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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 % 13,20 0,0* 8,1%*
Alimentarsi % 0,0 0,0 0,0*
Muoversi % 38,2¢ 47,8° 7,1%
Comfort % 35,8 30,1* 4,8%
Riposo % 12,8¢ 22,1° 16,2%*
ROS mmol H,0, 7,0 8,3 0,9
PAO umol di HCLO 159,4° 1484 7,7
Aptoglobina mg/ml 0,4° 0,12 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 24,00 17,20 4.8
Svezzati n 6,0° 8,0° 2,1
Peso coniglietti svezzamento g 881,2° 645,4¢ 166,8
Mortalita pre-svezzamento* % 37,5° 0,0° 5,5%

“: P<0,05. * = 2
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I livelli di ROS e PAO plasmatici hanno evidenziato una minor stabilita ossidativa
delle coniglie allevate in gabbia alternativa. La causa di tali riscontri ¢ probabilmente
legata alla maggior disponibilita di spazio che ha permesso a queste coniglie di esple-
tare una maggiore attivita motoria, ipotesi confermata dai rilievi comportamentali. I
valori di aptoglobina piu bassi sono stati osservati nel gruppo sperimentale; tale ri-
scontro ¢ probabilmente imputabile ad minor stress, confermato dall’assenza di ste-
reotipie. In conclusione si puo affermare che le fattrici allevate in gabbia alternativa
hanno avuto la possibilita di espletare una gamma di comportamenti pit complessa,
cosi da determinare un maggior grado di benessere. Tale situazione, seppur necessi-
tando di ulteriori approfondimenti, ha permesso anche di contrastare I’insorgenza di
processi inflammatori sub-clinici e di ridurre la mortalita 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, I’allevamento in colonia puo
influenzare negativamente le prestazioni produttive e, in funzione di vari fattori qua-
li eta, densita di allevamento e dimensione del gruppo, puo favorire 1’aggressivita tra
gli animali (Trocino e Xiccato, 2006; Verga et al., 2007; Szendr§ et al., 2009). 11 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 eta, 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/m?), 48 gabbie bicellulari (96 conigli; 28 x 40 x 30 cm; 17,9 animali/m?)
e 24 gabbie collettive (colonie da 9 conigli; 216 conigli; 100 x 50 cm; 18 animali/
m?). 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 eta,
120 animali (40 per gruppo sperimentale), rappresentativi, nell’ambito di ciascun
gruppo, per peso medio e variabilita, 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 1’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 unita sperimentale la gabbia (prestazioni produttive) o 1I’animale (da-
ti di macellazione e qualita della carne).

RISULTATI E CONCLUSIONI

Lo stato di salute & 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 ¢ 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 133¢ 127° 126° <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 qualita della carne (Tabel-
la 3), sul longissimus lumborum non ¢ stata misurata alcuna variazione significativa,
mentre sul biceps femoris la luminosita (L*) & tendenzialmente diminuita (P=0,06) e
I’indice del giallo (b*) ¢ 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, I’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 pill vantaggiose caratteristiche delle carcasse.
Tale risultato ¢ 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/m?) rispetto agli altri sistemi di stabulazione (circa 47
kg/m?). Il ridotto numero di animali nelle colonie e I’analoga densita potrebbero, in-
fine, spiegare i risultati simili evidenziati dai conigli in bicellulare e in colonia: nel-
le condizioni testate ¢ ipotizzabile che gli eventi stressanti siano stati contenuti nelle
colonie e che gli animali abbiano avuto la possibilita 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 6,35° 6,19® 5,90 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* 3,04 3,32 4,260 0,001 1,48

Gli autori ringraziano il Dott. Andrea Zuffellato, Veronesi Verona S.p.A., per I’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 sanita pubblica. Sal-
monella enterica subsp. enterica ser. Typhimurium (S. Typhimurium) ¢ il sierotipo
pil temuto, sia per la gravita 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 I’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 suscettibilita agli an-
tibiotici AMP, CHL, ENR, GEN, KAN, NAL, STR, SMX, TET, TMP ¢ 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 I’isola genomica SGI-1, gli integroni di classe 1 ed i geni di resistenza.
I prodotti sono stati clonati in pPGEM-T Easy Vector (Promega, Milano). I plasmidi
ricombinanti sono stati purificati e I’inserto ¢ stato sequenziato. Le sequenze nucle-
otidiche sono state analizzate mediante le applicazioni BLAST. La caratterizzazione
mediante PFGE ¢ 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 eterogeneita 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 PEFGE STYMXB.0110. L’analisi della suscettibilita 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 I’isola genomica SGI-
1, che, a sua volta, recava I’informazione genetica necessaria per la multiresistenza.
Su di essa erano infatti localizzati i geni floR; sull; tetA(G), aadA2; bla,, ,, che de-
terminavano, rispettivamente, la resistenza a CHL, SMX, TET, STR e AMP. Inoltre
¢ stato possibile stabilire che i geni aadA2 e bla, , 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 aadAl, che determi-
na, come aadA2, I’inattivazione della STR. Il ceppo DT208 inoltre, era resistente al
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SMX in quanto dotato di 2 geni, sull, 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. E attualmente in fase di accertamento I’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 piu 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; sull; tetA(G), aa-
dA2; bla,, ,. 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 perlopiu 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-
ta, 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 pili 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 pil
rilevanti come causa di salmonellosi nell’uomo (Dionisi et al., 2009). Inoltre, non &
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 I’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 possibilita 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 ¢ illogico supporre che I’'infezione del coniglio potrebbe essere provocata anche
da ceppi che abbiano infettato I’'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 ¢ altamente dinamico, in quanto ¢
frequente I’insorgenza di nuovi cloni, anche se poi non tutti hanno capacita di pene-
trazione tale da renderli epidemici. E 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 I’esigenza
di caratterizzare approfonditamente i ceppi responsabili di salmonellosi anche nel co-
niglio, per individuare in tempi utili I’insorgenza di ceppi potenzialmente pil rischio-
si per 'uomo e per il coniglio.

