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Cari amici e Soci ASIC
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del coniglio (Thierry Gidenne, INRA, Francia); Induzione dell’ovulazione nelle coniglie fat-
trici (Alessandro Dal Bosco, Università di Perugia); Fattori che influenzano l’efficacia della 
somministrazione intravaginale di GnRH analoghi per l’induzione dell’ovulazione nella co-
niglia (Pilar Rebollar, Università Politecnica di Madrid, Spagna). Il programma scientifico 
continuerà con le comunicazioni orali nell’area di “Riproduzione e Genetica”. Durante il po-
meriggio, verranno presentati lavori nelle sessioni di “Nutrizione e Fisiologia”, “Benessere e 
Management” e “Patologia”. I poster verranno presentati durante le pause.

Il secondo giorno sarà dedicato alla Tavola Rotonda “Gestione ed impiego dei farmaci e 
dei vaccini in coniglicoltura” con i seguenti interventi programmati: Monitoraggio delle far-
macosensibilità in coniglicoltura (Luca Bano); Utilizzo del farmaco nell’allevamento cunico-
lo: problemi di farmacosorveglianza (Marcello Tordi); Utilizzo del farmaco nell’allevamento 
cunicolo: criticità ed esperienze di campo (Francesco Dorigo); Impiego dei vaccini nell’alle-
vamento del coniglio: attualità e nuove problematiche (Antonio Lavazza) e Impegno del Mi-
nistero della Salute nel settore cunicolo (Gaetana Ferri). 

Sia le relazioni ad invito che le comunicazioni scientifiche saranno immediatamente di-
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FEEd RESTRIcTION STRATEgIES, ImpLIcATIONS ON phySIOLOgy, 
gROwTh ANd hEALTh OF ThE gROwINg RAbbIT

Gidenne T.*, ForTun-LamoThe L., Combes s.

Thierry Gidenne, INRA Toulouse, UMR 1289 TANDEM; BP 52627, Castanet-Tolosan, France
Tel. +33 561285103 - Fax: +33 561285319

*Corresponding author: thierry.gidenne@toulouse.inra.fr

AbSTRAcT

This review aims to present the different effects produced by a post-weaning intake 
limitation strategy on the growing rabbit. if a lower intake level leads to a lower 
growth, in return an improved feed conversion is obtained, particularly when the 
rabbits are again fed freely since a compensatory growth occurs. This better feed 
conversion originates from a better digestion associated to a longer rate of passage, 
whereas the digestive physiology is slightly modified (morphometry of the intestinal 
mucosa, fermentation pattern, symbiote). meat quality and carcass characteristics are 
not greatly affected by restriction strategy, except a lower dressing out percentage. 
one of the main interests of limiting post-weaning intake of the rabbit is to reduce the 
mortality and morbidity rate due to digestive disorders (particularly ere syndrome). 
in conclusion, restriction strategies are used by 95% of the French rabbit breeders, 
because these improve their economic balance. however, this benefit depends of 
the national market and feed prices, and should be adapted to any specific breeding 
situation.

Key words: Feed restriction, Digestive health, Growth, Feed conversion.

INTROdUcTION

For the young mammal, the weaning and the post weaning period are particularly im-
portant for the growth performances and feed efficiency, including the resistance to di-
gestive pathologies, that are frequent either for the piglet, calve, or for the young rab-
bit between 5 and 10 weeks of age. For instance, in the rabbit, infectious digestive dis-
orders account for a high incidence during the fattening period (marlier et al., 2003). 
They may have a multi-factorial origin, with a combination of one or several pathogenic 
agents (bacteria, coccidia, etc.). moreover, the european ban on antibiotic growth pro-
moters in animal feeds has even complicated the weaning management. The situation 
of the young rabbit was most critical, since the first outbreaks in 1997 of the epizoot-
ic rabbit enteropathy (ere) led to high morbidity and mortality rate (up to 70%). al-
though, preventive medication with antibiotics (given under veterinarian prescription) 
helps to control the ere or other previous digestive disease (e.g. enteropathogenic col-
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ibacillosis “ePeC”) there is an urgent need to find alternative solutions to control the 
disease, with a reduced used of drugs. among some solutions, such the improvement 
of hygiene, the breeding in batch, improvement in the nutritional and feeding strategies 
has been proposed, for the growing rabbit, in the past ten years. 
For instance, new recommendations for fibre requirements and recent reviews were 
recently published that outlined the minimal needs of the growing rabbit for differ-
ent fibre fractions to reduce the risk of digestive troubles, either from ere or ePeC 
or on specific digestive troubles (de blas et al., 1999, Gidenne, 2003; Carabaño et 
al., 2008; Gidenne et al., 2010). 
besides, the control of the feed intake in the young rabbit was subjected to some past 
studies to analyse the effects on the carcass quality of the rabbit, or its digestive effi-
ciency. but since 2003, several authors deal with the relationship between post-wean-
ing intake level and digestive trouble incidence for the growing rabbit, including ei-
ther studies with experimental infections (either ere or ePeC), or large-scale stud-
ies in the French network of rabbit experimental units (GeC group). 
Presently, strategies of intake limitation after weaning are now largely widespread in 
French rabbit breeders (95% of the professional breeders), in parallel to the develop-
ment of new automatic feeding equipments, since positive impact have been obtained 
on resistance to digestive troubles and on feed efficiency. 
Various short-term post-weaning restriction strategies have been studied in the rabbit, 
according to the duration of the restriction period (1 to 5 weeks), or to the intensity of 
the intake limitation (90 to 40% of the voluntary intake), or to the method (quantita-
tive feed restriction, water restriction, limited time access to the feeder, etc..). Thus, 
the present review aims to summarise the results obtained during the past ten years, 
on digestive functions, health, growth and carcass characteristics, but also on feed-
ing behaviour and welfare, in the growing rabbit submitted to different intake limita-
tion strategies, without changes in feed quality.

FEEd INTAKE cONTROL: VARIOUS TEchNIqUES FOR VARIOUS AImS

before or after weaning, the young rabbit usually has a free access to the feed and wa-
ter (ad libitum, aL). Various techniques have been studied to control the feed (or wa-
ter) intake, for two main aims: the control of the carcass and meat quality (Perrier and 
ouhayoun, 1996) and the improvement of the feed efficiency to reduce the feed costs. 
Two main classes of restriction techniques are used: a quantitative intake limitation, 
and a “qualitative” restriction. For the latter, modification of nutrient intake is reached 
through a modification of the feed composition. For example, energy intake is fre-
quently reduced by using high-fibre diets for young reproducing female. but here, we 
will detail “quantitative” intake limitation without any change in the diet composition.
a “quantitative” restriction can be applied according to two methods: the time for access 
to the feeder or the quantity of feed distributed can be reduced (Feugier, 2002; szendró́ 
et al., 2000). in addition, this can be applied for different time periods (e.g. feed restric-
tion applied directly after weaning and ad libitum in the fattening period or vice-versa). 
For instance, in some periods of the production cycle, namely, during the growing period.
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First studies dealing with feed restriction observed a posteriori the level of intake, by 
limiting the access to the water (Lebas and delaveau, 1975), when rabbits are fed a 
dry feed, such pelleted feeds. since, a daily distribution of a ration is time consum-
ing when automatic feedings are not available, and because the feed consumption is 
directly correlated with the water consumption (Gidenne and Lebas, 2005), hydric 
restriction has been studied (and used by some French rabbitries) recently to evalu-
ate the impact on digestive health. For instance, the feed intake was reduced by 18% 
when the access to water was reduced to 2 hours, (boisot et al., 2004), by 22% for 
1h30min water access (Verdelhan et al., 2004) and by 23% for 1 hour access to wa-
ter (boisot et al., 2005). but, such a severe hydric restriction is questionable in terms 
of animal welfare, particularly for hot climatic conditions (Foubert et al., 2007; ben 
rayana et al., 2008), and the results obtained seems less precise compared to feed 
restriction in terms of performances and health.
another easy way to restrict the intake is a time limited access to the feeder, within a 
day, or among a week. For the latter, it is possible to reach a 80% intake by distributing 
the feed 5 days a week (no feed during the week end) (Lebas and Laplace, 1982). The 
same intake level (80% of aL) is obtained with a 8-hour access to the feeder (szendró́ 
et al., 1988; Jerome et al., 1998). but, the distribution procedure seems to give different 
effects on the digestive organs development: for example, the liver weight was higher 
in rabbits submitted to an intermittent restriction (5 days out 7) compared to those con-
tinuously restricted with a ration given daily. in addition, for the same restriction level 
(70% intake) the digestive tract development vary according to the technique used: the 
full digestive tract at 67 d of age was 12% heavier (compared to aL) when the feed was 
given 5 days a week, and 28% heavier when given daily (Lebas and Laplace, 1982). as 
reported by Jerome et al. (1998), giving the feed only during the day (8:00 to 18:00) re-
duced the feed intake by 20% (121 vs. 151 g/d for aL), while a feed access during the 
night only reduced the intake by 10% and growth by only 5% (vs. 12% for day feed-
ing). Feed conversion was improved only for the day-feeding (2.67 vs. 2.93 for aL). 
besides, since the feeding behaviour of the growing rabbit corresponds to numerous meals 
(30 to 40 per day, Prud’hon et al., 1975), it is not possible to limit the intake of the growing 
rabbit only by reducing the access to the pellets, e.g. by reducing the width of the feeder.
in fact, to reach a correct control of the post-weaning intake, the more precise tech-
niques is to give every day a defined quantity of pelleted feed, either manually (such 
as in experiments) or using automatic feeding equipments (now widespread in French 
rabbit farms). however, this quantity could be given in one time, or fractionated in 
several meals. recent studies showed that giving a ration in 2 meals or even in 13 
meals (to simulate the natural feeding behaviour) did not modify the health status, di-
gestion, growth or feed conversion (Gidenne et al., 2009b,c; martignon et al., 2009). 
Thus, the favourable effect of an intake limitation originates from the feed quantity 
itself and not from the feed distribution technique. 
Furthermore, along the fattening period various restriction programs are possible: lin-
ear or not, step by step, continuous or alternate restriction periods, etc. The restric-
tion program are thus adapted to the objectives of the farmers: health status improve-
ment, feed costs reduction, reducing the pellets intake to favour the forage consump-
tion (Yakubu et al., 2007), etc.
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ImpAcT OF A pOST-wEANINg FEEd RESTRIcTION ON gROwTh, 
FEEd cONVERSION, ORgAN dEVELOpmENT ANd cARcASS TRAITS

weight gain and feed conversion according to the intake level

obviously, an intake reduction leads to a growth reduction, during the period of intake 
restriction (Table 1). For instance, according to the results of Gidenne et al. (2009) 
obtained in 2002 on a multi-site study (6 sites and about 2000 rabbits per treatment), 
a linear reduction of the feed quantity offered to the rabbit, from weaning (35 d) and 
during three weeks, led to a proportional linear reduction of the growth: i.e. when 
the intake was reduced by 20% of aL (i.e. intake level=80% of “aL” ad libitum) the 
weight gain was proportionally reduced by 20%. however, this apparently “logic” 
proportional rule seems not to be generalised for the growing rabbit, since growth 
reduction obtained in several studies vary substantially, according to several factors, 
such the feed composition or the health status, etc. 

Table 1 – post weaning quantitative£ reduction of the feed intake and growth of the rabbit.

Intake 
level$

Restriction 
// ad libitum 

period

weight 
gain, under 
restriction 

(R), g/d

weight 
gain after 
restriction 
(AL), g/d

whole 
weight 
gain 

weight at 
the end of 

restriction, g

weight, 
end of 
trial, g

Reference

100 38.1a 2028a Lebas and 
Laplace, 

198270 r: 35-56d 25.2b 1768b

100 r: 35*-56d 49.6a 42.0a 45.8a 2175a 3059a

Perrier, 199870 aL: 28.2b 54.6b 41.6b 1729b 2877b

50 56-77d 15.3c 62.4c 39.0c 1460c 2772b

100 r: 28*-49d 42.2a 41.5a 1583a 2443a Jérome et 
al., 199880 aL: 63-70d 38.3b 37.4b 1505b 2268b

100 r: 34*-58d 47.8a 38.3a 43.7a 1907a 2519a
boisot et al., 

200380 aL: 41.3b 42.5b 41.8b 1772b 2451b

60 56-70d 32.3c 47.7c 38.7c 1573c 2337c

100 r: 32*-53d 51.4a 38.6a 46.2a 1908a 2438a Foubert et 
al., 2008a70 aL: 53-67d 36.9b 46.5b 40.3b 1585b 2218b

100 r: 42-77d 38.5a 2115a
bergaoui et 

al., 200885 34.6b 1995b

70 29.4c 1740c

100 r: 40.7a 46.1a 43.5a 1799a 2468a

Gidenne et 
al., 2009a

80 35*-54d 32.3b 51.1b 40.8b 1624b 2373bc

70 aL: 28.4c 54.6c 40.0b 1540c 2340c

60 54-70d 23.0d 58.4d 38.2c 1431d 2279d

100 r: 35*-63d 46.4a 39.9a 45.1a 2319a 2612a Gidenne et 
al., 2009b75 aL: 63-70d 38.9b 47.6b 40.6b 2112b 2454b
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Intake 
level$

Restriction 
// ad libitum 

period

weight 
gain, under 
restriction 

(R), g/d

weight 
gain after 
restriction 
(AL), g/d

whole 
weight 
gain 

weight at 
the end of 

restriction, g

weight, 
end of 
trial, g

Reference

100 r: 35*-63d 45.7a 49.2a 46.4a 2352a 2724a Gidenne et 
al., 2009c80 aL: 63-70d 37.8b 73.9b 44.8b 2100b 2650b

100 r: 28*-53d 53.4a 1349a martignon et 
al., 2010a75 40.5b 1118b

£: the limitation of intake is obtained by a daily manual distribution of a defined quantity of pellets.
$: in percent of the voluntary intake (100%= ad libitum); r= restriction period; aL = ad libitum period
*: age at weaning; a-c: significant difference between aL and r, within the same study.

as showed in the figure 1, the growth reduction is globally lower than the intake re-
duction, during the post-weaning restriction period: for a 20% intake reduction, the 
growth reduction is meanly of 15.6%. For example, at the end of the restriction pe-
riod the live-weight is reduced by 7 to 10% for restriction levels of 15 to 25% (Table 
1, boisot et al., 2003; bergaoui et al., 2008; Gidenne et al., 2009a, b). additionally, 
the impact of an intake limitation on weight gain is generally more severe at the be-
ginning of the restriction period (often just after weaning) than after (martignon et 
al., 2010a; Gidenne et al., 2009c). moreover, the growth reduction seems also high-
er for a high digestible energy concentration in the feed (duperray and Guyonvarch, 
2009; Gidenne et al., 2009c).
another interesting point is that the intra-cage variability is not affected by the re-
striction strategy (Tudela and Lebas, 2005). Thus, it shows that, in the same cage, 
heavy rabbits did not over-eat compared to lighter one (because of the feeding be-
haviour with numerous meals). This confirms that the growing rabbit adapts very 
well to intake limitation strategies (see also section following paragraph “impact of 
a post-weaning feed restriction on feeding behaviour, welfare and digestive health”).
during the restriction period, the feed conversion (FC) is generally slightly reduced 
(5 to 10%) or similar for r compared to aL rabbits (Figure 1), with a relatively large 
variations according to studies. in fact, the impact of an intake reduction on the FC 
is apparently dependant of the diet composition. For instance, for a high de concen-
tration Gidenne et al. (2009c) did not find any effect of the restriction on FC, while 
for a standard de content it was reduced by 10% (Table 2). 
after restriction, when animals are again fed ad libitum, a compensatory growth was 
always found, and the intensity of this compensatory growth is related to the intensi-
ty of the restriction (Table 1). For a 40% restriction the weight gain could 20 to 30% 
over the weight gain of control (always fed aL), and could reach very high value, 
such as almost 74 g/d (Table 3; Gidenne et al., 2009c). The remarkable ability of the 
young rabbit for a compensatory growth after a restriction period was already out-
lined almost 30 years ago (Lebas and Laplace, 1982; Ledin, 1984) and more recently 
using various restriction techniques (Table 2 and Tumova et al., 2002; matics et al., 
2008). nevertheless, even after two weeks of a free intake, the slaughter weight of 
restricted rabbits remains 5 to 10% lower than control. 
but, the most interesting point is that the intake of r rabbits remains generally low-
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er or similar to control. accordingly, the feed conversion was then highly improved 
for r animals reaching a reduction of 40% to 50% for a 30 to 40% restriction (Ta-
ble 2). This FC improvement was observed whatever the diet composition. after a 
restriction period, contrary to what was expected, no over intake was observed, that 
is at “the origin” of the better FC. Possibly, the rabbits cannot overeat, even after a 
hard restriction, because its stomacal volume cannot be enlarged quickly, and is more 
adapted to numerous meals (Gidenne and Lebas, 2006). 
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Figure 1 – Growth and feed conversion reductions according to the intake reduction, during the post-wean-
ing restriction phase of the growing rabbit.

Therefore over the whole fattening period (r+aL period), and depending of the in-
take limitation strategy chosen, the final live weight of restricted rabbits is obviously 
lower compared to control (Table 1). but after returning to a free feeding the growth 
impairment is lower than expected since a compensatory growth occur without an 
over consumption. Thus, the overall feed conversion is generally improved by 10 to 
20% after the application of a post-weaning strategy of intake restriction (Table 2). 
Consequently, when an intake limitation strategy is applied, the margin on the feed 
cost is generally improved by 2 to 10% (duperray and Guyonvarch, 2009). never-
theless, in one recent study performed on spanish rabbit breeding system (romero et 
al., 2010), a sharp impairment of the growth and feed conversion was found after a 
2 weeks restriction (35-49d, about 80% of aL), that questioned about the economic 
pertinence of such a strategy in these conditions. 

Table 2 – post weaning quantitative£ reduction of the feed intake and feed conversion 
of the rabbit.

Intake level$

Restriction 
// ad libitum 

period

Feed 
conversion (R)

Feed 
conversion 

(AL)

Feed 
conversion, 

whole period 
(R+AL)

Reference

100 r: 3.75a Lebas and 
Laplace, 198270 35-56d 4.11b

100 r: 35*-56d 3.74a

Perrier, 199870 aL: 3.66ab

50 56-77d 3.56b
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Intake level$

Restriction 
// ad libitum 

period

Feed 
conversion (R)

Feed 
conversion 

(AL)

Feed 
conversion, 

whole period 
(R+AL)

Reference

100 r: 28*-49d 2.19a 2.93a Jérome et al., 
199880 aL: 63-70d 1.96b 2.73b

100 r: 34*-58d 2.36a 4.37a 3.13a
boisot et al., 

200380 aL: 2.26ab 3.21b 2.70b

60 56-70d 2.18b 2.85c 2.57b

100 r: 32*-53d 2.19 4.04a 2.75a Foubert et al., 
2008a70 aL: 53-67d 2.17 2.89b 2.49b

100 r: 42-77d 3.93a
bergaoui et al., 

200885 3.71ab

70 3.61b

100 r: 2.49 2.93a 2.69a

Gidenne et al., 
2009a

80 35*-54d 2.49 2.43b 2.54b

70 aL: 2.43 2.32bc 2.46bc

60 54-70d 2.48 2.02c 2.38c

100 r: 35*-63d 2.99a 4.84a 3.31a Gidenne et al., 
2009b75 aL: 63-70d 2.65b 4.53b 3.04b

100 r: 35*-63d 2.83a 3.15a 2.85a Gidenne et al., 
2009c80 aL: 63-70d 2.66b 2.30b 2.55b

100 r: 28*-53d 2.19 martignon et al., 
2010a75 2.10

£: the limitation of intake is obtained by a daily manual distribution of a defined quantity of pellets.
$: in percent of the voluntary intake (100%= ad libitum); r= restriction period; aL = ad libitum period
*: age at weaning; a-c: significant difference between aL and r, within the same study.

Organ development, slaughter yield and carcass characteristics

in parallel to a post-weaning growth reduction, a restriction strategy also modifies the 
body composition. according to the general rule tissues allometry deposition (Cantier 
et al., 1969; dalle Zotte and ouhayoun, 1998), the restriction leads to changes in dif-
ferential growth for the internal organs (liver, digestive tract, etc.) and tissues (mus-
cles, fat, etc.). according to Pálsson (1955), early development tissues (bones, diges-
tive tract) should be more impaired during the restriction comparatively to late ones 
(muscles and adipose tissue). Thus, the digestive tract development (organ weight) is 
impaired during the restriction (schlolaut et al., 1978, Perrier et ouhayoun, 1996). 
in return, after a restriction period, during the compensatory growth associated to a 
free intake (aL) the growth of digestive organs is very high (Ledin, 1984). For in-
stance, at slaughter, the stomach and digestive organs (such as the liver) are propor-
tionally heavier comparatively to aL animals (Lebas and Laplace, 1982). however, 
this increased development of the digestive tract would be dependant of the restric-
tion strategy and of the weight gain (Jérome et al., 1998). Finally, the weight of the 
full digestive tract (organ + digesta) is about 10% higher (Table 3) and participates 
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significantly to the body compensatory growth. but, the increased in digesta content 
seems the major factor of increase of the full digestive tract. accordingly, the dress-
ing out (slaughter yield) is reduced by about 2 unit (Table 3), and seemed not closely 
dependant of the restriction strategy (duration or level of intake). in addition, a min-
imum length for the restriction period seems necessary, since Tumova et al. (2006) 
did not find any change in dressing percentage for a moderate restriction (70% of aL 
for 1 or 2 weeks and a re-feeding period of 2 weeks). 

Table 3 – Impact of a post weaning quantitative£ reduction of the feed intake on the 
slaughter yield and some carcass characteristics of the rabbit.

Intake level$

Restriction 
// ad libitum 

period

Full digestive 
tract weight 

(% Lw)

dressing out, 
%

p+ISµ fat 
(% Lw) Reference

100 r: 28*-49d 17.9 58.3 Jérome et al., 
199880 aL: 63-70d 18.9 56.9

100 r: 35*-60d 70.2a 1.7a bovera et al., 
200880 aL:60-81d 67.6b 1.3b

100 r: 32*-53d 57.5 2.3a Foubert et al., 
2008a70 aL: 53-67d 56.6 1.6b

100 r: 42-77d 20.1a 56.4a 1.9
bergaoui et al., 

200885 21.1ab 55.3b 1.7

70 23.4b 54.1c 1.3

100 r: 56.1a

Gidenne et al., 
2009a

80 35*-54d 54.6b

70 aL: 55.4b

60 54-70d 54.8b

100 r: 35*-63d 16.8a 56.4a 2.3a Gidenne et al., 
2009d75 aL: 63-70d 19.8b 54.5b 1.7b

£: the limitation of intake is obtained by a daily manual distribution of a defined quantity of pellets.
$: in percent of the voluntary intake (100%= ad libitum); r= restriction period; aL = ad libitum period
*: age at weaning; a-c: significant difference between aL and r, within the same study.
µ: P+is= perirenal + interscapular fat
a, b: significant difference between aL and r, within the same study.

reversely, after re-feeding freely, although the growth increase should profit more to 
tissues and organs having a late development (such fatty tissues, ouhayoun, 1998), 
at slaughter the carcass fattening level remains lower whatever the restriction strate-
gy used: the weight of perirenal and interscapular fat is about 0.5 unit (%) lower, and 
seemed related negatively to the intake level (Table 3). besides, Gondret et al. (2000) 
showed that changes in the nutritional status (through a feed restriction) regulate in-
tramuscular lipid deposition, without changing fibre-type composition. 
besides, a restriction strategy seemed not to modify other carcass characteristics or 
meat quality, such as carcass conformation, meat colour, cooking losses, meat/bone 
ratio water holding capacity, phu, fibre type, (Perrier, 1998; dalle Zotte et al., 2005; 
Tumova et al., 2006; Gidenne et al., 2009a, d). 
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ImpAcT OF A pOST-wEANINg FEEd RESTRIcTION 
ON dIgESTIVE phySIOLOgy

Impact of reduced intake on feed digestion and rate of passage.

The improvement of the feed conversion (Table 2) during the restriction and more-
over after restriction (during re-feeding freely) should be associated to an improved 
feed digestion. effectively, most of the studies reported an improvement of the fae-
cal digestibility, either during restriction (Table 4), or after restriction during re-feed-
ing freely (Table 5). 

Table 4 – Impact of a post weaning reduction of the feed intake on the nutrient digestion.
digestibility coefficient**: unit deviation from 

the control (AL= 100)

Intake level$

Restriction 
// ad libitum 

period

organic 
matter crude protein N.d.F Reference

100 r: 35*-72d 66.8a 77.9a

Ledin, 1984a50 71.0c 84.0c

60 68.2b 82.0b

100 r:about 
45d-75d

57.5a 64.6a 27.8
Ledin, 1984b

60 66.8b 74.3b 52.3

100
r:40-64d

63.7a 70.0a 19.6 Xiccato et al., 
199275 64.7b 72.5b 20.0

100 r: 45-60d 76 85 25

diaz arca et 
al., 1999

60 (digestibility 
calculated for 

the 15d period)

75 87 23

40 74 86 21

10 73 85 -0.13

100 r*35-85d 63.5a 79.8 19.1a di meo et al. 
200790 66.0b 79.9 24.5b

100 r 42-49d 39.2 68.6a Tumova et al. 
2007≈60 44.2 70.6b

100 71.9 82.1 29.9

Gidenne and 
Feugier, 2009

80 r:35*-54d 71.7 82.1 29.3

70 72.7 83.5 30.1

60 72.8 83.7 30.1

100 r: 35*-63d 64.2a 72.0 29.1a

Gidenne et al., 
2009c

80 control diet 58.1b 71.0 17.0b

100 r: 35*-63d 63.8a 73.7 32.5a

80 high de diet 68.9b 80.8 40.9b

100 r: 35*-63d 60.3a 70.1a 14.5 Gidenne et al., 
2009d75 62.7b 76.2b 17.3

$ : in percent of the voluntary intake (100%= ad libitum) ; r= restriction period.
*: age at weaning ; a-c: significant difference between aL and r, within the same study.
**: digestibility measured during the restriction period; µ: digestibility calculated at 77d, with a marker procedure.
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however, this improvement is not consistent according to the restriction intensity and 
its duration, and according to the diet composition. For instance, only 7 days after the 
application of the restriction strategy, the faecal digestibility coefficient of the organ-
ic matter (or energy) was not significantly affected, even for a 40% reduction of the 
intake level (Gidenne and Feugier, 2009). Without a delay of adaptation, diaz arca 
et al. (1999) failed to detect an effect of the intake level on digestion, even when the 
intake was reduced to 10% of the voluntary food consumption. 

Table 5 – Nutrient digestion of the growing rabbit, previously restricted.
digestibility coefficient**: unit deviation from 

the control (AL= 100)

Intake level$

[Restriction] 
// ad libitum 

period

organic 
matter

crude protein
N.d.F Reference

100 [r: 35*-72d] 65.3ab 74.4a

Ledin, 1984a50 aL: 72-99d 63.9a 73.7a

60 66.7b 77.3b

100 [r: 42-56d] 53.9 77.2 Tumova et al., 
2007≈60 aL : 56-63d 61.8 78.7

$: in percent of the voluntary intake (100%= ad libitum); r= restriction period; aL = ad libitum period
*: age at weaning; a, b: significant difference between aL and r, within the same study.
**: digestibility measured after the restriction period, when rabbits are again fed ad libitum.

during intake restriction, an improvement of the growing rabbit digestion seems 
thus to be reached only after an adaptation delay, of at least 8 to 10 days. an in-
crease in protein digestion was often observed for growing rabbits (Xiccato et al., 
1992; Gidenne and Feugier, 2009), or for adult rabbits (Lebas, 1979; Xiccato and 
Cinetto, 1988, Fodor et al., 2001). similarly, in these studies the authors found in 
restricted animals a better digestive efficiency for energy, but few improvements in 
lipid or fibre digestion. after restriction, since the feed conversion is sharply im-
proved, we expect logically a sharp increased in digestion efficiency. but, few stud-
ies deal with this point (Table 5) and results are not consistent.
besides, the impact of the restriction 
seems lower in heavier or adult rabbits: 
Ledin (1984b) find slight changes in di-
gestibility, while Gidenne (1987) did 
not find any significant changes in the 
digestion of high-fibre diets. in return, 
Lebas (1979) obtained a higher digest-
ibility for restricted pregnant females.
since the data of literature report large 
variations for the relationship between 
digestion and restriction, we can as-
sume that the chemical composition of 
the feed would play a key role. For in-
stance, a significant interaction have 
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Figure 2 – Rate of passage according to the intake lev-
el of the growing rabbit (Gidenne and Feugier, 2009).
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been outlined by Gidenne et al. (2009c), between intake level and de dietary con-
centration on the faecal digestibility (Table 4), and should be further explained.
improvement in digestion could originate in physiological changes in the intestine (en-
zymes secretion, mucosa absorption, etc.), and for instance in a longer retention time 
of digesta particles in the caeco-colic segment. a 40% reduction of the intake level led 
to a 65% increase in the retention time of particles (Figure 2). With similar intake lev-
els, a similar increase in digesta retention was observed by Ledin (1984b), while with 
more fibrous diets Gidenne et al. (1987) reported only a 25% increase. Longer reten-
tion time in restricted rabbits originated mainly from the first 24 h of marker excretion. 
however, the impact of the intake level should be more precisely measured, by main-
taining a similar delay between marker administration and caecotrophy, that is largely 
moved in restricted compared to aL rabbits (Laplace and Lebas, 1975; Gidenne and 
Lapanouse, 1997). reversely, Fioramonti and ruckebush (1974) observed no mot-
ricity response of the caecum in the rabbit fed ad libitum, probably because the cae-
cum is constantly in a repletion status. in return, when adapted to eat in one meal (and 
thus restricted), there is an increased frequency of caecal contractions before the meal 
time. moreover, hungry animals ate a high quantity of food in a short time, and this 
prolonged the motor activity of the small intestine (ruckebusch et al., 1971). There-
fore, applying a restriction strategy to rabbits probably modifies the motor activity in 
all segments of the tract, and between meals there is a period with a digestive vacuity.

Restriction and digestive physiology 

applying a reduced intake after weaning may impair the maturation of the gut, that 
evolved quickly in the young rabbit. For instance, the ileal villus height and area and 
crypt depth increased after weaning (Gallois et al., 2005), but was not affected by a 
25% reduction of the intake from 28 d (weaning) to 53 d of age (martignon et al., 
2010a). also, it is acknowledged that the digestive enzyme secretion is related to sub-
strate availability (i.e. intake level). but, under restriction, ileal maltase activity was 
not affected (martignon et al., 2010a), and further studies should be realized. 
intake restriction obviously increases the appetite, since the young rabbits eat their 
ration in 6 to 10 h instead of 24 h (see “Feeding behaviour and welfare” section). ac-
cordingly, the flow of digesta in the stomach is rather high just after the feed distri-
bution. Thus, in both stomach parts (antrum and fundus) a higher ph was found for 
restricted animals compared to control ones (Gidenne and Feugier, 2009; martignon 
et al., 2010a). This decrease in ph is probably transitory and might be related to a 
dilution of secreted gastric acidity because of the large meal eaten by restricted ani-
mals in a reduced time. 
reversely, in the caecum, lower caecal ph was observed for restricted rabbits and was 
related to higher VFa concentration (Gidenne and Feugier, 2009). however, since the 
transit of digesta is about 4 to 6 h from mouth to ileum, a high flow of digesta enter the 
caecum at 13:00 for restricted animals, thus leading to a “peak” of fermentation (Gi-
denne and bellier, 1992). in return, maertens and Peeters (1988) or Taranto et al. (2003) 
observed a higher ph and a lower VFa concentration in the caecum of young restrict-
ed rabbits, since measurements were done in the morning (9-10 h) just after meal dis-
tribution and thus before the peak of digestion in the caecum. Therefore, when the cae-
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cal sampling occurred within a similar delay from the meal (or the main intake period 
for aL rabbits), as done by martignon et al. (2010a), the intake limitation seemed not 
to greatly influence the physico-chemical parameters (ph, VFa) of the caecal biotope, 
although the redox potential was slightly reduced. besides, the fibrolytic activity of the 
caecal bacteria is not affected by the intake level (Gidenne and Feugier, 2009; marti-
gnon et al., 2010a). similarly, the intake level had no significant effect on the number 
of bacterial 16s rdna copies per gram of caecum content, and did not influence the 
bacterial community structure or diversity (martignon et al., 2010a). This lack of ef-
fect can be due to both the relatively constant composition of the material entering the 
caecum located at the end of the digestive tract and the buffering capacity of the cae-
cal content. however, the bacterial diversity and structure was approached through a 
Ce-ssCP profiles analysis that only took the major bacterial populations into account. 
more targeted analyses of Archaea or of some predominant bacteria species of the cae-
cal microbiota, such as Firmicutes or Bacteroidetes, could reveal changes that were not 
addressed by the fingerprint approach, and that may explain the higher resistance of the 
restricted rabbits to digestive troubles (see “digestive health of the growing rabbit ac-
cording to the intake level after weaning” section). 
in the same way, the immune status of restricted rabbits was shortly described through 
some blood characteristics, such as the cell profile. For instance, Tumova et al. (2007) 
reported an increased number of lymphocytes in restricted rabbits. however, the im-
mune status of the growing rabbit is still very scarcely studied. 

ImpAcT OF A pOST-wEANINg FEEd RESTRIcTION 
ON FEEdINg bEhAVIOUR, wELFARE ANd dIgESTIVE hEALTh

Feeding behaviour and welfare 

as shown in the figure 3, the rabbit adapts very quickly to a restriction strategy, with 
a very high intake just after the feed distribution, that reached 40% of the daily in-
take (within two hours) only 8 days after the application of the intake restriction, and 
decreased to 32% 10 days later (martignon et al., 2009).
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Figure 3 – Feed intake patterns at 36 d (A) and 46 d (B) of age according to the intake level: ad libitum vs. 
restricted (75% of AL) after weaning at 28 d.
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in comparison, the rabbit fed freely shows a relatively smooth intake behaviour, with 
numerous meals, characterised by a maximum of 10% of the daily intake 2 to 4 h after 
lighting out, and a minimal intake 2-4 h after lighting, that correspond probably to the 
caecotrophy period. over the day, the whole meal is totally consumed within 8 hours, 

for 10 weeks old rabbits restricted at 
85% of the aL and having one feeder 
(1F) in their cage (Figure 4, Tudela and 
Lebas, 2006), meaning that the rabbit 
starved for 14 hours a day. Contrary to 
what was expected, when the rabbit have 
two feeders (2F), the competition for 
feeding is reduced and they ate more 
slowly: the whole meal is consumed 
within 12h instead of 8h (Tudela and Le-
bas, 2006). obviously for higher restric-
tion level, the duration of the starvation 
increases, but it also depends of the vol-
untary intake level of the rabbit: for ex-

ample under a hot climate, bergaoui et al. (2008) reported that the whole meal was con-
sumed within 16 h for a 85% intake level (and within 10 h for a 70% intake level). 
as expected, restricted rabbits showed a strong feeding activity during the first 
hours following the feed supply, with an average of 4 out of 6 rabbits eating (mar-
tignon, 2010). Conversely, ad libitum rabbits had a feeding activity quite balanced 
along a the day, with two main feeding periods: at the first hour of the dark period 
(1.7 out of 6 rabbits eating) and 2 hours before the lightening period (2 out of 6 rab-
bits). although the feeder was empty, the restricted rabbits continued to visit the 
feeder until the next feed supply. The number of meals and the total duration spent 
to eat during a 24 h period were sharply lower for restricted rabbits compared to 
the aL : n=27 for 2h30min, and n=41 for 3h17min for aL. 
simultaneously the number of drinks is also reduced: n=38 vs. 47 for r and aL rab-
bits (martignon, 2010). but in fact the 
quantity of water consumed is higher for 
restricted rabbits. as reported by boi-
sot et al. (2005), the ratio feed to water 
is doubled for rabbits restricted to 65% 
of aL, passing from 1.68 to 3.46 (Fig-
ure 5). These authors also reported that 
a similar 35% reduction of the intake 
could be obtained with a one hour ac-
cess to the drinker, and then the ratio 
water/feed fell to 1.20. such a water re-
striction strategy, used for experimen-
tation, is not encouraged in field condi-
tion, since it is questionable respect to 
the welfare of the animal.
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once rabbits are fed freely again, their circadian eating and drinking activity was 
higher compared to control animals (number of meals = 48 for r vs.. 38 for aL; total 
meal duration = 4h17min vs.. 2h32min for aL; number of drinks = 40 for r vs.. 36 
for aL), and it re-adapt very quickly (within two or three days) to a “classical” feed-
ing behaviour, balanced along 24 hours (martignon, 2010).
Face to these abrupt changes in feeding behaviour, the faecal excretion pattern, in-
cluding caecotrophy is deeply modified, as shown in figure 6. For restricted rabbits, 
the faecal excretion peak occurred between 5 to 8 hours after the feed supply, thus 
about three to four hours later than the eating peak. accordingly, the caecotrophy pe-
riod is moved and is located about 8 to 10 h after the feed distribution, as already ob-
served by Fioramonti and ruckebusch (1974) on adult rabbits fed one time a day. in 
return, the ratio soft to hard faces seemed not modified (martignon, 2010).
since for restricted rabbits the competi tion to access the feeder is high during the 
first hour after the feed distribution, we expect some hostile even aggressive be-
haviour. in fact, martignon (2010) did not observe any increase of aggres siveness 
and no more lesions for r rabbits. in consequence, applying a short-term restriction 

strategy will not completely follow one 
the 5 rules of the Farm animal Wel-
fare Council (http://www.fawc.org.uk/
freedoms.htm): Freedom from hunger 
and Thirst. however, considering a 24h 
period, the rabbit expressed a transito-
ry hunger (and not thirst, except for a 
strategy limiting the access to drinker) 
and its growth is not greatly impaired 
for a moderate restriction (under 70% 
of aL). in return, a limited intake strat-
egy will support the third rule “Free-
dom from Pain, injury or disease”, 
since many studies report an improve-
ment in digestive health of the young 
rabbit (see following section). 

digestive health of the growing rabbit according 
to the intake level after weaning.

Preliminary to review this point, a brief recall about the method to estimate health 
status of a group of animals is pertinent respect to the growing rabbit digestive health. 
a common indicator to evaluate the impact of a disease in breeding is the mortality 
rate. more recently, morbidity indicator was developed for the growing rabbit to as-
sess more precisely the incidence of the clinical symptoms (Gidenne et al., 2010), 
and it could be combined with mortality to obtain the health risk index (“hri”= mor-
bidity + mortality rate). This approach allows a more precise assessment of the health 
status. Thus it means that a large number of animals are required to detect a signifi-
cant difference between two treatments in mortality. For instance, to detect a 10% de-
viation among two mortality rates (at a risk level of 5%), more than about 90 rabbits 
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ing to the intake level: ad libitum vs. restricted (75% 
of AL) after weaning at 28 d.
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are required in each group (and over 300 rabbits to detect 5% deviation). similarly, 
assessing the morbidity level, using clinical symptoms (diarrhoea, caecal impaction, 
etc.) is relatively easy. in return, when only a reduction of growth rate is detectable, 
a threshold must be defined to 
class the animal as morbid or not 
(such as the average minus 2 × 
standard deviation), and it needs 
a large set of rabbits within a 
group to define the mean and its 
range of variation. Therefore, ex-
cept for specific trials implying 
an experimental inoculation of a 
pathogen, were hereunder review 
the results from studies using a 
minimal number of rabbits to as-
sess correctly the health status 
according to the intake level.
First large-scale trials dealing with the impact of reducing the intake level on the di-
gestive health were performed in 2002, by a French network of experimental units 
(n=6, GeC group). First results were published in 2003 (French rabbit Congress), 
indicating a half lower mortality and morbidity rate, from spontaneous ere or non 
specific enteropathy, when rabbits were submitted to a 60% intake level during three 
weeks after weaning (Table 6, Gidenne et al., 2009a). in parallel, other trials were 
performed to assess if a restriction strategy would be efficient against the epizootic 
rabbit enteropathy (ere). For instance, boisot et al. (2003) reported that a 65% in-
take level (or a 1 h drinking access) reduced mortality rate, after an ere inoculation 
(Figure 7), and this was confirmed by the study of Foubert et al. (2008b). more re-
cently, martignon et al. (2010b) reported that a restriction at 80% of aL had no sig-
nificant impact for rabbits infected experimentally with an enteropathogenic E. coli 
(0128:C6), and she did not detect a favourable effect of the restriction under a sponta-
neous colibacillosis (martignon et al., 2009). Therefore, further studies are necessary 
to confirm this differential effect of the intake level for this two digestive pathology, 
and to understand the underlying physiological mechanisms implicated. 
using large scale experimental design (over 400 rabbits per group on several sites), Gi-
denne et al. (2009a) showed an almost half reduction of the mortality and morbidity for 
restricted animals (Table 6), for a minimum level of intake reduction of 20%. This effect 
was confirmed in a further study (Gidenne et al., 2009b), where no effect of distributing 
the meal in one or two times was detected on health status. martignon et al. (2009) con-
firmed that the favourable impact of the restriction originated clearly from the quantity of 
feed distributed and not from the distribution procedure. however, this favourable impact 
of a reduced intake seems to occur only during the “restriction” period, and is not pro-
longed when animal return to a free intake (Gidenne et al. 2009a; romero et al., 2010).
similar results were also obtained by reducing the intake level through a time limited ac-
cess to drinking water (boisot et al., 2004; Verdelhan et al., 2004, elmaghraby, 2011). 
since a lower intake led to growth reduction, Gidenne et al. (2009c) compared stand-
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ard to high-energy feed, for ad libitum or restricted growing rabbits, to obtain a fa-
vourable impact on health without growth impairment. unfortunately, first results in-
dicated that restricting rabbits with a high-energy feeds seemed not as efficient as a 
standard feed to “protect” against digestive troubles. szendró́ et al. (2008) reached 
similar conclusions using two rabbit lines.

Table 6 – Impact of a post weaning reduction of the feed intake on the mortality and 
morbidity from digestive troubles in the growing rabbit.

Restriction period whole period (R+AL)

Intake 
level$

Restriction 
// ad libitum 

period

mortality, 
%

morbidity, 
%

mortality, 
%

morbidity, 
% Reference

100 r:35*-54d 12.2a 12.0a 17.6a 11.9a

Gidenne et al., 
2009a

80 aL:54-70d 5.5b 11.2a 12.4b 11.2ab

70 (n=496 rab./ 
group)

5.4b 5.4b 15.0ab 6.7b

60 2.8b 6.7b 11.9b 5.6b

100 r: 35*-63d 19.9a 15.3a 21.6a 18.7a
Gidenne et al., 

2009b75
aL: 63-70d 
(n=503 rab./ 

group)
10.7b 10.2b 11.9b 14.0b

100 r: 35*-63d 30.6a 21.1
Gidenne et al., 

2009c80 (n=170 rab./ 
group) 25.3b 19.4

100 r:28*-51d 5.6 13.8
martignon et 

al., 200980 (n=160 rab./
group) 3.8 17.5

100 r:35*-49d 22.9a 33.3a 25.6a 41.4a
romero et al., 

201085
aL: 49-63d 
(n=96 rab./ 

group)
4.2b 8.1b 6.3b 12.7b

100 r:35*-84d 29.5a 12.5

szendró́ et al., 
200890 (n=40 rab./ 

group) 28.1a 0

80 4.8b 3.1

100 r:35*-63d 12.5

elmaghraby 
m. et al., 2011

87 aL: 63-77d 0

73 (n=32 rab./ 
group) 3.1

$: in percent of the voluntary intake (100%= ad libitum); r= restriction period; aL = ad libitum period
*: age at weaning; a, b: significant difference between aL and r, within the same study.
a, b: significant difference between aL and r, within the same study.

Finally, physiological mechanisms explaining such a favourable effect of reducing 
the intake level on diarrhoea incidence remained to be elicited. many metabolic pa-
rameters are modified under restriction, as reported for the rabbit by Van harten and 
Cardoso (2010). so, an interdisciplinary approach should be pertinent to explore 
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more precisely the response of the young rabbit under restriction or not, and to cor-
relate the inflammatory response, the immune status or the symbiote maturation (sta-
bility, diversity) to the intake level.

cONcLUSIONS ANd pERSpEcTIVES

since 2003, strategies for limiting the intake after weaning are largely applied in 
France by rabbit breeders. This is combined with the improvement of materials to 
control the feed distribution, and particularly automatic feeding system using a chain 
conveyor for pellets. French private feed companies are improving the strategies to 
make it easy to control, such a fixed duration of feeding during the night technique 
(Weissman et al., 2009). 
Presently, about 95% of the professional are using a restriction strategy with or with-
out an automatic feeding equipment. but, over the favourable on digestive health 
(particularly for ere syndrome), French breeder used a restriction strategy to reduce 
the feed costs, since the feed conversion of the restricted rabbit is improved. Globally, 
the margin on the feed cost is estimated to 0.30 € per weaned rabbit. in addition, it is 
possible to add a reduction of the drug consumption (estimated to about 0.10 to 0.15 
€ per rabbit in France). however, an economic balance improvement is also depend-
ant of the price of the feeds, of the national market, and particularly of the slaughter 
weight. For instance, for light slaughter weights (such in spain) the economic inter-
est of the restriction strategies may be reduced (romero et al., 2010). 
Thus, an intake limitation strategy should be suited to every breeding situation, ac-
cording to the aims of the farmers: improving health status, reducing feed costs, 
standardising performances, etc.
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Z.s., 2008. effect of restricted feeding after weaning on the productive and 
carcass traits of growing rabbits. in: Proc. 9th World rabbit Congress, Verona, 
italy, pp. 741-745. 

