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TERMINAZIONI NERVOSE NELLE CAPSULE ARTICOLARI
DELLE PRINCIPALI ARTICOLAZIONI
DEGLI ARTI NELLA NUTRIA.

Acone E.#, Dessole A.*, Ragionieri L. * *, Gazza F. **, Cappai M.G. *, Botti M. **

Introduzione

L’importanza anatomica, fisiologica e clinica dei diversi distretti articolari
ha da sempre sollecitato I’interesse dei ricercatori come dimostrano le numerose os-
servazioni condotte nei Primati (Stilwell, 1957; Polacek, 1961, 1965; Palmieri e
Veggetti, 1970, 1971; Sathian e Devanandan, 1983; Babu e Devanandan, 1995), nel-
I’'Uomo (Loffredo, 1949; Rossi, 1950; Stilwell, 1957; Ralston III e Coll., 1960; De
Luca e Grosso, 1968; Sathian e Devanandan, 1983; Pionchon e Coll., 1986; Zymny,
1988; Zymny e Coll., 1988; De Avila e Coll., 1989; Fuss, 1989; Krenn e Coll., 1990;
Fuss, 1991), nei Mammiferi (Ottolenghi, 1931, 1932; Rossi, 1950; Samuel, 1952;
Rosati e Giordano Lanza, 1958; Hromada e Polacek, 1958; Polacek, 1961, 1965, 1966;
Karamanlidis, 1965; Callegari, 1966; Freeman e Wyke, 1967 a-b; Goglia e Skelenska,
1969; Skelenska, 1970; Novotny, 1973; Halata, 1977; Palmieri e Coll., 1979, 1982;
Farina e Sanna, 1985; Zimny, 1988; Sjolander e Coll., 1989; Strasmann e Coll., 1990;
Marinozzi e Coll., 1991; Fuss, 1991; Panu e Coll., 1995; Backenkohler e Coll., 1996),
negli Uccelli (Polacek e Coll., 1966; Polacek, 1966; Palmieri, 1969 a-b; Malinovsky e
Zemanek, 1970), negli Anfibi (Pac, 1970) e nei Rettili (Pac, 1968 a-b; Palmieri e
Panu, 1972).

Scopo della presente ricerca ¢ quello di studiare quanti-qualitativamente la compo-
nente nervosa delle principali articolazioni degli arti di un mammifero non ancora
considerato: la Nutria (Myocastor coypus).

Materiale e metodi

Da 4 nutrie adulte (etd compresa fra 4 e 5 anni) sono state prelevate, subito
dopo il sacrificio eseguito mediante inoculazione di un farmaco eutanasico (TANAX",
Hoechst), le capsule articolari delle articolazioni della spalla, del gomito, dell’anca e
del ginocchio.

Il materiale freschissimo ¢ stato sottoposto ad impregnazione con cloruro d’oro se-
condo la metodica di Ruffini (1897) oppure applicando alla stessa le varianti introdot-
te da Goglia (1965).
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Risultati

Tutti i territori considerati sono provvisti di un cospicuo presidio nervoso

sensitivo, abbastanza uniformemente distribuito, costituito da terminazioni libere e
capsulate; non sono state rilevate differenze significative individuali e nell’ambito
dello stesso soggetto tra le articolazioni dell’arto toracico rispetto a quello pelvico.
Le terminazioni libere sono meno numerose dei recettori capsulati e sono, di norma,
originate da fibre sottili che si manifestano, solitamente, in forma di fitti intrecci e
delicate volute. La uniforme distribuzione della componente nervosa prima ricordata
esclude una particolare collocazione topografica delle espansioni in esame che negli
strati piu superficiali dei legamenti si accompagnano spesso al decorso dei vasi.
Le forme corpuscolate sono morfologicamente classificabili come corpuscoli di Pacini
(Fig. 1), paciniformi (Figg. 2, 3) e corpuscoli di Ruffini (Fig. 4) e la successione della
elencazione corrisponde anche alle frequenze registrate. Questi recettori si possono
rinvenire isolati, riuniti a costituire infiorescenze (Fig. 5), generalmente semplici,
oppure corpuscoli opposito-polari (fig. 6); quest’ultimo reperto € sicuramente pill raro
e sembra interessare solo i corpuscoli di Pacini. Talvolta gruppi di corpuscoli (il nu-
mero varia da 7 a 16) occupano un’area di pochi mm?. Non ¢& infrequente vedere
corpuscoli paciniformi in prossimita di vasi sanguigni.

Fig. 1 - Nutria: articolazione della spalla. Fig. 2 - Nutria: articolazione del gomito.
Corpuscolo di Pacini isolato. Impregnazione aurica Corpuscoli isolati di Pacini (in alto e a sn) e
secondo la metodica di Ruffini. Microfot. 120x. paciniforme (a dx). Impregnazione aurica secon-

do la metodica di Ruffini modificata da Goglia.
Microfot. 120x.
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I corpuscoli di Pacini, di forma ovoidale lievemente flessuosa, sono generalmente di
piccole dimensioni (diametro maggiore compreso tra 82 e 211 micron e minore tra 19
e 103 micron). La struttura ¢ quella tipica con capsula poco sviluppata di cui ¢ poco
evidente la risoluzione lamellare e suola di sostegno sempre intensamente impregnata
dal sale aurico. L’assone espansionale, generalmente ramificato, solo raramente esau-
risce la sua corsa col classico bottone apicale. Il fitto intreccio della divisione assonica
¢ spesso mascherato dall’intensa impregnazione della suola (Fig. 7 A,B).

hﬂ.rﬂ
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Fig. 3 - Nutria: articolazione dell’anca. Corpuscolo paciniforme isolato. Impregnazione aurica secondo la
metodica di Ruffini modificata da Goglia. Microfot. 120x.

I corpuscoli paciniformi, decisamente pit lunghi dei Pacini (diametro maggiore che
varia da 378 a 721 micron e minore compreso tra 45 e 123 micron), mostrano, rispetto
a questi, anche una piu accentuata flessuosita. Il rivestimento capsulare & sempre scar-
so e di esso non ¢ apprezzabile la risoluzione lamellare, mentre la morfologia ed il

Fig. 4 - Nutria: articolazione del ginocchio. Corpuscoli di Ruffini organizzati a formare una infiorescenza
semplice (frecce). Impregnazione aurica secondo la metodica di Ruffini. Microfot. 70x.
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comportamento del cilindrasse espansionale appare mascherato dall’impregnazione
della suola (Figg. 2, 3, 6).

I corpuscoli di Ruffini, come gia riferito, sono sicuramente i meno rappresentati in
tutte le articolazioni considerate ma solo raramente si osservano isolati. Hanno forma
sferoidale o lievemente ellissoidale e sono di piccole dimensioni. La struttura ¢ quella
tipica e I’evidenza dell’avvolgimento capsulare non ¢ possibile anche alle piu forti
risoluzioni del microscopio ottico (Figg. 4, 5).
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Fig. 5 - Nutria: articolazione del gomito. Altra immagine di infiorescenza semplice di corpuscoli di Ruffini.
Impregnazione aurica secondo la metodica di Ruffini modificata da Goglia. Microfot. 120x.

Fig. 6 - Nutria: articolazione dell’anca. Corpuscoli paciniformi “opposito-polari”. Le frecce indicano il
punto in cui il cilindrasse abbandona un corpuscolo per impegnarsi in un altro. Impregnazione aurica se-
condo la metodica di Ruffini modificata da Goglia. Microfot. 70x.
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Fig. 7 A, B - Nutria: articolazioni del ginocchio (A) e dell’anca (B). Le immagini lasciano intravedere la
ramificazione del cilindrasse espansionale. Impregnazione aurica secondo la metodica di Ruffini. Microfot.
190x.

Discussione

I risultati conseguiti sono nel complesso soddisfacenti anche in considera-
zione della difficolta registrata nell’allestimento dei preparati per la eccessiva consi-
stenza di parti del materiale prelevato, in particolare dalle articolazioni del ginocchio
e del gomito. Analoghe difficolta, in precedenza, sono state riscontrate nelle
articolazioni metacarpo falangee di scimmia ed uomo da Sathian e Devanandan (1983)
i quali hanno riferito che per impiegare 1I’'impregnazione argentica secondo la metodi-
cadiBarkeredIp“........... The chief obstacle presented by articular tissue to application
of this method appears to be its toughness”.

I dati ottenuti confermano, tuttavia, per la nutria quanto la letteratura riferisce in ana-
loghe osservazioni condotte in numerose specie di Mammiferi, Uccelli, Anfibi e Ret-
tili. Pertanto anche le articolazioni degli arti della nutria sono provviste di un cospi-
cuo presidio nervoso formato da terminazioni libere e capsulate.

Perd questi dati non consentono, almeno per il momento, di attribuire una chiara
prevalenza della componente in discorso alle articolazioni dell’arto toracico rispetto a
quelle dell’arto pelvico e ad una delle articolazioni nell’ambito dello stesso arto. E’
possibile che I’estensione delle indagini ad un maggior numero di esemplari, verosi-
milmente di giovane eta per ridurre e/o eliminare 1’inconveniente tecnico lamentato,
possa confermare 1’impressione attuale di una prevalenza nelle articolazioni dell’arto
pelvico e segnatamente nel ginocchio.

Venendo ora alle diverse forme recettoriali rinvenute si puo constatare che i nostri
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risultati confermano, in generale, quelli di precedenti ricerche condotte nell’'uomo e
in numerosi altri mammiferi (Loffredo, 1949; Rossi, 1950; Stilwell, 1957; Rosati e
Giordano Lanza, 1958; Ralston III e Coll., 1960; Polacek, 1961, 1965, 1966; Palmieri
e Veggetti, 1970, 1971; Novotny, 1973; Halata, 1977; Sathian e Devanandan, 1983;
Farina e Sanna, 1985; Zimny, 1988; Zimny e Coll., 1988; Sjolander e Coll., 1989;
Marinozzi e Coll., 1991; Babu e Devanandan, 1995; Panu e Coll., 1995; Backenkohler
e Coll., 1996).

Inoltre, anche il rapporto topografico osservato tra corpuscoli paciniformi e vasi san-
guigni ¢ in armonia con quanto riferito da Sathian e Devanandan (1983) per i quali
e Paciniform corpuscles were situated close to blood vessels; often near their
bifurcations, frequently encircled by them, or lying amidst a complex vascular network”.
A questo punto ¢ doveroso precisare che il confronto tra i risultati di questa indagine
e quelli riportati in letteratura non si basa su dati omogenei dal momento che non
riguardano una precisa articolazione e, nell’ambito di questa, un ben definito lega-
mento. Sarebbe quindi pill corretto dire che i dati registrati nelle diverse osservazioni
denunciano una certa variabilita, soprattutto a carico delle terminazioni capsulate.
Infatti la presenza di alcune forme recettoriali (corpuscoli di Golgi Mazzoni e di
Krause) ¢ ammessa da alcuni AA. e negata da altri. E’ perd anche doveroso sottoline-
are che le terminazioni nervose fin qui rinvenute e descritte, pur essendo
morfologicamente diverse, sono tutte dei meccanocettori dal punto di vista funziona-
le. Quindi, se & corretta questa premessa, si potrebbe sostenere che il citato presidio &
diverso solo apparentemente dal momento che ¢ in grado di assicurare la funzionalita
delle varie articolazioni e percio degli arti a prescindere dalla specie.

Parole chiave: nutria, capsule articolari, arti, innervazione.

Key words: coypu, joint capsules, limbs, innervation.

Riassunto

Gli AA. hanno studiato nella nutria la componente nervosa presente nelle
capsule articolari delle principali articolazioni degli arti.
Essi hanno trovato terminazioni nervose libere e capsulate come Pacini, paciniformi e
Ruffini. Tutte queste forme recettoriali mostrano struttura tipica e possono trovarsi
isolate, riunite a costituire infiorescenze o modelli di corpuscoli opposito-polari.
Non sono state rilevate differenze quanti-qualitative né tra il contingente nervoso di
articolazioni dell’arto toracico rispetto al pelvico né tra articolazioni dello stesso arto.

Summary

The AA. have studied the nerve component located in the large coypu joint
capsules of the fore and hind limbs.
They have found free and encapsulated nerve endings such as Pacini, pacini-like and
Ruffini’s corpuscles. All the above recorded receptors show the typical structure and
can be found isolated, grouped to constitute flower-sprays or organized to form
opposito-polar corpuscles.
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Remarkable differences have not been observed neither between the nerve component
of the joints of the fore and hind limb nor between the joints of the same limb.
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PRESENZA DI CELLULE GANGLIARI E TERMINAZIONI
NERVOSE LUNGO IL DECORSO DEL FASCIO VASCOLO NERVOSO
DEL COLLO DI OCA E POLLO.

Acone F*, Cappai M.G.*, Orru A.*, Ragionieri L.* *, Botti M. **, Sanna M. *, Gazza F. *¥*

Introduzione

L’individuazione e descrizione di terminazioni nervose libere e capsulate in
differenti distretti anatomici sono state oggetto di numerose ricerche, soprattutto in
Mammiferi ed Uccelli. In particolare diversi AA. (Loffredo Sampaolo, 1952a-b, 1969;
Pansini, 1952, 1954; Manieri e Porciello, 1961; Lambertini e Goglia, 1964; Giordano
Lanza e Coll., 1972; Allegri e Coll., 1984) si sono soffermati a verificare la presenza
delle citate terminazioni lungo il decorso di vasi sanguigni.

Scopo di questa ricerca ¢ quello di esaminare il fascio vascolo-nervoso del collo di
oca e pollo per individuare, localizzare e descrivere le terminazioni nervose e le
cellule gangliari eventualmente presenti lungo il suo decorso.

Materiale e metodi

Da 6 oche e 6 polli, di eta e sesso differenti, immediatamente dopo il sacrifi-

cio eseguito con impiego di un farmaco eutanasico (TANAX*, HOECHST), ¢ stato
prelevato, previa preparazione dissettoria, il fascio vascolo-nervoso del collo a partire
dalla sua origine cervicale fino all’ingresso nel torace, a livello della convergenza
delle clavicole.
Il prelievo, non comprendente il glomo carotideo, ¢ stato diviso in tratti che sono stati
numerati in senso cranio-caudale. Sugli stessi ¢ stata eseguita I’impregnazione aurica
secondo la metodica di Ruffini (1897) oppure applicando alla stessa le modificazioni
apportate da Pelagalli e Schiavo (1958), Pelagalli e Cecio (1959) e Goglia (1965) per
migliorarne la risposta.

Risultati

In entrambe le specie considerate sono state individuate delicate reti nervose
originate dalla convergenza di fibre di differente diametro; le fibre sottili, apparente-
mente prive di rivestimento mielinico, sono pill numerose delle fibre riccamente
mielinizzate. Queste ultime, generalmente riunite a costituire sottili fasci, intrattengo-
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no stretti rapporti con cellule gangliari isolate o pit frequentemente riunite a formare
ammassi di varie dimensioni (minimo 7 cellule, massimo 392). Le une e gli altri sono
spesso localizzati a ridosso dell’epinervio che inguaina i tronchi nervosi, oppure ac-
colti nella compagine o nei punti di convergenza di due o piu tronchi (Fig. 1). Detti
reperti non sono ubiquitari di un determinato tratto del fascio in esame.

Fig. 1 - Pollo: fascio vascolo-nervoso del collo. In evidenza un grosso ammasso gangliare nel punto in cui
tre fasci nervosi confluiscono ed alcuni gangliociti a ridosso dell’epinervio di uno dei tronchi. Impregnazione
aurica secondo la metodica di Ruffini. Microfot. 50x.

Le cellule gangliari mostrano forma ellissoidale o piu frequentemente sferoidale con
lunghezza del diametro che varia da 16.5 a 28.7 micron.

Dalle reti nervose osservate e pill precisamente dai fasci piu grossi si staccano esili
tronchicini costituiti da poche fibre. Il decorso di questi ultimi, parallelo per un tratto
pitt o meno lungo al tronco d’origine, si risolve liberando singole fibre che terminano
con caratteristici corpuscoli sempre provvisti di capsula.

Nel connettivo che accompagna il fascio vascolo-nervoso non sono state rinvenute
terminazioni libere.

I corpuscoli nervosi, osservati sia nell’oca che nel pollo, sono classificabili come Pacini
e paciniformi e sono pill generalmente ubicati, in particolare nell’oca, nella parte alta
del collo (circa nei due terzi craniali).

I corpuscoli di Pacini, solitamente di forma ovoidale, mostrano volume vario (lun-
ghezza del diametro maggiore oscillante tra 127 e 592 um e di quello minore tra 63 e
221 um) e caratteristiche morfologiche diverse, come lo spessore della capsula ed il
comportamento del cilindrasse espansionale. Possono trovarsi isolati (Fig. 2 A, B)
oppure riuniti ad organizzare infiorescenze per lo pitt semplici (Fig. 3 A, B) e sono
frequentemente situati a stretto contatto della componente nervosa del fascio (Fig. 3
A) e lungo il decorso dei grossi vasi o di loro collaterali (Fig. 4). Sono stati rinvenuti
anche due Pacini situati, uno di seguito all’altro, lungo il decorso di una stessa fibra
nervosa (corpuscoli “opposito-polari”).

I corpuscoli sono provvisti di capsula di differente spessore di cui non ¢ mai evidente
la struttura lamellare. Il cilindrasse espansionale, generalmente indiviso (solo in un
corpuscolo si divide in due branche di lunghezza molto diversa), mostra atteggiamen-
to flessuoso o rettilineo a seconda della morfologia del corpuscolo e raramente termi-
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na con il tipico bottoncino apicale.

I corpuscoli paciniformi, in numero assai esiguo e solitamente isolati, hanno forma
decisamente allungata, andamento rettilineo o lievemente flessuoso, esile rivestimen-
to capsulare e cilindrasse espansionale generalmente indiviso (Fig. 5).

E’ stato infine osservato un corpuscolo di Pacini di forma sferoidale sostenuto da una
fibra nervosa che si divide a livello dello strozzamento preterminale ed i due rami
originati si impegnano nel recettore seguendo percorsi individuali e paralleli fra loro
(Fig. 6).

Fig.2 A, B - Oca (A), Pollo (B): fascio vascolo-nervoso del collo. Corpuscoli di Pacini isolati. Impregnazione
aurica secondo la metodica di Ruffini. Microfot. 50x (A), 120x (B).

Fig. 3 A, B - Pollo (A), Oca (B): fascio vascolo-nervoso del collo. Infiorescenze semplici di Pacini.
Impregnazione aurica secondo la metodica di Ruffini. Microfot. 50x (A), 120x (B).
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Fig. 4 - Oca: fascio vascolo-nervoso del collo. Corpuscoli di Pacini situati lungo il decorso di un vaso.
Impregnazione aurica secondo la metodica di Ruffini. Microfot. 50x

A

Fig. 5 - Oca: fascio vascolo-nervoso del collo. Fig. 6 - Pollo: fascio vascolo-nervoso del collo. I
Corpuscolo paciniforme. Impregnazione aurica corpuscolo di Pacini in alto nell’immagine & prov-
secondo la metodica di Ruffini. Microfot. 120x. visto di due cilindrassi espansionali. La fibra che

gemma il corpuscolo si divide, a livello dello
strozzamento preterminale (freccia), per originare i
due assoni espansionali. Impregnazione aurica se-
condo la metodica di Ruffini. Microfot. 120x.
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Discussione

Il fascio vascolo-nervoso del collo, nel pollo e nell’oca, & spesso accompa-
gnato, lungo il suo decorso, dalla presenza di cellule gangliari (innervazione autono-
ma) e terminazioni nervose provviste di capsula (innervazione sensitiva somatica).
Tali presidi, esigui e non costanti, sono sicuramente casuali dal punto di vista inter e
intraspecifico sia per la loro consistenza che per la distribuzione topografica. Per que-
sti motivi ¢ difficile poter attribuire agli stessi un preciso ruolo funzionale al di fuori
del semplice supporto ai meccanismi gia noti di innervazione vegetativa e sensitiva
somatica per i visceri e le formazioni muscolari a sede cervicale.

In precedenza corpuscoli nervosi capsulati sono stati rinvenuti nella parete
dell’arteria carotide comune di feti umani a termine (Pansini, 1952). In base al citato
reperto I’A. avanza I’ipotesi che, benché sussistano incertezze sulla presenza di tali
corpuscoli e difficolta nella loro individuazione, si possa estendere la zona riflessogena
della carotide posta in corrispondenza del seno a tutto il tratto che precede la biforca-
zione della stessa nei suoi rami terminali. Detta ipotesi, successivamente supportata
da Manieri e Porciello (1961) in osservazioni condotte su giovani scimmie, non ci
sembra condivisibile almeno fino a che i dati non saranno validati statisticamente in
ordine alla loro costanza ed alla esatta topografia.

Dr’altra parte, anche lungo il decorso dell’arteria femorale di uomo sono stati
rinvenuti corpuscoli di Pacini, paciniformi e Golgi-Mazzoni ed agli stessi ¢ stata rico-
nosciuta la capacita di raccogliere gli stimoli da inviare centralmente in vista di una
successiva regolazione emodinamica (Causo e Lo Re, 1967). Anche per questo dato,
in analogia a quanto prima detto, si puo sottolineare la rilevanza dal punto di vista
anatomico ma, contestualmente, si deve porre 1’esigenza di una estensione delle inda-
gini per disporre di una casistica adeguata. A questo riguardo ¢ infatti opportuno pre-
cisare che tutti gli AA. citati non fanno cenno nei protocolli al numero dei casi osser-
vati.

Una considerazione a parte merita, infine, il reperto del corpuscolo di Pacini
illustrato nella Fig. 6 apparentemente simile all’immagine riportata da Pansini (1954)
relativa ad un corpuscolo sostenuto da una fibra che si divide dicotomicamente al suo
interno. Nel nostro caso i due assoni espansionali presenti nel recettore sono la diretta
continuazione di rami che penetrano separatamente come conseguenza di una proba-
bile disgenesia.

Parole chiave: oca, pollo, fascio vascolo-nervoso, terminazioni nervose.
Key words: goose, chicken, vascular-nervous bundle, nerve endings.

Riassunto

Lungo il fascio vascolo-nervoso del collo di oca e pollo possono trovarsi
cellule ed ammassi gangliari e terminazioni nervose capsulate. I gangliociti possono
trovarsi a ridosso dell’epinervio oppure nella compagine di fasci nervosi o ancora nei
punti di convergenza di pil tronchi.
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Tra le forme corpuscolate sono state individuate, dal punto di vista morfologico,
terminazioni di Pacini e paciniformi e tra questi i primi sono sicuramente pill numerosi.
La casualita dei reperti e la loro scarsa rappresentativita rendono necessaria 1’ estensione
dell’indagine per poter attribuire agli stessi un impegno funzionale diverso da quello
di semplice supporto ai modelli conosciuti di innervazione vegetativa e sensitiva
somatica per i visceri e le formazioni muscolari a sede cervicale.

Summary

Isolated or clustered gangliocytes and encapsulated nerve endings could be
found along the vascular-nerve bundles’s path of the goose and chicken. The
gangliocytes can be checked close to the epineurium, within the thickness of the nerve
fibres or in the convergence point of several nerve trunks.

From a morphological point of view, among the encapsulated nerve endings, Pacini
corpuscles were the most represented.

Because of the fortuity of the findings and their scarse representativeness, further
investigations have to be performed in order to state the precise functional engage-
ment, beyond the simple support of the vegetative and sensitive somatic innervation
of cervical viscera and muscles.
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Un approccio per la valutazione della validita dei test diagnostici:
le curve R.O.C. (Receiver Operating Characteristic)

Ezio Bottarelli!, Stefano Parodi®

Introduzione

In tutti i campi della scienza vengono sistematicamente messe a punto e uti-
lizzate procedure pilt o meno complesse e della piu svariata natura, ma sempre ben
codificate, allo scopo di verificare un’ipotesi. Tali procedure sono comunemente dette
“test”.

In particolare, in epidemiologia i test rappresentano lo strumento di base
nelle operazioni di screening, eseguite cio¢ su popolazioni presuntivamente sane (e
nelle quali la prevalenza della malattia in studio ¢ ignota) allo scopo di identificare
precocemente la presenza di infezioni o di malattie subcliniche. Anche nell’attivita
diagnostica di routine i test rappresentano elementi fondamentali, e spesso determi-
nanti, nel processo decisionale volto a confermare (o escludere) la presenza di una
determinata malattia gia sospettata in base ai dati clinici. Nel settore della medicina
veterinaria, ai suddetti due vasti campi di azione se ne pud aggiungere almeno un
terzo che spazia nell’opera di controllo degli alimenti di origine animale, ove i test
vengono applicati per determinare sanita e salubrita (es. assenza di agenti patogeni,
sostanze chimiche ecc.) dei suddetti prodotti.

In base alla tipologia di responso fornito, i test possono essere classificati in
due categorie. Alla prima appartengono i test “qualitativi”, ossia che restituiscono un
output (risposta) dicotomico (es. positivo/negativo, vero/falso ecc.); la seconda, nu-
mericamente pill consistente, comprende i test di tipo quantitativo, ossia che produco-
no risultati sotto forma di variabili numeriche “discrete” (es. titolo anticorpale su
diluizioni seriali di siero) o “continue’ (es. test sierologici ELISA su singola diluizione).
Per i test quantitativi, I’ottenimento di risultati affidabili ¢ subordinato alla condizione
che il parametro misurato (es. concentrazione anticorpale, marcatore tumorale, ecc.)
possieda una distribuzione approssimativamente unimodale sia nella classe dei sog-
getti sani che in quella degli ammalati, ovviamente con medie differenti per ciascuna
classe. Tale ipotesi di distribuzione viene detta “bi-normale”.

E’ evidente che, per i test quantitativi (siano essi discreti o continui), occorre
individuare sulla scala di lettura un valore-soglia (“‘cut point” o “cut off”’) che discri-
mini i risultati da dichiarare “positivi” da quelli “negativi”®. Cid consente di

! Universita degli Studi di Parma, Dipartimento di Salute Animale. Via del Taglio 10, 43100 PARMA. e-
mail: ezio.bottarelli@unipr.it

2 Istituto G.Gaslini. Sezione Epidemiologia e Biostatistica, Direzione Scientifica. Largo G. Gaslini 5,
16147 GENOVA. e-mail: stefanoparodi@ospedale-gaslini.ge.it

3 Per semplicita, nella trattazione si fara sempre riferimento a test applicati per determinare lo stato di
“salute” o “malattia” di un singolo animale. Tuttavia, 1’analisi ROC puo essere utilizzata anche per test
quantitativi capaci di accertare qualsiasi altra condizione (es. infezione o non-infezione, protezione o
non-protezione ecc.).
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categorizzare in “positivi” e “negativi” la gamma di tutti possibili risultati e di equipa-
rare I’interpretazione di un test quantitativo a quella di un test qualitativo.

Il problema di base che genera incertezza nell’interpretazione di un test risie-
de nel fatto che —nella grande maggioranza dei casi — esiste una zona di sovrapposizione
fra le distribuzioni dei risultati del test medesimo applicato in popolazioni di animali
rispettivamente sani € ammalati.

Infatti, se le due popolazioni restituissero valori separati (Figura 1) allora
sarebbe facile individuare sull’asse delle ascisse il valore di cut off capace di discrimi-
nare con precisione assoluta le due popolazioni.

cut off

non-malati malati

frequenza

werl negativi

walor test

Figura 1. Distribuzione degli esiti di un ipotetico test nelle classi di individui malati e non malati, senza
sovrapposizione inter-classe.

Purtroppo, invece, nella pratica si verifica sempre una sovrapposizione pitl 0
meno ampia delle due distribuzioni (Figura 2) ed ¢ percio impossibile individuare
sull’asse delle ascisse un valore di cut off che consenta una classificazione perfetta,
ossia tale da azzerare sia i falsi positivi che i falsi negativi.

cut off

non-malati .
malati

frequenza

wer negativi

walor test

falsi negativi falsi positivi

Figura 2. Distribuzione degli esiti di un ipotetico test nelle classi di individui malati e non malati, con
sovrapposizione inter-classe.

La capacita diagnostica (o validita o performance) di un test ad un determinato valore
di cut off rappresenta la capacita di condurre ad una diagnosi positiva nei soggetti
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affetti da una determinata malattia e ad una diagnosi negativa nei soggetti non amma-
lati. Essa puo essere valutata attraverso una semplice tabella di contingenza (Tabella
1), confrontando I’ output del test in esame con il vero stato degli animali. Quest’ulti-
mo puo essere gia noto in partenza (ad esempio, nel caso di una malattia infettiva,
saggiando gruppi di animali sicuramente esenti dall’infezione oppure Specific Pathogen
Free ed altri sottoposti ad infezione sperimentale) oppure pud essere stabilito per
mezzo di un test di referenza provvisto della pit alta attendibilita (“test aureo” o golden
test o gold standard), possibilmente basato su un principio biologico diverso rispetto
al test da valutare. In genere i golden test presentano alcuni svantaggi (es. difficile
somministrazione, rischio per il soggetto da testare, costo elevato, ecc.) che li rendo-
no inapplicabili di routine o in operazioni di screening. Ai fini del raffronto con il test
in studio, nell’ipotesi piu semplice si assume che il golden test fornisca risultati per-
fettamente corrispondenti alla verita.

Tabella 1. Tabella di contingenza o tabella della verita.

Golden test |
. positivo negativo
Test in esame | (malato) (non-malato)
positivo a b
negativo ¢ d

Il confronto fra i risultati del test in esame e I’autentico stato di ogni individuo consente
di stimare due importanti parametri: la sensibilita (Se) ossia la probabilita che un
animale ammalato risulti test-positivo e la specificita (ossia la probabilita che un animale
sano risulti test-negativo):

Se= a/(a+c)
Sp= d/(d+b)

Soprattutto nel campo dell’epidemiologia clinica, e cio¢ quando i test vengono
utilizzati a scopo diagnostico e non in operazioni di screening, ancor piul interessanti
risultano altri due parametri e cio¢ il valore predittivo di un test positivo (o valore
predittivo positivo, VP*) ed il valore predittivo di un test negativo (o valore predittivo
negativo, VP). Contrariamente a Se e Sp, che esprimono probabilita pre-test, questi
due parametri rappresentano invece probabilita post-test, nel senso che individuano, a
fronte di un certo risultato del test, la probabilita che I’animale in questione sia
realmente provvisto (o meno) del carattere ricercato. In particolare, VP* indica la
probabilita che un test-positivo sia effettivamente ammalato e, viceversa, VP indica
la probabilita che un test-negativo sia effettivamente sano. Essi possono quindi essere
stimati, rispettivamente, dalla proporzione di veri positivi sul totale dei positivi al test
(VP*) e dalla proporzione di veri negativi sul totale dei negativi al test (VP):

VP* = a/(a+b)
VP = d/(c+d)
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E’ facile verificare, osservando ad esempio la Figura 2, che Se e Sp sono fra
loro inversamente correlate in rapporto alla scelta del valore di cut off. Infatti,
modificando quest’ultimo si puo ottenere uno dei seguenti effetti: [aumento della Se e
diminuzione della Sp], oppure [diminuzione della Se ed aumento della Sp]. In altre
parole, I’adozione di una soglia che offre un’elevata Se comporta una perdita di Sp e
viceversa. E’ possibile dimostrare che, quando la distribuzione dei valori nelle due
classi malati-sani ¢ di tipo normale, la “soglia discriminante ottimale”, ossia il valore
di cut off che minimizza gli errori di classificazione, & pari al valore in ascissa
corrispondente al punto di intersezione delle due distribuzioni. Tuttavia, la scelta del
cut off non puo essere dettata soltanto da considerazioni di ordine probabilistico volte
a minimizzare la proporzione di classificazioni errate, ma ¢ necessario basarsi anche
sul prevedibile impatto di tipo sanitario, economico, sociale, ecc. di ciascuno dei due
tipi di mis-classificazione (falsi positivi e falsi negativi). Ad esempio, per malattie ad
alta contagiosita potrebbe essere opportuno minimizzare la quota di falsi negativi, e
quindi privilegiare la sensibilita a scapito della specificita. Viceversa, in altre situazioni
(es. malattie non contagiose, trattabili soltanto con una terapia molto costosa) il prezzo
di un falso positivo sara verosimilmente superiore rispetto a quello di un falso negativo,
e quindi il cut off verra determinato in modo da privilegiare la specificita.

Un metodo empirico comunemente utilizzato per la scelta del cut off consiste
nel fissare a priori il valore desiderato di specificita (generalmente >0.9) e quindi nel
calcolare la corrispondente sensibilita del test nella suddetta condizione. Questo ap-
proccio genera tuttavia due effetti collaterali negativi. Il primo & rappresentato dal-
I’evenienza che il test in questione possa produrre risultati complessivamente miglio-
11 attraverso 1’adozione di un cut off diverso da quello scelto. Il secondo ¢ legato
all’impossibilita di effettuare un raffronto affidabile fra la performance di due o piu
test valutati in base ad un singolo valore di cut off. Pertanto, si configura un evidente
e non trascurabile inconveniente pratico quando si tratta di scegliere fra uno o piu test
e, in subordine, vengono ostacolati gli studi di meta-analisi nei quali, come ¢ noto,
vengono effettuate comparazioni qualitative fra risultati ottenuti in studi diversi sullo
stesso argomento.

Alle difficolta ora accennate, & da sovrapporre un ulteriore elemento che
ostacola sia la scelta del cut off ottimale per un singolo test che il raffronto fra le
performances di test diversi. Tale elemento ¢ costituito dal fatto che i valori predittivi
dipendono, oltre che dalla Se e Sp del test, anche dalla prevalenza della malattia nella
popolazione studiata. Infatti ¢ intuitivo che, all’aumentare della frazione dei malati
nel campione sottoposto al test, la proporzione dei malati positivi aumenti nell’insie-
me dei positivi al test. Al contrario, per una patologia poco rappresentata tendera ad
aumentare la frazione dei falsi positivi sul totale dei positivi al test . Tali relazioni
possono essere ricavate analiticamente applicando alcune regole di base di calcolo
delle probabilita (Appendice 1).

Nel complesso, le suddette osservazioni comportano tre importanti implica-
zioni:

1. ¢ possibile scegliere un valore di cut off tale che risponda ad un predeterminato
valore di Se o di Sp, ma non ¢ detto che tale valore sia ottimale per gli scopi
contingenti;
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2. laSeelaSp associate ad un singolo valore di cut off non rappresentano descrittori
esaurienti della performance del test potenzialmente ottenibile adottando altri
valori di cut off;

3. 1valori predittivi, in quanto dipendenti dalla prevalenza della malattia nella po-
polazione studiata, non sono caratteristiche intrinseche del test e quindi non pos-
sono essere utilizzati come descrittori esaurienti della performance dei test.

Le curve ROC: il principio di base

La gamma di problematiche ora accennate, fatta eccezione per quelle legate
alla interrelazione fra valori predittivi e prevalenza, puo essere affrontata attraverso
I’analisi ROC (Receiver Operating Characteristic o Relative Operating Characteristic).
Si tratta di una metodologia sviluppata per la prima volta durante la II Guerra mondia-
le per I’analisi delle immagini radar e lo studio del rapporto segnale/disturbo. Essa
venne ben presto applicata in altri campi della tecnica e, a partire dagli anni *70, anche
in campo medico (Lusted, 1971) inizialmente allo scopo di quantificare I’attendibilita
dei responsi di immagini radiografiche interpretate da operatori diversi (Goodenough
e coll., 1974; Hanley e McNeil, 1982). In tempi piu recenti, 1’utilizzo delle curve
ROC si ¢ fatto relativamente comune per la valutazione non solo delle immagini, ma
anche dei piu svariati test sia nel settore medico (con particolare riguardo alla valuta-
zione dei test clinici di laboratorio) (Erdrich 1981, Henderson, 1993) che, in minor
misura, in quello veterinario (Greiner, Pfeiffer e Smith, 2000).

L’analisi ROC viene effettuata attraverso lo studio della funzione che — in un
test quantitativo — lega la probabilita di ottenere un risultato vero-positivo nella classe
dei malati-veri (ossia la sensibilita) alla probabilita di ottenere un risultato falso-posi-
tivo nella classe dei non-malati (ossia 1-specificita). In altre parole, vengono studiati
irapporti fra allarmi veri (hit rate) e falsi allarmi.

La relazione tra i suddetti parametri pud venire raffigurata attraverso una
linea che si ottiene riportando, in un sistema di assi cartesiani e per ogni possibile
valore di cut off, la proporzione di veri positivi in ordinata e la proporzione di falsi
positivi in ascissa. Se il risultato del test ¢ riportato su scala continua, si possono
calcolare i valori di sensibilita e 1-specificita per ogni valore registrato (oppure, in
modo del tutto equivalente, utilizzando la media tra ogni valore e quello precedente).
Un altro approccio, applicabile anche a dati ordinali, consiste nel suddividere I’intera
gamma di valori restituiti dal test nelle due classi (malati e non-malati) in una serie di
k intervalli, per & variabile in rapporto al numero di dati disponibili (ampiezza del set
di dati) e della risoluzione della curva che si desidera ottenere. Ad esempio, nel caso
di un ipotetico test ELISA che abbia fornito valori di densita ottica (D.O.) compresi
fra 0 e 2.0, I'intervallo potrebbe essere suddiviso per k=20, e cio¢ in 20 intervalli
uniformi di ampiezza 0.1. In alternativa, se si utilizzano set di dati a limitata numerosita,
¢ possibile utilizzare intervalli non uniformi individuati attraverso i valori di D.O.
ottenuti sperimentalmente nel test. Quest’ultimo approccio consente di ottenere una
curva con risoluzione ottimale compatibilmente con lo scarso numero di dati disponi-
bili.

L’unione dei punti ottenuti riportando nel piano cartesiano ciascuna coppia
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(Se) e (1-Sp) genera una curva spezzata con andamento a scaletta (ROC plof). Per
interpolazione, ¢ possibile eliminare la scalettatura (smoothing) ed ottenere una curva
(ROC curve) che rappresenta una stima basata sui parametri del data set sperimentale
(Figura 3).

Sensibilita

1-Specificita

Fig. 3. Curva ROC prima e dopo interpolazione (“smoothing”)
Valutazione della capacita discriminante di un test e scelta di cuf off ottimali

La capacita discriminante di un test, ossia la sua attitudine a separare pro-
priamente la popolazione in studio in “malati” e “sani” ¢ proporzionale all’estensione
dell’area sottesa alla curva ROC (Area Under Curve, AUC) ed equivale alla probabi-
lita che il risultato di un test su un individuo estratto a caso dal gruppo dei malati sia
superiore a quello di uno estratto a caso dal gruppo dei non-malati (Bamber, 1975;
Zweig e Campbell, 1993). Per chi ¢ familiare con metodi di statistica non parametrica,
risulta evidente la stretta relazione che lega la AUC alla statistica U di Wilcoxon e
Mann-Whitney (Appendice 2). Nel caso di un test perfetto, ossia che non restituisce
alcun falso positivo né falso negativo (capacita discriminante = 100%), la AUC passa
attraverso le coordinate {0;1} ed il suo valore corrisponde all’area dell’intero quadra-
to delimitato dai punti di coordinate (0,0), (0,1), (1,0) (1,1), che assume valore 1 cor-
rispondendo ad una probabilita del 100% di una corretta classificazione. Si noti che,
in tale caso limite che corrisponde ad una distribuzione separata della variabile nei
due gruppi a confronto (Figura 1), i valori predittivi non dipendono piu dalla preva-
lenza. Al contrario, la ROC per un test assolutamente privo di valore informativo ¢
rappresentata dalla diagonale (“chance line”) che passa per I’origine, con AUC=0.5.

In una curva ROC esistono in genere due segmenti di scarsa o nulla impor-
tanza ai fini della valutazione dell’attitudine discriminante del test in esame. Essi
sono rappresentati dalle frazioni di curva sovrapposte rispettivamente all’asse delle
ascisse ed all’asse delle ordinate. Infatti, i corrispondenti valori possono essere scarta-
ti in quanto esistono altri valori di cut-off che forniscono una migliore Sp senza perdi-
ta di Se o, viceversa, una migliore Se senza perdita di Sp.
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Infine ¢ da ricordare che la valutazione di un test attraverso I’AUC viene
compiuta attribuendo ugual importanza alla Se e alla Sp, mentre in molti casi ¢ neces-
sario, nella pratica, differenziare il peso da assegnare ai suddetti parametri.

Nella maggioranza degli studi, I’individuazione del cut off ottimale viene
effettuata assumendo una distribuzione normale per la variabile in studio e si raggiun-
ge adottando un valore pari a: [media aritmetica + 2 deviazioni standard] dei risultati
generati dal gruppo di animali sani di referenza. Questo approccio rigido corrisponde
ad ottenere un test con specificita pari a 97.5% (Barajas-Rojas e coll., 1993) e presen-
ta lo svantaggio di trascurare completamente il valore della sensibilita. Un’altra pos-
buzione dei non-malati (ad esempio, il 90° percentile), ¢ di considerare come poten-
zialmente malati 1 soggetti con valori superiori. Tale metodo, cui si ¢ accennato in
Introduzione, corrisponde a fissare a priori la specificita del test (si noti, infatti, che il
90° percentile nella distribuzione dei non-malati corrisponde a settare la specificita al
90%). Un approccio pit adeguato puo essere adottato tenendo in considerazione la
relazione che lega sensibilita e specificita, ovvero studiando la curva ROC. L'utilizzo
della curva ROC rappresenta infatti un criterio pit “flessibile”, in quanto offre la
possibilita di visualizzare, dato un valore a scelta di Sp, la corrispondente Se e vice-
versa (Schifer, 1989).

Come regola generale, si puo affermare che il punto sulla curva ROC piu
vicino all’angolo superiore sinistro rappresenta il miglior compromesso fra sensibilita
e specificita. Tuttavia, in condizioni ottimali, la procedura di selezione del cut off
consiste in un percorso decisionale molto pitt complesso che deve tener conto, come
gia ricordato in precedenza, sia della situazione epidemiologica nella popolazione da
studiare (con particolare riferimento alla prevalenza della malattia) che dell’esame
comparativo delle conseguenze pratiche derivanti dall’ottenimento di risultati falsi
positivi e falsi negativi in quella particolare situazione contingente.

Valutazione della performance di un singolo test mediante una curva ROC

L’area sottesa ad una curva ROC rappresenta un parametro fondamentale per
la valutazione della performance di un test, in quanto costituisce una misura di accu-
ratezza non dipendente dalla prevalenza (“pure accuracy”). Poiché AUC rappresenta
una stima da popolazione campionaria finita, risulta quasi sempre necessario testare
la significativita della capacita discriminante del test, ovvero se I’area sotto la curva
eccede significativamente il suo valore atteso di 0.5. Tale procedura corrisponde a
verificare se la proporzione dei veri positivi & superiore a quella dei falsi positivi.
Dalle proprieta della statistica U, AUC puo essere considerata una variabile normale,
per cui si puo costruire un test z nella seguente maniera:

AUC-0.5
g7

[ 2
N O~ AUC

ove o° rappresenta la varianza di AUC.
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Se, ad esempio, il valore di z eccede il valore critico di 1.96, si puo affermare
che il test diagnostico presenta una performance significativamente superiore a quella
di un test non discriminante, con p <0.05. Se il test z risulta invece significativamente
inferiore (curva ROC al di sotto della chance line), occorre invertire il criterio di
classificazione, in quanto il marcatore evidenziato dal test presenta valori mediamen-
te piu elevati nella popolazione dei non-malati (evenienza di difficile riscontro).

In Appendice 3 ¢ riportata la stima della varianza di AUC per dati ordinali,
che viene comunemente utilizzata (con buona approssimazione) anche per dati misu-
rati su scala continua. Nella stessa Appendice viene anche illustrato come I’area sottesa
ad una curva ROC per dati ordinali, ottenuti per aggregazione di una variabile conti-
nua, rappresenti una sottostima della performance del test.

Stima dell’area sottesa ad una curva ROC

11 calcolo dell’AUC per una curva empirica (cio¢ ottenuta da un campione
finito) puo venire effettuato semplicemente connettendo i diversi punti del ROC plot
all’asse delle ascisse con segmenti verticali e sommando le aree dei risultanti poligo-
ni generati nella zona sottostante. Come sopra accennato, questa tecnica, detta “rego-
la trapezoidale”, puo fornire risultati sistematicamente distorti per difetto. I metodi di
stima dell’area “vera” e di interpolazione delle curve ROC per dati ordinali vanno
oltre i limiti della presente trattazione. Tuttavia, in pratica, il calcolo della AUC puo
essere eseguito al calcolatore per mezzo di pacchetti statistici completi (NCSS, R,
SAS, SPSS, SimStat, Stata, SYSTAT ecc.) oppure di software specifico per la valuta-
zione dei test diagnostici e delle curve ROC. Alcuni di questi ultimi sono riportati
nella Tabella 3.

Per quanto riguarda I’interpretazione del valore di AUC, si pu0 tenere presen-
te la classificazione della capacita discriminante di un test proposta da Swets (1998).
Essa ¢ basata su criteri largamente soggettivi ed avviene secondo lo schema seguente.

e AUC=0.5 test non informativo
«  0.5<AUC=0.7 test poco accurato
«  0.7<AUC=0.9 test moderatamente accurato
«  0.9<AUC<1.0 test altamente accurato
e AUC=1.0 test perfetto
Tabella 3. Selezione di software per Windows® utilizzabile per 1’analisi delle curve ROC.
Denominazione Descrizione Sito WEB
MedCalc Programma statistico completo indirizzato www.medcalc.be
ai ricercatori nel campo bio-medico
AccuROC Analisi delle curve ROC e calcolo di altre misure -www.accumetric.com
di performance dei test
TG-ROC Template per Microsoft Excel© per la scelta dei valori di http://city.vetmed.fu-berlin.de,
cut-off e la valutazione di test quantitativi ~mgreiner/TG-ROC/tgroc.htm
ROCKIT, LABMRMC, Analisi delle curve ROC, con test di significativita statistica  http://www-radiology.uchicago.
LABROC4, PLOTROC, edu/cgi-bin/roc_software.cgi
ROCPWR
JROCFIT Programma Java (utilizzabile on-line) per il calcolo delle http://www.rad.jhmi.edu/jeng/
curve ROC javarad/roc/JROCFITi.html
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CMDT Procedure di ottimizzazione per valori di cut off basati http://city.vetmed.fu-berlin.de/
su studi di validazione ~mgreiner/CMDT/cmdt.htm
PEPI Pacchetto di 43 programmi utili per indagini epidemiologiche http://www.sagebrushpress.com/
pepibook.html

La comparazione di due test mediante analisi ROC

Sotto I’ipotesi bi-normale sopra descritta, due test possono essere quindi con-
frontati tra di loro comparando le accuracy stimate mediante 1’area sottesa alle corri-
spondenti curve ROC (Figura 4). Un test z (cio¢ basato sulla distribuzione normale
standardizzata) puo essere eseguito rapportando la differenza delle due aree all’errore
standard di tale differenza. Nel caso di indipendenza dei due test, tale parametro viene
facilmente stimato dalla radice quadrata della somma della varianza di ogni area.

Sensibilita

A

Test B

1-Specificita

Figura 4. Confronto tra due test diagnostici mediante analisi ROC. Sotto I’ipotesi bi-normale (curve
ROC proprie), tale confronto corrisponde a testare la differenza tra le rispettive aree. Risulta evidente la
superiorita del test A la cui curva ROC teorica si trova interamente al di sopra di quella corrispondente al
test B.

Test z per il confronto tra due curve ROC indipendenti:

. _AUC, - AUG,

2 2
A O] +0,

Nel caso i due test non siano indipendenti (situazione che pud verificarsi
quando essi vengono applicati agli stessi soggetti), I’errore standard della differenza
delle due aree viene a dipendere dalla correlazione r esistente tra esse:

AUC, - AUC,

=
2 2
\/ 0, +0, -2ro,0,
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La stima di r, sia nel caso di variabili continue che categoriche ordinali, ¢
stata illustrata in dettaglio da Hanley e McNeil (1982). In pratica, il primo passaggio
consiste nel calcolare il coefficiente di correlazione dei valori dei due test separatamente
nel gruppo dei malati e in quello dei non-malati; nel caso di dati ordinali occorre
utilizzare il coefficiente tau di Kendall. La correlazione media tra i due test puo essere
quindi stimata dalla media dei due coefficienti cosi ottenuti. Infine, da questo valore si
puo ricavare la correlazione tra le due AUC (che ¢ anche funzione della media delle
due aree), utilizzando la tavola di Hanley e McNeil, riportata in Appendice 4.

Violazioni dell’ipotesi bi-normale: curve ROC non proprie

Lo scostamento dall’ipotesi bi-normale produce curve ROC non proprie,
ovvero si assiste ad una perdita della concavita oppure della simmetria rispetto alla
diagonale discendente. Un caso piuttosto frequente consiste nell’incrocio della curva
con la chance line; cio pud indicare I’esistenza di una distribuzione bimodale all’in-
terno di uno dei due gruppi a confronto, come illustrato nella Figura 5.

non-malati _malati e

3
RN

Sensibilita
‘\

|
1
|
1
|
1
|
!

v

Frequenza

Y

Marcatore 1-Specificita

Figura 5. Distribuzione bimodale di uno dei gruppi a confronto e corrispondente Curva ROC non propria.

In tal caso risulta che la popolazione dei non malati & costituita da (almeno)
due diverse sottopopolazioni di cui una presenta un valore di marcatore mediamente
piu elevato rispetto al gruppo dei malati, e I’altra mediamente piu basso. In linea
teorica si potrebbe quindi generare una regola di classificazione basata su due valori
diversi di cut off. Tuttavia, visto che la prevalenza delle diverse sottopopolazioni nel
gruppo dei non-malati non ¢ nota, in genere un simile risultato induce al rigetto del
test.

Un esempio applicativo su dati simulati
Si supponga che un nuovo marcatore tumorale A sia stato scoperto in uno stu-

dio in vitro e si voglia valutare la sua efficacia nel separare individui ammalati (ad
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esempio di uno specifico tumore) da soggetti sani. Viene reclutata una coorte conse-
cutiva di 58 pazienti afferenti ad un centro, di cui 30 sono risultati affetti da tale
patologia e 28 no.

I valori di tale marcatore, misurati nel plasma dei soggetti appartenenti ai
due gruppi, sono riportati nella tabella in Appendice V, insieme ai valori di un se-
condo marcatore B, che verranno utilizzati nella prosecuzione di questo esempio.

Per valutare la performance del nuovo marcatore viene costruita una curva
ROC (Figura 6).

Sensibilita

1 - Specificita

Figura 6. Curva ROC corrispondente al marcatore A.

L’area sotto la curva risulta pari a 0.720, per cui il marcatore risulterebbe
moderatamente accurato, secondo la classificazione sopra riportata. Per valutare se
tale valore ¢ significativamente superiore a quello atteso sotto I'ipotesi di classifica-
zione casuale (AUC=0.5), occorre quindi calcolare il suo errore standard (radice qua-
drata della varianza). Applicando il metodo di Hanley e McNeil (Appendice 3):

. 2-0.720?
0.720__) 563 0,(A) = == 2 0.603

0(4)= 1+0.720

©2-0.720

=0.067

/ 0.720-(1-0.720) + (30 - 1)-(0.563 - 0.720) + (28 - 1)- (0.603 - 0.720°)
ES(AUC) =y 30-28

Si puo quindi procedere alla costruzione di un test z:
L AUC-0.5 0.720-0.5
ES(AUC) 0.067

Il valore ottenuto eccede il valore soglia convenzionale di 1.96, per cui si
puo affermare che i valori del marcatore differiscono significativamente nei due grup-
pi (con p < 0.05).

=3.284

Si supponga ora di voler valutare la possibilita di utilizzare il nuovo marcatore A in
sostituzione di un secondo marcatore B, ben validato, ma molto piu costoso. Si ap-
plica quindi un confronto tra le due curve ROC, utilizzando ancora i valori riportati
nella tabella in Appendice V.

Nella Figura 7 sono riportate le due curve corrispondenti.
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Sensibilita

1 - Specificita

Figura 7. Confronto tra le curve ROC corrispondenti ai due marcatori.

Il marcatore B presenta quindi una migliore capacita discriminante, poiché la
curva ROC corrispondente si trova interamente al di sopra di quella generata dal
marcatore A; di conseguenza, ’area sottesa risulta superiore (AUC=0.949). Comun-
que un confronto formale tra le due AUC puo essere effettuato mediante il metodo di
Hanley e McNeil.

Si procede al calcolo dell’errore standard dell’AUC del marcatore B, in
modo analogo a quanto effettuato per il marcatore A,

0.949 2-0.949

B) = =0.903 -
2B 2-0.949 .(B) 1+0.949

=0.924

10.949-(1-0.949) + (30 - 1)-(0.903 - 0.949° ) + (28 - 1)- (0.924 - 0.949%)
\ 30-28

ES(AUC,) = =0.030

Il secondo parametro necessario per il confronto tra le due AUC ¢ la correla-
zione tra le due aree. Il coefficiente di correlazione di Pearson tra i valori dei due
marcatori nella popolazione dei non malati ¢ pari a 0.578, mentre nella popolazione
dei malati risulta pari a 0.595, da cui il coefficiente di correlazione medio risulta pari
a 0.587. La media delle due AUC ¢ 0.835, per cui, dalla tabella di Hanley e McNeil
(Appendice 4) si ricava (approssimativamente) il valore di correlazione r tra le due
aree: r = 0.52.

A questo punto & possibile eseguire un test z per il confronto delle due aree:

AUC, - AUC, 0.949 - 0.720
V02 +0% =2r0,0,  0.030° +0.067> —2-0.52-0.030-0.067

=3.987

Il valore di z eccede ampiamente il valore critico di 1.96, per cui si pud
affermare che la performance del marcatore B rimane comunque superiore a quella
del nuovo marcatore A (con p <0.05).
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Conclusioni

Le proprieta delle curve ROC consentono di valutare la performance di un
test diagnostico basato su valori soglia in modo semplice, efficace e costruito su una
ormai consolidata teoria statistica e di eseguire di conseguenza confronti tra test di-
versi. L’analisi ROC rappresenta una famiglia di metodologie statistiche estremamen-
te versatili, cui si € potuto solo brevemente accennare nella presente trattazione, e che
ha dimostrato la sua utilita in diversi campi della scienza, compresa la medicina. Tut-
tavia la sua applicazione in Epidemiologia e in particolare nella pratica veterinaria
risulta ancora piuttosto sporadica. Si auspica che nei prossimi anni, grazie alla sempre
pit ampia disponibilita di programmi statistici e di routine dedicate, ed alla maggiore
diffusione di una cultura statistica negli operatori del settore, 1’analisi ROC diventi
pratica corrente nella valutazione dei test in Medicina veterinaria.

APPENDICE 1

Valori predittivi di un test e prevalenza della malattia
La relazione tra valori predittivi di un test, sensibilita, specificita e prevalen-
za della malattia pud essere ricavata analiticamente mediante il teorema di Bayes.
Dati due eventi A e B, definendo con P(AIB) e P(BIA) rispettivamente, la
probabilita che si verifichi I’evento A dato che si ¢ verificato I’evento B e viceversa, la
formula o teorema di Bayes pone in relazione le due probabilita nel seguente modo:

_ P(BIA)P(4)

P(AB) P(8)

Ricordando la definizione di valore predittivo (VP), di sensibilita (Se) e di
specificita (Sp), si puo scrivere, formalmente:

VP = P(M*

M) Sp=P(r°|M")

1), ver=p(Mfr7) . Se=P(T"
dove il simbolo = significa “uguale per definizione”.

Si indichi inoltre con OP 1’0Odd di Prevalenza, definito formalmente come
rapporto tra la probabilita di osservare un soggetto malato rispetto a quella di osserva-
re un soggetto non malato:

P(M*)

Pi M~ )

Tale indice viene spesso impiegato per comodita, in quanto aumenta con la
prevalenza e puo essere stimato molto semplicemente come rapporto tra il numero
dei malati e quello dei non malati nel campione.

Applicando la formula di Bayes alle definizioni sopra riportate si ricava
immediatamente la relazione tra VP, prevalenza, sensibilita e specificita:

oP
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M*)+P(M*)

r)- P(1*

VP = P(M

Si consideri inoltre che la probabilita di un test positivo P(T*) ¢ uguale alla
somma delle probabilita di un test positivo nei malati e della probabilita di un test
positivo nei non malati:

P(T+ M )P(M*)
MY)P(M")+ P(T+

i)

M’)P(M’)

da cui si ottiene la seguente relazione:

VP* = P(M* T*) S

Analogamente si dimostra che:

. ) _ Sp
VP =P(M ‘T )_Sp+(1—Se)~0P

Altri parametri spesso impiegati per valutare la performance di un test dia-
gnostico sono i rapporti di verosimiglianza (LR, dall’inglese “likelihood ratio™),
cosli definiti:

P(r*
P(r

M) s CP(TM) i se

He = M) 1-Sp = P(rm)  sp

Il rapporto di verosimiglianza di un risultato positivo (LR*) esprime la pro-
babilita di un risultato positivo in un soggetto malato rispetto alla medesima proba-
bilita in un soggetto sano. Analogamente, il rapporto di verosimiglianza di un risul-
tato negativo (LR") esprime la probabilita di un risultato negativo in un soggetto
malato rispetto alla medesima probabilita in un soggetto sano.

In termini di rapporti di verosimiglianza, le relazioni sopra illustrate diven-
tano:

yp- . LR"-OP vp- |
LR*-OP +1 1+0P-LR

Mlustrando tali relazioni in modo grafico (Figura A1) si puo notare che il VP* tende
ad aumentare in modo non lineare con la prevalenza e con maggiore rapidita per va-
lori elevati di LR*, mentre il VP tende a diminuire con la prevalenza, tanto piu rapi-

damente quanto piu elevato ¢ LR".
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Figura Al. Relazione tra Valori Predittivi e Prevalenza

APPENDICE 2

Statistica U e Area Sottesa ad una curva ROC

La statistica U, ideata dal chimico Wilcoxon e perfezionata dal matematico
Mann-Whitney, rappresenta una delle piti note tecniche di statistica non parametrica.
Viene utilizzata per il confronto della distribuzione di una variabile continua tra due
gruppi e per testare I’ipotesi nulla che i due gruppi presentino la stessa mediana. Tale
ipotesi ¢ del tutto equivalente a testare che un soggetto estratto a caso da un gruppo X
abbia la stessa probabilita di presentare un valore della variabile superiore ad un valo-
re predefinito di quello di un soggetto estratto a caso dall’altro gruppo Y. Nella sua
formulazione originaria, il test si basa sul numero U delle coppie di valori (X,Y), tali
che X >Y.

La stima campionaria di U ¢&:

U:m%+n&g+m—&

dove n, e n, sono le numerosita campionarie dei due gruppi, mentre R ¢ la

somma dei ranghi nel gruppo a numerosita n,. Il valore atteso di U ¢&:
w, = mn,
v =
2

Bamber (1975) ha dimostrato I’equivalenza tra 1’area AUC sottesa ad una
curva ROC, costruita per dati su scala continua, e la statistica U. La relazione che
lega i due parametri ¢ la seguente:

AUC = L
mn,
da cui:
1
Uyye = 5
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APPENDICE 3

Parametri di una curva ROC costruita su dati ordinali

L’area sottesa ad una curva ROC (AUC) costruita su dati ordinali (ad esem-
pio, derivati da aggregazioni in classi di una variabile continua) costituisce una
sottostima sistematica dell’area sottesa alla curva ROC teorica (ottenibile per popo-
lazione campionaria infinita). Tale asserzione ¢ illustrata nella Figura A2.

CurvaROC
teorica

Curva ROC per valori
su scala continua

Sensibilita

Curva ROC per valori
su scala ordinale

1- Specificita

Figura A2. Area sottesa ad una curva ROC teorica, empirica per dati continui e empirica per dati ordinali.

Secondo Hanley e McNeil (1983), la varianza di una curva ROC puo esse-
re stimata dalla seguente formula, spesso applicata sia a dati ordinali che su scala

continua:

,  AUC-(1- AUC)+(n, -1)-(Q, - AUC*) +(n, -1)-(0Q, - AUC?)

Oavc = i
n - n,

ove n, e n, rappresentano la numerosita dei due gruppi a confronto, e Q, e

AUC 2AUC?
0 =—"—

@ =5 _auc T 1+ AUC

64



Ann. Fac. Medic. Vet. di Parma (Vol. XXIII, 2003) - pag. 49 - pag. 68

che rappresentano, rispettivamente, una stima della probabilita che due
campioni estratti a caso dal gruppo dei malati presentino entrambi i valori superiori
ad un campione estratto a caso dal gruppo dei non-malati e viceversa.

APPENDICE 4

Tabella per il calcolo della correlazione tra due AUC
(da Hanley & McNeil, 1982).

Correla-

zione media Media delle 2 AUC
traidue

gruppi 0.700 0.725 0.750 0.775 0.800 0.825 0.850 0.875 0.900 0.925 0.950 0.975
0.02 0.02 0.02 002 0.02 002 002 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.04 0.04 0.04 003 0.03 003 003 003 0.03 003 0.02 0.02 0.02
0.06 0.05 0.05 005 0.05 005 005 005 0.04 004 0.04 0.03 0.02
0.08 0.07 0.07 007 0.07 007 006 0.06 006 006 0.05 0.04 0.03
0.10 0.09 0.09 0.09 0.09 008 008 0.08 0.07 007 0.06 0.06 0.04
0.12 0.11 011 0.11 0.10 0.10 0.10 0.09 0.09 0.08 0.08 0.07 0.05
0.14 0.13 0.12 0.12 0.12 012 0.1 0.11 0.11 0.10 0.09 0.08 0.06
0.16 0.14 0.14 0.14 0.14 013 0.13 0.13 0.12 0.11 0.11 0.09 0.07
0.18 0.16 0.16 0.16 0.16 0.15 0.15 0.14 0.14 0.13 0.12 0.11 0.09
0.20 0.18 0.18 0.18 0.17 0.17 0.17 0.16 0.15 0.15 0.14 0.12 0.10
0.22 020 020 0.19 0.19 0.19 0.18 0.18 0.17 0.16 0.15 0.14 0.11
0.24 022 022 021 021 021 020 0.19 019 0.18 0.17 0.15 0.12
0.26 024 023 023 023 022 022 021 020 0.19 0.18 0.16 0.13
0.28 026 025 025 025 024 024 023 022 021 020 0.18 0.15
0.30 027 027 027 026 026 025 025 024 023 021 0.19 0.16
0.32 029 029 029 028 028 027 026 026 024 023 021 0.18
0.34 031 031 031 030 030 029 028 027 026 025 023 0.19
0.36 033 033 032 032 031 031 030 029 028 026 024 0.21
0.38 035 035 034 034 033 033 032 031 030 0.28 0.26 022
0.40 037 037 036 036 035 035 034 033 032 030 028 0.24
0.42 039 039 038 038 037 036 036 035 033 032 029 025
0.44 041 040 040 040 039 038 038 037 035 034 031 0.27
0.46 043 042 042 042 041 040 039 038 037 035 033 0.29
0.48 045 044 044 043 043 042 041 040 039 037 035 0.30
0.50 047 046 046 045 045 044 043 042 041 039 037 032
0.52 049 048 048 047 047 046 045 044 043 041 039 034
0.54 0.51 050 050 049 049 048 047 046 045 043 041 036
0.56 053 052 052 051 051 050 049 048 047 045 043 038
0.58 0.55 054 054 053 053 052 051 050 049 047 045 040
0.60 0.57 056 056 0.55 055 054 053 052 051 049 047 042
0.62 0.59 058 058 057 056 056 055 054 053 051 049 045
0.64 0.61 060 060 0.59 059 058 058 057 055 054 051 047
0.66 0.63 062 062 0.62 061 060 0.60 059 057 056 053 049
0.68 0.65 0.64 064 0.64 063 062 062 0.61 0.60 0.58 0.56 0.51
0.70 0.67 0.66 066 0.66 065 065 0.64 063 062 0.60 058 0.54
0.72 0.69 0.69 068 0.68 067 067 0.66 065 064 0.63 0.60 0.56
0.74 0.71 071 070 0.70 0.69 0.69 0.68 0.67 0.66 0.65 0.63 0.59
0.76 0.73 073 072 0.72 072 071 0.71 0.70 0.69 0.67 0.65 0.61
0.78 075 075 075 0.74 074 073 073 072 071 0.70 0.68 0.64
0.80 0.77 077 077 0.76 076 076 0.75 0.74 073 0.72 0.70 0.67
0.82 0.79 079 079 0.79 078 078 0.77 0.77 076 0.75 0.73 0.70
0.84 0.82 081 081 0.81 081 080 0.80 079 078 0.77 0.76 0.73
0.86 0.84 084 083 0.83 083 082 082 081 0.81 0.80 0.78 0.75
0.88 0.86 086 085 0.85 085 085 0.84 084 083 0.82 0.81 0.79
0.90 0.88 088 088 0.88 087 087 0.87 08 086 0.85 0.84 0.82

* Si ottiene come media dei coefficienti di correlazione tra i due marcatori calcolati separatamente
nei malati e nei non malati.
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APPENDICE 5

Valori simulati dei due marcatori tumorali A e B utilizzati nell’esempio (vedi testo).

Malati Non-Malati
ID soggetto Marcatore A Marcatore B ID soggetto  Marcatore A Marcatore B

1 23.7 63.0 31 23.8 48.2
2 254 63.1 32 359 38.5
3 232 59.2 33 30.2 225
4 324 71.4 34 20.6 222
5 244 68.5 35 13.7 33.1
6 48.8 69.9 36 19.5 24.3
7 42.1 59.7 37 36.3 39.0
8 315 67.1 38 20.3 18.1
9 54.2 74.5 39 20.7 324
10 53.7 93.3 40 22.4 31.3
11 40.1 585 41 229 36.3
12 233 40.8 42 15.7 18.4
13 27.6 60.0 43 33.6 53.7
14 39.9 82.6 44 27.3 22.1
15 522 88.2 45 34.8 424
16 26.0 75.7 46 30.0 433
17 16.3 53.6 47 25.0 28.6
18 23.5 80.8 48 41.3 71.0
19 22.6 60.1 49 26.9 45.5
20 42.9 95.3 50 21.3 57.2
21 223 74.0 51 11.6 28.0
22 36.5 63.4 52 39.2 69.2
23 29.0 61.5 53 18.3 17.9
24 50.8 80.6 54 28.7 23.5
25 42.6 80.8 55 10.8 16.0
26 36.0 73.8 56 28.5 33.7
27 36.8 68.2 57 332 15.1
28 35.0 89.7 58 253 31.0
29 19.2 532

30 40.6 67.6
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RIASSUNTO

In epidemiologia e in medicina clinica vengono spesso utilizzati test che forniscono
risultati sotto forma di variabili continue. In questi casi ¢ necessario individuare un
valore-soglia (cut off) allo scopo di decidere se, a fronte di un determinato valore,
I’individuo deve essere classificato come malato o non-malato. Pur essendo il valore
di cut off critico ai fini decisionali, non esiste un cut off ottimale. Infatti, ogni variazione
del valore adottato coincide con una variazione della sensibilita e della specificita del
test. Purtroppo le suddette variazioni si verificano contemporaneamente in direzioni
opposte, nel senso che ad un incremento della sensibilita corrisponde un decremento
della specificita e viceversa.

Le curve ROC (Receiver Operating Characteristic) permettono di analizzare la
correlazione tra sensibilita e specificita di un test per una gamma di differenti valori di
cut off e vengono generate graficamente riportando in ordinata la proporzione di veri-
positivi (sensibilita) ed in ascissa la proporzione di falsi-positivi (1-specificitd).
Attraverso 1’esame della curva ed il calcolo dell’area ad essa sottesa (AUC, Area Un-
der Curve), si puo misurare in modo semplice ed efficace la capacita discriminante
del test ed individuare il miglior cut off. Inoltre, I’analisi ROC ¢ di grande utilita
quando sia necessario mettere a raffronto la validita di due o piu test.

Al momento attuale ’applicazione dell’analisi ROC in Epidemiologia, e in particolare
nel settore veterinario, risulta ancora piuttosto limitata. Si auspica che nei prossimi
anni, con la sempre pill ampia disponibilita di programmi statistici e di routine dedi-
cate e lamaggiore diffusione di una cultura statistica negli operatori del settore, I’analisi
ROC diventi pratica corrente nella valutazione dei test in Medicina veterinaria.

SUMMARY
In epidemiology and clinical medicine we often have to carry out tests in
order to determine the presence/absence of a specific disease. Many tests provide
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results on a continuous scale, and a cut-off point should be selected to decide whether
the disease is present or not. Although the cut-off value is critical for diagnosis, the
determination of an optimal threshold is a complex process, as test sensitivity and
specificity are function of the threshold value. Therefore, changing the cut-off point
will always result in an increase in one of the two validity indices (e.g., sensitivity)
and a decrease in the other one (e.g., specificity). Receiver Operating Characteristic
(ROC) analysis is a useful technique to estimate test sensitivity and specificity based
on a wide range of cut-off points. ROC curves are displayed by plotting the false-
positive rate (1-specificity) against the true positive rate (sensitivity). Optimal cut-off
point and test performance can be reliably estimated by observing the form of the
curve and calculating the area under the curve (AUC). Moreover, ROC analysis can
be used in comparing two or more tests. Unfortunately, nowadays the use of ROC
analysis in Epidemiology and veterinary laboratory practice is quite neglected. In the
future, the wide availability of specific software and the increasing statistical know-
ledge of health workers will definitely make ROC analysis a basic tool to evaluate
diagnostic testing.

PAROLE CHIAVE
Test diagnostici, screening, curve ROC, receiver operating characteristics.

KEY WORDS
Diagnostic tests, screening, ROC curve, receiver operating characteristics.
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Cervello e Mente
ovvero
Casualita e Determinismo

*Enrico Bignetti

Introduzione

a) Il caso e le leggi della probabilita

Per prima cosa, vorrei mostrare 1’immagine del Marchese di Laplace (Fig. 1A) per-
ché, inconsapevolmente, sara lui questa volta ad ispirare e dirigere questa chiacchie-
rata. In particolare, avremo I’occasione di valutare quanto le sue affermazioni fatte a
cavallo tra il “700 e I’*800 siano fondamentali per la scienza moderna e in particolare
di grande attualita per lo studio della difficile relazione tra il cervello e la mente.
Fuor di dubbio ¢ stato un grande scienziato (fisico, astronomo, matematico e filoso-
fo), uno di quegli scienziati che solo nel passato potevano mostrare 1’assoluta
poliedricita, una qualita questa che, in un mondo selettivo e competitivo come quello
di oggi, difficilmente si concilia con la richiesta di assoluta specializzazione.

Fig. 1.a. Il Marchese deLaplace

Il suo valore sta soprattutto nel fatto che, da un lato, era si un fermo sostenitore della
legge del determinismo in natura, ovvero della stretta relazione causa-effetto che

*Dipartimento di Fisica, Viale delle Scienze 7A, Universita degli studi di Parma, 43100 Parma,
eMail: bignetti@fis.unipr.it
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sottende ai processi naturali, al punto che la riteneva una legge esistenziale, ma era
anche consapevole, d’altro canto, che alcuni eventi apparentemente sfuggivano al
controllo di queste legge ferrea; percio era stimolato all’analisi scientifica proprio da
questi scenari impredicibili (stocastici o aleatori). Non era disposto a fare sconti al
determinismo ammettendo la presenza del “caso”, cosicché si mise proprio a verifica-
re di persona quei fenomeni dove sembrava allignare I’aleatorieta, sperando di ribal-
tare alcune evidenze contrarie, a favore ancora una volta del determinismo.

Il suo lavoro fu grandioso; suo malgrado, egli scopri I’esistenza di eventi legati al
“caso” puro, ma scopri anche che una ripetizione di questi eventi su grandi numeri
dava origine a comportamenti mediati prevedibili, non piu sotto il profilo del
determinismo duro ma sotto una nuova veste morbida di “determinismo probabilistico”.
Le leggi della probabilita come compromesso storico-scientifico da allora videro cosi
la luce.

Per capire meglio le affermazioni precedenti, in relazione al titolo del nostro argo-
mentare, potremmo partire facendo alcuni esempi. Per esempio potremmo partire con
il determinismo dicendo che persino un cane sa che siamo in un campo gravitazionale
e che tutta la nostra vita ne ¢ condizionata. Se chiedete, infatti, ad un cane da caccia
perché un fagiano colpito dal padrone cade a terra vi rispondera per la forza di gravita,
se gli chiedete perché capita invece che alcuni fagiani non cadano allo sparo del pa-
drone vi dira con precisione e con aria di commiserazione che il suo padrone ¢ una
schiappa. Eppure ci sono cose come la predizione del sesso nei nascituri o il numero
in un lancio di dadi che non sono affatto prevedibili, sono davvero “casuali”’. Per
quanto riguarda il lancio dei dadi, in particolare, tale evento ¢ anche definito
Markoviano, intendendo per questo che ogni lancio non sa cosa € successo prima né
quello che succedera dopo; ovvero che in ogni lancio non c’¢ alcun briciolo di memo-
ria storica e, per di piu, che non c’¢ alcuna interferenza tra un lancio e I’altro, almeno
di un tipo riconducibile alla relazione causa-effetto.

Un esempio tipico di eventi aleatori ¢ nell’immagine dove le palline che scendono
casualmente dall’imbuto si distribuiscono tuttavia secondo una legge statistica mate-
maticamente risolta da Laplace (Fig.1B).
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Fig. 1.b. Strumento per la osservazione di eventi stocastici e per la determinazione delle leggi di probabilita.
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In conclusione, se abbiamo un dado a sei facce e facciamo pochi lanci puo capitare
che una faccia non venga mai fuori, ma se il numero dei lanci aumenta, la probabilita
che tutte le facce escano lo stesso numero di volte aumenta fino a tendere a p=1.

Un ultimo esempio molto pertinente & quello del moto caotico Browniano di un soluto
in un solvente oppure di un gas (Fig.2). In questo caso, ogni singola molecola di gas si
muove di moto markoviano eppure la distribuzione delle molecole del gas le dispone
“mediamente” equidistanti. Questa risultante statistica fa si che il gas popoli omoge-
neamente sempre tutto I’ambiente a disposizione e che un agente esterno possa “indi-
rizzare” la diffusione del gas in un ambiente voluto sfruttando le proprieta stocastiche
delle singole molecole del gas.

Fig. 2. Moto diffusivo di un gas. Moto diffusivo di un gas. Le singole molecole si muovono in modo
aleatorio ma il comportamento collettivo ¢ apparentemente deterministico. La distribuzione finale vede una
ripartizione media equidistante di tutte le molecole nel volume disponibile. Un agente esterno puo dunque
aprire nuovi spazi prevedendo in anticipo il loro riempimento omogeneo.

Questi discorsi hanno una stretta attinenza con quello che stiamo per dire adesso.
Una prima conclusione al preambolo che ci serve per poter affrontare i discorsi suc-
cessivi € proprio la scoperta delle regole che sottendono al determinismo di tipo
“probabilistico”

1) ogni evento preso in sé & stocastico (aleatorio)

2) pit eventi sommati in serie od in parallelo rappresentano un campione statistico
3) molti eventi diventano quasi certezza

Cosi arriviamo alla 1a vera domanda: “Abituati alle nostre (quasi) certezze ed incer-
tezze, viviamo in una atmosfera comunque di determinismo logico esistenziale; sap-
piamo che il tempo scorre inesorabile, che dopo la notte ci sara il giorno e che, se il
motore dell’auto € a posto e ¢’¢ benzina, la nostra auto andra sicuramente e tutto cio ci
apparira seguendo il nostro pensiero razionale e rigoroso. Ma se ad un certo punto
qualcuno ci venisse a dire che le singole strutture cerebrali (prese una alla volta) che
stanno alla base dei meccanismi della mente sia inconscia che conscia, funzionano in
modo aleatorio come ci sentiremmo psicologicamente?

b) Il cervello ed i suoi elementi fondamentali

Che il cervello sia estremamente intricato e complesso nessuno lo pud negare ed ¢
evidente che ¢ cosi perché ¢ nella stessa natura del sistema nervoso di organizzarsi in
modo esteso e complesso. Basta vedere al microscopio qualche neurone in coltura per
renderci subito conto del modo intricato con cui una manciata di neuroni sviluppa
una fitta rete di interconnessioni per poter comunicare.
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Proviamo ad approfondire la nostra indagine sulle modalita di comunicazione e di
elaborazione dell’informazione focalizzando la nostra attenzione, come esempio, su
una rete minimale costituita da un recettore collegato in serie con un neurone e que-
st’ultimo poi con un altro effettore, tramite una serie di sinapsi.

Per primo, esaminiamo il meccanismo della comunicazione a distanza dell’informa-
zione in tutte queste cellule eccitabili. Alle aree di proiezione specifica, I’invio del-
I’informazione, utilizza sempre come denominatore comune un’onda che si
autopropaga, il “Potenziale d’azione” (PA). Il PA ¢ stereotipato, ovvero ha velocita
costante ed ampiezza costante percio, per portare lontano un segnale graduato in in-
tensita (+o— caldo; +0— luce ecc.) deve viaggiare in un treno di molti PA con frequen-
ze correlabili all’intensita dello stimolo trasportato.

Per quanto riguarda invece la percezione periferica, ogni recettore ¢ specializzato a
recepire e trasdurre il segnale specifico esterno in “Potenziali generatori” (PG) loca-
lizzati e modulati in ampiezza. Un PG ¢, tuttavia, sempre capace di generare la for-
mazione di PA propagati con una relazione del tipo: modulazione d’ampiezza dei PG
che si traduce in modulazione di frequenza dei PA.

Nel terzo esempio, infine, analizziamo la giunzione sinaptica che collega un neurone
all’altro. Per passare I’informazione all’altro nervo, i PA devono essere tradotti in
potenziali sinaptici (PGS). Il sistema sinaptico in altre parole traduce una modulazio-
ne di frequenza dei PA in arrivo dal nervo a-monte, in PGS modulati in ampiezza sul
nervo a valle; questi sono potenziali locali si, che non possono propagarsi ma sono
pero in grado di generare 1’uscita di nuovi PA modulati in frequenza. L’ informazione,
grazie a questi meccanismi non si arresta, dunque, quasi mai.

Cos’e aleatorio e cos’¢ deterministico nel cervello

Analizziamo i singoli elementi della catena della comunicazione or ora citati per capi-
re se tutte queste componenti si comportano in modo rigidamente deterministico, come
uno si aspetterebbe confidando nella capacita raziocinante della sua mente. Comin-
ciando proprio dal PA:

a) Il PA ¢ un’onda (Fig. 3) che si autopropaga lungo la superficie del nervo. In corri-
spondenza della cresta dell’onda ci sono dei canali al Na+ aperti dietro la cresta i
canali al sodio (Na+) sono gia chiusi mentre sono aperti quelli al potassio (K+); que-
sta situazione rende la coda dell’onda refrattaria al suo ritorno indietro. Invece, la
membrana antistante alla cresta € ancora a riposo, con i cancelli al sodio e al potassio
ancora chiusi; quel tratto percio ¢ sensibile ed eccitabile. Ne consegue che se la cresta
dell’onda vuole procedere deve spingere i cancelli al sodio che sono immediatamente
davanti. Tuttavia di ogni singolo cancello ci sono 8 possibili forme molecolari, con
identica probabilita di esistenza ma con una sola di queste che coincide con la sua
reale apertura (Koch 1999) (la figura 4 mostra il modello delle conformazioni assunte
da un singolo cancello al sodio con le modalita di apertura). Immaginiamo che ogni
cancello sia un dado ad otto facce e che una sola di queste corrisponda al cancello
tutto aperto e funzionante; il PA ha dunque solo una probabilita su otto di poter aprire
il singolo canale davanti a lui. Il risultato di questa probabilita troppo bassa non ga-
rantirebbe il suo moto regolare e veloce. Tuttavia, il PA ha davanti a sé sullo stesso
tratto di membrana, molti dadi (cancelletti) cosicché, se li lancia tutti contemporane-
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amente, gli sara certamente pit facile aprirne almeno uno di questi che lo faccia pas-
sare.
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Fig. 3. Il Potenziale d’azione (PA) e i canali al sodio e al potassio coinvolti nella sua genesi e propaga-
zione sulla membrana di un nervo.
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Fig. 4. Le otto conformazioni possibili del cancello al Sodio sensibili alla depolarizzazione di membrana
indotta dal PA. Solo la forma “bianca” corrisponde alla conformazione aperta.

In conclusione, la sommazione spaziale e temporale della stimolazione di piu canali

al sodio sulla membrana del nervo al passaggio di un PA, ¢ essenziale per avere un
comportamento probabilistico-deterministico della comunicazione nervosa. Cio ac-
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cade nonostante il panorama che si presenta alla vista del PA sia costellato di molti
canali che vivono di natura stocastica.

b) Analogo discorso vale per un qualunque recettore di senso. Ad esempio, osservia-
mo quello che accade nella retina di un macaco sveglio, dove ci sono milioni di recettori
della vista del tutto simili a quelli dell’'uomo. Al passaggio ripetuto pill volte di uno
stimolo visivo noto, la risposta del recettore ¢ ogni volta diversa; ciog, il codice che
viene generato in risposta al suo PG potrebbe essere paragonato ad un vero codice a
barre che tuttavia risulta diverso da volta a volta, in modo del tutto aleatorio (Fig. 5).
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Fig. 5. Un recettore della retina di macaco sveglio, viene sottoposto a ripetute stimolazioni con il passaggio
di una barra verticale nel suo campo visivo. Ogni volta il recettore “spara” potenziali con ordine sparso cio¢
con risultati ogni volta diversi (i potenziali sono compressi e appaiono come tante barrette verticali, come
la visualizzazione di un codice a barre). Se tuttavia si va a vedere su molti esperimenti la distribuzione del
parametro ISI (Inter-spike intervall) calcolato sulla media di tutte le risposte, si nota che un certo “codice a
barre” medio ¢ pil probabile tra tanti altri. Il nervo ottico invia questa informazione ai centri corticali.

Tuttavia se analizziamo questo codice evocato in un numero elevato di stimolazioni,
possiamo evidenziarne un comportamento medio conforme ad una regola matematica
di tipo probabilistico (Koch 1999), proprio come aveva visto Laplace con tutte le
palline in quella specie di flipper. Dunque, se la percezione di uno stimolo visivo
arrivasse da un singolo recettore, il nostro cervello non saprebbe come interpretarla;
invece, per nostra fortuna, la risposta viene mediata per sommazione spaziale e tem-
porale su un numero elevato di recettori in parallelo, assumendo nella retina una sorta
di codice a barre medio dal significato probabilistico-deterministico.

74



Ann. Fac. Medic. Vet. di Parma (Vol. XXIII, 2003) - pag. 69 - pag. 78

¢) Infine, I’ultimo esempio ci viene dato dal comportamento della sinapsi. Anche in
questo caso il PGS (inibitorio od eccitatorio) che si genera nel neurone a valle dovreb-
be avere ampiezze rigorosamente proporzionali allo stimolo a monte; invece, se ana-
lizziamo il singolo bottone sinaptico ne scopriamo un comportamento assolutamente
stocastico (con probabilita p vicino a 0.1-0.2) (Fig. 6). Per nostra fortuna, su ogni
nostro neurone arrivano centinaia di bottoni sinaptici cosicché esso pud sempre me-
diare con un’informazione di tipo probabilistico (Koch 1999). Ancora una volta ’in-
tervento di grandi numeri tramuta una legge naturale stocastica del singolo elemento
sub-cellulare in un’informazione di rete globale, di natura probabilistico-deterministica.
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Fig. 6. Una giunzione sinaptica tra due neuroni ¢ costituita da molte strutture sub-cellulari interagenti,
denominate bottoni sinaptici. Se la sinapsi ¢ “eccitatoria”, &€ deputata a produrre un potenziale EPSP (poten-
ziale eccitatorio post-sinaptico) sul neurone a valle allorquando viene stimolata a-monte, affinché il segna-
le possa condursi. Tuttavia la probabilita con cui questo avviene in ogni singolo bottone di una giunzione
sinaptica ¢ molto bassa (A). Se pero assumiamo che i bottoni di una giunzione sono decine e decine e sono
molti i neuroni che di solito convergono su un unico neurone post-sinaptico (anche inibitori), allora si puo
con una certa tranquillita affermare che ci sara sempre un segnale post-sinaptico anche se elaborato in

maniera statistica (B).
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Conclusioni

In sostanza la mente pud emergere dall’insieme di inferenze e di meccanismi
convergenti del tutto casuali, utilizzando lo strumento del calcolo statistico, altrimenti
sarebbe perennemente un guazzabuglio di informazioni contraddittorie ed inaffidabi-
li.

Da questa prima conclusione ne deriva immediatamente la seguente affer-
mazione: alla nostra mente deve sottendere un cervello estremamente complesso, nel
quale differenze di struttura sub-microscopica nelle reti neuronali tra due individui
possono coincidere con le differenze comportamentali visibili (ad es. una connessio-
ne nervosa diversa immediatamente si riflette su una popolazione numerosa diversa
di bottoni sinaptici e quindi un “modo di pensare” diverso).

Un’ulteriore affermazione che possiamo fare riguarda i meccanismi dell’evo-
luzione che ha segnato lo sviluppo del nostro cervello; ¢ evidente, infatti come la
selezione naturale abbia favorito il successo della complessita proprio con I’ottenimento
di un sistema probabilistico-deterministico piu efficiente. La spinta all’evoluzione
deve provenire come sempre dal premio di una lunga sopravvivenza e di un perfetto
adattamento all’ambiente, che le strutture piu intelligenti acquistano a-posteriori.

A proposito di questo discorso vale la pena citare la teoria dell’ Autopoiesi
dei sistemi biologici introdotta alcuni anni fa da Maturana e Varela (1980). Essi soste-
nevano che un sistema biologico integrato avesse in sé una spinta naturale alla auto-
conservazione che attua mediante scelte obbligate o, se si preferisce, “naturali e spon-
tanee”. Questo soggetto & cosi complesso che, in realta, non ¢ distaccato dal mondo
circostante ma si sviluppa in modo “co-dipendente” con il mondo; come a dire che in
realta non c’¢ un oggetto esterno reale senza che vi sia associato un soggetto. Secondo
I’ Autopoiesi, nei sistemi cognitivi molto complessi come 1’'uomo, il cervello include-
rebbe un dominio “linguistico” speciale dove il soggetto inventa ed usa un linguaggio
per comunicare a sé e agli altri. E questo ¢ il punto cruciale della teoria, il soggetto
installerebbe un Ego virtuale in questo dominio (dal quale si svilupperebbe la nostra
“identita personale” o IP come la definisco io, Bignetti 2001), un agente o gestore
centrale del soggetto con il quale si identifica e con il quale si distingue artificiosa-
mente dal resto del mondo per un fine autopoietico. Con questa separazione, anche se
fittizia, I’individuo valuta il mondo esterno come se fosse un’entita “oggettiva”, nel
contempo, egli definisce sé stesso come un soggetto interagente ma dotato di realta
propria e quindi in ultima analisi responsabile delle “scelte” e suscettibile di premio e
di punizione. Questi sono i presupposti per la nascita di un comportamento nel quale
trovino posto il senso dell’10, il concetto di azione intenzionale per un fine autopoietico,
il giudizio delle proprie azioni ed il circuito a retro-azione della remunerazione (del
premio e della punizione) con tutte le derivazioni sul comportamento condizionato.
Ne deduciamo due cose sorprendenti e apparentemente contraddittorie: 1) I'IP, anche
se deriva dalla nascita di un’entita virtuale soggettiva fittizia, svolge un ruolo di un’im-
portanza fondamentale per i meccanismi dell’apprendimento e della memorizzazione
nella crescita individuale; 2) Proprio per la natura virtuale e probabilistica dell’IP, il
concetto di azione volontaria e di libero arbitrio sarebbero frutto di pura illusione.
In effetti, dal punto di vista scientifico, i dati dimostrano che non puo esserci un
“pensatore” prima del “pensiero”; la mente, percio, emergerebbe solo a-posteriori
come evento di natura probabilistica, cio¢ solo se mettiamo insieme tanti mattoncini
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aleatori e ciascuno con vita propria e senza memoria storica del perché siano i e del
dove siano diretti. Anche la memoria altro non sarebbe che una rete neuronale dove le
informazioni sono codificate nell’intrico della complessita delle sue maglie; le varia-
zioni dei pesi sinaptici all’interno della rete sarebbero in grado di mutare drasticamente
il contenuto mnestico medio ed il suo significato.

Il contenuto di una memoria del genere potrebbe benissimo incarnare la no-
stra IP, I’agente virtuale, cosi come previsto sulla base della teoria autopoietica Que-
sto rafforzerebbe ’idea che I’IP individuale possa essere cresciuta da un potenziale
genetico iniziale, selezionandosi e rafforzandosi poi attraverso un lungo processo
esperienziale di sovrapposizione e di rimodellamento di strutture nervose plastiche;
in questo senso, molte sono le analogie tra le reti neuronali reali e quelle neurali arti-
ficiali.

C’¢, infine, un lavoro recente di Libet (1999) che va citato e che mostra che

I’attivita cerebrale relativa all’atto decisionale di un’azione intenzionale, precedereb-
be la presa di coscienza del soggetto (la sua consapevolezza) anche se di un tempo
brevissimo. Altri lavori stanno uscendo sempre in tal senso, come a rinforzare 1’idea
che il soggetto emerga con 1’arrivo dell’oggetto e non prima. Staremo a vedere...
E’ chiaro che a questo punto sorge spontaneo una domanda esistenziale: “Ma il Libero
Arbitrio in un quadro del genere che fine fa?”” Che il Libero arbitrio sia un’illusione ¢
una vecchia idea che non appartiene certo alla nostra cultura occidentale né a quella
medio-orientale ma ¢ tutta estremo-orientale (Bignetti 1991, 2001, 2003a,b). La pos-
sibilita che esista una coscienza senza Libero arbitrio d’altra parte non ¢ impossibile
da un punto di vista anche scientifico (Bignetti, 2001), si tratta di abituarsi all’idea e
non ¢ poi cosi male.