Tabella 1 — Dati riepilogativi dei ceppi di S. Typhimurium descritti nel presente lavoro.

Regione/anno Profili di - Pulsotipo Pres. Integr. Cassette Al?“ .
di isolamento resistenza Fagotipi secondo della di eniche &M di
) o PulseNet SGI-1 classe | & resistenza
. AMP-CHL- aadA2; sull; floR;
Basilicata/1999 STR-SMX-TET DT104 STYMXB.0061 + + bla,,  tetA(G)
. sull; sul2;
Puglia/2000 STR-SMX-TET DT208 STYMXB.0110 - + aadAl 1etA(C)
. AMP-CHL- aadA2; sull; floR;
Basilicata/2003 STR-SMX.TET DT12 STYMXB.0061 + + bla,,,  tetA(G)
e AMP-CHL- aadA2; sull; floR;
Basilicata/2003 STR-SMX-TET DT12 STYMXB.0061 + + bla,,  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 1’elevata e dannosa presenza di conigli selvatici.
Per lo stesso motivo la malattia era gia 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 piu resistente all’infezione. La conseguen-
za ¢ I’attuale circolazione sul territorio di ceppi a diverso grado di patogenicita che,
in relazione alle caratteristiche della popolazione cunicola (genetica, situazione im-
munitaria, densita, ecc) e ambientali (stagione, umidita, ecc), si alternano negli an-
ni. Per esempio, proprio quest’anno nel Nord Italia si & registrato un inusuale elevato
numero di focolai di mixomatosi (oltre 45 positivita 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 mortalita. 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, ’agente della myxomatosi
(famiglia Poxoviriade, genere Leporipoxvirus) € fra i piu complessi ed evoluti. Il ge-
noma del virus & a DNA ed ¢ 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 I’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 I’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) I’attivita di macro-
fagi e linfociti T, cellule fondamentali sia per I’attivazione dell’immunita 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 pitt 0 meno gravi. Infatti, la fase finale dell’infezione ¢ spesso caratterizza-
ta da mortalita, legata all’immunosoppressione complessiva e protratta dell’animale,
che favorisce I’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 ¢ 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 ¢ indice di pro-
tezione dalla malattia come invece lo &, per esempio, nel caso della malattia emorra-
gica virale. Nonostante ci0, 1’analisi sierologica mantiene una sua indubbia utilita
diagnostica, quantomeno a due livelli: 1) consente di monitorare 1’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 ¢ subentrato il virus pato-
geno, in congiunzione con la clinica, puo essere d’aiuto nel definire il rapporto infet-
ti/malati e quindi stimare il grado di “patogenicita” 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 piu utilizzate. Attualmente la reazione in uso
presso il CReMaViLa & una reazione di competizione verso la proteina 71L (protei-
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na immunodominate dell’envelope) fra
le pit immunogene e per la quale si di-
spone di AcM specifici (Botti et al.,
2007). La reazione ha un’elevata speci-
ficita e sensibilita 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).

Diagnosi classica

La ricerca del virus per la diagnosi ezio-
logica di myxomatosi dispone di va-
ri metodi, tutti di sufficiente sensibili- Figura 1 — Virus della mixomatosi evidenziato in im-
ta diagnostica e ci0 poiché nelle lesio-  muno-perossidasi.
ni classiche (noduli) il virus & presente Isolato da campo amplificato su cellule RK13. Dopo
in concentrazioni elevate. Metodi diret- ﬁ.?sazione, lfz cellule sono incubate p;tima con un pool
. 5 di AcM anti-myxomavirus e successivamente con un
ti sor}ol 1mmunoﬂqore§ceqza sul tessu- 12G topo HRP
to o impronte congiuntivali, come pure
reazioni ELISA entrambe basate anche sull’uso di AcM specifici. L’ osservazione al
microscopio elettronico in colorazione negativa ¢ pure metodo affidabile grazie alle
dimensioni e alla tipica morfologia del virus. L’amplificazione del virus su colture
cellulari idonee rimane uno dei metodi piu sensibili da utilizzarsi anche per ricerca
di virus a concentrazioni ridotte come, per esempio, nei casi di myxomatosi atipica,
anche partendo da tamponi oculari. Il metodo ¢ perd costoso e “lento” poiché preve-
de, in relazione alla concentrazione del virus e del ceppo, ripetuti passaggi cellulari
che richiedono nel complesso sino a 5-6 giorni di lavoro ed osservazione. La speci-
ficita dell’amplificazione del virus su cellule pud essere poi confermata con metodi
immunologici, il pit classico ed immediato dei quali ¢ I’'immunoperossidasi. Anche
in questo caso I’utilizzo di AcM specifici & assai vantaggioso in termini specificita e
sensibilita (Figura 1).

