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Non permettere che la Lawsonia

- W

L’azione della Lawsonia intracellularis sulla mucosa
intestinale determina un’alterazione del microbiota
che puo agevolare la proliferazione della SALMONELLA.

Un’azione mirata a livello intestinale & raccomandata
per ripristinare il microbiota intestinale
e per prenderti cura del tuo allevamento.

CHIEDI AL TUO VETERINARIO




Un NUOVOo

Un range sempre piu completo al tuo fianco:
Vaccini contro la Polmonite Enzootica, '
la Pleuropolmonite del suino,
la malattia associata al Circovirus,
il Mal Rossino e la Parvovirosi del suino, S
e contro la Sindrome Riproduttiva e Respiratoria del Suino.. TR
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Together, beyond animal health



UNA LUCE
DIVERSA

- sulla Prevenzione delle Patologie Suine

Urf*rgnge di vaccini sempre
piu completo al tuo fianco
peril trattamento di:

Polmonite Enzootica
Pleuropolmonite

Influenza Suina Classica
e Pandemica

Salmonella
Malattia degli Edemi
Circovirus
Mal Rossino
Parvovirosi

Sindrome Riproduttiva
e Respiratoria del Suino

Impegnati con voi ed il settore suinicolo
grazie all'innovazione.

Together, beyond animal health
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FARMACEUTICHE TESTATE ed EFFICACI
PRODOTTI NATURALI
ALTERNATIVI
all'USO di ANTIBIOTIC

L_J
6 Chemlfarmag_p_;._ Via Don Eugenio Servadei, 16 tel. +390543796464  info@chemifarmat

INDUSTRIA FARMACEUTICA VETERINARIA 47122 Forli (FC) - ITALY fax +39 0543 796479 www.chemifarma.it
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The smart choice
for healthy livestock

CHI SIAMO

Dopharma € un’azienda farmaceutica
veterinariadiproprietadellafamigliaDe
Bruijn con sede in Olanda. Fin dall’'anno
della sua fondazione nel 1969,
Dopharma offre prodotti veterinari
di alta qualita con un focus esclusivo
negli animali da reddito. I prodotti
Dopharma sono commercializzati in
oltre 80 paesi da 7 filiali locali e circa
70 partner di distribuzione. Dopharma
produce antibiotici, antiparassitari,
antinflammatori, ormonali e mangimi
complementari.

info@dopharma.it « www.dopharma.it

Dopharma Italia srl - Firenze - tel, 348 9372724 - servizioclienti@dopharma.it
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The smart choice
for healthy livestock

IL NOSTRO IMPEGNO

Ci prefiggiamo di creare soluzioni
innovative e prodotti efficaci e di alta
qualita. Siamo parte di Animal Health
Europe e crediamo che salute degli
animali, delluomo e dell’'ambiente
siano intimamente connesse.
Sosteniamo appieno i principi di
One Health, promuovendo un uso
responsabile degli antibiotici anche
attraverso terapie di supporto, vaccini
e l'uso razionale degli antimicrobici
stessi per massimizzarne e preservarne
l'efficacia.

B .

info@dopharma.it e www.dopharma.it

Dopharma Italia srl - Firenze - tel, 348 9372724 - servizioclienti@dopharma.it
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Sinergie per un perfetto equilibrio

Sappiamo curare una malattia, prima che si manifesti. Perché conosciamo l'importanza
dell'alimentazione e della prevenzione, alleate preziose per ridurre l'uso di farmaci.
Una competenza unica, che ci permette di sviluppare

v prodotti nutrizionali tecnologici e funzionali

v prodotti per la disinfezione e per la lotta alle micotossine

v prodotti farmaceutici efficaci, per quando davvero serve medicare.

Per aiutarti nell'avere cura, che € molto piu che curare..

DOX-AL ITALIA S.p.A.

Via Mascagni, 6 - 20884 Sulbiate (MB) Italy OX-al aox-al aox-a
Tel. +39 039 62051 - Fax +39 039 6205400
www.doxal.com

Nutri Pharma Hi-tech
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| BENEFICI DI HEMICELL

Sono facili da “digerire”

Il mangime fornisce ['energia necessaria a promuovere la crescita dei suini, tuttavia la loro dieta puo
contenere anche B-mannani, sostanze che scatenano una risposta immunitaria a livello di apparato
digerente. Evento che influisce negativamente sulla salute e sulla performance degli animali.

IL PROBLEMA

“ B-mannani
Inducono una risposta
immunitaria (FIIR)"?

Peggiorano la
digestione dei
nutrienti?

Sottraggono energia
necessaria per la crescita, -
energia che viene utilizzata

per costruire la risposta
immunitaria* N

x Hanno un impatto

P negativo sulla

2 performance e sulla
salute intestinale®

Aumentano il costo
del mangime

EF-0 6. Anders
nutrient utilization al

LA SOLUZIONE

o
0.0 ....
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Hemicell HT
Contiene B-mannanasi, un enzima
che degrada i B-mannani®

Riduce la risposta
N immunitaria (FIIR)®

Migliora la digestione
e l'assorbimento dei
nutrienti’

Mo#

Migliora lefficienza
energetica’

- ——
——

-

L —

Riduce il costo del mangime
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PREFAZIONE

Cari Soci,

¢ tradizione che il volume degli atti della SIPAS venga introdotto da una prefazione redatta
da uno dei membri del Consiglio Direttivo. Nel 2016 fu il mio turno, quando come segretario
uscente accettai con piacere il compito assegnatomi dall’allora Presidente Dr Alborali.
Quattro anni dopo, sono andato a rivedermi i contenuti di quella introduzione che verteva
principalmente sulla crisi della suinicoltura italiana, sulle prospettive e aspettative professionali
dei giovani colleghi, spesso disattese e sullo stato della SIPAS, che viveva in quel periodo una
crisi d’identita e d’intenti.

Dopo anni di difficolta, nel 2019 la suinicoltura del nostro paese ha manifestato segnali
estremamente positivi e si ¢ assistito ad una ripresa della reddittivita degli allevatori italiani.
Tuttavia, le numerose sfide ed i repentini cambiamenti che il settore suinicolo si trova a
dover affrontare, richiedono un forte impegno per farsi trovare preparati. Mi riferisco ai
cambiamenti che allevatori e veterinari stanno affrontando nell’ambito della terapia antibiotica,
nell’applicazione delle norme sul benessere animale e in particolare sul taglio della coda,
sull’introduzione della ricetta elettronica e sul percorso del sistema Classyfarm, per citarne
alcune. La necessita di rimanere al passo con i tempi, se vista come un’opportunita, puo
portare ad un sostanziale miglioramento della suinicoltura italiana. La SIPAS, come importante
strumento per raggiungere questo obiettivo, pud fornire un valido contributo, attraverso
I’organizzazione di specifici momenti di formazione e favorendo lo sviluppo di sinergie tra le
diverse figure professionali che ruotano attorno alla suinicoltura.

Ma veniamo ai giovani laureati. Da diversi anni la SIPAS supporta economicamente la
formazione di giovani laureati che vogliano approfondire le loro conoscenze nei diversi
ambiti della suinicoltura, attraverso la creazione di percorsi formativi e stage, sia all’estero
che in Italia. Questo perché ¢ estremamente importante nella nostra professione “non rimanere
indietro”, convinti come Consiglio Direttivo SIPAS, che le attivita formative proposte dalla
Societa possano essere d’ausilio per la loro crescita e per la realizzazione delle loro aspettative
professionali, nonché per la crescita del settore suinicolo.

1l volume degli atti, che come sempre accompagna lo svolgimento del congresso, comprende
i testi relativi agli argomenti che verranno trattati nel corso delle due giornate del Meeting, ma
anche quelli che hanno caratterizzato la giornata autunnale di Ottobre 2019 tenutasi a Parma e
dedicata ad un argomento decisamente trasversale “Cosce e carcasse: criticita di un prodotto
d’eccellenza”. Questo ¢ completato dalle comunicazioni scientifiche inviate dai soci, che
riguardano argomenti di attuale interesse. La produzione scientifica inviata dai Soci, in numero
progressivamente crescente negli ultimi 10 anni, assume grande importanza ed ¢ il segno della
vivacita e della partecipazione alla vita della Societa da parte dei Soci stessi.

Un ringraziamento particolare va ai colleghi del Consiglio Direttivo con i quali ho condiviso
questo primo anno e con cui si € cercato, attraverso un costante impegno, di lavorare in sintonia
con le aspettative dei soci e per la Societa.

Un ringraziamento sincero va alla Segreteria Delegata, per la professionalita e la disponibilita
dimostrata e per la fattiva collaborazione.

Un doveroso ringraziamento va agli Sponsor che anche quest’anno hanno continuato a
supportare la SIPAS.

Ultimo, ma non per importanza, va un saluto ed un ringraziamento a tutti i Soci e I’augurio di
una proficua lettura di questo volume degli atti.

11 Presidente
Dr. Andrea Luppi
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ATTI DELLA GIORNATA DI STUDIO

COSCE E CARCASSE:
CRITICITA DI UN PRODOTTO D’ECCELLENZA

Parma, 11 Ottobre 2019






IL TRASPORTO DEI SUINI AL MACELLO IN RELAZIONE
ALLA QUALITA DELLE COSCE

THE CORRELATION BETWEEN PIGS TRANSPORT TO THE
SLAUGHTERHOUSE AND THEIR LEGS QUALITY

CORLIANO M.C., BENATTI D., ORLANDI B.
Opas societa cooperativa agricola, Carpi (MO)

Parole chiave: Trasporto degli animali al macello, qualita delle carcasse, qualita delle cosce
Key Words: Animal transport to the slaughterhouse, carcass quality, legs quality

RIASSUNTO

1l trasporto degli animali al macello rappresenta un momento critico all’interno della filiera
produttiva. Il presente lavoro ha I’intento di raccogliere dati preliminari sulla correlazione tra
condizioni di trasporto degli animali e qualita del prodotto finito prendendo in considerazione
il taglio anatomico piu importante in Italia, ovvero la coscia dell’animale. 134 partite
provenienti dal Nord Italia sono state analizzate nel periodo che va da giugno a meta settembre
2019 raccogliendo i dati relativi al trasporto, gli indicatori di benessere, le caratteristiche
delle partite e 1 difetti sulle cosce rilevati al macello.

ABSTRACT

Animals transport to the slaughterhouse represents a critical step within the pork production
chain. The aim of this work is to collect preliminary data on the correlation between animal
transport conditions and quality of the finished product taking into consideration the most
important anatomical cut in Italy, the thigh of the animal.

134 batches of animals from Northern Italy were analyzed in the period from June to mid-
September 2019 collecting data relating to transport, welfare indicators, batches characteristics
and thighs defects detected at the slaughterhouse.

INTRODUZIONE

Il trasporto € considerato un fattore di stress complesso a cui gli animali sono esposti a causa
di una serie di stimoli negativi; come vibrazioni, nuove condizioni ambientali, variazioni
di temperatura e umidita, il mescolamento di animali di gruppi diversi, rumori. Tutti questi
elementi possono causare problemi di benessere animale e perdite economiche visibili
attraverso un aumento delle lesioni cutanee e una riduzione delle caratteristiche della qualita
della carne suina (Dalla Costa et al., 2017). Anche fattori quali disponibilita di spazio, durata
del trasporto, design dei veicoli e il tipo di guida influenzano il benessere dei suini.

Il carico degli animali sul mezzo di trasporto ¢ considerato il momento piu critico come
dimostrano I’aumento della frequenza cardiaca (fino a 160 battiti al minuto), e indicatori di
stress (quali cortisolo salivare e lattato sanguigno) messi in relazione ai livelli osservati nei
suini a riposo. Lo stress al momento del carico ¢ il risultato della combinazione di diversi
fattori tra cui: la lunghezza e la tipologia di percorso degli animali dai box fino al punto di
carico, la separazione del gruppo all’interno dei box, la numerosita del gruppo di animali
movimentati, la luminosita e rumorosita dell’ambiente circostante ¢ il design della rampa
di carico. Anche il livello di formazione del personale addetto al carico ¢ di fondamentale
importanza in questa fase (Goumon et al., 2017).
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MATERIALI E METODI

Tra giugno e meta settembre 2019, 134 partite di animali provenienti dal nord Italia sono
state analizzate raccogliendo i dati relativi al trasporto, gli indicatori del benessere, le
caratteristiche delle partite e i difetti sulle cosce rilevati al macello.

Gli allevamenti da cui provenivano le partite sopramenzionate erano situati nelle Regioni
dedicate alla produzione del suino pesante (160kg).

I dati di trasporto tenuti in considerazione erano: distanza in km dall’allevamento al macello,
orario di partenza, temperatura minima, massima e percentuale di umidita della giornata di
trasporto, mescolamento o meno degli animali prima, durante e dopo il trasporto. Gli indici
di benessere riguardavano la percentuale di graffi cutanei distinti nella regione craniale della
carcassa, a livello di tronco e posteriori, lesioni alla coda e lesioni alle orecchie.

Le caratteristiche delle partite comprendevano invece: la percentuale di carne magra media
rilevata al macello ¢ il peso medio vivo della partita. I dati raccolti nel reparto rifilatura
prosciutti relativamente ai difetti sulle cosce erano: la percentuale di graffi, ematomi e strappi
muscolari per ogni partita. Inoltre, per ogni partita ¢ stato registrato il tipo di automezzo
utilizzato (bilico vs altri), I’eventuale spostamento degli animali dal rimorchio alla motrice,
e il nome dell’autista.

I dati sono stati analizzati con il test per due campioni di Wilcoxon, creando la variabile
indipendente della durata del viaggio: viaggi brevi <50km; medi >50km e <140km; lunghi
>140km.

RISULTATI

La percentuale dei difetti delle carcasse non ¢ stata influenzata da nessuna variabile legati
al tipo di mezzo utilizzato per il trasporto né dalle caratteristiche del viaggio (lunghezza
e temperatura/umidita ambientale; P>0,05). Tuttavia un forte effetto ¢ stato riscontrato a
seconda dell’autista. Il grafico 1 mostra 16 trasportatori diversi (numerati da 1 a 16), ognuno
dei quali ha svolto da 3 a 10 viaggi, in relazione ai difetti delle cosce delle singole partite,
considerando la percentuale di graffi, ematomi, strappi muscolari. La % media di difetti totali
delle cosce risulta piu elevata per 1’autotrasportatore n.4, valutato su 4 scarichi provenienti
da 4 aziende diverse. I difetti totali vanno da un minimo di 0.08% per il trasportatore n.1 ad
un massimo di 0.26% per il trasportatore n. 4.

Una tendenza statistica (P=0.08) ¢ emersa per la percentuale totale di difetti delle cosce
in relazione alla distanza percorsa durante il viaggio verso il macello. Nel secondo grafico
si vede come per i viaggi > 140 km la percentuale sia superiore (0,19%) rispetto ai viaggi
< 50km (0.15%) e medi, >50km<140km (0.16%), stabilendo quindi una blanda correlazione
tra durata del trasporto e difetti totali.

Alcune differenze sono invece emerse per gli indici di benessere, ovvero i graffi cutanei
della carcassa. Nel terzo grafico gli animali mescolati al carico presentano una percentuale di
graffi soprattutto nella parte craniale della carcassa superiore rispetto a quelli non mescolati.
La percentuale di graffi craniali per i suini mescolati al carico rappresenta il 7.8% mentre per
i suini non mescolati ¢ il 5.6%. Nella parte del tronco questa differenza si riduce, infatti per
i suini mescolati al carico rappresenta il 4.4%, per quelli non mescolati il 3.9%. Nella parte
posteriore delle carcasse la percentuale di graffi per i suini mescolati al carico ¢ del 2.6%, per
quelli non mescolati 2.1%.
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Grafico 1: relazione tra trasporto e difetti delle cosce delle singole partite. In questo
grafico sono stati presi in considerazione 16 trasportatori diversi (numerati da 1 a 16), ognuno
dei quali ha svolto da 3 a 10 viaggi, in relazione ai difetti delle cosce delle singole partite,
considerando la percentuale di graffi, ematomi, strappi muscolari. La % media di difetti totali
delle cosce risulta piu elevata per I’autotrasportatore n.4, valutato su 4 scarichi provenienti
da 4 aziende diverse.
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Grafico 2: relazione tra i difetti totali delle carcasse e la durata del trasporto. Percentuale
dei difetti totali durante i viaggi brevi: <50km, medi >50km e <140km, lunghi >140km. I
difetti totali si riferiscono agli ematomi, strappi muscolari e graffi sulle carcasse.
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Grafico 3: relazione tra graffi cutanei nella parte craniale, del tronco e posteriore delle
carcasse e le modalita di carico dei suini (mescolati in arancione o non mescolati in blu).

DISCUSSIONE E CONCLUSIONE

L’elaborazione dei dati riferibili alle 134 partite evidenzia come il tipo di trasporto, le modalita
di carico, la distanza percorsa e il mescolamento degli animali incidano relativamente poco
sulla qualita delle carcasse e del prodotto finito, mentre invece influiscano di piu sugli
indicatori di benessere degli animali. Ad incidere in maniera evidente sulla qualita della
carcassa ¢ della coscia ¢ invece il tipo di guida, in quanto la variabile “autista” rappresenta
quella di maggior peso sulla variazione dei difetti del prodotto.

I risultati ottenuti nel presente lavoro forniscono dei dati preliminari importanti circa la
correlazione tra condizioni di trasporto e difetti sulle carcasse e sulle cosce delle partite
di animali macellati. I dati raccolti mostrano I’importanza di un’accurata supervisione e
controllo del trasporto che va dalla fase di carico degli animali in allevamento alla fase di
scarico in macello ¢ delle operazioni correlate.

Questi risultati permettono anche di suggerire un metodo per qualificare i trasportatori e poter
intervenire per correggere i problemi riscontrati con piu efficacia.
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IL MACELLO: VALORIZZAZIONE DEL PRODOTTO FINALE

THE SLAUGHTERHOUSE: THE KEY POINT FOR THE
IMPROVEMENT OF THE FINAL PRODUCT

STREPAROLA D., DVM

La Pellegrina spa - Gruppo Veronesi, Consigliere Sipas

Come ben sappiamo, la produzione suinicola italiana & particolarmente legata alla produzione di
prodotti DOP soprattutto derivati dalle cosce. In questa ottica, il macello ¢ un punto determinante
nella valorizzazione dei prodotti finali derivanti dalla macellazioni di animali pesanti; spesso
pero si trova a dover gestire criticita conseguenti ad errori di gestione in allevamento o alla
movimentazione degli animali, cercando di limitare al massimo il deprezzamento dei tagli freschi.
In particolare, le cosce sono i tagli pitt nobili con maggior valore, ma sono anche quelle che piu
facilmente manifestano difettosita sia perché evidenziano problematiche che ne impediscono la
successiva stagionatura o la lavorazione (per caratteristiche non idonee ai fini tecnologici come ad
es. il pH), sia perché manifestano difetti secondo i disciplinari DOP che ne obbligano I’esclusione
dal circuito ( es. ematomi, grassinatura, venature eccessive, ecc.).

Un breve cenno anatomico c¢i permettera di capire meglio i difetti riscontrabili nelle cosce
rimandando ai testi di anatomia veterinaria (R. Barone) per uno studio piu particolareggiato. Le
masse muscolari che piu ci interessano sono:

* Quadricipite femorale (Noce) nella parte craniale;

* Semimembranoso (parte della Fesa) nella parte mediale;
* Semitendinoso (Girello) nella parte caudale;

* Bicipite femorale (Sottofesa) nella parte laterale.

A livello microscopico questi muscoli sono formati da una proporzione variabile di fibre rosse
e fibre bianche con caratteristiche e particolarita tali da poter compromettere la qualita post-
macellazione delle cosce.

In particolare le fibre rosse (prevalenti nel quadricipite femorale) sono tali perché ricche di
mioglobina e con un’elevata densita di mitocondri, sono molto vascolarizzate e hanno un’elevata
resistenza alla fatica con un metabolismo prevalentemente aerobico; le fibre bianche, al contrario,
sono piu presenti nei distretti muscolari esterni (bicipite femorale e semitendinoso) sono invece
meno ricche di mioglobina, hanno bassa densita di mitocondri, sono poco vascolarizzate,
hanno un metabolismo prevalentemente anaerobico, hanno una bassa resistenza alla fatica ma
entrano in funzione con contrazioni molto veloci e con potenza elevata (es. reazione di fuga ¢/o
combattimento).

Queste particolarita sono alla base, per esempio, del difetto di bitonalita o carni simil-pse,
caratterizzate da colorazione normale o leggermente piu scura nei distretti muscolari piu
profondi (quadricipite femorale) e una colorazione piu chiara e traslucida (per essudazione di
succhi cellulari) nei distretti piu superficiali (bicipite femorale, semitendinoso). Quest’ultima
anomalia, a sua volta, ¢ conseguente ad un abbassamento del pH (< 5,5) per I’elevata circolazione
di catecolamine che provocando rapida glicogenolisi e conseguente produzione e accumulo di
acido lattico determina danni alle membrane cellulari che rendono problematica la salagione
successiva.

I distretti anatomici descritti sono anche importanti nella classificazione merceologica di altri
prodotti derivanti dalle cosce come il prosciutto cotto: la distinzione anatomica di almeno tre
dei quattro muscoli descritti, permette di poter distinguere un prosciutto cotto di ““ alta qualita”
rispetto ad un prodotto di minor pregio.
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Le cosce sono i tagli freschi di maggiore importanza per la redditivita del macello: rappresentano
circa il 25 % del valore del suino macellato e sezionato. Per essere tali perod devono essere cosce di
prima qualita cio¢ cosce senza difetti secondo i disciplinari dei Consorzio di Parma e San Daniele.
In questo contesto il macello pud operare in due modi : lavorare nel pieno rispetto dei disciplinari
inviando alla stagionatura tutte le cosce di 1a marchiabili, lasciando ai prosciuttifici la successiva
valutazione e respingere i prodotti che non superano i propri livelli di qualita commerciale (es. piu
spessore di grasso, assenza completa del reticolo venoso ecc.), oppure operare con un standard di
selezione piu ristretto tale da soddisfare le esigenze commerciali di ogni prosciuttificio evitando
cosi di processare eventuali cosce di ritorno. Abbiamo quindi due categorie di cosce: quelle di
la marchiabili nel pieno rispetto dei disciplinari e che mediamente rappresentano il 78-80% di
ogni partita oppure quelle di 1a commerciale che soddisfano a pieno i canoni di qualita tipici dei
prosciuttifici piu esigenti che mediamente rappresentano il 68-70 % di ogni lotto.
Indipendentemente da questa precisazione importante per analizzare dati di macellazione di
impianti diversi, dobbiamo ricordare che qualora una coscia presenti un difetto tale da non poter
essere classificata di 1a qualita ed essere esclusa dalla filiera DOP, si deprezza di circa il 30% del
suo valore commerciale (prosciutti crudi nazionali no DOP e/o cotti), mentre se il difetto ¢ tale da
determinarne il completo disosso (es. estesi ematomi da carico e scarico), il valore commerciale
si riduce circa del 60% rispetto ad una coscia senza difetti.

In termini piu tangibili se consideriamo il prezzo medio delle cosce fresche Parma del 2018 con
un peso medio di una coscia rifilata di 14 Kg, la perdita per ogni suino ¢ di circa 38 euro :

* Prezzo medio 2018 cosce fresche Parma 4,70 euro/Kg
* Peso medio cosce 14,00 Kg

* Cosce la qualita ( 4,70 x 14,00) 65,80 euro

* Cosce difetto -29% ( 65,80 x 0,29 ) 19,08 euro

* Perdita per ogni suino ( 19,08 x 2) 38,16 euro

Se poi consideriamo che il costo medio di macellazione e sezionamento (trasporto incluso) di
ogni capo in un macello italiano si aggira attorno ai 36,91 euro/capo (fonte ISMEA — CRPA
2016) capiamo quanto ¢ importante per il macello aver la piena disponibilita nella filiera DOP
di tutte le cosce, soprattutto in determinati periodi dell’anno quando il valore del suino vivo non
viene equilibrato da un aumento di valore dei tagli freschi.

Figura 1 Figura 2

Nella Figura 1 e 2 si vedono le caratteristiche macroscopiche delle cosce di la qualita:
spessore grasso ben oltre i minimi 2 ¢cm, colorazione uniforme della massa magra, assenza
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di micro-emorragie, assenza di infiltrazione grassa nella muscolatura, assenza di ematomi e
venatura sulla superfice esterna.

In merito alle difettosita invece, i pit importanti e comuni difetti ascrivibili all’allevamento
e al trasporto sono:

« [rritazione cutanea grave;

* Punture da insetto (zanzare);

* Carne pallida, soffice, essudativa (simil — pse);

* Spessore del grasso insufficiente (lato laterale);

* Spessore del grasso insufficiente — “magro in corona” (lato mediale);
* Muscolo infarcito di grasso (“grassinatura”);

» Ematoma da carico — trasporto — scarico (c/t/s);

* Versamento — strappo muscolare da c/t/s;

* Morsi durante il carico — trasporto — scarico c/t/s;
* Rottura vasi capillari nella muscolatura;

» Sangue nei vasi superficiali (“venature”).

Se volessimo raggruppare tali difettosita possiamo parlare di:

* Difettosita da movimentazione (ematomi, versamenti, morsi );

* Difettosita stress-dipendenti (carne simil-pse, rotture capillari, venature);

* Difettosita gestionali/genetiche (grassinatura, spessore grasso insufficiente, punture di
zanzare, irritazione cutanea).

DIFETTOSITA’ DA MOVIMENTAZIONE

Rappresentano le perdite piu elevate, in percentuale mediamente oscillano da un minimo del
3,5% ad un massimo di circa il 10 % . Sono rappresentate principalmente da ematomi esterni,
versamenti interni, morsi o graffi da combattimento per mescolamenti di animali . Questi
sono anche i difetti che piu facilmente si possono attenuare con un’adeguata formazione del
personale addetto alle operazioni di movimentazione.

Una particolare attenzione va fatta a seconda del prodotto finale delle cosce: ad esempio la
presenza dello “zampetto” nel prosciutto di San Daniele rende la gamba piu soggetta a difettosita
per ematomi in caso di urti nella porzione piu distale dove la pelle ¢ direttamente a contatto con
la componente ossea (urti contro truogoli, scale di carico, pianali del camion, ecc.).

Figura 3: Ematoma zampetto Figura 4: Versamento Figura 5: Morsi e graffi
Figure 3: Paw hematoma Figure 4: Blood spill Figure 5: Bites and scratches
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I versamenti o le emorragic muscolari invece sono tipici di pavimentazioni scivolose
soprattutto piene, sporche e umide d’inverno che determinano strappi muscolari in seguito a
movimenti repentini degli animali durante le operazioni di carico e scarico.

DIFETTOSITA’ STRESS - DIPENDENTI

In questa categoria si raggruppano rotture capillari, venature e colorazioni anomale delle
masse muscolari (carni simil-pse). Mediamente determinano perdite che vanno da un minimo
del 0,8% ad un massimo del 6,4 % e naturalmente dipendono molto dalla suscettibilita
dell’animale allo stress (genetica ?) e/o ad eccessivi stimoli stressanti durante le operazioni
di movimentazione (pile, pendenza eccessiva rampe di carico, urla , luce diretta, ecc.).

Tutti gli eventi stressanti determinano negli animali la cosiddetta reazione di “ fuga
o combattimento” (Fight or Flight response) caratterizzata dall’attivazione dell’ asse
Ipotalamo — Ipofisi — Surrene con enorme immissione nel circolo sanguigno di adrenalina,
noradrenalina e cortisolo. Questi mediatori chimici a loro volta determinano aumento della
frequenza cardiaca (fino a 220-240 battiti al minuto), aumento della pressione circolatoria ,
vasocostrizione periferica, vasodilatazione muscolare, aumento della glicemia e produzione
di acido lattico nelle fibre muscolari a metabolismo anaerobico che vengono coinvolte nella
reazione di fuga con una contrazione rapida e potente (fibre bianche). In questa situazione
di paura, come nell’uomo, I’animale ha la “visione a tunnel” con la quale si perde la visione
periferica per concentrarsi verso un’unica direzione di fuga (es. porta di uscita del capannone)
che dovrebbe essere libera da ostacoli (¢ non investita da una fonte luminosa intensa e diretta)
per evitare la reazione di immobilita dell’animale che comporta un’ulteriore peggioramento
delle condizioni fisiopatologiche derivanti dallo stress.

R .
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Figura 6: Rottura vasi capillari Figura 7: Venature Figura 8: Bitonalita, simil-pse
Figure 6: Capillary hemorrhage ~ Figure 7: Veins Figure 8: Bitonality, similar -pse

Per quanto riguarda la rottura dei vasi capillari e le conseguenti microemorragie puntiformi
nella massa muscolare, la causa puo essere spiegata con due teorie che possono essere anche
complementari nella manifestazione del difetto.

1. Teoria pressoria : lo stress (stordimento elettrico, abuso della pila durante la
movimentazione) determina la vasocostrizione arteriosa ma i capillari rimangono
distesi e privi di sangue. Superato 1’evento stressante, le arteriole si dilatano, il sangue
torna copioso nei capillari che, resi gia piu permeabili per la precedente ipossia,
vanno incontro a emorragia per ressi o diapedesi. Durante la macellazione ¢ quindi
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importante che il tempo che intercorre tra lo stordimento e il dissanguamento
sia piu breve possibile per impedire o ridurre il picco pressorio e la conseguente
dilatazione capillare.

2. Teoria meccanico — contrattile: lo stress (pila) determina la reazione di fuga, i
movimenti bruschi e improvvisi provocati da una eccessiva contrazione delle
miofibrille sottopongono i vasi capillari a forte tensione che possono comportare
rotture. ( P.S. Marcato).

Le venature invece sono uno dei difetti piu difficili da spiegare e da controllare, da cio la
complementarieta di piu cause. Generalmente emergono dopo la fase di raffreddamento
(circa 24 ore dopo la macellazione) e riguardano soprattutto il piatto mediale
della coscia. Qualora emergano anche sul lato laterale rendono la coscia e la partita
problematica perché in questi casi la percentuale del difetto ¢ elevata (4-5% circa). Le
cause sono varie e personalmente ho notato che i primi caldi estivi possono influire
negativamente determinando un incremento del difetto. In particolare si ipotizza che il
digiuno precarico, la disidratazione e il conseguente aumento del valore dell’ematocrito
potrebbero determinare un cattivo dissanguamento con accumulo di sangue a livello dei
vasi cutanei. Il difetto incrementa anche con I’aumento della durata della fase di carico e
trasporto, con lo stordimento elettrico e con I’aumento del tempo di pre-refrigerazione.
Animali provenienti dallo stesso allevamento e macellati contemporaneamente in
impianti diversi manifestano percentuali diverse del difetto confermando che le diverse
modalita di macellazione influiscono direttamente.

La carnosita della carcassa rimane comunque uno dei parametri pit influenti sul problema
(Russo et al. 2003), piu le carcasse risultano magre piu facilmente il problema delle
venature emerge anche con gravita medio-alta (sia lato mediale che laterale).

Il difetto della bitonalita con manifestazione di carni simil-pse (pallide , soffici ed
essudative) come detto precedentemente trova la spiegazione nella diversa percentuale
di fibre bianche o rosse che compongono i vari distretti muscolari. Questi sono anche
vascolarizzati in modo diverso con contenuto variabile di mioglobina determinando cosi
la classica colorazione scura nella massa muscolare centrale (quadricipite femorale) in
contrapposizione a quella piu chiara e lucente (per essudazione) del bicipite femorale e
semitendinoso piu esterni.

DIFETTOSITA’ GESTIONALI/GENETICHE

All’interno di questo gruppo troviamo difetti di origine variabile : alcuni derivanti da
errori gestionali spesso espressione di una base genetica (grassinatura, spessore grasso
insufficiente i cosiddetti “magroni”), altri tipici di alcune zone per la localizzazione
dell’allevamento (zanzare in zone particolarmente umide) oppure tipici di alcuni
allevamenti per le proprie particolarita strutturali (irritazioni cutanee in animali allevati
su pavimentazioni piene perennemente sporche).

35



Figura 9: Grassinatura Figura 10: Spessore grasso insufficiente
Figure 9: Fat infiltration Figure 10: Insufficient fat thicknes

Figura 11: Punture di zanzare Figura 12: Irritazione cutanea
Figure 11: Mosquito bites Figure 12: Skin irritation

La grassinatura ¢ uno dei difetti piu temuti, sicuramente trova la sua espressione da una base
genetica e si evidenzia piu facilmente a seguito di errori alimentari (eccessi energetici e/o
squilibri del rapporto energia-proteina) soprattutto nei maschi castrati e in particolari periodi
dell’ anno (inverno). Il deposito adiposo che sta alla base della difettosita ¢ stimolato dal
fotoperiodo (minor ore di luce e le variazioni climatiche inducono nell’animale un sostanziale
cambiamento metabolico-ormonale con maggior sensibilita cellulare all’insulina che facilita
la permeabilita dei grassi) e dal minor movimento. Al contrario, ¢ difficile evidenziarla
nel periodo estivo poiché 1’animale fisiologicamente non necessita di accumuli adiposi e
soprattutto perché tende ad una minor ingestione alimentare per le alte temperature.
Schematicamente il difetto puo essere distinto in tre diverse espressioni:

1. Marezzatura eccessiva : ¢ un infiltrazione di grasso che si rende visibile con striature
di varie dimensioni ( Silviotti, 1989);

2. Grassinatura o distrofia lipomatosa : ¢ una forma quasi patologica in cui si ha atrofia
delle miofibrille alla quale si accompagna una infiltrazione intramuscolare di tessuto
adiposo che si sostituisce a porzioni significative del muscolo bicipite femorale e
semitendinoso ( Silviotti, 1989);

3. Noce di grasso : ¢ un difetto che si evidenzia nella porzione centrale della coscia,
a forma di fuso si colloca caudalmente al femore e raggiunge la sua massima
estensione tra il terzo medio e il terzo prossimale.
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Figura 13: Marezzatura Figura 14: Distrofia lipomatosa ~ Figura 15: Noce di grasso
Figure 13: Fat infiltration Figure 14: Lipomatous dystrophy  Figure 15: Fat nut

Quando la base genetica ¢ particolarmente influente ¢ facile rilevare il difetto di infiltrazione
grassa anche in altri distretti anatomici (longissimus dorsi), rendendo poco commerciabili i
tagli freschi derivati.

Per quanto riguarda le cosce, tale difetto soprattutto nel periodo piu sfavorevole dell” anno
(fine inverno) puo determinare un declassamento superiore al 5%.

