo ncp “genitore” che si co-riproduce col ceppo cp: le
matrici virali usate per la produzione del vaccino vanno quindi attenta-
mente esaminate al fine di separare/verificare I'assenza del ceppo ncp
“genitore”. Sitratta di problemi attualmente risolti, tant'@ vero che oggi
esistono vaccini basati su ceppi cp che possono essere somministrati
anche durante il periodo a rischio della gravidanza. Recentemente &
stato licenziato un vaccino vivo contenente due ceppi ncp (BVDV1 +
BVDV2), modificati a livello di due diverse proteine: cio li rende incapa-
ci di trasmettersi per via verticale e di indurre infezione persistente nel
feto, pur mantenendo un potere abortigeno nel caso di inoculazione
endouterina (Meyers et al., 2007): € quindi possibile I'uso in gravidanza,
peraltro suggerito solo in caso di necessita ed a condizioni particolari

E' descritta la possibilita (per i vaccini basati su ceppi cp) di indurre la
malattia delle mucose nei capi immunotolleranti, tanto piu probabile
quanto pit omologo ¢ il ceppo vaccinale rispetto a quello ncp dell’ani-
male infetto
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+ In corrispondenza della viremia da virus vaccinale attenuato é talvolta
riportata una transitoria leucopenia, che, almeno in casi particolari (ani-
mali defedati ecc.) potrebbe tradursi in comparsa di sintomatologia; si
tratta di un rilievo peraltro aneddotico, molte volte non confermato da
chi nel campo concretamente utilizza i vaccini vivi

In merito alla composizione del vaccino rispetto alla variabilita dei cappi BVDV
circolanti, fino al 2015 tutti i vaccini in uso in Europa contenevano esclusiva-
mente la valenza BVDV1, fatta eccezione per un vaccino spento, ora ritirato dal
commercio, che conteneva anche un ceppo di virus della Border Disease; solo
da un anno ¢ disponibile un vaccino BVDV1 + BVDV2. Questo ampliamento
dei ceppi é spiegato dal produttore con la necessita di ampliare la copertura
immunitaria; al tempo stesso pero, dati attestanti la protezione clinica (Chase
et al., 2004) e fetale (Moennig et al., 2005) verso BVDV2 ottenuta con vaccini
contenenti solo BVDV1 sono pubblicati, anche se, per la protezione fetale, non
e chiaro se essa copra l'intero periodo fino al momento del richiamo successivo.
Va infine ricordato che all'interno di BVDV1 si rileva una notevole variabilita an-
tigenica, che permette ad alcuni ceppi comunque appartenenti al genotipo 1
di trasmettersi verticalmente al feto anche negli animali vaccinati con lo stesso
genotipo. In conclusione: la necessita di un'ampia copertura € evidente, con
quale vaccino ottenerla & un po'pit difficile da definire

A Perlascelta del vaccino in allevamenti bovini da riproduzione, & fortemente raccomandata la
| sceltadiprodotti con claim di protezione fetale

Per la definizione del programma vaccinale, & fortemente raccomandata un‘impostazione

A che consenta di disporre di un periodo finestra, in cui i giovani animali non sviluppino anti-

\/|  corpivaccinali NS2-3, in modo da consentire tale prova come test di screening per la circo-

lazione virale
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11. Gestione di un piano
di risanamento a livello aziendale

La situazione € sostanzialmente diversa nel caso di allevamenti bovini da carne piut-
tosto che da latte. Nel caso dell’allevamento da carne, non appare realistico parlare di
un piano di controllo vero e proprio, per evidenti motivi di praticita, ma piuttosto di
una gestione della malattia basata sul corretto uso dello strumento vaccinale. Nel caso
invece dell'allevamento da riproduzione, & necessario seguire un percorso diagnostico
impegnativo e prolungato nel tempo (riportato nella tabella n. 2), che si puo riassume-
re nelle fasi sequenti:

1.