Ouhayoun, J., 1998. influence of the diet on rabbit meat quality, in: C. de blas, 
J. Wiseman J. (eds.), The nutrition of the rabbit. Cabi Publ., Wallingford, uK, 
pp. 177-195. 

palsson, h., 1955. Conformation and body composition. in: Progress in the physiol-
ogy of farm animals. Vol. ii. butterworth, London, p. 430. 



23

Relazioni su invito

perrier, G., 1998. influence de deux niveaux et de deux durées de restriction alimen-
taire sur l’efficacité productive du lapin et les caractéristiques bouchères de la car-
casse. in: Proc. 7èmes Journées de la recherche Cunicole, Lyon, France, pp. 179-182. 

perrier, G., ouhayoun, J., 1996. Growth and carcass traits of the rabbit a compara-
tive study of three modes of feed rationing during fattening. in: Proc. 6th World rab-
bit Congress, Toulouse, France, 3:225-232. 

prud’hon, m., Cherubin, m., Goussopoulos, J., Carles, Y., 1975. evolution au cours 
de la croissance des caractéristiques de la consommation d’aliments solides et liq-
uides du lapin domestique nourri ad libitum. ann. Zoot. 24:289-298. 

Romero, C., Cuesta, s., astillero, J.r., nicodemus, n., de blas, C., 2010. effect of 
early feed restriction on performance and health status in growing rabbits slaugh-
tered at 2 kg live-weight. World rabbit sci. 18:211-218. 

Ruckebusch, Y., Grivel, m.L., Fargeas, m.J., 1971. activité électrique de l’intestin et 
prise de nourriture conditionnelle chez le lapin. Physiol. behav. 6:359-366. 

Schlolaut, W., Lange, K., schluter, h., 1978. influence de l’intensite alimentaire 
sur les performances d’engraissement et la qualité de carcasse chez le lapereau à 
l’engrais. Zuchtungskunde 50:401-411. 
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AbSTRAcT

Ovulation induction in rabbit does: a review 

in the last 15 years the profitability of rabbit farms has increased mainly due to im-
provements in management and genetic selection, but several problems related to ani-
mal welfare have also occurred. This review recognises 66 scientific papers on rabbit 
does ovulation. in particular are reported: i) 23 papers, from 1905 to present, that have 
elucidated the ovulatory mechanisms in rabbit does; ii) 13 papers on the main Gnrh 
analogues and their function; iii) 24 papers about the main parenteral treatments for 
inducing does ovulation and their efficacy; iv) 6 papers on the main intravaginal treat-
ments for inducing ovulation in rabbit does and their efficacy. Considering the actual 
importance of innovative welfare oriented methods to induce ovulation in this species, 
strategies to optimize this physiological function are discussed.

Key words: Rabbit does, GnRH analogues, Ovulation, Reproductive performance.

INTROdUZIONE

L’uso dell’inseminazione artificiale (ia) in coniglicoltura è diventato ormai una pra-
tica di routine nella maggior parte degli allevamenti europei e ciò ha comportato l’in-
troduzione di una serie di operazioni e trattamenti volti alla massimizzazione delle 
performance e all’ottimizzazione delle risorse umane. Tra questi, come è noto, il trat-
tamento con Gnrh (Gonadotropin-releasing hormone) al momento della ia si è re-
so indispensabile al fine di indurre l’ovulazione nella coniglia fattrice, così da sup-
plire alla mancanza degli stimoli nervosi indotti dal maschio; tale trattamento richie-
de un’iniezione intramuscolare con conseguente stress per l’animale e impegno di 
tempo da parte dell’operatore. attualmente sono disponibili in commercio numerosi 
analoghi del Gnrh, di cui si parlerà in un paragrafo successivo, che presentano un 
basso peso molecolare e possono pertanto essere facilmente assorbiti per diverse vie 
(Camier et al., 1989; donnez et al., 1989).
Lo scopo della presente review è quello di fare il punto sullo stato dell’arte relativo 
alle diverse tecniche di induzione dell’ovulazione nella coniglia fattrice, dopo aver 
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brevemente richiamato alcune peculiarità fisiologiche di questa specie ed alcuni con-
cetti relativi alle sostanze ormonali oggi maggiormente utilizzate. 

cENNI STORIcI E RIchIAmI dI FISIOLOgIA 

È ormai noto da oltre un secolo che nella coniglia l’ovulazione è normalmente indot-
ta dal coito (heape, 1905). Walter heape fu un vero e proprio pioniere nello studio 
della fisiologia riproduttiva, tanto che il 27 aprile del 1890 egli riuscì a trasferire de-
gli embrioni da una coniglia ad un’altra e, nel 1905, pubblicò una prima descrizione 
di ovulazioni non spontanee nella coniglia, dando inizio ad una serie di studi di gran-
de interesse per l’ia e per le produzioni animali in generale (biggers, 1991). da al-
lora la coniglia è considerata un animale in estro più o meno permanente che rientra 
quindi nel gruppo da quelli ad ovulazione “riflessa” o “indotta” differenziandosi dai 
mammiferi ad ovulazione spontanea (hammond e marshall, 1925).
normalmente il riflesso ovulatorio si esplica attraverso 2 vie (Lindner et al., 1977): 
- la via nervosa o afferente che trasmette lo stimolo al sistema nervoso centrale; 
- la via umorale o efferente che trasferisce gli impulsi all’ovaia. 
a questo livello si distinguono almeno tre componenti distinte: 

- la ripresa del processo meiotico negli oociti;
- uno spostamento di produzione da estrogeni follicolari a progesterone con lutei-

nizzazione precoce delle cellule della granulosa;
- la rottura della parete del follicolo con deiscenza dell’oocita. 

Tutti e tre i processi sono probabilmente iniziati da un’interazione simile tra gonado-
tropine e recettori di membrana in appropriati compartimenti follicolari, ma la suc-
cessiva espressione della risposta dipende da numerosi meccanismi fisiologici.
Potrebbe essere interessante fare una rapida carrellata degli studi che hanno condot-
to a tali assunti. 
inizialmente schochet (1916) ipotizzò che il liquor follicoli contenesse degli enzimi 
proteolitici e che la rottura del follicolo dipendesse esclusivamente da questi, men-
tre robinson (1918) descrisse la secrezione di un liquor follicoli secondario in pros-
simità dell’atto ovulatorio. 
Le prime intuizioni che le interazioni tra coito e ovulazione avessero un’origine ner-
vosa furono di Guttmacher e Guttmacher (1921) e Grosser (1924) i quali osservaro-
no una forte innervazione nervosa delle cellule del follicolo e degli strati fibro-mu-
scolari delle membrane dello stesso che risultano coinvolte nel processo di deiscen-
za. solo nel 1933 bellerby ipotizzò che nel processo di ovulazione fosse coinvolto il 
lobo anteriore dell’ipofisi attraverso tre assunti: 
- la rilevazione di un aumento ematico di una sostanza stimolante l’ovulazione deri-

vante dal lobo anteriore dell’ipofisi dopo il coito;
- i risultati di uno studio sugli effetti del coito su ovaie di coniglie cui era stata rimos-

sa l’ipofisi;
- la valutazione degli effetti di un estratto di ipofisi anteriore sulle ovaie con  parti-

colare riferimento al tempo di deiscenza.
Tale autore concluse che dopo l’accoppiamento, l’adenoipofisi secerne un ormone 
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(non definito in quel momento) che attiva a livello di follicolo dei cambiamenti nel-
le secrezioni determinandone la rottura, anche se in quel momento nulla si riusciva a 
dire riguardo ai fattori nervosi che stimolavano la ghiandola stessa nella secrezione.
solo molti anni dopo si definì in maniera precisa come, sotto sollecitazione di stimoli 
nervosi, l’ipotalamo liberasse sostanze, dette fattori di rilascio (releasing factors), co-
me il Gnrh, conosciuto anche come Lhrh (Luteinizing hormone-releasing hor-
mone) o LrF (luteinizing releasing factor). nel 1971, andrew schally e roger Guil-
lemin furono i primi ad isolare, caratterizzare e sintetizzare il Gnrh, tanto da riceve-
re per questo il premio nobel. successivamente, la sostituzione di molti aminoacidi 
presenti nella struttura iniziale del Gnrh ha portato allo sviluppo di agonisti del Gn-
rh, composti caratterizzati da un’elevata affinità per i recettori, da una resistenza alla 
degradazione proteolitica e da una ridotta eliminazione renale. La sequenza di amino-
acidi del Gnrh è comune a tutti i mammiferi, mentre si differenzia negli uccelli, nei 
rettili e nei pesci e la sua secrezione è regolata da un generatore di impulsi (o oscilla-
tore di Gnrh), localizzato nell’ ipotalamo mediobasale. il Gnrh è rilasciato dai neu-
roni ipotalamici nella circolazione portale ipofisaria ed entra poi in contatto con i suoi 
recettori situati sulle cellule gonadotrope dell’ipofisi anteriore, stimolando la libera-
zione delle gonadotropine Fsh (follicolostimolante) e Lh (luteinizzante). L’Lh è re-
sponsabile dell’ovulazione, che avviene 10-12 h dopo l’accoppiamento per deiscen-
za del follicolo di Graaf. il Gnrh stimola inoltre la produzione di estradiolo, proge-
sterone, 20a di-idrossiprogesterone e prostaglandine, inducendo anche la liberazione 
di ossitocina che favorisce l’ovulazione. L’ipotalamo produce inoltre molte endorfi-
ne che non esplicano azione diretta sull’ipofisi, come i releasing factors, ma modula-
no le secrezioni ormonali in loco. Così, un elevato livello di endorfine, conseguente a 
condizioni di stress, interferisce sulla produzione di Gnrh e quindi di gonadotropine.
nell’ovario maturo i follicoli si sviluppano e regrediscono continuamente, cosicché 
il numero di quelli in fase preovulatoria è quasi sempre costante.
se la coniglia non si accoppia i follicoli ovarici mantengono secondo alcuni autori 
notevoli dimensioni (circa 1,2-1,5 mm di diametro) per 12-16 giorni, mentre secon-
do altri si mantengono per soli 7-10 giorni (shibata, 1931; hill et al., 1933; buttner 
e Wienert, 1935).
in concomitanza con il picco di Lh si verifica a livello ovarico una liberazione di pro-
staglandine che potrebbero avere un ruolo nell’indurre la rottura del follicolo in cor-
rispondenza dello stigma. a questo proposito Thebault et al. (1983) hanno descrit-
to l’azione del tessuto interstiziale del follicolo e della Prostaglandina e2 nei mecca-
nismi intra-ovarici di deiscenza dello stesso. un altro interessante risultato ottenuto 
dagli stessi autori è quello relativo all’assenza della rottura dello stigma quando il 
follicolo preovulatorio viene isolato dall’ovaia prima della scarica di gonadotropi-
ne endogene, dimostrando che il follicolo costituisce un’entità indipendente a par-
tire da un’ora post-coito. Quattro, cinque ore dopo il coito, i livelli di Lh ritornano 
sui valori basali, mentre 16-22 ore dopo si osserva un nuovo picco di Fsh che sti-
mola la formazione di una nuova popolazione di follicoli ovarici che si svilupperan-
no fino allo stadio antrale, esplicando una funzione luteotrofa fondamentale, media-
ta dall’17-β estradiolo, nei confronti dei corpi lutei, già a partire dalla quinta o sesta 
giornata dall’ovulazione. 
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oltre a questi meccanismi, nella coniglia sono stati studiati e chiariti anche casi di 
ovulazioni spontanee in femmine non accoppiate (Walton e hammond 1928; Parkes, 
1934), che hanno fatto ipotizzare l’esistenza di altri fattori di induzione dell’ovula-
zione. infatti Carlyle e Williams (1961) sono riusciti a indurre l’ovulazione in una 
piccola percentuale di femmine a seguito di stimolazioni meccaniche, mentre Viu-
dez-de-Castro et al. (2007) hanno osservato che il 32,5% di coniglie ovulava senza 
alcun tipo di trattamento ormonale. in quest’ultimo caso i risultati positivi sono da 
imputare esclusivamente alla stimolazione prodotta dalla pipetta di inseminazione. 
hammond e asdell (1927) hanno ottenuto il 3-6% di fertilità in inseminazioni sen-
za contatto con il maschio, mentre tale parametro raggiungeva il 33% quando l’inse-
minazione era accompagnata da un accoppiamento rifiutato. se invece una coniglia 
recettiva veniva inseminata artificialmente e successivamente accoppiata con un ma-
schio sterile, la fertilità raggiungeva il 90%. il basso tasso di concepimento ottenuto 
nei primi due gruppi era chiaramente associato alla mancanza di induzione dell’ovu-
lazione. sawyer e markee (1959) stimolando la vagina con una bacchetta di vetro 
hanno osservato percentuali di ovulazione del 45% in coniglie recettive e del 40% in 
coniglie non recettive. al contrario, Thielate et al. (1931) non osservarono alcun ef-
fetto significativo in relazione ad un’anestesia locale a livello di vagina sul riflesso 
copulatorio e sull’ovulazione. 
hammond e marshall (1925) in coniglie allevate in colonia, hanno riscontrato del-
le monte tra coniglie gravide, senza alcun pregiudizio per la gravidanza stessa. suc-
cessivamente, stormshak e Casida (1964) hanno osservato che un trattamento a ba-
se di Lh e di gonadotropina corionica umana (hCG, human Corionic Gonadotro-
pin) induceva l’ovulazione in coniglie gravide da 9 giorni seguita peraltro da aborto. 
Quando però l’hCG veniva iniettato prima del quarto giorno, la conseguente ovula-
zione non era accompagnata da insufficienza luteale e due generazioni di corpi lutei 
di età diverse convivevano a livello ovarico, dimostrando l’effetto diretto delle gona-
dotropine sul corpo luteo. Per giustificare l’aborto, Keyes e nalbandov (1967) han-
no ipotizzato che l’Lh stimolasse l’ovulazione dei follicoli più maturi, con arresto 
dell’azione luteotropica, successiva regressione dei corpi lutei e conseguente inter-
ruzione della gravidanza.
dopo questa carrellata, una citazione va fatta ad un interessante lavoro di un gruppo 
di ricerca svedese (dahm-Kähler et al., 2006) che ha messo a punto un metodo per 
l’osservazione in vivo ed in tempo reale dell’ovulazione della coniglia, grazie all’uti-
lizzo di una camera organi (Figura 1). L’interesse verso questo studio è legato alle 
grandi opportunità che tale metodica potrebbe offrire per lo studio dei meccanismi 
ovulatori, specie se combinata con variabili ematiche e follicolari. 
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Figura 1 – Espianto dell’ovaia (1) e posizionamento in camera organi (2) per osservazione al microscopio 
(L). Rottura del follicolo in differenti momenti (A, 0; B, 5; C, 10; D, 55; E, 65; F, 545 secondi). Il primo segno 
di rottura del follicolo è la perdita di liquor follicoli (A). Poi si verifica l’estrusione delle cellule della gran-
ulosa (B) che successivamente è accompagnata da perdita di sangue (C-F) (Dahm-Kähler et al., 2006; su 
concessione di Oxford Journals, Licenza Numero: 2604170996980).

gnRh ANALOghI: AgONISTI E ANTAgONISTI

a seconda dell’origine, gli ormoni Gnrh simili possono essere ascritti in due grup-
pi: Gnrh naturale e analoghi sintetici del Gnrh. Tra questi esiste un analogo del 
Gnrh naturale (Gonadorelina) e analoghi del Gnrh sintetico, spesso chiamati su-
peranaloghi. infatti, negli ultimi anni, la tecnologia di sintesi di polipetedi in fase so-
lida ha permesso di produrre una enorme quantità di analoghi del Gnrh (circa 2000; 
Karten and river, 1986) variabili per l’affinità dei recettori, l’assorbimento in vivo, la 
resistenza alla degradazione e le modalità di eliminazione. recentemente, nella pra-
tica clinica, sono stati introdotti gli antagonisti del Gnrh che hanno un meccanismo 
d’azione completamente differente rispetto agli agonisti (Figura 2).
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Figura 2 – Effetto degli analoghi del GnRH sulla secrezione di gonadotropine da parte dell’ipofisi 
(Hodgen, 1990, modificato). 

infatti, mentre gli agonisti del Gnrh, dopo un iniziale effetto di stimolazione ipofi-
saria inducono una desensibilizzazione delle cellule gonadotropiniche e una riduzio-
ne del numero di recettori per il Gnrh sulla membrana cellulare, gli antagonisti pro-
ducono un immediato effetto bloccando in modo competitivo i recettori del Gnrh. 
Con questo meccanismo d’azione, gli antagonisti inducono una soppressione acuta e 
rapida dell’Lh senza neanche un iniziale incremento dello stesso. La struttura prima-
ria del Gnrh dei mammiferi è riportata in Tabella 1. una caratteristica fondamenta-
le degli agonisti è la sostituzione degli L-isomeri con i d-isomeri. i più diffusi ago-
nisti sintetici del Gnrh diffusi in commercio sono: la buserelina, la Leuprorelina, 
la Goserelina e la Triptorelina e, tranne quest’ultima, sono impiegati come acetati. 
in generale sono sensibili alle peptidasi e quindi alla degradazione gastrointestinale, 
rendendo sconsigliabile la somministrazione orale (Conn e Crowley, 1991; Chrisp e 
Goa, 1990). alcuni studi hanno però dimostrato che dei frammenti di Gnrh posso-
no conservare la loro efficacia biologica ed essere assorbiti a livello intestinale (stet-
ler-stevenson et al., 1981; Griffith e mcdermott, 1984; roberts et al., 1999). altri 
autori hanno riscontrato una minore degradabilità intestinale degli analoghi rispetto 
al Gnrh naturale (berger et al., 1991), la presenza di recettori nella mucosa gastrica 
a livello di cellule epiteliali (Gama e alvarez, 2001) e di duodeno (isakenkov et al., 
1979). brussow et al. (2007) hanno ottenuto un’induzione della secrezione di Lh in 
maiali nani a seguito di una somministrazione enterale di 10 mg di d-Phe6-Lhrh. 
bassol et al. (1997), somministrando 35 mg di buserelina (suprefact) per via orale a 
bambini di età compresa tra 2 e 4 mesi, hanno notato un picco di Lh nelle urine 4-6 
ore dopo il trattamento, confermando che una significativa quota di Gnrh analogo 
somministrato per via orale sfugge alla degradazione gastrointestinale ed incremen-
ta significativamente la produzione di Lh rispetto al controllo. La somministrazio-
ne intra-nasale è relativamente inefficiente e fornisce risultati variabili, con solo un 
20% circa di analogo disponibile rispetto al trattamento intramuscolare o sottocuta-
neo (Chrisp e Goa, 1990; Gudmundsson et al., 1984). L’assorbimento vaginale è sta-
to studiato per la prima volta nei ratti osservando un 20% di biodisponibilità in com-
binazione con acidi organici (okada et al., 1982).
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TRATTAmENTI pER VIA pARENTERALE

La tecnica standard di ia in coniglicoltura prevede la somministrazione intramusco-
lare di Gnrh analoghi al fine di indurre l’ovulazione grazie al rilascio di Lh dall’ipo-
fisi (rodríguez et al., 1988; rebollar et al., 1997). La capacità dell’Lh di indurre 
l’ovulazione, specificatamente nel coniglio, fu evidenziata per la prima volta da Pin-
cus nel 1940 e poi da Parkes nel 1943. solo negli anni sessanta però, alcuni ricerca-
tori hanno iniziato ad identificare dei meccanismi ormonali orientati alla definizio-
ne di protocolli operativi per l’ia del coniglio (harper, 1961; adams, 1961; Foote et 
al., 1963). riguardo al Gnrh, inizialmente alcuni ricercatori (Foxcroft et al., 1975) 
ne hanno testato l’efficacia a diversi dosaggi (1, 5, 10 o 20 mg) somministrandolo per 
via endovenosa; gli stessi riscontarono un tasso di ovulazione significativamente più 
elevato al dosaggio 10 mg, legato anche alle ridotte concentrazioni di progesterone 
plasmatico riscontrato nelle coniglie di questo gruppo. hulot et al. (1988) hanno an-
che dimostrato l’efficacia dell’hCG nell’induzione dell’ovulazione in diversi genoti-
pi di conigli; infatti, sia il genotipo a1066 (origine Californiana) che quello a1077 
(origine nuova Zelanda) rispondevano positivamente al trattamento intramuscolare 
con 10 ui di hCG, mostrando tassi di ovulazione simili a quelli di coniglie accoppiate 
naturalmente. Gli stessi autori hanno riscontrato un effetto positivo di tale trattamen-
to anche su coniglie non recettive, che non mostravano un atteggiamento di lordosi, 
indispensabile, come noto, alla riuscita dell’accoppiamento nel caso di monta natu-
rale. Theau-Clement et al. (1990) hanno confrontato l’efficacia di due Gnrh ana-
loghi, 0,8 mg di buserelina (receptal) e 20 mg di Gonadorelina (Fertagyl) sommini-
strati per via intramuscolare immediatamente prima della ia, su coniglie recettive e 
non. nelle prime il tasso di ovulazione, è stato del 72,5 e dell’87,9% rispettivamente 
con Fertagyl e con receptal. nelle coniglie non recettive, invece, gli autori non han-
no riscontrato differenze neppure a livello di fertilità. al contrario, il numero di nati 
vivi è stato superiore nelle coniglie in lattazione trattate con Fertagyl. nel comples-
so, comunque, il numero di svezzati totali è stato pressoché identico nei due gruppi, 
a conferma dei risultati conseguiti da precedenti autori (battaglini, 1986; Lammers 
e Petersen, 1987; rodriguez e ubilla, 1988).
in generale, le azioni farmacologiche dell’hCG e dell’Lh possono considerarsi si-
mili, sebbene la farmacocinetica e la biodisponibilità di questi ormoni siano diver-
se; infatti l’emivita dell’Lh risulta inferiore rispetto a quella dell’hCG, tanto da giu-
stificare i vantaggi osservati con il trattamento Lh (simmon et al., 1988). L’azione 
dell’Lh nel follicolo è maggiormente selettiva e richiede un minor tempo per la dei-
scenza, oltre che garantire una qualità superiore di oociti e di embrioni, legata a buo-
ni livelli di secrezione di estradiolo e progesterone durante il periodo post-ovulatorio.
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rodriguez e ubilla (1988), somministrando 20 o 40 mg (via intramuscolare) di Gnrh 
analogo (Fertagyl, intervet) a coniglie recettive o non, osservarono che le dosi supe-
riori riuscivano solo parzialmente ad aumentare il tasso di ovulazione, ipotizzando 
un limite di sensibilità dell’ipofisi superiore al minimo dosaggio e che ciò potrebbe 
essere condizionato dai livelli di estrogeni presenti in circolo e quindi dal numero di 
follicoli pre-ovulatori. molina et al. (1991), hanno confrontato l’efficacia di 50 ui di 
Lh puro e 50 ui di hCG su coniglie nullipare, valutando la secrezione di 17/β-estra-
diolo e di progesterone e la qualità di oociti ed embrioni. il numero di follicoli e di 
oociti recuperati sono stati ridotti dal trattamento con Lh, anche se la percentuale di 
metafase ii e oociti degenerati erano simili con i due trattamenti. Le concentrazioni 
di estradiolo e progesterone sono risultate più elevate nel gruppo Lh e ciò potrebbe 
indicare un certo grado di iperstimolazione ovarica e giustificare il miglioramento del 
rapporto estradiolo/progesterone. al momento dell’ovulazione si verifica una serie di 
eventi endocrini che culminano con la riduzione dei livelli di estradiolo in circolo e 
l’aumento di quelli di progesterone, che sono di solito associati al tasso di ovulazio-
ne e svolgono un importante ruolo sulla qualità degli oociti e degli embrioni. infatti 
altri studi hanno evidenziato che il picco di Lh determina un rapido aumento delle 
concentrazione di progesterone, androgeni e estradiolo, che iniziano a ridursi circa 
2 ore dopo il picco stesso fino a divenire non rilevabili al momento dell’ovulazione 
(Lemaire et al., 1979; Janson et al., 1982). holmes et al. (1985) osservarono che la 
produzione di progesterone che normalmente la coniglia mette in atto al momento del 
picco dell’Lh non è indispensabile per il processo ovulatorio se non a livelli molto 
elevati. in uno studio volto a chiarire gli effetti dell’analogo Leuprolide acetato (20 
mg/kg) sull’ovulazione e sulla steroidogenesi della coniglia (Zanagnolo et al., 1996) 
è stato osservato che a dosi farmacologiche l’analogo in esame può esercitare effetti 
negativi sulla funzionalità dell’oocita sia attraverso un’azione diretta sulla stesso (sta-
to di pre-impianto e degenerazione) che una indiretta sull’ambiente intrafollicolare. 
Più recentemente mehaisen et al. (2005) hanno confrontato l’efficacia di due tratta-
menti a base di buserelin acetato (hoechst, s.a.; 2 mg, intramuscolare) e di hCG (Co-
riogan, ovejero; 75 ui, intravenoso). Quest’ultimo trattamento ha aumentato in misu-
ra significativa il tasso di ovulazione rispetto all’analogo del Gnrh (17.3 vs 13.8%). 
il numero di follicoli emorragici (5,5 vs 8,8), il tasso di recupero degli embrioni (48,7 
vs 34,8%), la percentuale di fattrici con almeno un embrione normale ( 80,4 vs 68,4) 
e il numero di embrioni normali per fattrice (7,5 vs 6,9) sono stati migliori nel grup-
po hCG. Tali risultati confermano quelli ottenuti in precedenti studi condotti da Gar-
cia-Ximenez and Vicente (1992) e Viudez de Castro et al. (1995). 
Zapletal e Pavlik (2008) hanno studiato gli effetti di differenti dosaggi di lecirelina 
(0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 e 4,0 mg/fattrice) su coniglie sia nulli-
pare che in lattazione. nelle nullipare la fertilità ha presentato un range di variabilità 
dal 10,0% (0,05 mg) a 89,5% (1,5 mg); nelle multipare il valore più basso è stato ri-
scontrato con la dose di 0,05 mg e a partire da 0,3 mg i valori sono aumentati. il mi-
nor numero di nati vivi (6,64) nelle nullipare è stato ottenuto con la dose di 0,1 mg e 
a partire da 0,3 mg è migliorato in misura significativa (8,28). nelle multipare il più 
basso numero di nati vivi si è osservato nel gruppo 0,05 mg ed il più alto (10,73) al-
la dose di 4,0 mg.
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TRATTEmENTI pER VIA INTRAVAgINALE

Come già accennato, recentemente sono stati effettuati degli studi volti a valutare 
l’efficacia di una somministrazione intravaginale, inclusa nella dose inseminante, di 
diversi Gnrh analoghi. Ciò al fine di eliminare un’iniezione alla fattrice e di ridurre 
la possibilità di errori in allevamento, dal momento che in questo caso, le dosi insemi-
nanti, complete di trattamento, sarebbero preparate dai centri di produzione del seme.
il primo studio sull’argomento è stato condotto da Quintela et al. (2004) che hanno 
sottoposto tre gruppi di coniglie (secondipare) ai seguenti trattamenti:
- Controllo 0,8 mg/capo di buserelina (receptal) per via intramuscolare;
- Gruppo 1: 8 mg/capo di buserelina (suprefact) per via intravaginale nella dose in-

seminante;
- Gruppo 2: 16 mg/capo di buserelina (suprefact) per via intravaginale nella dose in-

seminante.
La fertilità è stata influenzata dal trattamento ed in particolare solo nel gruppo 2 si so-
no raggiunti livelli simili al Controllo, mentre il dosaggio più basso ha ridotto signifi-
cativamente la fertilità (55,6 vs 82,4 e 84,6% rispettivamente per Controllo e Gruppo 
2). al contrario prolificità e mortalità non sono state influenzate dal trattamento. nei 
due gruppi sperimentali il picco di Lh ematico (36.6 e 37.8 ng/mL) è stato raggiun-
to 60 minuti dopo l’ia, mentre nelle femmine del gruppo controllo tale picco (35,1 
ng/mL) è stato rilevato 90 minuti dopo l’ia; dopo 150 minuti in tutti i gruppi i valori 
sono tornati al livello basale (da 3,4 a 4,9 ng/mL) osservato prima della somministra-
zione di buserelina. Gli stessi autori in una prova di campo, pur non avendo osserva-
to differenze significative in termini di fertilità, hanno confermato quanto riscontra-
to in precedenza circa la correlazione positiva tra performance riproduttive e dose di 
buserelina utilizzata. operando in tal modo, sono riusciti a dimostrare la possibilità 
di un uso di Gnrh analoghi per via intravaginale purché a dosaggi almeno 15 volte 
superiori a quelli utilizzati nei trattamenti intramuscolari. 
il dato più interessante emerso dalla sperimentazione è quello relativo al picco 
dell’Lh che nei gruppi sperimentali è stato raggiunto più rapidamente, ad indicare 
una probabile maggiore velocità di assorbimento dell’ormone attraverso la via muco-
sale. Tale situazione potrebbe anche essere legata al fatto che gli alti livelli di estroge-
ni presenti durante l’estro, aumentano la vascolarizzazione del tratto genitale incre-
mentando la permeabilità dei capillari (hafez, 1993) e facilitando così l’assorbimento 
di varie sostanze attraverso le mucose. il fatto che non sia stata riscontrata una mag-
giore efficacia è probabilmente da collegarsi ad una frazione dell’ormone che viene 
dispersa e/o non assorbita. Potrebbero aver influenzato la risposta anche altri fattori 
legati per esempio ad alcuni costituenti del plasma seminale, come le prostaglandine, 
o a particolari situazioni dell’apparato riproduttore che possono modulare l’assorbi-
mento dell’ormone e che saranno oggetto della relazione seguente in questo Conve-
gno. Gli stessi autori in successive sperimentazioni (Quintela et al., 2008; 2009), sia 
in stabulario che in campo, hanno confrontato l’efficacia di un trattamento intramu-
scolare con 20 µg/coniglia di gonadorelina (inducel Gnrh: 20 µg/ml) e di una som-
ministrazione intravaginale di 25 µg di [des-Gly10, d-ala6]–Lhrh etilamide (L-
4513, sigma, st. Louis, mo, usa). Tale analogo avrebbe una potenza inferiore alla 
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buserelina (0,7 volte) ma sarebbe 14 volte più potente della Gonadorelina (Conn e 
Crowley, 1991). i risultati relativi alla fertilità hanno confermato queste asserzioni, 
specialmente nella prova di campo, ove il trattamento intravaginale ha permesso di 
ottenere livelli significativamente superiori (91,1 vs 85,6%; P<0,05). un altro aspet-
to interessante è il mantenimento dell’efficacia anche dopo trattamenti ripetuti. infi-
ne, circa la tempistica di aggiunta dell’analogo alla dose inseminante, si è osserva-
ta una stabilità di azione fino a 24 ore prima della ia; invece, aggiungendo l’ormone 
32 ore prima, la fertilità si è ridotta in maniera significativa. Quindi, anche i risulta-
ti di tali studi hanno dimostrato che l’agonista Gnrh [des-Gly10, d-ala6] - Lhrh 
etilamide, veicolato in dose seminale, può essere utilizzato con successo per indurre 
l’ovulazione in coniglie nullipare o pluripare in lattazione. 
in un altro studio, ondruška et al. (2008) hanno verificato l’efficacia di un trattamen-
to intravaginale del superanalogo Gnrh-Lecilerum (supergestran) a diversi dosag-
gi: 2,5, 5, 7,5 e 15 mg/dose, confrontata con quella di un trattamento intramuscolare 
(2,5 mg/coniglia). il più basso valore del tasso di fertilità (42,99%) è stato ottenuto 
nel gruppo s2,5 ed il più elevato in quello s7,5 (72,09%), superiore del 9,35% rispet-
to al controllo. il numero medio di nati vivi e la mortalità non hanno mostrato diffe-
renze significative tra i gruppi. 
Viudez-de-Castro et al. (2007) hanno proseguito in questa serie di studi, aggiungen-
do alla dose inseminante due analoghi del Gnrh, la buserelina e la Triptorelina. 
in questo caso i gruppi a confronto erano: 
- Controllo negativo (femmine inseminate 0.5 mL di seme diluito senza aggiunta di 

analoghi);
- Controllo positivo (femmine inseminate 0.5 mL di seme diluito senza aggiunta 

di analoghi e trattate con 1 mg di buserelina acetato (suprefact, hoechst marion 
roussel, s.a., madrid, spain) per via intramuscolare;

- Gruppo buserelina 4 (femmine inseminate 0.5 mL di seme diluito con aggiunta di 
4 mg/mL di buserelina);

- Gruppo buserelina10 (femmine inseminate 0.5 mL di seme diluito con aggiunta di 
10 mg/mL di buserelina, spanish patent registered number es2190723b1).

- Gruppo Triptorelina 4 (femmine inseminate 0.5 mL di seme diluito con aggiunta 
di 4 mg/mL di Triptorelina, decapeptyl, ipsen-Pharma, barcellona, spagna);

- Gruppo Triptorelina 10 (femmine inseminate 0.5 mL di seme diluito con aggiunta 
di 10 mg/mL di Triptorelina, decapeptyl, ipsen-Pharma, barcellona, spagna).

solo le coniglie del gruppo buserelina 10 hanno raggiunto percentuali di ovulazione 
simili a quelle del Controllo positivo (88,9 vs 97,8%), mentre in tutti gli altri gruppi 
i livelli di questo parametro sono stati significativamente più bassi. 
Per ciò che concerne la fertilità, l’aggiunta dei due analoghi ai più alti dosaggi ha 
permesso di eguagliare i risultati ottenuti nel gruppo Controllo (79,5 vs 79,5 e 74,4, 
rispettivamente per Controllo, buseleina10 e Triptorelina10).
in un altro studio, i medesimi autori (Vicente et al., 2007), utilizzando tre diversi geno-
tipi e diverse condizioni di allevamento, hanno riscontrato una minor efficacia del tratta-
mento intravaginale con buserelina (10 mg/mL dose) in termini di fertilità e di percentua-
li di parti (+ 7,1% e +7,4% rispettivamente nel gruppo Controllo; P<0,05), anche se poi 
i gruppi non hanno mostrato differenze a livello di numerosità della nidiata e mortalità.
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cONcLUSIONI

in sintesi, da questa ricerca bibliografica si può dedurre che l’efficacia della sommi-
nistrazione di Gnrh analoghi per via intravaginale può considerarsi soddisfacente 
solo utilizzando dosaggi molto superiori rispetto a quelli utilizzati nel trattamento in-
tramuscolare. Ciò dipende evidentemente dalla ridotta capacità di assorbimento degli 
analoghi da parte della mucosa vaginale (circa il 20% del totale; okada et al., 1982). 
Come verrà approfondito nella relazione successiva, è evidente che l’assorbimento 
del Gnrh a livello vaginale è probabilmente influenzato in diversa misura dallo sta-
to delle mucose e dalle già citate secrezioni legate alle condizioni di recettività, dalla 
presenza di acidi organici nel mestruo diluitore, dalla concentrazione spermatica (gli 
spermatozoi presentano una grande capacità di incorporare molecole estranee come 
frammenti di dna), dalla presenza del plasma seminale e da eventuali stati infiam-
matori. in questo scenario, a fronte degli indubbi vantaggi in termini di benessere 
animale e di organizzazione del lavoro in allevamento, l’individuazione dell’analogo 
più efficace che possa essere utilizzato a dosaggi economicamente sostenibili rappre-
senta una delle sfide più importanti della coniglicoltura attuale.
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AbSTRAcT

The vagina, unlike other mucoses, is very dynamic with respect to its histology and 
physiology. This leads to the existence of a long list of factors included in the vaginal 
environment that affect substances absorption deposited there. recently, it has been 
obtained normal ovulation rates in rabbit does inseminated which were induced with 
an intravaginal dose of Gnrh analogue. This text provides a review with information 
about the structure, tissues, secretions, contractions, and innervations of vagina of 
rabbit which can affect their absorption profile. 

Key words: GnRH, Absorption, Vagina, Rabbit.

INTROdUcTION
 
rabbit is an animal model useful for studying sperm distribution and function in the 
female. it is known the site of semen deposition with natural mating or artificial in-
semination, the seminal characteristics, the anatomy of the rabbit doe genital tract 
and the environment of the lumen. The most important interest in reproductive rab-
bit does has been limited to ovary, oviducts and uterine horns. The vagina has been 
only considered to be a part of the birth canal. however, the vagina is self-evidently 
involved in the sexual function. The new possibilities to include analogues of Gnrh 
in the seminal doses are opening new pathways to study the absorption capacity of 
this reproductive channel.
 

gROSS ANATOmy ANd VAgINAL bARRIER

The reproductive tract of the rabbit doe is bipartite from the ovary to the vagina. The 
vagina of new Zealand does is about 14-19 cm long. The urethral orifice opens in-
to the vagina about 6 cm proximal from the introitus (Wingerd, 1984). immediate-



42

Atti delle Giornate di Coniglicoltura AsIC 2011 – 8-9 aprile 2011 – Forlì – Italia

ly proximal to this orifice there is a translucent crescent-shaped tissue that forms a 
“valve-like” structure named the urethrovaginal sphincter (noyes et al., 1958)
The distal and proximal sections of vagina are named uretrovagina and cervicovagi-
na, respectively. each nongravid uterine horn is 13 to 14 cm long, and the complete 
oviduct (ampulla plus isthmus) is of similar length. The bipartite arrangement in rab-
bits prevents embryos from migrating from one uterus to the other, as can occur in 
species with a bicornuate uterus. 
To decide whether the vaginal route is indeed an ideal way to deliver hormones (as 
Gnrh analogues) into the rabbit body, it is necessary to know the physical and hu-
moral barrier in which that peptide is located when is added in a seminal dose. Thus, 
it is important to know the vaginal histology composed of four distinct layers: epi-
thelium, lamina propria, muscle and connective tissue (Figure 1). 
The urovagina has a plane pluris-
tratified epithelium and the thick-
ness of the wall is high. by con-
trast, the cervicovagina posses a 
monostratified columnar epitheli-
um with ciliated and nonciliated 
cells dense with microvilli (bar-
berini et al., 1991). although it is 
usually considered to be a muco-
sa surface, it has no goblet cells 
with direct release of mucin. The 
inner vaginal lining does not 
form proper glands, but covered 
parietal infolding (barberini et 
al., 1991). Post-coitally, the mi-
crovillous increase in the release 
of mucous containing secretory 
droplets that appear to contact 
both bundles of cilia and sperm 
heads, distributing these secretions over the sperm surface. 
The site of semen deposition in natural mating is related with the semen composi-
tion, biochemical constituents of seminal plasma and their direct effects on the female 
tract. moreover, it defines the anatomical barriers that spermatozoa will encounter 
during transit to the oviducts. The rabbit male penis deposits semen in the urovagina, 
far from cervices, and the female tract then transports semen proximally to these ini-
tial barriers. These observations suggest that in natural mating only 5% of semen de-
posited in the urovagina is transported beyond the urovaginal valve (overstreet and 
Cooper 1978). instead, the insemination catheter deeply deposits diluted semen in 
the cervicovagina next to the bipartite cervix. 
The rabbit vagina is a favourable environment for prolonged sperm survival. soon 
after mating or insemination, sperm capable of fertilization are transported beyond 
the cervices leaving the seminal plasma behind (drobniz and overstreet, 1992). The 
vagina, cervix and uterus each maintain a population of progressively motile sper-

      
Figure 1 – Light microscope images of hematoxylin and eosin 
stained sections (x10) of the cervicovagina of rabbits. e: epi-
thelium, lp: lamima propria, c: capilar, m: muscle. (Adapted 
from Dhondt et al., 2005) 



43

Relazioni su invito

matozoa for at least 16 h after mating (Cooper et al., 1979), by which time ovulation 
occur and 98% of oocytes are fertilized. What happens to the rest of substances de-
posited in vagina?

VAgINAL AbSORpTION

semen is a mixture of secretions susceptible of absorption and vaginal epithelium 
could be similar to intestinal epithelium in relation to their cells absorption capacity 
but it is not totally, due to some characteristics as morphology of epithelium, type of 
flora, immune response and ph. before 1918, the vagina was considered to be an organ 
that was incapable of absorbing drugs. Then, match (1918) reported the absorption of 
morphine, atropine, and potassium ion following vaginal administration. nowadays, 
it is known that the vagina has a great potential for systemic delivery because of its 
large surface area, rich blood supply and permeability to a wide range of compounds, 
including peptides and proteins like Gnrh analogues (benziger and edelson, 1983). 
The substances included in an intravaginal dose can be absorbed: i) transcellularly via 
concentration dependent diffusion through cells, ii) paracellularly mediated by tight 
junctions and iii) vesicularly or receptor mediated transport (richardson and illum, 
1992). absorption of substances occurs in two main steps: substance dissolution in 
vaginal lumen and membrane penetration. 
any biological or formulation factor that affects these above steps could potentially 
change the absorption profile. a long list of factors exists in relation to:
• Epithelium thickness. normally, the monostratified columnar and thin epithelium 

located in cervicovagina is more absorbent. Thus, as more deeply be deposited the 
seminal dose, the absorption rate must be better. 

• Volume, composition, ph and viscosity of vaginal mucus. The volume, viscos-
ity and ph of vaginal fluid have a considerable influence on vaginal drug absorp-
tion. in the case of estrous rabbit doe, mucus is present in scant amounts (blandau, 
1973). Low volume favors absorption of highly water-soluble peptides moreover, 
it could be avoided dislodging of the Gnrh analogue from the vaginal cavity.

 The rabbit vagina has a mild ph (7-8) through its entire length. Vaginal mucus ph can 
modify the degree of ionization of weak electrolytes included in a seminal dose or 
from vaginal drug delivery systems, affecting their absorption (hwang et al., 1977). 
okada et al. (1983) suggest that the acidifying and chelating abilities of the acids may 
result in a potent enhancement of the vaginal absorption of the analogue leuprolide 
in rats. There was an increased absorption of the analogue by lowering the ph of the 
solution and increased more by adding citric, succinic, tartaric, and malonic acids.

• Vaginal flora. unlike other animal species which are known to support an impor-
tant genital tract mucosal microflora, few bacteria have been isolated from rabbit 
genital tract mucosal surfaces. The predominant constituents of the rabbit vaginal 
and cervical microflora are coagulase-negative staphylococci, micrococci, and non-
fermentative bacilli (mainly pseudomonas). another notable characteristic in rab-
bit vaginal flora includes the almost complete absence of lactobacilli may be due 
to its neutral ph values (Jacques et al., 1986). rabbits do not have cyclic reproduc-
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tive stages. Therefore, it is suspect that the vaginal environment in precoital rabbits 
is comparable to that during diestrus or anestrus in mice, rats, hamsters, and dogs 
(noguchi et al., 2003) and nothing is known about interactions of the normal non 
pathogen flora with Gnrh analogues.

• Vaginal vascularization. The second layer under epithelium is the lamina propria, 
or tunica, made of collagen and elastin, which contains a rich supply of vascular 
and lymphatic channels mainly in the urovagina (oh et al., 2003). secretions from 
the vaginal wall are transudate in nature and are produced by the engorgement of 
the vascular plexus that encompasses the vagina. Vaginal secretions help to protect 
the vagina against of infections. 

because the extensive vascular connections between the vagina and uterus, a first uter-
ine pass effect has been hypothesized when hormones are administered vaginally (de 
Ziegler et al., 1997). in turn, the rabbit ovary has a dual blood supply: ovarian and uter-
ine arteries. The ovarian bifurcation of the uterine artery creates utero-branch, which 
supplies the tip of the uterine horns, the oviduct and also forms anastomosis with a pri-
mary branch of the ovarian artery. any disturbance in this communication, like a bilat-
eral uterine ligation, causes significant hypo ovulation by increasing follicular atresia 
and impairs hormonal balance (razi et al., 2010). Thus, there is a link between vagina-
uterus and ovary by this important vascular junction that could be involved in the sys-
temic absorption of Gnrh analogues or other substances with direct action in the ovary. 
Quintela et al. (2004) observed a serum Lh peak after intravaginal administration of 
buserelin, showing a pituitary response to Gnrh absorbed from muscular tissue or 
from vaginal mucosa, respectively. These results have been confirmed in recent ex-
periments (Figure 2; groups mb and Vb; rebollar P.G, data unpublished).

