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Riassunto
Per la prova sono stati selezionati 5 allevamenti di suini sani e 13 allevamenti che 
presentavano nel settore svezzamento una sintomatologia clinica attribuibile alla forma 
di deperimento multi sistemico post-svezzamento. In ogni allevamento sono stati 
eseguiti prelievi ematici in 10 suini allo svezzamento. I campioni ematici sono stati 
testati per evidenziare il livello di lipopolisaccaridi (LPS), Il-10 e TNF-α. I risultati 
hanno evidenziato che negli animali con sintomatologia da deperimento il livello di LPS 
ematici era più elevato rispetto agli animali clinicamente sani. L’aumento del livello degli 
LPS ematici potrebbe essere associato alla sintomatologia di deperimento osservata.  In 
particolare, è stato stabilito un cut off di 0,44 EU/ml (sensibilità del 93% e specifi cità del 
82%). Il-10 e TNF-α non sono risultati associati agli LPS.

Abstract
Five healthy farms and 13 farms with a post-weaning multisystemic wasting syndrome 
were selected for the study. Ten weaners were blood sampled in each farm. Blood samples 
were tested for lypopolisaccarides (LPS), Il-10 and TNF-α level. Results showed that 
the animals with a wasting syndrome had a higher serum level of LPS compared with 
healthy animals. The higher level of LPS could be associated with the wasting syndrome 
observed. It was individuated a cut-off of 0,44 EU/ml (sensitivity of 93% and specifi city 
of 82%). Il-10 and TNF-α were not associated with LPS levels.

Introduzione
Nel 1996 nel Nord America viene descritta per la prima volta una sindrome caratterizzata 
dai segni clinici di deperimento nei suini nella fase post-svezzamento (Clark, 1997). 
Dopo tale segnalazione la sindrome è stata evidenziata in tutto il mondo con segni clinici 
molto variabili e caratterizzati da deperimento, forme respiratorie, aumento dei linfonodi 
inguinali superfi ciali, diarrea e deplezione linfocitaria generalizzata. Era frequente, inoltre, 
l’osservazione di infezioni secondarie da batteri opportunisti. La sindrome, a cui era stata 
attribuita la denominazione di PMWS (Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome) 
è stata recentemente rinominata PCVD (Porcine Circovirus Disease) (Opriessnig et al., 
2007). Si ritiene che l’agente responsabile della malattia sia PCV2 (circovirus suino tipo 
2) in associazione a potenziali fattori stimolanti in grado di innescare la sintomatologia 
clinica. Sperimentalmente la sindrome è stata riprodotta utilizzando diversi fattori 
scatenanti (tra i quali ad esempio l’inoculazione di Parvovirus suino, Allan et al., 1999) 
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ma nessuno di questi è risultato effi cace e ripetibile nei suini convenzionali, anche se il 
fattore scatenante per la PMWS sembra essere un’alterazione del sistema immunitario 
indotta dallo stesso PCV2 o da un fattore scatenante (Fort et al., 2009).
In studi precedenti i lipopolisaccaridi (LPS) sono stati utilizzati per riprodurre le malattie 
respiratorie multifattoriali del suino, inoculandoli in associazione con il virus della 
sindrome respiratoria e riproduttiva del suino (PRRS) o il coronavirus respiratorio del 
suino (PRCV) (Van Gucht et al., 2006). In questi studi è stato dimostrato che gli LPS hanno 
un effetto immunomodulatore, determinando una sovra espressione di alcune citochine, 
in particolare TNF-α (Van Reeth et al., 2000) correlato alla manifestazione clinica della 
malattia, mentre recentemente è stata evidenziata una up-regulation dell’IL-10 da parte 
del PCV2. Uno studio di Chang et al. (2006) ha dimostrato che gli LPS in vitro sono 
in grado di determinare una up-regulation della replicazione di PCV2 nei macrofagi 
polmonari di suino. Il loro effetto, tuttavia, non è stato ancora completamente chiarito. 
L’inoculazione, infatti, intramuscolare di LPS associata a infezione oronasale con PCV2 
di suini CDCD (Colostrum Deprived Cesarean Derived) non è stata in grado di innescare 
la malattia (Fort et al., 2009). Le diverse specie animali presentano marcate differenze 
nella loro sensibilità alle endotossine e alla dose per loro necessaria per indurre il 100% 
della letalità (LD100). I suini, così come i ruminanti, sono estremamente sensibili alle 
endotossine, dal momento che dosaggi relativamente bassi di LPS (<5 µg Kg-1) sono 
in grado di determinare effetti marcati sul sistema cardiovascolare, in particolare sulla 
circolazione polmonare (Berczi et al., 1966; Olson et al., 1995). Sebbene il meccanismo 
preciso per il quale ciò avvenga non sia del tutto chiaro, è stato speculato che ciò 
possa essere dovuto alla presenza di macrofagi intravascolari che sono localizzati nella 
circolazione polmonare del suino. 
La degradazione della parete dei batteri gram negativi determina il rilascio degli LPS 
nell’ambiente in cui i batteri si trovano al momento della loro disgregazione. Gram negativi 
presenti nel torrente circolatorio possono quindi dare origine alla circolazione degli LPS, 
ma questa non è la sola possibile fonte di ingresso delle endotossine. I lipopolisaccaridi, 
infatti, possono penetrare nel torrente circolatorio anche dalla sede polmonare, da quella 
enterica e da quella inalatoria (Michel, 2000). Negli allevamenti di suini, è presente 
molta polvere che proviene dalla cute, dal pelo, dalle feci e dall’alimento degli animali 
e in queste polveri possono essere presenti oltre a ife e spore fungine, micotossine e 
batteri, anche endotossine.
L’obiettivo del presente studio era quello di determinare i livelli sierici di LPS, IL-
10 e TNF-α in suini allo svezzamento clinicamente sani e in suini allo svezzamento 
con una forma di deperimento clinicamente ascrivibile alla sindrome del deperimento 
multistemico post-svezzamento.