Diagnostica virologica avanzata

Come per gli altri sistemi virali, anche nel caso della myxomatosi I’introduzione del-
le tecniche di biologia molecolare costituisce un potente strumento sia per la diagno-
si ma ancor di piu per il successivo studio di caratterizzazione degli isolati. Infatti,
I’ampio genoma di DNA del virus, la cui sequenza completa ¢ disponibile in banca
dati per i ceppi Lausanna e per il ceppo vaccinale SG33 e in parte per il ceppo vacci-
nale Borghi, si presta ad amplificazioni in vitro dirette sia mediante le classiche PCR
che in Real-Time PCR. Nel primo caso il frammento di DNA che si ottiene puo es-
sere direttamente sequenziato per conferma diagnostica o studi di caratterizzazione,
mentre con la Real-Time, oltre a diminuire i rischi di contaminazione fra campioni
in analisi, ¢ possibile quantizzare il numero di genomi presenti nel campione (titola-
zione virale). In figura 2 & riportato un esempio applicativo. A seguito del sequenzia-
mento del genoma del virus tra i geni M143-M144, sono state identificate pill muta-
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zioni specifiche del solo genoma dei ceppi vaccinali SG33 e Borghi. Di conseguenza
¢ 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.

(&) MO71F/MOT1R (B) VAXF/SG33R (C)  VAXF/BorghiR

MW b e 1 2 3 4 MW bec 1 2 3 4 MW bec 1 2 3 4
405bp-

409bp

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 ¢ una patologia condizionata e multifattoriale. Diversi sono i
fattori che possono influenzare le performances riproduttive nell’allevamento cunicolo:
qualita e quantita 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 pill 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, ¢ 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 ¢ descrivere 1’isola-
mento e I’identificazione di ceppi di A. pyogenes isolati in coniglie affette da infertilita.

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 maternita 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 ¢ caratterizzata da una ciclicita di 49 giorni, con inseminazione artificiale a
18 giorni post parto. Mediamente vengono eseguite 500 inseminazioni/ciclo; di que-
ste il 16% ¢ effettuato su fattrici nullipare. La fertilita in generale & superiore all’80%,
quella delle nullipare supera 1’86%. Il numero medio di nati vivi/parto ¢ rispettiva-
mente di 9,3; quello dei nati morti/parto ¢ pari a 0,6. La perdita delle fattrici nel cor-
so del ciclo produttivo ¢ di circa il 4%. Da fine agosto 2010 si ¢ assistito ad una ridu-
zione della fertilita 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 ¢ aumentato di circa il 2%. Al fine di stabilire 1’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 ¢ 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 CO, 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 ¢ 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 & 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. I1 DNA ¢ 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 ¢ 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).

Esame Esame
Soggetto Sito prelievo batteriologico batteriologico Lesione anatomopatologica
diretto indiretto
1 Tampone vaginale n.e. n.e. Endometrite puru]enta e
Utero A. pyogenes A. pyogenes peritonite ascessuale
2 Tampone vaginale n.e. n.e. Assenza di lesioni anatomo
Utero A. pyogenes A. pyogenes patologicamente rilevabili
3 Tampone vaginale n.e. n.e. Assenza di lesioni anatomo
Utero A. pyogenes A. pyogenes patologicamente rilevabili
Tampone vaginale n.e. n.e. . .
4 . . Gravidanza extrauterina
Utero Negativo Negativo
Tampone vaginale n.e. n.e. . .
5 Staphvi Ascesso tubarico e peritonite
Utero Negativo apryrococcus purulenta
coagulasi negativo
Tampone vaginale Negativo Negativo Gravidanza extrauterina,
6 . . Ascesso tubarico e peritonite
Utero Negativo Negativo siero fibrinosa
Tampone vaginale Negativo Negativo .
7 . . Endometrite catarrale
Utero Negativo Negativo
Tampone vaginale  A. pyogenes A. pyogenes .
8 . . Endometrite catarrale
Utero Negativo Negativo
Tampone vaginale  A. pyogenes A. pyogenes .
9 . . 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 ¢ stato isolato da endometrite (catarrale e purulenta). Inoltre,
nel soggetto 1, il microrganismo ¢ stato identificato anche dalla lesione ascessuale
a carico del peritoneo, insieme a Staphylococcus aureus. A. pyogenes ¢ 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 ¢ 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 fertilita, fecondita e prolificita ha un notevole impatto economico su
tutto I’allevamento. I fattori che influenzano le differenti forme di ipo-infertilita sono
molteplici. Fra questi, una non corretta gestione dell’inseminazione artificiale (tipo-
logia strumenti, igiene, manipolazione della femmina) puo favorire I’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 piu frequenti agenti di infezione piogena a carico di diversi di-
stretti (cute, annessi cutanei, apparato respiratorio e genitale). La patogenesi dell’in-
fezione ¢ legata all’effetto combinato di diversi fattori di virulenza; fra di essi si an-
noverano tossine, fattori extracellulari e la capacita del microrganismo di formare il
biofilm. La produzione del biofilm, definito come “una comunita strutturata di cel-
lule batteriche racchiuse in una matrice polimerica autoproducentesi ed aderente ad
una superficie inerte o no” (Costerton et al., 1999) & associata sia ad una maggiore
capacita di Staphylococcus aureus di aderire e colonizzare i tessuti dell’ospite che ad
una maggiore capacita di eludere le difese immunitarie. La formazione del biofilm
¢ 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 1I’adesione intercellulare. L’ ica locus € 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 I’enzima N-acetilglucosami-
niltransferasi, implicato nel processo di formazione del biofilm. La completa espres-
sione fenotipica del tratto genetico ¢ determinata dall’espressione contemporanea sia
dell’icaA che dell’icaD (Arciola et al., 2002).