Formulazione del sospetto diagnostico

Premesso che il decorso spesso subdolo della malattia (fatta eccezione per le
forme eclatanti, rappresentati dalla malattia delle mucose e, piti raramente, dal-
le forme trombocitopeniche) non semplifica la formulazione di un sospetto dia-
gnostico, le situazioni da tenere in considerazione possono essere le seguenti:

Quadro genitale (ipofertilita, ritorno in calore), tipicamente fra le man-
ze, quando nel loro gruppo, tendenzialmente sieronegativo, entra per la
prima volta un bovino immunotollerante

Quadro infettivo ‘aspecifico’ ricorrente (immunodepressione: diarrea,
forme respiratorie, etc.), in particolar modo fra i giovani animali, perché:

v @allinterno del giovane bestiame che di regola compaiono i bo-
viniimmunotolleranti (¢ molto meno probabile l'ipotesi di acqui-
sto di un capo adulto persistentemente infetto)

v'igiovani animali sono quelli che devono sviluppare una propria
immunita, e quindi il virus trova con piu facilita soggetti sierone-
gativi sensibili all'infezione

Episodio di malattia delle mucose: € evidente che, se si diagnostica un
caso di malattia delle mucose, ci potranno essere altri soggetto im-
munotolleranti in azienda; in ogni caso, a prescindere dal percorso di
controllo qui di seguito delineato, a fronte del rilievo di un capo immu-
notollerante € buona norma procedere subito al controllo virologico
dei soggetti di pari eta (quindi esposti al medesimo rischio di infezione
durante la gravidanza) nonché della madre (che potrebbe essere essa
stessa immunotollerante)
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Tabella 2. Gestione di un piano di risanamento a livello aziendale

Formulazione del sospetto diagnostico

quadro genitale oppure
quadro infettivi aspecifico ricorrente oppure
episodio di malattia delle mucose oppure

positivita sierologica nel latte di massa con elevato livello di reattivita

\

(" Evidenziazione di circolazione virale recente > “spot test” su 10 animali N

nati in stalla
eta 6-12 mesi (se possibile, partire da 9 mesi)
non vaccinati OPPURE vaccinati (1 -2x) con vaccino inattivato

a contatto con il gruppo (per quanto possibile, no barriere fisiche)

\_ test sierologico ELISA per anticorpi non strutturali NS2-3 )

0-1-2 positivi 3-4-5 positivi m

STOP ripetere spot test
dopo 30gg

a Ricerca dei soggetti immunotolleranti N

1. esame virologico individuale su sangue
« Elisa Erns
« PCRa pool ridotti nel settore vacche

2. esame virologico collettivo su sangue di massa
« PCRsu latte fresco (refrigerato, consegna max 24h, no conservanti)
+ Se positivo --> esame virologico individuale su sangue

\_ 3. ripetizione della prova sui capi positivi dopo tre settimane (quando ritenuta necessaria) J

\

« Esame virologico dei nuovi nati (sangue precolostrale, tessuto auricolare)
« Ripetizione dello “spot test” dopo 9 mesi
« Vaccinazione (con vaccino a protezione fetale certificata)

Follow up
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«  Esito di positivita sierologica nel latte di massa con un elevato livello di
reattivita: anche ricorrendo ad una prova per anticorpi NS2-3, la persi-
stenza degli anticorpi vaccinali dopo l'infezione e la possibile presenza
di anticorpi vaccinali (specialmente nel caso di vaccini attenuati) fan-
no si che tale esito possa non corrispondere ad una circolazione virale
recente tuttavia tale riscontro analitico & meritevole di un approfondi-
mento diagnostico, perché & spesso effetto del forte stimolo antigeni-
co esercitato all'interno del gruppo da capi immunotolleranti ((Booth e
Brownlie, 2016)