Materiali e Metodi

Per lo studio sono stati selezionati 18 allevamenti di suini classifi cati in allevamenti 
clinicamente sani (“sani”, n=5) e allevamenti con sintomatologia da deperimento allo 
svezzamento (“con sintomatologia”, n=13).
La visita dell’allevamento è sempre avvenuta dopo un colloquio telefonico con il 
veterinario responsabile dell’allevamento, volto a chiarire lo status sanitario della 
categoria di animali interesse, ovvero animali “sani” o animali “con sintomatologia”.
In allevamento è stata svolta un’indagine anamnestica in presenza dell’allevatore e del 
veterinario responsabile, in modo da poter valutare lo stato sanitario degli animali nei 6 
mesi precedenti alla visita.
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In una seconda fase si è proceduto a un’analisi clinica del settore svezzamento volto a 
verifi care che gli animali da un punto di vista clinico rientrassero all’interno di una delle 
due classi e non fossero affetti da altre patologie. 
In particolare, un allevamento è stato classifi cato “sano” quando l’anamnesi non rivelava 
alcuna patologia di origine infettiva, alimentare o gestionale nei 6 mesi precedenti 
alla visita, alla visita clinica veniva evidenziato un buono stato di salute e nei 3 mesi 
successivi alla visita non comparivano problemi sanitari in allevamento.
Un allevamento veniva defi nito “con sintomatologia” quando nel settore svezzamento 
erano presenti segni clinici tipici della sindrome del deperimento multisistemico post-
svezzamento (deperimento, aumento dei linfonodi inguinali, diarrea, pallore, ittero, 
tosse, febbre, ulcera gastrica) ed eventualmente forme di PDNS e dopo che l’esame 
necroscopico eseguito su animali allo svezzamento avesse confermato il sospetto clinico 
per la presenza di polmonite interstiziale, aumento dei linfonodi inguinali ed eventuali 
lesioni associate (ulcera gastrica, enterite, ittero, etc.).

In ogni allevamento nel settore svezzamento sono stati selezionati 10 soggetti privi di 
lesioni esterne (infettive o traumatiche). Negli allevamenti “sani” sono stati selezionati 
soggetti sani con ottimo BCS (Body Condition Score). Negli allevamenti “con 
sintomatologia” sono stati selezionati animali con dimagrimento, deperimento, aumento 
marcato dei linfonodi inguinali ed eventuale pallore, ittero o febbre. In ogni animale è 
stato effettuato un prelievo ematico. Per il prelievo sono state utilizzate siringhe e aghi 
apirogeni e il sangue è stato trasferito, in campo, in una provetta di vetro resa apirogena 
mediante sterilizzazione a 180°C per 4 ore. Prima di procedere al prelievo ematico la 
cute dell’animale è stata sottoposta a pulizia e disinfezione con alcool 94°C denaturato.
Il campione è stato trasportato in condizioni di refrigerazione fi no al laboratorio dove 
è stato centrifugato per 20 minuti a una velocità di 3000 giri/minuto, poi stoccato a 
un’aliquota di 1500µL in provetta apirogena sterile BD FalconTM da 5ml in polistirene 
a -80°C. Prima di procedere all’esecuzione del test Kinetic Cromogenic Assay secondo 
le indicazioni della ditta produttrice (Associates of Cape Cod Incorporated, 124 Bernard 
E. Saint Jean Drive, East Falmouth, MA 02536), i campioni sono stati inattivati a 60°C 
e fi ltrati con fi ltri Gelman 0.4 millimicron.