Scopo del presente lavoro & 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 ¢ 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 ¢ stato estratto utilizzando il kit commerciale “GeneElute Bacterial geno-
mic DNA kit” (Sigma-Aldrich). La ricerca geni icaA e icaD ¢ 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 1’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 ¢ associata ad una mutazione puntiforme o a fattori interferenti
I’espressione genica stessa. L’espressione del locus genico ¢ infatti, altamente va-
riabile, influenzato ad esempio da riarrangiamenti genomici. Baselga ef al. (1993)
hanno dimostrato come I’espressione fenotipica del biofilm risenta delle condizio-
ni di coltivazione del microrganismo, come ad esempio 1’atmosfera di incubazio-
ne. Nel presente lavoro, I’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, 1’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 variabilita legata all’interpretazione dell’ operatore, mentre nel
secondo caso, ha permesso di apprezzare in modo pil 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 ¢ 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 sensibilita
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 1I’elevata distribuzione dei geni nei ceppi di Staphylococcus aureus,
ulteriori indagini sono necessarie per stabilire 1’esatto ruolo del biofilm quale fattore
di virulenza in tali ceppi. Si sottolinea la necessita di associare 1’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 possibilita di tra-
sferire questi geni ad altre specie batteriche commensali. Negli Enterococchi la re-
sistenza agli antimicrobici puo 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 ¢ 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 e al., 2000),
sia in Europa che negli Stati Uniti (Leclerq ef al., 1988). Da un punto di vista epide-
miologico la diffusione dei ceppi ¢ stata inizialmente collegata all’ambiente ospe-
daliero negli Stati Uniti, a causa di un uso improprio nei protocolli terapeutici della
vancomicina. In Europa, invece, I’insorgenza di VRE ¢ 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 ¢ stato definitivamente bandito. La resistenza ai glicopeptidi ¢ 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 capacita, invece, di trasferire geni ¢ lega-
ta alla presenza, nel genoma batterico, di plasmidi e trasposoni. Geneticamente, la
resistenza ¢ 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
piu frequenti (Murray, 1998).

Scopo del presente studio ¢ 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 pl 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 ¢ stata re-incubata a 41,5 £ 1°C per
altre 18-24 ore. Al termine del periodo di incubazione si & 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
¢ 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 ¢& 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 ef al., 2006), mentre stu-
di condotti negli Stati Uniti da Hershberg ef al. (2005) non hanno evidenziato cep-
pi VRE in diverse specie animali (bovino, suino, tacchino). In Europa, la selezione
dei ceppi vancomicina resistenti ¢ 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 ¢ 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 possibilita di trasferire i geni co-
dificanti I’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
I’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 sanita 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 € un batterio Gram positivo, normalmente presente sulla cu-
te e sulle mucose dell’'uomo e degli animali. In presenza di fattori predisponenti pud
causare infezioni di diversa gravita a carico di vari organi. La patogenicita di Sta-
phylococcus aureus & dovuta alla capacita 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 piu rapida-
mente della SEA nel circolo ematico, mentre la SEC ¢ la piu ospite-specifica e do-
tata di maggiore cross-reattivita (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 ¢ pari a 100
nanogrammi) (Balaban et al., 2000). Le enterotossine stafilococciche possono inol-
tre fungere da super-antigeni, grazie alla loro capacita di legare direttamente il com-
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plesso maggiore d’istocompatibilita di classe II (MHC II) delle cellule presentanti
I’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 I’instaurarsi di un processo inflammatorio 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 ¢ 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-IZS Ve, 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 &
stata centrifugata a 900 g (Sigma 3K10, 3000 rpm, Germany) a 4°C per 20 minuti. Il
surnatante ottenuto ¢ 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 possibilita dell’entrata nel ciclo produtti-
vo di tossine potenzialmente agenti di tossinfezione alimentare. La carne di coniglio
¢ infatti considerata fonte proteica di prima scelta in due categorie di eta 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 possibilita 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 € un microsporidio intracellulare obbligato che infetta
roditori, lagomorfi, carnivori, primati e I’uomo (Kiinzel e Joachim, 2010). Le spore
colonizzano I’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 1’88% dei conigli era sieronegativo; 2)
in presenza di nefrite I’'85% degli animali era sieropositivo; 3) i grading delle lesioni
macro-microscopiche concordavano (Tittarelli ef 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 & 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 4um, incubate con un pool di 4 MAbs (EC8C12, EC10G4, EC11C5
e EC7DS5) 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 I’analisi statistica sono state riportate le distribuzioni percentili per il CIA test
rispetto allo score macro-microscopico ed alla classificazione immunoistochimica. 1l
confronto tra il valore di CIA tra gruppi con diverso score & stato effettuato mediante
analisi della varianza non parametrica. Sono state calcolate le stime dei valori di sen-
sibilita e specificita diagnostiche con 1 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 positivita 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 THC,
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-
vita 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-
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Figura I — Rene, IHC: aggregato di E. cuniculi nel
lume tubulare. 400x.
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ta IHC (rene e pelvi) anche se la posi-
tivita era piu frequente nelle cellule
del connettivo della pelvi (Tabella 1).
La correlazione tra gravita delle lesio-
ni macro-microscopiche e titoli anti-