Parole chiave
Casualita e determinismo, cervello e mente, identita personale, autopoiesi, libero ar-
bitrio

Riassunto

In questo lavoro, siamo degli osservatori esterni che seguono la nascita della mente,
di un pensiero compiuto cosciente, partendo dalle singole strutture nervose del cer-
vello. La scoperta sorprendente ¢ che, se prese singolarmente, le strutture molecolari
e microscopiche (ad es.: il canale al Na+, il bottone sinaptico, il recettore periferico) si
comportano in modo sempre aleatorio, mentre assumono un comportamento medio di
tipo probabilistico se integrate nel lavoro collettivo per formulare un pensiero com-
piuto. Cio suggerisce che la mente non pre-siste al cervello, ma emerge sempre in
concomitanza con un qualunque atto decisionale o al massimo lo segue a-posteriori,
anche se per una manciata di millisecondi. Il Libero Arbitrio sarebbe dunque una pura
illusione dell’Ego? Per la filosofia estremo-orientale (Tao, Advaita Vedanta e
Buddismo) € cosi: non ci sono dubbi da almeno tre mila anni!

Abtsract

Single elements constituing the basic structures of the nervous system (i.e.: a synaptic
button, a Na+ channel or a receptor cell) behave in a stochastic way; however, from
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these it can rise an affordable, conscious mind that takes his own responsabilities and
volountary decisions in a deterministic way. This apparent paradox can be solved
when those elements are taken collectively; in this case, our mind arises as a
probabilistic (quasi-deterministic) machine. Now, the question regards our free-will:
if the subject comes out a-posteriori, is free will an illusion? Actually, Tao, Advaita
vedanta and Buddhism say so since long ago.
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LO STUDIO DELLE RADICI DEI NERVI MEDIANTE VALUTAZIONE
DELLE ONDE F, DEL CORD DORSUM POTENTIAL E DEL RIFLESSO H

Bianchi E.', Callegari D.', Dondi M. !

Introduzione

Gli studi di conduzione nervosa comunemente utilizzati per valutare le componenti
motorie e sensitive dei nervi spinali e cranici solo raramente permettono di investiga-
re le lesioni prossimali'. In particolare, per la loro posizione anatomica, le radici motorie
e sensitive non sono incluse nei segmenti dei nervi spinali valutati mediante gli studi
di conduzione nervosa motoria (SCNM) e sensitiva (SCNS). L’elettromiografia (EMG)
dei muscoli paraspinali puo fornire informazioni sull’integrita delle radici motorie dei
nervi spinali, in quanto le fibre che innervano questi gruppi muscolari si distaccano
dalle radici ventrali prima che queste si fondano alle dorsali per formare il nervo
spinale corrispondente?. Indicazioni ancora pitl precise sulle radici nervose sono quel-
le derivanti dallo studio delle Onde F, che permettono di valutare le radici motorie dei
nervi, del Riflesso H, che consente di esaminare un arco riflesso monosinaptico, e
quindi sia le radici sensitive che quelle motorie, e del Cord Dorsum Potential, con il
quale si valutano solo le radici sensitive dei nervi spinali. Obiettivo del presente lavo-
ro ¢ di descrivere il significato e I’esecuzione di questi test, mettendone in evidenza
I’utilita nella diagnosi delle patologie del sistema nervoso periferico dei piccoli ani-
mali.

Onde F

L’onda F rappresenta un potenziale d’azione muscolare a lunga latenza che si svilup-
pa dopo la stimolazione sovramassimale antidromica di un nervo motorio®. Questo
potenziale d’azione segue di diversi millisecondi il potenziale d’azione muscolare
derivante dall’attivazione ortodromica delle fibre motorie (Onda M). L’impulso che
percorre antidromicamente le fibre motorie, dopo aver raggiunto gli alfa motoneuroni,
ripercorre ortodromicamente le stesse fibre determinando la comparsa di un secondo
potenziale d’azione muscolare (Onda F) (figura 1). L’onda F ¢ quindi un potenziale di
natura esclusivamente motoria, che permette di evidenziare danni di lieve entita a
carico delle fibre motorie, non rilevabili con gli SCNM, di diagnosticare le lesioni a
carico delle radici motorie dei nervi e le alterazioni funzionali dei motoneuroni delle
corna ventrali del midollo spinale®.

! Clinica Medica Veterinaria - Dipartimento di Salute Animale - Universita degli Studi di Parma
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e 1 : .

Figura 1 — Esempio di onde F nel cane dopo stimolazione al tarso del nervo sciatico-tibiale e registrazio-
ne nei muscoli interossei plantari. Sono identificate le onde M ed F. Parametri di registrazione: 5 ms/ div;
400 mV/div.

L’onda F puo essere prodotta dalla stimolazione sopramassimale di un qualsiasi punto
di un nervo misto o motorio, i nervi piu utilizzati per questo esame sono 1’ulnare e lo
sciatico-tibiale*>%7. La stimolazione viene effettuata solitamente al ginocchio e al
tarso per il nervo sciatico-tibiale e al carpo per il nervo ulnare, gli elettrodi di registra-
zione sono inseriti nei muscoli interossei come per gli SCNM. Vi ¢ una certa variabi-
lita nella latenza di quest’onda, ed ¢ quindi necessario registrare almeno 10- 20 onde
F al fine di identificare la latenza minima. Quest ultimo parametro ¢ il pit utile, insie-
me alla latenza dell’onda M, nell’interpretazione clinica di questo test.

Vista la notevole variabilita della lunghezza degli arti dei cani sono stati stabiliti dei
modelli di regressione lineare sulla base dei quali determinare le latenze minime nor-
mali dell’onda F.

Latenza minima dell’onda F del nervo ulnare = 6.03 + 0.22 x lunghezza dell’arto (in
estensione) in cm dall’angolo craniale della scapola alla punta del dito medio®*.

Latenza minima dell’onda F del nervo sciatico-tibiale = 2.799 + 0.029 x distanza in
cm dal punto di stimolazione (tarso) al margine craniale del processo spinoso di L5,
passando per il grande trocantere e il processo spinoso di L6’.

La ridotta variabilita nella lunghezza degli arti dei gatti rende superflua I’elaborazio-
ne di modelli di regressione lineare per 1’identificazione di valori normali della latenza
minima dell’onda F°.

Sulla base delle latenze e della lunghezza dell’arto ¢ possibile anche calcolare la velo-
cita di conduzione dell’onda F (FWCV) applicando la formula:

FWCYV = (2 x distanza in tra punto di stimolazione e segmento midollare corrispon-
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dente) (mm) / (latenza dell’onda F - latenza dell’onda M - 1) (ms) '.

L’identificazione di un aumento della latenza minima dell’onda F o della riduzione
della FWCYV non consente di localizzare la sede della/e lesioni a carico del nervo.
Molto utile da questo punto di vista & il calcolo della F ratio, che permette di misurare
in modo accurato la conduzione nel segmento prossimale rispetto a quello distale del
nervo®. La formula per il calcolo della F ratio &:

F Ratio = latenza dell’ onda F — latenza dell’onda M — 1 (ms) /
latenza dell’ onda M x 2 (ms)

Sono stati pubblicati i valori normali della F' ratio nel cane per lo sciatico-tibiale dopo
stimolazione al tarso (1.954 = 0.086) e dopo stimolazione alla fossa poplitea (0.883 =
0.052)¢.

Se la F ratio ¢ maggiore del valore normale sta ad indicare un prevalente coinvolgimento
della porzione prossimale del nervo, se ¢ minore indica un prevalente coinvolgimento
della parte distale. Quando la F' ratio ¢ normale in presenza di alterazioni delle latenze
dell’onda M ed F e delle velocita di conduzione motorie deve essere sospettata una
neuropatia che coinvolge uniformemente per tutta la sua estensione la componente
motoria del nervo. Una maggiore sensibilita per le lesioni delle radici e della porzione
prossimale dello sciatico-tibiale dovrebbe essere garantita dalla misurazione della
ratio dopo stimolazione prossimale (all’altezza del ginocchio)®.

L’indipendenza dalle misurazioni della lunghezza del nervo, che sono talvolta impre-
cise, rappresenta un ulteriore vantaggio della F ratio nella pratica clinica.

Un altro parametro che puo trovare un impiego clinico ¢ I’ampiezza media dell’onda
F, che varia solitamente nel cane tra i 200 e i 300 mV (circa il 3% dell’ampiezza
dell’onda M corrispondente) 3.

Cord Dorsum Potential

Il Cord Dorsum Potential (CDP) ¢ un potenziale elettrico che viene prodotto dai
segmenti midollari in risposta a degli stimoli che raggiungono quei tratti di midollo
spinale da nervi sensitivi o misti®. Rappresenta quindi un evento puramente afferente
(sensitivo), che puo essere sfruttato per studiare le radici dorsali dei nervi spinali e le
corna dorsali midollari’.

Il CDP consiste in un’ampia deflessione negativa (verso 1’alto) seguita da una
deflessione positiva a lunga latenza (figura 2). Il CDP vero e proprio pud essere
preceduto da una serie trifasica di piccoli picchi, che rappresentano eventi extracellulari
legati alla propagazione dei potenziali d’azione sensitivi nel midollo spinale’.

I nervi spinali che possono essere impiegati nell’esecuzione di questo test sono il
tibiale, il peroneo, il radiale e I’ulnare. I punti di stimolazione sono simili a quelli
impiegati per gli studi di conduzione nervosa, mentre gli elettrodi di registrazione
(attivi) vengono posizionali nel legamento interarcuato C7-T1, o sulla lamina dorsale
di T1 per I’arto anteriore, e nel legamento interarcuato L4-L5 per il posteriore. Gli
elettrodi di riferimento vengono posizionati nel sottocute sul lato opposto della colonna,
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allo stesso livello del corrispondente elettrodo di registrazione®. Trattandosi di potenziali
di ampiezza molto ridotta ¢ necessario fare la media di almeno 500-1000 registrazioni
per ottenere dei tracciati chiari, ripuliti dai disturbi elettrici concomitanti.

Figura 2 — Esempio di Cord Dorsum Potential nel cane dopo stimolazione del nervo tibiale al tarso e re-
gistrazione a livello di spazio L4-L5. Parametri di registrazione: 10 ms/ div; 2.50 mV/div.

Sono state stabilite delle formule per il calcolo dei valori normali di latenza del CDP
nel cane dopo stimolazione del tibiale al tarso, sulla base delle dimensioni del soggetto
e della latenza del potenziale d’azione sensitivo del nervo (SNAP) registrata al
ginocchio’:

A. =-1.194 + 0.014 x lunghezza dell’arto dalla punta del quarto dito al
grande trocantere seguendo il decorso del nervo (mm; R?=0.912).

B. =-2.156 + 0.011 x lunghezza dell’arto e della colonna dal quarto dito
fino all’elettrodo di registrazione seguendo il decorso del nervo (mm; R?
=0.911).

C. =0.941 + 2.197 x latenza del SNAP tibiale distale (ms; R> = 0.903).

Per il nervo radiale, dopo stimolazione al carpo, sono state elaborate le seguenti formule
per il calcolo della latenza normale del CDP °:

A. =-0.9+0.014 x lunghezza dell’arto toracico in estensione dalla punta del
quarto dito all’incisura sovraglenoidea (mm; R?> = 0.873).

B. =1.454 +latenza del SNAP del radiale laterale superficiale registrato al gomito
(ms; R?=0.903).

Lo stesso autore ha inoltre stabilito i valori normali e la deviazione standard della
latenza tra I’inizio e il picco del CDP nel cane. Che sono 3.1 = 0.3 ms e 3.0 = 0.4 ms
rispettivamente per il tibiale e il radiale®.

Non sono ancora disponibili intervalli di normalita per il CDP nel gatto, ma la minore
variabilita intraspecifica di taglia rende meno problematico il riconoscimento di tracciati
anomali. La ridotta mole dei soggetti di questa specie facilita notevolmente la
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registrazione di questi potenziali, in particolare a livello cervicotoracico; sede nella
quale puo risultare difficile e talvolta impossibile la registrazione del CDP nei cani di
razza gigante.

Riflesso H

Il riflesso H ¢ un potenziale muscolare conseguente all’attivazione di un arco riflesso
prevalentemente monosinaptico che coinvolge fibre afferenti del gruppo 1A ed alfa
motoneuroni’. In medicina umana, questo riflesso compare per stimolazioni di intensita
inferiore rispetto a quelle necessarie per produrre I’onda M, la sua ampiezza aumenta
al crescere dell’intensita fino a stimoli sottomassimali, per poi diminuire fino a
scomparire con stimoli sopramassimali'®. Nel cane e nel gatto sia la soglia, che
I’ampiezza e la latenza dei riflessi H sono variabili. Non essendo inoltre questi riflessi
sempre annullati dagli stimoli sopramassimali possono contaminarsi reciprocamente
con le onde F (figura 3). Al contrario di quanto accade per la latenza minima dell’onda
F, che non ¢ influenzata da questa contaminazione da parte del riflesso H®, & frequente
la sovrapposizione e il mascheramento del riflesso H da parte dell’onda F.
L’impiego clinico di questo esame ¢ limitato, oltre che dalle sopra citate difficolta di
esecuzione, e dall’interferenza che alcuni anestetici hanno sulla registrazione del
potenziale, anche dal fatto che lo studio del riflesso H non permette di valutare
separatamente le radici sensitive da quelle motorie'"-3.

Ciononostante, sono stati pubblicati i valori normali per il riflesso H nel cane e nel
gatto 51211,

o
]

Figura 3 — Esempio di riflessi H in un cane dopo stimolazione al tarso del nervo sciatico-tibiale e regi-
strazione nei muscoli interossei plantari. Sono identificate le onde M ed H. Si evidenzia la variabilita del-
I’onda H tra le diverse registrazioni e la probabile contaminazione da parte dell’onda F anche dopo sti-
moli sottomassimali. Parametri di registrazione: 5 ms/ div; 100 mV/div; intensita di stimolazione proce-

dendo dall’alto verso il basso 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 1.6 mA.
Discussione e conclusioni

I test elettrodiagnostici rappresentano un passaggio fondamentale nell’iter diagnostico
delle patologie del sistema nervoso. Con I’accrescersi delle esperienze nell’impiego
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di questi esami, e con I’affinamento delle metodiche di esecuzione anche nella
neurologia dei piccoli animali, si sta migliorando 1’efficacia di questi esami
nell’individuazione di lesioni focali non evidenziabili in passato. Se quindi fino a
pochi anni fa la porzione radiculare dei nervi non era in nessun modo indagabile con
questi esami, se non attraverso l’interpretazione di effetti “a distanza” della loro
sofferenza (denervazione dei muscoli paraspinali, etc.), oggi ¢ possibile studiare i
nervi in ogni loro componente (sensitive e motorie) e per tutta la loro estensione.
Particolarmente utile a questo scopo ¢ lo studio delle onde F e del CDP, poiché permette
di valutare separatamente le radici motorie e quelle sensitive. Molto importante,
nell’esecuzione di questi esami, ¢ I’accuratezza delle misurazioni delle distanze e il
monitoraggio della temperatura. Quest’ultima infatti influenza notevolmente la velocita
di conduzione nervosa, e quindi le latenze dei potenziali.

Numerose sono le polineuropatie, i traumi midollari e dei nervi che possono coinvolgere
le radici nervose. Tra le patologie pil importanti possiamo ricordare la
poliradiculoneurite acuta del cane, una patologia a probabile eziologia autoimmune
nella quale vengono colpiti la mielina e gli assoni prevalentemente delle radici ventrali
e delle porzioni prossimali dei nervi spinali motori. In questa patologia, accanto alla
presenza di attivita elettrica spontanea al’EMG (potenziali di fibrillazione e onde
positive a fronte ripido) e a una riduzione di ampiezza dei potenziali d’azione muscolari,
senza marcate riduzioni della velocita di conduzione motoria, si riscontra un aumento
della latenza dell’onda F, con incremento della F ratio, e diminuzione dell’ampiezza
anche dell’onda F",

Le poliradiculoneuriti da Neospora caninum si riscontrano soprattutto nei cuccioli,
e di rado nei soggetti adulti, e sono caratterizzate, nella forma pit comune, da iniziale
paraparesi ed atassia dei posteriori, che evolve verso una grave rigidita estensoria
degli arti pelvici con atrofia muscolare. I test elettroneurofisiologici evidenziano,
accanto ad attivita spontanea diffusa al’EMG, e alterazioni di ampiezza e velocita
agli studi di conduzione nervosa motoria e sensitiva, un aumento della latenza dell’onda
F ed un prolungamento della latenza del CDP del nervo tibiale'.

Tra gli eventi traumatici pit comuni a carico del sistema nervoso periferico vi sono le
avulsioni del plesso brachiale ¢ del plesso lombosacrale. In queste patologie la
trazione esercitata sull’arto determina lo stiramento delle radici nervose dei nervi spinali
corrispondenti. I test elettrodiagnostici sono di grande aiuto in queste forme, poiché
ne permettono la differenziazione dai traumi a carico delle porzioni meno prossimali
dei nervi spinali (ad esempio di natura concussiva). Nelle avulsioni infatti, accanto ad
alterazioni aspecifiche riscontrabili al’EMG e agli SCNM, vi ¢ tipicamente una
sofferenza radiculare evidenziabile grazie allo studio delle onde F e del CDP; e
quest’ultimo appare fortemente alterato o non registrabile pur in presenza di studi di
conduzione nervosa sensitiva normali.

Un altro gruppo di patologie nelle quali lo studio delle radici puo fornire informazioni
diagnostiche importanti sono i tumori delle guaine dei nervi spinali. Queste neoplasie
spesso coinvolgono le radici ventrali dei nervi del plesso brachiale e causano una
debolezza a lenta progressione, con atrofia dei muscoli dell’arto anteriore colpito'®.
L’EMG e le onde F possono favorire 1’evidenziazione delle lesioni causate da queste
neoplasie, quando ancora sono in una fase molto precoce.
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L’impiego di questi esami elettrodiagnostici “nuovi” rappresenta quindi un momento
fondamentale dell’iter diagnostico di numerose patologie del sistema nervoso periferico.
Lamessa a punto di metodiche di esecuzione accurate anche per questi test ne permette
un utilizzo routinario nella clinica neurologica dei piccoli animali alla pari di esami
ormai consolidati come EMG e studio delle velocita di conduzione.

Parole chiave: Onde F, Riflesso H, Cord Dorsum Potential, Cane, Gatto.
Key words: F wave, H reflex, Cord Dorsum Potential, Dog, Cat.

RIASSUNTO - I test elettrofisiologici comunemente impiegati nello studio delle
malattie neuromuscolari (EMG, studi di conduzione nervosa motoria e sensitiva, etc.)
forniscono informazioni limitate sulle lesioni delle radici e delle porzioni prossimali
dei nervi spinali. L’impiego delle onde F, del Cord Dorsum Potential, e del riflesso H
nello studio di queste lesioni nervose periferiche prossimali fornisce informazioni
molto utili ai fini diagnostici. In questo articolo gli autori descrivono brevemente
questi esami e il loro impiego nella neurologia dei piccoli animali.

SUMMARY -Electrophysiologic tests routinely used for peripheral neuromuscular
diseases (EMG, motor and sensory nerve conduction studies etc.) give little informa-
tion on lesions of nerve roots and of the proximal portions of spinal nerves. Evaluat-
ing the F waves, the Cord Dorsum Potential and the H reflex in these proximal periph-
eral lesions invaluable diagnostic information are provided. In this article the authors
briefly describe these tests and their use in small animal neurology.
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EXPERIMENTAL ANIMAL MODEL FOR THE STUDY OF
THE OSTEOGENETIC ACTIVITY OF BONE SEGMENTS.

Gabbi C.!, Cacchioli A.', Romanelli S.2, Borghetti P.!, Martini F. M.!

INTRODUCTION

In order to describe the analysis of the parameters which influence osteogenetic
activity, it is necessary to define the concept of the “experimental animal model”. This
concept allows us to study the fundamental biological processes in which the
experimentally induced phenomenon is as close as possible to what occurs in clinical
practice (3,5, 8, 11, 13, 15 e 22).

The question of animal experimentation is complex, and can be considered
from many points of view: the strictly biological one which is linked to the issue of
bio-compatibility, the ethical one which in recent years has become increasingly
important, and the legal one which has led to a series of laws aiming to protect the
well-being of the animal. Below are cited the main laws (16):
> L.473/93: New rules against maltreating animals (substituting art. 727/30 of the

Penal Code );
> D.L.vo 116/92: Enforcement of Directive 86/609/CEE regarding protection of
animals used for experimental or scientific purposes.
A correct research methodology must have certain characteristics. Above all, it must
allow the comparison between results from different experimentations, both within
the same laboratory and with other laboratories. Data collection should be as schematic
and standardised as possible, and has to consider those parameters which may be
needed for further investigations, even if not strictly necessary in that moment. It is
therefore necessary setting research purposes, to keep future studies in mind.

In the field of animal experimentation it is particularly important to plan
research carefully in order to obtain as much information as possible using the least
number of animals (9, 12, 15 e 23). The use of animals in research is an age-old
practice, but the role of animals in experiments has changed radically with the evolution
of science and technology. In scientific research the use of laboratory animals has
gradually extended to different fields: from the production of biological materials
(hormones, proteins, serum), to the study of individual responses to particular
stimulants, and of the biological processes which regulate more or less standardised
behaviours.

The issue becomes extremely complex when we have to choose the kind of
animal to use. The aim is to reach a “standardisation of experiments” which could
increase in time the comparison between results both within the same laboratory and
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with others. The parameters by which the subjects for experimentation are selected
depend not only on the purpose to reach and the range of data to obtain, but also on
many other factors which characterise a particular research, such as the fact that the
reaction of the animal used could be related to other species (4, 12, 17 e 19).

In order to allow the results to be used repeatedly, it is necessary to use
laboratory animal breeders who maintain a high variability of the population. This
means that the genetics of the population remains unaltered over time. The variability
in a population may be environmental or genetic, and while in the former there are
many factors (housing, feed, climate, etc.), the latter can be controlled and increased
according to a particular method of breeding and selection known as outbreeding.
This foresees the use of the greatest number of reproducers in order to reduce blood-
relationship within the group to a minimum. In outbred stock cross-breeding between
related animals is avoided in order conserve a “genetic pool” in the population as
varied as possible (21).

With this research we wish to emphasize the analogies of growth between
counter-lateral bone segments, in particular between the right and left thigh-bone of
adult male rabbits. This type of experimentation originates from the awareness of the
extreme importance of a correct methodology in the study of interactions between
artificial materials and bone tissue (9).

In this work we used outbred stock of male White New Zealand rabbits
because, in addition to having a bone constitution similar to that of other animals,
(particularly as far as osteogenetic metabolism and its modifications are concerned),
they best met the needs of this experimentation: our will to use as few animals as
possible, the low running costs, the possibility of breeding them in limited space, and
their easy handling (4, 12, 17 e 18).

MATERIALS AND METHODS

The experimentation used (outbred stock) three male White New Zealand
rabbits of a weight of 3.3 = 0.2 kg, 6 months aged. Animals were free from ecto and
endoparasites and no lesions associated with metabolic, infective or nutritional diseases
were found.

The housing conditions foresaw the use of steel cages with 0.25/0.3 m? of
litter per animal containing one rabbit per cage, with grilled bedding and defecation
collection twice a day. The temperature of the room was around 22-24°C, with humidity
equivalent to that of external environment. The light/darkness cycle was 12/12 hrs.

Mixed feed (MORINI) was use for feeding, with vitamin and mineral
integration composed of dried purple medic flour, dried grass flour, wheat, oats, barley,
maize, and soya oil. The breakdown of the main nutrients was: moisture 12%, raw
proteins 13.20%, raw fats 2.50%, raw fibre 22%, raw ashes 9.50%. The feed was
administered ad libitum in pellets and the drinking water was administered ad libitum
through watering places.

The animals were given doses of bone marker, in order to highlight the areas
of bone growth during the period of administration. The markers used are Calcein
Green (a dose of 5 mg/kg) and Xylenol Orange (90 mg/kg): these are Calcium binding
substances injected subcutaneously, which enter circulation and reach the bones, where
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they produce marking lines which highlight the osteogenesis in the 48 hours following
the injection, thereby giving an accurate indication of the osteogenic activity in that
particular period.

Calcein Green is a fluorescein-imino-diacetic acid complex which generates
a brilliant green fluorescent when combined with Calcium; Xylenol Orange forms a
divalent bond with Calcium producing an orange fluorescence (2, 10 e 20).

Rabbits were euthanatized (TANAX, Roussel Hoechst Agrovet, 0.3 ml/kg)
after general anaesthesia (PREQUILLAN, KETAVET).

Then thigh-bones were removed and were measured with callipers and fixed
in 70% ethyl alcohol. Each segment was then sectioned into different parts for reasons
related to the inclusion technique of hard tissues. The various portions of bone
underwent a dehydration process by repeatedly placing them in ethyl alcohol at different
concentrations. These stages are necessary for the inclusion of the samples in acrylic
resin (araldite). This method is based on the principle of polymerization of low
molecular weight acrylic resins in transparent solids, and allows the fine dissection of
hard tissues without preventative decalcification.

The included samples were sectioned with a round diamond blade microtome
(Leitz 1600) at thickness of 100 um, and the preparations obtained were examined
with a polarized light microscope, with and without the interposition of the compensator
- in order to examine the disposition of the collagen fibres in bone - and with ultraviolet
light, in order to see the marking substances and value the topography and the speed
of bone growth over time.

The sectioning was done in a distal-to-proximal verse, starting from the distal
epiphysis in order to reach the diaphysis in its proximal portion. The sections were
dried and placed on slides, each one was catalogued with a letter indicating the thigh-
bone of origin and a number. In this way, knowing the height of the thigh-bone, the
identification number of each slide and the bone segment of origin, it is possible to
identify the position within the bone segment (of each section). A comparison can be
made through proportion between a particular slice and the corresponding one in the
counter-lateral thigh-bone, and between two sections belonging to two different ones.
If carried out correctly and systematically, this method permits to achieve a
standardization of experiments which allows the comparison not only with previous
works, but also with those carried out by other laboratories or research groups.

The methodology described is important in order to make an effective
comparison between right and left thigh-bones in the same animal or in different
animals, which was the main purpose of this research.

RESULTS

The analysis was carried out on all the sections, but on account of space we
report the data concerning to three different levels, corresponding between right and
left thigh-bones for each animal. The structural organization and the distribution of
the bone fibres (a morphological expression of the mechanical forces distribution on
the bone) (1, 6, 7 e 14) were verified by means of observation with polarized light,
while the analogies of osteogenesis between each thigh-bone and the counter-lateral
on the same level were identified with ultraviolet light.

For the description, each level was given a letter in alphabetic order, in a
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distal-to-proximal verse (6): A, B, C for the left thigh-bone and A’, B’, C’ for the right
(Scheme 1).

Taking level “A” of the left thigh-bone as a reference point (Fig. 1), the
Scheme 1: Rabbit’s left and right femura, cranial view.

observation with polarized light shows, in a craniolateral and caudomedial position, a
distinct prevalence of fibres directed perpendicular to the orientation line of the
compensator of the microscope, which generates path differences of 550 nm (fibres
that become yellow when polarized light passes through them). In the more cranial
portion of the medial surface and in the lateral part of the caudal surface there is a
strong presence of fibres parallel to the orientation line of the compensator. These
appear blue-lighted if lighted with polarized light with interposition of the compensator.

If we compare this image with the counter-lateral thigh-bone “A’”, we find a
very similar organization and in some parts there are mirror-like images. The fibres
which appear in yellow are concentrated in craniolateral and caudomedial positions,
while the blue-lighted fibres are in the craniomedial and caudolateral ones.

The usefulness of such observations with a polarized light microscope lies in
the possibility of analysing the modifications of the fibres distribution on the ground
of the solicitation induced by the dynamic forces acting on the bone.

The most interesting aspect of the discussion is provided by the observation
- with an ultraviolet light microscope - and the comparison of the osteogenetic activity
in the two thigh-bones at the same height. As we can see from the images, in each of
the three different section levels we examined, bone growth in right and left segments
shows characteristics of definite symmetry and mirror-like images.

In the first two images we can see how the marker, which highlights the
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Fig. 1: 1 A- Transverse diaphyseal section of rabbit’s left femur (height A), observed with polarized-light
microscope, power 2,5x;

1 B- Transverse diaphyseal section of rabbit’s right femur (height A’), observed with polarized-light
microscope, power 2,5x;

1 C- Section 1 A, observed with ultraviolet-light microscope, Calcein Green labeling, power 2,5x;

1 D- Section 1 B, observed with ultraviolet-light microscope, Calcein Green labeling, power 2,5x.

newly-formed bone, is prevalently periosteal, with some endosteal parts in the
craniomedial portion and on the lateral margin of both bone segments.

In the next sections (Fig. 2), proceeding in a proximal-to-distal verse along
the bone segments, we can note an inversion of this pattern, with a clearly defined
marking on the whole endostal bone and some fluorescence around osteones on the
cranial border and on the medial surface, where the bone activity is particularly
expressed.

In the femoral distal epiphysis the osteogenic topography becomes more
complex, because of the presence of spongy bone which is less organized than the
compact one. Strong marking lines on the endosteal bone and signs of osteonic
proliferation in all the section are found on both segments, while fluorescence can be
noted on most of the spongy tissue; this demonstrates striking bone growth also in
spongy bone.

These images reveal a clear analogy and similarity in the bone growth between
right and left thigh-bones, both as far as the osteogenic topography is concerned and
the different intensity that the synthesis activity of the newly-formed bone takes on
from one height to another in the observed segments.
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Fig. 2:
2 A- Transverse metaphyseal section of rabbit’s left femur (height B) observed with polarized-light
microscope, Calcein Green labeling, power 2,5x;
2 B- Transverse metaphyseal section of rabbit’s right femur (height B’) observed with polarized-light
microscope, Calcein Green labeling, power 2,5x;

2 C- Transverse epiphyseal section of rabbit’s left femur (height C) observed with ultraviolet-light
microscope, Calcein Green labeling, power 2,5x;
2 D- Transverse epiphyseal section of rabbit’s right femur (height C’) observed with ultraviolet-light
microscope, Calcein Green labeling, power 2,5x.

DISCUSSION

This work aims to show the different aspects of the complex osteogenetic
activity which regulates bone growth. We tried to answer a number of questions which
arise in the orthopaedic field regarding prosthesis implantation and the use of different
bone cements as an adjuvant in the stability of the bone-prosthesis complex over time.
This experiment confirms the results of previous studies carried out on the extreme
variability of bone activity in all its length. Sections produced on different levels in
the same bone are not comparable, neither are in counter-lateral segments or in different
animals.

Likewise, there is an effective correspondence in the topography of the
osteogenetic activity between counter-lateral thigh-bones if we compare sections at
proportionally corresponding heights. This fact takes on a considerable importance in
animal experimentation, particularly when animals are used to value biological reactions
of the bone to the implantation of different materials (for example, the grafting of
different cements) at different levels in the same animal. In our opinion, this
methodology is incorrect because it does not consider the particular organization of
the bone, and this can lead to different results which don’t depend on the kind of
cement, but rather on the different constitution of the bone as a whole .

These first results may be the basis for the continuation and completion of
other studies on osteogenesis in laboratory animals and on the possible applications in
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the human field. The aim of these studies is to improve the performances of the materials
actually used in orthopaedics, keeping a correct methodology which is essential for
the reliability of the results.

Key words: Osteogenesis, Rabbit, Experimental model.
Parole chiave: Osteogenesi, Coniglio, Modello sperimentale

ABSTRACT

The aim of this study is to analyse the characteristics of osteogenetic topography in
thigh-bones of male rabbits, in order to better understand the response of the bone to
exogenous stimuli such as the implantation of biomaterials used in orthopaedic and
maxillo-facial fields. The use of a correct and reliable experimental animal model
plays a decisive role in the study of the characteristics of biocompatibility of
biomaterials. The repeatability of results and standardisation of experiments are two
main purposes which must be considered when choosing the type of animal to be used
in biomedical research. In particular, for this experimentation selected animals were
chosen to verify some characteristics regarding to the osteogenetic activity and the
presence of bone growth analogies in the counterlateral thigh-bones of the rabbit at
corresponding levels. Using bone markers at different times, we compared and
documented the effective existence of a correspondence in the topography of
osteogenesis in the thigh-bones of each animal at proportionally corresponding heights.
We highlighted that it is not possible to compare sections of counterlateral thigh-
bones of the same animal if taken at different heights, or in sections belonging to
different animals, because osteogenetic activity is particular for each animal, and each
rabbit showed individual characteristics for the heights we examined. This fact becomes
extremely important when different biomaterials are tested and compared: the grafting
of different materials in the same animal does not give reliable results since the
osteogenesis varies along the whole length of the bone segment, and consequently
changes the response of the bone to the different biomaterials.

RIASSUNTO

L’utilizzo di un modello sperimentale animale rigoroso ed affidabile ¢ un passaggio
chiave nello studio delle caratteristiche di biocompatibilita dei biomateriali. La
ripetibilita dei risultati e la standardizzazione degli esperimenti sono due obiettivi
primari che devono essere tenuti in considerazione nel momento in cui si opera la
scelta del tipo di animale da utilizzare per la ricerca biomedica. In particolare, per
questa sperimentazione sono stati scelti animali selezionati, nei quali abbiamo voluto
verificare alcune caratteristiche in merito all’attivita osteogenetica e, nello specifico,
alla presenza di analogie nella crescita ossea in femori controlaterali di coniglio ad
altezze corrispondenti. Mediante I'utilizzo di marcatori ossei in tempi diversi abbia-
mo riscontrato e documentato 1’effettiva esistenza di corrispondenze nella topografia
dell’osteogenesi nei femori di ciascun animale, ad altezze proporzionalmente corri-
spondenti; abbiamo evidenziato come non sia possibile confrontare sezioni di femori
controlaterali di uno stesso soggetto prese ad altezze diverse, né tantomeno sezioni
appartenenti ad animali diversi, in quanto I’attivita osteogenetica & peculiare di cia-
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scun soggetto, ed ogni coniglio ha presentato caratteristiche individuali peculiari per
ogni altezza esaminata. Questo diviene un dato estermamente importante nel momen-
to in cui si desidera testare e confrontare tra loro biomateriali differenti: I’impianto di
pit provini sullo stesso segmento osseo non porta risultati attendibili, in quanto 1’ atti-
vita osteogenica del segmento osseo non ¢ costante lungo la sua estensione e la rispo-
sta dell’osso ai biomateriali varia di conseguenza.
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UTILITA’ DELL’ ANALISI DEL LIQUIDO
CEFALORACHIDIANO
NELLA DIAGNOSI DELLE PATOLOGIE INFIAMMATORIE
DEL SNC DEL CANE:
3 CASI CLINICI

Callegari D.', Bianchi E.', De Risio L.?

INTRODUZIONE

Tra le malattie infiammatorie del sistema nervoso centrale (SNC) che posso-
no colpire meningi, encefalo e midollo spinale alcune riconoscono una precisa causa
infettiva (virale, batterica, protozoaria, da rickettsie, fungina, o parassitaria), le altre
per cui nessun agente infettivo ¢ ancora stato isolato, sono classificate sotto il termine
di “meningo-encefalo-mielite non infettiva” (Cauznille, 1999), tra queste ultime sono
annoverate la meningo-encefalo-mielite granulomatosa (GME), la meningite-arterite
sensibile ai corticosteroidi (SRMA) ed alcune meningo-encefaliti specifiche di razza
come la meningo-encefalite necrotizzante del Carlino e del Maltese e le encefaliti
necrotizzanti dello Yorkshire terrier.

Quando si ha il sospetto di meningo-encefalo-mielite, una volta eseguite le
normali indagini di routine (visita clinica e neurologica, esami ematici e delle urine,
ed eventualmente radiografie ed ecografia) ¢ sempre opportuno effettuare un esame
del liquido cefalorachidiano (LCR). Quest’ultimo infatti consente, nella maggior par-
te dei casi, di diagnosticare uno stato infiammatorio del sistema nervoso centrale.
Inoltre, I’analisi del LCR e del siero mediante metodiche di laboratorio avanzate (PCR,
immunofluorescenza, quantificazione di IgG, IgA, IgM, IEF) consente di stabilire
una diagnosi definitiva o comunque di forte sospetto di numerosi tipi di meningo-
encefalo-mielite. Per determinate patologie, invece, ¢ necessario 1’ausilio di ulteriori
indagini collaterali quali TAC o RM, e biopsia del sistema nervoso per esame istologico
al fine di raggiungere una diagnosi certa in vitam.

In questo articolo verranno presentati tre casi clinici con tre diverse patologie
infiammatorie del SNC. L’attenzione verra concentrata sull’analisi del LCR per di-
mostrare come questo esame sia di grande utilita nell’iter diagnostico di queste
patologie.

CARATTERISTICHE DEL LIQUIDO CEFALORACHIDIANO NORMALE
Nella seguente tabella verranno elencate le caratteristiche principali che deve avere
un campione di LCR per essere considerato normale (Chrisman, 1991, 1992; Andersson
et al., 1994; Coates, 2000; Cook e De Nicola, 1988; Callegari et al., 2002).

1 Dipartimento di Salute Animale - Sezione di Clinica Medica Veterinaria — Universita degli Studi, Via
del Taglio 8, 43100 Parma

2 Dipartimento di Salute Animale - Sezione di Clinica Chirurgica Veterinaria ¢ Medicina d’Urgenza—
Universita degli Studi, Via del Taglio 8, 43100 Parma
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ASPETTO Limpido ed incolore
PESO SPECIFICO 1.004-1.006
GLOBULI ROSSI/ mm? 0-5

GLOBULI BIANCHI/ mm? <8

FORMULA LEUCOCITARIA Prevalenza di linfomononucleati.

Basso numero di: neutrofili non degenerati,
eosinofili, plasmacellule, cellule delle
leptomeningi, del plesso corioideo,
cellule ependimali.
PROTEINE mg/dl Cisterna magna: < 15-20
Cisterna lombare: < 30

IEF Assenza di bande di sintesi intratecale

CIMURRO O CANINE DISTEMPER VIRUS (CDV)

Il virus del cimurro (CDV, canine distemper virus) ¢ un Morbillivirus della
famiglia dei Paramixovirus, che colpisce i cani di tutte le eta ma con incidenza maggiore
nei cuccioli non vaccinati dopo la perdita dell’immunita passiva materna (a 6-12
settimane di eta).

Esistono tre diverse forme neurologiche di questa patologia: la
poliencefalomielopatia (PEM) dei cani giovani, la leucoencefalomielopatia (LEM)
dei cani maturi e una sindrome conosciuta col nome di “old dog encephalitis” (ODE)
che coinvolge generalmente cani con un’eta superiore ai 6 anni. In corso di PEM si
evidenziano principalmente sintomi gastroenterici e respiratori quali vomito, diarrea,
tosse e scolo oculo-nasale siero-muco-purulento, alcuni cani presentano ipercheratosi
dei cuscinetti plantari, congiuntivite e corioretinite. Tra i sintomi neurologici si possono
riscontrare crisi convulsive e alterazioni dello stato mentale come depressione e
disorientamento, ipermetria, incordinazione, cadute, rotazione della testa e nistagmo.
Occasionalmente si puo verificare monoplegia o paraplegia. Un sintomo piuttosto
caratteristico ¢ il mioclono, che puo interessare i muscoli flessori degli arti, i muscoli
addominali e la muscolatura cervicale, ma anche i massetteri e i muscoli temporali e
periorbitali. Questo tipo di encefalite ¢ associato ad un’elevata mortalita (Tipold, 1995;
Munana, 1996). In corso di LEM si possono avere disturbi della deambulazione con
paresi degli arti pelvici che puo evolvere in tetraplegia, oppure atassia, ipermetria,
tremori della testa, deficit vestibolari e paralisi del nervo facciale; lo stato mentale
solitamente non ¢ alterato. Alcuni cani presentano deficit mono o bilaterali della
reazione di minaccia, associati o meno ad alterazioni dei riflessi pupillari. In questa
forma di cimurro il mioclono ¢ di solito assente. I sintomi sono generalmente progressivi
e il tasso di mortalita & inferiore a quello della PEM (Munana, 1996). I cani con ODE
presentano disturbi visivi, fino alla cecita e gravi alterazioni comportamentali quali
movimenti di maneggio, ipercinesia, pressione della testa contro gli oggetti, demenza
e, in casi estremi, incapacita di riconoscere il proprietario. E’ comune anche la comparsa
di deficit della reazione della minaccia (Munana, 1996).

La diagnosi si basa in genere sull’anamnesi e sui sintomi clinici, soprattutto
nei cuccioli. Ci si puo avvalere di prove virologiche, come la ricerca di corpi inclusi
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citoplasmatici nei linfociti, nei campioni citologici o nei campioni bioptici, o la
dimostrazione attraverso I'immunofluorescenza della presenza dell’antigene virale
nelle cellule ematiche, nel LCR, nei campioni citologici e nei campioni tissutali. Tuttavia
un risultato negativo di questi test non esclude la presenza del virus. Per quanto riguarda
la sierologia un solo titolo di IgG positivo non ¢ significativo, in quanto non distingue
I’infezione in atto da una passata vaccinazione o esposizione al virus. La dimostrazione
di un titolo anticorpale crescente o la determinazione di IgM specifiche & suggestiva,
ma non diagnostica, di una infezione da CDV (Birchard e Sherding, 1994). Anche un
esame del fondo dell’occhio puo essere indicato, in quanto in numerosi casi il cimurro
provoca retinocorioidite (Munana, 1996). Un ulteriore ausilio diagnostico ¢ 1’esame
del LCR che spesso rivela una moderata pleocitosi, ovvero aumento di cellule che
comunque non superano le 50 cellule/mm> con prevalenza di linfociti (Chrisman,
1992) e le proteine totali risultano da mediamente a notevolmente aumentate. Questo
accade in particolare quando vi ¢ produzione intratecale di IgG.

C’¢, inoltre, un incremento dell’IgG Index, evidente soprattutto nelle forme
croniche (Coates, 2000). La sintesi intratecale di anticorpi contro il CDV ¢ indicativa
di un’infezione in atto, ma una sua mancanza non la esclude in quanto pud essere
dovuta ad un’inadeguata risposta immunitaria (Munana, 1996). Recentemente si puo
contare anche sull’ausilio diagnostico della PCR (polymerase chain reaction) la quale
¢ stata applicata con successo su siero, leucociti, LCR e urine di cani con CDV (Saito
et al., 2001).

Non esiste un efficace trattamento antivirale per il cimurro, la terapia ¢ quindi
sintomatica. Si somministrano antibiotici ad ampio spettro per controllare le infezioni
secondarie, specialmente la polmonite, per la quale ci si puo aiutare anche con
espettoranti e broncodilatatori. Per controllare i sintomi gastroenterici si possono
utilizzare antiemetici e antidiarroici. Nei soggetti che presentano crisi epilettiche ¢
indicata una terapia anticonvulsivante con pentobarbitale, se ¢c’¢ mioclono si puo
utilizzare procainamide (Birchard e Sherding, 1994). Se I’animale ¢ fortemente depresso
a causa del coinvolgimento cerebrale e non ci sono gravi infezioni batteriche in atto,
una terapia con glucocorticoidi puo essere di aiuto. Se 1’animale risponde a questa
terapia, la prognosi puo essere buona, ma c’¢ la possibilita che i farmaci antiepilettici
vadano somministrati al cane per tutta la vita. Se il cane non risponde alla terapia e,
anzi, le sue condizioni continuano a peggiorare, la prognosi ¢ da ritenersi infausta e
bisogna considerare I’eventualita di praticare 1’eutanasia (Chrisman, 1991). Comunque,
in caso di CDV, la prognosi ¢ generalmente infausta. In uno studio retrospettivo sulle
patologie infettivo/ inflammatorie del SNC, su 84 cani affetti da CDV solo 2 sono
guariti (Tipold, 1995)

CASO CLINICO
SEGNALAMENTO
Meticcio, maschio, di 4 mesi.
ANAMNESI

Il paziente, 3 giorni dopo la vaccinazione, ha iniziato a manifestare scialorrea,
atassia, crisi convulsive e febbre. I sintomi sono peggiorati progressivamente nel corso
dei successivi 20 giorni, fino al momento della visita, nonostante fosse gia stata messa
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in atto terapia antibiotica con amoxicillina e acido clavulanico (Synulox®), cortisonica
e antiepilettica con fenobarbital (Luminalette®).
INFORMAZIONI CLINICHE

Il paziente presentava un lieve aumento della temperatura corporea (39.8°C)
e le tonsille iperemiche.

All’esame neurologico il cane mostrava alternarsi di fasi di ipereccitazione
e fasi di profonda depressione del sensorio e atassia di tutti e 4 gli arti, con maggior
interessamento del bipede di destra. I riflessi miotattici erano aumentati in particolare
sul bipede posteriore, la reazione della minaccia era assente bilateralmente e le pupille
si presentavano lievemente miotiche ma rispondevano alla luce. Qualche giorno pri-
ma il cane aveva manifestato nistagmo posizionale verticale.

Gli esami ematici hanno evidenziato un aumento degli enzimi epatici (GPT
=236, Valori di riferimento: < 40; y GT = 12.3, Valori di riferimento: < 7; ALP =229,
Valori di riferimento: < 150) e lieve neutrofilia relativa (92% neutrofili, Valori di
riferimento: 60-73%).

E’ stato inoltre eseguito il BAEP test (Brain Auditory Evoked Potentials)
(vedi figura 1) che ha dimostrato rallentamento bilaterale della velocita di conduzione
lungo la via acustica con conseguente aumento della latenza interpicco tralale la'V
onda (2.96 ms; valori di riferimento: 2.50, deviazione standard: +0.17). Quadro
elettrodiagnostico compatibile con una patologia demielinizzante.

LCR

Con I’animale in anestesia generale gassosa ¢ stato effettuato il prelievo del
LCR dalla cisterna magna. Il campione si presentava limpido, con modesta pleocitosi
mista ed aumento delle proteine. La IEF (Isoelectric Focusing) ha dimostrato presenza
di bande di sintesi intratecale (vedi figura 2), in analogia con quanto riportato in
letteratura sull’aumento di IgG Index nel liquor di soggetti affetti da questa patologia
(Tipold et al. 1994).

ASPETTO Limpido
GL. ROSSI / mm? 216
GL. BIANCHI / mm? 9
Piccoli mononucleati% 50
Grandi mononucleati% 37
Neutrofili % 13
GLUCOSIO mg/dl 66%
PROTEINE mg/dl 97.71
PESO SPECIFICO 1.006
IEF Presenza di bande di sintesi intratecale
DIAGNOSI

Le informazioni cliniche, e le caratteristiche del LCR hanno fatto insorgere
un forte sospetto di CDV, per tale motivo ¢ stata eseguita un’immunofluorescenza su
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siero e liquor la quale ha permesso di rilevare anticorpi specifici contro CDV (siero:
IgG 1:360, IgM 1:180 +/- 1:360, liquor: IgG 1:20).
TERAPIA

Visto il progressivo aggravarsi dei sintomi clinici i proprietari hanno optato
per I’eutanasia, ma non hanno autorizzato I’esame anatomo-patologico.

A

Figura 1: tracciato BAEP del paziente affetto da CDV in seguito a stimolazione a 90 dB NHL. Le tracce Al
e B1 sono relative all’orecchio sinistro e le tracce C1 e D1 sono relative all’orecchio destro. (1 ms/div; 0.62
uV/div). Si evidenzia aumento della latenza interpicco tra la I e 1a V onda (2.96 ms; valori di riferimento:
2.50, deviazione standard: +0.17).

YYyv

Ler siero

Figura 2: tracciato di IEF di cane affetto da cimurro. Notare la presenza di bande di sintesi intratecale
(freccia nera), ovvero bande di IgG che sono presenti nel LCR ma non nel siero. Le bande che sono presenti
sia nel siero che nel LCR (freccia bianca) sono di derivazione ematica.
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MENINGO-ENCEFALOMIELITE GRANULOMATOSA (GME)

La GME ¢ una patologia infiammatoria idiopatica con insorgenza acuta ed
andamento progressivo, riscontrata generalmente, in cani adulti di piccola o media
taglia; ¢ stata osservata una predisposizione nei terriers e nei barboncini. La maggior
parte dei casi ¢ stata riscontrata in cani giovani adulti e di mezza eta, con eta media di
5 anni. Entrambi i sessi possono essere colpiti, anche se ¢ stata riscontata una prevalenza
nelle femmine (Munana, 1998).

La causa di questa patologia non ¢ nota, ma ¢ stata proposta una possibile
eziologia infettiva, immunomediata o neoplastica (Vandevelde et al., 1981; Munana,
1998; Kipar et al., 1998; Demierre et al., 2001). La GME puo presentarsi in tre diverse
forme cliniche: la forma oculare, la forma focale e la forma diffusa. La forma oculare si
manifesta con riduzione della vista, midriasi e mancanza del riflesso pupillare. Un esame
oftalmologico rivela neurite del nervo ottico. Nelle altre due forme i sintomi sono molto
variabili e rispecchiano le sedi interessate dalle lesioni, si possono avere iperestesia,
convulsioni, disorientamento, sindrome vestibolare, mielopatie e che possono progredire
fino alla tetraparesi (Munana, 1996). L’esame emocromocitometrico e le analisi
biochimiche non mostrano in genere alterazioni significative; I’elettroencefalogramma
puo essere normale o presentare alterazioni aspecifiche. L’analisi del LCR ¢ un ausilio
diagnostico molto utile in questa patologia in quanto il LCR ¢ alterato nella maggior
parte dei casi. Il LCR puo apparire torbido e il peso specifico pud essere normale o
lievemente aumentato (Bailey e Higgins, 1986). Si ha, in genere, una pleocitosi
mononucleata con prevalenza di linfociti, ma sono stati riscontrati anche casi di neutrofilia
(Tipold, 1995; Munana, 1996). Si verifica, inoltre, un aumento proteico da moderato a
notevole, in alcuni casi i valori possono essere anche superiori a 500 mg/dL (Bailey e
Higgins, 1986). L’IgG index ¢ sempre aumentato (in genere entro i 6 ug ml ~~ anche se
sono stati riscontrati dei picchi di 33.9 ug ml _1) (Tipold et al., 1994). L’ impiego di
metodiche di diagnostica per immagini avanzate quali la TAC o la RM, in associazione
all’analisi del LCR, (ed all’esclusione di altre patologie mediante sierologia, PCR,
immunofluorescenza), puo risultare estremamente utile nel tentativo di diagnosticare
questa patologia (Barone et al., 2002; Speciale, 1992). Inoltre, qualora questi accertamenti
lo rendano indicato, ¢ possibile effettuare 1’esame istologico di un prelievo bioptico del
tessuto cerebrale affetto al fine di ottenere una diagnosi definitiva di GME in vitam. In
alternativa, soltanto I’esame istologico post-mortem consente una diagnosi certa di questa
patologia (Munana et al., 1998). La terapia si basa sull utilizzo di dosi immunosoppressive
di corticosteroidi (prednisone) ma, contrariamente a quanto si verifica per la
meningoencefalite sensibile ai corticosteroidi, non sempre i pazienti rispondono al
trattamento e la prognosi ¢, nella maggior parte dei casi, infausta (Tipold, 1995; Munana,
1996). Una terapia piu aggressiva si basa sull utilizzo di citosina arabinoside (Nuhsbaum
et al., 2002). Tuttavia nella maggior parte dei casi la patologia progredisce
indipendentemente dal tipo di terapia effettuata. La radioterapia pud essere efficace in
soggetti con lesioni intracraniche focali (Munana et al., 1998).

CASO CLINICO
SEGNALAMENTO
Pinscher, maschio, di 4 anni.
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ANAMNESI

Da quasi un mese il cane manifestava andatura rigida, progressiva atrofia
della muscolatura degli arti posteriori ed algia intensa (localizzata a livello di L6 dal
veterinario referente). Un trattamento con Ketoprofene per 4 giorni aveva determinato
un miglioramento parziale e transitorio. Il cane non era mai stato trattato con
corticosteroidi in quanto in passato aveva manifestato gravi sintomi di intolleranza a
questi farmaci. Inoltre, I’animale soffriva di gastriti ricorrenti. Al momento della visita
presso il nostro Dipartimento, i proprietari riferivano che le condizioni del cane erano
progressivamente peggiorate tanto che 1’animale non abbassava piu la testa per
alimentarsi e doveva essere imboccato. La profilassi vaccinale ed antiparassitaria era
stata effettuata correttamente.
INFORMAZIONI CLINICHE

Alla visita neurologica il paziente manifestava andatura rigida a testa bassa
ed atassia dei quattro arti. Gli arti posteriori mostravano un lieve deficit propriocettivo,
moderata atrofia dei muscoli, riduzione del riflesso flessorio. Inoltre si evidenziava
marcata iperestesia alla palpazione del rachide lombare (L4- L.6) e cervicale. Gli esami
ematici effettuati dal veterinario referente non rilevavano alterazioni significative.
L’animale & stato sottoposto ad anestesia generale gassosa per 1’esecuzione di
radiografie ortogonali del rachide (che sono risultate normali) e prelievo del LCR.
Dato che I’aspetto macroscopico del liquor era alquanto anomalo non sono stati
effettuati ulteriori accertamenti (mielografia) in attesa dell’esito dell’analisi del LCR.
LCR

Il campione si presentava xantocromico ma quasi limpido dopo
centrifugazione, con notevole aumento di globuli rossi e marcata pleocitosi
mononucleata (vedi figura 3). Le proteine risultavamo notevolmente aumentate. La
IEF ha dimostrato presenza di una banda di sintesi intratecale e questo concorda con
quanto riportato in letteratura sull’aumento di IgG Index nel liquor di soggetti affetti
da questa patologia (Tipold et al., 1994).

ASPETTO Xantocromico ma quasi limpido dopo centrifigazione

GL. ROSSI | mm?® 3723

GL. BIANCHI / mm? 515

Piccoli mononucleati% 49

Grandi mononucleati% 48

Neutrofili % 3

GLUCOSIO mg/dl 50 (glicemia non pervenuta)

PROTEINE mg/dl 170.34

PESO SPECIFICO 1.007

IEF Presenza di una banda di sintesi intratecale
DIAGNOSI E TERAPIA

Data la gravita della patologia, la nota intolleranza del soggetto ai
corticosteroidi ed il sopraggiungere di gravi complicanze anestesiologiche, si ¢ optato
per D'eutanasia. Il SNC ¢ stato asportato immediatamente per eseguire I’esame
anatomopatologico.
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Figura 3: particolare dell’aspetto citologico del liquor del paziente affetto da GME: presenza di piccoli
mononucleati (freccia nera) e di un grosso mononucleato (freccia bianca). (Colorazione May Grunwalds
Giemsa. Ingrandimento 100X).

All’esame macroscopico, le sezioni trasversali dell’encefalo mostravano
confini sfumati tra la corteccia cerebrale e al sostanza bianca. Istologicamente 1’encefalo
ed il midollo spinale mostravano gravi lesioni infiammatorie multifocali a carico di
tutte le aree esaminate, in particolare delle porzioni di sostanza bianca a livello di
telencefalo, di cervelletto e del tronco encefalico caudale. Le lesioni erano costituite
da spessi manicotti inflammatori perivascolari, spesso confluenti, composti da linfociti,
plasmacellule e numerosi istiociti frequentemente raggruppati in nidi a disposizione
asimmetrica rispetto alla popolazione infiammatoria perivascolare. Nelle aree
maggiormente colpite, il tessuto nervoso compreso tra i focolai infiammatori confluenti
risultava edematoso e degenerato. Le lesioni infiammatorie erano presenti anche a
livello delle meningi encefaliche e midollari. Il cervelletto risultava moderatamente
malacico con piccoli focolai emorragici a livello dell’uvula e del nodulo. Il quadro
istopatologico ha permesso di diagnosticare GME in forma multifocale.

MENINGITE-ARTERITE SENSIBILE AT CORTICOSTEROIDI (SRMA)

L’eziologia della SRMA resta tuttora sconosciuta, ma sicuramente un ruolo
importante ¢ giocato da meccanismi immunopatogenetici, responsabili di un’eccessiva
risposta immunitaria locale (Hess e Sellon, 1997; Burgener, 1998). Sono colpiti
prevalentemente cani di grossa taglia di eta inferiore ai 2 anni, una predisposizione &
stata riscontrata nel Boxer e nel Bovaro del bernese (Tipold e Jaggy, 1994). Questa
patologia puo presentarsi in due forme, quella acuta o classica caratterizzata da rigidita
e iperestesia cervicale, febbre e pleocitosi neutrofila del sangue e del LCR, e quella
cronica o atipica caratterizzata da ulteriori deficit neurologici e pleocitosi mista del
LCR (Burgener, 1998; Tipold, 1994). In entrambe le forme di SRMA quantita elevate
di IgA vengono prodotte sia a livello sistemico che intratecale (Tipold, 1994).

La diagnosi basa essenzialmente sui risultati dell’esame del LCR e, in
particolare, sul riscontro di valori elevati di IgA, sia nel siero sia nel LCR. La diagnosi
di SRMA ¢ inoltre supportata dalla repentina remissione dei sintomi a seguito della
terapia steroidea, soprattutto nei casi di forma acuta (Hess e Sellon, 1997). Nei soggetti
con SRMA il LCR generalmente appare torbido e xantocromico, ovvero di colore
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giallo — arancio, ed ha peso specifico superiore alla norma. I globuli bianchi sono
notevolmente aumentati e possono superare le 500 cellule/mm~ (Chrisman, 1992).
Similmente a quanto avviene per le meningiti batteriche, si riscontra la presenza di un
75-100% di neutrofili i quali, pero, sono intatti e non degenerati (Chrisman, 1992); in
alcuni casi si trova anche qualche eosinofilo (Hess e Sellon, 1997).

La concentrazione proteica liquorale ¢ notevolmente aumentata (> 300 mg/
dL) (Chrisman, 1992) e lo stesso vale per 1’'IgG index, che puo arrivare fino a 6 (Hess
e Sellon, 1997). Sono stati riscontrati anche alti livelli di IgM e di IgA di produzione
intratecale (Hess e Sellon, 1997).
La terapia si basa sull’utilizzo di dosi immunosoppressive di corticosteroidi
(prednisone). Nella maggior parte dei casi sono necessari trattamenti di lunga durata
(circa 6 mesi), ma la prognosi ¢ generalmente favorevole, soprattutto nelle forme
acute trattate in modo corretto e tempestivo. Dato che un’interruzione troppo rapida
della terapia pud determinare recidive e addirittura refrattarieta al trattamento, alcuni
autori consigliano di monitorare mensilmente i pazienti sotto terapia cortisonica
ripetendo gli esami ematici e quelli del LCR fino a completa normalizzazione di questi
ultimi (Tipold, 1994; Cizinauskas, 2000). Nelle forme croniche, tuttavia, la risposta al
trattamento con corticosteroidi puo essere parziale o nulla (Tipold, 1994; Cizinauskas,
2000). Nei casi refrattari si pud far ricorso ad una terapia immunosoppressiva pill
aggressiva a base di azatioprina (Nelson e Couto, 1998).

CASO CLINICO
SEGNALAMENTO

Boxer, maschio, di 10 mesi.
ANAMNESI

Sette giorni prima della visita, il paziente aveva improvvisamente iniziato a
manifestare andatura rigida e atteggiamento di iperestesia cervicale (testa abbassata
con collo esteso), inarcamento laterale del dorso, contrazioni muscolari, forte dolore
in diversi punti del rachide (in particolare nel tratto cervicale) ed episodi febbrili. Un
quadro clinico simile si era gia verificato un mese prima ma si era risolto
spontaneamente. Al momento della visita era gia stata messa in atto terapia antibiotica
con amoxicillina (Zimox®) e antinfiammatoria con carprofen (RimadyI®). Il piano
vaccinale del paziente resta sconosciuto in quanto il soggetto ¢ stato adottato dagli
attuali proprietari all’eta di 5 mesi.
INFORMAZIONI CLINICHE

Al momento della visita la temperatura era nella norma (38.6°C). Il paziente
mostrava stato mentale vigile, ma palesemente sofferente, testa bassa ed inarcamento
del dorso con contrazione dei muscoli dell’addome. I.’andatura si presentava rigida
sul bipede posteriore. Alla visita neurologica le reazioni posturali ed i nervi cranici
non hanno mostrato alterazioni. Il paziente manifestava, infine, iperestesia di tutto il
rachide, soprattutto della regione cervicale e lombare.
I parametri ematici sono risultati nella norma fatta eccezione per una notevole
leucocitosi (21.900 cellule/ mm?, valori di riferimento: 6.000-15.000 cellule/ mm?).
Le radiografie dirette del rachide e del torace non hanno rilevato alcuna alterazione. I
test sierologici per Neospora e Toxoplasma sono risultati negativi.
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LCR

Il cane ¢ stato sottoposto ad anestesia generale gassosa per prelevare il LCR
a livello di cisterna magna. Il campione si presentava fortemente xantocromico, con
notevole aumento dei globuli rossi e marcata leucocitosi neutrofila (vedi figure 4-5-
6). Le proteine liquorali erano notevolmente aumentate. La IEF non ha dimostrato
presenza di bande di sintesi intratecale nonostante per questa patologia sia stata
dimostrato aumento dell’IgG Index (Tippold et al., 1995). Vista I’imponente
inflammazione delle meningi il prelievo di LCR ¢ stato difficoltoso e non ¢ stato
possibile prelevarne una quantita sufficiente per calcolare il titolo di IgA.

ASPETTO Fortemente xantocromico anche dopo centrifugazione
GL. ROSSI / mm? 432.000
GL. BIANCHI / mm? 4.266
Piccoli mononucleati% 17
Grandi mononucleati % 29
Neutrofili % 54
GLUCOSIO mg/dl 57%
PROTEINE mg/dl 800
PESO SPECIFICO 1.009
IEF Assenza di bande di sintesi intratecale
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Figura 4: aspetto microscopico del LCR nell’emocitometro (nessuna colorazione. Ingrandimento 20X). Gli
eritrociti (freccia bianca) possono essere identificati per I’assenza di nucleo e strutture interne, mentre i
leucociti (freccia nera) per la presenza del nucleo hanno un aspetto granulare.

Figura 5: aspetto citologico del liquor di cane affetto da SRMA: notare ’elevata quantita di leucociti pre-
senti. (Colorazione May Grunwalds Giemsa. Ingrandimento 10X).
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DIAGNOSI E TERAPIA

Visto il quadro clinico e le caratteristiche del liquido cefalorachidiano ¢ stato
avanzato un forte sospetto di SRMA. Per tale motivo ¢ stata consigliata una terapia
cortisonica con prednisone (Deltacortene forte®) a dosi immunosoppressive secondo
il protocollo consigliato da Tipold e Jaggy (Tipold, 1994) da continuare fino al momento
della visita di controllo fissata a distanza di un mese. Dopo i primi giorni di terapia si
¢ notata una repentina remissione dei sintomi la quale ha avvalorato il sospetto
diagnostico emesso. Il proprietario di sua iniziativa ha, tuttavia, sospeso la terapia
alcuni giorni prima dalla visita di controllo.

Al momento della visita di controllo il cane era clinicamente normale, ma
I’analisi del LCR ha premesso di rilevare il persistere dello stato infiammatorio a
livello meningeo, anche se in forma molto piu lieve rispetto ad un mese prima. Tale
reperto potrebbe essere stato influenzato dalla prematura sospensione della terapia.

ASPETTO Xantocromico
GL. ROSSI / mm? 1.984

GL. BIANCHI / mm? 30

Piccoli mononucleati% 23

Grandi mononucleati % 17

Neutrofili % 60
GLUCOSIO mg/dl 87
PROTEINE mg/dl > 200

In base all’esito dell’analisi del LCR il paziente ¢ stato messo nuovamente sotto terapia
cortisonica.

Figura 6: particolare del vetrino precedente ad ingrandimento maggiore. (Colorazione May Grunwalds
Giemsa. Ingrandimento 100X).

CONCLUSIONI

Come riportato in precedenza esistono diverse forme di meningo-encefalo-
mielite infiammatoria nel cane e, come si evince dai casi clinici trattati in questo
articolo, effettuare una diagnosi eziologica il piu accurata possibile &€ molto import-
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ante per la scelta della terapia e per I’emissione di una prognosi. Per fare questo ¢
necessaria un’analisi completa del LCR, accompagnata ad altre metodiche quali
I’immunofluorescenza e la PCR per il CDV, la titolazione delle IgA per la SRMA,
I’esclusione di altre patologie mediante sierologia, immunofluorescenza, PCR, in
associazione a TAC/ RM ed esame istologico di biopsia cerebrale per la GME.

L’esame del LCR, inoltre, come si pud vedere nell ultimo caso clinico, risulta
molto utile anche per monitorare il decorso della patologia in atto e per poter stabilire
come modulare e quando interrompere la terapia.

Va aggiunto, inoltre, che negli ultimi anni sono stati intrapresi numerosi studi
per quanto riguarda le frazioni proteiche ed in particolare le IgG liquorali. La IEF
(isoelectric focusing o focalizzazione isoelettrica) ne & un esempio. Essa ¢ una tecnica
di laboratorio che permette di separare le molecole proteiche in base al loro punto
isoelettrico e, applicata alle IgG del LCR, ¢ stata usata per studiare diverse patologie
neurologiche dell’'uomo. Rende infatti possibile la ricerca di IgG di sintesi intratecale,
ovvero bande oligoclonali di IgG che sono presenti nel LCR, ma non nel siero (Paolino
etal., 1990; Andersson et al., 1994; Sellebjerg et al., 1996; Marchetti et al., 1999; Lunding
et al., 2000). Tali studi sono ancora in fase iniziale ma i risultati preliminari sono
incoraggianti.

Parole chiave: cane, liquido cefalorachidiano, LCR, neurologia, meningite, sintesi
intratecale, IgG, Immunoglobuline G, IEF, focalizzazione isoelettrica, cimurro, CDV,
meningoencefalite granulomatosa, GME, meningo arterite sensibile ai corticosteroidi,
SRMA.

Key words: dog, cerebrospinal fluid, CSF, neurology, meningitis, intrathecal synthesis,
IgG, Immunoglobulin G, IEF, isoelectric focusing, distemper, CDV, granulomatous
meningoencephalomyelitis, GME, steroid-responsive meningitis-arteritis, SRMA.

RIASSUNTO

Dopo una breve trattazione di tre delle pil frequenti forme di meningo-encefalo-
mieliti infiammatorie del cane ad eziologie infettiva e non (cimurro, meningoencefalite
granulomatosa e meningo-arterite sensibile ai corticosteroidi), gli autori presentano tre
casi clinici per dimostrare 1’ utilita dell’analisi del liquido cefalorachidiano nella diagnosi
di tali patologie.

SUMMARY

Following a brief review of three of the most common inflammatory meningo-
encephalo-myelitis of the dog (canine distemper virus, granulomatous
meningoencephalomyelitis and steroid-responsive meningitis-arteritis), the authors
present three clinical cases to demonstrate the usefulness of cerebrospinal fluid analysis
for the diagnosis of these diseases.
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LA VISIONE NEL CANE
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Premessa

L’occhio del cane, se confrontato con quello dell’uomo presenta delle caratte-
ristiche anatomofisiologiche simili, le differenze, invece, sono legate al diverso “stile
di vita”. L’occhio umano, infatti, si € evoluto verso una visione diurna, mentre 1’oc-
chio del cane presenta una migliore visione crepuscolare e notturna. Il primo inoltre &
dotato di maggiore acuita visiva e percezione dei colori. Queste diverse caratteristiche
sono dovute alle dimensioni della pupilla dei mezzi diottrici e dalla struttura
fostosensoriale. La specie canina infatti ¢ dotata di una ampia cornea e di una pupilla
grande e possiede una struttura riflettente denominata tappeto lucido. Queste caratte-
ristiche, pero, limitano il potere di discriminare i particolari.

Cenni di morfo-fisiologia della visione

L’occhio puo essere paragonato ad una macchina fotografica dove le lenti sono
rappresentate dai mezzi diottrici cornea e lente, il diaframma ¢ I’iride e la pellicola &
la retina.

Il cristallino, secondo mezzo diottrico per importanza dopo la cornea, ¢ una
lente biconvessa, avvolta da una capsula, posta fra iride e corpo vitreo in cui & possi-
bile distinguere una faccia anteriore e una posteriore, due poli ed un equatore. I poli
rappresentano il centro delle facce e la linea circonferenziale, posta tra la faccia ante-
riore e posteriore, sulla quale si fissano le fibre della zonula, ¢ detta I’equatore della
lente. Il cristallino ¢ sospeso dalla zonula di Zinn che risulta costituita da sottili fibre
che si estendono dai corpi ciliari all’equatore della lente per 360° (Severin, 1990).

Il cristallino svolge due importantissime funzioni: la prima ¢ quella di focaliz-
zare i raggi sulla retina attraverso il meccanismo dell’accomodazione; la seconda &
quella di proteggere la retina dai dannosi raggi ultravioletti. L accomodazione ¢ de-
terminata dalle contrazioni del muscolo ciliare. La contrazione di tale muscolo deter-
mina il rilasciamento della zonula del cristallino, che a sua volta consente alla capsula
lenticolare di contrarsi e rendere il cristallino piu sferico. L’aumento della curvatura
del lente, causa un maggior potere rifrattivo, pertanto i raggi divergenti originati da
oggetti vicini vengono focalizzati sulla retina.

Il cane rispetto all’'uomo presenta una scarsa accomodazione, in quanto il mu-
scolo ciliare risulta meno sviluppato e pertanto ha una maggiore difficolta di messa
fuoco da vicino. La dimensione e la curvatura della cornea, perd, compensa in parte
questo problema.

La retina ¢ una complessa struttura fotosensoriale multistratificata che delimi-
ta il segmento posteriore dell’occhio (Millichamp, 1992) ed ¢ collegata al cervello
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attraverso il nervo ottico (Il NC). La retina ¢ costituita da una parte neurale, formata
da dieci strati, e dall’epitelio pigmentato. I fotorecettori, bastoncelli e coni, costitui-
scono lo strato piu esterno della retina neurale. I bastoncelli sono molto sensibili alla
luce e pertanto risultano importantissimi per la visione notturna o con poca luce (vi-
sione scotopica). I coni a differenza dei bastoncelli sono poco sensibili alla luce (vi-
sione fotopica), ma la loro funzione principale ¢ quella della differenziazione dei
dettagli e dei colori (Stades, 1998). I bastoncelli sono pill numerosi dei coni che
rappresentono solo il 5% del totale dei recettori. Nella retina del cane non vi & nessu-
na parte libera da bastoncelli, come nell’'uomo (macula e fovea), anche se nella parte
centrale della retina troviamo un’area molto sensibile ai colori per la maggiore pre-
senza di coni (Lignereux, 1997). I fotorecettori si appoggiano sull’epitelio pigmentato
della retina che ¢ a stretto contatto con la coroide, seconda tunica dell’occhio. Le
cellule che costituiscono 1’epitelio pigmentato svolgono alcune funzioni metaboliche
importantissime per la funzione dei fotorecettori. Infatti risintetizzano i pigmenti visi-
vi e fagocitano ’estremita del segmento esterno dei fotorecettori, facilitandone il ri-
cambio. L’epitelio pigmentato ricco di melanina serve anche a “schermare” la parte
interna dell’occhio limitando cosi la diffrazione della luce. Una struttura cellulare
extraretinica che non troviamo nell’'uomo ma di fondamentale importanza per la vi-
sione notturna del cane ¢ il tappeto lucido. E’ di forma triangolare a base orizzontale
, & assente nei soggetti albini e nei neonati in cui si sviluppa dopo la nascita (Monti,
1985). Nel cane consta di 9-20 strati di cellule altamente organizzate al cui interno vi
sono cristalli ad alto contenuto di zinco, cisteina (Miller e coll., 1995) e riboflavina.
La funzione del tappeto lucido ¢ quella di amplificare la luce, pertanto risulta indi-
spensabile nelle condizioni di scarsita di luce. Proprio per questa caratteristica il cane
¢ in grado di vedere in poca luce.

Laluce che arriva sulla retina ¢ assorbita dai pigmenti visivi, e trasformata cosi
in una risposta elettrofisiologica (fototrasduzione); tale risposta viene inviata attra-
verso le vie ottiche alla corteccia visiva del sistema nervoso centrale. La retina del
cane raggiunge la sua maturita morfologia all’eta di 6-7 settimane.

Ottica fisiologica: emmetropia, miopia o astigmatismo

L’occhio ¢ uno strumento ottico pertanto attraverso la rifrazione (proprieta fi-
sica per la quale un raggio luminoso viene deviato quando passa da un mezzo a un
altro di differente densitd) ¢ in grado di mettere a fuoco i raggi luminosi sulla retina.

L’occhio normale ¢ definito emmetrope. Nei casi in cui i raggi luminosi, per
diversi motivi, non vengono focalizzati sulla retina vi & un vizio o errore di rifrazione:
miopia, ipermetropia e astigmatismo.

Nella miopia, caratterizzata da un occhio “lungo”, i raggi si fermano prima
della retina, a differenza della ipermetropia ovvero occhio “corto”, dove I’immagine
si forma dopo la retina. La retinoscopia o schiastoscopia ¢ la tecnica che si utilizza per
lo studio della refrazione o lo stato diottrico dell’occhio, quindi permette di valutare
la cornea normale da quella patologica (Davidson e coll., 1993). Lo studio dei vizi di
rifrazione in oftalmologia veterinaria & eseguito solo a scopo di ricerca, in quanto non
¢ possibile applicare lenti correttive, divergenti o convergenti o eseguire la chirurgia
rifrattiva come accade nell’uomo.
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L’errore di rifrazione pill comunemente riscontrabile nel cane ¢ la miopia in
cui ¢ riconosciuta una predisposizione di razza nel Pastore Tedesco (- 0.86 D) e nel
Rottweilers (- 1.77 D) (Miller, 2001). La miopia inoltre si riscontra nel cane anziano
in quanto ¢ associata alla nucleosclerosi della lente, ovvero alla perdita di elasticita
del cristallino.

L’ipermetropia cosi come I’astigmatismo (errore di rifrazione caratterizzato da
una irregolarita della sfericita corneale per cui un punto viene percepito allungato)
sono poco comuni nel cane.

Sensibilita al movimento e percezione della profondita

L’occhio del cane e dell’'uomo presentano una buona percezione del movimen-
to. Rispetto al cane I’uomo in presenza di luce ha una capacita dieci volte superiore
per localizzare ed identificare un oggetto in movimento. Questa capacita ¢ legata,
come gia accennato, alla porzione maculare della retina che essendo costituita solo da
coni ¢ in grado di discernere i particolari ed i colori. Questa capacita va a favore del
cane in situazioni di scarsita di luce.

In una ricerca condotta in Inghilterra nel 1936 utilizzando 14 cani in forza alla
polizia britannica ¢& stato valutato che questi animali erano capaci di riconoscere un
oggetto in movimento da 900 metri ma erano incapaci di riconoscere lo stesso oggetto
immobile ad una distanza molto inferiore, a meno di 585 metri (Miller, 2001).

La percezione binoculare della profondita o visione stereoscopia (“fusione” in
una unica immagine) oltre ad essere legata, ovviamente, alla presenza di entrambi gli
occhi risulta essere maggiore negli animali che hanno questi in posizione frontale. I
cani quindi, che possiedono un solo occhio hanno una certa difficolta a percepire la
profondita.

La sensazione dei colori

La luce ¢ costiuita da particelle chiamate fotoni, ognuna delle quali ¢ formata
da piu onde elettromagetiche. La lunghezza d’onda (distanza tra i due picchi succes-
sivi dell’onda) di un raggio di energia elettromagnetica distingue la luce dalle onde
radio o da una radiazione X. Pertanto la luce ¢ un’onda di energia elettromagnetica
che presenta una lunghezza compresa tra 400 e 700 nm.

Il pigmento ¢ quella sostanza in grado di assorbire e riflettere una parte della
luce che lo colpisce (Hubel, 1989)

La retina dell’occhio umano ¢ caratterizzata da quattro tipi di fotorecettori: i
bastoncelli e tre tipi di coni che contengono ognuno un pigmento differente. La visio-
ne dei colori nei primati, incluso I’'uomo, ¢ tricromatica in quanto ¢ legata alla presen-
za nella retina di tre tipi di coni. Tali coni vengono identificati con le lettere L, M e S
(impropriamente chiamati coni rossi, verdi e blue) ed hanno pigmenti fotosensibili
diversi con massimo assorbimento, rispettivamente, a radiazioni di lunghezza d’onda
560, 530, e 440 nm. I coni L e M sono pitt numerosi rispetto ai coni S (assenti nel
centro della fovea). La risposta elettrica di ogni singolo cono ¢ correlata dal numero di
fotoni che sono assorbiti e non dalla lunghezza d’onda ad essi associata , pertanto i
singoli coni sono “ciechi al colore”. La visione dei colori risulta garantita quindi dalla
risposta dei diversi tipi di coni. La mancanza di un tipo di coni nell’'uomo ¢ causa
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della cosidetta dicromia, difetto di visione dei colori; tale mancanza ¢ di origine gene-
tica (Fiorentini, 1999).

Il riconoscimento dei colori richiede la presenza di almeno due tipi di
fotorecettori con sensibilita spettrale diversa. Diversi Autori hanno studiato la visione
dei colori del cane ma i risultati sono spesso in conflitto fra di loro (Miller e coll.,
1995). Si pud affermare comunque che il cane vede i colori ma non allo stesso modo
dell’uomo.

I coni, come gia accennato, sono i fotorecettori utilizzati nella visione dei co-
lori e il cane ne ha un numero minore rispetto all’uomo. Il cane presenta due tipi di
coni. Un tipo maggiormente sensibile alla lunghezza d’onda da 429 a 435 nm definita
del violetto, un secondo tipo sensibile alla lunghezza d’onda di 555 nm, del giallo. I
cani sembrano non avere i coni di tipo verde e pertanto sono incapaci a distinguere
alcune tonalita dal verde al rosso. Presumibilmente lo spettro visibile del cane varia
dal viola al blue-viola ed al giallo. Il cane sembrerebbe incapace di distinguere
I’arancione ed il rosso.

Per stabilire quali colori vede il cane si sono utilizzati due tecniche, una basata
sullo studio del comportamento ed una elettrofisiologica. Il primo metodo consiste
nel condizionamento dell’animale, ad associare la ricerca o 1’attesa di cibo con la
stimolazione di luci monocromatiche modificandone durata ed intensita. Il secondo
metodo ¢ rappresentato dall’elettroretinografia. Con quest’ultima metodica si sotto-
pone la retina a luce artificiale (flash), di varia intensita che determinera rapide varia-
zioni del potenziale delle cellule che costituiscono la retina: questi cambiamenti, op-
portunamente acquisiti, costituiscono 1’elettroretinogramma (ERG).

Quindi ’ERG deriva dalla somma algebrica dell’attivita elettrica delle diverse
risposte dello strato dei fotorecettori e cellule bipolari che costituiscono la retina (si
tratta di un potenziale di massa o field potential). Tale test valuta la retina e non la
funzione visiva.

L’equipaggiamento necessario per 1’esecuzione del test & costituito da tre elet-
trodi, una fonte luminosa flash (lampada allo xenon) e un apparecchio di registrazione
(Cordella e coll., 1991).

Il primo elettrodo, a contatto corneale (lente a contatto modificata) ¢ applicato
sulla superficie corneale previa interposizione di idrossipropilmetilcellulosa, un mezzo
viscoso che garantisce una maggiore adesione. La palpebra viene tenuta aperta con un
blefarostato. Il secondo elettrodo, di referenza ¢ infisso nel tessuto sottocutaneo, a
livello zigomatico; il terzo elettrodo di terra viene applicato alla base dell’orecchio. I
potenziali d’azione sviluppati in seguito alla stimolazione luminosa (flash posto a
circa 30 cm dall’occhio da esaminare) vengono registrati dall’elettroretinografo ed
evidenziati graficamente sotto forma d’onda.

Laretina ¢ stimolata sia dopo I’adattamento al buio (scotopico),sia dopo 1’adat-
tamento alla luce (fotopico). La stimolazione luminosa puo essere variata in intensi-
ta, colore e frequenza ed in questo modo diventa selettiva rispettivamente sull’attivita
dei bastoncelli o coni. Infatti la risposta primaria all’adattamento alla luce riflette la
funzione dei coni, mentre a seguito all’adattamento al buio si ha quella dei bastoncelli.
La stimolazione luminosa rapida o “flicker ERG” ¢ altamente specifica per la funzio-
ne dei coni (Komaromy e coll., 1998/a).
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Il tracciato elettroretinografico normale ¢ costituito da tre onde: “a”, “b” e “c”. L’
onda “a” si presenta come una deflessione negativa e riflette 1’ attivita dei fotorecettori.
Questa ¢ seguita dall’onda “b” positiva che esprime la funzione delle cellule dello
strato bipolare e di Miiller; sulla sua porzione ascendente si identificano i potenziali
oscillatori (piccole onde). L'onda “c” invece ¢ generata dall’ epitelio pigmentato del-
la retina (Sims, 1999; Komaromy e coll., 1998/b).

Valutazione della visione

L’esame obiettivo particolare dell’occhio ¢ distinto in due momenti: valutazio-
ne della visione ed esame fisico dell’occhio.

La prima parte della visita oculistica quindi ¢ volta alla valutazione della visio-
ne, e cioe si verifica la capacita visiva dell’animale. Appena 1’animale entra nella sala
da visita si studiera il suo comportamento. Un animale che non vede ha molta diffi-
colta nel muoversi in ambiente non conosciuti; utilizza molto il senso dell’olfatto, si
muove lentamente ed urta eventuali oggetti presenti nella stanza (tavoli, sedie ecc.).
Il proprietario puo riferire che nell’ambiente domestico I’animale vede. Questo atteg-
giamento ¢ normale in quanto il soggetto memorizza 1’ambiente in cui vive.

A tal fine ¢ utile valutare la visione dell’animale in una stanza con scarsita di
luce o buia e/o la creazione di un percorso ad ostacoli.

La reazione alla minaccia, il “cotton balls test” e il riflesso pupillare rappre-
sentano un ulteriore e valido aiuto per il veterinario per la valutazione della capacita
visiva. La reazione alla minaccia deve essere condotto coprendo un occhio con una
mano mentre con I’altra mano si esegue un movimento veloce, tangenzialmente o
frontalmente all’occhio controlaterale. Se I’animale vede ammicchera le palpebre. E’
necessario porre molta attenzione all’esecuzione del test della minaccia in quanto un
semplice movimento d’aria puo stimolare le ciglia e falsare il risultato; per ovviare a
questo inconveniente & possibile interporre uno schermo di plexiglass fra la mano in
movimento e I’occhio da valutare. Va precisato che il test della minaccia eseguito in
soggetti eccessivamente paurosi puo scatenare una risposta abnorme. Al contrario
alcuni animali giovani possono non rispondere alla minaccia pur vedendo. In questi
soggetti puo essere utile eseguire il “cotton balls test” che consiste nel fare passare
davanti al campo visivo dell’animale una piccolo batuffolo di cotone ovviamente I’ani-
male vedente seguira il tragitto del batuffolo in movimento.

Il riflesso pupillare diretto e consensuale deve essere valutato in una stanza
buia, utilizzando una penna luminosa o un transilluminatore di Finoff. La risposta
positiva (miosi) diretta e consensuale ¢ presente nei soggetti normali. E’ necessario
ricordare che una scarsa risposta pupillare non ¢ indice di cecita come & vero il contra-
rio, cioe¢ la presenza della risposta pupillare non ¢ indice di capacita visiva.

La seconda parte della visita oculistica ¢ rappresentata dall’esame fisico del-
I’occhio. Attraverso 1'utilizzo di occhiali ingraditori, lampada a fessura ecc si valuta
le varie strutture anatomiche dell’occhio. Lo studio del fondo oculare si esegue con
I’oftalmoscopio diretto ed indiretto, previa midriasi della pupilla, che permette di dia-
gnosticare le patologie retiniche che causano la cecita nell’animale.
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Parole chiave: cane, occhio, visione, colori.

Riassunto: L’occhio del cane, se confrontato con quello dell’'uvomo presenta delle
caratteristiche anatomofisiologiche simili, le differenze, invece, sono legate al diver-
so “stile di vita”. In Oftalmologia Veterinaria lo studio dei vizi di rifrazione & eseguito
solo scopo di ricerca, in quanto non ¢ possibile applicare lenti correttive, divergenti o
convergenti o eseguire la chirurgia refrattiva come accade nell’'uomo. Dalle ricerche
svolte emerge che i cani mediamente si avvicinano alla emmetropia. L’errore di rifra-
zione maggiore riscontrabile nel cane ¢ la miopia in cui ¢ riconosciuta una
predisposizione di razza nel Pastore Tedesco e nel Rottweilers.L’occhio del cane pre-
senta una migliore percezione degli oggetti in movimento rispetto a quelli staziona-
ri. Diversi Autori hanno studiato la visione dei colori del cane ma i risultati sono
spesso in conflitto fra di loro. Si puo affermare comunque che il cane vede i colori ma
non allo stesso modo dell’'uomo. Presumibilmente lo spettro visibile del cane varia
dal viola al blue-viola ed al giallo. I cani non possiedono i coni di tipo verde e pertanto
sono incapaci a distinguere alcune tonalita dal verde al rosso.

Key words: dog, eye, vision, colours.

Summary: A comparison between dog’s and man’s eye shows similarities from an
anatomic point of view and differences relating to the different way of life. In veterinary
opthalmology the study of refraction habits is made for research purposes only because
there are no means to apply lenses or refrattiva surgery as in the human being. According
to the latest studies dogs are very close to the emmetropia. The biggest rifraction
mistake to be found in dogs is that of short sight, although predisposition is known in
same races such as German Shepherds and Rotweilers. The dog’s eye seems to have a
better discerning of moving objects than static ones. Many authors have studied dog’s
colour vision but the results are often conflicting. Dog can see colours but not the
same spectrum as the human being. Generally it can be said that dog’s spectrum varies
from violet to blue violet and yellow. It hasn’t got green cones therefore it cannot
perceive the difference of some tones from green to red.
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LE PATOLOGIE OCULARI NEL BULLDOG INGLESE:
STUDIO RETROSPETTIVO

(Barbara Simonazzi, Stefano Zanichelli)

Sezione di Clinica Chirurgica Veterinaria e Medicina d’Urgenza, Dipartimento di Salute Ani-
male, Facolta di Medicina Veterinaria, Universita degli Studi di Parma

INTRODUZIONE

Il Bulldog Inglese discende con molta probabilita dall’antico Molosso
dell’Epiro, cane da guerra, parente del Bull Mastiff ed antenato dei Mastini. E’ stato
introdotto in Inghilterra quasi sicuramente dai navigatori Fenici nel VI secolo a.C. e
denominato “Pugnaces Britannie”” dai Romani. Era un cane selezionato ed addestrato
per combattere nelle arene e nei circhi contro orsi, leoni, tori ed altri mastini. Questi
“combattimenti dell’orrore” continuarono per secoli, fino a quando nel 1835, Re
Guglielmo IV, disgustato dalla loro crudelta, li vietd con un decreto. La razza, non pilt
utilizzata, ebbe un crollo improvviso e, verso la meta del XIX secolo, rischio addirit-
tura I’estinzione. Gli allevatori allora decisero di intervenire e dopo, accurate selezio-
ni, ottennero un cane piu massiccio e dal muso piu corto e prognato, ma dal carattere
tranquillo, dolce, affettuoso, pur conservando un coraggio impareggiabile. Nel 1875
fu pubblicato il primo standard di razza (6).

Il Bulldog ha una struttura del corpo particolare, la circonferenza del cranio
(misurato “a cerchio” davanti alle orecchie), ad esempio, deve essere pitt 0 meno pari
all’altezza dell’animale al garrese. La testa ¢ decisamente sproporzionata rispetto al
corpo, anche se nelle esposizioni canine questa sproporzione viene considerata un
pregio: piu grossa ¢ la testa dell’animale, piu il soggetto viene ritenuto di valore. La
testa del Bulldog Inglese deve essere massiccia, la faccia corta ed il cranio largo. Il
muso deve essere corto, largo e retratto, le narici larghe, le labbra pendenti e spesse.
La mascella deve essere larga e quadrata e la mandibola curvarsi verso 1’alto. Il dorso
¢ corto e non diritto in quanto forma un arco accentuato. Questo particolare, denomi-
nato “dorso di capra”, costituisce un difetto in gran parte delle razze canine, mentre
nel Bulldog ¢ considerato una qualita. Gli arti del Bulldog devono essere forti e molto
muscolosi, quelli anteriori molto distanti tra loro con i piedi leggermente mancini (6).

La selezione e la ricerca degli allevatori, per avere Bulldog Inglesi sempre pill
vitali e sani, hanno indotto a sottoporre molti soggetti a controlli sanitari di vario tipo.
Oggi esistono soggetti, sottoposti a controllo veterinario specialistico, in possesso di
certificazioni di assenza di patologie tipiche della razza. Lo stesso ENCI sta avverten-
do I’esigenza di migliorare sempre pill le varie razze con certificazioni che ne com-
provino la salute e la riproduzione di qualita. Esiste, infatti, da qualche anno, il pro-
blema dei soggetti provenienti da paesi non convenzionati o poco attenti alla salute
degli animali: in genere paesi dell’est europeo o paesi extraeuropei. In questo caso,
per un’economia di acquisto, si portano in casa, spesso e volentieri, elementi malati o
destinati a malattie anche molto gravi. Gli allevatori seri e appassionati della razza
proseguono nel tentativo di tutela, anche se con difficolta; molti altri invece si ritirano

121



Ann. Fac. Medic. Vet. di Parma (Vol. XXIII, 2003) - pag. 121 - pag. 130

e lasciano il passo al business e alla speculazione, con danni terribili e irreparabili.

Gli occhi del Bulldog, il cui standard di razza descrive come “molto distanti, di
media grandezza, rotondi e molto scuri”, presentano spesso patologie correlate alla
struttura ed alla conformazione della testa (6).

Il College Americano degli Oftalmologi Veterinari ha riportato come patologie
oculari supposte di natura ereditaria nel Bulldog Inglese, la distichiasi (Foto 1), le
ciglia ectopiche, 1’ectropion, I’entropion, il prolasso della ghiandola della terza palpe-
bra, la cheratocongiuntivite secca, la cataratta e la displasia retinica (1, 3, 10, 12, 13).
Scopo di questo studio ¢ stato quello di segnalare la nostra esperienza, relativamente
alle patologie oculari riscontrate nei Bulldog Inglesi presentati alla nostra attenzione
per visita specialistica. In particolare abbiamo cercato di evidenziare e differenziare le
patologie oculari di sospetta origine ereditaria da quelle definite di natura acquisita.

Foto 1: distichiasi palpebra superiore occhio destro (caso n. 7)

MATERIALI E METODI

In questo studio sono stati inclusi 34 cani di razza Bulldog Inglese sottoposti a
visita specialistica per una patologia oftalmica.

Tutti gli animali sono stati sottoposti a visita oculistica.