Figure 2 – Plasma LH concentrations of does (mean ± s.e.m; ng/ml) before (0) and after (60’) treatments. 
MB: i.m. injection of 1 µg buserelin per doe; VB: buserelin added to extender (10 µg/0.5 ml per doe); Rs: us-
ing a pool of undiluted semen obtained from 8 males (0.5 ml/doe) and i.m. saline; s: inseminated using 0.5 
ml of saline and i.m. saline; A: received lumbar anaesthesia and only the empty glass catheter was introduced 
in the vagina and i.m. saline (a, b, c: P < 0.05).
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in addition, some experiments conducted in other ovulation-induced species by de-
positing only homologous undiluted semen into the reproductive tract, produced ovu-
latory responses in a relevant percentage of females (87.5% in camels; Chen et al., 
1985; Xu et al., 1985; Pan et al., 1992), suggesting the presence of some factors in 
the semen that contributes to this response. no mention is made regarding uterine 
manipulations in previous studies in these species and it is unclear if semen was de-
posited in the vagina, the cervix, or the uterus. The results of recent studies in llamas 
and alpacas provide support for the hypothesis that a chemical substance in the se-
men which is intramuscularly injected, is responsible, in whole or in part, for induc-
ing ovulation (adams, 2005). in pigs, boar seminal plasma deposited near to uterus-
tubal junction of the uterine horn in gilts advanced ovulation in the ovary ipsilateral 
to the side of deposition but no effect was found when it was deposited in the middle 
of the uterine horn between two ligatures (Wabersky et al., 1999). no information 
about pituitary response was reported.
We have tested the pituitary response to the sole deposition of undiluted semen in the 
vagina of rabbit does. our observations show a significant increase of serum Lh (Fig-
ure 2) compared to groups inseminated only with saline (group s) or anesthetized rab-
bit does (group a; rebollar P.G., data unpublished). Consequently, the possible ex-
istence in rabbit semen of some kind of molecule that can be absorbed, transported 
by the bloodstream to pituitary and leading to this increase in serum Lh can be sug-
gested. Paolicchi et al. (1999) suggested that some factor(s) in the seminal plasma of 
alpacas could contribute to some extent to the secretion of Lh and, consequently to 
the induction of ovulation in receptive females of this species. recently, ratto et al. 
(2010) have concluded that ovulation-inducing factor (oiF) in llama seminal plasma 
is a protein molecule that is resistant to heat and enzymatic digestion with proteinase 
K, and has a molecular mass of approximately equal or higher than 30 kda. moreover, 
the ovulation-inducing factor has been detected in seminal plasma of species that are 
not classified as induced ovulators. nevertheless, the ovulation rate is always signifi-
cantly lower on the intrauterine infusion of seminal plasma than on the i.m. injection.

Immune response

semen is a mixture of secretions from testes, epididymus and accessory glands and 
can modulate a variety of immunological functions. since the seminal dose plus the 
Gnrh analogue both are carrying proteins that are foreign to the female, successful 
fertilization depends on a balance between tolerance to paternal alloantigens and im-
mune reactivity against foreign pathogens. Protective immunity is provided by both 
the cellular and humoral systems. The vaginal mucosa is the most common site of 
initiation of virus infections. Pandya and Cohen (1998) suggest that leukocytes from 
these channels are released within 15 min as a response to cervical deposition of sper-
matozoa. drobniz and overstreet (1992) suggest that this physiological inflammato-
ry response occurs in response to insemination, and phagocytosis of spermatozoa by 
leukocytes takes place. Cohen and Tyler (1980) suggested that the cervical leucocy-
tosis removes excess spermatozoa from the female tract and prevents cervical passage 
after the fertilizing spermatozoa have entered, so that the female does not become 
sensitized to spermatozoa. since most spermatozoa remaining in the female tract are 
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destroyed by leucocytes, this leucocytosis could be functionally compared with the 
copulatory plug of rodents, being a device to prevent other males mating successful-
ly with the same female (see review by Parker, 1970).
rozeboom (1998, 1999) suggested that several factors may contribute to the recruit-
ment of leucocytes in cell layers underneath the epithelium of pigs. They found that 
extender alone could elicit an early response, but spermatozoa triggered additional 
recruitment at 12 h after insemination. in contrast, engelhardt et al. (1997) reported 
that seminal plasma, and not spermatozoa, triggered the influx of leucocytes into the 
stroma and epithelium of the endometrium of sows. 
information on immune cells in the female rabbit reproductive tract is very limited. 
in addition, compared with rodents, an obstacle to getting such information is that 
very few reagents are available for the characterization of immune cells in rabbits. 
an early study showed that T cells, together with a few iga plasma cells and macro-
phages, are present in the endometrium. secretions of the reproductive tract of rab-
bits are known to possess gamma globulins contributed by local secretion as well as 
from serum (berhman et al., 1970). The two types of immunoglobulins detected in 
vagina are igG, similar to that serum, and secretory iga (Gómez et al., 2010). Gu et 
al. (2005) provided an analysis of basic immune cell distribution (lymphocites and 
mhC-ii+) in the female rabbit reproductive tract both before and after ovulation us-
ing an intravenous injection of 150 iu of hCG (human Chorionic Gonadotrophin). 
after ovulation, lymphocytes Cd45+ increase in the vaginal muscularis mucosa and 
beneath of epithelium compared with non ovulated does. T cells were the dominant 
lymphocyte in the female reproductive tract, with only a few b cells being present in 
the tract. These dominant T cells are, like other species, important in local immunity 
against infection and in balancing Th1 and Th2 immune responses, and thus the tol-
erance and rejection of the conceptus (roit, 1997). in rabbits, apart from in the uter-
us, i.m. induction of ovulation did not affect T-cell numbers in other regions of the 
reproductive tract and had no effect on uncommitted b cells and iga+ cell distribu-
tion. nevertheless, anything is known about T and similar cell proliferations after a 
seminal dose deposition with an analogue of Gnrh. 
on the other hand, the inflammatory reaction initiated by irritating compounds or in-
correct practices of artificial insemination may promote pathogens transmission by 
eroding the protective mucosal epithelial layers and release of proinflammatory cy-
tokines capable of recruiting neutrophils, lymphocytes and monocytes (Trifonova et 
al., 2007). The interleukin (iL)-1, iL-6 and iL-8 are expressed constitutively at low 
levels by cervicovaginal epithelial cells in rabbits and are significantly induced by 
proinflammatory stimuli and common sexually transmitted pathogens (Fichorova et 
al., 2004). Thus, one cause of hypo-fertility depends on the sanitary condition of 
does. Genital tract inflammation and/or infection are one of the major causes of in-
fertility (Gram et al., 2002) and often determined by incorrect practices of artificial 
insemination (ai). it has been demonstrated that uterine infection negatively affects 
fertility (Facchin et al., 1999) and prolongs the life span of corpora lutea (boiti et 
al., 1999) due to uterine leukocytes infiltration, reduced prostaglandins synthesis and 
increased spermatozoa reabsorption. Castellini et al., (2005) showed that a system-
ic inflammation in rabbit does induced by inoculation of intra-peritoneal 100 µg Li-
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popolysaccarides (LPs, constituents of the Gram-negative germ wall)/kg live weight, 
reduces the number of spermatozoa capable to achieve the oviduct probably by acti-
vating and increasing leucocytes number and spermatozoa reabsorption. 

muscular contractions

The third vaginal layer has smooth muscle fibres running in both circular and longi-
tudinal directions. significantly lower muscle content is observed in the urovagina 
(oh et al., 2003). The presence of moribund, dead or disrupted spermatozoa in the 
oviducts within minutes of mating is attributed to muscular contractility of the female 
tract and attendant changes in intraluminal pressures (overstreet and Cooper, 1978a). 
steroid hormones regulate vaginal smooth muscle contractility in rabbit does (Kim 
et al., 2004). ovariectomized animals exhibit significant atrophy of the vaginal mus-
cularis and decreased epithelial height, resulting in thinning of the vaginal wall. es-
tradiol infusion increased epithelial height, comparable to that of intact animals, but 
only partially restored the muscularis layer. in contrast, testosterone infusion com-
pletely restored the muscularis layer, but only partially restored the epithelial height. 
The estradiol may be an important regulator of vaginal contractility and consequent-
ly of maintenance of seminal dose components in the adequate site to be absorbed. 

Vagina innervations

The vagina is a richly innervated tissue. normal vagino-cervical stimulation induces 
neuroendocrine and behavioral changes including the release of several neurotrans-
mitters and signalling molecules as norepinephrine and nitric oxide. in all regions of 
vagina, a large contraction can be elicited by epinephrine or norepinephrine, so con-
tractile function is mainly under the sympathetic control rather than cholinergic one 
(oh et al., 2003). The effects of endogenous sex hormone levels (estradiol, proges-
terone) certainly change the receptor density or the receptor affinity to neurotrans-
mitters and will define the response to mating. 
The neural pathways via which sensory stimuli associated with mating reach and ac-
tivate forebrain Gnrh neurons in the rabbit female are still poorly understood. Gnrh 
neurons lack oestrogen as well as progesterone receptors, implying that these ster-
oid hormones act on Gnrh neurones via norepinephrine, neuropeptide Y and opioid 
peptides (bakker and baum, 2000). about that, such ovulations have been demon-
strated in receptive rabbit does inseminated with diluted semen, but without adding 
a Gnrh synthetic analogue to seminal dose or using i.m injections (32.5%; Viudes 
de Castro et al., 2007). it was hypothesized that these ovulatory responses generated 
by the catheter intromission (genital-somato-sensory stimuli) could provoke a pre-
ovulatory Lh release, but nothing is known regarding this. in our studies (Table 1), 
when we avoided vaginal stimulation with anaesthesia, rabbit does did not ovulate 
and Lh concentrations were similar 0 and 60 min after induction of ovulation, and 
also similar to the group where only the saline was introduced. nevertheless, in the 
saline group, some nervous stimuli (handling, catheter introduction, saline i.m. injec-
tion) could be enough to induce ovulation in 50% of does demonstrating that neural 
stimulus is very important in receptive rabbit does (rebollar P.G., data unpublished). 
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Table 1 – Ovulatory response and pregnancy rate from does inseminated with an i.m. in-
jection of 1 µg buserelin per doe (mb); with buserelin added to extender (Vb; 10 µg/0.5 
ml per doe); using a pool of undiluted semen and i.m. saline (RS); using 0.5 ml of saline 
and i.m. saline (S); received lumbar anaesthesia and only the empty glass catheter was 
introduced in the vagina and i.m. saline (A). (a, b, c: p < 0.05).

GrouP ovulation rate (%) Pregnancy rate (%) Corpora lutea no. embryos no.

mb
Vb
rs
s
a

100 a
100 a
62.5 b
50 b
0 c

70 a
100 a
50 b
0 c
0 c

11.0 ±0.98 a
11.8 ±0.70 a
12.2 ±0.73 a
13.5 ±1.55 a

0 b

10.4±1.29 a
12.0±0.68 a
13.3±0.75 a

0 b
0 b

Sexual receptivity and hormone profile

The vagina is a target tissue for estrogens, progestins, and androgens. steroidal com-
pounds possessing estrogenic and androgenic properties modulate vaginal function 
by multiple mechanisms. estrogen plays an important role in regulating vaginal vas-
cularity through activation of endothelial nitric oxide synthase (berman et al., 1998). 
histologically, loose connective tissue and extensive fat cells replace smooth mus-
cle fibers in the clitoral cavernosum after surgical ovariectomy in rabbits reducing 
the blood vaginal flow (Ganesan et al., 2009). Therefore, more sexual receptivity 
greater the degree of vascularization of the mucosa increase their absorptive capac-
ity. Traish et al. (2004) strongly support the presence of a nuclear protein that binds 
Δ5-androstene-3β, 17β-diol distinct from that of the estrogen and androgen receptors. 
although the significance of these observations remains to be determined, it has been 
suggested that this steroid stimulates myelopoiesis, increases the number of circulat-
ing neutrophils and platelets and enhances resistance to infection. since the vagina is 
an open canal which serves as a sexual and a reproductive organ, it is speculated that 
this steroid may play a role in vaginal host defence mechanisms.
hormones resulting from ovarian follicular growth and corpus luteum formation and 
regression are associated with histological and histochemical changes in the vagi-
na that are accompanied by alterations in its passive electrical properties. signifi-
cant changes in vaginal impedance in cyclic females have been described (reviewed 
in rezàc, 2008). in general it is well documented that vaginal electrical resistance 
(Ver) reaches a minimum value during the follicular phase and a maximum during 
the luteal phase on sows (rezàc and olic, 1988; Ko et al., 1989). interestingly, there 
are obvious relationships between Ver fluctuations and changes in plasma concen-
trations of circulating hormones. The monitoring of Ver changes can provide a more 
reliable indication of the preovulatory Lh surge than detection of estrus in species as 
sows, mares, etc (rezàc, 2008), but in rabbits little is known about these fluctuations 
and their influence in the mucose absorption properties.

physicochemical properties of the gnRh analogue

hussain and ahsan, (2005) consider that the degree of ionization, solubility in wa-
ter, and molecular weight of drugs are the most important physicochemical proper-



49

Relazioni su invito

ties affecting vaginal absorption. it is generally accepted that low molecular weight 
lipophilic substances are likely to be absorbed more than large molecular weight li-
pophilic or hydrophilic drugs. Generally, hydrophilic compounds prefer the para-
cellular route, with its molecular size being inversely related to its absorption rate. 
Whereas, lipophilic compounds prefer the transcellular route, most commonly by 
passive diffusion through the epithelium down the concentration gradient. The in-
travaginal devices impregnated with progesterone or synthetic progestagen such as 
fluorogestone acetate (FGa) or medroxyprogesterone acetate (maP) are usually em-
ployed in other species (Karaca et al., 1999). These steroids are lipophilic, have low 
molecular weight and are absorbed continuously through the mucose during a peri-
od of time. 
however, since vaginal fluids have some amount of water, any substance intended 
for vaginal delivery requires a certain degree of solubility on water (hussain and ah-
san, 2005). Gonadotropin-releasing hormone (Gnrh) is a hypothalamic decapep-
tide that plays a critical role in the regulation of reproductive processes (Conn and 
Crowley, 1994). Gnrh is a member of a larger family of peptides that is present in 
every vertebrate class examined thus far (Tsai and Zhang, 2008). Currently, 23 dif-
ferent isoforms of Gnrh have been identified in various species (metallinou et al., 
2007). all of these peptides consist of 10 amino acids having a similar structure, with 
at least 50% sequence homology (dubois et al., 2002). They have been named ac-
cording to the species from which they were originally isolated (metallinou et al., 
2007). Gnrh analogues, triptorelin, leuprolide, buserelin, gonadorelin, dalmarelin, 
etc. are used to induce ovulation in rabbit does by means an i.m. injection. recently, 
some studies have demonstrated that ovulation can be induced in rabbit females by 
absorption through the vaginal mucosa of different Gnrh analogues included in the 
seminal dose, avoiding i.m. administration (Viudes de Castro et al., 2007; ondruska 
et al., 2008; Quintela et al., 2008). Vicente et al. (2008) suggest that there are some 
factors influencing absorption of Gnrh by the vaginal mucosa: the state of mucosa 
(secretions induce by receptivity state of female), extender composition and proba-
bly the capacity of sperm to incorporate foreign molecules. 
moreover, Gnrh analogues are susceptible to the proteolytic enzymes due to its pep-
tidic characteristic resulting in low intestinal absorption and bioavailability (less that 
1%) following either oral or intraduodenal injections in several animal models. The 
Gnrh analogues can be hydrolyzed at three bonds Trp3-ser4, ser4-Tyr5, Tyr5-Gly6, the 
first one being the preferred (stephenson and Kenny 1988). The cell layers of the va-
gina retain most of the enzyme activity. among the enzymes present, proteases are 
likely to be the prominent barrier for the absorption of intact peptide and protein into 
the systemic circulation. in rabbit vaginal epithelium extracts there are high concen-
trations of aminopeptidases (sayani et al., 1993). maybe it is one of the reason by it 
is necessary increasing about 10 times the i.m. dose of buserelin, when it is included 
in the intravaginal seminal doses. 
in summary, some studies have demonstrated that ovulation can be induced in rab-
bit females by absorption through the vaginal mucosa of different Gnrh analogues 
included in the seminal dose, avoiding i.m. administration. a long list of factors af-
fects the efficacy of above intravaginal administration: the dissolution degree in vag-
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inal lumen, the membrane thickness, the degradation or blockage due immunoglobu-
lins, cytokines, proteases, the leucocytosis, the fast or slow transport to the uterus by 
means muscle contractions, the hormone profile, the conductivity, etc. Further stud-
ies about all above parameters are needed to deepen the mechanisms involved in the 
absorption of hormones like analogues of Gnrh through of vaginal barrier.
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AbSTRAcT

Application of a digital artificial vagina for semen collection in rabbit buck: 
preliminary results

nowadays artificial vagina in rabbitry is widely utilized. The aim of this study was 
to evaluate the effect of a digital artificial vagina on some quali-quantitative traits on 
rabbit buck semen. Twenty rabbit bucks were submitted to semen collection twice a 
week with two different artificial vagina: glass vagina (37-40°C) and digital vagina 
(47°C). For every ejaculate presence/absence of plug gel, volume, sperm concentra-
tion, motility, acrosoma status, lysozyme concentration, antioxidant power and total 
protein were recorded. The libido showed better values with digital vagina and the 
lowest percentage of plug gel promoting the use of this technique. sperm concen-
tration was in the range of good health bucks, as confirmed by lysozyme value and 
antioxidant power. in conclusion it is confirmed that the use of a digital vagina in 
rabbitry reduces the time to take off sperm samples and does not compromise the 
quality of ejaculates. 

Keywords: Artificial vagina, Rabbit buck, spermatozoa. 

INTROdUZIONE

negli anni ‘20 si è iniziato a parlare di inseminazione artificiale (ia) in coniglicol-
tura (adams, 1961) come metodo alternativo alla monta naturale. macimore e Wal-
ton nel 1938 furono i primi a proporre l’uso di una vagina artificiale per la raccolta 
del seme. successivamente altri autori (Walton, 1958; Gregoire et al., 1958) appor-
tarono modifiche per indurre un miglior stimolo nel maschio, ma bredderman et al. 
(1964) proposero per primi una vagina che, messa a scaldare alla temperatura di 50°C 
per 30 minuti, permetteva di ottenere una miglior libido nel coniglio. attualmente so-
no ampiamente utilizzate vagine artificiali in PVC con l’apertura foderata in lattice 
(sinkovics et al., 1993) e in vetro (dal bosco et al., 1996) che, riempite con acqua a 
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37°C, permettono di ottenere le migliori performance. sulla base di queste conside-
razioni si è voluto analizzare l’effetto dell’utilizzo di una vagina artificiale digitale, 
la cui temperatura viene mantenuta costante mediante una batteria, su alcuni parame-
tri quali-quantitativi del seme di coniglio.

mATERIALI E mETOdI

La prova è stata svolta presso la sezione sperimentale del dip. biologia applicata 
dell’università di Perugia su 20 conigli maschi bianca di nuova Zelanda di 8 mesi 
d’età, mantenuti ad una temperatura ambientale compresa tra 16 e 25 °C e con un fo-
toperiodo di 16/8 ore luce/buio (Theau-Clement et al., 1996) ed alimentati ad libitum; 
gli stessi sono stati sottoposti a prelievo del seme due volte a settimana per 3 mesi 
consecutivi, alternativamente con vagina artificiale in vetro, la cui temperatura media 
è stata di 37-40°C, e con vagina artificiale digitale, la cui temperatura è stata di 47°C.
La libido è stata valutata come il tempo trascorso dalla presentazione del manichino 
al momento dell’eiaculazione (boiti et al., 2005). L’assenza dell’eiaculazione entro i 
2 minuti è stata considerata come una mancata sollecitazione. immediatamente dopo 
il prelievo sono stati valutati la presenza/assenza del tappo mucoso ed il volume me-
diante provetta graduata. La concentrazione di spermatozoi è stata determinata me-
diante camera contaglobuli Thoma-Zeiss (boiti et al., 2005). La valutazione dei pa-
rametri cinetici degli spermatozoi è stata effettuata mediante software isas©, a 100 
frame rate. L’integrità dell’acrosoma è stata analizzata mediate la metodica mendoza 
et al. (1992). inoltre sono stati analizzati lisozima (osserman e Lawlor, 1996), me-
taboliti reattivi all’ossigeno (roms) e potere antiossidante (Pao), mediante un kit 
commerciale (diacron, Grosseto, italy), e proteine totali, mediante kit commerciale 
(Total protein, sclavo, italy). L’analisi statistica è stata effettuata utilizzando il sof-
tware stata (stataCorp, 2005).

RISULTATI E cONcLUSIONI

La libido ha fatto registrare un minor tempo (-16,38 sec, P<0,05; Tabella 1) quando 
il seme è stato prelevato mediante la vagina digitale, probabilmente per la maggiore 
temperatura che meglio stimola il maschio ad eiaculare. 
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Tabella 1 – Effetto del tipo di vagina artificiale sulle caratteristiche dello sperma.
Tipo di vagina artificiale Vetro digitale dSE
Libido sec 84,12b 67,74a 12,88

Volume eiaculato ml 0,86 0,77 0,24

Tappo mucoso % 22,22b 6,06a 35,46

Concentrazione 10 × 106/ml 255,04 296,55 74,01

acrosoma integro % 13,41 11,64 6,36

spermatozoi immobili % 25,70 14,95 10,60

spermatozoi rapidi % 72,72 82,73 16,29

VCL (velocità curvilinea) µm/sec 241,14 237,56 42,09

VaP(velocità media) µm/sec 132,89 131,35 22,74

Lin (linearità) % 24,37 25,30 4,33

aLh (ampiezza dello spostamento 
laterale della testa) µm 2,63 2,73 1,01

Lisozima µg/ml 10,69 11,85 8,39

roms mm h2o2 0,66 1,00 0,58

Pao (potere antiossidante) µmol di hClo 250,79b 212,24a 28,81

Proteine Tot. gr/l 23,78 23,72 5,38

n=240; P<0,05: a,b

Tale risultato non è stato accompagnato da variazioni significative a livello di volume 
e concentrazione spermatica, ma la più bassa percentuale di campioni seminali con 
tappo mucoso (6,06 vs. 22,22%; P<0,05) nel gruppo sperimentale conferma che l’uti-
lizzo della vagina digitale permette la raccolta di un maggior numero di campioni di 
seme senza interruzioni per il cambio dell’acqua e l’eventuale manipolazione del se-
me per la diluizione. Passando ad analizzare le caratteristiche qualitative dei campio-
ni seminali è possibile evincere che nessun parametro è stato modificato in maniera 
significativa dal tipo di vagina artificiale usata. La concentrazione spermatica ha fatto 
registrare valori che rientrano nel range della specie e di animali in buono stato sani-
tario (brecchia et al., 2010). il lisozima è un forte enzima antibatterico, normalmente 
presente nei liquidi fisiologici che presenta un’azione anti Gram+ (Carrol e martinez, 
1979). il fatto che tale parametro non sia variato dimostra che l’uso della vagina di-
gitale non va a pregiudicare i parametri immunitari del liquido seminale. Per ciò che 
concerne lo stress ossidativo, è possibile affermare che l’utilizzo della vagina digita-
le ha determinato una riduzione significativa della Pao ed un tendenziale aumento 
dei roms, probabilmente in virtù della maggiore temperatura di prelievo. La quan-
tità di proteine totali non ha risentito della tecnica utilizzata.
in conclusione l’utilizzo di una vagina artificiale digitale, con temperatura costan-
te a 47°C, permette di ottimizzare i tempi di prelievo e di ridurre la presenza di tap-
po mucoso, senza modificare le caratteristiche quali-quantitative dell’eiaculato. ul-
teriori studi sono necessari per l’individuazione della temperatura ottimale al fine di 
ridurre lo stress ossidativo del seme.
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AbSTRAcT

Investigation of candidate genes for the dilute coat colour locus in rabbit

several coat colour loci remain to be characterized at the dna level in the rabbit. 
among them, the dilute locus is determined by a recessive coat colour mutation that 
dilutes the black to blue (grey) and the yellow to beige interacting with the basic col-
ours influenced by the Agouti and Extension mutations. We selected two candidate 
genes for this locus (PMEL and MYO5A) and resequenced several parts of them in 
8 rabbits of different coat colour (including rabbit with blue pigmentation) for a to-
tal of ~22 kb. six single nucleotide polymorphisms (snPs) have been identified (2 in 
PMEL and 4 in MYO5A). These snPs were not completely associated with any coat 
colour in the sequenced rabbit panel. other genes should be investigated in order to 
characterize the dilute coat colour locus in rabbit.

Key words: MYO5A, PMEL, sNP, Dilute coat colour locus.

INTROdUZIONE

subito dopo la riscoperta delle leggi di mendel, il colore del mantello del coniglio è 
stato oggetto di studi pionieristici che hanno posto le basi genetiche di questo caratte-
re fenotipico e hanno permesso di stabilire omologie di colorazione con altri mammi-
feri (Castle, 1905; Punnet, 1912; 1915; robinson, 1958; searle, 1968). Questi studi 
di genetica classica hanno evidenziato diversi loci con effetto sul colore del mantel-
lo nel coniglio: Agouti (A), Extension (E), Albino (C), Brown (B), Dilute (D), Dutch 
(Du), English (En), Viennese white (V) e silver (si) oltre ad altri, ciascuno con una 
propria serie allelica a volte non ben caratterizzata (robinson, 1958; searle, 1968; 
Fox, 1994). al momento, sono stati caratterizzati dal punto di vista molecolare diversi 
alleli per solo tre di questi loci (Albino, Agouti e Extension). il locus Albino codifica 
per il gene Tyrosinase (TYR) nel quale sono state identificate mutazioni che causano i 
caratteristici albinismi delle razze bianca di nuova Zelanda e Californiana, oltre che 
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all’allele che determina il caratteristico colore Cincillà (aigner et al., 2000). i loci Ex-
tension (E) e Agouti (A), che manifestano effetti epistatici, controllano la relativa pro-
porzione dei due tipi di melanina, eumelanina e feomelanina. il locus Extension co-
difica per Melanocortin receptor 1 (mC1r) (robbins et al., 1993) che è una proteina 
transmembrana della famiglia dei G-protein-coupled receptors, espressa nei melano-
citi. mutazioni in questo gene sono state associate a differenti colori del mantello nel 
coniglio, tra cui il nero dominante (allele ED), il rosso recessivo (allele e), caratteristi-
co delle razze Fulva di borgogna e rossa di nuova Zelanda, e l’allele eJ, caratteristi-
co delle razze Giapponese e Pezzata tricolore (Fontanesi et al., 2006; 2007; 2010b). 
il locus Agouti codifica per una proteina paracrina (agouti signaling protein, asiP) 
(bultman et al., 1992) che agisce come antagonista dell’ormone msh legandosi a 
mC1r, inibendone l’interazione e quindi la sua attivazione con conseguente produ-
zione di feomelanine. una mutazione nell’esone 2 del gene AsIP determina l’allele 
a non-agouti che produce una colorazione nera recessiva (Fontanesi et al., 2010a).
il locus dilute è caratterizzato da un allele recessivo che diluisce il nero a blu (o gri-
gio) e il giallo/rosso a beige, interagendo con le colorazioni di base determinate dai 
loci Extension e Agouti (robinson, 1958; searle, 1968; Fox, 1994). in altre specie, 
in particolare nel topo e nel bovino, simili effetti fenotipici sono causati da muta-
zioni in alcuni geni tra cui i geni premelanosome protein (PMEL) – conosciuto an-
che con il nome di melanocyte protein Pmel 17 (PMEL17) o silver (sILV) – e myo-
sin VA (MYO5A) (mercer et al., 1991; martinez-esparza et al., 1999; oulmouden et 
al., 2005). Questi geni codificano per proteine che svolgono un ruolo come compo-
nenti dei melanosomi o nel trasporto di questi organelli cellulari, e quindi coinvolte 
nei meccanismi di determinazione della pigmentazione. dal punto di vista applica-
tivo, ad esempio, nella specie bovina una mutazione del gene PMEL è utilizzata per 
la tracciabilità della carne di razza Charolais (oulmouden et al., 2005). mutazioni 
in altri geni che determinano il colore del mantello sono utilizzate per la tracciabili-
tà di prodotti monorazza in diverse specie di interesse zootecnico (Fontanesi, 2009).
Con l’obiettivo di individuare il gene che determina il locus dilute, qui riportiamo 
l’identificazione di polimorfismi del dna (snP) nei geni PMEL e MYO5A, che pos-
sono essere utilizzati in studi di associazione con il fenotipo oggetto di studio.

mATERIALI E mETOdI

otto conigli di diverse razze e linee famigliari con diverso colore del mantello (in-
cluso il colore blu) sono stati utilizzati per il sequenziamento di diverse parti dei ge-
ni PMEL e MYO5A nel coniglio. il dna è stato isolato da sangue e/o da bulbi pili-
feri utilizzando protocolli standard o seguendo le indicazioni riportate da Fontanesi 
et al. (2006; 2007). Quattro coppie di primers sono state disegnate per ciascun gene 
sulle sequenze disponibili in ensembl. Tutte le coppie amplificano regioni esoniche 
e regioni introniche contigue. Le amplificazioni sono state effettuate in un volume di 
20 ml contenenti 1 u di euroTaq dna polimerasi (euroClone Ltd.), 1X PCr buf-
fer, 2,5 mm dnTPs, 10 pmol di ciascun primer e 1,0 mm di mgCl2. il profilo PCr 
utilizzato, su un termociclatore PTC-100 (mJ research), è stato il seguente: 5 minu-
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ti a 95 °C; 35 cicli di amplificazione di 30 secondi a 95 °C, 30 secondi a 57-62 °C, 
30 secondi a 72 °C; 10 minuti a 72°C. i prodotti PCr sono stati utilizzati, dopo trat-
tamento con exosaP-iT® (usb Corporation), per la reazione di sequenziamento ef-
fettuata utilizzando il kit big dye v3.1 (applied biosystems). Le reazioni di sequen-
ziamento, dopo alcuni passaggi di purificazione, sono state caricate su un sequenzia-
tore a capillare (abi3100 avant sequencer, applied biosystem). Le sequenze otte-
nute sono state analizzate utilizzando il software CodonCode aligner software (Co-
donCode Corporation).

RISULTATI E cONcLUSIONI

L’attività di risequenziamento del gene PMEL ha prodotto, in totale, 10456 bp di se-
quenze. dalla loro analisi sono stati identificati solo 2 snP, entrambi localizzati in 
regioni introniche (g.39510357G>a; g.39508302G>a). nel pannello usato per il se-
quenziamento, i due snP risultano in linkage disequilibrium. dai dati di sequenzia-
mento non sembra che conigli con diverso colore del mantello riportino alleli alter-
nativi negli snP identificati.
il risequenziamento del gene MYO5A ha prodotto, in totale, 11192 basi di sequen-
ze. diversi snPs sono stati identificati in regioni introniche (g.20112264C>T; 
g.20122143C>T) o in regioni esoniche codificanti (g.20122039G>a, g.20121949G>a), 
anche se queste ultime sono varianti sinonime, cioè che non cambiano aminoacido. an-
che per i polimorfismi in questo gene, non sembra vi sia una associazione tra gli snP 
identificati e la presenza/assenza di colorazione blu del mantello. da questa prima ana-
lisi emerge che i polimorfismi identificati nei geni PMEL e MYO5A non sono associati 
con il colore blu del mantello (diluito). Tuttavia la genotipizzazione di alcuni di questi 
snP in famiglie in cui segrega anche il colore blu del mantello potrà essere utile per 
confermare questo risultato. altri geni candidati dovranno essere studiati per evidenzia-
re marcatori associati con la diluizione del colore del mantello nel coniglio.
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AbSTRAcT

The aim of the experiment was to examine the effect of the feeding program betwe-
en the 21st day of lactation and weaning on performance of rabbit does and their 
kits. The does and their kits received a lactation diet until weaning during the whole 
experiment (bb group; n=60) or a lactation diet until the 21st day of lactation and 
a post-weaning diet until weaning (bG group; n=59). after weaning, all kits con-
sumed the same diet for growing rabbits. no significant differences were observed 
between the bb and bG groups for number of inseminations per parturition, body 
weight of the does at parturition and at 21st day of lactation, litter size, feed conver-
sion ratio and mortality of kits. The feeding program affected the body weight of 
the does at the 35th day of lactation (4610 vs. 4530 g in bb and bG group, respecti-
vely; P=0.016), the litter weight at day 35 (8160 vs. 7834 g; P=0.001) and the does 
condition at kindling measured by the TobeC method (P=0.024). body weight of 
the growing rabbits was higher in the bb group at the ages of 5 and 7 weeks (984 
vs. 937 g, P<0.001; 1651 vs. 1621 g, P=0.008, respectively), but the differences 
were not significant afterwards. it could be concluded that it is advantageous to 
feed both does and kits with the lactation diet until weaning.

Key words: Feeding program, Rabbit does, Reproductive results, Growth performance.

INTROdUcTION

in the rabbit farms the does and their kits may receive the same pelleted diet for lac-
tation until weaning or a post-weaning diet from the 21st day of lactation until wea-
ning. however, the nutrient demands of the does and kits are different (Fortun-La-
mothe and Gidenne, 2003). The energy and nutritional requirements of rabbit does 
are: 11 mJ/kg de, 18-19% crude protein, >13.5% adF, >3% adL, >30% ndF, and 
<20% starch, while 3-6 weeks-old rabbits need 9.5 mJ/kg de and 15-16% crude pro-
tein, >19% adF, >5.5% adL, >32% ndF, and <14% starch (Lebas, 2004). The aim 
of the experiment was to compare the effects of two feeding programs, lactation diet 



66

Atti delle Giornate di Coniglicoltura AsIC 2011 – 8-9 aprile 2011 – Forlì – Italia

till weaning or change to a post-weaning diet from the 21st day of lactation, on repro-
ductive results of does and growth performance of rabbits. 

mATERIALS ANd mEThOdS

The experiment was conducted at the Kaposvár university with Pannon White rab-
bits. Two groups were formed using commercial diets. in the first group the does and 
their kits received a lactation pelleted diet from parturition to weaning (de: 10.4 mJ/
kg, crude protein: 18.7%, crude fibre: 13.6%, starch 18.5%; bb group; n=60 does, 
228 parturitions), in the second group the lactation diet was replaced by a post-wea-
ning diet from the 21st day of lactation until weaning (de: 9.7 mJ/kg, crude protein: 
16.0%, crude fibre: 17.2%, starch 15.1%; bG group; n=59 does, 234 parturitions). 
after weaning all does received lactation diet and the kits consumed post-weaning 
diet but between 9 and 11 weeks fattening diet was supplied (de: 10.5 mJ/kg, cru-
de protein: 16.0%, crude fibre: 14.6%, starch 18.6%). diets were given ad libitum. 
The does were first inseminated at the age of 16.5 weeks, then a 42-day reproduction 
rhythm was used. Five reproductive cycles were evaluated. The litters were standar-
dized according to the average number of kits born alive in each group (maximum 
10 kits/litter). non-pregnant after two successive ai,, sick does and does with weak 
conditions were culled. The body conditions of does were evaluated by total body 
electrical conductivity (TobeC) measurements (e-value by em-sCan) on random-
ly selected rabbit does (n=30) from every group. The kits were weaned at the age of 
35 days and their production was controlled till 77 days of age. The productive per-
formance of does and kits were evaluated by means of multifactor anoVa; morta-
lity was analyzed by chi-square test using sPss 10.0 software package. To evalua-
te the body condition of does (e-value), their live weight at the day of measurement 
was considered as covariate. 

RESULTS ANd cONcLUSION

The results are summarized in Table 1. 
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Table 1 – The effect of the feeding program on the rabbit does’ production.

Traits
Feeding

SE prob.
bb bg

ai/kindling 1.18 1.17 0.02 0.957

body weight of does, g 
at kindling 4154 4121 18.0 0.234

at 35 d 4610 4530 17.4 0.016

Litter size

total 8.97 8.98 0.12 0.832

born alive 8.49 8.60 0.11 0.801

at 21 d 8.18 8.12 0.06 0.668

at 35 d 8.07 8.08 0.06 0.702

Litter weight, g
at birth (before standardization) 538 551 6.48 0.406

at 21 d 3239 3206 29.3 0.186

at 35 d 8160 7834 69.2 0.001

individual weight of kits, g

at birth 64.7 65.0 0.46 0.793

at 21 d 397 393 2.51 0.364

at 35 d 1006 964 5.04 <0.001

mortality of kits, %

0-21 3.2 4.0 0.216

21-35 1.2 0.5 0.144

Feed intake of does and 
their litters, g/day

0-21 413 414 2.85 0.805

21-35 683 668 4.35 0.069

TobeC, e-value of kindled does 1922 1957 24.3 0.024

doe survival, % 73.3 84.7 0.096

The does body weight was lower (P=0.016) at 35 days in the bG group. in the pre-
sent analysis the feed intake of does and their litters was not different during the first 
three weeks of lactation until they received the same diet, but the bG rabbits consu-
med slightly less between the days 21 and 35 (P=0.069). The negative effects of the 
sudden diet change during lactation was described by several authors (debray et al., 
2002, Gidenne and Fortun-Lamothe, 2002) who found lower feed consumption and, 
as a consequence, lower doe body weight and milk production and lower kits body 
weight. This finding was also supported by our results as lower individual and litter 
weights were recorded at the age of 35 days in the bG group (P<0.001) compared to 
the bb rabbits. The differences in the energy content of the diets also accounted for 
these results (maertens and de Groote, 1988; Fortun-Lamothe, 1997; Pascual et al., 
1999). The feeding regime had no effect on the number of ai/kindling, litter size and 
suckling mortality. The lower body weight of bG does at weaning did not influence 
the reproductive performance, although the bb does showed a better body condition 
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(TobeC e-value) at parturition compared to the bG does (P=0.024). The rabbit does 
in both groups were fed with the lactation diet after weaning. This may have resulted 
in a better condition of the bG rabbits at kindling. The bG does showed slightly bet-
ter survival, but the difference between the groups was significant only at 0.1% level. 
at 5 and 7 weeks of age, rabbits were heavier in the bb group (P<0.001 and 
P=0.008). after weaning (between the 5th and 7th weeks), because of the change of 
the diet, the feed consumption of the bb group was lower (P=0.020) which resulted 
in a slight difference (P=0.077) of the body weight gain (between the 7th and 9th we-
ek) in favour of the bG group. The body weights at 9 and 11 weeks were similar (da-
ta not reported in the table). no significant difference was obtained for the mortali-
ty between the groups. 
Comparing the two feeding programs, feeding both the rabbit does and their kits with 
the lactation diet until weaning is more advantageous then using a post-weaning diet 
from 21 days to weaning.

Financial help of TECH_08_A3/2-2008-0384 (OM-00198/2008) is gratefully ac-
knowledged.
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AbSTRAcT

The objective of the study was to examine the effect of the length of period between 
the first kindling and the next insemination on the performance of rabbit does. rabbit 
does (n=311) were randomly sorted to 3 groups and were inseminated 11 (ai-11), 18 
(ai-18) or 25 days (ai-25) after the first parturition. subsequent inseminations oc-
curred 11 days after kindling. The kindling rates (between the 2nd and 7th kindling) 
of the ai-11, ai-18 and ai-25 groups were 68.0; 74.1 and 76.3 (ns), respectively. no 
significant differences were found for the does’ body weight, litter size (total, born 
alive, at day 21), suckling mortality, litter and individual weight at day 21. despite 
of the small differences that were recorded for these traits, the productivity per 100 
inseminations substantial alterations were observed for the total number of kits born 
(687, 738 and 786), total number of kits born alive (642, 705 and 724), total number 
of kits at day 21 (642, 705 and 724) and total kit’s weight at day 21 (221, 230 and 
239 kg) among the ai-11, ai-18 and ai-25 groups. based on the results after the 
first kindling it is worth to re-inseminate the does 1-2 weeks later for improving their 
condition and production level.

Key words: Rabbit does, Reproductive performance, Insemination interval.

INTROdUcTION

The most important factors that determines the rabbit does’ production is their body 
condition (Pascual, 2010), and the age at first insemination (rommers et al., 2002; 
bonanno et al., 2004). high longevity and high level production can only be expect-
ed if the energy depots of rabbit does is sufficient. during the final phase of gesta-
tion that coincides with the lactation peak the does show energy deficit (Xiccato, 
1996), thus feed intake cannot provide them with their energy demand. The primi-
parous lactating does loose an exceptionally large part of their fat depots that can be 
explained with the growth of their own body as they inseminated after reaching 75-
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80% of their adult weight. The does condition is the most critical after the first kin-
dling therefore in the present study the authors examined the effect of the length of 
the period between the first kindling and the next insemination (day 11, 18 and 25) 
on the does’ production.

mATERIALS ANd mEThOdS

The experiment was conducted at the rabbit farm of the Labnyúl Ltd using 311 Pan-
non White rabbit does. The does were housed in cages having a basic area of 90x40 
cm. The temperature ranged between 15 and 28°C depending on the season. The does 
were mated first at age of 16.5 weeks. Generally 10 hour lighting period was applied 
which was increased to 16 hours 8 days prior to insemination with the aim of bios-
timulation. at the time of kindling the does were intramuscular injected 0.2 ml re-
ceptal (Gnrh analogue). The rabbit does were randomly sorted into three groups 
and were inseminated 11, 18 or 21 days following their first kindling (ai-11, n=101; 
ai-18, n=109; ai-25, n=101). afterwards all does were inseminated at day 11 after 
kindling. The size of the litters was equalized: the maximum number of kits per litter 
was 10. Productive traits were evaluated by means of multifactor anoVa, kindling 
rate and suckling mortality was analyzed by chi-square test. The period until re-in-
semination was considered as fixed effect while the parity was treated as a random 
factor. in the evaluation the first kindlings were not considered because they were in-
dependent of the time of re-insemination. statistical analyses were conducted using 
sPss 10.0 software package.

RESULTS ANd cONcLUSIONS

results are summarized in Table 1.
The average kindling rate between the 2nd and the 7th parturitions of the ai-11, ai-18 
and ai-25 groups were 68.0, 74.1 and 76.3%, respectively. The results justify both the 
short and long term favourable effects of the longer period applied after the first par-
turition on the kindling rate. The body weight of the ai-25 does were slightly higher 
than that of the other groups but the differences were not significant. no differences 
were found for litter size among the groups. suckling mortality showed significant 
differences at the 2nd and 5th kindlings but pooling the results for all kindlings the dif-
ferences among the groups were small. no significant differences were found for in-
dividual and litter weight at day 21. other authors (Xiccato et al., 2005; Castellini et 
al., 2006; Feugier and Fortun-Lamothe, 2006; szendró́ et al., 2008) conducted sev-
eral experiments where the insemination at day 11 was compared to a more exten-
sive reproduction rhythm. in these experiments the period between kindling and re-
insemination was different throughout the whole productive period contrary to the 
present study where the difference was confined to the first kindling. in these above-
mentioned experiments the authors observed that in the extensive groups the body 
weight of the does increased, the condition and kindling rate improved but the litter 
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size generally did not alter. Contrary to these favourable results the annual produc-
tion decreased. in our study the longer period was only applied after the first kindling 
that could be compensated by the does during the latter production phase. The ob-
served small differences among the groups can be summed into the total production 
per 100 inseminations. using this parameter the superiority of the ai-25 group over 
the ai-11 group was obvious. The observed substantial differences between these 
groups were 14.4, 12.8, 14.1 and 8.1% for total number of born kits, number of kits 
born alive, number of kits alive at day 21 and litter weight at day 21 (P<0.05). Thus 
it can be concluded that applying a lengthened period after the first kindling (by 1 or 
2 weeks) had a favourable effect on the does’ production.

Financial help of TECH_08_A3/2-2008-0384 (OM-00198/2008) is gratefully ac-
knowledged.
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Table 1 – Effect of time of insemination after first parturition on the performances of does.
Parturition Groups (re-insemination, days)

se
11 18 25

Kindling rate, %

2 54.5b 62.8a 66.2a -

2-7 68.0 74.1 76.3 -
body weight of does, kg

2 4.18 4.20 4.26 0.02

2-7 4.27 4.27 4.34 0.02
Litter size, total

2 8.3 8.2 9.1 0.19

2-7 10.1 10.0 10.3 0.14
Litter size, alive

2 8.1 7.8 8.7 0.19

2-7 9.45 9.51 9.49 0.08
Litter size at 21d

2 7.00 7.17 7.47 0.12

2-7 7.41 7.46 7.53 0.10
suckling mortality, %

2 7.5ab 5.9a 9.0b -

2-7 10.1 12.2 10.9 -
Litter weight at 21 d, kg

2 2.94 3.05 3.02 0.04

2-7 3.11 3.11 3.13 0.04
individual weight at 21 d, g

2 436ab 438b 411a 4.6

2-7 429 427 424 3.6
Per 100 ai

 number of kits born 689a 738b 785c 10.5

 number of kits, alive 643 704 724 9.77

 number of kits at 21d 504a 553b 575b 6.93

 total weight at 21d 211a 230b 239b 2.57

a-c: different letters within a row show significant differences (P<0.05)
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AbSTRAcT

The objective of the paper was to summarize the main results of selection based on 
data of computer tomography (CT). Pannon White growing rabbits were selected 
for L-value (the average of surface of m. Longissimus dorsi between the 2nd and 
3rd , and 4th and 5th lumbar vertebrae) between 1992 and 2003. since 2004 the se-
lection criteria is the volume of thigh muscle. The effectiveness of both methods 
was proven by estimating the genetic trend, using divergent selection and compar-
ing different breeds/lines with Pannon White rabbits. The increased performance 
(larger amount of meat in the carcass) of the selected animals gives an extra profit 
for slaughterhouses.

Key words: Growing rabbit, selection, CT, Carcass traits.

INTROdUcTION

The main directions of rabbit selection for productivity aim to improve either the pro-
lificacy in maternal lines or growth rate in terminal lines. improving the carcass traits 
has not been among the selection goal. The advanced technology existing at the Ka-
posvár university provides the possibility of using computerised tomography (CT) 
for selecting carcass traits of growing rabbits. one of the selection criteria of Pannon 
White rabbits was the surface of Longissimus dorsi muscle (mLd) between 1992 and 
2003, and the volume of thigh muscle (VTm) since 2004.
in this paper we summarise the main results of the CT based selection on carcass 
traits of Pannon White rabbits.

mATERIALS ANd mEThOdS

The selection has been performed at Kaposvár university on Pannon White rabbits 
since 1992. The first step of the selection was based on the growth rate between 5 
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and 10 weeks and the rabbits showing the best weight gain were examined by CT at 
the age of 10.5 weeks.
in case of L-value on the topogram the anatomical points of the CT scans were 
marked on the junction of the 2nd and 3rd, and 4th and 5th lumbar vertebrae. L-value is 
the average of the surface of mLd measured on the two locations.
in case of volume of thigh muscle (VTm) 11-12 CT scans were taken every 10 mm 
between crista iliaca of os ilium and patella. summing the measurements on scans 
the VTm was determined.

