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il 13' Congresso d e h  Società Italiana di Parasnitologin (SOIPA) è stato organizzato dal Laboratorio di Parasnitologia 
d e U W i t o  Superiore di Sanità (ISS) in occpsione deUe celebrazioni per il 50' anniversario deUa fondazimne deUlSS e 
n e h  ricorrenza del 25' anniversario della fondazione deUa SOIPA. 

U Pmf. F. Pocchiari, Direttore deU'iSS, nel fare una breve sintesi storica deUe tappe più eigniiicative che l'istituto ha 
percom, ha ricordato f n  l'altro come Iletituto ateeno è sorto sopnttutto in funzione deUa lotti antimahricp ed ha 
succesaVamente d n p p a t o  tradizioni e competenze nel campo della pardologin che sono altamente apprezzate m 
tutto ii mondo. Ha poi sottolineato il molo che i diversi ricercatori deli'istituto (ha menzionato a nome di tutti, ii Pmf. 
A. Corradetti) hanno avuto n e h  fontlrsmn e nello sviluppo stesso d e h  SOIPA. Si è infine congratulato per la qualità e 
quantità dei lavori presentati al Congreom e per l'ampia partecipazione aUo ateom. 

Il Prof. A. Mentovani, Direttore del Liboratorio di Pmaoitologia e Presidente del Congresso, ha riaannnto brevemen- 
te lo stato attuale deUe attività nel campo d e h  paraasitologh all'imtemo deUlSS ed ha sottolineato i principali obiettivi 
di t& aniviti quili: 

(a) eoitituirc un punto di riferimento per il Senizio Sanitario Nazionale; 
(h) continuare a wolgere attmti di ricerca su temi di rilevanza nazionale e internazionale; 
(e) avere una più e e t t a  coUabonzione con IDqanizzazione Mondiale d e h  Saniti; 
(d) costituire un valido punto di appoggio per le attività che I ' i t i l i i  svolge m campo sanituio a favore dei paesi m vi. 

di sviluppo. 
T& attiviti non sono limitate al solo Laboratorio di ParaBPitOlogin (con i reputi di dei vettori e metodi di 

lott., di Ehnmtobgia, di Malattie da pmtomi e pmtomlogh e di S i m a t i c a  dei vettori) mi coinvolgono altri Mora- 
tori e mviri deU'ISS ed m particolare quelli di Batteriologin e Micologin Medica, di Biologia Ceunlare, di Epidemiologia 
e Biootatjstici, di Immunologia, di Medicina Veterinarin, e di Vilogia, nonché la Segreteria pei le Attiviti Cultunli 
n Pmf. Mmtovani ha poi illustrato le varie linee di ricerca in campo parasnitologico affeienti u divemi sottopmgetti nei 
q& è orguiisuta I'ettivitd deUlSS. 

DI. D. Duwel, tesoriere delb World Federation of Parasitologistn (WFP), nel portnre il d u t o  del Preeidente della 
WFP, Prof. P. Moren)ha ricordato soprattutto come I%& è stata la ~ d e  deU'Aseemblea costituente del WFP ed abbia 
ospitnto poi ii lo Congnuo M o n d i  di PusiBtologia nel 1964, sotto la presidenza del Pmf. E. Biocca. infime ha 
mttolinuto che I'ISS è la sede d e h  ssgreteria d e h  WFP. 

il Prof. E. Biocca ha illustrato le attivitò d e h  SOIPA dalli fondazione, ricordando f n  l'altro l'attiva putecipiuiione 
deUa SOIPA sll'organizaiaione del già menzionato lo Congresso Mondile di Parissitologia ed ha poi ripercorm le varie 
fasi e Mdi dei dodici congreaoi m l t i  in 25 anni di attività. 

Gli interventi del Prof. Pocchiari, del Prof. Mentovani e del Pmf. Biocca vmamo pubblicati n e h  ''- d a t -  
tinti deUlSS nei campo deUa pariesitologia dal 1934 al 1984", cunita dd Prof. G. Saccà sui "Rapporti ISTISAN". 

Gli Atti del c o n p u o  sono strunpati in offset m matrici predisposte dagli &e& autori delle relazioni e comunica- 
zioni; gli editori e la redazione degli Annuii non possono quindi assumerai la responeabilità di eventuali inesattezze o 
m r i  che sono da attribuire a soli autori. 
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AND ANTICOCCIDIALS: INTRODUCTION ROUND TABLE 

Laboratorio di Medicina Veterinaria. Istituto Superiore di Sanità, Roma 

Sumpiery. - Some important aspects regarding anticoccidials and anthelmintics 
ara emphasized, In particular toxicological and analytical problems are pointed 
OUt, 

Riaesunto. - Vengono focalizzati alcuni principali problemi inerenti agli 
anticoccidici e gli antielmintici. In particolare è posta attenzione sul 

ologico ed. analitico. 

On gccasion of the Congress of the Italian Society of Parasitology we have 
organiz.@ thiq Bound Table to focus the problema related to veterinary employ- 
manhof a~&icpccidiala and anthelmintics and to supply a revision which inte- 
resti $$ifisifisand animal health as well aa veterinary pharmacology. 

dw@ evidence for drug contro1 by gwe-ntal or other regulatory 
bodiee4 siace various times. These early controls were usually on quality and 
someti&,on tbc route of sale. The safety and efficacy of a drug are. in the 
main. modera contepts. 

IL fqpt, sidce relatively few years the risk is known that drugs or other 
compounda adninistred or ingested by livestock could be dangerous for human if 
present in food of anima1 origin. 

Masx are examplea and sometimes very different were the points of view of 
varioua countries regardìng these problems. 

L$thiqk 1s sufficient to remember antibiotics and estrogens. 
Table 1 gives an indication of the subjects that are internationally 

accepqed as key areas in the anima1 health fiels. Because this pattern is true 
for th%"major European countries, as well as for the U.S.A., it is inevitable 
that the emphasis in veterinary pharmaceutical research should concentrate on 
these areas. This means that, in any major pharmaceutical company, the 
veterinary research and development program is geared to the investigations and 
development of products in the seven key areas listed in Table 1. 

Heze, we want to approach and treat anticoccidials and anthelmintics in a 
joint way by the fact we consider the two problems are parallel and similar 
even if they heve different temporal projections. 

IO relation to the fact that anticoccidials are emplojed since many yeara 
on a large scale, their pharmacological and toxic properties have been enough 
investìgated and varioua are the resistance's problems observed. 

On tha contrary only in time relatively more, recent. anthelminthics have 
been proposed on an international scale for their employment in mass therapy; 
their priscipal groups are not yet perfectly knom in relation to toxicology 
and ~ c h a n i s m  of resisterne. It is obvioua that remarkable biologica1 
differences exists within the employment of these two groups of drugs, but it 
is very evident how much the toxicological aspects have to be valued very 



alertly in man and animals. 

Table 1. - Major areas for anima1 health products. 

1. Antibacterials 
World Marker X 

12 
2. Feed additives 40 
3. Antiparasitics 18 
4. Biologicals 18 
5. Hormones 2 
6. Vitamine and minerale 8 
7. Drugs developed initially for human use 2 

- P - -  - 

Animals drugs may be divided into two major categorie~: a) those intended 
to have a pharmacological effect on the anima1 body such as hormones. anesthe- 
tics, tranquilizers. etc.; and b) those compounds used to kill or supress 
growth of bacteria. protozoa. and internal or external parasites. 

Toxicity in the first group is a function of their pharmacological (either 
primary or secondary) activity. It should be noted that what 1s an adverse 
response under one set of circumstances may under other condictions represent 
the desired pharmacological effect. Toxicity may result from an enhancement of 
effect caused by increased dosage (overdosage) or from increased sensitivity 
(hypersensitivity) to the action of the drug. The "toxic" effect may also be a 
manifestation of the pharmacological activity of the drug other than that for 
which the drug is being administered. Again. the adverse effect may result from 
enhancement of a side effect by overdosage, either actual (1s an error of 
dosage) or relative (as a result of increased sensitivity to the side effects). 

With respect to the second group. the therapeutic value of such drugs is 
based upon their selective toxicity for the pathogenic invader. As a result of 
the specificity of effect such drugs (antibiotics. for example) often enjoy a 
wide margin of safety. Those adverse reactions which occur following adminis- 
tration of these drugs have often been asctibed to allergic reactions or 
cytotoxic changes occurring as a result of repeated treatment. There 1s consi- 
derable evidence, however. to show. that under certain circumstances. such 
drugs can elicit acute pharmacological effects unrelated to inmiune phenomena or 
to cytotoxic lesions. There are drugs that fa11 within this second category 
that have received mcst of the attention in adverse drug reactions and inter- 
actions evolution. Since there is a paucity of information on the mechanism of 
and circumstances under which such adverse reactions occur, the programs to 
evaluate adverse drug reactions cannot be focused primarily on this latter 
group. 

In recent years much of the attention of specialista in veterinary medici- 
ne and environmental protection as focused upon residues of drugs and feed 
additives in foodstuffs. In general. we can assume two basic reasons for 
pesticide occurrence in anima1 fat and food products of anima1 origin: a) use 
of pesticides for plant protection purposes and b) use of pesticides for 
sanitary purposes in order to prevent disease in man or animals, after either 
internal or external application to animals for prophylaxis or therapy. These 
two basic sources of pollution usually influente the formation of residue level 
of pesticides or their longer-lived metabolites, for there 1s a distinct 
interrelation between the average level of pesticide residue in the tissue of a 
given animal or hurnan population and the amount of pesticides dispersed over a 
given area or at random, We should emphasise that al1 chemicals used in agri- 
culture are more or less toxic. This refers in particular to those pesticides 



vfiich are most frequently used to control selectively living organisw - piants 
or mimals - inconvenient to man. 

Pesticide residue analysts are familiar with the tremendous developments 
vhicb have occurred within the last 25 pears in analytical chemistry and which 
rrc employed for detection and precise estimation of residua1 amounts of 
xcnobiotics in food. Analysis of pesticide residues is not a simple matter. 
M.ny nonspecialists in this field do not realize that there are severa1 hundred 
compounds of various cheaical coatitutions and properties to be considered. 

The topics of our round table regarding anthelmintics and anticoccidials 
are : - amployment and administration criteria; - siialytical and toxicological problems; - legislative aspects about registration and control of the products. 

Other important actions have been already promoted, for example, by Food 
and Drug Administrations regarding international problems of veterinary drug 
registration and the institutions of an International Compendium of Veterinary 
Drugs. In fact. the ultimate goal of the various veterinary public services 
must be a united veterinary public health service dealing not only with meat 
inspecrion and hygiene but also with other meat products and the toxicological 
problems related to employment of veterinary drugs to the zoonoses. 

We hope that this round table could be considered as a little contribute 
to international cooperation in the field of veterinary drug in which antipara- 
sitics are considerably important. 
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INTERACTION WITH PHARMACOLOGICAL TREATMENT 

Istituto di Patologia Generale veterinaria, Cattedra di Parassitologia, Univer- 
sitb degli Studi di Milano 

Riassunto. - Vengono brevemente considerate le alterazioni indotte dal parassita 
al metabolismo dell'ospite e le interazioni con il trattamento farmacologico 

The successfull of parasitic infection is due to effectiveness of the me- 
chanisms wieh perrnit a parasite to maintain itself in the host. The pathophisio- 
logica1 changes occuring in the host during the parasite invasion are consequent 
to interferente on hoat metabolic events induced by parasite to create a favora- 
ble endogenous habitst ( 1 ) . 

A further feature of the survival of parasite in the host is the reduced 
psrasite reactivity when entering the host: early larval stages of Ascaris M 
may reduce imniunoglobulins binding, complement activation and sttachment of pha- 
gocitic cellsr this mechanism can advantage (at last temporary) the parasite in 
the process of invasion (47. The host immune resoonse csn contribute to evasion 
of ricognitiorr of parasite: the adaptation of Nippostronqylus brasiliensis in 
immune rsts is associated with a changed acetylcholinesterase isoenzyme pattern, 
seemingly induced by antibodies to this enzyme present in the host (7) .  

Environmental conditions can influence likewise the survival of the parasi- 
te in ths host; i.e. seasonal arrest or "hypobiosis" of gastrointestinal helmin- 
ths of ruminants. It ha8 also been shown thet the presence of adult worms may be 
responsible for the inhibition of the development of larval population ingested 
lster. 