I difetti invece del magro cio¢ di una insufficiente copertura adiposa sia del lato mediale
(corona ) che di quello laterale sono piu facilmente riscontrabili su animali di sesso femminile.
Sono tipici di razze molto performanti che esprimono alla classificazione post macellazione
elevate percentuali di carne magra soprattutto se errori alimentari con diete povere di energia
non hanno controbilanciato questa particolaritda . La copertura adiposa ¢ 1’unica barriera
che preserva la massa magra in stagionatura dai processi ossidativi per cui la sua presenza
¢ fondamentale per preservare tutti i processi biochimici ed enzimatici che porteranno ad
un prodotto di qualita. Anche se il disciplinare gia vincola la coscia fresca al rispetto della
presenza di una copertura di grasso minima di circa 20 mm per la parte esterna (misurata
verticalmente in corrispondenza della testa del femore ““ sottonoce” vedi fig. 10) e in “corona”
tale da impedire il distacco della cotenna dalla parte muscolare sottostante, commercialmente
ormai sono molto piu richieste cosce che presentano almeno 30 mm esterni e 10 -15 mm in
corona. Inoltre come detto precedentemente la copertura di grasso se ben presente attenua
molto I’evidenza di altri difetti come gli ematomi ma soprattutto ¢ statisticamente provato
che diminuisce drasticamente il risalto delle venature soprattutto in corona. Quando si parla
di grasso di copertura bisogna anche ricordare le caratteristiche qualitative del grasso: deve
avere una composizione con bassa presenza di acido linoleico tale da determinare un valore
del N° di Iodio < 70.

Senza entrare in merito alla problematica ben esposta da esperti nutrizionisti in vari lavori
che si trovano in bibliografia ricordo solo che tendenzialmente le cosce magre rilevano
piu facilmente valore del numero di Iodio non conforme. Il difetto del magro, a secondo
della linea genetica ¢ del periodo di macellazione, valutato complessivamente insieme alla
classificazione EUROP (con esclusione delle carcasse HE che presentano piu del 56,6% di
carne magra) puo determinare uno scarto anche superiore al 10%.

Per concludere il discorso dei difetti con influenza genetica (grassinatura e magroni), in base
alla mia esperienza mi sento ormai sicuro di affermare che questi non possono piu essere
attribuiti solo alla linea maschile, come una volta si sosteneva, ma la linea femminile gioca
un ruolo di grande importanza. Nella scelta genetica vanno ponderate correttamente entrambi
considerando la possibilita che I’incrocio commerciale di ibridi diversi potrebbe far emergere
difetti che le linee ibride pure non presentano.

Tra i difetti gestionali non influenzati dalla genetica ho portato come esempio le punture di
zanzare ¢ le dermatiti conseguenti alla pavimentazioni non curate. Le punture di zanzare
naturalmente in estate e in particolari zone umide ( risaie) determinano scarti inimmaginabili
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(‘anche oltre il 20%) che in determinate giornate possono pregiudicare 1’evasione degli ordini
diretti ai prosciuttifici. E” per questo motivo che qualora si macelli animali a rischio ¢ bene
non vincolare la produzione giornaliera dei reparti di rifilatura cosce su tali animali ma bensi
programmare ritiri ¢ macellazioni di suini provenienti da zone non a rischio in modo da
limitare la numerosita delle cosce difettose nella giornata lavorativa. Sono danni causati dalla
Culex pipiens (zanzara comune) che colonizza in maniera predominante le aree umide e/o a
vocazione risicola impedendo contemporaneamente lo sviluppo del genere Aedes (zanzara
tigre) non ancora ritenuta causa di tali problematiche. Purtroppo quando il I’infestazione ¢
massima si determinano danni che portano allo spolpo completo della coscia, le punture oltre
a deprezzare visibilmente la cute (vedi fig. 11) ne impediscono un utilizzo diverso (prosciutti
cotti) poiché la reazione ¢ tale da evidenziare il “cono infiammatorio” anche nel pannicolo
adiposo sottocutaneo per diversi mm di profondita ( vedi fig. 15, 16).

Figura 15: Punture zanzare grasso sottocute Figura 16: Punture zanz. “cono inflammatorio”
Figure 15: Mosquito bites subcutaneous fat Figure 16: Mosquito bites “inflammatory cone”

In merito, I’esperienza ¢ tale da affermare che in determinate aree ’'unico modo per la risoluzione
del problema ¢ ricorrere alla ventilazione forzata con la completa chiusura dei capannoni,
ogni altra soluzione portera solo a risultati insoddisfacenti e/o rischiosi!!!

Le dermatiti che si evdenziano post- macellazione con arrosamenti cutanei (vedi fig. 12)
sono invece conseguenti alla stabulazione su pavimentazioni piene mal curate. Gli animali
sono perennemente a contato con feci e urine. La presenza di ammoniaca e urea irrita la cute
causando una reazione inflammatoria tale da comprometterne le cosce dopo la macellazione.
Generalmente la lesione ¢ monolaterale per 1’abitudine dell’animale a coricarsi sempre sullo
stesso fianco e gia in vita ¢ rilevabile un’area di alopecia nel punto di contatto con il pavimento.
Tale difetto non va confuso con errori di macellazione (temperature eccessiva delle acque
delle vasche di depilazione, eccessiva temperatura vapore sauna, errori di flambatura, ecc.)
perché in questo caso gli arrossamenti sono su emtrambe le cosce e sul lato mediale che
invece in vivo non ¢ a contatto con la pavimentazione sporca.

CONCLUSIONI

Per concludere ripropongo in veste grafica i valori di scarto ( % cosce con difetto) che si
potrebbero evidenziare durante la macellazione del nostro suino tipico italiano, considerando
che in termini economici per il macello fa una differenza sostanziale poter inviare alla
stagionatura circa 85% delle cosce rispetto al valore prossimo al 63%, soprattutto in
particolari momenti di mercato. Se consideriamo i conteggi economici fatti all’inizio e la
capacita produttiva di un tipico impianto industriale italiano che mediamente processa 3.000
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suini Dop giornalieri produrre il 22% in meno di cosce di prima equivale ad una mancata
redditivita di circa 25.000 euro/giorno !!!.
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Detto cio ¢ fondamentale che tutti gli attori della filiera si rendano conto dell’importanza
del valore delle cosce e soprattutto mettano in atto tutte le procedure gestionali/strutturali
per salvaguardare tale aspetto. Anche in questo caso la continua formazione del personale
(allevatori, trasportatori, personale delle stalle di sosta, macellatori) rimane una ottimo punto
di partenza da non sottovalutare. Visite nei reparti di rifilatura cosce fatti da allevatori che
il giorno prima hanno caricato i propri suini sono indispensabili per renderli partecipi delle
problematiche soprattutto relativi a difetti come gli ematomi che si potrebbero facilmente
evitare.
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IMPLICAZIONI ALIMENTARI NELLA ESPRESSIONE DI
ALCUNE PATOLOGIE ENTERICHE DEL SUINO

HOW FEEDING CAN BE IMPLICATED IN THE DEVELOPMENT
OF SOME ENTERIC DISEASES OF THE PIC

BARDINI R.
Trouw Nutrition Italia

La crescita della popolazione mondiale nei prossimi anni causera un incremento globale della
richiesta di proteina animale ; in conseguenza carne, latte ed uova potranno soddisfare questi
aumentati fabbisogni solo se di concerto aumentera la efficienza produttiva degli allevamenti.
Questa aumentata produttivita, che non potra che derivare dall’allevamento intensivo,
comportera, soprattutto nei mercati “emergenti” e presumibilmente meno nei cosiddetti
mercati “maturi”, una disponibilita di maggiori volumi di proteine di origine animale , che
cresceranno di pari passo con il rischio di un incrementato utilizzo di antibiotici nelle aziende
zootecniche. Questo scenario perd cozza contro la richiesta globale di una riduzione dell’
uso di antimicrobici, al fine di limitare la insorgenza di batteri antibiotico resistenti ed a
tutela dell’ambiente (i metalli pesanti come lo zinco ossido, oltre ad aumentare la polluzione
del suolo, contribuiscono anch’essi ad accrescere le resistenze batteriche agli antimicrobici
stessi). In questa ottica ogni strategia (gestionale, ambientale, vaccinale ed alimentare, in una
visione di approccio integrato) che possa migliorare la salute degli animali ed evitare che gli
stessi siano preda di patologie ¢ sicuramente piu che benvenuta, e personalmente credo che a
questo proposito la nutrizione possa giocare un ruolo estremamente importante. Vorrei quindi
dimostrare come, nell’ambito dell’allevamento industriale, una corretta alimentazione possa
influenzare non solo le prestazioni zootecniche ma anche la comparsa o meno o la gravita di
alcune forme enteriche, in modo diverso, sia nei suinetti che nei soggetti adulti.

Suinetti: la fase piu delicata ¢ quella dello svezzamento: il passaggio da una alimentazione
liquida (latte) ad una secca (mangime), combinato con lo stress del cambio ambientale,
formazione di gruppi ¢ vaccinazioni rende i soggetti particolarmente recettivi agli insulti
batterici. In questa fase anche la fisiologia non ci aiuta: non dimentichiamo che il pH gastrico
del suinetto, a differenza dell ‘adulto dove ¢ inferiore a 4, si posizione tra tra 5 ¢ 6; si evidenzia
quindi un peggioramento della prima degradazione proteica, associata ad un aumentato
transito verso il lume intestinale di ceppi microbici patogeni tra i quali Coli e Clostridi. Il
comandamento fondamentale in questa fase ¢ mantenere la ingestione il piu possibile elevata
e continuativa , evitando lo stop alimentare; a questo proposito dobbiamo ricordare che anche
la corretta ingestione di acqua incide molto sulla fagia, nel senso che un animale che beve
molto mangia di pit. Un elevato livello di ingestione contribuisce a mantenere la barriera
intestinale integra ed evitare che tossine e batteri, attraversando le tight junction scollate
(sistemi proteici di blocco che nella norma mantengono gli enterociti adesi tra loro, formando
un vero e proprio primo meccanismo di difesa), passino nel torrente ematico contribuendo
a instaurare e prolungare il processo infiammatorio. Nella pratica se osserviamo nel post
svezzamento il comportamento alimentare dei suinetti, all’interno dei gruppi abbiamo due
diversi tipi di atteggiamenti: alcuni soggetti appena svezzati non si alimentano anche per 48 ore
di seguito, mentre altri di loro partono velocemente ad ingerire mangime ma successivamente
soffrono della cosiddetta “seconda caduta di ingestione” che compare tra 4 e 6 giorni post
svezzamento (spesso complicata da infezioni da E. Coli causate dal precedente overfeeding).
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Per mantenere quindi I’ingestione costante si applicano alcune strategie nutrizionali che
riguardano ovviamente la composizione dei mangimi e la scelta degli alimenti; fondamentale
¢ la determinazione della palatabilita delle diverse materie prime (intesa come gusto ed
olfatto insieme), la digeribilita delle stesse, la forma fisica di presentazione, la assenza di
tossine o contaminanti indesiderati. Non dimentichiamo la gestione delle mangiatoie ed il
diverso livello di ingestione a seconda dei sistemi di distribuzione dell’alimento (a cassetta, a
bagnato razionato o a volonta, la possibilita dei suinetti di vedersi I’un ’altro durante il pasto,
la neofobia riferita ad un ambiente completamente nuovo).

Nella corretta formulazione di una dieta di transito e post svezzamento la proteina ¢ uno
dei fattori chiave: se permettiamo che un sovraccarico di proteina indigerita transiti alla
fine del piccolo intestino e termini nel grosso intestino, unitamente alla quota di proteina
endogena del muco, enzimi endogeni e cellule di desquamazione, sicuramente ritroveremo
una aumentata proliferazione di batteri come E. Coli e Clostridi, associata ad un aumento
di ammoniaca (dotata essa stessa di effetto tossico sugli enterociti). Il nutrizionista ¢ quindi
obbligato alla scelta di fonti proteiche molto digeribili, ma non dimentichiamo che oltre alla
digeribilita anche la quantita totale di proteina giornaliera ingerita gioca un ruolo primario,
nel senso che ¢ stato dimostrato estremamente utile non superarne i 40\60 grammi giornalieri
nei primi giorni post svezzamento.

Approfondendo I’argomento ed affrontando la composizione in aminoacidi della dieta, ¢
necessario ricordare come il sistema di calcolo dei fabbisogni in aminoacidi digeribili, che
pure fu un punto di svolta nella determinazione di una migliore efficienza alimentare, si
basi sull’ accrescimento muscolare di suini di circa 40 kg di peso e non tenga in alcuna
considerazione la diversa esigenza in composizione aminoacidica della dicta finalizzata alla
produzione di anticorpi e di mediatori della inflammazione da parte di un soggetto stressato
o preda di una infezione: se analizziamo meglio la composizione aminoacidica di alcune
proteine inflammatorie o del muco ciliare dell’intestino (fondamentale come prima protezione
dell’intestino), ci accorgiamo che il fabbisogno in aminoacidi varia notevolmente soprattutto
se ci concentriamo sul rapporto standardizzato tra di essi, considerando che nella normalita si
lavora con una dieta basata sul rapporto tra di loro con la finalita di accrescimento muscolare;
la meta analisi ha dimostrato come questo nuovo approccio nel rapporto fra aminoacidi abbia
prodotto minore mortalita e migliori accrescimenti in soggetti infettati da ceppi di E. Coli
patogeni rispetto ad una dieta standardizzata per il solo accrescimento muscolare.

Anche la fibra come componente alimentare gioca un ruolo importante nella espressione delle
patologie enteriche: in realta, come nei ruminanti, ¢ necessario considerarla nelle sue diverse
componenti, che hanno comportamenti diversissimi : fermentescibilita, capacita di legare i
sali biliari, velocizzare o rallentare il transito intestinale o lo svuotamento gastrico variano
enormemente, a parita di fibra totale, in base alla loro suddivisione in frazioni . Addirittura si
sta prendendo in considerazione un aumento del livello di fibra , in particolare la frazione a
lenta degradazione e poco fermentescibile, anche in pre svezzamento (con questo approccio
il peso dell’intestino del suinetto e la sua lunghezza saranno maggiori all’uscita dalla sala
parto). La finalita ¢ quella di fare arrivare piu fibra in maggiore quantita nel grosso intestino
e li determinarvi una differente crescita microbica, soprattutto nella frazione di batteri utili
ed antagonisti alla crescita di quelli patogeni. Questo nuovo approccio deriva da un nuovo
concetto alimentare indicato come “ cinetica della digestione”, applicato in Nord Europa
come progetto sperimentale ed applicato in campo da uno dei piu grandi produttori olandesi
di mangimi : in pratica si tratta di dare una valutazione (numerica) ad ogni alimento di quanto
velocemente si degradino sia la fibra che la proteina (la velocita di digestione dell’amido
invece risulta ininfluente sulla comparsa di patologia enterica). La proteina dovrebbe
degradarsi il piu velocemente possibile in modo da fare oltrepassare in minima quantita la
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valvola ileo cecale, mentre la fibra (attenzione, solo nella prima fase del post svezzamento!)
dovrebbe passare indigerita o quasi nel grosso intestino: di seguito, superata la fase critica di
post svezzamento, diciamo al massimo due settimane dopo, la fibra del mangime dovrebbe
tornare fermentescibile per produrre acidi grassi volatili, fonte energetica essenziale per un
miglioramento delle perfomances zootecniche.

Al dila della composizione come materie prime, la aggiunta di additivi rimane uno dei pilastri
del mantenimento dello stato di salute dell’intestino, non solo del giovane ma anche del
suino adulto. Ormai arcinota ¢ la attivita degli acidi grassi a corta (SCFA) e media (MCFA)
catena: 1 primi contribuiscono a controllare la crescita dei batteri Gram negativi penetrando
all’interno dei batteri e provocandone la distruzione, mentre i secondi sono in grado di
disintegrare la parete dei batteri Gram positivi, ed eventualmente farvi penetrare gli SCFA .
Una combinazione di entrambi ¢ sicuramente la scelta vincente. I beta glucani attraverso il
potenziamento della risposta immunitaria possono giocare un importante ruolo, cosi come
alcuni oligosaccaridi che captano le Enterobacteriacee, velocizzandone la espulsione . Altri
prebiotici sia direttamente addizionati all’alimento o ricreati attraverso una attivita enzimatica
favoriscono la formazione di oligosaccaridi dotati della capacita di far deviare la popolazione
microbica del GIT a vantaggio di batteri non patogeni.

L’acqua, il cosiddetto alimento dimenticato, deve essere presa in serissima considerazione
sia in quantita che in qualita: al di 1a della attenzione al numero di succhiotti adeguati per
numerosita del gruppo , un modo per garantirne buona qualita microbiologica ed aumentarne
I’ingestione migliorandone la appetibilita ¢ quello di procedere alla sua acidificazione.
Abbassandone il pH (con prodotti a base di formiato di ammonio o di sodio) si fornisce
un alimento sanitariamente sicuro ¢ molto piu appetibile. Allo stesso modo dell’acqua,
anche le materie prime possono essere fonti di rischio fisico, chimico o microbiologico;
se il nutrizionista utilizza i loro valori standard nella composizioni del mangimi, non deve
dimenticare la valutazione reale di quanto ha nel proprio stoccaggio, soprattutto riguardo le
tossine o la presenza di fattori antinutrizionali. La “nutrizione di precisione” ¢ una sfida che
non tocca solamente i valori nutrizionali e quindi i risultati zootecnici , ma anche lo stato
sanitario e I’insorgenza delle patologie.

Nel suino in accrescimento ingrasso cambiano le patologie ma i concetti visti sopra sono
piu o meno gli stessi, con qualche differenza sostanziale; mentre abbiamo a disposizione
numerosissimi studi sulle forme enteriche nel post svezzamento, a livello bibliografico nelle
enteriti dell’accrescimento\ingrasso si trovano pochi lavori e contraddittori. Cambiano i
patogeni: Lawsonia ¢ Brachyspire, a volte con la straordinaria partecipazione delle Salmonelle
.....ma1i concetti di cinetica della digestione di fibre e proteina restano praticamente identici,
con la differenza che mentre la quota di amido e zuccheri era ininfluente sulla comparsa
di enteriti da Coli nei suinetti, nel suino adulto a livello della loro presenza pit o meno
massiccia nell’ileo e nel grosso intestino possiamo aspettarci maggiore o minore gravita
della clinica e delle lesioni anatomopatologiche. Ad esempio anche nel caso di infezione da
Brachyspira maggiore ¢ la quantita di proteina che sfugge alla digestione nel piccolo intestino
e finisce nel colon, maggiore sara la sua crescita: consideriamo che questo patogeno produce
ben 15 proteasi che, agendo sulle catene peptidiche indigerite a monte, favoriscono la sua
crescita soddisfacendo il proprio fabbisogno appunto in proteina. Allo stesso modo la fibra
indigeribile, ad elevato contenuto di NSP o polisaccaridi non amidacei, una volta raggiunto
il grosso intestino concorre ad aumentare la proliferazione del germe (vedi I’aumento dei
casi clinici negli USA legata alla disponibilita a basso costo dei DDGS): in teoria una dicta
a base di mais, riso e sorgo , con amido velocemente digerito, ¢ preferibile ad una dieta a
base di orzo e frumento. Da evitare il siero di latte che , chemoattraente per Brachyspira,
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risulta deleterio per un suino infetto; siero che sembra invece essere utile nel controllo della
espressione di patologia da Lawsonia, allo stesso modo dei DDGS, dell’acido lattico al 2,4%
della dieta e della somministrazione di mangime macinato in farina rispetto al pellet.

Anche la haemorragic bowel syndrome ¢ correlabile alla alimentazione: quella che viene
comunemente definita come “Clostridiosi”, soprattutto in suini alimentati a bagnato ma a
volte segnalata anche in animali gestiti a secco, colpisce soggetti nelle fasi di accrescimento
ingrasso provocando perdite preoccupanti in termini di morti improvvise. Come gia riportato
sopra riguardo alla qualita e sanita delle materie prime, la causa primaria ¢ da ricercarsi
nella contaminazione di lieviti nella broda o negli alimenti: si consiglia di non superare
100.000 UFC\gr nei singoli alimenti e 1.000.000 UFC\gr nei mangimi finiti. Non dobbiamo
pero dimenticare di curare particolarmente 1’igiene degli impianti di distribuzione a broda:
lavorando sui contenitori di acqua di lavaggio\recupero degli impianti o igienizzando le
linee di trasporto dell’alimento (con 1’aggiunta di specifici ceppi batterici o attraverso un
trattamento a base di acidificanti con attivita antifermentativa come formiato o propionato)
siamo in grado di limitare i danni.

In conclusione mi sento di affermare che le competenze del nutrizionista collegate alle
competenze veterinarie possono insieme contribuire in modo valido al contenimento delle
patologie enteriche e collaborare sinergicamente ad una riduzione dell’uso massiccio di
antimicrobici, sempre nell” ambito di un approccio olistico che consideri come un unicum
animale, alimento, ambiente, management e gestione sanitaria .

Ringraziamenti: colgo 1’occasione per ringraziare il collega Ruben Decaluwe per avermi
fornito parte del materiale da cui ho attinto le informazioni.
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VENTILAZIONE E BENESSERE SUINO
VENTILATION AND PIG WELFARE
ESCOBET RIU J.

Confort porcino. Spagna
www.confortporcino.com

La diagnosi e il controllo dei fattori di rischio ambientale rappresentano una sfida attuale
e futura per la moderna produzione suinicola. Una gestione sbagliata delle condizioni
ambientali comporta una compromissione del benessere dei suini, una maggiore incidenza
di processi patologici e una riduzione delle performance produttive. La gestione dei fattori
ambientali ¢ ancora piu importante nella moderna suinicoltura, considerati soprattutto la
sempre maggiore spinta verso un corretto uso degli antibiotici e il rispetto di requisiti di
benessere piu rigorosi.

1l concetto di controllo ambientale ¢ pit ampio di quanto si pensi. In generale, si riferisce
alla diagnosi e alla gestione di condizioni esterne o fattori ambientali che incidono sul
benessere, la salute ¢ la produzione dei suini. Le condizioni ambientali che influiscono
sull’allevamento suino non sono limitate al solo sistema di ventilazione, esistono anche
fattori di gestione (persone), fisici (strutture), climatici (aria) e sociali (suini). Questi
fattori sono correlati tra loro, e i suini e I’ambiente non possono essere separati, ma
si puo modificare I’ambiente per renderlo piu confortevole per i suini. Infatti, quando
viene diagnosticato un problema, solitamente non ¢ dovuto a un singolo fattore, ma
piuttosto a una sindrome ambientale. L’interazione tra le strutture e i fattori di rischio
ambientale determinera il comfort dei suini. La temperatura dell’aria come singolo
fattore ¢ un argomento insufficiente per determinare il comfort; quando diagnostichiamo
una sindrome ambientale, dobbiamo anche introdurre il concetto di temperatura effettiva
dell’ambiente del maiale.

Lo scopo delle apparecchiature per il controllo climatico ¢ quello di generare stabilita
e comfort nell’ambiente circostante il maiale, ovvero 1’uniformita ambientale e il
minimo sforzo termoregolatore per il maiale, al fine di massimizzare le prestazioni
produttive. Uniformita ambientale significa uniformita termica e uniformita del flusso
d’aria nell’involucro termico, al fine di controllare le condizioni climatiche interne della
struttura, prevenire lo stress nei suini e migliorare le performance produttive.

La ventilazione dovrebbe essere considerato uno strumento sostenibile sia a scopo
preventivo, sia per mantenere la salute e il benessere dei suini. Una moderna visione
strategica ¢ quella di affrontare i problemi che compromettono il recupero dei suini
attraverso una pianificazione preventiva, con una corretta diagnosi dei fattori di rischio
ambientale. Oggi, il comfort dei suini puo essere stimato con la tecnologia disponibile,
ma ¢ necessario conoscere quale strumento utilizzare in ciascun caso ¢ seguire una
metodologia diagnostica appropriata.

E essenziale gestire i fattori di rischio ambientale modificabili e accettare quelli che non
¢ possibile modificare. Spesso infatti, il problema non puo essere completamente risolto,
e in questi casi si dovrebbe adottare un trattamento palliativo, per ridurre al minimo gli
effetti negativi. Un protocollo d’azione per risolvere i problemi ambientali dovrebbe
essere affrontato come se si trattasse di un caso clinico, ovvero utilizzando un approccio
multifattoriale. Si dovrebbe adottare un protocollo di valutazione del sistema di controllo
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climatico nella sua interezza, ¢ allo stesso tempo implementare una strategia gestionale
che consideri i miglioramenti necessari per raggiungere il confort. Tuttavia, molte volte
la complessita e le interazioni tra vari fattori ambientali rendono difficile la diagnosi e
la risoluzione di un problema. Non si pud raggiungere un auspicato miglioramento se
non si agisce in modo olistico, ovvero affrontando insieme anche la gestione, la dieta, i
trattamenti, la profilassi, ecc.

Nell’analisi delle condizioni ambientali di una struttura, si deve tenere conto di quattro
fattori principali: qualita dell’aria interna (clima), envelope termico (costruzione),
progettazione funzionale (progettazione) e attrezzatura installata (progettazione,
dimensionamento e funzionamento).

Una volta identificati i problemi, il passo successivo ¢ risolverli, ovvero adattare la
struttura e configurarla in situ per armonizzare tutti i suoi componenti. La prima decisione
da prendere ¢ quella di apportare modifiche, dal rinnovo della struttura esistente alla
pianificazione di un edificio totalmente o parzialmente nuovo. Tuttavia, questo processo
deve essere sempre accompagnato da un’adeguata gestione ambientale, che viene
acquisita con il tempo e I’esperienza. Questo perché ogni struttura ¢ diversa, e sebbene
i problemi possano essere simili, la loro origine, evoluzione e soluzione possono essere
diverse.

Mantenere il sistema perfettamente funzionante con un ambiente confortevole consente
anche di ottimizzare il benessere e la produzione dei suini. Oggi esistono sistemi di
valutazione e controllo che utilizzano tecnologie con software specifici per registrare e
analizzare i dati a intervalli configurabili in tempo reale. Possiamo accedervi da terminali
esterni ¢ prendere decisioni rapide senza la necessita di essere presenti. Il successo
di questi sistemi dipendera dal modo in cui vengono adattati alla realta ambientale
dell’allevamento i diversi componenti, ad esempio i parametri specifici da misurare,
I’installazione di sensori di qualita, il numero di sensori e dove devono essere installati
per ottenere una misurazione rappresentativa, le revisioni periodiche del sistema e la
calibrazione, ecc. Ma la cosa piu importante sara utilizzare tutte le informazioni ottenute
per rendere la produzione piu redditizia.

La professionalizzazione e la formazione continua in questo campo sono ancora in
fase embrionale. I cambiamenti nella produzione a cui abbiamo assistito negli ultimi
anni dovrebbero riflettersi anche a livello strutturale e ambientale. Dovrebbe essere
consuetudine per le aziende di settore avere un’area specifica dedicata al controllo
ambientale per controllare meglio la produzione.

E importante eseguire controlli regolari delle strutture, del comfort e dell’efficienza
energetica. | certificati di qualita ambientale dovrebbero essere un ulteriore strumento
per dimostrare ai consumatori che i suini vengono allevati in ambienti confortevoli e
sostenibili.
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L’ALLEVAMENTO TECNOLOGICO, IL FUTURO E ADESSO
THE TECHNOLOGICAL FARM, THE FUTURE IS IN THE NOW
GALOFRE R.

Opp group, Spain

Negli ultimi anni, la produzione suina ha dovuto affrontare una serie di nuove sfide che
vanno dall’aumento sostenuto dei prezzi delle materie prime alimentari, all’instabilita
del mercato, alla difficolta di ottenere lavoratori qualificati, alla riduzione dell’uso di
antibiotici, al deterioramento di immagine associata alla mancanza di benessere degli
animali e all’inquinamento ambientale.

In questo contesto, molte aziende hanno lavorato allo sviluppo di un nuovo tipo di
allevamento, il piu possibile conforme alle normative europee sul benessere degli animali,
con un ambiente di lavoro piu adeguato e, allo stesso tempo, implementando e applicando
tutte le tecnologie di automazione e controllo della produzione collaudate e presenti in
commercio.

Questo intervento si propone di mostrare cosa ¢ possibile fare applicando la tecnologia
disponibile e realmente utilizzabile per trovare una soluzione alle attuali sfide della
produzione suina.

“Tecnologia reale per allevamenti reali” questo potrebbe essere un altro titolo per questa
presentazione. Tra le tecnologie reali che possono essere applicate per un allevamento piu
efficiente sono comprese ad esempio: stazioni di alimentazione automatiche in gestazione e
sala parto, per raggiungere migliori prestazioni; collari con antenna per rilevare il calore con
efficacia; controllo elettronico climatico per una migliore salute; arricchimenti ambientali
intelligenti per ridurre lo stress delle scrofe; sistemi di informazione centralizzata per
una diagnosi piu efficace; piattaforme integrate per una facile analisi dei dati; marchi
auricolari elettronici nelle scrofe per 1’identificazione individuale e il controllo individuale
dell’assunzione di cibo; micronutrizione per ottenere una migliore condizione corporea;
smartphone per inserire i dati in tempo reale; rilevamento di gravidanza efficace per una
migliore gestione; avvisi sul consumo di acqua per rilevare possibili malattie; registro
elettronico dei trattamenti per ridurre I’uso di antibiotici; distributori automatici di farmaci
per un trattamento individuale adeguato; scale corrette che permettano di applicare la
miglior curva alimentare per ogni singola scrofa; telecamere termografiche per valutare il
benessere degli animali; microfoni per rilevare tosse, vocalizzazioni, ecc.

Tutte queste tecnologie possono essere gia utilizzate nei nostri allevamenti, dobbiamo
solo conoscere le loro possibilita, scegliere 1’opzione piu adatta e applicarla ad ogni caso
specifico.

51






FREQUENTI ERRORI DI MANAGEMENT
FREQUENT MANAGEMENT ERRORS
GUADAGNINI G.

PigVet, Brescia

Le principali patologie del suino vengono spesso classificate in base alla loro eziologia e
possono, quindi, essere suddivise in batteriche e virali. In questo lavoro non verra preso
in considerazione 1’agente eziologico come causa primaria della malattia, ma i fattori
ambientali e manageriali che possono favorire I’insorgenza di patologie.

I principali fattori predisponenti possono essere di tipo ambientale e/o alimentare ma
non dobbiamo dimenticare il fattore densita animale che spesso viene considerato come
parametro legato al benessere ma che, senza dubbio, ha un’importante influenza anche
sulla salute animale.

Per quanto concerne i fattori ambientali, la gestione della temperatura ¢ sicuramente un
fattore rilevante in molte fasi dell’allevamento; in sala parto, ad esempio, soprattutto in
inverno, risulta difficile garantire una zona sufficientemente calda per i suinetti senza avere
un nido chiuso e ben riscaldato. Al momento dello svezzamento, raramente, si trova una
sala con temperatura adeguata (27°C) e spesso nonostante i diversi sistemi di riscaldamento
impiega 2 o 3 giorni a raggiungere la temperatura desiderata (1). Per raggiungere e
mantenere le temperature nei locali dell’allevamento, si rileva frequentemente, non solo
lo spegnimento della ventilazione forzata, ma addirittura la chiusura di tutte le aperture
dei ventilatori con materiali vari come sacchi del mangime o copertura plastificate. Tale
alterazione manuale alla ventilazione blocca totalmente il ricambio dell’aria con il risultato
di creare un ambiente umido, ricco di ammoniaca e di CO2: condizioni incompatibili con una
permanenza prolungata in queste sale che, tuttavia, i suini debbono fare obbligatoriamente.
Anche nella fase di ingrasso si rilevano soluzioni analoghe, soprattutto al momento del
ristallo: infatti, I’importante cubatura dei capannoni di ingrasso risulta difficilmente
riscaldabile e I’immissione di suini tra i 25 e i 35 kg non contribuisce al riscaldamento del
capannone.

Alcuni allevatori utilizzano teli per ridurre la cubatura e piu spesso vengono utilizzati
generatori di aria calda a gasolio. Anche in questo caso il capannone viene sigillato nel
miglior modo possibile, con conseguente peggioramento delle condizioni ambientali,
ulteriormente aggravato dall’eventuale utilizzo di generatori di aria calda a gasolio; infatti,
alla gia scarsa qualita dell’aria si aggiungono anche i fumi di scarico del generatore ad aria
calda(3).

Se consideriamo 1’estate i problemi climatici non sono legati alle basse temperature ma al
ricambio dell’aria. La ventilazione naturale ¢ spesso insufficiente a garantire un corretto
ricambio dell’aria ¢ un ambiente gradevole, ma i problemi maggiori si rilevano nelle
strutture ad aria forzata. I fabbisogni teorici si discostano spesso da quelli reali, soprattutto
se consideriamo la grande variabilita dei fabbisogni: infatti, in uno svezzamento i suini
passano in 60 giorni da 6 a 35 kg e tale variabilita necessita di un impianto di ventilazione
molto versatile ed efficiente che raramente si trova in campo. Spesso si rilevano impianti
con controlli elettronici che hanno la possibilita di variare le impostazioni automaticamente
nel tempo ma che non vengono per nulla utilizzate o non utilizzate nel modo corretto. La
mancanza di manutenzione e di efficienza a lungo termine genera ambienti poco salubri
per quanto riguarda la qualita dell’aria o al contrario ambienti eccessivamente ventilati,
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con presenza di correnti d’aria, che possono generare nei suini problemi respiratori ed
aggressivita che si manifesta con fenomeni di cannibalismo alle code e/o alle orecchie
(2,3).

Per quanto riguarda I’alimentazione, si rileva una grande attenzione relativamente alla scelta
del mangime: le materie prime e la formulazione per quanto riguarda 1’autoproduzione o
la scelta del fornitore e del tipo di mangime per chi acquista il prodotto finito. Spesso
sono sottovalutate le fasi successive, infatti, ¢ altrettanto importante che il mangime venga
somministrato secondo le modalita e le tempistiche corrette.

Il suinetto in sala parto si alimenta principalmente di latte prodotto dalla scrofa, ma la
somministrazione di mangime sotto-scrofa aiuta il suinetto stesso a crescere meglio ¢ a
sviluppare la capacita di digestione di ingredienti vegetali. Il mangime sotto-scrofa deve
essere somministrato in modo accurato, dando piccole quantita, frequentemente, in modo
che il mangime sia sempre fresco ¢ non si alteri. Talvolta il mangime viene somministrato
diluito con acqua, procedura che ne favorisce 1’assunzione da parte dei suinetti, gia
abituati ad una dieta liquida; La somministrazione con acqua fredda pud generare diarrea
nel suinetto e se il mangime diluito non viene consumato celermente si possono generare
fermentazioni, alterazioni del mangime o proliferazione batterica.