RESULTS ANd cONcLUSIONS

before beginning the selection the connection between CT based parameters and car-
cass traits was estimated. The closest correlations were found between the L-value 
and dressing out percentage (doP) and the ratio of mid part of the carcass (r=0.53-
0.65 and 0.67-0.71, resp.) (szendró́ et al., 1992).
The estimated h2 of L-value was 0.41, the genetic correlation between L-value and 
doP was 0.45 and the genetic trend was between 0.12 and 0.78 cm2 (1.7% yearly ge-
netic improvement) (szendró́ et al., 2004).
in the divergent selection experiment only male rabbits were selected. The weight of 
mid part of carcass (452 and 430g, P<0.05) and the doP (64.1 and 62.3%, P<0.05) 
were significantly higher in the second generation of plus selected group than that of 
the first generation of minus selected rabbits (szendró́ et al., 1996).
Comparing crossbred Pannon White (P) rabbits with different terminal hybrid line 
rabbits (hycole and Zika) the ratio of mLd to the carcass (11.2, 10.8 and 10.5%) 
was the highest in rabbits originated from P males (metzger et al., 1996a). similar 
results were published when the genotypes of P and hycole were compared (metzger 
et al., 1996b).
all of the results proved that the selection based on L-value was effective.
in 2004 the selection criteria was changed to volume of tight muscle (measured by 
CT).
The phenotypic correlation between VTm and weight of hind leg and doP were 0.77 
and 0.45, resp. (nagy et al., 2009). The estimated value of h2 of VTm varied between 
0.19 and 0.33 (nagy et al., 2005, 2010; Gyovai et al., 2008). The selection response 
was 4cm3 per year (Gyovai et al., 2008).
Comparing the second generation of divergently selected rabbits, the more select-
ed animals reached higher values in proportion of hind leg to the carcass (38.2 and 
36.3%, P<0.001), and doP (59.8 and 57.8, P=0.086) and lower values in gastrointes-
tinal tract (16.7 and 18.1%, P<0.05), ratio of fore part to the carcass (29.4 and 30.1%, 
P<0.05) and ratio of perirenal fat (1.90 and 2.40%, P<0.01) (szendró́ et al., 2008). 
Carcass traits of different crossing combinations using P, maternal line (m) as dams 
and P, m, Large body line (L), Terminal line of hycole (h) as sires were compared. 
P dams and P sires had positive effect on doP, ratio of hind part and percentage of 
mLd but opposite tendencies were observed in ratio of fort part and perirenal fat 
(szendró́ et al., 2010). in another experiment the purebred P, m and L genotypes 
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were compared. The highest values in doP (61.3, 60.2 and 61.1%) and ratio of hind 
part (38.2, 37.3 and 37.2%) but lowest values in ratio of perirenal fat (1.92, 2.16 and 
1.99%), were observed in P rabbits (szendró́ et al., 2009).
it has to be underlined that in the last two experiments (szendró́ et al., 2009, 2010) 
the large type (paternal) line achieved similar doP than P rabbits because the L line 
has also been selected for VTm since 2005.
all of the results proved that the CT based selection for volume of thigh muscle is ef-
fective to improve one of the most valuable parts (hind leg) of the carcass.
The CT based selection provides a high economical benefit for the slaughterhous-
es. according to our calculation using the data of the experiments (metzger et al., 
1996a; szendró́ et al., 2006, 2010) the price of different part of the carcass and simi-
lar price for purchased rabbits, the higher amount of meat in the carcass result an in-
crease profit for the slaughterhouse. Calculating with 1 million rabbits per year the 
extra income is about 350,000-370,000 euros (mikó et al., 2010).

The experiments were partly sponsored by TECH_08_A3/2-2008-0384 (OM-
00198/2008).
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AbSTRAcT

preliminary results: effect of lycopene administration on semen quality of rabbit.

a total of 18 hybrid strain martini male rabbits were randomly divided into three 
experimental groups. The animals of the first and the second group drank water with 
0.1 (group a) and 0.5 (group b) g/l of lycopene addition (a and b groups, respec-
tively), while water without any supplementation was administered to the rabbits 
of the control group (C), 8 weeks treatment. semen was collected from 18 bucks 
(6 animals/group) for 5 consecutive weeks. ejaculate volume was determined by 
graduated test-tube and sperm concentration was calculated by neubauer chamber. 
sperm motility was evaluated subjectively by a phase contrast microscope. FPm 
was scored 1÷4 (low-high). sperm viability was assessed by nigrosin/eosin (n/e) 
staining procedure. data reported showed that the highest level of lycopene (group 
b) resulted in a significantly greater volume of ejaculate and total number of sperm 
than in the control group (0.98 vs. 0.78 ml, P<0.05; 364 vs. 227, P<0.01), while sperm 
concentration was not affected. The lycopene addition, however, did not significantly 
influence progression parameters immediately measured after sampling (t=0h). These 
preliminary results underline the positive effects of lycopene supplementation on 
ejaculate volume and sperm number. Further investigations are needed on the role of 
this antioxidant which could have interesting applications in field conditions. 

Key words: Lycopene, Antioxidants, semen quality, Rabbit bucks.

INTROdUZIONE

Lo stress ossidativo è considerato uno dei principali fattori che contribuiscono a in-
fluenzare negativamente la qualità del materiale seminale e a ridurre la fertilità sia 
nell’uomo, sia negli animali (baker et al., 1996; aitken et al., 2003). La membrana 
dello spermatozoo è caratterizzata da un’elevata presenza di acidi grassi polinsatu-
ri che determina uno spiccato aumento della sua suscettibilità all’ossidazione e che 
suggerisce l’opportunità di utilizzare molecole ad azione antiossidante per contra-
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stare i fenomeni di perossidazione lipidica (agarwal et al., 2004). L’azione antiossi-
dante del licopene, pigmento carotenoide di origine naturale presente in molti vege-
tali quali pomodoro, pompelmo rosa, papaya e anguria, è stato recentemente studia-
to negli uccelli, nel ratto e nell’uomo (martino et al., 2006; Turk et al., 2007; Goyal 
et al., 2007). in quest’ultimo, in particolare, è stato evidenziato che ad una inferiore 
ingestione di licopene con la dieta è associata una minore qualità del materiale semi-
nale (mendiola et al., 2010). nel gallo, mangiagalli et al. (2010) hanno evidenziato 
effetti positivi dell’addizione di licopene sia sulle caratteristiche qualitative del ma-
teriale seminale, sia sulla fertilità. Lo scopo del presente lavoro è stato quindi quello 
di valutare l’effetto della somministrazione di licopene sulle caratteristiche qualitati-
ve del materiale seminale di coniglio.

mATERIALI E mETOdI

La prova è stata condotta su 18 maschi ibridi martini stabulati in gabbie individua-
li e alimentati ad libitum con un mangime commerciale (16,2 % PG e 10,7 mJ/kg 
ed). dopo un congruo periodo di adattamento al prelievo del seme, i conigli sono 
stati suddivisi in 3 gruppi (6 animali/gruppo) ai quali sono stati somministrate, per 
un periodo di 8 settimane, 3 differenti concentrazioni di Lycopene 10% Ws (roche 
Vitamins, base, switzerland) nell’acqua di bevanda (gruppo a: 0,1 g/l di licopene; 
gruppo b: 0,5 g/l di licopene; gruppo C: assenza di licopene). La raccolta del seme 
(2 eiaculati/maschio con 15 minuti di intervallo tra i due successivi prelievi) è stata 
effettuata con frequenza bisettimanale. La qualità del materiale seminale, in termini 
di volume, concentrazione, motilità e vitalità degli spermatozoi, è stata valutata per 
5 settimane consecutive su tutti gli animali in prova (36 settimane di età al momen-
to della prima raccolta). il volume e la concentrazione sono stati determinati, rispet-
tivamente, mediante provetta graduata e camera di conta neubauer, mentre la moti-
lità e le classi di motilità (punteggio da 1 a 4) sono state valutate al microscopio ot-
tico (20x; T = 37°C) utilizzando la camera di makler. La vitalità è stata determinata 
utilizzando la procedura di colorazione eosina/nigrosina.

RISULTATI E cONcLUSIONI

dai dati riportati in tabella 1 si può evincere come il livello più elevato di licope-
ne abbia determinato un volume dell’eiaculato e un numero totale di spermatozoi 
significativamente maggiori rispetto a quelli del gruppo di controllo (0,98 vs. 0,78 
ml, P<0,05; 364 vs. 227, P<0,01; rispettivamente per il gruppo b e C), ma non dif-
ferenti da quelli determinati sugli eiaculati degli animali trattati con il livello in-
termedio di licopene. 
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Tabella 1 – Effetto della somministrazione di licopene sulle caratteristiche del seme di 
coniglio (6 animali/gruppo).

Gruppo a Gruppo b Gruppo C

Volume, ml 0,84 ± 0,05a,b 0,98 ± 0,05a 0,78 ± 0,05b

Concentrazione, n*106/ml 329 ± 28,7 359 ± 28,7 278 ± 28,7

numero totale di spermatozoi 285 ± 32,0a,b 364 ± 32,0a 227 ± 1,91b

media ± e.s. a,b: P < 0,01; a,b: P < 0,05.

al significativo aumento del volume e del numero degli spermatozoi, però, non è cor-
risposto un incremento significativo della concentrazione del materiale seminale, dif-
ferentemente da quanto rilevato nel gallo da mangiagalli et al. (2010). in assoluto, il 
volume determinato nei tre gruppi sperimentali è risultato superiore ai valori ripor-
tati in bibliografia (Castellini et al., 1999; 2003), a differenza di quanto rilevato per 
i dati relativi alla concentrazione del seme che è risultata sempre inferiore, in tutti e 
3 i gruppi, ai valori riportati nei lavori precedentemente menzionati e da nizza et al. 
(2002). il livello di addizione del licopene all’acqua, inoltre, non ha determinato ef-
fetti significativi sulle caratteristiche cinetiche del materiale seminale (Tabella 2) va-
lutato al tempo zero (t=0h). nel complesso, la motilità ha fatto registrare valori infe-
riori a quelli determinati nel coniglio da altri autori (nizza et al., 2002), che hanno 
riportato percentuali di cellule motili prossime al 70%.

Tabella 2 – Effetto della somministrazione di licopene sulle caratteristiche cinetiche del 
materiale seminale (6 animali/gruppo).

C a b

motilità (t=0h), % 54,2±2,30 60,0±2,30 57,8±2,30

FPm (t=0h) 1,96±0,09 2,20±0,09 2,14±0,09

Vitalità (t=0h), % 70,7±1,85 74,3±1,80 74,8±1,80

media ± e.s. FPm: Forward Progression motility.

La FPm del seme fresco ha presentato valori analoghi a quelli rinvenibili in lette-
ratura e non influenzati dal livello di addizione dell’antiossidante, che non ha de-
terminato variazioni significative neanche sulla vitalità, a differenza di quanto evi-
denziato nel gallo da mangiagalli et al. (2010). i primi risultati della presente spe-
rimentazione hanno messo quindi in evidenza come l’addizione di livelli crescenti 
di licopene all’acqua di bevanda non influenzi le caratteristiche qualitative del ma-
teriale seminale fresco, ma determini un volume dell’eiaculato e un numero totale 
di spermatozoi più elevato. L’elevata variabilità osservata nei tre gruppi, però, sug-
gerisce la necessità di ricorrere ad un numero maggiore di animali, al fine di me-
glio indagare gli effetti di questo antiossidante sulle caratteristiche qualitative del 
seme di coniglio.



80

Atti delle Giornate di Coniglicoltura AsIC 2011 – 8-9 aprile 2011 – Forlì – Italia

bIbLIOgRAFIA

Agarwal, a., nallella, K.P., allamaneni, s.r, said, T.m., 2004. role of antioxidants 
in treatment of male infertility: an overview of the literature. reprod. biomedici-
ne online 8:616-627. 

Aitken, r.J., baker, m.a., sawyer, d., 2003. oxidative stress in the male germ line 
and its role in the aetiology of male fertility and genetic disease. reprod. biome-
dicine online 7:65-70. 

baker, h.W., brindle, J., irvine, d.s., aitken, r.J., 1996. Protective effect of antio-
xidants on the impairment of sperm motility by activated polymorphonuclear leu-
kocytes. Fertil. steril. 65:411-419. 

castellini, C., Lattaioli, P., bernardini, m., 1999. effect of dietary supplementation 
with a-tocopheryl acetate and ascorbic acid on qualitative characteristics and fer-
tilizing ability of rabbit semes. World rabbit sci. 7:217-220. 

castellini, C., Lattaioli, P., dal bosco, a., minelli, a., mugnai, C., 2003. oxidative 
status and semen characteristics of rabbit buck as affected by dietary vitamin e, C 
and n-3 fatty acids. repr. nutr. dev. 43:91-103. 

goyal, a., Chopra, m., Lwaleed, b.a., birch, b., Cooper, a.J., 2007. The effects 
of dietary lycopene supplementation on human seminal plasma. bju international 
99:1456-1460. 

mangiagalli, m.G., martino, P.a., smajlovic, T., Cavalchini, G.L., marelli, s.P., 
2010. effect of lycopene on semen quality, fertility and native immunity of broiler 
breeder. british Poultry science 51:152-157. 

martino, P.a., mangiagalli, m.G., marelli, s.P., smajlovic, T., Cavalchini, G.L., 
2006. effect of lycopene on semen bacteriological status and native immunity in 
roosters. in: Proc. Xii european Poultry Conference, Verona, italy, p. 62. 

mendiola, J., Torres-Cantero, a.m., Vioque, J., moreno-Grau, J.m., Ten, J., roca, 
m., moreno-Grau, s., bernabeu, r., 2010. a low intake of antioxidant nutrients 
is associated with poor semen quality in patients attending fertility clinics. Fertil. 
steril. 93:1128-1133. 

Nizza, a., di meo, C., Taranto, s., stanco, G., 2002. effect of collection frequency 
on rabbit semen production. World rabbit sci. 10:49-52. 

Turk, G., atessahin, a., sonmez, m., Yuce, a., Ceribasi, a.o., 2007. Lycopene pro-
tects against cyclosporin a induced testicular toxicity in rats. Theriogenology 
67:778-785.



Sessione Nutrizione e Fisiologia





83

Lavori scientifici -  sessione Nutrizione e Fisiologia

EFFETTO dEI mANNANOLIgASAccARIdI SULLE pERFORmANcE 
dI AccREScImENTO dEL cONIgLIO 

boVera F., iannaCCone F., di meo C., PiCCoLo G., niZZa a.

Dipartimento di scienze Zootecniche e Ispezione degli Alimenti, Università di Napoli Federico II, Italy
Fulvia Bovera, Dipartimento di scienze Zootecniche e Ispezione degli Alimenti, 

Università di Napoli Federico II, Via F. Delpino 1, 80137 Napoli, Italy
Tel. +39 081 2536497 - Fax: +39 081 292981

*Corresponding author: bovera@unina.it

AbSTRAcT

Effect of mannanoligosaccharides on performance of growing rabbit

a total of 256 weaned (34 d) rabbits were equally divided in 4 groups fed the same 
basal diet supplemented with antibiotics (anT), mannanoligosaccharides at 1.0 and 
1.5 g/kg diet (mos_1.0 and 1.5) and without supplements (ConT). up to 67 days, 
live weight and feed intake were recorded weekly in order to calculate body weight 
gain (bWG) and feed conversion ratio (FCr). mortality rate was recorded daily. 
no differences were recorded among groups for mortality rate. anT and mos_1.0 
groups had the highest body weight at 67 days (P<0.05) due to a high bWG. how-
ever, feed intake and FCr resulted significantly lower (P<0.01 and P<0.05, respec-
tively) for mos_1.0 than anT group. mos are a possible alternative to antibiotics 
with an interesting effect on FCr reduction.

Key words: Mannanoligosaccharides, Rabbit, Antibiotics, Performance.

INTROdUZIONE

nonostante il divieto all’uso di antibiotici come promotori di crescita imposto 
dall’ue a partire dal 1 gennaio 2006 (eC reg. 1831/2003) in coniglicoltura tali ad-
ditivi vengono ancora inclusi nelle diete del periodo post-svezzamento, dietro pre-
scrizione veterinaria, per la profilassi dell’enterocolite enzootica, tra le prime cause 
di mortalità nelle aziende cunicole europee (dewree et al., 2003). in vista di norme 
più restrittive imposte anche per la tutela del benessere animale (raccomandazio-
ni sul benessere del coniglio domestico, giunte alla 19a edizione), è sempre più at-
tiva la ricerca di molecole alternative agli antibiotici che possano garantire un ade-
guato stato sanitario dell’apparato digerente dei conigli in allevamento intensivo. in 
quest’ottica, crescente attenzione viene rivolta ai mannanoligosaccaridi (mourao et 
al., 2006; Pinheiro et al., 2009; Guedes et al., 2009) per la loro capacità di bloccare 
l’adesione alla parete intestinale di alcuni batteri coinvolti nell’insorgenza di diffe-
renti forme di patologia enterica. scopo del lavoro è stato quello di verificare l’effet-
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to dei mannanoligosaccaridi sulle performance di crescita del coniglio in assenza di 
particolari eventi patologici.

mATERIALI E mETOdI

La prova è stata condotta in un’azienda cunicola della provincia di benevento, con 
anamnesi positiva per enterocolite enzootica, in un periodo dell’anno caratterizzato 
da condizioni favorevoli di temperatura che hanno contribuito ad assicurare un buon 
livello igienico-sanitario dell’allevamento. La prova è stata condotta su 256 conigli 
ottenuti da incroci bianca di nuova Zelanda × Californiana. allo svezzamento (av-
venuto a 34 giorni di età) gli animali, alimentati con la medesima dieta (PG 17%, ee 
3,5%, ndF 36%, adL 3,6%) per tutta la durata della prova, fino al 67° giorno di età, 
sono stati omogeneamente suddivisi in 4 gruppi sperimentali (32 gabbie bicellulari e 
64 animali per gruppo). al gruppo di controllo (ConT) è stata somministrata soltan-
to la dieta base, mentre nel secondo gruppo sperimentale (anT) alla dieta base è sta-
ta addizionata una medicazione composta da colistina solfato (144 mg/kg), tilosina 
(100 mg/kg) e ossitetraciclina (1000 mg/kg). ai gruppi mos_1.0 e mos_1.5, invece, 
è stata somministrata la dieta base a cui sono stati addizionati i mannanoligosaccaridi 
(bio-mos, alltech biotechnology, usa) in ragione, rispettivamente, di 1,0 e 1,5 g/kg 
di alimento. il peso vivo individuale e il consumo di alimento per mangiatoia (4 coni-
gli per mangiatoia, 16 replicazioni per gruppo) sono stati rilevati settimanalmente, al 
fine di poter determinare l’indice di Conversione alimentare (iCa). in tutto il periodo 
di prova, la mortalità è stata registrata quotidianamente. i dati sono stati sottoposti ad 
anoVa ad una via (sas, 2000) per testare l’effetto dell’addizione alla dieta dei man-
nanoligosaccaridi. La differenza tra le mortalità è stata testata mediante il chi-quadro.

RISULTATI E cONcLUSIONI

nel corso della prova non si sono verificati eventi patogeni e lo stato sanitario degli 
animali si è mantenuto buono. La mortalità non ha mostrato differenze significative 
tra i gruppi e si è attestata mediamente intorno al 7,6 %, confermando che quando 
non si verificano particolari eventi patogeni e lo stato igienico-sanitario dell’alleva-
mento è adeguato, né gli antibiotici né i mannanoligosaccaridi influenzano la morta-
lità degli animali, come già evidenziato da altri autori (bovera et al., 2011; mourao 
et al., 2006). i dati relativi alle mangiatoie delle gabbie nelle quali è morto anche un 
solo coniglio sono state escluse dall’elaborazione statistica. Per tale motivo, la va-
lutazione degli iPG e degli iCa è stata effettuata elaborando 14, 13, 14 e 12 osser-
vazioni, rispettivamente, per i gruppi mos_1.0, mos_1.5, ConT e anT. in tabel-
la 1 sono riportati i risultati relativi alle performance produttive dei conigli durante 
l’intero periodo di prova. Partendo da un peso allo svezzamento simile tra i gruppi, 
a 67 giorni, i conigli dei gruppi anT e mos_1.0 sono risultati significativamente 
(P<0,05) più pesanti rispetto a quelli del gruppo controllo. il gruppo mos_1.5 non 
ha mostrato differenze statisticamente significative rispetto agli altri gruppi in pro-
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va. il gruppo anT ha fatto registrare il più elevato iPG anche se esso non è risultato 
significativamente diverso rispetto al gruppo che riceveva la dieta addizionata con 1 
g/kg di mos. L’ingestione volontaria di alimento è stata significativamente influen-
zata (P<0,01) dall’addizione alla dieta dei diversi prodotti, con valori più elevati nel 
gruppo anT e più contenuti nel gruppo mos_1.5.

Tabella 1 – performance produttive dei conigli dei quattro gruppi nel corso della prova.
PV34 PV67 iPG34-67 ing. 34-67 iCa34-67

mos_1.0 677,3 1699ab 35,59ab 108,7bC 3,14b

mos_1.5 673,2 1631abc 33,91b 104,5C 3,23b

ConT 671,8 1577c 32,94b 116,5b 3,57a

anT 680,7 1775a 39,09a 131,9a 3,56a

rmse 75,01 143,9 2,74 1,81 0,104

P 0,997 0,019 <0,0001 0,004 0,0298

PV: peso vivo, iPG: incremento ponderale giornaliero; ing: ingestione individuale giornaliera; iCa: indice di con-
versione alimentare; mos_1.0 e mos_1.5: mannanoligosaccaridi a 1,0 e 1,5 g/kg di alimento; ConT: controllo; 
anT: antibiotici; rmse: root mean square error; a-c: P < 0,05; a-C: P < 0,01.

di conseguenza, l’iCa relativo all’intero periodo di prova è risultato più favorevo-
le (P<0,05) nei due gruppi alimentati con i mos, mentre i gruppi controllo e anT 
hanno presentato iCa sovrapponibili. Questi risultati sono probabilmente da attri-
buire ad una migliore digeribilità degli alimenti nei conigli del gruppo mos_1.0. in 
diverse prove in vivo e in vitro condotte utilizzando mannanoligosaccaridi (bovera 
et al., 2010a; bovera et al., 2010b; bovera et al., 2011), infatti, è stato segnalato che 
l’impiego dei mos favorisce una più intensa digestione ciecale soprattutto a carico 
dei carboidrati strutturali determinando maggiori produzioni di acido acetico rispet-
to ad animali alimentati senza additivi o con antibiotici. La più efficiente utilizzazio-
ne degli alimenti registrata nel corso della prova, quindi, potrebbe dipendere da un 
miglioramento dello stato sanitario dell’apparato digerente dei conigli determinato 
dalla presenza dei mos. Questi, infatti, rappresentando una fonte di carboidrati che, 
a differenza del glucosio, non possono essere utilizzati dai batteri patogeni quali C. 
spiroforme per la sintesi delle tossine (boriello e Carman, 1983), potrebbero funge-
re da “prebiotici” per la flora saprofita, svolgendo al contempo un’importante azione 
di riduzione della capacità di adesione di alcuni batteri patogeni alla parete intestina-
le. sulla base dei risultati ottenuti, i mannanoligosaccaridi, alla dose di 1 g/kg di ali-
mento, sembrano essere una possibile alternativa agli antibiotici.
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AbSTRAcT

The present study investigated the effect of the different fibre components of sugar 
beet pulp (sbP) on growth performance and some digestive traits. Four semi-synthet-
ic diets were formulated with similar ndF (33% dm) and protein (16% dm) lev-
el. Control diet was formulated to contain the lowest level of soluble fibre (3% dm) 
and sbP diet the highest (9%). The soluble (pectins) and insoluble fractions of sbP 
were studied in other two diets (Pectin and inssbP diets). a total of 136 weanling 
rabbits (25 d of age) was housed individually, randomly assigned to 4 experimental 
groups, and fed ad libitum with the experimental diets during 10 days after weaning. 
The type of diet did not affect growth rate and stomach ph. animals fed with sbP 
diet showed higher dm and ndF digestibility (4 and 83%, respectively), gain:feed 
ratio (13%), cecal and total tract weight (13 and 9%) and ileal viscosity (148%) than 
rabbits fed the Control diet, but lower cecal ph (9%). Pectin diet increased ileal vis-
cosity and decreased the weight of stomach content with respect to sbP diet. rab-
bits fed inssbP diet showed similar results to sbP diet but lower ileal viscosity and 
cecal ph than those fed Pectin diet. in conclusion, sbP and their soluble and insol-
uble fractions are well digested in young rabbits. however the soluble and insoluble 
fibre of sbP produce different effects in the gastrointestinal tract.

Key words: soluble fibre, Young rabbits, Viscosity, Digestive traits.

INTROdUcTION

The soluble fibre (sF) may be considered as a functional nutrient in rabbit diets as 
it promotes changes in intestinal microbiota and gut barrier and it decreases mortal-
ity (Carabaño et al., 2008; Xiccato et al., 2011). however, the mechanism by which 
sF regulates these effects is not clear. in rabbit diets, sugar beet pulp (rich in pectins) 
is the preferred raw material to increase dietary sF level. however, the physical and 
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chemical complexity of soluble polysaccharides and their interactions with other 
components of the diet make is difficult to define or isolate the single effects of sF 
components. in consequence, the aim of this work was to investigate the effect of the 
different fibre fractions (soluble and insoluble) of sugar beet pulp (sbP) on growth 
performance and at the gastro-intestinal tract level.

mATERIALS ANd mEThOdS

Four semi-synthetic diets were formulated with similar level of ndF (33% dm) and crude 
protein (16% dm). Control and sbP diets were formulated to contain two levels of sF 
(3 and 9% dm). The soluble (pectins, betapec ru 301) and insoluble fractions of sbP 
(obtained by washing sbP in hot water with ndF solution) were studied by substituting 
starch or insoluble fibre in the Control diet and obtaining Pectin and inssbP diets, respec-
tively (Table 1). a total of 136 weanling rabbits of both sexes was blocked by litter at 25 d 
of age (LW 445±79 g) and randomly assigned to the 4 experimental diets. animals were 
housed individually and fed ad libitum with the experimental diets during 10 days after 
weaning. during this period, average feed intake, weight gain and mortality were meas-
ured. Fecal digestibility was determined by total collection of hard feces from 31 to 34 d 
in 11 rabbits/diet. at 35 d, rabbits were slaughtered from 19:00 to 21:00 h and the weight 
of full organs of digestive tract, ph of stomach and cecum and ileal viscosity were re-
corded. aoaC (2000) procedures were used to determine the concentrations of dm, CP, 
and TdF (985.29). dietary ndF, adF, and adL were determined sequentially (mertens, 
2002). The results were analyzed as a completely randomized block design, with the type 
of diet as the main source of variation and the litter as a block, using the GLm procedure 
of sas. Weaning weight was included as covariate. means were compared using a t-test.

Table 1 – composition of the experimental diets.
Control Pectin sbP inssbP

ingredients
Wheat straw 18.0 18.0 11.1 11.1
sunflower hulls 18.0 18.0 11.1 11.1
sugar beet pulp — — 26.0 —

insoluble sugar beet pulp1 — — — 14.0
Pectin2 — 6.0 — —
Wheat starch 36.0 30.0 26.7 36
others 3 28 28 26.1 26.8

Chemical composition, % dm
CP 16.2 15.9 16.2 16.1
ndF 32.4 32.1 33.0 32.5
adF 19.8 19.5 20.2 19.5
adL 4.84 4.38 4.38 3.34
soluble fibre (TdF-ndF) 3.7 8.4 9.7 3.0

1residue after washing sugar beet pulp (sbP) in hot ndF solution, filtration and dried. 2Pectin extracted from sbP 
betapec®. 3others in %: Casein 15.6–14.4, arbocel 5.0-3.1, saccharose 1.5 (inssbP diet), alfalfa hay-Yb 0.5, soy 
bean oil 3.75, sodium chloride 0.7, Calcium phosphate 0.9, Calcium carbonate 0.9, dL-methionine 0.1, exal 0.25, 
mineral-vitamin premix 0.5.
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RESULTS ANd cONcLUSIONS

The type of diet did not affect growth rate and stomach ph (Table 2). nor mortality or 
health problems were detected. Control and inssbP diets showed the lowest and high-
est (P<0.05) dm digestibility, respectively, showing Pectin and sbP diets intermediate 
values. dm digestibility of Pectin diet was not different from the Control diet. since 
these diets only differed on the substitution of starch for pectins, this suggests a simi-
lar digestibility of these two chemical components. The ndF digestibility of these two 
diets was low, in agreement with previous results (García et al., 1999). The inclusion 
in the diet of sbP or their insoluble fibre fraction increased (P<0.05) ndF digestibil-
ity, in accordance with previous results (Gidenne, 1987).We found that the higher die-
tary dm digestibility, the lower feed intake and the higher gain:feed ratio. The rabbits 
fed with sbP and inssbP diets showed higher (P<0.05) cecal (10%) and total diges-
tive tract (7.2%) weight than those fed with control diet. Pectin diet also increased cecal 
weight compared to control diet, whereas reduced the weight of stomach. These results 
are in agreement with literature and explain carcass yield decrease in animals fed with 
diets high in sbP (García et al., 1993, Xiccato et al., 2011). When we compared sbP 
diet with their soluble or insoluble fractions (pectins and inssbP diets), the insoluble 
fraction seems to be the main responsible of the high total digestive tract weight. The 
inclusion of sbP or their fractions increased the ileal viscosity (2.6 times on average, 
P<0.05) and decreased the cecal ph. Pectin diet showed higher viscosity than inssbP 
diet; sbP diet resulted in intermediates figures. on the contrary, inssbP diet lowered 
the cecal ph compared to Pectin diet. This effect is well correlated with ndF digestibil-
ity of diets. in conclusion, sbP and their soluble and insoluble fractions are well digest-
ed in young rabbits and permit to maintain comparable growth rates. however, the solu-
ble and insoluble fractions of sbP produce different effects at the gastrointestinal tract. 

Table 2 – Effect of type of diet on growth performance, some digestive traits and digest-
ibility in rabbits fed experimental diets from weaning (25 d) to 35 days of age.

Control Pectin sbP inssbP rsd1 diet 
Growth performance (25-35 d)

dm intake, g/d 64.8 a 63.0a 59.0ab 56.7b 7.29 0.036
daily weight gain, g/d 37.2 36.7 38.8 36.9 11.6 0.64
Gain: Feed, g/g 0.584b 0.595b 0.662a 0.665a 0.082 0.001

Weight of full organs, % BW
Total digestive tract 21.5b 21.0b 23.4a 22.7a 1.97 0.001
stomach 6.60a 4.79b 6.80a 6.74a 1.15 0.001
Caecum 6.13b 6.60ab 6.94a 6.73a 0.99 0.008

ileal viscosity, mPa·s (log) 3.06c 9.77a 7.58ab 6.40b 0.434 0.001
ph of stomach 1.82 1.71 1.67 1.49 0.37 0.067
ph of cecum 6.23a 5.94b 5.67bc 5.63c 0.42 0.001
Fecal digestiblity, %

dm 66.4c 67.8cb 69.0b 72.6a 2.46 0.001
ndF 14.3c 18.0c 26.2b 32.7a 4.77 0.001 

1n=34 per group, except for ileal viscosity and digestibility where n=16 and 11, respectively. a-c mean values in the 
same row with a different superscript differ, P<0.05.
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AbSTRAcT

Influence of dietary protein on blood urea level, uterine ph and reproductive 
performance of lactating rabbit does

The effect of dietary protein level on uterine ph, plasma urea nitrogen concentrations 
(Pun) and reproduction efficiency was assessed through a trial involving 50 multipa-
rous hybrid rabbit does. at day 27 of pregnancy, the animals were equally divided into 
2 experimental groups fed on mixture at different protein levels: 18.5% (CP18.5=25) 
and 22% (CP22=25) on dry matter. blood samples (=50) were taken at the same day 
of ai (12 days post partum) and plasma was assayed for Pun. measurements of uter-
ine ph (=50) were accomplished at day 12 post partum by inserting a microelectrode 
through the genital tract. reproduction efficiency was evaluated by abdominal pal-
pation 12 days after ai to determine the pregnancy rate (Pr). CP22 rabbits exhibited 
significantly higher Pun levels and decreased uterine ph values compared to CP18.5 
(35.1 vs 24.9 mg/dl, P<0.01; 7.3 vs 6.7 ph units, P<0.05), associated with reduced fer-
tility: Pr increased when does were fed a diet not exceeding in protein content (79.3 
vs 69.8 % for CP18.5 vs CP22; P<0.01). The results indicate that high dietary CP may 
exert an adverse effect on reproduction efficiency by elevating Pun levels and altering 
the uterine environment in the lactating rabbit doe. Further research is needed to un-
derstand whether the reduction in uterine ph is mediated via ammonia, urea or some 
other factor. The benefits of feeding excess dietary protein to sustain optimum milk 
production and simultaneous pregnancy in female rabbits should be compared with 
potential negative effects on fertility before such a program is implemented.

Key words: Protein nutrition, Uterine pH, Conception rate, Lactating rabbit.

INTROdUZIONE

Le ricerche relative ai fabbisogni nutritivi ed energetici delle coniglie fattrici hanno 
avuto un forte impulso negli ultimi anni, in risposta all’affermarsi di piani riprodutti-
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vi intensivi e all’utilizzazione di fattrici di elevata prolificità e capacità di allattamen-
to. dalla letteratura si evince, per contro, una limitata conoscenza delle conseguenze 
derivanti da diete con livelli proteici particolarmente elevati rispetto agli effettivi fab-
bisogni per la gravidanza e la lattazione, sulle prestazioni riproduttive delle fattrici. 
scopo del presente lavoro è stato quindi quello di studiare l’influenza del tenore pro-
teico della razione su possibili alterazioni dell’ambiente uterino, sul profilo ematico 
dell’urea e sull’efficienza riproduttiva nella coniglia in lattazione. 

mATERIALI E mETOdI

La sperimentazione è stata condotta utilizzando 50 coniglie ibride (martini) pluripa-
re e al medesimo stadio di gravidanza. a partire dal 27° giorno di gestazione i sog-
getti sono stati suddivisi in 2 gruppi sperimentali omogenei che differivano per la ra-
zione costituita da mangimi a diverso livello proteico: 18,5% (gruppo PG18,5=25) e 
22% (gruppo PG22=25) sulla sostanza secca. Le diete erano isoenergetiche e bilan-
ciate per gli aminoacidi. i prelievi ematici (=50) per il dosaggio dell’urea plasmatica 
(Pun) sono stati effettuati il medesimo giorno dell’ia (12 giorni dopo il parto). sul 
plasma è stata determinata la Pun tramite il metodo che combina ureasi, nitro prus-
siato, edTa e salicilato con formazione di 2-2 dicarbossi-indofenolo. La misurazio-
ne del ph uterino è stata effettuata lo stesso giorno dei prelievi ematici per il dosag-
gio dell’urea, inserendo nel tratto genitale un microelettrodo flessibile fatto transitare 
all’interno di una pipetta sterile di plastica, lunga 30 cm. L’elettrodo veniva lasciato 
in situ sino ad ottenere una lettura del ph stabile (in genere da 0,5 a 1,5 minuti). un 
elettrodo di riferimento, del tipo ag-agCl è stato inoltre posizionato sul fianco, pre-
ventivamente rasato, delle coniglie. La diagnosi di gravidanza veniva effettuata tra-
mite palpazione addominale 12 giorni dopo ciascuna inseminazione al fine di definire 
il tasso di concepimento, rappresentato dalla percentuale di fattrici risultate positive 
alla palpazione sul totale delle fattrici inseminate. L’elaborazione statistica dei dati 
è stata eseguita mediante l’analisi della varianza con il metodo dei minimi quadrati 
Lsm utilizzando il procedimento GLm del pacchetto statistico sas (2000) e consi-
derando come fattore principale l’effetto del livello proteico della razione. 

RISULTATI E cONcLUSIONI

Gli effetti dei due differenti livelli proteici della razione sul profilo ematico dell’urea, 
sul ph uterino e sul tasso di concepimento sono sintetizzati nella tabella 1. Le coni-
glie alimentate con la dieta caratterizzata da un più elevato tenore proteico (PG22) 
hanno evidenziato, il giorno dell’ia, una concentrazione ematica di urea significati-
vamente più elevata rispetto alle coniglie del gruppo sperimentale PG18,5 (35,1 vs 
24,9 mg/dl; P<0,01). La misurazione del ph ha rivelato una probabile alterazione del 
microambiente uterino associata all’integrazione proteica elevata. i valori del ph so-
no risultati significativamente più bassi nelle coniglie PG22 se confrontati con quelli 
relativi al gruppo PG18,5 (6,7 vs 7,3; P<0,05). 
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Tabella 1 – Effetto dei due differenti livelli proteici (18,5 e 22%) della razione sulle con-
centrazioni ematiche dell’urea, sul ph uterino e sul tasso di concepimento. 
Parametri PG18,5 PG22 Prob  rmse

(=25) (=25)

Pun (mg/dl)
ph uterino (unità ph)

24,9
7,3

35,1
6,7

<0,01
<0,05

3,8
1,1

Tasso di concepimento (%) 79,3 69,8 <0,01 4,3

Per quanto concerne il confronto tra i due gruppi sull’efficienza riproduttiva, i va-
lori del tasso di concepimento sono apparsi inversamente proporzionali a quelli del 
parametro ematico-metabolico. difatti, le coniglie PG18,5, caratterizzate da mino-
ri concentrazioni di Pun, hanno dimostrato una migliore efficienza riproduttiva con 
un tasso di concepimento significativamente più elevato rispetto alle coniglie PG22 
(79,3 vs 69,8%; P<0,01). 
secondo elrod et al. (1993), le alterazioni del ph uterino riscontrate in bovine ali-
mentate con diete ad elevata densità proteica, potrebbero suggerire un effetto dei me-
taboliti della frazione proteica alimentare sui meccanismi deputati a regolare la com-
posizione dei fluidi uterini. il concepimento e lo stabilirsi della gravidanza rappresen-
tano una progressione ordinata di eventi che agiscono in interrelazione coinvolgendo 
tutti i diversi tessuti del tratto riproduttivo: lo sviluppo follicolare esita nell’ovulazio-
ne, fertilizzazione dell’oocita, trasporto dell’embrione e suo sviluppo, riconoscimen-
to materno ed impianto. L’ammoniaca, l’urea ed anche altri prodotti del metabolismo 
proteico potrebbero interferire in uno o più di questi passaggi, influenzando negati-
vamente l’efficienza riproduttiva. L’ammoniaca difatti, in quanto sostanza tossica di 
scarto, viene elaborata a livello epatico e trasformata in urea per essere così elimina-
ta con le urine. Questo processo fisiologico può venir inficiato da un eccesso protei-
co della dieta, in quanto il fegato rallenta il suo ciclo, con conseguenti problemi epa-
tici temporanei, che vanno ad incidere su tutte le altre funzioni essenziali (a comin-
ciare dall’attività renale), causando anche la messa in circolo di sostanza tossiche nel 
sangue (l’ammoniaca stessa) e proteine in eccesso che potrebbero danneggiare più 
o meno pesantemente l’embrione, il feto o anche solo la possibilità di concepimen-
to. il materiale seminale utilizzato per l’ia nella presente prova sperimentale aveva 
in media un ph pari a 7,2, quindi non dissimile a quello che viene considerato il va-
lore di riferimento del seme fresco di coniglio (7,1) (dal bosco, 2008). Consideran-
do quanto sia indispensabile ai fini del concepimento che il tratto genitale presenti 
determinate caratteristiche, si può ipotizzare che il ph uterino più basso delle coni-
glie alimentate con alti livelli proteici sia meno rispondente alle esigenze vitali dei 
nemaspermi. ulteriori ricerche si rendono comunque necessarie ai fini di compren-
dere se la riduzione del ph uterino sia mediata via ammoniaca, urea o altri fattori. in 
una precedente pubblicazione (marongiu e Gulinati, 2010), è stato dimostrato come 
un’eccessiva ingestione proteica interferisca significativamente sul numero dei folli-
coli ovarici di grandi dimensioni. dal momento che tali strutture sono attive dal pun-
to di vista della steroidogenesi e che il 17β-estradiolo rappresenta il principale fat-
tore luteotropo nella coniglia, un tenore proteico della dieta troppo elevato potrebbe 
intervenire sull’efficienza riproduttiva anche tramite un impoverimento dell’attività 
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ovarica. Variazioni dell’ambiente intrauterino che sono associate a diete a forte den-
sità proteica ed elevati livelli di urea ematica, possono risultare deleterie per gli em-
brioni. Cellule endometriali in coltura rispondono direttamente a concentrazioni cre-
scenti di urea con alterazioni del ph ma soprattutto con un’aumentata secrezione di 
PGF2a (butler, 1998). un eccesso di PGF2a può interferire notevolmente sullo svilup-
po e sulla sopravvivenza embrionale, fornendo quindi una correlazione plausibile tra 
gli alti livelli di urea plasmatica ed un peggioramento del tasso di concepimento ri-
scontrato nella presente prova sperimentale. in conclusione, un’integrazione protei-
ca della dieta particolarmente elevata rispetto agli effettivi fabbisogni derivanti dalla 
lattazione e dalla gravidanza, può determinare conseguenze negative sull’efficienza 
riproduttiva delle coniglie, aumentando le concentrazioni ematiche di urea ed alte-
rando il microambiente uterino. 
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AbSTRAcT

Trials of integration by ozonized water and vegetal extracts in growing rabbits 

in a first trial two groups of rabbits (n=182) were fed the same blank diet (CP 
18.8%dm, CF 18.7, ndF 37.7) and Control group (C) had fresh water, while o 
group received ozonized drinking water (o3 0.5-0.3 ppm) by 5h/week; a third group 
(m) received fresh water and a medicated diet. The mortality level was very high 
(43%) in the C and o groups, while m rabbits had a lower mortality rate (15%). in a 
second trial (n=140), the use of four vegetal products (Tannins, Allium, humic acid, 
Probiotan) allowed to reduce mortality in rabbits fed C diet (5 vs. 11%). however, 
these products should be also tested in worse sanitary conditions. 

Key Words: Rabbit, Ozonized water, Vegetal extracts, Mortality.

INTROdUZIONE

il problema della mortalità nelle nidiate è uno dei punti critici del management cuni-
colo. risposte nutrizionali sono state compiutamente studiate per definire un corret-
to equilibrio fra i livelli di fibra, di proteina e di energia digeribile, atto a ridurre al 
minimo le perdite di coniglietti nella fase pre-svezzamento e nella fase dell’ingrasso 
(maertens, 2007). L’uso di estratti vegetali bio-attivi, di vario tipo, per la protezio-
ne dei conigli è assai controverso. eiben et al. (2008) hanno provato su 510 conigli 
da 35 a 63 giorni quattro dispositivi preventivi, a base di batteri Probiotici, inulina, 
acidi organici e Tannini, con risultati peggiorativi (in media 35,5%) rispetto al livel-
lo di mortalità del 25% nel Controllo blank. abu-akkada et al. (2010) hanno indi-
viduato nell’aglio un rimedio preventivo contro la coccidiosi del coniglio. Zoccarato 
et al. (2008) hanno osservato riduzione della mortalità da 44% a 11% mediante uso 
di estratto di Tannini di castagno allo 0,45%. nelle fattrici l’impiego di estratti ve-
getali stabilizzati Probiotan ha dimostrato di essere efficiente nel contenimento della 
mortalità dei coniglietti allattanti anche rispetto al controllo con mangime medicato 
(meineri et al., 2011; masoero et al., 2011). il ricorso all’ozonizzazione dell’aria di-
mostrò di essere efficace in una stalla di alta montagna (masoero et al., 2005). nel 
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coniglio questa via (interessante forse per il contenimento delle micosi) è stata inve-
ce intrapresa nel presente lavoro per via alimentare applicando una leggera ozoniz-
zazione dell’acqua di bevanda nel tentativo di controllare le infezioni enteriche. nel 
lavoro è inserito anche un tentativo riguardante gli acidi umici, che hanno dimostra-
to attività benefiche per il rumine in bovine biologiche (Thomassen, 2000) effetto da 
noi non verificato alla stazione alpina.

mATERIALI E mETOdI

una prima prova, realizzata nell’azienda “il merlino” del Cra, con 182 conigli di 
razza bianca italiana e macchiata italiana, svezzati a 43d, posti fino a 83d in box di 
cemento (91×99 cm) provvisti di fondo rialzato in rete zincata bekaert, alla densi-
tà di 8 capi/m2, ha confrontato un gruppo ricevente una dieta medicata (m) con due 
gruppi, riceventi rispettivamente una dieta bianca con acqua fresca ad libitum (C) ed 
un gruppo (o) ricevente mangime C (PG 18,8%ss; FG 18,7%; ndF 37,7%) ed ac-
qua ozonizzata per 5 h alla settimana. L’acqua di bevanda ozonizzata è stata prodot-
ta da un generatore elettrico di o3 di media capacità (5 g/h; barlesi i.n.C, Lesignano 
de’ bagni, Pr) a partire da aria filtrata; il gas generato dall’effetto corona è stato aspi-
rato dal tubo Venturi di una pompa di ricircolo quindi iniettato con un diffusore en-
tro l’acqua contenuta in un recipiente inox, livellato a 40l mediante regolatore a gal-
leggiante. L’apparecchio generatore è stato posto, in condizione di sicurezza, a fun-
zionare in modo continuo ma limitato a 5 ore, una mattina per settimana. il livello di 
o3 non superava 0,5 ppm. La composizione della dieta-base (C) corrispondeva ai se-
guenti livelli sulla ss: PG 18,8%; FG 18,7%; ndF 37,7%. a questa dieta, nelle pri-
ma prova sono stati aggiunti gli antibiotici colistina (180 ppm), avilamycina (60 ppm) 
e tiamulina (40 ppm) per costituire la dieta medicata (m). una seconda prova è stata 
realizzata presso il Centro sperimentale del dipartimento di scienze Zootecnìche a 
Carmagnola, impiegando 140 conigli svezzati posti in gabbie singole a tre piani, al-
levati da 42 a 72d con la dieta di Controllo (C ) dalla quale sono derivate le altre 4, 
integrate da estratti vegetali, nella fattispecie: Tannini (T) 0,7% (silva extracts s.r.l. 
alba, Cn); allium (a) 0,7% (biorama, rogeno, LC); acidi umici (u) 0,5% (Va-
LaGro, atessa, Ch); Probiotan (P) 1% (biorama, rogeno, LC). 