Sono stati valutati la reazione di ammiccamento alla minaccia, i riflessi pupillari
diretti e consensuali, la produzione delle lacrime (Schirmer tear test, Schering Plough
Animal Health) e la pressione intraoculare mediante tonometria per applanazione
(Tono-Pen XL, Mentor). E’ stato inoltre eseguito il test di colorazione con fluoresceina
(Fluorescein sterile strips, HS International). L’esame del segmento anteriore ¢ stato
condotto mediante biomicroscopia, il segmento posteriore ¢ stato valutato mediante
oftalmoscopia diretta previa dilatazione pupillare con tropicamide 0,5% e fenilefrina
10% (Visumidriatic Fenilefrina collirio, Visufarma).

Sono state quindi esaminate le palpebre e la terza palpebra, sia mediante un
semplice esame esterno, sia mediante biomicroscopia, prestando attenzione alla loro
integrita, posizione e movimenti. Sono state esaminate la superficie esterna cutanea,
quella interna congiuntivale ed il margine palpebrale. In primo luogo sono stati osser-
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vati ’aspetto del tegumento, la posizione reciproca delle palpebre, 1’orientamento
delle ciglia e poi, con maggiore attenzione, la fessura palpebrale: la simmetria delle
due fessure, la dimensione della loro apertura e la posizione dei due canti.

La superficie esterna ¢ stata esaminata per evidenziare eventuali difetti di
malposizionamento (entropion ed ectropion), alterazioni, infiammazioni, peli
maldirezionati (trichiasi), movimenti anomali e corpi estranei. A questo punto sono
stati presi in esame i margini palpebrali, sono state esplorate la linea grigia, i pori delle
ghiandole tarsali, i punti e le caruncole lacrimali al fine di evidenziare eventuali ulce-
re, rigonfiamenti, masse o distichie. Infine, ¢ stata esaminata la faccia congiuntivale
della palpebra mediante eversione della stessa per osservare la congiuntiva palpebrale
e le ghiandole tarsali alla ricerca di possibili neoplasie, calazi, ciglia ectopiche e corpi
estranei. La terza palpebra ¢ stata ispezionata nelle sue facce esterna ed interna me-
diante 1’ausilio di una pinza apposita previa applicazione di anestetico locale a base di
ossibuprocaina cloridrato (Novesina collirio, Mipharm).

RISULTATI

L’eta media dei 34 soggetti presi in esame ¢ risultata di 21 mesi, con un minimo di 1
mese ed un massimo di 84 mesi (7 anni). Sono stati esaminati 25 maschi e 9 femmine.
In 9 casi € stato colpito 1I’occhio destro, in 5 il sinistro (14 casi monolaterali) ed in 20
cani la lesione si ¢ presentata bilateralmente (Foto 2). Otto cani hanno presentato
contemporaneamente patologie oculari diverse tra loro (Tabella 1).

R

-

Foto 2: prolasso bilaterale della ghiandola della terza palpebra (caso n. 12)

Complessivamente sono stati diagnosticati 9 casi di cheratocongiuntivite secca (KCS),
di cui sette monolaterali (3 probabilmente conseguenti ad asportazione della ghiando-
la della terza palpebra) e solo 2 bilaterali, 5 casi di prolasso della ghiandola della terza
palpebra (3 bilaterali), 4 casi di congiuntivite follicolare (2 bilaterali) ed un caso di
alterazione qualitativa del film lacrimale. Per quanto riguarda le palpebre, invece, 8
cani erano interessati bilateralmente da entropion (in 3 casi dorsale e ventrale, in 3
mediale inferiore e superiore, in uno dorsale ed in un altro ventrale) ed uno da ectropion
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bilaterale (Foto 3). Otto cani presentavano distichiasi (in sette casi bilaterale) e 3 ci-
glia ectopiche (2 monolaterali).

In 2 casi ¢ stata diagnosticata un’erosione corneale epiteliale di tipo recidivante
monolaterale, in un caso un’ulcera ed in un altro un descemetocele (Foto 4). Solo in
un cane ¢ stata diagnosticata una patologia del segmento posteriore, nel caso specifico
una displasia retinica (Tabella 1).

Complessivamente le patologie oculari riportate sono 44 di cui 35 di natura ereditaria
o presunta tale e 9 di tipo acquisito (congiuntivite follicolare, erosione corneale epiteliale
di tipo recidivante, ulcera e descemetocele). Tra queste ultime rimane comunque il
dubbio che 'ulcera ed il descemetocele fossero patologie secondarie, correlate, nel
primo caso, ad entropion, e nel secondo a cheratocongiuntivite secca.

Foto 4: descemetocele occhio destro (caso n. 8)
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11 valori osservati dei test di Shirmer hanno presentato una media di 9 mm/min con un
range da 1 a 13 mm/min.

I casi di cheratocongiuntivite secca ed alterazione qualitativa del film lacrimale, sono
stati trattati con una terapia a base di sostituti delle lacrime (localmente 3-4 volte al
giorno) e ciclosporina locale (mattino e sera) continuata nel tempo. Nei casi di KCS
secondaria ad asportazione della terza palpebra ¢ stato proposto I’intervento di
trasposizione del Dotto di Stenone (3).

I casi di congiuntivite follicolare sono stati trattati con cortisone locale (1 goccia 3-4
volte al giorno per 15 giorni), associato a ciclosporina locale (mattino e sera per 15
giorni) (11) (Foto 5).

I soggetti interessati da prolasso della ghiandola della terza palpebra sono stati poi
sottoposti ad intervento chirurgico di riposizionamento della suddetta ghiandola me-
diante tecnica “pocket” (3, 7, 9).

I casi di entropion ed ectropion sono stati trattati tutti con terapia chirurgica, gli
entropion dorsali sono stati corretti mediante tecnica di Stades, quelli ventrali me-
diante tecnica di Hotz-Celsus e quelli mediali mediante cantoplastica mediale. Il caso
di ectropion ¢ stato sottoposto ad intervento correttivo mediante tecnica “a cuneo” (3,
4).

Nei cani che presentavano distichie multiple evidenti e responsabili di manifesto fa-
stidio oculare, si ¢ provveduto all’esecuzione della criochirurgia (7 cani). I soggetti
sono stati tutti sottoposti ad intervento di crioepilazione eseguito con 2 cicli di
congelamento uno dopo I’altro (11).

I soggetti interessati da ciglia ectopiche sono stati trattati mediante asportazione chi-
rurgica dell’intero ciglio compreso il follicolo pilifero ectopico.

Le erosioni corneali epiteliali recidivanti sono state sottoposte ad intervento combina-
to di debridement e cheratotomia a griglia, seguito da terapia locale fino a guarigione,
a base di antibiotico in collirio (1 goccia 3-4 volte al giorno) e atropina solfato collirio
1% (una goccia mattino e sera per i primi 3 giorni e poi 1 goccia al mattino per i giorni
restanti). L’ulcera ¢ stata sottoposta a trattamento con antibiotico in collirio (1 goccia
3-4 volte al giorno fino a guarigione) e atropina solfato collirio 1% (una goccia matti-
no e sera per i primi 3 giorni e poi 1 goccia al mattino per i giorni restanti). In quest’ul-
timo caso ¢ risultato determinante 1’intervento di correzione dell’entropion che era
probabilmente la causa della lesione corneale. Il cane con descemetocele ¢ stato trat-
tato mediante 1’esecuzione di un flap congiuntivale peduncolato e la KCS, probabile
responsabile della patologia ¢ stata gestita come sopra indicato. Per quanto riguarda il
cane coinvolto da displasia retinica, non ¢ stato effettuato nessun tipo di trattamento.
I cani sottoposti sia a terapia farmacologica che chirurgica hanno presentato la com-
pleta risoluzione del quadro clinico. Un miglioramento significativo, ma non una gua-
rigione definitiva si € avuto nei cani interessati da KCS e alterazione qualitativa del
film lacrimale.
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Foto 5: congiuntivite follicolare occhio sinistro (caso n. 25)

Tabella n°1
SESSO| ETA’| OCCHIO PATOLOGIA
(mesi)
1 M 8 Oou Entropion dors. e vent., distichiasi, prolasso gh. os
2 M 72 ou Cheratocongiuntivite secca
3 M 84 ou Cheratocongiuntivite secca
4 F 24 ou Entropion dors. e vent.
5 F 8 ou Entropion mediale sup. ed inf.
6 M 6 ou Prolasso gh., entrop. dors. e vent. (ulcera od)
7 M 3 ou Distichiasi
8 M 5 OD Cheratocongiuntivite secca, descemetocele
9 M 3 OD Prolasso ghiandola della terza palpebra
10 M 7 ou Congiuntivite follicolare, distichiasi
11 M 7 OD Congiuntivite follicolare
12 F 8 ou Prolasso ghiandola della terza palpebra
13 F 30 ou Distichiasi, ciglio ectopico od palpebra sup.
14 F 60 OD Cheratocongiuntivite secca
15 M 3 OD Prolasso ghiandola della terza palpebra
16 M 20 OS Cheratocongiuntivite secca
17 M 15 OD Erosione corneale epiteliale
18 M 1 oS Cheratocongiuntivite secca (asportazione ghiandola)
19 F 24 oS Cheratocongiuntivite secca
20 M 36 oS Cheratocongiuntivite secca (asportazione ghiandola)
21 F 4 OD Erosione corneale epiteliale
22 M 24 ou Entropion mediale sup. ed inf., ectropion ventrale
23 F 60 oS Congiuntivite follicolare
24 M 24 Oou Alterazione qualitativa del film lacrimale
25 M 18 Oou Congiuntivite follicolare
26 M 41 ou Distichiasi
27 M 4 OD Cheratocongiuntivite secca (asportazione gh. e terza palpebra)
28 M 3 ou Distichiasi, ciglio ectopico od palpebra sup.
29 M 18 ou Entropion dorsale
30 M 18 OD Distichiasi
31 M 30 ou Displasia retinica
32 M 12 (018 Entropion mediale sup. ed inf.
33 M 12 ouU Entropion ventrale
34 F 24 ou Distichiasi, ciglia ectopiche palpebra sup.

Legenda OD: occhio destro; OS: occhio sinistro; OU: entrambi gli occhi
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DISCUSSIONE E CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Da questo lavoro emerge come la maggior parte delle patologie oculari nel
Bulldog Inglese siano patologie di tipo ereditario (79,5%) e a carico del segmento
anteriore dell’occhio (97%). Trentatré dei 34 casi esaminati hanno, infatti, presentato
patologie palpebrali, della terza palpebra, dell’apparato lacrimale e corneali, mentre
in un solo cane si ¢ avuta una patologia a carico del segmento posteriore dell’occhio.
Le patologie pil frequenti sono state osservate a carico delle palpebre, della terza
palpebra e del sistema lacrimale.

Le razze brachicefaliche, come il Bulldog Inglese hanno la larghezza della
testa maggiore della mezza lunghezza del cranio. Sono razze caratterizzate da testa
massiccia, orbite poco profonde ed occhi situati in posizione frontale che possono
facilitare lo sviluppo di patologie oculari, ed in particolare modo di quelle palpebrali.
In questa razza, inoltre, I’abnorme sviluppo delle pieghe cutanee frontali spesso pesanti
ed eccessive, e la cute facciale lassa, concorrono a favorire quest’aspetto. Poiché an-
che per quanto riguarda il prolasso della ghiandola della terza palpebra, sembra esservi
una propensione per i soggetti appartenenti alle razze brachicefale, ¢ possibile che
all’insorgenza della patologia contribuisca anche la conformazione dell’orbita.

L’elevato numero di soggetti di sesso maschile (73,5%), ci induce a pensare
come questo dato possa essere correlato allo sviluppo dei caratteri sessuali secondari
quali I’aumento e la conformazione particolare delle pieghe facciali attorno all’orbita.
E’ possibile quindi pensare come la spinta delle pieghe facciali sulle palpebre possa
creare alterazioni di posizione del margine palpebrale e portare ad esacerbare minime
alterazioni di conformazione o relative ai disordini ciliari. Questo dato oggettivo ¢
chiaramente riferito ai soggetti che sono stati presi in considerazione nel nostro lavo-
10.

Per quanto riguarda 1’eta, possiamo evidenziare come la media sia piuttosto
bassa (21 mesi). Pur non presentandosi direttamente alla nascita, infatti, molte patologie
compaiono nei primi mesi o anni di vita, poiché la predisposizione alla patologia puo
manifestarsi in concomitanza con il completo sviluppo morfologico dell’animale.

Le patologie palpebrali ereditarie sono in genere correlate a conformazioni
particolari del cranio, delle orecchie ed alla struttura della testa tipiche di alcune razze
selezionate. Molte anomalie ereditarie delle palpebre sono associate alla conforma-
zione, alle dimensioni ed alla forma della fessura palpebrale, nonché alla posizione o
alle dimensioni del globo

Entropion, ectropion, distichiasi, ciglia ectopiche, prolasso della ghiandola della
terza palpebra e cheratocongiuntivite secca sono spesso il risultato di intensi pro-
grammi di incrocio basati su soggetti portatori di tali patologie.

Le modificazioni genetiche nel Bulldog, come anche nelle altre razze canine, sono
state prodotte sia in modo inconsapevole, sia al fine di ottenere determinate caratteri-
stiche morfologiche, esasperandone alcune particolarita. Pertanto, i problemi sono
insorti sia accidentalmente, associati a questo processo di selezione, sia come conse-
guenza di una precisa volonta nell’esasperare lo standard. Mentre le malattie acquisite
non si possono evitare, i problemi patologici ereditari con le loro gravi manifestazioni
cliniche, devono essere prevenuti. I difetti ereditari si possono, infatti, eliminare o si
puo ridurre al massimo la loro incidenza, mediante misure di controllo efficaci fonda-
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te su accoppiamenti tra soggetti sani.

Al fine della prevenzione delle malattie ereditarie del segmento anteriore,
dell’occhio del Bulldog come anche nelle altre razze canine, sarebbe interessante una
politica di sensibilizzazione in allevamento, tra i giudici ed i proprietari, per la sele-
zione di soggetti esenti da questo tipo di patologie, come si sta verificando ad esempio
per il controllo delle patologie della lente, della retina e per il glaucoma (8).

Nonostante le oculopatie palpebrali ereditarie come I’entropion, I’ectropion
e la distichiasi non rappresentino un’urgenza, poiché non comportano gravi rischi di
cecita, andrebbero comunuque prevenute e non sottovalutate ai fini di preservare 1’in-
tegrita della cornea ed evitare i pericoli di perforazioni corneali ad esse correlate.
Purtroppo patologie quali I’entropion ed il prolasso della ghiandola della terza palpe-
bra sono ormai ritenute malattie comuni nel Bulldog Inglese, per cui si ripone quasi
piu fiducia nell’abilita del chirurgo veterinario a correggere il difetto, piuttosto che
nello sforzo prolungato della selezione genetica volto ad ottenere miglioramenti attra-
verso variazioni nella politica d’allevamento (2).

Vi sono casi in cui le patologie vengono trattate in modo assolutamente
non corretto. Nella nostra esperienza, infatti, abbiamo osservato ben 3 casi di KCS
(sui 9 segnalati) probabilmente dovuti all’ asportazione della ghiandola della terza
palpebra (in un caso era stata asportata anche la terza palpebra) effettuata impro-
priamente dal veterinario referente, o addirittura dallo stesso allevatore (5).

In alcuni programmi d’allevamento, infatti, non si perseguono abbastanza
vigorosamente queste tendenze al miglioramento, e le malattie ereditarie non solo
sopravvivono, ma divengono sempre piu radicate.

Un passo importante sarebbe quindi il garantire 1’assenza di segni di malattie
oculari ereditarie nei cani utilizzati per la riproduzione (12). Per ottenere questo risul-
tato, ¢ importante non solo che tutti i cani destinati a tale impiego vengano esaminati
nell’ambito del progetto, indipendentemente dal fatto che nella razza sia nota o meno
la presenza di disordini oculari ereditari, ma anche che il progetto stesso sia sottopo-
sto a continue revisioni. Per molte patologie si parla di “predisposizione razziale”,
poiché non sempre sono disponibili i dati necessari a dimostrare il comportamento
ereditario di determinate oculopatie. La crescente incidenza di alcune forme, all’inter-
no di specifiche razze, e il Bulldog ne ¢ un esempio, puo indicare come tali manifesta-
zioni patologiche possano essere determinate geneticamente.
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Riassunto

In questo studio vengono presi in considerazione 34 cani di razza Bulldog
Inglese sottoposti a visita specialistica per un problema oculare. Vengono esaminati
25 maschi e 9 femmine, I’eta media € di 21 mesi con un minimo di 1 ed un massimo
di 84 mesi. La patologia ¢ bilaterale in 20 casi. Complessivamente sono state
diagnosticate le seguenti patologie oculari: cheratocongiuntivite secca (KCS, 9 casi),
prolasso della ghiandola della terza palpebra (5 casi), congiuntivite follicolare (4 casi),
alterazione qualitativa del film lacrimale (un caso), entropion (8 casi), ectropion (un
caso), distichiasi (8 casi), ciglia ectopiche (3 casi), erosione corneale recidivante (2
casi), ulcera (un caso), descemetocele (un caso), displasia retinica (un caso).
Le patologie oculari ereditarie sono risultate il 79,5% delle patologie complessivamente
diagnosticate in questa razza.

Summary

In this study we considered 34 English Bulldog referred to a specialistic visit
for an ocular problem. We examined 25 males and 9 females, the average age was 21
months with a range of 1 to 84 months. Pathology is bilateral in 20 cases. Overall, the
following ocular pathologies were diagnosed: keratoconjunctivitis sicca (KCS, 9 cases),
prolapse of the gland of the third eyelid (5 cases), follicular conjunctivitis (4 cases),
qualitative tear deficiency (a case), entropion (8 cases), ectropion (a case), distichiasis
(8 cases), ectopic cilia (3 cases), recurrent epithelial corneal erosion (2 cases), ulcer
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(one case), descemetocele (one case), retinal dysplasia (a case). Hereditary ocular
pathologies have turned out to be 79.5% of all pathologies diagnosed in this breed.

Résume

Dans cette étude nous avons soumis 34 Bulldog Anglais a une visite specialistic
pour un probléme oculaire. Nous avons examiné 25 males et 9 femelles, 1’age moyen
estde 21 mois, la plus bas est de 1 mois et la plus grande est de 84 mois. La pathologie
est bilatérale dans 20 cas. En conclusion, on a diagnostiqué: kératoconjonctivite seche
(KCS, 9 cas), prolapsus de la glande de la troisieme paupiere (5 cas), conjonctivite
folliculaire (4 cas), alteration qualitative de larme (un cas), entropion (8 cas), ectro-
pion (un cas), distichiasis (8 cas), cils ectopiques (3 cas), érosion cornéenne récurrente
(2 cas), ulcere (un cas), descemétocele (un cas), dysplasie rétinienne (un cas). Les
pathologies oculaires héréditaires sont resultées le 79.5% de toutes les pathologies
diagnostiquées dans cette race.
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I’UVEITE FACOCLASTICA NEL CONIGLIO:
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Sezione di Clinica Chirurgica Veterinaria e Medicina d’Urgenza, Dipartimento di Salute Animale,
Facolta di Medicina Veterinaria, Universita degli Studi di Parma

PREMESSA

L’Encephalitozoon cuniculi € un comune microrganismo, parassita
intracellulare obbligato, appartenente alla famiglia dei microsporidi ed in genere
repertato nei conigli da laboratorio (6). E’ spesso responsabile, nei soggetti affetti, di
forme subcliniche di tipo cronico (3).

Le vie di trasmissione riportate sono quella intravenosa, intracerebrale, ora-
le, rettale, respiratoria e transplacentare (3). La maggior parte delle lesioni da esso
sostenute sono a carico del sistema nervoso centrale (45,1%) e dei reni (31,4%), piu
raramente si manifesta con lesioni oculari spesso confondibili con infezioni di tipo
batterico (13,7%) (2, 3, 7).

Recentemente in letteratura sono stati riportati nel coniglio casi di uveite
facoclastica attribuibili ad Encephalitozoon cuniculi (9). L’uveite facoclastica, in questi
casi, si osserva come evento eccezionale, in quanto la capsula anteriore della lente
non sembra essere rotta da un insulto di tipo traumatico, ma si lesiona in modo spon-
taneo, probabilmente indotto dalle stesse larve del parassita (4, 11, 12). Intimamente
associata alla rottura della lente ¢ stata spesso riportata un’infiammazione di tipo
granulomatoso che la accomuna all’endoftalmite facoanafilattica (PE) descritta nel-
I'uomo (3, 45, 12). A differenza dell’uveite indotta da Pasteurella multocida, in que-
sto tipo di patologia non si repertano raccolte intraoculari di materiale infiammatorio
simil purulento (11).

In genere questo tipo di affezione non risponde alla terapia medica di tipo
sintomatico, il glaucoma ¢ spesso una conseguenza inevitabile, per cui I’enucleazione
¢ in una buona parte dei casi I’evento conclusivo dell’uveite facoclastica (3, 5, 6, 11).
La facoemulsificazione, unitamente al trattamento di tipo medico sembra essere 1’ unico
trattamento di successo per questo genere di patologia (3, 4,9, 11).

MATERIALI E METODI

In questo studio sono stati inclusi 16 conigli nani sottoposti a visita speciali-
stica per un problema di tipo oftalmologico.

Tutti gli animali sono stati sottoposti a visita oftalmologica completa. Sono stati
valutati la reazione di ammiccamento alla minaccia, i riflessi pupillari diretti e consensuali
e la pressione intraoculare mediante tonometria per applanazione (Tono-Pen XL, Mentor).
E’ stato inoltre eseguito il test di colorazione con fluoresceina. L’esame del segmento
anteriore ¢ stato condotto mediante biomicroscopia, il segmento posteriore & stato valutato
mediante oftalmoscopia diretta previa dilatazione pupillare, quando possibile, con
tropicamide 0,5% e fenilefrina 10% (Visumidriatic Fenilefrina, Visufarma).
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Lo scopo del nostro studio ¢ stato quello di valutare la percentuale di soggetti affetti
da uveite facoclastica e di descrivere le caratteristiche cliniche proprie di questa pato-
logia.

RISULTATI

In undici dei sedici conigli nani affetti da problemi oculari ¢ stata diagnosti-
cata una sospetta uveite facoclastica associata a rottura della lente. I restanti cinque, in
cui ¢ stata riscontrata un’altra patologia oculare (ascesso retrobulbare, ostruzione dei
dotti nasolacrimali, ecc.), sono stati esclusi da questo studio.

L’eta media dei soggetti presi in esame ¢ risultata di 10,27 mesi con un mini-
mo di 5 ed un massimo di 24 mesi. Sono stati esaminati 6 maschi e 5 femmine. In 7
casi ¢ stato colpito I’occhio destro ed in 4 il sinistro (Tabella 1) (Fig.1).

Per quanto riguarda la presentazione clinica, in quattro casi i riflessi pupillari
erano presenti, in cinque assenti ed in due lenti ed incompleti. La reazione di
ammiccamento alla minaccia era presente solamente in tre casi ed in otto ¢ stata valu-
tata positivamente la risposta alla stimolazione luminosa o dazzle reflex (per “dazzle
reflex” si intende quel riflesso sottocorticale che un paziente manifesta con il parziale
ammiccamento delle palpebre e che viene evocato da uno stimolo luminoso intenso).
In sei conigli era presente edema corneale, in due neovascolarizzazione corneale
stromale ed in uno sono stati evidenziati abbondanti precipitati cheratici.
La pressione intraoculare (IOP) ha presentato una media di 20,63 mm/Hg con un
range da 9 a 40 mm/Hg. Quattro conigli hanno presentato un glaucoma secondario
conseguente ad uveite facoclastica. In sei casi era presente “flare” di diversa entita ed
in tre ¢ stata evidenziata la presenza di un granuloma irideo. Otto casi presentavano
neovascolarizzazione iridea e nei quattro con rialzo pressorio era presente un’iride
bombe. In quattro conigli sono state repertate sinechie posteriori di tipo estensivo. In
cinque casi ¢ stata diagnosticata la presenza di cataratta, ed in sette ¢ stato possibile
evidenziare una rottura a carico della capsula anteriore della lente.
In tutti i soggetti ¢ stata consigliata I’esecuzione dell’immunofluorescenza indiretta o
del metodo ELISA per ’identificazione dell’ Encephalitozoon cuniculi, ma senza nes-
sun consenso da parte dei proprietari.
Nei soggetti affetti da glaucoma ¢ stata prescritta una terapia topica a base di timololo
maleato 0,5% (una goccia due volte al giorno) e desametasone 0,1% (una goccia quat-
tro volte al giorno). E’ stata inoltre consigliata una terapia chirurgica risolutiva a cari-
co dell’occhio patologico mediante enucleazione o protesi intrasclerale (ISP).
Nei restanti conigli ¢ stata consigliata una terapia topica a base di desametasone 0,1%
(una goccia quattro volte al giorno) e tropicamide 0,5% e fenilefrina 10% (una goccia
due volte al giorno). E stato inoltre proposto un eventuale intervento di asportazione
della Iente mediante facoemulsificazione (Tabella 1).

132



Ann. Fac. Medic. Vet. di Parma (Vol. XXIII, 2003) - pag. 131 - pag. 137

quuesaxd :STId
Juasse 1SSy

are[y snoanbe :areyy by
BIOJBUIW B[ OJUSUIBIOIUILIE P QUOIZBAI :"UTW "ZeY
XQ[JoI 9[ZZep :9[ZZe(]

reqdnd 1ssofj1r 1Y 1d epuagay

quioq quioq / quioq quioq
"AOAN "AOIN "AOIN / "AOAN / "AOIN "AOON / "AOAN "AOIN pLIy
SSv SSV SSv SSV SSv Sqdd SSV SSv Sqdd SSv Sqdd ‘[nuery
+++ + + / ++++ / / / ++ / ++++ areyy by
€e 6 6l Sl oy ¢l ¢l 6 4! 6¢ Y4 (3y/wrur)
dOI

IS ISBA ‘IS ISBA RElR)

ewopy | / rwopyg BUWAPH ruIOpy BUWIAPH / 0314 / rwopyg / BIWIO))
Sqdd Sqdd SHdd SSv SSv Sqdd Sddd Sddd Sqdd Sqdd SSv dlzzeq
SSv SSV SSv SSV SSv SHdd ‘SSv SHdd SHdd SSv SSv ‘urw
*ZBIY
SSv Sddd DU SSV SSv SHad nuo Sadd Sddd SSv SSv d'1d
Xa NS Xa NS Xda Xa Xa NS Xda Xa NS oo
4! L e ¢ cl ¢ 6 8 9 cl el Isow
(21
N W d W W d W W 4 d d 0SS3§
1T 01 6 8 L 9 S L4 € [4 I N

‘T'ue[pPqeL

133



Ann. Fac. Medic. Vet. di Parma (Vol. XXIII, 2003) - pag. 131 - pag. 137

Fig.1: Uveite facoclastica in un coniglio nano (occhio sinistro)

DISCUSSIONE E CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

L’eziopatogenesi dell’uveite facoclastica del coniglio, come sopra descritto,
non ¢ ancora ben definita. Questa patologia ¢ stata descritta in genere in soggetti
piuttosto giovani, senza riscontrare una predisposizione per quanto riguarda il sesso.
La presenza dell’Encephalitozoon cuniculi all’interno del cristallino suggerisce un
ruolo fondamentale di questo microrganismo nello sviluppo della patologia. Fino ad
oggi, infatti, il coniglio ¢ I'unica specie in cui si verifica un’uveite facoclastica senza
la contemporanea presenza di un evento di tipo traumatico (6).

Le uveiti cosiddette “lente indotte” sono il risultato di un eccesso di anticorpi
prodotti dall’organismo nei confronti delle proteine della lente. Si possono avere uveiti
facolitiche od uveiti facoclastiche (10).

L’uveite facolitica, meno grave della seconda e frequente nel cane, si verifica
in genere in corso di cataratta ipermatura o a rapida evoluzione (frequente ad esempio
nelle cataratte di tipo diabetico). In questo tipo di infiammazione si ha un rilascio
delle proteine della lente attraverso la capsula del cristallino intatta, durante la
maturazione della cataratta ed il suo riassorbimento. La risposta da parte dell’organi-
smo ¢ di tipo linfocitico-plasmocitico (6, 10).

Con il termine facoclastico, invece, vengono descritte gravi uveiti associate
ad un rilascio massivo di proteine da parte della lente. Questo genere di uveite si
verifica solitamente dopo un evento traumatico di tipo penetrante o conseguentemen-
te ad intervento chirurgico per cataratta se la lente non viene asportata in modo com-
pleto (8). Cio esita spesso nella formazione di aderenze iridee estensive e nell’insor-
genza di un glaucoma secondario di tipo ostruttivo (8). Sia nell’uomo che nel cane, il
tipo di risposta da parte dell’organismo ¢ in genere di tipo granulomatoso (6). Nel
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coniglio, invece, I'uveite facoclastica sembra essere associata alla presenza di
Encephalitozoon cuniculi all’interno della lente.

Recentemente ¢ stata proposta nel coniglio una terapia a base di Albendazolo,
un antielmintico benzimidazolico che ha dimostrato una buona efficacia nei confronti
dei microsporidi. Questo farmaco ¢ stato utilizzato in medicina veterinaria per le
endoparassitosi ed in medicina umana viene somministrato con successo nei pazienti
malati di AIDS ed interessati da microsporidiosi diffuse. Il dosaggio consigliato nel
coniglio ¢ di 30 mg/kg PO al giorno anche per lunghi periodi di tempo (3, 9).

Come gia riportato precedentemente, la facoemulsificazione precoce ¢ 1’uni-
co trattamento in grado di risolvere 1’uveite facoclastica eliminando le proteine
lenticolari; cid nonostante, esiste una possibilita di recidiva dell’infiammazione an-
che dopo I’intervento chirurgico (9). Questo tipo di trattamento chirurgico viene con-
sigliato per I’uveite facoclastica del coniglio, ma anche in caso di uveiti facoclastiche
nel cane e nel gatto conseguenti ad insulto di tipo traumatico (1).

Lo scopo del nostro studio ¢ stato quello di riportare I’esperienza di undici
casi clinici di uveite facoclastica del coniglio, probabilmente riconducibili ad infezio-
ne da Encephalitozoon cuniculi. La percentuale relativa all’incidenza dell’uveite
facoclastica all’interno delle patologie oculari nel coniglio ¢ stata, nella nostra espe-
rienza, del 68,75%.

La sintomatologia osservata in questi casi ed il decorso stesso della malattia
ci hanno fatto sovrapporre questi quadri clinici a quelli descritti in letteratura. Pur-
troppo nella nostra esperienza abbiamo osservato una notevole difficolta nella gestio-
ne del caso clinico in quanto i proprietari non ci hanno consentito di effettuare ulterio-
ri esami al fine di ottenere una conferma diagnostica, né tantomeno interventi di
facoemulsificazione per cercare di risolvere chirurgicamente il quadro patologico.

L’aspetto piu interessante di questa patologia ¢ soprattutto in considerazione
del fatto che sono state segnalate microsporidiosi dovute a Encephalitozoon cuniculi
anche in pazienti umani immunodepressi (ad es. malati di AIDS) (13). Sarebbe quindi
molto importante, in futuro, riuscire ad ottenere una diagnosi di certezza mediante
sierologia nei soggetti in cui si sospetta la presenza dell’Encephalitozoon cuniculi
come agente responsabile dell’uveite facoclastica.
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Riassunto

L’uveite facoclastica spontanea del coniglio ¢ una patologia descritta di re-
cente. La maggior parte dei casi presenti in letteratura ha riportato la presenza di un
microrganismo intralenticolare identificato con il nome di Encephalitozoon cuniculi.
Negli animali domestici le uveiti lente-indotte sono riportate frequentemente e si pre-
sentano in due forme: quella facoclastica e quella facolitica. Nelle altre specie anima-
li, escluso il coniglio, la rottura del cristallino ¢ in genere associata a trauma.
Gli Autori hanno preso in considerazione sedici conigli con patologie oculari ed han-
no descritto undici casi di sospetta uveite facoclastica indotta da Encephalitozoon
cuniculi.

Summary

Spontaneous phacoclastic uveitis in the rabbit is a recently recognized disease
entity. The majority of the cases reported in literature revealed the presence of an
intralenticular micro-organism, identified as Encephalitozoon cuniculi. Lens-induced
uveitis in domestic animals is commonly encountered and occurs in two forms:
phacoclastic and phacolytic. In other species apart from the rabbit lens rupture is
generally associated with trauma.

The Authors examined sixteen rabbits with ophthalmic diseases and described
eleven clinical cases of suspected phacoclastic uveitis induced by Encephalitozoon
cuniculi.
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Résume

L’uvéitis phacoclastic spontanée chez le lapin c’est une pathologie récemment
identifiée. La plupart des cas rapportés en littérature a indiquée la présence d’un mi-
cro-organisme intralenticular; il a été identifié par Encephalitozoon cuniculi. Les uveitis
lente-induit chez les animaux domestiques sont fréquement indiquées et elles se pro-
duisent sous deux formes: phacoclastic et phacolytic. Dans les autres especes sauf le
lapin la rupture est généralement associée au trauma. Les auteurs ont examinés seize
lapins avec des pathologies ophtalmiques et décrivent onze cas cliniques d’uveitis
phacoclastic suspecte induit par Encephalitozoon cuniculi.
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IL VANADIO: DISTRIBUZIONE TISSUTALE A SEGUITO
DELLA SOMMINISTRAZIONE CRONICA NEL SUINO

VANADIUM: TISSUE DISTRIBUTION AFTER
CHRONIC ADMINISTRATION IN THE PIG

G. Delbono!, A. Fusari!, A. Ubaldi' , A. Bonomi?, E. Bignetti®

Parole chiave: vanadio, suino, tossicita, distribuzione tissutale.
Key words: vanadium, pig, toxicity, tissue disposition.

RIASSUNTO

Il vanadio ¢ un elemento di dubbia essenzialita per gli organismi viventi ed &
diventato un importante metallo emergente nell’ambiente. Negli ultimi decenni ¢ stato
osservato un incremento dei livelli di vanadio nell’ambiente aereo a causa di sorgenti
antropogeniche. Il vanadio ¢ un inquinante potenzialmente tossico che puo produrre
effetti pericolosi per gli organismi viventi. Questa ricerca studia la distribuzione di
vanadio in alcuni organi del suino dopo supplementazione cronica dell’elemento nella
dieta. Due gruppi di maiali sono stati trattati con differenti livelli di V,O, nel mangime,
mentre un altro gruppo costituiva il controllo. Campioni di sangue, plasma, fegato,
milza e rene sono stati analizzati tramite GF-AAS. Le concentrazioni di vanadio sono
risultate rilevabili nel fegato, nella milza e nel rene, mentre negli altri tessuti erano al
di sotto del limite di quantificazione. I risultati mostrano che le concentrazioni di
vanadio, per effetto del trattamento, aumentano in tutti gli organi. Nei suini del gruppo
di controllo, il piu alto valore medio ¢ risultato quello del fegato con 63,3 ug/kg di
vanadio; nei gruppi di suini trattati, le concentrazioni sono invece risultate di 74,5 ug/
kg e di 103,3 ug/kg. Nel rene la media delle concentrazioni di vanadio per il gruppo di
controllo ¢ stata di 22,6 ug/kg, mentre per i due gruppi di suini trattati ¢ aumentata a
142,0 ng/kg ed a 147,9 ug/kg. Nella milza i valori medi sono stati di 51,3 ug/kg per
il gruppo di controllo, di 57,4 ug/kg e di 69,2 ug/kg per i gruppi trattati. Le differenze
tra i gruppi sono significative per il fegato ed il rene ma non per la milza. Non sono
state evidenziate correlazioni significative tra le concentrazioni di vanadio nei tre organi.

SUMMARY

Vanadium is a doubt essentiality metal for living organisms and has become an
increasingly important environmental metal. In the last decades an increase of vana-
dium levels in the ambient air is observed, because of the anthropogenic sources. The
vanadium is a potentially dangerous chemical pollutant that can produce adverse ef-
fects on living organisms. This research studies the distribution of vanadium in some
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organs after chronic supplementation of vanadium levels in feed. Two groups of pig
were treated with different levels of V O, in the feed, another group of animals was
the control. Blood, plasma, liver, spleen, lung, kidney and heart were analysed by GF-
AAS. Vanadium levels were detectable only in liver, spleen and kidney, while in the
other tissues were below the quantification limit. The results show that vanadium
levels increase in all organs in the treated groups. The highest mean value in the con-
trol group was in the liver with 63,3 ug/kg of vanadium; in the treated groups the
mean value were of 74,5 ug/kg and of 103,3 ug/kg. In the kidney the mean of the
concentration of vanadium value for the control group was 22,6 ug/kg, but in the
treated groups increased at the levels of 142,0 ug/kg and 147,9 ug/kg. In spleen the
mean value were 51,3 ug/kg in the control groups, and 57,4 ug/kg and 69,2 ug/kg in
the treated groups. Differences between groups are significant in liver and kidney but
not for spleen. They are not significant correlation between vanadium levels in the
organs.

INTRODUZIONE

Il vanadio ed i suoi composti si trovano nella crosta terrestre e nelle rocce, in
alcuni minerali e nei depositi di petrolio greggio. Il vanadio ¢ un comune componente
degli acciai utilizzati nella produzione di macchinari e attrezzature. L’incremento dei
livelli di vanadio nell’aria ¢ dovuto principalmente alla combustione dei derivati del
petrolio, del carbone ed alle immissioni delle industrie che coinvolgono 1’elemento’.

L’esposizione ad alti livelli di vanadio nell’aria pud causare effetti tossici
pericolosi al tratto respiratorio, osservati sia nei lavoratori esposti che attraverso studi
sugli animali®. I composti del vanadio vengono prontamente assorbiti dai polmoni
con percentuali del 20-25%, mentre vengono scarsamente assorbiti dall’apparato
digerente (0,5%-2% dell’ammontare nella dieta). Gli effetti sull’'uomo del vanadio
ingerito con gli alimenti non sono conosciuti ma numerosi studi hanno evidenziato
effetti tossici dei composti del vanadio introdotti nella dieta attraverso 1’acqua o gli
alimenti'. Non ci sono evidenze che qualche composto del vanadio sia cancerogeno,
anche se per tale valutazione sono disponibili pochi studi adeguati.

Alcuni studi sugli animali hanno suggerito che il vanadio sia essenziale; sulla
base di cid sono state stimate assunzioni giornaliere con la dieta necessarie per prevenire
carenze o per fornire azioni benefiche®. Per 1’'uomo, attraverso estrapolazione dagli
studi animali, tale livello ¢ di 10 ug, mentre I’assunzione giornaliera con la dieta
calcolata & di 10-20 ug di vanadio®. Si puo ragionevolmente affermare, quindi, che le
richieste dell’elemento possono essere pienamente soddisfatte da una dieta normale.
Per gli animali da allevamento viene proposta I’integrazione con composti del vanadio
degli alimenti zootecnici, allo scopo di prevenire effetti da carenza o per migliorare il
metabolismo glucidico e indirettamente quello proteico®. Tra gli effetti del vanadio
particolare interesse ha assunto quello insulino-simile. Alte concentrazioni di vanadio
possono essere presenti nei mangimi, come risultato dell’utilizzo di fosfati con alti
contenuti dell’elemento o per 1’utilizzo di composti del vanadio come promotori di
crescita’. Per alcune specie, come quelle aviari, a causa di effetti tossici importanti, il
livello massimo tollerabile ¢ fissato a 10 mg/kg di mangime, mentre il vanadio ¢
meglio tollerato dai ruminanti, per i quali viene proposta una concentrazione massima
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nella dieta di 50 mg/kg®. Numerosi studi hanno evidenziato tossicita riproduttiva e
dello sviluppo per questo metallo®. Livelli relativamente bassi di vanadio nell’acqua
di animali gravidi hanno portato ad anomalie alla nascita'®. Alcuni animali che hanno
respirato o ingerito vanadio per un lungo periodo hanno evidenziato alterazioni epatiche
e renali. Esperimenti sull’'uomo e sugli animali hanno mostrato che il vanadio si
accumula principalmente nell’osso, nel rene, nel fegato e nella milza. L’escrezione
della frazione assorbita di vanadio € renale, mentre la frazione non assorbita viene
eliminata con le feci. La milza ¢ un organo di redistribuzione del vanadio assorbito
oltre i livelli normali''.

L’unico caso descritto in letteratura di esposizione prolungata al vanadio, € stato
quello di bovini allevati in Svezia che avevano accidentalmente ingerito grandi quantita
dell’elemento'®. Gli animali avevano ingerito foraggio contaminato da vanadio, a causa
della concimazione dei terreni con Scorie Thomas. Alcune manze sono morte dopo
circa un mese, mentre altre sono decedute anche dopo la sospensione dell’impiego di
foraggio contaminato. Le analisi hanno evidenziato la presenza di concentrazioni di
vanadio elevate negli organi: superiori a 5 mg/kg in fegato e rene e superiori a 1 mg/kg
nella milza. La contaminazione accidentale presentava, quindi, sia una fase acuta che
una cronica. Le manze, inoltre, sono risultate pit influenzate dall’esposizione rispetto
alle vacche. Dopo qualche mese tutti i bovini sono stati macellati e sono state eseguite
le determinazioni analitiche del vanadio negli organi. Le mediane delle concentrazioni
nelle manze erano di 0,224 mg/kg nel fegato, di 0,213 mg/kg nella milza e di 0,058
mg/kg nel rene, mentre nelle vacche i corrispondenti valori erano di 0,012 mg/kg,
0,095 mg/kg e di 0,013 mg/kg. Gli autori hanno osservato che nella prima fase
dell’intossicazione cronica I’eliminazione del vanadio attraverso il fegato era piu veloce
che non quella dalla milza, quindi nei bovini intossicati le concentrazioni in questo
organo rimanevano alte, mentre diminuivano nel fegato ed in particolare nel rene. E’
probabile che negli animali pil giovani il fegato si sovraccarichi di vanadio e che il
metallo non venga eliminato facilmente. I segni clinici di danni permanenti, rilevati
sui bovini, come una maggiore suscettibilita alle malattie e la depressione della
produzione di latte sono spiegabili con gli elevati livelli di vanadio nella milza.

E’ probabile, quindi, che perfino concentrazioni relativamente basse di vanadio
possano causare disturbi agli animali attraverso effetti cumulativi. L’analisi su bovini
di diverse regioni della Svezia ha evidenziato che per il fegato i valori normali, di
animali non esposti, sono tra 0,011 e 0,019 mg/kg. In Germania ¢ stato trovato un
valore normale per il fegato bovino di 0,015 mg/kg'*. Le conclusioni cui sono giunti i
ricercatori svedesi, evidenziano I’importanza della conoscenza dei livelli normali
presenti in tessuti e organi e dei livelli negli stessi dopo esposizione a differenti livelli
di vanadio.

Queste informazioni sono di fondamentale importanza per la valutazione del rischio
per la salute, sia per gli animali che per I’uomo.

La ricerca si propone di studiare la distribuzione del vanadio nei tessuti ed organi
del suino, la cui dieta ¢ stata arricchita di pentossido di vanadio. L’allevamento
contemporaneo di animali trattati e di soggetti di controllo, permette di confrontare 1
dati relativi alle analisi dell’elemento nei vari tessuti ed organi e di valutare il profilo
di accumulo dopo somministrazione cronica per via orale.
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MATERIALI E METODI

Per la sperimentazione che ha avuto una durata di 180 giorni, sono stati
utilizzati 15 suini meticci F1 Large White X Landrance di sesso maschile. Gli animali
del peso medio di 35 kg, sono stati suddivisi in tre gruppi, stabulati in box e alimentati
con mangime commerciale e acqua della rete idrica. I suini del 1° gruppo fungevano
da controllo, mentre ai suini del 2° e del 3° gruppo veniva somministrato mangime
addizionato di V,0O,, con concentrazioni di vanadio di 5 mg/Kg e di 10 mg/kg,
rispettivamente.

Prima della macellazione ¢ stato prelevato il sangue ed il peso vivo medio
era intorno ai 160 kg. Dopo il sacrificio sono stati prelevati il fegato, la milza, il
polmone, il rene ed il cuore. I campioni sono stati conservati a -18°C, fino alla fase di
preparazione per 1’analisi. La mineralizzazione, ¢ avvenuta per via secca con
I’incenerimento di una quantita pari a circa 5 g di campione. Le ceneri sono state
dissolte con una soluzione allo 0,5% di acido solforico su piastra riscaldata e, dopo il
recupero, sono state portate al volume di 2-4 ml.

L’analisi ¢ stata condotta con uno Spettrofotometro di Assorbimento Atomico
Shimadzu equipaggiato di atomizzatore elettrotermico, secondo una metodica
precedentemente pubblicata'.

Il metodo di preparazione e le condizioni operative hanno permesso le
determinazioni in fegato, rene e milza, mentre i livelli di polmone e cuore erano al di
sotto del limite di quantizzazione (20 ug/kg). La rilevazione del vanadio nel sangue,
che richiede metodi molto pil sensibili, non ¢ stata al momento eseguita.

I dati sono stati elaborati statisticamente tramite programma SPSS.

RISULTATI E DISCUSSIONE
Nelle tabelle 1 e 2 vengono riportati i risultati sperimentali d’analisi.

Gruppo |n. suino Fegato (ug/kg) Milza (ug/kg) Rene (ug/kg)
1 61,9 61,3 19,2

2 52,6 32,0 20,7

1 3 55,6 58,7 18,3
4 44,0 51,6 21,9

5 102,6 53,2 33,0

6 70.4 48,8 125,0

7 86,8 87,0 74,1

2 8 73,1 35,3 217,5
9 68,1 40,4 230,9

10 74,3 75,3 62,7

11 94.9 57.5 77,6

12 92,0 56,7 86,6

3 13 101,9 71,8 199,3
14 82,4 108,0 231,9

15 145,5 52,0 1442

Tabella 1: Concentrazioni di vanadio nei singoli suini.
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GRUPPO Fegato Milza Rene
(ug/ke) (ug/kg) (ug/ke)
1 63,3229 51,3=11,5 22,6 £6,0
2 745 %73 574 227 142,0 = 78,7
3 103,3 = 24,6 69,2 +229 147,9 + 67,9
Tabella 2: Medie e deviazione standard per i tre gruppi.
Nella Figura 1 i dati vengono rappresentati graficamente.
]
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Figura 1: Rappresentazione “Box plot” dei dati.

Nella tabella 3 con I’analisi della varianza vengono messe in evidenza le differenze
tra i gruppi.

Organo | F Sig.

Fegato 5,405 0,021
Milza 1,060 0,377
Rene 6,922 0,010

Tabella 3: Significativita delle differenze tra i gruppi.

Nelle tabelle 4 e 5 sono riportati i confronti multipli con il test “post hoc” Waller-
Duncan.

Gruppo Sottoinsieme
1 2
1 X
2 X
3 X

Tabella 4: Sottoinsiemi omogenei per il fegato (a=0,05).
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Gruppo | Sottoinsieme
1 2

1 X

2 X

3 X

Tabella 5: Sottoinsiemi omogenei per il rene (a=0,05).

Da queste elaborazioni, emerge che per il fegato il gruppo con la
somministrazione di vanadio piu elevata appartiene ad un sottoinsieme diverso rispet-
to agli altri due gruppi. Probabilmente oltre un certo livello del metallo I’organo non
riesce a provvedere ad un’eliminazione efficace. Per il rene, i gruppi degli animali
trattati appartengono ad un sottoinsieme diverso rispetto al gruppo di controllo e que-
sto evidenzia che 1’organo ¢ la sede di accumulo del vanadio assorbito oltre i livelli
fisiologici. Per la milza le differenze tra i gruppi non sono significative.

Abbiamo poi eseguito 1’analisi delle correlazioni di Pearson tra le concentra-
zioni nei tre organi per tutti gli esemplari. Non sono emerse significativita elevate
(p<0,05), ma il dato non puo essere considerato definitivo per I’esiguita del campione
analizzato. Tuttavia, la stessa analisi effettuata per gruppi, evidenzia che per il gruppo
1 ilivelli di vanadio del fegato e quelli del rene sono correlati positivamente (p=0,049),
mentre per il gruppo 2 si osserva una correlazione negativa tra le concentrazioni di
vanadio nella milza e quelle nel rene (p=0,034).

Per effettuare considerazioni sulle dosi di vanadio somministrate, abbiamo
calcolato per ogni gruppo di suini le ingestioni giornaliere e le ingestioni giornaliere
per kg di peso corporeo. Dall’analisi chimica del mangime di base non addizionato, ¢
emersa una concentrazione di vanadio pari a 0,71 mg/kg, mentre i mangimi addizio-
nati avevano concentrazioni di 8,6 mg/kg (2° gruppo) e di 15,2 mg/kg (3° gruppo).
Sulla base di questi dati, considerando il peso vivo medio alla macellazione di 160 kg
ed ipotizzando che un suino ingerisca giornalmente 3,5 kg di mangime, le ingestioni
di vanadio sono quelle riportate in Tabella 6.

Gruppo Concentrazione Ingestione giornaliera| Ingestione giornaliera
nel mangime (mg/kg) (mg/d) (mg/kg b.w./d)

1 0,71 2,49 0,016

2 8,6 30,1 0,188

3 15,2 53,2 0,333

Tabella 6: Concentrazioni di vanadio nel mangime ed ingestioni giornaliere per i tre gruppi.

Dalle osservazioni effettuate durante la sperimentazione sullo stato di salute
degli animali non sono state registrate deviazioni dalla norma.

Alcuni studi riportati in letteratura hanno riguardato 1’utilizzo di pentossido
di vanadio nella dieta. Per i ratti livelli di 2000 mg/kg di vanadio somministrati
attraverso questo sale portano alla morte'. Studi di tossicita cronica con il pentossido
di vanadio, somministrato ai ratti attraverso la dieta con livelli di supplementazione di
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10 mg/kg e 100 mg/kg, come effetti hanno evidenziato soltanto una riduzione dei
livelli di cisteina. Da questi studi sono stati ricavati i N.O.A.E.L. (No Observed Ad-
verse Effect Level) e per il ratto un NOAEL di 10 mg/kg di vanadio nella dieta
corrisponde ad un’ingestione di 0,9 mg/kg b.w./d 2. Altri studi di tossicita cronica su
ratti gravidi che hanno utilizzato metavanadato di sodio corrispondenti a 2,1 mg/kg
b.w./d di vanadio hanno portato ad effetti avversi sui nascituri’. Questo livello di
vanadio, pertanto, viene considerato il L.O.A.E.L. (Lowest Observed Adverse Effect
Level) ed ¢ stato utilizzato per calcolare un limite massimo giornaliero raccomandato
per 'uomo. Il risultato, di 0,1mg/d di vanadio, ¢ stato ottenuto tramite la divisione per
un fattore di incertezza che tiene conto dell’estrapolazione degli studi dall’animale
all’'uomo e delle differenze nella sensibilita umana®.

Negli studi sull’'uomo ¢ stato accertato che livelli fino a 0,3 mg/kg b.w./d non
portano ad effetti avversi's. Pertanto, i livelli somministrati ai suini del 3° gruppo di
0,333 mg/kg b.w./d verosimilmente non hanno provocato effetti tossici. Tuttavia, il
livello di assunzione giornaliera di vanadio per i suini ¢ particolarmente alto anche
per il gruppo di controllo (2,49 mg/d), se raffrontato a quello di 0,1mg/d raccomandato
per 'uomo. Cid non ¢ spiegabile unicamente con le differenze nelle quantita di alimento
assunte, ma piuttosto con i diversi contenuti di vanadio degli alimenti umani rispetto
ai mangimi commerciali per suini. I cereali e derivati, che sono tra gli alimenti pit
ricchi di vanadio, hanno concentrazioni dell’elemento intorno a 0,010 mg/kg, valore
notevolmente inferiore a quello di 0,71 mg/kg rilevato nel mangime per i suini di
controllo di questa sperimentazione'.

Per quanto riguarda le concentrazioni di vanadio negli organi, quelle pil
elevate sono state rilevate nei reni degli animali trattati, mentre quelle piu basse in
assoluto erano quelle dei reni degli animali del gruppo di controllo. Il vanadio assorbito,
infatti, viene escreto tramite il rene ed alti contenuti di vanadio sono stati trovati in
questo organo sia in seguito alle dosi di esposizione che alla somministrazione protratta'.

Per la milza, per i gruppi di suini trattati si osserva un debole aumento delle
concentrazioni, anche se, come osservato in precedenza, non significativo. In alcuni
studi ¢ stato osservato un aumento dei livelli in questo organo come risultato della
redistribuzione del vanadio tra gli organi, dopo somministrazione cronica'’. La milza
¢ ricca di ferritina, importante per lo scambio di vanadio con la transferrina e quindi
per laritenzione del metallo. Le concentrazioni trovate nell’organo sono relativamente
elevate anche nel gruppo di controllo e tali da indicare la possibilita di un’esposizione
cronica al vanadio attraverso un normale mangime commerciale.

Per il fegato, le concentrazioni di vanadio nei gruppi dei suini trattati sono
piu elevate rispetto a quelle dei controlli, in particolare per il gruppo con la dose di
somministrazione piu elevata. Da notare che per il gruppo di controllo i livelli di
vanadio piu alti, tra i diversi organi, sono quelli del fegato. Questo organo, anch’esso
ricco di ferritina, ¢ luogo di accumulo privilegiato per il vanadio assorbito e spesso
nei mammiferi terrestri troviamo nel fegato le concentrazioni piu elevate del metallo.

I livelli di vanadio, riscontrati nei tre organi dei suini del nostro studio, sono
piu bassi rispetto a quelli dei bovini svedesi esposti accidentalmente, ma sono piu alti
rispetto a quelli considerati normali per il bovino.

Nell’ottica di indicare i livelli basali tissutali del vanadio per la specie suina

145



Ann. Fac. Medic. Vet. di Parma (Vol. XXIII, 2003) - pag. 139 - pag. 147

¢ utile ricordare che esistono alcune importanti differenze fisiologiche tra le due spe-
cie animali. La diversita osservata nei riscontri analitici non rappresenta di per sé un
dato di raffronto, per cui i risultati della presente ricerca costituiscono al momento
I’unico riferimento su cui basare i futuri studi di impiego del metallo nell’allevamento
suino.

CONCLUSIONI

La somministrazione cronica ai suini di ossido di vanadio a livelli
moderatamente alti (5 mg/kg e di 10 mg/kg di vanadio), produce significativi fenomeni
di accumulo nel fegato e nel rene. Nella milza, organo considerato bersaglio per
I’intossicazione cronica dell’elemento, gli incrementi sono modesti, probabilmente
per effetto della concentrazione elevata di vanadio nell’alimento del gruppo di controllo.
L’evidenza mostrata in questa ricerca della presenza di livelli di vanadio piuttosto alti
nei mangimi commerciali, solleva la necessita di comprendere meglio la problematica
dell’essenzialita del vanadio per le specie zootecniche, anche in relazione ai residui
presenti nelle derrate alimentari. La constatazione che alcune sostanze minerali
utilizzate in zootecnia, sottoforma di integratori, contengano concentrazioni elevate
di vanadio, introduce perplessita sugli effetti che tale pratica pud provocare. I regimi
alimentari su soggetti in allevamento intensivo possono, in varie occasioni, assumere
I’aspetto della “forzatura”, oltre le richieste fisiologiche.

La necessita di estendere gli studi a carattere metabolico e tossicologico alle specie
animali “da reddito”, ci ha portato a prospettare altri studi sulla specie suina. Il
parallelismo, tracciato in precedenti studi tra gli effetti del metallo negli animali e
nell’uomo, dimostra, anche in questo caso, come le sostanze ad attivita tossica possono
assumere la caratteristica della specie-specificita. Al fine dell’indicazione di
concentrazioni normali di vanadio per gli organi delle varie specie zootecniche ¢ di
fondamentale importanza tener nella dovuta considerazione le differenze metaboliche
e fisiologiche, nonché considerare le diverse composizioni degli alimenti zootecnici.

Questa ricerca, inoltre, indica che per ulteriori studi ¢ importante disporre di
diete con livelli di vanadio normali e che le indagini sui livelli di accumulo devono
essere estesi su numerosi organi e tessuti attraverso la messa a punto di metodiche
accurate e sensibili.

I dati inerenti i parametri ematici e le analisi anatomo-patologiche, unitamente
alle determinazioni analitiche, possono offrire una panoramica piu esauriente sugli
effetti cronici delle basse dosi per tempi prolungati, la situazione pili comune considerata
la potenzialita attribuita ai composti del vanadio di essere delle sostanze tossiche
emergenti.
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IL VANADIO: ASPETTI CHIMICI E TOSSICOLOGICI

VANADIUM : CHEMICAL AND TOXICOLOGICAL ASPECTS

G. Delbono', A. Fusari', A. Ubaldi'

Parole chiave: vanadio, elementi ultratraccia, metalli pesanti, tossicita,
inquinamento.
Key words: vanadium, ultratrace elements, heavy metals, toxicity, pollution.

RIASSUNTO

La presenza di numerose ricerche sul vanadio in svariati settori, come quelli
dell’ecotossicologia, dell’igiene occupazionale, della biochimica, della clinica
tossicologica, riflette la complessa natura chimica di questo metallo.

Il vanadio ¢ un metallo di colore argenteo; ¢ resistente alla corrosione e per la
sua durezza e la capacita di formare leghe ¢ un comune elemento delle leghe acciaiose,
utilizzate nella produzione di macchine e attrezzature. Nei combustibili fossili sono
presenti alti livelli di vanadio, di conseguenza la combustione di derivati petroliferi e
carbone, aumentata negli ultimi decenni, ha portato ad inquinamento da vanadio
dell’aria.

Sorgenti di esposizione occupazionale al vanadio sono la pulizia delle caldaie,
la produzione di pentossido di vanadio e molti processi metallurgici. Mentre
I’essenzialita dell’elemento per gli organismi viventi deve ancora essere stabilita con
certezza, il vanadio ¢ diventato un importante metallo emergente nell’ambiente. Il
vanadio ¢ un inquinante chimico potenzialmente pericoloso che puo provocare danni
alla produttivita agricola. L’elemento ¢ presente nei vegetali, specialmente i cereali,
ed in tutti i tessuti ed organi animali, anche se a bassi livelli. Il metallo si accumula
specialmente nell’0sso, nel rene, nel fegato e nel polmone.

Il vanadio interferisce con numerosi processi biochimici ed il suo ruolo
fisiologico dovrebbe essere attentamente valutato. Il vanadio penetra la barriera emato-
encefalica, & presente nel latte materno e viene trasferito attraverso la barriera placentare.
Le informazioni sugli effetti avversi sull’uomo provengono da esposizioni controllate,
terapeutiche od occupazionali a concentrazioni che non sono presenti in condizioni
normali. I lavoratori esposti possono soffrire di irritazioni agli occhi ed al tratto
respiratorio. Gli studi indicano che il vanadio interferisce con il metabolismo del
glucosio ed assistiamo ad un certo interesse per 1’ipotetica utilizzazione del vanadio
come terapia alternativa all’insulina per i pazienti diabetici. Studi recenti hanno indicato
che il vanadio possiede proprieta lipoperossidative ed hanno indagato la sua azione
sugli organi linfatici.

! Sezione di Diagnostica e Tossicologia Sperimentale - Dipartimento di Salute Animale - Universita di
Parma.
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Numerosi effetti, come quelli sui livelli di colesterolo, sul metabolismo del
ferro, sull’ematopoiesi e quelli cancerogeni o mutageni, riportati per il vanadio,
richiedono ulteriori ricerche. Altre ricerche hanno evidenziato per il vanadio tossicita
riproduttiva e dello sviluppo. Sebbene ci siano stati progressi nelle conoscenze sugli
effetti e sul ruolo biologico del metallo negli organismi animali, ci sono poche
informazioni sull’esposizione, sul metabolismo e pochi dati sulle concentrazioni
tissutali, anche a causa di difficolta analitiche nella determinazione del vanadio in
campioni contenenti bassi livelli dell’elemento. Per la valutazione dell’esposizione
degli organismi viventi e del rischio tossicologico dovrebbero, innanzi tutto, essere
accertati gli effetti avversi del vanadio sulla salute e stabiliti dei valori di riferimento
nei tessuti biologici degli organismi non esposti.

SUMMARY

The waste researches about vanadium in different fields, such as
ecotoxicology, hygiene occupational, biochemistry, clinical toxicology, reflects the
complex chemical nature of this metal.

Vanadium is a steel-grey, corrosion resistant metal and because of its hard-
ness and its ability to form alloys, is a common component of hard steel alloys used in
machine and tools. High amounts of vanadium are present in fossil fuels. The com-
bustion of fuel oils and coal, which has increased in the last decades, yields vanadium
air pollution.

Well-known occupational vanadium exposure sources are boiler cleaning,
production of vanadium pentoxide and many metallurgic processes. While the essen-
tiality of vanadium for living organisms has yet to be established, the element has
become an increasingly important environmental metal. The vanadium is a poten-
tially dangerous chemical pollutant that can play havoc with the agricultural produc-
tivity. Vanadium is present in the vegetables, especially in the grains, and, at low
level, in all animal tissues and organs. The metal accumulates mainly in bone, kidney,
liver and lung.

Vanadium interferes with a multitude of biochemical processes and its
physiological role should be carefully assessed. Vanadium penetrates the blood-
brain barrier, is present in breast milk and is transferred across the placental barrier.
The information about the adverse effects on human beings has been derived from
controlled, therapeutic or occupational exposure to concentrations that do not occur
under normal conditions. Exposed workers may suffer from irritation of the eyes and
the respiratory tract. Studies indicate that vanadium interacts with glucose metabo-
lism and there is interest for the hypothetical utilization of oral vanadium as an alter-
native therapy to parenteral insulin in diabetic patients. Recent study has indicated
that vanadium has lipoperoxidative properties and has investigated on its action on
lymphatic organ.

Several reported effects of vanadium need further research, including the
effects on cholesterol levels, iron metabolism, haematopoiesis, carcinogenic and
mutagenic effects. Many researches studied the reproductive and developmental va-
nadium toxicity. Although progress have been made in knowledge about effects and
biological role of the metal in animal organism, there are few information with re-
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spect to exposure, metabolic and analytical data also because analytical problems in
the determination of vanadium in samples containing low levels of the element. For
the evaluation of human exposure and its toxicological risks the assessment of ad-
verse effects of vanadium on health should be scrutinized and vanadium reference
values in biological tissue for non-exposed organism should be established.

PROPRIETA’ CHIMICHE E FISICHE DEL VANADIO

L’elemento ¢ stato scoperto nel 1830 da Nils Sefstrom; il nome deriva da
“Vanadio”, una divinita scandinava. Il vanadio ¢ un metallo leggero, duttile, di colore
argenteo, molto resistente alla corrosione acida e basica'.

Il vanadio ha numero atomico 23 e si trova sottoforma di due isotopi naturali
0V e 31V, A temperatura ambiente 1’elemento & solido; la temperatura di fusione & di
1890°C = 10 °C, mentre quella di ebollizione & di 3407°C; la densita & di 5,8 g/cm?.
Per quest’ultima proprieta dovrebbe essere considerato un metallo pesante, ma viene
piu frequentemente definito un elemento ultratraccia.

Il vanadio ha stati di ossidazione che vanno da -1 a +5 ma i pilt comuni sono
+3, +4 e +5. L’elemento si trova legato all’ossigeno come ossianione polimerico caricato
negativamente che tende a complessate i leganti polarizzabili, come quelli fosforici e
sulfurei. La capacita del vanadio di comportarsi come un elemento elettronegativo od
elettropositivo, porta alla formazione di una grande varieta di composti. Il vanadio,
infatti, come numero di composti chimici che forma, ¢ secondo soltanto al carbonio.

Normalmente 1’elemento si trova allo stato pentavalente, stato nel quale in
soluzione acquosa ¢ stabile per un ampio intervallo di pH. La formazione di composti
isopoli ed eteropoli in soluzione acquosa ¢ la caratteristica pilt importante del vanadio
pentavalente. La tendenza dei composti del vanadio a formare legami V-O-V-O ¢
dovuta all’elettronegativita dell’elemento ed alla sua ibridazione elettronica®. La forma
commerciale di vanadio pitt comune ¢ il pentossido di vanadio (V,0,), che si dissolve
in acqua per dare una soluzione acida giallo pallido, contenente specie di vanadio che
fungono da agenti ossidanti. Questo ossido si dissolve negli acidi e forma vanadati
con le basi. La riduzione da V ** a V** avviene tramite leggeri agenti riducenti.

Lo stato +4 & il piu stabile e quasi tutti i composti V** sono derivati da ioni
vanadilici (VO,*). Molti di questi complessi sono anionici € pochi sono non-¢lettroliti.
11V * forma molti penta o esa complessi coordinati, come il vanadil acetilacetonato e
le porfirine vanadiliche presenti nel petrolio greggio. Il vanadio nello stato di
ossidazione +3, (come ad es. in V,0,) € basico e si dissolve negli acidi formando ioni
verdi esa-idrati. I sali di vanadio** sono forti agenti riducenti, attaccano lentamente
I’acqua con liberazione di idrogeno e produzione di V*. Lo ione (V(H20)6)+3 e
facilmente ossidato a V**,

I composti organici del vanadio sono generalmente instabili.

UTILIZZI PRODUTTIVI DEL VANADIO

Il vanadio metallico non si trova in natura. Sono conosciuti pit di settanta
minerali contenenti vanadio, ma i pit importanti dal punto di vista estrattivo sono la
vanadinite (Pb,(VO,),Cl), che contiene il 19% di pentossido di vanadio e la carnotite
(K(UO,),(VO,),x 3H,0). I pit estesi depositi di minerali del vanadio sono in Canada,
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Finlandia, Perti e Sud Africa’. La vanadinite era utilizzata soprattutto in passato per
estrarre il vanadio, mentre attualmente il metallo viene estratto principalmente da
minerali ferrosi. La carnotite invece ¢ utilizzata prevalentemente per 1’estrazione
dell’uranio. L’estrazione di vanadio dai combustibili fossili (ceneri di petrolio e di
carbone, sabbie bituminose) ¢ importante in numerosi paesi, tra i quali anche 1’Italia.
Il vanadio si pud anche estrarre dalle scorie che derivano dalla produzione metallurgica
di catalizzatori.
I pitt grandi produttori di vanadio sono la Cina, la Finlandia, il Sud-Africa e gli Stati
Uniti. I paesi europei, il Giappone e gli Stati Uniti sono i piu grandi utilizzatori di
vanadio.
La produzione di vanadio ¢ associata a quella di altri metalli, come ferro, uranio,
titanio e alluminio. Per la durezza, la resistenza agli acidi e la capacita a formare
leghe, il vanadio ¢ utilizzato nella produzione di ferro-vanadio, una lega d’acciaio
duro impiegata nella fabbricazione di macchinari e utensili. L’addizione dell’elemento
rimuove dall’acciaio le occlusioni di ossigeno e azoto, incrementandone la resistenza
alla trazione e I’elasticita’. La maggior parte del vanadio viene utilizzata come additivo
per la produzione di acciai speciali al carbonio molto resistenti. La percentuale di
vanadio in questi materiali metallici puo arrivare al 5%.
Tra gli utilizzi del vanadio nella produzione di materiali metallici non ferrosi si ricordano
quelli legati all’industria dell’energia nucleare, quelli dell’industria aeronautica e quelli
delle tecnologie spaziali.

Alcuni composti del vanadio hanno impieghi industriali, come il pentossido
di vanadio e I’ammonio metavanadato, utilizzati come catalizzatori nell’industria
chimica per la sintesi di acido solforico e di plastiche, per 1’ossidazione di sostanze
organiche, per il cracking del petrolio e per la purificazione dei gas esausti. Il pentossido
di vanadio ¢ anche un componente di base per la produzione delle leghe d’acciaio.
Piccole quantita di vanadio vengono utilizzate in svariate altre applicazioni, tra le
quali si ricordano le produzioni di scambiatori ionici, di composti luminescenti, di
gomme sintetiche, di termistori, di commutatori, di colori, di vernici e di vetri.

IL VANADIO NELI’AMBIENTE

Il vanadio si trova nella crosta terrestre in percentuali stimate dello 0,02-
0,03%>. L’elemento ¢ presente principalmente nel petrolio, nei materiali carboniferi e
bituminosi, dove ¢ associato alla frazione pesante. Alcuni depositi petroliferi hanno
un alto contenuto dell’elemento.

Il contenuto di vanadio nei suoli varia considerevolmente (3-310 mg/kg) in
relazione al tipo di roccia madre che lo origina: le piu alte concentrazioni sono state
trovate nelle argille e negli scisti. Nelle rocce fosfatiche sono stati trovati livelli di
vanadio fino a 6000 mg/kg; ci0 pud essere importante per le ripercussioni sul contenuto
del metallo nei mangimi contenenti fosfati utilizzati in particolare negli allevamenti
avicoli®. Il vanadio ¢ uniformemente distribuito negli orizzonti del suolo, ma a volte i
livelli pit elevati si trovano nell’orizzonte A, probabilmente per 1’azione delle piante.

I livelli di vanadio nell’acqua dolce possono arrivare a 220 mg/l; le diversita
geografiche sono dovute a differenze di piovosita od alla presenza di effluenti
industriali. Nell’acqua potabile i livelli dell’elemento sono generalmente inferiori a
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10 ug/l, con un range da 1 a 30 ug/l ed una media di 5 ug/l . Nell’acqua il vanadio
puo esistere sia in forma solubile sia come precipitato. Il vanadio presente in acqua,
derivante da deposizioni secche o umide, rientra nell’atmosfera come aerosol di
particelle di sali marini generati sulla superficie dell’oceano®. I dati del monitoraggio,
che mostrano concentrazioni almeno 100 volte pil alte nel sedimento rispetto a quelle
della soluzione acquosa, indicano che 1’elemento pud precipitare e accumularsi nei
sedimenti.

La maggior parte del vanadio che entra nell’acqua marina risulta essere in
sospensione o assorbita sui colloidi, non reagisce chimicamente e passa meccanica-
mente attraverso I’acqua stessa. Questo fenomeno ¢ evidenziato dalla distribuzione
dell’elemento sul fondale marino: il vanadio ¢ in prevalenza sottoforma di sedimento
mentre soltanto il 10% ¢ in forma solubile. Le basse concentrazioni nell’acqua mari-
na, indicano che il metallo viene continuamente rimosso dall’acqua; cio avviene sia
per assorbimento sia per processi biochimici effettuati degli organismi. Il vanadio che
si accumula in alcuni organismi planctonici come gli ascidiacei (Phylum Tunicati), gli
oloturiani (Phylum Echinodermi) e le alghe marine si concentra nel sedimento quan-
do questi muoiono. Il vanadio dell’acqua puo essere assunto e accumulato dai pesci:
sono stati trovati fattori di accumulo (BCF) di 365-630 in differenti specie di pesce®.
Il pentossido di vanadio ¢ sufficientemente solubile nell’acqua da indicare potenzialita
per la mobilita dal suolo per lisciviazione, ma ¢ possibile che il fenomeno venga im-
pedito tramite la formazione di complessi chimici tra il vanadio ed i componenti del
suolo. Il pentossido di vanadio, inoltre, puo venir depositato nel suolo dalla pioggia.

Le sorgenti naturali di emissione aerea di vanadio sono gli aerosol marini e le
polveri continentali, mentre le emissioni vulcaniche danno un contributo modesto.
Nelle aree rurali pitt remote i livelli di vanadio sono al di sotto di 1 ng/m?, ma si pud
arrivare a concentrazioni di 75 ng/m® nelle aree dove vengono bruciati i combustibili
fossili. In questi prodotti, infatti, il vanadio ¢ il principale elemento in traccia e di
conseguenza i livelli ambientali di vanadio sono aumentati proprio in relazione al
rilascio nell’atmosfera da sorgenti antropogeniche, in particolare il riscaldamento’. 1l
metallo viene immesso nell’ambiente aereo in grandi quantita con la combustione di
petrolio grezzo, gasolio, benzina, oli, carbone e lignite. Il vanadio presente nell’aria
poi ricade a terra, quindi le concentrazioni dell’elemento nell’atmosfera variano con-
siderevolmente in funzione delle richieste di riscaldamento e delle differenti condi-
zioni climatiche stagionali®.

Le concentrazioni tipiche dell’aria urbana variano in un range da 0,25 a 300
ng/m*2. Le grandi citta possono avere livelli di vanadio medi annuali di 20-100 ng/m?,
con concentrazioni marcatamente piu alte nel periodo invernale. Assumendo una con-
centrazione media di 50 ng/m?, circa 1000 ng di vanadio possono entrare giornalmen-
te attraverso il tratto respiratorio.

Le emissioni di vanadio nell’atmosfera vengono prodotte anche nelle aree
intorno alle industrie siderurgiche ed alle raffinerie di petrolio, dove i livelli possono
arrivare intorno a 1000 ng/m®. La combustione di residui e polveri carboniose nelle
zone di estrazione ¢ un’altra sorgente di vanadio nell’atmosfera. Con la distillazione e
la purificazione del petrolio greggio la maggior parte del vanadio rimane nei residui,
quindi i livelli di vanadio nell’aria possono essere ridotti utilizzando frazioni distillate
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del petrolio. I processi di inquinamento in alcune aree petrolifere sono parzialmente
associate alla presenza dei composti del vanadio, come nel caso della costa Est del
lago Maracaibo in Venezuela: alcune ricerche hanno riportato un’alta incidenza di
malformazioni congenite a livello di SNC e questo ¢ stato associato alle attivita petro-
lifere della regione®.

L’emissione aerea di vanadio puo essere elevata in prossimita dei grandi
impianti di produzione di leghe d’acciaio. Il vanadio viene immesso nell’aria durante
la rifusione dei rottami di acciaio e la trasformazione dei minerali ferro magnetici e
ferro-titanici contenenti vanadio in acciaio. Altre fonti industriali sono I’arrostimento
delle scorie vanadiche, le fornaci di fusione del pentossido di vanadio e le fornaci
elettriche nelle quali il ferro-vanadio viene fuso. Il vanadio presente nelle emissioni
del particolato proveniente dalle attivita industriali & stimato essere il 53% di quello
totale dell’atmosfera’.

Dal punto di vista chimico, I’inquinamento aereo da vanadio & principalmen-
te dovuto al pentossido di vanadio, i cui fumi, a causa del basso punto di ebollizione
(690 °C) entrano nell’aria, condensano e formano un aerosol con particelle fino a 2
um. In alcuni studi ¢ stato documentato sia il trasporto di vanadio di origine antropica
sopra aree oceaniche sia I’incremento negli ultimi decenni della presenza del metallo
nei ghiacciai europei®.

Il vanadio si trova in piccole quantita in tutti i vegetali a concentrazioni di
pochi mg/g sul peso secco. In una determinata specie le variazioni nelle concentrazio-
ni, comunque contenute, dipendono dai livelli di vanadio nel suolo, dall’acidita del
suolo e dalle condizioni di crescita. I livelli di vanadio sono pil bassi nelle porzioni
aeree della pianta e non sono correlati ai livelli del suolo®. Il vanadio nelle piante &
legato a sostanze lipidiche complesse ad alta stabilita che persistono anche dopo la
morte delle cellule. Questi lipidi persistono anche nel suolo e sono una sorgente di
metalli nelle rocce sedimentarie. In varie specie di piante la relazione proporzionale
tra i livelli di ferro e quelli di manganese, rame, titanio, nickel, cromo, cobalto e
vanadio decresce nel corso dell’evoluzione ed ¢ meno significativa nelle foglie delle
piante superiori.

Il vanadio ¢ presente in tutte le specie animali, ma i livelli pil elevati sono
stati trovati negli invertebrati marini. Nei mammiferi terrestri i livelli piu alti si rileva-
no nel fegato e nei tessuti scheletrici.

Gli animali che pascolano possono essere esposti a quantita tossiche di vanadio
per I’ingestione accidentale di terreno'®. L’utilizzo commerciale nella produzione di
mangimi zootecnici del fosfato tricalcico proveniente da depositi di rocce fosfatiche
molto ricchi di vanadio puo portare a livelli molto elevati nella dieta. Le scorie basiche
dell’industria siderurgica, dette anche scorie Thomas, estesamente utilizzate in agri-
coltura da pit di un secolo, hanno alti contenuti di fosforo e calcio, ma contengono
impurita metalliche, tra cui il vanadio che puo raggiungere anche valori del 10%. Gli
effetti tossici dell’ingestione accidentale delle scorie Thomas sono state osservate prin-
cipalmente per i ruminanti ed alcune di queste intossicazioni sono state attribuite al-
I’attivita fortemente basica dell’ossido di calcio, pericolosa quando allo spargimento
non segue la reazione con la pioggia, I’'umidita o I’anidride carbonica dell’aria. Le
ricerche sui contenuti dei tradizionali metalli pesanti come piombo, ferro e mangane-
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se per ’attribuzione degli effetti tossici sono state vane e molti casi fatali avvenuti per
decenni sono rimasti insoluti. E’ probabile che alcune di queste intossicazioni possa-
no essere attribuite al vanadio, specialmente quando i segni clinici erano simili a quel-
li descritti per I’intossicazione tipica del metallo''.

L’intossicazione da vanadio ¢ considerata un rischio occupazionale industriale.
Alte concentrazioni di vanadio nell’aria possono essere presenti nei settori dove ven-
gono effettuate le pulizie delle caldaie per il riscaldamento. In passato & stato accerta-
to che le polveri che derivano da questa operazione possono contenere il 5-17% di
pentossido di vanadio ed il 3-10% di altri ossidi del vanadio®. Le concentrazioni nella
polvere andavano da 50 a 100 mg/m® ma a volte si & arrivati a 500 mg/m®. Negli
impianti industriali moderni i livelli sono usualmente molto piu bassi. Un’altra sor-
gente di esposizione occupazionale ¢ quella conseguente alla produzione di pentossido
di vanadio, durante la quale la concentrazione di vanadio nella polvere puo variare da
0,1 a 30 mg/m?*. Concentrazioni intorno a 0,5- 5 mg/m?® non sono invece insolite nella
produzione del vanadio metallico e dei catalizzatori al vanadio. Inoltre molti processi
metallurgici coinvolgono vapori contenenti vanadio che condensano per formare aeresol
respirabili'?.

Dal punto di vista medico ¢ quindi importante acquisire maggiori conoscen-
ze sui possibili effetti del vanadio sulla salute e dovrebbero essere indagati e stabiliti
i valori di riferimento in sangue, siero, urine delle persone occupazionalmente non
esposte e utilizzate come base per la valutazione dell’esposizione umana e dei rischi
tossicologici'®.

Dal punto di vista ambientale, il vanadio ¢ stato dichiarato un inquinante
potenzialmente pericoloso che pud causare effetti devastanti per la produttivita delle
piante e per I’intero sistema agricolo'®. Il metallo & stato anche segnalato come ele-
mento indicatore dell’inquinamento ambientale urbano, specialmente dell’aria'.

IL VANADIO NEGLI ALIMENTI E NELLA DIETA

Sebbene la maggior parte degli alimenti contenga basse concentrazioni di
vanadio, il cibo e I’acqua rappresentano le principali sorgenti di esposizione per la
popolazione umana. Le concentrazioni di vanadio riportate per gli alimenti tendono
ad essere piu elevate nei primi studi rispetto a quelli piu recenti; le differenze sono
attribuibili alle diverse tecniche e metodiche analitiche utilizzate.

Si possono rilevare alcune interessanti differenze tra alimenti specifici. Per
esempio tra i vegetali i livelli pill bassi si trovano nella frutta e negli ortaggi con valori
intorno a 1 ug/kg, mentre livelli pil alti si riscontrano nei cereali, in particolare la
farina ed il pane che possono superare i 10 ug/kg". Concentrazioni di vanadio elevate
si trovano nei ravanelli, nell’aneto, nel prezzemolo e nel pepe nero?. Tra i grassi e gli oli
le concentrazioni di vanadio pil elevate sono state rilevate nella margarina con 4 ug/
kg'. Le carni di pesce e quelle di pollo hanno concentrazioni di vanadio di qualche
decina di ug/kg, piu alte rispetto a quelle delle carni suine e bovine. Le uova ed il latte
hanno livelli modesti, mentre certi funghi, i crostacei e la birra sono ricchi di vanadio®.
E’ stato evidenziato che i processi tecnologici possono incrementare le concentrazioni
di vanadio negli alimenti (riso bianco, burro d’arachidi, succhi di frutta, mortadella)'.

Si stima che la popolazione umana, su base giornaliera, sia esposta a 10-60
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ug/d di vanadio, con la dieta che contribuisce per 10-20 wg/d. In uno studio, effettuato
nel 1979 in cinque localita italiane, riguardante I’assunzione quotidiana di vanadio
con la dieta, & emersa una media di 10,4 ug/d'. L’utilizzo di vitamine, come integratori,
puo contribuire per 10 ug/d". Non ci sono prove che I’ingestione di vanadio giorna-
liera a questi livelli porti ad effetti pericolosi per la salute.

Le linee guida nutrizionali piu recenti propongono un limite superiore ed un
limite inferiore di vanadio nella dieta. I dietisti hanno dibattuto per gli anni se il vanadio
sia 0 meno una sostanza nutriente essenziale per la salute umana. Mentre la carenza di
vanadio per gli esseri umani non & stata accertata, I’estrapolazione dagli studi animali
indica che la E.D.D.I. (Estimated Daily Dietary Intake) debba essere di 10 ug/d, un
livello che si crede, ma non si pud dimostrare sia quello necessario per assicurare le
funzioni fisiologiche. E’ inoltre stato stimato un limite raccomandato superiore quo-
tidiano di 100 ug di vanadio, che indica che questo valore non dovrebbe essere oltre-
passato “tranne che sotto controllo medico.” Una rivisitazione tossicologica del vanadio,
basata su un riesame degli studi tossicologici effettuati sugli animali, compresi quelli
riguardanti lo sviluppo, ha stabilito un limite superiore stimato di 200 ug/d di vanadio,
inteso come livello “di sicurezza” di assunzione per I’'uomo. Di conseguenza, il range
superiore di esposizione di 100-200 ng/d di vanadio, ¢ da considerare ’intervallo
protettivo per i feti in sviluppo, i neonati e le altre fasce sensibili della popolazione.
Infatti, le ricerche sull’esposizione degli adulti umani indicano che dosi fino a 0,3 mg/
kg di peso corporeo al giorno di vanadio non sono associate ad effetti avversi sulla
salute!’.

In U.S.A. il Food and Nutrition Board della National Academy of Sciences
ha fissato una L’E.S.A.D.D.I. (Estimate Safe and Adeguate Daily Dietary Intake) per
il vanadio di 100 ng/d ed alcuni nutrizionisti ritengono utile aggiungere alla lista degli
oligoelementi anche il vanadio. Inoltre in U.S.A., il vanadil-solfato & integratore comune
utilizzato per aumentare il peso e le prestazioni degli atleti a dosi fino a 60 mg/d'. Si
osserva, pero, che per gli elementi ultratraccia con ipotizzate azioni benefiche per
I’uomo sulla base di estrapolazioni di studi animali, potrebbe essere fuorviante utilizzare
itermini “sicuro” ed “adeguato”, ma sarebbe pil corretto parlare di A.B.I. (Apparent
Beneficial Intake).

Dal punto di vista legislativo non ci sono limiti massimi di vanadio negli
alimenti, ad eccezione dell’acqua.

Nel 1997, L’Environmental Protection Agency ha proposto per I’acqua
potabile un livello massimo di vanadio raccomandato di 50 wg/L'3. In Italia, per motivi
precauzionali, con decreto del 10/11/99 ¢ stato integrato il D.P.R. 24 maggio 1988 n.
236 in attuazione della direttiva CEE 80/778 (concernente la qualita delle acque
destinate al consumo umano), attraverso 1’inserimento di tale valore come
concentrazione massima ammissibile. Un ente degli U.S.A., lo E.H.H.A. (Office of
Environmental Health Hazard Assestment), non concorda con questo livello ed ha
determinato che la concentrazione limite dell’acqua potabile, protettiva per la sanita
pubblica, dovrebbe essere di 15 ug/L.

In Italia, & presente un elenco che comprende i nutrienti che il Comitato
scientifico dell’alimentazione umana ha considerato essenziali, dove il vanadio non &
presente; di conseguenza nel nostro paese non sono previsti livelli di assunzione
raccomandati con la dieta (L.A.R.N.).
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Infine, in relazione agli integratori alimentari, per alcuni elementi come
vanadio, nichel, cobalto, boro e stagno, a livello U.E., ¢ in corso un riesame dei dati
pitirecenti della letteratura al fine di una piu approfondita valutazione della loro valenza
nutrizionale.

RUOLO BIOLOGICO E METABOLISMO DEL VANADIO

Il vanadio ¢ essenziale per la muffa Aspergillus niger e per I’alga verde
Scenedesmus obliguus nella quale svolge un ruolo per la fotosintesi. Il metallo ha
effetti sulla crescita anche di alcuni batteri azotofissatori’.

Tra gli effetti biologici descritti per il vanadio, il pit importante ¢ quello
insulino-simile, mentre vengono descritti ruoli biologici nella fosforilazione della
tiroxina, nell’assorbimento del potassio, nella riduzione e nell’idrolisi dei trigliceridi
e nella degradazione proteica'®.

Negli ultimi decenni le ricerche riguardanti il ruolo biologico del vanadio
negli organismi si sono particolarmente estese. Nei primi anni °70 il vanadio ¢ stato
prospettato essere un elemento essenziale per polli e ratti e questo ha portato a
speculazioni circa la sua essenzialita per I’'uomo®. Studi pili recenti hanno interpretato
questa indicazione come inattendibile ed al vanadio ¢ stato dato un ruolo soltanto in
un contesto farmacologico?'. Alcune ricerche sulla carenza suggeriscono che 1’elemento
possa essere essenziale per gli animali superiori e I’'uomo. In particolare le prove
dell’esistenza di un controllo omeostatico, al di sopra di determinate basse
concentrazioni di vanadio, suggeriscono che possa essere essenziale per 1’'uomo?®.
Tuttavia, poiché le diete di controllo di questi studi contengono quantitativi elevati di
vanadio che possono aver dato effetti sconosciuti e per la presenza di interazioni iodio-
vanadio, attualmente si considera 1’essenzialita del vanadio una questione irrisolta'’.
Il vanadio ¢ probabilmente un elemento in traccia essenziale, anche se la sindrome da
carenza nell’'uomo deve ancora essere evidenziata con certezza®.

Gli studi in vitro e sugli animali indicano che il vanadato e gli altri composti
del vanadio fanno incrementare 1’attivita di trasporto del glucosio'. Il vanadio regola
I’azione dell’insulina, responsabile del trasporto di aminoacidi e glucosio all’interno
delle cellule muscolari. Evidenze epidemiologiche e di laboratorio hanno suggerito
che il vanadio pud giocare un ruolo nella prevenzione dell’infarto ed ¢ stato accertato
che le morti per questo disturbo sono piu basse nei paesi in cui ¢’¢ pit vanadio
nell’ambiente?.

I polmoni assorbono bene i composti solubili del vanadio (V,0,), mentre
I’assorbimento dei sali di vanadio dal tratto gastrointestinale ¢ basso. L assorbimento
dei composti del vanadio tramite la pelle ¢ estremamente limitato.

Il vanadio assorbito viene trasportato dal sangue, prevalentemente legato alle
transferrine del siero. In presenza di alcuni fattori biologici nel plasma e nel citoplasma,
avviene un lento scambio del vanadio tra transferrina e ferritina. La forma pentavalente,
il vanadato (VO,, V*), predomina nei fluidi corporei extracellulari mentre la forma
tetravalente, il vanadil (VO*?, V), ¢ la pitt comune forma intracellulare®. Le specie
chimiche di vanadio che entrano nelle cellule sono in relazione a quelle presenti
nell’ambiente. I liquidi extracellulari con il loro contenuto, cosi come i compartimenti
intracellulari, possono influenzare le specie di vanadio che alla fine interagiscono con
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i costituenti cellulari per produrre effetti avversi.

Il vanadato che entra nelle cellule viene ridotto a vanadio tramite il glutatione
ed altri agenti e stabilizzato da numerosi leganti, come proteine, aminoacidi, acidi
nucleici, fosfati, fosfolipidi, glutatione, citrato, ossalato, lattato e ascorbato®. Sia le
forme vanadiliche che quelle vanadiche hanno mostrato di manifestare molti effetti
insulino-simili in varie cellule.

Il vanadio si lega fortemente al citoplasma, al nucleo ed ai mitocondri. Negli

esperimenti con chelanti questi legami sono stati trovati in particolare nella milza,
organo ricco di ferritina, cosi come nella matrice ossea, nel fegato, nel rene, nella
mucosa intestinale e nei testicoli. La presenza di ferritina ¢ quindi importante per la
ritenzione del vanadio insieme alla capacita del vanadio di legare i fosfati organici. Il
vanadato essendo un analogo del fosfato si accumula nell’osso e nei denti®.
Negli esperimenti effettuati attraverso la somministrazione di vanadio si & osservato
che a livelli di escrezione normale le concentrazioni negli organi decrescono fino a
livelli residuali e con velocita di escrezione che rallentano lentamente. Nel caso
dell’osso I’ammontare della frazione residua ¢ dose-dipendente: piu si eccede rispetto
al livello di equilibrio pili aumenta questa frazione. L’eliminazione attraverso la milza
avviene specialmente per la frazione residua''.

Il vanadio si accumula, oltre che nell’osso, nel rene, nel fegato e nel polmone,
organi nei quali pud arrivare a livelli di qualche decina di ug/kg % piccole quantita
sono state trovate nella placenta, nella saliva e nel latte materno. L’elemento puo
oltrepassare la barriera emato-encefalica. I livelli di vanadio nel sangue dell’uomo,
come risulta dagli studi meno recenti sono molto variabili; la maggior parte degli
studi piu recenti riporta livelli al di sotto di 10 ug/l, ma viene indicato, in assenza di
valori di riferimento, che valori normali per sangue e siero siano intorno a 0,05 ug/l *.

L’accumulo del vanadio nell’organismo dipende dalla specie, dall’eta, dal
composto del vanadio, dalla dose e dalla durata dell’esposizione. Negli animali giovani
I’assorbimento intestinale & alto a causa della permeabilita non selettiva della barriera
intestinale in via di sviluppo. Con il procedere dell’eta le concentrazioni epatiche di
vanadio rimangono costanti, ma nel rene crescono in concomitanza con i livelli di
assorbimento e di escrezione piu bassi. Alti contenuti di vanadio sono stati trovati nel
rene associati all’esposizione acuta od alla somministrazione protratta nel tempo. Le
concentrazioni negli organi e nei tessuti sono influenzate fortemente dal tempo trascorso
dalla somministrazione: quando questa cessa 1’eliminazione dagli organi continua e
le concentrazioni in sangue, urine e rene diminuiscono. Un aumento dei livelli di
vanadio si osserva nella milza come risultato della redistribuzione dell’elemento tra
gli organi. In alcuni studi sull’uomo ¢ stato osservato che nel polmone i livelli di
numerosi metalli, compreso il vanadio, aumentano con 1’eta e cio indicherebbe
accumulo dei composti insolubili.