Al momento dello svezzamento, il suinetto viene spostato in apposite stanze post-
svezzamento e qui avviene il passaggio alla dieta solida. Nella maggior parte delle strutture
italiane, la somministrazione del mangime avviene a secco e ad libitum. Il posizionamento,
I’altezza e la forma delle mangiatoie puo inibire 1’assunzione del cibo, infatti, il suinetto ¢
impaurito dall’infilare la testa nella postazione alimentare e fatica ad assumere 1’alimento
durante i primi giorni. Quindi, oltre allo stress del cambio ambientale ed alimentare, si
somma nelle prime fasi del post svezzamento 1’anoressia, che crea ipoglicemia e possibile
dismicrobismo intestinale. La mancanza di pulizia delle mangiatoie potrebbe creare una
compresenza di feci ed alimento, che possono favorire la diffusione di patogeni enterici.
La corretta gestione delle mangiatoie ¢ cruciale anche nel proseguo della fase post-
svezzamento, infatti, la fine macinatura della farina talvolta ne impedisce lo scorrimento
all’interno della mangiatoia stessa creando disparita di alimentazione tra i diversi gruppi.
Talvolta il posizionamento di alcune mangiatoie non ¢ gradito ai suinetti che ne defecano
all’interno trasformando la mangiatoia in una raccolta di deiezioni.

Anche nella fase di ingrasso la corretta somministrazione del mangime risulta strategica
poiché la continua sovralimentazione pud creare uno stato d’inappetenza nei suini o di
sovralimentazione patologica che potrebbe esitare in enterorragie. Nell’avanzo alimentare
si possono rinvenire importanti fermentazioni che ne pregiudicano 1’appetibilita e spesso
questi avanzi si rinvengono ai lati del truogolo dove alcuni soggetti del gruppo defecano.
Questo mix di alimenti fermentati e deiezioni ¢ un ottimo terreno per I’arricchimento di
patogeni intestinali.

L’acqua e la qualita dell’acqua somministrata possono essere anche fonte di patologia,
alcuni abbeveratoi, mal posizionati inibiscono 1’assunzione di acqua nel giusto quantitativo,
deprimendo 1’appetito ed aumentando la gravita delle forme enteriche. La forma di alcuni
abbeveratoi anti-spreco, utilizzati al fine di far uscire poca acqua per evitare il riempimento
delle fosse sottostanti, possono anch’essi deprimere il consumo di acqua. (3)

In molte fasi produttive dell’allevamento suino si rileva una profonda analisi dei dati
di produzione, ma negli allevamenti si rinvengono piccole ¢ grandi disattenzioni che
favoriscono fortemente la manifestazione clinica di patologie respiratoriec ed enteriche.
In molti casi, massimizzare la cura dei particolari potrebbe evitare forme cliniche che
attribuiamo a patogeni endemici in allevamento, i quali assumono connotati patologici solo
se favoriti dalle condizioni dell’ambiente circostante.
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Concludendo, la particolare cura dei dettagli ambientali ed alimentari potrebbe spesso
evitare I’instaurarsi delle patologie cliniche evitando quindi inutili terapie volte a limitare
I’insufficiente livello di management dell’allevamento.
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“La prova del valore di un sistema ¢ la sua esistenza.” (Alan Perlis)

1. Ecosistemi aziendali: il contesto

Ogni tecnologia applicata nella zootecnia di precisione (PLF) ha un potenziale valore
intrinseco per ogni singolo allevamento, e quindi pud essere valutata allo stesso modo di
altri prodotti / servizi. Tuttavia, il massimo valore di ogni tecnologia PLF non si realizza
utilizzando una sola tecnologia, applicata singolarmente. Sebbene le tecnologie stesse
siano progettate, costruite e funzionino individualmente, il loro massimo valore verra da
un ecosistema integrato, di cui fanno parte le singole tecnologie: un ecosistema costituito
da piu tecnologie sintetizzate in un insieme coeso € interconnesso.

Sir Arthur Tansley, un botanico britannico, ha introdotto il termine “ecosistema” nel 1935
per descrivere quelle che ha definito “le unita di base della natura” - una comunita di
organismi che interagiscono tra loro e con i loro ambienti reciproci. In un articolo della
Harvard Business Review del 1993, James F. Moore, ricercatore presso 1’Universita di
Harvard, adatto il modello di ecosistema biologico a un contesto aziendale, coniando il
termine “ecosistema commerciale” e definendolo come:

“Una comunita economica supportata da una base di organizzazioni e individui interagenti:
gli organismi del mondo degli affari. La comunita economica produce beni e servizi di
valore per i clienti, che sono essi stessi membri dell’ecosistema. Gli organismi membri
includono anche fornitori, produttori, concorrenti e altre parti interessate. Nel corso
del tempo, coevolvono le loro capacita e ruoli e tendono ad allinearsi con le indicazioni
stabilite da una o piu societa centrali. Quelle aziende che ricoprono ruoli di leadership
possono cambiare nel tempo, ma la funzione di leader dell’ecosistema ¢ valutata dalla
comunita, perché consente ai membri di spostarsi verso visioni condivise per allineare i
loro investimenti e trovare ruoli reciprocamente sostenibili.”

Nel 1996, Moore ha delineato la sua tesi sull’ecosistema aziendale e il suo impatto sulla
struttura della catena del valore, in particolare I’importanza di una comunita interdipendente
di partenariati collaborativi e un maggiore coinvolgimento dei clienti. All’interno degli
spazi di mercato in cui operano gli ecosistemi aziendali, la natura dell’innovazione ¢ la
natura della concorrenza cambiano ed evolvono in modo profondo.

Indipendentemente dal fatto che siamo impegnati nell’agricoltura e nella produzione di
colture / bestiame o meno, nella nostra vita personale e professionale abbiamo familiarita
con alcuni ecosistemi aziendali come ad esempio Apple, Amazon, eBay, Facebook, Google,
Intel, Microsoft, Netflix, Samsung, Uber e Wal-Mart. Coinvolgiamo questi ecosistemi ogni
volta che prendiamo i nostri telefoni, accendiamo i nostri computer, ci sediamo davanti ai
nostri televisori, entriamo nelle nostre case e usciamo dalle nostre porte. Questi ecosistemi
aziendali sono stati creati ¢ sono in continua evoluzione almeno negli ultimi due decenni.
Piu recentemente nell’ambito dell’agricoltura, un pioniere nella ricerca dell’agricoltura di
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precisione e nello sviluppo di un ecosistema agroalimentare ¢ il produttore di attrezzature
agricole John Deere.

Al contrario, per I’allevamento c¢’¢ ora un numero crescente di tecnologie PLF e piattaforme
digitali disponibili e molte altre in arrivo, ma non sono ancora emersi sostanziali ecosistemi
PLF all’interno dei quali operino queste numerose tecnologie.

Questo aspetto sta per cambiare, dato che le attuali tecnologie PLF e le piattaforme digitali
si collegano e si integrano, passando da semplici sistemi monolitici all’integrazione e
alla formazione di un sistema di sistemi pit complesso. E da questa “zuppa di sistemi
primordiali” che assisteremo alla nascita dei primi ecosistemi PLF. Molte tecnologie PLF e
un certo numero di ecosistemi PLF prenderanno vita - alcuni falliranno, altri diventeranno
vitali ma rimarranno limitati nella loro portata, altri cresceranno e si espanderanno - tale
¢ la natura di tutti gli ecosistemi all’interno di qualsiasi ambiente, siano essi biologico,
meccanico, digitale o una combinazione di essi.

1.1 1l “Nuovo Mondo” per la produzione di bestiame

Esistono tre elementi principali in un quadro strategico per tutti gli ecosistemi che integrano
e connettono i sistemi cibernetici all’interno di qualsiasi ambiente aziendale: tecnologia,
processo e cultura. Per tutte le aziende e le operazioni commerciali che operano all’interno
di ogni ambiente aziendale, le persone sono i driver, le tecnologie i veicoli e i processi
le strade. Il quadro strategico per gli ecosistemi PLF nell’allevamento non ¢ diverso: si
applicano gli stessi tre elementi primari e il quadro strategico per tutti gli ecosistemi PLF
che integrano e collegano le tecnologie PLF in un ambiente di allevamento.

1.1.1 Tecnologia

Analizzare le tecnologie come veicoli: esistono molti tipi diversi di veicoli progettati e
costruiti per svolgere diverse funzioni: alcuni sono piu veloci di altri, alcuni sono piu forti
di altri, alcuni sono piu costosi di altri, alcuni sono piu sicuri di altri, alcuni sono costruiti
meglio e sono piu duraturi di altri ... ma tutti sono strumenti che hanno scopi particolari e
utilizzi che sono in grado di supportare.

Quando consideriamo tutte le industrie zootecniche a livello globale, abbiamo bisogno di
strumenti e metodi di gran lunga migliori (ovvero i veicoli) per consentire:

 processo decisionale agricolo locale piu veloce e meglio informato per le operazioni
aziendali

» un migliore processo decisionale aziendale globale per la gestione e la leadership aziendale
* condivisione di dati e informazioni multi-business piu rapida e senza interruzioni per
processi decisionali su scala industriale.

La tecnologia ha il potenziale per rendere questi veicoli migliori. La tecnologia ¢, in
effetti, I’obiettivo virtuale attraverso il quale possiamo vedere cosa sta succedendo nel
nostro ambiente operativo - fungendo contemporaneamente sia da microscopio che
da telescopio, permettendoci di vedere piu chiaramente i dettagli granulari e il quadro
generale. La tecnologia ¢ il mezzo con cui completiamo e contrastiamo le nostre capacita
di osservazione: cid che vediamo, ascoltiamo, tocchiamo, annusiamo, assaggiamo e
percepiamo intuitivamente. La tecnologia svolge un ruolo di consiglio consultivo virtuale
- guardando il nostro ambiente in modi diversi (pit ampi, piu profondi, piu continui) di
quanto possiamo percepire come individui e dandoci una prospettiva migliorata (o la
conferma del nostro pensiero o un necessario controllo realistico) su cui basare decisioni
e azioni sicure. Nel processo di sfruttamento di veicoli / strumenti tecnologici, i dati sono
la materia prima, I’informazione ¢ il prodotto, la conoscenza ¢ la valuta e le decisioni sono
il valore.
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1.1.2 Processo

Per utilizzare efficacemente i nostri veicoli disponibili, dobbiamo disporre di un sistema
di autostrade ¢ strade navigabili. I processi sono il sistema autostradale / stradale su cui
guidiamo la nostra tecnologia. Alcune strade sono migliori di altre - che si tratti di sentieri,
strade sterrate, strade sterrate a bassa manutenzione, autostrade a due corsie o quattro
corsie o sistemi interstatali ad alta manutenzione. Nel mondo degli affari, i processi hanno
lo scopo fondamentale di guidare il personale verso la loro destinazione, definire quali
tecnologie sono necessarie per arrivarci e fornire un percorso chiaro ed indicazioni efficienti
lungo il percorso. I processi variano ampiamente in termini di qualita e chiarezza: alcuni
sono rudimentali e difficili da seguire, altri possono essere seguiti ma in modo marginale,
mentre altri sono ben segnalati e facilmente percorribili.

I processi all’interno degli ecosistemi aziendali forniscono sia la tabella di marcia - un
modello, se cosi si puo definire - con cui navigare, sia i punti di passaggio fisici e digitali, sia
le destinazioni delle operazioni aziendali. I processi degli ecosistemi PLF nelle operazioni
di allevamento non sono diversi: aggregati ¢ interconnessi all’interno della struttura di un
modello globale.

2. Ecosistemi PLF: un modello base

Un ecosistema PLF ampio e robusto sara composto da cinque elementi fondamentali:

* Genetica (potenziale genetico intrinseco ed espressione fenotipica)

* Nutrizione (qualita dei nutrienti, formulazione e produzione della dieta)

* Ambiente (qualita dell’ambiente interno e influenza dell’ambiente esterno)

» Gestione (processi, protocolli e personale)

« Salute - Malattia (virulenza intrinseca e natura dell’esposizione)

Per le industrie di produzione di bestiame, questi cinque elementi coprono 1’insieme
di cio che guida tutti i modelli operativi di produzione di prodotti vivi. Ogni elemento
¢ indissolubilmente connesso e integrato con gli altri: la genetica influenza la risposta
alla nutrizione, ’ambiente influenza I’espressione della genetica, la gestione influenza
il livello di salute (impatto della malattia) e la malattia influenza i requisiti nutrizionali.
Per essere completo e robusto in modo ottimale, un ecosistema PLF deve in definitiva
comprendere tutti questi cinque elementi nella sua struttura e tenere conto della sintesi di
ogni combinazione all’interno e tra ciascuna specie di bestiame (Figura 1).
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Figura 1: I cinque elementi fondamentali di un ecosistema PLF per le operazioni in vivo
di allevamento ¢ la costruzione base di un sottosistema di salute integrata.
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All’interno delle operazioni in vivo ¢’¢ un processo continuo di misurazione (diagnosi
e monitoraggio), analisi (analisi e previsione) e intervento (prevenzione preventiva e
trattamento contingente). Un solido ecosistema PLF incorporera tecnologie in grado di
misurare tutti i principali driver operativi, analizzare 1’aggregazione ottimale delle misure,
assicurare informazioni per una pronta decisione e fornire interventi efficaci.

3. Ecosistemi PLF: il ruolo della tecnologia

Un robusto ecosistema PLF deve essere composto da tecnologie che rientrano in sette
categorie fondamentali, tutte connesse ¢ interconnesse attraverso una piattaforma digitale
di base (Figura 2).
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Figura 2: Le sette categorie tecnologiche fondamentali dell’ecosistema PLF.

Tutte le tecnologie che compongono un ecosistema PLF hanno uno scopo fondamentale:
supportare ¢ ottimizzare il processo decisionale a tutti i livelli operativi — dipartimento,
sito di allevamento, flusso, attivita commerciale, regione e rete. E attraverso un processo
decisionale migliorato (piu veloce, piu sicuro, meno costoso, piu redditizio, piu
responsabile) che si ottengono risultati aziendali migliori e si puo vivere meglio - decisioni
migliori, affari migliori, vite migliori.

4. Verso la trasformazione del settore: la cultura necessaria

“L’innovazione e difficile perché ‘risolvere i problemi che le persone non sapevano di
avere’ e ‘costruire qualcosa di cui nessuno ha bisogno’ sembrano a prima vista la stessa
cosa”. (Aaron Levie)

Al di la dei bisogni strutturali, una sfida ancora piu grande risiede nei cambiamenti
comportamentali / culturali necessari per ottenere il massimo valore dalle tecnologie

emergenti del PLF.

4.1 Una nuova mentalita culturale del settore
Gli allevatori e i veterinari sono abituati a un modello di assimilazione di prodotti / servizi
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in cui la ricerca e lo sviluppo, nonché i test di ipotesi vengono effettuati altrove, all’interno
di scatole nere organizzative dei loro fornitori di prodotti e tecnologie. Vengono forniti loro
prodotti / servizi o conoscenze preconfezionati per loro e gia pronti per essere inseriti in
una struttura operativa esistente. D’altra parte produttori e veterinari partecipano a prove
e progetti sul campo per valutare nelle loro particolari condizioni le prestazioni dei nuovi-
e i nuovi prodotti / servizi, ma tutto cid avviene comunque all’interno di una struttura
operativa gia definita e di un ambiente culturale in cui le capacita di questi nuovi prodotti
/ servizi sono gia relativamente determinati dal fornitore.

Gli allevamenti sono molto meno (o per nulla) abituati a partecipare alle prime fasi di
sviluppo delle tecnologie, ancor piu per le tecnologie il cui valore non viene realizzato fino
a quando non sara adottata una rete geografica e operativa relativamente ampia. Uno dei
cambiamenti nella mentalita comportamentale / culturale necessario per ottenere il valore
piu sostenibile dalle tecnologie PLF e un ecosistema PLF in cui opera ¢ la trasformazione
in una volonta (se non addirittura un entusiasmo) di coinvolgere le societa PLF e le loro
tecnologie di sviluppo molto prima, in fase di sviluppo.

4.2 Una nuova mentalita culturale aziendale

Il processo decisionale operativo aziendale ¢ una combinazione dinamica e spesso inquieta
di obiettivita e soggettivita, di dati e sentimenti, di scienza e intuizione. Il rapporto tra
scienza e impresa ¢ troppo spesso difficile, ma sta cambiando. E chiaro che una cultura
scientifica di alta qualita puo supportare un migliore processo decisionale attraverso lo
sviluppo di metodi migliori di misurazione, sviluppando modi migliori di analisi e fornendo
una maggiore fiducia nell’interpretazione. Tuttavia, affinché la scienza abbia piu valore
in un contesto di operazioni aziendali, dobbiamo ampliare la nostra visione dell’ambito
scientifico.

Consideriamo due forme complementari di cultura scientifica: la scienza con radici
istituzionali e la scienza su scala industriale. La scienza con radici istituzionali ¢ la scienza
che utilizza metodi classici di progettazione, acquisizione dei dati e¢ analisi statistica.
La scienza istituzionale ha e continua a dare un contributo molto prezioso alle sue
circoscrizioni aziendali e professionali, ma ha anche dei limiti. La scienza istituzionale puo
dire alle imprese: cosa ¢ successo (retrospettiva, osservativa) e cosa puo accadere, dato un
insieme di condizioni specifico e definito (sperimentale). Ma per le aziende che eseguono
operazioni di produzione ogni minuto di ogni giorno, cid non ¢ abbastanza per essere piu
efficace e massimizzare un potenziale sostenibile a lungo termine.

Dobbiamo integrare la scienza istituzionale (statica) con la scienza industriale (dinamica)
- la scienza che puo dirci cosa succede, ogni volta che succede, quando succede, che ci
aiuta a capire perché succede e cosa possiamo fare al riguardo. Abbiamo bisogno di scienze
industriali che proiettino / prevedano cio che ¢ probabile che accada se continuiamo a
operare nello stesso modo e ci aiutino a identificare dinamicamente cosa cambiare (in
meglio) in cid che stiamo facendo, e dirci cosa vale davvero per la nostra attivita. Le
tecnologie di allevamento di precisione, in particolare quando interconnesse e sintetizzate
in una struttura ecosistemica, sono esattamente cio che contribuira a fornire il tipo di scienza
industriale di cui le aziende e le intere industrie hanno bisogno e troveranno prezioso su
una base sostenibile continua.

5. Per concludere...
“Il futuro e gia arrivato. Non é distribuito uniformemente “. (William Gibson)

Il potenziale delle tecnologie di precisione per 1’allevamento ¢ chiaro. Per continuare a
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inseguire questo potenziale e andare oltre, molte aziende nuove e gia esistenti entreranno
nel mercato PLF per fornire tecnologie PLF agli allevatori. La sfida per tutte queste societa
sara quella di offrire una proposta chiara e di valore per i produttori, fornendo tecnologie e
integrandole in ecosistemi che consentano esperienze positive per tutti gli utenti, a un costo
che consenta una redditivita chiaramente migliorata per le aziende produttrici e consenta
ai consumatori di accedere a una fornitura sostenibile di proteine di alta qualita a prezzi
accessibili.

Anche il potenziale degli ecosistemi PLF ¢ chiaro: basta guardare al successo degli
ecosistemi aziendali che tutti noi viviamo ogni giorno della nostra vita personale e
professionale. Il successo, ovviamente, non puo essere giudicato a breve termine. Quando
si tratta di ecosistemi aziendali, la sostenibilita equivale al successo e per essere sostenibile
I’ecosistema di successo deve possedere tre caratteristiche fondamentali:

* Deve essere (relativamente) economico da implementare ed eseguire

* Deve essere semplice e facile per gli utenti

* Deve fornire valore costante a tutti i partecipanti.

Le stesse caratteristiche di sostenibilita si applicheranno a tutti gli ecosistemi PLF di
successo.

Gli ecosistemi PLF e le loro tecnologie integrate hanno un enorme potenziale per
rivoluzionare 1’allevamento, la salute e il benessere. Affinché tale potenziale si realizzi,
devono essere risolti sia gli attuali vincoli infrastrutturali sia quelli comportamentali
/ culturali. Come partecipanti attivi in vari aspetti della industria di allevamento, noi -
ognuno di noi a tutti i livelli - siamo direttamente responsabili per soddisfare le esigenze
proteiche di una popolazione globale in crescita. Per fare cio dobbiamo abbracciare quella
responsabilita e quelle innovazioni che ci aiuteranno ad assumerci tale responsabilita - e le
tecnologie e gli ecosistemi PLF sono proprio quel tipo di innovazioni.

“Non hai buone idee se non vuoi essere responsabile per loro.” (Alan Perlis)
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INTRODUZIONE

Entro il 2050 la popolazione mondiale raggiungera i 9,1 miliardi, il 34% in piu rispetto ad
oggi, ¢ la maggior parte di questo aumento riguardera i paesi in via di sviluppo (1). Inoltre, la
tendenza all’urbanizzazione globale creera uno squilibrio ancora maggiore tra le popolazioni
urbane (70%, rispetto all’attuale 49%) e quelle rurali (30%) (2). Per sfamare questa
popolazione piul numerosa, urbanizzata e ricca, la produzione alimentare (produzioni annue
di proteine e cereali) dovra aumentare del 70% nelle aree rurali nei prossimi 30 anni. La
pressione creata dalla popolazione mondiale sulla catena di approvvigionamento alimentare,
insieme ai cambiamenti climatici e all’aumento della produzione di biocarburanti da prodotti
agricoli, rappresentano un grave rischio per la sicurezza alimentare a lungo termine in tutto
il mondo.

Ogni volta che ci riferiamo alla produzione di proteine animali come fonte alimentare per la
popolazione globale, dobbiamo fare riferimento soprattutto alla produzione suinicola. Grazie
al fatto che il suino ¢ un animale onnivoro e adattabile ad ambienti e condizioni climatiche
molto diversi, la produzione di carne suina e, quindi, il suo consumo superano quelli di tutte
le altre carni. Senza dubbio, i suini svolgono un ruolo fondamentale nel fornire una fonte di
proteina di alta qualita alla popolazione umana. Negli ultimi anni, i sistemi di produzione
suinicola hanno continuato a registrare una maggiore efficienza in termini di produttivita
per capo. Dal punto di vista produttivo, il costo della carne suina ¢ stato un fattore chiave
per la sostenibilita dell’allevamento. Tuttavia, € noto che I’intensificazione degli allevamenti
va di pari passo a una serie di preoccupazioni sociali legate alla sicurezza alimentare, alla
sostenibilita ambientale, al benessere degli animali, nonché alla salute animale e umana (3).
Se da una parte gli economisti ipotizzano che la produzione di carne dovra aumentare e
dovrebbe essere accessibile per una popolazione in crescita, dall’altra c’¢ I’aspettativa sociale
che gli animali utilizzati per la produzione di carne debbano essere allevati “umanamente”,
considerando il benessere animale (4). Di conseguenza, solo gli allevatori altamente
efficienti, che dimostrano rispetto per I’ambiente e pongono un’attenzione particolare alla
salute umana, e alla salute e al benessere degli animali, potranno svolgere un ruolo chiave
nella futura produzione suinicola. Chiaramente, ¢ necessario sviluppare e implementare
piu strumenti tecnologici per una cosiddetta zootecnia di precisione (Precision Livestock
Farming PLF), che forniscano le migliori opportunita per produrre in modo efficiente carne
suina sostenibile dal punto di vista ambientale e del benessere animale, oltre a contribuire a
un approvvigionamento di carne sana e conveniente, che possa rispondere alle richieste in
materia di sicurezza alimentare.

11 contesto della produzione suinicola

L’aumento dell’intensificazione e dell’efficienza produttiva dell’industria suinicola ha portato
gli allevamenti ad utilizzare meno personale per gestire pit animali, inoltre ci sono meno
tecnici professionalmente formati disponibili per un settore in cui il benessere degli animali
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e le pressioni per diminuire 1’utilizzo di antibiotici sono diventati fattori chiave nei principali
paesi di produzione. Di conseguenza, ¢ necessario un pitu ampio utilizzo della tecnologia
come strumento per monitorare grandi gruppi di animali e preservare in modo piu efficacie
la loro salute e il loro benessere. La PLF implica il rilevamento e il monitoraggio da remoto
e in modo automatizzato della salute e del benessere degli animali utilizzando un’analisi in
tempo reale di diversi parametri come suoni, immagini, peso e altri parametri biologici (5,6).
In uno studio condotto nel 2020 su 138 allevatori di suini negli Stati Uniti, 1’8§5% riteneva di
notevole importanza riuscire a monitorare la situazione sanitaria in allevamento. I risultati di
questo sondaggio hanno anche evidenziato il tempo limitato che ha a disposizione I’allevatore
per monitorare la salute, il benessere, 1’alimentazione ¢ I’ambiente, a causa dell’elevato
numero di animali ¢ di siti che devono supervisionare.

Appare quindi ovvia lanecessita di strumenti tecnologici che aiutino gli allevatori a monitorare
la salute, I’alimentazione e I’ambiente di allevamento. Tuttavia, gli allevatori sono disposti
ad adottare e pagare tali strumenti per il loro lavoro quotidiano? Quando intervistati, hanno
sottolineano ancora il fatto che avere persone fisiche anziché strumenti tecnologici ¢ meglio
perché “i problemi possono essere risolti immediatamente” e perché le cose possono essere
viste e quindi gestite in modo diretto. D’altra parte, sono anche consapevoli della mancanza
di personale qualificato e che il personale presente non pud controllare gli animali durante
tutto il giorno (e la notte) e che le persone fisiche sono associate ad un aumento dei rischi di
biosicurezza. Durante la stessa indagine, quando ¢ stata sondata la disponibilita a pagare per
una soluzione tecnologica per la suinicoltura di precisione, la maggior parte degli allevatori
intervistati ha indicato che sarebbe disposta a pagare per una soluzione in grado di monitorare
la qualita della ventilazione o la temperatura in stalla. Entrambi questi tipi di tecnologie sono
gia ampiamente disponibili sul mercato. Tuttavia, quando ¢ stato chiesto un parere riguardo
una soluzione tecnologica di monitoraggio della salute dei suini, la maggior parte degli
allevatori ha dato la preferenza ad una soluzione che potesse aiutarli a diminuire la mortalita
nel periodo di svezzamento, ad esempio avvisando di una diminuzione dell’assunzione di
mangime o dando un allarme in presenza di tosse individuale o a livello di box.

Limiti/sfide delle tecnologie PLF

- Non tutte le tecnologie sviluppate o testate a livello di allevamento diventano prodotti
fruibili in allevamento. La cooperazione tra ingegneri, ricercatori e altri attori dell’industria
suinicola sara fondamentale per identificare strumenti utili ed economici. Una conoscenza
approfondita del settore sarebbe necessaria in ogni fase del processo (sviluppo, test e
distribuzione) per identificare e risolvere problemi pratici di implementazione, come quelli
derivati dalle condizioni ambientali dell’allevamento (ad esempio polvere, umidita, gas e
mosche) e il comportamento esplorativo degli animali nei confronti di qualsiasi elemento
alla loro portata.

- La presenza di elettricita e di un accesso alla rete internet stabili continuano ad essere
limitati in alcune zone rurali.

- La capacita di ottimizzare la strumentazione in modo tale che diventi accessibile e
disponibile per gli allevatori.

- Il valore individuale dell’animale ¢ un fattore importante per giustificare il costo di
determinate tecnologie. Gli animali piu grandi (ad es. vacche da latte) o animali di
produzione di alto valore (riproduttori) possono essere piu facilmente dotati delle necessarie
apparecchiature di monitoraggio rispetto a un singolo suino da macello.

Vantaggi delle tecnologie PLF
- Le strumentazioni PLF possono contribuire a un monitoraggio coerente, obiettivo e regolare
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degli animali in tempo reale. Questo tipo di dati di buona qualita offre immense possibilita
per I’analisi e la creazione di modelli predittivi

- Forniscono maggiore trasparenza non solo all’allevatore, ma anche al macello, al rivenditore,
ai produttori di mangimi e, in ultima analisi, al consumatore finale.

- Consentirebbero agli allevatori di risparmiare tempo e di utilizzare meglio il loro tempo per
monitorare e gestire correttamente gli animali quando necessario.

- In definitiva, le tecnologie PLF, avendo il potenziale per migliorare la salute e il benessere
degli animali, potrebbero anche contribuire a ridurre la necessitd di farmaci come gli
antibiotici (7).

I passaggi per creare il primo “ecosistema” PLF per ’allevamento suinicolo

Non limitate alle soluzioni individuali, le attuali tecnologie PLF e le piattaforme digitali
connettono ¢ integrano le loro informazioni. Sono soluzioni individuali ma con I’obiettivo
finale di integrare ¢ formare un sistema di tecnologie pit complesso. In generale, numerose
soluzioni PLF falliranno, altre diventeranno praticabili manon cresceranno e non persisteranno,
mentre altre cresceranno e si espanderanno per diventare una soluzione sostenibile e pratica.
Un ampio e robusto ecosistema PLF potra monitorare e gestire i cinque elementi fondamentali
della produzione zootecnica: genetica, nutrizione, ambiente, gestione e salute. Queste
cinque componenti rappresentano tutti gli aspetti di interesse negli allevamenti zootecnici
e nell’allevamento in generale. Un robusto ecosistema PLF incorporera tecnologie in grado
di MISURARE tutti i principali fattori operativi, ANALIZZARE I’insieme piu ottimale di
misure ¢ FORNIRE informazioni utili a una decisione piu rapida al fine di intervenire in
modo efficacie.

In questo scenario, Boehringer Ingelheim (BI), un’azienda con una lunga esperienza nella
fornitura di soluzioni innovative volte a prevenire le malattie negli animali, si concentra su
soluzioni PLF per la salute animale e SoundTalks e Farmera sono strumenti gia pronti per
essere commercializzati e resi disponibili agli allevatori. Farmera e SoundTalks sono soluzioni
PLF che facilitano I’allevatore nel prendere decisioni in modo piu rapido ed efficiente:

- SoundTalks: una tecnologia di monitoraggio continuo del suono che fornisce un’allerta
precoce/ preallarme degli episodi di tosse elaborando file audio, utilizzando 1’intelligenza
artificiale e un algoritmo matematico. Il sistema di avviso automatizzato a LED (es. luci
verdi, gialle, rosse), che viene calcolato dall’algoritmo utilizzando I’anamnesi e la variazione
dell’indice di distress respiratorio (RDI) da uno specifico spazio, offre agli allevatori uno
strumento per rilevare i focolai respiratori prima del personale. Di conseguenza, facilita la
diagnosi e un intervento piu precoce per ridurre al minimo I’impatto negativo complessivo
sulla salute e sul benessere dei suini.

- Farmera: una piattaforma digitale che raccoglie e sfrutta i dati provenienti da diverse
fonti relative alla produzione di suini per migliorare la salute e la produttivita. Farmera registra
gli eventi dell’allevamento come i movimenti degli animali, la mortalita, I’assunzione di
mangime e i trattamenti (attraverso programmi specifici). Farmera rende 1’inserimento dei
dati il piu semplice possibile utilizzando i dati dei sensori (tecnologia SoundTalks tra gli altri)
e riducendo al minimo I’inserimento manuale dei dati.

CONCLUSIONI

Si prevede che la popolazione mondiale raggiungera i 9 miliardi di persone entro il 2050.
Pratiche e tecnologie efficienti aiuteranno gli allevatori a soddisfare le esigenze della
popolazione globale in modo da contribuire positivamente alla salute e al benessere di animali,
persone e ambiente. Le tecnologie PLF sono una realta nella moderna produzione di suini. 11
continuo sviluppo di tali tecnologie con I’obiettivo di implementare il monitoraggio dei dati
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su salute e benessere, nonché alimentazione e ambiente tra gli altri parametri, aumentera le
possibilita di consolidare una filiera virtuosa di produzione del suino, che offra trasparenza
ai consumatori utilizzando un sistema di monitoraggio ventiquattro ore al giorno, sette giorni
su sette.

Boehringer Ingelheim ha gia sviluppato due efficaci strumenti PLF come parte del proprio
“ecosistema” nell’allevamento suino. Queste tecnologie hanno lo scopo di supportare
la produzione suinicola per favorire una crescita redditizia, un maggiore benessere degli
animali, trasparenza per i consumatori e sostenibilita duratura, aiutando allo stesso tempo gli
allevatori di suini ad abbracciare la digitalizzazione del settore.
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GARANZIE SANITARIE DEL TRASPORTO. QUANTO
POSSIAMO RITENERCI SICURI?

ARE YOU CONFIDENT IN YOUR PIG TRANSPORT VEHICLE?
ROMAGOSAA.
PIC Health Assurance

INTRODUZIONE

[l trasporto di animali svolge un ruolo chiave nella trasmissione delle malattie nella produzione
suinicola (1,4) a causa di diversi fattori:

* i camion sono “allevamenti su ruote” quando trasportano animali vivi

« anche senza animali all’interno, il camion puo svolgere un ruolo nella trasmissione indiretta
di agenti patogeni

* il camion puo contaminarsi con nuovi microrganismi attraverso la contaminazione incrociata
su strada, allevamenti, macelli o negli impianti di lavaggio dei camion

« il trasporto ¢ gestito da persone e le persone commettono errori

* in UE esiste un numero enorme di movimenti di suini che non possiamo fermare. Un
esempio: in Inghilterra, con una popolazione totale di 4,9 milioni di suini, circa 200.000
movimenti di animali all’anno vengono effettuati verso allevamenti, macelli o mercati del
bestiame (2):

Tabella 1: numero di movimenti di suini nel Regno Unito all’anno

Anno Verso allevamenti | Verso macelli | Verso mercati | Totale
2006 47560 143649 13907 205116
2007 43970 144922 11176 200068
2008 44576 147897 13469 205942
2009 48825 140580 14565 203970
2010 53360 146879 16950 217189
2011 36392 147066 14657 208115
Totale 284683 870993 84724 1240400
Percentuale 23% 70% 7% 100%

Fonte: SRUC, 2014

Ridurre al minimo il rischio di trasmissione di malattie

Un aspetto chiave della biosicurezza dei trasporti sono le corrette pratiche di pulizia
¢ disinfezione dei singoli veicoli, eseguite in modo adeguato a ridurre il rischio di
contaminazione. Anche se sarebbe ideale avere tutti i veicoli di trasporto adeguatamente
sterilizzati prima di ogni nuovo carico, questa pratica richiede tempo, denaro e strumenti
giusti per farlo.

1. Pulizia pre-lavaggio 1
Il primo passo ¢ rimuovere la lettiera sporca e le feci. Questo passaggio pud essere

eseguito mediante “spazzata a secco” o “ bassa pressione ¢ alto volume di acqua”. Questo
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passaggio ¢ cruciale data I’alta concentrazione di microrganismi in questo materiale che puo
compromettere 1’efficacia della successiva pulizia e disinfezione.