RISULTATI E cONcLUSIONI

nella prima prova (Tabella 1) la mortalità nel gruppo C è stata molto elevata (43%), e 
tale è rimasta anche nel gruppo o, mentre è diminuita significativamente al 15% nel 
gruppo m; dunque il trattamento con acqua ozonizzata non ha avuto l’effetto protet-
tivo sperato. nella seconda prova (Tabella 2), a causa probabilmente del lungo vuoto 
sanitario, il gruppo di controllo (C) ha manifestato un livello di mortalità contenuto 
all’11%, mentre le quattro tesi sperimentali hanno fatto registrare un tasso di mortali-
tà medio del 5%. La significatività statistica di questa tendenza favorevole, manifesta-
ta in condizioni di salute normali, sarebbe stata raggiunta disponendo del quadruplo 
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delle osservazioni. e’ evidente, tuttavia, che la presente prova non consente nessuna 
inferenza circa la risposta a situazioni di salute anormali. badagliacca et al. (2010) in 
condizioni commerciali consistenti (n=46,030) hanno riscontrato una mortalità me-
dia mensile di 14,4±11% con uso di antibiotici quando la morbidità senza prevenzio-
ne era 29,3±18%. i dati francesi di mortalità all’ingrasso desunti dal circuito della 
gestione tecnica (Lebas, 2011) sono stabilizzati dal 2006 intorno al 7,4-8,5%, grazie 
ad una sorveglianza protettiva. i dati ungheresi riportati da eiben et al. (2008) riba-
discono il livello di base del 25% per la mortalità naturale, senza protezione, valori 
in aumento con interventi pseudo-attivi a base di batteri Probiotici (bioplus: 36%), 
Prebiotici (inulina: 32,6%), acidi organici naturali (Formico, acetico, Propionico e 
butirrico: 37,6%), estratti Vegetali (Tannini: 35,7%) segno inequivocabile della la-
bilità dei mezzi di protezione naturali alternativi. in conclusione, le prove con acqua 
ozonizzata non hanno dimostrato un significativo ausilio per la sopravvivenza dei co-
niglietti nell’ingrasso, quando il livello di rischio sanitario era molto elevato. L’im-
piego di composti vegetali, testato con un disegno sperimentale di limitata potenza è 
risultato inespressivo anche a causa del basso livello di rischio riscontrato, tuttavia i 
risultati potrebbero suggerire di provare il Probiotan®, i tannini, l’estratto di aglio e 
gli acidi umici in condizioni di rischio sanitario superiore ed impiegando un più ele-
vato numero di animali.

Tabella 1 – prova di somministrazione di acqua ozonizzata ai conigli in accrescimento.

Gruppi Probabilità (test di Fisher)

o-ozono C-blank m-medicato o vs. C o vs. m C vs. m

n. 101 61 20

medie mortalità (%) 42,6 42,6 15,0 1 0,023 0,031

Tabella 2 – prova di somministrazione di estratti vegetali ai conigli in accrescimento.

Gruppi

T-Tannini a-allium u-umici P-Probiotan® C-Control TauP Ipotesi

n. 28 28 28 28 28 112 N × 4

medie mortalità (%) 7,1% 3,6% 7,1% 3,6% 10,7% 5,4%

Prob. (T,a,u,P vs. C) 1 0,611 1 0,611 0,383 0,051

La ricerca è stata finanziata dal MiPAF (Roma) nell’ambito del Progetto “PRO-
BENCO”: Protezione, benessere e smaltimento nel coniglio da carne D.M. 486 del 
7/12/2004.
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AbSTRAcT

Effects of low protein diets fed to growing rabbits in varied housing and water 
conditions

a factorial 2×2×2 design was used to study the effects of nitrogen levels of the di-
ets (P = normal protein level vs. L = Low-protein with 4 amino-acids integration), 
housing system (i = individual cages vs. G = Group by 7 rabbits) and water regimens 
(L = ad libitum 24/24 vs. r = restricted 20/24 h) on a total of 92 growing rabbits 
raised from 45 to 73 d. Twenty-four animals pre-selected by live nir spectroscopy 
were slaughtered and controlled in carcass by nirs. Low protein diet did not im-
proved protein utilisation with equality in all other traits. Group raising strongly re-
duced growth (-15%), feed intake (-6%), feed conversion efficiency (iC+15%), skin 
% (-7%), liver % (-18%) with greater incidence of slaughter (+14%) and chilling 
losses (+37%) and kidneys (+7%), and with strong differentiation of nirs spectra in 
carcass (avg. r2 0.54) but not in live. The water restriction reduced the intake of feed 
(-5%), increased the meat acidification (ph:-2%), strongly increased adiposity in re-
nal (+110%) and scapular sites (+121%) with evident effects in live nir scans of ear 
and loin (0.76) and average on the carcass (0.45). 

Key Words: Aminoacids, Housing, Water restriction, Rabbit.

INTROdUZIONE

il razionamento alimentare dei giovani è consigliato negli allevamenti come agen-
te mitigatore di mortalità (Foubert et al., 2008). Tuttavia il metodo è meno effi-
cace, anzi controproducente secondo bovera et al. (2008). autori francesi (Ver-
delhan et al., 2004) hanno introdotto la restrizione idrica, anche severa (acces-
so 1,5; 3; 4h/24h) come agente indiretto di razionamento alimentare (consumi:  
-22; -17; -9%) evidenziando una sostanziale contrazione dell’abbeverata e quindi dei 
liquami (-38; -28; -13%). una riduzione dell’acqua di bevanda, e del correlato consu-
mo solido, può interferire con un soddisfacimento aminoacidico ottimale, per il quale 
si richiederebbe dunque una maggiore concentrazione. obiettivo della presente prova 
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è lo studio di una moderata restrizione idrica, verificata in condizioni di gabbie sin-
gole e collettive e impiegando una dieta ipoproteica, integrata con 4 aa, oppure una 
dieta di livello proteico convenzionale.

mATERIALI E mETOdI

La prova è stata condotta su un totale 92 conigli all’ingrasso (45-73 d) impiegando 
un disegno sperimentale fattoriale 2×2×2: dieta (P = Proteina normale pari a 18,8 
PG %ss vs. m = miniazotata (ipoproteica) pari a 16,7 PG% integrata con 4 aa) 
(masoero et al., 2011), Tipologia di gabbia a grigliato metallico (i=individuale vs. 
C=Colonia con 7 capi alla densità di 8/m2) e regime idrico (L=24/24h ad libitum vs. 
r=20/24h razionata tra le ore 8:00-12:00 del mattino). il controllo nir sul dorso e 
sulla pelle interna dell’orecchio effettuati al momento della pesata finale in ordine ca-
suale rispetto ai gruppi (masoero et al., 2008) è servito a selezionare i 3 soggetti più 
centrali di ogni gruppo; in tal modo ogni livello dei tre fattori principali disponeva di 
12 soggetti indipendenti utili per la valutazione statistica, effettuata con un modello 
lineare GLm del sas, ad effetti fissi, schema incrociato, senza interazioni in quanto 
non risultate significative in base ad una analisi preliminare.

RISULTATI E cONcLUSIONI

La mortalità totale della prova è stata moderata (7,6%) e non è risultata influenzata 
da nessuno degli effetti studiati. Per quanto concerne l’effetto del tipo di dieta, non 
sono state osservate modificazioni significative nelle prestazioni produttive (Tabella 
1) al contrario di quanto osservato in una precedente prova da Cherubini et al. (2008) 
che evidenziarono un miglioramento nell’efficienza azotata di crescita nel gruppo ali-
mentato con dieta ipoproteica con piano alimentare bifasico. anche le rese alla ma-
cellazione (Tabella 2) ed i rilievi nirs in vivo e sulle carcasse (Tabella 3) non sono 
stati influenzati dal tenore proteico della dieta.

Tabella 1 – prestazioni produttive (n=85) (a-b: p<0,05).

Variabili r2 
mod mse

dieta Tipologia di 
gabbia

razionamento 
idrico

P m i C 24h 20h

incremento medio giornaliero 
(imG, g/d) 0,24 7,1 39,8 38,8 42,6a 35,9b 39,1 39,5

Consumo di alimento medio
giornaliero (CmG, g/d) 0,21 12,4 155 157 160a 151b 160a 151b

indice di conversione alimentare 
(iCa, g/g) 0,22 1,0 4,00 4,28 3,85b 4,43a 4,29 4,00

efficienza Proteica (eP, rapporto 
PG/imG) 0,20 0,29 1,57 1,51 1,67a 1,41b 1,49 1,59
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Tabella 2 – parametri di macellazione (n=24) (a-b: p<0,05).

Variabili r2 
mod mse

dieta Tipologia di 
gabbia

razionamento 
idrico

P m i C 24h 20h

Peso vivo (PV), g 0,41 137 2644 2610 2730a 2524b 2625 2629

Visceri, %PV 0,16 1,85 16,39 17,24 17,33 16,30 17,13 16,50

Pelle, %PV 0,46 0,71 16,59 16,80 17,28a 16,10b 16,68 16,71

Perdite, %PV 0,24 0,89 6,73 6,94 6,40b 7,28a 6,86 6,82

Carcassa calda (CC), g 0,33 83 1525 1473 1545a 1453b 1489 1510

resa a caldo, %PV 0,18 0,020 0,58 0,56 0,57 0,58 0,57 0,57

Perdite refrig., %CC 0,25 0,67 2,19 2,03 1,78b 2,44a 2,19 2,03

phu L. dorsi 0,24 0,11 5,82 5,79 5,79 5,82 5,86a 5,75b

Grasso Perirenale, 
%CC 0,50 0,49 1,26 1,17 1,33 1,11 0,79b 1,65a

Grasso int.scap., %CC 0,61 0,12 0,35 0,36 0,34 0,36 0,22b 0,48a

reni, %CC 0,23 0,06 0,90 0,90 0,87b 0,93a 0,90 0,90

Fegato, %CC 0,39 0,60 4,23 4,00 4,54a 3,70b 4,10 4,14

al contrario, la tipologia di allevamento in colonia (C) ha ridotto l’ingestione di ali-
mento degli animali (CmG: -6%: P=0,004), un valore in linea con gli aa citati in 
bibliografia, ma ha limitato in maniera più che proporzionale la velocità di accresci-
mento corporeo (imG: -15%: P=0,001), con peggioramento delle trasformazioni ali-
mentari (iCa: +15%: P=0,03; eP: -16%: P<0,0001). Gli animali allevati in colonia 
hanno ovviamente mostrato pesi vivi alla macellazione e della carcassa inferiori, non-
ché una significativa riduzione dell’incidenza della pelle (-7%), con aumenti delle 
perdite alla macellazione (sangue, urine: +14%) e di refrigerazione (+37%); inoltre, 
sono risultate rispettivamente superiori e inferiori le incidenze di reni (+7%) e fega-
to (-18%). infine i rilievi nir effettuati post mortem sono stati fortemente influen-
zati dal tipo di gabbia (r2 medio =0,54). i forti effetti possono essere ipoteticamen-
te attribuiti alla eccessiva eccitabilità degli animali, non ibridi commerciali ma razze 
tradizionali. il razionamento idrico ha indotto una significativa ma limitata riduzione 
dell’ingestione (-5%: P=0,002), senza incidere su accrescimento e trasformazione., 
in accordo con quanto osservato da Foubert et al. (2008). affatto nuove sono apparse 
le differenziazioni pm negli animali con restrizione idrica di 4 h: phu inferiori (-2%); 
maggiori depositi adiposi a livello perirenale (+110%) e interscapolare (+121%): ri-
lievi nirs in vivo di buona capacità discriminante. 
in conclusione, la dieta ipoproteica ma integrata (miniazotata) ha mantenuto le ca-
ratteristiche produttive e fenotipiche del livello normale, le condizioni di allevamen-
to in colonia hanno penalizzato i risultati e la restrizione idrica ha generato effetti li-
mitati ma di rilevanza fenotipica singolare che potrebbero essere approfonditi ove il 
metodo trovi diffusione.
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Tabella 3 – Rilievi NIR in vivo (n=85) e sulla carcassa (n=24); valori R2 di validazione 
incrociata.

Fattori

Carcassa In vivo

Coscia dorso Fegato Grasso 
renale occhio obl. 

abd

Grasso 
int.

scap.

orec-
chio dorso

dieta (P vs. m) 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tipologia di gabbia 
(i vs. C) 0,71 0,56 0,55 0,48 0,45 0,46 0,56 0,01 0,01

razionamento 
idrico (24 vs. 20h) 0,56 0,48 0,12 0,56 0,26 0,54 0,61 0,63 0,82

La ricerca è stata finanziata dal MiPAF (Roma) nell’ambito del Progetto “RENAI”: 
Tecnologie alimentari per la riduzione dell’impatto ambientale da azoto negli alle-
vamenti intensivi italiani
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AbSTRAcT

Acidified or integrated by probiotan® diets for rabbit does

in the present work a “blend” of medium chain fatty acids (a: K20, 0.5% by biotra-
de s.n.c. mirandola mo) and an oil-extract vegetal integrator (P: Probiotan®, 1%, oil 
extracts of stabilised vegetables by Glycine s., Menta P., Malus P., Centaurium U., 
by biorama, rogeno LC) were compared to a medicated (m, by three-antibiotic pre-
vention active) and to a Control blank (C ) diets (crude protein 16.5, crude fiber 18, 
ndF 37.5% dm). The m diet was fed to 63 multiparous bianca italiana and mac-
chiata italiana does, involving 452 living pups, until the subgroups a, P and C were 
split and fed at -3d from kindling. a significant reduction of the 0-19d mortality was 
emerged for all the three treated groups (a: 16.3%; P: 17.2%; m: 14.8%) vs. the C 
group (35.6%). elaboration of the four-mode mortality by ProC CaTmod of sas, 
suited by Cluster hierarchical analysis of the probability matrix showed that a and 
P groups were closer than m group. Performances of the does, analysed by linear 
models, were unaffected by the integrate received regimens. it was concluded that 
a protection in the pups liveability was recovered, even at high mortality (35.6%), a 
second result for Probiotan®, and by first one, for the mCaFas: some results which 
should be confirmed in longer trials.

Key Words: Rabbit does, Pre-weaning mortality, MCFA, Probiotan®.

INTROdUZIONE

il problema della mortalità nelle nidiate è uno dei punti critici del management cu-
nicolo. risposte nutrizionali sono state compiutamente studiate per definire un cor-
retto equilibrio fra i livelli di fibra, di proteina e di energia digeribile atto a ridurre al 
minimo le perdite di coniglietti nella fase pre-svezzamento e a massimizzare l’effi-
cienza proteica del mangime. L’acidificazione delle diete è una pratica talora ritenuta 
efficace: secondo Cesari et al. (2008) l’impiego degli oli essenziali aumenta l’effetto 
protettivo degli acidi formico e lattico nella fase di accrescimento. Gli acidi grassi a 
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catena corta sono stati efficacemente impiegati nei suini in accrescimento da baric-
co et al. (2008). rari sono gli studi sulle fattrici allattanti: l’impiego del Probiotan® 
ha dimostrato in una prima prova (meineri et al., 2011) di essere significativamente 
efficace nel contenimento della mortalità dei coniglietti allattanti, anche rispetto al 
controllo con mangime medicato. 

mATERIALI E mETOdI

un “blend” di acidi grassi a media catena (a: K20, biotrade s.n.c. mirandola mo), 
alla dose di 0,5%, in sostituzione di pari quantità di olio di soia) e un estratto oleoso 
di integratori vegetali stabilizzati di Glycine s., Menta P., Malus P., Centaurium U. 
(P: Probiotan®, biorama, rogeno LC) alla dose di 1% in sostituzione di pari quan-
tità di olio di soia sono stati confrontati con due diete, di cui una medicata (m, con 
tre antibiotici: colistina 180 ppm, avilamycina 60 ppm e tiamulina 40 ppm) e una di-
eta di controllo priva di additivi (C: proteina grezza 16,5%; fibra grezza 18%; ndF 
37,5%ss). La dieta m è stata somministrata a 63 fattrici di razza bianca italiana e 
macchiata italiana fino a -3d dal parto, quando sono stati formati i tre sottogruppi a, 
P e C. Le fattrici pluripare sottoposte a ritmo riproduttivo semi-intensivo, inseminate 
artificialmente a 31d pp e svezzamento della nidiata a 40d sono state controllate per la 
produttività numerica, ponderale (a 3 e a 19d pp) e per il consumo volontario di man-
gime fra -3 e 19 d pp. il tasso di mortalità dei coniglietti è stato elaborato con meto-
do Fisher esatto per i contrasti fra i gruppi, e con ProC CaTmod del sas, con ris-
posta bimodale (vivo/morto) e quadrimodale (vivi tutti, vivi in parte, morti in parte, 
morti tutti): la matrice delle probabilità delle differenze fra i gruppi è stata elaborata 
con Cluster hierarchical analysis (Cha, statbox V6.5, Grimmer Logiciel, Paris). i 
rilievi effettuati sulle singole fattrici e sulle intere nidiate sono stati elaborati con la 
ProC GLm del sas, come modello lineare bi-fattoriale ad effetti fissi, consideran-
do il trattamento alimentare e la razza materna, covariati sul numero dei coniglietti 
presenti a 3d (n3).

RISULTATI E cONcLUSIONI

in totale sono stati controllati 63 parti, con 452 coniglietti vitali a 3d (Tabella 1). È 
stata riscontrata una significativa riduzione della mortalità 0-19d in tutti i tre gruppi 
trattati (a: 16,3%; P: 17,2%; m: 14,8%) vs. il gruppo di controllo C (35,6%). Quan-
do il tasso di mortalità dei coniglietti è stato elaborato con risposta quadrimodale so-
no emersi andamenti differenziati all’interno dei quattro gruppi, causati dalla diver-
sa distribuzione della mortalità entro le nidiate, totale e parziale: il calcolo del clu-
ster medio fra i gruppi (Figura 1) pone in evidenza la scontata separazione del grup-
po Controllo dagli altri, fra i quali tuttavia il gruppo medicato appare a propria volta, 
in qualche misura, discosto dai gruppi integrati a e P. 
nessun effetto della dieta o della razza si è rivelato statisticamente significativo (Ta-
bella 2). un approfondimento sulla numerosità della nidiata a 19d non fa emergere 
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differenze statisticamente significative tra i quattro gruppi (P=0,43, Tabella 3) perché 
si riferisce alle 63 fattrici e non ai 452 coniglietti. in effetti, la differenza di mortali-
tà fra C ed a è significativa a P=0,0025 (Tabella 1) perché riferita ai coniglietti. in-
fatti la differenza di numerosità di 1,74 coniglietti tra i gruppi C e a non significati-
va (P=0,107) per 63 parti sarebbe risultata significativa se si fosse controllato il dop-
pio dei parti (P=0,0189). 

Tabella 1 – mortalità dei coniglietti osservata nei quattro gruppi e significatività del-
le differenze secondo il chi quadro esatto di Fisher, e la pROc cATmOd del SAS con 
risposta bimodale (vivo/morto) e quadrimodale (vivi tutti; vivi in parte; morti in par-
te; morti tutti).

Gruppi Probabilità dei contrasti

C a P m Ca CP Cm aP am Pm media

medie mortalità % Fisher 0,0025 0,002 0,0003 1 0,8539 0,727 0,431

35,6 16,3 17,2 14,8 CaT-2 0,0019 0,002 0,0004 0,8621 0,7417 0,6005 0,368

CaT-4 0,0002 0,0008 <,0001 0,6505 <,0001 <,0001 0,217

numerosità della nidiata a 19 d a parità di coniglietti presenti a 3 d

4,60 6,33 6,02 6,27 0,107 0,165 0,105 0,764 0,947 0,806 0,482

Tabella 2 – matrice delle probabilità delle differenze fra i gruppi secondo cATmOd-4.

CaT-4 C a m P

Control 1 0,0002 0,0001 0,0007

mCFas 0,0002 1 0,2068 0,0967

medicato 0,0001 0,2068 1 0,2726

Probiotan 0,0007 0,0967 0,2726 1
1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

-0.20

-0.40

-0.60

PROBIOTAN®

Medicated

MCFAs

Control
Mortalità coniglietti - CATMOD-4

Figura 1 – Cluster CHA basato sulla matrice 
di probabilità delle differenze (Tabella 2).
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Tabella 3 – Analisi statistica delle variabili numeriche e ponderali riferiti alle fattrici.

Variabili
statistiche Probabilità Covariata 

N3r2 CV d.s. media Gruppo Razza

nati Vivi 0,32 33 2,2 6,75 0,93 0,81 <,0001

morti 3-19d 0,14 154 2,3 1,48 0,43 0,47 0,034

n. coniglietti 19d 0,42 40 2,3 5,70 0,43 0,47 <,0001

Peso nidiata 3d, g 0,22 25 168 681 0,91 0,11 0,001

Peso nidiata 19d 0,35 24 528 2240 0,88 0,40 <,0001

Peso coniglietto 3d, g 0,05 25 24 95 0,97 0,12 0,630

Peso coniglietto 19d, g 0,08 20 69 342 0,96 0,30 0,121

Peso fattrice 3d, g 0,10 10 431 4349 0,26 0,17 0,545

Peso fattrice 19d, g 0,06 9 388 4479 0,58 0,52 0,384

differenza peso fattrice, g 0,09 374 319 85 0,38 0,62 0,229

mangime consumato, kg 0,04 16 1,1 7,14 0,76 0,59 0,397

indice di Consumo kg/kg 0,20 40 1,4 3,51 0,84 0,38 0,002

in conclusione, è stato confermato un significativo effetto di protezione della vitalità 
dei coniglietti in seguito all’impiego di Probiotan® e tale effetto è stato attribuito per 
la prima volta all’acidificazione con acidi grassi a media catena. si tratta di risulta-
ti preliminari, ottenuti peraltro in condizioni di elevata mortalità (35,6% da 3 a 19d), 
che richiederebbero conferma su esperienze prolungate.
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AbSTRAcT

Low protein diet for lactating does and relationships between creatinine and 
urea in urine

decreasing protein level with aa integration (r: 16.94 vs. P: 18.69%dm) in the 
feed of milking does enhanced milk efficiency of nitrogen input by 17% with a 
22% reduction in daily urea urine nitrogen (uun), but the urine volume was un-
changed. Creatinine (Crea) level in urine was negatively related to daily urine 
volume (-0,72) but positively related to urea content (0.78). Favorable equation 
for predicting the daily uun emission of lactating does was available: uun g/d 
= 0.31 -0.00504 Crea (mg/dl) +0.00896 urea (mg/dl); r2 = 0.87. it would be 
beneficial to simplify the studies and eventually the field validations regarding ni-
trogen nutrition of the lactating does. 

Key Words: Lactating rabbit does, Low protein, Urea urine nitrogen, Creatinine.

INTROdUZIONE

Le emissioni azotate nell’ambiente sono fonte di preoccupazione anche per la coni-
glicoltura (Xiccato et al., 2007). nel bilancio dell’azoto totale ingerito con il man-
gime, le perdite fecali e urinarie rappresentano due quote rispettivamente pari al 
25-27% e 17-25% (Calvet et al., 2008). secondo Palomares et al. (2006) una ridu-
zione da 18,4 a 16,1% di PG da 21 a 35 d non modifica le prestazioni delle fattrici 
allattanti; non risultano altri studi specifici sulla lattazione della coniglia. nel sui-
no la riduzione del livello proteico delle formule commerciali integrate con i quat-
tro aa di sintesi, unita all’alimentazione per fasi ha aperto consistenti migliora-
menti, con riduzione fino al 30% delle emissioni azotate, accompagnata da forti ri-
sparmi volumetrici per la minore sete degli animali (rademacher, 2000). obiettivi 
del presente lavoro sono le possibilità di una dieta ipoproteica integrata per le co-
niglie allattanti e di una stima oggettiva semplificata delle emissioni di azoto uri-
nario ureico (nuu).
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mATERIALI E mETOdI

La prova si è realizzata con 18 coniglie pluripare di razza bianca italiana e macchia-
ta italiana, alimentate con due mangimi a differente livello proteico (P, r: Tabella 1), 
poste in gabbia metabolica, quindi trasferite al mattino nella prospiciente gabbia-fat-
trice per l’allattamento della nidiata. La doppia pesata della coniglia si è ripetuta 6 
volte nell’arco da 2 a 18 d pp.; la raccolta totale delle urine delle 24h è stata ripetu-
ta 4 volte con acidificazione, quindi mediata per ciascuna fattrice. Per il latte è stato 
considerato un contenuto proteico del 15,2% (anderson, et al. 1975). Le analisi di 
Creatinina (Crea, diluizione 1/1) e urea (diluizione 1/10) sono state realizzate con 
apparecchio automatico iLab300 (instrumentation Laboratory). sono stati elabora-
ti i dati medi per animale, ignorando le repliche, con la ProC GLm del sas e con 
statbox (Grimmer Logiciels, Paris) per le correlazioni e la regressione PLs. 

Tabella 1 – Formulazione e composizione delle dieta proteica (p) e Ridotta integrata con 
AA (R) per fattrici. 
Formula p R composizione/SS p R
Cruschello di Frumento 26,55 29,94 PG % 18,69 16,94

medica disid., 17/27 18 18 ee % 3,74 4,71

Polpe di bietole 13 13 FG % 18,05 18,21

F.e. girasole 16 14 Ceneri % 8,44 8,33

mais ibrido 6 6 ndF % 37,49 38,72

orzo 10 10 adF % 20,11 20,31

Paglia 3 4,5 adL % 4,30 4,29

F.e. soia 4 0 amido % 15,34 15,64

olio di soia 1 1,8 amido & Zuccheri % 19,22 19,18

Calcio Carbonato 1 1 ed kcal 2837 2820

integratore Vitaminico 0,5 0,5 ed mJ 11,92 11,85

Fosfato bicalcico 0,5 0,5 metionina g/kg 3,63 3,86

naCl 0,4 0,4 Lisina g/kg 7,46 7,56

metionina 0,05 0,1 Treonona g/kg 6,57 6,63

Lisina 0 0,15 Triptofano g/kg 2,49 2,49

Treonina 0 0,08
metionina e Cisteina g/kg 6,56 6,51

Triptofano 0 0,025

Tabella 2 – Risultati dei controlli sulle fattrici allattanti, da 2 a 18 giorni, con dieta pro-
teica (p) o Ridotta integrata con AA (R).

R2 cV mSE media prob. p R R / p
ingestione, g/d 0,01 12 43 377 0,68 382 373

Latte, g/d 0,01 20 40 198 0,70 194 202

urina, ml/d 0,00 20 40 196 0,84 194 198

urea, mg/dl 0,07 49 578 1192 0,30 1338 1047

Creatinina, mg/dl 0,01 42 28,7 68,9 0,64 72,1 65,7

n ingerito, g/d 0,23 12 1,11 9,53 0,04 10,11 8,96 -11%
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R2 cV mSE media prob. p R R / p
n Latte, g/d 0,01 20 0,98 4,82 0,69 4,73 4,91

n Feci, g/d 0,23 30 0,99 3,25 0,05 3,76 2,75 -27%

n urea urine, g/d 0,08 43 0,45 1,03 0,24 1,15 0,90 -22%

digeribilità app. Proteine 0,10 16 0,107 0,658 0,21 0,625 0,691

efficienza azotata Latte, g(latte) / 
g(n ingerito) 0,23 15 3,21 20,9 0,05 19,3 22,5 17%

RISULTATI E cONcLUSIONI

i risultati sulle fattrici riportati nella tabella 2 evidenziano che la dieta integra-
ta a bassa proteina ha ridotto significativamente l’ingestione di n (-11%), ha in-
crementato del 17% l’efficienza della trasformazione della proteina alimentare 
in latte, ha ridotto del 22% l’azoto ureico (P=0,24), ma non ha ridotto il vo-
lume urinario. si può osservare che curiosamente le quantità di urina e di lat-
te emesse dalle coniglie tra 2 e 18d, si sono pareggiate sui 200 ml/d, peraltro es-
se sono risultate indipendenti tra di loro (r=0,26). L’urea è il principale catabo-
lita azotato, che si forma nel fegato a seguito dei processi di deaminazione; es-
so rappresenta 0,8 su 0,9 g di n/l di urina nel coniglio, secondo Lebas (2002). 
il coniglio ha limitate capacità di accumulo e incrementa l’urinazione per eli-
minarla; urea nel sangue e urea nelle urine sono apparse correlate positivamen-
te nel giovane coniglio secondo masoero et al. (2008): (r=0,35) quando una di-
minuzione del livello proteico ridusse entrambi i parametri del 32 e del 37% ri-
spettivamente, con remissione conseguente del 27% nelle escrezioni azotate. 
La creatinina, catabolita della creatina, viene eliminata per via renale in quan-
tità inversamente proporzionale al volume delle urine: la correlazione negativa  
-0,87 riscontrata precedentemente da masoero et al. (2008) è stata confermata, me-
no forte, nel presente lavoro (-0,52 e -0,54; Tabella 3). urea e Creatinina sono for-
temente correlate (0,77 e 0,78; Tabella 3); dette interrelazioni hanno consentito di 
calcolare due equazioni PLs (Tabella 4) che utilizzano le analisi di creatinina e urea 
per stimare la quantità di urina e di azoto urinario da urea (nuu) prodotte giornal-
mente per capo con accuratezza maggiore per il secondo parametro (r2=0,87) che 
per il primo (r2=0,53). detta equazione per la nuu potrebbe beneficiare lo stu-
dio e la eventuale verifica di campo della nutrizione azotata nelle fattrici allattanti.

Tabella 3 – correlazioni semplici fra le variabili.
Variabili Crea urea urina

Crea 1 0,78 -0,72

urea 0,77 1 -0,52

urina -0,58 -0,54 1

Fattrici sopra la diagonale; giovani (da masoero et al., 2008) sotto la diagonale.
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Tabella 4 – Equazioni pLS per la stima delle emissioni urinarie per capo, giorno nei gio-
vani e nelle fattrici allattanti.

urina (ml/d) azoto urinario ureico (nuu, g/d)

Costante 265 0,31

Creatinina (mg/dl) -1,14248 -0,00504

urea (mg/dl) 0,00839 0,00896

± se 27 0,16

r2 0,53 0,87

media ± dev.st 196 ± 39 1,03 ± 0,45

La ricerca è stata finanziata dal MiPAF (Roma) nell’ambito del Progetto “RENAI”: 
Tecnologie alimentari per la riduzione dell’impatto ambientale da azoto negli alle-
vamenti intensivi italiani.
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AbSTRAcT

Low protein integrated by synthetic aminoacids diets for young rabbits: growth 
and nitrogen balance trials

a four-factorial Taguchi design was conceived to estimate effects of addition to zero-
basal diet (#1, crude protein 16.7%dm) of 4 aa unilevel; in order the 4 factors were: 
a:metionine, b:Lysine C = a*b (Threonine); d = Thryptophan. nine diets (#1-9) 
were fed to 18 rabbits in metabolism cages from 40 to 68 d; each week the 9 diets 
were rotated by rabbits, so 8 records were available for each diet (n=72). data from 
growth records enhanced significant positive effects on growth rate (+22%) account-
ed by Triptophane (added at 50g/t) also interacting with metionine (50g/t). no effect 
was apparent in urine volume or in apparent digestibility. a second trial compared 9 
rabbits fed diet #9 (m) (mini-nitrogen with added 4 aa) vs. 9 rabbits fed by a nor-
mal protein diet (C, Control: crude protein 18.8%). The limited protein level (m vs. 
C) did not reduce urine volume and depressed the digestive and metabolic utilisation 
of the protein, a result which need further investigation.

Key Words: Rabbit, Taguchi design, Aminoacids, Growth, Nitrogen balance.

INTROdUZIONE

nonostante l’intensa attività microbica intestinale, il coniglio necessita di 10 aminoa-
cidi (aa) essenziali (adamson e Fisher, 1973) tra cui 4 sintetici sono ora disponibili 
per l’industria mangimistica. numerose prove alimentari hanno determinato il livel-
lo critico per la funzionalità intestinale, in rapporto all’energia del mangime (Troci-
no et al., 2000; Cherubini et al., 2008); oltre il limite di 12 (g/mJ) proteina/energia 
digeribile il rischio di mortalità si può innalzare ben oltre il valore medio, che si ag-
gira in Francia sul 7-9% (Lebas, 2010).
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mATERIALI E mETOdI

un disegno sperimentale quadrifattoriale secondo Taguchi (1991) è stato impiegato 
per valutare l’effetto dell’addizione dei 4 aa sintetici con unico livello ad una dieta-
base (#1, proteina grezza 16,7%ss); nell’ordine i 4 fattori (Tabella 1) erano: a: me-
tionina, b: Lisina, C = a*b (Treonine); d = Triptofano. nove diete (#1-9, Tabella 2) 
sono state somministrate a 18 conigli posti in gabbie metaboliche, da 40 a 68 d; le 9 
diete sperimentali sono state permutate settimanalmente e ciò ha permesso di otte-
nere 8 dati/settimana per ciascuna dieta (n=72). il volume urinario delle 24h si è de-
terminato il venerdì, mentre le feci sono state raccolte e trattate secondo la metodica 
armonizzata europea citata in masoero et al (2008). in una prova successiva (n=18) 
della durata di una settimana sono state poste a confronto la dieta #9 (m: ipoproteica 
formulata con tutti i suddetti aa di sintesi) e una dieta contenente standard (C, pro-
teina grezza 18,8%). i dati sono stati elaborati con il sas.

Tabella 1 – disegno sperimentale, quadri-fattoriale secondo Taguchi (1991). 
dL-met 

metionina
L-Lys 
-Lisina 

L-Tre 
Treonina

L-Try 
Triptofano interazioni

dieta a b C(ab) d ad bd abd

1 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 1 1 1 1

3 0 1 1 0 0 1 1

4 0 1 1 1 1 0 0

5 1 0 1 0 1 0 1

6 1 0 1 1 0 1 0

7 1 1 0 0 1 1 0

8 1 1 0 1 0 0 1

9-m 1 1 1 1 0 0 1

Tabella 2 – Composizione della diete, integrazione con aa e composizione chimica.

Ingredienti (%) c 9m 1 2 3 4 5 6 7 8

Cruschello di grano 20,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0

medica dis, 17/27 12,0 22,2 22,20 22,2 22,2 22,2 22,2 22,2 22,2 22,2

Polpe di bietole 17,0 17,0 17,0 17,0 17,0 17,0 17,0 17,0 17,0 17,0

Girasole f.e. 22,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0

mais ibrido 10,0 9,70 9,70 9,70 9,70 9,70 9,70 9,70 9,70 9,70

orzo 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

Paglia 5,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0

soia f.e. 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

melasso 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Calcio carbonato 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5

integrat. vitaminico 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Fosfato bicalcico 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
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Ingredienti (%) c 9m 1 2 3 4 5 6 7 8

naCl 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3

metionina 0,05 0,05 - - - - 0,05 0,05 0,05 0,05

Lisina 0,15 0,15 - - 0,15 0,15 - - 0,15 0,15

Treonina - 0,05 - - 0,05 0,05 0,05 0,05 - -

Triptofano - 0,05 - 0,05 - 0,05 - 0,05 - 0,05

Composizione chimica calcolata

Proteina grezza (%) 18,79 16,72 16,72 16,72 16,72 16,72 16,72 16,72 16,72 16,72

estratto etereo (%) 2,73 2,98 2,98 2,98 2,98 2,98 2,98 2,98 2,98 2,98

Fibra grezza (%) 18,70 18,84 18,84 18,84 18,84 18,84 18,84 18,84 18,84 18,84

Ceneri % 8,34 8,72 8,72 8,72 8,72 8,72 8,72 8,72 8,72 8,72

ndF % 37,69 38,72 38,72 38,72 38,72 38,72 38,72 38,72 38,72 38,72

adF % 21,23 21,64 21,64 21,64 21,64 21,64 21,64 21,64 21,64 21,64

adL % 4,66 4,67 4,67 4,67 4,67 4,67 4,67 4,67 4,67 4,67

amido (%) 14,93 14,94 14,94 14,94 14,94 14,94 14,94 14,94 14,94 14,94

energia dig. (mJ/kg) 11,49 11,51 11,51 11,51 11,51 11,51 11,51 11,51 11,51 11,51

metionina (g/kg) 3,788 3,33 2,83 2,8 2,8 2,8 3,3 3,3 3,3 3,3

Lisina (g/kg) 8,676 7,84 6,34 6,3 7,8 7,8 6,3 6,3 7,8 7,8

Treonina (g/kg) 6,546 6,41 5,91 5,9 6,4 6,4 6,4 6,4 5,9 5,9

Triptofano (g/kg) 2,338 2,65 2,15 2,6 2,1 2,6 2,1 2,6 2,1 2,6

aa solforati (g/kg) 6,663 6,35 5,35 5,3 5,3 5,3 5,8 5,8 5,8 5,8

RISULTATI E cONcLUSIONI

i dati di crescita hanno evidenziato un significativo effetto da parte del Triptofa-
no (+50g/t; 2,6% vs 2,1%) che ha determinato un incremento medio giornaliero di 
39,1 vs. 32,7 g/d (+22%, P=0,025, Tabella 3) evidenziando nel contempo un effet-
to sinergico (P=0,011) con la metionina (+50g/t). adamson e Fisher già nel 1973 
dimostrarono che Triptofano riveste un ruolo preminente, con effetti da carenza 
ma senza difetti da eccessi. al contrario emissione urinaria e utilizzazione digesti-
va e metabolica non sono state modificate. nella seconda prova, la dieta a ridotto 
livello proteico ridotto (m) non ha consentito di limitare la produzione di urine e 
ha peggiorato fortemente l’utilizzazione digestiva e metabolica dell’azoto (Tabel-
la 4) in accordo con quanto osservato in precedenza (masoero et al., 2008). in so-
stanza la prova metabolica non pare corroborare le favorevoli acquisizioni di al-
levamento, realizzate in condizioni di maggiore rischio ambientale e meriterebbe 
approfondimenti ulteriori.
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Tabella 3 – prima prova: performances, digeribilità, urina: effetti e significatività.

Fattori A.A. peso 
vivo Img1 cmg2 peso 

feci
cUda

SS
cUda

 pg Urina

(n=52) r2 --->>> 0,03 0,20 0,03 0,11 0,07 0,04 0,02

a met 0,880 0,32 0,87 0,36 0,29 0,74 0,88

b Lys 0,814 0,64 0,91 0,54 0,74 0,25 0,86

(C)ab (Tre) (met*Lys) 0,205 0,78 0,46 0,51 0,62 0,86 0,88

d Tri 0,938 0,02 0,81 0,97 0,57 0,64 0,74

ad met-Tri 0,623 0,01 0,76 0,07 0,15 0,85 0,71

bd Lys-Tri 0,925 0,29 0,54 0,68 0,54 0,79 0,26

abd met-Lys-Tri 0,730 0,63 0,34 0,26 0,81 0,33 0,75
1imG: incremento medio Giornaliero; 2CmG: Consumo medio Giornaliero.

Tabella 4 – Seconda prova in gabbia metabolica (n=18) (a,b=p<0,05).
Variabili R2 mSE prob dieta-c dieta-m

accrescimento medio Giornaliero, g/d 0,01 18,8 0,67 47,92 51,67

Consumo medio Giornaliero, g/d 0,01 35,6 0,62 185,4 193,7

indice di Consumo, g/g 0,00 1,45 0,96 4,22 4,25

urina, g/d 0,09 134,8 0,24 273 350

Creatinina, mg/dl 0,01 6,83 0,68 24,07 22,72

Cud_ PG 0,31 0,069 0,01 0,72a 0,63b

azoto ingerito, g/d 0,04 0,897 0,42 4,91 4,56

azoto fecale, g/d 0,09 0,48 0,21 1,40 1,69

azoto ureico urinario, g/d 0,00 0,346 0,98 0,97 0,98

azoto ritenuto, g/d 0,24 0,606 0,04 2,53a 1,89

Quota azoto Fecale 0,31 0,069 0,01 0,28b 0,37a

Quota azoto ureico urinario 0,02 0,058 0,54 0,20 0,21

Quota ritenzione azotata 0,25 0,095 0,03 0,52a 0,41b

La ricerca è stata finanziata dal MiPAF (Roma) nell’ambito del Progetto “RENAI”: 
Tecnologie alimentari per la riduzione dell’impatto ambientale da azoto negli alle-
vamenti intensivi italiani”.
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AbSTRAcT

Reducing crude protein and increasing soluble fibre to starch ratio in diets for 
growing rabbits

From 29 d of age until slaughter (78 d), 282 rabbits were fed six diets formulated in 
order to evaluate the combined effect of dietary protein level (CP: 13.9 vs. 15.4 vs. 
17.5%) and soluble fibre to starch ratio (0.5 vs. 1.1). health status was good in all 
groups. When dietary CP decreased, diet dm digestibility, daily growth rate and cae-
cal volatile fatty acid (VFa) concentration significantly decreased. When soluble fi-
bre to starch ratio increased, diet dm and fibre fractions digestibility significantly 
raised, feed intake decreased and feed conversion improved; at caecum, VFa concen-
tration increased and n-ammonia level diminished. in conclusions, decreasing dietary 
CP until 13.9% impaired rabbit growth, while replacing starch with soluble fibre had 
advantages on both performance and caecal fermentations.

Key words: soluble fibre, Crude protein, Growth performance, Digestibility.

INTROdUZIONE

La somministrazione di diete con alto amido e bassa fibra insolubile (ndF o adF) 
è considerata causa di disturbi digestivi nei giovani conigli (blas e Gidenne, 2010). 
La parziale sostituzione dell’amido con fibra solubile (principalmente pectine), a pa-
rità di fibra insolubile, consentirebbe di mantenere un elevato valore energetico del-
le diete, con effetti positivi su conversione alimentare, attività fermentativa ciecale 
e stato di salute degli animali (Perez et al., 2000; Trocino et al., 2011). i livelli di fi-
bra solubile e amido della dieta possono tuttavia interagire con la proteina che, a sua 
volta, condiziona le fermentazioni e la composizione microbica ciecale oltre che le 
prestazioni produttive (Carabaño et al., 2009; Xiccato et al., 2011). il presente stu-
dio ha inteso verificare l’effetto della riduzione del livello proteico e dell’aumento 
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del rapporto fibra solubile/amido su efficienza alimentare, attività fermentativa cie-
cale, e prestazioni produttive in conigli in accrescimento.

mATERIALI E mETOdI

dallo svezzamento (età 29 d) alla macellazione (78 d), 282 conigli ibridi hyla sono 
stati allevati in gabbia individuale e alimentati con sei diete sperimentali non medi-
cate, formulate secondo un disegno bifattoriale con tre livelli di proteina (LP: 13,9%; 
mP: 15,4%; hP: 17,5%) e due rapporti fibra solubile/amido (r1: 0,5; r2: 1,1) (Ta-
bella 1). Pesi e consumi alimentari sono stati rilevati individualmente tre volte la set-
timana; lo stato di salute è stato controllato quotidianamente. a 38 d, 36 conigli (6 
per dieta) sono stati sacrificati per i prelievi ciecali. dai 56 ai 60 d di età, è stata rea-
lizzata una prova di digeribilità in vivo su 72 conigli. La digeribilità e la composizio-
ne chimica di diete, contenuti ciecali e feci sono state determinate con i metodi de-
scritti da Xiccato et al. (2011). i risultati sono stati sottoposti ad analisi della varian-
za in funzione di livello di proteina, rapporto fibra solubile/amido e loro interazione, 
utilizzando la procedura GLm del sas. L’interazione non è risultata significativa e i 
risultati sono di seguito presentati in funzione dei fattori principali.