The paraaite exert their effects on the host in many ways: sucking blood, 
destroying tissues during larval migration or feeding, csusing machanical or 
chemicsl irritation of conctat surfaces. The liberstion of metabolites acting on 
metabolic host activities must be regarded as very important. We have observed 
incresse of hepatic levels of 5-HT and glycogen-phosphorilase activity chemical- 
ly induced by Fasciola hepstica implanted in the peritoneal csvity of rats (2,81 

The anthelmintic drugs are neceasary for the contro1 of paresite diffusion 
and to reduce the economic losses caused by infection. Treatement interacts with 
two parasitic population types, both larvae and qdult worms; it modify the host 
-parasite relations, and may induce a positive effects on host immunity ( 3 ) .  
However on the basis of the previously reported observations,it seema important 
to emphaeize that the pharmacological treatement of parasitic infections is car- 
ried out in a "pathological" subject. 



We have demonstrated in the rat and in the cattle that the experimental 
and spontaneous liver infection by Fasciola hepatica causes a dramatic loss in 
the detoxifying properties,of liver cell, in particular in the drug metabolizing 
activity of the hepatic microsomal monooxygenase cytochrome P-450 dependent and 
of the UOP-glucuronosyl transferase enzyme systems. As a consequence of this, a 
decrease of the in vitro metabolism of those flukicidal agents, substrates of 
these entyme systems, Nitroxynil and Oxiclozanide is observed (5,6). 

This metabolic impairment will result in vivo in a slower bedy elimination 
of these flukicidal agents, a fact wich increase their persistence in the anima1 
body and consequently the amount of flukicides residues in tissues and secreta 
and excreta. 
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FARMACI ANTICOCCIDICI E LORO USO 

G. Pagnini 

Cattedra di Farmacologia e Farmacodinamia Veterinaria (Facoltà di Medicina Vete - 
rinaria), Università di Napoli 

Riassunto. - I1 discorso sugli anticoccidici è molto lungo e complessopoichè com - 
plessa è la situazione biologica in cui tali farmaci devono intervenire. 

In realtà essi agiscono sia sul parassita, sia sull'animale parassitato; d'al - 
tro canto il parassita agisce sull'ospite provocando delle lesioni,e reagisce al 
farmaco divenendo ad esso resistente. Oltre ciò l'animale reagisce al parassita 
instaurando delle immunità ed al farmaco allontanandolo più o meno rapidamente. 

Per quanto riguarda gli anticoccidici, vengono indicatiiprincipali gruppi di 
farmaci utilizzati nella pratica. Viene anche esaminato il problema dell'attività 
litica o statica degli anticoccidici. 

Si discute, inoltre, della sensibilità dei differenti coccidi ai vari anticoc 
cidici, concludendo che non risulta facile indicarla in maniera assoluta ; in ef - 
fetti, detti farmaci non agiscono su tutte la specie di Eimeria con la medesima 
intensità, ma, oltre ciò, anche nell'ambito della stessa specie, la sensibilità 
dipende dal ceppo in considerazione. 

Un ulteriore problema considerato è quello della resistenza dei coccidiaidif - 
ferenti farmaci. La comparsa di tali resistenze condizionainmaniera sostanziale 
l'utilizzazione dei vari anticoccidici. 

Per ovviare in parte a tale inconveniente, vengono impiegati nellapraticacor - 
rente vari schemi posologici. 

Nella comunicazione vengono brevemented i scuss i ip r inc ipa l i schemi  utilizzati. 

Summary. - The talk on the anticoccidial drugs is very long and complex , since 
the biologica1 situation in whichsuch pharmaceuticals mustbe employedis complex. 

In reality they act both on the parasite and on the anima1 parasitized;onthe 
host provoking some lesions, and it reacts to the drug becoming to it resistent. 
Besides, the anima1 reacts to the parasite establishing some immunity and with 
regards to the drug making it lose, more or less rapidly, its effectiveness. 

For how much it concerns the anticoccidials, they will come indicate the prin 
cipal groups of drugs utilized in the field. It will also be examinated the pro - 
blem of litic or static activity of the anticoccidials. 

It will be discussed, besides, the sensitivitiee of the different coccidia to 
the various anticoccidials, the fina1 conclusion is that it isn't easy to indica - 
te sensitivity in definitive manner; in effect, the said pharmaceuticals do not 
act on al1 the species of Eimeria with the same intensity, buthowever within the 
limitsofthesamespecie, thesensitivitydependsfromthe strainin consideration. 



A further problem considered is the resistente of the coccidia to the diffe 
rent drugs. The appearance, of such resistences changes in a substantial way the 
utilization of the various anticoccidials. 

To overcome such an inconvenience, it come used in the field various preventi - 
ve schemes for the utilization of the drugs. 

In the report, the principal schemes used will also come briefly discussed. 

Farmaci anticoccidici 

I farmaci attivi sui coccidi, oggi, sono numerosi. 
I1 primo che ha dato qualche risultato è stato la sulfanilamide nel 1939 (9). 

Facciamo notare che, parlando di parassiti, generalmente, si parla di parassiti - 
cidi e parassitostatici a seconda che il farmaco sia in grado di uccidere o sem - 
plicemente di bloccare lo sviluppo del parassita. Tale effetto, owiamente, gene 
ralmente dipende anche dalla concentrazione del farmaco e dal numero dei parassi - 
ti, per cui, aumentando la dose, un farmaco parassitostatico può divenire paras - 
siticida; viceversa un farmaco parassiticida, riducendo la dose, può diventare 
parassitostatico. 

Ben difficilmente, però, tale situazione si verifica in vivo, dove necessaria - 
mente le concentrazioni tessutali che si possono raggiungere sono ben determina - 
te. Infatti, aumentando la dose di farmaco aumenta parallelamente anche l'effet - 
toanticoccidico (riduzione delle oocisti emesse); d'altra parte, oltre una certa 
dose, si rileva una variazione negativa del peso degli animali e dell'indice di 
conversione degli alimenti, indice questo di tossicità del farmaco verso l'anima - 
le (8 ,  11). Per cui, nella pratica terapeutica, la dose di farmaco somministrabi - 
le risulta univocamente determinabile. 

Nel caso degli anticoccidici, è molto difficile poter dare indicazioni di at - 
tività coccidicida o coccidiostatica; in effetti non esiste alcun farmaco capace 
di impedire la coccidiosi, anche se artificialmente provocata, mediante una sola 
somministrazione; è necessario, per tutti i farmaci, la somministrazione per più 
giorni consecutivi. 

Così, ad esempio, è stato dimostrato (2, 14) che, se si attua un trattamento 
con robenidina e lo si sospende tra il Io ed il 5 O  giorno dopo l'infezione speri 
mentale, 3-5 giorni dopo la sospensione del farmaco compare una coccidiosi laten 
te, indice della sopravvivenza del parassita e quindi di un effetto coccidiosta - 
tico. Se, però, il trattamento viene proseguito fino al 7O giorno dopo lfinfezio - 
ne, la coccidiosi non si manifesta più, indice,questo, diuneffetto coccidicida. 

Situazione analoga si verifica per il metilclorpindolo (IO), per il quale è 
stato rilevato che i coccidi (E. tenella) sono sopravvissuti per un periododi60 
giorni, ma sono scomparsi dopo 77 giorni. 

Anche per lo zaalene (4, 7) è stata messa in evidenza la comparsa di coccidio 
si per sospensione del trattamento prima del io giorno dopo l'infezione. 

Siccome l'anticoccidico agisce su una ben precisa fase riproduttiva, se detta 
fase è stata superata, owiamente non avrà alcun effetto, per cui fuoriusciranno 
dall'animale alcune oocisti. 

Tali concetti sono ancora più importanti in caso di infezione naturalq in cui 
i coccidi, che possono essere anche di più specie diversamente sensibiliall'ant~ 
coccidico, si trovano in fase diversa di riproduzione e quindi di sensibilità. 

E' da tener presente che, in ogni caso, l'effetto non risulta mai totale, nel 



senso che una sia pur modesta parte delle Eimerie riesce sempre a completare il 
ciclo, per cui nelle feci degli animali si possono sempre riscontrare delle ooci 
sti ed all'esame autoptico possono essere evidenziate anche lesioni intestinali, 
ma tali da non provocare danno o manifestazioni apparenti di coccidiosi. 

I farmaci anticoccidici utilizzabili nell'allevamento avicolo sono numerosis - 
simi; ricordiamo, peraltro, i seguenti: Sulfamidici (sulfachinossalina, sulfame 
tazina, sulfadimetossina. sulfacloropirazina, sulfamonometossina), Nitrofuranici 
(nitrofurazone, furazolidone, niidrazone), Benzilpirimidinici (diaveridina, orme - 
thoprim, trimethoprim), nicarbazina, Antagonisti della Tiamina (amprolium, dime - 
talium, beclotiamina), etopabato, Chinolinici (buchinolato, metilbenzochinatq de - 
cochinato, amchinolato, ciprochinato), metilclorpindolo, Ionofori (monensiq nara - 
sin, lasalocid, salinomicina), robenidina, alofuginone, arprinocid. 

Nella attuale strutturazione è impossibile effettuare allevamenti, soprattut - 
to avicoli, senza l'impiego degli anticoccidici. 

Resistenza agli anticoccidici 

Un problema molto importante per il controllo delle coccidiosi è dato dalla 
sensibilità dei Coccidi ai farmaci. In effetti, detti famaci non agisconosutut - 
te le specie di Eimeria con la medesima intensità; oltre ciò, anche nell'ambito 
della medesima specie , la sensibilità dell'anticoccidico può dipenderedal ceppo 
in considerazione. Non risulta facile, pertanto, indicare in maniera assolutal'a - 
zione dei vari farmaci. 

Ricordiamo che. mentre nei tempi passati veniva considerata importante la mor - 
talità determinata dai coccidi, oggi si considera sempre piùaltrettantoimportan - 
te anche la morbilità, che si manifesta in maniera più o meno evidente conunari - 
duzione dell'accrescimento e dell'indice di conversione. 

Tralasciamo, per brevità di parlare dei meccanismi con cui si instaura tale 
resistenza, facciamo presente, però, che più o meno rapidamente essa si instaura 
per tutti i farmaci anche se non nella medesima maniera per tutti i coccidi (1. 
16). 

E' da notare, in aggiunta, che per il Monensin, mentre non si riesce a dimo - 
strare sperimentalmente la formazione di ceppi resistenti per i coccidi del p01 

a - 
lo, è stata dimostrata la comparsa di resistenza alla 4 generazionediselezione 
di ceppi di coccidi del tacchino (6). 

Analogamente al Monensin, anche per Narasin e Lasalocid (5, 12, 15)dopo15-20 
passaggi sperimentali i coccidi, del pollo, risultano ancora sensibili. 

Un problema di ordine diverso è quello delle resistenze crociate, cioè a dire 
del pericolo che un coccidio, resistente ad un farmaco, possa essere resistente 
anche ad altri farmaci o, se vogliamo, qual'è la possibilità di utilizzare altri 
farmaci a cui il coccidio sia sensibile. La risposta più immediata è di utilizza - 
re farmaci che abbiano un meccanismo d'azione completamente differente dal prece - 
dente. In tal caso, le resistenze crociate sono molto difficili. E' evidente, p2 
rò, che esistono resistenze multiple, per cui un ceppo di coccidio può risultare 
resistente a più anticoccidici contemporaneamente. Ma questo è un problema diver - 
SO. 



Modalità di utilizzo degli anticoccidici 

I1 discorso sulla resistenza ci introduce direttamente alla modalitàdi utiliz - 
P 

zo dei farmaci anticoccidici. 
In effetti la somministrazione continua e protratta di un farmaco porta, come 

già detto, dopo tempi più o meno lunghi, alla comparsa di ceppi resistentiDaciò 
deriva, nell'allevamento dei broilers e delle pollastre allevate a terra che poi 
passeranno, durante la deposizione, in batteria, la necessità di sostituire. ad 
opportuni intervalli, l'anticoccidico (rotazione di 2 o più anticoccidici) utiliz - 
zando farmaci con differente meccanismo d'azione. E' comunque difficile stabili - 
re il ritmo della rotazione, che può variare. 

Tralasciamo, in questa sede, di considerare le associazioni di due o più far 
P 

maci, che riduce la possibilità di comparsa di ceppi resistenti, ma a lungo ands 
re può dare ugualmente luogo a resistenze. 