In questa fase gli strumenti utilizzati per caricare / scaricare gli animali (tuta, stivali, ecc.) e i
tappetini di gomma dalla cabina o altri oggetti mobili devono essere rimossi dal camion per
pulire e disinfettare tutti i punti. Inoltre, i rifiuti generati durante il trasporto (calzari, tute usa
e getta, guanti, ecc.) devono essere eliminati.

2. Pulizia pre-lavaggio 2
Questo passaggio consente di rimuovere la sostanza organica meno incorporata. Dovrebbe

essere effettuato con acqua a media pressione (30 bar) e acqua fredda o tiepida (tra 38 ° C e
46 ° C) (2) per evitare la diffusione di materia organica in altre parti del veicolo gia pulite o
nelle aree dell’impianto di lavaggio dei camion. Questo prelavaggio a umido viene effettuato
prima all’interno del rimorchio e seguendo alcune linee guida: dall’alto verso il basso e dal
basso verso la rampa di carico, che termina sull’esterno dell’intero veicolo (cassoni, cabina,
ruote, telaio, ecc.).

3. Lavaggio
Lo scopo del lavaggio ¢ rimuovere la sostanza organica dal camion che non ¢ stato possibile

eliminare nella fase precedente. Questo passaggio richiede I’uso di detergente. Il prodotto
deve essere in grado di rimuovere il biofilm dalle superfici (biofilm: ¢ una struttura collettiva
di microrganismi che aderisce alle superfici e che ¢ coperta da uno strato protettivo secreto
dai microrganismi stessi). Il biofilm pud mantenere i microrganismi attivi poiché li protegge
dal contatto diretto con il detergente ¢ il disinfettante.

Punti fondamentali perché un detergente sia un buon detergente:

* Efficacia su superfici non porose e metalliche

* Intervallo della temperatura operativa

« Efficacia su grassi, proteine e materia organica (detergente neutro o alcalino)

* Non corrosivo

* Attivita antimicrobica

La diluizione dipendera dalle raccomandazioni del produttore, ma puo essere utilizzata acqua
tiepida (non superiore a 40 ° C, puo influire sull’attivita del detergente). Il modo migliore
di applicazione del detergente ¢ attraverso una pistola per schiuma (non un tubo ad alta
pressione). Cio consentira al detergente di aderire alle superfici e fornira il tempo di contatto
necessario per garantirne 1’efficacia. La maggior parte delle volte, I’uso di un pennello nelle
aree sporche del camion e negli angoli ¢ molto utile per rimuovere la materia organica.

La procedura viene eseguita dall’interno del rimorchio e seguendo le stesse linee guida del
prelavaggio. Il prossimo passo sara 1’esterno del veicolo: cabina, contenitori esterni, ruote e
telaio. Il detersivo non deve essere lasciato asciugare, poiché cio potrebbe ridurre 1’efficacia
del disinfettante utilizzato al termine del processo di C&D.

4. Risciaquo

Questo passaggio elimina la sostanza organica pitl incorporata. E importante utilizzare acqua
calda (45 ° C -70 ° C). Temperature piu elevate non sono correlate a una migliore efficienza
e si puo creare nebbia che non consente all’operatore di vedere correttamente.

Dovrebbe essere fatto con acqua ad alta pressione (max. 250 bar) a partire dall’esterno del
camion (cabina, contenitori esterni, ruote, ecc.) ¢ terminando all’interno del rimorchio,
dall’alto verso il basso e dal basso verso la rampa di carico. Il risciacquo dovrebbe eliminare
i residui di detergente che potrebbero inattivare i disinfettanti utilizzati nella fase successiva.
Prima di spostare il veicolo in disinfezione, ¢ importante eseguire un’ispezione visiva.
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5. Disinfezione
A questo punto della procedura, il camion appare pulito, ma esiste ancora un livello residuo di
microrganismi sul camion, che devono essere eliminati mediante il processo di disinfezione.

Tabella 2: carica microbica dopo i vari processi

Livello di pulizia Batteri vitali/cm?
Prima della pulizia 50.000.000
Pulizia con acqua fredda 20.000.000
Pulizia con acqua calda e sapone 100.000

Fonte: Gadd, 1999

Il processo di disinfezione deve essere eseguito in un’area “pulita” dell’impianto di lavaggio
camion, separata dall’area di pulizia (considerata area “sporca”) per evitare la contaminazione
incrociata.

La disinfezione ¢ efficace solo se il microrganismo ¢ in contatto diretto con 1’agente biocida.
Questo ¢ il motivo per cui I’efficacia dei passaggi precedenti ¢ fondamentale. Idealmente,
la disinfezione dovrebbe essere eseguita dopo che il camion ¢ stato asciugato, ma negli
impianti di lavaggio camion non ¢ frequente avere questa possibilita. Per questo motivo, si
raccomanda che dopo la pulizia e prima della disinfezione il camion possa essere messo in
una rampa per consentire il drenaggio dell’acqua, riducendo 1'umidita sulle superfici.
L’agente biocida o il disinfettante possono essere applicati con una pistola per schiuma e
iniziando dall’esterno del veicolo (compresi cabina, ruote, telaio e box) e terminando
all’interno del rimorchio (dall’alto verso il basso e dal basso verso la rampa di carico). E
importante che il tempo di contatto tra il disinfettante ¢ le superfici segua le specifiche del
produttore.

In questo momento, devono essere eseguiti anche i C&D degli interni della cabina. E un
punto critico perché se il conducente non segue le corrette misure di biosicurezza nel carico
/ scarico degli animali negli allevamenti o nei macelli, probabilmente le portiere, i pedali, il
volante, ecc., saranno contaminati. Salviette o spray con disinfettante sono disponibili sul
mercato per eseguire questa procedura.

Di solito questo ¢ il passaggio finale delle attuali procedure di C&D. Il processo totale puo
richiedere fino a 2-3 ore.

Utilizzo di nuove tecnologie per il trasporto suino
1. Come migliorare il processo C&D del camion?

Una bassa temperatura, 4 ° C 0 6 ° C e un’elevata umidita (ad es.> 70%) sono state associate
a una piu lunga persistenza per la maggior parte di batteri, funghi e virus (1). La procedura
di essiccazione superficiale ¢ scientificamente riconosciuta e ha dimostrato di “aiutare”
nella decontaminazione di molti patogeni suini come PRRSV (3,4), PEDV (5), E. coli
(6), Salmonella (7), Dissenteria suina (8) e PSC (9). Dal 2004, il trattamento termico dei
camion ¢ stato utilizzato come sistema di decontaminazione automatica in alcuni paesi
(Stati Uniti, Canada, Messico o Brasile). Questo sistema di essiccazione ¢ chiamato TADD
(Thermo-Assisted Drying Decontamination System®) ed ¢ stato sviluppato da PIC US. Il
principio del TADD ¢ di aumentare la temperatura superficiale dei rimorchi fino a 71 ° C
per 30 minuti (3) o meno (5) a seconda del patogeno bersaglio, per favorire 1’essiccazione
e il degrado del microrganismo.
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Nella tabella seguente, sono riportati alcuni esempi di temperature e tempo di inattivazione
di alcuni dei patogeni suini piu importanti sulle superfici metalliche o nella materia
organica:

Patogeno Temperatura Tempo Rif. Bibliografico
PRRSV 71°C 30 min Dee et al, 2005
PRRSV 71°C 20 min Dee et al, 2005
PEDV 71°C 10 min Thomas et al, 2015
ASF 60°C 20 min Mebus et al, 1998
ASF 60° C 15 min Turner et al, 1999
CSF (culture) 60°C 10 min Rajbongshi et al, 2011

Figural: Sistema Bio-dry (TADD)

Utilizzando lo stesso principio, esiste anche un sistema di termodecontaminazione
automatico, Dry-syst®, sviluppato nell’UE ma con alcune differenze rispetto al TADD. In
questo caso, si ottiene un risparmio energetico spostando la parete di emissione calore lungo
ogni lato del rimorchio e formando un punto di presa dietro la cabina. Questo concentra
il calore che viene fornito da un generatore di calore spostato in posizione e diretto nella
parte posteriore del vano rimorchio. Inoltre, il controllo della temperatura viene effettuato
utilizzando una termocamera che misura la temperatura della superficie metallica anziché
dell’aria (utilizzando sensori tradizionali).

Figura 2: Controllo della temperatura della superficie del rimorchio mediante una termocamera
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Entrambi i sistemi forniscono al conducente ¢ / o all’azienda un report automatico ¢ la
tracciabilita del processo. Questo report pud anche essere ricevuto dal cliente prima del
carico degli animali.

2. Come facilitare ’ispezione ¢ la validazione del processo di C&D?

Il sistema tradizionale si basa su ispezione visiva, test microbiologico e misuratore di
ATP. Si consiglia di eseguire un’ispezione visiva dopo il processo di pulizia e prima della
disinfezione poiché la materia organica pud compromettere il processo di disinfezione
chimica o del riscaldamento.

Per quanto riguarda ’uso delle telecamere per rilevare la materia organica in un camion
¢ un sistema innovativo che potrebbe sostituire in futuro I’ispezione visiva, in grado
di fornire un metodo oggettivo per valutare il processo del processo di C&D (10). Le
telecamere intelligenti possono essere addestrate per rilevare tracce di materia organica nel
camion. L’hardware e il software esistono gia e sono ampiamente utilizzati nell’industria
alimentare e farmaceutica.

3. Come monitorare la sicurezza dei tuoi animali durante il trasporto?
Per il monitoraggio della sicurezza degli animali durante il trasporto € necessario un sistema

automatico dedicato specificamente al monitoraggio in tempo reale. Oltre alle funzioni di
base incluse nei normali sistemi di monitoraggio del camion, i sensori montati all’interno
del camion consentiranno di monitorare il benessere degli animali, un relativo modulo di
report del registro di viaggio generera i report di trasporto necessari in modo piu rapido e
semplice.

Le funzionalita di base di tali sistemi automatici ¢ il risultato dei requisiti di trasporto
di animali europei e nazionali che il sistema deve soddisfare. Questi requisiti sono stati
specificati direttamente nei documenti legali:

* Monitoraggio della posizione del veicolo

* Monitoraggio della temperatura attuale del compartimento degli animali

* Monitoraggio dello stato del portellone posteriore del veicolo

* Avviso automatico in caso di eventi definiti come pericolosi / indesiderati

* Accesso ai dati storici

* Generazione di rapporti su parametri quali distanza percorsa, tempo di viaggio,
temperatura, ecc. (Registri di viaggio).

Tuttavia, le esigenze degli utenti (societa di trasporto di bestiame) possono essere adattate
a questo sistema di base per aumentare la qualita del servizio e offrire una tracciabilita del
nostro trasporto. Alcuni esempi delle possibilita esistenti:

* Interfaccia utente nella cabina del conducente del camion - un’applicazione per tablet
o smartphone - per visualizzare le informazioni direttamente al conducente e / o per
controllare il sistema da remoto durante il viaggio

» [’integrazione con il tachigrafo digitale consente di verificare se i dati di navigazione
sono conformi ai dati del tachigrafo

» Identificazione elettronica degli animali mediante un sistema basato su tag RFID: capacita
di monitorare il numero di animali nel veicolo

» Guida eco: monitoraggio dello stile di guida

* Monitoraggio del livello dell’acqua potabile per gli animali

* Lettura dei dati dal modulo CAN-bus (ad es. Monitoraggio del peso del carico, consumo
di carburante)
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RIASSUNTO

La carne di maiale costituisce una fonte rilevante di Sa/monella per I'uomo. La contaminazione
delle carcasse si realizza al macello a partire dal contenuto intestinale ed ¢ dipendente dalla
carica di Salmonella in questa sede. La prevalenza di suini positivi per Salmonella aumenta
significativamente quando il tempo del trasporto al macello ¢ superiore alle 2 ore. L’ipotesi alla
base di questo studio ¢ che il trasporto al macello aumenti la carica di Salmonella nelle feci e
determini una modificazione del microbiota fecale nei suini da ingrasso. Questo studio ¢ stato
condotto in un allevamento di suini positivi per Sa/monella spp. in Italia centrale. I campioni di
feci sono stati raccolti il giorno prima del trasporto e al macello dagli stessi animali. La carica di
Salmonella nei campioni fecali ¢ stata valutata con la tecnica del most probable number (MPN),
secondo il protocollo ISO / TS 6579-2: 2012 / A1 (2012). Inoltre, la composizione batterica fecale
¢ stata valutata sequenziando il gene 16S mediante tecnologia Illumina. Lo studio ha dimostrato
che la carica di Salmonella aumenta dopo il trasporto (test di Wilcoxon sign rank test; p = 0,013),
confermando che questa fase della catena di produzione ¢ un punto critico per il controllo della
contaminazione del patogeno. Una ricchezza microbica inferiore e una piu elevata eterogeneita
nel gruppo hanno caratterizzato il microbiota fecale degli animali positivi a Salmonella. Questo
risultato € in accordo con studi gia presenti in letteratura. Inoltre, in questa ultima fase di produzione,
un’infezione naturale da Salmonella provoca una profonda modificazione del microbiota fecale
simile a quella osservata nelle infezioni sperimentali.

ABSTRACT

Contaminated pork is a significant source of foodborne Salmonellosis. Pork is contaminated at
the slaughterhouse and the intestinal content is predominant source of Sa/monella for carcass
contamination. The prevalence of Sa/monella-positive pigs increases significantly when the time
of transport to the slaughterhouse is longer than 2 hours. The hypothesis behind this study is that
transport to the slaughterhouse increases the load of Sa/monella in facces and determines a shift
of the faecal microbiota in finishing pigs. This study was carried out in a pig herd positive for
Salmonella spp. in the Central Italy. Faccal samples were collected the day before the transport
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and at arrival at the slaughterhouse from the same pigs. Salmonella loads in faccal samples were
estimated by the most probable number (MPN) technique, according to the ISO/TS 6579-2:2012/
Al (2012) protocol. Moreover, the faccal bacteria composition was assessed by high-throughput
sequencing of the 16S rRNA gene. Our study showed that the load of Sa/monella increases after
transport (Wilcoxon sign rank test; p=0.013), confirming that this phase of the production chain is
a critical point for the control of Sa/monella contamination. A lower richness and an increased het-
erogeneity within the group characterized the faecal microbiota of Salmonella positive animals, in
accordance to the literature. In this stage, a natural Salmonella infection causes a disruption of the
fecal microbiota that is similar to the one observed in challenge studies.

INTRODUZIONE

La salmonellosi ¢ una delle pit importanti malattie di origine alimentare in UE (EFSA, 2019).
Nel 2018 sono stati segnalati ¢ confermati 91857 casi di salmonellosi nell’'uomo ¢ la carne di
maiale ¢ riconosciuta come una delle principali fonti (EFSA, 2019). Salmonella puo infettare
i suini in allevamento, nei mezzi di trasporto, nelle stalle di sosta ed infine pud contaminare le
carni durante il processo di macellazione. Il trasporto degli animali dall’allevamento al macello
svolge un ruolo importante nella trasmissione di Salmonella, con conseguente aumento del
rischio di contaminazione delle carcasse (Arguello ez al., 2013). La prevalenza dei suini positivi
a Salmonella aumenta quando il tempo di trasporto al macello ¢ >2 ore (Zou et al., 2017).
Secondo Berends et al., (1997) un tempo di trasporto di 2-6 ore, insieme al ricovero in stalle da
sosta potrebbero raddoppiare il numero di suini portatori di Salmonella. Inoltre, I’infezione da
Salmonella puo essere acquisita durante il trasporto attraverso il contatto con camion o pavimenti
nelle stalle di sosta contaminati (Magistrali ef al., 2008). Durante la macellazione, il contenuto
intestinale e le feci dei suini portatori sono fonte principale di Salmonella per la contaminazione
della carcassa (Van Hoek et al., 2012). In un precedente studio, abbiamo dimostrato che il rischio
di contaminazione della carcassa ¢ maggiore quando la carica intestinale di Sa/monella nei suini
al macello ¢ >103 CFU/g (Pesciaroli et al., 2017).

Studi presenti in letteratura hanno descritto una modificazione del microbiota intestinale suino
come conseguenza dell’infezione da Salmonella (Argiiello et al., 2018; Bearson et al., 2013;
Drumo et al, 2016). Tuttavia, la maggior parte di queste indagini ¢ stata condotta in studi
sperimentali che potrebbero non riflettere le condizioni che si verificano durante un’infezione
naturale da Salmonella. Inoltre, non sono disponibili dati sulla modifica del microbiota fecale
dopo il trasporto al macello, che rappresenta un punto di controllo critico per la contaminazione
da Salmonella nella catena di produzione della carne suina.

L’ipotesi alla base di questo studio ¢ che un trasporto di pit di due ore al macello aumenti la carica
di Salmonella nelle feci e determini una modificazione del microbiota fecale nei suini da ingrasso.

MATERIALI E METODI

Disegno animale

Questo studio ha coinvolto 50 maiali da ingrasso provenienti da un’azienda positiva per Salmonella
situata in Italia centrale. I tempo di trasporto al macello ¢ stato di circa sei ore. Le feci sono state
raccolte in allevamento il giorno prima del trasporto e al macello. I campioni sono stati conservati
a +4°C e processati entro le 12 ore. Le aliquote per lo studio del microbiota intestinale sono state
congelate in azoto liquido e poi conservate a -80°C fino al momento dell’analisi.

Esame colturale

La ricerca di Salmonella spp. ¢ stata effettuata attraverso una tecnica miniaturizzata secondo la
norma ISO/TS6579-2:2012/A1, che fornisce un metodo per la numerazione di Salmonella spp.
mediante calcolo del most probable number (MPN) (Anonymous, 2012). Le colonie tipiche
sono state confermate biochimicamente (Api Rapid 20E, bioMérieux) e sierologicamente
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(Salmonella test sera omnivalent/polyvalent, Siemens). Il calcolo del MPN ¢ stato calcolato
utilizzando il calcolatore MPN, disponibile sul online http://standard.iso.org/iso/ts/6579/-2.
La caratterizzazione sierologica dei ceppi di Salmonella spp. (Salmonella sera Statens Serum
Institut) ¢ stata eseguita secondo lo schema di White-Kauffman-Le Minor (WHO, 2007).

Estrazione del DNA e sequenziamento del gene 16S rRNA

Per ’estrazione del DNA da materiale fecale ¢ stato utilizzato il Qiagen QIAamp DNA
stool kit (Dore ef al, 2015). 1l profilo microbico ¢ stato ottenuto sequenziando le regioni
ipervariabili V3-V4 del gene 16S rRNA, utilizzando lo strumento MiSeq Illumina e seguendo
le specifiche del protocollo Illumina, avvalendosi dei seguenti oligonucleotidi: PCR1F 343
(5’-CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGGRAGGCAGCAG-3’) e PCRIR 784
(5’-GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTACCAGGGTATCTAATCCT-3"). Le
reads generate nel formato FastQ, sono state valutate qualitativamente con il FastQC software
e successivamente analizzate utilizzando la pipeline QIIME v1.9.1 (Caporaso et al., 2010),
seguendo la strategia di open-reference sub-sampled OTU calling utilizzando il classificatore
GreenGenes (Rideout ef al., 2014) e creando le Operational Taxonomic Units (OTUs) con un
grado di similarita del 97%. Le OTU con un numero inferiore allo 0,005% del numero totale di
sequenze sono state rimosse dal dataset (Bokulich ef al., 2012). Le sequenze chimeriche sono
state rimosse ed i campioni con meno di 10000 reads sono stati eliminati dalla successiva analisi
statistica.

Analisi statistiche

L’elaborazione & stata effettuata tramite programma R (v. 3.6.1) (TeamCore, 2018). E stata
utilizzato come soglia di significativita p<0.05. Sono state confrontate le percentuali di campioni
fecali positive in allevamento e al macello mediante test x> di Mc Nemar. Le cariche di Salmonella
spp. in feci prelevate in allevamento e al mattatoio sono state analizzate tramite test di Wilcoxon
per dati appaiati.

Per I’analisi del microbiota fecale, la nostra ipotesi ¢ stata suddivisa in 3 diverse domande:

i) Lo stato di Salmonella ¢ associato ad una diversa composizione di microbiota intestinale nei
suini al macello? Abbiamo confrontato campioni fecali raccolti nel macello, da animali negativi
per Salmonella (N = 20) e da suini positivi a Salmonella (N = 13) (Test 1);

ii) L’infezione da Salmonella durante il trasporto influenza il microbiota fecale dei suini?
Abbiamo incluso gli animali che sono diventati positivi a Salmonella dopo il trasporto. Abbiamo
confrontato campioni fecali raccolti dallo stesso animale in allevamento e al macello (N = 11)
(Test 2);

iii) Il trasporto al macello influisce sul microbiota intestinale dei suini? In questo gruppo abbiamo
incluso solo animali negativi alla Salmonella. Abbiamo confrontato campioni fecali raccolti
dallo stesso maiale in allevamento ed al macello, (N = 16) (Test 3);

Brevemente, la tabella delle OTU ¢ stata importata in R con il pacchetto Phyloseq (v.1.28)
(McMurdie and Holmes, 2013)genetics, phylogenetics, multivariate statistics, visualization
and testing. With the increased breadth of experimental designs now being pursued, project-
specific statistical analyses are often needed, and these analyses are often difficult (or impossible.
Utilizzando il pacchetto Vegan v2.5-6 (Oksanen, 2015) la diversita o, e la ricchezza della
composizione del microbiota sono state calcolate a livello di OTU. La diversita a ¢ stata
calcolata utilizzando I’indice di Shannon ¢ la diversita § tramite 1’indice di Whittaker. L’analisi
della varianza (ANOVA) ¢ stata calcolata, insieme al Tukey Honest Significant Differences
per le diversita a e . La distanza Bray-Curtis ¢ stata utilizzata per I’analisi del Non-Metric
Multidimensional Scaling (NMDS). Inoltre le ipotesi nulle di nessuna differenza all’interno
dei gruppi sono state testate tramite la funzione “envfit” e la funzione “adonis” per 1’analisi
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multivariata, usando per entrambi i test la distanza di Bray-Curtis. L’analisi differenziale ¢
stata effettuata a livello di OTU utilizzando il pacchetto metagenomeSeq e la funzione “fitZig”
(Paulson et al., 2013).

RISULTATI

Esame colturale

La percentuale di suini positivi per la Salmonella non ¢ variata dopo il trasporto: cinque suini su
49 (10,2%, 1C95%: 3,8% -23%) erano positivi per Salmonella spp. in allevamento, mentre 13/49
(26,5% 1C95%: 15% -41,3%) al macello (test x> di Mc Nemar; p=0,12). Complessivamente,
ventotto suini (57,1% 1C95%: 42,3% -70,9%) sono risultati positivi per la Salmonella in almeno
un’occasione di campionamento. I sierotipi rilevati sia in allevamento che nel macello erano
Salmonella Rissen ¢ la variante monofasica di Salmonella Typhimurium (4.12: 1 :-). La carica
batterica nelle feci variava da 2 log,, MPN/g, a 6 log,, MPN/g, che era il limite di rilevazione
superiore del test. La carica di Salmonella nei campioni fecali € aumentata dopo il trasporto
(Wilcoxon test; p=0,013). I risultati della cultura microbiologica sono mostrati nella tabella 1.

Tabella 1. Campioni fecali risultati positivi a Salmonella all’esame colturale collezionati in alle-
vamento ed al macello. Sono indicati i valori di MPN/g ed il relativo sierotipo identificato.

Table 1. Animals resulted positive for Salmonella on the microbiological culture test carried out
on the faecal samples collected on farm and at the slaughterhouse. The MPN/g and relative sero-
type identified are indicated.

Allevamento Macello
D Feci | MPN/g Sierotipi Feci | MPN/g Sierotipi
2 N 0 P 32 S. Rissen
12 | N 0 P 78 S. 4,12:1:-
19 | N 0 P 77 S. 4,12:1:-
21 | N 0 P 74 S. 4,12:1:-
22 | P 6 S. Rissen N 0
23 | N 0 P 5900 S. Rissen
25 | P 32 S. Rissen P 4000 S. 4,12:1:-
26 | N 0 P 120 S. 4,12:1:-
28 | N 0 P 51 S. 4,12:1:-
36 | N 0 P 33 S. Rissen
44 | P 100 S. Rissen N 0
46 | P 3100 S. 4,12:1:- P 25000000 | S.4,12:i:-
47 | P 420 S. 4,12:1:- N 0
48 | N 0 P 160 S. 4,12:1:-
55 | N 0 P 84 S. 4,12:1:-
57 | N 0 P 1100 S. 4,12:1:-

N=negativo, P=positivo

Sequenziamento del microbiota fecale, identificazione e annotazione OTU

Dopo il controllo di qualita, una media di 19530,51 (S.D. = 4010,74) era disponibile per ogni
campione. Le sequenze sono state raggruppate in 1237 OTU e solo 1’1,29% delle OTU non
¢ stato assegnato a un determinato phylum. I phyla Firmicutes (854/1237) e Bacteroidetes
(248/1237) rappresentavano rispettivamente il 69% e il 20% delle OTU totali. All’interno del
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phylum Firmicutes, il 96% (823/854) delle OTU ¢ stato assegnato all’ordine Clostridiales, i1 46%
(379/823) alla famiglia Ruminococcaceae e il 20% (161/823) alla famiglia Lachnospiraceae.
All’interno del phylum Bacteroidetes, i1 43% (107/248) ¢ stato assegnato al genere Prevotella.

Composizione del microbiota fecale

Nel test 1, la composizione del microbiota fecale al macello era diversa tra animali negativi e
positivi (p=0,02). La diversita 3 era diversa in base allo stato di Salmonella nei suini (p=0,028),
mostrando eterogeneita tra i campioni negli animali positivi a Salmonella. Nel plot NMDS, i
centroidi dei due gruppi apparivano separati in modo significativo (p=0,001; Figura 1). La
diversita a e la ricchezza microbica osservata a livello di OTU hanno anche mostrato differenze
tra gli animali Salmonella positivi e Salmonella negativi (p=0,02; p=0,001, rispettivamente).
Gli animali positivi a Salmonella hanno mostrato una diversita o e ricchezza inferiori rispetto
agli animali negativi. Lo stato di Salmonella nei suini ¢ stato utilizzato nel modello dell’analisi
differenziale a livello di OTU, descrivendo 12 OTU differentemente abbondanti (DA) al macello.
I suini positivi a Salmonella avevano OTU DA appartenenti principalmente ai generi Prevotella,
Parabacteroides e Butyricimonas rispetto ai suini negativi per Salmonella.

Figura 1. La figura include campioni fecali collezionati al macello, da animali negativi per
Salmonella (N=20) e da suini positivi a Salmonella (N=13) (Test 1). (A) NMDS che rappresenta
le differenze nella composizione del microbiota fecale degli animali. (B) Boxplots rappresentanti
la diversita a (indice di Shannon), la diversita B (indice di Whittaker) e la richness (numero totale
di OTU presenti in ciascun campione) a livello di OTU. I campioni sono colorati in base allo
status di Salmonella: NEG (animali negativi, nero) e POS (animali positivi; rosso).

Figure 1. Figure includes faecal samples collected at the slaughterhouse, from Salmonella
negative animals (N=20) and from Salmonella positive pigs (N=13) (Test 1). (A). Dissimilarities
in faecal microbiota composition represented by the non-metric multidimensional scaling (NMDS)
ordination plot, with Bray-Curtis dissimilarity index calculated on unscaled OTU abundances.
(B) Box plot graph representation of the o. diversity (Shannon index), B diversity (Whittaker s
index) and richness (total number of OTUs present in each sample) using the rarefied OTU table.
Samples are colored by status of Salmonella: NEG (negative animals, black) and POS (positive
animals; red).
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Nel test 2, il microbiota fecale ¢ stato influenzato dallo stato di Salmonella (p=0,00001).
La diversita B differiva tra gli animali (p=0,001). Nel plot NMDS, i centroidi dei due
gruppi sperimentali apparivano separati, risultando in un valore significativo (p=0,0001).
La diversita a a livello di OTU e la ricchezza microbica osservata non differivano tra gli
animali negativi e positivi (»>0,05). Le analisi differenziali hanno mostrato 326 OTU DA.
Complessivamente, Prevotella, Coprococcus e Parabacteroides erano piu abbondanti negli
animali positivi, mentre il Ruminococcus in quelli negativi.

Nel test 3, la composizione del microbiota fecale non ¢ stata influenzata dal trasporto
(p> 0,05). La diversita B differiva tra i campioni fecali campionati in allevamento ed al
macello (p=0,005). Nel plot NMDS, i centroidi dei campioni raccolti in allevamento e al
macello apparivano separati, risultando in un valore significativo (test di envfit; p=0,04). La
diversita o a livello di OTU non differiva (p> 0,05) mentre la ricchezza microbica osservata
mostrava differenze tra i gruppi (p=0,004). Le analisi differenziali hanno descritto che le
21 OTU DA erano appartenenti principalmente al genere di Butyricimonas e Bacteroides e
descritti come piu abbondanti in allevamento.

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Il presente studio ha come obiettivo quello di indagare 1’effetto del trasporto dall’allevamento
al macello sull’escrezione di Salmonella nei suini da ingrasso. Lo studio si ¢ concentrato
sulle interazioni tra il trasporto, la prevalenza e la carica di Sa/monella e la composizione del
microbiota fecale in entrambe le condizioni in allevamento e al macello.

L’impatto del trasporto dei suini dall’allevamento al macello sull’eliminazione di Sa/monella
¢ descritto in letteratura. Il trasporto ¢ necessario nell’allevamento suino (Arguello ef al.,
2013)ed ¢ noto che un trasporto di durata superiore alle 2 ore dall’allevamento al macello
possa stressare gli animali (Zou et al., 2017). Questo stress ¢ associato ad un aumento della
carica di Sa/monella dei suini portatori, determinando una diffusione di questo patogeno tra
gli altri animali (Arguello et al., 2013). Inoltre il trasporto comporta un rischio di infezione
indiretta da superfici contaminate del camion o delle stalle di sosta (Magistrali et al., 2008).
Nel nostro studio, abbiamo osservato una prevalenza del 10,2% di animali positivi a
Salmonella in allevamento e del 26,5% al macello, risultato coerente con i dati sulla prevalenza
di Salmonella in Europa ed in Italia (EFSA, 2008). Gli isolati appartenevano alla Salmonella
enterica 4,[5],12:1:— e Salmonella Rissen, che sono tra i sierotipi piu frequentemente descritti
in suini in Europa (Arguello et al., 2012; Bonardi et al., 2016; Pesciaroli et al., 2017).

Per quanto riguarda la carica di Salmonella nelle feci, questa ¢ aumentata dall’allevamento
al macello all’interno del gruppo. Come descritto nel nostro studio precedente, la carica
di Salmonella ¢ correlato alla contaminazione delle carcasse: pertanto, i suini con un’alta
concentrazione di Salmonella nelle loro feci rappresentano un rischio piu elevato per il
consumatore rispetto ai low-shedder (Pesciaroli et al., 2017). Coerentemente, la riduzione
della carica di Salmonella nell’intestino ¢ stata proposta come una delle strategie piu efficaci
per limitare il rischio umano di infezione da Salmonella (Snary et al., 2016). I suini high-
shedder sono probabilmente suini portatori che presentano una recrudescenza di infezione
e/o suini che sono stati infettati durante il trasporto attraverso il contatto con animali positivi
a Salmonella spp. Infatti, durante i periodi di stress, i suini portatori possono avere una
recrudescenza dell’infezione e la conta di Salmonella nell’intestino e nelle feci puo aumentare
(Pesciaroli et al., 2017).

Nel nostro studio, abbiamo rilevato come infezione da Salmonella abbia causato una
variazione della composizione del microbiota fecale in suini infetti risultato in accordo con
gli studi esistenti (Argiiello et al., 2018; Drumo et al., 2016). Questa modificazione si €
realizzata in poche ore e questo risultato ¢ stato descritto sia trasversalmente, confrontando
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cioé suini positivi e negativi al macello, sia longitudinalmente, confrontando il microbiota
degli stessi animali, negativi in allevamento e positivi al macello.

La composizione del microbiota fecale descritta in animali negativi o positivi a Salmonella ¢ in
accordo con quanto gia descritto in letteratura (Borewicz ef al., 2015; Drumo ef al., 2016; Kim
and Isaacson, 2017). Nel nostro studio, infatti, abbiamo descritto una maggiore abbondanza di
Prevotella, Coprococcus e Paraprevotella negli animali positivi a Salmonella e questo risultato
¢ in accordo con gli studi condotti in condizioni controllate, a seguito di infezione sperimentale
con Salmonella (Borewicz et al., 2015; Drumo et al., 2016; Kim and Isaacson, 2017). Inoltre, il
microbiota fecale dei suini negativi ha mostrato una maggiore abbondanza di Ruminococcaceae
rispetto ai suini positivi a Salmonella, risultando in accordo con la letteratura (Argiiello et al., 2019,
2018; Drumo et al., 2016). E interessante notare che i suini positivi a Salmonella presentavano
una maggiore diversita 3, ¢ quindi un microbiota intestinale piu eterogeneo, rispetto agli animali
negativi. In generale, il nostro studio e gli studi citati dimostrano chiaramente che la Salmonella
porta ad alterazioni nella composizione del microbiota intestinale del maiale in allevamento o in
condizioni sperimentali (Argiiello ef al., 2019, 2018; Drumo et al., 2016). In assenza di infezione
da Salmonella, il trasporto sembra esercitare un effetto limitato sul microbiota fecale, ¢ non
provoca una evidente modifica della composizione del microbiota.

In conclusione, il nostro studio ha dimostrato che la carica di Salmonella aumenta dopo il trasporto,
confermando che questa fase della catena di produzione ¢ un punto critico per il controllo della
contaminazione da Salmonella. In questa fase, un’infezione naturale da Salmonella provoca un
profondo cambiamento del microbiota fecale, simile a quello osservato in condizioni sperimentali.
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RIASSUNTO

Streptococcus suis ¢ un importante patogeno, associato a una grave malattia nei suini e
nell’uomo. Le infezioni umane hanno origine zoonotica dai suini. In questo studio abbiamo
caratterizzato i sierotipi (SS), i Sequence Type (ST) e la suscettibilita agli antibiotici di 78
isolati di S. suis da focolai di infezione verificatisi negli allevamenti di suini italiani nel
periodo 2017-2019. SS2 e SS9 sono responsabili di quasi il 70% delle infezioni. Tutti gli
isolati SS2, tranne uno, sono confinati in un singolo cluster, mentre gli isolati SS9 sono
distribuiti lungo 1’albero filogenetico. Il cluster SS2 ¢ composto da ST1 e ST7, che ¢ associato
a gravi infezioni umane in Cina e che non ¢ mai stato rilevato nei suini europei. Un’ampia
percentuale di isolati SS9, assegnati a ST123, ¢ risultata resistente alla penicillina. Questo
clone emergente minaccia il successo del trattamento dell’infezione da S. suis. Il nostro
studio evidenzia I’importanza della caratterizzazione degli isolati di S. suis dai suini per una
diagnosi precoce di cloni emergenti.