Tabella 1 – Formulazione, composizione chimica e valore nutritivo delle diete.
dieta

LP-r1 mP-r1 hP-r1 LP-r2 mP-r2 hP-r2

ingredienti (%):

erba medica disidratata 17% PG 44,0 37,5 31,0 22,0 18,7 15,4

Crusca di frumento 35,2 23,6 12,0 18,3 11,9 5,5

orzo 16,0 21,5 27,0 16,0 18,1 20,2

Polpe secche di bietola 0 4,0 8,0 30,0 31,5 33,0

F.e. di soia 48% PG 0 2,0 4,0 4,0 6,5 9,0

F.e. di girasole 35% PG 0 7,1 14,2 5,0 9,3 13,6

altro e integrazioni 4,8 4,3 3,8 4,7 4,0 3,3

Composizione chimica (sul t.q.):

sostanza secca, % 89,0 89,1 89,2 88,9 88,6 89,0

Proteina grezza, % 13,7 15,1 16,9 14,1 15,7 18,0

ndF, % 34,7 33,3 31,7 32,3 31,0 29,3

adF, % 17,5 17,3 16,8 16,8 16,6 16,0

adL, % 3,3 3,2 3,1 2,5 2,5 2,5

Fibra solubile, % 7,5 8,0 9,8 14,3 14,5 13,5

amido, % 18,0 17,7 17,6 14,0 12,7 12,3

rapporto fibra solubile/amido 0,41 0,45 0,56 1,02 1,14 1,09

energia digeribile (ed), mJ/kg 9,5 9,8 10,3 10,5 10,6 10,8
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RISULTATI E cONcLUSIONI

durante la prova, lo stato sanitario è stato buono e non influenzato dai trattamenti 
alimentari. La riduzione del livello proteico della dieta ha penalizzato la digeribilità 
della sostanza secca, della proteina (per la maggiore presenza di erba medica piutto-
sto che di f.e. di soia e girasole) e delle frazioni fibrose (per la diversa origine e strut-
tura della fibra insolubile nelle diete) (Tabella 2). La riduzione del livello proteico al 
13,9% ha penalizzato l’accrescimento e la conversione alimentare nell’intera prova 
(Tabella 3), ma soprattutto nel primo periodo (accrescimento tra 29 e 50 d di età: 49,3 
vs. 53,1 e 55,1 g/d con le diete LP, mP e hP; P<0,001; dati non riportati in tabella). a 
livello ciecale, le diete LP hanno determinato una concentrazione di acidi grassi vo-
latili (aGV) minore (61,9 vs. 73,7 e 78,0 mmol/L; P<0,01) e un ph maggiore (5,92 
vs. 5,71 e 5,75; P=0,05), confermando precedenti osservazioni (Xiccato et al., 2011). 
L’aumento del rapporto fibra solubile/amido, ottenuto principalmente mediante la 
sostituzione dell’erba medica e della crusca con polpe di bietola, ha significativa-
mente migliorato la digeribilità della sostanza secca, come conseguenza dell’au-
mento della digeribilità delle frazioni fibrose insolubili (circa +15 punti percen-
tuali per ndF e adF) (Tabella 2). nonostante la riduzione del contenuto di ami-
do, il valore energetico delle diete è pertanto aumentato (da 9,9 a 10,6 mJ ed/kg 
per le diete r1 e r2) determinando una minore ingestione e una migliore conver-
sione alimentare, a parità di accrescimento giornaliero e peso vivo finale (Tabel-
la 3). simili risultati erano stati ottenuti da Perez et al. (2000), mentre Xiccato et 
al. (2011) non avevano osservato variazioni del valore nutritivo delle diete e delle 
prestazioni dei conigli pur riportando un aumento della digeribilità delle frazioni 
fibrose. nel presente studio, la sostituzione di amido con fibra solubile ha inoltre 
aumentato la concentrazione di aGV (da 64,0 a 78,4 mmol/L; P<0,001), e ridotto 
il ph (da 5,87 a 5,71; P=0,03) e il livello di azoto ammoniacale nel cieco (da 4,7 a 
2,3 mmol/L; P<0,001) (dati non riportati in tabella), confermando nostri preceden-
ti risultati (Trocino et al., 2011; Xiccato et al., 2011). Come visto per la proteina, 
tali risultati sono in parte ascrivibili anche alla diversa struttura e al diverso grado 
di lignificazione della fibra insolubile.
in conclusione, la somministrazione di diete con un contenuto proteico pari al 13,9% 
ha peggiorato le prestazioni produttive nel primo periodo di accrescimento e condi-
zionato i risultati dell’intero periodo di prova. La sostituzione di amido con fibra so-
lubile e i conseguenti cambiamenti nella struttura della fibra insolubile, sono risul-
tati vantaggiosi, sia in termini di prestazioni produttive che di fermentazioni ciecali. 

Tabella 2 – coefficienti di digeribilità (a-c =p<0,05).
Livello proteico Fibra solubile/amido dsr

13,9% 15,4% 17,4% Prob. 0,5 1,1 Prob.

sostanza secca 61,6a 63,6b 66,1c <0,001 60,5 67,0 <0,001 1,7

Proteina grezza 74,7a 75,2a 77,2b <0,001 75,8 75,6 0,55 1,5

ndF 26,9a 29,1b 30,9b <0,001 21,6 36,3 <0,001 3,4

adF 14,4a 18,3ab 19,4b <0,001 9,6 25,2 <0,001 3,7

energia lorda 61,6a 63,3b 65,7c <0,001 60,4 66,7 <0,001 1,8
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Tabella 3 – prestazioni produttive (a,b = p<0,05).
Livello proteico Fibra solubile/amido dsr

13,9% 15,4% 17,4% Prob. 0,5 1,1 Prob.

Peso vivo a 29 d, g 597 596 598 0,99 596 597 0,86 60

Peso vivo a 76 d, g 2790a 2840ab 2908b <0,01 2826 2867 0,14 207

accrescimento, g/d 44,8a 45,8ab 47,1b <0,001 45,5 46,3 0,12 3,9

Consumo, g/d 137 137 138 0,99 142 133 <0,001 13

indice di conversione 3,07b 3,01b 2,92a <0,001 3,13 2,87 <0,001 0,21

Lo studio è stato finanziato dal MIUR (PRIN2005 - Prot. 2005070702). Gli autori 
ringraziano il Dott. Andrea Zuffellato, Veronesi Verona s.p.A., per il supporto tecnico.
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AbSTRAcT

monitoring of environmental parameters in fattening rabbit farms and seasonal 
trend analysis

in order to objectively and exhaustively evaluate the influence of different atmos-
pheric conditions on the microclimate and air quality inside rabbit farms, parameters 
such as temperature, relative humidity, air speed, air flow, total air exchange, nox-
ious gases concentrations, environmental and pathogenic bacteria and fungi counts 
were monitored during the post-weaning and pre-slaughter phases of four fattening 
cycles that took place in an intensive rabbit farm, over a 12-month period. The da-
ta collected in this study highlight that, as for noxious gases concentrations, winter 
is the most critical season, as for total dust and total bacterial and fungi counts, au-
tumn together with winter is the most critical season, whereas high counts of patho-
genic bacteria, in this case P. multocida, were recorded in the pre-slaughter phase in 
autumn, followed by summer. 

Key words: Rabbit farms, Environmental parameters, Welfare.

INTROdUZIONE

La qualità di vita degli animali allevati intensivamente dipende, in parte, da fat-
tori che caratterizzano l’ambiente d’allevamento, quali il microclima e la qualità 
dell’aria (hartung e Philips, 1994; seedorf et al., 1998). i parametri che li caratte-
rizzano possono, in una certa misura, ripercuotersi sul benessere e sulle performan-
ce degli animali, nonché sulla loro salute; è infatti assodato che le patologie che li 
affliggono sono in gran parte condizionate (Wathes e Charles, 1994). La compren-
sione delle modalità e della misura in cui le caratteristiche strutturali e gestionali 
dei ricoveri per conigli, associati alle condizioni climatiche esterne, si riflettono sui 
molteplici parametri che caratterizzano l’ambiente di vita dei conigli all’ingrasso, 
è ad oggi lacunosa. il presente studio ha lo scopo di contribuire a migliorare la co-
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noscenza di tali aspetti e di evidenziare criticità legate alla stagione o a particolari 
momenti della giornata. 

mATERIALI E mETOdI

Allevamento

La struttura di allevamento sottoposta a monitoraggio è situata in provincia di udi-
ne (Friuli Venezia Giulia) ed accoglie tre batterie di gabbie fattrice/rimonta/ingrasso 
per un totale di 6.600 posti ingrasso. il ciclo produttivo è organizzato a banda unica, 
lo svezzamento avviene all’età di 38-40 giorni e la macellazione a circa 84 giorni. La 
ventilazione è forzata di tipo longitudinale, con quattro ventilatori posti in testata e 
aperture per l’ingresso dell’aria sulle pareti longitudinali, provviste di pannelli eva-
porativi per il raffrescamento estivo. il funzionamento dei ventilatori, la regolazione 
delle aperture laterali ed il sistema di raffrescamento sono automatizzati per mezzo 
di una centralina elettronica programmabile e di sonde di temperatura. monitorag-
gio. il monitoraggio ha interessato quattro cicli d’ingrasso svolti nei periodi inverna-
le (gennaio e febbraio, Ci), primaverile (aprile e maggio, Cii), estivo (luglio e agosto, 
Ciii) e autunnale (ottobre e novembre, CiV). Per ciascun ciclo il monitoraggio, di du-
rata settimanale, è avvenuto in due periodi distinti: post-svezzamento (s1, circa 1 set-
timana dopo l’allontanamento della fattrice) e pre-macellazione (s2, circa 10 giorni 
prima del carico degli animali). durante tale periodo sono stati rilevati in continuo i 
parametri microclimatici (temperatura interna ed esterna, T°int e T°est e umidità relati-
va, u.r.) e le concentrazioni dei gas (Co2, nh3, Ch4). altri parametri, quali la qua-
lità microbiologica dell’aria (spore fungine totali, spore di dermatofiti, Pasteurella 
multocida e staphylococcus aureus), la concentrazione di polveri totali e di h2s, la 
velocità e la portata di ricambio dell’aria, sono stati invece rilevati manualmente il 
primo e l’ultimo giorno di ciascun periodo di monitoraggio. infine, il primo giorno 
di ogni settimana di monitoraggio e alla macellazione sono stati rilevati, su un cam-
pione di 60 animali, i pesi medi unitari. nel dettaglio, le metodologie applicate sono 
state descritte in un precedente lavoro (bonci et al., 2010).

RISULTATI E cONcLUSIONI

parametri microclimatici

in condizioni invernali, primaverili ed autunnali, le T°int hanno manifestato valori 
omogenei e costanti, con limitate escursioni termiche. La T°int media dei periodi in-
vernali è risultata pari a 12,7-13,1°C, con escursioni giornaliere inferiori a 2,5°C, 
pur in presenza di T°est minime di -3,0°C. in primavera ed autunno la T°int media è ri-
sultata compresa tra 17,6 e 21,0°C, con escursioni termiche giornaliere massime di 
5,5°C ed in presenza di T°est medie comprese tra 10,5 e 15,9°C. durante il periodo 
estivo, come atteso, le T°int medie si sono “allineate” sulle T°est, con una media del 
periodo più critico pari a 27,1°C. L’u.r. dell’aria interna ha evidenziato una sensibi-
le dipendenza dalle condizioni ambientali esterne; mediamente essa è risultata varia-
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bile tra 55,0 e 70,7% (valori massimi in estate, valori minimi in primavera ed autun-
no). La portata d’aria di ricambio in condizioni invernali è risultata pari a circa 3.000 
m3/h (1,4 ricambi/ora), in condizioni estive ha raggiunto valori massimi pari a circa 
70.000 m3/h (>30 ricambi/ora, corrispondenti a circa 4 m3/h/kg di peso vivo). La va-
riabilità delle portate di ventilazione ha influito significativamente sulle concentra-
zioni interne di gas nocivi. 

parametri relativi alla qualità dell’aria

Per quanto riguarda l’nh3, in inverno si sono registrati sia le concentrazioni più ele-
vate, con una media di periodo di 22 ppm durante s1 e di 18 ppm durante s2, che 
il massimo scarto tra il valore massimo ed il valore minimo rilevati in una singola 
giornata (19 ppm). in estate si sono registrati i valori medi più bassi (3 e 6 ppm nei 
periodi s1 e s2, rispettivamente). in primavera i livelli medi di nh3 sono risultati di 
7 ppm (s1) e 9 ppm (s2), mentre in autunno si sono registrati valori leggermente su-
periori: 11 ppm (s1) e 12 ppm (s2). su base giornaliera, la concentrazione di nh3 ha 
presentato i valori massimi dalle ore 00:00 alle ore 12:00 nei periodi s1 di tutte le 
stagioni; tale andamento giornaliero è stato anche rilevato, in alcuni casi, da sanz 
(2008). nei periodi s2, l’andamento giornaliero della concentrazione di nh3 è stato 
più variabile, in particolare evidenziando oscillazioni più repentine nei periodi pri-
maverili e autunnali (Cii e CiV). Per quanto riguarda la Co2, le concentrazioni me-
die più elevate si sono registrate in inverno ed in autunno (1.550 ppm in Ci s1, 1.610 
ppm in Ci s2, 1.180 ppm ppm in CiV s1 e 960 ppm in CiV s2) e le più basse in estate 
ed in primavera (600-700 ppm in Ciii e 800-900 ppm in Cii). Per quanto riguarda il 
Ch4, le concentrazioni medie più elevate si sono registrate in estate (Ciii), in inverno 
(Ci), e nella s2 del periodo primaverile (Cii), mantenendosi tra 0,3 e 13 ppm. Le con-
centrazioni di h2s raramente hanno superato 0,2 ppm nelle ore di permanenza in al-
levamento. in particolare le concentrazioni più elevate sono state registrate in con-
comitanza con l’attivazione dei raschiatori, in maniera simile a quanto avviene nel 
caso dell’nh3, come evidenziato da altri (aubert et al., 2009). il livello delle pol-
veri totali è risultato più basso in Cii e Ciii (primavera e estate) con valori inferiori a 
0,7 mg/m3 e leggermente più elevato in Ci e CiV (inverno e autunno), senza tuttavia 
mai superare il valore di 1,6 mg/m3. La carica batterica totale e la carica fungina to-
tale non sono mai state superiori a 2.200 uFC/m3 e 3.100 uFC/m3 rispettivamente. 
Tra i batteri patogeni P. multocida è stato quello riscontrato nell’aria in concentra-
zioni più elevate (fino a 532 uFC/m3), progressivamente crescenti dal Cii al CiV, in 
particolare nella s2 e sembra che tale parametro, al contrario di quelli gassosi, non 
sia stato influenzato dalla ventilazione, bensì, verosimilmente, da una crescente in-
cidenza delle forme respiratorie. s. aureus è stato rilevato in limitate concentrazio-
ni. La presenza di dermatofiti (Microsporum canis) nell’aria è stata riscontrata in 
tutti i cicli, a concentrazioni basse nei Cii, Ciii e CiV (<100 uFC/m3) e leggermente 
più elevate nel periodo invernale (Ci). Lo schema  di monitoraggio applicato in que-
sto studio ha permesso di individuare alcune criticità legate al periodo invernale, ai 
periodi notturni o della prima parte della giornata e ai momenti di rimozione delle 
deiezioni. Tali evidenze suggerirebbero la necessità di adeguare in modo puntuale e 
preciso la ventilazione in questi momenti, per ottimizzare le condizioni ambientali 
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ed in ultima analisi, contenere le problematiche sanitarie. infine, come già proposto 
da Cerioli et al. (2008), i parametri ambientali, assieme ad altri, possono concorre-
re in modo efficace alla valutazione del benessere animale.

Questo studio è stato realizzato grazie al finanziamento del Ministero della salu-
te nell’ambito del progetto di ricerca corrente IZsVe 01/08 “Valutazione di alcu-
ni parametri ambientali in allevamenti di conigli da carne e correlazioni col be-
nessere animale”.
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AbSTRAcT

quantitative study of air contamination by fungal spores in different kinds 
of rabbit farms and proposal of a standardized sampling method

in order to establish the most suitable and reliable sampling method for the assess-
ment of air contamination by spores of environmental and pathogenic fungi inside 
rabbit farms, six farms, equipped with different ventilation systems, characterized by 
various levels of hygiene and with a history of mycosis, were selected for samples 
collection. in each farm samples were collected in four occasions at different heights 
and points and, for one day, at four times. The statistical analysis of the data collect-
ed allowed to suggest the following sampling schedule to reliably estimate the aver-
age contamination level: one sampling point per corridor, at a height of 0-2 m for en-
vironmental fungi and 1-2 m for dermatophytes, once in a day. 

Key words: Rabbit farms, Air quality, Fungal spores, sampling method.

INTROdUZIONE

La qualità dell’aria nei ricoveri per animali risente, tra l’altro, della contaminazio-
ne da spore fungine rilasciate da vari tipi di miceti, sia ambientali che associati co-
me saprofiti o commensali agli animali e all’uomo, sia patogeni primari, soprattut-
to nell’allevamento del coniglio in cui la micosi è un problema sanitario estrema-
mente diffuso (Torres rodríguez et al., 1992; Cafarchia et al., 2010). oltre a com-
promettere il benessere e le performance del coniglio, la micosi ha risvolti di sanità 
pubblica in quanto Trichophyton mentagrophytes e Microsporum canis, le specie di 
dermatofiti isolate da coniglio, sono agenti di zoonosi a cui sono esposti coloro che 
per motivi professionali vengono a contatto con animali infetti, come allevatori e 
macellatori (romano, 1999; de La Torre et al., 2003). La contaminazione fungina 
dell’aria in allevamenti di conigli è un argomento che è già stato affrontato (marti-
no et al., 2007; Cafarchia et al., 2010), non si è tuttavia mai preso in considerazio-
ne come le cariche ambientali di spore fungine possano variare al variare del sito e 
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del momento in cui si effettua il campionamento, informazioni utili che potrebbero 
contribuire ad una corretta valutazione oggettiva della qualità dell’aria negli alleva-
menti di specie d’interesse zootecnico. obiettivi del presente studio sono stati per-
tanto quelli di valutare la varianza imputabile a tali fattori, con lo scopo di definire 
una modalità di campionamento standardizzata applicabile in campo che dia risul-
tati attendibili e confrontabili.

mATERIALI E mETOdI

disegno sperimentale e campionamento

Per stimare in che misura l’allevamento, il sito di campionamento all’interno dell’edi-
ficio (nel senso sia della lunghezza che della larghezza) e l’altezza del punto di cam-
pionamento incidono sulla varianza della concentrazione di spore fungine totali (FT) 
e di spore di dermatofiti (d), sono stati selezionati 6 allevamenti, all’interno dei qua-
li sono stati eseguiti prelievi in punti fissi di ciascun corridoio, distanziati tra loro di 
6-7 metri, in quattro distinti sopralluoghi e, per quattro volte, prelievi a tre diverse al-
tezze dello stesso punto (a terra, a 1m e a 2m). Per stimare in che misura il momen-
to del prelievo, nell’arco della giornata, incide sulla varianza della concentrazione di 
FT e d, sono stati prelevati campioni d’aria in un unico punto per corridoio, scelto 
in modo casuale, alle ore 9:00, 12:00, 15:00 e 18:00 di una stessa giornata. mentre 
in concomitanza di quest’ultimo sopralluogo in allevamento si svolgevano le previ-
ste pratiche quotidiane, in concomitanza dei precedenti non era svolto alcun tipo di 
attività per evitare interferenze delle stesse sui rilievi. 

Allevamenti

Le caratteristiche degli allevamenti inseriti nello studio sono riportate nella tabella 1; 
requisito imprescindibile era il fatto di non ricorrere all’uso di disinfettanti ad azione 
antifungina tramite nebulizzazione, per evitare la raccolta di dati viziati dagli effetti 
di abbattimento della carica ambientale di spore fungine conseguenti a tale pratica. 

Esame microbiologico

i campioni d’aria sono stati prelevati col campionatore portatile sas super 100® (Pbi 
international), utilizzando sabouraud dextrose agar addizionato con cloramfenicolo 
(sCa) per i FT e mycobiotic agar (ma) per i d ed individuando per entrambi, me-
diante prove preliminari, un volume pari a 20 l di aria. Le piastre erano ispezionate 
dopo 5 (sCa) o 7 (ma) giorni d’incubazione a temperatura ambiente per la conta 
delle colonie e, nel caso dei soli d, per l’identificazione sulla base delle caratteristi-
che macroscopiche e microscopiche. Le cariche erano espresse come unità formanti 
colonia/m3 di aria (uFC/m3). 

Analisi statistica

L’associazione tra le cariche dei FT e quelle dei d è stata valutata con l’analisi di 
varianza (anoVa) e con un modello di regressione lineare, previa normalizzazione 
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delle distribuzioni di frequenza delle cariche di FT e d mediante trasformazione lo-
garitmica. L’influenza dell’altezza del punto di prelievo e del momento del prelievo 
nell’arco della giornata sulla concentrazione di FT e d è stata valutata mediante il 
calcolo della media dei valori rilevati e della deviazione standard. 

Tabella 1 – caratteristiche degli allevamenti inseriti nello studio.
allevamento

1 2 3 4 5 6
Lunghezza, m 36 70 60 50 47 50
Larghezza, m 13 12 12 12 15 13
area, m2 468 840 720 600 705 650
Ventilazione naturale Longitudinale Trasversale Trasversale Longitudinale naturale

Tipologia riproduzione/
ingrasso riproduzione riproduzione/

ingrasso ingrasso riproduzione/
ingrasso riproduzione

rimozione 
deiezioni Giornaliera accumulo Giornaliera Giornaliera 3 volte a 

settimana Giornaliera

Livello di 
igiene buono scarso buono buono scarso buono

RISULTATI E cONcLUSIONI

dall’anoVa e dal modello di regressione lineare è emerso che le concentrazio-
ni delle spore, sia di FT che di d, sono in primo luogo influenzate dall’allevamen-
to e che la distribuzione delle spore di FT non è associata ai corridoi. non è stato 
evidenziato alcun gradiente nella concentrazione delle spore di FT, né in senso tra-
sversale, né in senso longitudinale, come si potrebbe supporre in relazione al tipo di 
ventilazione (trasversale, longitudinale, naturale) ed al conseguente presunto “tra-
gitto” del flusso dell’aria nel capannone, che pertanto non sembra influenzare la di-
spersione delle spore. nel caso delle spore di d l’anoVa e il modello di regressio-
ne lineare hanno evidenziato un certo grado di correlazione del livello di contami-
nazione con alcuni corridoi. Per quanto riguarda l’influenza dell’altezza del punto 
di prelievo sulla varianza della concentrazione di spore fungine, dal confronto tra 
le medie dei valori registrati a diverse altezze e tra queste e la media complessiva, è 
emerso che la concentrazione di FT non sembra correlata con l’altezza mentre quel-
la di d è nettamente superiore a 1-2 m d’altezza rispetto a quella rilevata ad altezza 
pavimento. e’ ragionevole supporre che tale differenza sia dovuta alla presenza, a 
1-2 m di altezza, delle gabbie e quindi dei conigli, potenziali ospiti dei dermatofiti 
di cui rilasciano le spore. infine, sulla base dei dati derivanti dai campioni prelevati 
in diversi momenti, si può affermare in linea generale che le cariche di FT e d so-
no piuttosto omogenee nell’arco della giornata. i risultati di questo studio, che af-
fronta per la prima volta con un approccio statistico il tema delle modalità di cam-
pionamento dell’aria negli allevamenti di conigli, suggeriscono quanto segue. Per 
stimare il livello medio di contaminazione da FT si possono prelevare campioni di 
20 l d’aria con sas super 100® in un punto qualsiasi di ognuno dei corridoi, ad 
un’altezza compresa tra 0 e 3 metri, in occasione di un unico sopralluogo in alleva-
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mento. in caso di una contaminazione ambientale attesa particolarmente elevata si 
suggerisce di ridurre il volume d’aria per limitare il rischio di ottenere piastre inu-
tilizzabili a causa della confluenza delle colonie. il grado medio di contaminazione 
può essere quindi rappresentato in maniera sufficientemente adeguata dalla media 
aritmetica delle cariche dei singoli campioni, espressa come uFC/m3. Per stimare il 
livello medio di contaminazione da d si possono prelevare campioni di 20 l d’aria 
con sas super 100®, in un punto per ciascun corridoio, ad un’altezza di 1-2 m, in 
occasione di un unico sopralluogo in allevamento. nella scelta dei singoli siti di 
campionamento è preferibile privilegiare i punti in corrispondenza di gabbie in cui 
si trovano animali con lesioni, visto che sembra che la distribuzione delle spore di 
d sia in una certa misura legata alla posizione degli animali malati. nel caso dei d 
potrebbe essere opportuno aumentare il volume di aria o fare prelievi aggiuntivi per 
aumentare la sensibilità, soprattutto in caso di micosi lieve o scarsamente diffusa. 
anche in questo caso la media aritmetica delle cariche dei singoli prelievi espressa 
in uFC/m3, può rappresentare in modo sufficientemente adeguato il livello medio 
di contaminazione da d dell’allevamento.

Questo studio è stato realizzato grazie al finanziamento del Ministero della salu-
te nell’ambito del progetto di ricerca corrente IZsVe 01/08 “Valutazione di alcu-
ni parametri ambientali in allevamenti di conigli da carne e correlazioni col be-
nessere animale”.
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EFFETTO dEL TIpO dI gAbbIA SU ALcUNI ASpETTI FISIOLOgIcI, 
cOmpORTAmENTALI E pROdUTTIVI dELLA cONIgLIA FATTRIcE
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AbSTRAcT

Effect of housing system on some physiological, behavioural and productive 
aspects of rabbit doe

The aim of the study was to ascertain if a higher space availability (alternative cage 
system) modifies physiological, behavioural and productive parameters of rabbit 
does. sixteen pregnant new Zealand White nulliparous rabbit does were transferred 
to standard cages (n=8) or to alternative cages (n=8) and physiological, behaviour-
al and productive traits were recorded for three consecutive cycles. behavioural ob-
servations showed both in pre-partum and post-partum periods a higher presence of 
stereotyped behaviour in standard caged doe. on the contrary in alternatively caged 
doe, even if blood ros were higher due to their greater motor activity, a lower hae-
matic value of haptoglobin was reached, thus was accompanied by a lower pre wean-
ing mortality of kits. in conclusion giving to does a higher space availability could 
permit to enhance animal welfare and reduce the pre-weaning pups mortality. 

Key words: Housing system, Behaviour, Performance, Rabbit doe.

INTROdUZIONE

Le direttive comunitarie in tema di riproduzione prevedono che le fattrici debbano 
essere allevate in coppia o in gruppo e che abbiano la possibilità di interazioni so-
ciali all’interno di un ambiente arricchito. L’allevamento in gruppo (stauffacher, 
1992), in gabbie modificate (mirabito, 2003) e in parchetto, però, può essere consi-
derato accettabile solo per le giovani coniglie nullipare o per le coniglie in asciutta; 
durante la fase riproduttiva, infatti, la gestione degli animali risulta molto più diffi-
cile per il verificarsi di numerosi problemi (dal bosco et al., 2004; mugnai et al., 
2009). in relazione alle dimensioni delle gabbie convenzionali, è stato evidenziato 
che le fattrici, a causa dell’ipoplasia sistemica dei tessuti ossei generata dalla ridot-
ta possibilità di movimento e del prolungato flat-sitting, presentano spesso uno svi-
luppo scheletrico anomalo, che può determinare importanti infermità. essendo or-
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mai noto il forte legame esistente tra comportamento animale, stress e sistema im-
munitario, lo scopo del presente lavoro è stato quello di verificare come l’aumen-
to di spazio disponibile influisca su alcuni parametri comportamentali, fisiologici e 
produttivi delle coniglie fattrici.

mATERIALE E mETOdI

La sperimentazione è stata effettuata presso lo stabulario sperimentale del diparti-
mento di biologia applicata dell’università degli studi di Perugia, dove 16 coniglie 
nullipare di razza bianca di nuova Zelanda sono state divise in due gruppi omoge-
nei e, 7 giorni prima del parto, assegnate ai seguenti sistemi di allevamento: gabbia 
standard monocellulare (38 × 60 × 34 cm; 0,23 m2/capo) e gabbia alternativa mono-
cellulare (48 × 65 × 60 cm; 0,31 m2/capo). Le fattrici a 4 mesi di età sono state sotto-
poste a inseminazione artificiale (i.a.). dopo il parto è stato praticato l’allattamento 
controllato nei primi 16 giorni e allo svezzamento (30 giorni), le coniglie sono state 
di nuovo sottoposte a i.a. Le osservazioni comportamentali sono state eseguite se-
condo la metodologia applicata in precedenti sperimentazioni (mugnai et al., 2009), 
dal giorno 7 al 4 pre-partum e per 15 giorni nel periodo post-partum. La mattina pre-
cedente e successiva al parto sono state registrate le caratteristiche quali-quantitative 
del nido (Canali et al., 1991). i prelievi ematici sono stati effettuati allo svezzamento 
dei coniglietti per la determinazione dei metaboliti reattivi all’ossigeno (ros), del 
Potere antiossidante del plasma (Pao) (kit commerciali diacron, Grosseto, italia) 
e dell’aptoglobina (kit enzimatico Phase Tm aptoglobina, Celbio srl, milano). non 
essendo state osservate differenze significative tra i cicli di allevamento considerati, 
i dati comportamentali sono stati raggruppati ed elaborati collettivamente. L’analisi 
statistica è stata effettuata con il software stata (stataCorp, 2005).

RISULTATI E cONcLUSIONI

nel periodo pre-partum, le coniglie allevate in gabbia standard hanno mostrato mag-
giori percentuali di stereotipie rispetto alle fattrici in gabbia alternativa (Figura 1). 
Questo rilievo conferma che l’allevamento in gabbia standard preclude l’espressione 
di alcuni comportamenti basilari (Gunn-dore e morton, 1993); nelle fattrici alleva-
te in gabbia alternativa, invece, le frequenze delle attività tipiche di questo periodo, 
quali il comfort e il riposo, sono risultate superiori. La qualità complessiva del nido 
non ha fatto registrare differenze significative nei due gruppi a conferma dell’ottima 
attitudine materna della razza bianca di nuova Zelanda. Per ciò che concerne le os-
servazioni comportamentali post-partum, il giorno di osservazione non ha fatto regi-
strare differenze significative (Tabella 1). Come nelle osservazioni pre-partum, nel-
le fattrici allevate in gabbia standard sono state determinate superiori percentuali di 
stereotipie e comfort, mentre le fattrici allevate in gabbia alternativa hanno presenta-
to le maggiori percentuali di movimento e riposo. Le stesse hanno presentato le mi-
gliori prestazioni riproduttive svezzando tutti i coniglietti; tale dato, a fronte di una 
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produzione lattea simile, ha fatto si che il latte pro-capite fosse minore come i pesi 
dei coniglietti allo svezzamento.
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Figura 1 – Effetto del tipo di gabbia sul comportamento pre-partum delle coniglie (8 animali/gruppo).

Tabella 1 – Effetto del tipo di gabbia sul comportamento post-partum, sullo stato ossi-
dativo e sui parametri produttivi (8 animali/gruppo; 3 cicli).

Tipo di gabbia Standard Alternativa dSE

stereotipie % 13,2b 0,0a 8,1*

alimentarsi % 0,0 0,0 0,0*

muoversi % 38,2a 47,8b 7,1*

Comfort % 35,8b 30,1a 4,8*

riposo % 12,8a 22,1b 16,2*

ros mmol h2o2 7,0a 8,3b 0,9

Pao µmol di hCLo 159,4b 148,4a 7,7

aptoglobina mg/ml 0,4b 0,1a 0,2

Peso fattrice al parto g 4050,0 4005,0 35,0

Peso fattrice allo svezzamento g 3900,0 3990,0 60,0

nati vivi n 8,0 8,0 2,0

Latte prodotto (primi 15 d) g 2085,2 2070,4 10,6

Latte/coniglietto (primi 15 d) g/d 24,0b 17,2a 4,8

svezzati n 6,0a 8,0b 2,1

Peso coniglietti svezzamento g 881,2b 645,4a 166,8

mortalità pre-svezzamento* % 37,5b 0,0a 5,5*
a,b: P<0,05. * = c2
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i livelli di ros e Pao plasmatici hanno evidenziato una minor stabilità ossidativa 
delle coniglie allevate in gabbia alternativa. La causa di tali riscontri è probabilmente 
legata alla maggior disponibilità di spazio che ha permesso a queste coniglie di esple-
tare una maggiore attività motoria, ipotesi confermata dai rilievi comportamentali. i 
valori di aptoglobina più bassi sono stati osservati nel gruppo sperimentale; tale ri-
scontro è probabilmente imputabile ad minor stress, confermato dall’assenza di ste-
reotipie. in conclusione si può affermare che le fattrici allevate in gabbia alternativa 
hanno avuto la possibilità di espletare una gamma di comportamenti più complessa, 
così da determinare un maggior grado di benessere. Tale situazione, seppur necessi-
tando di ulteriori approfondimenti, ha permesso anche di contrastare l’insorgenza di 
processi infiammatori sub-clinici e di ridurre la mortalità pre-svezzamento. 
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AbSTRAcT

growth performance and slaughter results in rabbits reared in individual, 
bicellular and colony cages

From weaning until slaughter (27 to 75 d of age), 384 rabbits were kept into 72 individ-
ual cages (72 rabbits), 48 bicellular cages (2 rabbits/cage; 96 rabbits) and 24 colony cag-
es (9 rabbits/cage; 216 rabbits). rabbits in individual cages showed higher final weight 
(P=0.10), growth rate (P=0.07) and feed intake (P<0.01) compared to rabbits kept into 
bicellular and colony cages, but similar conversion index. dressing percentage and car-
cass quality were similar apart from muscle to bone ratio of hind leg (P<0.05), higher in 
rabbits reared in individual cages compared to colony. on biceps femoris muscle, the b* 
index increased (P<0.001) from rabbits of individual to those of bicellular and colony 
cages. We can conclude that the rabbits in individual cages showed growth performance 
somewhat higher compared to those kept in bicellular and colony cages while slaughter 
results and meat quality did not differ substantially among the three housing systems.

Key words: Housing systems, Growth performance, Carcass traits.

INTROdUZIONE

L’european Food and safety authority raccomanda che i conigli all’ingrasso siano 
allevati in gruppo, in gabbie o recinti, in modo da favorire le interazioni sociali, au-
mentare lo spazio a disposizione del singolo animale e consentire un normale com-
portamento specie-specifico (eFsa, 2005). Tuttavia, l’allevamento in colonia può 
influenzare negativamente le prestazioni produttive e, in funzione di vari fattori qua-
li età, densità di allevamento e dimensione del gruppo, può favorire l’aggressività tra 
gli animali (Trocino e Xiccato, 2006; Verga et al., 2007; szendró́ et al., 2009). il pre-
sente studio ha inteso confrontare prestazioni produttive e risultati di macellazione 
in conigli allevati in gabbia singola, bicellulare e in colonia.
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mATERIALI E mETOdI

a 27 giorni di età, 384 conigli ibridi Grimaud (612±51 g) sono stati svezzati e tra-
sportati presso lo stabulario del dipartimento di scienze animali dove sono stati 
collocati in tre tipi di gabbia: 72 gabbie singole (72 conigli; 25 x 40 x 30 cm; 10 
animali/m2), 48 gabbie bicellulari (96 conigli; 28 × 40 × 30 cm; 17,9 animali/m2) 
e 24 gabbie collettive (colonie da 9 conigli; 216 conigli; 100 × 50 cm; 18 animali/
m2). i conigli sono stati alimentati per tutta la prova con un unico mangime com-
merciale da ingrasso (PG: 16,1%, ndF: 36,6%, amido 11,6%, energia digeribile: 
10,1 mJ/kg) contenente coccidiostatico ma privo di antibiotici. a 75 giorni di età, 
120 animali (40 per gruppo sperimentale), rappresentativi, nell’ambito di ciascun 
gruppo, per peso medio e variabilità, sono stati macellati presso una struttura com-
merciale seguendo i protocolli internazionali (blasco et al., 1993). dopo 24 ore di 
refrigerazione a 4°C, sui muscoli longissimus lumborum e biceps femoris sono stati 
misurati ph e colore Cie L*a*b* (Trocino e coll., 2003). Le carcasse di riferimen-
to (blasco et al., 1993) sono state sezionate per determinare l’incidenza del gras-
so separabile e degli arti posteriori e il rapporto muscoli/ossa dell’arto posteriore. i 
risultati sono stati sottoposti ad analisi della varianza con procedura GLm del pac-
chetto statistico sas, considerando come fattore principale il sistema di stabula-
zione e come unità sperimentale la gabbia (prestazioni produttive) o l’animale (da-
ti di macellazione e qualità della carne).

RISULTATI E cONcLUSIONI

Lo stato di salute è stato buono senza differenze significative tra i gruppi (2 morti in 
gabbia individuale, 7 in gabbia bicellulare e 1 in colonia) (Tabella 1). Gli animali al-
levati in gabbia individuale hanno mostrato maggiori consumi (P<0,01) e accresci-
menti (P=0,07) e pesi vivi finali tendenzialmente superiori rispetto ai conigli in gab-
bia bicellulare e in colonia (2678 vs. 2619 e 2602 g; P=0,10; Tabella 1), da ascriversi 
in particolare ai maggiori accrescimenti (37,8 vs. 35,7 e 34,6 g/d; P<0,01) e consumi 
alimentari (155 vs. 147 e 144 g/d; P<0,001) registrati nel secondo periodo di prova 
(da 52 a 75 giorni; dati non riportati in tabella). L’indice di conversione è risultato si-
mile nei tre sistemi di stabulazione.

Tabella 1 – prestazioni produttive dallo svezzamento (27 d) alla macellazione (75 d) (a-
b = p<0,05).

Gabbia Prob. dsr

singola bicellulare Colonia

Peso vivo iniziale, g 614 613 612 0,98 46

Peso vivo finale, g 2678 2619 2602 0,10 177

accrescimento, g/d 43,0 41,8 41,5 0,07 3,4

Consumo, g/d 133a 127b 126b <0,01 12

indice conversione 3,10 3,05 3,03 0,15 0,17
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Le lievi differenze di peso vivo finale si sono ulteriormente ridotte al macello (Tabel-
la 2), a causa delle minori perdite di trasporto nei conigli allevati in colonia (3,1% e 
2,9% vs. 2,2%; P<0,001; dati non riportati in tabella). Queste potrebbero essere spie-
gate con il minor consumo alimentare di questi animali nelle fasi finali di allevamen-
to e un grado di riempimento dell’apparato digerente minore alla partenza, ma simile 
all’arrivo al macello. il maggiore rapporto muscoli/ossa dell’arto posteriore nei coni-
gli in gabbia singola rispetto a quelli in colonia (6,35 vs. 5,90; P<0,05) potrebbe di-
pendere dalle lievi differenze di peso vivo. in quanto alla qualità della carne (Tabel-
la 3), sul longissimus lumborum non è stata misurata alcuna variazione significativa, 
mentre sul biceps femoris la luminosità (L*) è tendenzialmente diminuita (P=0,06) e 
l’indice del giallo (b*) è aumentato (3,04 vs. 3,32 vs. 4,26; P<0,001) passando dagli 
animali allevati in gabbia singola a quelli in gabbia bicellulare e in colonia. in con-
clusione, l’allevamento in gabbia singola dei conigli da carne ha permesso di rag-
giungere prestazioni produttive tendenzialmente superiori rispetto all’allevamento 
dei conigli in gabbia bicellulare o in colonie da 9 animali, in termini di maggiore pe-
so vivo finale, migliori accrescimenti e più vantaggiose caratteristiche delle carcasse. 
Tale risultato è dipeso in buona parte dalle migliori prestazioni nella fase finale del-
la prova, attribuibili probabilmente al minore carico di peso vivo alla macellazione 
nelle gabbie individuali (27 kg/m2) rispetto agli altri sistemi di stabulazione (circa 47 
kg/m2). il ridotto numero di animali nelle colonie e l’analoga densità potrebbero, in-
fine, spiegare i risultati simili evidenziati dai conigli in bicellulare e in colonia: nel-
le condizioni testate è ipotizzabile che gli eventi stressanti siano stati contenuti nelle 
colonie e che gli animali abbiano avuto la possibilità di esprimere adeguatamente il 
loro repertorio comportamentale.

Tabella 2 – Risultati di macellazione (a-b = p<0,05).
Gabbia Prob. dsr

singola bicellulare Colonia

Peso vivo al macello (PV), g 2633 2574 2569 0,14 156

Tubo digerente, % PV 17,7 17,5 17,4 0,60 1,3

Carcassa fredda, g 1617 1587 1571 0,16 107

resa a freddo, % PV 61,4 61,6 61,1 0,29 1,3

Carcassa riferimento (Cr), g 1360 1342 1336 0,52 97

Grasso separabile, % Cr 3,0 3,2 2,9 0,45 0,9

arti posteriori, % Cr 33,3 33,9 33,5 0,06 0,8

rapporto m/o arto posteriore 6,35b 6,19ab 5,90a 0,02 0,50
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Tabella 3 – ph e colore determinati sul longissimus lumborum e sul biceps femoris 
(a-b = p<0,05).

Gabbia Prob. dsr

singola bicellulare Colonia

Longissimus lumborum

ph 5,68 5,71 5,72 0,23 0,11

L* 53,3 53,6 52,5 0,19 0,26

a* -2,09 -2,25 -1,86 0,12 0,83

b* 2,73 1,72 2,35 0,11 2,13

Biceps femoris

ph 5,92 5,95 5,96 0,12 0,10

L* 50,7 50,0 49,5 0,06 2,3

a* -2,24 -2,11 -2,33 0,29 0,66

b* 3,04a 3,32a 4,26b 0,001 1,48

Gli autori ringraziano il Dott. Andrea Zuffellato, Veronesi Verona s.p.A., per l’assi-
stenza tecnica. 
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AbSTRAcT

molecular characterization and antimicrobial resistance of Salmonella 
Typhimurium from rabbit farms in Southern Italy

salmonella enterica infection is quite uncommon in rabbits, but it may raise seri-
ous concerns in terms of economic losses and public health impact. Furthermore, the 
insurgence and diffusion of multidrug resistant strains complicate the management 
of both human and rabbit infection. in this study four s. Typhimurium strains were 
characterized for antimicrobial susceptibility, resistance genes, class 1 integrons and 
Pulsed-Field Gel electrophoresis (PFGe). The results showed the circulation of a 
group of strain which is indistinguishable from human isolates for PFGe and multi-
drug resistance patterns. our data suggest that molecular characterization is an use-
ful tool to promptly recognize salmonella strains which are potentially harmful to 
rabbits or humans.

Key words: s. Typhimurium, PFGE, Multidrug resistance, Resistance genes.

INTROdUZIONE

Le salmonellosi non rappresentano nel settore cunicolo un problema patologico rile-
vante. i report sulla diffusione della malattia evidenziano, infatti, una prevalenza ri-
dotta di questa forma morbosa negli allevamenti. Tuttavia, spesso la presenza di sal-
monella si traduce in perdite economiche rilevanti sia per gli effetti diretti sulla salu-
te degli animali, sia per le implicazioni di polizia veterinaria e sanità pubblica. sal-
monella enterica subsp. enterica ser. Typhimurium (s. Typhimurium) è il sierotipo 
più temuto, sia per la gravità della sintomatologia cunicola, sia perché causa di tos-
sinfezioni alimentari umane (dionisi et al., 2009). L’ampia diffusione di ceppi mul-
tiresistenti desta grande preoccupazione, perché complicano l’eradicazione negli al-
levamenti e il trattamento terapeutico nell’uomo. scarsi sono al momento i dati sulle 
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caratteristiche fenotipiche e genotipiche dei ceppi di s. Typhimurium isolati nel co-
niglio, probabilmente proprio a causa di una sottovalutazione del problema in questo 
settore. in questo lavoro alcuni ceppi di s. Typhimurium isolati da allevamenti di co-
niglio nel corso di focolai di malattia sono stati genotipizzati. i risultati ottenuti han-
no offerto lo spunto per riflessioni circa le connessioni possibili tra i ceppi circolanti 
negli allevamenti cunicoli e quelli responsabili di tossinfezioni alimentari nell’uomo.

mATERIALI E mETOdI

Le ricerche sono state condotte su n. 4 stipiti di s. Typhimurium isolati da altrettanti 
allevamenti industriali di coniglio in Puglia e basilicata tra il 1999 e il 2003 durante 
focolai epidemici di malattia. i ceppi sono stati fagotipizzati, la suscettibilità agli an-
tibiotici amP, ChL, enr, Gen, Kan, naL, sTr, smX, TeT, TmP è stata deter-
minata mediante diffusione su disco secondo le prescrizioni del CLsi (2006) e sono 
stati allestiti incroci di coniugazione. Le PCr sono state eseguite con oligonucleotidi 
specifici per l’isola genomica sGi-1, gli integroni di classe 1 ed i geni di resistenza. 
i prodotti sono stati clonati in pGem-T easy Vector (Promega, milano). i plasmidi 
ricombinanti sono stati purificati e l’inserto è stato sequenziato. Le sequenze nucle-
otidiche sono state analizzate mediante le applicazioni bLasT. La caratterizzazione 
mediante PFGe è stata eseguita secondo il protocollo descritto da ribot et al. (2006). 
i profili ottenuti sono stati confrontati con quelli presenti nella banca dati di Pulsenet 
europa e denominati secondo la nomenclatura standard.