Al termine dell’esposizione, il vanadio viene eliminato prima nelle forme
diffusibili, quindi con le frazioni residue dopo riequilibrio con la transferrina; infine
viene escreto tramite il rene, la principale via di escrezione per la frazione dell’elemento
assorbita. Nell’uomo I’escrezione renale ¢ rapida con tempo di semivita biologica di
20-40 ore nelle urine'. Le concentrazioni normali dell’elemento nelle urine sono intorno
a 0,5 ug/l, ma nei lavoratori esposti i livelli aumentano di decine di volte'. Il vanadio
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ingerito che invece non viene assorbito ¢ eliminato con le feci.

TOSSICITA’ DEL VANADIO

In generale la tossicita dei composti del vanadio ¢ bassa, con aumento in
relazione all’incremento della valenza: i composti pentavalenti, infatti, sono quelli
pitt tossici'. Sia i composti vanadici che quelli vanadilici, possono causare svariati
effetti tossici nei mammiferi, anche a basse dosi per un lungo periodo. Gli ossidi di
vanadio, come gia evidenziato, possono causare effetti pericolosi per I’uomo.

I principali effetti osservati della tossicita del vanadio sono: alterazioni
ematologiche, alterazioni renali, alterazioni del sistema immunitario, mutagenicita,
danni alla sfera riproduttiva e danni allo sviluppo. Gli effetti tossici sono in gran parte
la conseguenza delle marcate proprieta ossidative del metallo. Una correlazione diretta
¢ stata trovata tra I’estesa perossidazione lipidica e gli effetti epatotossici e neurotossici.
Sono stati riportati effetti tossici del vanadio cumulativi ed un’alta sensibilita al vanadio
dei tessuti linfatici. Gli effetti tossici delle basse dosi ripetute di vanadato alla matrice
ossea portano ad anemia, linfotossicita e riduzione della risposta immunitaria.

Sono stati descritti numerosi sintomi della tossicita del vanadio, sia per I’'uomo
che per gli animali: inappetenza, diarrea nera, letargia, disidratazione, aborti spontanei,
lesioni polmonari, congiuntiviti, depressione nervosa, scoordinamento degli arti,
paralisi facciale, anemia e aumento del rischio di cancro al polmone.

I piti comuni effetti tossici dei composti del vanadio portano ad irritazioni
locali degli occhi ed alle alte vie respiratorie piuttosto che tossicita sistemica. Per
I’uomo, I’effetto tossico pitt documentato dell’esposizione alla polvere di vanadio ¢
I’irritazione del tratto respiratorio superiore con riniti, respiro affannoso, emorragia
nasale, congiuntivite, tosse, mal di gola e dolore di petto. A dosi di esposizione elevate
si puo arrivare ad effetti broncospastici, e cid puo essere di estremo interesse per le
popolazioni che sono a contatto con alto inquinamento dell’aria. Una ricerca ha descritto
un inizio d’asma dopo una pesante esposizione ai composti del vanadio, ma gli studi
clinici non hanno rilevato un incremento della prevalenza dell’asma nei lavoratori
esposti al vanadio'.

Sebbene non ci siano evidenze dirette sui livelli tossici per I’esposizione con-
tinua, fonti britanniche riportano una relazione statistica tra concentrazioni di vanadio
nell’aria inquinata di aree urbane e rurali e I'incidenza di cancro al polmone, bronchiti
e polmoniti*. Non sono stati riportati effetti pericolosi dell’esposizione alle polveri di
vanadio per SNC, sistema gastrointestinale e sangue. Il vanadio ed i suoi composti
inalati vengono escreti con le feci e le urine.

In pratica tutte le informazioni sugli effetti avversi del vanadio sulla salute umana
derivano dall’esposizione occupazionale a concentrazioni solitamente molto pil alte
rispetto a quelle presenti per la popolazione generale.

Gli effetti neurotossici del vanadio sono: difficolta di movimento delle labbra,
disturbi motori, convulsioni, asfissia, atassia grave, letargia e diarrea.

Relativamente agli effetti su riproduzione, gestazione e lattazione, ¢ stato
stabilito che il grado di tossicita dipende da una serie di fattori come la forma chimica,
lo stato di ossidazione, la quantita di vanadio, la via di esposizione ed il periodo di
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dosaggio®. Mentre mancano informazioni sulla tossicita riproduttiva del vanadio in
seguito ad inalazione, il metallo dimostrato di essere un tossico riproduttivo ed
embriofetale quando somministrato oralmente. In uno studio sulle femmine di ratto
diabetiche e gravide il vanadato influenza negativamente la capacita riproduttiva e la
capacita di portare a termine la gravidanza, percid 1’uso del composto viene
controindicato. Il vanadio attraversa la membrana placentare del gatto e quando
somministrato per via intraperitoneale ha effetti embriotossici e teratogeni. Le scarse
evidenze degli effetti gonadotossici e spermatotossici richiedono conferma.

Gli effetti tossici sono stati osservati soltanto a livelli notevolmente pitl elevati
di quelli che normalmente vengono ingeriti con la dieta dell’uomo, quindi sembra che
il vanadio non conduca a rischi di effetti pericolosi per la salute nella popolazione che
vive in condizioni normali di esposizione nutrizionale ed ambientale. Tuttavia, gli
studi sugli animali non possono riprodurre fedelmente le situazioni di esposizione a
basse dosi per periodi prolungati.

Alcune ricerche riportano correlazioni tra alti livelli nel siero e sindromi de-
pressive o disfunzioni renali>. Numerosi effetti riportati per il vanadio, per esempio
quelli sui livelli di colesterolo, sull’ematopoiesi o gli effetti cancerogeni e mutageni,
richiedono ulteriori investigazioni. Nessun incremento nel numero di tumori ¢ stato
osservato negli studi animali di lungo termine con esposizione al vanadio nell’acqua
potabile. Il Department of Health and Human Services, 1’International Agency for
Research on Cancer e I’Environmental Protection Agency (EPA) non hanno classificato
il vanadio come un carcinogeno umano.

Relativamente al settore zootecnico, nel 1990 in una regione della Svezia, si
¢ verificato un grave caso di intossicazione che ha coinvolto centinaia di bovini. Gli
animali avevano pascolato e si erano alimentati con foraggio proveniente da un terreno
fertilizzato in superficie con scorie d’altoforno contenenti il 3% di vanadio''. I sintomi
comprendevano progressivamente inappetenza, diarrea nera, letargia, disidratazione,
aborti spontanei, lesioni polmonari, congiuntiviti, disturbi neurologici, scoordinamento
degli arti, paralisi facciali e morte.

Infine, I’acido ascorbico sembra essere il pit rapido ed efficace antidoto per
I’intossicazione sperimentale da vanadio®.

CONCLUSIONI

L’incompletezza dei dati sperimentali in possesso del mondo medico-
scientifico, mette in evidenza I’attualita degli studi sul vanadio, elemento per il quale
assistiamo ad una crescente diffusione ambientale. La problematica dell’essenzialita
intrecciandosi a quella della tossicita fa assumere grande interesse alla conoscenza
dei livelli presenti nella dieta e di quelli tissutali per questo elemento ultratraccia.

Le informazioni raccolte in questa ricerca e la loro discussione costituiscono
la base per studi che abbiamo intrapreso dapprima con la messa a punto di una metodica
analitica per la determinazione del vanadio nelle matrici biologiche ed in seguito sulla
presenza dei livelli di vanadio negli organi delle specie zootecniche da reddito.

L’esistenza di alcuni punti critici analizzati, come 1’importanza della via di
assunzione aerea, la presenza anche soltanto ipotizzata di effetti tossici a carico del
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sistema immunitario, di danni alle sfere riproduttive e dello sviluppo, gli effetti
cancerogeni, ma soprattutto I’importanza delle basse dosi per tempi prolungati,
suggerisce la necessita di studi di monitoraggio dell’elemento nell’ambiente urbano.
Le citta, infatti, possono essere interessate da un’importante ricaduta di ossidi di
vanadio, presenti nelle frazioni pill piccole delle polveri sottili. In questo senso ¢
interessante la possibilita per i ricercatori del settore veterinario, zoologico ed ecologico,
di studiare la presenza del metallo nei tessuti dei colombi (Columba livia). La specie,
infatti, presente nell’ambiente urbano in numerose colonie ¢ considerata un buon
marcatore biologico dell’inquinamento e nostri precedenti studi hanno evidenziato
che nei tessuti dei colombi di citta sono rilevabili vari metalli, compresi quelli
considerati tossici.

Le osservazioni sperimentali che ne scaturirebbero, potrebbero rappresentare
un corredo di conoscenze utile nello studio della cinetica dell’inquinamento dei centri
urbani ed un contributo per la valutazione dell’efficacia delle misure di riduzione
dell’inquinamento nelle citta. La presenza di vanadio si assomma a quella di altri
metalli e sostanze pericolose per la salute ed esprime con esse possibili casi di
sinergismo, il cui studio ¢ di estremo interesse sia per il settore medico e veterinario,
sia per quello dell’ecotossicologia.
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VALUTAZIONI ELEMENTALI SU
MOLLUSCHI TERRESTRI
APPARTENENTI AL GENERE Helix

Ghidini S.°, Novelli E.*, Battaglia A.°, Campanini G.°, Balzan S.*, Bracchi P.G.°

Introduzione

In passato la nostra unita di ricerca si ¢ gia occupata delle caratteristiche
nutrizionali delle lumache. Particolare attenzione ¢ stata posta nello studio delle com-
ponenti lipidiche (Novelli E. et al; 2003). I risultati ottenuti hanno messo in evidenza
differenze nel contenuto in proteine e sali minerali soprattutto legate alla specie.
Questa ricerca deve essere intesa come un completamento della precedente. Sugli
stessi campioni analizzati in passato, infatti, ¢ stato determinato il contenuto in macro
e micro elementi.

In particolare sono state determinate le concentrazioni di 31 elementi: calcio
(Ca), sodio (Na), potassio (K), zolfo (S), fosforo (P), magnesio (Mg), bario (Ba), rame
(Cu), ferro (Fe), stronzio (Sr), zinco (Zn), alluminio (Al), manganese (Mn), boro (B),
cromo(Cr), nickel (Ni), rubidio (Rb), molibdeno (Mo), cadmio (Cd), titanio (Ti), piom-
bo (Pb), litio (Li), selenio (Se), scandio (Sc), vanadio (V), cobalto (Co), argento (Ag),
zirconio (Zr), lantanio (La), mercurio (Hg), ittrio (Y), berillio (Be) ed arsenico (As).
Tali elementi possono essere grossolanamente classificati, in base alle funzioni che
svolgono negli organismi viventi, come essenziali (Ca, P, Mg, Fe, Zn, Se, Co,Cu, Mn,
Cr, Na, K, S), non essenziali (Li, Rb, Be, Sr, Ba, B, Al, Mo, Zr, Y, Sc, La, Ti) e tossici
(Pb, Cd, Hg, As, Ni, V, Ag). Gli scopi del lavoro di ricerca intrapreso erano molteplici
e riconducibili alle diverse categorie di elementi.

Per quanto riguarda gli elementi essenziali 1’obbiettivo primario era quello
di creare una base di dati per la compilazione di tabelle nutrizionali. Tali dati, infatti,
sono tuttora ignoti nelle lumache. I macro ed i micro elementi essenziali sono sotto
controllo fisiologico negli organismi viventi, pertanto sono ipotizzabili differenze tra
le diverse specie. Proprio per questo anche la valutazione delle differenze tra le diver-
se specie appartenenti al genere Helix era tra gli obiettivi della ricerca.
Importante era poi riuscire a valutare le differenze tra individui allevati ed individui in
natura per garantire che gli animali allevati non presentino caratteristiche nutrizionali
inferiori agli animali liberi in natura.

Per quanto riguarda gli elementi non essenziali sono state valutate le diffe-
renze tra le diverse specie al fine di evidenziare eventuali metabolismi specifici.

Le lumache sono spesso utilizzate per il monitoraggio della contaminazione

(° Dipartimento di Produzioni Animali, Biotecnologie Veterinarie, Qualita e Sicurezza degli Alimenti. Uni-
versita degli Studi di Parma; * Centro per la Sicurezza degli Alimenti, via S. Gaetano 74, 36016 Thiene)
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ambientale da elementi tossici (biomonitoraggio), per questo le concentrazioni di metalli
pesanti sono state usate per la valutazione del grado di contaminazione ambientale
delle zone di allevamento.

Anche per quanto riguarda gli elementi tossici era importante valutare le
differenze tra individui allevati ed individui in natura dal momento che il ciclo vitale
degli animali & diverso. Per tutti gli elementi ¢ stata considerata la possibilita di correlare
(tramite tecniche di analisi statistica multivariata) i dati delle concentrazioni con I’ ori-
gine per costruire strumenti di riconoscimento di origine degli animali a posteriori.

Materiali e metodi

Sono state analizzate lumache appartenenti alle specie lucorum, aspersa,
pomatia, aperta e vermiculata del comune genere Helix provenienti da diverse zone
del paese (province di Cagliari, Cuneo, Lecce e Verona). Il prodotto era, per la mag-
gior parte, proveniente da raccolta in natura e, per le sole specie lucorum, aspersa e
pomatia, ¢ stato analizzato anche prodotto di allevamento. Le lumache sottoposte ad
analisi erano opercolate e, ad eccezione dei soggetti della specie aperta, di pezzatura
relativamente omogenea con peso compreso fra i 12-16 grammi. Queste ultime ave-
vano una pezzatura compresa fra 4 e 5 grammi. Le determinazioni analitiche sono
state condotte sulla parte muscolare costituita dal muscolo pedale, testa e porzioni del
mantello avendo cura di eliminare, oltre ai visceri, quanta piu emolinfa possibile.

Dopo liofilizzazione i campioni sono stati posti in stufa a 105°C per 24 ore.
Circa 0,3 g del campione sono stati pesati nei tubi in teflon del mineralizzatore a
microonde. 3 ml di acido nitrico al 65% (Romil, Super Purity Acid) e 0,5 ml di perossido
di idrogeno (Merk, Suprapur®) sono stati aggiunti al campione. I campioni cosi pre-
parati sono stati posti in un mineralizzatore a microonde in pressione Milestone 1200
Mega.

Una volta raffreddato a temperatura ambiente il campione mineralizzato ¢
stato portato al volume di 50 ml con acqua bidistillata in matracci tarati ed ivi conser-
vato fino al momento dell’analisi.

Al fine di determinare accuratezza e precisione del metodo analitico & stato
utilizzato lo standard Bovine Muscle Powder (Reference Material 8414) prodotto e
certificato dal National Institute of Standards and Technology (Canada).

Per la determinazione analitica ¢ stata utilizzata la tecnica della spettrometria
di emissione atomica con eccitazione a plasma ad induzione (ICP-AES). E stato uti-
lizzato un ICP sequenziale Jobin Yvon Ultima 2. Il flusso del gas di trasporto era
regolato a 12 1/min, la potenza del generatore di radiofrequenza era fissata 1100 W.
Le analisi statistiche sono state effettuate tramite il software SPSS 11.0 per Windows.

Risultati e discussione

Le tabelle 1, 2 e 3 presentano il riepilogo delle determinazioni analitiche degli ele-
menti essenziali, non essenziali e tossici effettuate su tutti i campioni di lumache. Al
fine di esprimere le concentrazioni sul tal quale ¢ stato considerato un valore medio di
umidita dell’80%.
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Ca Na K S P Mg Cu Fe Zn Mn Cr Se Co

media 4480 1620 1390 1360 1200 488 60 242 10,7 4,54 0,53 0,05 0,02
dev. st. 1160 456 195 200 274 712 58,8 6,76 3,06 12,2 0,64 0,04 0,05
minimo | 2220 936 914 960 980 320 129 14,1 8,16 1,34 0,03 0,00 0,00
massimo | 6720 2720 1750 1706 2320 676 224 36,2 222 57,8 2,02 0,18 0,23

Tabella 1: contenuto in elementi essenziali dei campioni di lumache analizzati. Le concentrazioni sono
espresse in mg/kg sul tal quale.

Ba Sr Al B Rb Mo Li Sc Ag Zr La Y Ti Be

media 111 23,6 5,78 1,05 0,22 0,15 0,06 0,05 0,02 002 0,01 0,01 0,10 0,00
dev.st. 63,0 11,5 9,30 1,34 0,16 0,09 0,06 0,03 0,02 0,03 005 0,04 025 0,00
minimo |5,66 4,74 0,80 0,21 0,01 0,07 0,00 0,02 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00
massimo | 206 56,0 35,6 6,72 0,63 040 0,19 0,15 0,06 0,16 023 0,20 1,07 0,00

Tabella 2: contenuto in elementi non essenziali dei campioni di lumache analizzati. Le concentrazioni sono
espresse in mg/kg sul tal quale.

Ni Cd Pb \ As Hg

media 0,24 0,10 0,07 0,03 0,00 0,00
dev. st. 0,27 0,13 0,06 0,07 0,00 0,00
minimo 0,01 0,02 0,02 001 0,00 0,00

massimo 0,82 0,63 025 032 0,00 0,00

Tabella 3: contenuto in elementi tossici dei campioni di lumache analizzati. Le concentrazioni sono espresse
in mg/kg sul tal quale.

Tramite analisi della varianza e successivo test post hoc di Sheffe sono state
ricercate differenze statisticamente significative (p=0,05) tra le diverse specie e tra le
varie localita di provenienza.

Per quanto riguarda le differenze di specie il K risulta minore in H. aperta; S,
Ba e Cu sono maggiori in H. lucorums; il Cr ¢ maggiormente presente in H. aspersa ed
H. lucorum; il Se & maggiore in H. vermiculata.

Per quanto riguarda le differenze in base alla provenienza il Ba risulta
maggiormente presente negli esemplari di Verona; 1’ Al ¢ maggiore in quelli di Cagliari;
il Rb ¢ maggiore in quelli di Cuneo e Lecce, ed il Se in quelli di Cagliari. I casi in cui
si sono verificate differenze significative sono stati rappresentati graficamente tramite
istogrammi (figura 1, 2, 3 e 4)

2000
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1200 +— O H. aspersa
1000 1 @ H. lucorum
8001 O H. pomatia
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200 +
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Figura 1: Concentrazioni degli elementi per cui sono state riscontrate differenze significative in base
alla specie. Le concentrazioni sono espresse in mg/kg sul tal quale
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Figura 2: Concentrazioni degli elementi per cui sono state riscontrate differenze significative in base alla
specie. Le concentrazioni sono espresse in mg/kg sul tal quale.
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Figura 3: Concentrazioni degli elementi per cui sono state riscontrate differenze significative in base alla
localita di provenienza. Le concentrazioni sono espresse in mg/kg sul tal quale.
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Figura 4: Concentrazioni degli elementi per cui sono state riscontrate differenze significative in base alla
localita di provenienza. Le concentrazioni sono espresse in mg/kg sul tal quale.
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Tramite il test di Student sono state valutate le differenze fra gli animali
allevati e quelli prelevati in natura: non sono mai state riscontrate differenze
statisticamente significative.

Le medie generali ottenute per gli elementi essenziali sono state messe a
confronto con quelle delle principali specie (tabella 4). La concentrazione media del
Ca ¢ circa due ordini di grandezza superiore a quella delle altre specie, certamente per
ragioni legate alla sintesi del guscio. Anche la concentrazione di Cu sono circa due
ordini di grandezza superiori a quelle riscontrate nelle altre specie; la cosa potrebbe
essere dovuta al fatto che le lumache utilizzano questo metallo nei pigmenti di trasporto
dell’ossigeno. Le concentrazioni di Na e Mg sono tra le due e cinque volte superiori a
quelli delle altre specie. Le concentrazioni di P sono inferiori a quelle di tutte le altre
specie. Per quanto riguarda Fe, Zn e Se le lumache si pongono in posizione intermedia
tra le altre specie.

Ca Na K Fe P Mg Zn Cu Se
lumaca 448 162 139 2,42 120 48,8 1,07 6 0,005
bovino (lombata) 4 44 333 1.4 178 18 39 0,05 0,003
suino (lombo) 7 73 220 1,3 150 20 1,8 0,15 0,014
cavallo 4 74 331 3,9 231 29 3,72 0,2
pollo (petto) 4 33 370 0,4 210 32 0,67 0,05 0,010
tacchino (fesa) 6 43 320 0,8 200 32 1,1 0,07 0,007

Tabella 4: contenuto in elementi essenziali dei campioni di lumache analizzati confrontati con quelli delle
principali specie (INRAN, 1997). Le concentrazioni sono espresse in mg/100 g sul tal quale.

Conclusioni

Per quanto riguarda gli elementi essenziali, si pud affermare che le lumache
sono ottimi apportatori di Ca, Fe, Mg, Cu e Se.

Esistono differenze di specie che permettono di ipotizzare diversi metaboli-
smi. Ad esempio le concentrazioni di potassio in animali appartenenti alla specie aperta
sono significativamente inferiori alle altre specie, mentre le concentrazioni di zolfo e
rame sono maggiori nella specie lucorum.

Non sono state riscontrate differenze significative tra esemplari allevati ed
esemplari prelevati in natura, cio permette di concludere che 1’allevamento non incide
negativamente sulle caratteristiche nutrizionali delle lumache, almeno per quanto ri-
guarda la composizione macro e micro elementale.

Le differenze riscontrate nelle concentrazioni di elementi non essenziali in
animali prelevati in localita diverse permettono di ipotizzare lo sviluppo di un metodo
che permetta di risalire a posteriori alla localita di origine.

Per quanto riguarda gli elementi tossici non sono state riscontrate differenze
significative tra esemplari allevati ed esemplari prelevati in natura; in ogni caso le
concentrazioni sono sempre a livelli non preoccupanti per la salute del consumatore
ed indicano una bassa contaminazione ambientale da metalli pesanti nelle zone consi-
derate.

Parole chiave: molluschi terrestri, macro elementi, micro elementi, metalli pesanti.
Key words: terrestrial snails, macro elements, micro elements, heavy metals
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Riassunto

21 campioni di lumache delle specie Helix lucorum, Helix aspersa, Helix pomatia,
Helix aperta ed Helix vermiculata sono stati analizzati mediante ICP-AES per il loro
contenuto in macro e micro elementi. Le medie (espresse in mg/kg sul tal quale) sono
state le seguenti: Ca 4480; Na 1620; K 1390; S 1360; P 1200; Mg 488; Cu 60; Fe 24,2;
7Zn 10,7; Mn 4,54; Cr 0,53; Se 0,05; Co 0,02; Ba 111; Sr 23,6; Al 5,78; B 1,05; Rb
0,22; Mo 0,15; Li 0,06; Sc 0,05; Ag 0,02; Zr 0,02; La 0,01; Y 0,01; Ti 0,10; Be 0,00;
Ni 0,24; 0 Cd,10; Pb 0,07; V 0,03; As 0,00; Hg 0,00. Sono state trovate differenze
significative per alcuni elementi tra le varie specie e tra le diverse aree di provenienza.
Non sono state trovate differenze tra animali allevati ed animali prelevati in natura.

Summary

21 samples of snails belonging to the species Helix lucorum, Helix aspersa, Helix
pomatia, Helix aperta and Helix vermiculata were analysed and their macro and mi-
cro elements concentrations were determined by means of ICP-AES. The means (ex-
pressed as mg/kg wet weight) were the following: Ca 4480; Na 1620; K 1390; S 1360;
P 1200; Mg 488; Cu 60; Fe 24,2; Zn 10,7; Mn 4,54; Cr 0,53; Se 0,05; Co 0,02; Ba 111;
Sr 23,6; Al 5,78; B 1,05; Rb 0,22; Mo 0,15; Li 0,06; Sc 0,05; Ag 0,02; Zr 0,02; La
0,01;Y 0,01; Ti 0,10; Be 0,00; Ni 0,24; 0 Cd,10; Pb 0,07; V 0,03; As 0,00; Hg 0,00.
For some elements differences were detected on the basis of their species and place of
origin. No differences were found between breeded and wild animals.
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PROTEOSE-PEPTONE CONTENT IN THE MILK
OF ITALIAN FRIESIAN COWS WITH MODERATE
AND HIGH SOMATIC CELL VALUES"?

A. Summer?®, P. Formaggioni®, P. Franceschi®, M. Malacarne®, P. Mariani?

Introduction

Milk with high somatic cell count has an impaired quality and reduced value,
especially for the manufacture of cheese [1]. If the milk has a high cell count, the
deterioration during syneresis with a longer clotting time and weak curd leads to an
increased moisture content and a lower dry matter yield [2-4]. Most of proteose-
peptones (PP) and y-caseins of the milk result from the enzymatic hydrolysis of the
native casein [5, 6]. In particular, PP5 and PP8 components arise from the specific
degradation of -casein by the plasmin [7], which presence in milk can vary depend-
ing on several physiological and, above all, pathological factors [8-11]. Proteolysis
can alter micellar integrity, with important negative repercussions at level of milk
technological behaviour [12, 13]. The aim of this research was to study the variations
of milk proteose-peptone content in relation to somatic cell count.

Material and methods

The study was carried out on 45 milk samples (each constituted by a small mixture
of 3+5 individual milks from morning milking), distinguished by a different somatic
cell content and subdivided into three classes: milk with less than 250,000, milk from
250,000 to 750,000 and milk with more than 750,000 units per ml. Samplings were
taken in different seasonal periods from medium-size and medium-high-size herds of
Italian Friesian cows, located in the Parma province. On milk samples, added with
sodium merthiolate (0.02 % w/v), the following analyses were carried out: pH with
potentiometer; titratable acidity on 50 ml of milk with 0.25N NaOH according to
Soxhlet-Henkel method [14]; total nitrogen (TN), non-casein N (NCN), non-protein
N (NPN), respectively on milk, acid whey at pH 4.6 and 12% TCA filtrate of milk, by
Kjeldahl, according to Aschaffenburg and Drewry [15]; from which casein N (CN =
TN - NCN); proteose-peptone N (PPN) according to Aschaffenburg and Drewry [15],
after precipitation with anhydrous sodium sulphate from pH 4.6 acid whey and analy-
sis of filtrate by Kjeldahl; urea, by enzyme reaction catalysed by urease [16], with
Bun Analyzer 2 apparatus, by means of P/N 667510 kit Bun reagent and values ex-
pressed as urea N (MUN); fat and lactose by mid infrared analysis [17], with Milkoscan
134 A/B; somatic cells by fluoro-opto-metric method [18], with Fossomatic 250; chlo-

' Communication presented at the 15" A.S.P.A. Congress, Parma, June 18-20, 2003.
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ride, CI', by titration (AgNO,), according to the volumetric method of Charpentier-
Volhard [19]; freezing point with a thermistor cryoscope, according to Hortvet. The
statistical significance of the differences among the observed mean values was tested
by ANOVA after control of variance homogeneity (Bartlett test).

Results and conclusions

The mean somatic cell values for the three groups resulted significantly different
for experimental condition: 110,000 (L), 529,000 (M) and 1,699,000 (H) units per ml,
for the milk with low, moderate and high somatic cell content, respectively. Milks
with moderate and high somatic cell content (Table 1) resulted significantly poorer of
lactose (4.85 L vs 4.66 M vs 4.57 H, g per 100 g; P<0.0001) and richer of chloride
(98.5Lvs 111.5Mvs 117.9 H, mg CI per 100 g; P<0.0001). In comparison to milk
with low somatic cell content, the milk with high somatic cell content had a concen-
tration of lactose 6% lower and chloride values about 20% higher. pH and titratable
acidity values were significantly different (Table 1). As regards to nitrogen fractions,
aprogressive increase of non-casein N corresponded to the somatic cell increase (112.8
Lvs 120.0 M vs 125.5 H, mg per 100 g; P<0.01). On the contrary, N casein variations
were statistically not significant; however, milk with the higher content of somatic
cells had a lower content of casein. The combined effect of these two phenomena
determined significant variations of the casein number (77.36 L vs 76.16 M vs 74.87
H; P<0.001), that resulted markedly lower in the milk with high content of somatic
cells (Table 1). Milks with moderate and high somatic cell content were characterised
(Fig. 1) by a higher concentration of proteose-peptone N (11.5 L vs 15.9 M vs 17.6 H,
mg per 100 g; P<0.05). In these conditions, proteose-peptones represent more and
more increasing percent amount of casein N (3.01 L vs 4.16 M vs 4.73 H, %; P<0.05).
The results of this study suggest that proteose-peptone content of milk varies in rela-
tion to milk somatic cell content. In effect, milk with high somatic cell content re-
sulted significantly more provided of proteose-peptones. The increase of this nitrogen
fraction seems to be a clear index of a greater proteolytic activity, with a detriment for
the integrity of the casein micelle.

15.9 17.6

11.5

L M H

Figure 1 — Proteose-peptone nitrogen contents of milk with low (L), moderate (M) and high (H) so-
matic cell content (mg PPN per 100 g of milk).

Figura 1 —Contenuto di proteoso-peptoni di latti a basso (L), moderato (M) e ad elevato (H) contenuto
di cellule somatiche (mg PPN per 100 g di latte).
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Table 1 — Characteristics and proteose-peptone content of milks with different somatic cell count.
Means+SD.

Tabella 1 — Caratteristiche e contenuto di proteoso-peptoni di latti con differente contenuto di cellule
somatiche. Media =DS.

Low (15) Moderate (15) High (15)
Somatic cells 10%/ml 110+52 529+79 1699+876
Somatic cells log/ml 4.998+0.199 5.719+0.064 6.193+0.173
pH — 6.64+0.08 A 6.69+0.06 A 6.73x0.06
Titratable acidity °SH/50ml 3.61+0.24 C 3.38+£0.25 B 3.17+0.19 A
Freezing point A°C 0.527+0.005 0.526+0.004 0.526+0.003
Protein 2/100g 3.18+0.20 3.21x0.19 3.19+0.20
Fat 2/100g 3.03+0.97 3.30£0.60 3.39+0.67
Lactose 2/100g 4.85+0.11 B 4.66x0.15 A 4.57 £0.16 A
Chloride, CI mg/100g 98.53+8.60 A |111.50=8.84 B 117.90+9.43
CN mg/100g 385.5+26.0 383.0+22.3 374.3+25.6
NCN mg/100g 112.8+11.3 A 120.0+ 8.7 AB 125.5+10.9 B
NPN mg/100g 25.3+£3.8 24.7+3.2 24.0£2.7
PPN mg/100g 11.5+4.9 A 15.9+£5.0 AB 17.6+8.0 B
MUN mg/100g 12.82£3.75 12.29+2.98 11.73+4.23
CN/TN % 77.36x1.83 c 76.16x0.68 b 74.87x1.72 a
PPN /TN % 2.31+0.98 a 3.17+0.98 ab 3.52+1.58 b
PPN /NCN % 10.07£3.90 a 1324392 b 13.76+4.93 b
PPN /CN % 3.01x1.32 A 4.16=1.31 AB 4.73%2.30 B

a, b, c: different for P<0.05; A, B, C: different for P<0.01; a, b, c: diversi per P<0,05; A, B, C: diversi per
P<0,01;

CN: Casein nitrogen; NCN: Non-casein nitrogen; NPN: Non-protein nitrogen; PPN: Proteose-peptone
nitrogen; MUN: Milk urea nitrogen.

CN: Azoto caseina; NCN. Azoto non caseinico; NPN: Azoto non proteico; PPN: Azoto proteoso-peptoni;
MUN: Azoto urea del latte.

Keywords: cow milk, somatic cells, nitrogen fractions, proteose-peptones
Parole chiave: latte di vacca, cellule somatiche, frazioni azotate, proteoso-peptoni

SUMMARY - The principal characteristics and the proteose-peptone content of small
mixtures of Italian Friesian cow individual milks, grouped for three different levels of
somatic cell count (low: 110,000; moderate: 529,000 and high: 1,699,000 units per
ml) were studied. Milk with high somatic cell values resulted poor of lactose, rich of
chloride and characterised by a markedly lower titratable acidity. The contents of
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proteose-peptone N resulted significantly different: 11.5 — 15.9 — 17.6 mg per 100 g,
respectively for the three somatic cell levels.

RIASSUNTO - Contenuto di proteoso-peptoni nel latte di vacche frisone italiane
con moderati ed elevati valori di cellule somatiche

Sono state studiate le principali caratteristiche ed il contenuto in proteoso-peptoni
di piccole miscele di latti individuali di vacche di razza Frisona, distinti secondo tre
differenti livelli di cellule somatiche (basso: 110000, moderato: 529000 ed elevato:
1699000 unita per ml). I latti con elevati valori di cellule somatiche sono risultati
poveri di lattosio, ricchi di cloruri e caratterizzati da una acidita titolabile nettamente
piu bassa. I contenuti di N proteoso-peptoni sono risultati significativamente diversi,
pari a 11,5 — 15,9 — 17,6 mg per 100 g, rispettivamente per le tre classi di cellule
somatiche.
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CASEIN NUMBER VARIABILITY
OF MARE MILK FROM HAFLINGER
AND ITALIAN SADDLE HORSE BREEDS!

P. Formaggioni?, M. Malacarne®, F. Martuzzi?, A. Summer?, P. Mariani?

Introduction

Mare’s milk is the most important nutritional resource for the foal during the ini-
tial weeks of life. Since centuries, in Central Asia, it is the basic staple for the Kou-
miss production [1, 2]. Because of its peculiar chemical and nutritional characteristics
[3], recently mare’s milk is utilised also in human nutrition and for cosmetics [4]. This
arouses new interest for the study of mare’s milk, in particular concerning the effect of
genetic, physiological and feeding factors on organic and inorganic milk components
[5-7]. The effects of breed and physiological state are not yet well defined [8-13], in
particular concerning the percentage distribution of the nitrogen fractions [14]. The
casein number (casein nitrogen x 100/ total nitrogen) represents a good index of the
protein outline of mare’s milk. Aim of this research was to study the casein number
variability in milk in relation to the physiological state for Haflinger and Italian Sad-
dle, two horse breeds bred with different purposes: Haflinger is a medium-small sized,
sturdy horse bred for light draft and leisure riding; Italian Saddle is athletic and tall,
bred for show jumping.

Materials and methods

The survey was carried out on 126 individual milk samples yielded from 3™ to
150" d post-partum (DIM), 70 from 5 Haflinger mares (H) (age: 7+15 years; parities:
4+12; liveweight: 400+520 kg) and 56 from 12 Italian Saddle mares (IS) (age: 6+21
years; parities: 1+16; liveweight: 500+650 kg). Milk was taken by hand milking from
a single mammary gland, milked as deep as possible, in presence of the foal, that was
previously prevented from suckling for 1 — 2 hours by a muzzle. The mares were fed
hay and perennial rye grass in prevalence and lucerne ad libitum. Haflinger mares
received from 0.5 to 2.5 kg of concentrate; Italian Saddle mares from 2 to 4 kg of
concentrate. The milk samples were subdivided into 5 periods according to the DIM:
1: from 3 to 15 (10 H vs 8 IS); 2: from 16 to 30 (10 vs 12); 3: from 31 to 60 (18 vs 20);
4: from 61 to 90 (12 vs 10); 5: from 91 to 150 (20 vs 6). The following nitrogen
fractions were determined by means of Kjeldahl on each milk sample: total N (TN) on
milk and non-casein N (NCN) on acid whey at pH 4.6, according to Aschaffenburg
and Drewry [15]. From these nitrogen fractions the following variables were obtained:
casein N (CN =TN - NCN), casein number (CN x 100/TN). Parameters were submitted

!Poster presented at the 15" A.S.P.A. Congress, Parma, June 18-20, 2003.
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to ANOVA, using a mixed model (fixed factors: breed, lactation period; coefficient of
regression: parities number; random factor: mare nested into breed).

Results and conclusions

Total N and casein N contents and casein number vary significantly in relation to
lactation stage (Figure 1) and breed (Table 1), while variations related to number of
parities were not observed. During the five months of lactation, a significant decrease
was observed for the three variables: 47.75% for CN, 42.69% for TN and 5 percentage
units for casein number. The decrease for CN was more relevant than for TN between
the first and the second lactation period. This fact causes a significant decrease of
casein number (about 3 percentage units) in the second with respect to the first period.
From the second period onwards, casein number values were statistically not different.
In the first period, the CN content decrease resulted more accentuated in H than IS.
Consequently, casein number values of H resulted significantly lower from the second
to the fourth period. No differences were observed in the fifth period. However, casein
number trends in the two breeds were statistically not different. The results evidenced
that casein number shows a significant decrease from the 3™ to the 150™ DIM. In
particular, the decrease is markedly accentuated between the first and the second period.
As regards breed differences, IS is characterised by higher values in comparison to H,
from the second to the fourth period. According to most Authors, excluding colostrum
and the short transition phase, lactation stage shouldn’t have a significant effect on the
casein number trend [10, 14, 16, 17].

Minieri and Intrieri [10], e. g., for the milk of H mares, from d 3 to d 180 of
lactation, found values that fluctuate very little around 67.5%. On the other hand,
Neseni et al. [18] and Storch [1] observed an irregular trend and variable values, that
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Figure 1 — Trends of Total N (—#—) and Casein N (—M—) contents and Casein Number (- -A- -) in
mares milk during lactation. Different letters (a, b, c) differ significantly for P<0.05.

Figura 1 — Andamenti dei contenuti di azoto totale (—®—) e di azoto non caseinico (——) e dell’indice
di caseina (- -A- -) nel latte di cavalla nel corso della lattazione. Lettere differenti (a, b, c¢) differiscono
significativamente per P<0,05.
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Table 1 — Trends of Total N and Casein N contents and Casein Number in Haflinger and Italian Saddle
Horse breeds during lactation (Mean values=SE).

Tabella 1 — Variazioni dei contenuti di azoto totale e azoto caseinico e dell’indice di caseina nel latte di
cavalle Avelignese e Sella Italiano durante la lattazione (Media=ES).

Total Nitrogen Casein N Casein Number
Azoto totale Azoto caseina Indice caseina
mg/100 g mg/100 g %
Period (DIM) H IS P H 1S P H IS P
1 (3+15) 478+14  504x17 265+8  282+10 55.23+1.1 56.30+1.3
2 (16+30) 335+14  383%15 a 1708 2068 b 5041=1.1  53.69«1.1 a
3 (31+60) 28411 358«11 ¢ 1406 1886 ¢ 48.98+0.8  52.55+0.8 b
4 (61+90) 280+13  330£17 a 140+7 17510 b 49.84+1.0  53.09x1.3 a
5 (91+150) 264+10  293%20 13326 150+11 50.20+0.8  51.28+1.5

a, P<0.05; b, P<0.01; ¢, P<0.001
DIM: Days in milk; H: Haflinger; IS: Italian Saddle
DIM: Giorni di lattazione; H: Avelignese; IS: Sella Italiano

showed the tendency to increase in the final period of the lactation. On the contrary,
Rozhanskii et al. [19] and Mariani et al. [ 7] found no variations in relation to lactation
period.

Keywords: mare milk, Haflinger, Italian Saddle, lactation stage, casein number
Parole chiave: latte di cavalla, Avelignese, Sella Italiano, stadio di lattazione, indice
di caseina

SUMMARY - The variability of casein number of Haflinger and Italian Saddle mare
milk was studied. The research was carried out on 126 individual milk samples, 70
from Haflinger mares and 56 from Italian Saddle mares, collected throughout five
months of lactation (from the 3™ to the 150" day). The content of total nitrogen and
non-casein nitrogen were determined, from which the casein number values were
calculated. Casein number registered a significant decrease throughout the lactation,
particularly accentuated during the first month. From the second part of the first month
to the third month, Haflinger mares had significantly lower values for casein number
compared to Italian Saddle mares.

RIASSUNTO - Variabilita dell’ indice di caseina del latte di cavalle Avelignesi e
Sella Italiano.

E stata studiata la variabilita dell’indice caseina del latte in cavalle di razza
Avelignese e di razza Sella Italiano. L’analisi ha interessato 126 campioni di latte
individuale, di cui 70 Avelignese e 56 Sella Italiano, raccolti nel corso di cinque mesi
di lattazione (dal 3° al 150° giorno). Sono stati determinati i contenuti di azoto totale
e azoto non caseinico e calcolati i valori dell’indice di caseina. L’indice di caseina
registra un calo significativo nel corso della lattazione, particolarmente accentuato
durante il primo mese. La razza Avelignese presenta valori dell’indice
significativamente inferiori nei confronti della razza Sella Italiano a partire dalla
seconda meta del primo mese di lattazione fino al terzo mese.
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PROCESSI OSSIDATIVI NEGLI ALIMENTI
DI ORIGINE VEGETALE

Quarantelli A., Righi F., Renzi M., Bonomi A.

INTRODUZIONE

La conservazione dei cereali e di altri alimenti di origine vegetale rappresen-
ta ancora oggi un problema per il quale non ¢ stata individuata una soluzione definiti-
va e sufficientemente economica. Le perdite di materie prime, che si accumulano
durante lo stoccaggio, sono stimate dalla FAO intorno al 10% della produzione mon-
diale con punte massime oscillanti fra il 30% ed il 50% nei paesi in via di sviluppo.

Una partita di alimenti vegetali & infatti un ecosistema artificiale costituito
da un insieme di diverse entita viventi rappresentate dai semi con il loro germe, dai
microrganismi infestanti (batteri, lieviti e muffe) e dagli zooparassiti (acari ed insetti).
L’insieme ¢ inoltre un eccellente isolante termico in grado di accumulare il calore
prodotto dall’ecosistema medesimo.

L’obiettivo primario dello stoccaggio degli alimenti di origine vegetale ¢
pertanto quello di stabilizzare 1’ecosistema e la sua attivita vitale con la finalita di
mantenere il pill possibile inalterata |’ energia chimica accumulata sotto forma di ami-
do, la frazione azotata rappresentata dalle proteine, ma soprattutto la frazione lipidica
costituita da acidi grassi caratterizzati da un elevato grado di insaturazione. Patologie
e danneggiamenti della coltura, cosi come le operazioni di raccolta, stoccaggio e tra-
sformazione possono indurre nella frazione lipidica dei cambiamenti in grado di dare
luogo a fenomeni di irrancidimento sia nelle materie prime sia nei prodotti derivati
dalle stesse.

Il processo di irrancidimento e le reazioni di degradazione dei lipidi vegetali
sono tuttora oggetto di grande interesse per le conseguenze che si ripercuotono nega-
tivamente sulla qualita delle materie prime. Particolarmente gravi sono infatti le per-
dite di valore nutritivo, la riduzione dell’appetibilita e gli effetti negativi che i prodotti
dell’ossidazione lipidica possono esercitare sullo stato di salute degli animali.

Caratteristiche dei lipidi vegetali

La componente lipidica degli alimenti di origine vegetale ¢ notoriamente
costituita da fosfolipidi e glicolipidi, da cere, cutine e suberine nonché da grassi e da
oli. I fosfolipidi e i glicolipidi sono i principali componenti strutturali delle membrane
citoplasmatiche, nucleolari e degli organuli cellulari. Le cere, le cutine e le suberine
formano il rivestimento protettivo esterno degli organi delle piante superiori. I grassi
e gli oli sono sostanze di riserva accumulate dalle piante nei frutti e nei semi durante
la crescita, in misura diversa a seconda della specie vegetale. Si trovano inoltre nei
pollini, nelle spore e negli organi vegetativi (Huang, 1992).

Queste riserve lipidiche sono rappresentate da trigliceridi e da loro metaboliti
o precursori, quali i mono e digliceridi i quali vengono utilizzati come fonte di energia
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che le cellule vegetali utilizzano nei periodi di metabolismo attivo (Huang, 1992). Le
sostanze grasse sono accumulate all’interno di particelle subcellulari sferiche dette
oleosomi o sferosomi aventi un diametro variabile fra 0,6 e 2,0 um a seconda della
specie vegetale. Ciascun corpo lipidico ¢ costituito da una matrice di trigliceridi cir-
condata da uno strato fosfolipidico nel quale sono immerse proteine dette oleosine
(Tzen and Huang, 1992). Le cellule piu ricche in oli sono generalmente quelle dello
strato aleuronico e del germe (Saunders, 1985). Questa naturale compartimentazione
dei lipidi all’interno delle cellule e nei diversi tessuti rappresenta di fatto un meccani-
smo di difesa naturale delle piante nei confronti dell’irrancidimento (Galliard, 1989).
Tutte le molecole lipidiche hanno la caratteristica fondamentale di contenere
una o pil catene alifatiche di acidi grassi (acidi di lunghezza minima C,). Esistono
quasi 400 di questi acidi ma solo una decina ha una reale importanza sia ai fini
nutrizionali, sia ai fini economici in quanto ampiamente disponibili per la produzione
industriale degli oli. Prendendo in considerazione le riserve lipidiche localizzate delle
piante, fatta eccezione per 1’olio di cocco e per i semi di palma, che contengono circa
un 50% di acido laurico (C,),eper I’olio di palma, che ¢ ricco di acido palmitico C,e
45%)), gli altri oli vegetali sono dominati dal gruppo degli acidi grassi insaturi con 18
atomi di carbonio (Pehowich, 2000; Chow, 2002). Cosi, per ogni specie di pianta
oleaginosa attualmente utilizzata, piu dell’80% del contenuto in acidi grassi ¢ gene-
ralmente rappresentato da oleico (C , ), linoleico (C ) € linolenico (C , ,). La stessa
predominanza di acidi grassi C , mono-, di-, e tri-insaturi, circa il 60% degli acidi
grassi totali, ¢ osservata nei semi dei cereali (Guillaumin, 1982; Galliard, 1989).
Osservazioni analoghe possono essere effettuate anche in merito alla com-
posizione in acidi grassi di fosfolipidi e glicolipidi, che sono costituenti essenziali
delle membrane cellulari.

Reattivita dei lipidi vegetali

le risultano pil reattivi rispetto a quelli di origine animale caratterizzati da un piu
elevato contenuto di acidi grassi saturi. Diversamente dagli animali, le piante non
possiedono un sistema per trasportare i lipidi fra i diversi comparti dell’organismo;
inoltre, la ridotta umidita presente nei semi limita la diffusione dei lipidi fra i vari
tessuti (Galliard, 1989). Di conseguenza queste sostanze non vanno incontro a
modificazioni di rilievo finché rimangono racchiuse, all’interno della cellula, nel loro
tessuto originale. In questa sede si conservano integri fino a quando non vengono
innescati i processi biologici legati alla germinazione (Bahri, 2000) oppure quando
gli alimenti sono sottoposti a processi di lavorazione che arrecano danno alle particel-
le contenenti il grasso (Malekian , 2000).

I lipidi non piu protetti dalle membrane integre possono infatti entrare in
rapporto diretto con 1’ossigeno atmosferico, venire dispersi su un’ampia superficie e
trovarsi a contatto con tracce di metalli presenti nei tessuti vegetali, che agiscono
come catalizzatori del processo di ossidazione. Possono inoltre essere esposti alla
luce e ad altri agenti ossidanti esogeni, la cui azione si somma a quella degli enzimi
lipolitici endogeni, presenti nei tessuti dei semi e a quelli esogeni prodotti dai
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microrganismi ad essi associati (Gaillard, 1989).

REAZIONI DEI LIPIDI VEGETALI
Le reazioni dei lipidi vegetali durante I’immagazzinamento e la trasforma-
zione possono essere suddivise in reazioni enzimatiche e reazioni non enzimatiche.
Le reazioni enzimatiche sono coinvolte nei processi di idrolisi, ossidazione
ed isomerizzazione dei trigliceridi e degli acidi grassi. Le reazioni non enzimatiche
sono limitate alla via ossidativa (autossidazione) ed alla isomerizzazione.

IDROLISI DEI LIPIDI
Gli enzimi responsabili del fenomeno idrolitico a carico dei lipidi sono la
lipasi ed in minor misura la fosfolipasi, la glicolipasi e I’ esterasi.

Azione degli enzimi lipolitici

La maggior parte degli acidi grassi che si trova nei semi e nelle cariossidi ¢
esterificata ad una specifica molecola alcolica, il glicerolo. In condizioni di umidita,
temperatura e pH favorevoli, gli enzimi lipolitici si attivano ed idrolizzano, attraverso
una reazione di trans-esterificazione, i trigliceridi in acidi grassi liberi, saturi ed insaturi;
anche i fosfolipidi sono soggetti a tale trasformazione. Gli enzimi coinvolti sono ri-
possono poi essere esposti all’azione delle lipasi di origine microbica, il cui ruolo ¢
tuttavia ancora in discussione (O’Connor, 1992).
Le reazioni catalizzate da questi enzimi comportano, come gia accennato, la libera-
zione di acidi grassi liberi (Takano, 1993) e sono pertanto responsabili dell’incremen-
to dell’acidita che viene frequentemente registrato, durante lo stoccaggio, negli oli
estratti dai semi delle oleaginose. Analogamente, un incremento dell’acidita si verifi-
canei semi danneggiati a seguito della movimentazione meccanica e dell’azione lesi-
va provocata dagli insetti. La loro rimozione attraverso opportune tecniche di pulitu-
ra, prima dell’immissione negli impianti di macinazione, consente di ottenere farine
con una componente lipidica stabile e che si conserva pil a lungo durante lo stoccaggio
(Guillaumin, 1982).

Takano (1993) propone un modello per spiegare il meccanismo di decompo-
sizione operata dalla lipasi sui lipidi della pula di riso. La fosfolipasi D, secondo
I’ Autore, trasforma in acido fosfatidico la fosfatidilcolina che ¢ la principale compo-
nente della membrana degli sferosomi. Questa trasformazione provoca la
disintegrazione degli sferosomi e consente il contatto dei trigliceridi, non pil protetti
dalla membrana, con la lipasi che ne inizia la degradazione, con la creazione di acidi
grassi liberi.

Origine delle lipasi
Le lipasi, responsabili della degradazione dei lipidi, possono avere due origini:

Lipasi endogena. La lipasi endogena ¢ stata studiata nei semi di soia, di fagiolo e di
ravizzone cosi come nelle cariossidi del frumento, del sorgo, del riso e dell’avena
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(Guillaumin, 1982; Gaillard, 1989; Saunders, 1985). Nel frumento, la lipasi ¢ localiz-
zata principalmente nella crusca e nel germe (Dapron, 1983; Galliard 1983, 1986;
O’Connor, 1992) (Tabella n. 1). Nelle cariossidi dei cereali inoltre sono stati indivi-
duati talvolta pit di tre isoenzimi della lipasi (Baxter, 1984; O’Connor et al., 1989;
Peterson, 1999; Edlin et al., 2002) ed isoenzimi multipli della fosfolipasi che agisco-
no in diverse posizioni della molecola fosfolipidica (Wang, 2001); esistono tuttavia
anche altri enzimi in grado di degradare le molecole lipidiche: nella pula di riso sono
stati individuati, oltre a diversi tipi di lipasi e fosfolipasi (A1,A2,B,C,D), anche
glicolipasi ed esterasi che agiscono degradando i trigliceridi (Takano, 1993).

La sintesi degli enzimi idrolitici, fra i quali ¢ annoverata la lipasi, ¢ indotta
nei cereali da segnali ormonali provenienti dal tessuto embrionale. Tali segnali posso-
no indurre la sintesi delle proteine enzimatiche in toto oppure determinare 1’attivazio-
ne di proenzimi nello strato aleuronico e apparentemente, in modo parziale, anche nei
tessuti dell’endosperma (Tavener et al., 1969; Laidman and Tavener, 1971; Gallie and
Young, 1994). E’ stato osservato come I’attivita lipasica permanga nell’avena matura,
tanto nella crusca (contenente una elevata percentuale di strato aleuronico) quanto
nelle frazioni dell’endosperma (Ekstrand et al., 1992; Hutchinson et al., 1951). Poi-
ché tale attivita ¢ stata osservata anche in assenza di processi germinativi (O’Connor
etal., 1992; Peterson, 1999; Outinen, 1999), essa ¢ ritenuta come residua dai processi
di sintesi lipidica verificatisi durante lo sviluppo dei semi (ad opera appunto della
lipasi) ed in parte anche come manifestazione di altre attivita biologiche del seme,
riferibili ad esempio a meccanismi di difesa (Urquhart et al., 1983).

Per la lipasi del frumento non ¢ stata dimostrata alcuna specificita certa nei confronti
dei gruppi acilici; analogamente, nessuna azione enzimatica selettiva ¢ stata indivi-
duata durante la lipolisi dell’avena (O’Connor et al., 1992; Heini6 et al., 2002). L’idrolisi
dei lipidi dell’avena procede infatti apparentemente senza accumulo di mono- e di-
acilgliceroli: una volta che i trigliceridi sono accessibili alla lipasi, tutti e tre i gruppi
acilici vengono rapidamente convertiti in acidi grassi liberi (Liukkonen et al., 1993).
Un dato contrastante deriva tuttavia dallo studio della attivita della lipasi dell’avena
sull’1,2,3 triesanoglicerolo, che ¢ stata dimostrata avvenire con una forte specificita
posizionale (Yasuhide et al., 1997). L’idrolisi dei lipidi neutri di riserva presenti nel-
I’avena ¢ infatti piu veloce di quella di altri cereali; sempre nell’avena scarse sono
invece le informazioni sull’idrolisi nei lipidi polari, che appare comunque minima
durante la trasformazione e lo stoccaggio (Liukkonen et al., 1992). Al contrario, nel-
I’orzo ed in modo particolare nel malto d’orzo, I’idrolisi dei lipidi polari si verifica
rapidamente appena il seme ¢ macinato e la temperatura incrementata. Dati piu certi
sono disponibili invece per quanto concerne 1’azione della fosfolipasi che mostra in
tutti i casi una notevole specificita per differenti gruppi acilici (Kaukovirta et al., 1998).
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Tabella n. 1 - Attivita della lipasi in alcuni cereali ed in alcuni prodotti della molitura.

Alimenti Attivita lipasica (1) Attivita lipasica (2)
umol ac oleico/hr/g umol ac oleico/hr/g

Frumento 2-45 —
Farina di frumento 1-1,25 —_
Crusca di frumento 7 270,7*
Germe di frumento — 62,6*
Avena — 96 — 190%*
10 — 770%%*%*

Avena fioccata 20 —_
Sorgo 6 —
Risone 11-13 —
Riso brillato 1,25 —_
Pula di riso 20 - 30 —_

(1) da Galliard, 1989;
(2) altri autori : * da O’Connor, 1992; ** da Peterson, 1999; ***Matlashewsky et al., 1982 e Urquhart;

Lipasi esogena. E’ prodotta da microrganismi durante la loro crescita sul seme
(Guillaumin, 1982). I semi e le cariossidi al momento della raccolta veicolano infatti
una microflora rappresentata principalmente da batteri e muffe, con una piccola per-
centuale di lieviti.

La temperatura ed il tenore in acqua libera del substrato rivestono una note-
vole importanza per il loro sviluppo. Batteri e lieviti hanno scarse possibilita di cre-
scita quando, attraverso ’essiccazione, I’'umidita dei semi ¢ portata a livelli inferiori
al 10 %, (questo corrisponde ad una umidita relativa inferiore al 75% e ad una tempe-
ratura intorno a 22°C - Vertucci and Roos, 1990). Questi microrganismi necessitano
infatti di una quantitd minima di acqua libera per la crescita. I batteri in particolare
richiedono un’umidita relativa prossima al 90%, mentre i lieviti non si sviluppano a
livelli inferiori all’88%. Queste umidita relative corrispondono a un contenuto di ac-
qua della granella oscillante fra il 15% e il 17%. Tali valori sono ben al di sopra dei
normali livelli di umidita previsti per lo stoccaggio nei silos. E’ tuttavia dimostrato
che le spore di muffe xerofile, cui appartengono alcune specie di Aspergillus, possono
germinare a livelli di umidita inferiori a quelle sopra riportati (Dragoni et all. 1997).
Al contrario, quando i semi sono stoccati in condizioni non ideali, in presenza di
ossigeno e di umidita relativa elevata (maggiore al 90%), tutti i microrganismi presen-
ti (batteri, lieviti e muffe) crescono e la produzione di enzimi e di lipasi in particolare
risulta accentuata. Pertanto, ad un aumento della umidita dei semi corrisponde la for-
mazione di acidi grassi liberi derivanti in parte dall’azione della lipasi endogena, la
cui attivita ha luogo a bassi livelli di umidita ed in parte da quella degli enzimi gene-
rati dalla microflora contaminante che prolifera in modo ottimale nelle condizioni
sopra esposte.

Durante i vari processi di lavorazione e di stoccaggio, i lipidi di riserva dei
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semi possono quindi essere esposti in misura diversa alle lipasi microbiche. Tali lipasi,
a differenza di quelle endogene, discriminano fra i differenti gruppi acilici e manife-
stano diverse affinita per gli acidi grassi esterificati al glicerolo (O’Connor et al., 1992;
Heinio et al., 2002).

Fattori che influenzano I’ attivita della lipasi

Lattivita della lipasi ¢ condizionata essenzialmente da umidita, temperatura
e pH del mezzo; tuttavia anche il genotipo (Frey and Hammond, 1975) e I’andamento
stagionale durante la maturazione della pianta (O’Connor, 1992) possono influenzare
I’attivita di questo enzima.

Fra questi fattori, I’'umidita ed in particolare I’attivita dell’acqua riveste un
ruolo fondamentale. La presenza di acqua libera determina infatti 1’attivazione
dell’enzima ed influenza I’equilibrio termodinamico della reazione. Premesso che le
diverse lipasi si comportano in modo differente, le acquisizioni inerenti la lipasi
microbica fanno supporre che I’attivazione dell’enzima avvenga ad attivita dell’ac-
qua decisamente inferiori a 0,3 (Wehtye and Adlercreutz, 1997), essendo sufficienti
anche strati singoli o multipli di acqua di adsorbimento intorno all’enzima (Caro et
al., 2002). E’ sufficiente quindi un’umidita del substrato inferiore al 5% perché si
manifesti attivita enzimatica (Galliard, 1989). L’effetto sull’equilibrio termodinamico
della reazione catalizzata dall’enzima lipasi dipende dal fatto che I’acqua rientra fra i
reagenti della reazione stessa. A questo proposito ¢ stato dimostrato che nel range di
attivita dell’acqua compreso fra 0,2 e 0,3 ’equilibrio della reazione puo invertirsi
(Svensson et al., 1994). Anche gli altri substrati coinvolti in questa reazione, quali gli
acidi grassi liberi, il glicerolo e diversi acilgliceroli ne influenzano tuttavia I’equili-
brio, per cui quest’ultimo non pud essere stabilito solo sulla base del contenuto in
acqua.

Durante la lavorazione dei cereali, 1’attivita dell’acqua si stabilizza a livelli
superiori allo 0,4 per cui I’idrolisi dei lipidi esterificati all’interno dei prodotti
enzimaticamente attivi puo procedere fino a livelli sensibili. Il tutto, anche in presen-
za di una maggiore quantita di acqua libera, rimane comunque funzione della concen-
trazione di substrato, della distribuzione dei substrati fra le fasi acquosa ed oleosa e
probabilmente anche della fonte di lipasi presente (Adlercreutz et al., 2002; Ma et al.,
2002).

Anche la temperatura ed il pH del mezzo rivestono, come gia accennato, un
ruolo importante nel determinismo dell’attivita lipasica. Nella pula di riso Aizono et
al. (1971) hanno riscontrato la massima attivita dell’enzima in corrispondenza di una
temperatura pari a 37 °C, e ad un pH oscillante fra 7,5 e 8,0.

OSSIDAZIONE DEI LIPIDI

Gli acidi grassi liberi formati in seguito all’azione della lipasi sui trigliceridi,
rappresentano un potenziale substrato per un altro enzima, la lipossigenasi, caratteriz-
zato da una spiccata azione ossidativa. Sono inoltre molto suscettibili alla autossidazione
anche per 1’azione catalitica svolta da rame e ferro normalmente presenti in tracce nel
medium (Malekian, 2000). Gli acidi grassi insaturi in particolare, sono pill sensibili ai
fenomeni ossidativi rispetto a quelli saturi e la loro modificazione risulta tanto piu
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rapida e profonda quanto maggiore ¢ il loro grado di insaturazione. I doppi legami
delle catene carboniose, infatti, rappresentano centri reattivi soggetti all’azione di ra-
dicali ed enzimi (Barnes and Galliard, 1991; Malekian, 2000). Cosi, gli acidi grassi
mono-, di-, e triinsaturi si decompongono molto rapidamente in idroperossidi instabi-
li, che si degradano a loro volta per dare una mistura complessa di prodotti volatili e
non volatili della ossidazione i quali, come tali o in seguito ad ulteriore degradazione,
possono arrivare a compromettere 1’accettabilita del prodotto.

Azione della lipossigenasi

Con il termine di lipossigenasi si indica un gruppo di isoenzimi presenti in
numerosi semi, fra i quali quelli della soia, di alcune varieta di fagioli, dei piselli,
delle arachidi e nelle cariossidi dei cereali, con particolare riferimento al frumento,
avena, orzo e mais. Tale enzima, concentrato soprattutto nel germe, catalizza la rea-
zione di ossidazione non reversibile degli isomeri cis degli acidi grassi polinsaturi
contenenti il gruppo 1,4-pentadiene (diene [1,4] -CH=CH - CH - CH = CH —,
comunemente chiamato metilene centrale o sistema malonico) formando i rispettivi
idroperossidi con doppi legami coniugati cis-trans (Tappel, 1963; Galliard, 1989).

I cereali contengono isoenzimi multipli della lipossigenasi: nell’orzo in via
di germinazione sono state determinate le sequenze del cDNA di due isoenzimi aventi
attivita lipossigenasica (Hamberg and Samuelsson, 1967; Hugues et al., 1994; Van
Mechelen et al., 1999; Shiiba et al., 1991). Questi isoenzimi hanno apparentemente
diversa specificita di substrato, diversa distribuzione in vari tessuti e producono vari
isomeri degli idroperossidi in differenti proporzioni, tuttavia il loro ruolo biologico
non ¢ ancora stato determinato con certezza (Feussner and Wasternack, 1998; Schmitt
and Van Mechelen, 1997). Recentemente Van der Stelt et al., (2000).hanno ipotizzato
che la lipossigenasi intervenga nella sintesi di sostanze necessarie per la difesa dei
tessuti vegetali dai patogeni.

Fonti di lipossigenasi

L’enzima lipossigenasi ¢ stato individuato per la prima volta nella soia nel
1932 da Andre e Hou, che ne hanno descritto 1’azione sugli acidi grassi. Oggi ¢ risa-
puto che I’enzima ¢ diffuso fra gli organismi vegetali ed ¢ stato isolato anche da una
muffa appartenente al genere Fusarium (Fusarium oxysporum). E’ abbondante so-
prattutto nelle leguminose e nei cereali come riportato nella tabella 2.

Tabella n. 2 - attivita delle lipossigenasi derivanti da diverse fonti in comparazione con quelle ottenute
dalla soia (attivita = 100)

Alimenti Attivita lipossigenasica relativa %
Soia 100
Fava 60
Pisello 38
Frumento 0,5-16
Germe di frumento 3-5
Orzo 12
Arachidi 1

(da Tappel, 1961).
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La soia e il pisello proteico figurano fra le specie vegetali maggiormente
studiate (Nicolas, 1981) in funzione del loro elevato contenuto in lipossigenasi.

Nei cereali, il tasso di reazione della lipossigenasi ¢ molto variabile. Dalla
tabella n. 3 si evince che 1’orzo, cosi come il frumento, & caratterizzato da una elevata
attivita della lipossigenasi mentre nella segale e nell’avena 1’azione di questo enzima
¢ meno rilevante (Fretzdorff et al., 1986; Lehtinen et al., 2000).

Tabella n. 3. Attivita della lipossigenasi di diversi cereali (Lehtinen et al., 2000).

Alimenti Attivita della lipossigenasi
(umol/min) / 100 mg di farina
Orzo 1200
Frumento 630
Segale 290
Avena <50
Malto di avena <50
Malto di orzo <50

Attivita enzimatica della lipossigenasi

Non ¢ ancora stato accertato se la lipossigenasi ¢ ugualmente reattiva verso
gli acidi grassi liberi ed i loro esteri del glicerolo. Alcuni autori, in particolare Guss et
al. (1967), ritengono che alcuni isoenzimi della lipossigenasi abbiano affinita per gli
acidi grassi liberi polinsaturi, mentre altri isoenzimi siano piu inclini ad ossidare le
forme esterificate degli stessi acidi presenti nelle molecole di trigliceridi.

L’azione catalitica della lipossigenasi si esplica prevalentemente sugli isomeri
naturali degli acidi grassi linoleico, linolenico ed arachidonico. La sequenza a quattro
fasi che descrive I’attivita di questo enzima ¢ stata proposta da Tappel (1961) e com-
pletata da Hamberg e Samuelson (1967).

Un acido dienico a struttura malonica, insaturato e nella forma cis € la mole-
cola di partenza:

R-CH=CH-CH~-CH=CH-R’
cis 11 cis

1- Nella prima fase un atomo di idrogeno viene eliminato dal carbonio del gruppo
metilenico centrale in posizione 11:

R-CH=CH-CH-CH=CH-R’
cis 11 cis

2- Nella seconda fase si verifica una isomerizzazione cis-trans del doppio legame ed
una coniugazione:

R-CH-CH=CH-CH=CH-R’
trans 11 cis
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3- Una molecola radicalica di ossigeno O - O & poi inserita in posizione 13:

R-CH-CH=CH-CH=CH-R’
| - trans cis
00

4- L’ultima fase comporta 1’inserimento di un idrogeno nel radicale perossilico, con
formazione di un idroperossido:

R-CH-CH=CH-CH=CH-R’
| trans cis
OOH

Acido 13-idroperossioctadecaenoico, per esempio.

La reazione continua poi in condizioni aerobiche o anaerobiche e gli
idroperossidi possono dare luogo ad altri prodotti. Il passo successivo porta infatti alla
decomposizione od alla conversione enzimatica degli idroperossidi in una varieta di
acidi grassi ossidati (Gardner, 1979; Gardner, 1988). L’esanale ¢ generalmente
riconosciuto come uno dei maggiori componenti responsabili dell’odore che si sviluppa
nella pula di riso durante lunghi periodi di stoccaggio (Yamamoto et al., 1980).

Il ferro (Fe) presente come coenzima nella lipossigenasi sembra essere
coinvolto nel trasferimento di elettroni durante 1’incorporazione dell’ossigeno negli
acidi grassi insaturi contenenti il sistema cis,cis- 1,4- pentadiene. La lipossigenasi
deve essere nella forma ossidata (Fe*) affincheé la reazione di ossidazione possa
procedere. La forma ossidata della lipossigenasi puo infatti catalizzare la rimozione
stereospecifica di idrogeno da uno specifico carbonio (ad esempio: gruppo metilenico
C-11 dell’acido linoleico o dell’acido linolenico) degli acidi grassi (O’Connor and
O’Brien, 1991). Si forma cosi un radicale e la lipossigenasi & ridotta alla forma Fe?*
(Gardner, 1988).

Cinetica della reazione di ossidazione enzimatica

Il tasso di ossidazione dell’acido linoleico da parte della lipossigenasi, dopo
una brevissima fase di induzione, aumenta rapidamente e costantemente prima di
crollare. Questo decremento ¢ dovuto da un lato all’esaurimento del substrato e
dall’altro all’inibizione competitiva esercitata dagli idroperossidi generati dall’enzima.
I tassi di reazione sono sostenuti e dipendono da diversi parametri. I pili importanti
sono il pH, la temperatura e la presenza di attivatori ed inibitori.

pH e temperatura. 11 pH ottimale per molte lipossigenasi vegetali ¢ compreso fra 6 e
7 e varia leggermente in dipendenza del tipo di substrato e del suo grado di dispersione.
Le temperature ottimali per I’attivita delle lipossigenasi, estratte dal fagiolo volgare,
dalla soia e dall’orzo, sono pari a 25, 30 e 40°C rispettivamente. Oltre i 50° C tuttavia,
lalipossigenasi viene inattivata per denaturazione. Dal punto di vista tecnologico questo
rappresenta una importante opportunita. Processi di lavorazione che prevedono il ricorso
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a trattamenti termici (pellettatura, fiaccatura, estrusione) portano alla inibizione od
alla distruzione degli enzimi senza eccessivi rischi o degradazione dei lipidi, proteine
e carboidrati degli alimenti trattati (Guillaumin, 1982).

Attivatori ed inibitori. Fra gli attivatori della lipossigenasi gli ioni Ca** sono considerati
quelli pit efficaci nell’accentuare 1’azione ossidante nei confronti degli acidi grassi
polinsaturi (Tappel, 1963). Secondo Berry et al., (1997) anche I’elevata concentrazione
di ossigeno ¢ in grado di incrementare 1’attivita dell’enzima.

L’azione inibente della lipossigenasi ¢ fortemente manifestata dagli
antiossidanti fenolici. Tuttavia I’'impiego di appropriati antiossidanti, siano essi di sintesi
(BHA; BHT; Etossichina) o naturali (es. tocoferoli) puo ritardare il progredire
dell’irrancidimento ossidativo provocato da particolari processi di lavorazione. Anche
I’acido nordiidroguaiaretico (N.D.G.A.) & considerato molto attivo (Nicolas and
Dapron, 1977). Altri inibitori sono stati descritti: mono-alcool, composti contenenti
gruppi tiolici (cisteina, glutatione), perossido d’idrogeno (molto attivo) e sistemi che
portano alla perturbazione dell’equilibrio esistente a livello molecolare fra gli enzimi,
il loro substrato ed il loro prodotto.

Conseguenze delle reazioni operate dalla lipossigenasi

Lattivita dell’enzima lipossigenasi, cosi come quella della lipasi, risultano
incrementate negli alimenti che hanno subito particolari alterazioni strutturali durante
le operazioni di stoccaggio e di lavorazione. La contemporanea presenza di aria
favorisce inoltre un rapido aumento dell’azione lipossigenasica.

A causa dell’azione della lipasi, le porzioni di seme danneggiate tendono ad
essere altamente acide e forniscono un ambiente chimico favorevole alla azione della
lipossigenasi, la quale determina la formazione di idroperossidi. Questi ultimi in seguito
si degradano con formazione di prodotti volatili e non volatili. Per le trasformazioni
cui da luogo, la lipossigenasi puo quindi influenzare il colore, I’aroma (off-flavors nei
cereali stoccati e negli alimenti proteici conservati) e le proprieta nutritive degli alimenti.
Si verifica infatti una distruzione di pigmenti (provitamina A) e di vitamine, E in
particolare, una perdita di acidi grassi essenziali polinsaturi (acido linoleico soprattutto),
una alterazione degli aminoacidi solforati ed una interazione dei prodotti enzimatici
con alcuni aminoacidi essenziali che abbassa la qualita delle proteine (Richardson
and Hyslop, 1985; Galliard, 1989).

Sottoprodotti della ossidazione enzimatica

Gli idroperossidi, prodotti dagli acidi grassi polinsaturi per azione dell’enzima
lipossigenasi, sono instabili e mantengono la loro identita chimica solo per breve tem-
po prima di essere modificati secondo numerose vie. Generalmente si considerano
due possibili pathways di rottura radicalica.

La prima comporta la degradazione dei prodotti iniziali in catene carboniose
piu brevi. Tale degradazione porta alla formazione di composti carbonilici volatili,
principalmente aldeidi a-eniche o dieniche individuabili, per il loro sapore ed odore,
anche a basse dosi. Queste aldeidi, insieme con altri prodotti volatili della degradazio-
ne, sono il principale indicatore dell’avvenuto irrancidimento dei grassi.

La seconda pathway porta alla formazione di composti non volatili; monomeri
con gruppi secondari ossigenati e diversi tipi di polimeri: polari ed apolari, legati da
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ponti che possono o meno contenere atomi di ossigeno. Anche se piu stabili degli
idroperossidi, questi composti non sono completamente inerti € possono andare in-
contro a cambiamenti col tempo. Possono trasformarsi spontaneamente oppure sotto
I’influenza di altri attacchi ossidativi dare luogo a prodotti di degradazione volatili e
non volatili. La comparsa di questi composti negli alimenti ¢ generalmente considera-
ta deleteria.

Diversi enzimi entrano nel processo di degradazione degli idroperossidi (fi-
gura 1): I’idroperossido-liasi & responsabile della produzione di aldeidi ed aldeidi
acide; I’isomerasi produce acidi grassi epossiidroxienici che sono idrolizzati ad acidi
grassi triidroxienici; 1’idroperossido-isomerasi produce a-cheto e g-cheto acidi grassi;
infine, una idroperossido-ciclasi produce acido 12-oxo-fitodienoico, un precursore
dell’acido jasmonico, importante fitormone (Royo et al., 1996).

Figuran. 1. Schema semplificato delle reazioni che si verificano durante I’ossidazione enzimatica dell’acido
linoleico nei cereali (da Noordermeer et al., 2001 e Biermann et al., 1980, modificato).

ACIDO LINOLEICO
LIPOSSIGENAS] sé————— OSSIGENO MOLECOLARE

/N

ACIDO 9-IDROFEROSSIDO LINOLEICO ACIDO 13-IDROPEROSSIDO LINOLEICO

/ IDROPEROSSIDO LL».Sl\ / IDROPEROSSIDO msn\
ACIDO OXOCARBOXILICO

: ) ACIDO OXOCARBOXILICO
3-NONENALE (NON VOLATILE) ESANALE otyoLA

ISOMERASI DEIDROGENASI

DEIDROGENASI
IDROSSLACIDI PEROSSIDASI IDROSSIACIDI

¥
IDROSSIACIDI
AUTOSSIDAZIONE

L’ossidazione spontanea dei grassi sotto 1’influenza dell’ossigeno presente
nell’aria, o autossidazione, ¢ un fenomeno estremamente diffuso nei lipidi dei vegeta-
li. Tutti gli acidi grassi insaturi sono coinvolti. I prodotti della autossidazione dei
grassi, come quelli della ossidazione enzimatica, hanno il fondamentale inconvenien-
te di alterare in maniera considerevole le proprieta organolettiche del prodotto.

Le reazioni che si verificano durante I’autossidazione dei grassi sono piutto-
sto complesse e danno origine ad una grande varieta di molecole presenti, talvolta,
solo in tracce. In primo luogo si verifica la formazione di idroperossidi, poi di prodot-
ti volatili quali la CO,, prodotti di degradazione legati alla attivita fisica dell’energia
luminosa e prodotti di ricombinazione degli acidi grassi. Infine si verifica la forma-
zione di composti non volatili: monomeri ossidati, polimeri ed ossipolimeri degli
acidi grassi.
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Meccanismo della autossidazione

Gli idroperossidi sono il prodotto fondamentale primario della autossidazione;
infatti, la loro decomposizione ha effetti biologici importanti e causa alterazioni del-
I’aroma degli alimenti contenenti grassi (Malekian, 2000). Gli idroperossidi si forma-
no continuamente durante il processo autossidativo che procede attraverso una ben
nota reazione a catena descritta da Farmer (1942) e, piu recentemente, da Frankel
(1984). Tale reazione passa attraverso una fase iniziale in cui il tasso di trasformazio-
ne ¢ ridotto (iniziazione), seguita da una fase successiva pill rapida (propagazione) cui
fa seguito un rapido declino (terminazione) del processo (figura 2).

Figura n. 2. Grafico rappresentante il livello di idroperossidi durante le fasi di iniziazione, propagazione
e terminazione.

FASI DELLA OSSIDAZIONE

VALORE
PFROSSIDO

1

TEMPO

Fase F:is e Fase di

inizidle |propagazione | terminazione

Nella fase di iniziazione, un idrogeno radicalico viene rimosso da un gruppo metilico.
Tale gruppo metilico € posizionato a livello di un doppio legame della catena dell’aci-
do grasso R con formazione di un radicale alchene R":

RH— R + H

Questa fase viene accelerata dalla temperatura, dalla luce o dalla presenza di tracce di
ferro e rame che agiscono come catalizzatori a concentrazioni molto basse.
L’autossidazione dei lipidi pud essere rallentata considerevolmente od anche arrestata
per un certo periodo tempo, se lo stoccaggio ¢ effettuato a basse temperature, in as-
senza di luce, in presenza di sostanze ad azione chelante nei confronti degli ioni me-
tallici ed in presenza di antiossidanti naturali (o, y e O tocoferolo) e sintetici (composti
fenolici).
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Durante la fase di propagazione il radicale alchene reagisce con una molecola di
ossigeno e da luogo ad un radicale idroperossido:

R+ O-O—R-0-0O

Il radicale reagisce poi con un atomo di idrogeno di un gruppo metilico posto in posi-
zione _ rispetto ad un doppio legame:

ROO" + RH— ROOH + R’

Il nuovo radicale alchene pud quindi reagire con molecole di ossigeno

riattivando il ciclo precedentemente descritto. Queste reazioni sono rapide per cui in
presenza di elevate quantita di ossigeno numerose molecole sono facilmente
trasformate. La reazione avra termine con la completa trasformazione dei substrati -
terminazione- (Frankel, 1984; Lehtinen, 2003).
Al termine della reazione ossidativa descritta, il livello dei perossidi accumulati
nell’alimento decresce col tempo. Tale riduzione ¢ conseguente alla rottura omolitica
degli acidi grassi ossidati con formazione di aldeidi, chetoni, acidi organici, idrocarburi
di lunghezza variabile, polimeri e numerosi altri composti, molti dei quali non sono
ancora stati ben isolati e caratterizzati (Ottaviani, 1977).

Figura n. 3. Schema semplificato delle reazioni che si verificano durante 1’ossidazione non enzimatica
dell’acido linoleico nei cereali (da Min and Boff, 2002, modificato). Oltre agli idroperossidi 9 e 13, per

foto-ossidazione dell’acido linoleico si formano anche gli idroperossidi 10 e 12.
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Evoluzione degli idroperossidi

In assenza di attivita enzimatica, che come tale comporterebbe un accumulo
di idroperossidi, il tasso di decomposizione di queste molecole ¢ determinato dalle
condizioni fisico-chimiche del mezzo ovvero dalla presenza di fattori in grado di in-
crementare o ridurre la loro reattivita (Nishiike et al., 1999; McClements and Deker,
2000; Mikinen et al., 2000). Nei cereali stoccati, gli idroperossidi si evolvono princi-
palmente in prodotti di rottura o scissione. Il processo ossidativo dei lipidi puo tutta-
via portare anche alla formazione di composti polimerici. Questi ultimi si originano
principalmente a partire dagli acidi grassi altamente insaturi od in seguito a stress
termici di notevole entita (Shukla and Perkins, 1991; Neff et al., 1988).

La rottura degli idroperossidi, favorita da molecole radicaliche e ioni metallici,
porta alla formazione di diverse sostanze, volatili e non volatili (Figura 3). L’acido
oxocarbossilico ¢ la principale molecola non volatile originata, mentre fra i composti
volatili, nei cereali stoccati, molto rappresentato ¢ il pentilfluorano, principale prodot-
to di rottura dell’acido 9 idroperossido linoleico. Le aldeidi 2- e 3- nonenale sono
invece rilevate a livelli molto bassi (Sjovall et al., 2000; Heinio et al., 2001). All’esanale
¢ in genere attribuito un ruolo nel determinare 1’alterazione dell’aroma degli alimenti
vegetali durante lo stoccaggio (Yamamoto et al., 1980).

CONCLUSIONI

Lo sviluppo della rancidita con la risultante perdita di qualita e accettabilita,
puo verificarsi negli alimenti di origine vegetali a seguito di processi di degradazione
della quota lipidica che si instaurano nelle diverse fasi della raccolta, dello stoccaggio
e della lavorazione.
mente la qualita, derivante direttamente o indirettamente dalle reazioni dei lipidi
endogeni, che causano sapori, odori e proprieta funzionali indesiderabili o inaccetta-
bili.

di grassi polinsaturi che notoriamente sono suscettibili a fenomeni di tipo idrolitico ed
ossidativo. Tali processi degradativi assumono entita differenti a seconda delle condi-
zioni di stoccaggio e di lavorazione adottate.

Fra gli agenti che portano all’irrancidimento dei grassi ¢ stato valutato il
ruolo svolto dagli enzimi lipasi e lipossigenasi nonché dal fenomeno ossidativo non
enzimatico.

Gli enzimi lipasi e lipossigenasi sono presenti in misura variabile negli ali-
menti vegetali a seconda della specie di appartenenza e la loro attivita ¢ condizionata
dall’umidita, dalla temperatura e dal pH del mezzo nonche dai processi di lavorazione
che consentono il contatto fra I’enzima e il substrato lipidico cosi come dalla presenza
di fattori ad azione attivante ed inibente.

In particolare, i fattori che sono in grado di favorire i processi ossidativi possono
essere cosi riassunti:

- qualita delle materie prime: sementi sottoposte a clima umido prima della raccolta,
contaminate con microrganismi lipolitici (quali ad esempio i funghi), o danneggiate

194



Ann. Fac. Medic. Vet. di Parma (Vol. XXIII, 2003) - pag. 181 - pag. 202

fisicamente risultano ovviamente scarsamente stabili ai fini della conservazione;

- condizioni di stoccaggio - temperatura: oltre ad agire sulla cinetica molecolare com-
portando una riduzione della stabilita dei composti, temperature elevate facilitano la
diffusione degli oli incrementando cosi i processi lipolitici enzimatici; -_attivita del-
I’acqua: I’enzima lipasi agisce anche ad umidita inferiori al 5%, non necessitando
praticamente di acqua libera per svolgere attivita idrolitica. La lipossigenasi ¢ in gra-
do di determinare il processo ossidativo a bassissima attivita dell’acqua (0,25); - at-
mosfera: i processi ossidativi sono pressoche annullati solo a concentrazioni di ossi-
geno inferiori all’ 1% (molto costose da ottenere e mantenere), mentre 1’ irrancidimento
idrolitico non viene arrestato nemmeno dallo stoccaggio in gas inerti;

- processi di lavorazione: trattamenti termici: generalmente I’inattivazione degli enzimi
responsabili dell’irrancidimento avviene attraverso il calore. Lo stesso dovrebbe tut-
tavia essere applicato in modo tale da annullare 1’azione degli enzimi senza eliminare
¢li antiossidanti in grado di prevenire il processo di ossidazione non enzimatica.Se il
calore porta ad una redistribuzione dei lipidi e ad una parziale distruzione degli
antiossidanti, la frantumazione determina un incremento della superficie esposta al-
I’azione dell’ossigeno. Macinazione: - dimensioni delle particelle: particelle di di-
mensioni ridotte sono pill soggette ad irrancidimento idrolitico ed ossidativo sia per
una maggiore superficie esposta all’aria che per un maggior contatto fra enzimi e
lipidi ridistribuiti. Miscelazione : ingredienti miscelati si degradano pil rapidamente
dei singoli ingredienti, in quanto frequentemente uno apporta il substrato e 1’altro il
catalizzatore; esempi sono dati dalla commistione di crusca e germe, miscele fra pro-
dotti ricchi di oli e fonti di lipasi, materiali contenenti acidi grassi liberi e fonti di
lipossigenasi, oppure materie contenenti catalizzatori della ossidazione non enzimatica
(es. Fe, Cu).Aggiunta di inibitori: non esistono inibitori della lipasi idonei ad essere
introdotti negli alimenti. L'utilizzo di appropriati antiossidanti, siano essi sintetici
(es.BHA) o naturali (es.vanillina) durante le lavorazioni con impiego di calore puo
eventualmente ritardare il progredire dell’irrancidimento ossidativo.

RIASSUNTO

L’elevato contenuto in acidi grassi insaturi rende i lipidi vegetali particolarmente su-
scettibili ai fenomeni degradativi. Tali processi, che hanno luogo principalmente du-
rante lo stoccaggio e la lavorazione degli alimenti di origine vegetale, sono rappresen-
tati da idrolisi ed ossidazione. La via idrolitica ¢ sostenuta dall’enzima lipasi, che puo
essere di origine endogena od esogena se derivante da muffe e batteri. L’azione
dell’enzima si estrinseca nella formazione di acidi grassi liberi. La via ossidativa pud
essere di tipo enzimatico o non enzimatico. Nel primo caso ¢ sostenuta dall’enzima
lipossigenasi, particolarmente attivo nei semi delle leguminose; nel secondo caso, il
processo ossidativo viene definito “autossidazione” e risulta accentuato dalla presen-
za di ossigeno, di molecole radicaliche, di ioni metallici, di elevate temperature e di
energia luminosa. I principali prodotti della ossidazione sono gli idroperossidi, i quali
sono soggetti ad ulteriore degradazione per azione enzimatica o per influenza di fatto-
ri fisico-chimici. L’insieme dei processi determina una perdita del valore nutritivo
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degli alimenti e la neo formazione di diverse molecole, anche volatili, che si rendono
responsabili del cosi detto irrancidimento della componente lipidica degli alimenti
vegetali. Questi fenomeni, deleteri per la qualita dei medesimi, possono essere consi-
derevolmente ridotti attraverso una valutazione oculata delle materie prime, delle con-
dizioni di stoccaggio e delle tecniche di lavorazione.

Parole chiave: alimenti vegetali, lipidi vegetali, lipasi endogena ed esogena,
lipossigenasi, autossidazione, rancidita.

SUMMARY

The high unsaturated free fatty acid content makes vegetal lipids particularly suscep-
tible to degradation process. These processes, which take place mainly during storage
and the processing of vegetal feeds, are represented by hydrolysis and oxidation. The
hydrolysis is carried by lipase enzyme, which can be of endogenous origin or exog-
enous if derived from mould or bacteria. The enzyme action determines free fatty acid
formation. The oxidative way can be enzymatic or non enzymatic. In the first case it is
carried by lipoxygenase, active especially in legume seeds; in the second case, the
oxidative process is defined “autoxidation” and is increased by the presence of oxy-
gen, radicalic molecules, metal ion, high temperature and light energy. The main prod-
ucts of oxidation are hydroperoxides, that are susceptible to further degradation by
enzymatic action or under the influence of physical or chemical factors. The whole
process determines a loss of nutritional value of feeds and the formation of different
molecules, also volatile, which are responsible for the “rancidity” of fat in vegetal
feed. These processes, detrimental for their quality, can be notably reduced by a care-
ful evaluation of the raw materials, of the storage condition and of the processing
techniques.

Keywords: vegetal feed, vegetal fat, endogenous and exogenous lipase, lipoxygenase,
autoxidation, rancidity.
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L’IMPIEGO DELLA FARINA DI SEMI DI PISELLO
(Pisum sativum L.)
NELL’ALIMENTAZIONE DEL CONIGLIO DA CARNE.!

Bonomi A., Bonomi B.M., Quarantelli A.

Dipartimento di Produzioni Animali, Biotecnologie Veterinarie, Qualita e Sicurezza degli Ali-
menti. Sezione di Scienza degli Alimenti e della Nutrizione. Facolta di Medicina Veterinaria -
Universita degli Studi di Parma.

INTRODUZIONE

Non da oggi I’utilizzazione della farina di semi di pisello (Pisum sativum L.)
nell’alimentazione animale ¢ oggetto di studio da parte di numerosi ricercatori soprat-
tutto stranieri. Le risultanze ottenute dalle ricerche condotte hanno messo in luce la
favorevole influenza esercitata dal prodotto sulle performances produttive e sui para-
metri zooeconomici dei ruminanti (1+4) e dei monogastrici con particolare riferimen-
to ai polli (5+25) e ai suini (26+29), anche se le risposte degli animali sono state
caratterizzate da una certa variabilita probabilmente dovuta ai diversi protocolli speri-
mentali adottati dai ricercatori soprattutto per quanto concerne la formulazione dei
mangimi, le cultivar utilizzate e la composizione chimico-bromatologica delle stesse
nonché le dosi di impiego del prodotto.

Sulla base delle risultanze sortite da nostre indagini condotte in tema di com-
posizione chimico-bromatologica della granella di pisello (v. tabelle dall’l al 5) ¢
stato possibile osservare che:

1) - la farina di semi di pisello, posta a confronto con la farina di estrazione di
soia, si differenzia per un minor contenuto di protidi grezzi e di ceneri, cui fa riscon-
tro un piu elevato tenore di estrattivi inazotati, in massima parte rappresentati da ami-
do, nonché per un maggior apporto di energia metabolizzabile;

2) - per quanto concerne il corredo in aminoacidi dei protidi in toto, la farina
di semi di pisello rappresenta, rispetto alla farina di estrazione di soia, un tenore supe-
riore di lisina, arginina, treonina, serina, glicina e metionina e inferiore di prolina,
cistina, valina. Le differenze pit marcate sono state registrate per la lisina e per la
treonina.

Tabella n. 1 - Composizione chimica (valori medi)

Componenti Farina di semi di pisello Farina di estrazione di soia
Umidita % 12.00 11.00
Ceneri gregge % s.s. 3.00 6.00
Proteina greggia « 28.50 50.00
Sostanze grasse gregge “ 1.80 1.90
Cellulosa greggia “ 4.70 4.85
Estrattivi inazotati « 62.00 37.25
Amido « 54.50 5.00
Energia metabolizzabile Kcal/Kg s.s. 3.350 2.600

! Ricerche effettuate con il contributo finanziario del M.U.R.S.T. (quota 60%). Indirizzo per corrisponden-
za: Prof. Alberto Bonomi - Sezione di Scienza degli Alimenti e della Nutrizione - Via del Taglio, 8 - 43100
PARMA. Tel. 0521 032620; fax 0521 032622; e-mail: alberto.bonomi@unipr.it
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Tabella n. 2 - Contenuto in aminoacidi (valori medi)

Aminoacidi Farina di semi Farina di estrazione
di pisello di soia
In 100 di s.s. con In 100 di protidi In 100 di s.s. con In 100 di protidi
il 28.50% di protidi | il 50% di protidi
Triptofano 0.370 1.298 0.600 1.200
Lisina 2.200 7.719 3.200 6.400
Istidina 0.680 2.385 1.350 2.700
Arginina 2.490 8.736 4.000 8.000
Ac. aspartico 2.970 10.421 5.500 11.000
Treonina 1.420 4.982 1.890 3.780
Serina 1.410 4.947 2.200 4.400
Ac. glumammico 5.000 17.543 9.000 18.000
Prolina 1.270 4.456 3.900 7.800
Glicina 1.300 4.561 2.200 4.400
Alanina 1.280 4.491 2.300 4.600
Cistina 0.350 1.228 0.700 1.400
Valina 1.300 4.561 2.700 5.400
Metionina 0.360 1.263 0.600 1.200
Isoleucina 1.400 4912 2.300 4.600
Leucina 2.000 7.017 4.000 8.000
Tirosina 0.900 3.158 1.800 3.600
Fenilalanina 1.800 6.316 1.760 3.520

Tabella n. 3 - Stima del valore biologico delle proteine.