5000
o

4000
I}

corpali ¢ riportata in tabella 2 e figura | < 87 . R —
2. L’analisi dei dati mediante rank | g i
sum test di Kruskal-Wallis evidenzia S i
una differenza significativa nel valore gl ° o T °

di CIA che ¢& limitata al gruppo senza - — l |

lesioni nei confronti di quello con le- L 1
sioni (P<0,05). Non vi ¢ invece diffe- T ' T T T

renza significativa nel valore di CIA ’ ! _2 _ 3 ‘
tra i gruppi con score crescente (Figu- Score stologieo
ra 3). Prendendo come standard di ri- Figura 2

ferimento 1’assenza/presenza di lesio-
ni macro-microscopiche, la sierologia mostra sensibilita 90,7 (IC95%: 81,7-96,1),
specificita 86,9 (IC95%: 66,4-97,2).

Tabella 2 — Score delle lesioni e sieropositivita

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 — Positivita IHC e sieropositivita.

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
THC totale pos neg neg 320 640 2560 566.9

La sieropositivita ¢ indicativa di presenza ma non di gravita delle lesioni; nello stes-
so tempo ’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 capacita discriminatoria rispetto all’assenza/presenza di
E. cuniculi ovvero vi sono positivita sierologiche in assenza di riscontri di positivita in
IHC e viceversa (Figura 4). Prendendo come standard di riferimento I’assenza/presenza
di lesioni macro-microscopiche e/o il riscontro in IHC le performances dell’esame sie-
rologico appaiono decisamente inferiori: sensibilita 78,4 (IC95%: 68,3-86,5), specifici-
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ta 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 1 soggetti positivi in IHC nel bacinetto re-
nale rispetto ai negativi si evidenzia che i soggetti positivi hanno titoli mediamente piu
bassi rispetto ai negativi (566,9 vs. 724,8). Questi dati indirizzano verso ’ipotesi che
E. cuniculi possa rimanere latente nelle cellule del connettivo lasso della pelvi renale.

In conclusione, I'THC potrebbe diventare la metodica gold standard nella diagnosi
post mortem di E. cuniculi, per la capacita di svelare i microsporidi anche in assenza
di lesioni macroscopiche (classe 0). A tal fine la valutazione della pelvi renale non ¢
da trascurare. Lo scoring macroscopico, ben correlato alle lesioni microscopiche, pud
fornire indicazioni diagnostiche ed ha valore di screening. Analogamente il test sie-
rologico CIA puo essere usato come screening in vitam, pur con numerosi limiti e
minore efficienza diagnostica, ma non puo avere valore prognostico, poiché la siero-

NN

=3
assenza lesioni macroscopiche &9
* prosonza lasioni macroscopiche . imemunc-isiochimica negetia
24 w
e 1 = |
o | | .
1 | |- ____c-[L[I ﬂll
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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 & un microsporidio gram+ intracellulare obbligato
sporigeno, che infetta roditori, carnivori ed occasionalmente i primati e ’'uomo. Le
spore infettanti sono eliminate con 1’urina; la trasmissione avviene per ingestione
di acqua o cibo contaminati; dopo 4-5 settimane dall’infezione compaiono gli anti-
corpi circolanti. I’encefalitoozonosi del coniglio ¢ una parassitosi cronica, spesso
asintomatica ma riattivabile in seguito ad eventi stressanti. La forma acuta ¢ 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 mortalita, aumen-
to delle femmine riformate e/o scarti, peggiori indici di conversione e calo della re-
sa al macello, puo essere rilevante ma ¢ difficilmente correlabile in modo diretto a
tale patologia. Tenuto conto delle sieroprevalenze (>60%) riscontrate in precedenti
studi (Lavazza er al., 1996; Saviotti et al., 2000) e delle lesioni renali macro e mi-
croscopiche in soggetti sieropositivi (Tittarelli et al., 2008), si & deciso di valuta-
re la sieroprevalenza nelle diverse categorie di riproduttori e di verificare se esiste-
va una correlazione tra sieropositivita e valori di urea e creatinina quali indicatori
della funzionalita renale. L’urea ¢ un prodotto del catabolismo proteico ed ¢ escre-
ta dal rene nelle urine. La creatinina ¢ un catabolita proteico prodotto dalla crea-
tina muscolare ed ¢ 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, & stato suddiviso in due ali-
quote per I’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 ¢ stata determinata con meto-
do colorimetrico (Jaffé method), I’urea con metodo enzimatico colorimetrico (Ureasi)
(Archetti et al., 2008). L’ indagine per la presenza di anticorpi anti-E. cunicoli € stata
eseguita mediante Carbon Immuno Assay (CIA test) utilizzando reagenti commercia-
li (Medicago SA). L’analisi statistica ¢ 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 I’analisi dell’eventuale rela-
zione tra sieropositivita e parametri biochimico-clinici si ¢ fatto riferimento ai valori
di normalita nelle singole classi di eta/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 funzionalita renale. Le stime dell’associa-
zione tra sieropositivita 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, ¢ 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 valgre 3°quartile massimo valore