Un sistema diverso (shuttle program o rotazione rapidi) consiste nel sostitui - 
re l'anticoccidico nella medesima partita di animali; ad es. farmaco A mescolato 
nel mangime del primo periodo e farmaco B in quello del secondo periodo. Tale si 
stema, però, non sappiamo quanto possa essere valido (13), se ricordiamo che le 
oocisti possono soprawivere nel terreno per parecchi mesi (3). 

Un ulteriore metodo (programma sandwich) consiste nel somministrareun secondo 
anticoccidico, solo per un breve periodo, in un momento particolare nelcorso dei 
l'allevamento. 

Una variante di tale sistema consiste nel somministrare, per brevi periodi, ad 
opportuni ritmi, o nei momenti di necessità, un secondo anticoccidico contempo- 
neamente al primo (programma supplementare); ovviamente, si tratta di utilizzare 
farmaci ad attività maggiormente terapeutica e con meccanismo d'azione diverso. 
Risultano più utili, in questo caso, i-farmaci solubili in acqua. 

In ogni modo, poichè negli allevamenti, qualunque sia l'anticoccidico utili2 
zato, sono sempre presenti dei coccidi, esiste la possibilità di sviluppo della 
malattia anche per cause non correlate alla resistenza al farmaco, quali: 
riduzione della quantità di anticoccidico assunto (cause varie tra cui:erroridi 
miscelazione, ridotto appetito, caldo, ecc.) o sua P aumentata escrezione (ad es. 
diarrea, ecc.), aumentata sensibilità degli animali per stress vari (spostamenti, 
caldo, freddo, altre malattie), aumentata infestività dei codcidi (aumentata spo 
rulazione, caliio-umido, lettiere non sostituite, ecc.), eccessiva densità degli 
animali presenti. 

In casi di questo genere può essere opportuno l'ultimo schema, ~ioèl'a~giunta 
di un secondo farmaco, questa volta non miscelato al mangime, ma sciolto nell'ac - 
qua di bevanda. Pertanto, risulta chiaro che anche i cosiddetti "vecchi anticoc - 
cidici" possono trovare una loro uti1izza:ine. 

Conclusioni 

Oggi, negli allevamenti, non si attende più che le coccidiosi diano luogo ad 

una malattia conclamata, ma, poichè in termini economici è moltoimportante anche 
una semplice riduzione della produzione zootecnica, è necessario intervenire pri 
ma che si manifesti la malattia. inoltre, la malattia non è più concepitaalivei 
lo di animale singolo, ma di tutto l'allevamento. 

Data la diffusione delle coccidiosi e la densità di popolazione degli alleva - 



menti, oggi non esiste la possibilità di portare avanti un allevamento avicolo, 
soprattutto se in maniera redditizia, senza l'ausilio degli anticoccidici. In01 - 
tre, poichè vi è anche per questa parassitosi la possibilità di chemioresistenzr) 
tenuto anche conto che non è possibile aumentare le dosi utilizzabili, acausadel 
la tossicità che si manifesterebbe, corre la necessità di avere sempre nuovi fag 
maci. Tale necessità si scontra con il costo della ricerca. Di qui la necessità 
di utilizzare programmi di trattamenti capaci di ridurre il rischio delle resi - 
stenze stesse e quindi di dare un maggiore periodo di vita agli anticoccidici. 

Ricordiamo ancora che, siccome è importante la carica parassitaria, è necessa - 
rio cercare di avere un livello paras~ita~io quanto più possibilmente basso non 

trascurando i sistemi di profilassi igienica. 
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UN METODO RAPIDO, SPECIFICO E SENSIBILE DI IDENTIFICAZIONE DEI RESIDUI DI FARMA- 
CI ANTIELMINTICI NEL LATTE E CARNE MEDIANTE SPETTROMETRIA DI MASSA MSIMS 

Istituto Chimica Farmaceutica Tossicologica (Facoltà di Farmacia), Università 
di Milano, Milano 

Riassunto - Viene descritto un metodo rapido, specifico e sensibile per l'identi - 
ficazione di farmaci antielmintici presenti in tracce nel latte e carne. 
La tecnica utilizzata è costituita da un metodo di spettrometria di massa MSIMS: 
CAD MIKES (collisionally activated decomposition mass analyzed ion kinetic ener- 
gy spectrometry). L'applicazione di tale tecnica consente l'identificazione di 
sei antielmintici a struttura chimica diversa simultaneamente presenti nella 
matrice biologica. 

Sumnary - A rapid and sensitive method for the selective detection of anthelmin- 
tic residues at ppb leve1 in crude extracts of milk and meat is described. 
The technique employed is an MSIMS method: CAD MIKES (collisionally activated 
decomposition mass analyzed ion kinetic energy spectrometry) (1). 
Detection involves the injection of the crude ethanol extracts and selectionl 
collision of molecular ions of each targeted compound. Confirmation is acqui- 
red by matching the complete CAD spectra with those of the pure compounds. 
The method has been successfully employed for the simultaneous identification of 
six anthelmintics in milk and meat. 

Introduzione 

I metodi finora utilizzati per l'identificazione dei residui di farmaci an- 
tielmintici presenti in latte e carne mancano sia di specificità elo sensibilità 
(colorimetrici, f luorimetrici, radioimnunologici) e rapidità (HPLC, GLC) . 
Inoltre non offrono alcuna conferma strutturale della molecola antielniintica. 
Alla luce degli incoraggianti risultati recentemente acquisiti nel settore del 
controllo dei contaminanti alimentari (antibiotici, anabolizzanti) (2,3)  median- 
te la tecnica di spettrometria di massa CAD MIKES, ci siamo proposti in questo 
studio di applicare questa metodologia per l'analisi dei residui di farmaci 
antielmintici nel latte e nel tessuto muscolare di bo,vino. 
I farmaci antielmintici presi in considerazione appartengono a diverse classi 
chimiche: nitrofenoli, salicilanilidi e benzimidbzoli. 



Materiali e metodi 

Le indagini in spettrometria di massa sono state condotte utilizzando le 
tecniche E1 (impatto elettronico, condizioni DEI) e CAD MIKE (dissociazione per 
collisione) nelle seguenti condizioni: strumento: VG ZAB 2F operante a 70 eV 
(200 pA); temperatura sorgente 200°C; energia degli ioni collidenti con aria: 
8 KeV. 
I sei farmaci antielmintici considerati (Nitroxynil, Rafoxanide, Ossiclozanide, 
Closantel, Mebendazolo e Febantel) venivano disciolti in metanolo e aggiunti se- 
paratamente o simultaneamente a campioni di latte (1 ml) e di tessuto muscolare 
(1 g. omogeneizzato in tampone fosfatu pH 7.4) in concentrazione 0.5-5.0 ppb. 
I campioni venivano successivamente trattati, in parallelo a dei bianchi, con 10 
vol. di etanolo assoluto e centrifugati per 5 miv. a 10.000 RPM. I precipitati 
venivano risospesi in 4 vol. di etanolo e ric-. - . .  *.izc.i. Gli estratti etanoli- 
ci venivano riuniti e concentrati a secchezza sotto vuoto ed i residui ripresi 
con 1 m1 di etanolo: aliquote di 10 p1 di questo estratto venivano iniettate di- 
rettamente nello spettrometro di massa. 

Risultati 

La tecnica di spettrometria di massa MS/MS, in particolare la tecnica CAD 
MIKE prevede la ionizzazione del campione per urto elettronico, la successiva se- 
lezione di uno ione di interesse mediante il settore magnetico dello strumento, 
la decomposizione della specie ionica selezionata per collisione con molecole 
neutre di gas e la registrazione di tutti gli ioni che derivano dalla decomposi- 
zione dello ione selezionato. Si ottiene in tal modo un secondo spettro di 
massa (spettro CAD MIKE) che raccoglie solo ed esclusivamente gli ioni prodotti 
da un preselezionato precursore, spettro che deve essere considerato come una 
vera e propria impronta digitalica della specie ionica selezionata e quindi come 
indice di identificazione inequivocabile della molecola a cui appartiene lo ione 
selezionato. 
Prima dell'analisi CAD MIKES, si è studiato il comportamento dei singoli antiel- 
mintici puri in impatto elettronico (EI) al fine di selezionare, per ciascuno 
di questi, la specie ionica più abbondante da sottoporre a collisione. 
In fig.l (a) è riportato lo spettro E1 del Nitroxynil: per l'identificazione di 
questo composto nel latte e nel tessuto muscolare si è selezionato lo ione mole- 
colare a m/z 290 che, sottoposto a decomposizione, dà origine allo spettro CAD 
MIKE (Fig.l-C) in cui sono evidenziabili gli ioni frammento diagnostici della 
molecola (m/z 273, 260, 215, 117 e 88). Come risulta evidente (Fig.1-b), la ma- 
trice biologica non trattata sottoposta a collisione a m/z 290, non produce ioni 
frammento che interferiscono con l'identificazione del Nitroxynil. 
In Fig.2-a è riportato lo spettro E1 della Rafoxanide, con ione molecolare a 
m/z 625 e un pattern di frammentazione governato dalla rottura del legame amidi- 
co, da cui si originano gli ioni più abbondanti a m/z 373 e 253. 
Questi stessi ioni, che si ottengono selezionando e collidendo lo ione a m/z 625 
sono ben evidenziabili nello spettro CAD MIKE (Fig.2-C) effettuato sul latte ad- 
dizionato di Rafoxanide. 
In Fig.3-a è riportato lo spettro E1 dell'Ossiclozanide, il cui ione molecolare 
a m/z 399 è stato selezionato per l'identificazione del composto nelle due mate 



oi biologiche. Gli intensi ioni a m/z 223 e 177 presenti nello spettro CAD MIKE 
(Fig.3-C) consentono l'identificazione inequivocabile di tale composto nel latte. 
L'ultimo composto considerato della serie delle salicilanilidi è rappresentato 
dal Closantel. Tale molecola, sottoposta a impatto elettronico (Fig.4-a) evi- 
dsnzia uno ione molecolare a m/z 662 di debole intensità: per questo motivo 
l'analisi CAD MIKE di questa molecola è stata effettuata sullo ione piu abbon- 
dante a m/e 290, ione strettamente correlato alla struttura base del composto. 
Gli ioni frammento ottfi :ti in seguito a collisione (Fig.4-C) sono diagnostici 
per l'accertamento della presenza dell'antielmintico nel latte. 
Occorre sottolineare che nel caso del Closantel si è selezionata una specie io- 
nica a m/z 290, con valore di massa coincidente con quella della specie ionica 
selezionata per il Nitroxynil. Ciononostante gli spettri CAD MIKE ottenuti, 
in quanto presentano frammenti riconducibili a due strutture chimiche diverse, 
sono totalmente differenti (Fig.5) e quindi diagnostici per ciascuna molecola. 
Questo rende possibile l'identificazione di entrambi gli antielmintici anche se 
questi siano contemporaneamente presenti nel latte. 
Le altre molecole ad attività antielmintica considerate appartengono alla clas- 
se chimica dei benzimidazoli: Mebendazolo e Febantel. 
In Fig.6-a lo spettro E1 del Mebendazolo evidenzia uno ione molecolare abbondan- 
te a m/z 295 e ioni framnento caratteristici a m/z 263, 218, 186 e 158. 
Questi stessi ioni sono ben evidenziabili nello spettro CAD MIKE (Fig.6-C) otte- 
nuto iniettando l'estratto etanolico grezzo di latte contenente il farmaco. 
Anche in questo casd la matrice biologica non trattata (Fig.6-b) non fornisce, 
dopo collisione a m/z 295, alcun ione frammento interferente. 
L'analisi E1 del Febantel (Fig.7-a) evidenzia uno ione molecolare di debole in- 
tensità a m/z 446. Per l'analisi CAD MIKE di questo camposto nel latte e nel 
tessuto muscolare si è quindi selezionata e sottoposta a collisione la specie 
ionica più abbondante a m/z 339 (Fig.7-C), da cui si origina una serie di fram- 
menti a m/z 323, 311, 280, 267, 241 che identificano inequivocabilmente la strut - 
tura in esame. 
Come precedentemente osservato per il latte, anche il tessuto muscolare di bovi- 
no non fornisce interferenza nell'analisi diagnostica-identificativa dei sei an- 
tielmintici. Infatti, sottoponendo a collisione gli estratti etanolici grezzi 
di tessuto muscolare non trattato rispettivamente a m/e 290, 625, 399, 295 e 
339, non si osservano ioni frammento interferenti che 
pronta digitalica di ciascun antielmintico. 
Questo rende possibile l'identificazione di tutti gli 
anche in questa matrice biologica, 
Da prove effettuate iniettando direttamente soluzioni 
sti puri a concentrazioni decrescenti e integrando le 

possono mascherare l'im- 

antielmintici considerati 

etanoliche dei sei compo- 
aree dei picchi SIM (sin- 

gle ion monitoring) della specie CAD più abbondante per ciascuna molecola, si è 
potuto stabilire un limite di rilevamento per le molecole in esame dell'ordine 
di 0.5-1.0 ppb. Tale limite non aumenta apprezzabilmente quando la sperimenta- 
zione viene effettuata in presenza della matrice biologica. 
I1 tempo complessivo d'analisi che intercorre dall'allestimento del campione 
alla risposta strumentale è di circa 20 minuti. 