Percentuale di deficit

Aminoacidi Contenuto in aminoacidi dei Farina di Farina di

protidi dell’uovo (sul 16% | di semi di pisello | estrazione di soia

azoto) (Mitchell e Block)
Treonina 49 -0 -22.85
Cistina 24 -51.16 -41.66
Valina 7.3 -37.52 -27.39
Metionina 4.1 -69.19 -73.00
Isoleucina 8.0 - 38.60 -40.50
Leucina 9.2 -31.11 -25.00
Tirosina 4.5 -29.82 -28.00
Fenilalanina 6.3 -0 -47.50
Triptofano 1.5 -13.46 -20.00
Lisina 7.2 +6.94 + 16.66
Istidina 2.1 -0 -0
Arginina 6.4 +36.40 +25.00
Fattore limitante 0 Metionina Metionina
Valore biologico 100 58.14 55.72

- La formula di Mitchell e Block per calcolare il valore biologico ¢ la seguente:
V.B. =102 - 0,634 x X, dove X = percentuale di deficit del fattore limitante
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Tabella n. 4 - Contenuto in elementi minerali (valori medi)

Componenti Farina di semi di pisello | Farina di estrazione di soia
Calcio g/Kg s.s. 1.62 3.00
Fosforo “ 4.70 8.15
Magnesio “ 1.51 3.10
Potassio “ 12.00 19.20
Sodio “ 0.40 0.85
Rame mg/Kg s.s. 12.30 22.60
Ferro “ 110.26 160.38
Zinco “ 54.71 51.20
Manganese 18.20 35.40
Selenio “ 0.21 0.18
Vanadio “ 0.24 0.23
Cromo “ 0.17 0.15

Tabella n. 5 - Contenuto percentuale in acidi grassi (valori medi).

Acidi grassi Farina di semi Farina di estrazione
di pisello di soia
Ac. miristico (C14) % 0,348 0,083
Ac. palmitico (C16) % 10,704 12,227
Ac. palmitoleico (C16:1) % tracce 0,055
Ac. stearico (C18) % 2,485 3,891
Ac. oleico (C18:1) % 19,993 24,022
Ac. linoleico (C18:2) % 53,495 53,231
Ac. linolenico (C18:3) % 12,975 6,491
Ac. grassi insaturi % 86,463 83,799
Ac. grassi saturi % 13,537 16,201
Insaturi/saturi % 6,387 5,172
Tabella n. 6 — Formulazione dei mangimi di 1° periodo.
Gruppi 1 2 3
Farina di mais Kg 25.00 22.00 19.00
Farina di orzo “ 10.00 10.00 10.00
Farina di soia (estr. 50% prot.) “ 10.00 8.00 6.00
Farina di girasole (estr. 50% prot.) “ 4.00 4.00 4.00
Farina di pesce « 5.00 5.00 5.00
Farina di medica integrale “ 10.00 10.00 10.00
Farina di medica dis. “ 5.00 5.00 5.00
Farina di pisello “ - 5.00 10.00
Crusca di frumento “ 20.00 20.00 20.00
Polpe secche di bietola «“ 5.00 5.00 5.00
Melasso di canna «“ 3.00 3.00 3.00
Carbonato di calcio “ 1.00 1.00 1.00
Fosfato bicalcico “ 1.00 1.00 1.00
Cloruro di sodio “ 0.50 0.50 0.50
Complesso vit. e oligomin (') “ 0.50 0.50 0.50
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(") - Composizione del complesso vitaminico e oligominerale (per 1 kg) — Vit A: U.I. 4.000.000; Vit. D3:
U.1. 400.000; Vit. E: mg 5.000; Vit. B1: mg 400; Vit. B2: mg 800; Vit. B6: mg 500; Vit. B12: mg 4; Vit.
PP: mg 4.500; Ac. Pantotenico: mg 3.000; Ac. Folico: mg 300; Colina cloruro: mg 100.000; DL-metionina:
mg 50.000; Co: mg 150; Fe: mg 5.000; I: mg 200; Mn: mg 15.000; Cu: mg 200; Zn: mg 10.000; Se: mg 20;
supporto vegetale g.b. a g 1000.

Tabella n. 7 — Formulazione dei mangimi di 2° periodo.

Gruppi 1 2 3
Farina di mais Kg 35.00 32.00 29.00
Farina di orzo “ 10.00 10.00 10.00
Farina di soia (estr. 50% prot.) “ 10.00 8.00 6.00
Farina di girasole (estr. 50% prot.) 4.00 4.00 4.00
Farina di pesce “ 2.00 2.00 2.00
Farina di medica integrale “ 8.00 8.00 8.00
Farina di medica dis. « 5.00 5.00 5.00
Farina di pisello “ - 5.00 10.00
Crusca di frumento “ 15.00 15.00 15.00
Polpe secche di bietola “ 5.00 5.00 5.00
Melasso di canna “ 3.00 3.00 3.00
Carbonato di calcio “ 1.00 1.00 1.00
Fosfato bicalcico “ 1.00 1.00 1.00
Cloruro di sodio “ 0.50 0.50 0.50
Complesso vit. e oligomin (') “ 0.50 0.50 0.50

(") - Composizione del complesso vitaminico e oligominerale (per 1 kg) — Vit A: U.I. 4.000.000; Vit. D3:
U.1. 400.000; Vit. E: mg 5.000; Vit. B1: mg 400; Vit. B2: mg 800; Vit. B6: mg 500; Vit. B12: mg 4; Vit.
PP: mg 4.500; Ac. Pantotenico: mg 3.000; Ac. Folico: mg 300; Colina cloruro: mg 100.000; DL-metionina:
mg 50.000; Co: mg 150; Fe: mg 5.000; I: mg 200; Mn: mg 15.000; Cu: mg 200; Zn: mg 10.000; Se: mg 20;
supporto vegetale g.b. a g 1000.

Tabella n. 8 — Analisi chimica dei mangimi composti integrati.

Periodi 1° 2°

Acqua % 11.80 12.00
Ceneri gregge “ 6.00 5.70
Proteina greggia “ 18.00 16.00
Sostanze grasse gregge “ 4.50 4.00
Cellulosa greggia “ 11.50 10.50
Estrattivi inazotati “ 48.20 51.80

La stima, secondo Mitchell e Block (30), del valore biologico delle proteine contenu-
te nella farina di semi di pisello e nella farina di estrazione di soia, tenuto presente che
il fattore limitante per entrambi gli alimenti ¢ costituito dalla metionina, ha permesso
di ottenere valori pari, rispettivamente, a 58,14 e a 55,72;

3) - la composizione in minerali della farina di semi di pisello, a paragone
con quella della farina di estrazione di soia, ¢ caratterizzata da un pill basso apporto di
Ca, P, Mg, K, Na, Cu, Fe e Mn sulla base di differenze che oscillano attorno al 30%;

4) - nella frazione lipidica della farina di semi di pisello sono presenti gli
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acidi miristico, palmitico, palmitoleico, stearico, oleico, linoleico e linolenico. Eleva-
to ¢ il contenuto di acidi grassi insaturi, i quali rappresentano circa 1’86% degli acidi
grassi totali. Rispetto alla farina di estrazione di soia il corredo acidico del seme di
pisello si differenzia per un tenore superiore di ac. linoleico e inferiore di ac. palmitico
e di ac. oleico.

Mancando in letteratura informazioni circa I’'impiego della farina di semi di
pisello nell’alimentazione del coniglio da carne, ci ¢ parso interessante condurre in
proposito una serie di ricerche, sulle cui risultanze intendiamo relazionare nella pre-
sente memoria.

MATERIALE E METODI

La sperimentazione ha interessato 300 conigli di razza Nuova Zelanda del-
I’eta di circa 30 giorni, tutti maschi appena svezzati e distinti in tre gruppi di 100
soggetti cadauno, contrassegnati con i numeri dall’1 al 3.

L’allevamento, praticato in gabbie collettive (10 soggetti per ogni gabbia), in
condizioni di ambiente uniformi per i vari gruppi, ha avuto la durata di 60 giorni.

I'soggetti del gruppo 1, considerato di “controllo”, hanno ricevuto, durante il
primo periodo (dal 30° al 60° giorno) ed il secondo (dal 61° al 90° giorno) due man-
gimi completi, la cui composizione ¢ raccolta nelle tabelle nn. 6 e 7.

Per I’alimentazione dei gruppi 2 e 3, considerati “di esperimento”, si & prov-
veduto con gli stessi mangimi addizionati pero di farina di semi di pisello alle rispet-
tive dosi del 5% e del 10% in sostituzione parziale della farina di estrazione di soia e
della farina di mais, sulla base di una formulazione che ha subito i necessari
aggiustamenti atti a consentire che i medesimi mangimi risultassero, nei confronti di
quello di “controllo”, isoproteici, isominerali ed isoenergetici.

Nella tabella n. 8 sono riportati i risultati dell’analisi chimica effettuata sui
mangimi di 1° e di 2° periodo. La determinazione del contenuto in principi immediati
¢ stata effettuata secondo la tecnica consigliata dalla C.V.A. dell’ASPA (31).

Nel corso ed al termine della prova istituita sono stati effettuati i seguenti rilievi:
a) - il controllo giornaliero dello stato di salute degli animali;
b) - la verifica dell’incremento ponderale individuale e del consumo di alimenti;
¢) - la determinazione di alcuni parametri ematici.

Sui campioni di sangue, prelevati da 10 soggetti scelti nell’ambito di ciascun
gruppo, sono stati determinati i contenuti di proteine totali, di albumina, di globuline,
di glucosio, di fosfatasi alcalina, di bilirubina totale, di colesterolo totale, di col. HDL,
di col. LDL, di trigliceridi, di fosfolipidi, di lipidi totali, di lipoproteine a e b, con kit
della Boehringer Italia;

d) - il controllo della resa di macellazione e la valutazione delle carcasse alla spolpatura;
e) - ’analisi chimico-bromatologica della carne secondo la metodica A.O.A.C. (32);
f) - la determinazione della digeribilita pepsinica “in vitro” della carne, secondo la
ben nota tecnica di Sjollema - Wedemeyer;

g) - la valutazione della tenerezza della carne, secondo il procedimento proposto da
Schomberg e Lochmann, elaborato da Kriiger (33) e basato sull’impiego della tripsina,
adottando gli accorgimenti resi noti da uno di noi in altra memoria (34), alla quale si
rimanda;
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h) - la valutazione del colore della cute. Le percentuali medie di riflessione a diverse
lunghezze d’onda sono state determinate per via spettrofotometrica con apparecchio
Unigalvo.

I dati ottenuti a seguito delle indagini effettuate sono stati sottoposti ad ana-
lisi della varianza secondo il metodo dei minimi quadrati, adottando il seguente mo-
dello:

Yij= w+a +e,

dove

Y= singola osservazione;

u = media generale;

a_ = effetto della dose (i=1,...,3);
e, = effetto casuale residuo.

RISULTATI E DISCUSSIONE

A) - Lo stato di salute.

I conigli che hanno ricevuto il mangime contenente la farina di semi di pisel-
lo alle dosi del 5% e del 10% sono stati caratterizzati da uno stato di salute buono nel
corso dell’intero periodo di allevamento. Analogamente ai controlli il sensorio e le
grandi funzioni organiche hanno manifestato uno svolgimento del tutto regolare.

Il tasso di mortalita € risultato basso, avendo oscillato fra il 3% e il 5%.

Tabella n. 9 — Accrescimento ponderale (valori medi = D.S.).

Gruppi 1 2 3
Soggetti n. 100 100 100
Durata della prova d 60 60 60

Pesi medi iniziali (30° d) g | 700,40+30,00 715,10+34,12 721,36+35,30
Pesi medi al 60° d g | 1.750,21+85,10 | 1.800,36+90,11 1.820,40+88,36
Pesi medi al 90° d g | 2.800,34=110,12 | 2.860,20+£105,30 | 2.875,39+107,41

Tabella n. 10 — Incrementi ponderali giornalieri (valori medi).

Gruppi 1 2 3

30°-60°d g 35.00 36.00 36.60
61°-90°d g 35.00 36.30 36.50
30°-90°d g 35.00 36.15 36.55

Tabella n. 11 — Indice di conversione - Kg di mangime/Kg p.v. (valori medi = D.S.).

Gruppi 1 2 3

30°-60°d Kg 3.65+0.18 3.53+0.21 3.50+0.23
61°-90°d Kg 4.20+0.30 3.98+0.28 3.95+0.31
30°-90°d Kg 3.90+0.26 3.75+0.29 3.70+0.30
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Tabella n. 12— Parametri ematici (valori medi = D.S.).

Gruppi 1 2 3
Proteine totali g/100 ml 6.30+0.18 6.37+0.16 6.40+0.19
Albumina «“ 2.24+0.15 2.26+0.13 2.28+0.12
Globuline « 4.06+0.20 4.11x0.24 4.12+0.21
Glucosio mg/100 ml 100.10+8.40 104.20+8.68 106.31+8.73
Colesterolo tot. “ 130.16+10.60 126.50+10.30 125.11+10.12
Colesterolo HDL «“ 35.58+9.30 30.36+9.70 28.60+10.00
Colesterolo LDL “ 70.64=11.12 66.25+11.10 64.23+11.34
Trigliceridi « 129.60+16.30 120.72+16.00 117.15+£16.24
Bilirubina tot. «“ 1.40+0.15 1.34+0.13 1.31+0.11
Fosfolipidi «“ 100.12+13.10 100.00+13.30 96.64+13.00
Fosfatasi alcalina ~ mU/ml 80.21x12.20 74.18+12.00 71.30+12.15
Tabella n. 13 — Parametri ematici (valori medi = D.S.).

Gruppi 1 2 3
Lipidi totali mg/100 ml 430.16x15.10 424.11£13.80 421.60x13.66
Lipoproteine o % 30.20+10.24 34.50+10.30 37.11x10.28
Lipoproteine 3 % 69.80+10.24 65.50+10.30 62.89+10.28
Rapporto /o 2.31+0.65 1.90+0.68 1.70+0.69
B) - L’incremento ponderale ed il consumo di alimenti.

I conigli sono stati pesati individualmente al 30°, al 60° e al 90° giorno di eta.

Nella tabella n. 9 sono raccolti i risultati ottenuti a seguito dell’elaborazione
matematico-statistica condotta sui dati primitivi, mentre nella tabella n. 10 sono ripor-
tati i valori medi relativi agli incrementi ponderali giornalieri.

Dall’esame delle tabelle si evince che la farina di semi di pisello alle dosi del
5% (gruppo 2) e del 10% di mangime (gruppo 3) non ha costituito fonte di variazione
per la velocita di crescita; nei confronti dei controlli (gruppo 1) le differenze non
hanno raggiunto la significativita statistica (P>0,05).

Nella tabella n. 11 figurano i valori relativi ai consumi medi di mangime oc-
corsi per la produzione di 1Kg di peso vivo. Gli stessi valori mettono in luce che la
farina di semi di pisello alle dosi del 5% e del 10% non ha condizionato, positivamen-
te o negativamente, 1’utilizzazione dell’alimento.

O) - I parametri ematici.

Le indagini condotte sui campioni di sangue prelevati al 30°, al 60° e al 90° giorno di
eta, hanno fornito le risultanze riportate nelle tabelle nn. 12 e 13, risultanze, in base
alle quali ¢ possibile accertare che:

- 1 contenuti di proteine totali, di albumina e di globuline sono rimasti entro i limiti
della normalita senza denunciare variazioni (P>0,05) riferibili all’impiego nel mangi-
me della farina di semi di pisello alle dosi del 5% e del 10%;

- il tenore di glucosio ¢ stato caratterizzato da valori superiori nei conigli, ai quali &
stato somministrato mangime contenente la farina di semi di pisello alle dosi del 5%
e del 10%, sulla base pero di differenze, rispetto ai controlli, che non hanno trovato
conferma (P>0,05);
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- i tassi di_bilirubina totale. di_colesterolo totale, di col. HDL. di col. LDL. di
trigliceridi, di fosfatasi alcalina, di fosfolipidi e di lipidi totali sono risultati piu bassi
nei conigli che hanno assunto mangime, in cui ha trovato posto la farina di semi di
pisello alle dosi del 5% e del 10%, in virtu pero di differenze, nei confronti dei con-
trolli, che non sono significative (P>0,05);

- le lipoproteine o e 3, determinate nel sangue dei conigli che sono stati
trattati con la farina di semi di pisello alle dosi del 5% e del 10%, hanno fatto registra-
re valori rispettivamente piu alti e piu bassi rispetto al lipidogramma dei controlli,
sulla base pero di differenze non significative (P>0,05).

Tabella n. 14 — Rilievi di macellazione a caldo (% p.v. - valori medi = D.S.).

Gruppi 1 2 3
Carcassa 48.30=1.10 48.72+=1.15 48.90=1.17
Quarti anteriori 13.50+0.52 13.68+0.56 13.85+0.60
Quarti posteriori 17.26x0.66 17.41+0.70 17.68+0.71
Lombo 17.00+0.54 17.26+0.56 17.39+0.58
Carne 32.00+0.90 32.48+0.95 32.63+1.00
Grasso 3.20+0.70 3.00+0.64 2.88+0.68
Ossa 12.75+1.00 12.52+1.10 12.27+1.05
Testa e collo 11.00+1.12 10.81x1.15 10.70£1.19
Pelle 12.50+0.60 12.30+0.57 12.24+0.58
Stinchi, zampe e coda 3.00+0.50 2.75+0.58 2.60+0.61
Fegato 3.40+0.40 3.52+0.46 3.58+0.48
Milza, cuore, polmoni, reni

e testicoli 3.00+0.50 2.81+0.47 2.70+0.51
Stomaco pieno 4.56x0.70 4.60+0.75 4.68+0.71
Intestino pieno 12.38+1.00 12.20+0.96 12.10+0.94

Tabella n. 15 — Composizione chimico-bromatologica della carne (valori medi = D.S.).

Gruppi 1 2 3
Acqua % 72.20£0.58 72.450.61 72.63x0.63
Ceneri gregge “ 1.34+0.10 1.32+0.09 1.30+0.07
Proteina greggia “ 22.40+0.43 22.62x0.48 22.70£0.51
Sostanze grasse gregge “ 3.00+0.28 2.82+0.30 2.80+0.34
Tabella n. 16 — Digeribilita pepsinica “in vitro” della carne (valori medi = D.S.).

Gruppi 1 2 3
Proteine totali % 22.40+0.43 22.62+0.48 22.70+0.51
Proteine indigerite « 3.00+0.31 2.85+0.35 2.76+0.38
Proteine digeribili “ 19.40+0.68 19.77+0.70 19.94+0.65
Coefficiente di digeribilita 86.60x1.35 87.40=1.40 87.80=1.51
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D) — Le rese di macellazione.

Su 20 conigli, scelti nell’ambito di ciascun gruppo e sacrificati dopo un periodo
di digiuno di 12 ore, sono state controllate le rese in carcassa, quarti anteriori e poste-
riori, regione lombare, carne, grasso di deposito, ossa, testa e collo, pelle, stinchi,
zampe e coda, fegato, complesso “milza, cuore, polmoni, reni e testicoli”, stomaco e
intestino.

I risultati ottenuti, compendiati nella tabella n.14, permettono di osservare che
per tutti i parametri considerati le differenze fra i controlli e i soggetti di esperimento
non sono significative (P>0,05).

E) - La composizione chimico-bromatologica della carne.

I campioni di carne sono stati sottoposti, previa omogeneizzazione, a
disidratazione e successivamente ridotti in polvere prima di procedere alle varie inda-
gini di ordine chimico. E’ stata effettuata la determinazione del contenuto in acqua, in
ceneri gregge, in proteina greggia e in grasso greggio.

I risultati ottenuti, raccolti nella tabella n. 15, mettono in luce che la composi-
zione chimico-bromatologica della carne non ¢ stata oggetto di modificazioni (P<0,05)
riferibili ai particolari regimi alimentari adottati.

F) - La digeribilita pepsinica “in vitro” della carne.

Sulla carne essiccata e sgrassata, ¢ stata determinata la digeribilita, adottan-
do il metodo proposto da Sjollema-Wedemeyer.

I valori relativi alla proteina totale, digeribile, indigerita nonché al coefficiente
di digeribilita, sono riportati nella tabella n. 16. Gli stessi valori pongono in evidenza
che la carne dei conigli alimentati con mangime contenente la farina di semi di pisello
alle dosi del 5% e del 10% ¢ caratterizzata da una digeribilita statisticamente non
diversa da quella della carne dei controlli (P>0,05).

Tabella n. 17 — Digestione tripsinica “in vitro” della carne. Sostanza indigerita espressa in % sulla carne
essiccata e sgrassata (valori medi =D.S.).

Gruppi Sostanza indigerita
1 3.00+0.42
2 2.85+0.45
3 2.71£0.40

G) - La tenerezza della carne.

Per la valutazione della tenerezza della carne ¢ stato utilizzato il procedi-
mento consigliato da Schonberg e Lochmann, elaborato da Kriiger, basato sull’im-
piego della tripsina.

Con il medesimo procedimento si opera su carne essiccata e sgrassata che
viene sottoposta a digestione enzimatica per 96 ore. Al termine di tale periodo la
sostanza indigerita ¢ rappresentata quasi totalmente dal tessuto connettivo.

Nella tabella n. 17 sono riportate le risultanze ottenute, le quali consentono
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dirilevare che la carne dei conigli che hanno ricevuto mangime contenente la farina di
semi di pisello alle dosi del 5% e del 10% ha all’attivo una tenerezza pressoché simile
a quella che contraddistingue la carne dei controlli. Le differenze fra i contenuti di
sostanza indigerita non sono risultate significative (P>0,05).

CONCLUSIONI

I risultati ottenuti a seguito delle nostre indagini permettono la formulazione
delle seguenti considerazioni e conclusioni:

1) - per la sua composizione chimica la farina di semi di pisello deve essere
considerato come un alimento in possesso di un buon tenore di proteine, di un tasso di
ceneri e di fibra grezza abbastanza basso e di un elevato contenuto di estrattivi inazotati
, in massima parte rappresentati da amido. Esso ¢ inoltre caratterizzato da una frazio-
ne lipidica particolarmente ricca degli acidi oleico, linoleico e linolenico e da protidi
che denunciano una buona disponibilita biologica per tutti gli aminoacidi essenziali
fatta eccezione per la metionina che rappresenta il fattore limitante. Il valore biologi-
co delle proteine presenti nella farina di semi di pisello ¢ pressoché analogo a quello
della farina di estrazione di soia, che pure trova il suo fattore limitante nella metionina.
Rispetto alla soia il pisello dovrebbe avere, tuttavia, funzione integrante in quanto si
avvantaggia per almeno due aminoacidi indispensabili, precisamente la lisina e
I’arginina;

2) - le caratteristiche della farina di semi di pisello sono sostanzialmente
quelle di un mangime che puo trovare buone possibilita di sfruttamento nell’alimenta-
zione degli animali di interesse zootecnico;

3) - il prodotto, aggiunto ai mangimi per i conigli da carne alle dosi del 5% e
del 10% in parziale sostituzione della farina di estrazione di soia e della farina di mais
sulla base di una formulazione che ha subito i necessari aggiustamenti atti a consenti-
re che i medesimi mangimi risultassero, nei confronti di quello di “controllo”,
isoproteici, isominerali e isoenergetici, non ha influenzato, positivamente o negativa-
mente, lo stato di salute e ’efficienza produttiva degli animali.

Circa il dosaggio della farina di semi di pisello siamo d’avviso che la stessa
possa trovare impiego nel mangime per una quota aggirantesi attorno al 10%.

In corrispondenza di tale dosaggio il prodotto risulta soprattutto conveniente
dal punto di vista economico in quanto favorisce una riduzione dei costi per la possi-
bilita di integrazione e di sostituzione che esso ¢ in grado di offrire.

Nota — Il piano, I’esecuzione delle indagini e le conclusioni spettano in parti uguali agli Autori
(A. Bonomi).

RIASSUNTO

Gli Autori riferiscono e commentano i risultati ottenuti a seguito di ricerche
condotte allo scopo di esaminare la possibilita di impiego nell’alimentazione del co-
niglio da carne della farina di pisello proteico (Pisum sativum L.).

La medesima farina, prevista nei mangimi composti integrati alle dosi del
5% e del 10%, in sostituzione parziale della farina di estrazione di soia e di altri
componenti cosi da realizzare diete isoproteiche, isominerali e isoenergetiche, non
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produce modificazioni nello stato di salute, non influenza negativamente 1’appetibilita
della razione e non agisce sfavorevolmente sul metabolismo dei soggetti.

L’accrescimento ponderale, gli indici di conversione e le rese di macellazione
non vengono condizionati in misura significativa dal trattamento in corrispondenza di
ciascuno dei due dosaggi presi in considerazione.

Sulla scorta dei reperti registrati, gli Autori affermano che la farina di pisello
proteico ¢ un alimento degno del massimo interesse per le possibilita di integrazione
e di sostituzione che esso offre. Per quanto attiene il dosaggio, essi consigliano quote
comprese fra il 5% e il 10%.

Parole chiave: farina di pisello, conigli da carne, efficienza produttiva.
Summary - The use of pea meal (Pisum sativum L.) in the rabbits feeding

The Authors report on the results optained from studies concerning the use of
proteic pea (Pisum sativum L.) meal in rabbits feeding. Added at the doses of 5% and
10% of mixed feeds in isoproteic diets, in partial substitution of soybean meal and
other components, pea meal does not affect the state of health, the diet palatability and
the animal metabolism.

The weight gain, the feed efficiency and the dressing percentages are not
significantly conditioned by single treatments.

In conclusion the Authors assert that pea meal is valuable feed, as regards its
integration and substitution capabilities.

Doses between 5% and 10% are advisable, but there are no reason for reject-
ing higher doses.

Key words: pea meal, rabbits, productive efficiency.
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INTRODUZIONE

I cefalopodi, quali calamari, polpi, seppie, vengono normalmente importati
in Italia da ditte specializzate che si riforniscono da paesi europei ed extraeuropei. |
prodotti vengono importati allo stato congelato e sono solitamente venduti come pro-
dotti scongelati e lavorati per dare origine ad un prodotto finito di migliore qualita
organolettica. Tale processo di lavorazione, definito “arrotatura”, consiste nello
scongelamento del prodotto con acqua potabile e nella successiva agitazione mecca-
nica dei molluschi. Infine i cefalopodi vengono “arrotati”’ con una macchina rotativa,
allo scopo di ammorbidirne le carni.

Le aziende che operano nel settore devono ovviamente mettere a punto e
rispettare un piano HACCP che, nello specifico, prevede diversi controlli sia sui
cefalopodi importati congelati sia sul prodotto finito scongelato e lavorato in Italia.
Le cinque aziende italiane di cui ci siamo occupati hanno impostato il loro piano di
autocontrollo dopo un periodo di verifica durato sei mesi, durante il quale il laborato-
rio addetto all’esecuzione delle analisi microbiologiche ha monitorato con particolare
attenzione i prodotti ittici importati e i prodotti “arrotati” ottenuti dal processo di
lavorazione.

Il piano HACCP che attualmente ¢ stato adottato dalle aziende oggetto della
nostra indagine comprende, per quanto riguarda il controllo microbiologico, analisi
non solo dei prodotti congelati e scongelati, ma anche dell’acqua potabile, del ghiac-
cio autoprodotto, nonché diversi controlli di tipo ambientale sulle attrezzature, sui
macchinari, sui servizi igienici e sugli operatori (camici, guanti, mani, ecc.). Nel
piano HACCP sono indicati con esattezza le modalita del campionamento, il numero
annuo di campioni da prelevare sulla base della quantita di prodotti importati e lavo-
rati da parte delle diverse aziende, il tipo di esami microbiologici ed i limiti
microbiologici per le diverse specie ittiche. In particolare, non essendo stati fissati nel
nostro paese dei limiti analitici per i cefalopodi, il presente lavoro acquisisce un’im-
portanza particolare, insita nel tentativo di “normare” un settore alimentare ancora
scoperto.

Lo scopo principale del presente lavoro ¢ quello di fornire un profilo microbiologico,
il pit possibile esauriente anche se ristretto ad alcuni parametri analitici, di un prodot-
to della pesca, quale il calamaro, il cui consumo e la cui apprezzabilita sono larga-
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mente diffuse nel nostro paese.

MATERIALI E METODI

Nel triennio 2000-2002, 105 lotti di calamari (Loligo spp.) importati da paesi
europei ed extraeuropei sono stati sottoposti a controllo microbiologico da parte di
cinque aziende italiane addette all’importazione e lavorazione di prodotti ittici conge-
lati. I campioni analizzati sono rappresentati da 53 lotti di calamari congelati, due dei
quali rappresentati da ciuffi di calamari, e 52 lotti del prodotto scongelato e lavorato
dalle ditte con un procedimento atto ad ammorbidirne la carne, definito “arrotatura”.
Il paese da cui ¢ stata importata la maggior parte dei lotti di calamari ¢ rappresentato
dalla Spagna. Ben 38 partite delle 53 esaminate (71,7%) sono di provenienza iberica.
Altre partite di calamari provengono da paesi extracuropei, quali Sud-Africa (tre lot-
ti), Brasile (un lotto), Argentina (un lotto di ciuffi di calamari), Peru (un lotto di ciuffi
di calamari), Isole Falkland (un lotto). Per otto lotti di calamari non erano disponibili
informazioni sulla provenienza del prodotto.

I controlli analitici hanno rispettato i dettami dei piani di autocontrollo delle

diverse aziende, basati sull’applicazione dei principi HACCP. In particolare, per i
prodotti in oggetto, il piano HACCP prevedeva la ricerca della conta aerobia mesofila
totale, della conta psicrofila, il conteggio dei coliformi totali, degli enterococchi, di
Escherichia coli e di Staphylococcus aureus coagulasi e DNA-asi positivi.
Per quanto riguarda le metodiche analitiche impiegate dal laboratorio incaricato di
eseguire le analisi, va premesso che la diluizione dei campioni & stata eseguita in
acqua peptonata allo 0,1%, secondo la norma ISO/FDIS 6887-1/1998. Per il conteg-
gio dei batteri aerobi mesofili si ¢ seguita la norma ISO 4833/1991, utilizzando il
terreno Plate Count Agar (PCA) ed incubando le piastre a 30° C per 72 ore. La conta
dei batteri psicrofili ¢ stata eseguita seminando i campioni su PCA, incubato a 4° C
per 10 giorni. La norma ISO 4832/1991 ¢ stata di riferimento per la ricerca ed il
conteggio dei coliformi totali, impiegando il terreno Violet Red Bile Agar (VRBA) ed
incubando le piastre a 37° C per 24 ore. La ricerca degli enterococchi ¢ stata eseguita
impiegando il terreno Kanamicina Azide Agar (KA) e confermando le colonie sospet-
te secondo il metodo proposto da Mossel et al. (1978). Per il conteggio di E. coli &
stato utilizzato il terreno VRBA addizionato del substrato 4-metil-umbelliferil-b-D-
glucuronide (VRBA-MUG) e le piastre sono state incubate a 37° C per 24 ore. La
ricerca ed il conteggio di S. aureus coagulasi e DNA-asi positivi sono stati eseguiti nel
rispetto della norma ISO 6888/1983, che prevede la semina su terreno di Baird-Parker
addizionato di un’emulsione al tuorlo d’uovo e tellurito di potassio (Egg Yolk Emulsion)
ed incubazione a 37° C per 48 ore.

11 laboratorio d’analisi ha fissato dei limiti di tolleranza, in assenza di limiti
microbiologici sanciti da atti legislativi, per i parametri analitici inclusi nei piani di
autocontrollo. Tali limiti sono stati desunti dai valori medi dei risultati analitici otte-
nuti dal laboratorio stesso durante un periodo di sei mesi. I limiti di tolleranza suddetti
consistono in 500.000 UFC/g per la carica batterica totale aerobia e la carica totale
psicrofila, 1.000 UFC/g per i coliformi totali, 500 UFC/g per gli enterococchi, 100
UFC/g per E. coli nonché per S. aureus coagulasi positivi e DNA-asi positivi.
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RISULTATI

Ilotti di calamari congelati hanno presentato valori contenuti di carica batterica aerobia
totale, inferiore al limite di tolleranza di 500.000 UFC/g nel 96,2% dei campioni (51
campioni su 53), come illustrato nella figura n® 1. Il valore medio della carica batterica
aerobia totale si ¢ attestato su 105.540 UFC/g. Nei due campioni che hanno superato
il valore soglia si ¢ rilevata la presenza di 2.400.000 UFC/g (calamari congelati im-
portati dal Brasile) e di 1.320.000 UFC/g (ciuffi di calamari congelati provenienti
dall’ Argentina).

La carica batterica psicrofila totale ha rispettato il valore limite di 500.000 UFC/g nel
90,6% dei campioni, in quanto solo 5 lotti di calamari su 53 hanno presentato valori
superiori (figura n° 1). Il valore medio della carica batterica psicrofila & risultato di
226.520 UFC/g. Tra i campioni che non hanno rispettato il limite di tolleranza si sono
registrati valori di 650.000 UFC/g, 920.000 UFC/g (prodotti importati dalla Spagna),
690.000 UFC/g (calamari di provenienza ignota), 2.920.000 UFC/g (calamari impor-
tati dal Brasile) e 3.400.000 UFC/g (ciuffi di calamari importati dall’ Argentina).
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Figura 1 : Distribuzione dei valori della conta batterica aerobia mesofila totale e della conta batterica
psicrofila totale nei lotti di calamari congelati.

Tra 1 microrganismi spia di inadeguate condizioni igieniche di lavorazione, quali
coliformi totali ed enterococchi, solo i primi hanno superato il limite di tolleranza di
1.000 UFC/g nel 3,8% (2/53) dei lotti esaminati. In tali campioni si sono registrati
valori di coliformi fecali pari a 1.900 UFC/g (ciuffi di calamari importati dall’ Argen-
tina) e di 18.000 UFC/g (calamari importati dalla Spagna). Il valore di E. coli, indica-
tore di contaminazione fecale, ¢ sempre stato al di sotto del limite di rilevazione del
metodo analitico, vale a dire < 5 UFC/g di prodotto. Solo un campione, pari all’1,9%,
¢ risultato contaminato da S. aureus coagulasi e DNA-asi positivi in quantita superio-
re al limite di 100 UFC/g e precisamente da 1.000 UFC/g (calamari importati dalla
Spagna).

Il prodotto finito, vale a dire i calamari “arrotati”, hanno presentato valori di carica
batterica aerobia totale sempre al di sotto del limite di tolleranza di 500.000 UFC/g,
con un valore medio di 27.651 UFC/g (figura n® 2).

La conta psicrofila totale ha superato il valore limite solo in 2 lotti sui 52 esaminati,
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vale a dire nel 3,8% dei casi (figura n° 2). In particolare, si sono rilevati valori di
670.000 UFC/g in un prodotto lavorato ottenuto da ciuffi di calamari originari del
Pert e di 3.500.000 UFC/g in un prodotto finito ottenuto da calamari di origine spa-
gnola. Il valore medio della conta psicrofila si ¢ attestato su 138.674 UFC/g.

I coliformi totali hanno superato il valore limite di 1.000 UFC/g nel 3,8% dei lotti
esaminati (2 campioni su 52), con valori di 3.200 UFC/g (prodotto finito ottenuto da
ciuffi di calamari provenienti dal Pert) e di 4.000 UFC/g (prodotto derivato da cala-
mari importati dalla Spagna). Molto contenuti i conteggi degli enterococchi, pari a 50
UFC in soli 4 campioni (7,7%) di calamari “arrotati”’. Per E. coli non ¢ mai stato
superato il valore di sensibilita del metodo di 5 UFC/g. Nessun campione ha presenta-
to valori di S. aureus coagulasi e DNA-asi positivi superiore al limite di 100 UFC/g
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Figura 2 : Distribuzione dei valori della conta batterica aerobia mesofila totale e della conta batterica
psicrofila totale nei lotti di calamari decongelati ed “arrotati”

fissato dal laboratorio d’analisi.

CONCLUSIONI

Dai dati in nostro possesso, ottenuti dall’applicazione delle procedure di
autocontrollo presso ditte italiane importatrici di cefalopodi congelati, emerge un quadro
interessante relativo al profilo microbiologico dei prodotti importati e dei prodotti
decongelati lavorati dalle ditte stesse.
In primo luogo, fissati dei criteri microbiologici di riferimento dal laboratorio di ana-
lisi, pochi campioni hanno superato tali valori di tolleranza. In assenza di limiti
microbiologici stabili per legge, il laboratorio ha optato per i parametri in precedenza
descritti dopo un periodo di sei mesi, durante il quale sono stati controllati i prodotti
congelati e lavorati e sono stati ottenuti dei valori medi relativi ai suddetti parametri.
Indubbiamente, a causa del vuoto legislativo di riferimento, molto interessante appare
la definizione di tali limiti analitici, che potrebbero essere utilizzati da altre ditte o da
altri laboratori chiamati ad analizzare simili prodotti della pesca.

Per quanto riguarda i prodotti congelati importati dalla Spagna e dagli altri
paesi extra-europei, non sorprende osservare valori superiori di carica batterica
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psicrofila rispetto alla carica mesofila totale. Inoltre, nonostante il congelamento dei
cefalopodi avvenga a bordo dei pescherecci, il tenore di batteri indicatori di cattive
condizioni igieniche di lavorazione, quali coliformi totali, enterococchi, E. coli e S.
aureus € apparso estremamente contenuto nella stragrande maggioranza dei lotti esa-
minati.

I calamari vengono scongelati in acqua potabile ed il processo di agitazione
meccanica viene eseguito a +4° C, grazie al continuo apporto di ghiaccio nella mac-
china rotativa. Tale processo di lavorazione permette un notevole abbattimento della
carica batterica mesofila e della carica psicrofila, come appare dai risultati delle inda-
gini microbiologiche sul prodotto finito. Anche gli altri microrganismi subiscono una
riduzione numerica, come dimostrato dai pil bassi valori riscontati nei pochi campio-
ni positivi per coliformi fecali ed enterococchi.

A conclusione del presente lavoro possiamo indubbiamente affermare come
i calamari “arrotati” subiscano, presso le ditte che operano nel rispetto di dettagliati
piani HACCP, un miglioramento non solo delle caratteristiche organolettiche, ma an-
che della qualita microbiologica. In tal senso la rigorosa applicazione del Decreto
Legislativo n® 155 del 26 maggio 1997, istitutivo dell’obbligo di autocontrollo presso
tutte le industrie alimentari, ha apportato notevoli benefici ad un settore che necessa-
riamente si rifornisce di materia prima da paesi molto diversi tra loro. Un passo ulte-
riore, molto impegnativo per il mercato dei prodotti della pesca, sara quello della
tracciabilita del prodotto, ma che portera al consumatore una sicurezza ancora mag-
giore.

RIASSUNTO

Nel triennio 2000-2003 sono stati esaminati 105 lotti di calamari (Loligo
spp.) importati da paesi europei ed extra-europei nell’ambito dei piani di autocontrollo
di cinque ditte dedite all’importazione e lavorazione di prodotti ittici congelati. In
particolare, sono stati sottoposti a controllo microbiologico 53 lotti di calamari con-
gelati e 52 lotti di calamari decongelati e sottoposti al processo definito di “arrotatura”.
Il laboratorio d’analisi ha fissato, nel piano di autocontrollo delle ditte interessate, dei
limiti microbiologici per i seguenti parametri: carica batterica aerobia mesofila (500.000
UFC/g), carica batterica psicrofila (500.000 UFC/g), coliformi totali (1.000 UFC/g),
enterococchi (500 UFC/g), Escherichia coli (100 UFC/g) e Staphylococcus aureus
coagulasi e DNA-asi positivi (100 UFC/g). Tali limiti di tolleranza sono stati rispettati
dalla maggior parte dei lotti esaminati. I1 96,2% dei calamari congelati ha rispettato i
limiti per la carica batterica aerobia mesofila, il 90,6% per la carica batterica psicrofila,
il 96,2% per i coliformi totali ed il 98,1% per S. aureus. Tutti i lotti di calamari
congelati ha rispettato il valore soglia previsto per gli enterococchi e per E. coli. Nel
prodotto finito la carica batterica aerobia mesofila ¢ sempre stata al di sotto del limite
di tolleranza, cosi come per enterococchi, E. coli e S. aureus. 11 96,2% dei campioni
decongelati ha rispettato il valore massimo di carica batterica psicrofila ammesso ed
il valore limite di coliformi totali.
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SUMMARY

From 2000 to 2002, 105 batches of squid (Loligo spp.) imported from Euro-
pean and extra-European countries have been subjected to microbiological controls
by five Italian fish farms, according to their HACCP plans. A total of 53 batches of
frozen squid and 52 batches of thawed end-products have been analysed. The labora-
tory fixed microbiological criteria for the following parameters: total acrobic bacte-
rial count (500.000 CFU/g), psychrophylic bacterial count (500.000 CFU/g), total
coliforms (1.000 CFU/g), enterococci (500 CFU/g), Escherichia coli (100 CFU/g)
and coagulase and DNA-ase positive Staphylococcus aureus (100 CFU/g). The micro-
biological criteria were respected by 96.2% of frozen squid for total bacterial aerobic
count, by 90.6% for psychrophylic bacterial count, by 96.2 % for total coliforms and
by 98.1 % for S. aureus. Enterococci count and E. coli count were lower than the
fixed limits in all frozen batches. Total bacterial aerobic count of thawed end-product
batches never exceeded the tolerance limit and so did enterococci count, E. coli count
and S. aureus count. Psychrophylic bacterial count values and total coliforms did not
exceed the fixed limits in 96.2% of thawed squid end-products.

RESUME

Dans la période 2000-2002 les Auteurs ont examiné 105 échantillons de cal-
mars importés par les pays Européens et extra-Europeens par cinque industries ita-
liennes (in accord avec leurs plan HACCP), point de vue controle microbiologique.
Un total de 53 échantillons de calmars congelés et 52 échantillons de calmars ouvragé
et decongelés a été examine. Le laboratoire a établi les criteres microbiologiques pour
les parametres suivants: compte bacterien total (500.000 UFC/g), compte des bacté-
ries psychrophyliques (500.000 UFC/g), coliformes totals (1.000 CFU/g), entéroco-
ques (500 CFU/g), Escherichia coli (100 CFU/g) et Staphylococcus aureus coagulase
et DNA-ase positif (100 CFU/g). Les critéres microbiologiques ont été observés pour
le 96.2% de calmars congelés pour ce qui concerne le compte des bactéries totals,
pour le 90.6 % (compte des bactéries psychrophyliques), pour le 96.2 % (coliformes
totals) et pour le 98.1 % (S. aureus). Le compte des entérocoques et E. coli a été au-
dessous des limites établis pour les calmars congelés dans tous les échantillons. Dans
le analyses des calmars ouvragés et decongelés, le compte des bactéries totals, des
entérocoques, E. colietS. Aureus n’ajamais dépassé les limites établis; le compte des
bactéries psychrophyliques et des coliformes totals est rentré dans les limites dans le
96.2 %des échantillons.

Parole chiave: Loligo spp., calamari congelati, calamari decongelati, parametri
microbiologici

Key words: Loligo spp., frozen squid, thawed squid, microbiological criteria

Mots clés : Loligo spp., calmars congelés, calmars decongelés, parametres
microbiolgiques
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LACTOBACILLUS CASEI IN LATTI FERMENTATI:
INDIVIDUAZIONE CON METODICHE TRADIZIONALI,
BIOMOLECOLARI E CARATTERIZZAZIONE ENZIMATICA

Bacci C.*, Paris A.*, Brindani F.*

Introduzione

E’ ormai ampiamente documentato che un corretto apporto nutrizionale di
principi attivi puo produrre un sostanziale miglioramento di alcune funzioni dell’or-
ganismo quali il transito intestinale, la difesa dai danni ossidativi e la risposta
immunitaria contribuendo, pertanto, alla prevenzione delle disfunzioni biochimico-
metaboliche che sono all’origine di eventi patologici.

Le recenti conoscenze acquisite in campo alimentare hanno portato I’indivi-
duo ad un atteggiamento pil attento ai problemi della salute e alla correlazione esi-
stente tra alimentazione e benessere. E’ prevedibile, quindi, che il consumatore sia
orientato a privilegiare alimenti con elevate caratteristiche di qualita e “naturalita”,
equilibrati nella loro composizione, nel loro valore nutrizionale e biologico. Seguen-
do questa inevitabile evoluzione ¢ fondamentale che I’industria produca alimenti con
elevato valore nutrizionale e funzionale, sia per rispondere ad una precisa richiesta di
mercato, sia per contribuire al miglioramento della qualita della vita. Questa tendenza
¢ confermata anche dalle indagini effettuate dalla Commissione Europea, in relazione
alle quali i progetti che contemplano i “functional foods” sono considerati di notevole
importanza strategica (6).

Questi prodotti, sempre piu richiesti dal mercato, contengono microrganismi
che devono presentare una serie di requisiti sanitari e probiotici. Tra questi ultimi
sono di fondamentale importanza la provenienza intestinale, la resistenza al succo
gastrico, agli acidi biliari e alla digestione enzimatica, nonché la stabilita biologica
durante la preparazione e la conservazione del prodotto. Altra proprieta richiesta ai
probiotici € quella di essere “generally regarded as safe” (GRAS), ovvero di non pro-
vocare effetti collaterali come, ad esempio, la secrezione di enzimi che degradano gli
antibiotici, nei consumatori debilitati 0 immunocompromessi.

Oggi, dopo circa un secolo dall’intuizione di Metchnikoff, il concetto di
“probiotico” ¢ stato rivisto con le dovute considerazioni, perché la ricerca ha confer-
mato che quanto avviene nell’intestino ¢, sicuramente, di fondamentale importanza
per la salute dell’uomo.

L’obiettivo dei piu recenti studi ¢, infatti, quello di individuare i ceppi “buo-
ni” di tali batteri per introdurli con la dieta quotidiana, ci0 ¢ realizzabile piu facilmen-
te con alimenti quali latti fermentati, formaggi e yogurt (3). I microrganismi presenti
in questi prodotti, appartengono in prevalenza ai batteri lattici mesofili o termofili e,

*Dipartimento di Salute Animale, Sezione di Ispezione degli Alimenti di origine animale, Universita degli
Studi di Parma.
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per alcune tipologie, anche a bifidobatteri, acetobatteri, lieviti e muffe. Tali
microrganismi sono utilizzati per mantenere le fermentazioni sotto controllo, per
ottimizzare e standardizzare il prodotto dal punto di vista della sicurezza, della qualita
organolettica e della resa di trasformazione. I batteri lattici sono peraltro adatti a par-
tecipare al metabolismo e al processo digestivo dell’ospite, come conseguenza delle
attivita proteolitiche, lipolitiche e amilolitiche (2).

Facendo riferimento ai recenti sviluppi riguardanti il miglioramento della
qualita della dieta, lo scopo della presente ricerca ¢ stato quello di verificare I’effetti-
va presenza della specie Lactobacillus casei in latti fermentati reperibili sul mercato.
Per il raggiungimento di tale obbiettivo ci si ¢ avvalsi, in parallelo, di test tradizionali
e di biologia molecolare. Inoltre, essendo Lb. casei, uno dei batteri lattici con piu
spiccate caratteristiche probiotiche (1, 9), ci si & proposti di effettuare una valutazione
qualitativa delle attivita enzimatiche del microrganismo, a diverse condizioni di ten-
sione d’ossigeno.

Materiali e Metodi

Sono stati isolati, da tre tipologie di latti fermentati, 99 ceppi apparte-
nenti alla specie Lb. casei, in ugual numero. Come controllo positivo & stato utilizzato
il type Lb. casei 1721 fornitoci dal Centro Sperimentale Lattiero Caseario di Milano.
L’isolamento degli stipiti ¢ avvenuto su terreno selettivo MRS Agar (Man Rogosa
Sharpe, Oxoid), le piastre sono state incubate a 32°C per 48 ore in condizioni di
anaerobiosi. Il riconoscimento ¢ avvenuto, inizialmente, mediante esame morfologico
delle colonie (grandi, tonde, regolari, lattescenti e convesse) e, successivamente, sot-
toponendo le stesse a colorazione di Gram e a osservazione microscopica (corti bacilli
Gram positivi, lunghi e sottili). Ogni ceppo ¢ stato identificato a livello di specie,
impiegando il sistema API 50 CHL (bioMérieux) che fornisce informazioni sull’atti-
vita metabolica dei carboidrati. La tecnica di biologia molecolare, “Polymerase Chain
Reaction” (PCR), ha permesso 1’amplificazione in vitro, della sequenza genica carat-
teristica di Lb. casei (1.200 bp). Per I’estrazione del DNA batterico ¢ stato utilizzato
un protocollo che prevede I'impiego del Cheleex al 5%, mentre I’amplificazione ¢
avvenuta con 30 cicli (94°C per 15 sec., 60°C per sec., 72°C per 90 sec.) preceduti da
denaturazione a 94°C per 2 min. e seguiti da una estensione a 72°C per 7-10 min. (7).
Per la corsa elettroforetica ¢ stato impiegato un gel all’1,2% di agarosio.

I ceppi risultati positivi alla PCR sono stati, poi, indagati in merito alle
loro attivita enzimatiche (API ZYM, bioMérieux). Ogni attivita enzimatica ¢ stata
saggiata incubando i ceppi per 4 ore a 37°C, a diverse condizioni di tensione di ossi-
geno: aerobiosi, anaerobiosi e microaerofilia (10% CO,).

Risultati

La conta degli anaerobi totali non ha evidenziato una significativa dif-
ferenza nei tre prodotti analizzati: i valori ottenuti differiscono, infatti, tra loro per
meno di un’unita logaritmica. I ceppi sono stati identificati, dopo 24 ore di incubazio-
ne, mediante il sistema biochimico-enzimatico prima ricordato, come Lb. paracasei,
Lb. curvatus, Lb. pentosus e dopo 48 ore come Lb. paracasei, Lb. curvatus e
Lactococcus lactis (!). Nessun ceppo ¢ risultato appartenere alla specie Lb. casei con
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il sistema API 50 CHL mentre gli stessi ceppi, sottoposti ad indagine biomolecolare,
hanno presentato ampliconi di 1.200 bp tipici della specie in questione (Figura n. 1).

2Kb
1,5 Kb
1Kb

750 bp
500 bp

300 bp
150 bp

50 bp

Figura n. 1: Tracciato elettroforetico degli ampliconi caratterizzanti la specie Lb. casei.

Mediante il sistema di rivelazione delle attivita enzimatiche, ¢ stato possibile
individuare cinque categorie di enzimi elaborati da Lb. casei: fosfatasi, lipasi,
arilamidasi, proteasi e glucosidasi.

Le variazioni pitt marcate, nel profilo di tali attivita hanno riguardato gli enzimi
fosfatasi alcalina, cistina arilamidasi, a-chimotripsina e 3-glucosidasi. Per quanto con-
cerne la produzione del primo enzima, essa ¢ variata notevolmente in relazione all’ap-
partenenza dei ceppi ai diversi campioni. Le condizioni di tensione d’ossigeno mi-
gliori per la sua elaborazione, sembrano essere state quelle di microaerofilia: 1’80%
(nei campioni A e B) e il 100% (nel campione C) degli stipiti presentano I’enzima in
questione (Figura n. 2). Risultati meno omogenei si sono ottenuti in anaerobiosi: nel
campione A il 100% degli stipiti evidenzia tale attivita enzimatica, nel B solamente il
70% e nel campione C nessun ceppo ha rivelato attivita fosfatasica. Situazione analo-
ga si ¢ registrata in merito alle condizioni di aerobiosi, anche se con differenze meno
evidenti.

attivita
enzimatica

% ceppi che
evidenziano

A B c

Prodotti

W Aerobiosi [ Anaerobiosi [] Microaerofilia

Figura n. 2: Percentuale dei ceppi di Lb. casei che evidenziano attivita enzimatica (fosfatasi alcalina).
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L’enzima cistina arilamidasi ¢ stato prodotto da un elevato numero di stipiti in
condizioni di aerobiosi, mentre con ridotte tensioni di ossigeno la sua elaborazione ¢
risultata modesta.

Un enzima particolarmente attivo, nelle stesse condizioni prima ricordate, ¢ 1’o.-
chimotripsina. In condizioni di microaerofilia e di anaerobiosi, nessun microrganismo
proveniente dal campione C, ha elaborato I’enzima sopra ricordato mentre negli stipi-
ti isolati dai campioni A e B, la sua attivita viene manifestata dal 20% - 30% dei ceppi
(Figuran. 3).

% di ceppi che
evidenziano attivita
enzimatica

A B c

Prodotti

B Aerobiosi [ Anaerobiosi  [J Microaerofilia ‘

Figura n. 3: Percentuale dei ceppi di Lb. casei che evidenziano attivita enzimatica (f3-chimotripsina).

Relativamente alla 3-glucosidasi si ¢ rilevato che gli stipiti risultano in
grado di evidenziare tale attivita enzimatica prevalentemente in anaerobiosi; il mi-
gliore profilo enzimatico ¢ riconducibile al campione A, seguito dal B. Nessun ceppo
isolato dal campione C ha prodotto tale enzima (Figura n. 4).

La fosfatasi acida e ’esterasi (C4) sono apparsi come enzimi elaborati
da analoghe percentuali di ceppi, nelle tre tipologie di prodotti. Il primo, presente nei
ceppi appartenenti ai tre campioni in tutte le condizioni di crescita, ¢ stato maggior-
mente evidenziato in microaerofilia. L’esterasi (C4), presente in tutti gli stipiti testati,
viene elaborata, solamente, dal 50% dei ceppi in condizioni di aerobiosi, solo nel
campione C. Nello stesso campione sono stati ottenuti risultati analoghi per I’enzima
esterasi lipasi (C,).
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Figura n. 4: Percentuale dei ceppi di Lb. casei che evidenziano attivita enzimatica (f-glucosidasi).
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Tutti i ceppi, isolati dai tre prodotti, hanno dimostrato di essere in grado
di elaborare gli enzimi valina arilamidasi, leucina arilamidasi, naftol-AS-BI-
fosfoidrolasi, $-galattosidasi e a-glucosidasi, in ogni condizione di crescita. Mentre
nessuno stipite ha evidenziato la produzione di lipasi (C,,), tripsina, $-glucuronidasi,
N-acetil-B-glucosaminidasi, o-mannosidasi e o-fucosidasi.

Considerazioni e Conclusioni

La lettura del test di identificazione dopo 48 ore & risultata discordante nel
27,3% dei casi con quella effettuata dopo 24 ore. Frequentemente (66,6%) si & riscon-
trata, in occasione delle due letture, una diversa percentuale di identificazione nei
confronti della stessa specie (Lb. paracasei, Lb. pentosus). Queste discrepanze nelle
percentuali possono sollevare dubbi sull’attendibilita del sistema identificativo anche
perché, dopo due giorni di incubazione, viene proposta, in qualche caso (6,1%), una
doppia identificazione di specie (Lb. curvatus e Lc. lactis). 1 dati da noi ottenuti per-
mettono, pertanto, di affermare che il sistema identificativo, basato sul rilevamento
delle caratteristiche biochimico-enzimatiche, puo risultare approssimativo. Ricordia-
mo d’altronde che, negli ultimi dieci anni, a seguito dell’aumentata conoscenza della
genetica microbica, la tassonomia dei lattobacilli ha subito notevoli variazioni.

Recente ¢ la nuova riclassificazione di Lb. casei: tecniche di ibridazione del
DNA hanno permesso di inserire tre sue subspecie nella nuova specie Lb. paracasei e
una nella specie Lb. rhamnosus (4, 5). Sono dunque necessarie, spesso, prove di con-
ferma sulla non ben definita posizione tassonomica delle specie Lb. casei e Lb. paracasei
(10). Tuttavia non va escluso I’utilizzo del sistema biochimico-enzimatico API 5S0CHL
come test di screening, specialmente se abbinato a metodiche di biologia molecolare;
queste ultime, infatti, sono in grado di fornire risultati specifici consentendo
I’inequivocabile identificazione di un determinato ceppo batterico.

Nella nostra ricerca I’impiego della tecnica PCR ha consentito di confermare
la presenza della specie Lb. casei nei latti fermentati, come peraltro dichiarato in eti-
chetta dalle ditte produttrici. La presenza della specie probiotica avvalora, sicuramen-
te, la qualita dei prodotti esaminati dal momento che, come dimostrato, la sua assun-
zione giornaliera ¢ in grado di diminuire notevolmente la posssibilita di colonizzazione
nel tratto gastro-intestinale del patogeno Escherichia coli O157:H7. Sembra, inoltre,
che la presenza del lattobacillo possa arginare i danni istologici alla mucosa intestina-
le con i conseguenti fenomeni diarroici e la colite emorragica, nonché la sindrome
emolitico-uremica e I’eventuale coinvolgimento del Sistema Nervoso Centrale (8).

Le indagini eseguite, inoltre, hanno permesso di rilevare, in merito al-
Pattivita enzimatica dei microrganismi, un quadro estremamente vario ed articolato;
batteri della stessa specie, identici dal punto di vista genetico, e con molte caratteristi-
che fenotipiche comuni, si comportano metabolicamente in maniera molto differente.

Diversi appaiono, pure, i risultati riguardanti I’attivita enzimatica degli
stipiti alle differenti tensioni d’ossigeno. Le percentuali di ossigeno, utilizzate per
riprodurre le condizioni che si verificherebbero nel corso della colonizzazione intesti-
nale, hanno permesso di ottenere i vari profili enzimatici dei microrganismi e di indi-
viduare i ceppi che forniscono un migliore apporto enzimatico. Pertanto, la scelta di
un prodotto rispetto ad un altro, non risulta del tutto indifferente sui benefici che puo
trarre la salute del consumatore.
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Riassunto

Sono stati isolati 99 ceppi appartenenti alla specie Lb. casei da tre
tipologie di latti fermentati. L’effettiva presenza di tale specie nei singoli prodotti &
stata valutata impiegando, parallelamente, test tradizionali e di biologia molecolare.
Sono state, inoltre, stimate qualitativamente le attivita enzimatiche dei vari
microrganismi, a diversi valori di tensione d’ossigeno. Il sistema API 50 CHL non ha
identificato alcun ceppo come Lb. casei mentre con la metodica PCR tutti gli stipiti
sono risultati appartenere alla specie considerata. I risultati relativi all’attivita enzimatica
hanno evidenziato un quadro estremamente vario ed articolato e differente per gli
stipiti isolati dai vari prodotti.

Summary
Ninety-nine stocks belonging to the Lb. casei specie have been isolated

from three fermented milk types. The effective presence of that species in each prod-
uct has been estimated using traditional tests and molecular biology tests in a parallel
way. The microrganisms enzymatic activities have been estimated in a qualitative
way too, using different oxygen pressure values. API 50 CHL system identified no
stock like Lb. casei indeed, all the experimental stocks show their belongings to the
considerate specie using PCR method. The results about the enzymatic activity showed
an highly and articulate description with differences connected to the stocks, isolated
from different products.

Résume

Quatre-vingt-dix-neuf souches appartenant a I’espece Lb. casei, prove-
nant de trois typologies de laits fermentés, ont été isolées. Les activités enzymatiques
des microorganismes, avec différentes tensions d’oxygene, ont été évaluées. Le sys-
teme API 50 CHL n’a pas identifi€ souches de Lb. casei, tandis qu’ avec la méthode
PCR toutes les souches appartiennent a 1’espece considérée. Les résultats mettent en
évidence un tableau varié et articulé et différent pour les souches isolées des produits.
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RHODOCOCCUS EQUI:
UN PATOGENO OPPORTUNISTA
DI DIFFICILE ERADICAZIONE

Fabrizio Cattabiani*

Rhodococcus equi, gia denominato Corynebacterium equi, & un cocco-bacillo
Gram positivo, aerobio e rappresenta una delle 12 specie nelle quali attualmente ¢
suddiviso il genere Rhodococcus.

E’ stato descritto per la prima volta da Magnusson nel 1923 (24) come agente
responsabile in Svezia di broncopolmonite purulenta in giovani puledri. La sindrome,
che si manifesta in puledri al di sotto dei 4-6 mesi di eta, pud presentarsi sotto tre
aspetti clinici diversi: una polmonite acuta, una pitt comune forma polmonare cronica
di tipo granulomatoso a carattere suppurativo e una meno diffusa colite ulcerativa con
interessamento dei linfonodi mesenterici (11, 34, 39, 63).

Nei suini R. equi ¢ stato isolato ripetutamente dai linfonodi submascellari
interessati o meno da lesioni granulomatose simil-tubercolari (3, 23, 29, 38, 55); in
altre specie animali vengono segnalate sporadiche infezioni a carattere granulomatoso-
suppurativo a carico dell’apparato respiratorio, linfoadeniti, infezioni di ferite e com-
parsa di ascessi in varie parti del corpo (6, 34). Di recente R. equi ¢ emerso come
importante patogeno polmonare in campo umano in individui immunodepressi, in
associazione a immunodeficienza virale (AIDS) (9, 10, 14, 15, 41, 52).

Aspetti epidemiologici

Si tratta di un microrganismo ad habitat tellurico che trova condizioni ottimali
di crescita nei suoli arricchiti di deiezioni animali. La piu elevata concentrazione ¢
rinvenibile nello strato superficiale, non oltre 30 cm. di profondita, ove il microrganismo
si moltiplica attivamente in condizioni idonee di temperatura e di umidita, utilizzando
1 principi nutritivi contenuti nelle deiezioni (50): ¢ stato valutato che nel letame equi-
no la carica contaminante iniziale possa aumentare sino a 10.000 volte nel volgere di
2 settimane in presenza di temperatura diurna oscillante fra 15 e 37°C (4). La conse-
guente, progressiva microbizzazione del suolo delle scuderie, e specialmente di quel-
le in cui si pratica riproduzione e allevamento, rappresenta una fonte di contagio di
primaria importanza che puo persistere anche per decenni (37).

In queste condizioni ambientali il microrganismo & presente anche nell’aria
dei ricoveri, specialmente con tempo secco e ventoso (47), ed & stato sottolineato
come si registri costantemente un concomitante incremento del numero dei casi di
malattia (13).

R. equi ¢ stato isolato dalle feci o dall’intestino di un” ampia gamma di specie

*Sezione di Microbiologia e Immunologia Veterinaria, Dipartimento di Salute Animale, Universita degli
Studi di Parma.
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animali, soprattutto erbivori quali equini, bovini, ovi-caprini, ungulati selvatici, ma
anche suini ed uccelli selvatici; piti raramente dalle feci di cani e polli e mai da quelle
di gatti (6).

Nell’ambito degli equini, che vengono ritenuti i principali eliminatori del
microrganismo, sono state condotte numerose ricerche finalizzate ad accertarne la
reale distribuzione sotto ’aspetto quantitativo in rapporto all’eta degli animali. Takai
e coll. (51) riportano, con riferimento ad animali sani, comparsa di positivita a livello
fecale in puledri di 1-2 settimane di eta, di costante positivita negli animali di 4 setti-
mane con il raggiungimento di valori pari a 10*-10° cellule / g di feci e mantenimento
di detti valori sino all’8"-10* settimana; oltre tale eta inizia un graduale decremento
della carica batterica fecale specifica che si attesta e si stabilizza negli adulti attorno a
10%-10° batteri / g, valore desunto dalla media dei dati riferiti dai numerosi autori che
si sono occupati dell’argomento (46). In puledri affetti dalla forma polmonare, invece,
si riscontra una carica fecale ben pil elevata, quantificabile in 10%-108% cellule / g (49).

Mentre non esistono prove che R. equi si moltiplichi nell’ambiente intestina-
le degli adulti, nemmeno a livello del piccolo intestino dove le condizioni di aerobiosi
lo consentirebbero, nei puledri cio si realizza regolarmente sino al compimento del
secondo mese di eta, allorquando si avrebbe la comparsa del microbiota autoctono
definitivo (4, 20, 30, 54): ne consegue che i puledri, rifornendo costantemente 1’am-
biente, sarebbero i veri responsabili del mantenimento della contaminazione ambien-
tale e quindi dell’infezione a livello di allevamento.

Patogenesi e quadri clinici

La malattia, che si manifesta nei puledri e molto pill raramente negli adulti,
si instaura normalmente per inalazione o, indirettamente, per ingestione (18, 46, 58).
R. equi, parassita endocellulare facoltativo, determina a livello alveolare un imponen-
te richiamo di macrofagi che tendono ad infiltrare localmente il parenchima polmonare
e a dare inizio ad una reazione di tipo granulomatoso. La sopravvivenza alla
devitalizzazione macrofagica e la contemporanea immigrazione neutrofila inducono
la progressiva evoluzione ad un quadro di tipo purulento. Gli animali presentano di
conseguenza broncopolmonite bilaterale suppurativa sostenuta da ascessi multipli a
livello di parenchima e di linfonodi bronchiali; I’eventuale cronicizzazione puo indur-
re la comparsa di colite ulcerativa con interessamento dei linfonodi mesenterici (21,
34, 63). I sintomi classici sono rappresentati da scolo nasale, tosse, dispnea, diarrea,
depressione e ipertermia elevata (oltre 41°C) (1, 2, 13); in un terzo dei puledri compa-
re sinovite non purulenta con tumefazione delle articolazioni e zoppie (44). Il decorso
¢ di circa 2 settimane e la mortalita si aggira attorno al 50 %, piu elevata negli animali
al di sotto dei 3 mesi di eta.

Nei suini R. equi ¢ stato isolato ripetutamente dai linfonodi submascellari
sia normali che con lesioni simil-tubercolari, in percentuale pressoche sovrapponibile,
talche rimane incerto 1’effettivo ruolo svolto dal patogeno nella genesi di linfoadenite
granolomatosa (23, 54). In altre specie animali ne viene segnalata, seppure con estre-
ma rarita, la responsabilita in svariati quadri morbosi che vanno dalle classiche
broncopatie e linfoadeniti granulomatoso-purulente, a piometre, mastiti e lesioni
apostematose a diversa localizzazione (34).

234



Ann. Fac. Medic. Vet. di Parma (Vol. XXIII, 2003) - pag. 233 - pag. 241

Nell’uomo, a partire dal 1967, si sono succedute le evidenze del
coinvolgimento di R. equi come patogeno occasionale (34): nel 60% dei casi si ¢
trattato di localizzazione polmonare con malessere, dispnea, tosse secca,
occasionalmente emottisi, febbre persistente da alcuni giorni ad alcune settimane.
Nella maggioranza dei casi segnalati, oltre 1’80 %, si ¢ trattato di individui
immunodepressi per AIDS conclamato, per trattamento con antitumorali o con farma-
ci antirigetto (5, 34).

Virulenza

La patogenicita di R. equi & correlata soprattutto alla sua capacita di contra-
stare 1’azione dei macrofagi: il patogeno, infatti, dimostra di poter far ricorso ad una
strategia oltremodo articolata che va dal tentativo di ostacolare la fagocitosi, alla so-
pravvivenza ed alla moltiplicazione all’interno del fagocita, per terminare con la
devitalizzazione del macrofago stesso (16, 34, 61). I principali fattori di patogenicita
sono rappresentati dalla natura polisaccaridica della capsula, tale da rendere forte-
mente elettronegativo il microrganismo, dall’elaborazione di fosfolipasi C e di lecitinasi,
enzimi ad azione litica sulle cellule dell’ospite, dalla presenza di acidi micolici a livel-
lo di parete e di plasmidi dai quali dipende, fra I’altro, la possibilita di replicazione
nella cellula macrofagica (19, 26, 62).

La constatazione che ceppi isolati da fonti diverse manifestavano livelli di
virulenza diversi ha indirizzato di recente 1’attenzione all’accertamento della presenza
ed allo studio di eventuali determinanti genetici a localizzazione plasmidica responsa-
bili della patogenicita. A tutt’oggi ¢ emersa la possibilita che siano presenti due plasmidi
di diversa massa molecolare. Uno, con massa molecolare oscillante fra 85-90 kb, ¢ stato
descritto in ceppi isolati da lesioni purulente a sede polmonare in puledri e condiziona
I’espressione di proteine di superficie di 15-17,5 kDa, denominate VapA ( Virulence-
associated protein Antigens) (53, 57). Ricerche condotte su ceppi di R. equi alberganti il
plasmidio in oggetto e parallelamente su ceppi “curati”, con conseguente sua elimina-
zione, hanno messo in evidenza come la presenza del plasmidio condizioni la capacita
replicativa del patogeno nei macrofagi di topo (19) nonche I’espressione di VapA, che
risulta assente nei ceppi “curati” (46). L’altro plasmidio presenta una massa molecolare
di 79-100 kb, esprime un antigene proteico di superficie di 20 kDa, denominato VapB,
ed ¢ stato individuato in ceppi isolati da linfonodi sottomandibolari di suini con lesioni
simil-tubercolari o meno e dall’uomo (25, 45, 48).

Attualmente i ceppi vengono inquadrati in tre diversi livelli in rapporto alla
patogenicita: virulenti, di virulenza intermedia e avirulenti. I ceppi virulenti sono VapA
positivi, sono generalmente patogeni per il puledro, possono essere isolati anche da
linfonodi sottomandibolari del suino e presentano una DL, = 10° cellule nel topo; i
ceppi di virulenza intermedia sono VapB positivi, sono stati isolati dal suino e dall’uo-
mo ed hanno una DL, = 107 cellule nel topo; i ceppi avirulenti, infine, non posseggo-
no plasmidi né esprimono antigeni di superficie associati con la virulenza e non risul-
tano letali per il topo alla dose di 108 cellule o pit (47).

Sulla base dei piu recenti riscontri epidemiologici si ¢ propensi a ritenere
che, dal momento che i ceppi di R. equi isolati da individui affetti da AIDS presentano
nella maggioranza dei casi I’antigene VapB, la fonte di infezione piu frequente per
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I"uomo sia rappresentata dal suino e dal contatto con il suo ambiente (45, 48).

Aspetti immunitari

Le difese che vengono messe in atto coinvolgono sia 'immunita legata alla
presenza di anticorpi specifici che I’immunita cellulo-mediata, ed ¢ quest’ultima che
consente la possibile eliminazione dei patogeni ad opera dei linfociti T.

Tenuto conto che R. equi pud essere a buon motivo considerato come com-
ponente normale della flora batterica dell’ambiente di allevamento, non sorprende
che la presenza di anticorpi specifici sia stata segnalata costantemente anche negli
animali sani o provenienti da allevamenti indenni (12, 17, 43, 55, 59). A questo propo-
sito ¢ opinione condivisa che il puledro sviluppi immunita attiva a seguito della con-
tinua stimolazione antigenica a livello intestinale, ambiente in cui R. equi, veicolato
dal foraggio, lettiera ecc., diverrebbe componente microbico normale (8, 36, 47, 54).

Una caratteristica immunitaria peculiare ¢ costituita dal fatto che il titolo
anticorpale nei puledri, pur aumentando in corso di infezione naturale o indotta speri-
mentalmente, rimane ugualmente basso (7, 31, 35, 59) e nelle forme gravi di malattia
il titolo in anticorpi risulta decisamente inconsistente (17). Si ritiene che I’insorgenza
di malattia, soprattutto nelle sue forme piu gravi, sia conseguenza, oltre che di una
abnorme carica batterica ambientale, di un tasso anticorpale di origine colostrale ec-
cessivamente basso, tale da indurre una insufficiente opsonizzazione del microrganismo
(16, 56); una siffatta condizione pud essere la conseguenza, piu che della ridotta
reattivita immunitaria della madre, dell’eta del puledro: infatti, il titolo anticorpale di
origine colostrale diminuisce sino a risultare scarsamente protettivo alla 5°-6° settima-
na e ad azzerarsi attorno alla 8" settimana allorche iniziano a comparire gli anticorpi
prodotti attivamente dal sistema immunitario del puledro (1, 17). Ed ¢ appunto nel-
I’intervallo fra la 6* e la 8" settimana di vita, allorche il puledro risulta pit esposto, che
viene di norma segnalata la comparsa della malattia.

Comunque sia, I’immunita umorale svolge un ruolo decisivo solo nella fase
iniziale dell’infezione; successivamente, a seguito della localizzazione endocellulare
dei microrganismi, ¢ il meccanismo di immunita cellulare che pud essere in grado di
controllare I'infezione.

Le linee cellulari linfocitarie responsabili della risposta immunitaria nel topo,
animale utilizzato di prassi come modello (33), sono i linfociti T CD4+ e CD8+;
benche dai risultati di indagini basate su esperimenti di deplezione selettiva (22) si
desuma che entrambe le linee linfocitarie partecipano alla eliminazione di R. equi,
sono i linfociti T CD4+ quelli che sembrano giocare un ruolo decisivo (40). I linfociti
T CD4+, cioe i linfociti T helper (Th), possono essere suddivisi, nel topo, in due
sottopopolazioni in base al corredo di linfochine prodotte, Th1 e Th2 (27, 28). I linfociti
T helper 1 (Thl) producono interferone y (IFN- y) e interleuchina 2 (IL-2), mentre i
linfociti T helper 2 (Th2) producono IL-4, IL-5 e IL-10. Dall’equilibrio delle due
sottopopolazioni Th1 e Th2 dipende il buon esito della risposta immunitaria, compre-
sa I’eliminazione dei patogeni a sede intracellulare (42, 60). IFN-y risulta svolgere il
ruolo preminente nell’ambito delle linfochine, in quanto si segnala come il maggiore
attivatore dei macrofagi alveolari, deputati alla eliminazione dei patogeni, influen-
zando il processo di devitalizzazione ossigeno-dipendente, stimolando la fusione
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fagolisosomiale nonché aumentando I’espressione dei recettori FC (27, 32).

Da quanto accennato, emerge il profilo di un patogeno opportunista a diffu-
sione endemica negli ambienti di scuderia, specie di quelle in cui si pratica la riprodu-
zione. E’ opinione condivisa che tutti gli animali vengano a contatto con il
microrganismo e che solo i puledri che non realizzano una buona risposta immunitaria
primaria contraggano la malattia, mentre gli altri elaborerebbero una immunita umorale
e cellulo-mediata sufficiente a proteggerli per tutta la vita, durante la quale si compor-
terebbero da portatori sani.

A fronte di una evidente difficolta di eradicazione del patogeno, si pone il
problema irrisolto del controllo e della prevenzione della malattia. Nonostante negli
ultimi 15 anni siano stati compiuti passi significativi in merito allo studio dei mecca-
nismi coinvolti nella specifica risposta immunitaria — ricerca dell’antigene “giusto”
da utilizzarsi nell’allestimento di un vaccino, tentativo di ottenere colostro con pil
elevato titolo in anticorpi specifici vaccinando la cavalla gravida, individuazione del-
I’eta migliore per un ipotetico, precoce intervento di vaccinazione dei puledri - le
conoscenze acquisite non sono ancora sufficienti a consentire la messa in opera di una
profilassi affidabile.

Parole chiave: Rhodococcus equi, puledri, patogenicita, diffusione.
Key words: Rhodococcus equi, foals, pathogenicity, spread.

RIASSUNTO - Sono passate in rassegna le pill recenti acquisizioni in tema di diffu-
sione, persistenza nell’ambiente, patogenicita, aspetti antigenici ed immunitari relati-
vi a Rhodococcus equi, un temibile patogeno opportunista che colpisce puledri in
giovane eta e persone a contatto con I’ambiente di allevamento e/o immunodepressi.

SUMMARY - An overview of epidemiology, pathology, antigens and immune
responses of Rhodococcus equi, an important bacterial pathogen in foals and in
immunosuppressed humans, is presented.
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FACTORS AFFECTING OSTRICH MEAT
COMPOSITION AND QUALITY!

A.Sabbioni’* , P.Superchi?, C.Sussi?, A.Quarantelli?, P.G.Bracchi’, A.Pizza* ,
G.Barbieri*, V.Beretti’, A.Zanon?, E.M.Zambini?, M.Renzi’

INTRODUCTION

Ostrich farming has been introduced in Italy in 1990 (Endrighi et al., 1997), as
ostrich slaughtering is a recent activity, officially allowed just in 1998 (Ministry of
Health bulletin no.3, March 9th 1998, according to the Presidential Decree no. 559,
December 30th 1992, published on “Gazzetta Ufficiale” no.28, February 4th 1993).
Until then, birds were reared just for reproduction, meat consumption was very low
and provided exclusively by imported slaughtered birds and topics related to quality
were not considered. Meanwhile, researchers started to take this kind of meat into
account, comparing its quality with others, but collecting samples, from imported
slaughtered birds, already packed from supermarkets (Paleari et al., 1998).

When the first facilities for ostrich slaughtering were built up, questions con-
cerning slaughtering conditions and animal type for meat production sprang out.

Quarantelli et al. (2000) carried out a research to verify the productive charac-
teristics and meat quality of ostrich reared in Italy and they concluded that slaughter
weight should be about 100 kg and that carcass weight affects its own characteristics
and meat quality.

The aim of this study was to evaluate the effects of several factors, related to
the bird, to the type of breeding and slaughtering conditions on meat chemical compo-
sition and some qualitative parameters.

MATERIAL AND METHODS

Sixty-five African Black x Blue Neck ostriches (Struthio camelus), from 12
farms in the north of Italy, were slaughtered during 3 months in the same slaughter
house. The birds, 55 males and 10 females, from 10 to 54 months old (mean + s.e.:
14.8 = 0.8), were fed the same concentrate from commerce (n=35) or concentrate plus
hay (n=30) and they were slaughtered after a resting period varying from 2 to 26
hours (mean + s.e.: 13.2 £ 1.9).

Ostriches were weighted before and after slaughtering to evaluate yields; from
left side of carcass of each animal a sample of fibularis longus (FL) muscle, about 600
g, was collected, immediately vacuum-sealed packed and brought to the laboratory
for analysis.

! Ricerche condotte con contributo MURST (COFIN99).
2 Dipartimento di Produzioni Animali, Biotecnologie Veterinarie, Qualita e Sicurezza degli Alimenti, Uni-
versita di Parma.

3 Corresponding Author: alberto.sabbioni@unipr.it
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Analysis included:

- the chemical composition (moisture, ash, protein, fat) (A.O.A.C., 1990) and
gross energy content, using an adiabatic calorimeter bomb (IKA C400);

- the colour recorded with a Minolta Chromameter Reflectance IT CR100/08,
set at channel 1, containing a calibration with a Standard Gardner pink tile no.CG6625
(Y=45.97; x=0.3658; y=0.3250). Colour values were expressed as CIE L* a* b*
(Novelli et al., 1991). The values of hue and chrome were calculated, respectively, as
arctg(b*/a*) and V(a*2+b*2);

- the fatty acid content, by a capillary gas-chromatograph (PERKIN-ELMER
mod.8420) after cold extraction with chloroform/methanol 2/1 v/v, under the follow-
ing conditions: capillary column: MEGAWAX 30m x 0.25mm ID x 0.25u thickness;
carrier: Helium, 1.08 ml/min; detector: FID (Flame Ionization Detector), 300°C; in-
jection: split, 70:1, 220°C; oven: 120°C (8 min) to 200°C at 5°C/min (7 min), to
250°C at 10°C/min (5 min); atherogenic and thrombogenic indexes have been calcu-
lated according to Ulbright and Southgate (1991);

- thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) content at 0, 3, 6 day from
slaughtering (Faustman et al., 1992);

- meat tenderness, using 20 g heavy samples, vacuum-sealed packed, cooked
in bain-marie at 70°C for 20 min.; on cylindrical samples 11.5 mm diameter and 30
mm long, with fibres perpendicular to cutting axis, using Instron Universal Testing
texturometer 5564, following Warner-Brazler test; shear force (N) and shear resist-
ance (mm) were evaluated (Klettner and Bielig, 1975).

Data were processed by means of covariance analysis, using the following
model (SPSS, ver.11.5.1, 2002):

Y, =m+S+F+B8A, +BPSR, +B8CW, + 133A2ijk +B 4PSR2ijk + BSCWZijk +
€.

> where Y is a dependent variable, S and F are the fixed effects of sex and feed-
ing type, respectively, A (age in months), PSR (pre-slaughtering rest length in hours)
and CW (carcass weight in kg) are linear and squared covariates, B -8, are regression
coefficients and ¢ is residual error.

RESULTS AND DISCUSSION

Average (= s.e.) body weight at slaughtering was 81.7 = 2.3 kg. Males were
heavier than females (83.9 vs 79.5 kg, resp.) and birds fed hay plus concentrates were
heavier than those fed just concentrates (83.6 vs 79.7 kg, resp.). Nevertheless, be-
cause of high variability (CV = 17.3%), sex and feeding type effects were not signifi-
cant (P>0.05). Average carcass weight (+ s.e.) was 48.4 = 1.7 kg; males and birds fed
also hay had heavier carcasses than females and those fed just concentrate, respec-
tively (49.5 vs 47.3 kg; 49.1 vs 47.6 kg), but differences were not significant (P>0.05).
On carcass weight a significant effect has been shown by pre-slaughtering rest, both
in linear (B, = 0.799; P=0.03) and in squared shape (B, = -0.012; P=0.04).

The chemical composition of fibularis longus (FL) muscle is reported in table
1. Data are in agreement with those reported by Sales (1996) on FL muscle of African
Black ostriches 8-14 months old, with the exception of fat, that in our study results
higher by 273% (0.895% vs 0.24%). Because the analytical method was similar (pe-
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troleum ether extraction), the difference could be related to the more intensive Italian
breeding system. Sex did not affect chemical composition (P>0.05) but the presence
of hay into the ration induced an increase of ash content (+18.6%; P<0.05), as com-
pared with a feeding system with concentrates only. Among covariates, age signifi-
cantly affected protein content and protein/energy ratio, both in linear (8 = 0.104 and
0.204; P=0.08 and 0.06, respectively) and in squared shape (B, = -0.002 and -0.004;
P=0.06 and 0.06, respectively); pre-slaughtering rest length affected fat content and
fat energy/total energy ratio both in linear (8, = 0.048 and 0.364; P<0.01 and <0.01,
respectively) and in squared shape (B, =-0.001 and -0.006; P<0.01 and <0.01, respec-
tively). Carcass weight gave no significant variations.

The increase of protein content with age increasing confirms that ostrich reaches
maturity late, particularly when it is reared under climate conditions much different
from those of origin. Therefore age of maturity achievement would be successive to
slaughtering age, as confirmed by growth curves’ studies (Sabbioni et al., 1999). Dur-
ing pre-slaughtering rest, drinking water was available but not food, and the linear
increasing of fat could be due to mobilisation of muscular glycogen reserves or to
dehydration caused by stress. The second hypothesis seems to be the most probable,
and it is also supported by bibliography. As reported by Grosskopf et al. (1988) in
cattle, the longer is the pre-slaughtering rest, the higher is blood concentration of
some metabolites, due to dehydration. They also assert that one-night pre-slaughter-
ing rest is not able to modify muscular glycogen levels and, as a consequence, meat
pH values.
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Meat colour (figure 1) was not significantly affected by sex (P>0.05), but type

of feeding got to a significant difference of brightness 6 days after slaughtering (P<0.05).
Meat from birds fed just concentrates was significantly brighter than that from birds

fed also hay. That is important for consumer’s appreciation. In fact, ostrich meat is

characteristically quite dark (Sales and Horbanczuk, 1998) and it has the tendency to

246



Ann. Fac. Medic. Vet. di Parma (Vol. XXIII, 2003) - pag. 243 - pag. 252

become darker with ageing. Consumer does not like it, believing it is a consequence
of a bad or too long preservation. The opportunity to influence this parameter during
breeding, using just concentrates, seems to be of interest; in fact, previous studies
(Sabbioni et al., 2000) have pointed out that the colour was not modifiable by supply-
ing diet with high doses of vitamin E, as in other species.

Fatty acids content (table 2) was not affected by sex, type of feeding or carcass
weight (P>0.05). Age linearly increased palmitic (B, = 1.518; P=0.05), palmitoleic (8,
=0.701; P=0.04) and oleic acids (8= 1.266; P=0.06), saturated/unsaturated ratio (8
= 0.011; P=0.08), atherogenic (B, = 0.022; P=0.009) and thrombogenic (8 = 0.027,
P=0.04) indexes and reduced stearic acid (8, = -1.160; P=0.06) and PUFA (B, = -
1.258; P=0.05). Squared component of age significantly affected palmitic (8, =-0.024,
P=0.07) and palmitoleic acids (8, = -0.012; P=0.05) and atherogenic (B, = -0.0003;
P=0.03) and thrombogenic (33 =-0.0003; P=0.09) indexes. Pre-slaughtering rest length
has been related to linear and squared variations of polyunsaturated (B, = -0.853,
P=0.02; 3,=0.017, P=0.01) and saturated fatty acids (8, =0.510, P=0.01; B, =-0.008,
P=0.01), of saturated/unsaturated ratio (8, =-0.011, P=0.004; B, = -0.0002, P=0.008)
and of thrombogenic index (B, = 0.022, P=0.003; B,=-0.0004, P=0.004). Horbanczuk
and Sales (1998) and Horbanczuk et al. (1998) did not find significant differences in
saturated and monounsaturated fatty acids content among different muscles and os-
trich breeds, as they found differences in polyunsaturated fatty acids concentrations.
In the cited paper, C18:3w3, C18:2w6, C20:5w3, C22:6w3 e C22:6w6 showed the
highest variations.

TBARS (table 3) rose faster in meat from ostriches fed just concentrates than
in birds fed also hay (at d 3: P<0.05; at d 6: P<0.10); that could be due to the higher
content of polyunsaturated fatty acids of the former. In fact, as reported by Jakobsen
and Bertelsen (2000), unsaturation degree of fatty acids is one of the most important
factors affecting oxidative status of lipids. Pre-slaughtering rest length was linearly
and negatively related to TBARS at d 3 (8, = -0.032; P=0.01) and 6 (B, = -0.033;
P=0.01) from slaughtering.

Shear force and shear resistance have not been significantly affected by fixed
factors of the model (table 3). Shear force was slightly higher in males than in females
(63.27 vs. 62.06), as shear resistance was higher in females (19.14 vs 18.20; P=0.07).
Also type of feeding did not significantly affect tenderness. Meat samples from os-
triches fed concentrate plus hay were characterised by higher shear force and lower
shear resistance, that is in agreement with more rigidity of meat. With reference to
covariates in the model, shear force increased and shear resistance decreased linearly
with age and pre-slaughtering rest. The variations were not significant but they could
mean a less tough meat in young animals and less elasticity of meat of birds with a
long pre-slaughtering rest. Moreover TBARS and shear force decreased with the in-
creasing of age and pre-slaughtering rest. It would mean a correlation between fat
variation and meat consistency. Most probably shear force increasing was due to a
contemporary modification of protein and fat, this last because of an increasing of
unsaturated fatty acids and a decreasing of saturated. The correlation would be not
direct but consequent to two independent and parallel processes, showing an ageing
of meat. Values concerning rheological parameters were slightly different from those
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reported by Paleari et al. (1998). As we pointed out a higher shear force, data are not

really comparable, because the tests were different and samples had no definite

provenience and identification.
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CONCLUSIONS

Meat quality depends on several factors related to birds, feeding regime and
slaughtering conditions. In “traditionally” slaughtered species, the knowledge of these
variables allowed to standardise meat processing and to get products both homogene-
ous and meeting consumer’s demand. Regarding ostrich meat in Italy, research about
such factors affecting meat quality is still lacking.

In practice, a transition from “slaughtering what it is available” to “keeping for
slaughtering” is taking place and for this purpose it is quite important to evaluate the
effects of several factors on meat characteristics.

Sex has never been significant, except for a more tender male meat, as the type
of feeding has affected ash content and oxidation resistance: to prevent oxidative stress,
the addition of hay to concentrates seems to be particularly effective.

Continuous variables of the statistical model (age, pre-slaughtering rest, car-
cass weight) had an interesting behaviour. The hypothesis that ostrich has a late growth
(Sabbioni et al., 1999) seems to be confirmed from the increasing of meat protein but
not of fat content as age increased. The age also affected fat quality; particularly it
induced an increase of saturated/unsaturated fatty acids ratio, of atherogenic and throm-
bogenic indexes and also a reduction of PUFA content. Carcass weight has never been
found significant, probably because its variability has been absorbed from age factor.
Pre-slaughtering rest length positively affected meat’s fat content and quality (reduc-
tion of saturated fatty acids and PUFA) and also made the meat more sensitive to
oxidative stress.

The research does not allow to assess optimal conditions for each parameter,
but just to point out which is important. In conclusion, the results show the need to
assess technological parameters during ostrich breeding and slaughtering, if one con-
siders their effect on meat quality.

SUMMARY

Effects of sex, type of feeding, age, pre-slaughtering rest and carcass weight
on chemical composition, fatty acid content and quality parameters (colour, oxidation
status, tenderness) of ostrich meat have been evaluated. Sex influenced meat tender-
ness (P<0.10), as type of feeding influenced meat ash content (P<0.05) and oxidation
resistance. Age linearly affected meat protein content and fat quality (increasing satu-
rated/unsaturated fatty acids ratio and atherogenic and thrombogenic indexes, reduc-
ing PUFA). Carcass weight has never been significant. Pre-slaughtering rest affected
fat content and quality (reducing saturated fatty acids and PUFA) and increased meat
sensitivity to oxidative stress.

Key words: ostrich, meat, chemical composition, quality

RIASSUNTO - Fattori che influenzano la composizione e la qualita’ della carne di
struzzo.

Sono stati valutati gli effetti del sesso, del tipo di alimentazione, dell’eta, della
durata della sosta pre-macellazione e del peso della carcassa sulla composizione chimica
centesimale, sul contenuto di acidi grassi e su alcuni parametri qualitativi (colore,
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stato ossidativo, tenerezza) della carne di struzzo. Il sesso non ha determinato variazioni
significative, se si eccettua una maggior tenerezza della carne nei maschi (P<0.10), la
tipologia di alimentazione ha prodotto effetti sul contenuto in ceneri della carne (P<0.05)
e sulla resistenza alla ossidazione. Circa I’effetto dei fattori a variabilita continua
inseriti nel modello, 1’eta ¢ risultata linearmente associata con un aumento del contenuto
proteico della carne e con variazioni della qualita del grasso (aumento del rapporto fra
acidi grassi saturi ed insaturi e degli indici di aterogenicita e trombogenicita, riduzione
del tenore di PUFA). Il peso della carcassa non ¢ mai risultato significativo. La durata
della sosta prima della macellazione ha determinato variazioni a carico del contenuto
in grasso della carne, in senso positivo, e della qualita dello stesso (riduzione del
contenuto di acidi grassi saturi e di PUFA), oltre che una maggiore sensibilita della
carne allo stress ossidativo.