mediano medio
Creatinina Pos 74,0 88,0 97,0 105,0 153,0 98,8
(micromol/L) Neg 47,0 72,0 85,0 96,0 168,0 85,6
Urea Pos 4,9 7,5 8,6 9,8 15,7 8,9
(mmol/L) Neg 43 6,5 7.4 8,8 13,6 78

Il valore mediano per la creatinina era pari a 89. Esaminando le distribuzioni percen-
tili rispetto alla condizione di positivita per E .cunicoli si evidenzia che in genera-
le il livello di creatinina si mantiene pitl basso nei sieronegativi, eccezion fatta per il
valore massimo. Il valore mediano per 1’urea era pari a 8,1 ed anche in questo caso
il livello si mantiene pill basso nei sieronegativi. L’odds d’infezione da E. cunicoli ¢
risultato 2,87 (IC 95%: 1,3- 6,2) volte piu grande in soggetti con valore di creatinina
al di sopra del valore soglia rispetto ai soggetti con valori inferiori o uguali. ’odds
d’infezione per I'urea & risultato 1,71 (IC 95%: 0,87 - 3,36) volte piu 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 pit 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 rappresentativita 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 I’eta. Nel contempo si puod ragionevolmente
affermare che valori pil elevati di urea e creatinina siano indicativi di sieropositivita.
Infatti, la probabilita che un soggetto che presenta valori superiori ai valori di riferi-
mento, sia per creatinina sia per urea, sia sieropositivo ¢ circa 2 volte maggiore di un
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soggetto con valori nella norma. Una migliore pianificazione dei prelievi consentira
in futuro di indagare le ragioni di cosi sensibili differenze (da 0 a 70%) nelle preva-
lenze da un allevamento all’altro e quindi di verificare se vi siano eventuali e piu si-
gnificative differenze nei valori biochimici di urea e creatinina. L’encefalitozoonosi
¢ una patologia cronica latente, pertanto gli animali sieropositivi non presentavano
alcun sintomo clinico. L’assenza di manifestazioni cliniche ¢ imputabile al control-
lo dell’infezione da parte dell’immunita. Un abbassamento delle difese immunitarie
dell’ospite, ad esempio in concomitanza con fattori stressanti, puo determinare la for-
ma clinica della malattia. A prescindere dalla comparsa di malattia conclamata, & pe-
ro 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 ¢ causata da alcune specie di coccidi appartenenti al genere
Eimeria. Ha un impatto diretto sulle performance di produzione, ma agisce anche in
sinergia con I’Enteropatia Epizootica del coniglio (ERE) (Coudert et al., 2000). Non
¢ facile stimare 1’esatto impatto finanziario della malattia. Nei broiler, alcuni studi
hanno dimostrato che la maggior parte (70-80%) dei costi della coccidiosi & 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 I’impatto economico di una malattia & 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 ¢ 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 & stato somministrato anticoccidico nell’alimento.
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Nella seguente prova, un gruppo di conigli ¢ stato trattato con robenidina, mentre il
gruppo di controllo non ¢& stato trattato.

MATERIALI E METODI

La prova ¢& stata eseguita in un allevamento commerciale di conigli ed ha coinvol-
to tre cicli di conigli all’ingrasso. Per evitare il piu 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 ¢ stata condotta su 6000 animali,
suddivisi in 2 gruppi di 1000 animali per ciclo, per tre cicli consecutivi. Per massi-
mizzare I’uniformita dei gruppi, i conigli sono stati assegnati ad ogni gruppo in base
a tre criteri: provenienza, peso e parita della nidiata. I conigli sono stati posti in gab-
bie contenenti 6 conigli I’una. Alle madri dei due gruppi gruppi ¢ stata somministra-
ta robenidina (66 ppm) dal 5° giorno prima del parto fino 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 ¢ 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, mortalita ed ¢ stato calcolato I’indice di conversione alimentare (ICA). Nei giorni
5,9 e 16 post svezzamento, ¢ 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 piu basse rispetto al ciclo 1 e nel gruppo trattato le OPG erano da 2
a 10 volte piu 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 sensibilita (<1100) e quasi similari tra i due gruppi. Non sono ri-
sultate differenze significative nei confronti della mortalita, 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% piu bassi nei gruppi trattati (Tabella 1). Il significativo abbassamen-
to di IC nel gruppo trattato, & stato I’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 & da imputare, con ogni probabilita, ad un miglior controllo della coccidiosi
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subclinica in seguito alla somministrazione di robenidina. Questo miglior control-
lo della coccidiosi non ¢ stato completamente osservato nella conta delle OPG: so-
lo il ciclo 2 ha mostrato valori di OPG piu bassi nel gruppo trattato rispetto a quello
di controllo, in tutti e tre i campionamenti. Questo puo 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 Probabilita
1 291 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, ¢ dovuto ad una riduzione della coccidiosi subclinica nel gruppo trattato.
Di seguito si riporta una simulazione dell’impatto economico di un cosi ridotto ICA
applicato a 1000 conigli (Tabella 2). II valore di ICA utilizzato nella simulazione ¢
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 & I'’ICA, in conformita con la prova sopra descritta, in con-
siderazione del fatto che 'ICA ¢ stato I’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 L5
Accrescimento totale per 1000 animali(kg) 1.500 1.500
Mangime necessario per 1’accrescimento (kg) 1500 x 2,77 =4155 1500 x 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) 0,15x4155=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 (€) 3,532x6,8=24 0