Fig. 1 - Spettri EI-CAD NIKE Nitroxynil 
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CRITERI PER LA VALUTAZIONE TOSSICOLOGICA DI ANTICOCCIDICI ED ANTIPARASSITARI 
NELLE PRODUZIONI ZOOTECNICHE 

A .  Macrì e C. Ricciardi 

Laboratorio di Tossicologia Comparata ed Ecotossicologia, Istituto Superiore 
di Sanità, Roma 

Riassunto. - Vengono riportate le caratteristiche dei protocolli e dei criteri 
seguiti per la valutazione tossicologica delle sostanze impiegate nelle 
produzioni zootecniche. nella prevenzione, nella terapia e nella profilassi 
delle parassitosi. In particolare vengono considerati i protocolli sperimen- 
tali previsti per gli additivi dei mangimi, per i mangimi medicati e per i 
presidi medico-chirurgici previsti sia in Italia che nella Comunità Economica 
Europea. Di ogni singolo protocollo vengono discussi i criteri fondamentali da 
seguire per gli studi tossicologici. 

Summary. - The paper deals with the procedures and the criteria required £or 
toxicological evaluation of compounds used for prevention and treatment of 
parasitic infections in farm animala. In particular, attention is focused on 
toxicological protocols required for feed additives and therapeutical agents, 
either in Italy and in E.E.C.. The basic criteria of every kind o£ protocol 
are discussed. 

Introduzione 
Per la terapia e la profilassi delle parassitosi degli animali domestici 

sono disponibili numerosi farmaci che risultano efficaci nelle diverse specie. 
Le modalità di distribuzione dei farmaci sono dipendenti dalle condizioni 

di allevamento degli animali, dalla loro taglia e dal tipo di parassitosi da 
cui vengono colpiti. 

In genere negli allevamenti intensivi per la profilassi e la terapia 
delle endoparassitosi si ricorre alla somministrazione di massa mediante la 
distribuzione dei farmaci nei mangimi o nella acqua di bevanda. Nelle ectopa- 
rassitosi degli animali di grossa taglia si ricorre invece a trattamenti 
individuali per via cutanea (mediante aspersione o immersione in soluzioni 
contenenti i farmaci) o per altra via parenterale. 

Le diverse modalità di somministrazione comportano diversi problemi 
pratici ed i farmaci sono stati regolamentati nelle categorie degli additivi 
dei mangimi. dei farmaci per la terapia di massa mediante alimentazione. tra 
le specialità medicinali e tra i presidi medico-chirurgici. 

Alla categoria degli additivi dei mangimi appartengono essenzialmente i 
coccidiostatici che hanno scopo prevalentemente profilattico. vengono sommini- 
strati per tutta la carriera produttiva degli animali ed il loro impiego 
awiene senza prescrizione medico-veterinaria. 

Nella terapia di massa si ricorre alla somministrazione dei farmaci 
antiparassitari mediante l'alimentazione anche se la distribuzione dei mangimi 
"medicati" agli allevatori è possibile solo con una preventiva prescrizione 
medico-veterinaria. 





IL grotocollo ha un carattere indicativo e nel caso che i dati richiesti 
non siano disponibili debbono essera presentati doeummti che na giustifichino 
l'aseonzty. 

lal&'esame della documentazione presentata viena gosta particolare 
attenzione agii studi sul metabolismo nella specie bersaglia che dovrebbero 
essere fatti somministrando agli animali la sostanza in esame marcata in modo 
da poter seguire l'assorbimento. la distribuzione e l'escrezione e poter 
quind?, definire 1 tempi necessari affinchè la sostanza venga completanonte 
escreta dall'organismo animale dopo la sua ultima so~giinistraaione. 

Criteri pqs le valutazione di principi attivi per specialit* medicinali 

ocollo sperimentale "ad hoc" è stato emanato dalla CEB con la 
specifica,direttiva e le informazioni richieste per poter valutare le specia- 
litB medicinali sono schematizzate nella Tabella 2. 

Dalla tabella si pub evidenziare che tra gli studi richiesti viene data 
grande importanza alla conoscenza delle caratteristiche tossicologiche di 
residui. In effetti tale impostazione è molto importante soprattutto perchè i 
dosaggi che vengono impiegati sono piuttosto elevati ed i pericoli di persi- 
stepr-a d e  residui sono accentuati. Anche in questo caso il protocollo speri- 
meuta1.i. ha un carattere indicativo. in quanto suggerisce le prove pL3 impor- 
tano* da egfettuare: ed in realt8 non indica precisi teats. Inoltre C'& da 
rilavars- che non vengono richiesti studi &t mutagenesi che invece attualmente 
sono ritenutl di larga validità predittiva. 

.' . 
sicologiche da effettuare su medicinali veterinari (3). 

- TOSSfCOW~LA PEII GLI ANIMALI 
a> Taenici.rb acuta 
b) Tossieità per somministrarioni ripetute 
C), Ta&larabiZità nelle specie bersaglio 
d) ~oaeicit& f etale 
e) Toseicità della riproduzione 

- PA~COLOGIA 
al Ppmacodinamica 
b) Baraacocinetica 

m e  (Metodi di analisi) 
b) Effetti toasici di residui: si raccomanda la tossicita di relais nel caso 
ma sia possibile isolare il residuo. Su residui isolati studi di tossi- 
cita subcronica. 

C) Altri effetti dei residui. Si intendono studi di cancerogenesi e 
teratogenesi. Questi studi sono richiesti solo per molecole di cui è 
accertato O supposto un potere teratogeno o cancerogeno. 

* - I vari studi sui residuinon sono richiesti qualora ci siano sufficienti 
evidenze di rapida eliminazione dei residui stessi. 

Criteri per la valutazione dei preeidi medico-chirurgici 

Pet questa categoria di antiparassitari non esistono specifiche linee 
guida d i  valutazione. ma i gruppi di esperti che procedono all'esame delle 
docusientazioni scientifiche sia al Ministero della Sanità. Direzione Generale 



Servizio Farmaceutico, che al Consiglio Superiore di Sanità. seguono criteri 
di carattere generale che sono in armonia con quanto già stabilito dalle linee 
guida per gli additivi, per i farmaci di uso veterinario ed anche per i 
pesticidi. In pratica. almeno in Italia. vengono richieste le informazioni 
riportate in Tabella 3. 

Tabella 3. - Informazioni richieste in Italia per la valutazione dei presidi 
medico-chirurgici ............................................................................ 
- Studi di Farmacocinetica - Studi completi di Tossicologia in vivo a breve. medio e lungo termine - Tossicità della riproduzione - Mutagenesi (cinque teste) - Ecotossicologia 

Conclusioni 

Come per tutti i farmaci i prodotti impiegati in terapia animale debbono 
essere dotati di una buona efficacia. Un antiparassitario ideale dovrebbe però 
anche possedere altri requisiti che sono una buona tollerabilità e quindi una 
bassa tossicità per gli animali destinatari del prodotto, come pure brevi 
tempi di persistenza del farmaco nei tessuti degli animali trattati. 

Una buona tollerabilità è necessaria soprattutto nel caso di interventi 
di massa. come awiene quando i principi attivi vengono mescolati ai mangimi 
oppure disciolti in acqua, in cui è possibile che gli animali assumano maggio- 
ri quantità di alimenti o bevanda e di conseguenza maggiori quantità di 
farmaci. 

Lo studio della tollerabilità viene richiesto dai protocolli CEE sugli 
additivi e sui farmaci veterinari (Tabella 1 e 2) e proprio l'effettuazione di 
questi studi ha permesso di osservare che alcuni antibiotici ionofori nei 
pulcini hanno un intervallo terapeutico piuttosto limitato ed inoltre sono 
tossici per alcune specie animali di interesse zootecnico (equini a faraone). 
In questo ultimo caso gli allevatori vengono awertiti della pericolosità 
della sostanza con delle indicazioni apposte sui cartellini dei mangimi o 
sulle etichette delle specialità medicinali. 

I1 secondo aspetto di grande importanza sanitaria è quello che riguarda 
le conoscenze delle caratteristiche metaboliche e tossicologiche dei residui. 

Le differenti linee guida richiedono informazioni dettagliate sulla 
farmacocinetica delle sostanze e una volta che i dati sono disponibili vengono 
imposti tempi di sospensione dei trattamenti tali da impedire la presenza di 
residui nelle derrate di origine animale. Infatti attualmente. almeno in 
Italia, non sono accettati livelli di tolleranza di residui e tale imposta- 
zione è giustificata dal fatto che raramente si conoscono le caratteristiche 
di biodisponibilità e tossicologiche dei residui e di conseguenza 6 quasi del 
tutto impossibile stabilire dei limiti di sicurezza per l'uomo. Occorre 
infatti considerare che le derrate di origine animale sono consumate dall'in- 
tera popolazione comprendente bambini, vecchi. malati. donne incinte. ecc.. 
per cui esiste la possibilità dell'insorgenza di patologie la cui frequenza e 
gravità è del tutto imprevedibile. 

I1 protocollo sperimentale che riguarda i farmaci per uso veterinario in 
effetti prevede che vengano studiate le caratteristiche tossicologiche dei 
residui, ma occorre considerare che le metodiche suggerite non sempre sono 
attuabili e di sufficiente affidabilità. In considerazione di quanto premesso 
si ritiene che i criteri attualmente indicati per la valutazione tossicologica 
dei farmaci antiparassitari siano sufficienti per indicare un corretto impiego 
dei farmaci stessi sia per quanto riguarda i dosaggi agli animali, che per la 



determinazione dei tempi di sospensione dei trattamenti. 
Per garantire comunque la salubrità delle derrate di origine animale - .  

ebbe necessario conoscere meglio le caratteristiche tossicologiche dei i 

idui ed in tal senso dovrebbero essere effettuate della ricerche per 
ividuare metodologie di indagine tossicologica affidabili. 
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COCCIDIOSTATICI: PROBLEMI ANALITICI APERTI 

Laboratorio di Chimica del Farmaco, Istituto Superiore di Sanita, Roma 

L'uso preventivo e di massa di molti dei coccidiostatici attualmente impie- 
gati (Tabella 1 )  sia per combattere le coccidiosi di animali da allevamento che 
quali fattori di crescita, pone il problema sanitario della definizione caso 
per caso dei tempi di attesa. A tale definizione è quindi legata la risoluzio- 
ne del problema chimico-analitico della determinazione in carni, uova e latte 
&mi residui degli stessi coccidiostatici, dei prodotti del loro metabolismo ne- 
gli animali trattati e dei composti derivanti dalla loro degradazione nel corso 
della preparazione degli alimenti medicati e nel periodo di stoccaggio. 

Tuttavia, malgrado l'uso assai esteso di questi farmaci, alcuni dei quali 
messi nella CEE come fattori di crescita (carbadox, nitrovina, olaquindox) , 
di pochi di essi sono state studiate tecniche analitiche atte alla loro deter- 

o 

Fig. 1. - Metabolismo del Carbadox nei suini. 