Parole chiave: struzzo, carne, composizione chimica, qualita
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RELATIONSHIP BETWEEN NUTRITION AND REPRODUCTIVE
EFFICIENCY IN OSTRICH (Struthio camelus): YOLK FATTY
ACID CONTENT AND FERTILITY

C. Sussi, P. Superchi*, A. Sabbioni, E.M. Zambini, V. Beretti, A. Zanon

INTRODUCTION

Scarce reproductive performance is one of the most important problems that
affect ostrich farm productivity in Italy: 20% of laid eggs is not fertile and just 60%
hatches (Salghetti, 2000). Good incubation practices are quite important to improve
low hatchability (Gonzales et al., 1999), but nutrition is also a key element. In several
farms at the beginning of reproductive period laying percentage and chicks’ condi-
tions are pretty good, but later on the number of laid eggs, fertility and hatchability
percentages get worse and worse and mortality increases. The laying period lasts 6-7
months and already at its beginning the ostrich hen has almost the totality of follicles.
Moreover, since all the nutrients required for embryo development are prepackaged
in the egg prior to laying, worsening of the performance could be due to a progressive
consumption of some nutrients (Angel, 1994).

Yolk lipids are the primary nutrient source for the avian embryo. The fatty
acid components of lipids provide the energy needed for development and are also
vital for the synthesis of the phospholipids which form the cell membranes of the
growing tissue. Certain tissues of the embryo require large amounts of particular long-
chain highly-polyunsaturated fatty acids (Speake, 1999).

The polyunsaturated profile of the yolk varies greatly between avian species
(Surai et al., 1999): the composition of yolk lipids and their utilization by the avian
species have been described in several review articles (Noble and Cocchi, 1990; Kuksis,
1992; Speake et al., 1998). Fatty acids profile of yolk is also largely a reflection of the
fatty acid composition of the diets, as demonstrated in poultry (Hargis et al., 1991;
Nash et al., 1995; Halle, 2001).

An adequate knowledge of nutrient requirements is quite important to achieve
a “correct” yolk lipid composition and the studies of the nutritive profile of ostrich
eggs, as a sign of chick’s conditions, can be useful to better comprehend these topics.
Yolk lipid amount of ostrich eggs do not much differ from the other avian species
(Sales et al., 1996), but confronted with poultry, ostrich showed difference in fatty
acid composition. In poultry the most represented polyunsaturated fatty acid is li-
noleic acid and its importance in embryo development, particularly embryo’s brain
and retina, results in a major consideration in diet formulation, while in ostrich the
predominant polyunsaturated fatty acid is linolenic and its content is much greater
than in poultry (21.8% vs 1.4%) (Leskanich and Noble, 1997).

* Corresponding author: superchi@unipr.it
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Several studies have demonstrated that certain avian species maintained in
captivity produce eggs with markedly different fatty acid profiles than those of their
counterparts in the wild (Surai et al., 2001): ostriches (Noble et al., 1996), pheasants
and geese (Speake et al., 1999).

Noble et al. (1996) compared nutritive profile of eggs produced in captivity
to the profile of eggs collected from wild animals, in which hatchability rises the
90%: the fatty acid profile of the first ones was deeply different from the second, in
particular a-linolenic acid content was 80% lower in farmed ostrich’s eggs. Consider-
ing the importance of linoleic acid in poultry and supposing a similar role of linolenic
acid in ostrich, the same authors suggested that low hatchability and neonatal viability
characteristics of farmed ostriches may be due to inadequate amounts of n-3 fatty
acids in the yolk.

The aim of the work was to modulate yolk fatty acid composition of ostrich
egg by feeding a high linolenic acid content diet, and to evaluate the effect on repro-
ductive performance.

MATERIAL AND METHODS

Thirty-two ostrich females, reared in two farms, housed in couples or trios in
60x15 m fenced pens, were fed 2.5 cm cutted alfalfa hay ad libitum and 1kg/bird/d of
a pelleted ratide breeder ration with addiction of 0, 3 or 6% of linseed oil.

Chemical composition of the three diets is reported in table 1. To accustom the
animals to the diets, experimental feeding started one month before the expected lay-
ing period beginning (December) and it lasted until laying end (July).

Table 1 - Chemical composition of diets as fed

0% 3% 6%
Moisture 8.99 7.68 8.62
Ash 10.10 9.86 9.37
CP 17.14 16.11 15.72
EE 3.58 6.53 8.61
CF 10.81 11.43 10.35
NFE 49.38 48.39 47.33

The 1* and then each 20™ egg were collected during the whole laying period.
Eggs were kept at +4°C till they arrived at the laboratory, than they were promptly
opened and yolk sampled.

Total lipids from a known weight of the yolk were extracted and purified by
homogenization and refluxing in a suitable excess of chloroform : methanol (2:1 v/v).
All lipid extracts were then stored in chloroform at -20°C until analyses.

Fatty acids were converted into their corresponding methyl esters adding 2.5
ml KOH/MeOH2N and refluxing with hexane. Fatty acid methyl esters have been
analyzed by capillary gas chromatography (Supelco, SP-2560, 100mx0.25mm ID,
0.20um film; Sigma-Aldrich) in GC Perkin-Elmer mod. 8420. The column was main-
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tained at 240°C for 5 min following injection of the sample, then increased at 4°C/min
to 240°C, hold 15 min.
Fatty acids profile of the diets is reported in table 2.

Table 2 - Fatty acid composition (% total lipids) of diets.

GROUP
0% 3% 6%
C12:0 0.09 0.05 0.04
C14:0 0.21 0.15 0.10
C15:0 0.10 0.07 0.06
C16:0 14.20 9.77 9.31
Cl6:1 0.17 0.19 0.15
C17:0 0.12 0.08 0.07
C17:1 0.04 0.04 0.03
C18:0 2.27 3.07 3.22
C18:1 19.14 19.63 20.21
C18:2n6 51.13 31.87 27.67
C20:0 0.38 0.26 0.27
C18:3 n6 0.09 0.12 0.14
C18:3n3 10.91 34.27 38.24
C20:2 n6 0.07 0.04 0.05
C22:0 0.38 0.22 0.27
C20:3n3 0.13 0.05 0.06
C20:4 n6 0.41 0.05 0.06
C22:6 0.16 0.07 0.09

By linseed oil addiction it was possible to improve linolenic acid content of diets: it
was 3 times higher in 3% group feed and almost 4 in 6% group feed compared with
control group feed. To evaluate the relationship between fatty acid profile and repro-
ductive parameters, the following element were recorded for each female: total num-
ber of laid eggs, fertility (number of fertile eggs out of the laid eggs), birthrate (num-
ber of viable born chicks out of laid eggs), and hatchability (number of fertile eggs
that hatched).

Data were processed by the analysis of variance, using two models: model(1)
for fatty acid composition of yolk lipids and model(2) for reproductive data.
(l)Y m + D, +F +blXI1. i e
(2)Y m+D +F +b2X2 +e,
where:
Yij= single observation;
m=overall mean;
Di=fixed effect of diet;
F =fixed effect of farm;
lelij= regression coefficient with laying order (H1: no. egg);
b2X2ij= regression coefficient with female age (H2: year);
= residual error
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RESULTS AND DISCUSSION

Fatty acid composition of yolk lipids is shown in table 3.

The most represented fatty acids are palmitic and oleic. The first one significantly
decreased with treatment (P<0.01), oleic acid has a similar trend but it has not been
significantly affected.

Table 3 —Fatty acid composition and fatty acid profile of yolk lipids (%)

GROUP COVARIATE SEM
0% 3% 6% Laying order

C14:0 0.592B 0.496A 0.511A ns 0.06
Cl4:1 0.078B 0.046A 0.056A ns 0.01
C15:0 0.185 0.175 0.188 ns 0.02
C16:0 30.26B 27.21A 27.85A ns 1.25
Cl6:1 8.13C 5.21A 6.66B ns 0.65
C17:0 0.150a 0.190b 0.163ab +0.003* 0.03
Cl17:1 0.135a 0.141a 0.175b -0.004* 0.03
C18:0 4.78a 6.31b 5.35ab ns 1.07
C18:1 39.10 37.67 36.86 -0.284%* 1.96
C18:2 10.36a 14.08b 12.48ab ns 1.54
C20:0 0.045 0.045 0.033 ns 0.01
C18:3 n6 0.078 0.077 0.081 ns 0.01
C20:1 0.157 0.173 0.155 ns 0.02
C18:3n3 3.86a 5.57b 7.08¢ +0.370%%* 0.78
C21:0 0.205B 0.112A 0.134A ns 0.03
C20:2 n6 0.109a 0.163b 0.136ab ns 0.04
C22:0 0.059 0.027 0.032 ns 0.02
C20:3 n6 0.037a 0.061b 0.072b ns 0.02
C20:3 n3 0.031A 0.041A 0.061B +0.003%** 0.01
C20:4 n6 1.025 1.543 1.453 -0.453%* 0.46
C20:5n3 0.058 0.065 0.071 ns 0.02
C22:6 n3 0.493 0.595 0.627 ns 0.16
Saturated 36.26b 34.56a 34.25a -0.048%* 1.58
Mono-
unsaturated 47.61b 43.24a 43.73a -0.033* 2.13
Poly-
unsaturated 15.45a 22.19b 21.98b +0.074* 242
n-3 4.12a 6.24b 7.81c¢ +0.343%* 1.55
n-6 11.33a 15.95¢ 14.17b +0.042* 1.64
n-6:n-3 3.70c 2.83b 1.88a ns 0.32

A, B: P<0.01; a,b: P<0.05; ** P<0.01; * P<0.05; ns: not significant

Not surprising the major polyunsaturated were linoleic and linolenic acids
(12.3% and 5.5% on average, respectively). Linseed oil supplementation significantly
affected their proportion. Linolenic acid showed the most important variation: it was
markedly and significantly higher both in 3% group and 6% group (almost twice)
compared with control group (P<0.05), but it was sufficient to reach just about half of
the mean content found in eggs of wild ostrich by Noble et al. (1996).
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Also laying order has affected the content of some fatty acids and linolenic
acid in particular (P<0.01): actually it accumulates in yolk progressively.

Saturated and mono-unsaturated contents were higher in control group than
in experimental groups (on average +5 and +9%, respectively). The main effect was
to increase n-3 polyunsaturated content (+29 and +25%, respectively 3% and 6% vs
0%; P<0.05) and proportion in experimental group confronted with control group at
the expense of n-6, thereby reducing (P<0.05) n-6/n-3 ratio (table 3), as expected.
Also laying order has affected fatty acid profile, except n-6/n-3 ratio: saturated and
mono-unsaturated fatty acids decreased, while poly-unsaturated, n-3 and n-6 content
grew, in particular the increase in n-3 content was highly significant.

Notwithstanding the modulation of fatty acids profile, we did not affect re-
productive performance. A greater number of laid eggs in experimental groups than
control group has been noted, but the variability was particularly high and the results were
not significant. Neither fertility, nor birthrate or hatchability were improved (table 4).
Table 4 — Reproductive performance

GROUP COVARIATE SEM
0% 3% 6% Female age
Eggs no. 36.76 4747 4520 |+2.72* 22.40
out of all eggs:
Fertility % 57.84 56.06 5791 |ns 7.46
Birthrate % 37.73 36.48 39.92 |ns 15.83
out of fertile eggs:
Hatchability % 63.79 63.45 62.18 |ns 22.06
*# P<0.05; ns: not significant
CONCLUSIONS

Linseed oil is a source of polyunsaturated fatty acids able to modify acid
composition of ostrich eggs. At the dosage and for the period of time of this research,
linseed oil supplementation reduced but did not cancel the difference in n-3 fatty acid
content between farmed and free ostriches. Furthermore it did not significantly im-
proved reproductive efficiency.

If linolenic acid has a basic role during reproductive period, as supposed by
Noble et al. (1996), it could be possible to use the high digestive exploitation of fat in
ostrich, feeding linseed oil at the dosage of 9% or more for the whole reproductive
period.

Particular attention has to be placed in feedstaff fattening process, to not negatively
affect its technological characteristics.
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Giovani Ricercatori e Ricercatori Singoli, bando 2001).
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SUMMARY - N-3 fatty acid deficiency affects avian embryo development and a-
linolenic acid seems to have a basic role in ostrich. Thirty-two ostrich females, di-
vided into 3 groups, were fed a diet without (group 0), with 3% (group 3) or 6%
(group 6) of linseed oil, from 1 month before laying beginning until its end. The 1st,
20th, 40th and 60th egg were collected. Number of laid eggs, fertility and hatchability
were recorded. Yolk fatty acid content was analyzed by gas chromatography on capil-
lary column. Data were processed by ANOVA. Linseed oil supplementation signifi-
cantly affected a-linolenic acid (3.86, 5.57, 7.08% for group 0, 3 and 6, respectively;
P<0.05), n-3 fatty acid content (4.12, 6.24, 7.81%, respectively; P<0.05) and n-6/n-3
ratio (3.70, 2.83, 1.88%, respectively; P<0.05). Reproductive efficiency parameters
showed no significant variations. In conclusion, under our farm conditions it was
possible to modulate yolk fatty acid content of ostrich egg by feeding, but reproduc-
tive performance was not positively affected.

RIASSUNTO —Rapporto fra efficienza riproduttiva e nutrizione nello struzzo (Struthio
camelus): contenuto di acidi grassi nel tuorlo e fertilita.

La carenza in acidi grassi n-3 influenza negativamente lo sviluppo embrionale e in
particolare per lo struzzo, I’acido linolenico sembra avere un ruolo essenziale. 32
femmine di struzzo, divise in tre gruppi, sono state alimentate con tre diete contenenti
lo 0%, il 3% o il 6% di olio di lino, a partire da un mese prima dell’inizio del periodo
di ovodeposizione e per tutta la sua durata. Sono stati raccolti il 1°, 20°, 40° e 60°
uovo e sono stati rilevati i parametri riproduttivi per ciascuna femmina: numero totale
di uova deposte, percentuale di uova fertili e di uova schiuse. Attraverso gas-
cromatografia capillare ¢ stato analizzato il contenuto in acidi grassi della componente
lipidica del tuorlo. I dati sono stati sottoposti all’analisi della varianza. La
supplementazione o meno con olio di lino ha influenzato il profilo acidico, variazioni
significative si sono avute per I’acido a-linolenico (3.86, 5.57, 7.08% per il gruppo
0%, 3% e 6%, rispettivamente; P<0.05), il contenuto totale di acidi grassi n-3 (4.12,
6.24, 7.81%, rispettivamente; P<0.05) e il rapporto n-6/n-3 (3.70, 2.83, 1.88%,
rispettivamente; P<0.05). I parametri riproduttivi non hanno mostrato variazioni
significative. In conclusione, attraverso la somministrazione di olio di lino, ¢ stato
possibile modulare il rapporto fra i diversi acidi grassi, ma le performance riproduttive
non hanno mostrato miglioramenti.

ZUSAMMENFASSUNG - Verhiiltnis zwischen Nahrung und reproduktiven Lei-
stungsmerkmalen im Straul} (Struthio camelus): Dotterfettsauremuster und Frucht-
barkeit.

N-3 Fettsaurekarenz beeinflusst Embryoentwicklung und a-Linolenséure scheint sehr
wichtig im Strauf} zu sein. 32 Legestraufle, in drei Gruppen verteilt, wurden von ei-
nem Monat vor Anfang der Legezeit bis deren Ende (von Dezember bis August) mit 3
verschiedenen Futtern, die 0%, 3% oder 6% Leindl enthielten, ernihrt. Die 1., 20., 40.
und 60. Eier wurden gesammelt und Gesamtbetrag von gelegten Eiern, Prozentsitze
der Fruchtbarkeit und des Ausbriitens wurden gemessen. Die Fettsdure des Dotters
wurden durch Gaschromatographie analysiert. Die Ergebnisse wurden mit ANOVA
ausgearbeitet.
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Die Verabreichung beeinflusst a-Linolensédure (3.86, 5.57, 7.08% bzw. in der Gruppe
0, 3 und 6; P<0.05), n-3 Fettsdure (4.12, 6.24, 7.81%, bzw.; P<0.05) und n-6/n-3
Bericht (3.70, 2.83, 1.88%, bzw.; P<0.05). Die reproduktiven Parameter hatten keine
signifikante Verdnderung. Es wurde also damit moglich den Fettsidureinhalt zu modu-
lieren, aber die reproduktiven Leistungsmerkmale wurden nicht verbessert.

LITERATURE

Angel R., 1994. Diet effect on egg nutrients in a high producing ostrich. Proc.
Assoc. Avian Vet., Reno, NV, 121-126.

Gonzales A., Satterlee G., Moharer F., Cadd G.G., 1999. Factors affecting ostrich
egg hatchability. Poultry Sci., 78, 1257-1262.

Halle I., 2000. Untersuchungen zum Einfluss einer gestaffelten Supplementierung
von Fischol, Leindl oder einer Kombination aus beider Olen auf Legeleistungs-
merkmale, Einzusammensetzung und Dotterfettsduremuster bei Legehennen. Arch.
Gefluegelk., 65: 13-21.

Hargis P.S., Van Elswyk M.E., Margis B.M., 1991. Dietary modification of yolk
lipid with menhaden oil. Poult. Sci., 70: 874-883.

Kuksis A., 1992. Yolk lipids. Biochim. Biophys. Acta, 1124: 205-222.

Leskanich C.O. and Noble R.C., 1997. Manipulation of the n-3 polyunsaturated
fatty acid composition of avian eggs and meat. World’s Poultry Sci. J., 53: 155-183.

Nash D.M., Hamilton R.M.G., Hulan H.W., 1995. The effect of dietary herring
meal on the omega-3 fatty acid content of plasma and egg yolk lipids of laying hens.
Can. J. Anim. Sci., 75: 247-253.

Noble R.C. and Cocchi M., 1990. Lipid metabolism and the neonatal chicken.
Prog. Lipid Res., 29: 107-140.

Noble R.C., Speake B.K., McCartney R.J., Foggin C.M., Deeming D.C., 1996.
Yolk lipids and their fatty acids in the wild and captive ostrich (Struthio camelus).
Comp. Biochem. Physiol., 113B: 753-756.

Sales J., Poggenpoel D.G., Cilliers S.C., 1996. Comparative physical and nutritive
characteristics of ostrich eggs. World’s Poultry Sci. J., 52: 45-52.

Salghetti A., 2000. Alcune caratteristiche strutturali ed economiche di allevamenti
di struzzi. Annali Fac. Med. Vet. Parma, 20: 63-82.

Speake B.K., 1999. Eggs, embryos and evolution: the role of the yolk’s fatty ac-
ids. Scottish Agricultural College, Annual Report Final, 2: 32-35.

Speake B.K., Murray A.M.B., Noble R.C., 1998. Transport and transformations of
yolk lipids during development of the avian embryo. Prog. Lipid Res., 37: 1-32.

Speake B.K., Surai P.F,, Noble R.C., Beer J.V., Wood N.A.R., 1999. Differences
in egg lipid and antioxidant composition between wild and captive pheasants and
geese. Comp. Biochem. Physiol., 124B: 101-107.

Surai P.E., Speake B.K., Borlotti G.R., Negro J.J., 2001. Captivity diets alter egg

259



Ann. Fac. Medic. Vet. di Parma (Vol. XXITII, 2003) - pag. 253 - pag. 260

yolk lipids of a bird of Prey (the American Kestrel) and of a Galliforme (the Red-
Legged Partridge). Physiol. Biochem. Zool., 74: 153-160.

Surai P.F., Speake B.K., Noble R.C., Mezes M., 1999. Species-specific differ-
ences in the fatty acid profiles of lipids of the yolk and of the liver of the chick. J. Sci.
Food Agric., 79: 733-736.

260



Ann. Fac. Medic. Vet. di Parma (Vol. XXIII, 2003) - pag. 261 - pag. 269

ALLERGIA ALIMENTARE PER CONSUMO DI PRODOTTI DI
ORIGINE ANIMALE: STATO DELL’ARTE

Pizzin' G., Bentley S.!, Maggi'E.

Introduzione

L’incidenza delle allergie alimentari ¢ in aumento nelle nazioni industrializ-
zate. Le ragioni di tale fenomeno sono state ricondotte a diversi fattori: il consumo di
nuovi prodotti (Moneret-Vautrin et al., 1997), I’evoluzione delle tecniche di produ-
zione degli alimenti e 1’incremento della sensibilita ad allergeni dei pollini che ha
portato ad un incremento delle reazioni crociate con gli alimenti (Jaffuel et al., 1996).

La percezione delle allergie alimentari da parte dell’opinione pubblica ¢ di-
versa da quella dei medici; infatti il manifestarsi di reazioni secondarie agli alimenti &
spesso considerato come evento di natura allergica, quando in realta rappresenta per
lo pitt un’intolleranza o una semplice avversione per un alimento. Recenti sondaggi
dimostrano che circa il 20% della popolazione adulta ritiene di avere allergie alimen-
tari ma, quando si compiono valutazioni approfondite, si evidenzia che solo nell’1-
2% dei casi la diagnosi sia corretta (Bousquet et al., 1998). Studi condotti finora docu-
mentano un’incidenza di allergia alimentare pari all’1-2% nell’adulto e al 2-8% nel
bambino (Jaffuel et al., 2001; Kimber et al., 2002). Questo dato di riferimento sembra
comunque essere sottostimato, per una oggettiva difficolta diagnostica.

La comunita scientifica ha portato ormai da tempo 1’attenzione su questa
materia, che solo recentemente ¢ stata riconosciuta come problema di sanita pubblica,
e attualmente le allergie alimentari sono oggetto di attivita normativa sia a livello
comunitario sia extracomunitario.

Definizione di allergia

Il termine “allergia” ¢ stato definito gia nel 1906 da Von Piquet come la
capacita dell’organismo di reagire specificatamente in maniera diversa. La risposta
“diversa” puo essere sia una risposta protettrice (risposta immunitaria) sia patologica.

Questo significa che I’esposizione di un soggetto ad un allergene ¢ necessa-
ria per stimolare il suo sistema immunitario. In senso generale, I’allergia ¢ dunque un
meccanismo immunitario ‘“normale” di difesa dell’ organismo; cio testimonia che questo
reagisce contro tutti gli elementi che gli sono estranei. Se non reagisse, inoltre, sareb-
be vittima di tutti i batteri, virus e parassiti con cui venisse in contatto.

Sotto il termine generico di allergie ed ipersensibilita alimentari vengono

! Sezione di Ispezione Alimenti di origine animale - Facolta di medicina Veterinaria - Universita degli
Studi di Parma
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incluse diverse entita cliniche che hanno in comune un’anomala o esagerata risposta
immunologica a specifiche proteine alimentari, con conseguenti diverse manifesta-
zioni cliniche (Sampson, 1999). Purtroppo il termine “allergia alimentare” viene im-
piegato in modo improprio, anche per indicare reazioni agli alimenti dovute a difetti
metabolici, carenza di enzimi intestinali, effetti tossici (Vigi et al., 2000). Negli ultimi
anni, grazie alle recenti acquisizioni scientifiche, ¢ stata uniformata la terminologia
impiegata nella letteratura medica internazionale circa la corretta definizione di tutte
quelle manifestazioni cliniche che propriamente o impropriamente vengono definite
come allergia alimentare (Bjorksten, 2001; Bousquet et al., 1997), che si riporta:

Allergia-Ipersensibilita Alimentare (Food allergy-hypersensibility): rea-
zione immunologica conseguente all’ingestione di un alimento o di un additivo ali-
mentare. Spesso tale termine ¢ ritenuto sinonimo di reazione IgE mediata; cio ¢ vero
in molti casi, anche se altri meccanismi immunologici possono essere coinvolti.

Anafilassi alimentare (food anaphylaxis): reazione sistemica ad un ali-
mento o ad un additivo alimentare, IgE mediata, che coinvolge particolari mediatori
chimici.

Intolleranza alimentare (food intolerance): termine generico che indica la
presenza di una risposta anomala ad un alimento o ad un additivo alimentare, in cui
mancano i riscontri di un meccanismo immunitario, ma che chimicamente si avvicina
alla reazione della ipersensibilita.

Reazione avversa (adverse reaction): termine generico che definisce una
risposta clinica abnorme ad un alimento o ad un additivo alimentare.

Reazione idiosincrasica risposta quantitativamente abnorme ad un alimen-
to che si discosta dalle risposte farmacologiche o fisiologiche, non legata a meccani-
smi immunitari, ma che somiglia alle reazioni di ipersensibilita.

Reazione metabolica: reazione che dipende da un’interazione negativa di
un alimento o un additivo alimentare sul metabolismo di un individuo.

Reazione farmacologica: effetto di tipo farmacologico legato ad una so-
stanza naturale o chimica presente negli alimenti.

Tossicita alimentare: azione diretta di un alimento o di un additivo alimen-
tare, senza il coinvolgimento dei meccanismi immunitari; le tossine possono essere
contenute negli alimenti o prodotte da microrganismi che li contaminano (Vigi et al.,
2000).

L’allergia alimentare, quindi, ¢ fondata su un meccanismo immunitario, a
volte semplice, a volte pitt complesso: un elemento estraneo (antigene o allergene)
provoca da parte dell’organismo una reazione immunitaria (sintesi di un anticorpo o
stimolazione di cellule immunocompetenti).

Nel 1963, due immunologi britannici, Gell e Coombs, hanno proposto una
classificazione delle manifestazioni di ipersensibilita che, anche se troppo schematica
e leggermente inesatta, ¢ ancora molto utilizzata (Jaffuel et al., 2001) e che le ripartisce
in quattro tipi:

Tipo I: corrisponde all’ipersensibilita immediata (o anafilattica); questo tipo di aller-
gia ¢ IgE mediata, con liberazione di mediatori chimici, preformati o di neosintesi, da
mastociti e di basofili. Insorge in 2-30 minuti dall’ingestione dell’alimento
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Tipo II: prevede una reazione citotossica anticorpo-mediata; gli anticorpi IgG o IgM
reagiscono con antigeni presenti sulla superficie cellulare, con attivazione del com-

plemento e distruzione della cellula coinvolta. Insorge dopo 5-6 ore.

Tabella I - Classificazione delle reazioni di ipersensibilita secondo Gell e Coombs
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Tipo III : reazione mediata da immuno-complessi; formazione negli spazi extracellulari
di complessi antigene anticorpo (IgG o IgM) che si depositano in vari tessuti con
attivazione del complemento e successiva reazione infiammatoria. Insorge dopo 2-8
ore.

Tipo IV: ipersensibilita cellulo-mediata; interazione fra antigeni tissutali e linfociti
TDHTH con liberazione di citochine che attivano i macrofagi o linfociti Tc, mediatori
del danno tissutale. Insorge dopo 24-72 ore (Vigi et al., 2000).

La nozione di reazione legata all’ingestione di un alimento risale a pitt di 2000 anni
fa; fu Ippocrate a documentare i primi casi di allergia al latte.

Alimenti coinvolti

Come giaricordato, il problema delle allergie alimentari ¢ noto da moltissimo
tempo; il mondo scientifico ¢ stato piu volte chiamato a rispondere sulle cause e
soprattutto sugli alimenti responsabili di tali allergie; un documento ufficiale che
riassumesse tali conoscenze ¢ stato redatto, nel Novembre 1995, da una Commissione
di esperti della FAO. La lista degli alimenti considerati ¢ attualmente utilizzata dalla
Commissione del Codex Alimentarius per I’etichettatura dei prodotti alimentari.

Il suddetto documento (Report of the FAO, Roma 1995) contiene la lista di 8
classi di alimenti “potenzialmente patogeni’ quali:

Orzo, avena, grano, triticale e prodotti derivati (compresi glutine e amido).
Crostacei, frutti di mare e prodotti derivati;

Uova e ovoprodotti;

Pesce e prodotti a base di pesce;

Legumi, piselli, arachidi, soia e prodotti derivati;

Latte e prodotti a base di latte;

Sulfiti in concentrazioni maggiori di 10 mg/kg;

Nocciole, semi di papavero, semi di sesamo e prodotti derivati.

Questa lista, naturalmente, ¢ ritenuta come un punto di partenza per tutta una
serie di considerazioni e aggiornamenti che gia sono stati apportati dalla commissione
europea per le allergie alimentari: International Life Sciences Institute (ILSI Europe
Food Allergy Task Force), che ha gia aggiunto alla lista altri alimenti quali il sedano e
i Prunoideae (pesca, susina, albicocca, ciliegia, mandorla); la nuova lista pubblicata
recentemente ¢ contenuta nell’allegato /11 bis della Direttiva 2003/89/CE.

Questa commissione inoltre sta valutando la possibilita di stabilire dei valori
soglia dei cibi allergenici, e di stabilire se le lavorazioni dei prodotti possono modificare
il potere allergenico dei cibi (Bousquet et al., 1998).

Naturalmente accanto a questi cibi, dei quali ¢ stato dimostrato il potere
allergenico, effettuato prevalentemente con un test di provocazione in doppio con un
placebo positivo (Bousquet et al., 1998), ve ne sono molti altri. Possiamo affermare
che tutti i cibi possono, potenzialmente, provocare una reazione allergica anche se,
come detto sopra, poche classi di cibi sono risultate responsabili della maggioranza
delle allergie alimentari finora diagnosticate (Hugh et al., 2003).

Tra gli alimenti di origine animale sono stati recentemente segnalati numerosi
casi di allergie alimentari, che finora non erano state evidenziate, dovute a: carne di
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maiale (Atanaskovic-Markovic et al., 2002), carne di manzo, (Orhan e Sekerel, 2003;
Fiocchi et al., 1995; Martelli et al., 2002), carne di rana (Hilger et al., 2002; Romano
et al., 2000) e carne di ovino (Fiocchi et al, 1995).

Allo stato attuale, dalle indagini epidemiologiche, emerge che, tra gli alimenti
di origine animale, 5 classi sono responsabili del 90% delle allergie alimentari: il latte
e derivati, le uova, il pesce, i crostacei e i molluschi (Bousquet et al., 1998).

Latte e derivati

L’intolleranza al latte vaccino ¢ stata accertata nel 2-5% dei bambini. Questa
intolleranza, riconducibile all’intolleranza al lattosio, non deve essere confusa con
una vera allergia al latte (IgE dipendente) che, da numerosi studi, sembra sostenuta
dalla caseina (afyy) (Bos d 8), dalle sieroproteine a-lactalbumina (Bos d 4) e f3-
lactoglobulina (Bos d 4) e dall’albumina (Bos d 7). La caseina ¢ considerata il piu
potente allergene in grado di provocare reazioni cutanee e la betaglobulina I’allergene
che da il piu alto numero di positivita ai test di provocazione. I processi di
pastorizzazione del latte non riducono 1’allergenicita delle proteine del latte vaccino
dato che la maggior parte degli allergeni ¢ resistente al calore e alla degradazione
proteolitica, mentre i trattamenti ad alta temperatura eliminano I’allergenicita di alcune
proteine. Le tecniche migliori per ridurre 1’allergenicita delle proteine alimentari sono
rappresentate dalla idrolisi enzimatica o, pitt ancora, da una combinazione di metodiche
di idrolisi associate al trattamento al calore e ad ultrafiltrazione. Nel latte vaccino le
proteine native sono gli allergeni pill frequenti, anche se i processi di trasformazione
alimentare possono crearne di nuovi. L’allergicita e I’antigenicita delle proteine del
latte vaccino risultano essenzialmente eta-dipendenti, in quanto la risposta allergica
alla componente proteica del latte tende, nella maggior parte dei casi, ad esaurirsi
proprio con I’eta (Vigi et al., 2000).

Uova

Gli studi sul potere allergenico di questo alimento si sono principalmente
soffermati sulla valutazione delle uova di gallina, dimostrando che 1’albume ha un
potere allergizzante maggiore rispetto al tuorlo, anche se si sono osservati pazienti le
cui IgE erano dirette contro quest’ultimo (Langeland, 1983).

I maggiori agenti allergizzanti dell’'uovo sono descritti nella tabella II.

Inoltre, nel tuorlo si ipotizza la presenza di un allergene, I’alfa—livitin, che
sembra il piu importante allergene dell’uovo introdotto per via inalatoria (Van
Toorenenbergen et al., 1994).
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Tabella II - Allergeni dell’uovo: nomenclatura secondo IUIS (in corsivo)

Codice Nome Organismo Allergene MW
F1 Albume d’uovo Gallus Domesticus
F233  Ovomucoide Gallus Domesticus Gal-d 1 28 KDa
F232  Ovoalbumina Gallus Domesticus Gal-d 2 44 KDa
F83-111 Conalbumina (Ag22),

ovotransferrina Gallus Domesticus Gal-d 3 78 KDa
F84-1V Lisozima Gallus Domesticus Gal-d4 14 KDa
F75  Tuorlo d’uovo liofilizzato Gallus Domesticus
F245 Uovo intero Gallus Domesticus

Da Poulsen et al., 2001

Pesce

In pit studi ¢ stata dimostrata 1’allergia alimentare sostenuta dalla carne di
pesce; sono stati identificati degli allergeni maggiori, che sono: (Gad c 1) allergene
maggiore del merluzzo, chiamato ancora allergene M (una parvoalbumina riscontrata
nel muscolo) (Elsayed et al., 1975) e (Sal s 1) allergene maggiore del salmone
(anch’esso una parvoalbumina). Entrambi sono all’origine di una reazione crociata
tra le varie specie di pesci ma anche con i prodotti derivati come il surimi.

Crostacei e molluschi

In queste classi di alimenti bisogna distinguere: crostacei, costituiti da
gamberetti, gamberi, aragoste, granchio, astice; molluschi bivalvi (vongole, ostriche,
cozze, conchiglie Saint-Jacques); gasteropodi, lumache di mare e cefalopodi quali
polipo, calamari, seppie. La reazione allergica ai gamberetti ¢ stata dimostrata pil
volte e I’allergene maggiormente implicato ¢ una proteina di 36 KDa (Pen i) che
deriva dalla tropomiosina. Questo antigene origina anche una reazione crociata IgE-
dipendente con altri crostacei e /o molluschi (Leung et al., 1996).

Per quanto riguarda i molluschi sono stati riportati casi di allergia dopo
ingestione di calamari (Carillo et al., 1992), balano e orecchia di mare, o addirittura
dopo semplice contatto olfattivo con gli stessi; ¢ tuttavia ancora da dimostrare la
responsabilita di questi alimenti nelle allergie alimentari.

Strumenti normativi per la tutela e I’informazione del consumatore allergico

La Commissione delle comunita europee, al fine di garantire una maggior
tutela della salute dei consumatori ed il diritto ad una corretta informazione, ha richiesto
il riesame della normativa in vigore, ossia la Direttiva 2000/13/CE del Parlamento
europeo e del Consiglio in materia di “ravvicinamento delle legislazioni degli Stati
membri concernenti I’etichettatura e la presentazione dei prodotti alimentari, nonché
la relativa pubblicita”. Il riesame della suddetta Direttiva si & reso necessario per
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regolamentare la problematica sulle allergie alimentari, di interesse sempre piu attuale,
visto il numero crescente di soggetti che rivelano tale affezione e di cibi coinvolti.

Il lavoro della Commissione si ¢ concluso con I’emanazione della Direttiva
2003/89 del 10 Novembre 2003, dove si precisa la necessita di una corretta informazione
al consumatore finale circa la composizione degli alimenti (per evitare che il sempre
maggior numero di persone affette da allergia alimentare possa avere “ansia da
alimento”), evitando in etichetta, presentazione e pubblicita tutte quelle formule che
potrebbero lasciare dubbi circa I’effettiva composizione; appare ad esempio evidente,
come 1’attuale enunciato in etichetta “pud/potrebbe contenere” riferito a ingredienti
potenzialmente allergici (benché coerente con le finalita di informazione del
consumatore) debba, con 1’acquisizione di nuove conoscenze scientifiche e di
conseguenti azioni volte alla gestione del rischio, essere superato da informazioni
sempre pil precise.

Il Comitato scientifico, ancora in questa Direttiva, afferma che “I’incidenza
delle allergie alimentari ¢ tale che esse condizionano la vita di numerose persone,
provocando malattie di cui alcune sono benigne, ma altre possono anche rivelarsi
mortali”. Lo stesso Comitato, riconoscendo ancora negli additivi, nei coadiuvanti
tecnologici e nelle altre sostanze di cui all’art. 6, paragrafo 4, lettera a) della Direttiva
2000/13/CE effetti allergenici, invita i produttori ad una precisa, puntuale e completa
etichettatura.

Un passo normativo senz’altro importante questo, che riconosce le allergie
alimentari quale problema di salute pubblica. Sara pero necessario puntualizzare questo
primo passo normativo con 1’aiuto di monitoraggi, corretta diagnosi e coordinamento
con il mondo scientifico, giuridico e produttivo se si vorranno raggiungere gli obbiettivi
che questa Direttiva si ¢ prefissata.

Conclusioni

In tema di sicurezza alimentare le allergie sono sempre pill considerate, sia
dal mondo scientifico, sia giuridico. Le cause che hanno determinato questa attenzione
sono molteplici: I’accresciuta sensibilita individuale del consumatore verso molti
alimenti, la maggiore varieta di prodotti proposti dal mercato, ’affinarsi delle tecniche
diagnostiche sulle allergie alimentari hanno portato ad individuare un sempre maggior
numero di consumatori, specialmente nella fascia dell’infanzia, affetti da questo tipo
di patologia.

La valutazione ed il monitoraggio di questo rischio si stanno sempre pill
definendo grazie ad un insieme di fattori: un’accresciuta attenzione e consapevolezza
del consumatore verso cid che mangia e che sempre pil “teme”, una sempre maggior
sensibilita del medico, che riesce a diagnosticare piu agevolmente di prima una
probabile allergia alimentare infine maggiori conoscenze scientifiche, che riescono
ad individuare e riconoscere gli allergeni responsabili di tali manifestazioni cliniche.

Naturalmente le conoscenze acquisite sono ancora davvero esigue a fronte
degli innumerevoli quesiti circa la corretta identificazione degli allergeni, la dose soglia
responsabile di allergia, gli effetti delle nuove tecnologie di produzione sui componenti
dei cibi e ancora I’introduzione dei cibi prodotti con Organismi Geneticamente
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Modificati.

In questo momento storico sembra quasi che alimentarsi non sia pil un piacere,
ma stia diventando una “timorosa’” necessita. Per allontanare ogni apprensione da
questo momento della vita, sara necessario fornire al consumatore ogni tranquillizzante
ragguaglio scientifico anche in tema di allergie alimentari.

Key words: Food allergy, food of animal origin, labelling.
Mots Clés: Allergie alimentaire, aliments d’origine animale, Iégislation.
Parole Chiave: Allergia alimentare, alimenti di origine animale, normativa

Riassunto

Le allergie alimentari sono diventate sempre pill oggetto di attenzione negli ultimi
anni da parte della comunita scientifica, a causa del continuo aumento dei casi registrati,
tanto che anche i recenti sviluppi normativi prendono in esame quella che fino a poco
tempo fa era considerata una categoria di consumatori marginale. Gli Autori
puntualizzano lo stato delle conoscenze scientifiche sul determinismo dei fenomeni
allergici legati al consumo di alimenti di origine animale e la legislazione attualmente
in vigore ai fini della prevenzione del rischio e I’'informazione del consumatore.

Abstract

Food allergies have become more and more a matter of concercn throughout the last
few years, due to the steep increase in their prevalence, the role of new food technolo-
gies and the interest for food—related risk analysis in selected groups of consumers.
The Authors highlight the scientific state-of-the-art in regard of allergies related to
consumption of food of animal origin, as well as European law currently in force in
regard of food labelling and consumers’information.

Résumé

Les allergies alimentaires représentent, des plus en plus, un sujet important pour la
santé.

L’incidence de I’allergie alimentaire est en augmentation et maintenant la 1égislation
européen a consideré ce probleme aves 1’objectif de la prevention du risque parmi des
renseignements précis au consumateur. Les auteurs ont envisagé le probleme relati-
vement aux aliments d’origine animale.
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LE INFEZIONI DELLE VIE URINARIE IN CANI E GATTI
CON DEFICIT NEUROLOGICI DELLA MINZIONE
CONSEGUENTI A LESIONI DEL MIDOLLO SPINALE O
DELLA CAUDA EQUINA

De Risio L., Ossiprandi M.C., De Razza P., Venzi C.

RIASSUNTO
LE INFEZIONI DELLE VIE URINARIE IN CANI E GATTI CON DEFICIT
NEUROLOGICI DELLA MINZIONE CONSEGUENTI A LESIONI
DEL MIDOLLO SPINALE O DELLA CAUDA EQUINA.
In medicina umana, la letteratura internazionale ha approfondito la problematica cor-
relazione tra SCI e insorgenza di UTI, studiando la patogenesi, 1’epidemiologia, i
fattori di rischio, i batteri pill frequentemente coinvolti e la profilassi di queste infe-
Zioni.
In letteratura veterinaria, le informazioni relative ad incidenza, fattori di rischio e
profilassi delle UTT in cani e gatti con SCI sono piuttosto limitate.
Lo scopo del presente lavoro ¢ stato quello di valutare la prevalenza di UTI in cani e
gatti affetti da lesioni del midollo spinale e della cauda equina, di gravita tale da cau-
sare deficit neurologici della minzione.
Sono stati inclusi nello studio 27 cani e 7 gatti esaminati dal Novembre 2001 al Di-
cembre 2003 per lesioni al midollo spinale associate a disturbi della minzione. Tutti i
pazienti sono stati sottoposti ad esame neurologico e a diverse indagini collaterali.
Particolare attenzione ¢ stata posta all’esame batteriologico dell’urina.
Nella nostra casistica, le UTI si sono verificate in circa la meta dei soggetti inclusi
nello studio. Il pattern di specie batteriche isolate, complessivamente e considerando
anche le recidive, ¢ rappresentato da Enterococcus (37,5%), Escherichia coli (25%),
Pseudomonas aeruginosa (25%) e Proteus mirabilis (6,25%). Questi risultati sono
analoghi a quanto riportato in medicina umana.
I risultati ottenuti hanno evidenziato una stretta correlazione tra SCI e UTI nei cani e
nei gatti. Si pud concludere che una diagnosi precoce e una corretta gestione della
vescica nel paziente neurologico con deficit della minzione sono di fondamentale
importanza al fine di ridurre 1’incidenza delle infezioni del tratto urinario e consentire
il percorso riabilitativo.

SUMMARY
UTI IN DOGS AND CATS WITH NEUROLOGICAL MICTURITION DISOR-
DERS CAUSED BY SPINAL CORD OR CAUDA EQUINA INJURIES.

In human medicine the international literature has examined the correlation between
SCI and UTI, studying the pathogenesis, the epidemiology, the risk factors, the most
frequently involved bacteria and the prophylaxis of these infections.

In veterinary literature there is few information on the incidence, risk factors and
prophylaxis of UTT in dogs and cats with SCI.
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The purpose of this study was to assess the prevalence of UTI in dogs and cats with
spinal cord or cauda equina injuries causing neurological deficits of micturition.

27 dogs and 7 cats with neurological disorders of micturition secondary to spinal cord
or cauda equina disease were included in the study. All cases were examined from
November 2001 to December 2003. All patients underwent general physical and neu-
rological examination, urine colture and sensitivity, and several diagnostic procedures.
In our case series UTI occurred in almost half of the cases. The pattern of bacterial
species isolated, including recurrence, showed a frequency of Enterococcus (37.5%),
Escherichia coli (25%), Pseudomonas aeruginosa (25%) and Proteus mirabilis
(6.25%). These results are similar to those reported in human medicine.

Our results show a close correlation between SCI and UTI in dogs and cats. We can
conclude that an early diagnosis and a correct management of the bladder in neuro-
logical patients with micturition disorders are very important to reduce the incidence
of UTL

RESUME
LES INFECTIONS DU TRAIT URINAIRE DES CHIENS ET DES CHATS AVEC
DES DEFICITS NEUROLOGIQUES DE LA MICTION CONSEQUENTS AUX
LESIONS DE LA MOELLE EPINIERE OU DE LA CAUDA EQUINA.
La littérature internationale de Médicine humaine a approfondi la corrélation problé-
matique entre le dommage de la moelle épiniere et le développement des infections
du trait urinaire, en étudiant la pathogénie, 1’épidémiologie, les facteurs de risque et
les bactéries les plus souvent impliquées et la prophylaxie de ces infections.
La littérature vétérinaire est plutdt limitée pour ce qui concerne I’incidence, les fac-
teurs de risque et la prophylaxie des infections du trait urinaire des chiens et des chats
avec un dommage de la moelle épiniere.
Le but de cette étude concerne la valutation de la prévalence des infections du trait
urinaire des chiens et des chats avec des 1ésions graves de la moelle épiniere et de la
cauda equina qui provoquent des déficits de la miction.
Dans I’étude on a comprit 27 chiens et 7 chats examinés depuis Novembre 2001 a
Décembre 2003 pour des 1ésions de la moelle épiniere associées aux troubles de la
miction. Tous les patients ont été soumits a I’examen neurologique et aux plusieurs
examens collatéraux. Surtout on a fait attention a I’examen bactériologique de 1’ urine.
Dans notre casuistique a peu pres la moitié des animaux inclus dans 1’étude a présenté
I’infection du trait urinaire. Les especes bactériennes isolées, comptant les récidives
aussi, mettent en évidence une prévalence d’Enterococcus (37,5%), Escherichia coli
(25%), Pseudomonas aeruginosa (25%) et Proteus mirabilis (6,25%). Ces résultats
correspondent a ce qui est porté dans la médecine humaine.
Les résultats obtenus ont mit en évidence une forte corrélation entre le dommage de la
moelle épiniere et les infections du trait urinaire dans les chiens et les chats. On peut
affirmer que un diagnostic précoce et une gestion correcte de la vessie du patient
neurologique avec un déficit de la miction est trés important pour réduire 1’incidence
des infections du trait urinaire et pour permettre le parcours de réhabilitation.
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PREMESSA

In medicina umana le infezioni delle vie urinarie (UTI- Urinary Tract Infec-
tion) costituiscono la seconda causa di morte nei pazienti affetti da lesioni del midollo
spinale (SCI- Spinal Cord Injury).''- 13- 18.26.35.3¢ In questi soggetti le UTI sono
caratterizzate da elevata morbilita e frequenti complicanze quali pielonefriti, nefriti e
setticemie.*® Uno studio condotto dall’Universita della California ha rilevato che il
57% dei pazienti con SCI manifestava UTI o batteriuria nell’anno successivo al trauma
spinale.'- 2 Le UTI, inoltre, interferiscono con i programmi di riabilitazione e
prolungano il tempo di ricovero, ostacolando il pieno recupero della funzionalita
urinaria nei soggetti che hanno subito un grave trauma spinale.'

In medicina umana la letteratura internazionale ha approfondito la problematica
correlazione tra SCI e insorgenza di UTI, studiando la patogenesi, I’epidemiologia, i
fattori di rischio, i batteri piu frequentemente coinvolti e la profilassi di queste
infezioni‘Z, 11-15, 18, 19, 24, 26, 35, 36, 38

In letteratura veterinaria, le informazioni relative ad incidenza, fattori di rischio
e profilassi delle UTI in cani e gatti con SCI sono piuttosto limitate.?-3*37
Prima di approfondire queste tematiche esponendo la nostra esperienza, riteniamo
opportuno fare una breve premessa sulla neurofisiologia della minzione.

La minzione ¢ un complesso meccanismo che permette 1’eliminazione
coordinata d’urina, in risposta ad una distensione graduale della vescica urinaria.* La
reazione della minzione ¢ regolata dall’attivita integrata del sistema nervoso autonomo
(Simpatico e Parasimpatico) e dal sistema nervoso somatico ed ¢ modulata da centri
nervosi superiori quali la corteccia cerebrale, il cervelletto e il ponte.* 3! Le lesioni del
midollo spinale di una certa gravita interrompono la possibilita da parte dei centri
superiori di controllare e coordinare I’attivita dei nervi Pelvico, Ipogastrico e Pudendo.
Il nervo Pelvico (Sistema Nervoso Parasimpatico) origina dai metameri spinali sacrali
S1-S2-S3. E’ costituito da fibre sensoriali che forniscono informazioni relative allo
stato di replezione della vescica e da fibre motorie che determinano la contrazione del
muscolo detrusore e un rilasciamento degli sfinteri uretrali.” Quando predomina
I’attivita del Parasimpatico si ha lo svuotamento della vescica (FASE DI
SVUOTAMENTO).*

Il nervo Ipogastrico (Sistema Nervoso Simpatico) origina dai metameri spinali
lombari L1-L4 nel cane e L2-L5 nel gatto. Le fibre nervose pre-gangliari sinaptano a
livello di ganglio mesenterico caudale da cui originano le fibre nervose post-gangliari
che forniscono 1’'impulso simpatico ai recettori adrenergici della parete vescicale
(recettori di tipo beta) e dello sfintere uretrale interno (recettori di tipo alfa).* 2531
Lattivazione dei recettori beta adrenergici determina un rilasciamento del muscolo
detrusore e I’attivazione dei recettori alfa adrenergici causa la contrazione dello sfintere
uretrale interno.’> Quando prevale 1’attivita del Simpatico si ha la FASE DI
ACCUMULO dell’urina in vescica.™!

L’innervazione somatica ¢ veicolata dal nervo Pudendo che origina dai metameri
spinali sacrali S1-S2-S3 ed innerva lo sfintere uretrale esterno mantenendone la
contrazione durante il riempimento vescicale ed il rilasciamento durante la fase di
svuotamento.’

Il normale svolgimento e 1’alternarsi della fase di accumulo e di quella di svuotamento
dipendono dall’integrita anatomica e funzionale di tutte la strutture nervose che regolano
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la minzione. '

Le lesioni del midollo spinale che causano alterazione della minzione si
distinguono in: lesioni da motoneurone superiore (MNS) e da motoneurone inferiore
(MNI). Le prime si localizzano tra il centro pontino della minzione ed il settimo
metamero spinale lombare (L7), le seconde coinvolgono i metameri spinali sacrali
S1-S2-S3 e/o le radici nervose che da essi originano e/o il nervo pelvico e il nervo
pudendo.’!

Nei pazienti con lesioni da MNS le vie sensoriali € motorie che trasmettono
rispettivamente afferenze ed efferenze tra il centro pontino della minzione e la vescica
sono interrotte, pertanto viene meno il controllo dei centri superiori sulla minzione.
La funzionalita del nervo pelvico rimane integra e, di conseguenza, il tono del muscolo
detrusore ¢ normale. La persistenza della funzionalita del nervo pudendo determina
un tono dello sfintere uretrale esterno normale o aumentato, a causa della mancata
inibizione dei centri superiori su un nervo somatico.??’

Nei pazienti con lesione da MNS D'incapacita di svuotare completamente la
vescica puo indurre una sovradistensione della parete vescicale. Se quest’ultima per-
siste per 1-2 settimane, si ha una rottura irreversibile delle giunzioni serrate tra le
fibrocellule del muscolo detrusore, con conseguente perdita di contrattilita ed elasticita
della parete vescicale.'”

Nei soggetti con lesioni da MNI si verifica la diminuzione o 1’assenza di contrazione
del muscolo detrusore ed una riduzione del tono degli sfinteri uretrali.* Dal punto di
vista clinico I’animale presenta incontinenza urinaria. La vescica si riempie e si svuota,
anche se non completamente, senza controllo volontario. Lo svuotamento manuale
della vescicarisulta di facile esecuzione. Minori sono le resistenze durante le manualita,
minore ¢ il tono dello sfintere uretrale esterno e quindi piu grave & la lesione.'®?"3!

Lo scopo del presente lavoro ¢ stato quello di valutare la prevalenza di UTI in cani e
gatti affetti da lesioni del midollo spinale e della cauda equina, di gravita tale da
causare deficit neurologici della minzione. Una particolare attenzione ¢ stata rivolta
al follow up a lungo termine di tutti i pazienti inclusi nel nostro studio al fine di
valutare I’andamento di tali infezioni (eventuali recidive, reinfezioni o superinfezioni).

MATERIALI E METODI

Sono stati inclusi nel nostro studio 34 pazienti con lesioni del midollo spinale o della
cauda equina associate a disturbi neurologici della minzione, esaminati presso la
Sezione di Clinica Chirurgica Veterinaria e Medicina d’Urgenza dell’Universita degli
Studi di Parma dal Novembre 2001 al Dicembre 2003.

Dei 34 soggetti, 27 erano cani (20 maschi e 7 femmine) e 7 gatti (3 maschi e 4 femmine).
L’eta media dei cani era di 6,3 = 3,5 anni, quella dei gatti 1,3 = 0,8 anni.

I cani appartenevano alle seguenti razze: 9 meticci, 4 Bassotti, 4 Pastori Tedeschi, 1
Maltese, 1 Bichon Frisé, 1 Shih-tzu, 1 Barbone, 1 Segugio, 1 Lagotto Romagnolo, 1
Cocker Americano, 1 Bovaro del Bernese, 1 Dalmata ed 1 Boxer. I gatti erano tutti di
razza Europea.

Alla prima visita clinica ¢ stato effettuato il segnalamento dell’animale ed ¢ stata
raccolta un’anamnesi accurata, prestando particolare attenzione al controllo volontario
della minzione ed alle modalita con cui era stata gestita una eventuale disfunzione.
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Inoltre tutti i pazienti sono stati sottoposti ad accurato esame obiettivo generale ed a
visita neurologica.
Dei 27 cani inclusi nello studio, 19 presentavano deficit neurologici caratteristici di
una mielopatia traversa del tratto T3-L3 (TAB.1.A. casi 1-19) e 8 presentavano deficit
neurologici localizzabili a livello L4-S3 (TAB.1.B. casi 20-27).

TAB.1.A. Cani con localizzazione neurologica T3-L3

Caso n. Segnalamento Deficit motorio AP Minzione
1 Bassotto, A 6, M Paraparesi deambulatoria Lieve deficit da MNS

2 meticcio, A 4, M Paraparesi non deambulatoria Parziale deficit da MNS
3 Maltese, A 6, M Paraplegia Vescica da MNS

4 Bassotto, A 6, F Paraplegia Vescica da MNS

5 Bichon Frise , A 5, M Paraplegia Vescica da MNS

6 Shih-tzu, A 3, M Paraplegia Vescica da MNS

7 Bassotto, A 6, M Paraplegia Vescica da MNS

8 meticcio, A 4, M Paraplegia Vescica da MNS

9 Bassotto, A 5, M Paraplegia Vescica da MNS

10 meticcio, A 4, M Paraplegia Vescica da MNS

11 Cocker A,A3,F Paraplegia Vescica da MNS

12 Pastore T, A 8§, M Paraparesi deambulatoria Vescica da MNS

13 Pastore T,A 6, M Paraparesi deambulatoria* Normale*

14 Pastore T, A 6, M Paraplegia Vescica da MNS

15 Pastore T, m3, F Paraplegia Vescica da MNS (riflessa)
16 meticcio A 6, M Paraplegia Vescica da MNS

17 Lagotto, A 14, M Paraplegia Vescica da MNS

18 meticcio, A 8§, M Paraplegia Vescica da MNS

19 Bovaro, A 3, F Paraplegia Vescica da MNS

Legenda: A= anni, m=mesi, M= maschio, F= femmina, AP= arti pelvici, MNS= motoneurone

superiore

*questo soggetto successivamente ha sviluppato paraplegia e vescica da MNS

TAB.1.B. Cani con localizzazione neurologica L4-S3

Caso n. Segnalamento Deficit motorio AP Minzione

20 meticcio, A 16, M Paraparesi deambulatoria Vescica da MNI
21 meticcio, m 10, F Paraparesi non deambulatoria | Vescica da MNI
22 Segugio, A 2, M Paraparesi non deambulatoria | Vescica da MNI
23 meticcio, A 4, M Paraplegia Vescica da MNI
24 meticcio, A 12, M Paraplegia Vescica da MNI
25 Dalmata, A7, F Paraparesi deambulatoria Vescica da MNI
26 Barbone, A 8, M Paraparesi non deambulatoria | Vescica da MNI
27 Boxer, A 4, F Paraplegia Vescica da MNI

Legenda: A= anni, m= mesi, M= maschio, F= femmina, AP= arti pelvici, MNI= motoneurone inferiore
Uno dei 7 gatti (caso 34) evidenziava mielopatia traversa T3-L3, con andatura spinale
e vescica da MNS, mentre gli altri 6 presentavano deficit neurologici localizzabili a
livello (L7)-S1-S2-S3 e coccigeo (TAB.1.C. casi 28-33).
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TAB.1.C. Gatti con localizzazione neurologica L7-S3

Caso n. Segnalamento Deficit motorio AP | Minzione

28 gatto Europeo, A 3, M — Parziale deficit da MNI
29 gatto Europeo, m §, M — Vescica da MNI

30 gatto Europeo, A 1, M — Vescica da MNI

31 gatto Europeo, A 1, F — Vescica da MNI

32 gatto Europeo, m 8, F — Vescica da MNI

33 gatto Europeo, A 1, M Paraplegia Vescica da MNI

Legenda: A= anni, m=mesi, M= maschio, F= femmina, AP= arti pelvici, MNI= motoneurone inferiore

In tutti i soggetti inclusi nello studio sono stati effettuati i seguenti accertamenti:
esame emocromocitometrico, profilo biochimico, urocoltura previo prelievo di urina
mediante cistocentesi o cateterismo sterile, e radiografie dirette. L’esame chimico-
fisico delle urine ¢ stato effettuato in diversi soggetti e spesso ripetuto nel periodo di
follow up. Gli accertamenti batteriologici sulle urine sono stati effettuati presso la
Sezione di Microbiologia ed Immunologia Veterinaria. Inoltre, quando indicato, sono
stati effettuati I’analisi del liquido cefalorachidiano, la mielografia e la TAC. Nel gruppo
dei cani con localizzazione neurologica T3-L3 ¢ stata fatta diagnosi di: estrusione
discale in 3 meticci (casi 2, 8, 10), 4 Bassotti (casi 1, 4, 7, 9), 1 Maltese (caso 3), 1
Bichon Frisé (caso 5), 1 Cocker americano (caso 11) ed 1 Shih-tzu (caso 6); di
protrusione discale nei 3 Pastori Tedeschi (casi 12-14); di frattura e sublussazione
vertebrale in 1 Pastore Tedesco (caso 15), 2 meticci (casi 16, 18) ed 1 Lagotto (caso
17); di neoplasia della guaina nervosa (NST) in 1 Bovaro del Bernese (caso 19). In
base alla diagnosi definitiva, alla prognosi ed alla volonta del proprietario questi soggetti
sono stati sottoposti a trattamento o ad eutanasia (TAB.2.A.)

TAB. 2.A. Cani con localizzazione neurologica T3-L3: diagnosi e trattamento

Caso n.| Diagnosi Trattamento

1 Estrusione discale T12-13 Emilaminectomia T12-T13 e fenestrazione

2 Estrusione discale T11-T12 Emilaminectomia T11-T12 e fenestrazione

3 Estrusione discale T13-L1 Emilaminectomia T13-L1 e fenestrazione

4 Estrusione discale T12-T13 | Emilaminectomia T12-T13 e fenestrazione

5 Estrusione discale L1-L2 Emilaminectomia T13-L1-L2 e fenestrazione
6 Estrusione discale L1-L2 Emilaminectomia L1-L2 e fenestrazione

7 Estrusione discale T13-L1 Emilaminectomia T13-L1 e fenestrazione

8 Estrusione discale T12-T13 Emilaminectomia T12-T13, T13-L1 e fenestr.
9 Estrusione discale T12-T13 | Emilaminectomia T12-T13 e fenestrazione
10 Estrusione discale T11-T12 | Emilaminectomia T11-T12 e fenestrazione

11 Estrusione discale T13-L1 Emilaminectomia T13-L1 e fenestrazione

12 Protrusione discale L2-1.3 Emilaminectomia L2-1.3

13 Protrusione discale L1-L2 Emilaminectomia L1-L2

14 Protrusione discale L1-1.2 *

15 Lussazione T10-T11 *

16 Sublussazione T12-T13 Riduzione e stabilizzazione della sublux.*

17 Frattura corpo vertebr. T12 *

18 Sublussazione T13-L1 Conservativo

19 NSTL2 *

Legenda: NST= Nerve Sheath Tumor, neoplasia della guaina nervosa. * Eutanasia
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Caso 14: a causa della gravita e della cronicita della compressione midollare la prognosi
variava dal riservato all’infausto ed il proprietario ha optato per 1’eutanasia.

Caso 15: 1l cane ¢ stato sottoposto ad eutanasia in quanto la lesione del midollo spinale
risultava irreversibile per gravita e cronicita. Inoltre il cane presentava gravi contratture
muscolo-tendinee ed articolari conseguenti all’immobilita prolungata.

Caso 16: dopo I’intervento chirurgico il cane non ha mai recuperato la sensibilita
profonda, ma ha iniziato a sviluppare andatura spinale e vescica riflessa. Purtroppo, a
causa delle notevoli cure di cui il cane aveva bisogno, il proprietario ne ha richiesto
I’eutanasia 4 mesi dopo I’intervento.

Caso 17: I’eta avanzata associata alla gravita e alla cronicita della lesione midollare
secondaria a frattura vertebrale patologica da sospetta neoplasia hanno indotto il
proprietario a richiedere I’eutanasia.

Caso 19: data la gravita e la cronicita del deficit neurologico e delle relative complicanze
(cistite emorragica, grave epatopatia da steroidi, probabile setticemia) il proprietario
ha optato per I’eutanasia. La diagnosi definitiva di NST ¢ stata ottenuta mediante
esame necroscopico che, inoltre, ha confermato la gravita delle lesioni secondarie
epatiche, renali e vescicali.

Nel gruppo dei cani con localizzazione neurologica L4-S3 (casi 20-27) &
stata fatta diagnosi di: frattura e/o sublussazione vertebrale in 4 meticci (casi 20, 21,
23, 24) e in 1 Segugio (caso 22) e di neoplasia vertebrale primaria (esame
istopatologico) in 1 Dalmata (caso 25). Il Barbone (caso 26), pur essendo affetto da
meningomielite (esito esame LCR), manifestava una sintomatologia neurologica
localizzabile prevalentemente a livello L4-S3 e pertanto ¢ stato inserito in questo
gruppo. Il Boxer (caso 27) presentava anch’esso un deficit neurologico localizzabile a
livello L4-S3, ma in questo soggetto non ¢ stato possibile raggiungere una diagnosi
definitiva in quanto il proprietario non ha autorizzato la mielografia. Le radiografie
dirette del rachide e del torace e 1’esame del LCR erano nella norma. Le diagnosi
differenziali piu probabili erano rappresentate da neoplasia spinale primaria o
secondaria e paratopia discale.

Anche in questo gruppo, eventuali ulteriori accertamenti ed il trattamento
sono stati effettuati in base alla prognosi ed alle disposizioni del proprietario (TAB.2.B.).

TAB.2.B. Cani con localizzazione neurologica L4-S3: diagnosi e trattamento

Caso n. Diagnosi Trattamento
20 Frattura corpo vertebrale L7 Laminectomia L7
21 Frattura e sublussazione L7 Riduzione e stabilizzazione della frattura
22 Frattura e sublussazione L7 Riduzione e stabilizzazione della frattura
23 Sublussazione L4-5 e frattura
corpo vert. L4 *
24 Sublussazione L3-4 e frattura
corpo vert. L4 *
25 Neoplasia vertebrale primaria LS *
26 Meningomielite Conservativo *
27 Non nota Conservativo *

Legenda: *= Eutanasia
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Casi 23 e 24: la prognosi infausta conseguente alla gravita e alla cronicita della lesione
spinale ha indotto i proprietari a scegliere 1’eutanasia. La necroscopia ha evidenziato
un’estesa emorragia dell’intumescenza lombo-sacrale.

Caso 25: il proprietario ha richiesto I’eutanasia a causa del progressivo peggioramento
del deficit neurologico e del forte sospetto diagnostico di neoplasia vertebrale primaria,
confermato poi mediante esame istologico.

Caso 26: a fronte di un ottimo recupero dell’attivita motoria volontaria dopo 1 settimana
di terapia medica, la persistenza di incontinenza urinaria ha indotto la proprietaria a
richiedere I’eutanasia per incapacita di gestione del deficit della minzione.

Caso 27: la scarsa disponibilita economica del proprietario ha impedito ’esecuzione
di pitt approfonditi accertamenti diagnostici. Il problema spinale ¢ stato gestito mediante
terapia medica con antibiotici ed antinfiammatori per 2 settimane. Il progressivo
peggioramento del quadro clinico (perdita della sensibilita profonda) ha spinto il
proprietario a richiedere I’eutanasia.

Nel gruppo dei gatti, il paziente con mielopatia trasversa T3-L3 (caso 34)
aveva subito un grave trauma spinale (probabile concussione/ contusione) 6 mesi prima.
Le radiografie dirette non evidenziavano lussazioni o fratture vertebrali. Nei soggetti
che localizzavano a livello lombo-sacrale e/o sacro-coccigeo (TAB.2.C. casi 28-33) ¢
stata fatta diagnosi di: frattura del sacro in 3 gatti (casi 29, 30, 31); di lussazione
sacro-coccigea nel caso 28, di frattura-sublussazione L7-S1 nel caso 32 e di lussazione
delle vertebre L4- L5 nel caso 33.

TAB.2.C. Gatti con localizzazione neurologica L7-S3: diagnosi e trattamento

Caso n. Diagnosi Trattamento
28 Lussazione sacro-coccigea Amputazione coda
29 Frattura sacro Conservativo
30 Frattura fisi caudale S3 Amputazione coda
31 Frattura inveterata sacro Conservativo
32 Frattura-sublussazione L7-S1 Conservativo
33 Lussazione inveterata L4-L5 Conservativo

Nel nostro studio particolare attenzione ¢ stata rivolta all’esame batteriologico
delle urine, effettuato almeno una volta in ciascun soggetto e ripetuto come
monitoraggio della terapia o in caso di recidiva.

Nella maggior parte dei pazienti I'urina ¢ stata prelevata mediante cistocentesi,
metodica che, se eseguita nel rispetto delle condizioni di asepsi, minimizza il rischio
di contaminazione del campione.® ' Soltanto nei casi in cui la cistocentesi risultava
rischiosa per I’animale si ¢ fatto ricorso al prelievo d’urina mediante cateterismo.

I campioni di urina sono stati recapitati al laboratorio immediatamente dopo il prelievo
ed esaminati entro un’ora.

Indagini microbiologiche

A. Esame colturale

Ciascun campione di urina ¢ stato sottoposto ad esame a fresco al microscopio a
contrasto di fase (100x) con la finalita di valutare approssimativamente la carica
batterica. Cio allo scopo di meglio interpretare eventuali reperti negativi all’esame
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colturale dovuti all’azione inibente da parte di residui di antibiotici utilizzati nella
terapia dell’animale.

Successivamente, i campioni sono stati diluiti da 10" a 10 in soluzione
fisiologica; ciascuna diluizione ¢ stata seminata per spatolamento su piastre di agar
TSA (Oxoid) e McConkey (Oxoid). Le piastre sono state incubate a 37 °C per 24 ore
e quindi si & proceduto al conteggio delle Unita Formanti Colonia (UFC).

L’identificazione di specie dei ceppi, previo ottenimento in coltura pura, ¢
stata eseguita valutando dapprima 1’affinita tintoriale alla colorazione di Gram e la
produzione di ossidasi e catalasi. Per i Gram positivi riportabili al genere Streptococ-
cus I’identificazione di specie ¢ avvenuta attraverso il sistema API20 Strep (Bio-
Meérieux), mentre nel caso dei Gram negativi si ¢ fatto riscorso al sistema API20 E
(Bio-Mérieux).

Il saggio di sensibilita agli antibiotici ¢ stato effettuato con la tecnica della
diffusione in agar con la metodica classica. Sono stati saggiati i seguenti antibiotici:
Amoxicillina (AML), Ampicillina (AMP), Carbenicillina (CAR), Penicillina (P), Acido
Clavulanico e Amoxicillina (AMC), Cefazolina (KZ), Cefotaxime (CTX), Tetraciclina
(TE), Amikacina (AK), Gentamicina (CN), Kanamicina (K), Neomicina (N),
Streptomicina (S), Bacitracina (B), Claritromicina (CLR), Lincomicina (MY),
Polimixina B (PB), Sulfametoxazolo (RL), Trimethoprim (W), Ciprofloxacina (CIP),
Acido Nalidixico (NA), Eritromicina (E), Cloramfenicolo (C), Metronidazolo (MTZ).
I ceppi sono stati classificati come resistenti (R), sensibili (S) o intermedi (I) secondo
quanto descritto in letteratura.'

B. Valutazione dell attivita inibente.

Ciascun campione d’urina ¢ stato sottoposto alla ricerca di residui di antibiotici mediante
il sistema PAR-test (Diesse), basato sulla particolare sensibilita di spore di Bacillus
subtilis ad un’ampia gamma di principi attivi.

RISULTATI

Dei 34 pazienti inclusi nello studio, 19 (15 cani e 4 gatti) sono risultati negativi
alla prima urocoltura (casi 2-9, 12, 13, 21-24, 26, 29-31, 33), mentre per i restanti 15
(12 cani e 3 gatti) I’esame batteriologico delle urine ha consentito 1’isolamento di
agenti appartenenti a specie diverse (Tab.3.).

Al gruppo dei soggetti negativi alla prima urocoltura apparteneva un Pastore
Tedesco (caso 13) affetto da protrusione discale cronica a livello L1-L2. Prima
dell’intervento chirurgico il paziente manifestava una grave paraparesi a mala pena
deambulatoria, conservava il controllo volontario della minzione e 1’urocoltura era
negativa. Nel post operatorio si ¢ verificato un peggioramento transitorio del deficit
neurologico, probabilmente dovuto al danno da riperfusione del midollo spinale e
sono subentrate paraplegia e vescica da MNS. Quest’ultima ¢ stata diagnosticata alla
visita di controllo presso la nostra struttura 10 giorni dopo I’intervento. Durante questo
lasso di tempo, i proprietari non si erano accorti che I’animale non era in grado di
svuotare completamente la vescica e pertanto il volume di urina residuo era molto
elevato. L'urocoltura effettuata ¢ risultata positiva, con isolamento di Enterococcus
faecium. Al test di sensibilita agli antibiotici, il ceppo in questione risultava sensibile
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a Bacitracina (B), Cloramfenicolo (C), Trimethoprim e Sulfametoxazolo (SXT),
Trimethoprim (W), Amoxicillina e Acido clavulanico (AMC), Gentamicina (CN) e
Claritromicina (CLR). La terapia antibiotica mirata ¢ stata effettuata mediante
I’associazione Amoxicillina ed Acido Clavulanico somministrati per via orale alla
dose di 12,5 mg/kg BID per 15 giorni. La vescica ¢ stata gestita mediante svuotamento
manuale (e, solo nelle fasi iniziali, cateterismo sterile intermittente) ogni 8 ore, con
manualitd sempre eseguite da personale medico specializzato. La rivalutazione del
paziente 1 mese dopo I’intervento chirurgico ha evidenziato un ottimo recupero
dell’attivita motoria degli arti pelvici e della minzione volontaria con completa
guarigione da UTI. La coordinazione degli arti posteriori ¢ ulteriormente migliorata
nei mesi successivi con un recupero quasi completo, la minzione si € sempre svolta
normalmente ed il cane non ha piu avuto problemi di UTI con un follow-up di 21
mesi.

Nei restanti 18 pazienti negativi alla prima urocoltura, ad eccezione del caso
33, il periodo intercorso tra I’insorgenza del deficit neurologico della minzione e
I’analisi batteriologica delle urine variava da 1 a 15 giorni, con una mediana di 3
giorni. Durante il suddetto periodo, tutti i soggetti sono stati sottoposti ad una corretta
gestione della vescica mediante svuotamento manuale ogni 8 ore. Soltanto i casi 3 e
22 sono stati cateterizzati sterilmente (rispettivamente 2 volte e 1 volta) prima del
nostro campionamento.

Nel gruppo dei pazienti positivi alla prima urocoltura il periodo intercorso
tra I’'insorgenza del deficit neurologico della minzione e 1’analisi batteriologica delle
urine variava da 2 giorni a 14 anni, con una mediana di 15 giorni. Le specie batteriche
isolate in questo gruppo di soggetti sono indicate nella Tabella 3, in cui vengono
elencati anche gli antibiotici risultati attivi, il tipo di deficit neurologico (vescica da
MNS o da MNI) e il regime di gestione della vescica nel periodo pre-diagnosi (ossia,
nel periodo intercorso tra 1’insorgenza del deficit neurologico della minzione e la
nostra prima visita).

Icasi 14, 15, 17, 19, e 25, a causa della gravita della patologia spinale, sono
stati sottoposti ad eutanasia il giorno stesso del campionamento. Nei restanti casi sono
stati attuati protocolli di terapia antibiotica mirata sulla base dei risultati del test di
sensibilita e in base a considerazioni riguardanti la farmacocinetica e la via di escrezione
del principio attivo. In tutti questi pazienti (tranne il caso 27, soppresso dopo 2 settimane
di terapia), il trattamento antibiotico ¢ stato effettuato per un periodo di 3 settimane e
spesso ¢ stato seguito da un’urocoltura di controllo a distanza di almeno 7 giorni
dall’ultima somministrazione del farmaco. L’esame batteriologico di controllo ha
consentito di rilevare la completa guarigione in tutti i casi trattati tranne 4 (casi 10, 11,
32, 34) in cui sono state riscontrate persistenza e/o recidive di infezioni delle vie
urinarie, talvolta con intervento di agenti (Proteus, Pseudomonas) di difficile
eradicazione ed antibiotico-resistenti (TAB.4.). In questi 4 casi il deficit neurologico
della minzione era grave, spesso associato ad incontinenza fecale (casi 11 e 32) e la
gestione della vescica non ¢ stata sempre ottimale (casi 11, 32 e 34) a causa della
durata del problema e delle difficolta operative dei proprietari. Il caso 10 inoltre, prima
di essere riferito al Dipartimento di Salute Animale della nostra Universita, era stato
trattato a lungo con farmaci corticosteroidi a dosi immunosoppressive.
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TAB.4. Recidive

Caso n. Isolamenti/gg dal I campionamento
10 Escherichia coli (giorno 0)
Pseudomonas aerug. (15 gg; 30 gg; 60 gg; 3 m; 8 m)
11 Pseudomonas aerug. (giorno 0)

Enterococcus faecium (1 m)

Enterococcus faecium+Pseudomonas aerug. (1,5 m)
Enterococcus faecium (2 m e 23 gg)
Pseudomonas aerug. (3,5 m)

Enterococcus faecalis (4,5 m; Sme 7 gg)

32 Pasteurella pneumoniae (giorno 0)
Enterococcus faecalis (10 m)

Proteus mirabilis (13 m)

Escherichia coli+Enterococcus faecium (15 m)
Enterococcus faecium (20 m)

34 Enterococcus faecalis (giorno 0)

Serratia odorifera (13 gg)

Enterococcus faecalis (4 me 9 gg)

Legenda: gg = giorni

m= mesi

In questi 4 soggetti con persistenza/ recidive di infezione delle vie urinarie
la terapia ¢ sempre stata attuata sulla base dei risultati del test di sensibilita, alle dosi
ottimali di ciascun principio attivo per la specie in questione (cane/gatto), per una
durata di 2-3 settimane.

Dei 15 cani che, alla prima visita clinica, presentavano paraplegia, vescica da
MNS e ritenzione urinaria, 8 risultavano positivi all’urocoltura. In particolare la cistite
era presente nei soggetti con sintomatologia neurologica piu grave e insorta da piu
tempo: 2-35 giorni (mediana: 5.5), contro un range di 1-4 giorni (mediana: 2) nei
pazienti risultati negativi all’urocoltura. Nei casi 10, 11, 14, 15, 17 e 18 la gestione
della vescica non era stata ottimale.

Nei 3 cani paraplegici con vescica da MNI (casi 23, 24 e 27) solo il caso 27
risultava positivo all’urocoltura. Dei 2 negativi, tuttavia, il 24 era stato trattato di
recente con antibiotici prima dell’urocoltura ed il PAR TEST risultava positivo. In
questo caso abbiamo ritenuto giustificato avanzare ugualmente il sospetto di cistite
poiché I’esame microscopico a fresco dell’urina dimostrava la presenza di cellule
batteriche.

Fra i cani che presentavano paraparesi non deambulatoria alla prima visita
clinica, il caso 2 mostrava deficit parziale della minzione con vescica da MNS da 2
giorni. La vescica era stata svuotata manualmente ogni § ore e I’urocoltura non aveva
evidenziato alcuna crescita batterica. I casi 22 e 26 avevano una vescica da MNI da 2
giorni, mentre il caso 21 da 4 giorni. In questi 3 soggetti la vescica ¢ sempre stata
gestita correttamente (svuotamento manuale ogni 6-8 ore) e I’esame batteriologico
delle urine risultava negativo.

Nel gruppo di cani con paraparesi deambulatoria e localizzazione T3-L3,
soltanto il caso 1 ¢ risultato positivo alla prima urocoltura. Questo soggetto era divenuto
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paraplegico 21 giorni prima ed era stato trattato in modo conservativo con corticosteroidi
e riposo con un recupero lento, parziale ed incompleto. Al momento della nostra pri-
ma visita il cane era in grado di deambulare anche se con grande difficolta e il controllo
della minzione non era ottimale. Inoltre, nei precedenti 21 giorni, chi gestiva I’animale
non aveva mai provveduto a favorire il completo svuotamento della vescica. Dopo
I’intervento chirurgico la vescica ¢ stata svuotata manualmente ogni 6-8 ore e sono
stati somministrati Alfuzosina e Diazepam al fine di ridurre ’ipertono degli sfinteri
uretrali interno ed esterno, rispettivamente. Inoltre ¢ stata attuata una terapia antibiotica
mirata in base all’esito dell’antibiogramma. La decompressione del midollo spinale
ha determinato un rapido recupero neurologico e gia due giorni dopo I’intervento il
cane era in grado di urinare volontariamente. Grazie a tutti questi fattori I'UTI si ¢
risolta tempestivamente senza recidive in un follow up di 1 anno.

Entrambi i cani con paraparesi deambulatoria e localizzazione neurologica L4-S3
presentavano UTI (casi 20 e 25). Il caso 20 era stato sottoposto a laminectomia di L7
e S1 14 anni prima a causa della frattura di L7. Dopo I’intervento si era verificato un
buon recupero dell’attivita motoria volontaria degli arti posteriori, ma permaneva
incontinenza urinaria (vescica da MNI). Quest’ultima veniva gestita dal proprietario
mediante svuotamento manuale ogni 12 ore. Non erano mai stati effettuati esami
batteriologici delle urine. Il caso ¢ stato sottoposto alla nostra attenzione in quanto
aveva sviluppato una grave forma di sindrome vestibolare periferica idiopatica
geriatrica. In tale occasione, sulla base dell’esame clinico ¢ stato avanzato un forte
sospetto di UTT, confermato poi dall’urocoltura. Si ¢ impostata una terapia antibiotica
mirata per 3 settimane accompagnata da svuotamenti manuali della vescica ogni 8 ore
e maggior pulizia ed igiene del perineo. Le urocolture effettuate dopo 25 e 75 giorni
dalla fine della terapia antibiotica sono risultate negative. Il caso 25 presentava una
evidente sintomatologia neurologica da 15 giorni e durante questo periodo la gestione
della vescica era stata nulla.

Dei 7 gatti inclusi nel nostro studio, 6 (casi 28-33) mostravano deficit
neurologico della minzione da MNI e 1 (caso 34) vescica da MNS. Quest’ultimo era
paraplegico senza sensibilita profonda negli arti posteriori e nella coda, ed aveva
sviluppato vescica riflessa e movimenti riflessi degli arti posteriori. Prima di essere
visitato presso la Sezione di Clinica Chirurgica Veterinaria, il gatto viveva in condizioni
igieniche precarie e nessuno aveva mai svuotato la vescica. L’animale risultava positivo
all’urocoltura con isolamento di Enterococcus faecalis. Nel caso 28 la sintomatologia
era insorta 2 anni prima in seguito ad un trauma. Lo svuotamento manuale della vescica
veniva effettuato dalla proprietaria regolarmente ogni 6-8 ore. L’episodio di cistite da
noi diagnosticato si era verificato subito dopo un caso di grave megacolon trattato
mediante numerosi enteroclismi con frequente imbrattamento del perineo e dei genitali
esterni. La terapia antibiotica mirata ha consentito di negativizzare le successive
urocolture eseguite a distanza di 2 e 12 mesi dalla fine della terapia. Il caso 32 era
stato trovato 4 giorni prima in condizioni igieniche pessime e non si conosceva con
esattezza a quando risalisse la lesione neurologica. Dall’aspetto radiografico della
frattura-sublussazione lombosacrale ¢ stato stimato che la lesione fosse presente da
almeno 21 giorni. Il caso 33, pur avendo subito un grave trauma spinale 60 giorni
prima, non presentava UTI al momento del nostro esame. Questo dato, comunque era
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falsato dal fatto che, nei giorni antecedenti la nostra visita, probabilmente erano stati
somministrati degli antibiotici. Inoltre il gatto era in grado di svuotare in buona parte
la vescica grazie a meccanismi riflessi instauratisi dopo la lesione spinale. I casi 29,
30 e 31 erano negativi all’urocoltura e la disfunzione della minzione era insorta
rispettivamente da 5, 3 e 15 giorni.

DISCUSSIONE

Il 44% dei soggetti inclusi nel nostro studio ha presentato UTI al primo
campionamento. Se si considera anche il caso numero 13, che ha sviluppato UTI a
causa di un peggioramento neurologico nell’immediato post-operatorio, tale percentuale
sale al 47%. Possiamo quindi concludere che, nella nostra casistica, le UTI si sono
verificate in circa la meta dei soggetti affetti da lesioni del midollo spinale o della
cauda equina tanto gravi da determinare un deficit neurologico della minzione,
purtroppo percentuali analoghe sono state riportate anche in medicina umana.* 3
Comungque nel nostro studio, tale dato, senz’altro preoccupante, deve essere interpretato
in base alla durata del tempo intercorso tra I’insorgenza della disfunzione neurologica
della minzione e il campionamento di urina da noi effettuato e le modalita di gestione
della vescica durante tale periodo. Infatti la mediana della durata del deficit della
minzione pre-campionamento era di 15 giorni nei soggetti con urocoltura positiva,
contro una mediana di 3 giorni nei soggetti negativi. Inoltre, ad eccezione del caso 28,
la vescica veniva svuotata in modo scorretto, incostante, o non veniva svuotata affatto
per periodi anche molto lunghi. La permanenza di significative quantita di urina residua
in vescica facilitava la colonizzazione e moltiplicazione batterica. Inoltre ¢ stato
osservato che i soggetti in cui la disfunzione neurologica della minzione era associata
ad incontinenza fecale erano maggiormente predisposti a sviluppare UTI. Infatti,
I’imbrattamento del perineo e dei genitali esterni con materiale fecale favorisce la
penetrazione dei batteri nell’uretra e la risalita verso la vescica.? Questo fenomeno,
probabilmente, ha giocato un ruolo rilevante non solo nello sviluppo di UTT (caso 28),
ma anche nella persistenza o nella recidiva di UTI nei casi 11 e 32. In base a questi
dati riteniamo che, per ridurre il rischio di infezioni delle vie urinarie, non solo sia
necessario svuotare regolarmente la vescica ogni 6-8 ore, ma sia molto importante
curare le condizioni igieniche dell’animale con particolare riguardo alla pulizia di
perineo, coda e genitali esterni.
Per quel che riguarda il ruolo del cateterismo nello sviluppo di UTI non possiamo
trarre conclusioni definitive dal nostro studio in quanto, dei soggetti positivi alla pri-
ma urocoltura, solo due (casi 10 e 18) erano stati cateterizzati in modo incostante ed
intermittente per 15 e 21 giorni, rispettivamente. Dei pazienti negativi alla prima
urocoltura solo 2 (casi 3 e 22) erano stati cateterizzati 2 e 1 volta ciascuno. Senz’altro
ripetuti cateterismi sono fonte di irritazione o addirittura di traumatismo per la mucosa
uretrale, inoltre nei soggetti di sesso femminile ed in generale nei gatti, ¢ molto difficile
eseguire un cateterismo realmente sterile senza sedare o addirittura anestetizzare
I’animale. Uno studio condotto in medicina veterinaria sulla correlazione tra infezioni
urinarie e 1’uso corretto o scorretto dei cateteri sottolinea che lo sviluppo di infezioni
delle vie urinarie iatrogene ¢ influenzato da molte variabili tra cui il metodo, il tipo e
la durata del cateterismo, le modalita di raccolta dell’urina (sistema di raccolta aperto
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o chiuso), lo stato immunitario del paziente e il concomitante impiego di antibiotici.”!
Inoltre lo stesso lavoro evidenzia che I’'impiego del cateterismo sterile intermittente di
norma riduce significativamente il rischio di sviluppare UTI rispetto all’utilizzo di
cateteri permanenti. Questi ultimi vanno riservati solamente a casi particolari e devono
essere collegati ad un sistema di raccolta chiuso. Secondo gli stessi autori, il rischio di
introdurre agenti patogeni nelle vie urinarie cresce esponenzialmente all’aumentare
del numero di cateterismi effettuati. Pertanto I’impiego di cateteri, rigorosamente sterili,
va riservato ai pazienti in cui lo svuotamento manuale della vescica risulta difficile o
rischioso per il paziente.”’ In medicina umana & stato rilevato che nel caso del
cateterismo permanente un ulteriore problema ¢ costituito dalla formazione di un vero
e proprio biofilm batterico che, in molti casi, si sviluppa nel lume e lungo le pareti
esterne del catetere in 8-24 ore, consentendo la colonizzazione della mucosa vescicale.*
In base alla nostra esperienza e, soprattutto, ai dati riportati in letteratura, per
minimizzare il rischio di UTI iatrogene ¢ bene cercare di svuotare manualmente la
vescica (ogni 6-8 ore) dopo aver ridotto farmacologicamente un eventuale spasmo
degli sfinteri uretrali interno ed esterno. Senz’altro le manualita di compressione
vescicale devono essere eseguite con delicatezza e con cura evitando di traumatizzare
la parete della vescica. Soltanto quando la compressione manuale non ¢ sufficiente a
garantire un adeguato svuotamento si puo ricorrere al cateterismo che deve essere
rigorosamente sterile. Inoltre ¢ importante utilizzare cateteri urinari di silicone e del
diametro piu piccolo possibile.
Per quel che riguarda la risoluzione dell’UTI, sulla base dei nostri dati possiamo
affermare che un ruolo importante ¢ svolto dalla corretta gestione della vescica, dalla
terapia antibiotica mirata in base all’esito dell’esame batteriologico delle urine e dal
tempestivo recupero del controllo volontario della minzione. Quest’ultimo, ovviamente,
puod esservi solo quando la lesione del tessuto nervoso ¢ reversibile. Spesso la
reversibilita di una lesione secondaria a trauma spinale dipende dalla tempestivita con
cui viene attuato il trattamento che generalmente & chirurgico ed altamente specialistico.
Comunque, nella nostra casistica, in 4 dei 6 soggetti con deficit neurologico della
minzione irreversibile e UTI alla prima visita, € stato possibile risolvere completamente
I’infezione delle vie urinarie grazie ad una migliore gestione della vescica ed alla
terapia antibiotica mirata. A nostro giudizio, nei soggetti con disfunzione neurologica
della minzione permanente ¢ importate effettuare periodicamente un’urocoltura per
diagnosticare tempestivamente e trattare in modo mirato eventuali recidive.

In 4 animali (casi 10, 11, 32, 34) sono state osservate persistenza e/o recidive
di UTL In questi soggetti il deficit neurologico della minzione era grave, spesso
associato ad incontinenza fecale (casi 11 e 32) e la gestione della vescica non ¢ stata
sempre ottimale (casi 11, 32 e 34) a causa della durata del problema e delle difficolta
operative dei proprietari. Nel caso 10 le recidive erano attribuibili allo sviluppo di
antibiotico-resistenze da parte di Pseudomonas aeruginosa e ad uno stato di
immunosoppressione conseguente a terapia corticosteroidea protratta. In questo
paziente sono state effettuate periodiche urocolture e conseguenti antibiogrammi
mediante i quali si ¢ potuto individuare 1’antibiotico piu efficace e in base a questi dati
¢ stata impostata ogni volta la terapia. Comunque, la completa risoluzione del problema
UTI ¢ avvenuta solo dopo che il cane ha recuperato completamente il controllo
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volontario della minzione (8 mesi dall’intervento) come testimoniato dalla negativita
delle urocolture effettuate dal veterinario referente. Il caso 11 a causa della lesione
spinale, oltre ai disturbi della minzione, presentava anche incontinenza fecale. Di
conseguenza, per poter tenere il cane in casa, i proprietari ricorrevano all’impiego di
pannolini, che spesso non potevano essere cambiati prima di 6 o pill ore a causa degli
impegni lavorativi di chi accudiva il cane. Le feci imbrattavano persistentemente il
perineo ed i genitali esterni favorendo la risalita di batteri nelle vie urinarie. Questo
inconveniente, in associazione al deficit neurologico della minzione, probabilmente
spiega la persistenza di UTI in questo soggetto per oltre 5 mesi nonostante che la
vescica venisse svuotata ogni 8 ore, il cane fosse lavato quotidianamente e la terapia
fosse sempre mirata sulla base dell’antibiogramma. Inoltre, in questo soggetto, per
poter debellare I’'UTI abbiamo cercato di modificare il pH urinario acidificando le
urine. Dopo 5 mesi dall’intervento chirurgico si ¢ verificato un parziale recupero del
controllo volontario della minzione e dopo 8 mesi I’'urocoltura ¢ risultata per la prima
volta negativa.

Nei due gatti con recidive di UTI (casi 32 e 34) le cause della mancata
guarigione, a fronte di una terapia antibiotica mirata, sono verosimilmente
multifattoriali. In entrambi i soggetti il proprietario non riusciva a svuotare in maniera
corretta e costante la vescica e le condizioni igieniche in cui vivevano non erano ottimali.
Inoltre, nel caso 32 al deficit della minzione si associavano incontinenza fecale e
urolitiasi.

Possiamo quindi concludere che i principali fattori di rischio per lo sviluppo di
UTT hanno un ruolo rilevante anche nell’insorgenza di infezioni persistenti o ricorrenti.