Costo totale per 1’alimentazione di 1000 conigli (€) 1021 1080
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Il ragionamento descritto dimostra che I’investimento di un anticoccidico, nel caso ri-
portato, potrebbe generare un beneficio di 1080 — 1021 = 59 €/1000 conigli da carne,
che ¢ una differenza considerevole. L’esperienza, in altre specie animali, insegna che
le pitt 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.

BIBLIOGRAFIA

Coudert, P, Licois, D., Zonnekeyn, V., 2000. Epizootic rabbit enterocolitis and coc-
cidiosis: a criminal conspiracy. In: Proc. of the 7" World Rabbit Congress, Valen-
cia, Spain, B:215-218.

Waldenstedt, L., 2004. An estimation of the cost of coccidiosis to Swedish broi-
ler production. In: Proc. of the XXII World’s Poultry Congress, Istanbul, Turkey.
Williams, R. B., 1999. A compartmentalised model for the estimation of the cost of

coccidiosis to the world’s chicken production industry. Int. J. Parasitol. 29:1209-1229.

Williams, R. B., 2001. Quantification of the crowding effect during infections with
the seven Eimeria species of the domesticated fowl: its importance for experimen-
tal designs and the production of oocyst stocks. Int. J. Parasit. 31:1056-1069.

176



Lavori scientifici - Sessione Patologia

STUDIO LONGITUDINALE SULLI’ESCREZIONE DI COCCIDI
IN CONIGLI DI AZIENDE INDUSTRIALI CHE APPLICANO UNO
SCHEMA DI TRATTAMENTO ANTICOCCIDICO BIFASICO

VEREECKEN M.', CHIARI M., TITTARELLI C.?, BERTINATO F.’, ZUFFELLATO A,
ZANONI M.%, SCHIAVI P.', DE GUSSEM K.', LAVAZZA A*?

'Huvepharma NV, Belgium.
Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia ed Emilia Romagna “B. Ubertini”, Brescia, Italy.
3AIA SpA - Gruppo Veronesi, Italy
Vereecken Monita, Huvepharma NV, Uitbreidingstraat 80, 2600 Antwerp, Belgium - Tel/Fax: +32479820008
*Corresponding author: monita.vereecken @huvepharma.com

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
eta. La diagnosi si basa sull’esame delle feci per la conta delle oocisti e, poiché la
patogenicita ¢ variabile (4 classi di virulenza) sull’identificazione di specie (Cou-
dert et al., 1995). Questa ¢ basata sulla morfologia delle spore, ¢ eseguita dopo spo-
rulazione e non ¢ sempre facile per la variabilita di forma e dimensione delle spo-
rocisti nell’ambito di ciascuna specie. Per contenere la gravita dell’infezione oltre
alle norme generali di profilassi diretta si utilizzano farmaci ad attivita anticoccidi-
ca quali robenidina, diclazuril, salinomicina, sulfonamidi. La possibilita dell’istau-
rarsi di fenomeni di farmaco-resistenza ha suggerito 1’utilizzo di principi attivi “a
rotazione” (Peeters e Geeroms, 1992). Scopo di questo lavoro ¢ 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 ¢ voluto valutare I’ef-
ficacia del diclazuril in caso di uso continuato per un tempo >6 mesi e I’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 HCI (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. ’identificazione microscopica delle oocisti avveniva dopo sporulazione in so-
luzione acquosa al 2,5%p/v di dicromato di potassio (K,Cr,0,). 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

Landamento dell’eliminazione di oocisti nelle feci (oocisti per grammo = OPG) ne-
gli 8 allevamenti ¢ riportato in tabella 1. I valori di OPG all’inizio dello studio (TO)
variavano da un minimo di 100 (azienda F) a un massimo di 118.800 (azienda C). Un
mese dopo I’inizio dell’utilizzo del diclazuril (T1) il valore massimo registrato ¢ stato
di 28.000 (azienda D). Questa riduzione nell’eliminazione di oocisti ¢ un probabile
effetto positivo del cambio di principio attivo anticoccidico. Salvo 1’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. E stato possibile osservare un lieve aumento nell’eliminazione di
oocisti al T2 che si ¢ 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
Magl10 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), piu E. stiedai epatica.
Non sono state identificate specie altamente patogene (E. intestinalis e E. flavescens).
In tabella 2 ¢ 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 positivita per numero di specie a ciascun

campionamento ¢ riportata in tabella 3.