Fig. 2 .  - Struttura del carbadox e dei suoi potenziali prodotti di degradazio- 
ne: 1. Ac. 2-chinossalincarboscilico-N,N1-diossido; 2 .  Chinossalin-N,N'-diossi- 
do; 3. 2,3-diidross chinossalina; 4. Carbadox; 5. Metil-3-(2-chinossalinil-me- d 
tilene)-carbazato-N -ossido; 6. Metil-3-(2-chinossalinil-metilenel-carbazato- 
-N-ossido; 7. Metil-3-(2-chinossalinil-metilenel-carbazato. 
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Fig. 3. - Possibili vie metaboliche di degradazione della Nitrovina. 



minazione come residui. Apparentemente il 
no studio completo riguardante metodologie 

solo Carbadox stato oggetto di u- 
analitiche: a) per la sua quantizza- 

zione come residuo ( i ) ;  bl per la determinazione dei residui dei suoi metaboli- 
ti (2) (Fig. 1); C) per l'analisi dei suoi possibili prodotti di degradazione 
ad opera della luce e di agenti alcalini in alimenti finiti (3)  (Fig. 2). Del- 
la Nitrovina * noto un metodo per la sua determinazione come residuo e dei re- 
sidui dei suoi metaboliti nel pollame (2) (Fig. 3 ) ;  infine, dell'Amprolium (4), 
del Decoquinato (5), della Sulfachinossalina (61, della Sulfachiuossalina con 
Diaveridina (7) e del Lasalocide (81 sono stati pubblicati metodi dì quantizza- 
zione dei loro residui. 

Le sensibilita riportate per queste metodiche oscillano fra 10 ppb e 1 ppm. 
Un'altra incognita per una corretta stima dei tempi di attesa costituita 

dalle perdite in titolo di principio attivo osservate da molti autori nel pro- 
cesso di pellettatura di alimenti medicati: sebbene tali perdite siano sensibi- 
li (5-20%), non risulta siano stati effettuati studi per l'identificazione de- 
gli eventuali prodotti di degradazione e, quindi, non esisterebbero metodologie 
analitiche per la determinazione di tali prodotti. 

In considerazione delle informazioni tuttora limitate circa la degradabilita 
ed il destino metabolico di molti coccidiostatici, e i1 fatto che, per animali 
a brevissima carriera produttiva come polli e tacchini, necessario che essi 
non si ammalino mai e che pertanto dalla nascita alla macellazione vengono loro 
somministrati alimenti medicati, diviene estremamente importante - a tutela del 
consumatore - disporre di metodiche analitiche specifiche, sensibili e dotate 
di buona riproducibilita: cid al fine di individuare criteri di anmsIssibilit~3 
di tolleranze analitiche o di margini degli errori analitici accettabili in 
funzione della dispersione dei risultati osservati in studi collegiali e dei 
tenori minimo e massimo di ciascuno degli additivi fissati nella Direttiva 70/ 
/524/CEE. 

In proposito, nel mentre in Francia sono stati effettuati studi statistici 
sulla rispondenza quali-quantitativa al dichiarato del contenuto di vari addi- 
tivi negli alimenti per animali e tenendo conto della metodica analitica impie- 

gata, in Germania sono stati definiti i margini di errore consentiti nelle de- 
terminazioni analitiche di vari aaditivi (T&. 2). 

Tabella 1. - Coccidiostatici ed aitre sostanze medicamentose. Dicembre 1978. 
Direttiva del Consiglio 70[524/C~E 

Allegato I. min.(ppm)max.Metcdo di analisi CEE 
No E750 Amprolium 

pollame 62,5 125 si 
Etopabato Lmfscela con iunproliuml 
pollame 4,O 8,O si 
D O T  
pollame 62,5 125 si 
Dimetridazolo 
tacchini 1 O0 200 versione finale in 
cavie 125 ' 150 preparazione 
Meticlorpindolo 
polli, cavie, conigli 125 200 in preparazione 



Tabella 1. - Coccidiostatici ed altre sostanze medicamentose. Dicembre 1978. 
Direttiva del Consiglio 70/524/~~~. (CONTINUA) 

Allegato I. min.(ppm) - max, Metodo di analisiCEE 
No E756 Decoquinato 

polli 20 40 no 
No E757 Monensin-sodio -- 

polli 1 O0 125 approntato + 
No E758 Robenidina 

polli, tacchini 30 36 no 
No E759 Ronidazolo 

tacchini 60 90 in preparazione 
No E760 Ipronidazolo 

tacchini 50 85 in preparazione 
Allegato 11. 
No 2 Dirnetridazolo 

suini 

i Metodo microbiologico. 

1 O0 200 versione finale in 
preparazione 

No 6 Nicarbazina 
pollame 1 O0 125 si 

No 12 Ronidazolo 
suini 60 60 in preparazione 

No 16 MeticlorpindolotMetilbenzoquato 
polli -- 110 * + 

No 19 Nifursolo 
tacchini -- 75 no 

No 20 Amprolium+ -- 100 si 
Sulfachinossalina+ -- 50 si 

Etopabato -- 5 si 

polli, tacchini 
No 21 Miscela - No 20 e pirimetamina 

polli -- 5 in preparazione 
No 24 Sodio lasalocide 

polli 75 125 in preparazione 
+ + Max: 100 ppm per il meticlorpindolo + 10 ppm per il metilbenzoquato. 

Fattori di accrescimento. 
Allegato I. - 

No E800 Nitrovina 
pollame 
suini 
vitelli 

Allegato 11. 

10 15 versione finale 
5 30 in preparazione 
20 40 

No 2 Carbadox 
suini -- 50 versione finale in 

No 3 Olaquindox preparazione 
suini 15 50 no 

50 * 100 e 
+ Sostitutivo del latte. 
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minimi 

- 

- 
Dfmetridazolo 100-125 
Meticlorpindolo 125. 

50 

Nicarbazina 1 O0 
Nffursqlo 50 
b) Sulfachinossalina 

alarasin 60 
Saiinomicina-sodia 50 
Carbadox 20 

Spiramicina 5 - 
Virginiamicina 5-10 

- 
Flavofosfolipol 1-2-5-6- 

8-10 
Tilosina 5-10 

- 

massimi 
- 
125 

8,5 



Tabella 2.- Tolleranze proposte da inserire nella normativa concernente gli ad- 
ditivi in alimenti per animali. (CONTINUA) 

Additivi Tenori,ppm 
minimi massimi 

E715 Avoparcina 5-7.5-10- 15-20 
15-20 - 

A22 - 40-45 
A2 5 Nosieptide 1-2 10-20 
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INVESTIGATIONS ON SAFETY PROBLEMS FOR MAN AND ANIMALS WITH VETERINARY 
ANTHELMI NTICS 

D. Duwel 

Hoechst AG, Helmi nthology, P.O.Box 800320, D-6230 Frankfurt/Main 80 

Sumnary: In the context of the subject there are three import topics: 
protection of anima1 s, protect ion of human being. protection of the environ- 
nent. The following investigations will be discussed in detail: toxicity 
studies, pharmacodynamic investigations, and residua1 studies. 

In western industrial countries, trade with pharmaceutical products is 
rontrolled by laws and various state and non-state regulations. These laws and 
?egulations prescribe which pharmaceutical preparations the companies may 
3evelop for sale under what conditions and the nature of the product information 
Por the consumer. 

The laws and regulations controlling production are determined by three 
Dasic motives: i 

To protect the animal to be treated 
To protect human beings consuming the flesh or organs of treated animals 
To protect the environment 
a) during the production of pharmaceutical products 
b) in the event of such products being excreted by animals after treatment. 

i 
Protection of  the live animal must be taken into consideration. However, 

n the case of veterinary preparations (in the Federa1 Republic of Germany), it 
s accepted that a certain toxicity and a certain risk to the anima1 are 
dmissi ble in as far as this toxici ty does not affect man and when treatment of 
he animal is justified by a therapeutic and/or economic result. 

i 
The protection of human beings is controlled by drug regulations. The 

bjective of these regulations is, in the interest of proper provision of 
harmaceutical products for man and animal. to ensure safety in the consumption 
f food containing pharmaceutical preparations and, i n particul ar. to ensure 
he quality, efficacy and absolute safety of drugs as directed byxthe respec- 
ive regulations. 

The protection of the environment is by far more widely extended on 
ccount of the multif ariousness of biologica1 and ecologica1 processes. The 

or waste products resulting in the production of pharmaceutical 
reparations have to be harmlessly got rid of in such a way that they have no 



detrimental e f f ec t  on the  environment and do not i n te r - f e re  wi th  b io top ic  and 
ecologica1 connections. 

While the  intermediate,or waste products a r i s i ng  i n  the  mawfacture of 
medicinal preparations can be got r i d  o f  , the  medicinal preparations and t h e i r  
metaboli tes  themselves have t o  be non-dentrimental t o  the  environment. This 
means tha t .  i n  t h e  event of t he  drugs and t h e i r  metabolites being excreted w i th  
feces andlor urine, f o r  instance, they must not a l t e r  the  environment nor lead 
t o  accumulation i n ,  f o r  example, p lants or microorganisms. This not only 
applies t o  excretions expected a f t e r  therapeutic dosage levels, but also t o  a 
mu l t i p l e  o f  these. 

I n  discussing the studies necessary i n  the  case of veter inary anthelmin- 
t i c s  and the  consequences a r i s ing  from them, I w i l l  only mention those studies 
which are relevant t o  food-producing animals. 

New veter inary preparations, whether they be growth promotors or drugs f o r  
spec i f i c  diseases, are required f o r  the  most diverse ind icat ions i n  food- 
producing animals. Al1 pharmaceutical preparations evolve from two fundamental 
ideas: 
- To avert, or at  least  diminish, impairment; 
- To increase performance. 

The present-day challenge t o  produce more p ro te in  f o r  the  s tarv ing nations 
o f  t he  world i s  also involved t o  some extent i n  th is .  

Anthelmintics are o f  par t i cu la r  importance here, since parasitoses are 
responsible f o r  about 30 % o f  a l 1  losses i n  domestic animals. The percentage 
o f  losses i s  probably even higher, since l a ten t  parasitoses are d i f f i c u l t  t o  
detect, as recent studies on the  economic aspects of parasitoses demonstrated. 

Anthelmintic medications can be given i n  severa1 ways: 
as single-dose ora1 o r  parenteral treatment by appl icator (drenching gun, 
dosing gun, in jec t ion ,  etc.); 
as short-term repeated-dose treatment, mostly administered o r a l l y  by appl i -  
cator o r  wi th medicated feed; 
as long-term treatment by means o f  special depot, i .e. slow-rplease systems, 
or also wi th  medicated feed. 

I n  accordance wi th  these treatment schemes, t o x i c i t y  studies are requis i te .  
The US Food and Drug Administration has not only inf luenced the  reg i s t ra t i on  
regulat ions o f  the  i n d i  vidual countr ies throughout the  world, but has a l  so 
carr ied out p i l o t  studies t o  a considerable extent which nowadays are the  basis 
and recognized standard f o r  the  reg i s t ra t i on  of drugs. 

Even though anthelmintics are t he  primary considerati  on o f  t h i  s report, 
they are subject t o  the  same degree t o  s ta tu tory  regulations. 

For studies o f  a tox ico log ica l  and pharmacological nature, t he  European 
Community Counci l has issued the  fo l low ing  guidelines, which I w i l  l ou t l i ne  i n  
b r i e f  and comment on i n  part.  

TOXICITY STUDI ES 
Sinale-dose t o x i c i t y  : 
The t o x i c i t y  i s  t o  be tested a t  various dosage leve1 i n  a t  least  two 

species of mammals, whereby the  dosage form administered i s  t o  be ident ica1 o r  
s im i la r  t o  t ha t  planned f o r  t he  target  animal. Table 1 demonstrates t he  data 
of fenbendazole. 

The study i s  also be performed i n  an equa1 number o f  male and female 



I should Iike to add that, in the case of cmpounds which are extremely 
well tolerated, i t  i s  obviously senseless t o  keep testing higher and higher 
dosage levels i n  order to provoke a "toxic effect". According t o  our experience 

, i n  the case of extremely high dosages, only a certain amount i s  absorbed since 
the passage through the intestines i s  too rapid and, consequently. a certain 
percentage - possibly a relatively high percentage - i s  excreted undigested. 
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An LD i s  very often required. I consider such studies t o  be unjustified, 
for the fo2Powing reasons: 

If a statistical significance i s  to be calculable, the animals have t o  be 
used in numbers which are not justifiable f r m  the anima1 protection point of 
view ( I  will revert to  this later). Without statistical significance, how- 
ever, LD studies are of no value. 