2. Evidenziazione di circolazione virale recente

Le situazioni sopra evidenziate devono avviare un percorso di controllo, la cui
prima finalita & quella di capire se nel gruppo sta circolando o meno in modo
attivo il virus BVDV. La dimostrazione di tale circolazione & fortemente indica-
tiva della presenza di soggetti immunotolleranti, essendo nota l'incapacita dei
bovini infetti in modo acuto di mantenere efficiente la catena epidemiologica
di trasmissione del virus. Lazione da intraprendere consiste nell'analisi siero-
logica di un campione qualificato di animali sentinella (cosiddetto “spot test”),
secondo i seguenti criteri:

+ Analisi per anticorpi NS2-3, in modo da escludere qualsiasi problema
legato alla variabilita dei ceppi BVDV circolanti

+  Animali giovani (tipicamente: 6/9 --> 12 mesi) e nati in azienda: in quan-
to testimoni della recente storia infettiva dell'azienda; data la lunga per-
sistenza degli anticorpi, la positivita anticorpale di una vacca di 5 anni
puo dipendere da un episodio infettivo di 4 anni prima

« Animali non vaccinati o vaccinati con vaccini spenti: perché in tal modo
si puo ragionevolmente escludere l'interferenza della vaccinazione,
dato che la giovane eta degli animali fa si che il numero di vaccinazioni
subite sia limitato

Dal punto di vista della numerosita campionaria, I'elevata contagiosita dei bovi-
ni immunotolleranti, che porta in breve ad una quasi totale sieropositivizzazio-
ne del gruppo a contatto, permette di ridurre il gruppo di sentinelle a 5-10 capi
(Houe, 1992 - Booth e Brownlie, 2016): va tuttavia posta attenzione al livello di
separazione fisica fra i diversi gruppi di animali in azienda (ad es. capannoni
separati) , che potrebbe tradursi in un ostacolo nel passaggio del virus fra un
gruppo e l'altro, e quindi dar luogo a risultati di falsa negativita fra le sentinelle,
solo perché appartenenti ad un gruppo “protetto” dall'infezione virale: se ad
esempio viene acquistata una manza immunotollerante, e questa viene im-
messa in un capannone diverso da quello in cui stanno gli animali utilizzati per
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lo spot test, questo potrebbe risultare, almeno per un po’di tempo, falsamente
negativo. Quanto piul gli animali giovani sono a stretto contatto fra loro e con
lintero effettivo, tanto pitl lo spot test & affidabile (Booth e Brownlie, 2016).

Dal punto di vista dell'interpretazione del risultato, la pratica insegna che la
maggior parte di questi spot test evidenzia un segnale univoco, ovvero com-
pleta negativita oppure positivita nella gran parte se non tutti i campioni esa-
minati. Si puo discutere quale sia il numero minimo di animali positivi sopra il
quale avviare la ricerca dei soggetti immunotolleranti; in ogni caso va ricordata:

+ lapossibilita di incappare in residui di anticorpi materni: la soglia cano-
nica dei 6 mesi ha una validita piu statistica che assoluta, perché a tale
eta una frazione ancorché minoritaria di capi conserva residui di anticor-
pi materni (Chamorro et al,, 2014), per cui € opportuno spostare la soglia
di eta a 9 mesi se possibile, 0 comunque valutare con attenzione deboli
segnali di positivita sierologica in vitelli di 6-8 mesi

+ lapossibilita di avere sieroconversioni occasionali / sporadiche per con-
tatto con soggetti infetti in modo acuto

Viene qui di sequito proposta una possibile chiave di lettura pratica, basata su
uno spot test di 10 animali testati per anticorpi NS2-3:

+  0-2 capi positivi --> non evidenza di circolazione virale recente (NB: in
ogni caso, sui capi positivi, valutare eta ed intensita di reazione al test
ELISA)

+  3-5capi positivi > ripetere lo spot test dopo un mese

+  >6 capi positivi --> evidenza di circolazione virale recente, procedere
con la ricerca dei soggetti immunotolleranti (punto 3)