ABSTRACT

Streptococcus suis is a major pathogen, associated with severe disease in pigs and in man.
Human infections have a zoonotic origin from pigs. We characterized the serotypes (SS),
sequence types (STs) and antibiotic susceptibility of 78 S. suis isolates from outbreaks of
infection occurred on Italian pig farms during 2017-2019. SS2 and SS9 caused almost 70% of
infections. All SS2 isolates, except one, were confined in a single cluster, while SS9 isolates
were distributed along the phylogenetic tree. SS2 cluster was composed by ST1 and ST7,
which is associated with severe human infections in China and which was never detected
in European pigs. A large proportion of SS9 isolates, assigned to ST123, was resistant to
penicillin. The emergence of this clone threatens the successful treatment of S. suis infection.
Our study highlights the importance of the characterization of S. suis isolates from pigs for
the early detection of emerging clones.
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INTRODUZIONE

Streptococcus suis ¢ considerato uno dei patogeni piu importanti nel settore suinicolo ¢ un
agente zoonotico emergente (Princivalli et al., 2009). Nel suino S. suis ¢ considerato un
commensale delle vie aree superiori, delle tonsille, del tratto enterico e genitale di animali
sani che quindi possono fungere da carrier ¢ trasmettere ’infezione ai soggetti sensibili,
con la comparsa di manifestazioni cliniche, soprattutto in suini al di sotto delle 12 settimane
di vita (Segura et al., 2017). Nel post-svezzamento, S. suis ¢ associato a casi di setticemia,
meningiti, polisierositi, endocarditi, artriti ¢ polmoniti. Nell’'uomo, negli ultimi anni ¢ stato
registrato un aumento dei casi di infezioni, condizioni setticemiche ¢ meningiti causate da
S. suis, soprattutto nei paesi asiatici dove la malattia ¢ endemica. Diversamente, nei paesi
occidentali la malattia ¢ sporadica e di origine occupazionale (Goyette-Desjardins et al.,
2014). S. suis ¢ una specie eterogenea. Fino al 2005 i sierotipi capsulari di S. suis erano 35
(SS1-34 ¢ 1/2), classificati sulla base delle caratteristiche antigeniche dei lipopolisaccardi
capsulari. Recenti studi hanno tuttavia dimostrato che sei di questi sierotipi (20, 22, 26, 32,
33 e 34) sono stati riclassificati come appartenenti ad altre specie del genere Streptococcus.
Pertanto i sierotipi attualmente riconosciuti sono 29 (Louise Priifer et al., 2019). La maggior
parte delle infezioni nell’'uomo e nel suino sono causate dal SS2 ma i sierotipi predominanti
che causano malattie nei suini variano a seconda del periodo e dell’area geografica. In alcuni
paesi Europei, inclusi Germania, Belgio, Spagna e Olanda, SS9 ¢ diventato la principale
causa di malattia nei suini (Zheng et al., 2018). Un aumento di S. suis SS9 ¢ stato registrato
recentemente anche in Cina. Il potenziale patogeno di ceppi di S. suis varia all’interno
dello stesso sierotipo. Per discriminare gli isolati virulenti ¢ stato proposto uno schema di
tipizzazione molecolare basato sull’identificazione di 3 fattori di virulenza: muraminidase-
released protein (MRP), extracellular factor (EF) e suilysin (SLY) (Goyette-Desjardins et al.,
2014). A partire dal 2002 ¢ stato introdotto uno schema di multilocus sequence typing (MLST)
che ha permesso di migliorare la descrizione dell’epidemiologia delle infezioni causate da S.
suis. I Sequence Type (ST) permettono di predire la patogenicita di un particolare isolato piu
del sierotipo (Estrada et al., 2019). Tra gli isolati di SS2 dei suini, ST1, un clone associato alla
maggior parte dei casi umani a livello globale, ¢ prevalente in Europa, mentre ST25 e ST28,
che sono meno virulenti, predominano negli Stati Uniti e in Canada (Goyette-Desjardins et
al., 2014). E interessante notare che un altro ST di SS2, ST7, ¢ stato il responsabile delle
principali epidemie da S. suis nell’uomo, verificatesi nel 1998 e nel 2005 in Cina (Ye et
al., 2008). I sierotipi diversi da SS2 sono meno frequentemente associati a casi umani. Da
notare che, nonostante le infezioni nel suino siano spesso causate da SS9, il primo caso
umano di infezione da SS9 ¢ stato documentato solo nel 2015, in Thailandia (Kerdsin et
al., 2020). Questo ceppo SS9 ¢ stato assegnato a ST16, un ST emergente noto per il suo
maggiore potenziale di virulenza e predominanza nelle infezioni da S. suis nei suini nei Paesi
Bassi (Willemse et al., 2019). La protezione conferita dai vaccini ad oggi disponibili non
¢ eterologa, ma ristretta al sierotipo (O’Dea et al., 2018). Pertanto, in molti paesi europei,
compresa |’Italia, il controllo delle infezioni da S. suis nei suini si basa principalmente sul
trattamento antibiotico. S. suis ¢ generalmente suscettibile ai beta-lattamici, la principale
classe di antibiotici somministrati per controllare I’infezione negli allevamenti di suini.
Al contrario, S. suis ¢ quasi sempre resistente alla tetraciclina; macrolide-lincosamide-
streptogramina B (MLSB); e, meno frequentemente, aminoglicosidi, cloramfenicolo,
vancomicina e linezolid (Du et al., 2019). In S. suis, 1 geni che codificano la resistenza agli
antibiotici sono spesso trasportati su elementi genetici mobili che possono essere trasferiti ad
altri membri del genere, compresi 1 patogeni umani (Palmieri et al., 2011). Pertanto S. suis
puo essere considerato un problema di salute pubblica sia per il suo potenziale zoonotico che
come riserva di geni di resistenza agli antibiotici. Le informazioni sui ceppi circolanti sono
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essenziali. Tali informazioni sono lacunose in molti paesi, compresa 1’Italia, che ¢ uno dei
piu importanti paesi produttori di suini in Europa. Lo scopo di questo studio ¢ stato quello
di determinare 1 sierotipi, i ST e la suscettibilita agli antibiotici di ceppi di S. suis isolati da
focolai negli allevamenti di suini italiani dal 2017 al 2019.

MATERIALI E METODI

Sono stati analizzati 78 isolati di S. suis derivanti dall’attivita diagnostica degli Istituti
Zooprofilattici Sperimentali Umbria-Marche, Lombardia-Emilia Romagna e delle Venezie
nel periodo 2017-2019. Un isolato per allevamento ¢ stato incluso nel presente lavoro. Gli
isolati provenivano da 10 differenti regioni del Nord e Centro Italia e sono stati isolati da
meningiti (49), pericarditi (1), artriti (3), setticemia (17) e polmoniti (8). Le colonie con
morfologia riconducibile a S. suis, cresciute in Agar Sangue (5% globuli rossi di montone)
a 37°C in CO,, sono state isolate e I’attribuzione di specie confermata mediante MALDI-
TOF (MALDI Biotyper, Bruker Daltonics). Le colonie sono state sottoposte a tipizzazioni
molecolari per la determinazione del sierotipo capsulare (Okura et al., 2014) e dei geni
codificanti i principali fattori di virulenza mrp, sly ed epf (Wisselink et al., 1999; (Silva et
al., 2006); King et al., 2001). I DNA di ceppi appartenenti ai sierotipi 3 e 14, gentilmente
forniti dal Prof. M. Gottschalk (Universita di Montreal, Quebec, Canada), sono stati usati
come controlli.

Successivamente gli isolati sono stati testati per la determinazione della sensibilita agli
antimicrobici mediante metodo della diluizione in brodo, usando un pannello commerciale
96-wellmicrotitre MIC (BOPO6F, Sensititre; Trek Diagnostic Systems Inc., England)
seguendo le istruzioni della ditta produttrice. Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 ¢ stato
usato come controllo di qualita.

Gli antibiotici testati e 1 relativi intervalli di concentrazione sono stati i seguenti: ampicillina
(Amp) 0,25-16 pg/ml, ceftiofur (Cef) 0,25-8 ng/ml, enrofloxacin (Enr) 0,12-2 ng/ml,
florfenicolo (Ffc) 0,25-8 pg/ml, penicillina (P) 0,12-8 pg/ml, tetraciclina (Te) 0,5-8 pg/ml
e sulfametossazolo+trimethoprim (Sxt) 2/38 pg/ml. I volori di MIC sono stati interpretati
usando i breakpoint del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI VETO08 5th
Edition, 2019) per S. suis (patologie respiratorie del suino) tranne Sxt per il quale sono stati
utilizzati i breakpoint per S. pneumoniae per I’uomo.

I1 DNA genomico di colture pure dei 78 isolati di S. suis € stato estratto utilizzando il QIAamp
DNA Mini Kit (Qiagen Inc., Hilden, Germany) per poi essere sottoposto a sequenziamento
utilizzando una piattaforma Illumina NextSeq 500. Le sequenze ottenute sono state utilizzate
per la determinazione del Sequence Type (ST) utilizzando S. suis MLST database (https://
pubmlst.org/ssuis/). I nuovi profili allelici e le nuove combinazioni di profili sono stati
ottenuti caricando le sequenze S. suis MLST database (https://pubmlst.org/ssuis/).

I genomi sono stati poi annotati usando Prokka (Seemann, 2014) e analizzati per la costruzione
di un albero filogenetico maximum likelihood (ML) con FastTree 2.1 (Price et al., 2010) e
iTOL v.5.7 per le annotazioni manuali, utilizzando 1’allineamento del core genome prodotto
da Roary (Page et al., 2015).

RISULTATI

Undici diversi sierotipi (SS) sono stati individuati in questo studio: 1-14, 2-1/2 (SS2), 4, 5,
7,8,9,10, 15, 19, e 23. 1 SS2 e 9 sono stati rilevati piu frequentemente, rispettivamente nel
34.6% (27) e 32.1% (25) degli isolati, seguiti dai SS10 (7, 9%) e SS7 (7.7%). L’analisi di
MLST ha rilevato che 59 isolati (74.7%) appartengono a 9 ST (ST1, ST7,ST11, ST16, ST28,
ST29, ST94, ST108, e ST123) gia presenti nel S. suis MLST database, mentre i restanti 19
isolati (24.4%) appartengono a 10 nuovi ST (ST1540-ST1549). I dati relativi ai ST, i sierotipi
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capsulari e i genotipi di virulenza dei 78 isolati inclusi in questo studio sono mostrati in
Tabella 1. ST1 e ST123 sono i 2 ST predominanti con 17 isolati ognuno e rappresentano il
43% di tutti i ceppi analizzati. Tutti gli isolati appartenenti al ST29 sono SS7 e tutti gli isolati
ST11 sono SS1-14. Gli isolati SS2 sono risultati piuttosto omogenei in quanto appartenenti
al ST1 (63%) e in misura minore a ST7 (33%) e solo 1 isolato ST28. Grande omogeneita
¢ stata riscontrata tra gli isolati appartenenti al SS7, tutti ST29, al SS10, tutti ST1547 e tra
quelli appartenenti al SS1-14, tutti ST11. I piu eterogenei sono risultati gli isolati SS9 risultati
appartenere per la maggior parte (68%) a ST123 e ai ST: ST94 (4%), ST16 (12%), ST1540
(12%) e ST1541 (4%).

Tabella 1. Distribuzione dei geni di virulenza tra i ST. E’ riportato il numero di isolati sul
totale degli isolati per ogni ST (%)

Table 1. Combination of putative virulence genes among STs. The number of isolates out of
the total of isolates for each ST are reported (%)

Sequence types Sierotipi Profilo di virulenza Numeli‘:()(ll; tiis;gti/;:itz; 1(1;2;1er0 di
ST1 2 mrp/sly/epf 17/17 (100)
ST7 2 mrp/sly/epf 9/9 (100)
ST11 1 mrp/sly/epf 2/2 (100)
ST16 9 mrp/sly 3/3 (100)
ST28 2 mrp/sly 1/1 (100)
mrp 3/6 (50)
ST29 7
mrp 3/6 (50)
4 mrp/sly 2/3 (66.7)
ST94
mrp/sly 1/3 (33.3)
ST108 23 mrp/sly 1/1 (100)
ST123 9 mrp/sly 17/17 (100)
ST1540 9 - 3/3 (100)
ST1541 9 - 1/1 (100)
ST1542 3 - 1/1 (100)
ST1543 4 mrp/sly 1/1 (100)
4 mrp/sly 1/2 (50)
ST1544
5 mrp/sly 1/2 (50)
ST1545 8 mrp 1/1 (100)
ST1546 8 mrp/sly 1/1 (100)
ST1547 10 - 7/7 (100)
ST1548 15 sly 1/1 (100)
ST1549 19 - 1/1 (100)
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La Tabella 2 mostra la distribuzione degli isolati di S. suis tra i differenti valori di MIC degli
antibiotici testati. Sette isolati (9%) sono resistenti ad un unico antibiotico, solitamente la
tetraciclina (6/7). La maggior parte degli isolati (48/78, 61.5%) ¢ resistente a 2 antibiotici,
(45/48) clindamicina e tetraciclina e infine 23/78 (29.5%) isolati sono risultati resistenti ad
almeno 3 antibiotici e quindi classificati come multi-resistenti.

Tabella 2. Distribuzione dei valori di MIC tra i 78 isolati di S. suis. Tra parentesi sono
indicate le percentuali. L’area colorata rappresenta il range di concentrazioni testate per
ciascun antibiotico. Le linee verticali indicano la soglia per la resistenza secondo quanto
indicato dal CLSI

Table 2. Distribution of MIC values among the 78 S. suis isolates. Percentages are shown in
brackets. Shades areas show the range of values actually tested for each antibiotic. Vertical
bars indicate the threshold values for clinical resistance, according to CLSI

Molecola antibiotica | 0.12 | 0.25 | 0.5 1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512
Penicillina 49 7 > 14 3
®3) | O | 6 |18 | &)
73 2 3
Ampicillina
P OH | G | @
Enrofloxacin ! 17 >7 2 !
M| @ 7)) G | @
1 3 1 73
Tetraciclina
(e)] @ | @ 94)
1 3 40 2
Florfenicolo 32(41
o | @ [en]PE 3
Trimethoprim/ 67 11
sulfamethoxazole 86) | (14)
8 4 4 10 | 50
Clyndamycina
ynaamy (10) ) | (5) | (13)] (64)
. 15 61
Tylosina (19) (78)
Neomicina 22| 27 | 15 7 >
28) (B35 [ 19| 9 | (6)
Gentamicina 12 39 17 6 2
sy | 6o (@2} ® (3)
19 57
SbM (24) (73)

89



L’albero filogenetico dei 78 isolati inclusi in questo studio ¢ mostrato in Figura 1.

Figura 1. Albero filogenetico prodotto utilizzando iTOL (https:/itol.embl.de/). L albero
contiene i 78 isolati di Streptococcus suis sequenziati nel presente studio. I sequence type
(ST) ed i sierotipi (SS) di ciascun isolato sono rappresentati nell’albero. Le molecole resistenti
agli antibiotici sono annotate da forme che indicano la presenza di penicillina (P, triangoli
rossi), tetraciclina (TE, asterischi azzurri), clindamicina (CLY, cerchi rosa), trimethoprim /
sulfametossazolo (SXT, quadrati blu), enrofloxacina (ENR, asterischi verdi) e florfenicolo
(FFC, triangoli marroni).

Figure 1. Phylogenetic tree inferred using iTOL’s interactive user interface (https://itol.embl.
de/). The tree contains all 78 Streptococcus suis isolates sequenced in this study. Shading
over tip labels indicates the sequence types (STs). The serotypes of each isolate are also
shown. The antibiotic-resistant molecules are annotated by shapes indicating the presence of
penicillin (P, red triangles), tetracycline (TE, light blue asterisks), clindamycin (CLY, pink
circles), trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT, blue squares), enrofloxacin (ENR, green
asterisks), and florfenicol (FFC, brown triangles).
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L’analisi filogenetica mostra che gli isolati si raggruppano in 4 grandi cluster. 1l primo cluster
¢ composto dai SS1 e SS2 ed ¢ caratterizzato da bassa eterogeneita nonostante questi isolati
provenivano da differenti regioni e differenti organi. Il secondo cluster ¢ composto dai 4 isolati
SS8 e 9, mentre il terzo cluster e composto da 2 gruppi: il primo composto dai SS9, 15 e 23
e il secondo dai SS10 isolati da 7 casi di meningite, 6 dei quali in Piemonte (2018). Il quarto
cluster comprende il maggior numero di isolati inclusi in questo studio, appartenenti a 6 differenti
sierotipi. Non sono state osservate correlazioni con la localizzazione geografica, I’anno o I’origine
degli isolati all’interno di quest’ultimo cluster ma tutti gli isolati SS9 resistenti alla penicillina
sono raggruppati in questo cluster.

DISCUSSIONE

Questo lavoro descrive i sierotipi, i ST e la suscettibilita agli antimicrobici di 78 isolati di S.
suis provenienti da altrettanti focolai di streptococcosi in 78 allevamenti suini in Italia, dove una
analisi della distribuzione dei ST non era stata intrapresa negli ultimi 20 anni. Oltre ad essere di
aiuto in sanita animale, la caratterizzazione di S. suis dai suini ¢ utile per tracciare le infezioni
umane che originano dai suini. Nello popolazione oggetto di questo studio i 2 maggiori sierotipi
di S. suis identificati sono stati SS2 e SS9, responsabili di circa il 70% dei casi. Precedenti studi
condotti in Italia avevano mostrato che il numero di infezioni sostenute da SS9 erano di gran
lunga inferiori a quelle causate da SS2 (Wisselink et al., 2000). Successivamente, SS9 ¢ stato
segnalato come sierotipo prevalente in una filiera integrata italiana (Sandri et al., 2015). Il numero
di infezioni causate da SS2 e SS9 descritto in questo studio ¢ circa equivalente, confermando un
incremento delle infezioni sostenute da SS9 negli allevamenti suini. SS7 ¢ il terzo sierotipo che ¢
stato osservato, confermando il trend osservato anche in Germania (Louise Priifer et al., 2019). 1
nostri dati indicano anche la presenza di SS10 e SS15 mai identificati in Italia ma gia descritti in
Spagna e UK (Wisselink et al., 2000). Tutti gli isolati SS2 eccetto uno, sono confinati all’interno
di un unico cluster nell’albero filogenetico. Questo cluster ¢ composto da isolati appartenenti al
ST1, ST predominante e associato ad infezioni nei suini in Europa, e inaspettatamente da ST7.
ST7 non ¢ stato mai descritto nei suini in Europa (Goyette-Desjardins et al., 2014) ma ¢ il ST
prevalentemente associato a streptococcosi nei suini in Cina e responsabile di 2 epidemie di S. suis
nell’uomo nel 1998 e nel 2005 (Guo et al., 2020). Per quanto riguarda il SS7, tutti gli isolati SS7
appartengono al ST29 e sono raggruppati all’interno di un unico cluster. SS7 appartenenti al ST29
sono stati descritti recentemente come causa di gravi infezioni nei suinetti in Germania e Austria.
Per questo motivo ST29 ¢ stato proposto come ST emergente in Europa (Rieckmann et al., 2018).
Differentemente da quanto descritto per SS2, gli isolati SS9 sono distribuiti all’interno di differenti
cluster nell’albero filogenetico e si raggruppano con isolati appartenenti ad altri sierotipi. Questa
grande eterogeneita ¢ stata gia descritta per SS9. Tra gli isolati SS9, 3 risultano ST16, un clone
dominante nei casi S. suis nei suini in Olanda. Sebbene la maggior parte dei casi di S. suis
nell’uomo sono associati al ST1, recentemente in Tailandia alcuni casi umani sono stati attribuiti
al ST16 (Willemse et al., 2019). Una larga porzione di SS9 sono stati assegnati al ST123, gia
descritto in Spagna nel 2009 e raggruppati all’interno di un unico cluster. Gli isolati ST123, molti
di quali resistenti alla penicillina, sono risultati prevalenti tra i nostri isolati.

Per quanto riguarda la sensibilita agli antimicrobici, in questo studio abbiamo confermato la
resistenza alla tetraciclina e alla clindamicina. La sensibilita al sulfametossazolo/trimethoprim
e ai fluorochinoloni ¢ generalmente pit bassa nel nostro studio rispetto a studi condotti in altri
paesi Europei (van Hout et al., 2016). Infine abbiamo osservato un elevato livello di resistenza
alla penicillina con circa un isolato su cinque con una ridotta suscettibilita nei confronti di questa
molecola.

Non ¢ stata riscontrata resistenza nei confronti di ampicillina, confermando I’ipotesi di una
incompleta cross-resistenza tra questi due antimicrobici.
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CONCLUSIONI

Questo studio conferma 1’importanza di programmi di sorveglianza passiva della infezione da
S.suis nella specie suina. Tale sorveglianza permetterebbe 1’identificazione precoce di cloni con
potenzialita zoonotiche o resistenti agli antibiotici. Per la prima volta, si ¢ osservata la presenza
di un clone resistente alla penicillina, non ristretta in termini geografici o di filiera produttiva.
Tale riscontro ¢ preoccupante sia in termini di sanita animale che di salute pubblica, e suggerisce
fortemente 1’adozione di misure preventive volte a limitarne la diffusione.
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INFEZIONI DA PCV2, PCV3 E PORCINE CIRCOVIRUS-LIKE
VIRUS P1 NEI SUINI DI ALLEVAMENTO E NEI CINGHIALI
SELVATICI

INFECTIONS BY PCV2, PCV3 AND CIRCOVIRUS-LIKE VIRUS P1
IN FARMED SWINE AND WILD BOARS
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Parole chiave: PCV2, PCV3, porcine circovirus-like virus P1
Key words: PCV2, PCV3, porcine circovirus-like virus P1

RIASSUNTO

Sono presentati i dati raccolti nell’ambito del progetto di ricerca corrente finanziato dal
Ministero della Salute sulle infezioni da PCV2, PCV3 e porcine circovirus-like virus P1 nei
suini di allevamento e cinghiali selvatici. Sono stati analizzati campioni conferiti presso le
sedi territoriali dell’IZSLER per monitoraggio periodico o diagnosi di patologia da dicembre
2017 e dicembre 2019. I dati raccolti dimostrano I’attiva circolazione di PCV3 nelle due
popolazioni, senza evidenziare stretta relazione tra infezione e patologia. Si ¢ confermata,
invece, una correlazione tra titoli virali elevati per PCV2 (>10° copie/mL o g di tessuto)
¢ la presenza di patologia nei suini di allevamento. Inoltre, la positivita a PCV2 e i titoli
virali sono risultati significativamente piu bassi nei suini d’allevamento rispetto ai cinghiali
selvatici mettendo in luce I’efficacia della vaccinazione. PCV2d ¢ risultato il genotipo
prevalente (67.65%), negli allevamenti, mentre nei cinghiali selvatici ¢ prevalente il PCV2b
(59.68%). In due allevamenti ¢ stata inoltre riscontrata la circolazione di PCV2a, assente nei
cinghiali selvatici analizzati. Porcine circovirus-like virus P1 descritto in Cina, dove circola
almeno dal 2005, non ¢ stato rilevato in nessuna delle due popolazioni oggetto di studio. I
dati raccolti necessitano di ulteriori elaborazioni, ma evidenziano la necessita di approfondire
sempre piu le conoscenze sui circovirus infettanti i suini, soprattutto in considerazione della
natura multifattoriale delle malattie ad essi associate, che presentano tuttora numerosi aspetti
sconosciuti.

SUMMARY

The study presents data collected as part of a research project, funded by the Ministry of
Health, concerning infections by PCV2, PCV3 and porcine circovirus-like virus P1 on samples
from farmed pigs and wild boars delivered to the territorial laboratories of the [IZSLER for
periodic monitoring or diagnosis of pathology from December 2017 and December 2019.
The data obtained highlighted the intense circulation of PCV3 among farmed pigs and wild
boars, without evidence of strict correlation between infection and disease. On the other
hand, a correlation between high viral titers for PCV2 and disease conditions was confirmed.
Moreover, the different prevalence of PCV2 in farmed pigs and wild boars highlighted the
effectiveness of vaccination. PCV2d was the prevalent genotype (67.65%) in farmed pigs,
while PCV2b was the most frequent in wild boars (59.68%) samples. PCV2a was found in
two farms. Further analysis of the sequence data, it will significantly expand the value of the
work. The presence of circovirus-like virus P1 was not detected neither in farmed pigs nor
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in wild boars. The data presented require further processing, but highlight the necessity to
deepen the knowledge on circoviruses infecting pigs.

INTRODUZIONE

Nonostante il successo della vaccinazione, PCV2 rappresenta ancora una minaccia importante
per la salute e la produzione di suini in tutto il mondo (Afolabi, et al, 2017,0priessnig and
Langohr, 2013). La diversita e la natura multifattoriale delle malattie da circovirus (PCVD),
la notevole variabilita genetica di PCV2 e I’assenza di immunita sterilizzante contribuiscono
alla complessita del problema. Ne consegue che la comprensione dei fattori che determinano
I’emergere di nuovi genotipi prevalenti sia di primaria importanza (Franzo, Giovanni, et al,
2016). PCV2 comunemente infetta anche i cinghiali. Pochi sono pero gli studi di epidemiologia
molecolare sulle infezioni da PCV2 nei cinghiali selvatici, o che confrontino i ceppi circolanti
in campo in aziende vaccinate ¢ non. Alcune analisi delle sequenze disponibili in GenBank
suggeriscono la presenza di forze selettive dovute alla vaccinazione (Franzo, Giovanni, et al,
2016,Karuppannan and Opriessnig, 2017).

Fino ad alcuni anni fa, PCV2 era considerato 1’unica specie del genere Circovirus patogena
per i suini. Ma il quadro dei circovirus infettanti i suini si sta facendo piti complesso. E stata
infatti descritta una nuova specie di circovirus, Porcine Circovirus 3 (PCV3), associata a
forme cliniche simili a PCVD (Palinski, et al, 2017,Phan, et al, 2016). In Cina inoltre ¢ stato
descritto un nuovo virus, non ancora classificato, caratterizzato da un genoma ridotto (648
nt), molto simile a PCV2 e per questo denominato porcine circovirus-like virus P1 (P1).
Diffuso in Cina (Wen, et al, 2012,Wen, et al, 2018), ¢ stato associato a simili a PCV-SD ¢ a
tremori congeniti. Nessuno studio, che ne confermi o ne smentisca la presenza in altre parti
del mondo ¢ stato fino ad ora pubblicato.

Nel 2019, inoltre ¢ stato rilevato un ulteriore circovirus, denominato PCV4 in suini con
forme respiratorie, diarrea e in alcuni casi lesioni della cute simili alla sindrome Dermatite-
Nefrite (PDNS) (Zhang, et al, 2020). Un recente studio non ha dimostrato la presenza del
nuovo virus in Italia e Spagna (Franzo, G., et al, 2020). PCV3, al contrario, puo considerarsi
un virus emergente. Indagini virologiche e sierologiche condotte negli Stati Uniti e in Cina
e in numerosi paesi hanno evidenziato come PCV3 circoli comunemente nella popolazione
suina, con una prevalenza dal 12 al 59% (Palinski, et al, 2017). Alcuni studi dimostrano
che le infezioni subcliniche sono comuni (Stadejek, et al, 2017,Zheng, et al, 2018), ma
in alcune condizioni PCV3 sembra essere 1’agente eziologico di disturbi riproduttivi e di
forme simili a malattia sistemica da circovirus (PCV-SD) e a PDNS (Ku, et al, 2017,Phan,
et al, 2016,Palinski, et al, 2017). Non puo essere dunque al momento scartata 1’ipotesi che,
come per PCV2 (Ellis, 2014), anche gli esiti delle infezioni da PCV3 e P1 siano influenzati
da co-infezioni, super-infezioni, e fattori come le pratiche di allevamento e i protocolli di
vaccinazione.

Da qui I'importanza di uno studio che consenta non solo di acquisire fondamentali
informazioni sulla presenza, circolazione e patologie correlate alle infezioni da PCV2, PCV3
e P1 nei suini di allevamento e cinghiali selvatici.

MATERIALI E METODI

Suini da allevamento—Sono stati analizzati campioni conferiti alle sedi territoriali del’ IZSLER
per la diagnosi di PCVD e per sorveglianza periodica (sulla base dei dati anamnestici),
nel periodo da dicembre 2017 a dicembre 2019. Animali selvatici (cinghiali)— Sono stati
analizzati campioni (polmoni, milza, linfonodi) da cinghiali conferiti ai laboratori diagnostici
dell’IZSLER per la sorveglianza delle malattie infettive della fauna selvatica da dicembre
2017 a dicembre 2019. Test diagnostici — La ricerca di PCV2 ¢ stata eseguita secondo quanto
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precedentemente descritto (Opriessnig, et al, 2003). I campioni sono stati analizzati per
PCV3 mediante Real-Time PCR utilizzando primer precedentemente descritti (Palinski, et al,
2017)ed una sonda Tagman appositamente disegnata. La ricerca di P1 ¢ stata eseguita come
precedentemente descritto (He, et al, 2015). Sono stati registrati eventuali agenti confettanti
emersi dalle indagini diagnostiche, inoltre, in tutti i cinghiali ed in alcuni campioni di suini
d’allevamento ¢ stata ricercata la presenza di PPV1-6 secondo il protocollo descritto da
Opriessnig et al. (2014). Caratterizzazione molecolare dei ceppi—La genotipizzazione dei
ceppi di PCV2 mediante Real-Time PCR ¢ stata effettuata secondo quanto precedentemente
indicato (Opriessnig, et al, 2013,0priessnig, et al, 2010). Sono stati inoltre disegnati alcuni
primer da utilizzare come PCR end-point per la caratterizzazione di PCV2c. Per campioni
positivi con Cq <30 a PCV2 o PCV3 ¢ stato tentato il sequenziamento. Le sequenze di
ORF2 e del genoma di ceppi di PCV3 sono state ottenute, mediante sequenziamento Sanger,
secondo quanto indicato da Palinski et al. (2016 e 2017). Analisi di sequenze —L’allineamento
delle sequenze ¢ stato realizzando con ClustalW utilizzando MEGAG6 (Tamura, et al, 2013)
con il quale sono anche state effettuate le analisi filogenetiche preliminari.

RISULTATI

Suini da allevamento - Sono stati analizzati per PCV3, 1178 campioni (comprendenti sie-
ri, linfonodi, tamponi nasali, fluidi orali, fluidi testicolari, tessuto cardiaco) di suini di alle-
vamento. I campioni appartenevano a 511 conferimenti pervenuti presso le sedi territoriali
IZSLER, provenienti da 207 allevamenti dislocati in 26 province italiane, principalmente
nella Pianura Padana. I soggetti campionati comprendono tutte le fasi del ciclo produttivo,
dai feti al finissaggio. Complessivamente il 32,09% dei campioni analizzati ¢ risultato posi-
tivo per PCV3, i1 36.79% dei conferimenti aveva almeno un campione positivo. In totale, nel
44.5% degli allevamenti campionati ¢ stata dimostrata la presenza del virus. Organizzando i
dati per le categorie di animali (Figura 1) si € osservato che la massima frequenza di campio-
ni positivi ¢ stata registrata nei suini sottoscrofa (58.36%), seguita da quella delle scrofette
(46.1%) e delle scrofe (34.21%).

Figura 1: Frequenza campioni positivi a PCV3 nelle varie categorie di suini da allevamento.
Nella categoria “SUINO” sono raccolti i campioni dei soggetti la cui eta non era definita.
Figure 1: Frequency of PCV3 positive samples in the different categories of farmed pigs. In
the “SUINQO” category, samples of not classified subjects are collected.

11 56.03% dei campioni analizzati per PCV3 apparteneva a conferimenti per monitoraggio,
il 40.41% per diagnostica di patologie, mentre del 3.56% dei campioni non si avevano
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informazioni sul motivo del conferimento. I campioni positivi rappresentano il 40.52% dei
campioni per monitoraggio e 19.75% di quelli per patologia. I campioni sono stati classificati
in base al titolo virale. Sia per i campioni per monitoraggio che per patologia i campioni
negativi rappresentano la classe piu frequente seguita da quella con titoli virali da 10* a10°
copie genoma/g o mL. Da sottolineare che in alcuni campioni di feti sono stati rilevati titoli
virali >10'° copie/g.

Sono stati analizzati per PCV2 704 campioni da suini di allevamento, provenienti da 161
allevamenti. Tutti gli allevamenti coinvolti seguivano un programma di vaccinazione per
PCV2. 11 44% dei campioni era da conferimenti per monitoraggio, la restante per diagnosi
di patologie. L’80,39% dei campioni analizzati € risultato negativo per PCV2. Suddividendo
i campioni positivi in classi di positivita ¢ stata confrontata la distribuzione dei campioni
conferiti per monitoraggio e quelli per diagnosi di patologie (Figura 2). Si ¢ cosi evidenziato
che i campioni conferiti per monitoraggio avevano titoli virali <10° copie/g o mL. La maggior
parte dei campioni con titolo virale >10® copie/g o mL, invece, erano relativi a conferimenti
per diagnosi di PCV-SD, mentre due casi si riferivano a feti. Per quanto riguarda i genotipi
riscontrati, PCV2d (67.65%) ¢ risultato il genotipo prevalente nei suini di allevamento,
seguito da PCV2b (26.47%). In due allevamenti ¢ stata riscontrata la circolazione di PCV2a,
mentre in nessun campione, ¢ stato rilevato PCV2c o altri genotipi. I campioni da soggetti
con quadro tipico da PCVD, risultati negativi per PCV2 e PCV3 sono stati inoltre analizzati
per la presenza di P1, con esito negativo. Per quanto riguarda 1’analisi delle co-infezioni ¢
possibile osservare che il 34,7% dei campioni positivi per PCV3 era anche positivo a PCV2.
Si ¢ evidenziato inoltre che nel caso di PCV2, le proporzioni di campioni positivi a PPV1,
PPV2, PPV6 e PRRS sono significativamente piu alte nei campioni con titoli virali elevati
rispetto ai negativi ¢ debolmente positivi.