The s?Bnificance of the information i s  rather limited since an LO s tudy 
i s  performed in mode1 animals. l t  i s  generally known t h a t  models arS0only 
models and results in the target species cannot simply be extrapolated f r m  
the study results. To add to this, what relevancy has the L D  value ? If 
a single treatment under field conditions were to result in l& than 1 % 
deaths, this would already be too many deaths for us ! 

animals. 
The recovery period must last for a t  least one week after administration. 
lf drug combinations are tested, i t  must be proven that no indications of 

potentiation and no new toxic effects occur. 

The single-dose toxicity has also to be tested i n  the target animal, 
namely, in al1 anima1 species for which the drug i s  intended. I n  this case, 
the general tolerance i s  to be ascertained and a multiple of the planned thera- 
peutic dose (mostly two, three or four times - but n o t  many times - the planned 
dose) i s  administered, above a l l ,  under f ield conditions. 

Repeated-dose toxicit : 
The objective ofStudies of this nature i s  general ly, by repeated administ- 

ration of the drua. to ~rovoke undesirable or adverse effects i n  the studv 
animal i n  order t;-obtain information on the main organs which dre particdarly 
to be examined following incidents i n  field practice. 

The procedure with regard t o  dosage levels, animal species and sex, pharma- 
ceutical dosage forms and also cmbination preparations corresponds w i t h  the 
requirements specified for testing the toxicity after single-dose administra- 
tion. 

In this context, particular attention i s  to be given to toxicity in the 
target animal, since, precisely i n  the case of relatively long-term tr,@ment, 
e.g. v i a  medicated feed i n  group feeding, repeated overdosing cannot >e ruled 
out.  The test dosage levels must take into account such overdosing posi ble 
under f ield condi tions (see Table 2, da ta  of fenbendazole) . 

While, for single-dose administration, a 30-day toxicity study satisfies 
animal protection requirements, more extensive studies are necessary to safe- 
guard human beings. Repeated-dose studies over 90 days are performed and their 
results enter into safety calculations of the acceptable daily intake (A.D.I.). 
The formula for these is: 

AD1 = leve'* x 70 kg body weight 10 
*) Determined i n  relatively long-term toxicity studies i n  laboratory animals 



The sumnation of the residues found in the tissues of the anima1 may not 
exceed the AD1 value. This sum i s  made up arithmetically from the average food 
consumption habits of the population which, in the Federa1 Republic of Germany, 
for  example, are per adult per day: 
300 g meat / 50 g f a t  / 100 g l iver  / 50 g kidney / 1 1 milk. 

The ccunposition of anima1 foodstuff s consumed dai1 y may d i f f  er f r m  
country t o  country depending on the different eating habits, but the basic 
formula sati  sf ies  the requirements. According t o  specif ic  chemical structures 
which can possibly constitute a particular hazard for man, the risk factor can 
also be increased (for instance, the r isk factor i n  the case of benzimidazoles 
is 1000). 

To save on expenditure and animals, i t  i s  nowadays normal practice i n  the 
pharmaceutical industry not t o  carry out the 30-day studies at  a l l ,  but t o  
demonstrate safety fo r  the target animals on the basis of the results of the 
90-day study. 

Fetal toxicity (Embryotoxicity and teratogenicity studies): 

These studies examine whether or not the medicaments have an abortive 
(e.g. embryolethal) or toxic (e-g. teratogenic) effect on the embryos of the 
dams. In principle, the studies are performed i n  laboratory animals. I f ,  i n  
these experimental studies, specific indications of drug residues in the fetuses 
or specif ic  effects on the fetuses are observed, further studies i n  the target 
anima1 may be necessary (see table 3, data of fenbendazole). 

Fer t i l i tv  studies: 
Should the results of the other studies reveal susoicious factors indi- 

cating a change i n  the male or female f e r t i l i t y  or fa ta i  consequences for  the 
offspring, sufficient f e r t i l i t y  studies must be carried out. 

PHARMACOLOGI CAL STUDI ES 

Pharmacodynamics: 
Under "pharmacodynamics" i s  meant the changes induced by the drug i n  the 

normal or experimental ly altered functions of the organi sm. 

The studies t o  be carried out i n  t h i s  respect should adequately show the 
effects - over and above the desired anthelmintic effect - which may occur 
after  administratim of the drug. The effects i n  question are not essentially 
toxic effects, bu t  rather effects affecting organ functions or the organism i n  
general . 

The effects t o  be investigated and descri bed under this heading could also 
be referred t o  i n  general as the pharmacological effects of the compound. 

While the studies so f a r  were predominantly and obviously geared to  the 
protection of animals, the studies I shall now mention are more geared towards 
the safeguard of man - even though the target anima1 usually benefits f r m  the 
information. 

Pharmacoki netics: 
Under "pharmacokineticsl~ is  meant the behaviour of the drug in the orga- 

n i  sm, namel y. the absorption, di stri bution, biochemical conversion (metabolism) 
and excretion of the drug. 

These different phases can be studied by physical, chemical or biologica1 





The f i n a 1  point  I would p re fe r  not t o  dea1 with i n  a subordinate clause.  

Aspects of anima1 p ro tec t i  on: 

This t o p i c  is being debated emotionally throughout the world, though 
doubt less ly  w i t h  varying i n t e n s i t y ,  by the most d ive r se  c i r c l e s  - by indiv i -  
dua l s  who, more o f t en  than not,  have no ins igh t  i n t o  the necess i ty  of s t u d i e s  
i n  animals o r  who d e l i b e r a t e l y  c l o s e  their eyes t o  this ins igh t .  

I t  i s  c e r t a i n  t h a t ,  throughout the world. anima1 s t u d i e s  a r e  being per- 
formed, the necess i ty  and s ign i f i cance  of which could be discussed - i.e. need 
not be discussed. 

The pharmaceutical indus t ry  i s  undoubtedly not i n t e r e s t e d  i n  increas ing  
the s c a l e  of s t u d i e s  and, hence, the anima1 numbers, which would r e s u l t  i n  
considerabl e expense. 

I f ,  i n  the repor t  on the t o p i c  " Inves t iga t ions  on Safety Problems f o r  Man 
and Anima1 s w i t h  Veterinary Anthelmintics". I should mention anima1 protec t ion ,  
I do s o  alone f o r  the reason t h a t ,  i n  animal s t u d i e s ,  we pr imar i ly  see the 
g r e a t e s t  range of pro tec t ion  f o r  man. 

Under "animal protect ionl ' ,  we would a l s o  understand "reducing t h e  number 
of animals necessary t o  a minimum". The minimum number of animals i n  s t u d i e s  
is  l a r g e l y  con t ro l l ed  by s t a t u t o r y  regula t ions .  In our f i e l d ,  approximately 
60 % of the animals a r e  requi red  on account of government regula t ions .  

For the s t u d i e s  requi red  (and, i n  most cases ,  e s s e n t i a l )  world-wide by t h e  
r e g i s t r a t i o n  a u t h o r i t i e s  (on behalf of our soc ie ty )  on account of the s a f e t y  of 
the indiv idual .  animals a r e  a matter  of necess i ty .  

I f  there were agreement between the regi  s t r a t i o n  a u t h o r i t i e s  world-wide, 
if we had standard methods recognized world-wide and i f  the r e s u l t s  of s t u d i e s  
produced i n  one country were recognized by another  country, the s t a t e  would 
a l s o  make i ts  c o n t r i  bution t o  the t o p i c  "animal protect ion".  

Endeavours t o  set u p  in t e rna t iona l  guide l ines  were already s t a r t e d  yea r s  
ago. Not only guidel ines  f o r  evalua t ing  the e f f i c a c y  of anthe lmint ics  were 
es t ab l i shed  - i n  this case  under the d i r e c t i o n  of the WAAVP -, but a l s o  
analogues a r e  t o  be found i n  the sphere of t o x i c i t y  s t u d i e s  (European Chemical 
Industry: Ecology & Toxicology Centre) . 

Let me conclude with a suggestion. w i t h  a request .  yes,  w i t h  an appeal t o  
the rep resen ta t ives  i n  the regi  s t r a t i o n  a u t h o r i t i e s  t h a t  they  decide on norms, 
which a r e  in t e rna t iona l  l y  va1 i d  and recognized wi th in  the d i f f e r e n t  coun t r i e s ,  
f o r  the r e g i s t r a t i o n  of drugs w i t h  respect  t o  e f f i c a c y  and safe ty .  This will 
not only reduce t h e  c o s t s  of a drug anc! ?p f o r  the benef i t  of the consumer, 
but wil l a l s o  c o n s t i t u t e  a c o n t r i  bution t,: anima1 protec t ion .  





target animals. Today, the controlled test, which was first described by Moskey 
and Hamood in 1941 and later reviewed by Gibson (1965) is the most universally 
accepted test for the evaluation of new, promising anthelmintics in target ani- 
mals. 

A battery of efficacy tests including dose-range-finding trials, tritation 
trials, dose-confination trials, clinica1 field trials, productivitylepidemio- 
logy trials. persistence of activity and trials for efficacy against resistant 
parasites are conducted to develop an antiparasitic agent. 

During the past five years, five sets of guidelines (4 in the USA for cattle, 
swine. horses, have been issued. The USA guidelines provide an indication of how 
to develop data to support claims of effectiveness and "they are adaptable to 
different circumstancesu as indicated. Companies sponsoring new anthelmintics 
confer with appropriate personnel of the Centre of Veterinary Medicine of the 
Food and Drug Administration prior to undertaking their studies. 

The international guidelines were published in 1982 under the aegis of the 
World Association for the Advancernent of Yeterinary Parasitology. Their goal was 
"t0 develop uniform standards and registration requi rements to expedite the tes- 
ting and approva1 of effective products with a minimum of labor, money and expe- 
rimental anima1 without sacrificing scientific validity. Achievement of such a 
goal would mean that data from investigators in one country could be used in re- 
gistering drugs in another country". 

Currently. the registration authorities of many countries demand that a ser- 
i e ~  of efficacy trials with new anthelmintics be conducted locally before regis- 
tration of a product may be granted. Conducting al1 those trials is an onerous 
task for the sponsoring company; in many instances it is merely a duplication of 
similar trials already conducted in other countries. Unfortunately, the guideli- 
nes for efficacy evaluation of anthelmintics issued by the WAAVP have not yet 
been adopted by the registration authorities of any country. 

To date, no international guidelines have been issued for the efficacy eva- 
luation of ectoparasiticides for livestock. 

It is hoped in the not too distant future the registration authorities of 
different countries will agree upon a set of regulations to govern the efficacy 
evaluation of new antiparasitic agents for livestock. This accord would be of 
benefit not only to the sponsoring companies but. in the long run, to the live- 
stock producers since there would be more opportunities and more incentives to 
continue and to accellerate the research for new, effective and safe antiparasi- 
tic agents for livestock. 







dalleobbligo del rispetto di canoni di sicurezza a tutela della zoosalute e 
della sanità pubblica, per cui l'anticoccidico ideale dovrebbe rispondere ai 
seguenti requisiti: 
a) vasto spettro d'azione;, 
b) innocuita per le specie destinatarie o comunque ampio margine di sicurezza 
nel caso di errori di miscelazione; 
C) rapida rnetabolizzazione che non dia residui nei prodotti di origine animale. 

Ua l'efficacia contro pifì specie coccidiche spesso contrasta con gli 
altri requisiti, abbassando notevolmente l'indice terapeutico e/o allungando 
l'attività del farmaco e la sua eliminazione. 

Ma nonostante il rispetto delle misure igieniche e la somilinistrazione 
continuata dei coccidiostatici, insuccessi della chemioprevenzione non mancano 
e sono riconducibili, di regola, alla comparsa di stipiti resistenti evibile 
anche sotto consumo di alimento medicato con conseguente introito ridotto del 
f armaco. 

Infatti, i primi coccidiostatici impiegati nel trattamento della malattia 
sono stati i sulfamidici, in seguito abbandonati e sostituiti, in un continuo 
crescendo con nuove molecole per far fronte alla progressiva formazione di 
popolazioni coccidi-farmaco-resistenti. Resistenza che poteva essere assoluta, 
per cui l'efficacia era nulla o relativa con necessario aumento dei dosaggi di 
impiego per ottenere l'effetto voluto. 