+ Lo spot test pud anche essere, anzi & opportuno venga utilizzato per il
monitoraggio periodico dello stato sanitario aziendale

3. Ricerca dei soggettiimmunotolleranti

L'approccio pit lineare consiste nel prelievo di sangue da tutti i capi presenti, da
sottoporre ad analisi virologica tramite ELISA ACE-E™S; si tratta tuttavia, nelle
aziende di grandi dimensioni, di un‘azione onerosa in termini di costo sia per il
prelievo che per I'analisi, per alcune opzioni alternative sono possibili:

+  Esame del sangue a pool tramite metodica PCR (per le aziende vacca-
vitello): negli animali adulti (vacche) si presuppone che i capi immuno-
tolleranti fra gli adulti siano molto pochi, e quindi, da un punto di vista
probabilistico, il numero di pool positivi da risolvere singolarmente sara
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nullo o ridotto; ovviamente bisogna trovare, relativamente al pool, un
equilibrio tra probabilita di esito positivo/dimensione (che per il siero
di sangue puo teoricamente arrivare fino a 50 capi)/numero di campio-
ni da risolvere singolarmente in caso di positivita, per cui si suggerisce
di non superare pool di 10 animali, da risolvere singolarmente in ELISA
ACE-E™S in caso di esito positivo

+  Esame del latte di massa (per le aziende da latte): la soluzione ideale
per le vacche da latte, perché consente, con un unico o pochissimi cam-
pioni, di escludere, in caso di negativita, la presenza di capi immuno-
tolleranti fra le vacche in lattazione; ovviamente, in caso di positivita, &
necessario procedere a livello di campione di sangue individuale

| soggetti immunotolleranti, una volta identificati, vanno eliminati quanto pri-
ma. Tuttavia, da un punto di vista strettamente scientifico, la classificazione di
un bovino come persistentemente infetto richiederebbe un secondo prelievo
con esito positivo, a distanza di almeno tre settimane dal primo; da un punto
di vista pratico pero, in molti casi, & possibile basarsi gia sul primo prelievo,
tenuto conto del titolo virale nettamente superiore che si ha nel sangue degli
animali persistentemente infetti rispetto a quelli con infezione acuta, cosa che
si traduce in esiti di positivita molto forte alla prova ELISA ACE-E™S, Nel caso
invece di esiti di positivita medio - debole, premesso che essi possono derivare
si ainfezioni acute, ma anche, nelle infezioni persistenti, da fluttuazioni di titolo
virale come pure da ceppi BVD eterologhi, sara necessario procedere al secon-
do prelievo.

A volte la ricerca dei capi persistentemente infetti pud dare esito negativo,
semplicemente perché il capo immunotollerante & stato rimosso/é morto poco
tempo prima, cosa non impossibile data la minore prospettiva di vita di questi
soggetti. In ogni caso, a fronte di un chiaro segnale sierologico, & comunque
necessario proseguire con il follow-up di cui al punto 4

Follow-up dopo leliminazione dei soggetto immunotolleranti

Leliminazione de capi immunotolleranti presenti non chiude il cerchio: altri feti
persistentemente infetti potrebbero infatti essere nell'utero delle bovine gravi-
de allevate in azienda. Si rende pertanto necessario un follow-up, da articolare
in due attivita:

«  Peri primi 12 mesi dalla rimozione dei capi immunotolleranti: test vi-
rologico sui nuovi nati, tramite ELISA ACE E™S, idealmente su sangue
precolostrale o su tessuto auricolare, da eseguire quanto prima, al pit
tardi al momento dell'applicazione della marca auricolare; il vitello im-
munotollerante neonato & ovviamente pericoloso, ma nei primi giorni
di vita l'elevata quantita di anticorpi materni riduce la quantita di virus
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non solo circolante, ma anche eliminato con i secreti nasali e con la sali-
va (Lanyon et al., 2014b) , oltre al fatto che spesso questo animale viene
segregato in gabbietta individuale, cosa che ne limita molto il contatto
con altri animali e quindi la contagiosita