Cinghiali selvatici - Sono stati inoltre analizzati per la presenza di PCV2, PCV3 e P1, 245
campioni di cinghiali selvatici provenienti da 7 province del nord d’Italia. Come per i suini
di allevamento, anche nei cinghiali selvatici non ¢ stata rilevata la presenza di P1. Tutti i
cinghiali analizzati erano soggetti adulti che non hanno evidenziato lesioni macroscopiche
riconducibili a patologie in sede autoptica. I1 53.47% dei campioni di tessuti prelevati dai cin-
ghiali ¢ risultato positivo per PCV3. 11 60.92% dei campioni di cinghiali selvatici ¢ risultato
positivo per PCV2. La suddivisione dei campioni in classi di positivita per il virus PCV2, ¢
stata confrontata con quella dei suini di allevamento (Figura 2).

o 8 _B _

N <le+04 1e~04<PCV2<1e-06 1e~06<PCV2<1e-08 >1e+08

= suini MONITORAGGIO 83,96% 9,56% 6.48% 0,00% 0,00%
suini PATOLOGIA 79.41% 1.5%% 7.69% 451% 7.16%
CINGHIALI 39.08% 1,68% 20,17% 20.83% 9.24%

Figura 2: Classi di positivita a PCV2 nei suini da allevamento per monitoraggio e patologia ¢ nei
cinghiali selvatici
Figure 2: Classes of PCV2 positivity in wild boars and farmed pigs with or without clinical signs.
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Per quanto riguarda i genotipi riscontrati mediante Real-Time PCR e sequenziamento,
PCV2b ¢ il prevalente nei cinghiali selvatici (59.68%) rispetto al PCV2d (38.71%). Non
sono stati rilevati ceppi PCV2c e PCV2a o altri genotipi in questa popolazione. Come per
i suini d’allevamento, per 1’analisi delle co-infezioni, occorreranno ulteriori elaborazioni
statistiche dei dati. Come la positivita a PCV2 e PCV3 anche la positivita a PPV1, PPV2,
PPV3 nei cinghiali ¢ in generale piu alta che nei suini.

Analisi filogenetiche - 1 primi dati delle analisi filogenetiche delle sequenze di ORF2 e
dell’intero genoma dei ceppi di PCV2 e PCV3 ottenute dai suini da allevamento e dai cin-
ghiali selvatici mostrano che nella maggior parte dei casi i ceppi circolanti nelle due popo-
lazioni appartengono a clusters diversi, ma vi sono evidenze di possibili scambi tra le due
popolazioni.

DISCUSSIONE

I dati raccolti nel presente progetto di ricerca hanno dimostrato I’attiva circolazione di PCV3 nei
suini d’allevamento e nei cinghiali selvatici. In totale, nel 44.5% degli allevamenti campionati
¢ stata dimostrata la presenza del virus. Complessivamente il 32,09% dei campioni analizzati
¢ risultato positivo per PCV3, in particolare il 36.79% dei conferimenti aveva almeno un
campione positivo. I dati sulla prevalenza di PCV3 riportati in letteratura, variano molto da
studio e studio, ma sicuramente la positivita riscontrata nell’area della Pianura Padana nel
corso di questo progetto ¢ molto alta. Uno studio sulla circolazione di PCV3 in allevamenti
negli Stati Uniti ha rilevato una proporzione molto simile di allevamenti positivi a (44%)
(Wang, et al, 2019). Molto importanti sono i dati raccolti relativamente alla ripartizione dei
positivi nelle varie categorie di animali. La massima frequenza di campioni positivi ¢ stata
registrata nei suini sottoscrofa (58.5%), seguita da quella delle scrofette (46.05%) e delle
scrofe (34.21%). Questo induce a pensare che I’infezione sia spesso molto precoce, entro i
primi giorni di vita, o addirittura si puo ipotizzare che molti suinetti nascano gia infetti. I dati
raccolti inoltre non emerge che I’infezione da PCV3 sia fortemente legata a forme cliniche. La
positivita ¢ risultata infatti piu alta nei soggetti campionati per monitoraggio (40.52%) rispetto
a quelli per patologia (19.75%). Nemmeno I’analisi dei titoli virali dimostra che ci siano titoli
virali significativamente piu alti nei soggetti con patologia rispetto a quelli campionati per
monitoraggio. Resta sicuramente da indagare la positivita nei feti spesso con titoli virali molto
elevati e nel siero di scrofe con aborto. Anche la positivita nei tessuti dei cinghiali (53.47%),
apparentemente in buone condizioni di salute, non supporta una correlazione dell’infezione
con condizioni patologiche. All’inizio di questo studio nessun dato era stato pubblicato
sull’infezione da PCV3 nei cinghiali selvatici. Recentemente sono stati resi disponibili i dati di
due ricerche, una sui sieri di cinghiali del parco regionale dei colli Euganei (Franzo, Giovanni,
et al, 2018) ed una effettuata su sieri e tessuti della popolazione di cinghiali della Catalogna
(Klaumann, et al, 2019). La percentuale di campioni positivi riscontrata nella presente indagine
(53.47%) ¢ molto piu alta di quella dei cinghiali del parco dei colli Euganei (circa 30%) ed ¢
piu simile a quella della Catalogna (53,66%). Come osservato negli altri studi, comunque, ¢
possibile affermare che i dati si discostano da quanto rilevato nella popolazione dei suini di
allevamento.

Diverso ¢ il quadro che emerge dai dati di PCV2 raccolti sui campioni di suini da allevamento.
L’80,39% dei campioni analizzati ¢ negativo per PCV2 (79.05% dei campioni conferiti per
diagnosi di patologie, 83.96% dei campioni conferiti per monitoraggio). Si € confermato, come
piu volte riportato in letteratura, che i campioni conferiti per monitoraggio hanno titoli virali
<10° copie/g o mL. La maggior parte dei campioni con titolo virale >10® copie/g, invece, erano
relativi a conferimenti per diagnosi di PCV-SD, mentre due casi si riferivano a feti.
L’infezione nei cinghiali selvatici € molto frequente: 53.47% dei campioni € risultato positivo.
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Pur trattandosi di specie diverse, confrontato con la positivita intorno al 20% nei suini
d’allevamento il dato potrebbe essere ascrivibile all’effetto della vaccinazione, considerando
anche che la proporzione di campioni con titoli virali da 10* a 10° copie/g e da 10° a 10®
copie/g ¢ significativamente maggiore nei cinghiali. Molto interessante ¢ 1’analisi dei genotipi
riscontrati. Nei suini d’allevamento il genotipo prevalente ¢ PCV2d (67.65%), seguito da
PCV2b. In due allevamenti inoltre stata riscontrata la circolazione di PCV2a assente nei
cinghiali. PCV2b ¢ il genotipo preponderante nei cinghiali selvatici (59.68%) seguito dal
PCV2d. PCV2c o altri genotipi non sono stati rilevati in nessuna delle due popolazioni.

Sia nei suini di allevamento, che nei cinghiali selvatici non ¢ stato rilevato P1, mentre in Cina
¢ stato riportato nel 19% circa dei campioni analizzati (Wen, et al, 2017).

Per quanto riguarda I’analisi delle co-infezioni, occorreranno ulteriori elaborazioni statistiche
dei dati. E possibile comunque osservare che il 34,7% dei positivi a PCV3 era anche positivo
a PCV2. Inoltre per PCV2, le proporzioni di campioni positivi a PPV1, PPV2, PPV6 e
PRRS sono sensibilmente piu alte nei campioni con titoli virali elevati rispetto ai negativi e
debolmente positivi, a conferma di quanto gia noto su questo virus.

CONCLUSIONI

I dati, raccolti nell’ambito di questo progetto di ricerca corrente finanziato dal Ministero della
Salute (IZSLER2017007 RC), avvalorano la necessita di approfondire sempre piu le cono-
scenze sui circovirus infettanti i suini, soprattutto per la natura multifattoriale delle malattie
ad essi associate, che presentano tuttora numerosi aspetti sconosciuti.
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RIASSUNTO

L’istopatologia, strumentoimprescindibile perladiagnosidi PCVD, mediante I'immunoistochimica
¢ oggi anche un supporto per valutare la carica virale residua nei tessuti per stimare ’efficacia
vaccinale. Obiettivo del presente studio ¢ stata la stima, in soggetti vaccinati e poi esposti ad
infezione nasale con PCV2, della presenza di lesioni riconducibili a PCVD nonché la stima della
carica virale residua nei tessuti linfoidi. In nessuno dei 20 soggetti in esame sono state rilevate
lesioni macroscopiche o microscopiche riferibili a PCVD: unica osservazione compatibile con
infezione da PCV?2 ¢ stata il riscontro di cellule istiocitarie reattive e/o cellule giganti multinucleate
singole centrofollicolari nel 31% dei tessuti linfoidi disponibili dai soggetti vaccinati, rispetto ad
una percentuale del 13% nei soggetti non vaccinati. La carica virale residua saggiata mediante
immunoistochimica ¢ stata dimostrata solo in 3 soggetti su 20, con positivita prevalentemente
di grado 1. Conclusioni: 1) I’infezione sperimentale con PCV2 preceduta da vaccinazione non
¢ risultata associata allo sviluppo di PCVD; 2) la carica virale residua nei tessuti linfoidi dopo
esposizione a PCV2 ¢ risultata bassa, ma il risultato andrebbe confrontato con metodica piu
sensibile dell’imunoistochimica; 3) emerge la possibile associazione ad un meccanismo IFN-
gamma dipendente stimolato dal vaccino, nella presenza nei soggetti vaccinati di cellule giganti/
istiocitarie reattive.

ABSTRACT

Histopathology and immunohistochemistry have been confirmed as an essential tools in the
diagnosis of Porcine Circovirus Diseases (PCVD), and are also helpful to evaluate the efficacy
of PCV2-vaccines both in field conditions and in experimental vaccination challenges. The main
goal of this study was to assess by histopathology and immunohistochemistry (IHC) the protective
effect of an experimental PCV2-vaccine with different payload in vaccination-exposure challenge.
Twenty pigs were examined. The only histological finding consistent with PCV2 infection was
the presence of reactive histiocytic cells and/or centrofollicular single multinucleated giant cells.
The percentage of these cells was higher in vaccinated (31%) than in the unvaccinated pigs (13%).
Residual viral load assessed by IHC was demonstrated in 3/20 animals, which was predominantly
grade 1. Conclusions: 1) experimental vaccination and infection with PCV2 was not associated
with PCVD development; 2) residual viral load in lymphoid tissue after exposure to PCV2 is low,
but the result should be compared with a more sensitive method; 3) the possible pathogenetic
association between giant/histiocytic cells in lymphoid tissue and IFN-gammma-dependent
mechanism in vaccinated subjects is hypothesized.
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INTRODUZIONE

Porcine Circovirus tipo 2 (PCV2) ¢ oggi considerato uno degli agenti patogeni pit importanti
per i suini domestici in tutto il mondo; ¢ responsabile di un ampio spettro di patologie indicate
con I’acronimo PCVD — Porcine Circovirus Disease (Opriessnig et al., 2007), di cui la pit nota
¢ la Post-weaning multisystemic wasting syndrome (PMWS).

La diminuzione della morbilita ed il miglioramento dell’efficienza produttiva dopo 1’adozione
dei vaccini anti-PCV2, introdotti in commercio nel 2004 in Europa e nel 2006 in America,
hanno enfatizzato 1’impatto negativo dell’infezione da PCV2. Infatti, oltre a ridurre la
mortalita associata a PMWS, I’impiego della vaccinazione ha determinato un incremento della
produttivita sia nelle aziende colpite dalla PMWS che in quelle non colpite, in quest’ultimo
caso rendendo evidente ’esistenza e I’importanza delle forme subcliniche d’infezione, che
ugualmente determinano un impatto negativo sull’economia aziendale (Young et al., 2011;
Alacorn et al., 2013). Nonostante i successi della vaccinazione, dimostratasi efficace nel ridurre
i segni clinici di malattia, la carica virale nel sangue e la percentuale di suini viremici, nonché
di determinare una diminuzione dell’escrezione virale, la maggior parte della popolazione suina
¢ ancora cronicamente infetta da PCV2 (Afghah ef al., 2017). Infatti, i vaccini attualmente
disponibili non inducono una protezione completa ed il virus continua a circolare anche nelle
aziende che praticano la vaccinazione (Kekarainen & Segalés, 2015). In campo il problema
principale rimane quello dell’insorgenza di infezioni subcliniche con ceppi naturalmente
circolanti, che possono potenzialmente causare effetti collaterali, quali riduzione della risposta
immunitaria sistemica, con ripercussioni sulla resistenza allo sviluppo di malattie.

Uno dei limiti dei vaccini commerciali puo essere ascrivibile alla diversita genomica riscontrata
nei ceppi di campo, che fanno ipotizzare la possibile fuga immunitaria da vaccino (Xiao et al.,
2012). Allo stesso modo, la diversita nella formulazione dei vaccini commerciali attualmente
disponibili rende complessa la valutazione omogenea della loro efficacia, laddove si riscontrano
differenze quantitative nell’induzione dell’immunita cellulo-mediata e umorale tra le diverse
tipologie di vaccini monodose in commercio (Seo et al., 2014), ed in virti della mancanza di
un dato di riferimento oggettivo riguardante la carica antigenica minima proteggente da fornire
affinché siano raggiunti gli obiettivi della vaccinazione.

Vanno oggi dunque ampliandosi le frontiere nella sperimentazione di formulazioni vaccinali
che possano garantire il conferimento di una maggiore protezione mediante lo sviluppo di una
risposta immunitaria protettiva completa. In questo scenario di prospettive future nel campo della
sperimentazione di nuove formulazioni vaccinali, la diagnostica istopatologica, che nel tempo
si ¢ confermata strumento diagnostico imprescindibile nelle diagnosi di PCVD, si colloca come
supporto per stimare I’efficacia vaccinale sia in campo che in condizioni sperimentali di challenge
vaccinazione-esposizione, tesa a dimostrare le basse cariche virali residue nei tessuti di soggetti
vaccinati nel confronto con i non vaccinati, a conferma di un’avvenuta clearance virale.
Obiettivo del presente studio, di cui la parte in vivo ed i dosaggi di fattori umorali ematici ¢ gia
stata presentata nel 2019 al convegno SIPAS (Guarneri et al., 2019), ¢ di documentare in soggetti
vaccinati con una formulazione vaccinale sperimentale fornita a 3 diversi dosaggi, quale sia
I’effetto protettivo verso I’infezione intranasale con PCV2 e quale sia, in seguito a quest’ultima,
la carica residua virale nei tessuti target.

MATERIALI E METODI

Sperimentazione animale - Casistica

Sono stati utilizzati 20 suinetti ibridi commerciali “Goland” trattati nell’ambito di un
programma sperimentale, autorizzato dal comitato etico di IZSLER e dal Ministero della
Salute (autorizzazione MINSAL alla sperimentazione animale n. 230/2018 del 14/3/2018 ai
sensi dell’art. 31 del D.Igs 26/2014). Brevemente: suinetti di 30 giorni di vita provenienti da 3
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distinte nidiate, suddivisi in 4 gruppi, venivano stabulati in 4 diverse stalle d’isolamento. Dopo
adeguato acclimatamento a 39 giorni sono stati vaccinati e, dopo 4 settimane, infettati per via
intranasale (per dettagli Guarnieri et al., 2019).

11 disegno sperimentale della vaccinazione ha previsto I’impiego di un vaccino sperimentale a
diversa quantita di antigene costituito da un ceppo PCV2b intero inattivato con beta-propiono-
lattone (BPL), formulato in adiuvante oleoso, somministrato per via IM nella regione del collo, a
tre gruppi (A, B, C) di cinque animali ciascuno, in dose decrescente di antigene per ogni gruppo
(A: 800 ng, B: 266 ng; C: 88 ng) e confrontato con un gruppo controllo non vaccinato (D).
Dopo 4 settimane a tutti gli animali ¢ stata somministrata, per via intranasale, una sospensione
virale contenente 200.000 Dosi Infettanti 50% del ceppo PCV2 omologo a quello del vaccino.

Esame necroscopico e processazione dei campioni

Gli animali sono stati soppressi a 51+2 giorni post-infezione e sottoposti ad esame necroscopico
secondo protocollo autorizzato dal MINSAL in tre giornate, con identificazione random dei
soggetti da sopprimere, in maniera da garantire la presenza di soggetti appartenenti a ciascun
gruppo in ogni giornata di soppressione.

Durante 1’esame necroscopico sono stati fissati in formalina tamponata campioni di tessuti
prevalentemente linfoidi, notoriamente bersaglio di PCV2: linfonodo mesenterico, milza,
linfonodo mediastinico, linfonodo inguinale superficiale, tonsille, ileo, polmone, trachea,
bronchi a livello di biforcazione tracheale, cuore, fegato, rene e pancreas.

I tessuti fissati sono stati successivamente inclusi in paraffina e sono state ricavate sezioni di 4
mm di spessore, colorate in seguito con ematossilina-eosina ai fini delle indagini istologiche.

Graduazione

E’ stato applicato un sistema di graduazione atto a descrivere I’entita dell’iperplasia del tessuto
linfoide (vedi figura 1) con le seguenti definizioni: Grado 1 o tessuto linfoide non reattivo:
linfonodi (presenza di follicoli primari e tessuto medulla-like ben rappresentato), milza
(presenza di guaine linfoidi periarteriolari formate unicamente da linfociti maturi con assenza di
centri germinativi), tonsilla (presenza di tessuto linfoide diffuso senza centri germinativi), ileo
(presenza di tessuto linfoide con assenza di centri germinativi). Grado 2: linfonodi (presenza
di follicoli secondari in quasi tutto il tessuto linfoide ed espansione del tessuto linfoide
interfollicolare con riduzione percentuale della presenza di tessuto medulla-like, comunque
sempre osservabile), milza (presenza di guaine linfoidi periarteriolari espanse, nel cui spessore
¢ possibile apprezzare la presenza di centri germinativi), tonsilla e ileo (presenza di centri
germinativi in non oltre il 50% del tessuto osservabile); Grado 3: linfonodi (marcata iperplasia
reattiva di tutti i follicoli osservabili ed espansione del tessuto linfoide interfollicolare, che
va ad occupare completamente, cancellandone 1’osservazione, il tessuto medulla-like), milza
(espansione pericentrica delle guaine linfoidi periarteriolari con presenza di numerosi centri
germinativi e tendenza alla confluenza con i centri linfoidi adiacenti), tonsilla ed ileo (presenza
di centri germinativi in tutto il tessuto linfoide osservabile).

Poiché I’esposizione al virus ¢ avvenuta per via nasale, si ¢ concentrata ’attenzione su
trachea e grossi bronchi a livello di biforcazione tracheale per individuare eventuali differenze
di componente flogistica mucosale tra i gruppi a confronto, stimata mediante un sistema
semiquantitativo di graduazione (esempio in figura 2). Il sistema ha previsto la valutazione
dell’infiltrato infiammatorio e della sua estensione. Quest’ultima ¢ stata stimata suddividendo
idealmente lo strato della lamina propria mucosae in tre terzi: terzo superiore a contatto con
I’epitelio cilindrico pseudostratificato ciliato della mucosa, terzo medio, e terzo inferiore
a contatto con lo strato di cellule muscolari lisce. In ogni caso ¢ stato stimato se I’infiltrato
infiammatorio rimanesse localizzato nel terzo superiore o se si estendesse ad invadere gli altri
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strati medio e inferiore. La valutazione semiquantitativa dell’entita della popolazione presente
¢ stata considerata: lieve (+): quando in un campo a 40x si potevano osservare poche (da 5 a 10)
cellule, tra linfociti e plasmacellule, disposte ad andamento lineare nella parte piu superficiale
del terzo superiore a contatto quasi con ’epitelio; moderata (++): quando il numero di cellule
aumentava con tendenza ad occupare con distribuzione abluminale lo spazio disponibile; grave
(+++): quando il numero delle cellule era cosi elevato da mascherare il tessuto connettivo della
lamina propria. In tutta la circonferenza della trachea o dei bronchi sia I’intensita dell’infiltrato
che I’estensione non apparivano uniformi e, il caso in corso di valutazione, ¢ stato graduato in
funzione della lesione peggiore osservabile anche se iporappresentata.

Grado 1 Grado 2 I Grado 3 J

| | LINFONODO |

MILZA

| |

| { TONSILLA

ILEO

Figura 1. Quadro istologico del grado di iperplasia del tessuto linfoide nelle diverse
stazioni linfoidi impiegate nello studio. Per tutte le sezioni colorazione ematossilina-
eosina, obiettivo 5x.

Figure 1. Histological picture of tissue hyperplasia in the lymphoid organs used in the study.
For the grading system see text. For all sections hematoxylin-eosin staining, 5x objective.
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Figura 2. Graduazione dell’infiltrato inflammatorio nella lamina propria della trachea/bronco
(biforcazione tracheale) confinata nel terzo superiore della lamina propria. Tutte le sezioni
colorazione ematossilina-eosina, obiettivo 40x. Per il sistema di graduazione vedi testo. Da
sinistra a destra +, ++, +++.

Figure 2. Grading of the inflammatory infiltrate in the lamina propria of the trachea /
bronchus (tracheal bifurcation) confined in the upper third of the lamina propria. All sections
hematoxylin-eosin staining, 40x objective. For the grading system see text. Left to right +,
o+, ot

Metodica immunoistochimica

L’indagine immunoistochimica per PCV2, ¢ stata condotta con I’utilizzo di un anticorpo
monoclonale specifico (Mab F217) gentilmente fornito dal Dr. Gordon Allan secondo
procedura gia pubblicata (Sarli et al., 2009).

Valutazione della reazione immunoistochimica per PCV2

Nei tessuti linfoidi la quantita di antigene virale, saggiata con indagine immunoistochimica,
¢ stata stimata mediante una variazione dei criteri proposti da Opriessnig et al. (2010),
prevedendo la possibilita di 4 differenti gradi di rilevazione dell’antigene:

Grado 0.assenza della reazione immunoistochimica;

Grado 1.positivita anche di una sola cellula in un numero di follicoli inferiore al 25% dei
follicoli presenti;

Grado 2.positivita anche di una sola cellula in un numero di follicoli presenti compreso tra
i1 25-50%;

Grado 3.positivita anche di una sola cellula in un numero di follicoli presenti superiore al
50%.

RISULTATI

In Tabella 1 sono riportati, suddivisi per gruppi, i risultati della graduazione dell’iperplasia
dei tessuti linfoidi, le valutazioni del grado di infiltrazione mucosale nella trachea e nei grossi
bronchi a livello della biforcazione tracheale ed i risultati della graduazione dell’indagine
immunoistochimica.
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3
* *
12 2 3 (CG/M) 2 (CG/M) S ++ S ++ S+
3 2 2 3 SeM
1 1 3 SeM++ SeM++
HC 1 HC 1 [HC 2 (CG/M) ++
3 2
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C IHC 1 IHC 1 IHC 1 HC 1
8 2 1 2 2 (C(?/M) * S ++ S++ S ++
3
7 3 2 2 1 (CG/M) 3 S ++ S ++ S+
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’ 3 ! 2 2 cam | com 51 -
2
+ + *
2 2 2 2 1 3 (CGM) S S
, 3 (CG/M) 2 2 1 3 3l S S
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IHC 2 IHC 1 IHC 1 HC1 | IHC1 |(CG/M)
D
4 3 3 2 3 3 2 S+ S ++ S ++
1 3 2 3 2 3 3 S ++ S++ S ++
2
++ ++ *
6 2 2 2 2 3 (CGM) S S

Tabella 1. Risultati della graduazione istologica dell’iperplasia nelle diverse stazioni linfoidi,
della localizzazione e dell’entita dell’infiltrato infiammatorio nella lamina propria della trachea
e dei grossi bronchi a livello di biforcazione tracheale e della reazione IHC per la graduazione
della carica virale residua nei tessuti linfoidi. I risultati dell’indagine IHC sono riportati solo se
diversi da 0. CG/M = stazione linfoide con presenza di isolate cellule giganti e/o multinucleate
centrofollicolari. * = sezione mancante. S = terzo superiore; M = terzo medio.

Table 1. Results of the histological grading of lymphoid tissues hyperplasia, localization and
extent of the inflammatory infiltrate in the lamina propria of the trachea and of the large bronchi
at the level of the tracheal bifurcation and of the IHC reaction for the grading of the residual
viral load in lymphoid tissues. The results of IHC are reported only if different from 0. CG /
M = presence of isolated giant cells and / or centrofollicular multinucleated cells. * = section
missing. S = upper third; M = middle third.
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Dall’esame dei risultati riportati in tabella 1, non si evincono differenze sostanziali tra i diversi
gruppi nel grado di iperplasia dei tessuti linfoidi. Risulta evidente in tutti i soggetti la scarsa
risposta iperplastica splenica che, solo nel gruppo D (soggetti di controllo non vaccinati),
appare leggermente piu pronunciata. In tutti i gruppi si puo inoltre notare una scarsa risposta
reattiva del linfonodo inguinale superficiale. Piu elevata iperplasia ¢ stata invece riscontrata
in tonsille, linfonodi mesenterici e tessuto linfoide dell’ileo. Per quanto riguarda i linfonodi
tracheo-bronchiali (tributari del territorio di esposizione al virus), la reazione iperplastica si
¢ dimostrata essere di grado intermedio, sicuramente non elevata come quella dei linfonodi
mesenterici.

In nessuno dei 20 soggetti in sperimentazione sono state rilevate lesioni macro- o
microscopiche riferibili a PCVD. L’unica osservazione istologica compatibile con un effetto
citopatico legato all’infezione da PCV2 ¢ stata il riscontro di occasionali cellule istiocitarie
reattive ¢/o cellule giganti multinucleate singole, localizzate al centro dei follicoli (Figura
3), senza mai riscontrare una chiara connotazione di granuloma. In ogni soggetto erano
disponibili 6 stazioni linfoidi; nei 5 soggetti del gruppo non vaccinato (D), su 30 stazioni
linfoidi totali sono state osservate cellule istiocitarie reattive e/o giganti centrofollicolari in 4
tessuti appartenenti a 3 soggetti diversi. Mentre complessivamente nei 15 soggetti dei 3 gruppi
sottoposti a vaccinazione sono state riscontrate cellule istiocitarie reattive e/o giganti in 28
stazioni di tessuto linfoide su 90, appartenente ad ognuno dei 15 soggetti (vedi Tabella 1).
Complessivamente la percentuale di cellule istiocitarie reattive e/o giganti centrofollicolari &
risultata piu elevata nei soggetti vaccinati (31%) rispetto ai soggetti non vaccinati (13%), ma
il test Chi quadrato ha evidenziato una differenza al limite della significativita (P=0,056) nel
confronto tra le due percentuali.

Figura 3. a) Suino, soggetto gruppo D (soggetto n. 6), ileo, cellule multinucleate nel tessuto
linfoide. b) Suino, soggetto gruppo C (soggetto n. 16), ileo, cellule istiocitarie reattive nel
tessuto linfoide. Ematossilina-eosina, 40x.

Figure 3. a) Pig, group D subject 6, ileus, multinucleated cells in lymphoid tissue. b) Pig, group
C subject 16, ileum, reactive histiocytic cells in lymphoid tissue. Hematoxylin-eosin, 40x.
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L’infiltrato infiammatorio mucosale a livello di trachea e grossi bronchi, in tutti i gruppi,
si ¢ dimostrato essere prevalentemente rappresentato da una lieve (+) o moderata (++)
quantita di linfociti e plasmacellule localizzata nel terzo superiore della lamina propria; lo
sconfinamento di una moderata quantita di infiltrato infiammatorio a livello di terzo medio ¢
stato evidenziato saltuariamente (1 soggetto per gruppo), nell’ambito dei gruppi sottoposti a
vaccinazione.

Con I’indagine immunoistochimica la reazione positiva per PCV2 si ¢ evidenziata con
colorazione marrone del citoplasma (figura 4), complessivamente con positivita, se presente,
riconducibile prevalentemente al grado 1; solo in due stazioni linfonodali (soggetti 3 e 11) si
¢ riscontrata una quantita di antigene di grado 2. Nel complesso la carica virale residua ¢ stata
dimostrata solo in 3 soggetti su 20 sottoposti ad indagine immunoistochimica (vedi tabella 1).

Figura 4 Risultato della reazione IHC per la quantificazione dell’antigene virale in un suino
del gruppo D (soggetto n. 3); a) linfonodo inguinale superficiale, follicolo positivo, 20x; in
b) a 40x, particolare della positivita all’IHC nel follicolo linfonodale; c) tonsilla, follicolo
positivo, 20x; in d) a 40x, particolare della positivita nella tonsilla, rappresentata da 2 cellule
giganti positive alla reazione [HC.

Figure 4 THC reaction for the quantification of the viral load. Group D, subject 3; a)
superficial inguinal lymph node and c) tonsils showing positive cells in a follicle, 20x; in b)
and d) details at higher magnification respectively of a) and c¢) (40x).

DISCUSSIONE

Dai risultati presentati al Meeting annuale SIPAS del 2019 (Guarneri ef al., 2019) relativi
all’indagine in vivo ¢ emerso che lo sviluppo di risposta IFN-g ¢ un rilievo altamente predittivo
di protezione: la risposta IFN-g viene modulata in senso positivo dal vaccino inattivato e non
dal virus infettante. Infatti, i soggetti che hanno sviluppato tale risposta PCV2-specifica dopo
la vaccinazione, non hanno presentato viremia post-infezione. Inoltre, la quantita di antigene
presente nel vaccino influisce sui livelli di anticorpi neutralizzanti anche nel periodo post-
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infezione. Tutti i soggetti del gruppo di controllo non vaccinato (D), non hanno mostrato lo
sviluppo di risposta IFN-g successivamente all’infezione intranasale con PCV-2. In tale gruppo,
la viremia ¢ stata riscontrata in tutti i soggetti; in generale, tutti i soggetti risultati viremici
dopo ’esposizione al virus erano IFN-g negativi e con titolo anticorpale inferiore o uguale a
1:100 a tre settimane dalla vaccinazione, a testimonianza di una stimolazione non efficace del
sistema immunitario. Il titolo anticorpale non ¢ risultato un adeguato indicatore di protezione
a livello individuale, dal momento che il picco anticorpale ¢ risultato talora coincidere con il
picco della viremia; tuttavia ¢ risultata esserci una correlazione positiva tra dosaggio antigenico
nel vaccino ed entita dei titoli di anticorpi, considerando che il gruppo A ha sviluppato un titolo
medio significativamente maggiore. Sull’efficacia virologica del vaccino risulta essere quindi
predittivo lo sviluppo di una risposta IFN-g-mediata piu che lo sviluppo della risposta umorale
(Guarneri et al., 2019).

In sede di confronto dei risultati ottenuti dalle diverse pertinenze laboratoristiche coinvolte nel
progetto, siamo stati chiamati, con i risultati ottenuti presso il Servizio di Anatomia Patologica
del DIMEVET, a rispondere alle seguenti domande.

1. Complessivamente si pud sostenere che in seguito ad esposizione a PCV2 nei soggetti
vaccinati non si sono rilevate lesioni riferibili a PCVD?

Il risultato si puo considerare atteso, visto che la riproduzione sperimentale delle PCVD prevede
sempre, oltre all’infezione con PCV2, anche la co-presenza di uno stressore infettivo o non
infettivo che in questo caso non ¢ stato fornito, poiché 1’obiettivo del progetto era solo valutare
la risposta al vaccino ed il contenimento della viremia dopo esposizione.

Unica manifestazione istologica del possibile danno da PCV2 ¢ stata identificata nella presenza
di cellule istiocitarie reattive/giganti centrofollicolari, senza che queste abbiano mai assunto
una chiara connotazione di granuloma.

Si ritiene che in molti granulomi cosiddetti “infettivi” la formazione di cellule epiteliodi/
giganti multinucleate a partire dai macrofagi faccia seguito all’attivazione degli stessi da
parte di citochine liberate da linfociti attivati dal contatto con gli antigeni, come nel caso della
formazione dei granulomi tubercolari, che si sviluppano attraverso una risposta linfocitaria
di tipo Thl (Ackermann, 2017). Tra le diverse citochine capaci di attivare i macrofagi nel
processo che porta alla formazione di cellule giganti multinucleate, risultanti dalla fusione
di due o piu macrofagi attivati, risulta essere coinvolto anche I’'I[FN-g (Snyder, 2017), e nei
soggetti vaccinati se ne ¢ riscontrata una produzione antigene-specifica sia come risposta al
vaccino che nella successiva infezione sperimentale.

Se si confrontano le percentuali di tessuti linfoidi che hanno manifestato la presenza di cellule
istiocitarie reattive/giganti centrofollicolari, complessivamente i tre gruppi di soggetti vaccinati
hanno presentato una percentuale di coinvolgimento maggiore (31%) rispetto a quelli non
vaccinati (13%), lasciando ipotizzare I’importanza di questo meccanismo [FNg-dipendente; pur
consapevoli che il test statistico ha messo in evidenza una differenza al limite della significativita
tra i valori a confronto (P=0,056), la conferma potrebbe essere ottenuta utilizzando un maggior
numero di soggetti. L’ipotesi di un meccanismo legato all’ipersensibilita ritardata nella genesi
della formazione di queste varianti cellulari centrofollicolari andrebbe anche contestualizzato,
considerando che anche il coinvolgimento di altre citochine pud contribuire al risultato,
interferendo in maniera sinergica o antagonista con I'IFN-g.

2. La vaccinazione ha realmente ridotto la carica virale nei tessuti target?

La diminuzione della comparsa di PCVD ¢ stato uno dei successi maggiori conseguiti con
I’avvento della vaccinazione, mentre non completamente conclusi sono i risultati sulla reale
riduzione dei soggetti con infezione subclinica.
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Da diversi anni sono noti criteri per stimare la carica virale per PCV2 nei tessuti anche in
seguito a vaccinazione (Opriessnig ef al., 2010; Hemann et al., 2012; Park et al., 2013). I criteri
impiegati per stimare I’efficacia vaccinale sono gli stessi utilizzati per la diagnosi di PMWS, ma
con logicita contraria: assenza di segni clinici di malattia, riduzione della carica virale nel siero
indicante efficacia virologica, assenza di lesioni caratteristiche nei tessuti linfoidi e assenza di
rilevazione mediante tecniche di immunoistochimica e ibridazione in sifu dell’antigene virale
a livello di stazioni linfoidi; a questi rilievi si aggiunge la stima dell’efficacia immunologica
conferita dalla vaccinazione mediante valutazione della risposta umorale e cellulo-mediata
(Chae, 2012).