I1 problema della resistenza € senz'altro di indubbia attualita e le 
soluzioni proposte di "progranani a rotazione o a staffetta" che possono essere 
soddisfacenti dal punto di vista pratico non risolvono gli rlnconvenienti legati 
ad un loro irrazionale impiego, da parte di allevatori, che non correttamente 
informati sulle caratteristiche farmacologiche dei coccidiostatici, favoriti da 
una normativa comunitaria, che li ha inclusi nella Direttiva delle sostanze 
awiniche piuttosto che medicamentosi, trasgrediscono all'obbligo del rispetto 
dei dosaggi, tempi di sospensione, ecc. 

- Si € parlato di controllo non farmacologiche delle parassitosi, questi 
meritano senz'altro un approfondimento ma € necessario tener conto delle realt8 
in cui devono essere applicati. 

Le tecniche della prevenzione delle infestazioni nei pascoli degli 
animali recettivi, consistono nell'impedire una massiva contaminazione ambien- 
tale, ricorrendo ad una alternanza delle specie o categorie animali allevati o 
con la messa a riposo dei pascoli suddetti per una durata di tempo non inferio- 
re a quella necessaria per ottenere una completa devitalizzazione delle uova e 
larve. 

Ma la rotazione dei pascoli, nella pratica, € spesso inattuabile a causa 
della limitatezza delle aree destinate agli allevamenti estensivi, ed alla 
carenza foraggera, accompagnata da una elevata resistenza delle uova e delle 
larve (tipici esempi sono rappresentati dalle uova di echinococco e del dicro- 
celium in grado di resistere da un anno all'altro). 

I1 ricorso a farmaci antiparassitari ed antiprotozoari, altro non fa che 
alimentare il rischio, connesso all'impiego di dette sostanze per il consumato- 
re, e tanto pifì elevato € il rischio maggiore controlli devono essere attuati 
ed il costo di questi 6 direttamente proporzionale al numero delle sostanze 
impiegate ed al numero degli animali potenzialmente trattati per cui in teoria 
sarebbe auspicabile l'impiego di sostanze efficaci e nel contempo innocue, cosl 
il costo dei controlli verrebbe azzerato. 

Considerato che il criterio ispiratore di tutta la legislazione nazionale 
e bomunitarie € la tutela della sanità animale in funzione dell'ottenimento di 
produzione zootecniche ottimali dal punto di vista qualitativo ed esenti da 
residui di sostanze ad effetto medicamentoso o addittivante pericolosi per i 
consumatori si impone la predisposizione di idonei sistemi organizzativi di 
controllo sia degli alimenti per gli animali che dei prodotti da essi prove- 
nienti. 

E' necessario quindi la sicurezza dell'impiego dei coccidiostatici, 
antieianintici, ecc. sia finalizzata al raggiungimento dell'obiettivo di un 



residuo 'zero', inteso come entità/concetto analitico, nei tessuti edibili 
(carne, uova, latte) owero residui "tollerate' o "tollerabili'. 

Ma l'accertamento del rispetto delle condizioni di sicurezza si posa 
sulla verifica del conseguiniento dello "zero" analitico, o delle "residuo 
tollerato o tollerabile" mediante la messa in atto di metodologie analitiche 
che devono avere come requisito fondamentale, oltre l'elevata sensibilità, la 
facile applicabilità. la rapidità di esecuzione ed il basso costo condizioni 
che permetterebbero di avere un metro di valutazione comune per i laboratori 
preposti al controllo dei mangimi e dei prodotti di origine animale. 

Rispetto ai metodi di analisi utilizzati per gli antibiotici, basati 
sulla capacità inibente nei confronti di organismi sensibili, i metodi di 
analisi dei coccidiostatici e degli antiparassitari. in genere, sono piO 
specifici in quanto il loro riconoscimento e dosaggio viene fatto chimicamente. 

il problema dell'ufficializzazione dei metodi di analisi, quegli 
#tessi che vengono presentati dalle industrie farmaceutiche al momento della 
richiesta di inclusione nelle liste 'positive" delle sostanze ammesse per 
essere addittivate nei mangimi per fini auxinici o terapeutici è di pressante 
attualità in quanto si tratta di molecole di largo impiego e con caratteristi- 
che tossicologiche particolari. 

Infatti, tanto per citare un esempio, su 19 principi attivi inclusi negli 
allegati della direttiva 70/524 CEE -parte coccidiostatici ed altre sostanze 
medicamentose, solamente per cinque di esse esiste un metodo ufficiale di 
analisi (DOT, Amprolim, etopabato, nicarbazina e monensin). Quindi è necessa- 
rio a livello nazionale colmare questa lacuna come primo atto per un intervento 
in campo comunitario, tenuto conto che il nostro Paese può considerarsi al- 
l'avanguardia, tra i Paesi CEE nell'attività normativa del settore specifico, a 
tutela della salute pubblica e degli animali stessi. 

La disciplina giuridica nazionale della produzione e del commercio dei 
medicinali veterinari. contemplata nel T.U. delle leggi sanitarie (R.D. 
27/7/1934 n. 1265) nonche in normative di applicazioni gi& esistenti (R.D. 
3/3/1927 n. 478) con cui è stato approvato il Regolamento per la produzione e 
ctxmercio di specialita medicinali valido anche per il settote veterinario; la 
legge 15/2/1963 n. 281, modificata dalla legge 8/3/68 n. 399 sulla disciplina e 
ccnmiercio di mangimi e relativi decreti ministeriali di applicazione; la legge 
30/4/1962 n. 283 sulla disciplina igienica della produzione e vendita delle 
ioitanze alimentari e bevande, sono indicative dell'importanza attribuite alla 
tutela della sanità pubblica. 

Normative nazionale che ha avuto riscontro anche nelle direttive CEE, 
nelle quali sono stati accettati i principi ispiratori sanciti dal legislatore 
Italiano. 

In ambito comunitario la prima direttiva che ha inteso armonizzare le 
varie legislazioni degli Stati membri, al fine di favorire i1 libero scambio di 
animali e prodotti è quella relativa all'impiego degli additivi in alimentazio- 
ne animale è del 1970 (Direttiva 70/524 CEE) a cui ha fatto seguito nel 1981 la 
Direttiva 81/851 CEE applicabile ai medicinali veterinari, specialità medicina- 
li e premiscele per alimenti medicamentosi nonchè la Direttiva 81/852 che 
odifica norme e protocolli analitici, tossico, farmacologici e clinici per la 
richiesta di autorizzazione all'inmissione in commercio dei medicinali veteri- 
nari, si rifanno a quanto già sancito con la legge 281/63. 

I criteri che sono stati presi in considerazione nella predisposizione 
della lista positiva in campo nazionali e proposti alla CEE per la scelta dei 
principi attivi destinati alla chemioprofilassi o terapia di alcune malattie di 
miarali da reddito possono essere cosl. schematizzati: 

efficacia; 
innocuità; 
determinabilità dei residui; 
rischio assente o bassissimo per l'uomo; 
scarsa assorbibilità; 
rapido metabolismo; 



7 )  mancanza di alternative terapeutiche o di prevenzione. 
Per quanto riguarda loefficacia delle molecole impiegate € implicito il 

concetto che devono offrire garanzie di utilità per gli scopi per i quali si 
preconizza l'uso ma ad ekso, ed in maniera indissolubile, deve considerarsi il 
fattore innocuità nei confronti dell'animale stesso, di diretto riscontro, sia 
breve, medio o lungo termine nonchè per l'ambiente e per l'uomo. 

Per cui, ogni prodotto feimiacologico deve manifestare la propria utile 
efficacia senza dare alcun effetto negativo sull'anhle, caratteristica che € 
tanto valida quanto pih ampio B il rapporto dose efficace/dose tossica per 
garantire il pratico impiego dei prodotti nelle condizioni di uso in campo, che 
sono ben lungi da quelle sperimentate in laboratorio. 

Well'iter autorizzativo sia per i coccidiostatici sia per tutte le altre 
sostanze ad effetto medicamentoso, compresi gli antiparassitari, devono essere 
presi in considerazione oltre le prove effettiiate nell'ambito della tossicolo- 
gia acuta, subacuta e cronica, anche i tests di mutagenesi, cancerogenesi e 
cocancerogenesi, nonch€ prove di embrio e fetotossicità. 

Quindi, il problema dell'efficacia e della sicurezza deve essere ben 
chiaro nelle autorizzazioni dei farmaci, la teoria del loro impiego non € 
assoluta, e quando € possibile ottenendo gli stessi risultati, 8 necessario 
ricorrere ad altre pratiche. 

Ciascuno € chiamato ad assumersi le proprie responsabilitA; la soluzione 
del problema ha degli aspetti morali. Nel senso che l'interesse sanitario della 
camunità sta al di sopra degli interessi economici. 







Tabella 1. - Flebotomi catturati in località Mousaki (pozzo n. 1). Giugno 1983. 

Data P. tòbbi P. perfiliewi P. major Totale 

10-06-83 142 70 
12-06-83 83 124 
13-06-83 76 9 1 
14-06-83 17 
Totale 301 302 

Come si può notare dalla tabella, il numero dei flebotomi € stato in 
genere particolarmente elevato, la sola specie presente con pochi esemplari è 
stata P. major. Per quanto riguarda le altre due specie. il primo giorno € 
stata osservata una netta prevalenza di P. tobbi su P. perfiliewi, mentre la 
situazione si 6 capovolta nei giorni successivi; inoltre € stata sempre 
osservata una prevalenza di maschi sulle femmine. 

Tabella 2. - Plebotomi catturati in località Mousaki (pozzo n. 1) Ottobre 1984. 

Data P. tobbi P. perfiliewi P. major Totale 

5-10-84 94 
6-10-84 48 
7-10-84 7 
Totale 149 

Catture effettuate nello stesso pozzo in tre giorni successivi nell'otto- 
bre 1984 (Tab. 2) hanno confermato il maggior numero dei maschi rispetto alle 
f d n e  e la scarsa presenza di P. malor; P. tobbi € risultato sempre preponde- 
rante su P. perfiliari. Va infine notata la presenza dei flebotomi, in numero 
significativo anche se minore rispetto a giugno, in tale habitat nel mese di 
ottobre. 





































I virus trasmessi da flebotomi appartengono a due distinte famiglie: 
Rhabdoviridae e Bunyaviridae. Nel genere Vesiculovirus della famiglia Rhabdo- 
viridae sono inclusi a tutt'oggi 13 diversi virus. che sono stati isolati da 
una varietà di artropodi e mammiferi in Asia. Africa, Europa e in America (2). 
Morfologicamente questi virus presentano la tipica forma a proiettile, caratte- 
ristica dei virus di questa famiglia. Molti. ma non tutti, di questi virus 
sono arbovims. nel significato ecologico del termine che presuppone un ciclo 
in natura fra un artropode vettore e un ospite vertebrato. I1 solo virus di 
questo gruppo presente in Europa, il virus Yug Bogdanovac, è stato isolato in 
Iugoslavia da Phlebotomus perfiliewi (3). 

La maggior parte dei virus trasmessi da flebotomi appartiene invece alla 
famiglia ~in~aviridae, genere Phlebovims. Si conoscono oggi 36 diversi virus, 
ma probabilmente molti altri sono circolanti in natura (4). Essi esistono in 
differenti situazioni ecologiche e sono particolarmente abbondanti nelle fore- 
ste tropicali. Essi sono stati ritrovati sia nel vecchio che nel nuovo Mondo 
ed ogni virus sembra avere una propria distribuzione geografica. La maggior 
parte dei Phlebovirus è strettamente associata ai flebotomi e tale rapporto con 
il vettore è documentato dal fatto che di solito questi virus non si replicano 
nelle zanzare dopo inoculazione sperimentale. Alcuni Phlebovirus sono però 
trasmessi da zanzare (ad esempio il virus della "Rift Valley Fever"). mentre 
per altri, isolati solo da vertebrati, non si conosce l'artropode vettore. 