RISULTATI E cONcLUSIONI

Le caratteristiche dei ceppi di s. Typhimurium studiati sono riportati in tabella 1. La 
fagotipizzazione ha evidenziato una certa eterogeneità tra gli isolati, due dei qua-
li risultavano appartenere al fagotipo dT12, e gli altri due invece rispettivamente a 
dT104 e dT208. Tuttavia, i due ceppi dT12 e il dT104 esibivano lo stesso profilo di 
PFGe, denominato sTYmXb.0061. i tre ceppi erano accomunati anche da un pun-
to di vista geografico, considerato che provenivano tutti da allevamenti lucani. di-
versamente, il ceppo dT208, isolato nella provincia di Lecce, era caratterizzato dal 
profilo PFGe sTYmXb.0110. L’analisi della suscettibilità agli agenti antimicrobi-
ci evidenziava che tutti i ceppi erano sensibili ad enr e Gen, ma, mentre il ceppo 
dT208 era resistente a sTr, smX e TeT, i ceppi dT12 e dT104 erano resistenti a 
amP, ChL, sTr, smX e TeT. Questi ultimi tre possedevano l’isola genomica sGi-
1, che, a sua volta, recava l’informazione genetica necessaria per la multiresistenza. 
su di essa erano infatti localizzati i geni floR; sul1; tetA(G), aadA2; blaPsE-1, che de-
terminavano, rispettivamente, la resistenza a ChL, smX, TeT, sTr e amP. inoltre 
è stato possibile stabilire che i geni aadA2 e blaPsE-1 rappresentavano cassette geni-
che inserite in un integrone di classe 1. anche il genoma del ceppo dT208 ospitava 
un integrone di classe 1, in cui era inserita una cassetta genica aadA1, che determi-
na, come aadA2, l’inattivazione della sTr. il ceppo dT208 inoltre, era resistente al 
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smX in quanto dotato di 2 geni, sul1, riscontrati anche negli altri tre ceppi esamina-
ti, e sul2. Questo ceppo, inoltre, differiva dagli altri anche perché portatore del gene 
tetA(C) (invece di tetA(G)) il quale era fiancheggiato, a monte e a valle, da due tra-
sposoni semplici is26. La ricerca di elementi coniugativi nei ceppi in esame ha dato 
esito negativo nei ceppi dT12 e dT104. al contrario, nel genoma del ceppo dT208 
sono stati individuati due plasmidi. È attualmente in fase di accertamento l’eventua-
le associazione tra questi e i geni di resistenza. 
il presente studio descrive retrospettivamente 4 ceppi di s. Typhimurium isolati da 
allevamenti cunicoli di Puglia e basilicata, osservandone una stretta correlazione 
con isolati di origine umana. infatti, il pulsotipo sTYmXb.0061, caratterizzante i 
due ceppi dT12 e il dT104 qui esaminati, coincide con un profilo che era predomi-
nante in europa tra il 2000 e il 2004, ma che in italia era stato riportato assai spora-
dicamente (Gatto et al., 2006). Tuttavia, pochi anni più tardi lo stesso profilo carat-
terizzava il 30% degli isolati italiani responsabili di salmonellosi nell’uomo (dioni-
si et al., 2009). inoltre, i tre ceppi sTYmXb.0061 esaminati nel presente studio era-
no caratterizzati da un profilo di multiresistenza amP-ChL-sTr-smX-TeT, dalla 
presenza dell’isola genomica sGi-1 e dei geni di resistenza floR; sul1; tetA(G), aa-
dA2; blaPsE-1. inoltre, questi ultimi due facevano parte di un integrone di classe 1. Tut-
te queste caratteristiche coincidono pienamente con quelle del gruppo clonale, co-
stituito perlopiù da ceppi dT104, che nell’ultimo decennio ha avuto una larga dif-
fusione in tutto il mondo. nel loro insieme, questi dati, sia pure nella loro parziali-
tà, indicano che, tra la fine degli anni ’90 e i primi anni 2000, in alcuni allevamenti 
cunicoli lucani era presente una popolazione di ceppi clonalmente correlati tra loro 
che costituivano il sottoinsieme di un più ampio gruppo pandemico. in quegli anni 
la diffusione di tale sottogruppo era ancora molto limitata in italia, ma nel corso di 
pochi anni avrebbe aumentato la sua prevalenza fino a divenire uno dei pulsotipi più 
rilevanti come causa di salmonellosi nell’uomo (dionisi et al., 2009). inoltre, non è 
da trascurare il fatto che i ceppi di origine cunicola qui esaminati siano resistenti ad 
antibiotici poco utilizzati nel coniglio, mentre sono suscettibili ad antibiotici quali la 
gentamicina e l’enrofloxacina che invece sono tra i pochi ad essere impiegati in co-
niglicoltura. Questo dato, oltre a rimarcare la stretta correlazione esistente tra i ceppi 
diffusi negli allevamenti cunicoli e quelli di interesse clinico umano, lascia ipotizza-
re la possibilità di una trasmissione del patogeno in entrambi i sensi, sia dall’uomo 
al coniglio sia viceversa. anche se tale ipotesi necessita il suffragio di ulteriori dati, 
non è illogico supporre che l’infezione del coniglio potrebbe essere provocata anche 
da ceppi che abbiano infettato l’uomo e che siano stati trasmessi all’ospite cunico-
lo per via diretta o indiretta, mediata, in quest’ultimo caso, da vettori o veicoli uma-
ni o ambientali. del resto il quadro complessivo è altamente dinamico, in quanto è 
frequente l’insorgenza di nuovi cloni, anche se poi non tutti hanno capacità di pene-
trazione tale da renderli epidemici. È il caso del ceppo dT208, isolato in Puglia nel 
2000 e descritto nel presente studio. esso presenta profili peculiari sia in termini di 
multiresistenza (sTr-smX-TeT), sia di PFGe (sTYmXb.0110). Le resistenze an-
timicrobiche da esso esibite scaturiscono da geni differenti rispetto a quelli dei ceppi 
dT12 e dT104 esaminati e manca della sGi-1. Tuttavia, anche in questo caso i geni 
di resistenza sono associati ad elementi genetici, quali integroni e trasposoni, impli-
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cati nell’insorgenza e nella diffusione di ceppi multiresistenti, e nell’evoluzione bat-
terica. essi sono implicati anche nel trasferimento genico orizzontale sia interspecie, 
sia intraspecie. Pertanto, sono fondamentali misure atte a prevenire questo fenome-
no, a cominciare dall’uso prudente degli agenti antimicrobici o all’individuazione di 
strategie alternative rispetto alla metafilassi antibiotica. resta comunque l’esigenza 
di caratterizzare approfonditamente i ceppi responsabili di salmonellosi anche nel co-
niglio, per individuare in tempi utili l’insorgenza di ceppi potenzialmente più rischio-
si per l’uomo e per il coniglio.

Tabella 1 – dati riepilogativi dei ceppi di S. Typhimurium descritti nel presente lavoro.

regione/anno
di isolamento

Profili di 
resistenza Fagotipi

Pulsotipo 
secondo 
Pulsenet

Pres. 
della 
sGi-1

integr. 
di 

classe 1

Cassette 
geniche

altri 
geni di 

resistenza

basilicata/1999 amP-ChL-
sTr-smX-TeT dT104 sTYmXb.0061 + + aadA2; 

blaPsE-1

sul1; floR; 
tetA(G)

Puglia/2000 sTr-smX-TeT dT208 sTYmXb.0110 - + aadA1
sul1; sul2; 

tetA(C)

basilicata/2003 amP-ChL-
sTr-smX-TeT dT12 sTYmXb.0061 + + aadA2; 

blaPsE-1

sul1; floR; 
tetA(G)

basilicata/2003 amP-ChL-
sTr-smX-TeT dT12 sTYmXb.0061 + + aadA2; 

blaPsE-1

sul1; floR; 
tetA(G)
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AbSTRAcT

Rabbit myxomatosis: the role of the diagnostic laboratory for the managing 
and control of the disease on the field

myxomatosis still represents one of the main health problems of farmed, wild and 
rural rabbits. This is also due to the complexity of its aetiological agent; in fact, only 
recent studies have partially shown the genomic organization and function of the 171 
proteins, which the myxomavirus, a member of the Poxviridae family, genus Lep-
oripoxvirus, expresses during the various stages of infection. These data have direct 
and positive effects on the improvements of diagnostic methods. in particular, mo-
lecular biology and genotyping techniques make possible to quickly get diagnostic 
results and to precisely differentiate vaccine from wild strains.

Key words: Genotyping, Laboratory diagnosis, Myxomatosis, serology. 

INTROdUZIONE

La storia della myxomatosi in europa data al 1952, quando il virus fu deliberatamen-
te rilasciato in Francia per ridurre l’elevata e dannosa presenza di conigli selvatici. 
Per lo stesso motivo la malattia era già stata introdotta in australia nel 1950. L’espe-
rienza acquisita sul campo ha poi mostrato come il continuo rapporto virus-ospite 
porti alla selezione sul campo di ceppi del virus della myxomatosi meno virulenti e di 
una popolazione cunicola geneticamente più resistente all’infezione. La conseguen-
za è l’attuale circolazione sul territorio di ceppi a diverso grado di patogenicità che, 
in relazione alle caratteristiche della popolazione cunicola (genetica, situazione im-
munitaria, densità, ecc) e ambientali (stagione, umidità, ecc), si alternano negli an-
ni. Per esempio, proprio quest’anno nel nord italia si è registrato un inusuale elevato 
numero di focolai di mixomatosi (oltre 45 positività accertate) nella popolazione sel-
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vatica, rurale e presumibilmente, pur in assenza di denunce, anche negli allevamenti 
industriali, con elevati tassi di mortalità. alla base del “problema” myxomatosi, vera 
e continua minaccia e talora piaga per gli allevamenti del settore, vi sono le caratte-
ristiche del suo agente eziologico; infatti, tra tutti i virus, l’agente della myxomatosi 
(famiglia Poxoviriade, genere Leporipoxvirus) è fra i più complessi ed evoluti. il ge-
noma del virus è a dna ed è costituito da 171 geni. all’incirca 70 di questi codifi-
cano per proteine non essenziali per la replicazione del virus ma fondamentali per la 
regolazione dei rapporti con l’ospite. Queste proteine sono suddivise, sulla base del-
la funzione nell’ospite, in diverse sottofamiglie che interferiscono con: 1) la rispo-
sta immunitaria dell’ospite riducendone l’efficacia; 2) il processo di apoptosi (suici-
dio della cellula), che s‘innesca naturalmente non appena le cellule vengono infetta-
te dai virus al fine di limitarne la replicazione/sopravvivenza; 3) l’attività di macro-
fagi e linfociti T, cellule fondamentali sia per l’attivazione dell’immunità innata che 
specifica. La presenza di queste proteine e la loro azione sinergica e modulata, sono 
causa prima dei meccanismi di patogenesi dell’infezione e del decorso della malattia 
in termini più o meno gravi. infatti, la fase finale dell’infezione è spesso caratterizza-
ta da mortalità, legata all’immunosoppressione complessiva e protratta dell’animale, 
che favorisce l’istaurarsi d’infezioni batteriche, causa ultima di morte. e’ quindi faci-
le dedurre che anche la diagnosi della mixomatosi, nel senso avanzato del termine e 
non della mera diagnosi di malattia, sia un processo complesso. di seguito si espone 
sinteticamente quanto è oggi possibile fare in termini di diagnosi di laboratorio qua-
le supporto e aiuto per il controllo e la gestione della malattia in campo. 

mATERIALI E mETOdI

Per i dettagli metodologici essenziali su gli esempi diagnostici riportati si veda la le-
genda delle figure. 

RISULTATI E cONcLUSIONI

Sierologia della myxomatosi

il livello serico di anticorpi specifici per il virus della mixomatosi non è indice di pro-
tezione dalla malattia come invece lo è, per esempio, nel caso della malattia emorra-
gica virale. nonostante ciò, l’analisi sierologica mantiene una sua indubbia utilità 
diagnostica, quantomeno a due livelli: 1) consente di monitorare l’efficacia della pro-
filassi vaccinali, nei meri termini di controllo di un’avvenuta risposta immunitaria 
specifica; 2) nei casi di allevamenti, vaccinati e non, in cui è subentrato il virus pato-
geno, in congiunzione con la clinica, può essere d’aiuto nel definire il rapporto infet-
ti/malati e quindi stimare il grado di “patogenicità” del ceppo virale o, nel caso di 
animali vaccinati, il livello complessivo di protezione acquisito dalla popolazione. 
dal punto di vista metodologico le tecniche eLisa, potenziate dall’utilizzo di anti-
corpi monoclonali (acm), sono quelle più utilizzate. attualmente la reazione in uso 
presso il CremaViLa è una reazione di competizione verso la proteina 71L (protei-

      
Figura 1 – Virus della mixomatosi evidenziato in  im-
muno-perossidasi. 
Isolato da campo amplificato su cellule RK13. Dopo 
fissazione, le cellule sono incubate prima con un pool 
di AcM anti-myxomavirus e successivamente con un 
anti-IgG topo HRP. 
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na immunodominate dell’envelope) fra 
le più immunogene e per la quale si di-
spone di acm specifici (botti et al., 
2007). La reazione ha un’elevata speci-
ficità e sensibilità e consente in una 
buona parte dei casi e sulla base dei ti-
toli rilevati, di distinguere gli animali 
con infezione recente da quelli vaccina-
ti (Lavazza et al., 2004). 
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to o impronte congiuntivali, come pure 
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anche partendo da tamponi oculari. il metodo è però costoso e “lento” poiché preve-
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zioni specifiche del solo genoma dei ceppi vaccinali sG33 e borghi. di conseguenza 
è stato possibile sviluppare una PCr diagnostica in grado di differenziare i ceppi di 
virus di campo dai ceppi vaccinali. i risultati sono stati ottenuti con la coppia di pri-
mers: a) specifici per il gene m071 amplificabile in tutti i ceppi; b) specifici per il 
ceppo vaccinale sG33; C) specifici per il ceppo vaccinale borghi. 

Figura 2 – Uso della PCR nella diagnosi differenziale della myxomatosi (Linee 1-4: prodotti ottenuti 
dall’amplificazione di DNA estratto da: 1) un ceppo del campo, 2) ceppo di riferimento Moses, 3) ceppo 
vaccinale Borghi, 4) ceppo vaccinale sG33. MW. Markers, b: bianco, c: controllo negativo. Con la PCR: 
(A) si amplifica un frammento di 471bp in tutti i campioni analizzati (PCR diagnostica per la presenza del 
virus); (B) si amplifica un frammento di 409bp per il solo ceppo vaccinale sG33; (C) si amplifica un fram-
mento di 405bp per il solo ceppo vaccinale Borghi).
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AbSTRAcT

arcanobacterium pyogenes as a cause of reproductive disorders in a rabbit 
breeding

reproductive pathology is conditioned by several factors, which can influence re-
productive rhythm in a farm. in rabbits, infertility can be associated with non-infec-
tious and infectious causes. several pathogens can lead to infertility; among them 
Pasteurella multocida and staphylococcus aureus are the most important. in certain 
circumstances, Arcanobacterium pyogenes, a commensal of mucous membranes, be-
comes an opportunistic pathogen. in different animal species it can cause suppura-
tive infections involving skin, joints and organs belonging to reproductive and res-
piratory systems. in this paper we report the isolation of five A. pyogenes strains re-
covered from does with infertility problems. They were isolated from three uteri and 
two vaginal swabs. necropsy revealed lesions only in three animals. results seem 
to indicate that A. pyogenes can cause severe lesions in does, in association with im-
proper management conditions in artificial insemination. 

Key words: Arcanobacterium pyogenes, Infertility, Doe.

INTROdUZIONE

La patologia riproduttiva è una patologia condizionata e multifattoriale. diversi sono i 
fattori che possono influenzare le performances riproduttive nell’allevamento cunicolo: 
qualità e quantità del seme, lo stato fisiologico e sanitario della femmina, oltre a fattori 
quali un errato microclima (alta temperatura), una inadeguata alimentazione (soprattut-
to diete con un basso tenore proteico e/o basso contenuto di vitamine a e K) o “even-
ti stressanti”, in generale. Fra gli agenti eziologici più importanti sono compresi batte-
ri come Pasteurella multocida, staphylococcus aureus, salmonella spp, e Chlamydo-
phyla abortus e i virus agenti di malattia emorragica virale e myxomatosi. accanto a 
questi, sono riportati in bibliografia casi sporadici di metrite causate da Moraxella spp. 
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Arcanobacterium (A.) pyogenes, solitamente commensale delle mucose di varie specie 
animali, è considerato un patogeno opportunista, responsabile di lesioni piogeniche a 
carico di cute, articolazioni e organi dell’apparato respiratorio e riproduttivo (Timoney 
et al., 1988, citato da Jost et al., 2005). scopo del presente lavoro è descrivere l’isola-
mento e l’identificazione di ceppi di A. pyogenes isolati in coniglie affette da infertilità. 

mATERIALI E mETOdI

descrizione allevamento

L’allevamento consta di 500 fattrici in produzione, gestite con una ciclizzazione a 
banda unica. e’ costituito da due locali distinti, uno dedicato al reparto maternità ed 
uno all’ingrasso. il primo presenta 420 fori nido a piano unico con alimentazione au-
tomatica e 320 posti rimonta su gabbie a tre piani parzialmente sovrapposte. La pro-
duzione è caratterizzata da una ciclicità di 49 giorni, con inseminazione artificiale a 
18 giorni post parto. mediamente vengono eseguite 500 inseminazioni/ciclo; di que-
ste il 16% è effettuato su fattrici nullipare. La fertilità in generale è superiore all’80%, 
quella delle nullipare supera l’86%. il numero medio di nati vivi/parto è rispettiva-
mente di 9,3; quello dei nati morti/parto è pari a 0,6. La perdita delle fattrici nel cor-
so del ciclo produttivo è di circa il 4%. da fine agosto 2010 si è assistito ad una ridu-
zione della fertilità di circa il 5%, imputabile ad un calo di condizione delle fattrici in 
seguito al periodo estivo, e ad una costante diminuzione del numero di nati. all’ini-
zio di ottobre, il 35% delle fattrici ha prodotto meno di 6 conigli per parto, mentre il 
numero dei nati morti è aumentato di circa il 2%. al fine di stabilire l’eziologia del-
la sindrome, nove fattrici sono state conferite presso la sezione di udine dell’istitu-
to Zooprofilattico sperimentale delle Venezie, dove sono state sottoposte ad esame 
anatomo-patologico e a successive indagini laboratoristiche. 

Analisi batteriologiche

Per ogni soggetto sono stati eseguiti prelievi da utero, fegato, pericardio, polmone, mi-
dollo allungato, milza e cieco. dai primi quattro organi è stato condotto un esame bat-
teriologico sia inoculando una piastra di agar sangue (as) e una di eosin-methylen blue 
(emb) (esame batteriologico diretto) sia inoculando una brodocoltura di Triptose soy 
broth (Tsb) (esame batteriologico indiretto). Tutti i terreni sono stati forniti dal Cen-
tro servizi alla Produzione (CsP, Legnaro, iZsVe). Le piastre di as sono state incuba-
te per 24-96 h in aerobiosi e in atmosfera modificata (arricchita con Co2, Campygen, 
oxoid), il terreno emb e le brodocolture per 24-48 ore in aerobiosi. Le brodocolture 
sono state seminate su as in caso di crescita negativa all’esame batteriologico diretto. 
Le letture sono state eseguite ogni 24 h sino al 4° giorno d’incubazione. dal midollo 
allungato è stata effettuata la ricerca di Listeria monocytogenes, mentre dal pool di fe-
gato, milza e cieco la ricerca di salmonella spp. e Campylobacter termofili. inoltre, in 
6 soggetti è stato effettuato un tampone vaginale, sottoposto all’indagine batteriologica 
come sopra descritto. in base alla morfologia della colonia batterica, la colorazione di 
Gram, test di catalasi ed ossidasi, i ceppi batterici sono stati identificati tramite kit bio-
chimici miniaturizzati (aPY CorYne e aPY sTaPh, biomerieux). 
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Indagine genotipica

da ogni soggetto sono stati eseguiti tamponi vaginali per ricerca Chlamydophyla 
abortus. il dna è stato estratto con il kit commerciale high Pure PCr Template iso-
lation (roche). i campioni sono stati testati mediante un protocollo di real Time PCr 
di screening per Chlamydiaceae e, successivamente, sono stati esaminati mediante un 
protocollo di real Time PCr per discriminare tra le seguenti specie: Cp. pecorum, 
Cp. psittaci, Cp. abortus e C. suis, secondo quanto descritto da Pantchev et al. (2009).

RISULTATI E cONcLUSIONI

i risultati dell’esame anatomo-patologico e dell’esame batteriologico (diretto e indi-
retto) condotto su utero e sui tamponi vaginali sono riassunti in tabella 1. Gli esami 
batteriologici (diretto e indiretto) condotti su fegato, pericardio e polmone, nonché la 
ricerca di Chlamydophyla abortus, L. monocytogenes, Campylobacter termofili risul-
tavano negativi. A. pyogenes è stato isolato in 5 soggetti, sia da esame batteriologico 
diretto che indiretto, in due soggetti da tampone vaginale ed in tre soggetti da utero. 
Le colonie di dimensioni pari a 1-2 mm, emolitiche con margini netti sono apparse 
dopo 72-96 ore incubazione da as (in atmosfera modificata). 

Tabella 1 – Risultato dell’esame batteriologico eseguito da tampone vaginale e da ute-
ro (n.e.= non eseguito).

soggetto sito prelievo
esame 

batteriologico 
diretto

esame 
batteriologico 

indiretto
Lesione anatomopatologica

1
Tampone vaginale n.e. n.e. endometrite purulenta e 

peritonite ascessualeutero A. pyogenes A. pyogenes

2
Tampone vaginale n.e. n.e. assenza di lesioni anatomo 

patologicamente rilevabiliutero A. pyogenes A. pyogenes

3
Tampone vaginale n.e. n.e. assenza di lesioni anatomo 

patologicamente rilevabiliutero A. pyogenes A. pyogenes

4
Tampone vaginale n.e. n.e.

Gravidanza extrauterina
utero negativo negativo

5
Tampone vaginale n.e. n.e.

ascesso tubarico e peritonite 
purulentautero negativo staphylococcus 

coagulasi negativo

6
Tampone vaginale negativo negativo Gravidanza extrauterina, 

ascesso tubarico e peritonite 
siero fibrinosautero negativo negativo

7
Tampone vaginale negativo negativo

endometrite catarrale
utero negativo negativo

8
Tampone vaginale A. pyogenes A. pyogenes

endometrite catarrale
utero negativo negativo

9
Tampone vaginale A. pyogenes A. pyogenes

endometrite catarrale
utero negativo negativo
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in due soggetti non si sono osservate lesioni macroscopicamente rilevabili, mentre in 
tre soggetti A. pyogenes è stato isolato da endometrite (catarrale e purulenta). inoltre, 
nel soggetto 1, il microrganismo è stato identificato anche dalla lesione ascessuale 
a carico del peritoneo, insieme a staphylococcus aureus. A. pyogenes è un batterio 
commensale, patogeno opportunista. esso possiede un elevato numero di fattori di 
virulenza che contribuiscono a definire il suo potenziale patogeno. essendo un com-
mensale, la fonte di infezione di A. pyogenes è spesso autogena, conseguente a mi-
crotraumi delle mucose, favorenti la disseminazione del microrganismo (Jost et al., 
2005). nel presente lavoro, successivamente all’identificazione di A. pyogenes, sono 
stati apportati cambiamenti nella gestione dell’inseminazione, cambiando tipologia 
di pipetta (lunghezza minore) e applicando misure atte sia a contenere i fattori stres-
santi per la fattrice sia a migliorare le condizioni igienico-sanitarie. Queste modifiche 
hanno determinato un ritorno alle performances precedenti il periodo considerato. Le 
fattrici rappresentano un importante settore nell’allevamento cunicolo; una riduzione 
dei parametri di fertilità, fecondità e prolificità ha un notevole impatto economico su 
tutto l’allevamento. i fattori che influenzano le differenti forme di ipo-infertilità sono 
molteplici. Fra questi, una non corretta gestione dell’inseminazione artificiale (tipo-
logia strumenti, igiene, manipolazione della femmina) può favorire l’impianto e la 
successiva moltiplicazione di patogeni opportunisti, come A. pyogenes. 
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AbSTRAcT

detection of intercellular adhesion genes and biofilm production in Staphylococcus 
aureus strains isolated from rabbit. in commercial rabbitries, pathologies due to sta-
phylococcus aureus are considered one of the most important causes of economic 
losses. The pathogenesis of the staphylococcus aureus infection is related to various 
factors which promote the adhesion and the colonization to the host surfaces (toxins, 
extracellular factors and polysaccharidic biofilm). moreover, the biofilm formation 
represents a key factor for protection against phagocytosis and antimicrobial agents. 
it is considered responsible for chronic infections, too. one hundred and four staphy-
lococcus aureus strains isolated from rabbits affected by mastitis were evaluated for 
slime production by Congo red agar test (Cra) and by a specific PCr based proce-
dure. results indicate that 6/104 (6%) strains showed the phenotypic trait, whereas 
104/104 (100%) were positive to molecular characterization. 

Key words: staphylococcus aureus, IcaA gene, IcaD gene, Biofilm formation.

INTROdUZIONE

nell’allevamento cunicolo staphylococcus aureus rappresenta, insieme a Pasteurel-
la multocida, uno dei più frequenti agenti di infezione piogena a carico di diversi di-
stretti (cute, annessi cutanei, apparato respiratorio e genitale). La patogenesi dell’in-
fezione è legata all’effetto combinato di diversi fattori di virulenza; fra di essi si an-
noverano tossine, fattori extracellulari e la capacità del microrganismo di formare il 
biofilm. La produzione del biofilm, definito come “una comunità strutturata di cel-
lule batteriche racchiuse in una matrice polimerica autoproducentesi ed aderente ad 
una superficie inerte o no” (Costerton et al., 1999) è associata sia ad una maggiore 
capacità di staphylococcus aureus di aderire e colonizzare i tessuti dell’ospite che ad 
una maggiore capacità di eludere le difese immunitarie. La formazione del biofilm 
è inoltre implicata nei meccanismi di cronicizzazione dell’infezione e nell’aumenta-
ta resistenza del microrganismo agli antimicrobici (melchior et al., 2006). essa vie-
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ne regolata a livello genetico dall’intracellular adhesion (ica) locus, che controlla la 
sintesi di un’adesina, Pia (polysaccharide intercellular adhesin), molecola di natura 
polisaccaridica che permette l’adesione intercellulare. L’ica locus è costituito dai geni 
icaADBC che codificano proteine medianti la sintesi di Pia nei ceppi di staphylococ-
cus aureus. Fra di essi, icaA e icaD giocano un ruolo fondamentale nella formazio-
ne del biofilm. in particolare, il gene icaA codifica per l’enzima n-acetilglucosami-
niltransferasi, implicato nel processo di formazione del biofilm. La completa espres-
sione fenotipica del tratto genetico è determinata dall’espressione contemporanea sia 
dell’icaA che dell’icaD (arciola et al., 2002). 
scopo del presente lavoro è stato quello di valutare la presenza dei geni icaA e icaD 
in ceppi di staphylococcus aureus isolati da coniglie affette da mastite, valutando 
inoltre fenotipicamente la formazione del biofilm. 

mATERIALI E mETOdI

104 ceppi di s. aureus, isolati in corso di mastite, sono stati sottoposti alle seguenti 
indagini fenotipiche e genotipiche.

Analisi fenotipica

Le colonie di staphylococcus aureus sono state inoculate su Congo red agar (Cra), 
allestito secondo quanto descritto da arciola et al. (2002). Le piastre sono state incu-
bate per 48 ore a 37± 2°C, in condizioni di aerobiosi e successivamente poste per ul-
teriori 24-48 ore a temperatura ambiente. La valutazione delle colonie è stata basata 
su un’evidenza colorimetrica: le colonie producenti il biofilm apparivano nere/nero-
grigie/grigie su fondo rosso, mentre le colonie non producenti il biofilm apparivano 
rosa/rosso su fondo scuro. s. epidermidis aTCC 35984 e s. epidermidis aTCC 12228 
sono stati utilizzati quali controllo positivo e negativo di reazione, rispettivamente. 

Analisi genotipica

il dna è stato estratto utilizzando il kit commerciale “Geneelute bacterial geno-
mic dna kit” (sigma-aldrich). La ricerca geni icaA e icaD è stata eseguita secondo 
quanto descritto da Tristan et al. (2003). 

RISULTATI E cONcLUSIONI

L’indagine fenotipica ha evidenziato 6/104 (6%) ceppi producenti il biofilm (biofilm 
+), mentre 98/104 (94%) non producenti il biofilm (biofilm -). Genotipicamente, in-
vece, 104/104 (100%) ceppi di staphylococcus aureus erano positivi alla ricerca per 
i geni icaA e icaD. 
L’analisi fenotipica condotta evidenzia una elevata prevalenza di ceppi biofilm -, 
diversamente l’analisi genotipica sottolinea un’ampia diffusione dei geni responsa-
bili della formazione del biofilm. uno studio condotto su ceppi di staphylococcus 
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aureus isolati in corso di mastite bovina ha evidenziato una prevalenza dei geni co-
dificanti il biofilm pari al 100%, e una percentuale pari al 70% di ceppi positivi al 
Cra test. (Vasudevan et al., 2003). arciola et al. (2002), inoltre, descrivono cep-
pi fenotipicamente “biofilm negativi, genotipicamente positivi”, in cui la mancata 
espressione genica è associata ad una mutazione puntiforme o a fattori interferenti 
l’espressione genica stessa. L’espressione del locus genico è infatti, altamente va-
riabile, influenzato ad esempio da riarrangiamenti genomici. baselga et al. (1993) 
hanno dimostrato come l’espressione fenotipica del biofilm risenta delle condizio-
ni di coltivazione del microrganismo, come ad esempio l’atmosfera di incubazio-
ne. nel presente lavoro, l’incubazione di alcuni ceppi sia in aerobiosi che in anae-
robiosi (dati non pubblicati) non ha evidenziato differenze significative di crescita 
e di espressione fenotipica sia nei ceppi biofilm + che in quelli biofilm -. nel pre-
sente lavoro, inoltre, l’adozione della scala cromatica per la lettura delle piastre e 
il prolungamento dell’incubazione a 96 ore hanno permesso, nel primo caso, di ri-
durre la possibile variabilità legata all’interpretazione dell’operatore, mentre nel 
secondo caso, ha permesso di apprezzare in modo più corretto il colore delle colo-
nie. infatti, la lettura effettuata a 48 ore permetteva di apprezzare in modo esausti-
vo il colore delle colonie solo nei ceppi positivi; nel caso dei ceppi negativi, inve-
ce, la lettura a 48 ore permetteva una corretta interpretazione solo nel 70% (ca) dei 
ceppi. nei ceppi sottoposti ad esame, inoltre, non è stata registrata la formazione 
di spikes di colore rosa/rosso all’interno di colonie nere (positive), variazione de-
scritta in ceppi isolati in corso di infezione nell’uomo (arciola et al., 2002). dal 
confronto del profilo di antibiotico resistenza dei ceppi genotipicamente e feno-
tipicamente positivi e dei ceppi genotipicamente positivi ma fenotipicamente ne-
gativi non emerge una significativa differenza nel profilo di antibiotico resistenza 
(dati non pubblicati). diversamente, vari autori sottolineano una ridotta sensibilità 
agli antimicrobici in ceppi di staphylococcus aureus biofilm +, isolati da mastite 
bovina (Vasudevan et al., 2003). 
staphylococcus aureus nell’allevamento del coniglio costituisce un’importante pro-
blema, poiché rappresenta una delle cause principali di riforma delle fattrici. secon-
do gli autori, questo costituisce il primo studio sulla presenza genotipica e fenotipi-
ca del fattore biofilm condotto su ceppi di staphylococcus aureus isolati da coniglio. 
Considerando l’elevata distribuzione dei geni nei ceppi di staphylococcus aureus, 
ulteriori indagini sono necessarie per stabilire l’esatto ruolo del biofilm quale fattore 
di virulenza in tali ceppi. si sottolinea la necessità di associare l’analisi fenotipica a 
quella genotipica nello studio del biofilm.
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AbSTRAcT

Vancomycin resistance in enterococcus spp. strains isolated from rabbits. 
preliminary results

Enterococcus spp. are part of normal intestinal flora both in humans and animals. 
some strains, multidrug-resistant, can cause serious hospital- and community-ac-
quired infections. one of the most important resistance is the vancomycin resist-
ance. Vancomycin, a glycopeptide antibiotic, represents the last effective drug used 
to treat such infections in humans. numerous studies have identified treatment with 
some glycopeptides as risk factors for acquiring vancomycin resistance both in hu-
mans and in animals. nevertheless some vancomycin resistance strains are able to 
transfer the codifying resistance genes to other bacterial species. due to the impli-
cations in public health, monitoring of antimicrobial resistance is of the utmost im-
portance to preserve public health. in this study, we investigated the presence of 
Vancomycin-resistant enterococci (Vre) in 139 strains isolated from rabbit faecal 
samples. bacterial strains were submitted to examination, using two different me-
dia (slanetz bartley and slanetz bartley with 6 mg/l of vancomycin). Vancomycin 
resistant strains were not found.

Key words: Enterococcus spp., Vancomycin resistance, Rabbit.

INTROdUZIONE

Gli enterococchi sono batteri Gram positivi, ubiquitari, normalmente presenti 
nell’ambiente e nel tratto gastroenterico di uomini ed  animali. essi sono caratteriz-
zati dalla presenza di sequenze geniche codificanti la resistenza a differenti classi di 
antibiotici (beta-lattamici, aminoglicosidi e glicopeptidi) e dalla possibilità di tra-
sferire questi geni ad altre specie batteriche commensali. negli enterococchi la re-
sistenza agli antimicrobici può essere intrinseca (manifestandosi a basse concentra-
zioni di principio attivo) o acquisita. nell’ambito dell’antibiotico resistenza parti-
colare importanza rivestono i ceppi di enterococchi vancomicina resistenti (Vre). 
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La vancomicina è un antibiotico di natura glicopeptidica che agisce inibendo la for-
mazione della parete batterica ed interferendo con la polimerizzazione del peptido-
glicano. recentemente sono stati individuati come patogeni emergenti responsabili, 
nell’uomo, di gravi infezioni soprattutto in ambito ospedaliero (mundy et al., 2000), 
sia in europa che negli stati uniti (Leclerq et al., 1988). da un punto di vista epide-
miologico la diffusione dei ceppi è stata inizialmente collegata all’ambiente ospe-
daliero negli stati uniti, a causa di un uso improprio nei protocolli terapeutici della 
vancomicina. in europa, invece, l’insorgenza di Vre è stata provocata soprattutto 
dall’uso di avoparcina, un glicopeptide strutturalmente analogo alla vancomicina, 
utilizzato come auxinico negli alimenti per animali da reddito, sino al 1997, anno in 
cui nell’ue è stato definitivamente bandito. La resistenza ai glicopeptidi è determi-
nata dalla presenza di sei distinti loci genetici, denominati Van A,B,C,D,E,G, codifi-
canti per i rispettivi pattern fenotipici. La capacità, invece, di trasferire geni è lega-
ta alla presenza, nel genoma batterico, di plasmidi e trasposoni. Geneticamente, la 
resistenza è determinata dalla sostituzione della sequenza terminale d-ala-d-ala 
del peptidoglicano con il dipeptide d-ala-d-Lac nei fenotipi Vana, Vanb e Vand, 
con d-ala-d-ser nei fenotipi VanC, Vane, Van G. i fenotipi Van a e Van b sono i 
più frequenti (murray, 1998).
scopo del presente studio è stato quello di studiare la presenza di Vre in campioni 
di feci di conigli, provenienti da allevamenti del Friuli Venezia Giulia.

mATERIALI E mETOdI

nel periodo maggio 2010 - gennaio 2011, 139 campioni di feci di coniglio, prove-
nienti da 15 allevamenti del Friuli Venezia Giulia, sono stati sottoposti alla ricerca 
di Vre. Le feci sono state inoculate in un brodo di pre-arricchimento, Triptose soy 
broth (Tsb, fornito dal Centro servizi alla Produzione, CsP, istituto Zooprofilattico 
sperimentale delle Venezie) in rapporto 1:10 (feci:terreno) ed incubati a 41,5 ± 1°C 
per 18-24 ore. al termine dell’incubazione, 10 µl di brodocoltura sono stati trasfe-
riti sul terreno slanetz bartley (sb, fornito dal CsP) e slanetz bartley addizionato 
con Vancomicina 6 mg/l (sb + Van, fornito dal CsP), distribuiti sull’intera super-
ficie servendosi di un’ansa ad L, sterile, monouso.  Le piastre sono state incubate a 
37 ± 1°C per 18-24 ore, mentre la brodocoltura è stata re-incubata a 41,5 ± 1°C per 
altre 18-24 ore. al termine del periodo di incubazione si è proceduto a lettura delle 
piastre: i ceppi Vre crescono su entrambi i terreni sotto forma di colonie rosa-ros-
se, mentre i ceppi non vancomicina resistenti crescono solamente su sb, formando 
colonie rosa-rosso.  nel caso in cui, sulle piastre di sb e sb + Van, non fosse stata 
riscontrata alcuna crescita batterica con morfologia attribuibile agli enterococchi, si 
è proceduto ad una ulteriore semina del Tsb sia su sb che su sb + Van, incuban-
do a  37 ± 1°C per 18-24 ore (del Grosso et al., 2000).  Quale controllo positivo di 
processo sia il terreno sb che il terreno sb+Van sono stati inoculati con il ceppo di 
E. faecalis aTCC 51299. 
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RISULTATI E cONcLUSIONI

da tutti i campioni sottoposti ad indagine sono stati isolati ceppi di Enterococcus 
spp.; tutti i ceppi isolati sono risultati essere vancomicina sensibili (100%). il ruo-
lo degli animali quali reservoir di Vre è controverso ed ancora oggi oggetto di di-
scussione. studi condotti in italia sul suino e sul pollo hanno evidenziato un’alta dif-
fusione di ceppi Vre (del Grosso et al., 2000; Figarolli et al., 2006), mentre stu-
di condotti negli stati uniti da hershberg et al. (2005) non hanno evidenziato cep-
pi Vre in diverse specie animali (bovino, suino, tacchino). in europa, la selezione 
dei ceppi vancomicina resistenti è stata favorita dall’utilizzo ad esempio dell’avo-
parcina, glicopeptide simile alla vancomicina. in seguito al divieto di utilizzo in ue 
di sostanze promotrici della crescita, la colonizzazione da parte di ceppi Vre in al-
cune specie ad interesse zootecnico è diminuita in maniera significativa (Van den 
bogaard et al., 2000). studi condotti sull’uomo hanno identificato nel trattamento 
con vancomicina, amikacina o cefalosporine ad ampio spettro un fattore di rischio 
nell’acquisizione della resistenza alla vancomicina negli enterococchi (altoparlak 
et al., 2011). nel caso dei ceppi Vre, inoltre, la possibilità di trasferire i geni co-
dificanti l’antibiotico resistenza ad altre specie batteriche (biavasco et al., 1996) e 
dall’animale all’uomo lungo la filiera produttiva costituisce un importante elemen-
to di indagine per preservare la salute pubblica. ad esempio, la descrizione di ceppi 
di staphylococcus aureus vancomicina intermedi e resistenti (Visa, Vrsa) indica 
l’acquisizione della resistenza al glicopeptide da parte dei ceppi di s. aureus, dovu-
ta alla condivisione della medesima nicchia ecologica con ceppi Vre (noble et al., 
1992). da un punto di vista terapeutico, la vancomicina costituisce uno degli anti-
biotici di elezione nel trattamento delle infezioni stafilococciche umane. Conside-
rando il possibile effetto che la resistenza agli antimicrobici ha sulla salute umana e 
il suo impatto economico, si rendono necessarie misure di controllo per prevenire il 
diffondersi di patogeni resistenti dall’animale all’ambiente e all’uomo. secondo la 
direttiva europea 2003/99 “sulle misure di sorveglianza delle zoonosi e degli agen-
ti zoonotici”, recepita dal d.lvo 191/2006, all’articolo 7, si indica infatti agli stati 
membri di provvedere alla sorveglianza della resistenza agli antimicrobici, fornen-
do dati relativi all’incidenza di casi di resistenza agli antimicrobici non solo negli 
agenti zoonotici ma anche in altri agenti, nella misura in cui questi ultimi possano 
costituire una minaccia per la sanità pubblica. 
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AbSTRAcT

detection of staphylococcal enterotoxins in Staphylococcus aureus strains 
isolated from rabbits mastitis

staphylococcus aureus is a common cause of infections both in humans and in ani-
mals. it can cause various diseases, producing toxins and other extracellular factors. 
staphylococcal enterotoxins are the leading cause of gastroenteritis in humans and 
moreover they are powerful superantigens able to stimulate non-specific T-cell pro-
liferation. This can give several allergic and autoimmune diseases. The aim of this 
study was to evaluate the presence of staphylococcal enterotoxins in 98 rabbit mas-
titis samples. staphylococcus aureus tested strains did not harbour enterotoxins.

Key words: staphylococcus aureus, Enterotoxins, Rabbit.

INTROdUZIONE

staphylococcus aureus è un batterio Gram positivo, normalmente presente sulla cu-
te e sulle mucose dell’uomo e degli animali. in presenza di fattori predisponenti può 
causare infezioni di diversa gravità a carico di vari organi. La patogenicità di sta-
phylococcus aureus è dovuta alla capacità di produrre una vasta gamma di fattori 
extracellulari e di tossine. Tra di esse si annoverano le enterotossine stafilococciche 
(se), nove proteine basiche (da sea a see e da seG a seJ), stabili al calore, resi-
stenti alle proteasi come la pepsina e la tripsina. negli episodi tossinfettivi esse sono 
responsabili delle manifestazioni cliniche caratterizzate da nausea, vomito, e grave 
risentimento organico generale. diversi studi hanno evidenziato come esse abbiano 
nell’organismo un differente comportamento; la seb ad esempio passa più rapida-
mente della sea nel circolo ematico, mentre la seC è la più ospite-specifica e do-
tata di maggiore cross-reattività (bergdoll et al., 1967; Casman et al., 1967). Le tos-
sine sea e sed sono quelle maggiormente coinvolte e danno sintomatologia a do-
saggi estremamente bassi (per la tossina sea, ad esempio, detto valore è pari a 100 
nanogrammi) (balaban et al., 2000). Le enterotossine stafilococciche possono inol-
tre fungere da super-antigeni, grazie alla loro capacità di legare direttamente il com-
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plesso maggiore d’istocompatibilità di classe ii (mhC ii) delle cellule presentanti 
l’antigene alla porzione variabile del recettore dei linfociti T. Questo processo cau-
sa una proliferazione policlonale ed aspecifica delle cellule T, con conseguente rila-
scio di interleuchine e l’instaurarsi di un processo infiammatorio a carico del tratto 
gastrointestinale, reso evidente dalle estese e gravi lesioni a carico dello stomaco e 
dell’intestino tenue (balaban et al., 2000; Wynn et al., 2006). scopo del presente la-
voro è stato ricercare le enterotossine a, b, C, d in ceppi di staphylococcus aureus 
isolati nel coniglio.

mATERIALI E mETOdI

novantotto ceppi di staphylococcus aureus isolati da mastite in conigli provenien-
ti da dieci differenti allevamenti siti in Friuli Venezia Giulia sono stati sottoposti al 
protocollo di seguito descritto per la ricerca delle enterotossine stafilococciche a, 
b, C, d. i ceppi di staphylococcus aureus sono stati isolati a partire da agar sangue 
(as, fornito dal Centro servizi alla Produzione, CsP-iZsVe, istituto Zooprofilattico 
sperimentale delle Venezie) incubato in aerobiosi per 24-48 ore a 37 ± 2°C. i cep-
pi batterici con una morfologia riconducibile a staphylococcus spp. sono stati testati 
sul terreno mannitol salt agar (msa, Lab m Limited) e sottoposti al test della co-
agulasi, effettuato con plasma di coniglio. La crescita in msa e la reazione positiva 
alla coagulasi permetteva di identificare il ceppo come staphylococcus aureus. suc-
cessivamente, i ceppi di staphylococcus aureus sono stati seminati in Tryptone soya 
broth (Tsb, CsP-iZsVe) ed incubati a 37°C ± 2°C per 18-24 ore. La brodocoltura è 
stata centrifugata a 900 g (sigma 3K10, 3000 rpm, Germany) a 4°C per 20 minuti. il 
surnatante ottenuto è stato sottoposto al test di agglutinazione passiva inversa utiliz-
zando il kit Toxin detection (seT rPLa, oXoid) per la ricerca delle enterotossine 
stafilococciche a, b, C, d. i ceppi batterici sono stati testati in piastra microtitre uti-
lizzando un test realizzato usando particelle di lattice sensibilizzate con antitossina, 
che sono in grado di agglutinare in presenza di tossine, fornendo risultati dopo 20-24 
ore di incubazione a temperatura ambiente.