Analisi statistica

L’effetto della condizione di malattia sul parametro di interesse LPS è stato indagato 
mediante un’analisi della varianza per misure ripetute applicando un modello lineare a 
effetti misti con la condizione di malattia, l’interleuchina 10 e il TNF-α come covariate. 
La variabile identifi cativa dell’allevamento è stata trattata come effetto random per tenere 
in considerazione l’eventuale correlazione tra le misure. Sono stati considerati indicativi 
di signifi catività statistica valori di p-value inferiori a 0.05. 
L’individuazione del cut-off di LPS ai fi ni della predizione della condizione di malattia 
è stata effettuata mediante regressione logistica e analisi della curva ROC (Receiver 
Operating characteristic curve).
L’analisi statistica è stata effettuata con il software open-source R (versione 2.8.1).

Risultati

In fi gura 1 viene riportata la media e l’intervallo di confi denza dei livelli di LPS 
evidenziati nei due gruppi esaminati.
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Figura 1. Livelli (media e I.C: 95%) di LPS nei due gruppi esaminati
Figure 1. Levels (mean and C.I.95%) of LPS in the two groups of treatment

La condizione di malattia è risultata signifi cativamente associata a LPS. Il gruppo sano 
aveva in media un valore stimato di LPS pari a 0.34 (IC95%: 0.08-0.59) mentre nei malati il 
valore era di 0.92 (IC 95%: 0.76-1.08). In caso di malattia il valore di LPS risultava in media 
maggiore di 0.58 (CI 95%: 0.28-0.88; p<0.001).
È stato individuato un valore di cut-off per gli LPS pari a 0.44. 

In fi gura 2 viene riportato il modello di sensibilità-specifi cità costruito per l’individuazione 
del cut-off.

Figura 2. Modello per l’individuazione del cut-off.
Figure 2. Model for the cut-off construction.
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Discussione

I risultati hanno evidenziato livelli di LPS mediamente superiori negli animali affetti da 
deperimento rispetto agli animali sani. In particolare è stato possibile individuare un livello 
di cut-off di 0,44 EU/ml al di sopra del quale ritroviamo gli animali ammalati e al di sotto 
del quale i sani. 
È evidente che la bontà dell’analisi è strettamente legata al disegno di studio e alla defi nizione 
degli animali veri positivi e veri negativi individuati attraverso il disegno sperimentale.
Il valore ottimale identifi cato è quello che massimizza Se e 1-Sp. Tuttavia la scelta del cut-
off dipende dall’intendimento che si ha di evidenziare quanti più veri positivi possibili anche 
a discapito dei falsi positivi oppure no. Con il livello scelto la sensibilità è del 93% e la 
specifi cità del 82%.
I risultati riportati nel presente lavoro confermano analoghe ricerche degli autori (dati non 
pubblicati) dove, in allevamenti guariti da forme di deperimento multi sistemico post-
svezzamento, animali sani del settore svezzamento presentavano livelli di LPS inferiori 
rispetto a quelli degli animali colpiti dalla malattia nel corso del focolaio. Gli effetti 
determinati dalla presenza degli LPS nel torrente circolatorio potrebbero spiegare fenomeni 
cardiovascolari e segni anatomopatologici di morte da shock in soggetti deceduti affetti da 
sindromi di deperimento. Nel presente studio la diagnosi e la defi nizione del focolaio di 
malattia da deperimento è stata ascritta genericamente alle forme di deperimento assimilabili 
alla PMWS da un punto di vista anamnestico, clinico e anatomopatologico, ma senza una 
diagnosi di certezza attraverso la valutazione della presenza di lesioni istologiche tipiche e 
la presenza in situ di PCV2. L’obiettivo del lavoro era, infatti, indagare la correlazione tra la 
presenza di deperimento multistemico non ascrivibile a cause zootecniche o a un patogeno 
specifi co e il livello di LPS circolanti.
Non sorprende l’assenza di correlazione tra i livelli delle citochine studiate e il livello di LPS. 
L’andamento dei livelli di citochine ematiche è molto rapido ed è probabile che in animali 
non infettati sperimentalmente ma con infezione naturale il prelievo ematico sia avvenuto in 
momenti diversi della cascata di citochine, rendendo diffi cile una loro valutazione.

Conclusioni
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