Tabella 2 — Prevalenza totale e numero degli isolamenti per specie nelle singole aziende.

Azienda/n°di individuazioni

Specie 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 54
Tot. specie 4 6 6 6 3 3 6 6 100

Tabella 3 — Distribuzione delle positivita per numero di specie.

N° N°momenti % % (Coudert
specie campionari 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 0
Totale 96 100 100
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Il valore di OPG tendenzialmente aumentava con I’incremento di numero di specie
identificate a ogni campionamento (Figura 1).

Il numero di diverse specie osser-

6 300000 | vate mensilmente (Figura 2) era
mmm Numero di specie per azienda OPG parl a7aTo, variavada 5 (inizio

5 250000 | neriodo) a 1 (fine periodo) nel
. 0000 | 11> per aumentare a 4 ad inizio
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2 -+ 100000 [ correlazione significativa; analo-
gamente non vi era alcuna corre-

L Hﬂ 50000 lazione diretta tra I’eta dei coni-
0 0 gli, aggregati in due classi di eta
(36-54gg e 55-85gg), ed il nume-

ro di specie. L’uso continuato per
un periodo di 8 mesi ha permesso
di confermare 1’efficacia del diclazuril per un periodo superiore a quanto inizialmen-
te ipotizzato (6 mesi).

Figura 1 — Rapporto OPG/N°® di specie.

In conclusione si conferma I’ uti- m E. media ® E. perforans

1t di 3 _ O E. magna O E. stiedai
h.ta dl un programmg dl preven 251 m E. exigua E. coecicola
zione della coccidiosi basato P=: E-irresidua

sulla rotazione di principi farma- | %]

cologici. A prescindere dall’effi- | ;51
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
presentl e 81 rlduce anChe la pOS' ° Sep ‘ Oct ‘ Nov ‘ Dec ‘ Jan ‘ Feb ‘ Mar ‘ Apr ‘ May‘ Jun  Jul ‘ Aug ‘
sibilita di fenomeni di resisten- 09 09 09 09 10 10 10 10 10 10 10 10

za. I risultati preliminari di que-
sto studio andranno in futuro in-
tegrati da una valutazione dei parametri zootecnici.

Figura 2 — Specie osservate mensilmente.
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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 piu verso
prodotti elaborati e di facile preparazione. Questa tendenza ¢ 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 ¢ ancora preponderante la commercializza-
zione delle carni sotto forma di carcassa intera e prodotti sezionati e cid rappresenta
un vincolo al consumo nazionale di carne di coniglio che ¢ stagnante da diversi anni
(Cavani et al., 2009). La marinatura ¢ uno dei piu antichi processi di preparazione e
conservazione delle carni, ma ha trovato solo di recente una applicazione industriale.
Lo scopo principale della marinatura & quello di migliorare le caratteristiche sensoria-
li delle carni, soprattutto tenerezza, succulenza e flavour (Alvarado e McKee, 2007).
L’ applicazione della marinatura ¢ 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 fibrosita. Il presente
studio si ¢ quindi proposto di valutare I’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’eta 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. 1 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 ¢& 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 & riportato I’effetto del trattamento di marinatura sulle caratteristiche chi-
mico-fisiche delle carni.

Tabella 1 — Caratteristiche chimico-fisiche delle carni di coniglio sottoposte a marinatura.

Parametri chimico-fisici
Trattamento Drip Cooking  Sforzo
pH L* a* b* loss loss 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 6,25 473 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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Parametri chimico-fisici
Drip Cooking  Sforzo
pH L* a* b* loss loss di taglio
(%) (%) (kg/g)

Trattamento

Probabilita dei confronti ortogonali

Cvs. M * ns ns ns ok * *ok
STPP vs. CAR o 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 pit 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). E da sottolineare che se nelle car-
ni di controllo la capacita di ritenzione idrica ¢ riferita solo all’acqua di costituzio-
ne, nelle carni marinate ¢ compresa anche la frazione assorbita durante il processo di
zangolatura. Pertanto questi risultati confermano 1’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 1’azione favorevole svolta dal
sodio bicarbonato alla capacita di ridurre 1’entita dello contrazione a carico della ma-
trice proteica durante la cottura, mentre ¢ noto da tempo (Alvarado e McKee, 2007)
che i polifosfati favoriscono I’estrazione e la solubilita delle proteine della carne mi-
gliorandone la capacita di trattenere 1’acqua endogena ed eventualmente aggiunta du-
rante la lavorazione. Il risultato pill interessante ¢ 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). Cio
conferma la validita 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 parita 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 capacita 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,
capacita di ritenzione idrica e sforzo di taglio non sono risultati significativamente
diversi fra i trattamenti studiati, ad eccezione dell’indice di rosso che ¢ apparso piu
elevato nelle carni marinate con sodio carbonato rispetto al sodio tripolifosfato. Per-
tanto 1I’impiego di carbonato e bicarbonato di sodio puo 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 ¢ forte-
mente messo in discussione.

In conclusione, la tecnica di marinatura adottata nel presente studio si ¢ rivelata ef-
ficace per favorire 1’assorbimento e la successiva ritenzione delle soluzioni di mari-
natura e cio ha consentito di migliorare notevolmente la tenerezza delle carni senza
pregiudicarne 1’aspetto.
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