Virus isolati in Italia 
In Italia sono .stati isolati 4 diversi Phlebovirus (Tab. 1). I virus Si- 

cilian e Naples della febbre da pappataci sono i Phlebovirus più studiati edei 
quali si conosce una ampia distribuzione geografica. Essi sono riconosciuti 
essere la causa della febbre da pappataci o dei tre giorni. molto diffusa nel 
bacino del Mediterraneo, nell'Asia Meridionale e in India ( 5 ) .  L'ampia diffu- 
sione geografica di questi due virus e alcune similarità della loro epidemiolo- 
gia con quella della leishmaniosi sono la conseguenza dell'ampia distribuzione 
e del particolare comportamento del loro vettore, il Phlebotomus papatasi. I 
due virus furono dapprima isolati da Sabin durante la I1 Guerra Mondiale dal 
sangue di militari ammalati e denominati Sicilian e Naples dalle località di 
provenienza. Successivamente furono isolati dal vettore in altre zone del ba- 
cino del Mediterraneo (6) ma non in Italia. 

Successivamente, durante studi per la ricerca di focolai di arbovims in 
diverse regioni italiane, sono stati isolati due nuovi Phlebovims, denominati 
Toscana e Arbia, da flebotomi delle specie P.perniciosus e P.perfiliewi raccol- 
ti in diverse zone della Toscana. Questi due virus. pur presentando caratteri- 
stiche antigeniche e morfologiche simili a quelle di altri Phlebovims, sono 
risultati essere due virus diversi e come tali inclusi nel 1980 e nel 1984 nel 
Catalogo Internazionale degli Arbovirus (7,  8). 

Epidemiologia dei Phlebovirus isolati in Italia 
Sono state eseguite diverse inchieste sierologiche per determinare la dif- 

fusione in Italia dell'infezione con i due virus della febbre da pappataci ed 
inoltre per verificare la capacità dei due virus di nuovo isolamento (Toscana e 
Arbia) di causare infezioni nell'uomo. L risultati di tali indagini hanno con- 
fermato la endemicità dell'infezione con i virus Sicilian e Naples della febbre 
da pappataci in ogni regione italiana controllata (Friuli. Piemonte, Emilia. 
Toscana, Lazio. Campania, Calabria, Sicilia) (9). Da uno studio, nel quale 
stata analizzata la presenza di anticorpi neutralizzanti per i virus Sicilian e 
Naples in sieri di soggetti appartenenti a diverse classi di età. si è potuto 
però dedurre che a seguito del trattamento antimalarico effettuato negli anni 
'50 si è virtualmente eliminata l'infezione umana con questi due virus (10). 
Gli anticorpi infatti erano presenti solo in individui nati prima della campa- 
gna di disinfestazione. E' stato dimbstrato dopo infezione in volontari umani 
che anticotpi neutralizzanti per questi virus possono persistere per più di 30 
anni (11). I1 trattamento antimalarico avrebbe perciò interrotto la trasmis- 
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ella 1 - Phlebovirus (Bunyaviridae) isolati in Italia. 

Vettore Malattia 
Luogo Specie 

Sicilia Uomo Phlebotomus Febbre dei 
papatasi 3 giorni 

Campania Uomo Phlebotomus Febbre dei 
papatasi 3 giorni 

I torcana 1971 Toscana Phlebotomus P.perniciosus Meningite 
perniciosus P.perf iliewi Malattia 

febbrile? 

Arbia 1980 Toscana Phlebotomus P.perniciosus 
perniciosus P.perfiliewi ? 

aione virale, riducendo la popolazione di P.papatasi. 
Studi sieroepidemiologici hanno dimostrato la capacità del virus Toscana 

di infettare l'uomo. Anticorpi neutralizzanti per questo virus sono stati in- 
tatti ritrovati in varie percentuali. specialmente nei residenti in diverse 
ione della Toscana (10). Un alto tasso di infezione (24,8%) è stato ritrovato 
nei residenti della provincia di Firenze. La presenza di anticorpi nei sieri 
di soggetti appartenenti a tutte le classi di età, comprese quelle più giovani. 
dimostra che questo virus, a differenza dei virus Sicilian e Naples, circola ed 
trasmesso all'uomo per lo meno nelle zone studiate. Questo dato enfatizza 

l'importanza della biologia del vettore, in quebto caso P.perniciosus e P.per- 
filiewi, nel determinare la possibilità di infezione nell'uomo. 

La dimostrazione ottenuta con i dati sierologici della capacità del virus 
Toscana di causare infezione nell'uomo, ha stimolato ulteriori ricerche per 
valutare un suo ruolo eziologico in diverse manifestazioni morbose. I risulta- 
ti di infezioni sperimentali avevano dimostrato la capacità del virus Toscana 
di causare infezioni neurologiche in diversi animali di laboratorio, comprese 
scimmie della specie Macaca fasicularis (7). Si è cercato quindi se esistesse 
una associazione eziologica fra questo virus e infezioni acute del sistema ner- 
voso centrale (SNC) verificatisi nelle zone di possibile circolazione del virus 
durante i periodi di attività dei vettori. A tale scopo dal 1977 sono stati 
studiati, per la presenza di anticorpi verso il virus Toscana. sieri di pazien- 
ti con varie sindromi a carico del SNC, ospedalizzati in Toscana. 

In numerosi pazienti si è potuta dimostrare una sieroconversione in due 
successivi prelievi di siero, che rifletteva una infezione recente con il virus 
Toscana in connessione con la malattia neurologica. La maggior parte dei pa- 
zienti con sieroconversione per il virus Toscana presentava una diagnosi clini- 
ca di meningite asettica o di encefalite. Tali casi si erano inoltre verifica- 
ti in ogni anno nei mesi fra Giugno ed Ottobre, enfatizzando così la possibili- 
tà che si trattasse di una malattia trasmessa da un vettore. La neurovirulenza 
del virus Toscana è stata inoltre confermata dall'isolamento del virus stesso 
dal liquor di alcuni di questi pazienti. 

Non si hanno ancora dati definitivi sulla capacità del virus Arbia, l'al- 
tro nuovo Phlebovirue isolato in Italia, di causare infezioni nell'uomo. I 
risultati di una limitata inchiesta sierologica, condotta in una zona della 



Toscana. non sembrano indicare la capacità di questo virus di causare infezioni 
nell'uomo. 

Ecologia dei Phlebovirus tsolati in Italia 
La presenza dei vettori e dei focolai naturali del virus Toscana è stata 

ricercata nelle località di possibile infezione dei pazienti che avevano pre- 
sentato sieroconversione per questo virus. Nell'estate del 1980 sono quindi 
iniziate raccolte periodiche di flebotomi in diverse zone delle province di 
Firenze e di Siena. In provincia di Firenze sono stati raccolti numerosi esem- 
plari di flebotomi, tutti delJa specie P.perniciosus, mentre in provincia di 
Siena la maggior parte dei flebotomi raccolti erano della specie P.perfiliewi e 
solo pochi esemplari della specie P.perniciosus. 

In totale dal 1980 al 1984 sono stati raccolti e processati per isolamento 
virale più di 10.000 flebotomi. Da questi sono stati isolati numerosi ceppi di 
virus Toscana e Arbia. I1 maggior numero di isolamenti virali si è ottenuto da 
flebotomi raccolti durante il mese di Luglio in corrispondenza della più eleva- 
ta densità dei flebotomi. Il tasso di infezione dei flebotomi è risultato es- 
sere molto elevato (circa 0,5%), più tipico di un rapporto virus-vettore di 
zone tropicali, che non di zone temperate. Isolamenti virali sono stati otte- 
nuti da flebotomi sia maschi che femmine. Poiché i flebotomi maschi non suc- 
chiano sangue, tale dato suggerisce la possibilità che i virus Toscana e Arbia 
possano essere mantenuti in natura per via transovarica senza il passaggio in 
un ospite vertebrato. Simili prove indirette dell'esistenza di una trasmissio- 
ne verticale nei flebotomi sono state pubblicate per altri Phlebovirus (12). 
La dimostrazione diretta di questo fenomeno è stata ottenuta per alcuai virus 
dopo infezione sperimentale di flebotomi di laboratorio (13) e anche per i vi- 
rus Toscana e Arbia (14). 

L'ecologia dei Phlebovirus trasmessi dai flebotomi sembrerebbe quindi dif- 
ferire da quella convenzionale descritta per la maggior parte dei virus cono- 
sciuti come arbovirus, che comporta un ciclo fra vertebrato e un artropode vet- 
tore. 

Non si conosce un vertebrato serbatoio per molti Phlebovirus, inclusi i 
virus Sicilian e Naples della febbre da pappataci, benché anticorpi per questi 
due virus siano stati ritrovati in alcuni roditori. Apparentemente i flebotomi 
potrebbero infettarsi da un malato con viremia. che fungerebbe quindi da "am- 
plificatore". Non si conosce un vertebrato che possa fungere da serbatoio per 
i virus Toscana e Arbia. Anticorpi per questi due virus sono stati trovati in 
percentuali molto basse nei mammiferi selvatici o domestici saggiati. E' pos- 
sibile quindi che il principale meccanismo di mantenimento in natura di questi 
due virus come anche dei due virus della febbre da pappataci awenga tramite 
trasmissione verticale in un artropode suscettibile. La trasmissione transova- 
rica fornirebbe inoltre un meccanismo efficiente per la soprawivenza dei virus 
durante i periodi invernali in assenza di ospiti vertebrati suscettibili. Que- 
ste particolari caratteristiche ecologiche devono perciò essere tenute in con- 
siderazione per eventuali tentativi di controllo dei flebotomi che trasmettono 
virus causa di malattie nell'uomo. 

Infezione sperimentale in flebotomi allevati in laboratorio 
Gli studi sull'ecologia dei Phlebovirus suggeriscono un peculiare rapporto 

fra questi vlrus e il loro flebotomo vettore. E' sembrato perciò interessante 
studiare il comportamento dei nuovi Phlebovirus, Toscana e ~rbia, nei loro vet- 
tori. Studi di laboratorio di questo tipo sono stati in genere molto limitati 
per la difficolta di disporre di colonie di flebotomi suscettibili allevati in 
laboratorio. Disponendo quindi di una colonia di laboratorio di P.perniciosus, 
allestita per lo studio della trasmissione sperimentale di leishmania. (15). si 
è potuta studiare la suscettibilità di questa specie di flebotomi all'infezione 
di laboratorio con i virus Toscana e Arbia, per i quali detta specie funge da 
vettore naturale. Si è potuta dimostrare la moltiplicazione di ambedue i virus 
dopo inoculazione intratoracica dei flebotomi. 11 livello di moltiplicazione e 
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Introduction 

Sandflies are detrimental to human health as they are vectors of leishma- 
niasis, sandfly fever and bartonellosis. and also cause harara which is by far 
che more serious in terms of human suffering and mortality. In the absence of 
rffective vaccines and therapeutic agente. prevention of transmission by 
attscking the vectors constitutes an importane component of control of sandfly- 
borne human diseases. 

Chemical Contro1 

Insecticides have played a significant role in control of sandfly vectors 
( l ) .  Often, insecticides used to control other vectors (especially malaria 
vectors) or pests have yielded collateral benefit by way of reducing (and 
eometimes eliminating) the sanflies and leishmaniases (2-6). DDT is still the 
insecticide of choice remaining effective for 1-2 years if left indisturbed 
(7). Only Ph.papatasi in Bihar state in India has so far shown any sign of 
resistance to DDT ( 8 , 9 ) .  

ACL was eliminated from the cities of Barda and Kirovabad in Azerbaijan in 
USSR by foca1 insecticide spraying against sandfly vectors combined with 
detection and treatment of human cases (10). Through insecticide treatment 
against the adult sandfly vectors and their breeding sites (and eliminating the 
sick dog reservoirs), they also reported eradication of VL in severa1 districts 
in Azerbaijan. In Kenya in Africa, termite hills. especially those which were 
eroded, were sprayed for the control of vectors of VL. 

Indoor residua1 spraying may not have much impact on exophilic vectors of 
ZCL. However, in Turkmenia in USSR. a mixture of DDT or HCH with automobile 
exhaust fumes was used to control sandflies (and rodent reservoir) in the 
rodent burrows. Such control strategie6 were, harever. developed after detailed 
study of the epidemiology of the disease including territorial distribution of 
the parasite. the reservoirs and the vector and the landscape characteristics 
so as to identify weak links in the chain of transmigsion (4). 

CL in the New World is difficult to control by measures against the 
vectors as they have a diffuse distribution in the forests and breed in the 
organic debris of the forest floor. Outdoor application of insecticides as a 
routine measure of control will not be practical or economica1 and may adverse- 
ly affect non-target fauna. However. a pilot study in a neotropical forest in 
Panama showed that bimonthly treatment of sandfly resting sites such as tree 