Per quel che riguarda il pattern di specie batteriche isolate complessivamente,
ovvero sia considerando anche le recidive, ¢ stata evidenziata una prevalenza di
Enterococcus del 37,5 % (12), di Escherichia coli del 25% (8), di Pseudomonas
aeruginosa del 25 % (8) e di Proteus mirabilis del 6,25% (2). Questi risultati sono
analoghi a quanto riportato in medicina umana. Infatti, nei pazienti con lesioni del
midollo spinale affetti da UTI le forme batteriche pill frequentemente isolate sono
rappresentate da Escherichia coli nel 26 % dei casi, Enterococcus nel 26 %, e
Pseudomonas spp. nel 20 % .**% Anche un altro studio afferma che gli uropatogeni
pit frequentemente responsabili di UTI in persone con SCI sono rappresentati da
Enterococchi, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis.*

L’isolamento della specie batterica responsabile di UTI ¢ di fondamentale
importanza per effettuare un antibiogramma e per impostare una terapia antibiotica
mirata. Il trattamento delle infezioni delle vie urinarie negli animali d’affezione, cosi
come avviene per I’uomo, dovrebbe essere effettuato ricorrendo ad antibiotici specifici,
a ristretto spettro antimicrobico. In relazione all’efficacia clinica, il dosaggio ed il
tempo di somministrazione dell’antibiotico devono essere ottimali onde evitare lo
sviluppo di specie batteriche resistenti o di facilitare un eventuale trasferimento di
geni portatori di resistenza.

I risultati ottenuti hanno evidenziato una stretta correlazione tra SCI e UTI nei cani e
nei gatti. Si pud concludere che una diagnosi precoce e una corretta gestione della
vescica nel paziente neurologico con deficit della minzione sono di fondamentale
importanza al fine di ridurre I’incidenza delle infezioni del tratto urinario e consentire
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il percorso riabilitativo.
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FARMACOVIGILANZA DI FARMACI VETERINARI
DECRETO LEGISLATIVO 9 APRILE 2003, N. 71

Signorini G.', Biagi G.?, Luchetti E.2, Nannipieri S.* , Pandolfi C.*

Introduzione

La farmacovigilanza, inizialmente definita come la valutazione del rischio di
effetti indesiderati potenzialmente associati al trattamento farmacologico, ¢ intesa at-
tualmente come il mezzo di controllo costante del farmaco, gia registrato ed in com-
mercio, durante il suo impiego nella pratica medica, sia in campo umano che veterina-
rio. Gli scopi da perseguire sono di riconoscere il pitl rapidamente possibile la com-
parsa di eventuali effetti indesiderati non previsti o ADR (Adverse Desiderate
Reactions); migliorare ed allargare le informazioni su ADR sospette o gia note; valu-
tare i vantaggi di un farmaco su altri o su altri tipi di terapia; accertare e di verificare
gli effetti terapeutici osservati nella sperimentazione clinica, confermandoli e/o indi-
viduandone di nuovi; comunicare I’informazione in modo da migliorare la pratica
terapeutica. Queste informazioni devono essere comunicate alle Autorita Sanitarie
preposte alla regolamentazione dei farmaci, che devono assolvere ai seguenti obbli-
ghi: devono apportare le adeguate modifiche al foglietto illustrativo ed alle etichette
mediante I’inserimento delle avvertenze che devono essere prese dal soggetto che li
deve utilizzare; devono escludere dall’impiego pratico quei farmaci con ADR parti-
colarmente gravi; devono approfondire e verificare su larga scala gli eventuali nuovi
effetti terapeutici evidenziati per i farmaci gia in commercio e, in caso di conferma,
provvedere all’inserimento della nuova indicazione terapeutica. Ne consegue come la
farmacovigilanza possa venir identificata anche come Fase IV della sperimentazione
farmacologica, in quanto contempla tutte le attivita mirate allo studio sistematico dei
rischi e benefici derivanti dal corretto uso terapeutico dei farmaci impiegati nella pra-
tica clinica. In conclusione, I’obiettivo della farmacovigilanza ¢ quello di fornire un
precoce segnale (o allarme), che in genere proviene dall’osservazione su un singolo pa-
ziente o, pill raramente, su popolazioni, mettendo in evidenza il pilt precocemente pos-
sibile nuove ADR.

Tra farmacovigilanza umana e veterinaria non esiste alcuna differenza dal punto
di vista procedurale (tutte le figure professionali coinvolte nella produzione, distribu-
zione ed utilizzazione dei farmaci hanno I’obbligo di segnalare alle Autorita Sanitarie
la comparsa di ADR e/o di nuovi effetti terapeutici osservati durante I’impiego dei
farmaci) anche se nella farmacovigilanza veterinaria esistono delle differenze riguar-
do al rilevamento delle ADR di un farmaco in funzione della specie animale e della

! Scuola di Specializzazione in “Diritto e Legislazione Veterinaria” — Universita Studi Parma
2 Dipartimento di Clinica veterinaria — Universita Studi Pisa
3 Veterinario Dirigente — ASL 6 Zona di Livorno
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diversa utilizzazione negli stessi animali (d’affezione o da reddito). Nel caso dell’im-
piego dei farmaci negli animali d’affezione (cani e gatti) e negli animali sportivi (ca-
valli) la situazione ¢ simile a quella dell’'uomo poiché il farmaco viene impiegato nel
singolo animale dal proprietario o allevatore. Negli animali da reddito (bovini, ovi-
caprini, suini, pollame, ecc.), invece, la situazione ¢ completamente diversa poiché il
farmaco viene considerato uno strumento economico; anzi, spesso si assiste ad un
impiego incontrollato e fraudolento di farmaci non consentiti evitando di ricorrere al
Medico Veterinario. Pertanto, in zootecnia, la farmacovigilanza ¢ da considerarsi di
difficile applicazione in quanto non si puo valutare con certezza se una ADR sia dovu-
ta all’impiego corretto di un farmaco o a pratiche illecite condotte in maniera empirica.

1l farmaco veterinario

In Medicina Veterinaria ci risulta che fino ad oggi non siano stati denunziati casi
eclatanti di ADR da farmaci impiegati negli animali, siano essi d’affezione che da
reddito. I motivi possono essere i pill vari e fra questi ricordiamo che il farmaco vete-
rinario ¢ stato definito come tale nel 1992 con I’art. 1 del Decreto Legislativo (D.
L.gs) n. 119; che la terapia farmacologica veterinaria & sempre di durata piuttosto
breve e non comporta quasi mai lunghi trattamenti, soprattutto negli animali da reddi-
to; che in passato, anche quando sono stati riscontrati casi di reazioni avverse da far-
maci, si ¢ data loro poca importanza, cercando sempre di ridimensionare la potenziale
gravita del problema.

Il D. L.gs n. 47/97, Attuazione delle direttive n. 93/40/CEE e n. 93/41/CEE in
materia di medicinali veterinari, impone la farmacovigilanza anche in Medicina Vete-
rinaria: all’art. 12 dispone che dopo I’art. 26 del D. L.gs n. 119/92 sia aggiunto il Capo
V-bis: Farmacovigilanza che con I’art. 26-bis predispone che sia “istituito un sistema
di farmacovigilanza allo scopo di raccogliere informazioni utili sugli effetti collaterali
negativi dei medicinali veterinari e per valutare scientificamente tali informazioni, da
collegare ai dati concernenti il consumo dei medicinali. Il sistema serve anche a rac-
cogliere informazioni sull’'uso improprio frequentemente osservato dei medicinali
veterinari e sul grave abuso dei medesimi. II sistema fa capo al Ministero della sanita
- Dipartimento per alimenti e nutrizione e sanita pubblica veterinaria”. Si puo affer-
mare quindi che I’individuazione delle ADR evocate da farmaci registrati ed impiega-
ti nella terapia degli animali (da reddito e d’affezione) ¢ da considerare di primaria
importanza non solo per la salute degli stessi animali ma anche per I’'uomo consumato-
re di derrate alimentari di origine animale.

Risulta facilmente comprensibile I’importanza di una costante e corretta
farmacovigilanza veterinaria che riconosce fra i suoi compiti essenziali quello di con-
trollare ogni medicinale contenente principi attivi o sostanze ad azione farmacologica
(specialita medicinali, prodotti biologici, mangimi medicati, integratori, additivi) ed
in genere ogni preparazione destinata agli animali contenente sostanze in grado di
determinare modificazioni metaboliche a carico degli stessi; di vigilare sul rispetto dei
livelli massimi di residui (LMR) stabiliti dalla normativa CEE per i residui degli xenobiotici
negli alimenti di origine animale (O.A.).

Lattivita di Farmacovigilanza Veterinaria ¢ stata regolamentata da specifiche
normative emanate sia dall’Unione Europea sia in ambito nazionale. Per la loro attua-
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zione ¢ stato prima istituito il Comitato per i Medicinali Veterinari, sostituito poi dal-
I’ Agenzia Comunitaria del Farmaco Veterinario (EMEA), con sede a Londra, che ha
permesso di individuare meglio gli scopi della Farmacovigilanza Veterinaria; di valu-
tare cosa siano le “Serious Adverse Reactions” (SAR) stabilendo le modalita di segna-
lazione; di stabilire rapporti periodici sulla sicurezza dei farmaci; di definire le responsa-
bilita delle Autorita Sanitarie preposte al controllo dei farmaci. Secondo ’EMEA gli
scopi della Farmacovigilanza Veterinaria sono il controllo della sicurezza clinica dei
farmaci negli animali; il controllo delle possibili reazioni negative per 1’uomo che
manipola i farmaci; la verifica dei residui dei farmaci (rispetto dei c.d. MRL stabiliti a
livello CEE) negli alimenti di O.A. (latte, uova, carni e derivati), il controllo dell’as-
senza di effetti negativi sull’ambiente; la sorveglianza epidemiologica sulla comparsa
di fenomeni di farmacoresistenza, causa di mancata efficacia terapeutica durante la
terapia delle malattie infettive.

La farmacovigilanza non ha limiti temporali, il periodo di osservazione di un
farmaco ¢ pari alla sua commercializzazione ed interessa tutti i soggetti coinvolti nel
suo impiego: proprietari e/o allevatori, veterinari, medici (per le reazioni negative
sull’'uomo), farmacisti ed industrie farmaceutiche.

L’uso dei farmaci veterinari ha permesso un effettivo miglioramento delle con-
dizioni di salute degli animali ed ha favorito le produzioni zootecniche sia dal punto
di vista qualitativo sia quantitativo. Comunque, ¢ necessario vigilare sulle eventuali
conseguenze negative che possono derivare dal loro impiego pratico, verificare co-
stantemente le modalita di distribuzione dei farmaci per evitare che vengano utilizzati
in modo improprio (per finalitd completamente diverse da quelle previste come ad es.
per i beta-agonisti e gli anabolizzanti) con pericolose conseguenze per la salute degli
animali e dell’'uomo. Ne consegue che 1’utilizzazione pratica del farmaco negli ani-
mali deve avvenire esclusivamente sotto controllo del medico veterinario, che ha pre-
cise responsabilita nella tutela della salute degli animali e nella prevenzione dei rischi
per 'uomo e I’ambiente.

Per garantire tale controllo, il D.L.gs n. 336/99 ha reso obbligatori i registri dei
trattamenti farmacologici e dei trattamenti ormonali (questi ultimi soltanto per le spe-
cie e gli indirizzi produttivi consentiti), dove il medico veterinario deve riportare, e
firmare, i trattamenti prescritti od effettuati sugli animali.

Il monitoraggio delle segnalazioni spontanee di sospette reazioni avverse a far-
maci ¢ la componente fondamentale dei sistemi integrati di farmacovigilanza. La
metodologia si fonda sulla possibilita che un evento avverso possa essere riconosciu-
to come tale, che la sua insorgenza venga ricondotta all’assunzione di uno o piu far-
maci e che di esso venga data notizia ad una autorita regolatoria, al produttore del
farmaco. Un elevato numero di segnalazioni di un evento avverso connesso all’assun-
zione di un determinato farmaco (variabile in considerazione della natura dell’evento,
del farmaco implicato e degli elementi a favore dell’esistenza di un nesso di causalita
tra assunzione del farmaco e verificarsi dell’evento) potra generare un segnale, ovve-
ro I’ipotesi che quell’evento possa rappresentare una vera e propria ADR. In tal caso,
successivi studi ‘ad hoc’ potranno verificare questa ipotesi ed eventualmente fornire
informazioni aggiuntive, non ottenibili attraverso i sistemi di segnalazione spontanea,
quali I’incidenza e il rischio relativo per I’ADR in questione.
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Questa metodologia presenta notevoli vantaggi (limitate risorse economiche ed
organizzative, comprende tutti i farmaci disponibili in commercio, comprende tutte le
categorie di pazienti, inclusi particolari sottogruppi, permette di identificare fattori
predisponenti al verificarsi di reazioni avverse, permette di identificare reazioni inso-
lite o precedentemente non individuate) anche se molteplici possono essere i limiti (le
informazioni raccolte sono spesso incomplete o comunque limitate, la sensibilita del
sistema viene ridotta dalla sottosegnalazione e dalla segnalazione selettiva per ogget-
to e/o fonte della segnalazione, il tasso di segnalazione & soggetto a variazioni nel
tempo, non ¢ possibile trarre informazioni dirette sull’incidenza delle reazioni).

Definizioni
Riportiamo di seguito le definizioni che comunemente vengono utilizzate per
uniformare il significato dei termini che vengono impiegati, definizioni che seppur

I’OMS ha dato in ambito umano, possono essere usate anche per la Farmacovigilanza

Veterinaria.

1 — Effetto collaterale: qualsiasi effetto non intenzionale di un farmaco che insorga
alle dosi normalmente impiegate nell’animale e che sia connesso alle proprieta del
farmaco. Sono reazioni di tipo A.

2 —Evento avverso: qualsiasi fenomeno clinico spiacevole che si presenta durante un
trattamento con un farmaco, ma che non abbia necessariamente un rapporto di
causalita (o di relazione) con il trattamento stesso.

3 — Reazione avversa o effetto collaterale negativo: risposta ad un farmaco che sia
nociva e non intenzionale e che avvenga alle dosi normalmente usate nell’animale
per la profilassi, la diagnosi o la terapia della malattia o a seguito di modificazioni
della fisiologia. Nella definizione vengono comprese tutte le dosi di farmaco
prescrivibili clinicamente, ma viene esclusa 1I’overdose accidentale o deliberata.

4 — Reazione avversa inaspettata o effetto collaterale inatteso: reazione avversa la cui
natura e severita non ¢ riportata nel foglietto illustrativo o nella autorizzazione alla
commercializzazione del farmaco o che sia inattesa rispetto alle caratteristiche del
farmaco stesso. Questa sottoclassificazione viene inclusa per facilitare la com-
prensione del tipo di reazione avversa. E questa la reazione pill importante da
comunicare ai centri di farmacovigilanza.

5 —Reazione avversa o evento avverso serio o grave effetto collaterale negativo: qual-
siasi evento collaterale letale che, per qualsiasi dose, metta in pericolo la vita del
paziente, crei lesioni o una persistente o significativa invalidita o incapacita, pro-
vochi nell’animale in cura sintomi permanenti o prolungati, provochi la morte.

6 - Reazione avversa grave e inattesa o effetto collaterale grave e inatteso: un effetto
collaterale sia grave che inatteso la cui natura, gravita o conseguenza non ¢ coe-
rente con il Riassunto delle Caratteristiche del Prodotto..

La relazione di causalita fra farmaco e reazione avversa ¢ classificata in diversi
modi; riteniamo che quella proposta dal WHO International Drug Monitoring
Programme possa essere accettata anche in ambito veterinario.

I — Relazione certa: quando ¢ un evento (inclusa 1’alterazione di un parametro di
laboratorio) che insorge con una plausibile sequenza temporale dall’assunzione
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del farmaco e che non puo essere spiegato dalla malattia per il quale il farmaco ¢
impiegato, né dalla concomitante assunzione di altri farmaci o sostanze chimiche.
La reazione deve essere gia stata osservata per il farmaco sospettato. La reazione
deve migliorare con il dechallange e ricomparire con il rechallange.

2 —Relazione probabile: quando ¢ un evento (inclusa I’alterazione di un parametro di
laboratorio) che insorge con una plausibile sequenza temporale dall’assunzione
del farmaco e che non puo essere spiegato dalla malattia per il quale il farmaco ¢
impiegato, né dalla concomitante assunzione di altri farmaci o sostanze chimiche.
La reazione deve essere gia stata osservata per il farmaco sospettato. La reazione
deve migliorare con il dechallange. Non ¢ necessario il rechallange perché la rea-
zione avversa rientri in questa definizione.

3 — Relazione possibile: quando ¢ un evento (inclusa ’alterazione di un parametro di
laboratorio) che insorge con una plausibile sequenza temporale dall’assunzione
del farmaco e che non puo essere spiegato dalla malattia per il quale il farmaco ¢
impiegato, né dalla concomitante assunzione di altri farmaci o sostanze chimiche.
Lareazione deve essere gia stata osservata per il farmaco sospettato. Non € neces-
sario avere informazioni sull’effetto del dechallange.

4 —Relazione improbabile: quando ¢ un evento (inclusa I’alterazione di un parametro
di laboratorio) che insorge con una sequenza temporale dall’assunzione del far-
maco che rende improbabile una connessione causale o in cui altri farmaci o so-
stanze chimiche o la malattia del paziente possono spiegare 1’evento osservato.

5 — Relazione condizionata/inclassificata: quando ¢ un evento (inclusa ’alterazione
di un parametro di laboratorio) che viene riportato come una reazione avversa, che
necessita di pil dati per una appropriata valutazione o per la quale si stanno valu-
tando dati ulteriori.

6 — Relazione non valutabile/inclassificabile: una segnalazione che riporta una rea-
zione avversa che non pud essere giudicata a causa della mancanza o
contradditorieta delle informazioni e che non puo essere verificata o supportata da
altre informazioni.

1l Decreto Legislativo 9 aprile 2003, n. 71

11 9 aprile 2003 ¢ stato emanato, e pubblicato nel Supplemento Ordinario n. 61/
L alla Gazzetta Ufficiale n. 87 del 14 aprile 2003, il D. L.gs n. 71, “Attuazione delle
direttive 2000/37/CE e 2001/82/CE concernenti medicinali veterinari,
Farmacovigilanza di farmaci veterinari”, che inserisce dopo il capo IV del decreto
legislativo 27 gennaio 1992, n. 119, il Capo IV-bis, la Commissione consultiva del
farmaco veterinario che opera, presso la Direzione generale della sanita pubblica ve-
terinaria, degli alimenti e della nutrizione del Ministero della salute. I veterinari e i
farmacisti riferiscono tempestivamente di eventuali effetti collaterali e di eventuali
sospette diminuzioni di efficacia dei medicinali veterinari al Ministero della salute ed
ai Centri regionali di farmacovigilanza. Le segnalazioni sono effettuate, conforme-
mente ai modelli di scheda di segnalazione di norma entro sei giorni lavorativi; o
entro tre giorni lavorativi, nei casi di gravi effetti collaterali negativi sull’animale e
sull’uomo. Vengono ribadite le definizioni di effetto collaterale negativo, di grave
effetto collaterale negativo, di effetto collaterale negativo inatteso, di uso improprio
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del farmaco veterinario e vengono definiti I’effetto collaterale negativo su soggetto
umano (la reazione nociva e non voluta che si verifica in un soggetto umano a seguito
dell’esposizione ad un medicinale veterinario), i rapporti periodici di aggiornamento
sulla sicurezza (le relazioni periodiche che contengono le informazioni previste nel
decreto), gli studi sui controlli post-vendita (gli studi farmacoepidemiologici o la
sperimentazione clinica effettuati conformemente alle condizioni che regolano 1’au-
torizzazione all’immissione in commercio, allo scopo di identificare e valutare un
rischio relativo alla sicurezza di un medicinale veterinario per il quale ¢ stata rilascia-
ta I’autorizzazione) e la diminuzione di efficacia (diminuzione dell’efficacia clinica
del trattamento con il medicinale veterinario rispetto a quella attesa in base alle indi-
cazioni per 1’uso riportate nel sommario delle caratteristiche del prodotto e nel fo-
glietto illustrativo).

L’art. 3 sostituisce 1’art. 26-bis del D. L.gs n. 119/92 e per mezzo di questo ¢
istituito il sistema nazionale di farmacovigilanza, allo scopo di raccogliere e valutare
scientificamente le informazioni utili per la vigilanza dei medicinali veterinari, in
particolare per quanto riguarda gli effetti collaterali negativi dei medicinali veterinari
sugli animali e su soggetti umani. Il sistema tiene conto anche di tutte le informazioni
relative alla diminuzione di efficacia dei medicinali, all’'uso improprio, agli studi cir-
cala validita dei tempi di attesa e agli eventuali problemi relativi all’ambiente correlati
all’uso dei medicinali. Le informazioni cosi raccolte sono correlate ai dati disponibili
sulla vendita e la prescrizione dei medicinali veterinari e sono interpretate alla luce
delle linee guida emanate dalla Commissione europea. Tale sistema fa capo al Mini-
stero della salute, Direzione generale della sanita pubblica veterinaria, degli alimenti
e della nutrizione, di seguito denominata: “Direzione”, ed ¢ costituito dalla stessa
Direzione e dai Centri regionali di farmacovigilanza.

Al Decreto sono allegate una Scheda di segnalazione alla Autorita competenti di
sospetta reazione avversa ed una Scheda di segnalazione alla Autorita competenti di
sospetta diminuzione di efficacia, costituite da vari campi, alcuni dei quali devono
essere compilati obbligatoriamente e che vengono riportate di seguito.

Conclusioni

I1 D. L.gs 9 aprile 2003, n. 71, attuazione delle direttive 2000/37 e 2001/82
concernenti medicinali veterinari, entrato in vigore il 29 aprile 2003, ha apportato
alcune essenziali novita modificando il D. L.gs n. 119/92. Innanzi tutto ha inserito la
figura professionale del farmacista tra gli autori delle segnalazioni relative alla
farmacovigilanza sui medicinali veterinari. Pertanto, oltre al veterinario anche il far-
macista ¢ tenuto a segnalare eventuali effetti collaterali ed eventuali sospette diminu-
zioni di efficacia, al Ministero della salute e ai Centri regionali di farmacovigilanza,
utilizzando la scheda standard di segnalazione sopra riportata di norma, entro sei gior-
ni lavorativi, oppure, nei casi di gravi effetti collaterali negativi sull’animale e sul-
I’uomo, entro tre giorni lavorativi. Ha previsto I’istituzione di un sistema di
farmacovigilanza, allo scopo di raccogliere e valutare scientificamente le informazio-
ni utili per la vigilanza dei medicinali veterinari, in particolare per quanto riguarda gli
effetti collaterali negativi dei medicinali veterinari sugli animali e sui soggetti umani
che fa capo al Ministero della salute - Direzione generale della sanita pubblica veteri-
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naria, degli alimenti e della nutrizione, denominata “Direzione”, ed ¢ costituito dalla
stessa Direzione e dai Centri Regionali di farmacovigilanza istituiti dalle Regioni e
Province autonome di Trento e Bolzano. Ha rivisto alla luce delle nuove definizioni
comunitarie non solo le denominazioni delle varie tipologie di effetto collaterale, ma
anche i compiti e le funzioni del responsabile addetto alla farmacovigilanza per conto
del titolare dell’ AIC, nonché le responsabilita e le attribuzioni del titolare dell’ AIC.
Ha fissato in maniera piu puntuale rispetto al precedente decreto, i tempi, le mo-
dalita e i destinatari delle segnalazioni in materia di farmacovigilanza. Infine, in ma-
teria di sanzioni, ha inserito la figura professionale del farmacista tra i nuovi destinatari
di sanzioni amministrative pecuniarie per la violazione degli obblighi in materia di
farmacovigilanza sui medicinali veterinari, che vanno da euro 2.600,00 a 15.500,00.

La mancata segnalazione, o meglio sottosegnalazione, rappresenta il limite mag-
giore dei sistemi di segnalazione spontanea di ADR che presuppone che un evento
avverso che si verifica in un paziente in trattamento con uno o piu farmaci possa
essere riconosciuto come tale; che possa essere sospettata 1’esistenza di un rapporto
causale tra insorgenza dell’evento e assunzione di un farmaco; che I’evento venga
segnalato. Il sistema presuppone anche il veterinario nel corso della propria attivita
professionale abbia una probabilita molto elevata di osservare pazienti con ADR an-
che se ¢ possibile che non riconosca un’ADR come tale; non ne sospetti la relazione
con un farmaco; anche ove la sospetti, non ne segnali il verificarsi. Riteniamo infatti
che sebbene I’entita della sottosegnalazione sia ampiamente variabile a seconda delle
stime, ¢ certo che il numero di ADR segnalate costituisce una percentuale minima del
totale delle ADR che si verificano. I fattori implicati nella mancata segnalazione di
ADR sono molteplici ed alquanto eterogenei e fra questi vale la pena di ricordare la
mancanza del modulo di segnalazione, la mancanza di un centro di riferimento cui
indirizzare le segnalazioni, la mancanza di informazioni su come segnalare, la man-
canza di tempo per segnalare. D’altra parte non bisogna dimenticare che si riscontra-
no molteplici fattori connessi alle caratteristiche intrinseche dei sistemi di segnalazio-
ne spontanea che possono influenzare gli stessi tassi di segnalazione di ADR e fra
questi ricordiamo che il numero di segnalazioni tende a riflettere la tossicita acuta di
un farmaco, il numero di segnalazioni tende ad essere funzione dell’impiego di un
farmaco, il numero di segnalazioni dipende dalla vita commerciale del farmaco, i
tassi di segnalazione tendono a variare da un anno all’altro, il numero di segnalazioni
tende ad aumentare quando I’attenzione dei medici viene richiamata su uno specifico
problema, il numero di segnalazioni puo essere influenzato dalle modalita di impiego
del farmaco. Infine riteniamo che esiste una chiara (e comprensibile) tendenza a se-
gnalare soprattutto le ADR gravi e quelle che si verificano a breve distanza di tempo
dalla somministrazione di un farmaco.
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I. SCHEDA DI SEGNALAZIONE ALLE AUTORITA CONPETENTI DI SOSPETTA

REAZIONE AVVERSA
DATI IDENTIFICATIVI DELLAUTORE DELLA SEGNALAZIONE (*)
- NOME € COGNOME ..o
S INAINZZO s
S TElEfONO ...

- Qualifica/occupazione (veterinario, farmacista, proprietario dell’animale)

DATI RELATIVI ALLANIMALE/I TRATTATO/I (*)

- Numero degli animali trattati ...............ccccoee i
- Numero degli animali con segni cliniCi ..........cccccvvviveeeienninnnnn.
- Dati identificativi degli animali con segni clinici:

LT 0= o1 = PR
L V- RSP TPR
LT RS URRR
« eta (in giorni, settimane, mesi anni) ...........ccccccoeeiieee e,
*PESO (INKQG) 1ot
« stato fisiologico (gravidanza, allattamento, accrescimento)

DATI RELATIVI AL PRODOTTO MEDICINALE SOSPETTO(*)
- Nome del prodotto/nome commerciale .............ccccevveveeeeennneen.

- Nome scientifico approvato/principio attivo ..............ccccceeuee.
- ATCvetCodice (Gruppo Terapeutico) ........ccceeeeevcrrereeeiinnenee.

- Forma farmaceutica ..........ccccoe i
-Numero del IOt .......ocvveiiiii
- Data di scadenza del lotto (se rilevante) ..........ccccceeeevviennnnn.
- Dati riguardante la conservazione (se rilevante) .....................

DATI RELATIVI AL TRATTAMENTO

Dati identiticativi della persona che ha effettuato il trattamento :

® NOME € COGNOIMIE ....uiiiiiiiiieiniieeesiieeeateeeaneeaeanteeeanneeeesneneesneeeas

©INAIMZZO .

® HRIETONO ..t

» qualifica/occupazione (veterinario, proprietario dell’animale)

- Motivo del trattamento (diagnosi) ..........cccoooeviiiiiiiiiiinin..

- Posologia e frequenza del trattamento .............cccccoeveieneeenns

- Via di somministrazione del farmaco ............ccccovevevieienieene

- Data di inizio dei trattamento ..........cccoocoiiiii

- Data di fine trattamento e/o durata del trattamento .................

- Tempo intercorso tra la somministrazione del prodotto e I'insorgenza della reazione

- Provvedimenti adottati in seguito alla reazione (es. sospensione del trattamento, ridu-
zione della doSe) .......coecvvveeeeeiiiiieneen,

PRECEDENTI REAZIONI AL PRODOTTO
- Dati riguardanti gli animali trattati ...............cccooooiiiiiiiees
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- Descrizione della reazione ............ccccooiiiiiiiiiiniiieee e
- Provvedimenti adottati in seguito alla reazione (es. sospensione del trattamento, ridu-
zione della dose, eventuali trattamenti effettuati)

ALTRI PRODOTTI USATI CONTEMPORANEAMENTE

Per ogni prodotto impiegato indicare:

- Nome del prodotto/nome commerciale .............ccccuveeeeeeinnnnen...
- Nome scientifico approvato/principio attivo .................cccc.......
- ATCvet Codice (Gruppo TerapeutiCo) ..........ccceereeeerieeeeniinnenns
- Forma farmaceutica ...........cccoeveeeiiie e
-Numero del IOt ...
- Data di scadenza del lotto (se rilevante) ..........c...........

- Dati riguardanti la conservazione (se rilevante)

DATI RELATIVI AL TRATTAMENTO CON ALTRI PRODOTTI USATI CONTEMPO-

RANEAMENTE
- Dati identificativi della persona che ha effettuato il trattamento (nome, cognome,
qualifica/occupazione) .........cccceeveeveenneens

- Motivo del trattamento (diagnosi) ......ccccooceveiiieeeniiieeieeeeeen

- Posologia e frequenza del trattamento ............ccccccoeeeiinenee.

- Via di somministrazione del farmaco ..........ccccccvvvvvveveeverenenn...

- Data di inizio del trattamento .............c.ooovvviieiiiiii

- Data di fine trattamento e/o durata del trattamento .................

Altre informazioni rilevanti ..........c.ccccceeeeeeiiiii s

DATI RELATIVI ALLA REAZIONE (*)
- Descrizione della reazione (descrizione della sequenza degli eventi, segni clinici e
altre rilevanti osservazioni) ...................

- Data di inizio della reazione ............cooovvvevieeeeeeceeeeeeeeeee
- Data di. cessazione della reazione e/o durata ...........

- Trattamento della reazione ..........cccceeeeeeeeiiiieiiiiiceenn...

- Numero degli animali che mostrano segni clinici
- Numero degli animali morti .............oooiiiiiiiiiieeeeeee

Informazioni relative alla reazione in seguito alla sospensione del trattamento
- Informazioni, se disponibili, relative a:

» numero degli animali trattati con sequele ..............c.ccoccceee.

» numero di animali trattati ricoverati .............ccccociiiiiiis

INDAGINI PREDISPOSTE O EFFETTUATE ED EVENTUALI ESITI DI CUI SI E’ GIA
A DISPOSIZIONE
- Esami post-mortem ...
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VALUTAZIOHE DELLA CASUALITA
(da compilare a cura del titolare dell’Aic o dei Centri regionali di farmacovigilanza)
Valutazione secondo il sistema ABON

1. Categoria A - ............. probabile

2. CategoriaB - ............. possibile

3. Categoria O - ............. non classificabile
4. CategoriaN - ............. improbabile

Commenti e conclusioni -

DATI RELATIVI ALLE REAZIONI AVWVERSE NELL'UOMO CAUSATE DAL MEDICI-
NALE VETERINARIO

IDENTIFICAZIONE DEL PAZIENTE (in accordo con la legislazione nazionale)
® NOME € COGNOMIE ....viireeutieiitiesiee et e siee et e i et et e nnee s

S INAINZZO e

@ EIEFONO ..o

- SESS0(*) errerireiiee e EtA(*) core e

- Occupazione (se rilevante ai fini dell’esposizione al prodotto) (*)

- Dati del prodotto usato(*) .......coceeeeriieeiiiie e

- Data della reazione (*) ...ceeeeeeeeiiieeeee e

- Descrizione della reazione (*) .....cooovveeieeeiiieeeiee e

- Provvedimenti a seguito della reazione (es. ricovero, durata del ricovero, specifici
trattamenti richiesti etc.)

(*) N.B. | campi contrassegnati dagli asterischi devono essere compilati obbligatoria-
mente
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Il. SCHEDA DI SEGNALAZIONE ALLE AUTORITA COMPETENTI DI SOSPETTA
DIMINUZIONE DI EFFICACIA

DATI IDENTIFICATIVI DELLAUTORE DELLA SEGNALAZIONE (*)

- NOME € COGNOME ..

S INAIFZZO e

B =11 o] Lo R USRS

- Qualifica/occupazione (veterinario, farmacista, proprietario dell’animale)

DATI RELATIVI ALLANIMALE/I TRATTATO/I (*)
- Numero degli animali trattati .............ccccooeeiiiiie

- Numero degli animali in cui si € rilevata la sospetta diminuzione di efficacia

© SESS0 .uueeuieiuie ittt te ettt ettt ne ettt e e et e e nee e e e
* eta (in giorni, settimane, mesi anni) .........c.ccccceeiiieiieeeieeens
oL To T (13 T (e ) R
« stato fisiologico (gravidanza, allattamento, accrescimento)

DATI RELATIVI AL PRODOTTO MEDICINALE SOSPETTO(*)
- Nome del prodotto/nome commerciale .............cccceuveeeeeeennns

- Nome scientifico approvato/principio attivo ...............c..........
- ATCvetCodice (Gruppo TerapeutiCo) .......cccovueeeerereeiieeeenneennn

- Forma farmaceutica ...........cccoeviieeiiie e
-Numero del [0t .......ooeeiiiei e
- Data di scadenza del lotto (se rilevante) .........cccccooceeercieennee.
- Dati riguardante la conservazione (se rilevante) .....................

DATI RELATIVI AL TRATTAMENTO

Dati identiticativi della persona che ha effettuato il trattamento :
® NOME € COGNOIMIE .uuiiieaiiieeieeeeaneeeeaneeeesneeeeaneeeaaneeeeaneeeaaneeens
@ INAIMIZZO .
L (=1 1= 0] o USRS
« qualifica/occupazione (veterinario, proprietario dell’animale)

- Motivo del trattamento (diagnosi) ...........ccocvviviiiiininininnn.
- Posologia e frequenza del trattamento ...........c.cccccceevienennnn.
- Via di somministrazione del farmaco ..........c.ccceveeveiieieniienne
- Data di inizio dei trattamento ..........ccccooiiiiiii
- Data di fine trattamento e/o durata del trattamento .................

PRECEDENTI EPISODI DI SOSPETTA DIMINUZIONE DI EFFICACIA DEL MEDICI-
NALE VETERINARIO

Dati riguardanti gli animali trattati

- Descrizione della reazione ...........cccccoveiiiciciiee e

- Provvedimenti adottati in seguito alla reazione (es. sospensione del trattamento, varia-
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zione della dose, eventuali trattamenti effettuati)

ALTRI PRODOTTI USATI CONTEMPORANEAMENTE

Per ogni prodotto impiegato indicare:

- Nome del prodotto/nome commerciale .............cccovveeeeieinnnnen.n.
- Nome scientifico approvato/principio attivo .................cccc........
- ATCvet Codice (Gruppo TerapeutiCo) .........ccceerrceeeeriueeeanieennns

- Forma farmaceutica ..........ccccooveeiiiei e
-Numero del IOt .......ceveiiiei
- Data di scadenza del lotto (se rilevante) .........cccccoeevevieeennneen.
- Dati riguardanti la conservazione (se rilevante) ...........c...........

DATI RELATIVI AL TRATTAMENTO CON ALTRI PRODOTTI USATI CONTEMPO-

RANEAMENTE
- Dati identificativi della persona che ha effettuato il trattamento (nome, cognome,
qualifica/occupazione) .........cccceevceveriieens

- Motivo del trattamento (diagnosi) .......cccooceveriieeiniieeiiee e

- Posologia e frequenza del trattamento ...........cccccceeeiiennnee.

- Via di somministrazione del farmaco ..........cccccvvvevvevveeerenenen...

- Data di inizio del trattamento ............cccoovvviieiiiii

- Data di fine trattamento e/o durata del trattamento .................

Altre informazioni rilevanti ...........ccccceee e

DATI RELATIVI ALIA SOSPETTA DIMINUZIONE DI EFFICACIA (¥)
- Descrizione della sequenza degli eventi a seguito del trattamento e altre rilevanti
0SSErVazZioNi ......oceveeeiveerieeeenneen.

- Numero di animali trattati ricoverati ............ccccccceeeeiiiiiiiinnnnnn.

- Provvedimenti adottati in seguito alla sospetta diminuzione di efficacia (es. sospen-
sione del trattamento, variazione della dose, eventuali trattamenti effettuati)

INDAGINI PREDISPOSTE O EFFETTUATE ED EVENTUALI ESITI DI CUI SI E’ GIA

A DISPOSIZIONE
- Esami post-mortem ...
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ALTRE EVENTUALI INFORMAZIONI

(*) N.B. | campi contrassegnati dagli asterischi devono essere compilati obbligato-
riamente.

DA COMPILARE A CURA DEL TITOLARE ALLIMMISSIONE IN COMMERCIO DEL
MEDICINALE VETERINARIO SOSPETTO

DATI GENERALI DEL TITOLARE DELL'AUTORIZZAZIONE ALL'IMMISSIONE IN
COMMERCIO DEL MEDICINALE VETERINARIO

DATI IDENTIFICATIVI DELLA PERSONA QUALIFICATA PER LA
FARMACOVIGILANZA (*)

- NOME € COGNOME ...

R 1 [o |14 Vo RO

- telefono, NUMEIro faX .......cooooiiiiiiieeee e

DATI IDENTIFICATIVI DELLA SEGNALAZIONE (*)
- Numero di riferimento del titolare AIC identificativo del caso

- Data di ricevimento della segnalazione da parte del titolare AIC (Paese in cui risiede
la persona qualificata per la farmacovigilanza)

- Fonte della segnalazione (spontanea durante prove cliniche, durante studi post-
autorizzazione) .........cccceeveieiiiiiiiien,

(*) N.B. | campi contrassegnati dagli asterischi devono essere compilati obbligatoria-
mente
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Parole chiave: Farmacovigilanza veterinaria, farmaci veterinari, Decreto Legislativo
n. 71/2003.

Key words: Veterinary Pharmacovigilance System, veterinary medicinal products,
Law n. 71/2003

RIASSUNTO - La farmacovigilanza intesa come il mezzo di controllo costante del
farmaco, gia registrato ed in commercio, durante il suo impiego nella pratica medica,
sia in campo umano che veterinario, proprio in ambito veterinario ¢ oggetto del Decreto
Legislativo 9 aprile 2003, n. 71, entrato in vigore il 29 aprile 2003, che ha modificato
il Decreto Legislativo n. 119/92. Le nuove disposizioni prevedono che oltre al
veterinario anche il farmacista sia tenuto a segnalare eventuali effetti collaterali ed
eventuali sospette diminuzioni di efficacia al Ministero della salute e ai Centri regionali
di farmacovigilanza, utilizzando la scheda standard di segnalazione di norma entro
sei giorni lavorativi, oppure, nei casi di gravi effetti collaterali negativi sull’animale e
sull’uomo, entro tre giorni lavorativi; sia istituito un sistema di farmacovigilanza per
raccogliere e valutare scientificamente le informazioni utili per la vigilanza dei
medicinali veterinari; siano riviste le denominazioni delle varie tipologie di effetto
collaterale, i compiti e le funzioni del responsabile addetto alla farmacovigilanza, le
responsabilita e le attribuzioni del titolare dell’ AIC; siano fissati i tempi, le modalita
e i destinatari delle segnalazioni in materia di farmacovigilanza; in materia di sanzioni,
sia inserita la figura professionale del farmacista tra i nuovi destinatari di sanzioni
amministrative pecuniarie per la violazione degli obblighi in materia di
farmacovigilanza sui medicinali veterinari, che vanno da euro 2.600,00 a 15.500,00.

SUMMARY - The Pharmacovigilance System, considered as the constant check-up
of the medicinal products, registered and already on the market, during their employ-
ment in the medical practice, either in human or in veterinary field, is ruled by the
Decreto Legislativo (D. L.gs) 09 April 2003, n. 71, come into force on April 29, 2003.
The D. L.gs n.71 has modified the D. L.gs n. 119/92. The new dispositions foresee
that besides the veterinarian also the chemist is held to indicate the possible side-
effects and decreased-effect of the drugs. The observations must be given to the Min-
istry of the Health and to the of Regional Centres of Pharmacovigilance System, us-
ing the standard signal card normally, within six working days, or, in the case of heavy
negative side-effects on animal and on man, within three working days. The D. L.gs
n.71 foresee also that:

- adrug surveillance system; must be instituted to collect and value scientifically
the useful information for the supervision of the veterinary medicines;

- the names and description of the different side-effects must be reviewed;

- the tasks and the functions of the person in charge to the drug surveillance must
be re-defined;

- the chemist must be included within the people subjected to the new administra-
tive sanctions for faults in the drug surveillance that vary from € 2,600.00 to
15,500.00.
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I’ALLEVAMENTO SUINO ANNESSO
AL CASEIFICIO SOCIALE:
RIFLESSI ECONOMICI SULLE AZIENDE LATTIFERE!

A. Salghetti”- P. Mondin™*

1. Premessa

La trasformazione lattiero-casearia ¢ uscita da tempo dall’azienda agricola per
essere trasferita ad un nuovo tipo d’impresa: il caseificio. Nei caseifici ¢ prevalente la
presenza della forma associata. Dalla lavorazione del latte residuano grandi quantitativi
di siero che hanno ancora un certo valore alimentare ed il cui impiego ¢ confacente
all’alimentazione dei suini.

Da qui la diffusione degli allevamenti suini annessi ai caseifici, con lo sfrutta-
mento di una importante risorsa alimentare di risulta, il cui smaltimento potrebbe
creare oneri e problemi per I’azienda.

I soci ottengono la remunerazione del latte conferito in base ai risultati econo-
mici di bilancio del caseificio. Nel bilancio confluiscono anche gli utili dell’alleva-
mento suino; pertanto il prezzo di trasformazione del latte pagato ai soci comprende
anche tale quota di utili. Non ¢ quindi indifferente 1’esito di gestione dell’allevamento
suino sul prezzo del latte e sui risultati del bilancio economico delle aziende lattifere
conferenti.

In questi ultimi anni perd abbiamo assistito all’abbandono dell’allevamento
suino da parte di molti caseifici, con riflessi economici negativi sul prezzo del latte. Il
processo continua tutt’ora in conseguenza di varie motivazioni, sia di ordine tecnico
che di ordine economico. Le recenti normative sul trattamento dei reflui degli alleva-
menti suini pone degli obblighi vincolanti ai caseifici, che devono adeguare gli im-
pianti di smaltimento.

Il costo degli impianti ¢ alquanto elevato e gli oneri di ammortamento e di
manutenzione incidono pesantemente sui conti economici degli allevamenti suini,
specialmente in quelli di piccole dimensioni. La dimensione dell’allevamento suino ¢
infatti strettamente correlata alla capacita di lavorazione del latte da parte del caseificio,
e quindi alla quantita di siero prodotto.

Nel 2002, nel comprensorio di produzione del formaggio Parmigiano-Reggiano
erano attivi 547 caseifici, che lavoravano mediamente 29 mila quintali di latte all’an-
no, quando invece nel comprensorio del formaggio Grana Padano operavano 198
caseifici con una capacita lavorativa di 114 mila quintali, quattro volte superiore.

! Lo studio ¢ frutto di un lavoro comune dei due autori. Tuttavia in sede di stesura del testo Andrea Salghetti
ha redatto i paragrafi 1, 2, 3.4, 4; mentre Paolo Mondin ha redatto i paragrafi 3, 3.1, 3.2, 3.3.

* Sezione di Risorse del Territorio, Dipartimento di Salute Animale, Facolta di Medicina Veterinaria, Uni-
versita degli Studi di Parma.

" Medico Veterinario.
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Pertanto nel primo comprensorio assistiamo al progressivo abbandono dell’al-
levamento suino annesso ai caseifici. Nel secondo comprensorio le condizioni struttu-
rali sono favorevoli ad una ulteriore espansione dell’allevamento, perché in grado di
far fronte agli elevati costi degli impianti per lo smaltimento dei reflui.

I risultati economici degli allevamenti bovini che conferiscono il latte al
caseificio sociale sono strettamente legati al prezzo di trasformazione che viene loro
liquidato. Infatti, il prezzo del latte ¢ condizionato dalla presenza o meno dell’alleva-
mento suino annesso al caseificio sociale.

Con la presente indagine si intendono fornire alcune indicazioni utili sull’ap-
porto della gestione suini sul prezzo di trasformazione del latte pagato ai soci e valu-
tare I’importanza di tale apporto nell’assicurare migliori prospettive economiche alle
aziende lattifere associate.

2. Materiali e metodi

L’analisi si avvale delle rilevazioni economiche di un caseificio sociale, con
annesso 1’allevamento suino, in una serie storica di ben 31 anni (dal 1971 al 2001).
I1 periodo preso in esame e la continuita dei dati forniti dal medesimo caseificio ci
consentono di ottenere delle indicazioni attendibili, annullando gli effetti congiuntu-
rali di mercato e delle fluttuazioni cicliche dei prezzi.

Il bilancio economico del caseificio ¢ quello conforme alle normative
civilistiche, alle quali i caseifici sono obbligati ad attenersi, nonché a quelle fiscali
che nel corso degli anni si sono venute modificando.

I risultati economici di bilancio ci portano a quantificare in una prima fase il
valore di trasformazione del latte che i soci hanno conferito al caseificio, in una se-
conda fase a determinare il prezzo di trasformazione del latte, ottenuto dividendo il
valore di trasformazione per la quantita complessiva del latte conferito dai soci.

Il prezzo di trasformazione ¢ il compenso che il caseificio riconosce al latte
conferito dai soci e che gli stessi fatturano alla cooperativa. L’inserimento del costo
del latte pagato ai soci nel bilancio della cooperativa porta al pareggio delle poste di
bilancio e alla chiusura dell’esercizio senza profitto, come prevedono le norme
civilistiche sulla cooperazione.

In realta il prezzo di trasformazione del latte ¢ formato da due componenti: dai
risultati economici della trasformazione del latte, che rappresenta I’attivita caratteri-
stica del caseificio, e dai risultati economici dell’annesso allevamento suino, la cui
gestione viene tenuta provvisoriamente separata con imputazione dei costi specifici e
la ripartizione dei costi comuni.

L’analisi separata delle due gestioni ci consente di quantificare 1’apporto eco-
nomico della componente dell’allevamento suino sul prezzo complessivo di trasfor-
mazione del latte e la dinamica nel periodo esaminato. Tenuto conto dell’inflazione ¢
possibile raffrontare i valori in termini omogenei per tutto il periodo esaminato e
ottenere 1’incidenza media annua.

La quota suini ha contribuito all’aumento del prezzo di trasformazione com-
plessivo del latte che i soci conferenti hanno percepito dal caseificio sociale. Si tratta
di una quota non indifferente che ha fatto crescere i ricavi dell’allevamento lattifero e
si traduce in altrettanta crescita di reddito.
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Mentre sulla produzione lorda vendibile dell’azienda zootecnica I’apporto del-
I’utile suini puo avere una incidenza contenuta, tale apporto in termini di reddito netto
puo essere elevato e puo rappresentare la chiave di lettura della resistenza della
zootecnia da latte del territorio. L’ulteriore prezzo del latte, ottenuto grazie alla pre-
senza dell’allevamento suino, non ha contropartite di costi per 1’azienda lattifera, si
tratta infatti di reddito aggiuntivo.

Con I’indagine sperimentale saremo in grado di quantificare gli apporti econo-
mici dell’allevamento suino annesso al caseificio sociale e di mettere in evidenza le
ricadute sui risultati di bilancio degli allevamenti bovini da latte conferenti.

3. L’indagine aziendale

Le rilevazioni aziendali sono state effettuate nel corso del 2002, con riferimen-
to al bilancio del 2001, in un caseificio sociale della provincia di Mantova, dedito alla
trasformazione del latte in formaggio Grana Padano, con annesso 1’allevamento dei
suini. Per gli anni precedenti ¢ stato rilevato solamente il risultato finale: il prezzo di
trasformazione del latte.

Nell’agricoltura mantovana i caseifici rivestono una notevole importanza, sia
per Uentita del latte trasformato, un quarto del latte lavorato nel comprensorio del
Grana Padano, con una capacita media di lavorazione per caseificio di 173 mila quin-
tali di latte, superiore del 53% rispetto ai caseifici dell’intero comprensorio, sia per la
tipicita dei prodotti ottenuti in provincia (formaggio Grana Padano e Parmigiano-
Reggiano).

All’interno dei caseifici sociali si ¢ andato affermando I’allevamento del suino
pesante, dal quale si ottiene la materia prima per diversi prodotti tipici (Prosciutto di
Parma e di San Daniele, Culatello di Zibello, ecc.) e altre produzioni trasformate.

Numerosi caseifici del mantovano si sono organizzati tra di loro per realizzare
una integrazione verticale di filiera Latte-Suino dando origine ad una cooperativa di
secondo grado per la commercializzazione dei prodotti: il Consorzio Latterie Sociali
Mantovane (CLSM).

Infatti, il CLSM integra ’attivita di trasformazione del latte in formaggio Gra-
na Padano e Parmigiano-Reggiano con la produzione di latte fresco e a lunga conser-
vazione, burro, panna, mascarpone ecc. Il tutto commercializzato attraverso il mar-
chio Virgilio.

Il CLSM, oltre ad integrare I’attivita delle latterie sociali aderenti, ha sotto
controllo le strutture di macellazione, di lavorazione e commercializzazione delle car-
ni suine, ed in parte la stagionatura dei prosciutti e la commercializzazione degli stessi
(Prosciutto di Parma e di San Daniele).

Pertanto il caseificio sociale si pone come anello di congiunzione tra gli
allevatori e il mercato tramite il CLSM, dando pil potere contrattuale al mondo pro-
duttivo.

Nell’organigramma che segue viene rappresentata la filiera del comparto che
mette in collegamento la fase produttiva a quella di trasformazione e
commercializzazione, sino ad arrivare al prodotto finito sul mercato. La filiera ¢ stret-
tamente controllata dai produttori associati, ai quali spettano anche gli utili di tutte le
fasi del canale distributivo.

309



Ann. Fac. Medic. Vet. di Parma (Vol. XXITII, 2003) - pag. 307 - pag. 324

Allevamento bovini da latte

Conferimento latte

Caseificio sociale

Allevamento suino pesante

Trasformazione del latte in Siero di
formaggio latte
Cooperativa di II° grado (CLSM)

Marchio “Virgilio” Macelli
Parmigiano ‘(‘:lfrmf frescz’l,
Reggiano, Grana orzionata
Padano, latte, burro,
mascarpone, panna,
yogurt, ecc.

Fig. 1 — Filiera latte-suino
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3.1 Il caseificio

Il caseificio in esame ¢ nato negli anni Sessanta ed attualmente ¢ formato da
venti soci, che conferiscono interamente la loro produzione di latte. Nel 2002 sono
stati conferiti al caseificio 142 mila quintali di latte, pari ad una media per socio di
7.100 quintali. Il formaggio ottenuto ammonta a 27.109 forme di Grana Padano, da
cui si deduce una resa media di latte in formaggio del 6,9%. Il volume d’affari del
caseificio ¢ assai consistente e si & attestato sui 7,4 milioni di euro, superiore ai 14
miliardi delle vecchie lire.

Le strutture del caseificio sono state rinnovate di recente, con 1’adozione delle
pit moderne tecnologie, sia per quanto riguarda la trasformazione del latte che per
I’allevamento suino. La lavorazione del latte, a cui sono addette dieci unita lavoratrici
a tempo pieno, viene effettuata una volta al giorno.

Nel 2001 ¢ stato costruito un nuovo magazzino per la stagionatura del formag-
gio, con una capacita di 39.000 forme. La struttura risulta completamente automatizzata
e dispone delle pii moderne tecnologie per il controllo dei parametri di stagionatura
(temperatura, umidita, ventilazione ecc.). Tutte le operazioni di magazzinaggio sono
interamente meccanizzate, a partire dal posizionamento delle forme, alla loro pulizia,
al prelievo e al caricamento per la vendita. Con questa nuova struttura il caseificio si
¢ assicurato la piena autonomia della stagionatura del formaggio, senza dipendere da
magazzini esterni di stagionatura come avveniva nel passato.

In pratica il caseificio si & posto all’avanguardia nel comparto, investendo no-
tevoli capitali, nella prospettiva di garantire ai soci impegnati nella produzione del
latte maggiori certezze per il futuro.

3.2 L’ allevamento suino

L’allevamento suino ha accompagnato 1’attivita del caseificio sin dalla sua
nascita, sfruttando per 1’alimentazione dei suini il siero residuo della trasformazione
del latte in formaggio.

L’evoluzione delle strutture e della gestione dell’allevamento suino ha portato
all’attuale forma di allevamento a ciclo chiuso, che adotta le pitt moderne tecnologie
produttive con un management aziendale di alto profilo.

La capacita produttiva annua dell’allevamento si avvicina ai 12.000 capi di
suino pesante pronti alla macellazione, tenendo conto che in un anno si possono rea-
lizzare piu di due cicli produttivi.

Infatti, con il ciclo chiuso si dispone dei riproduttori in grado di soddisfare al
fabbisogno di animali necessari a coprire la capacita ricettiva delle strutture, sulla
scorta delle disponibilita alimentari di siero di latte. L’allevamento ¢ seguito da un
veterinario d’azienda e da sei unita lavoratrici a tempo pieno.

La struttura e I’organizzazione di un allevamento suino a ciclo chiuso prevede
la ripartizione in diverse aree:

- Reparto verri: sono disponibili venti box singoli dove sono alloggiati i maschi
riproduttori di razza Landrace e Duroc. In un primo incrocio si utilizzano verri Landrace
e scrofe Large White, successivamente le scrofette meticce vengono incrociate con
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verri Duroc. Trattasi di un incrocio di sostituzione a due vie che sfrutta 1’eterosi ma-
terna; ¢ il sistema di gran lunga pit usato negli allevamenti a ciclo chiuso orientati alla
produzione del suino pesante ed ¢ quello consentito dai consorzi del Prosciutto di
Parma e di San Daniele.

- Gabbie di fecondazione: sono 450 gabbie singole dove le scrofette e le scrofe
adulte vengono condotte per la fecondazione nella forma artificiale, nelle gabbie ri-
mangono fino all’accertamento della gravidanza.

- Reparto di gestazione: ¢ composto da due porcilaie suddivise in box per un
totale di circa 550 posti, dove le gestanti rimangono sino all’epoca del parto.

- Sale parto: sono disponibili 182 gabbie parto. I locali sono dotati di sistemi
automatici di gestione e di controllo della temperatura e della ventilazione. Tutti i dati
produttivi e riproduttivi delle scrofe sono informatizzati per una migliore gestione
della scrofaia.

- Reparto svezzamento: sono disponibili circa 2.220 posti suddivisi in numerose
sale, tutte dotate di sistemi automatici di controllo della temperatura e della ventila-
zione. E questo il periodo in cui i suinetti vengono tatuati sull’orecchio e sulla coscia
per rendere possibile la “tracciabilita” dei prodotti, come previsto nei protocolli DOP
del Prosciutto di Parma e di San Daniele. In questa fase inizia la graduale
somministrazione di alimento liquido, la borlanda.

- Porcilaie di magronaggio: sono formate da due capannoni con una capacita di
circa 1.800 posti, suddivisi in 22 box dove vengono trasferiti i suinetti svezzati.

- Porcilaie di ingrasso: sono formate da due capannoni, ciascuno con trentadue
box, per un totale di circa 5.500 posti di capienza. E in questa fase che si ha il massimo
consumo di siero di latte che viene somministrato nella borlanda liquida, nella quale
vengono impiegati prodotti acquistati (nucleo e cereali) e cereali forniti dai soci con-
ferenti. La preparazione dell’alimento avviene nel mulino-mangimificio annesso al-
I’allevamento che consente di contenere i costi dell’alimentazione.

- Gabbie di ingrasso: servono per il finissaggio del suino pesante prima della
macellazione. Sono 180 gabbie singole e consentono di ottenere soggetti nelle mi-
gliori condizioni nutrizionali in funzione della destinazione delle carni per i prodotti
tipici.

Particolare attenzione ¢ riservata al controllo sanitario, per assicurare le mi-
gliori condizioni di benessere degli animali, per elevare i coefficienti di conversione
degli alimenti ed ottenere una carne di qualita. A questo scopo si applica il criterio del
tutto pieno e tutto vuoto, per consentire una accurata disinfezione degli ambienti e
delle attrezzature. In ogni caso gli interventi sanitari sono ridotti al minimo, privile-
giando le azioni preventive e di monitoraggio di tutte le fasi dell’allevamento, con il
controllo scrupoloso degli ambienti, degli alimenti e dei materiali impiegati.

Lo standard sanitario e gestionale raggiunto ¢ testimoniato dai buoni parametri
riproduttivi della scrofaia sino ad arrivare ai risultati ottenuti nei capi all’ingrasso, in
un processo continuo di miglioramento dei risultati e delle stabilita degli stessi.
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Tab. 1 — Parametri riproduttivi dell’allevamento suino

Parametri riproduttivi 1999 2000 2001
Totale fecondazioni 2.228 2.073 2.358
Totale parti 1.671 1.468 1.564
Totale aborti 82 84 88
Totale ritorni 227 244 317
Ritorni fino a 23 giorni 101 115 131
Ritorni da 24 a 39 giorni 103 99 147
Ritorni da 40 a 44 giorni 23 28 44
Totale false gravidanze 21 35 47
Numero nati vivi 15.868 14.194 14.904
Numero medio nati

vivi per scrofa 9,5 9,7 9,5
Numero nati morti 445 547 536
Numero medio di nati morti per

scrofa 0,3 0,4 0,4
Morti sotto scrofa 923 652 571
Numero medio di morti sotto

scrofa per scrofa 0,6 0,4 0,5
Totale svezzati 14.945 13.542 13.776
Numero medio di suini svezzati

per scrofa 8,9 9,2 8,8
Numero totale di scrofe 711 646 769
Numero scrofe riformate 461 384 301
Percentuale di rimonta 64,8 59,4 39,1
Interparto medio (g) 160,8 160,3 162,0
Intervallo svezzamento

concepimento (g) 20,0 19,2 19,9
Numero medio di parti anno

per scrofa 2,3 2,3 2,3
Portata al parto (%) 75,0 70,8 66,3
Indice di prolificita 7,2 7,2 6,5

Nella gestione dell’allevamento suino riveste oggi notevole importanza la fase
di smaltimento dei reflui zootecnici. Il caseificio ha affrontato in modo organico il
problema con la predisposizione di strutture moderne in armonia con le vigenti
normative.

Da circa dieci anni ¢ attivo anche un sistema per la produzione e il recupero del
biogas che viene utilizzato come combustibile per la produzione del vapore necessa-
rio al caseificio per il riscaldamento dei doppifondi delle caldaie di caseificazione e
per altri usi interni.

3.3 I risultati economici
L’analisi economica del caseificio sociale, con I’annesso allevamento suino, si

estende ai bilanci che vanno dal 1971 al 2001. Il dato che interessa particolarmente ¢
il prezzo di trasformazione del latte che viene pagato dal caseificio ai soci conferenti.
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Tale prezzo ¢ costituito da due parti: la quota latte e la quota suini, in quanto il bilan-
cio della cooperativa ¢ frutto di due attivita strettamente collegate: la trasformazione
del latte in formaggio e la trasformazione del siero in carne suina.

Le due attivita sono tenute separate a livello contabile in modo da quantificare
I’apporto di ciascuna sul prezzo finale di trasformazione del latte. Tutti i valori sono
stati conteggiati al netto dell’IVA in maniera da escludere gli effetti prodotti dalle
variazioni di aliquota IVA nel periodo e armonizzare i dati con gli anni in cui I’impo-
sta non era ancora stata introdotta.

Il prezzo di trasformazione del latte si ottiene dal rapporto tra il valore di tra-
sformazione e i quintali complessivi di latte conferito dai soci. Il valore di trasforma-
zione a sua volta ¢ stato ottenuto dalla differenza tra il valore dei prodotti trasformati
e le spese sostenute per la trasformazione.

Sulla base del prezzo di trasformazione I’allevatore ¢ in grado di emettere la
fattura al caseificio, secondo la quantita di latte conferito, in modo da consentire la
chiusura a pareggio del bilancio sociale.

Focalizziamo ora la nostra attenzione sul bilancio sintetico riguardante 1’alle-
vamento suino. I dati si riferiscono all’anno 2001, I’ultimo della serie storica dell’in-
dagine aziendale. Per gli anni precedenti abbiamo disponibile il risultato finale del
caseificio: il prezzo di trasformazione gia suddiviso in quota latte e quota suini.

La produzione lorda vendibile dell’allevamento suino ¢ rappresentata dall uti-
le lordo stalla, cio¢ dalla produzione di carne nel corso dell’annata, sia in termini di
peso che di valore.

Tab. 2 — Calcolo della produzione di carne suina

Descrizione Capi (n) Peso (kg) Valore (lire)
Per capo Totale Per kg Totale
ATTIVO 21.843 117 2.557.148 2.735 | 6.993.062.501
- Vendita suini grassi 11.741 158 1.854.920 2975 ]5.518.383.701
- Consistenza finale 9.210 76 702.228 2.100 | 1.474.678.800
- Morti 892 50 - - -
PASSIVO 21.843 36 792.122 2.150 |1.703.172.200
- Acquisto verri 81 77 6.240 8.465 52.820.000
- Consistenza iniziale 10.322 76 785.882 2.100 | 1.650.352.200
- Nati 11.440 - - - -
PRODUZIONE
DI CARNE 1.765.026 2.997 |5.289.890.301

La parte attiva dell’utile lordo stalla ¢ rappresentata dalla vendita dei suini, alla quale
viene aggiunta la consistenza dei capi presenti alla fine dell’annata agraria. La parte
passiva ¢ formata dall’acquisto di animali e dalla consistenza dei capi presenti all’ini-
zio dell’annata. La differenza tra attivo e passivo rappresenta la produzione di carne
suina nel corso del 2001. Complessivamente sono stati prodotti 1.765.026 chilogram-
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mi di carne per un valore di quasi 5,3 miliardi di lire, pari ad oltre 2,7 milioni di euro.

Dalla produzione di carne vanno sottratte le spese specifiche dell’allevamento,
relative all’alimentazione e al lavoro, e I’'imputazione dei costi generali per ottenere
I’utile dell’allevamento. Rapportando I'utile dell’allevamento ai quintali di latte con-
ferito dai soci otteniamo la guota suini che andra aggiunta alla quota latte per la
determinazione finale del prezzo di trasformazione. Anche il valore del siero rappre-
senta un costo per la gestione suini, mentre nella gestione del latte figura come entra-
ta.

A questo punto & possibile quindi risalire al costo di produzione di un chilo-
grammo di carne suina, essendo note tutte le spese e la quantita complessiva di carne
prodotta. Un chilogrammo di carne suina ¢ venuta a costare al caseificio 2.260 lire nel
2001. Essendo noto il prezzo medio della carne venduta, pari a 2.997 lire il chilo-
grammo, possiamo concludere che I’allevamento dei suini ha portato ad un profitto di
737 lire il chilogrammo. Cio ¢ quanto andra effettivamente a costituire la guota suini
nel prezzo di trasformazione del latte.

Dal bilancio dei suini ¢ possibile determinare altri indici di produttivita,
come I'indice di conversione dei mangimi: per ottenere un chilogrammo di carne ¢
stato necessario impiegare 3,5 chilogrammi di mangime. Inoltre I’incremento pon-
derale giornaliero dei suini all’ingrasso ¢ risultato di 760 grammi, un risultato di tut-
to rilievo e che testimonia della buona gestione dell’allevamento suino.

Tab. 3 — Analisi economica dell’allevamento suino

BILANCIO SINTETICO
Descrizione Importo (lire)
Parziale Totale

RICAVI: carne 5.289.890.301
COSTI: 3.988.387.131
- Mangimi 2.022.049.170

- Spese di lavorazione 1.259.197.561

- Imputazione siero 129.140.400

- Imputazione costi generali 578.000.000

UTILE NETTO 1.301.503.170

‘ CALCOLO DELLA QUOTA SUINI

UTILE NETTO 1.301.503.170
LATTE CONFERITO (q) 134.520
QUOTA SUINI (lire/q) 9.675

‘CALCOLO DEL COSTO DI PRODUZIONE DELLA CARNE

COSTO TOTALE 3.988.387.131
CARNE PRODOTTA (kg) 1.765.026
COSTO DI PRODUZIONE (lire/kg) 2.260
PREZZO DI VENDITA (lire/kg) 2.997
PROFITTO (lire/kg) 737
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Il prezzo di trasformazione del latte ¢ stato tradotto in lire costanti, posto il
2001 pari a 100, applicando i coefficienti ISTAT di rivalutazione della lira (prezzi al
consumo). L’elaborazione ci consente di ottenere dei valori comparabili per tutto il
periodo e di calcolare anche la media complessiva.

Nel 2001 i suini hanno contribuito ad elevare il prezzo di trasformazione del
latte di quasi 10 mila lire il quintale, che rappresenta pit del 13% del prezzo comples-
sivo ricevuto dai soci conferenti. E uno dei risultati migliori del periodo 1971-2001,
assieme ad altre cinque annate. E possibile quantificare anche la media annua del
periodo della quota suini che rappresenta 1’8,6% del prezzo di trasformazione del
latte. I valori esaminati sono stati calcolati al netto dell’TVA, per rendere pit omoge-
nei i confronti, infatti I’aliquota IVA ¢ variata negli anni sia per il latte che per i suini,
senza considerare che nei primi anni Settanta tale imposta non era ancora entrata in

vigore.
Graf. 1 - Dinamica del prezzo di trasformazione del latte
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Larivalutazione dei prezzi ha messo in evidenza che il potere di acquisto della
lira era 13 volte superiore nel 1971 rispetto a quello del 2001. Pertanto anche il prezzo
di trasformazione del latte, che a lire correnti ammontava a 10.539 lire il quintale nel
1971, sarebbe pari a 138.088 lire con la rivalutazione, quasi il doppio di quanto hanno
effettivamente percepito i soci conferenti nel 2001 (71.850 lire).

Analizzando 1’ultimo trentennio osserviamo che gli allevatori sono stati pena-
lizzati dal mercato e dall’inflazione in maniera consistente e progressiva, con partico-
lare intensita negli ultimi anni. La media del periodo porta a quantificare in 142.275
lire il prezzo di trasformazione del latte, a lire costanti, che i soci hanno percepito dal
caseificio, di questo importo 1’8,6% ¢ rappresentato dalla quota suini (pari ad una
media di 12.235 lire il quintale). I prezzi piu bassi sono stati quelli realizzati nell ulti-
mo lustro, in coincidenza con la congiuntura sfavorevole per tutti i formaggi grana, la
peggiore e la pitt lunga nella storia del comparto.

In realta I’apporto della quota suini ha subito forti oscillazioni nel periodo,
rimanendo comunque positiva anche nelle annate peggiori, quando si ¢ scesi sotto
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I’1% (1999). Le fluttuazioni non sono da imputare a carenza nella gestione dell’alle-
vamento, quanto alle oscillazioni dei prezzi di mercato dei suini pesanti, caratterizzati
da fluttuazioni cicliche che si sono ripercosse sui ricavi della carne e quindi sull’utile
dell’allevamento.

Graf. 2 - Dinamica del prezzo della carne suina e della quota suini
(variazioni % posto il 2001 pari a 100)
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L’andamento dei prezzi dei suini pesanti (160/180 Kg) rilevato dalla Borsa
merci della CCIAA di Mantova, la pit importante in Italia per il mercato dei suini,
conferma I’analisi precedente. E stato possibile risalire alla serie storica dei prezzi ad
iniziare dal 1966. Negli anni precedenti i dati non erano omogenei perché era diverso
il peso medio di riferimento dei suini.

Nel corso degli ultimi 35 anni il prezzo di mercato dei suini ha subito notevoli
oscillazioni, che noi abbiamo esaminato a lire costanti per consentire dei confronti
omogenei. Il potere d’acquisto della lira era di 15 volte superiore nel 1966 rispetto al
2001. Cio significa che il prezzo dei suini pesanti a lire costanti era di 6.902 lire nel
1966, a fronte delle 2.966 lire realizzate sul mercato di Mantova nel 2001, meno della
meta, a conferma che anche per la carne suina il mercato e I’inflazione sono stati
penalizzanti per gli allevatori. In ogni caso facendo la media del periodo 1971-2001
otteniamo un prezzo medio dei suini pesanti di 4.153 lire il chilogrammo.

I prezzi dei suini sono andati progressivamente diminuendo, sia pure con fasi
alterne, a motivo della ciclicita di questo mercato, con un minimo nel 1999 con 2.145
lire il chilogrammo. Le migliori performance di mercato si trovano, come era
prevedibile, all’inizio del periodo, con un massimo di 7.069 lire nel 1976 ed un altro
picco nel 1966 con 6.903 lire il chilogrammo.

Le oscillazioni cicliche dei prezzi dei suini, circa triennali, si traducono in
analoghe oscillazioni cicliche della quota suini. 1l profitto della gestione suini, cio¢ la
differenza tra il prezzo di mercato e il costo di produzione della carne, ¢ infatti quello
che porta alla determinazione della guota suini. Tenuto conto che il costo di produzio-
ne dei suini non subisce eccessive oscillazioni a fronte delle oscillazioni dei prezzi
della carne, se ne deduce che le variazioni della quota suini ¢ strettamente correlata
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alle variazioni del prezzo di mercato della carne. Infatti le variazioni di prezzo della
carne hanno un effetto moltiplicatore sulla guota suini. Se per ipotesi il prezzo della
carne dei suini nel 2001 fosse stato superiore del 10% a quello realizzato, 1’ utile netto
della gestione suini sarebbe aumentato del 41%.

In ogni caso, i risultati di bilancio hanno confermato che nel periodo esamina-
to I’allevamento suino & sempre stato in grado di assicurare dei profitti positivi al
caseificio e quindi di consentire un incremento del prezzo di trasformazione del latte.
In queste condizioni di forte concorrenza mercantile gli allevatori si sono dovuti atti-
vare per non essere emarginati, adottando il meglio delle nuove tecnologie e miglio-
rando I’efficienza di gestione aziendale con un management di elevata professionali-
ta.

Nel caso del nostro allevamento i risultati economici confermano il grado di
efficienza raggiunto, testimoniato da un profitto positivo che rappresenta il 25% del
prezzo di mercato della carne nel 2001. Giocano a favore di questo risultato, oltre alla
professionalita del management, anche 1’avere puntato sulle economie di scala, che
consentono un abbassamento dei costi di produzione, e le nuove tecnologie impiegate
che consentono di ridurre il fabbisogno di lavoro e di migliorare I’indice di conversio-
ne degli alimenti. Il tutto in condizioni di massima igiene e salubrita degli animali,
condizione indispensabile per consentire agli animali stessi di esprimere tutta la loro
potenzialita produttiva.

Tali condizioni sono comuni ad altri allevamenti della provincia di Mantova,
dove la suinicoltura ha avuto i maggiori sviluppi negli ultimi decenni. Basti ricordare
che il numero dei suini ¢ passato da 374 mila capi del 1970 ad oltre un milione nel
2000, con un incremento di tre volte. Nel contempo il numero degli allevamenti suini
si ¢ ridotto del 90%, passando da 6.420 aziende del 1970 a sole 701 nel 2000. Tale
processo evolutivo ha portato ad una forte crescita della dimensione media degli alle-
vamenti, che ¢ passata da 58 capi a ben 1.494 capi in trent’anni, ventisei volte superio-
re.

Si ricorda che la provincia di Mantova ¢ la seconda provincia per importanza
nel patrimonio suinicolo in Lombardia e a livello nazionale, dopo la provincia di
Brescia. La crescita del numero dei capi allevati, a fronte di una contrazione del nu-
mero degli allevamenti, ha ampliato notevolmente la dimensione media delle man-
drie. Sono le strategie di sviluppo delle imprese volte alla riduzione dei costi di produ-
zione, grazie ai benefici effetti delle economie di scala.

Solo in questo modo gli allevamenti hanno potuto far fronte ad una riduzione
dei prezzi della carne. Grazie all’efficienza economica degli allevamenti ¢ stato pos-
sibile assicurare margini di profitto agli allevatori, con un differenziale positivo sul
punto di break even, punto nel quale il costo di produzione eguaglia il prezzo.

3.4 I riflessi economici sulla gestione delle aziende lattifere
Alcune attivita di trasformazione delle produzioni agricole, si ripete, sono uscite
da tempo dall’azienda agraria. Nel caso dei caseifici sociali si mantiene ancora forte

la connessione tra le attivita, perché i risultati economici del caseificio sociale si tra-
sferiscono sul bilancio economico delle aziende aderenti, o viceversa, i risultati eco-
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nomici delle aziende da latte sono strettamente correlati ai risultati economici del
caseificio.

La presenza nel caseificio dell’allevamento suino contribuisce a valorizzare,
oltre al latte, anche un prodotto di risulta, il siero di latte, accrescendo cosi il valore
aggiunto complessivo della trasformazione.

Non tutti i caseifici dispongono perd dell’allevamento suino. In questi ultimi
anni abbiamo assistito al ritiro di questa attivita da parte dei caseifici piu piccoli, in
cui la scarsa disponibilita di siero porta ad una riduzione della dimensione dell’alleva-
mento suino. In tali condizioni I’allevamento non ¢ in grado di far fronte all’onere dei
costi fissi, in particolare di quelli relativi all’adeguamento delle strutture per lo
smaltimento dei reflui, secondo le recenti e pill severe normative ambientali.

Il panorama che si viene a delineare ¢ quello della presenza sempre piu diffusa
di caseifici che si ritirano dalla suinicoltura, in particolare quelli di dimensioni piu
ridotte e nei territori nei quali le normative ambientali sono pil restrittive, mentre altri
caseifici cercano di ampliare la dimensione dell’allevamento suino per abbassare i
costi fissi per I’adeguamento ambientale.

In particolare la prima condizione ¢ tipica dell’area del Consorzio del formag-
gio Parmigiano-Reggiano, mentre la seconda ¢ pit diffusa in quella del Grana Padano,
in relazione alle diverse tipologie dei caseifici presenti. Infatti, il latte lavorato dai
caseifici ricadenti nella prima area ¢ in media di 29 mila quintali, mentre in quelli
della seconda area ¢ di 114 mila quintali, quattro volte superiore.

Ne consegue che i benefici economici dell’allevamento suino interessano so-
lamente una parte delle aziende lattifere, quelle aderenti ai caseifici sociali che hanno
mantenuto ed ampliato 1’allevamento suino.

Con riferimento alle aziende lattifere aderenti al caseificio in esame, abbiamo
cercato di quantificare le variazioni del reddito aziendale in conseguenza dei risultati
economici dell’allevamento suino. Le aziende associate al caseificio conferiscono
mediamente 7.100 quintali di latte all’anno. Nel 2001 il prezzo di trasformazione del
latte liquidato dal caseificio ai soci conferenti ¢ stato di 71.850 lire il quintale, per un
valore complessivo di 510 milioni di lire, dei quali il 13% legato ai suini per un impor-
to di quasi 69 milioni di lire. In assenza dell’allevamento suino il valore della produ-
zione di latte scenderebbe a 441 milioni di lire.

Sulla base dei risultati contabili di un gruppo di allevamenti da latte elaborati
nel 2001 dal nostro Laboratorio di gestione e contabilita agraria, con caratteristiche
analoghe agli allevamenti aderenti al caseificio, possiamo risalire alla struttura del
bilancio economico sino ad arrivare al reddito netto.

Mediamente il reddito netto degli allevamenti del gruppo rappresenta il 40%
del valore della produzione del latte. Applicando tale indice agli allevamenti aderenti
al caseificio si otterrebbe un reddito netto aziendale di 204 milioni di lire. Pertanto la
quota suini, calcolata in 69 milioni di lire, inciderebbe per il 34% sul reddito netto, un
peso decisamente superiore a quello dell’incidenza sulla produzione di latte, che era
del 13%. Senza la quota suini il reddito scenderebbe a 135 milioni di lire, un terzo in
meno.

In effetti I'utile della quota suini si trasferisce tal quale dalla produzione al
reddito, non avendo 1’azienda lattifera alcun onere da sostenere per i suini, diversa-
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mente da quanto avviene per la produzione del latte, i cui costi gravano interamente
sull’azienda. Nel caso in cui la quota suini rappresenti una perdita, questa andrebbe
ad abbassare il prezzo del latte corrisposto dal caseificio, con una riduzione dei ricavi
aziendali e quindi del reddito netto.

Graf. 3 - Apporto della quota suini sulla produzione di latte e sul
reddito netto
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La presenza dell’allevamento suino annesso al caseificio sociale condiziona
quindi pesantemente il reddito netto delle aziende aderenti e pud rappresentare la
chiave di lettura sulla resistenza degli allevatori alla continuazione dell’attivita in
periodi di congiuntura mercantile sfavorevole per i prodotti lattiero caseari.

Pertanto stiamo assistendo al formarsi di un dualismo aziendale nel comparto
lattiero caseario. I piccoli allevamenti da latte sono generalmente associati a piccoli
caseifici che non hanno 1’allevamento suino. I grandi allevamenti da latte aderiscono
a grossi caseifici con annesso 1’allevamento suino.

I primi allevatori si trovano di fronte a tre condizioni decisamente sfavorevoli:
- la ridotta dimensione dell’allevamento bovino non consente di abbassare i costi

di produzione del latte oltre certi limiti;

- la stessa condizione si ripete per i piccoli caseifici che non riescono a contrarre

1 costi di trasformazione del latte;

- la mancanza in questi caseifici dell’allevamento suino esclude la possibilita di
godere della quota suini nel prezzo di trasformazione del latte.

Questa triplice penalizzazione per gli allevatori & motivo di disagio economico
e di difficolta nel competere sul mercato e pud portare alla precarietd aziendale con il
rischio della chiusura degli allevamenti da latte.

I secondi allevatori si trovano nella situazione opposta: il circolo virtuoso dei
grossi allevamenti bovini, con caseifici pill grandi e con annesso 1’allevamento suino,
consente loro di migliorare le performance economiche e alle aziende lattifere di otte-
nere redditi soddisfacenti e in grado di assicurare prospettive di sviluppo all’impresa.
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4. Conclusioni

L’allevamento suino annesso ai caseifici sociali riveste un ruolo molto impor-
tante nel sostenere il reddito delle aziende lattifere. Lo testimoniano i risultati ottenuti
dalla ricerca condotta in un caseificio sociale della provincia di Mantova, nella quale
¢ stato quantificato nel 13% 1’apporto della guota suini sul prezzo di trasformazione
del latte nel 2001. L’analisi ¢ stata estesa anche alla serie storica degli ultimi trent’an-
ni ottenendo un’incidenza media della quota suini del 8,6% sul prezzo di trasforma-
zione del latte che la cooperativa ha corrisposto ai soci nel periodo.

Dai risultati dell’indagine si ¢ cercato di quantificare anche i riflessi economici
dell’allevamento suino sulla gestione delle aziende lattifere. Se a livello di produzio-
ne aziendale I’apporto della quota suini ¢ analoga a quella sul prezzo di trasformazio-
ne del latte (13%), non altrettanto si puo dire della sua incidenza sul reddito netto
aziendale. Infatti la quota suini sul reddito netto si porta al 34%, per un effetto molti-
plicatore, condizionando fortemente i risultati economici del bilancio aziendale.

I caseifici con I’allevamento suino hanno il vantaggio di accrescere il prezzo del
latte liquidato ai soci in relazione agli utili ottenuti nella gestione suini. Cio rappre-
senta una quota significativa del prezzo di trasformazione del latte, che si traduce in
una crescita pitl che proporzionale del reddito netto delle aziende zootecniche.

Nella provincia di Mantova, caratterizzata da una forte concentrazione di capi
suini, la seconda in Lombardia e in Italia dopo la provincia di Brescia, ¢ diffusa la
presenza dell’allevamento suino annesso al caseificio, grazie alle capacita di trasfor-
mazione che si colloca su una media di 173 mila quintali di latte lavorato, il 52%
superiore alla media dei caseifici dell’area del Grana Padano (113 mila quintali) e sei
volte superiore a quelli del Parmigiano Reggiano (29 mila quintali). Cio prefigura un
diverso assetto futuro della zootecnia da latte in relazione a quella dei caseifici.

Negli ultimi trent’anni la dimensione media degli allevamenti suini in provincia
di Mantova ¢ passata da 58 capi del 1970 a ben 1.494 capi del 2000, superiore di
ventisei volte la consistenza iniziale. I processi di sviluppo del comparto suino hanno
portato alla nascita di strutture industrializzate in grado di affrontare il mercato e
sufficientemente grandi e specializzate per contenere significativamente i costi di pro-
duzione. Le strategie d’impresa volte alla riduzione dei costi di produzione tramite le
economie di scala sono quelle in grado di contrastare la riduzione dei prezzi di
mercato.

La latteria presa in esame ¢ una tipica cooperativa sociale presente sul territorio
mantovano nella zona di produzione del Grana Padano, ha dimensioni medio-grandi
ed ¢ stata in grado di fornire buoni risultati per quanto riguarda sia il caseificio che
I’allevamento suino. Lo confermano i cospicui investimenti di capitali per la
ristrutturazione degli impianti, allo scopo di adeguarli alle piti moderne e avanzate
soluzioni tecnologiche.

Tali interventi hanno riguardato anche 1’allevamento suino e rappresentano un
chiaro segno di fiducia verso un settore in rapida evoluzione, considerando che in
trent’anni, dal 1971 al 2001, la quota suini ha inciso mediamente per 1’8,6% sul prez-
zo di trasformazione del latte pagato dal caseificio sociale agli allevatori conferenti:
quota di tutto rilievo per I’entita dell’incidenza e la continuita del beneficio. Gli im-
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prenditori sono disposti ad ingenti investimenti se cid consente di migliorare I’inci-
denza della quota suini sul prezzo di trasformazione del latte.

L’allevamento suino in provincia di Mantova ha fornito negli ultimi anni buoni
risultati, con uno sviluppo notevole in termini sia strutturali che economici, grazie ad
un substrato socio-economico in grado di accettare e valorizzare tale attivita, portan-
dola da attivita marginale ad una attivita significativa per numerose aziende. La nasci-
ta in pochi decenni di allevamenti industrializzati con migliaia di capi dediti esclusi-
vamente alla suinicoltura e di numerosi altri allevamenti presenti all’interno dei caseifici
sociali, anch’essi specializzati, ha consolidato I’economia legata al settore suinicolo;
per nulla trascurabile ¢, inoltre, I’indotto legato a detto comparto.

La moderna suinicoltura necessita di strutture adeguate e di una rete commer-
ciale che sappia rispondere alle esigenze del mercato e delle imprese: per questo gli
allevamenti si sono dotati di sistemi informatizzati per la gestione dei dati e delle
varie fasi del ciclo produttivo e riproduttivo. Queste caratteristiche fanno si che tale
attivita non sia statica ma dinamica e proiettata verso il futuro, in perenne ricerca di
nuove e migliori soluzioni in grado di far aumentare, o quanto meno preservare, gli
utili degli allevatori.

La suinicoltura del futuro ¢ decisamente rivolta ad una sempre piu spiccata
specializzazione. Il mercato, dal canto suo, esaspera tale evoluzione con la concorren-
za determinante della riduzione dei prezzi in Italia, ma anche negli altri paesi europei
ed extraeuropei.

Gli allevatori rispondono agli stimoli del mercato con una riduzione dei costi di
produzione, ottenuta seguendo una spiccata economia di scala e aumentando la di-
mensione delle proprie aziende, con conseguente scomparsa dei piccoli allevamenti,
non pitl in grado di essere competitivi sul mercato italiano ed europeo.

Riveste inoltre crescente importanza la fase mercantile che i produttori cercano
di tenere sotto controllo attraverso una integrazione di filiera latte-suino che si ¢
concretizzata nella nascita del Consorzio Latterie Sociali Mantovane (CLSM), coo-
perativa di secondo grado per la commercializzazione dei prodotti, che si avvale del
marchio Virgilio. Il controllo di filiera ¢ la strategia vincente che consente di acquisire
¢li utili di tutte le fasi del canale distributivo a favore dei produttori agricoli.

Dalle rilevazioni aziendali abbiamo ottenuto una conferma delle tendenze in
atto nella suinicoltura mantovana: infatti gli allevatori continuano ad investire in que-
sto comparto in costante crescita ed evoluzione. La suinicoltura, inoltre, si presta par-
ticolarmente all’industrializzazione dei processi produttivi.

La tendenza diffusa alla modernizzazione degli allevamenti, riscontrata anche
nel caseificio preso in esame, proietta I’allevamento suino del mantovano nel Merca-
to Globale, fornendo ampi margini di crescita economica che si tradurranno in mag-
giori utili anche per gli allevamenti bovini da latte.

Parole chiave: suino, caseificio, allevamento lattifero, economia.
Key words: pork, cheese factory, milk farming, economy.

Mots-clés : porcin, fromagerie, élevage laitier, économie.

RIASSUNTO - Dalla trasformazione lattiero-casearia residuano elevati quantitativi
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di siero. I caseifici hanno risolto il problema dello smaltimento con I’introduzione
dell’allevamento suino.

I risultati economici dell’allevamento suino si riflettono sul prezzo di trasformazione
del latte che il caseificio sociale paga ai soci conferenti.

L’indagine ha quantificato I’entita della quota del prezzo di trasformazione del latte
attribuibile all’allevamento suino.

I risultati della ricerca confermano 1’importanza dell’allevamento suino annesso al
caseificio sociale nel sostenere il prezzo di trasformazione del latte, con una quota del
13% nel 2001 ed una media dell’8,6% negli ultimi trent’anni, e nel migliorare i risultati
economici delle aziende lattifere associate, dove un terzo del reddito ¢ legato ai risultati
economici dell’allevamento suino.

SUMMARY - The pig farm annexed to the social cheese factory: economic reper-
cussions for the milk industry.

Whey is produced in high quantities as a waste product of cheese production. Cheese
factories have solved the problem of disposing of the whey through the introduction
of pig farming.

The economic results of the pig farms are reflected in the price of milk processing
paid by the cheese factory cooperative to its associates.

This study has quantified the quota of the price of milk processing that can be attrib-
uted to the pig farm.

The results of the research confirm the importance of pig farms annexed to cheese
factories in supporting the price of milk processing, with a quota of 13% in 2001
against an average of 8.6% over the past thirty years, and in improving the economic
results of the associated milk processing companies, where one third of the income is
linked to the economic results of the pig farm.

RESUME - L’ élevage porcin jumelé a la fromagerie sociale : les retombées écono-
miques sur les exploitations laitiéres.

La transformation du lait et du fromage produit de grosses quantités de lactosérum
(petit-lait) résiduel. Les fromageries ont résolu le probleme de son élimination grace a
I’élevage porcin.

Les résultats économiques de I’élevage porcin se répercutent sur le prix de la transfor-
mation du lait que la fromagerie sociale paie a ses membres.

Cette enquéte a permis de quantifier quelle part du prix de la transformation du lait
revient a 1’élevage porcin.

Les résultats de cette recherche confirment I’importance de I’élevage porcin jumelé a
la fromagerie sociale dans le soutien du prix de la transformation du lait - avec une
part de 13% en 2001 et une moyenne de 8,6% ces trente dernieres années — et dans
I’amélioration des résultats économiques des activités laitieres associées — dont un
tiers du revenu est lié aux résultats économiques de 1’élevage porcin.
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GLI SCAMBI COMMERCIALI TRA ITALIA ED ARGENTINA NEL
SETTORE AGROALIMENTARE!

G. Bonazzi- G. Ferri- M. Iotti- E. Manghi®

1. Introduzione

L’ Argentina, con circa 36 milioni di abitanti, ¢, con riferimento alla popola-
zione e alla superficie il secondo paese dell’ America del Sud dopo il Brasile; la gran
parte della popolazione vanta origini europee, in particolare spagnole e italiane.

L’ Argentina ¢ compresa tra la Cordigliera delle Ande e I’Oceano Atlantico, e
tra il 22° e 55° parallelo; la superficie ¢ 3,76 milioni di Kmgq, compresi i territori
rivendicati dell’ Antartide, con una densita di popolazione di circa 9,6 abitanti per
Kmgq. La popolazione rurale rappresenta circa il 10% del totale, gran parte del territo-
rio ¢ situato nella zona temperata particolarmente vocata allo sviluppo dell’attivita
agricola. L’ Argentina puo essere suddivisa in quattro grandi aree geofisiche: le Ande
a ovest (aridi bacini, colline coltivate a vigne, montagne glaciali e regione dei laghi),
le fertili pianure del nord, le Pampas al centro (una distesa piatta caratterizzata da aree
umide e secche) e la Patagonia a sud (steppe a pascolo e aree glaciali). Ventidue par-
chi nazionali sono stati istituiti per proteggere questo ambiente cosi vasto e diversifi-
cato che ospita specie uniche al mondo di flora e fauna. Il maggior fiume ¢ il Parana
che con il suo principale affluente, il Paraguay, forma una grande arteria per la navi-
gazione fluviale. Importanti pure il Pilcomayo e I’Uruguay che forma con il Parand il
grande estuario del Rio de la Plata. Il clima argentino varia molto a seconda della
latitudine, passa da climi sub tropicali nel nord del paese, a climi antartici nel sud
patagonico.

L’ Argentina si caratterizza per la ricchezza di risorse naturali, petrolio, me-
talli e gas naturale, che ne fanno un grande produttore ed esportatore di materie prime,
ma sono soprattutto i grandi spazi agricoli, con le produzioni vegetali e zootecniche, a
caratterizzare 1’economia argentina, dando un particolare rilievo al settore primario e
alle produzioni agroalimentari del sistema economico nazionale. Infatti, soia, frumento
e mais, tra le produzioni vegetali, e carne bovina, tra le produzioni zootecniche, rap-
presentano voci importanti tra le esportazioni, caratterizzando 1’ Argentina come espor-
tatore di prodotti agricoli e loro derivati. L’interscambio commerciale argentino &
molto intenso con i paesi del Sud America, in particolare con Brasile e Cile e anche
con gli Stati Uniti e con i paesi dell’Unione Europea.