Nella casistica oggetto di questo studio I’applicazione di metodica immunoistochimica per
stimare la presenza di macrofagi contenenti antigeni virali ha messo in evidenza una bassa
percentuale di soggetti positivi: 3 soggetti su 20, di cui 2 del gruppo a basso dosaggio di
antigene virale vaccinale (gruppo C) e 1 del gruppo di controllo (D) non vaccinato. Il risultato
va analizzato in maniera critica. Se da un lato puo essere considerato positivamente, in
quanto la riduzione della quantita di virus a livello di tessuti target ¢ uno degli obiettivi della
vaccinazione, dall’altro il risultato puo essere la conseguenza delle condizioni sperimentali. Le
PCVD sono sindromi multifattoriali innescate dalla presenza di cofattori infettivi e ambientali;
la stessa gestione in termini di biosicurezza, igiene e management d’allevamento si ¢ dimostrata
poter influire sulla progressione dell’infezione da PCV2 (Madec ef al., 2008; Andraud et al.,
2009). Ne deriva che le condizioni di esperimento, con stabulazione degli animali in ambiente
controllato ad elevata biosicurezza, in presenza di parametri ambientali ottimali, ¢ che hanno
diminuito o meglio tenuto sotto controllo la co-presenza di stressori microbiologici, ha di fatto
ridotto la possibilita di raggiungere elevati tassi di replicazione del PCV2 che, come ¢ noto,
¢ favorito dalla presenza di attivatori dei macrofagi. Quindi gia questa considerazione puo
giustificare la bassa carica virale riscontrata complessivamente a livello di tessuti nei soggetti
in sperimentazione.

Gli unici 3 soggetti risultati positivi per PCV2 all’ITHC a livello di tessuti linfoidi (vedi Tabella
1), hanno presentato una viremia piu tardiva (al, o fino, al 35° giorno p.i.), mentre in tutti gli
altri soggetti o la viremia non si ¢ mai manifestata oppure si ¢ risolta piu precocemente e,
quindi, temporalmente ¢ risultata molto piu distante dalla data di soppressione. Questo potrebbe
giustificare 1’assenza di antigene determinabile nei tessuti target riscontrata negli animali del
presente studio. Inoltre nei 3 soggetti risultati con carica virale determinabile, ¢ opportuno
sottolinearne la scarsa quantita riscontrata (prevalentemente con carica virale residua di grado
1). Va comunque considerato che pur con reazione IHC negativa, non si puo concludere sulla
reale negativita dei soggetti risultati tali, considerando la minore sensibilita della tecnica IHC
rispetto ad altre piu sensibili (es. PCR). Quindi una bassa carica virale di partenza abbinata ad un
tempo di prelievo dei tessuti (soppressione) distante dall’ultima viremia, puo aver contribuito
al risultato ottenuto, che necessita di una verifica nelle condizioni di campo, molto diverse da
quelle sperimentali soprattutto per la co-presenza di diversi co-stressori microbiologici.

CONCLUSIONI

In accordo con le attese, 1’infezione sperimentale con solo PCV2 non ¢ risultata associata allo
sviluppo di PCVD nei 15 soggetti vaccinati in esame e in quelli del gruppo di controllo.

La carica virale residua nei tessuti linfoidi dopo esposizione a PCV2 ¢ risultata bassa, ma
il risultato andrebbe confrontato con metodica piu sensibile (PCR), o programmando le
soppressioni in tempi pit vicini all’ultimo episodio viremico.

Resta da confermare, alla luce di una maggiore casistica, se la presenza di cellule giganti
multinucleate e istiocitarie reattive, maggiormente presenti nel gruppo di soggetti vaccinati,
possa essere riconducibile ad un meccanismo immunoreattivo IFNg-dipendente.
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I NUOVI CEPPI ISOLATI DI VIRUS PRRS IN ALLEVAMENTO:
COME RICONOSCERE LA LORO POSSIBILE VIRULENZA?

NEW PRRS VIRUS STRAINS IN PIG FARMS: HOW TO IDENTIFY
THEIR POSSIBLE VIRULENCE?

TONNI M.,FERLAZZO G., RUGGERI J., GUARNERI F., ALBORALI G.L.,
BONIOTTI M.B., AMADORI M.

Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna, Brescia

Parole chiave: PRRSV, patogenicita’
Key words: PRRSV, pathogenicity

RIASSUNTO

Il confronto tra diversi isolati di virus PRRS (PRRSV) ad oggi viene realizzato mediante
il sequenziamento di alcune aree genomiche, che forniscono pero limitate informazioni
riguardo alla loro patogenicita. Obiettivo di questo lavoro ¢ stato quello di classificare
alcuni isolati di PRRSV sulla base della risposta immunitaria innata indotta in vitro. Dieci
isolati di campo e due di riferimento (attenuato e ad alta patogenicitd) sono stati coltivati
in vitro e ne ¢ stata poi testata I’interazione con cellule mononucleate di sangue periferico
di suini SPF. Il pattern di citochine prodotte ha permesso di differenziare 1’isolato
attenuato da quelli patogeni. In particolare, 1’isolato attenuato ¢ stato 1’unico a stimolare
il rilascio di IL-1beta, mediatore dell’immunita innata, prodotta dalla Caspasi-1 intra-
citoplasmatica. Questo comportamento delinea la capacita dei ceppi patogeni di evadere
la risposta del sistema immunitario innato, che invece manca in quelli attenuati. Quanto
rilevato ci suggerisce che ¢ possibile una classificazione in “immunotipi” degli isolati di
PRRSV e che questo approccio potrebbe avere un risvolto pratico nel confronto tra vecchi
e nuovi isolati all’interno di un allevamento.

ABSTRACT

The comparison among different PRRSV strains is mainly performed nowadays by
genome sequencing with little or no information regarding virulence. Aim of this study
was the classification of some strains of PRRS virus based on the in vitro innate immune
response. Ten field strains and two reference strains (attenuated and pathogenic) were
propagated in vitro and later tested on PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) from
SPF pigs. The cytokine response pattern allowed us to differentiate the attenuated strain
from the pathogenic ones. The attenuated strain was the only one inducing an IL-1beta
response, sustained by intracellular Caspase-1. This model highlights the ability of PRRSV
pathogenic strains to evade the innate immune system, as opposed to the attenuated ones.
Our results suggest a possible “immunotypes” classification of PRRSV strains, toward a
meaningful comparison among strains isolated in pig farms.

INTRODUZIONE

La sindrome riproduttiva e respiratoria dei suini (PRRS) ¢ causata da un virus RNA a
catena positiva della famiglia degli Arteriviridae (PRRSV) e ad oggi ¢ ancora ampiamente
diffusa negli allevamenti italiani. L’impatto economico della malattia ¢ proporzionale
alle manifestazioni cliniche che provoca (Neumann et al., 2005), a loro volta influenzate
oltre che dall’isolato virale anche dall’ospite che viene infettato (Petry et al., 2005) e
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dall’ambiente di allevamento (Corzo et al., 2010). Ad oggi la caratterizzazione di un
isolato virale viene realizzata mediante il sequenziamento di alcune aree del genoma
(Li et al., 2012) #c , che consente il confronto di isolati diversi in base all’omologia di
sequenza (Kappes and Faaberg, 2015). Infatti ¢ stato rilevato che due isolati possono
ragionevolmente essere considerati diversi se I’omologia ¢ inferiore al 97% (Murtaugh,
2012), senza perd fornire informazioni riguardo alle caratteristiche di possibile virulenza
. Inoltre questo tipo di approccio non spiega la complessa relazione che esiste tra virus
e ospite (Yoo et al., 2010), regolata da molte piu aree genomiche di quelle solitamente
sequenziate (ORF 5 ¢ ORF 7). A questo proposito, grazie a studi in vitro ¢ stata ipotizzata
la presenza di “immunotipi” (Gimeno et al., 2011), ossia isolati virali con un diverso
pattern di reazione nei confronti del sistema immunitario innato e quindi con una probabile
ripercussione sulla virulenza osservabile in vivo.

Obiettivo di questo lavoro ¢ stato elaborare una valutazione in vitro di alcuni isolati virali,
basata sulle citochine prodotte delle cellule dell’immunita innata in risposta al virus.

MATERIALI E METODI

Disegno sperimentale

In questo studio sono stati presi in considerazione dieci isolati del virus della PRRS
derivanti da sette allevamenti in cui ¢ stata osservata la patologia con diverse forme
cliniche (Tabella 1) ed in cui la presenza del virus ¢ stata accertata mediante I’analisi
biomolecolare su sangue o omogenato ottenuto da organi di animali deceduti. Inoltre, sono
stati presi in considerazione due isolati definiti BS773 e BS114, rispettivamente ad alta
patogenicita e attenuto, validati con una precedente prova sperimentale in vivo. Tutti gli
isolati virali sono stati coltivati su macrofagi alveolari polmonari o derivanti da monociti
e successivamente incubati su un substrato di cellule mononucleate di sangue periferico
di suini SPF. La risposta immunitaria ¢ stata quindi valutata tramite la misurazione delle
citochine di interesse prodotte nel substrato coltivato

Tabella 1. Identificazione degli isolati virali con i relativi dati anamnestici e clinici. In tre
casi dallo stesso focolaio sono stati identificati due isolati diversi (1,2 e 6).

Table 1. Virus strains identification with anamnestic and clinical data. Three strains were
isolated from the same outbreak (1,2 and 6).

Identificazione Data di Materiale da cui ¢ -

dell’isolato isolamento stato isolato Forma clinica osservata

1 (a-b) Dicembre 2016 Sangue Riproduttiva

2 (a-b) Dicembre 2016 Sangue Respiratoria

3 Gennaio 2017 Sangue Riproduttiva
4 Gennaio 2017 Omogenato organo Riproduttiva e respiratoria
5 Gennaio 2017 Omogenato organo Riproduttiva e respiratoria

6 (a-b) Maggio 2017 Omogenato organo Riproduttiva

7 Giugno 2017 Omogenato organo Riproduttiva
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Analisi di laboratorio

La presenza del virus della PRRS negli allevamenti selezionati ¢ stata accertata mediante
analisi biomolecolare. Dai campioni di sangue o di omogenato di organo degli animali
deceduti ¢ stato estratto I’RNA mediante 1’utilizzo del kit NucleoMag® Vet kit (Macherey-
Nagel, Diiren, Germany) tramite estrazione automatica con Biosprint 96 instrument (Qiagen,
Hilden, Germany), seguendo le istruzioni del produttore. La successiva reazione di RT-PCR
Real-Time ¢ stata invece realizzata mediante il kit LSI VetMAX (TM) PRRSV EU/NA Real-
Time PCR kit (Thermo Fisher Scientific, Milan, Italy) con relative istruzioni operative.
Ogni isolato ¢ stato risospeso in terreno RPMI 1640 + 2% siero fetale bovino (SFB) e
filtrato attraverso una micro-membrana da 0,2 micron. Successivamente 0,2 ml di materiale
sono stati adsorbiti su una coltura di macrofagi alveolari polmonari o da monociti ematici,
precedentemente ottenuta da diversi suini SPF (specific pathogen free), PRRS-naive,
e incubati a 37°C al 5% di CO2. La coltura ¢ stata osservata per i tre giorni successivi
valutandone 1’effetto citopatico.

Il virus ottenuto ¢ stato poi quantificato mediante RT-PCR Real-Time. Mediante diluizioni
seriali di uno standard EU PRRSV RNA (3.5 x 10° - 35 copie/uL) ¢ stata allestita una curva
standard per quantificare RNA di PRRSV. Ciascun ceppo ¢ stato poi testato su colture di
cellule mononucleate di sangue periferico a molteplicita 2 (2 copie genomiche / cellula)
anche in questo caso prelevate da suini SPF e PRRS-naive con I’aggiunta di una soluzione
antibiotata e incubate a 37°C con il 5% di CO2 per 18 ore. La misurazione delle citochine
di interesse ¢ stata realizzata con i seguenti kit commerciali: TNF-alfa (Pierce Endogen,
Rockford, USA), IL-1beta (Porcine IL-1 beta/IL-1F2 DuoSet ELISA, R&amp;D Systems,
cat. DY681), IL-10 (Porcine IL-10 DuoSet ELISA, R&amp;D Systems, cat. DY693B) ed
IL-8 (R&amp;D systems, DUOset cat. DY535) seguendo le istruzioni del produttore. E
stata inoltre valutata la Caspasi-1 intra-citoplasmatica con un kit colorimetrico (BioVision,
Catalog #K 111-200). Per tutte queste componenti, € stato calcolato il rapporto di espressione
rispetto al livello basale (senza lo stimolo di PRRSV).

Successivamente, per alcuni isolati ¢ stata valutata la risposta immunitaria innata in una
condizione infiammatoria, indotta artificialmente con 1’aggiunta di LPS (1 pg/ml) nella
coltura cellulare. In tal caso, le cellule sono state analizzate tramite citometria a flusso (Guava
easyCyte HT flow cytometer e relativo software Incyte) per valutare I’espressione della
caspasi-1 intracellulare.

Analisi statistica

La frequenza di positivita ad ogni test ¢ stata analizzata mediante test del Chi-quadrato e la
significativita statistica fissata a p< 0,05 (Graph Pad Prism 5, GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA).

RISULTATI E DISCUSSIONE

La replicazione dei dieci isolati di PRRSV ¢ stata elevata sia nelle colture di macrofagi
alveolari polmonari che sui macrofagi da monociti di sangue periferico. Il test di stimolazione
effettuato su 4-6 colture cellulari differenti per ogni isolato virale ha mostrato risultati diversi
tra loro (p< 0,01) per quanto riguarda caspasi-1, TNF-alfa e IL-10 mentre si ¢ notata una
tendenza comune ad indurre il rilascio di IL-8 (Tabella 2).
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Tabella 2. Valutazione della risposta immunitaria innata in colture di macrofagi di sangue
periferico esposti a diversi isolati di PRRSV. In tabella ¢ riportato I’induzione (+) oppure la
mancanza (-) del rilascio di citochine.

Table 2. Evaluation of innate immune response in PBMC (Peripheral Blood Mononuclear
Cells) cultures with different PRRSV strains. The induced (+) or missing (-) cytokines are
shown in the table.

Citochine rilevate

P IL-8  Caspasi-l TNF-alpha  IL-10
l-a + - * "
1-b + * - i
2-a + - . "
2-b + - - )
3 : - " i
4 + - ]

5 + - i i
6-a - + * )
6-b + - - ]

7 + + - -

I pattern maggiormente rilevati sono stati quelli corrispondenti agli isolati 1a, 2a, 2b e 5 che
successivamente sono stati confrontati con quelli dei due isolati di riferimento. In questo
caso I’analisi ¢ stata ancora piu approfondita includendo la rilevazione di IL-1beta. Come
mostrato in Tabella 3, gli isolati di riferimento mostrano un profilo di risposta immunitaria
paragonabile a quello degli isolati di campo, ma con alcune sostanziali differenze. Il rilascio
di IL-1beta ¢ evidente solo nell’isolato BS114 (attenuato) mentre I’isolato BS773 (ad alta
patogenicita) non stimola alcun tipo di produzione citochinica.

Sulla base dei dati precedenti gli stessi isolati di PRRSV sono stati testati in vitro anche
all’interno di una condizione infiammatoria. In tali condizioni radicalmente diverse, il profilo
di risposta si modifica nettamente. Saggiato mediante saggio citometrico, il ceppo attenuato
BS114 provocava il maggiore incremento (in presenza di LPS) di leucociti vivi, positivi
per caspase-1, come pure il maggiore contenimento dei fenomeni di apoptosi/necrosi.
Ma soprattutto, il ceppo attenuato induceva una forte riduzione della risposta IL-1 beta, a
differenza invece dei ceppi patogeni.
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Tabella 3. Confronto della risposta immunitaria innata tra quattro isolati di campo di PRRSV
e due isolati di riferimento (saggiati in vivo). In tabella ¢ riportata 1’induzione (+) oppure la
mancanza (-) del rilascio di citochine.

Table 3. Comparison of innate immune response between four field PRRSV strains and two
reference PRRSV strains (validated in vivo). The induced (+) or missing (-) cytokines are
shown in the table.

Citochine rilevate

Isolato di
PRRSV

1-b
2-a
2-b
5
BS773
BS114 + - - - ++

IL-8 Caspase-1 TNF-alpha IL-10 IL-1beta

+ + + o+

I risultati di questo studio confermano quindi che la risposta immunitaria innata a PRRSV
varia a seconda del tipo di isolato virale e dell’ospite infettato, come riportato da Gimeno
e colleghi (Gimeno et al., 2011). Infatti, oltre agli isolati virali, aventi una differente
provenienza, anche i macrofagi sono stati ottenuti da suini diversi (seppur tutti SPF e PRRS-
naive), quindi con una certa variabilita individuale. Ciononostante, ¢ stato identificato un
pattern di risposta immunitaria innata che sembrerebbe differenziare gli isolati di PRRSV con
una certa patogenicita in vivo rispetto a quelli attenuati. In particolare, I’isolato attenuato ¢
stato I’unico a provocare il rilascio della citochina pro-inflammatoria IL-1beta, la quale porta
ad una precoce attivazione fagocitaria. In condizioni inflammatorie, in presenza di pregressa
risposta IL-1 beta, il ceppo attenuato non incrementa tale risposta a differenza invece dei
ceppi patogeni. Una possibile chiave di lettura dei nostri risultati € la capacita di alcuni isolati
di PRRSV di evadere la risposta immunitaria innata, impedendo cosi 1’attivazione fagocitaria
iniziale che precede i meccanismi di clearance del patogeno ed i successivi fenomeni
apoptotici (Costers et al., 2008). E infatti noto che il macrofago non infiammatorio consente
una replicazione virale molto piu elevata (Yoo et al., 2010).

Per quanto riguarda IL-10 (ad effetto anti-infiammatorio), potrebbe avere un effetto
permissivo ad una replicazione virale ad alto titolo e favorire paradossalmente risposte
infiammatorie in corso come descritto in altre patologie (Lauw et al., 2000). Un altro aspetto
che aprirebbe un interessante campo di ricerca, sarebbe quello di integrare i dati relativi alla
risposta immunitaria con quelli forniti dalle analisi genomiche.

Cio che abbiamo visto conferma la possibilita che esistano “immunotipi” del virus della
PRRS, come gia ipotizzato da altri studi (Gimeno et al., 2011). E quindi possibile classificare
gli isolati di campo in base al comportamento che mostrano nei confronti delle cellule
dell’immunita innata, sulla base delle citochine indotte in vitro. 1l passo immediatamente
successivo ¢ quello del confronto, sulla base di quanto sopra indicato, dei diversi ceppi
circolanti inter e intra allevamento.
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CONCLUSIONI

Il diverso impatto clinico che gli isolati del virus della PRRS mostrano in campo trova
un’analogia nella risposta immunitaria innata che abbiamo valutato in vitro. Gli isolati
dotati di maggior patogenicita sembrano modulare la secrezione citochinica a loro favore,
impedendo I’insorgenza di una risposta inflammatoria primaria atta a bloccare 1’efficace
replicazione del virus. La misurazione in vitro della risposta immunitaria innata potrebbe
quindi aiutarci nella miglior comprensione di cio che accade in campo. In conclusione, un
approccio come quello descritto in questo lavoro potrebbe aggiungere utili dettagli per la
valutazione della patogenicita di eventuali nuovi isolati di PRRSV rilevati in un allevamento.
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RIASSUNTO

Sono stati valutati, retrospettivamente, le resistenze agli antibiotici e la presenza di geni
codificanti i fattori di patogenicita di 826 Escherichia coli, isolati da matrici patologiche di
suini durante I’attivita diagnostica delle Sedi Territoriali dell’Emilia Romagna dell’ ITZSLER
trail 2017 e112021. Complessivamente, le percentuali di resistenza piu elevate erano rivolte
verso ampicillina - AMP (95,9%), tetraciclina - TET (89,7%), cefazolina - CZ (79,3%) e
trimetoprim + sulfametossazolo — SXT (74,8%). Inoltre, dal 2017 al 2021, le percentuali
di resistenza degli 826 isolati nei confronti di AMP sono significativamente aumentate
(p<0,05) fino a raggiungere il 99,2% di ceppi resistenti. In funzione della presenza dei geni
codificanti i fattori di patogenicita (n. 671), gli isolati ETEC F18+ erano significativamente
piu resistenti a florfenicolo - FFC, gentamicina - GEN, kanamicina — KAN e SXT rispetto
ai ceppi ETEC F4+. Gli isolati privi di geni codificanti i fattori di patogenicita sono
risultati maggiormente resistenti a amoxicillina con acido clavulanico - AMC e a CZ
(p<0,01) e significativamente meno resistenti a GEN (p<0,01). Analizzando I’andamento
negli anni 2017 - 2021 delle resistenze dei soli isolati ETEC, si ¢ potuto osservare un
aumento significativo (p<0,05) dei ceppi F18+ resistenti a FFC (70% - 95,8%), GEN (70%
- 91,7%) e KAN (50% - 91,7%). Infine, negli anni considerati, si ¢ verificato un aumento
statisticamente significativo (p<0,05) degli ETEC F18+ contemporancamente resistenti a
tutte le molecole testate (10/10).

ABSTRACT

The antimicrobial resistance and the presence of fimbriae and toxic genes of 826 Escherichia
coli were evaluated retrospectively. The E. coli were isolated from pathological samples
of pigs collected during the diagnostic activity of public laboratories (IZSLER) in Emilia
Romagna (Italy) between 2017 and 2021. The highest overall resistance rates were referred
to ampicillin — AMP (95,9%), tetracycline - TET (89,7%), cefazolin - CZ (79,3%) e
trimethoprim + sulfamethoxazole — SXT (74,8%). Moreover, from 2017 to 2021, resistance
rates of the 826 isolates to AMP were significatively increased (p<0,05) up to 99,2% of
resistant strains. With regards to virulence factors genes (n. 671), ETEC F18+ (n. 230) were
significatively more resistant to florfenicol - FFC, gentamicin - GEN, kanamycin - KAN
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and SXT than ETEC F4+ (n 144) strains (p<0,01). E. coli without virulence factors genes
were more resistant to amoxicillin with clavulanic acid - AMC and CZ (p<0,01) and less
resistant to GEN (p<0,01). During the study period, a statistically significant proportion of
ETEC F18+ isolates increased the resistance to FFC (70% - 95,8%), GEN (70% - 91,7%)
and KAN (50% - 91,7%) (p<0,05). Finally, from 2017 to 2021, a statistically significative
increase of the ETEC F18+ resistant to all the tested antibiotics was recorded (p<0,05).

INTRODUZIONE

Le colibacillosi enteriche del suino sono sostenute principalmente da patotipi ETEC
(E. coli enterotossigeni) e, in minor misura, da patotipi EPEC (E. coli enteropatogeni).
I ceppi ETEC esprimono la loro patogenicita aderendo attraverso le fimbrie a specifici
recettori presenti sull’orletto a spazzola dell’intestino, colonizzandone [’epitelio e
producendo enterotossine. Le fimbrie coinvolte nelle colibacillosi enteriche del suino sono
nella maggioranza dei casi F4 e F18; in minor misura F41, F5 e F6. Le tossine prodotte
da ETEC si distinguono in termostabili (STa e STb) e termolabili (LT) (Luppi, 2017),
ma si puo riscontrare anche la Shiga tossina 2e (Stx2e), che puo essere prodotta sia da
ETEC sia da STEC (E. coli produttori di Shiga tossina), questi ultimi responsabili, nel
suino, della malattia degli edemi. Luppi ef al., gia nel 2015, evidenziavano un aumento
di resistenza significativo ad alcune molecole ad attivita antibiotica (fluorochinoloni,
fenicoli, e cefalosporine di IV generazione) da parte di E. coli F4+ isolati da matrici suine
dal 2002 al 2011 durante 1’attivita diagnostica della sede territoriale IZSLER di Reggio
Emilia. Considerando che i consumi di antibiotici per uso veterinario determinano il grado
di pressione selettiva esercitata sulle popolazioni batteriche negli allevamenti, I’Italia si ¢
impegnata, nel 2017, ad attuare politiche di riduzione dei consumi di antibiotico nel settore
veterinario (Piano Nazionale di Contrasto all’ Antimicrobico-Resistenza -PNCAR), come
risulta dall’ultimo report ESVAC (EMA, 2020) dove appare una riduzione delle vendite di
antibiotico del 10,9% nel 2018 rispetto all’anno precedente. Nonostante questi risultati, il
nostro Paese appare ancora al secondo posto in Europa nella classifica dei quantitativi di
vendita degli antibiotici ad uso veterinario (EMA, 2020). Dati i risultati ottenuti da Luppi
et al. nel 2015 relativamente ai soli E. coli F4+, in questo lavoro, abbiamo esteso 1’analisi
delle resistenze agli antibiotici espresse da E. coli isolati in Emilia Romagna da matrici
suine dagli anni 2017 al 2021, indagando eventuali correlazioni con la presenza di fattori
di patogenicita.

MATERIALI E METODI

I dati utilizzati derivano dall’attivita dei laboratori diagnostici delle sedi territoriali
dell’Emilia Romagna dell’IZSLER, considerando nei criteri di ricerca E. coli isolati da
matrici provenienti da suini (carcasse, feci, visceri) dal 2017 al 2021 e sottoposti a ricerca
dei geni codificanti i fattori di patogenicita degli ETEC e ad antibiogramma.

La ricerca dei geni codificanti i fattori di patogenicita ¢ stata effettuata attraverso metodica
multiplex PCR per geni codificanti le adesine F4 (k88), F5 (k99), F6 (987p) e F18 e le
tossine LT I, STaP, STb e Stx2e, utilizzando i primers riportati da Casey & Bosworth (2009).
Tra i ceppi risultati positivi ad almeno un gene codificante per fattore di patogenicita, sono
stati considerati ETEC solo quegli isolati in cui erano associati un fattore di patogenicita
fimbriale e almeno un gene codificante per un’enterotossina. Gli antibiogrammi sono stati
effettuati con la metodica di disco-diffusione (Kirby-Bauer), la classificazione in sensibili,
intermedi e resistenti ¢ stata fatta utilizzando criteri interpretativi basati su standards noti
(Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI, 2015-2018). Sulla base dei criteri
considerati sono stati analizzati 1 dati di 826 isolati per Acido Nalidixico (NA 30 pg),
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Amoxicillina e Acido Clavulanico (AMC 20— 10 pg), Ampicillina (AMP 10 pg), Cefazolina
(CZ 30 ng), Enrofloxacin (ENR 5 pg), Florfenicolo (FFC 30 png), Gentamicina (GEN 10
ng), Kanamicina (KAN 30 pg), Tetraciclina (TET 30 pg), Trimetoprim e Sulfametossazolo
(SXT 1,25 —23,75 pg). Per la valutazione statistica, ai fini dell’espressione della resistenza
agli antibiotici, i ceppi identificati come intermedi sono stati categorizzati con i resistenti.
Per ciascuna molecola sono state esaminate le resistenze espresse da tutti gli E. coli isolati
nel campione (n. 826) e confrontate tra diversi tipi fimbriali, attraverso test di chi quadro e
test esatto di Fisher e le differenze sono state considerate statisticamente significative per
p<0,01. L’esistenza di correlazione tra I’anno di isolamento (2017 — 2021) e la frazione
di ceppi resistenti nei vari raggruppamenti precedentemente illustrati (soppesate per la
differente numerosita di ceppi isolati negli anni), ¢ stato valutato, attraverso il Pearson’s
Correlation test (r di Pearson). Inoltre, sia per il campione complessivo che per i diversi tipi
fimbriali, ¢ stata valutata la correlazione tra resistenza a pitt molecole contemporaneamente
e gli anni di isolamento. L’andamento in diminuzione o aumento nel tempo delle resistenze
¢ stato considerato statisticamente significativo per p<0,05.

RISULTATI

Degli 826 ceppi isolati, 671 sono risultati positivi per la presenza di almeno un fattore
di patogenicita, di cui i maggiormente rappresentati erano F18+ (n. 272) e F4+ (n. 170).
Relativamente al solo patotipo ETEC, i virotipi piu rappresentati erano F18 STa, STb; F18
STa, STb LT; F4 STa, STb LT; F4 STb, LT e F4 STa, STb.

Considerando il totale dei ceppi isolati negli anni, la resistenza maggiore ¢ stata espressa
nei confronti dell’ AMP con 791/826 (95,9%) isolati, seguita da TET (89,7%), CZ (79,3%)
e SXT (74,8%) come evidenziato in Tabella 1. Per tutte le molecole testate le percentuali di
resistenza degli 826 isolati erano superiori al 50%, e maggiori del 70% per 5/10 molecole.
Al contrario, ENR e KAN si sono dimostrate le molecole con maggior attivita antimicrobica
conservata (rispettivamente 57,1% e 59,3% degli isolati resistenti).

11 98,7% degli isolati privi di fattori di patogenicita ¢ risultato resistente ad AMP. Inoltre,
questa categoria ha mostrato resistenze significativamente superiori verso AMC (76,8%)
e CZ (87,7%), rispetto agli isolati positivi per almeno un gene codificante i fattori di
patogenicita (62%, 77,3%) (Tabella 1). Nei confronti di GEN, invece, gli isolati negativi
per fattori di patogenicita hanno mostrato resistenze significativamente inferiori (49% -
64,2%).

Confrontando le sensibilita rivelate dagli isolati ETEC, rispetto ai ceppi F4+, i ceppi F18+
hanno mostrato resistenze significativamente superiori per SXT (84,8% - 61,1%), FFC
(81,3% - 61,8%) GEN (80% - 56,9%) e KAN (67,8% - 54,2%) - (Tabella 1).
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Tabella 1: Numero e percentuale di isolati resistenti a AN, AMC, AMP, CZ, ENR, FFC,
GEN, KAN, TET, SXT. "percentuali con p<0,01; “percentuali con p<0,05

Table 1: Number and percentage of isolates resistant to AN, AMC, AMP, CZ, ENR, FFC,
GEN, KAN, TET, SXT. "percentages with p<0,01; “percentages with p<0,05

ISOLATI RESISTENTI
Fattori Fattori
Campione patogenicita patogenicita ETECF4+ | ETEC F18+
positivi negativi
N° % Ne % N° % Ne % Ne %

AN 598 | 72,4 | 497 | 74,17 | 101 | 6527 | 113 | 78,5 | 178 | 774
AMC | 534 | 648 | 416 | 62 119 | 76,8 | 87 | 604 | 137 | 59,6
AMP | 791 | 959 | 639 | 952 | 153 | 98,7 | 137 | 95,1 | 219 | 952
cz 654 | 793 | 519 | 773" | 136 | 87,7 | 116 | 80,6 | 177 | 77

ENR | 471 | 57,1 | 386 | 57.5 86 555 | 92 |63,9| 120 | 522"
FFC | 527 | 63,9 | 443 | 66™ 85 | 5487 | 89 |61,8*%| 187 | 81,3
GEN | 506 | 614 | 431 | 642" | 76 49 | 82 | 569" | 184 | 80

KAN | 489 | 593 | 406 | 60,5 84 542 | 78 | 542" | 156 | 67,8
TET | 740 | 89,7 | 601 | 89,6 | 140 | 903 | 123 | 854" | 216 | 93,9"
SXT | 617 | 748 | 506 | 754 | 112 | 723 | 88 | 61,1 | 195 | 84,8

totale

ceppi 826 671 155 144 230
testati

Complessivamente, dal 2017 al 2021, si ¢ osservato un aumento statisticamente significativo
delle percentuali di resistenza ad AMP (da 93,5% a 99,2%) come riportato in Tabella 2.
Relativamente agli ETEC, le resistenze dei ceppi F18+ sono aumentate significativamente
per 3/10 molecole testate (FFC, GEN, KAN). Le percentuali di resistenza di E. coli ETEC
F4+, invece, non hanno subito aumenti statisticamente significativi negli anni per nessuna
molecola, ma nei confronti dell’AMP hanno mostrato resistenza nel 100% dei casi nel
2021. 11 18,3 % degli 826 isolati testati ¢ risultato resistente a tutti i 10 antibiotici testati,
il 76,5% ¢ risultato resistente a 6 o piu delle 10 molecole considerate (multiresistente)
e solo 4/826 (0,5%) degli isolati sono risultati completamente sensibili alle molecole
testate. Considerando I’andamento nel tempo, la percentuale di isolati multiresistenti a
6 o piu molecole contemporancamente nel periodo compreso tra il 2017 e il 2021 non
mostra sostanziali variazioni, sia per il campione totale sia per gli ETEC. Valutando
solamente i ceppi ETEC F18+ pero, si puo osservare un aumento delle percentuali di isolati
multiresistenti a 10/10 molecole dal 2017 al 2021 (da 10% a 45,8%) Tabella 3.
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Tabella 2: Percentuali di isolati resistenti/anno a AN, AMC, AMP, CZ, ENR, FFC,
GEN, KAN, TET, SXT distinti per campione complessivo, ETEC F18+ ¢ ETEC F4+. Le
resistenze aumentate negli anni (p<0,05) sono evidenziate.

Table 2: Percentage of resistant isolates/year to AN, AMC, AMP, CZ, ENR, FFC, GEN,
KAN, TET, SXT for the totale in sample, ETEC F18+ and ETEC F4+. Resistances with
significative growth during the years (p<0, 05) are highlighted.

Percentuali di isolati resistenti/anno Analisi statistica
2017 2018 2019 2020 2021 r p
Campione |, 125 | 217 | 257 | 120
n° isolati
AN 84,1 73,6 68,7 69,3 74,2 -0,6187 >(0.05
AMC 61,7 52,8 63,1 68,9 74,2 0,871 >0.05
AMP 93,5 94.4 95,9 96,1 99,2 0,9554 <0.05
(074 73,8 83,2 78,3 80,5 79,2 0,3689 >0.05
ENR 64,5 64,8 54,4 51 60,8 -0,5405 >0.05
FFC 61,7 65,6 63,1 62,3 69,2 0,5984 >0.05
GEN 58,9 55,2 64,5 61,9 63,3 0,6559 >0.05
KAN 48,6 54,4 63,1 63 59,2 0,759 >0.05
TET 92,5 96 92,6 85,2 85 -0,8303 >0.05
SXT 70,1 73,6 78,8 75,1 72,5 0,3082 >0.05
ETECFI8+ |, 34 76 76 2
n° isolati
AN 90 79,4 68,4 77,6 91,7 0,0257 >0.05
AMC 50 38,2 59,2 65,8 79,2 0,8749 >(0.05
AMP 95 97,1 96,1 93,4 95,8 -0,2289 >0.05
CZ 65 91,2 73,7 75 83,3 0,3248 >(0.05
ENR 55 79,4 42,1 48,7 54,2 -0,3624 >0.05
FFC 70 79,4 80,3 81,6 95,8 0,9185 <0.05
GEN 70 79,4 80,3 78,9 91,7 0,8794 <0.05
KAN 50 50 71,1 69,7 91,7 0,937 <0.05
TET 95 100 96,1 90,8 87,5 -0,791 >0.05
SXT 65 88,2 88,2 85,5 83,3 0,5509 >(.05
ETEC Fd+ 1 5 27 40 37 15
n° isolati
AN 88 85,2 67,5 73 93,3 -0,0227 >0.05
AMC 60 55,6 60 59,5 73,3 0,7129 >(0.05
AMP 96 92,6 95 94,6 100 0,5782 >0.05
CZ 88 81,5 77,5 83,8 66,7 -0,7868 >().05
ENR 72 66,7 57,5 59,5 73,3 -0,1003 >0.05
FFC 60 66,7 55 62,2 73,3 0,5045 >(0.05
GEN 60 51,9 47,5 64,9 66,7 0,5032 >0.05
KAN 48 55,6 50 59,5 60 0,8109 >0.05
TET 92 96,3 82,5 75,7 86,7 -0,6144 >0.05
SXT 68 51,9 60 59,5 73,3 0,3475 >0.05
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Tabella 3: Percentuali di isolati resistenti contemporaneamente a n® molecole (da 1 a 10) e
a > 6 molecole negli anni dal 2017 al 2021, raggruppate per campione complessivo, ETEC
F18+ e ETEC F4+. Le variazioni significative (p<0,05) sono evidenziate.