+ 9 mesi dopo la rimozione dei capi immunotolleranti: esecuzione dello
spot test, da ripetere con cadenza semestrale

+  Dato l'elevato rischio che possano comparire nuovi soggetti immuno-
tolleranti nel gruppo, va infine prevista la vaccinazione delle femmine
destinate o gia in riproduzione con vaccino dotato di protezione fetale

certificata

D Nelle aziende con evidenza sierologica di circolazione virale recente, & sconsigliato il ricorso
\/| alla pratica vaccinale come unica misura di controllo della malattia

E' fortemente raccomandato, dopo l'allontanamento dei capi immunotolleranti, il follow up
A Vvirologico dei nuovi nati (su siero precolostrale, tessuto auricolare) per un periodo di tempo

| corrispondente alla finestra durante la quale possono nascere nuovi vitelli immunotolleranti

(orientativamente 1anno)
A F'fortemente raccomandato, dopo I'allontanamento dei capi immunotolleranti, il follow up
\/| sierologico dei giovani animali, in modo da verificare I'assenza della circolazione virale
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12. Legislazione

A livello di legislazione comunitaria, la BVD non & malattia oggetto di piani di control-
lo obbligatori né a notifica; non risulta inoltre elencata nell’allegato E della direttiva
64/432, e pertanto non pud neppure essere oggetto di piani a livello locale riconosciu-
ti in sede comunitaria. Tuttavia, piani di controllo al livello territoriale sono di fatto in
Corso:

+ inFinlandia e nei paesi scandinavi, con un approccio tipicamente basato sulla
sierologia

+  nei paesi di lingua tedesca (Germania, Svizzera, Austria), con un approccio mi-
sto sierologico-virologico (Svizzera, Austria) o solo virologico (Germania)

+ inlrlanda, con un approccio virologico

« inltalia nelle province di Bolzano - Trento e nella regione Friuli Venezia Giulia,
con un approccio virologico.

La differenza fra i due approcci consiste nel target delle prove di laboratorio, ovvero:

+ approccio sierologico: anticorpi (evidenziazione di sieroconversione in bovini
che si presume negativi, ad es. giovani animali)

« approccio virologico: virus (evidenziazione dei capi persistentemente infetti)

L'approccio sierologico € in linea generale meno oneroso in termini economici, ma il
suo impiego e tipicamente ristretto ad aree a bassa prevalenza di infezione e dove la
vaccinazione non ¢ praticata.

Last but not least, la BVD viene presa in considerazione nell'ambito delle disposizioni
che regolamentano la riproduzione bovina ,ovvero nel dettaglio:

1. Direttiva 88/407 e successive modifiche
concernente gli scambi intracomunitari e le importazioni di sperma bovino: per
quanto riguarda la BVD, vengono enunciati tre principi fondamentali, ovvero:

« il divieto dell'introduzione nei centri di fecondazione artificiale di tori
immunotolleranti

« il divieto dell'introduzione nei centri di fecondazione artificiale di tori
immunocompetenti, ma escretori del virus nel seme

+  l'obbligo del controllo sierologico dei tori sieronegativi in produzio-

ne, al fine di escludere la presenza di circolazione virale nel gruppo
stesso
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2. Direttiva 89/556 e successive modifiche

concernente gli scambi intracomunitari e le importazioni di embrioni bovini:
per quanto riguarda la BVD, tale malattia non & espressamente menzionata;
tuttavia viene espressamente richiesto che “products of animal origin used du-
ring collection of the embryos and in the transport medium shall be obtained from
sources which present no animal health risk”; posto il frequente uso del siero fe-
tale bovino nella manipolazione degli embrioni, & sottinteso, ma chiaro, il riferi-
mento al virus BVDV quale principale agente infettivo potenzialmente presente
in tale matrice
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