L’ Argentina dal 1991 fa parte del Mercato comune del Cono Sud (Mercosur),
unitamente a Brasile, Uruguay e Paraguay, la nascita del Mercosur, sancisce la libera

! Lo studio ¢ frutto di un lavoro comune dei quattro autori. Tuttavia in sede di stesura del testo Giuseppe
Bonazzi ha redatto i paragrafi 1, 4, 5, Giovanni Ferri ha redatto il paragrafo 2, Mattia Iotti il paragrafo 3 e
Elisa Manghi il paragrafo 2.1.

2 Sezione Risorse del Territorio, Dipartimento di Salute Animale, Facolta di Medicina Veterinaria, Univer-
sita degli Studi di Parma.
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circolazione di beni, servizi e fattori produttivi fra i paesi del Sud America aderenti
all’unione commerciale.

Tra 1 paesi europei, un ruolo di partner commerciale privilegiato spetta al-
I’Italia che, sulla base delle statistiche del commercio estero, insieme a Spagna e Ger-
mania, mostra i pil elevati livelli di interscambio commerciale con I’ Argentina, tanto
nei flussi di importazioni, quanto nei flussi di esportazioni.

Le motivazioni dei rapporti commerciali tra Italia e Argentina sono da ricer-
care anche nella storia dei due paesi. A tal riguardo si pud notare come la presenza
italiana in Argentina risale al XVIII secolo, grazie ad un importante flusso migratorio
verso il paese sudamericano, che si ¢ intensificato nel corso dell’ottocento e del nove-
cento, negli ultimi 150 anni circa tre milioni e mezzo di italiani hanno attraversato
I’Oceano Atlantico in cerca di migliori condizioni di vita e, oggi, circa la meta della
popolazione argentina vanta ascendenti italiani.

Nel contesto delle opportunita di sviluppo delle relazioni commerciali tra i
due paesi, bisogna tuttavia considerare le dinamiche congiunturali che hanno interes-
sato I’economia argentina negli ultimi anni. I1 2002 ha segnato il culmine della crisi
economica pill grave della storia contemporanea della Repubblica Argentina, nel pe-
riodo 1998/2002 il prodotto interno lordo ha fatto segnare una contrazione del 18,4%
in termini reali, una lieve ripresa dell’economia si ¢ avuta nel corso del 2003. In tale
contesto, le note che seguono si pongono 1’obiettivo di analizzare le dinamiche di
interscambio commerciale tra Italia ed Argentina, con particolare riferimento ai pro-
dotti agroalimentari e alle ipotesi di sviluppo dell’interscambio commerciale tra i due
paesi.

2. I’agroalimentare argentino

Agricoltura e allevamento, grazie alle abbondanti risorse naturali, rappre-
sentano una grande ricchezza dell’economia argentina. L’ Argentina ¢ una delle prime
nazioni al mondo per la produzione di soia, cereali e bestiame bovino, a cui sono
legate le conseguenti attivita di trasformazione.

Di seguito si indicano alcuni dati delle produzioni argentine riferiti al 2000.
La soia ¢ coltivata su una superficie di 11.405.200 ettari, il frumento su 6.840.700
ettari, il mais su 2.434.000 ettari e il girasole su 2.014.900 ettari, con rispettivamente
produzioni di 30.000.000 tonnellate per la soia, 15.291.700 tonnellate per il frumento,
14.710.000 tonnellate per il mais e 3.843.600 tonnellate per il girasole. Il settore delle
oleaginose ¢ molto importante in Argentina; oltre alla coltivazione di soia, girasole,
lino, cotone e in minore quantita di colza, ¢ fiorente 1’attivita di trasformazione per
I’ottenimento di oli. L’ Argentina ¢ il principale esportatore mondiale di olio di soia e
di girasole ed anche di farina di soia e girasole. Le filiere di soia e girasole costituisco-
no da sole il 95% dell’intera produzione di oleaginose, soprattutto la soia che ha una
superficie investita cinque volte superiore a quella destinata a girasole. Diffusa ed in
espansione ¢ anche la coltivazione dell’ulivo che punta anch’essa ad una sempre mag-
giore differenziazione della produzione.

Grande importanza hanno anche alcune colture industriali come la canna da
zucchero e il tabacco. La produzione di zucchero ¢ assicurata dalle colture di barba-
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bietole del Rio Negro e dalla canna da zucchero della provincia di Tucuman. Nei
pressi della capitale si ¢ inoltre sviluppata una fascia di colture ortofrutticole; frutteti
sono sorti sulle terre irrigate intorno a Cordoba e nelle oasi situate ai piedi delle Ande.
Si hanno produzioni di 1.033.500 tonnellate di mele, 1.020.900 tonnellate di limoni,
983.800 tonnellate di arance, 537.500 tonnellate di pere e 257.500 tonnellate di pe-
sche.

La coltura della delle vite si estende su una superficie di 205 mila ettari (10°
paese per superficie vitata al mondo) e si concentra soprattutto a Mendoza. La produ-
zione di uva ¢ di 24.599.000 quintali, pari al 4% della produzione mondiale, mentre
per quanto riguarda la trasformazione in vino, se ne ottengono 15.800.000 ettolitri (5°
Paese per produzione di vino al mondo), preceduto solo da Francia, Italia, Spagna e
Stati Uniti. Negli ultimi anni, i vini argentini stanno guadagnando sempre piu il mer-
cato estero. Tra il 1995 e il 2000 gli investimenti nazionali ed esteri hanno superato gli
800 milioni di dollari e nel solo anno 2000 si sono registrati investimenti per oltre 300
milioni di dollari. Il settore vitivinicolo €, dopo quello minerario, il settore che ha
ricevuto i pilt massicci investimenti esteri, ottenendo nel giro di un decennio un cam-
biamento radicale della propria immagine e riuscendo ad imporre il proprio prodotto
alivello internazionale. Indubbiamente ¢ uno dei settori che ha risentito di meno della
crisi argentina e che anzi ha beneficiato dalla nuova relazione di cambio, migliorando
la propria competitivita.

Le attivita zootecniche sono incentrate sull’allevamento bovino (48.851.400
capi), seguono I’allevamento ovino (13.561.600 capi), I’allevamento caprino (3.386.600
capi) e I’allevamento suino (2.271.700 capi). L’allevamento ovino ¢ prevalente in
Patagonia, con una produzione di lana di 65.000 tonnellate, mentre nel resto del Paese
predomina I’allevamento bovino.

L’allevamento bovino ¢ per 1’85% concentrato nella parte nord di Santa Fe
che appartiene al Nord Est Argentino e nella parte Sud della regione Pampeana. La
Pampa, una sterminata pianura fertile piatta, spezzata occasionalmente da verdeggianti
colline ricoperte da foreste, immense praterie e laghi salati, rappresenta una delle piu
grandi pianure fertili del mondo; oltre ad essere la sede ideale dell’allevamento bovi-
no, grazie a tre fattori che si coniugano in modo straordinario: temperatura, umidita e
ricchezza del suolo, ¢ anche la sede dell’enorme produzione agricola di soia, frumen-
to, mais, girasole, orzo, avena e segale.

Della totalita dei bovini allevati in Argentina circa il 70% ¢ rappresentato da
razze che producono carne; in particolare Aberdeen Angus, Hereford e Shorthorn; la
principale razza che produce latte ¢ invece la Jersey.

In Argentina si ha una produzione di 9.500.000 tonnellate di latte (11° paese
produttore di latte nel mondo). La produzione casearia ¢ sviluppata soprattutto a San-
ta Fe, a Cérdoba e a Buenos Aires. Cérdoba e Santa Fe producono prevalentemente
latte per I’industria (formaggio, burro e latte in polvere), mentre Buenos Aires produ-
ce principalmente latte fresco. L’Argentina esporta 191.300 tonnellate di prodotti
lattiero-caseari all’anno per un valore totale di 288 milioni di dollari, i principali paesi
destinatari sono Brasile, Stati Uniti e Messico. Nel settore lattiero-caseario quattro
sono le grandi aziende industriali, a queste si affiancano produttori di piu piccole
dimensioni indirizzati verso produzioni differenziate.
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La pesca, che offre grandi potenzialita, non ¢ ancora pienamente sfruttata,
nonostante la crescita costante che ha avuto negli anni Settanta e Ottanta. Tra le specie
pil pescate ci sono le acciughe e il nasello.

L’industria argentina, estremamente diversificata, si & sviluppata in maniera
significativa nell’area intorno a Buenos Aires e lungo il corso del fiume Parand. Il
20% della forza lavoro nazionale ¢ occupato nell’industria manifatturiera, concentra-
ta soprattutto attorno alla capitale, ove risiede circa il 40% della popolazione argentina.
La principale e pil antica industria del paese ¢ quella agroalimentare. Seconda per
importanza ¢ 1’industria tessile. Altri settori trainanti sono quelli della gomma, del
cemento, dei prodotti chimici, della carta, della plastica e dei prodotti petroliferi. L’in-
dustria siderurgica & in espansione.

2.1. 1l comparto carne bovina

Nel 2002 la produzione mondiale di carne ¢ stata di quasi 245 milioni di
tonnellate di cui il 25% ¢ rappresentato da carne bovina, pari a 57.771.000 tonnellate.
L’Argentina ¢ il 5° produttore mondiale di carne bovina, con 2.740.000 tonnellate,
preceduta da USA (12.424.000 tonnellate), UE (7.538.000 tonnellate, di cui 1.640.500
tonnellate italiane), Brasile (7.050.000 tonnellate) e Cina (5.230.000 tonnellate). 11
maggior esportatore di carne sul mercato mondiale ¢ 1’ Australia che detiene una quo-
ta del 32%, seguono USA con il 25%, I’Ue con il 16%, la Nuova Zelanda con il 14%
e I’Argentina con il 13%.

In Argentina attualmente, la domanda del mercato interno di carne bovina
copre 1’80-85%, con un consumo pro capite annuo di 62 Kg per abitante e un mercato
di esportazione di 470.000 tonnellate all’anno. Nel mercato interno la carne si
commercializza fondamentalmente senza alcun processo di elaborazione, 1’83% degli
animali arrivano infatti alla macelleria o ai supermercati come mezzene, solo dopo
vengono fatti i tagli. I prezzo al Kg dell’animale vivo dal 1996 al 2002 ¢ oscillato tra
0,812 e 1,350 Pesos, mentre il prezzo al Kg della carne al consumatore tra 3,823 e
4,900 Pesos.

Tab. n. 1- Prezzo al Kg dell’animale vivo e della carne dal 1996 al 2002 in Pesos

Anno  Prezzo al Kg animale vivo Prezzo al Kg carne al consumatore
1996 0,812 3,823

1998 1,056 4,647

2000 0,7 4,35

2001 1,35 43

2002 1,35 4,9

Fonte: E. Gay, Carne Argentina

Nel territorio argentino sono presenti 390 stabilimenti di macellazione, 37
dei quali commerciano con I’estero, di questi 37 cinque sono situati a Santa Fe e
commerciano il 52% dell’intera quota esportata.

1l settore esportazione carne argentina negli ultimi anni ha avuto una con-
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giuntura sfavorevole legata alla situazione economica e alle politiche interne, ed an-
che al protezionismo commerciale europeo e ai problemi sanitari (afta epizootica).

L’epidemia di afta che ha interessato 1’ Argentina, attualmente superata, ha
portato, in passato, alla sospensione delle importazioni di carne da parte dell’Unione
Europea. La BSE che ha interessato 1’Ue a partire dalla seconda meta degli anni no-
vanta non ha invece riguardato 1’ Argentina.

Attualmente I’Ue ha istituito numerosi interventi mirati al controllo e al
miglioramento delle condizioni di salute degli animali negli allevamenti, alla
rintracciabilita dei capi e all’etichettatura dei prodotti a base di carne bovina. Nel
1997 ¢ stato introdotto un sistema di identificazione e di etichettatura dei capi (Reg.
820/97), che ha come obiettivo la riconoscibilita degli animali allevati e macellati e la
tracciabilita del prodotto finale. Inoltre, a partire dal 1998, tutti gli animali devono
essere identificati mediante apposita targhetta applicata all’orecchio dell’animale.
Questo ¢ cid che ¢ stato fatto in Europa, ma ¢ necessario che venga attuato anche dai
produttori di carne argentina e da tutti coloro che partecipano alla filiera della carne se
si vuole potenziare 1’esportazione in Europa.

Per il consumatore europeo la carne argentina rappresenta, infatti, un prodot-
to di alta qualita. Ampi spazi verdi, un vasto territorio, un terreno di una ricchezza
straordinaria e un clima mite rappresentano 1’habitat ideale per I’allevamento del be-
stiame bovino, che ¢ alimentato al pascolo durante tutto I’anno. Tutto cio ha reso la
carne argentina un prodotto apprezzato in tutto il mondo.

L’ Argentina deve lavorare quindi sulla sicurezza e sulla tracciabilita della
filiera produttiva, secondo i criteri della normativa europea. Quello che gli europei
chiedono ¢ sapere cosa I’animale ha mangiato, i farmaci usati, quali controlli sanitari
e chimici sono stati fatti sulla carne o sugli animali; la certificazione di qualita ¢ una
condizione essenziale per accedere in Europa. Qualcosa si sta muovendo anche grazie
ad Associazioni per la tutela delle razze. L’ Associazione Argentina Angus esporta
carne con i marchi “Carne Angus Certificada” e “Argentine Angus Beef Controlled
by Argentine Angus Association”, I’ Associazione argentina di Hereford ha realizzato
il programma “Carnes Hareford”. Anche il governo di Santa Fe, nel programma sulla
qualita per la filiera agroalimentare della carne nella provincia di Santa Fe, ha realiz-
zato il marchio “Carne Argentina de Santa Fe”.

Per quanto riguarda le concessioni alle esportazioni dell’Ue relative alla car-
ne bovina, frutto dell’Accordo Gatt, ¢ fissata una quota pari a 58.100 tonnellate il
limite massimo di carne di alta qualita che si puo importare da Usa e Canada, Argen-
tina, Australia, Brasile, Uruguay e Nuova Zelanda, tutte soggette ad un dazio del 20%.
In particolare I’ Argentina deve sottostare ad una quota Hilton di esportazione per
carne disossata di qualita superiore (tagli di filetto, scamone e roastbeef) di 28.000
tonnellate verso Ue e di 20.000 tonnellate verso Usa, il che rappresenta, senza dubbio,
una limitazione per le potenzialita delle esportazioni di carne argentina di elevata
qualita. La quota di esportazione della carne tipo Hilton ¢ la maggiore attivita dell’in-
dustria di macellazione, pari ad un valore di 1.200 milioni di dollari. Per le caratteri-
stiche di particolare pregio dei tagli le quotazioni di una tonnellata Hilton superano di
oltre il 50% le quotazioni della carne comune. Attualmente la quota Hilton di esporta-
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zione viene ripartita tra le imprese di macellazione con una forte concentrazione; le
prime 10 imprese detengono infatti 26.900 tonnellate di quota. In futuro si cerchera di
inserire nella ripartizione di tale quota dei criteri di territorialita per garantire una
maggiore partecipazione dei produttori alle esportazioni.

Tab. n. 2- Prime 10 imprese di macellazione argentine che detengono la Quota Hilton
(Anno 2002)

Imprese Tonnellate di Quota
Hilton
Swift 4.496
Finexcor 4.161
Qiuckfood 3.801
Cepa 2.866
Friar 2.710
Arre Beef 2.298
Gorina 2.125
Estancias del Sur 2.041
Sadowa 1.370
AB&P 1.074
TOTALE 26.942

Fonte: F.Varise, La Nacion
3. Gli scambi commerciali dell’Argentina

La voce di interscambio commerciale ha rappresentato per lungo tempo una
voce di rilievo dell’economia argentina. L’ Argentina infatti si caratterizza come gran-
de produttore ed esportatore sui mercati internazionali di materie prime e produzioni
agricole. Inoltre, I’ Argentina ¢ grande importatore di prodotti finiti, di consumo e di
investimento, pur con una contrazione delle importazioni negli ultimi anni in conside-
razione della fase recessiva che ha investito il paese sudamericano.

Analizzando la serie storica 1993/2001 del commercio estero dell’ Argentina
emerge una dinamica costantemente espansiva delle esportazioni, cui segue una dina-
mica di segno alterno per le importazioni, a motivo anche delle gia citate ragioni
congiunturali che hanno interessato I’ Argentina negli ultimi anni.

I flussi di export dall’ Argentina hanno fatto segnare un notevole incremento
negli ultimi dieci anni, passando dai circa 13.118 milioni di Euro del 1993 ai 26.610
milioni di Euro del 2001, con una crescita del 103% circa nell’ultimo decennio (Ta-
bella 3). Dall’analisi della serie storica delle esportazioni in valore, emerge un’espan-
sione dei flussi di export particolarmente accentuata alla meta degli anni novanta, nel
periodo 1994/1997, cui segue un periodo di stabilizzazione dei flussi di export, anche
in anni recenti e pur in presenza della svalutazione del Peso argentino che avrebbe
potuto favorire un incremento dei flussi di export.
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Tab. n. 3- Esportazioni dall’ Argentina (valori assoluti in mln di euro)

Paesi 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
Brasile 2.814 3.655 5.484 6.615 8.133 7.949 5690 6.991 6.206
Stati Uniti 1.279 1.737 1.803 1974 2204 2212 2.653 3.156 2.900
Cile 592 999 1475 1766 1.932 1.857 1.869 2.671 2.852
Cina 163 225 286 607 871 682 508 796 1.123
Spagna 504 592 714 737 623 842 962 915 1.100
Italia 505 654 736 722 730 757 689 732 1.009
Paesi Bassi 1.270  1.180 1.191 1.225 880 1.110 1.022 746 799
Uruguay 512 650 663 725 844 851 819 819 744
Paraguay 358 498 631 584 624 622 563 592 499
Messico 219 274 144 248 216 261 282 326 484
Germania 625 605 650 565 503 564 629 608 464
India 38 52 153 183 209 355 437 442 440
Iran 248 229 510 637 659 476 155 349 418
Corea del Sud 49 49 133 204 201 132 181 165 396
Peru’ 222 289 276 254 307 326 213 293 394

MONDO 13.118 15.839 20.963 23.810 26.431 26.434 23.335 26.410 26.610
Fonte: ICE

Graf. n.1- Analisi della dinamica commerciale dell’ Argentina 1993/2001
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Analizzando la composizione dei flussi commerciali tra Argentina e altri paesi,
emerge una notevole concentrazione degli scambi verso alcuni paesi che si qualifica-
no come partner commerciali privilegiati dell’ Argentina. Sulla base dei dati di espor-
tazioni argentine in valore percentuale per il periodo 1993/2001 (Tabella 4), suddivise
per paese di destinazione dei flussi di merci, emerge che, in tutto il periodo considera-
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to, ai primi cinque paesi partner sono stati destinati circa il 50% delle esportazioni
totali argentine, dato che sale al 53,3% nel corso del 2001. Nello stesso periodo, i
primi 10 paesi partner per flussi di export, hanno concentrato una quota del 65% circa
del totale delle esportazioni. Tra i paesi partner, il Brasile si conferma il principale
mercato di sbocco per le esportazioni argentine, con una quota di export argentino che
oscilla tra il 20% ed il 30% nel periodo considerato, dato che si assesta al 23% circa
nel corso del 2001. Importanti mercati di sbocco sono anche gli Stati Uniti, secondo
partner dell’ Argentina per I’export, con una quota del 10,9% nel corso del 2001, se-
gue il Cile, con una quota del 10,7% circa, sempre nel corso del 2001. Seguono poi
Spagna e Cina con quote di circa il 4%. Nel complesso, sulla base delle statistiche del
commercio estero emerge che, nel corso del 2001, nell’anno precedente al culmine
della recessione argentina, le esportazioni argentine sono state pari a 26.610 milioni
di Euro, di cui 1.009 milioni di Euro verso I’Italia, pari al 3,8% circa del totale delle
esportazioni. L’Italia rappresenta quindi il sesto mercato di sbocco per le esportazioni
argentine, confermando, anche in anni recenti, I’importanza dell’Italia tra i partner
commerciali dell’ Argentina.

Tab. n. 4 - Esportazioni dall’ Argentina (Valori percentuali)

Paesi 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
Brasile 21,45 23,08 26,16 27,78 30,77 30,07 24,38 26,47 23,32
Stati Uniti 9,75 10,97 8,60 8,29 8,34 8,37 11,37 11,95 10,90
Cile 4,51 6,31 7,04 742 731 7,03 8,01 10,11 10,72
Cina 1,24 142 1,36 2,55 330 2,58 2,18 3,01 4722
Spagna 384 374 341 3,10 236 3,19 4,12 346 4,13
Ttalia 385 4,13 351 303 276 286 295 277 3,79
Paesi Bassi 9,68 745 568 5,14 333 420 438 282 3,00
Uruguay 390 4,10 3,16 3,04 3,19 322 351 3,10 2,80
Paraguay 2,73 3,14 3,01 245 236 235 241 224 188
Messico 1,67 1,73 0,69 1,04 082 099 121 1,23 1,82
Germania 4,76 3,82 3,10 2,37 190 2,13 2,70 230 1,74
India 0,29 033 073 0,77 079 1,34 1,87 1,67 1,65
Iran 1,89 145 243 2,68 249 1,80 066 1,32 1,57
Coreadel Sud 0,37 031 063 08 0,76 050 0,78 0,62 149
Peru’ 1,69 1,82 1,32 1,07 1,106 1,23 091 1,11 148
MONDO 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Fonte: ICE

Per quanto riguarda la dinamica delle importazioni, i flussi hanno fatto regi-
strare un andamento polinomiale nel periodo 1993/2001, con incremento delle impor-
tazioni dai 16.773 milioni di Euro del 1993 agli oltre 31.400 milioni di Euro del 1998
(Tabella 5). L’incremento delle importazioni nel periodo considerato ¢ stato favorito,
oltre che dal buon livello di crescita economica che ha interessato 1’Argentina nel
corso degli anni novanta, anche dalla parita 1 ad 1 tra il Peso argentino ed il Dollaro
Usa. La parita Peso/Dollaro, aumentando il potere d’acquisto della moneta argentina
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sui mercati internazionali, ha di fatto favorito le importazioni argentine, in considera-
zione della maggior capacita di acquisto del consumatore argentino di merci di impor-
tazione. Alla fine degli anni novanta, in considerazione anche dell’avvio della fase
recessiva che ha interessato 1’ Argentina a partire dal 1998, si registra una contrazione
delle importazioni per circa 11.000 milioni di Euro nel triennio 1999/2001, arrivando
ad un valore di 20.321 milioni di Euro nel 2001.

Tab. n. 5 - Importazioni dell’ Argentina (Valori assoluti in min di euro)

Paesi 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
Brasile 3.569 4286 4.175 5327 6.895 7.074 5.599 6.180 5.277
Stati Uniti 3.858 4.929 4208 4.750 6.085 6.241 4.997 4.546 3.782
Cina 215 218 608 699 1.005 1.170 992 1.061 1.067
Germania 1.023 1383 1.252 1.428 1.654 1.880 1.411 1.204 1.053
Italia 981 1.431 1.260 1504 1.736 1.610 1.354 964 910
Giappone 669 619 710 725 1.126 1.456 1.069 954 768
Francia 738 1.073 1.040 1.181 1372 1.858 1.775 925 738
Spagna 510 865 930 1.065 1.253 1.289 1.000 847 713
Cile 703 829 513 558 683 711 638 570 506
Messico 235 261 376 542 610 604 490 549 437

Corea del Sud 525 503 362 428 640 651 564 494 410
Regno Unito 258 352 413 563 801 799 543 427 406

Uruguay 570 790 288 299 373 531 395 413 329
Paraguay 72 71 139 183 319 349 304 286 303
Canada 87 132 274 276 443 387 291 289 201
MONDO 16773 21.581 20.122  23.762 30349 31.441 25508 23.851 20.321
Fonte: ICE

Dall’analisi delle importazioni argentine in valore percentuale per il periodo
1993/2001, suddivise per paese di origine delle merci (Tabella 6), emerge una notevo-
le concentrazione delle aree di origine dei flussi di importazioni. In tutto il periodo
considerato, i primi cinque paesi d’origine delle merci concentrano una quota che
oscilla tra il 56% ed il 59% circa del totale delle importazioni, quota che si assesta al
75% circa considerando i primi dieci paesi d’origine dei flussi di importazioni. Anche
con riferimento alle importazioni, il Brasile, con una quota tra il 20% ed il 25%, si
conferma il principale partner commerciale dell’ Argentina. Tra i maggiori partner
commerciali si confermano gli Stati Uniti, con una quota sul totale delle importazioni
assestata tra il 18% ed il 23%. Seguono poi Cina e Germania con quote di import
intorno al 5%, cui segue I’'Italia, quinto mercato di origine delle importazioni argentine,
con una quota del 4,48%, pari a circa 910 milioni di Euro.

Per quanto riguarda 1’analisi della bilancia commerciale argentina, si rileva
che questa permane tuttavia negativa per la quasi totalita degli anni novanta, a sotto-
lineare il ruolo della parita Peso/Dollaro quale fattore agevolativo delle importazioni
e, di contro, quale fattore penalizzante per i flussi di export. Alla fine degli anni no-
vanta, tuttavia, si registra una progressiva inversione di tendenza nel saldo della bi-
lancia commerciale, con inversione del segno della medesima a partire dal 2000, con
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progressiva prevalenza delle esportazioni sulle importazioni (Tabella 7). A tal propo-
sito ¢ da considerare come il cambio di segno della bilancia commerciale sia da ascri-
vere, in larga misura, ad una contrazione delle importazioni, scese dai circa 30.000
milioni di Euro di fine anni novanta ai circa 20.000 milioni di Euro registrati nel corso
del 2001. Alla marcata contrazione delle importazioni si accompagna una sostanziale
stabilita dei flussi di export, stabili intorno ai 26.000 milioni di Euro tra fine anni
novanta e primi anni del nuovo millennio, con conseguente inversione del segno della
bilancia commerciale argentina, che diventa positiva nel corso del 2000, a conferma
in ogni caso della vocazione dell’ Argentina quale paese esportatore sui mercati inter-
nazionali.

Tab. n. 6 - Importazioni dell’ Argentina (Valori percentuali)

Paesi/Aree 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001

Brasile 21,28 19,86 20,75 2242 2272 2250 2195 2591 2597
Stati Uniti 23,00 22,84 2091 19,99 20,05 1985 19,59 19,06 18,61
Cina 1,28 1,01 302 294 331 372 389 445 525
Germania 6,10 6,41 6,22 6,01 545 598 553 505 518
Italia 585 6,63 626 633 572 512 531 404 448
Giappone 399 287 353 305 371 463 419 400 378
Francia 440 497 517 497 452 591 696 38 3,63
Spagna 3,04 401 462 448 413 410 392 355 351
Cile 419 384 255 235 225 226 250 239 249
Messico 140 121 1,87 228 201 1,92 1,92 230 215

Coreadel Sud 3,13 233 1,80 1,80 2,11 2,07 221 2,07 2,02
Regno Unito 1,54 1,63 205 237 264 254 213 1,79 2,00

Uruguay 3,40 3,66 143 1,26 1,23 1,69 155 1,73 1,62
Paraguay 043 033 0,69 0,77 1,05 1,11 1,19 1,20 1,49
Canada 0,52 0,61 1,36 1,16 146 123 1,14 121 099

MONDO 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Fonte: ICE

Tab. n. 7- Saldo commerciale Argentina (Valori assoluti in mln di euro)

Flusso 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
Importazioni 16,773 21.581 20.122 23.762 30.349 31.441 25.508 23.851 20.321
Esportazioni ~ 13.118 15.839 20.963 23.810 26.431 26.434 23.335 26.410 26.610
Saldo Comm. -3.655 -5.742 841 48 -3.918 -5.007 -2.173 2.559 6.289
Fonte: ICE

Passiamo ora ad analizzare pit in dettaglio le relazioni commerciali tra Italia
ed Argentina. Per quanto riguarda le esportazioni argentine verso 1’Italia, I’analisi
della serie storica 1993/2001 presenta un trend espansivo nel periodo considerato. A
tal proposito, si rileva che le esportazioni salgono da 505 milioni di Euro del 1993
sino ai 757 milioni di Euro del 1998 (Tabella 7). Dopo questa fase espansiva delle
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esportazioni argentine verso 1’Italia, i flussi di export si assestano nel periodo 1998/
2000, con una nuova fase di crescita nel biennio 2001/2002, con un’esportazione di
1.009 milioni di Euro nel 2001.

Dall’analisi della composizione merceologica dei flussi di export argentini
in Italia emerge che questi si articolano prevalentemente in materie prime e produzio-
ni non trasformate di tipo commodities. Le esportazioni si concentrano in particolare
sulle produzioni agricole, in particolare soia, mais, e frumento, oltre a carne e derivati
tra le produzioni zootecniche. Un certo rilievo assumono anche le esportazioni nei
comparti delle lavorazioni del cuoio, di cui I’Argentina ¢ grande produttore a fronte
della ricchezza del patrimonio zootecnico, oltre ad esportazioni di minerali e
semilavorati, in particolare ferrosi, a motivo della ricchezza del sottosuolo dell’ Ar-
gentina per quanto riguarda le risorse minerali (Tabella 8).

Graf. n. 2- Analisi della dinamica commerciale tra Argentina ed Italia (1993/2002)
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Dall’analisi della serie storica del periodo 1993/2001 relativa alle importa-
zioni argentine dall’Italia, emerge una contrazione decisa di detto flusso: parte da un
valore di 981 milioni di Euro nel 1993 e dopo una fase espansiva nella prima meta
degli anni 90 che arriva fino ad un valore di 1.736 milioni di Euro nel 1997, si contrae
fino ad un valore di 910 milioni di Euro nel 2001 (Tabella 5). Nell’analisi delle dina-
miche della bilancia commerciale argentina ¢ tuttavia da notare come la forte svaluta-
zione del Peso argentino, a seguito della sospensione del regime di parita Peso/Dolla-
ro nel corso del 2002, abbia fortemente penalizzato la moneta argentina sui mercati
internazionali, diminuendone il potere d’acquisto e sfavorendo quindi le importazio-
ni. Al fine della valutazione degli effetti delle dinamiche monetarie sui flussi di im-
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Tab. n. 8 - Scambi commerciali Italia-Argentina (Valori in migliaia di euro)
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portazioni, si puod notare come le importazioni argentine dall’Italia, pari a circa 910
milioni di Euro nel 2001, si siano ridotti a circa 308 milioni di Euro nel 2002 (Tabella
9). E tuttavia da considerare, altresi, come la svalutazione del Peso abbia portato ad
un incremento delle esportazioni, piuttosto modesto. La svalutazione del Peso argentino
rispetto alle monete estere avrebbe infatti potuto favorire le esportazioni, a fronte del
miglioramento delle ragioni di scambio, giacché le merci provenienti dall’ Argentina
diventano, relativamente, piti convenienti sui mercati internazionali. Tuttavia, anche a
causa delle difficolta di articolazione di strategie di export da parte delle aziende
argentine, 1 flussi di export verso I’Italia si sono mantenuti pressoché costanti nel
periodo ante e post svalutazione del Peso rispetto al Dollaro.

Per quanto riguarda la composizione merceologica delle importazioni
argentine dall’Italia, si rileva un’articolazione concentrata in particolare nei prodotti
industriali (Tabella 8). Le importazioni si concentrano infatti nelle merceologie delle
macchine e degli apparecchi meccanici, per 345 milioni di Euro nel 2001, scesi a 87
milioni di Euro nel 2002, degli apparecchi elettrici di precisione, per 115 milioni di
Euro nel 2001, scesi a 25 nel 2002. Di rilievo anche le importazioni di prodotti chimi-
ci e fibre sintetiche artificiali, per 89 milioni di Euro nel 2001 e 52 milioni di Euro nel
2002, e le importazioni di autoveicoli, per 79 milioni di Euro nel 2001, scesi a 33 nel
corso del 2002.

Per quanto riguarda I’analisi sintetica della dinamica della bilancia commer-
ciale tra Italia ed Argentina, si puo rilevare che questa assume un andamento simile
all’andamento generale della bilancia commerciale argentina nel corso dell’ultimo
decennio. In generale, le relazioni commerciali tra Italia ed Argentina si sono intensi-
ficate, con un crescente flusso di importazioni dall’Italia cui € seguito un incremento
delle esportazioni argentine, a motivo anche delle notevoli risorse naturali e del po-
tenziale produttivo del settore agricolo. Sulla base dei dati 1993/2002, si rileva che la
bilancia commerciale argentina verso ’Italia ha fatto segnare saldi di segno alterno
nell’ultimo decennio, ma con una prevalenza di saldi commerciali negativi, in parti-
colare ad inizio degli anni novanta (Tabella 9). L’ Argentina, infatti, durante 1’ultimo
decennio, ha importato quantita crescenti di merci dall’Italia. Questa tendenza ¢ stata
favorita anche della parita Peso/Dollaro che, rafforzando il potere d’acquisto della
moneta argentina nei confronti della Lira italiana, ha incentivato gli acquisti di beni
esteri da parte dei consumatori argentini. Peraltro, la forza della moneta argentina, pur
favorendo le importazioni, ha indirettamente sfavorito la creazione di attivita di tra-
sformazione sul territorio nazionale argentino, a motivo della maggior convenienza
relativa nell’acquisto di produzioni dall’estero in confronto con 1’acquisto di produ-
zioni locali. Le dinamiche monetarie hanno sfavorito la creazione di un tessuto im-
prenditoriale locale, in particolare nelle attivita di trasformazione, frenando, altresi,
indirettamente, la propensione all’export delle aziende argentine. Inoltre, la parita
Peso/Dollaro ha sfavorito le esportazioni argentine, in considerazione di ragioni di
scambio sfavorevoli ai consumatori di paesi terzi nell’acquisto di merci argentine. E
tuttavia da segnalare come il trend della bilancia commerciale italo argentina abbia
fatto segnare un’inversione di tendenza alla fine degli anni novanta, con progressiva
contrazione delle importazioni argentine, a motivo della crisi economica interna, e
successivamente a motivo anche dalle svalutazione del Peso argentino rispetto al
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Dollaro. In tale contesto, la bilancia commerciale argentina verso 1’Italia, negativa per
tutto il periodo 1993/2000, inverte il proprio segno nel corso del 2001, con un saldo
attivo che, pur limitato a 99 milioni di Euro, sale a ben 765 milioni di Euro nel corso
del 2002, a conferma della crescente vocazione di paese esportatore dell’ Argentina,
come rilevato anche dall’analisi dei dati relativi alla bilancia commerciale tra Argen-
tina ed estero in generale.

Tab. n. 9- Saldi commerciali Argentina — Italia (Valori in mln di euro)

Flussi commerciali 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002
Importazioni Argentina 981 1431 1.260 1.504 1.736 1.610 1.354 964 910 308
Esportazione Argentina 505 654 736 722 730 757 689 732 1.009 1.073

Saldo commerciale -476 -777 -524 -782 -1.006 -853 -665 -232 99 765
Fonte: ICE
4. Gli scambi commerciali agroalimentari tra Italia ed Argentina

Nel complesso delle dinamiche commerciali tra Italia ed Argentina, assumo-
no particolare rilievo gli scambi afferenti al sistema agroalimentare e, a tal proposito,
sono state considerate le categorie merceologiche 1 (prodotti dell’agricoltura, della
silvicoltura e della pesca) e 3 (prodotti alimentari, bevande e tabacco) della classifica-
zione per merceologia delle statistiche ufficiali del commercio con I’estero di fonte
ICE (Istituto Commercio Estero). Le esportazioni argentine verso 1’Italia relative alle
produzioni agroalimentari sono circa 800 milioni di Euro, pari ad 80% circa delle
esportazioni verso 1’Italia (Tabella 8). La composizione merceologica delle esporta-
zioni agroalimentari argentine verso 1’Italia si articola per circa il 20%, pari a circa
160 milioni di Euro su dati 2002, nella categoria merceologica dei prodotti dell’agri-
coltura, della silvicoltura e della pesca, espressiva delle produzioni agricole di base
non trasformate di tipo commodities. Si tratta di produzioni agricole di base di cui
I’ Argentina ¢ grande produttore ed esportatore sui mercati mondiali. Maggior rilievo
in valore assume la categoria merceologica delle produzioni alimentari, delle bevande
e del tabacco, che con circa 640 milioni di Euro nel 2002 rappresenta la maggior voce
di export agroalimentare dell’Argentina verso 1’'Italia. Sulla base dei dati ICE
disaggregati, ¢ possibile dettagliare la composizione merceologica della suddetta ca-
tegoria, in ulteriori 10 sotto categorie, sulla base della classificazione prevista nelle
statistiche per il commercio estero (Tabella 10). Da detta suddivisione, emerge il peso
centrale della categoria degli oli e grassi vegetali ed animali, voce che, con oltre 480
milioni di Euro per il 2002, rappresenta il 60% circa delle esportazioni argentine ver-
so I’Italia. A questa voce seguono, per valore, la categoria dei prodotti ittici, con circa
110 milioni di Euro, e la categoria delle carni, terza quota di export in valore per circa
40 milioni di Euro, sempre su dati 2002. E interessante notare come, per entrambi gli
aggregati merceologici, e quindi per le esportazioni agroalimentari nel complesso, si
sia registrato un incremento nel periodo 2001/2002, nell’ordine del 20% circa nelle
produzioni agricole della categoria merceologica 1, e nell’ordine del 6% circa nelle
produzioni alimentari, per un dato medio di incremento delle esportazioni
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agroalimentari verso I’Italia del 8,4%, leggermente superiore al dato medio di incre-
mento delle esportazioni verso 1’Italia nel complesso, assestato al 6,3% per lo stesso
periodo. In prospettiva, ¢ da considerare la fase di rapido sviluppo che stanno vivendo
alcuni comparti produttivi, tra cui i comparti del vino e dell’olio d’oliva, che potranno
rappresentare, in prospettiva, una interessante voce di export nell’agroalimentare
argentino. Emerge quindi un’articolazione delle esportazioni argentine verso 1’Italia
su categorie merceologiche legate alle tipicita produttive del sistema agroalimentare
argentino, caratterizzato dalla ricchezza delle produzioni zootecniche, in particolare
nelle produzione di carne, e dalla presenza di produzioni vegetali di rilievo, quali soia
e frumento in particolare. Per quanto riguarda le possibilita delle esportazioni argentine,
possiamo notare come 1’agricoltura dell’ Argentina possa offrire produzioni di qualita
e produzioni biologiche apprezzate dal consumatore europeo ed italiano, particolar-
mente attento ai temi della qualita e della salubrita degli alimenti, da rilevare inoltre la
rilevanza per le produzioni ortofrutticole della controstagionalita delle produzioni
argentine.

Tab. n. 10- Scambi commerciali Italia-Argentina (dettaglio prodotti alimentari, be-
vande e tabacco —settore 3— anni 2001 e 2002)
Valori in Migliaia di Euro

CATEGORIE MERCEOLOGICHE Imp. dell’ Argentina Esp. dell’ Argentina Saldi

2001 2002 2001 2002 2001 2002
Carne e prodotti a base di carne 12.110  2.809 23907 40507 11.797 37.698
Pesci cons. e trasf. e prod. a base di pesce 4 - 118497 113.451 118.493 113.451
Preparati e conserve a base di frut.e ortag. ~ 3.335 141 2724 3758 -611  3.617
Oli e grassi vegetali e animali 346 9 460.895 483.371 460.549 483.362
Prodotti lattiero caseari e gelati 367 - - 1 -367 1
Prodotti della macinazione, amidi e fecole 147 63 486 1.300 339 1.237
Alimenti per animali 238 13 136 185 -102 172
Altri prodotti alimentari 10.176  3.473 935  1.140 -9.241 -2.333
Bevande 1.377 137 943 505 -434 368
Tabacco e prodotti a base di tabacco - - - - - -
Totale 28.100  6.645 608.523 644.218 582.424 639.575
Fonte: ICE

Procedendo nell’analisi delle dinamiche relative agli scambi commerciali
agroalimentari tra i due paesi, si rileva che le importazioni argentine dall’Italia assu-
mono un peso modesto, pari a circa 34 milioni di Euro per il 2001, scese poi a 9
milioni di Euro nel 2002, a seguito anche della svalutazione del Peso e della crisi
interna argentina. La contrazione delle importazioni agroalimentari, pari al 73% cir-
ca, risulta particolarmente accentuata nel periodo 2001/2002, ad un livello peraltro
superiore rispetto alla contrazione del complesso delle importazioni dall’Italia, che
hanno fatto segnare una riduzione del 66% circa. E altresi da considerare che le im-
portazioni argentine dall’Italia relative alle produzioni agroalimentari hanno un peso
modesto sul totale delle importazioni dall’Italia, pari al 3% circa delle importazioni,
che sono articolate in prevalenza nei settori della meccanica e delle apparecchiature
elettriche di precisione.
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In dettaglio, la composizione merceologica delle importazioni argentine dal-
I’Italia si articola in prevalenza, per 2.380.000 Euro su dati 2002, nella categoria
merceologica dei prodotti dell’agricoltura, della silvicoltura e della pesca (Tabella 8).
Prevale la categoria merceologica delle produzioni alimentari, delle bevande e del
tabacco, per 6.646.000 Euro. Articolando detta categoria merceologica in ulteriori 10
sotto categorie, sulla base della classificazione prevista nelle statistiche per il com-
mercio estero, emerge la prevalenza delle importazioni di prodotti a base di carne, per
12.110.000 Euro nel corso del 2001, scesi a 2.809.000 Euro nel 2002 (Tabella 10).

Dopo aver analizzato le dinamiche commerciali tra Italia ed Argentina, puo
essere di interesse procedere ad un breve approfondimento sulle dinamiche commer-
ciali relative ai prodotti agroalimentari che hanno interessato la provincia di Parma e
I’ Argentina, con un riferimento anche alla meccanica per 1’agroalimentare. L’analisi
assume interesse per il ruolo della provincia di Parma nell’agroalimentare nazionale e
per ilegami culturali, commerciali ed economici in generale tra la provincia di Parma
e I’Argentina.

Analizzando il complesso delle dinamiche commerciali tra la provincia di
Parma e 1’ Argentina, su dati 2001 e 2002, emerge un buon livello di interscambio tra
i due territori, nel corso del 2001, cui segue una decisa contrazione nel corso del 2002,
per le gia citate ragioni congiunturali dell’economia argentina. Emerge infatti un
interscambio nel corso del 2001, assestato su importazioni argentine per circa 9,5
milioni di Euro, ed esportazioni per 8,8 milioni di Euro, scese a 2,5 milioni di Euro di
importazioni e 1 milioni di Euro di esportazioni nel corso del 2002 (Tabella 11).

Tra le voci di scambio commerciale prevalgono le categorie dei macchinari,
per quanto riguarda le importazioni argentine, per circa 4,8 milioni di Euro, nel corso
del 2001, scese poi 1,6 milioni di Euro circa nel corso del 2002. Tra le esportazioni
argentine verso la provincia di Parma, prevale la categoria merceologica dei metalli e
delle lavorazioni in metallo, per circa 6,6 milioni di Euro nel corso del 2001, scesi poi
a soli 0,14 milioni di Euro circa nel 2002.

Anche dall’analisi dell’interscambio commerciale tra la provincia di Parma
e I’ Argentina, assume particolare rilievo 1’interscambio agroalimentare (Tabella 12).
Dalle analisi condotte emerge che le importazioni argentine dalla provincia di Parma
sono pari a circa 1,3 milioni di Euro, per il 2001 con composizione merceologica
articolata quasi totalmente sulla categoria merceologica dei prodotti alimentari, delle
bevande e del tabacco. In particolare sono esportati in Argentina soprattutto carne e
prodotti a base di carne, in prevalenza salumi, oltre a beni afferenti alla categoria
merceologica degli “altri prodotti alimentari”.

Per quanto riguarda pit in generale le esportazioni di prodotti tipici del terri-
torio parmense, in base ai dati forniti dai Consorzi di tutela del Prosciutto di Parma e
del Formaggio Parmigiano Reggiano e riferiti alle rispettive aree di produzione si
rileva che il Prosciutto di Parma ha esportato circa 18 mila pezzi nel 2001. Le espor-
tazioni (Tabella 13) si sono oggi ridimensionate a seguito della crisi economica
argentina e nel 2003 si stima che ne siano stati esportati solo 700 prosciutti. Molto
esigua invece ’esportazione di formaggio Parmigiano-Reggiano: il codice doganale
che registra I’esportazione oltre che del Parmigiano-Reggiano anche del Grana Padano
registra per il 2001 la vendita verso I’ Argentina di soli 164 quintali di prodotto.
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Tab. n. 12- Scambi commerciali Parma-Argentina (dettaglio prodotti alimentari, bevande e tabacco - set-
tore 3)
Valori in migliaia di euro

CATEGORIE MERCEOLOGICHE Imp. dell’ Argentina Esp. dell’ Argentina Saldi

2001 2002 2001 2002 2001 2002
Carne e prodotti a base di carne 1.064 87 58 43 -1.006 -44
Pesci cons. e trasf. e prodotti a base di pesce - - 874 499 874 499
Preparati e conserve a base di frutta e ortaggi 5 - - - -5 -
Oli e grassi vegetali e animali - - 252 - 252 -
Prodotti lattiero caseari e gelati - - - - - -
Prodotti della macinazione, amidi e fecole 13 1 - - -13 -1
Alimenti per animali - - - - - -
Altri prodotti alimentari 233 24 - - -233 24
Bevande - - - - - -
Tabacco e prodotti a base di tabacco 7 - 7 -
Totale 1.315 112 1.191 542 1.877 2432
Fonte: ICE

Tab. n. 13- Esportazioni di Prosciutto di Parma e formaggi tipo grana (Parmigiano
Reggiano e Grana Padano) in Argentina dal 1997 al 2003

Anni 1997 1998 1999 2000 2001 2003

Prosciutto di Parma
(numero di Pezzi) 24.885 27.174 23.083 28.647 18.809 700 (stima)

Formaggi Parmigiano
Reggiano e Grana Padano
(quintali) 149 60 271 242 164 n.d.

Fonti: Consorzio Prosciutto di Parma e Consorzio Formaggio Parmigiano Reggiano

Le esportazioni argentine verso la provincia di Parma, nell’ambito delle produzioni
agroalimentari, sono articolate in 0,7 milioni di Euro circa in produzioni agricole di
base, e 1,2 milioni di Euro di prodotti alimentari, bevande e tabacco, per un totale di
circa 1,9 milioni di Euro, sempre nel corso del 2001 (Tabella 11). Tra le categorie
merceologiche di articolazione delle esportazioni agroalimentari argentine verso la
provincia di Parma prevalgono le conserve ittiche, per 0,87 milioni di euro circa, e gli
oli e grassi animali e vegetali, per 0,25 milioni di Euro circa, sempre nel corso del
2001(Tabella 12).

Sulla base dei dati disponibili ed oggetto d’analisi, emerge che I’interscambio
commerciale tra la provincia di Parma e 1’Argentina assume rilievo, per quanto ri-
guarda i flussi di merci verso Parma, in particolare per le produzioni agricole di base
e per i prodotti alimentari conservati a base di pesce, cui segue un flusso di esportazio-
ni verso I’ Argentina che si sostanzia di prodotti a base di carne, per quanto riguarda le
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produzioni agroalimentari, con un’importante presenza di flussi di export anche nel
comparto dei macchinari per I’industria.

5. Conclusioni

Dal complesso delle analisi condotte nel presente lavoro, emerge che 1’ Ar-
gentina si caratterizza quale grande produttore ed esportatore di produzioni
agroalimentari, in particolare soia, mais e frumento, tra le produzioni vegetali, carne
bovina, tra le produzioni zootecniche, e relativi prodotti trasformati. In tale ambito si
rileva inoltre I’importanza dell’interscambio commerciale tra Italia ed Argentina.

Le importazioni argentine, nel 2001, sono state di 20.312 milioni di Euro, di
cui 910 dall’Ttalia, pari al 4% circa del totale delle importazioni. Le esportazioni sono
state pari a 26.610 milioni di Euro, di cui 1.009 verso I'Italia, pari al 3% circa del
totale delle esportazioni.

In tale contesto, le esportazioni agroalimentari argentine verso 1’Italia sono
state pari a circa 742 milioni di Euro, contro importazioni argentine dall’Italia per soli
33 milioni di Euro circa, ed un saldo della bilancia agroalimentare argentina positivo
per circa 709 milioni di Euro nel corso del 2001, a conferma della vocazione dell’ Ar-
gentina quale grande esportatore di prodotti agroalimentari verso I’Italia. L articola-
zione delle esportazioni agroalimentari argentine verso 1’Italia si sostanzia in preva-
lenza in carne bovina, oltre a conserve ittiche ed oli e grassi animali e vegetali. Nono-
stante i buoni esiti congiunturali, le esportazioni argentine si rapportano con i mercati
internazionali con alcune criticita, a causa del permanere di misure di protezionismo
internazionale e per le difficolta di concentrazione e trasporto delle produzioni agri-
cole. Tuttavia, dall’analisi degli scambi dei prodotti agroalimentari emerge che I’ Ar-
gentina, con produzioni agroalimentari caratterizzate da qualita e controstagionalita,
puo offrire produzioni apprezzate dal consumatore europeo ed italiano, particolar-
mente attento ai temi della qualita e della salubrita degli alimenti. A tale proposito, al
fine di un consolidamento ed ampliamento delle esportazioni, possono essere impor-
tanti azioni di differenziazione e di certificazione delle produzioni. Inoltre, potra esse-
re opportuna un’azione di organizzazione della produzione ed ampliamento delle atti-
vita di trasformazione, al fine di acquisire quote di valore aggiunto per le esportazioni
argentine ed ampliare le possibilita di integrazione commerciale tra Italia ed Argenti-
na, anche con riferimento ai sotto sistemi economici locali, come quello della provin-
cia di Parma.

Parole chiave: Scambi agroalimentari italo-argentini, scambi commerciali Parma-
Argentina, carne bovina argentina.

Key words: Italo-Argentinean trade of food products, Parma — Argentina commercial
exchange, Argentinean beef.

Mots-clés: échanges agro-alimentaires italo-argentins, échanges commerciaux Parme-
Argentine, viande de beeuf argentine

RIASSUNTO - L’Argentina ¢ paese di grandi spazi, caratterizzato dall’importanza
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dei comparti della produzione e della trasformazione agroalimentare nel complesso
del sistema economico. L’ Argentina ¢ infatti grande produttore ed esportatore di prodotti
agroalimentari, in particolare produzioni vegetali, quali soia, mais e frumento, e
produzioni zootecniche, in particolare carne bovina. Le importazioni agroalimentari
dall’Ttalia assumono un peso modesto, mentre rilevante ¢ I’interscambio nel settore
della meccanica e delle apparecchiature elettriche e di precisione.

In tale contesto il lavoro, dopo una descrizione del sistema agroalimentare
argentino, e del comparto dell’allevamento bovino, analizza gli scambi commerciali
relativi al settore agroalimentare tra Italia ed Argentina, con particolare attenzione
alla composizione merceologica dei flussi commerciali e alla possibilita di crescita
degli scambi tra i due paesi, oltre ad un’analisi degli scambi commerciali tra Parma e
I’ Argentina.

Le relazioni commerciali tra Italia ed Argentina assumono gia oggi un peso
rilevante, per motivazioni di affinita culturale e per legami storici tra i due paesi. Le
esportazioni agroalimentari argentine verso 1’Italia rappresentano circa 1’80% delle
esportazioni verso I’Italia, con prevalenza merceologica nei comparti della carne, delle
conserve ittiche e degli oli e grassi animali e vegetali. Le esportazioni agroalimentari
argentine, tuttavia, trovano un limite dalla presenza di misure di protezionismo
internazionale.

L’ Argentina offre sempre pill produzioni agroalimentari con caratteristiche
qualitative apprezzate dal consumatore europeo ed italiano, particolarmente attento ai
temi della qualita e della sicurezza degli alimenti. Al fine di incentivare le esportazioni
argentine verso 1’Italia, sono importanti le azioni di organizzazione e differenziazione
della produzione, in particolare attraverso azioni di certificazione delle produzioni, ed
azioni di ampliamento delle attivita di trasformazione, al fine di acquisire maggiori
quote di valore aggiunto.

SUMMARY -Commercial exchanges between Italy and Argentina in the food process-
ing sector

Argentina is a country of vast, open spaces, characterised by the importance
of the food production and processing in the economic system as a whole. Argentina
is a large producer and exporter of food products, in particular vegetable products,
including soya, corn and wheat, and zoo-technical production, particularly beef. The
import of food products from Italy is quite modest, although trade in the mechanical,
electrical appliances and precision instruments sectors is more important.

In this context, following the description of the Argentinean food processing
system, and the beef farming sector, this study analyses the commercial exchanges
between Italy and Argentina in the food sector, with particular attention to the sectoral
composition of the commercial flows and the possibility of growth in trade between
the two countries, as well as an analysis of the trade between Parma and Argentina.

The commercial relations between Italy and Argentina are very important
today, due to cultural affinities and historical connections between the two countries.
The food exports from Argentina represent around 80% of the total exports from the
country to Italy, mainly in the sectors of meat, fish preserves, animal and vegetable
oils and fats. The Argentinean food exports are however limited by the presence of
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international protectionism measures.

In Argentina the production of food with the quality requested by the Euro-
pean and Italian consumers is on the increase, and the country pays particular atten-
tion to the issues of food safety and quality. In order to promote Argentinean exports
to Italy, the organisation and differentiation of the production is important, particu-
larly concerning activities for the certification of production, and the expansion of
processing activities, in order to obtain greater quotas of added value.

RESUME - Les échanges commerciaux entre I'Italie et I’ Argentine dans le secteur
agro-alimentaire

L’Argentine est un pays de grands espaces qui se caractérise par I’impor-
tance des domaines de la production et de la transformation agro-alimentaire dans
I’ensemble du systeme économique. L’ Argentine est en effet une grande productrice
et exportatrice de produits agro-alimentaires, notamment de productions végétales,
comme le soja, le mais et le froment, mais aussi de productions zootechniques et
notamment de viande de beeuf. Ses importations agro-alimentaires depuis 1’Italie res-
tent modestes tandis que les échanges dans le secteur de la mécanique et des appareils
électriques et de précision sont importants.

Dans ce contexte, cette étude - apres la description du systeme agro-alimen-
taire argentin et du domaine de 1’élevage bovin - analyse les échanges commerciaux
du secteur agro-alimentaire entre Italie et Argentine, en accordant une attention parti-
culiere a la nature des marchandises des flux commerciaux et a la marge de croissance
des échanges entre les deux pays ainsi qu’a une analyse des échanges commerciaux
entre Parme et I’ Argentine.

Les relations commerciales entre 1’Italie et 1’ Argentine jouent d’ores et déja
un role important en raison des affinités culturelles et des liens historiques entre ces
deux pays. Les exportations agro-alimentaires argentines a destination de I’'Italie re-
présentent environ 80% des exportations totales vers I’Italie avec une dominante dans
les secteurs de la viande, des conserves de poissons et des huiles et graisses animales
et végétales. Ces exportations sont toutefois limitées par I’existence de mesures de
protectionnisme international.

L’ Argentine propose toujours davantage de productions agro-alimentaires
dont les caractéristiques qualitatives sont appréciées par les consommateurs euro-
péens et italiens, particulierement attentifs a la qualité et a la sécurité des aliments. Il
existe, afin d’encourager les exportations argentines vers 1’Italie, d’importantes me-
sures d’organisation et de différenciation de la production, notamment a travers des
actions de certification des produits et des actions d’élargissement des activités de
transformation destinées a accroitre la valeur ajoutée.
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IL RUOLO DELI’AUTORITA’ EUROPEA
PER LA SICUREZZA
ALIMENTARE NEL SISTEMA
AGROALIMENTARE EUROPEO

Giuseppe Bonazzi'

1. Introduzione

L’ Autorita europea per la sicurezza alimentare nasce da una proposta della
Commissione Europea, avanzata nel 2000 con il “Libro bianco sulla sicurezza ali-
mentare”, per rivedere le politiche a favore dei consumatori dopo gli scandali della
mucca pazza e dei polli alla diossina e per affrontare la questione dei cibi transgenici.
L’obiettivo era quello di creare un organismo indipendente, capace di fornire al legi-
slatore comunitario pareri scientifici, frutto delle informazioni pil attuali raccolte nel
continuo confronto con centri scientifici europei e internazionali e in grado di mediare
in caso di dissensi tra Stati o istituzioni, di allertare e informare tempestivamente i
cittadini e soprattutto di prevenire crisi alimentari.

Il settore agroalimentare ¢ di grande importanza per 1’economia europea nel
suo complesso. L’industria degli alimenti e delle bevande ¢ uno dei principali settori
industriali nella Ue con una produzione nel 2001 pari a 621 miliardi di euro e, a livello
internazionale, ¢ il maggior produttore al mondo di prodotti alimentari e bevande.
L’industria agroalimentare ¢ il terzo datore di lavoro industriale della Ue con 2.372.000
lavoratori, il 30% dei quali operano in piccole e medie imprese. Il primo comparto
europeo, secondo le valutazioni CIAA (Confederazione dell’Industria alimentare eu-
ropea) relative al 2001, ¢ la lavorazione della carne con un fatturato di 126 miliardi di
euro, un valore aggiunto pari a 21 miliardi e 610 mila addetti (22,3% degli addetti
totali). Segue il comparto dell’industria lattiero-casearia, con 97 miliardi di fatturato,
un valore aggiunto di 14 miliardi e 271 mila addetti (9,9% degli addetti totali). Al
terzo posto troviamo il comparto delle bevande, con 95 miliardi di fatturato, un valore
aggiunto di 27 miliardi e 317 mila addetti (11,6% degli addetti totali); seguono poi
altri comparti quali i prodotti per I’alimentazione animale, la lavorazione e conserva-
zione di frutta e ortaggi ecc.

Le esportazioni dell’industria agroalimentare europea sono elevate, oltre il
18% del valore del fatturato viene esportato. Il principale contributo alle esportazioni
dell’industria alimentare europea viene dall’industria delle bevande che copre il 29,4%
dell’intero export del “food and drink™ del continente. Il principale destinatario delle
esportazioni alimentari comunitarie ¢ il mercato statunitense, con 9,1 miliardi di euro,
seguito a distanza dal Giappone (3,7 miliardi), Svizzera (2,6 miliardi), Russia (2,6
miliardi), Canada (1,4 miliardi). Sul fronte delle importazioni primeggia, fra i paesi di

! Sezione Risorse del Territorio, Dipartimento di Salute Animale, Facolta di Medicina Veterinaria, Uni-
versita degli Studi di Parma.
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provenienza il Brasile (4,0 miliardi), seguito da USA (3,4 miliardi), Argentina (2,9
miliardi), Cina e Nuova Zelanda (entrambe con 1,5 miliardi).

L’importanza economica, sociale e culturale delle produzioni alimentari &
evidenziata anche dall’interesse per la sicurezza alimentare nella societa e in partico-
lare tra autorita pubbliche e produttori. La catena della produzione alimentare sta
diventando oggi sempre pill complessa, ogni singolo anello deve quindi essere
controllabile e sicuro se si vuole che la salute dei consumatori sia adeguatamente
protetta. Tale principio deve valere indipendentemente dal fatto che gli alimenti ven-
gano prodotti nell’Unione europea o importati da paesi terzi. Ai consumatori si devo-
no offrire prodotti sicuri e di qualita.

Tab. n.1 - Produzioni e occupati nell’industria alimentare della Ue, per comparto (2001)

COMPARTI Produzione Valore aggiunto Occupati

mld euro mld euro migliaia %
Prod., lav. e conservazione di carne 126 21 610 22,3
Industria lattiero-casearia 97 14 271 9,9
Industria delle bevande 95 27 317 11,6
Prodotti per alimentazione animale 40 6 90 33
Lav. e conservaz.di frutta e ortaggi 37 9 178 6,5
Produzione di oli e grassi 25 2 43 1,6
Lav. granaglie e prod. amidacei 25 4 62 2,3
Lav. e conservazione di pesce 16 2 94 34
Fabbricazione altri alimenti 160 47 1072 39,2
Tot. Industria alimentare e bevande 621 132 2737 100

Fonte: ISMEA-FEDERALIMENTARE

Una politica efficace di sicurezza alimentare deve riconoscere la natura
correlata della produzione alimentare. Essa richiede la valutazione e il monitoraggio
dei rischi che possono derivare alla salute dei consumatori dalle materie prime, dalle
tecniche agricole e dalla lavorazione degli alimenti; essa richiede inoltre un’efficace
azione normativa per gestire tali rischi nonché la messa in atto e la gestione di sistemi
di controllo per sorvegliare e assicurare I’attuazione di tali norme. Ciascun elemento
¢ parte di un ciclo: in tal modo, gli sviluppi della lavorazione degli alimenti possono
richiedere cambiamenti delle normative vigenti, mentre il feed back fornito dai siste-
mi di controllo pud contribuire ad identificare e a gestire i rischi esistenti e quelli
emergenti. Ciascuna parte del ciclo deve funzionare adeguatamente se si vogliono
realizzare gli standard piu elevati possibili di sicurezza alimentare.

In questo scenario, la Commissione europea ha promosso 1’istituzione del-
I’ Autorita europea per la sicurezza alimentare al fine di creare un elevato livello di
protezione della salute dei consumatori e di ripristinare la fiducia degli stessi; una
maggiore trasparenza a tutti i livelli della politica di sicurezza alimentare contribuira
ad accrescere la fiducia dei consumatori dell’Ue. Cio non significa che la Ue debba
essere I’unica responsabile di tutti gli aspetti della sicurezza alimentare, tuttavia tutti
gli aspetti della sicurezza alimentare devono essere affrontati a livello di Ue. La nor-
mativa della Ue deve poter essere fatta efficacemente rispettare negli Stati membri in
linea con il principio di sussidiarieta. La responsabilita di fare applicare la legislazio-
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ne deve rimanere in via prioritaria di competenza nazionale, regionale e locale. Tutta-
via, il mercato interno implica che le responsabilita non siano esclusivamente le re-
sponsabilita nazionali; ciascuno Stato membro & responsabile non solo nei confronti
dei propri cittadini, ma di tutti i cittadini della Ue e dei paesi terzi per quanto concerne
¢gli alimenti prodotti sul suo territorio.

I sistemi di sicurezza alimentare della Comunita e degli Stati membri in oc-
casione delle recenti emergenze che hanno interessato gli alimenti e i mangimi hanno
mostrato i propri limiti. Tali emergenze hanno messo in luce i punti deboli che richie-
dono un’azione da parte delle autorita responsabili (Commissione, Stati membri e
Parlamento) per rafforzare, migliorare e sviluppare ulteriormente i sistemi esistenti.
La sicurezza alimentare deve essere organizzata in modo pil coordinato e integrato.
Cio consentira di creare un quadro per la sicurezza alimentare migliore, in grado di
garantire un elevato livello di sanita pubblica e di protezione dei consumatori confor-
memente a quanto prescritto dal Trattato Ce.

A dicembre 2003 ¢ stata fissata come sede definitiva dell’ Autorita per la
sicurezza alimentare la citta di Parma, dopo laboriose trattative e accordi che hanno
impegnato le principali capitali europee e le istituzioni dell’Ue. Gli accordi raggiunti
a Bruxelles il 13 dicembre 2003 hanno riguardato oltre all’ Autorita per la sicurezza
alimentare a Parma, I’assegnazione dell’ Autorita sul controllo delle sostanze chimi-
che a Helsinki (Finlandia), dell’ Autorita per la sicurezza marittima a Lisbona (Porto-
gallo), dell’ Autorita per la pesca a Barcellona (Spagna), dell’ Accademia di polizia
europea a Londra (Inghilterra), dell’Unita di Cooperazione Giudiziaria europea con-
tro la criminalita (Eurojust) all’Aja (Olanda), dell’ Autorita per la sicurezza ferrovia-
ria a Lille (Francia), dell’ Autorita per il controllo del traffico aereo a Colonia (Germa-
nia), dell’Autorita per il controllo e la prevenzione delle malattie trasmissibili alla
Svezia e dell’ Autorita per le reti informatiche alla Grecia.

Il Governo italiano, in accordo con la Regione Emilia Romagna, la Provincia
e la citta di Parma, aveva presentato ufficialmente la candidatura di Parma a sede
dell’ Autorita europea per la sicurezza alimentare il 19 maggio 2000. La decisione del
Governo italiano di candidare Parma ¢ nata dalla convinzione che la sicurezza alimen-
tare non sia da intendersi solo come un’operazione di laboratorio - la semplice assen-
za di elementi patogeni - ma piuttosto come sintesi tra la qualita degli alimenti e la
loro tutela sanitaria durante 1’intero processo produttivo. Proprio per questo motivo,
un territorio nel quale il controllo della sicurezza e della qualita dei prodotti alimenta-
ri venga costantemente garantito costituisce la collocazione naturale dell’ Autorita
europea per la sicurezza alimentare. E Parma ha tutte le caratteristiche necessarie: la
singolare concentrazione di prodotti tipici infatti non solo I’ha resa famosa nel mon-
do, ma le ha anche dato una “mentalita internazionale” che le ha permesso di divulga-
re e al contempo recepire le esigenze di tutela e garanzia delle produzioni alimentari.
Parma si presenta come sintesi di esperienze internazionali e come espressione della
cultura della tutela e della qualita dei cibi: tecniche di controllo e qualita dei processi,
sedi universitarie e scientifiche di alto livello, tipicita dei prodotti, industria meccani-
ca alimentare, hanno gia reso il territorio un punto di riferimento internazionale.
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2. Aspetti normativi

L’Unione europea dispone di un ampio corpus legislativo che copre la produ-
zione dei prodotti agricoli e la produzione industriale degli alimenti. La legislazione
si ¢ evoluta nell’ultimo trentennio in modo da rispecchiare un mix di elementi scien-
tifici, politici ed economici, in particolare nel quadro della creazione del mercato in-
terno, ma tale sviluppo non ¢ stato guidato da un’azione coerente complessiva.

La produzione degli alimenti ¢ estremamente complessa: i prodotti di origine
animale e vegetale presentano rischi intrinseci dovuti alla contaminazione
microbiologica e chimica. L’attuale quadro giuridico e il sistema operativo hanno in
generale conferito ai consumatori della Ue un elevato livello di protezione della salu-
te; il problema non & dato dalla mancanza di strumenti giuridici, bensi dalla grande
disparita degli strumenti per rispondere a particolari situazioni in settori specifici o
dalla molteplicita delle azioni da intraprendere 1a dove un problema coinvolga diversi
settori. Uno degli anelli pit deboli del sistema ¢ dato dalla mancanza di un chiaro
impegno da parte di tutti gli interessati a dare un allarme preventivo in caso di un
rischio potenziale e consentire di intraprendere tempestivamente la necessaria valuta-
zione scientifica e adottare le misure protettive a livello europeo a monte piuttosto che
a valle.

La legislazione alimentare persegue un livello elevato di tutela della vita e
della salute umana, degli interessi dei consumatori, comprese le pratiche leali nel
commercio alimentare, mira al conseguimento della liberta di circolazione all’interno
della Comunita degli alimenti e dei mangimi prodotti o immessi sul mercato nel ri-
spetto dei principi e dei requisiti vigenti. La Comunita ¢ il pili grosso importatore/
esportatore di prodotti alimentari al mondo e commercia con paesi di tutto il mondo
una gamma sempre pill ampia di prodotti alimentari. Con questi ampi scambi di pro-
dotti alimentari la sicurezza alimentare non pud essere considerata esclusivamente
una questione di politica interna.

Il quadro internazionale per quanto concerne la sicurezza degli alimenti si ¢
sviluppato in modo significativo a seguito del ruolo assunto dalle organizzazioni in-
ternazionali quali il Codex Alimentarius e 1’ Ufficio internazionale dell’epizoozia (UIE)
nell’ambito dell’accordo dell’Organizzazione mondiale del commercio sull’applica-
zione di misure sanitarie e fitosanitarie (SPS), I’Organizzazione mondiale della Sani-
ta (OMS) e I’Organizzazione per 1’alimentazione e 1’agricoltura (FAO).

Il 28 gennaio 2002 ¢ stato emanato il Regolamento (CE) n. 178/2002 che
stabilisce i principi e i requisiti generali della legislazione alimentare, istituisce 1’ Au-
torita europea per la sicurezza alimentare e fissa procedure nel campo della sicurezza
alimentare. Esso costituisce la base per garantire un livello elevato di tutela della salu-
te umana e degli interessi dei consumatori in relazione agli alimenti, stabilisce princi-
pi comuni e competenze, i mezzi per assicurare un solido fondamento scientifico,
procedure e meccanismi organizzativi efficienti a sostegno dell’attivita decisionale
nel campo della sicurezza degli alimenti e dei mangimi. Tale regolamento disciplina
tutte le fasi della produzione, della trasformazione e della distribuzione degli alimenti
e dei mangimi.

Nel suddetto Regolamento vengono fissati gli obblighi generali del commer-
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cio alimentare per alimenti e mangimi importati o esportati, in particolare & stato
emanato che gli alimenti e i mangimi importati nella Comunita per essere immessi sul
mercato devono rispettare le pertinenti disposizioni della legislazione alimentare o le
condizioni riconosciute almeno equivalenti dalla Comunita o, quando tra la Comunita
e il paese esportatore esiste un accordo specifico, le disposizioni previste, allo stesso
modo gli alimenti e i mangimi esportati dalla Comunita per essere immessi sul merca-
to di un paese terzo devono rispettare le pertinenti disposizioni della legislazione ali-
mentare, salvo diversa indicazione delle autorita del paese importatore o diversa di-
sposizione di leggi, regolamenti, norme e altre procedure giuridiche e amministrative
eventualmente in vigore in detto paese.

La Comunita e gli Stati membri contribuiscono all’elaborazione di norme
tecniche internazionali, norme sanitarie e fitosanitarie sugli alimenti e sui mangimi,
promuovono il coordinamento dei lavori sulle norme relative ad alimenti e mangimi
intrapresi da organizzazioni internazionali governative e non governative, contribui-
scono all’elaborazione di accordi sul riconoscimento dell’equivalenza di misure spe-
cifiche, prestano particolare attenzione alle peculiari esigenze finanziarie, commer-
ciali e di sviluppo dei paesi in via di sviluppo per evitare che le norme internazionali
creino inutili ostacoli alle esportazioni di tali paesi e promuovono la coerenza tra gli
standard tecnici internazionali e la legislazione in materia alimentare, assicurando al
contempo che I’elevato livello di protezione adottato nella Comunita non venga ridot-
to.

Gli alimenti e i mangimi a rischio non possono essere immessi sul mercato
né essere somministrati ad un animale destinato alla produzione alimentare. Un ali-
mento ¢ considerato a rischio se ¢ dannoso per la salute o se ¢ inadatto al consumo
umano; un mangime ¢ considerato a rischio se ha un effetto nocivo per la salute uma-
na o animale o se rende a rischio, per il consumo umano, 1’alimento ottenuto dall’ani-
male destinato alla produzione alimentare.

La legislazione alimentare impone anche norme relative alla presentazione
degli alimenti per cui I’etichettatura, la pubblicita e la presentazione degli alimenti o
mangimi, compresi la loro forma, il loro aspetto o confezionamento, i materiali di
confezionamento usati, il modo in cui gli alimenti 0 mangimi sono disposti, il conte-
sto in cui sono esposti e le informazioni rese disponibili su di essi attraverso qualsiasi
mezzo, non devono trarre in inganno i consumatori. Norme vincolanti in materia di
etichettatura dovranno assicurare che i consumatori dispongano di tutte quelle infor-
mazioni sulle caratteristiche del prodotto (composizione, conservazione e suo uso)
che gli consentano di effettuare una scelta consapevole.

L’obbligo di garantire che nelle imprese gli alimenti o i mangimi soddisfino
le disposizioni della legislazione alimentare in tutte le fasi della produzione, della
trasformazione e della distribuzione e verificare che tali disposizioni siano soddisfatte
spetta agli operatori del settore alimentare e dei mangimi. Gli Stati membri sono tenu-
ti all’applicazione della legislazione alimentare, alla verifica del rispetto delle perti-
nenti disposizioni e alla determinazione delle misure e delle sanzioni da applicare in
caso di violazione.

Una politica alimentare efficace richiede anche la rintracciabilita dei percor-
si dei mangimi e degli alimenti nonché dei loro ingredienti. Cio significa che si deve

351



Ann. Fac. Medic. Vet. di Parma (Vol. XXIII, 2003) - pag. 347 - pag. 357

considerare I’intera catena alimentare, tutti i settori dell’alimentare, tutti gli Stati mem-
bri, la frontiera esterna dell’Ue come anche il suo interno, le tribune decisionali a
livello internazionale e di Ue nonché tutte le fasi del ciclo decisionale a livello politi-
co.

I ruoli di tutti i partecipanti alla catena alimentare (produttori di mangimi,
agricoltori e produttori/operatori del settore alimentare, le autorita competenti negli
Stati membri e nei paesi terzi, la Commissione, i consumatori) devono essere chiara-
mente definiti: i produttori di mangimi, gli agricoltori e gli operatori dell’alimentare
hanno la responsabilita primaria per quanto concerne la sicurezza degli alimenti, le
autorita competenti hanno compiti di monitoraggio e devono far rispettare tali respon-
sabilita ponendo in atto sistemi nazionali di controllo e di sorveglianza, la Commis-
sione si concentra sulla valutazione della capacita che hanno le autorita competenti di
porre in atto tali sistemi per il tramite di audit e ispezioni a livello nazionale. Anche i
consumatori devono rendersi conto che sono responsabili dell’adeguata conservazio-
ne, manipolazione e cottura degli alimenti. In tal modo la politica “dai campi alla
tavola” che copre tutti i settori della catena alimentare, compresa la produzione dei
mangimi, la produzione primaria, la lavorazione degli alimenti, 'immagazzinamento,
il trasporto e la vendita al dettaglio verra attuata sistematicamente e in modo coerente.

Viene quindi disposta in tutte le fasi della produzione, della trasformazione e
della distribuzione la rintracciabilita degli alimenti, dei mangimi, degli animali desti-
nati alla produzione alimentare e di qualsiasi altra sostanza destinata o atta a entrare a
far parte di un alimento o di un mangime. Gli operatori del settore alimentare e dei
mangimi devono essere in grado di individuare chi abbia fornito loro un alimento, un
mangime, un animale destinato alla produzione alimentare o qualsiasi sostanza desti-
nata o atta a entrare a far parte di un alimento o di un mangime. A tal fine detti opera-
tori devono disporre di sistemi e di procedure che consentano di mettere a disposizio-
ne delle autorita competenti, che le richiedano, le informazioni al riguardo. Gli opera-
tori del settore alimentare e dei mangimi devono disporre di sistemi e procedure per
individuare le imprese alle quali hanno fornito i propri prodotti. Le informazioni al
riguardo sono messe a disposizione delle autorita competenti che le richiedano.

Gli alimenti o i mangimi che sono immessi sul mercato della Comunita o che
probabilmente lo saranno devono essere adeguatamente etichettati o identificati per
agevolarne la rintracciabilitd, mediante documentazione o informazioni pertinenti,
secondo i requisiti previsti in materia da disposizioni piu specifiche.

3. L’ Autorita europea per la sicurezza alimentare

L’ Autorita europea per la sicurezza alimentare ha i seguenti organi:

- un consiglio di amministrazione, composto da 14 membri nominati dal Consiglio in
consultazione con il Parlamento europeo;

- un direttore esecutivo, nominato dal consiglio di amministrazione, che ¢ il rappre-
sentante legale dell’ Autorita;

- un foro consultivo, composto da rappresentanti degli organi competenti che svolgo-
no negli Stati membri funzioni analoghe a quelle dell’ Autorita, esso rappresenta un
meccanismo di scambio di informazioni sui rischi potenziali e di concentrazione
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delle conoscenze;

- un comitato scientifico e gruppi permanenti di esperti scientifici che formulano i pareri
scientifici dell’ Autorita, ciascuno entro la sfera delle rispettive competenze, compresa la
possibilita di disporre, ove necessario, audizioni pubbliche.

Obiettivo principale dell’ Autorita europea per la sicurezza alimentare ¢ quel-
lo di contribuire ad un elevato livello di protezione della salute dei consumatori nel
campo della sicurezza alimentare e quindi di ripristinare ¢ mantenere la fiducia dei
consumatori. L’ Autorita deve soddisfare i principi fondamentali dell’indipendenza,
agire in modo indipendente da pressioni esterne, dell’eccellenza, assicurare 1’eccel-
lenza degli scienziati indipendenti, e della trasparenza, operare con procedure chiare e
aperte al pubblico. Contestualmente a tali principi 1’ Autorita deve dimostrare nelle
sue azioni un elevato livello di responsabilita nei confronti delle istituzioni europee e
dei cittadini, per tale motivo deve attingere alle migliori conoscenze scientifiche, es-
sere indipendente dagli interessi industriali e politici, essere aperta ad un esame rigo-
roso da parte del pubblico, essere scientificamente autorevole e operare a stretto con-
tatto con gli organismi scientifici nazionali.

L’ Autorita europea per la sicurezza alimentare offre consulenza scientifica,
assistenza scientifica e tecnica per la normativa e le politiche della Comunita in tutti i
campi che hanno un’incidenza diretta o indiretta sulla sicurezza degli alimenti e dei
mangimi, fornisce informazioni indipendenti su tutte le materie che rientrano in detti
campi, comunica i rischi, raccoglie e analizza i dati che consentono la caratterizzazio-
ne e la sorveglianza dei rischi, offre consulenza scientifica e assistenza tecnica sulla
nutrizione umana.

L’ Autorita ha infatti la funzione di offrire consulenza scientifica e assistenza
scientifica e tecnica sulla nutrizione umana in relazione alla normativa comunitaria e,
su richiesta della Commissione, assistenza per la comunicazione relativa a questioni
nutrizionali nel quadro del programma comunitario nel settore della sanita, formulare
pareri scientifici su altre questioni inerenti alla salute e al benessere degli animali e
alla salute dei vegetali, formulare pareri scientifici su prodotti diversi dagli alimenti e
dai mangimi riconducibili a organismi geneticamente modificati.

I compiti dell’ Autorita sono quelli di fornire pareri scientifici e informazioni
alla Commissione su tutte le questioni che hanno un impatto diretto o indiretto sulla
salute e sicurezza dei consumatori in relazione al consumo di alimenti. Per tale moti-
vo essa deve anche commissionare studi scientifici necessari all’espletamento dei suoi
compiti e ricercare, raccogliere, confrontare, analizzare e sintetizzare i dati scientifici
e tecnici della produzione alimentare primaria (aspetti agricoli e veterinari), dei pro-
cessi industriali, dell’immagazzinamento, della distribuzione e della vendita al detta-
glio. L’ Autorita deve quindi porre in atto strumenti per 1’identificazione rapida di
esperti scientifici nell’Unione europea e altrove e rispondere rapidamente a situazioni
mutevoli; deve essere in grado di tenersi aggiornata sui pill recenti sviluppi scientifici
e identificare le lacune all’interno di ricerche in corso o di determinati soggetti per i
quali essa ritiene che si debba avviare rapidamente un lavoro mirato. Deve inoltre
essere in grado di garantire una valutazione e una risposta in tempo reale su program-
mi di monitoraggio e sorveglianza della sicurezza alimentare, assicurando una rapida
identificazione dei rischi reali o potenziali. La comunicazione del rischio ¢ un ele-
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mento chiave per assicurare che i consumatori siano tenuti informati e per ridurre il
rischio che insorgano preoccupazioni infondate inerenti la sicurezza degli alimenti.
La comunicazione del rischio non dovrebbe essere una trasmissione passiva di infor-
mazioni, ma dovrebbe avere una dimensione interattiva caratterizzata da un dialogo e
da un feed back con tutti gli interessati. Essa consiste nello scambio di informazioni
tra le parti interessate sulla natura del rischio e sulle misure per controllarlo, deve
essere facilmente comprensibile e accessibile relativamente anche a tematiche con-
cernenti la protezione della salute.

L’ Autorita si occupa inoltre della salute e del benessere animale e tiene conto
delle valutazioni del rischio in altri ambiti, in particolare il settore ambientale e quello
chimico quando hanno attinenza con la valutazione del rischio legata agli alimenti.

L’ Autorita, su richiesta della Commissione o di propria iniziativa, formula
pareri scientifici in relazione a qualsiasi questione di sua competenza e in tutti i casi in
cui la legislazione comunitaria richieda la sua consultazione. Laddove individui una
sostanziale fonte di discordanza tra i propri pareri scientifici e quelli formulati da altri
organi che svolgano compiti analoghi, I’ Autorita e 1’organo interessato sono tenuti a
collaborare allo scopo di rettificare la discordanza o di presentare alla Commissione
un documento congiunto che chiarisca la questione scientifica oggetto di controversia
e individui nei dati le fonti d’incertezza.

L’ Autorita ricerca, raccoglie, confronta, analizza e sintetizza dati scientifici
e tecnici significativi nei settori di sua competenza. Cid comporta in particolare la
raccolta di dati riguardanti il consumo degli alimenti e i rischi cui gli individui si
espongono consumando gli alimenti, I’incidenza e la diffusione dei rischi biologici, i
contaminanti e i residui negli alimenti e nei mangimi.

4. Sistema di allarme rapido, gestione delle crisi e situazioni di emergenza

L’Unione europea necessita di un sistema efficace di monitoraggio e sorve-
glianza della sicurezza alimentare per una gestione continuativa e giornaliera delle
informazioni che diano una risposta in tempo reale ai rischi potenziali. Il sistema di
allarme deve comprendere sia gli alimenti che i mangimi.

Gli Stati membri, la Commissione e 1’ Autorita hanno istituito, sotto forma di
rete, un sistema di allarme rapido per la notificazione di un rischio diretto o indiretto
per la salute umana dovuto ad alimenti o0 mangimi. La Commissione ¢ responsabile
della gestione della rete. Qualora un membro della rete disponga di informazioni rela-
tive all’esistenza di un grave rischio deve trasmettere immediatamente tali informa-
zioni alla Commissione nell’ambito del sistema di allarme rapido e la Commissione
dovra poi trasmettere tempestivamente le informazioni ai membri della rete.

Nell’ambito del sistema di allarme rapido, gli Stati membri notificano imme-
diatamente alla Commissione qualsiasi misura da essi adottata, che esiga un interven-
to rapido, intesa a limitare I’immissione sul mercato di alimenti o mangimi, o a impor-
ne il ritiro dal commercio o dalla circolazione per proteggere la salute umana.

La partecipazione al sistema di allarme rapido puo essere aperta ai paesi
candidati, a paesi terzi o a organizzazioni internazionali sulla base di accordi stipulati
tra la Comunita e detti paesi o organizzazioni internazionali, secondo le modalita
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definite da tali accordi.

Quando sia manifesto che alimenti o mangimi di origine comunitaria o im-
portati da un paese terzo possono comportare un grave rischio per la salute umana, per
la salute degli animali o per I’ambiente che non possa essere adeguatamente affronta-
to mediante misure adottate dallo Stato membro o dagli Stati membri interessati, la
Commissione adotta immediatamente, in funzione della gravita della situazione, una
o alcune delle seguenti misure: nel caso di alimenti o mangimi di origine comunitaria
ci sara la sospensione dell’immissione sul mercato o dell’utilizzazione dell’alimento
o del mangime in questione o una qualsiasi altra misura provvisoria adeguata; nel
caso di alimenti o0 mangimi importati da un paese terzo ci sara la sospensione delle
importazioni dell’alimento o del mangime in questione da tutto il paese terzo interes-
sato o da parte del suo territorio ed eventualmente dal paese terzo di transito o una
qualsiasi altra misura provvisoria adeguata.

La Commissione dovra poi elaborare, in stretta collaborazione con 1’ Autori-
ta e gli Stati membri, un piano generale per la gestione delle crisi riguardanti la sicu-
rezza degli alimenti e dei mangimi. Il piano generale indichera i tipi di situazione che
comportano, per la salute umana, rischi diretti o indiretti derivanti da alimenti e man-
gimi, che verosimilmente le disposizioni in vigore non sono in grado di prevenire,
eliminare o ridurre a un livello accettabile o che non possono essere gestiti in maniera
adeguata.

5. Conclusioni

Negli ultimi anni la fiducia dei consumatori europei ¢ stata profondamente
scossa da una serie di crisi ed emergenze che hanno riguardato il campo alimentare,
per queste ragioni la Commissione europea ha fatto della sicurezza alimentare una
priorita assoluta ed ha emanato il Regolamento (CE) n. 178/2002 che consente di
organizzare la sicurezza alimentare in modo pil coordinato ed integrato per raggiun-
gere il livello pil alto possibile di protezione della salute. E nata cosi I’ Autorita euro-
pea per la sicurezza alimentare che si presenta non come una struttura di mero con-
trollo ex-post che opera in isolamento, ma come un veicolo di innovazione tecnologi-
ca e di valorizzazione della qualita che lavora in stretta cooperazione con gli organi-
smi scientifici nazionali.

L’ Autorita, grazie alla sua indipendenza e all’eccellenza scientifica, diventa
il punto di riferimento per i consumatori, I’industria, le autorita nazionali e le istitu-
zioni europee; permette di creare un network di centri di eccellenza, che assicurano
I’uso piu efficace delle risorse in campo scientifico in tutte le discipline legate alla
sicurezza alimentare. In questo modo si pud accedere alla piu elevata conoscenza
scientifica.

Gli organismi e le agenzie alimentari che operano a livello nazionale hanno
accesso al lavoro scientifico dell’ Autorita e, attraverso questo scambio reciproco, il
ruolo di questa struttura potra diventare progressivamente piul importante e centrale.
Questo fa dell’ Autorita la fonte pit autorevole di conoscenza scientifica sulle questio-
ni alimentari in Europa, in grado di garantire un sempre pil alto livello di protezione
della salute dei consumatori e di ripristinare la fiducia degli stessi nella politica di
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sicurezza alimentare dell’Ue.

Con I’assegnazione definitiva a sede dell’ Autorita europea per la sicurezza
alimentare Parma si appresta a recuperare un respiro internazionale, che gia ebbe nel
suo passato quale capitale ducale e centro culturale europeo, ed ora ritrova, per altre
vie, divenendo centro per tutti coloro che producono e commercializzano alimenti e
che trovano nell’ Autorita il massimo interlocutore.

Parole chiave: Autorita alimentare, sicurezza alimentare, Parma.

Key words: Food authority, food safety, Parma.

Mots-clés : Autorité alimentaire, sécurité alimentaire, Parme.

RIASSUNTO - Negli ultimi anni la fiducia dei consumatori europei ¢ stata
profondamente scossa da una serie di crisi ed emergenze che hanno riguardato il campo
alimentare, per queste ragioni la Commissione europea ha fatto della sicurezza
alimentare una priorita assoluta ed ha emanato il Regolamento (CE) n. 178/2002 che
stabilisce i principi e i requisiti generali della legislazione alimentare, istituisce
I’ Autorita europea per la sicurezza alimentare e fissa procedure nel campo della
sicurezza alimentare. Il Regolamento disciplina tutte le fasi della produzione, della
trasformazione e della distribuzione degli alimenti e dei mangimi.

L’analisi mette in evidenza il ruolo che 1’ Autorita europea per la sicurezza
alimentare attualmente occupa nel sistema agroalimentare europeo. Obiettivo princi-
pale dell’ Autorita europea per la sicurezza alimentare ¢ quello di contribuire ad un
elevato livello di protezione della salute dei consumatori nel campo della sicurezza
alimentare, I’ Autorita deve soddisfare i principi fondamentali dell’indipendenza, agire
in modo indipendente da pressioni esterne, dell’eccellenza, assicurare I’eccellenza di
scienziati indipendenti, e della trasparenza, operare con procedure chiare e aperte al
pubblico.

La citta di Parma, a cui ¢ stata assegnata la sede dell’ Autorita europea per la
sicurezza alimentare, si appresta ad accogliere questa importantissima responsabilita
e ad acquisire un respiro internazionale; tutti coloro che producono e commercializzano
alimenti 0o mangimi troveranno nell’ Autorita, nella citta di Parma e nelle sue istituzioni
un punto di riferimento obbligato.

SUMMARY - The role of the European Food Safety Authority in the european agro-
food system

Over the past few years the trust of European consumers has been deeply
shaken by a series of crises and emergencies in the food sector, and for this reason the
European Commission has made food safety an absolute priority, issuing EC Regula-
tion no. 178/2002 that establishes the general principles and requirements of food
legislation, creating the European Food Safety Authority and establishing procedures
in the field of food safety. The Regulation governs all phases of production, process-
ing and distribution of food and animal feed.

This analysis highlights the role that the European Food Safety Authority
currently plays in the European food processing system. The main objective of the
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Authority is to contribute to a high level of consumer health protection in terms of
food safety, and the Authority must satisfy some fundamental principles, of independ-
ence, acting independently from external pressures, of excellence, assuring the excel-
lence of the independent scientists, and transparency, through publicly accessible,
clear procedures.

The city of Parma, which was appointed to host the Authority headquarters,
is preparing itself to take on this most important responsibility, and to acquire an
international atmosphere; all the producers and traders of food and animal feed will
refer to Parma and its institutions as an obligatory point of reference.

RESUME - Le réle de I Autorité Européenne de Sécurité des Aliments dans le sys-
téme agro-alimentaire européen

Ces dernieres années, la confiance des consommateurs européens a été pro-
fondément ébranlée par une série de crises et de situations d’urgence dans le domaine
de I’alimentation. Aussi la Commission européenne a-t-elle fait de la sécurité alimen-
taire une priorité absolue et édicté le Reglement (CE) n° 178/2002 qui fixe les exigen-
ces et les principes généraux de la législation alimentaire, institué 1’ Autorité euro-
péenne pour la sécurité alimentaire et fixé les procédures a respecter en la matiere. Le
Reéglement régit toutes les étapes de la production, de la transformation et de la distri-
bution des aliments et de la nourriture pour animaux.

Cette analyse met en exergue le role que I’ Autorité européenne pour la sécu-
rité alimentaire occupe actuellement dans le systéme agro-alimentaire européen. Son
objectif principal consiste a contribuer a élever le niveau de protection de la santé des
consommateurs en matiere de sécurité alimentaire. Pour ce faire, elle doit répondre
aux principes fondamentaux de 1’indépendance, en agissant indépendamment de toute
pression extérieure, de 1’excellence, en garantissant la qualité de scientifiques indé-
pendants, et de la transparence, en opérant selon des procédures claires et ouvertes au
public.

La commune de Parme, qui s’est vu confier le siege de I’ Autorité, s’appréte
a relever ce défi capital et a acquérir une envergure internationale. Tous ceux qui
produisent et commercialisent des aliments et de la nourriture pour animaux trouve-
ront dans 1’ Autorité, la commune de Parme et ses institutions, une référence absolue.
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