RISULTATI E cONcLUSIONI

Tutti i ceppi di staphylococcus aureus sottoposti ad indagine sono risultati non esse-
re produttori di enterotossine di tipo a, b, C e d.
La ricerca di ceppi enterotossigeni di staphylococcus aureus nelle fattrici con masti-
te costituisce un elemento importante per la possibilità dell’entrata nel ciclo produtti-
vo di tossine potenzialmente agenti di tossinfezione alimentare. La carne di coniglio 
è infatti considerata fonte proteica di prima scelta in due categorie di età particolar-
mente a rischio, ossia la prima infanzia e i soggetti anziani. 
monitorare la presenza di ceppi di staphylococcus aureus enterotossigeni negli alle-
vamenti equivale a ridurre la possibilità di una eventuale circolazione all’interno del-
la catena alimentare dell’uomo. 
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il metodo sierologico adottato ha permesso di ottenere risultati in tempi rapidi ed in 
modo accurato, risultando un valido ausilio nella identificazione delle differenti en-
terotossine nei ceppi di staphylococcus aureus. 
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AbSTRAcT

Rabbit Encephalitozoonosis: diagnostic approach and correlation among grading, 
immunohistochemistry and serology 

encephalitozoonosis is an infection caused by a microsporidium, largely diffused in 
rabbit farms. This study is focused on the relationship among antibody titers, mac-
ro-microscopic kidney lesions and its immunolocalization using a pool of mabs on 
98 kidney samples. immunohistchemistry may be considered the gold standard for 
post mortem diagnosis whereas macroscopic scoring is only a screening. The sero-
logical test has a lower diagnostic efficacy but is a good screening in vitam. howev-
er, it has no prognostic value since serological titres are not directly related to the se-
verity of lesions.

Key words: Rabbit, CIA test, Kidney, Immunohistochemistry.

INTROdUZIONE

Encephalitozoon (E.) cuniculi è un microsporidio intracellulare obbligato che infetta 
roditori, lagomorfi, carnivori, primati e l’uomo (Künzel e Joachim, 2010). Le spore 
colonizzano l’epitelio intestinale, infettano i monociti ed entrano in circolo raggiun-
gendo diversi organi, in particolare rene e cervello. Qui possono rimanere latenti, o 
riattivarsi, causando una patologia subclinica rivelabile solo con la siero conversione. 
uno studio comparativo tra sierologia e lesioni macro-microscopiche ha dimostrato 
che: 1) in assenza di lesioni macroscopiche l’88% dei conigli era sieronegativo; 2) 
in presenza di nefrite l’85% degli animali era sieropositivo; 3) i grading delle lesioni 
macro-microscopiche concordavano (Tittarelli et al., 2009). La correlazione tra ne-
frite e presenza di anticorpi suggeriva un’infezione da E. cuniculi, tuttavia i micro-
sporidi non sono stati osservati nelle sezioni istologiche. Lo scopo del lavoro è cor-
relare e valutare statisticamente il dato sierologico, le lesioni macro-microscopiche e 
la presenza del microsporidio nel rene con colorazione immuno-istochimica (ihC). 
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mATERIALI E mETOdI

La metodica sierologica (Cia Test), istologica e la gradazione delle lesioni (score), 
sono descritti nel lavoro di Tittarelli et al. (2009). da 98 campioni: 23 di classe 0; 
17 di classe 1; 20 di classe 2; 19 di classe 3; 19 di classe 4, sono state ottenute se-
zioni seriate di 4mm, incubate con un pool di 4 mabs (eC8C12, eC10G4, eC11C5 
e eC7d5) specifici verso E. cuniculi alla diluizione 1:100 (mo e drancourt., 2004). 
Le sezioni sono state analizzate in un sistema automatico bond (menarini) con il kit 
Bond intense R detection (3,3diaminobenzidina). Controlli positivi e negativi erano pre-
senti. Per l’analisi statistica sono state riportate le distribuzioni percentili per il Cia test 
rispetto allo score macro-microscopico ed alla classificazione immunoistochimica. il 
confronto tra il valore di Cia tra gruppi con diverso score è stato effettuato mediante 
analisi della varianza non parametrica. sono state calcolate le stime dei valori di sen-
sibilità e specificità diagnostiche con i relativi intervalli di confidenza al 95% del test 
Cia rispetto alla presenza/assenza di lesioni macroscopiche istologiche e rispetto a pre-
senza/assenza di lesioni macroscopiche istologiche e/o positività immunoistochimica.

Tabella 1 – Ihc in rapporto a quadro e sede delle lesioni.
Ihc q. acuto q. cronico

totale negativa 17 17

totale positiva 20 21

rene negativa 28 28

rene positiva 9 10

pelvi negativa 18 20

pelvi positiva 19 18

Totale 37 38

RISULTATI E cONcLUSIONI

nei 54 campioni di rene positivi in ihC, 
aggregati rotondeggianti, di colore mar-
rone intenso, erano osservabili nel cito-
plasma di: cellule epiteliali dei tubuli 
prossimali e distali, macrofagi, cellule 
del connettivo lasso della pelvi renale, e 
liberi nel lume tubulare (Figura 1). nel-
la maggior parte dei campioni la positi-
vità era localizzata nella pelvi renale e 
in 20 di questi anche le cellule tubulari 
erano positive. il confronto tra 37 sog-
getti con lesioni acute-subacute (score 1 
e 2) e 38 con lesioni croniche (score 3 e 
4) non ha evidenziato differenze signifi-
cative nella distribuzione della positivi-

      
Figura 1 – Rene, IHC: aggregato di E. cuniculi nel 
lume tubulare. 400x.

      
Figura 2
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tà ihC (rene e pelvi) anche se la posi-
tività era più frequente nelle cellule 
del connettivo della pelvi (Tabella 1). 
La correlazione tra gravità delle lesio-
ni macro-microscopiche e titoli anti-
corpali è riportata in tabella 2 e figura 
2. L’analisi dei dati mediante rank 
sum test di Kruskal-Wallis evidenzia 
una differenza significativa nel valore 
di Cia che è limitata al gruppo senza 
lesioni nei confronti di quello con le-
sioni (P<0,05). non vi è invece diffe-
renza significativa nel valore di Cia 
tra i gruppi con score crescente (Figu-
ra 3). Prendendo come standard di ri-
ferimento l’assenza/presenza di lesio-
ni macro-microscopiche, la sierologia mostra sensibilità 90,7 (iC95%: 81,7-96,1), 
specificità 86,9 (iC95%: 66,4-97,2). 

Tabella 2 – Score delle lesioni e sieropositività
cIA Neg pos min 1°quartile mediana 3°quartile max media

score 0 20 3 neg neg neg neg 1280 126.1

score 1 1 16 neg 160 320 640 1280 541 .2

score 2 3 17 neg 160 320 800 5120 868.1

score 3 1 18 neg 320 640 640 2560 707.4

score 4 2 17 neg 320 640 1280 2560 1032.0

score>0 7 68 neg 320 640 1280 5120 794.8

Tabella 3 – positività Ihc e sieropositività.
cIA min 1°quartile mediana 3°quartile max media

ihC rene neg neg neg 320 640 5120 643.5

ihC rene pos neg neg 640 1280 2560 621.1

ihC pelvi neg neg neg 320 1280 5120 703.1

ihC pelvi pos neg neg 320 640 2560 572.5

ihC totale neg neg neg 320 1280 5120 724.8

ihC totale pos neg neg 320 640 2560 566.9

La sieropositività è indicativa di presenza ma non di gravità delle lesioni; nello stes-
so tempo l’assenza di lesioni macro-micro-scopiche non esclude lo stato d’infezione e 
necessita quindi di diagnosi con ihC. La relazione tra titoli sierologici e ihC (Tabella 
3), la sierologia non pare avere capacità discriminatoria rispetto all’assenza/presenza di 
E. cuniculi ovvero vi sono positività sierologiche in assenza di riscontri di positività in 
ihC e viceversa (Figura 4). Prendendo come standard di riferimento l’assenza/presenza 
di lesioni macro-microscopiche e/o il riscontro in ihC le performances dell’esame sie-
rologico appaiono decisamente inferiori: sensibilità 78,4 (iC95%: 68,3-86,5), specifici-
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tà 80,0 (iC95%: 44,4-97,5). aumenta, infatti, sia la quota di soggetti infetti non rilevati 
come tali (falsi negativi) sia la quota di soggetti non infetti identificati come infetti (falsi 
positivi). Comparando i titoli anticorpali tra i soggetti positivi in ihC nel bacinetto re-
nale rispetto ai negativi si evidenzia che i soggetti positivi hanno titoli mediamente più 
bassi rispetto ai negativi (566,9 vs. 724,8). Questi dati indirizzano verso l’ipotesi che 
E. cuniculi possa rimanere latente nelle cellule del connettivo lasso della pelvi renale. 
in conclusione, l’ihC potrebbe diventare la metodica gold standard nella diagnosi 
post mortem di E. cuniculi, per la capacità di svelare i microsporidi anche in assenza 
di lesioni macroscopiche (classe 0). a tal fine la valutazione della pelvi renale non è 
da trascurare. Lo scoring macroscopico, ben correlato alle lesioni microscopiche, può 
fornire indicazioni diagnostiche ed ha valore di screening. analogamente il test sie-
rologico Cia può essere usato come screening  in vitam, pur con numerosi limiti e 
minore efficienza diagnostica, ma non può avere valore prognostico, poiché la siero-
positività è indicativa di presenza di E. cuniculi ma non di gravità delle lesioni.
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Figura 3 – sierologia vs. lesioni.

      
Figura 4 – sierologia vs. IHC.
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AbSTRAcT

Rabbit encephalitozoonosis in industrial farms in Lombardy: seroprevalence 
and biochemical parameters 

encephalitozoonosis is an infection caused by Encephalitozoon (E.) cuniculi, large-
ly diffused in industrial rabbit farms in italy. This study is aimed to evaluate the se-
roprevalence for E. cuniculi in 10 industrial rabbit farms in Lombardy, and to verify 
the existence of any correlation between serological titres and the values of urea and 
creatinine, well-known parameters of renal function. nulliparous (158), primiparous 
(10) and multiparous (74) does were tested separately: the overall prevalence was 
30.63% and it was increasing with age. The values of creatinine and urea were high-
er in seropositive rabbits. The probability that animals showing values higher than 
normal are seropositive is almost double (or 2.87 for creatinine and 1.71 for urea). 
in conclusion, E. cuniculi negatively influences the metabolism and productive per-
formances of does and the urea and creatinine values are promising indicators of the 
severity of the infection in seropositive animals. 

Key words: E.cuniculi, serology, Urea, Creatinine.

INTROdUZIONE

Encephalitozoon (E.) cunicoli è un microsporidio gram+ intracellulare obbligato 
sporigeno, che infetta roditori, carnivori ed occasionalmente i primati e l’uomo. Le 
spore infettanti sono eliminate con l’urina; la trasmissione avviene per ingestione 
di acqua o cibo contaminati; dopo 4-5 settimane dall’infezione compaiono gli anti-
corpi circolanti. L’encefalitoozonosi del coniglio è una parassitosi cronica, spesso 
asintomatica ma riattivabile in seguito ad eventi stressanti. La forma acuta è carat-
terizzata da sintomi nervosi (in particolare torcicollo). nella forma cronica i paras-
siti si localizzano nel rene e nel cervello in forma latente e le lesioni sono riscon-
trabili nei riproduttori a fine carriera nel rene (nefrite interstiziale, rene grinzo o ci-
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stico) alla necroscopia o alla macellazione. L’encefalitozoonosi ha un effetto nega-
tivo negli allevamenti industriali dal punto di vista sanitario, del benessere animale 
e produttivo. il danno economico, per incremento degli indici di mortalità, aumen-
to delle femmine riformate e/o scarti, peggiori indici di conversione e calo della re-
sa al macello, può essere rilevante ma è difficilmente correlabile in modo diretto a 
tale patologia. Tenuto conto delle sieroprevalenze (>60%) riscontrate in precedenti 
studi (Lavazza et al., 1996; saviotti et al., 2000) e delle lesioni renali macro e mi-
croscopiche in soggetti sieropositivi (Tittarelli et al., 2008), si è deciso di valuta-
re la sieroprevalenza nelle diverse categorie di riproduttori e di verificare se esiste-
va una correlazione tra sieropositività e valori di urea e creatinina quali indicatori 
della funzionalità renale. L’urea è un prodotto del catabolismo proteico ed è escre-
ta dal rene nelle urine. La creatinina è un catabolita proteico prodotto dalla crea-
tina muscolare ed è eliminata tramite filtrazione glomerulare a ritmo costante. al-
te concentrazioni di urea e creatinina sono associate, nel coniglio, a danno renale 
(harcourt-brown, 2007).

mATERIALI E mETOdI

Tra il 2004 e il 2007, in 10 allevamenti intensivi della Lombardia, sono state campio-
nate 242 fattrici distinte in: 158 nullipare, 10 primipare, 74 pluripare. i prelievi intra-
cardiaci di 1,5-2 ml di sangue sono stati eseguiti sull’animale adeguatamente immo-
bilizzato utilizzando una siringa da 2,5 ml e provette senza anticoagulante. il siero, 
ottenuto previa centrifugazione a 3000rpm per 15 min, è stato suddiviso in due ali-
quote per l’analisi di biochimica clinica e per gli esami sierologici. Per la determina-
zione dei parametri biochimici, i sieri sono stati posti a 37°C in un random-access cli-
nical analyzer (sYnCron CX5-deLTa, beckman Coulter, Fullerton, usa) utiliz-
zando i kit forniti dallo stesso costruttore. La creatinina è stata determinata con meto-
do colorimetrico (Jaffè method), l’urea con metodo enzimatico colorimetrico (ureasi) 
(archetti et al., 2008). L’indagine per la presenza di anticorpi anti-E. cunicoli è stata 
eseguita mediante Carbon immuno assay (Cia test) utilizzando reagenti commercia-
li (medicago sa). L’analisi statistica è stata effettuata con modelli di regressione lo-
gistica  a effetti misti  per tenere conto dell’eventuale correlazione tra dati provenien-
ti da animali appartenenti allo stesso allevamento. Per l’analisi dell’eventuale rela-
zione tra sieropositività e parametri biochimico-clinici si è fatto riferimento ai valori 
di normalità nelle singole classi di età/produttive: creatinina (in micromol/L) 82±19 
nelle nullipare; 90±7 nelle primipare; 92±13 nelle pluripare, e urea (in mmol/L), ri-
spettivamente 7,0±1,4; 9,8±1,08; 1±1,7. sono state create delle variabili dicotomiche 
per creatinina e per urea che definissero se il soggetto era superiore o meno al valore 
massimo indicato, quali indici di alterata funzionalità renale. Le stime dell’associa-
zione tra sieropositività e parametri chimico-clinici sono state calcolate in termini di 
odds ratio con i rispettivi intervalli di confidenza al 95%.
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RISULTATI E cONcLUSIONI

sono risultati sierologicamente positivi 77 soggetti (31,8%). La stima di prevalenza, 
calcolata mediante il modello generalizzato a effetti misti, è pari a 30,63 (iC 95%: 
16,23-50,47). Tra le 158 nullipare esaminate, 44 (27,8%) sono risultate positive, tra 
le pluripare 28 (37,8%) mentre era trascurabile il dato relativo alle primipare (50%), 
dato il numero esiguo (5). La situazione nei 10 allevamenti era molto variabile con 
prevalenze complessive tra i riproduttori comprese tra 0% e 70%: 0 (0-21,9); 2,1 (0,1-
12,7); 31 (16-50,9); 34,6 (17,9-55,6); 35 (16,3-59,1); 38,1 (24-54,3); 40 (13,7- 72,6); 
40 (13,7-72,6); 65,0 (iC 95% 40,9-83,7); 70 (45,7-87,1); i valori di creatinina e urea 
riscontrati all’esame biochimico sono riportati in Tabella 1. 

Tabella 1 – Valori di urea e creatinina in conigli sieropositivi e negativi per e. cunicoli.

E. cunicoli minimo 1° quartile
valore 

mediano
3°quartile massimo

valore 
medio

Creatinina
(micromol/L) 

Pos 74,0 88,0 97,0 105,0 153,0 98,8

n eg 47,0 72,0 85,0 96,0 168,0 85,6

urea
(mmol/L)

Pos 4,9 7,5 8,6 9,8 15,7 8,9

neg 4,3 6,5 7,4 8,8 13,6 7,8

il valore mediano per la creatinina era pari a 89. esaminando le distribuzioni percen-
tili rispetto alla condizione di positività per E .cunicoli si evidenzia che in genera-
le il livello di creatinina si mantiene più basso nei sieronegativi, eccezion fatta per il 
valore massimo. il valore mediano per l’urea era pari a 8,1 ed anche in questo caso 
il livello si mantiene più basso nei sieronegativi. L’odds d’infezione da E. cunicoli è 
risultato 2,87 (iC 95%: 1,3- 6,2) volte più grande in soggetti con valore di creatinina 
al di sopra del valore soglia rispetto ai soggetti con valori inferiori o uguali. L’odds 
d’infezione per l’urea è risultato 1,71 (iC 95%: 0,87 - 3,36) volte più grande in sog-
getti con valore di urea al di sopra del valore soglia rispetto ai soggetti con valori al 
di sotto anche se il dato non risulta statisticamente significativo. 
i risultati confermano la diffusione dell’infezione da E. cuniculi in allevamenti del 
nord italia, anche se il campione analizzato (65,3% nullipare, 4,1% primipare 30,6% 
pluripare) non rispecchia correttamente la popolazione di riproduttori degli alleva-
menti e porta ad un’inevitabile sottostima della prevalenza riscontrata (30,63%). ad 
essere maggiormente infette sono solitamente le fattrici pluripare, per una più lunga 
permanenza in allevamento con conseguente stress produttivo e possibile riattivazio-
ne dell’infezione latente, ed un’esposizione continua a possibili fonti d’infezione. in-
fatti, in una precedente indagine la prevalenza era massima nelle pluripare (64,9%) 
e nei maschi (66,4%) mentre era del 41,8% nelle nullipare e primipare di 90-180gg 
(saviotti et al., 2000). nonostante la scarsa rappresentatività del campione, soprattut-
to per le primipare, si evidenzia una tendenza all’aumento della prevalenza con il pro-
gredire del numero di parti e quindi con l’età. nel contempo si può ragionevolmente 
affermare che valori più elevati di urea e creatinina siano indicativi di sieropositività. 
infatti, la probabilità che un soggetto che presenta valori superiori ai valori di riferi-
mento, sia per creatinina sia per urea, sia sieropositivo è circa 2 volte maggiore di un 
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soggetto con valori nella norma. una migliore pianificazione dei prelievi consentirà 
in futuro di indagare le ragioni di così sensibili differenze (da 0 a 70%) nelle preva-
lenze da un allevamento all’altro e quindi di verificare se vi siano eventuali e più si-
gnificative differenze nei valori biochimici di urea e creatinina. L’encefalitozoonosi 
è una patologia cronica latente, pertanto gli animali sieropositivi non presentavano 
alcun sintomo clinico. L’assenza di manifestazioni cliniche è imputabile al control-
lo dell’infezione da parte dell’immunità. un abbassamento delle difese immunitarie 
dell’ospite, ad esempio in concomitanza con fattori stressanti, può determinare la for-
ma clinica della malattia. a prescindere dalla comparsa di malattia conclamata, è pe-
rò chiaro che la presenza di lesioni renali si traduce in un alterato metabolismo, pro-
va ne sono gli alterati valori di urea e creatinina, che certamente condiziona in senso 
negativo le performances produttive. e’ quindi giustificata una maggiore attenzione 
alla presenza e diffusione dell’infezione da E. cunicoli negli allevamenti di conigli.
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AbSTRAcT

Economics of coccidiosis prevention in rabbits: a field study

Coccidiosis is an important digestive disorder in rabbits but its economic impact is 
not easy to assess. a correct idea of the cost is necessary to take appropriate manage-
ment decisions – such as disease prevention – to optimise revenue. The present paper 
describes a trial that gives insights in the return on investment of coccidiosis preven-
tion. The trial was performed in a commercial farm where no signs of clinical cocci-
diosis were noted and where no anticoccidial was used in the feed during several ye-
ars prior to the trial. it involved a group supplemented with an anticoccidial – robe-
nidine - and a non-supplemented group. a zootechnical and parasitological compari-
son was made. This trial showed significant reduction of the feed conversion rate in 
robenidine supplemented animals. an economic analysis showed the benefits of an-
ticoccidial supplementation.

Key words: Rabbit, Coccidiosis, Prevention, Economic analysis.

INTROdUZIONE

La coccidiosi del coniglio è causata da alcune specie di coccidi appartenenti al genere 
Eimeria. ha un impatto diretto sulle performance di produzione, ma agisce anche in 
sinergia con l’enteropatia epizootica del coniglio (ere) (Coudert et al., 2000). non 
è facile stimare l’esatto impatto finanziario della malattia. nei broiler, alcuni studi 
hanno dimostrato che la maggior parte (70-80%) dei costi della coccidiosi è deter-
minata dalle forme subcliniche della malattia (Williams, 1999; Waldenstedt, 2004). 
nei conigli, non ci sono dati disponibili relativi al costo della coccidiosi subclinica. 
un possible metodo per stimare l’impatto economico di una malattia è quello di con-
frontare le performance di un gruppo di animali nei quali sono state attuate misure 
preventive con quelle di un gruppo nei quali non è stata effettuata alcuna prevenzio-
ne verso la malattia stessa. il presente lavoro descrive questo tipo di prova nei coni-
gli, in un gruppo nel quale non sono stati rilevati in precedenza segni clinici di coc-
cidiosi e dove da diversi anni non è stato somministrato anticoccidico nell’alimento. 
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nella seguente prova, un gruppo di conigli è stato trattato con robenidina, mentre il 
gruppo di controllo non è stato trattato. 

mATERIALI E mETOdI

La prova è stata eseguita in un allevamento commerciale di conigli ed ha coinvol-
to tre cicli di conigli all’ingrasso. Per evitare il più possibile gli effetti ambientali, il 
gruppo di prova e quello di controllo sono stati allevati a rotazione in diverse file di 
gabbie durante i tre cicli di produzione. La prova è stata condotta su 6000 animali, 
suddivisi in 2 gruppi di 1000 animali per ciclo, per tre cicli consecutivi. Per massi-
mizzare l’uniformità dei gruppi, i conigli sono stati assegnati ad ogni gruppo in base 
a tre criteri: provenienza, peso e parità della nidiata. i conigli sono stati posti in gab-
bie contenenti 6 conigli l’una. alle madri dei due gruppi gruppi è stata somministra-
ta robenidina (66 ppm) dal 5° giorno prima del parto fìno allo svezzamento nei cicli 
1 e 2. nel ciclo 3, solo il 60% degli animali da ingrasso proveniva da fattrici trattate 
con robenidina fino allo svezzamento. il mangime di entrambi i gruppi è stato supple-
mentato con 50 ppm di tiamulina e 400 ppm di ossitetraciclina per i primi 29 giorni 
di ingrasso. il gruppo trattato ha ricevuto mangime medicato a concentrazione di 66 
ppm di robenidina, mentre il gruppo di controllo non ha ricevuto nessun anticocci-
dico. sono stati rispettati 5 giorni di tempo di sospensione. i conigli sono stati pesati 
all’inizio e alla fine del ciclo di ingrasso, e, nelle fasi intermedie, ad intervalli setti-
manali. sono stati controllati giornalmente i seguenti parametri: consumo di alimen-
to, mortalità ed è stato calcolato l’indice di conversione alimentare (iCa). nei giorni 
5, 9 e 16 post svezzamento, è stata eseguita la conta delle oocisti per grammo (oPG) 
in pool di feci di 18 animali per gruppo. e’ stata inoltre eseguita un’analisi economi-
ca, basata sul costo del mangime per coniglio. 

RISULTATI E cONcLUSIONI

nel ciclo 1, entrambi i gruppi, trattato e controllo, hanno mostrato alti valori di oPG 
in uno dei campioni prelevati (68000 e 35000 rispettivamente). al ciclo 2, le oPG 
sono risultate più basse rispetto al ciclo 1 e nel gruppo trattato le oPG erano da 2 
a 10 volte più basse rispetto al gruppo di controllo, variando in base al momento di 
campionamento. Considerando tutti e 3 i campioni del ciclo 3, le oPG erano infe-
riori al limite di sensibilità (≤1100) e quasi similari tra i due gruppi. non sono ri-
sultate differenze significative nei confronti della mortalità, peso finale e incremen-
to del peso giornaliero tra i gruppi trattati e di controllo durante i tre cicli. Tuttavia, 
tutti e 3 i cicli hanno rilevato differenze molto significative in iC, i quali sono risul-
tati fino a 8,6% più bassi nei gruppi trattati (Tabella 1). il significativo abbassamen-
to di iC nel gruppo trattato, è stato l’unico risultato evidente in tutti e tre i cicli. Vi-
sto che non erano evidenti segni clinici di coccidiosi sia nel gruppo trattato che in 
quello di controllo, nonostante il rilevamento di oocisti nelle feci, questa differenza 
di iC è da imputare, con ogni probabilità, ad un miglior controllo della coccidiosi 
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subclinica in seguito alla somministrazione di robenidina. Questo miglior control-
lo della coccidiosi non è stato completamente osservato nella conta delle oPG: so-
lo il ciclo 2 ha mostrato valori di oPG più bassi nel gruppo trattato rispetto a quello 
di controllo, in tutti e tre i campionamenti. Questo può significare che la stima del-
le oPG, nel coniglio, non sia direttamente correlata alle performance, come accade 
nei polli (Williams, 2001), o che ci siano altri effetti relativi al trattamento che pos-
sano avere un ruolo importante.

Tabella 1 – Indice di conversione alimentare (IcA).
ciclo gruppo trattato gruppo di controllo probabilità

1 2,91 3,16 <0,01

2 2,66 2,84 <0,01

3 2,75 3,01 <0,01

nella prova di campo descritta, la somministrazione di un anticoccidico ha portato 
ad una consistente riduzione di iCa, ciclo dopo ciclo. Questo risultato, molto proba-
bilmente, è dovuto ad una riduzione della coccidiosi subclinica nel gruppo trattato. 
di seguito si riporta una simulazione dell’impatto economico di un così ridotto iCa 
applicato a 1000 conigli (Tabella 2). il valore di iCa utilizzato nella simulazione è 
la media matematica di iC ottenuta nei tre cicli di prova: 2.77 per il gruppo di prova 
e 3.00 per il gruppo di controllo. Per semplificare la simulazione, il solo parametro 
che cambia tra i gruppi è l’iCa, in conformità con la prova sopra descritta, in con-
siderazione del fatto che l’iCa è stato l’unico parametro per il quale sia stata notata 
una significativa e consistente differenza durante ogni ciclo. 

Tabella 2 – Valutazione economica su 1000 conigli all’ingrasso.
Trattato controllo

Peso iniziale del coniglio da carne (kg) 0,8 0,8

Peso finale del coniglio da carne (kg) 2,3 2,3

accrescimento/coniglio (kg) 1,5 1,5

accrescimento totale per 1000 animali(kg) 1.500 1.500

mangime necessario per l’accrescimento (kg) 1500 × 2,77 = 4155 1500 × 3,00 = 4500 

mangime: prezzo/tonnellata (€) 240 240

mangime: costo totale (€) 997 1080

mangime necessario per almeno 5 giorni di allevamento 
(supposto che sia circa il 15% del totale) (kg) 0,15 × 4155 = 623 0,15 × 4500 = 675

mangime medicato con robenidina (kg), rispettando 5 
giorni di tempo di sospensione 4155 – 623 = 3532 0

Prezzo dell’anticoccidico/tonnellata (€) 6,8 non applicable

Costo totale dell’anticoccidico (€) 3,532 × 6,8 = 24 0

Costo totale per l’alimentazione di 1000 conigli (€) 1021 1080
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il ragionamento descritto dimostra che l’investimento di un anticoccidico, nel caso ri-
portato, potrebbe generare un beneficio di 1080 – 1021 = 59 €/1000 conigli da carne, 
che è una differenza considerevole. L’esperienza, in altre specie animali, insegna che 
le più importanti perdite dovute alla coccidiosi sono determinate dalle forme subcli-
niche della malattia. La prova descritta porta alle stesse conclusioni anche per i coni-
gli: nonostante nessun segno clinico di coccidiosi sia stato osservato nell’allevamen-
to della prova, la somministrazione di mangime medicato con robenidina ha deter-
minato un significativo e consistente riduzione di iCa. in un’era di sempre maggior 
incremento dei prezzi delle materie prime, questo favorisce il guadagno netto degli 
allevatori di conigli. 
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AbSTRAcT

Longitudinal study on the excretion of coccidian in rabbit farms applying an 
anticoccidials two-phase treatment 

a one-year study was carried to evaluate the excretion of coccidia in fatten-
ing rabbits from 8 meat farms applying a two-phase anticoccidial program 
(diclazuril+robenidine). Parasitological parameters (counts of oocysts and species 
identification) were measured monthly. seven out of the 11 known rabbit species 
were identified. Variable levels of oPG were detected in the farms but in all them, 
after eight months of treatment with diclazuril a lower oPG and a reduced number 
of Eimeria species in rabbit feces were recorded. 

Key words: Rabbit, Eimeria sp., Longitudinal study, Coccidiostatics.

INTROdUZIONE

La coccidiosi rappresenta la principale parassitosi del coniglio (Peeters, 1987). Tut-
te le undici specie di coccidi del coniglio appartengono al genere Eimeria e repli-
cano nei vari tratti dell’intestino, tranne E. stiedai che replica nel fegato. La cocci-
diosi colpisce soprattutto i soggetti all’ingrasso dallo svezzamento ai 3-4 mesi di 
età. La diagnosi si basa sull’esame delle feci per la conta delle oocisti e, poiché la 
patogenicità è variabile (4 classi di virulenza) sull’identificazione di specie (Cou-
dert et al., 1995). Questa è basata sulla morfologia delle spore, è eseguita dopo spo-
rulazione e non è sempre facile per la variabilità di forma e dimensione delle spo-
rocisti nell’ambito di ciascuna specie. Per contenere la gravità dell’infezione oltre 
alle norme generali di profilassi diretta si utilizzano farmaci ad attività anticoccidi-
ca quali robenidina, diclazuril, salinomicina, sulfonamidi. La possibilità dell’istau-
rarsi di fenomeni di farmaco-resistenza ha suggerito l’utilizzo di principi attivi “a 
rotazione” (Peeters e Geeroms, 1992). scopo di questo lavoro è descrivere in via 
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preliminare i parametri parassitologici, di uno studio longitudinale basato sull’uso 
in rotazione nell’arco di un anno di due molecole (robenidina e diclazuril), in alle-
vamenti intensivi di conigli dislocati nel nord-est. inoltre, si è voluto valutare l’ef-
ficacia del diclazuril in caso di uso continuato per un tempo >6 mesi e l’eventuale 
comparsa di fenomeni di resistenza. 

mATERIALI E mETOdI

Conigli ibridi commerciali all’ingrasso (35-80gg) erano alimentati ad libitum con 
mangime medicato con diclazuril (1 ppm) dal 17/09/09 al 16/05/2010 (T1) e con ro-
benidina hCl (50-66 ppm) dal 17/05/2010 fino ad agosto 2010, termine della speri-
mentazione (T2). i prelievi delle feci erano eseguiti con cadenza mensile, nella stessa 
settimana e nella stessa fascia oraria, in 8 allevamenti, raccogliendo un pool di 100g 
di feci da 60 capi all’ingrasso presenti (12-15 gabbie a random) tramite reti a maglia 
fine poste al di sotto delle gabbie. i 96 pool di feci erano omogenati in stomacher e 
quindi sottoposti a esame parassitologico quantitativo (metodo mc master) e quali-
tativo. L’identificazione microscopica delle oocisti avveniva dopo sporulazione in so-
luzione acquosa al 2,5%p/v di dicromato di potassio (K2Cr2o7). La frequenza delle 
specie era determinata su 100 oocisti visualizzate. L’identificazione delle specie di 
Eimeria utilizzava i parametri morfometrici (eckert et al., 1995).

RISULTATI E cONcLUSIONI

L’andamento dell’eliminazione di oocisti nelle feci (oocisti per grammo = oPG) ne-
gli 8 allevamenti è riportato in tabella 1. i valori di oPG all’inizio dello studio (T0) 
variavano da un minimo di 100 (azienda F) a un massimo di 118.800 (azienda C). un 
mese dopo l’inizio dell’utilizzo del diclazuril (T1) il valore massimo registrato è stato 
di 28.000 (azienda d). Questa riduzione nell’eliminazione di oocisti è un probabile 
effetto positivo del cambio di principio attivo anticoccidico. salvo l’azienda d, per 
tutta la durata di T1 (8 mesi), i valori di oPG non sono mai stati superiori a 43.000 
oocisti/gr di feci. È stato possibile osservare un lieve aumento nell’eliminazione di 
oocisti al T2 che si è poi confermato e intensificato in tutte le aziende raggiungendo 
valori di 46.800 nell’azienda C. 

Tabella 1 – Andamento Opg per azienda (da A a h).
mese A b c d E F g h

set 09 1200 89250 118800 51700 4300 100 48500 43950

ott 09 200 4200 0 28000 0 2400 5200 2200

nov 09 100 200 40800 1800 0 200 500 1100

dic 09 0 0 9600 110600 0 400 3800 0

Gen 10 0 100 23500 4550 100 100 1500 0

Feb 10 200 650 18900 7300 0 200 0 300
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mese A b c d E F g h
mar 10 100 800 9400 274000 400 1200 500 0

apr 10 0 0 1400 200 0 0 0 0

mag10 300 200 10500 1800 0 500 100 0

Giu 10 2200 0 46800 10100 0 34200 3300 2400

Lug 10 700 1500 39700 6700 200 3100 9800 9600

ago 10 14100 47700 24500 4800 3900 2900 800 4400

dopo sporulazione, sono state identificate sette specie di Eimeria: sei intestinali, di 
cui una non patogena (E. coecicola), due poco patogene (E. perforans, E. esigua) e 
tre mediamente patogene (E. media, E. magna, E. irresidua), più E. stiedai epatica. 
non sono state identificate specie altamente patogene (E. intestinalis e E. flavescens). 
in tabella 2 è riportata la prevalenza delle diverse specie e il numero degli isolamen-
ti per ciascuna specie nelle singole aziende nell’arco dei 12 mesi d’indagine. rispet-
to ai dati di Coudert et al. (2003) si osservava una frequenza inferiore di E. magna 
(12,9 vs. 33,0%), maggiore di E. perforans (30,6 vs. 10,0%), e circa uguale di E. me-
dia (38,8 vs. 44,0%). La distribuzione delle positività per numero di specie a ciascun 
campionamento è riportata in tabella 3. 

Tabella 2 – prevalenza totale e numero degli isolamenti per specie nelle singole aziende.

Specie
Azienda/n°di individuazioni 

%
A b c d E F g h

E. coecicola 0 0 2 4 0 0 0 0 4,1

E. perforans 4 6 9 8 3 4 6 5 30,6

E. exigua 0 2 1 2 0 0 1 1 4,8

E. media 7 8 10 8 2 9 8 5 38,8

E. magna 2 1 4 3 1 2 2 3 12,9

E. irresidua 2 1 0 0 0 0 1 1 3,4

E. stiedai 0 1 2 1 0 0 2 2 5,4

Tot. specie 4 6 6 6 3 3 6 6 100

Tabella 3 – distribuzione delle positività per numero di specie.
N°

specie
N°momenti 
campionari % % (Coudert

et al., 2003)

0 22 23 13

1 33 34 32

2 19 20 45

3 13 14 10

4 8 8 0

5 1 1 0

Totale 96 100 100
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il valore di oPG tendenzialmente aumentava con l’incremento di numero di specie 
identificate a ogni campionamento (Figura 1). 

il numero di diverse specie osser-
vate mensilmente (Figura 2) era 
pari a 7 a T0, variava da 5 (inizio 
periodo) a 1 (fine periodo) nel 
T1, per aumentare a 4 ad inizio 
T2. L’analisi dell’oPG in rappor-
to all’età degli animali campio-
nati non ha evidenziato alcuna 
correlazione significativa; analo-
gamente non vi era alcuna corre-
lazione diretta tra l’età dei coni-
gli, aggregati in due classi di età 
(36-54gg e 55-85gg), ed il nume-
ro di specie. L’uso continuato per 
un periodo di 8 mesi ha permesso 

di confermare l’efficacia del diclazuril per un periodo superiore a quanto inizialmen-
te ipotizzato (6 mesi). 
in conclusione si conferma l’uti-
lità di un programma di preven-
zione della coccidiosi basato 
sulla rotazione di principi farma-
cologici. a prescindere dall’effi-
cacia dei singoli principi impie-
gati, alternando i prodotti si ri-
ducono i valori di oPG, si  limi-
ta il numero di specie di Eimeria 
presenti e si riduce anche la pos-
sibilità di fenomeni di resisten-
za. i risultati preliminari di que-
sto studio andranno in futuro in-
tegrati da una valutazione dei parametri zootecnici.
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Figura 1 – Rapporto OPG/N° di specie.
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AbSTRAcT

The use of marination to provide added-value rabbit meat

a study was conducted to determine the effects of marination use and marination 
solutions (containing sodium tripolyphosphate, sodium carbonate or sodium bicar-
bonate) on rabbit meat quality traits. The ph, colour (L*a*b*), drip losses, cooking 
losses and shear force were measured on a total of 48 L. lumborum muscles. irre-
spective of the type of solution, marination allowed to reduce cooking loss (18.4 vs. 
20.0%; P<0.05), by increasing its ph, and tenderize loin rabbit meat by about 25% 
(shear force: 1.37 vs. 1.83 kg/g; P<0.01). among marination ingredients, sodium 
carbonate and bicarbonate showed an higher alkalinisation effect in respect to sodi-
um tripolyphosphate; however colour traits, water holding capacity and shear force 
of meat were not different among treatments. in conclusion, this study showed that 
marination can be profitably used in rabbit meat to prepare further processed prod-
ucts and sodium carbonate and bicarbonate can be used as alternative to phosphates.

Key words: Rabbit, Meat, Marination, Processed products.

INTROdUZIONE

nel settore della carne le preferenze del consumatore si orientano sempre più verso 
prodotti elaborati e di facile preparazione. Questa tendenza è stata ben interpretata 
dal settore avicolo che in questi anni ha fortemente investito nel settore dei prodot-
ti elaborati (ready-to-eat e ready-to-cook) al fine di dare valore aggiunto alle materie 
prime. al contrario nel settore cunicolo è ancora preponderante la commercializza-
zione delle carni sotto forma di carcassa intera e prodotti sezionati e ciò rappresenta 
un vincolo al consumo nazionale di carne di coniglio che è stagnante da diversi anni 
(Cavani et al., 2009). La marinatura è uno dei più antichi processi di preparazione e 
conservazione delle carni, ma ha trovato solo di recente una applicazione industriale. 
Lo scopo principale della marinatura è quello di migliorare le caratteristiche sensoria-
li delle carni, soprattutto tenerezza, succulenza e flavour (alvarado e mcKee, 2007). 
L’applicazione della marinatura è particolarmente promettente sulle carni cunicole 
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che, essendo molto magre e avendo bisogno di cotture prolungate, possono manife-
stare al momento del consumo scarsa succulenza ed eccessiva fibrosità. il presente 
studio si è quindi proposto di valutare l’effetto della marinatura e del tipo di additivo 
funzionale (sodio tripolifosfato, carbonato di sodio o bicarbonato di sodio) sulle ca-
ratteristiche qualitative delle carni di coniglio.

mATERIALI E mETOdI

Per la prova sono stati impiegati 48 conigli (ibrido martini, 76 d d’età e peso carcassa 
pari a 1,56 kg) appartenenti al medesimo lotto e dai quali 48 h post mortem sono stati 
sezionati i rispettivi muscoli Longissimus lumborum. i campioni sono stati suddivisi 
in quattro gruppi (12/gruppo) omogenei per ph e colore e successivamente tre di essi 
sono stati sottoposti a marinatura impiegando soluzioni contenenti la medesima con-
centrazione di cloruro di sodio (0,5%) e che differivano unicamente per un additivo 
funzionale: sodio tripolifosfato (0,1%, sTTP), carbonato di sodio (0,1%, Car) e bi-
carbonato di sodio (0,1%, biC). i campioni di ciascun gruppo sono stati confeziona-
ti in sacchetti sottovuoto con la relativa soluzione di marinatura, impiegando un rap-
porto soluzione/carne pari al 10% (p/p) e sottoposti a zangolatura in condizioni com-
merciali per 1 h, alternando periodi di lavoro e pausa. il rimanente gruppo non è sta-
to sottoposto ad alcun trattamento (Controllo). al fine di valutare le principali carat-
teristiche chimico-fisiche delle carni, sono state condotte le seguenti determinazioni: 
ph (Jeacocke, 1977) e colore (L*, a*, b*) dopo il trattamento di marinatura, perdite 
di gocciolamento (drip loss) e di cottura (coking loss), nonché sforzo di taglio della 
carne dopo cottura (bianchi et al., 2007). i dati ottenuti sono stati elaborati mediante 
anoVa a un criterio di classificazione. Le differenze tra le medie delle variabili so-
no state saggiate mediante contrasti ortogonali.

RISULTATI E cONcLUSIONI

in tabella 1 è riportato l’effetto del trattamento di marinatura sulle caratteristiche chi-
mico-fisiche delle carni. 

Tabella 1 – caratteristiche chimico-fisiche delle carni di coniglio sottoposte a marinatura.

Trattamento

parametri chimico-fisici

ph L* a* b*
drip
loss
(%)

cooking 
loss
(%)

Sforzo
di taglio
(kg/g)

Controllo (C) 6,06 47,0 1,26 -0,58 0,49 20,0 1,83

marinate (m)

  - sTPP 6,05 49,2 1,06 -0,10 0,65 19,5 1,42

  - Car 6,36 48,6 2,01 0,20 0,56 17,6 1,34

  - biC 6,25 47,3 1,30 -0,21 0,61 18,0 1,36

e.s.m. 0,03 0,62 0,15 0,14 0,02 0,44 0,05
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Trattamento

parametri chimico-fisici

ph L* a* b*
drip
loss
(%)

cooking 
loss
(%)

Sforzo
di taglio
(kg/g)

Probabilità dei confronti ortogonali

C vs. M * ns ns ns ** * **

sTPP vs. CAR ** ns * ns ns ns ns

sTTP vs. BIC * ns ns ns ns ns ns

CAR vs. BIC ns ns ns ns ns ns ns

ns = non significativo; * = P<0,05; ** = P<0,01

Le carni marinate (m) hanno mostrato mediamente un ph più elevato rispetto al grup-
po di controllo (C) (6,22 vs. 6,06; P<0,05). Tale variazione di ph non ha tuttavia de-
terminato una modificazione significativa di alcuno degli indici colorimetrici (L*, a*, 
b*). Le carni marinate hanno mostrato un aumento delle perdite di gocciolamento 
(0,61 vs. 0,49%; P<0,01) rispetto alle carni non trattate, mentre le perdite di cottura 
sono risultate inferiori (18,4 vs. 20,0%; P<0,05). È da sottolineare che se nelle car-
ni di controllo la capacità di ritenzione idrica è riferita solo all’acqua di costituzio-
ne, nelle carni marinate è compresa anche la frazione assorbita durante il processo di 
zangolatura. Pertanto questi risultati confermano l’efficacia funzionale degli additivi 
sTPP, Car e biC in associazione al cloruro di sodio nel favorire il processo di as-
sorbimento e ritenzione dei liquidi di marinatura come in precedenza riscontrato nel-
la carni avicole (sen et al., 2005; Petracci et al., 2010) e suine (bertram et al., 2008). 
in particolare, bertram et al. (2008) hanno attribuito l’azione favorevole svolta dal 
sodio bicarbonato alla capacità di ridurre l’entità dello contrazione a carico della ma-
trice proteica durante la cottura, mentre è noto da tempo (alvarado e mcKee, 2007) 
che i polifosfati favoriscono l’estrazione e la solubilità delle proteine della carne mi-
gliorandone la capacità di trattenere l’acqua endogena ed eventualmente aggiunta du-
rante la lavorazione. il risultato più interessante è tuttavia rappresentato dal fatto che 
la marinatura ha consentito di ridurre di quasi il 25% i valori di sforzo di taglio delle 
carni rispetto a quelle non sottoposte a marinatura (1,37 vs. 1,83 kg/g; P<0,01). Ciò 
conferma la validità di questa tecnica di lavorazione per il miglioramento della tene-
rezza delle carni di coniglio in accordo con quanto osservato precedentemente sulle 
carni avicole (Petracci et al., 2010). 
dal confronto fra i diversi additivi funzionali, a parità di dosaggio, il carbonato ed 
il bicarbonato di sodio hanno mostrato un maggior potere alcalinizzante rispetto al 
tripolifosfato di sodio. Tali differenze sono attribuibili essenzialmente alla diversa 
forza ionica e capacità tampone come ipotizzato anche da sen et al. (2005) e con-
fermano quanto riscontrato precedentemente in carni di pollo marinate con sodio 
polifosfato e sodio bicarbonato (Petracci et al., 2010). i parametri relativi a colore, 
capacità di ritenzione idrica e sforzo di taglio non sono risultati significativamente 
diversi fra i trattamenti studiati, ad eccezione dell’indice di rosso che è apparso più 
elevato nelle carni marinate con sodio carbonato rispetto al sodio tripolifosfato. Per-
tanto l’impiego di carbonato e bicarbonato di sodio può trovare una valida applica-
zione nella preparazione di prodotti a base di carne di coniglio in alternativa al so-
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dio tripolifosfato, il cui impiego nel settore della trasformazione delle carni è forte-
mente messo in discussione.
in conclusione, la tecnica di marinatura adottata nel presente studio si è rivelata ef-
ficace per favorire l’assorbimento e la successiva ritenzione delle soluzioni di mari-
natura e ciò ha consentito di migliorare notevolmente la tenerezza delle carni senza 
pregiudicarne l’aspetto.
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