Table 3: Percentages of isolates contemporaneously resistant to n® antibiotics (from 1 to
10) and to > 6 antibiotics from 2017 to 2021, listed by all the isolates, ETEC F18+ and
ETEC F4+. Significant variations (p<0,05) are highlighted.

Percentuali multiresistenze/anno Analisi statistica
2017 [ 2018 [ 2019 | 2020 | 2021 r p
Campione complessivo: n° ceppi testati

n° molecole

s 107 125 217 257 120
resistenti

1 2,8 2,4 0,9 1,2 0,8 -0,8977 <0.05
2 2,8 32 2.8 3,9 0,8 -0,4521 >0.05
3 2,8 4,8 2.8 3,5 5.8 0,5616 >0.05
4 6,5 6,4 4,6 7.8 5,8 -0,0048 >0.05
5 8.4 6,4 7.8 8,9 11,7 0,7404 >0.05
6 13,1 8.8 12,4 8,2 9,2 -0,5925 >0.05
7 12,1 12,8 17,1 13,2 11,7 -0,039 >0.05
8 15 20,8 19,8 14,4 14,2 -0,3929 >0.05
9 14 20 157 | 202 15 0,1189 >0.05
10 21,5 14,4 15,7 17,9 25 0,3821 >0.05
>6 757 | 76,8 80,6 | 739 75 0,3821 >0.05

ETEC F18+: n° ceppi testati

n° molecole

resistenti |20 34 76 76 24
1 0 2,9 0 13 0 -0,1977 >0.05
2 0 0 1,3 3,9 0 0,3638 >0.05
3 0 0 1,3 0 0 0 >0.05
4 5 5.9 13 2.6 42 -0,4241 >0.05
5 10 0 10,5 3.9 8,3 0,0216 >0.05
6 20 5.9 11,8 | 105 0 -0,7538 >0.05
7 5 8,8 17,1 15,8 8,3 04147 >0.05
8 25 412 | 17,1 13,2 20,8 20,5304 >0.05
9 20 235 | 184 25 12,5 -0,4363 >0.05
10 10 1,8 | 197 | 224 45,8 0,9074 <0.05
>6 30 912 | 842 | 868 87,5 0,4062 >0.05

ETEC F4+: n° ceppi testati

n° molecole

resistenti 25 27 40 37 15
1 0 37 2,5 2,7 0 -0,0937 >0.05
2 0 0 2,5 5.4 0 0,3567 >0.05
3 4 11,1 75 10,8 0 0,278 >0.05
4 8 37 7.5 5.4 6,7 -0,0881 >0.05
5 12 37 75 2,7 6,7 20,5044 >0.05
6 16 14,8 15 8,1 13,3 20,6072 >0.05
7 8 11,1 20 10,8 26,7 0,7524 >0.05
8 8 148 | 225 | 216 6,7 0,0886 >0.05
9 28 222 5 10,8 13,3 -0,7012 >0.05
10 16 14,8 10 21,6 26,7 0,6902 >0.05
>6 76 778 | 72,5 73 86,7 0,4561 >0.05
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DISCUSSIONE

L’analisi dei risultati emersi dagli antibiogrammi eseguiti sugli 826 isolati, ha mostrato
elevate percentuali di resistenza nei confronti di ampicillina, tetraciclina, cefazolina e per
I’associazione di trimetoprim + sulfametossazolo. Risultati simili sono stati ottenuti in
studi condotti su E. coli isolati da suini sintomatici in Paesi europei, asiatici e americani
in periodi compresi tra il 2005 e il 2018, dove le maggiori percentuali di resistenza agli
antibiotici erano rivolte verso ampicillina (Do et al., 2020; Garcia-Menifo et al., 2021;
Hayer et al, 2020; Renzhammer et al., 2020), tetracicline (Brand et al., 2017; Do et
al., 2020; Hayer et al.,, 2020; Renzhammer et al., 2020) e trimetoprim con sulfamidici
in associazione o esaminati separatamente (Brand er al., 2017; Hayer et al., 2020;
Renzhammer et al., 2020). In Spagna, inoltre, la molecola per cui gli isolati esprimevano la
percentuale di resistenza maggiore era 1’ Acido Nalidixico (82,3%) (Garcia-Menifio et al.,
2021), che in questo studio non era tra quelle con le percentuali di resistenza piu elevate,
ma si attestava comunque oltre al 70%. Il dato osservato, almeno per i Paesi europei, ¢
coerente con quanto riportato da EMA (2020) nei rapporti di vendita dei prodotti antibiotici
ad uso veterinario in Europa dal 2011 al 2018, dove appare evidente come i principi attivi
maggiormente utilizzati in medicina veterinaria appartengano alle classi di tetracicline,
penicilline e sulfamidici. Da quanto emerge da una review sul consumo di antibiotici
nell’allevamento suino a livello globale, le classi di antibiotici piu utilizzate in allevamento
per questa specie risultano essere penicilline e tetracicline (Lekagul ez al., 2019). Valutando,
nello specifico, ’andamento delle resistenze negli anni su tutti i ceppi di E. coli analizzati,
abbiamo potuto osservare un incremento significativo della percentuale di isolati resistenti
ad ampicillina (fino al 99,2% degli isolati nel 2021). In uno studio condotto in Germania
sulle resistenze agli antimicrobici di E. coli isolati da suini sintomatici tra il 2006 e il
2017, le percentuali di resistenza degli isolati a tetraciclina, neomicina e spectinomicina
sono risultate significativamente diminuite negli anni (Moennighoff e al., 2020), pur
attestandosi a 60,48% di isolati resistenti nel 2017 per la tetraciclina. Nello studio condotto
da Hayer ef al. in USA, invece, le resistenze di £. coli che hanno mostrato un andamento
significativamente in aumento dal 2011 al 2016 erano rivolte verso ampicillina, neomicina,
gentamicina e trimetoprim+sulfametossazolo (Hayer et al., 2020). Queste differenze
possono essere originate da difformita nelle classi di molecole maggiormente impiegate
nei diversi Paesi, che dipendono da numerose variabili come le politiche di riduzione dei
consumi di antibiotico adottate, la disponibilita di formulazioni per il trattamento e lo stato
sanitario medio delle aziende, nonché la tipologia produttiva prevalente.

Resistenze, fattori di patogenicita e tipi fimbriali

Nei campioni analizzati, provenienti da matrici patologiche di suino, il 81,2% degli
isolati ¢ risultato positivo ad almeno uno dei geni codificanti per i fattori di patogenicita
ricercati. Confrontando i ceppi in base alla presenza o assenza di geni codificanti i
fattori di patogenicita, ¢ interessante notare come negli isolati non patogeni vi sia una
percentuale di resistenza ad amoxicillina con acido clavulanico (76,8%) e a cefazolina
(87,7%) significativamente maggiore rispetto agli isolati patogeni (62%, 77,3%). Isolati di
E. coli provenienti da suini asintomatici vengono usati come indicatori di antimicrobico-
resistenza (AMR) all’interno del Piano di Monitoraggio Armonizzato sulla Resistenza agli
Antimicrobici, in quanto le resistenze riscontrate in questi ceppi sono rappresentative della
pressione selettiva esercitata dall’uso di antibiotici in azienda, della diffusione clonale di
microrganismi resistenti, della propagazione di plasmidi veicolanti i geni di resistenza e
degli effetti della co-selezione in batteri multiresistenti (EFSA, 2020). Le resistenze da
noi osservate in E. coli non patogeni, quindi, potrebbero essere considerate indicative
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della pressione selettiva esercitata dagli antibiotici nelle aziende suinicole in Emilia
Romagna. Nei 155 isolati di £. coli negativi per la presenza di geni codificanti i fattori
di patogenicita, le percentuali di resistenza piu elevate erano espresse nei confronti di
ampicillina, tetraciclina e cefazolina, dato parzialmente in accordo con quanto riportato
dall’ultimo Summary Report dell’Unione Europea sull’antimicrobico-resistenza in batteri
zoonotici e indicatori provenienti da uomo, animali e alimenti negli anni 2017/2018, per
cui le maggiori resistenze espresse da E. coli indicatori isolati da suini in 31 Paesi (di
cui 28 membri dell’'UE) nel 2017 erano nei confronti di ampicillina, sulfametossazolo,
trimetoprim e tetraciclina (EFSA, 2020).

Affinché un ceppo si possa definire ETEC ¢ necessario che abbia almeno un gene codificante
per un fattore di patogenicita fimbriale ed uno codificante per un’enterotossina (Baldo et
al, 2020). Considerando, pero, la tossina Stx2e, generalmente caratteristica di ceppi STEC,
vengono considerati ETEC solamente i ceppi in cui i geni codificanti per questa tossina
sono presenti in ceppi F18+ con almeno un’enterotossina (Luppi e? al., 2016; Fairbrother
et al., 2012). In questo lavoro, il fattore fimbriale maggiormente frequente tra gli isolati
considerati ¢ stato F18 (50,3%) seguito da F4 (31,5%). Risultati simili sono stati ottenuti
dalla ricerca dei geni codificanti i fattori di patogenicita in 186 E. coli isolati da suini con
diarrea in Spagna tra il 2005 e il 2017, dove il 43,5% dei ceppi esaminati erano F18+ e il
38,2% erano F4+ (Garcia-Menifio et al., 2021) e in 118 E. coli isolati da suini con diarrea
post-svezzamento in Korea tra il 2016 e il 2017, di cui il 40,7% era F18+ e il 16,9%
era F4+ (Do et al., 2020). In studi precedenti, ETEC F4+ risultavano essere nettamente
prevalenti rispetto agli ETEC F18+ (Luppi ef al., 2014). Mentre nel 2016, in uno studio
condotto in diversi Paesi europei (Belgio, Francia, Germania, Italia ¢ Olanda) tra il 2012
e il 2014, si iniziava ad osservare un trend di aumento degli ETEC F18+ (33,9%) isolati
in corso di diarrea post-svezzamento nonostante fossero ancora prevalenti gli ETEC F4+
(45,1%) (Luppi et al., 2016). Questa inversione della prevalenza tra F4+ e F18+ potrebbe
rappresentare 1’evoluzione del tempo di questi due tipi fimbriali che puo essere stata
determinata da differenti concause. Per il controllo della forma clinica ¢ da diversi anni
disponibile un vaccino orale con ceppi non virulenti, che in prima formulazione prevedeva
la sola presenza di ceppi F4+, mentre successivamente il vaccino ¢ stato migliorato e
proposto in forma bivalente (F4/F18) (Garcia et al., 2020). Inoltre, ¢ noto da molti anni
come la genetica degli animali svolga un ruolo rilevante nella suscettibilita ai ceppi F4+
(Bijlsma et al., 1982; Hu et al., 1993). Alcuni paesi europei, come la Danimarca hanno
implementato da molti anni strategie di selezione degli animali per ridurre la frequenza
di geni che codificano per la forma recettoriale sensibile all’adesione dei ceppi F4 nella
popolazione suina. Per cui la oramai larga diffusione di genetiche danesi all’interno della
suinicoltura italiana, potrebbe aver avuto un ruolo importante nell’inversione di prevalenza
tra F4+ e F18+. In ogni caso, d’accordo con Torreggiani ef al. (2021) ¢ difficile stabilire se
ed eventualmente quanto, I’impiego dei vaccini sopracitati o le altre componenti di natura
genetica possano aver in effetti governato questa inversione della prevalenza tra i due
virotipi. Infine, nel nostro studio, di 671 isolati positivi per la presenza di geni codificanti
1 fattori di patogenicita, il 28,6% non ¢ stato classificato come ETEC in quanto positivo
solo per un gene codificante una fimbria o una tossina. Tale dato ¢ in accordo con quanto
osservato da Luppi et al. nel 2016 (28,3%) e potrebbe essere legato alla presenza di altri
fattori di patogenicita non ricercati in questo studio. Un esempio ¢ dato dall’adesina AIDA
¢ dalla tossina EAST-1, che possono essere associate a ETEC isolati da suini sintomatici,
ed il cui ruolo non ¢ ancora definito (Luppi et al., 2016). I ceppi ETEC F18+ sono risultati
maggiormente resistenti a trimetoprim + sulfametossazolo, florfenicolo, gentamicina e
kanamicina rispetto ai ceppi ETEC F4+ in modo statisticamente significativo. Luppi et al.
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nel 2015 aveva osservato un significativo aumento delle percentuali di resistenza di E. coli
F4+ isolati tra il 2002 e il 2011 a enrofloxacin, marbofloxacin, flumechina, danofloxacin,
florfenicolo, tiamfenicolo e cefquinome. Nel nostro caso la resistenza dei ceppi ETEC F4+
al florfenicolo ¢ aumentata in modo non statisticamente significativo dal 2017 (60%) al
2021 (73,3%) mentre, per quanto riguarda 1’enrofloxacin, da quanto descritto da Luppi et
al., la percentuale di ETEC F4+ resistenti a enrofloxacin nel 2011 (89,3%) era maggiore
rispetto alle percentuali di resistenza per questa molecola ottenute nel nostro studio per
ognuno degli anni considerati (Luppi et al., 2015). Anche questo dato potrebbe in effetti
essere giustificato come un importante risvolto della vaccinazione o della selezione genetica
degli animali, che riducendo la frequenza di ceppi F4+ in allevamento ne ha anche ridotto
la capacita di accumulare geni di resistenza agli antibiotici.

Infine, vi sono antibiotici in cui il livello di resistenza osservato ha raggiunto il massimo
possibile, come I’ampicillina, per cui abbiamo riscontrato la percentuale maggiore di
resistenza espressa dagli isolati del campione complessivo, ed ¢ risultata non efficace
(R:100%) in tutti i ceppi F4+ testati nel 2021 (n. 15). Inoltre, considerando tutte le categorie
analizzate in questo studio, I’ampicillina ¢ sempre stata la molecola verso cui si registrava
piu elevata percentuale di resistenza attestandosi sempre su valori maggiori del 90%. La
valutazione del consumo di antibiotico effettuata su aziende suinicole dell’Emilia Romagna
tra il 2016 e il 2018 (Bassi ef al., 2020), ha evidenziato come le aminopenicilline siano
la classe di molecole piu utilizzate in scrofe, suinetti sottoscrofa e suinetti svezzati. Alla
luce di queste considerazioni, ¢ necessario porre 1’attenzione sull’uso di queste molecole
in allevamento, soprattutto attraverso la via di somministrazione orale, responsabile della
maggior esposizione delle enterobatteriacee alle molecole somministrate.

Multiresistenze

Gli 826 E. coli esaminati sono risultati contemporaneamente resistenti a 6 o piu delle
10 molecole testate (multiresistenti) in piu del 70% dei casi. Inoltre, solo 4 isolati
erano completamente suscettibili a tutti i 10 antibiotici (0,5%). Valutando 1’andamento
delle multiresistenze negli anni, questo ¢ risultato aumentare in maniera significativa
negli ETEC F18+ resistenti a tutte le molecole testate (10/10). Riguardo, invece, i soli
ETEC F4+ non ¢ stato osservato un aumento significativo negli anni dei multiresistenti,
diversamente da quanto osservato da Luppi et al. nel 2015. Il trend delle multiresistenze
espresse da ceppi ETEC F4+ tra il 2002 e il 2011, infatti, era risultato significativamente
aumentato per gli isolati resistenti a 6-8 molecole e per quelli resistenti a 9-12 antibiotici
contemporaneamente (Luppi ef al., 2015).

CONCLUSIONI

I risultati ottenuti da questo studio pongono 1’attenzione sulla pressione selettiva esercitata
dagli antibiotici nell’allevamento suino nelle aziende dell’Emilia Romagna. Le resistenze
agli antibiotici degli 826 E. coli considerati sono risultate maggiori nei confronti delle
classi di molecole maggiormente utilizzate nell’allevamento suinicolo, indipendentemente
dalla patogenicita dei ceppi rilevati. Questo dato, oltre a rispecchiare 1’elevato grado di
diffusione delle resistenze all’interno della flora enterica commensale, sottolinea anche
una minor capacita terapeutica nei confronti delle manifestazioni sostenute da E. coli
ETEC. Quanto osservato conferma la necessita di intraprendere politiche di riduzione del
consumo degli antibiotici attraverso 1’uso razionale di questi ultimi. A questo scopo le
terapie antibiotiche dovrebbero essere mirate e quindi successive alla diagnosi eziologica e
al saggio della sensibilita agli antibiotici dell’agente patogeno circolante nell’allevamento,
come indicato nelle Linee guida Regionali sull’uso prudente dell’antibiotico pubblicate
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dalla Regione Emilia-Romagna (2018). Inoltre, la corretta gestione degli interventi
vaccinali e delle misure di biosicurezza interna ed esterna assume particolare rilevanza
ai fini della riduzione dell’uso di antibiotici in allevamento prevenendo I’instaurarsi ed il
propagarsi di malattie infettive in azienda.
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RIASSUNTO

Lo studio ha coinvolto 415 ceppi di Streptococcus suis isolati nel periodo 2013-2020 in
allevamenti del Nord Italia. I ceppi sono stati testati mediante PCR per i biotipi capsulari
1,2,7e9 e peri fattori di patogenicita mrp, sly e epf. Gli stessi fattori sono stati testati con
PFGE sui campioni di 4 allevamenti. La sensibilita a 11 antimicrobici ¢ stata investigata
tramite diffusione in agar. I sierotipi in ordine di prevalenza sono stati il 9 (49.7%), 2
(41.3%), 1 (4.9%) e 7 (4.2%). Sly ¢ stato il fattore di patogenicita piu frequente (85.7%),
seguito da mrp (64.2%) ed epf (4.8%). Sly ¢ stato riscontrato piu frequentemente nel
sierotipo 9. In 19 aziende erano disponibili almeno 4 isolati, su cui sono stati riscontrati
18 pattern di patogenicita. Solamente in 2 delle 19 ¢ stato isolato sempre lo stesso pattern
negli anni. La PFGE ha individuato un cluster prevalente nelle 4 aziende testate. I risultati
suggeriscono un’elevata variabilita e una continua evoluzione. I ceppi analizzati sono
risultati maggiormente sensibili ad amoxicillina + acido clavulanico (96.7%), amoxicillina
(90.9%), ampicillina (78.6%), ceftiofur (77.7%) e florfenicolo (75.6%). La suscettibilita
¢ stata costante negli anni, tuttavia, considerando le criticita italiane sull’uso degli
antimicrobici, tale terapia andrebbe impiegata solo in fase emergenziale. In conclusione, la
variabilita dei ceppi circolanti ne suggerisce un monitoraggio continuo, fondamentale nei
casi in cui vengono utilizzati vaccini stabulogeni.

ABSTRACT

The study involved 415 Streptococcus suis strains, isolated during 2013-2020, from
heavy pig farms in Northern Italy. The strains were tested with PCR for capsular biotypes
(1, 2, 7, 9) and major virulence factors (mrp, sly, epf). The same virulence factors were
examined with PFGE on 34 strains from four farms. Susceptibility to 11 antimicrobials was
investigated by agar diffusion. Serotypes in order of prevalence were 9 (49.7%), 2 (41.3%),
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1(4.9%) and 7 (4.2%). Sly was the most common virulence factor (85.7%), followed by mrp
(64.2%) and epf (4.8%). Sly was found most frequently in serotype 9. Overall, 18 patterns
of pathogenicity were found in the 19 farms where, at least, four isolates were available. In
two out of 19 farms a single pattern was isolated over the years. The PFGE identified one
prevalent cluster in the four farms investigated. Such results suggest high variability and
continuous changes of S. suis strains. The isolates were mostly susceptible to amoxicillin
+ clavulanic acid (96.7%), amoxicillin (90.9%), ampicillin (78.6%), ceftiofur (77.7%) and
florfenicol (75.6%). Susceptibility has been constant over the years but, considering the
well-known Italian issues regarding the overuse of antimicrobials, such therapy should
only be considered when it is the only viable alternative. In conclusion, a continuous
monitoring of serotypes and virulence factors is suggested by the large variability of S.
suis strains, especially when autogenous vaccines are used.

INTRODUZIONE

Streptococcus suis (S. suis) ¢ considerato uno dei patogeni maggiormente rilevanti per
I’economia dell’industria suinicola globale (Segura etal., 2020). La presenza di S. suis ¢ stata
riportata in tutto il mondo sia nell’allevamento intensivo che in quello estensivo. Inoltre,
negli ultimi anni si ¢ verificato un preoccupante aumento delle zoonosi causate da questo
patogeno, soprattutto in alcune aree geografiche, testimoniato anche dall’incremento della
relativa letteratura scientifica (Goyette-Desjardins et al., 2014). Il controllo delle infezioni
da S. suis effettuato tramite 1’utilizzo degli antimicrobici puo avere delle implicazioni
negative sull’antimicrobico-resistenza mentre sul successo della profilassi vaccinale sono
riportate esperienze varie (Corsaut et al., 2020).

Ad oggi, in bibliografia sono riportati 35 sierotipi diversi di S. suis, tuttavia, alcuni di
questi sono stati di recente tassonomicamente riclassificati dalla biologia molecolare in
altre specie batteriche (Gottschalk and Segura, 2019). La classificazione sierologica si basa
sulla identificazione degli antigeni capsulari (cps) specifici per ogni sierotipo. Un altro
target specifico di identificazione del patogeno, da utilizzare in concomitanza con cps, per
I’identificazione discriminante di S.suis ¢ il gene della glutammato deidrogenasi (gdh),
regione genomica molto conservata (Okwumabua et al., 2003). La caratterizzazione degli
isolati, oltre che dal punto di vista del sierotipo, avviene anche tramite I’identificazione
dei fattori di virulenza. I piu conosciuti e studiati sono due: la suilisina (sly), ’unica
tossina prodotta da S. suis ed implicata anche nella adesione all’epitelio respiratorio, ¢ la
proteina rilasciata dalla muramidasi mistica (mrp) che ¢ stata definita come “marker” di
virulenza (Segura et al., 2017). Discorso a se merita la sostanza polimerica extracellulare
(epf) coinvolta in molteplici meccanismi regolatori che recentemente ¢ stata associata
a meccanismi di resistenza agli antimicrobici, esacerbando quindi il fenomeno della
antimicrobico-resistenza (Yi et al., 2020).

L’utilizzo di vaccini stabulogeni e la terapia antimicrobica sono i due presidi di controllo
di S.suis a disposizione per il controllo della malattia oltre alle pratiche gestionali. Nel
primo caso, per allestire la tipologia di vaccino ¢ fondamentale conoscere il ceppo o i
ceppi circolanti in allevamento (Hatrongjit et al., 2020). Tale conoscenza deve essere
costantemente aggiornata per adeguare il presidio immunizzante dei ceppi vaccinali a quelli
realmente circolanti in campo, selezionati dalla pressione ambientale e da quella vaccinale
(Corsaut et al., 2020). Nel caso invece della terapia antimicrobica, I’efficacia della stessa
¢ commisurata al tipo di principio attivo scelto in relazione alla sensibilita dell’isolato
¢ alla corretta modalita di somministrazione. Secondo quanto descritto in letteratura, la
sensibilita dei ceppi di S. suis isolati in Nord Italia non ha mostrato variazioni significative
nel corso degli anni (Luppi et al., 2016).
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Lo scopo del presente lavoro ¢ quello di analizzare la prevalenza e la distribuzione dei
sierotipi e dei fattori di patogenicita dei ceppi di S. suis circolanti in Nord Italia negli anni
2013-2020. Altro importante target del presente lavoro ¢ quello di verificare la sensibilita
ai principali antimicrobici utilizzati nella terapia della streptococcosi del suino.

MATERIALI E METODI

Descrizione del campione

Quattrocento-quindici ceppi di S. suis sono stati isolati da altrettanti campioni patologici,
cervello e polmone, di suini con forma clinica conferiti alle Sezioni Territoriali dell’Istituto
Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia-Romagna durante il periodo
compreso tra il 2013 ¢ il 2020.

I ceppi isolati sono stati testati per valutare la sensibilita agli antimicrobici e successivamente
sono sottoposti ad indagini di biologia molecolare al fine di caratterizzarne sia il sierotipo,
e quindi ad identificare le porzioni genomiche codificanti gli antigeni capsulari, che le
proteine coinvolte nei meccanismi di patogenicita.

All’interno di una strategia di controllo elaborata dal Medico Veterinario aziendale, 19
allevamenti dal 2013 al 2020 hanno conferito almeno 4 campioni da cui ¢ stato isolato
S. suis al fine di valutare i diversi pattern circolanti nelle diverse aziende. Nove di questi
allevamenti sono stati seguiti con continuita temporale, operando un maggiore sforzo
diagnostico finalizzato all’identificazione dei ceppi circolanti, utili alla formulazione di
un vaccino stabulogeno. La caratterizzazione dell’intero genoma tramite PGFE ¢ stata
eseguita invece su 34 ceppi isolati da cervello provenienti da quattro allevamenti.

Indagini di laboratorio

Gli isolati di S. suis sono stati ottenuti procedendo con la semina dei campioni patologici
su terreno agar sangue con incubazione in termostato a 37 + 3°C e lettura a 24 e 48 ore.
L’identificazione del genere batterico ¢ avvenuta tramite valutazione morfologica delle
colonie e successive prove di identificazione con metodi biochimici miniaturizzati Api®
20Stre.

La caratterizzazione molecolare ¢ stata eseguita sottoponendo gli isolati batterici dapprima
all’estrazione del DNA totale tramite shock termico (lisi-bollitura) e successivamente alla
PCR per I’identificazione del sierotipo e dei fattori di virulenza. L’utilizzo di una PCR
multiplex amplificante le aree genomiche che codificano i geni, gdh, sly, mrp ed epf come
proposto da Silva e colleghi (Silva et al., 2006) ha permesso di eseguire 1’attribuzione del
sierotipo e I’identificazione dei fattori di patogenicita.

La PFGE ¢ stata condotta applicando protocolli precedentemente pubblicati (Vela et al.,
2003). La similarita tra i ceppi ottenuti ¢ stata studiata impiegando il software Bionumericis
versione 7.6 (Applied Maths). Tale software permette di costruire un dendrogramma
sulla base delle similarita tra i pulsotipi, che viene calcolata utilizzando il Dice similarity
coefficient. Come algoritmo di clustering ¢ stato utilizzato ’'UPGMA con una tolleranza e
ottimizzazione dell’1,5%.

La sensibilita agli antibiotici ¢ stata valutata tramite la metodica della diffusione in agar
(CLSI_VET, 2018) e testando un pannello di 11 molecole antimicrobiche: penicillina
(P), amoxicillina (AML), ampicillina (AMP), amoxicillina + acido clavulanico (AMC),
cefalotina (KF), ceftiofur (EF), eritromicina (E), tetraciclina (TE), trimetoprim +
sulfonamidi (SXT), florfenicolo (FFC), enrofloxacin (ENR). Dal 2017 al 2020 sono stati
utilizzati tutti gli 11 antibiotici mentre solamente 3 di questi (AMC, EF, ENR) sono stati
testati dal 2013 al 2016. L’interpretazione dell’antibiogramma secondo le regole del
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CLSI VET 08 (CLSI_VET 08), ha consentito di classificare i ceppi di S.suis testati come
sensibile (S), intermedio (I) o resistente (R). Nell’elaborazione dei risultati gli intermedi
sono stati considerati come resistenti (Luppi et al., 2016).

Analisi statistica

La relazione tra ciascun sierotipo (variabile dipendente) e la presenza dei relativi fattori
di virulenza sly, mrp ed epf (variabili indipendenti) ¢ stata analizzata tramite regressione
logistica. La sensibilita agli antibiotici ¢ stata calcolata in base al periodo considerato come
rapporto tra il numero di isolati di S. suis sensibili ad un determinato antibiotico ed il
numero totale di isolati testati. L’andamento della sensibilita agli antimicrobici nel tempo
¢ stata analizzata tramite regressione logistica in cui la variabile dipendente “sensibilita/
resistenza” ad un determinato antibiotico € stata messa in relazione con gli anni di studio
(2013-2020), variabile indipendente.

Le analisi statistiche sono state eseguite son il software SPSS 20.0 considerando
statisticamente significativo il valore soglia di p<0.05.

RISULTATI

Anno dopo anno il numero di isolati di S. suis ¢ andato progressivamente aumentando,
cosi come il numero di ceppi isolati per allevamento conferente. I sierotipi rilevati nel
corso degli anni di studio sono riportati nella Tabella 1. Seppur con percentuali diverse,
quelli isolati maggiormente sono il sierotipo 2 € 9 mentre 1’1 e il 7 sono stati rilevati meno
frequentemente.

cpslj cps9h cps2j cps7h

2013 12,50%  75,00%  12,50% 0,00%

2014  0,00% 83,33%  16,67% 0,00%

2015 0,00% 22,22%  T77,78% 0,00%

2016  8,33% 66,67%  16,67% 8,33%

2017  5,88% 64,71%  29,41% 0,00%

2018  4,00% 55,00%  37,00% 4,00%

2019  4,17% 39,58%  50,00% 6,25%

2020 6,10% 39,02%  50,00% 4,88%

Tabella 1. Prevalenza dei sierotipi di S. suis nel corso degli anni 2013-2020.
Table 1. Prevalence of the S. suis serotypes during 2013-2020 years.

Nella Tabella 2 sono riportati i risultati delle indagini di caratterizzazione dei fattori di
patogenicita dei ceppi isolati nei diversi anni. Considerando i due sierotipi maggiormente
isolati, ¢ stato constatato come sia piu probabile rilevare isolati di sierotipo 9 con i fattori
di patogenicita mrp e sly e isolati di sierotipo 2 con mrp ed epf. La distribuzione dei fattori
di patogenicita per i relativi sierotipi ¢ riportata in Tabella 3.
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mrp epf sly
2013 29,41% 5,88% 29,41%
2014 33,33% 0,00% 33,33%
2015 31,25% 6,25% 31,25%
2016 37,50% 0,00% 25,00%
2017 34,21% 0,00% 34,21%
2018 35,11% 0,00% 35,11%
2019  32,76% 1,72% 37,93%
2020 29,41% 3,53% 28,24%

Tabella 2. Prevalenza dei fattori di patogenicita tra gli isolati di S. suis nel corso degli anni
2013-2020.
Table 2. Prevalence of the virulence factors of S. suis isolated during 2013-2020 years.

mrp epf sly

cpslj 3333%  2,38%  33,33%

cps9h  35,03% 0,00% 34,75%

cps2j  32,55% 5,87% 31,09%

cps7h  42,11% 0,00% 15,79%

Tabella 3. Prevalenza dei fattori di patogenicita tra gli isolati di S. suis in relazione al sierotipo.
Table 3. Prevalence of the virulence factors of S. suis isolated in relation to serotype

Raggruppando i campioni in studio per allevamento conferente ¢ emerso che 19 di questi
hanno fornito materiale diagnostico da cui ¢ stato isolato S. suis in almeno 4 campioni
nel corso degli anni. In particolare, in nove di essi ¢ stata riscontrata una certa continuita
nel tempo (A, B, C, F, G, I, K, L e Q) frutto di isolamenti multipli nel corso degli anni.
Una situazione peculiare ¢ invece quella degli allevamenti A, B, F e I che oltre ad avere
una continuita temporale mostrano un andamento simile tra loro: dopo isolamenti iniziali
sporadici e discontinui si ¢ incrementato il numero di ceppi isolati per ritornare gli anni
successivi ad un numero piu esiguo, rispondendo ad una precisa programmazione fatta a
monte.

Basandosi sui risultati forniti dalla biologia molecolare in merito a sierotipo e fattori di
virulenza sono stati rilevati 18 diversi pattern di S. suis circolanti nei 19 allevamenti sopra
menzionati (Tabella 4). In alcuni casi si puo vedere la presenza di un pattern predominate
come negli allevamenti L: Cps2(gdh-mrp-epf-sly) e N: Cps2(gdh-mrp-sly) aventi un unico
sierotipo e relativi fattori di patogenicita costanti, negli altri allevamenti invece i diversi
pattern si succedono con combinazione di sierotipi e fattori di virulenza diversi (Tabella 3).
In quest’ultimo caso si possono notare aziende con pattern diversi all’interno dello stesso
sierotipo ma anche pattern diversi facenti capo a sierotipi diversi.
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A 25.0125.0 25.0 25.0
B 11.1 11.1 77.8
C 11.1 33.1 55.6
D 57.1(14.3 28.6
E 37.5 12.5(25.0 25.0
F 50.0 25.0 25.0
G 50.0 50.0
H 333 22.1 33.3 11.2
1 42.8 14.3(28.6 14.3
J 100
K 37.5(12.5 50.0
L 100
M 25.0 75.0
N 100
(0] 16.7 83.3
P 66.7 33.3
Q214 57.2 14.3 7.1
R |90 36.4(54.6
S 62.5 25.0 12.5

Tabella 4. Pattern circolanti e relativa frequenza negli allevamenti con almeno 4 isolamenti
di S. suis negli anni di studio. Con I’asterisco (*) sono indicati i pattern che includevano

la tossina sly.

Table 4. Pattern and frequency of S. suis isolated in farms with at least 4 isolation during

the time of study.

With the asterisk (*) the patterns that included the toxin (sly).
I risultati della PFGE evidenziano un cluster clonale (similarita del 100%) in cui si
collocano 22 dei 34 ceppi analizzati, isolati dai 4 allevamenti indagati, in anni diversi
(figura 1). Diciassette di questi presentano anche lo stesso pattern di virulenza. Inoltre,
i ceppi isolati dal cervello di soggetti diversi di uno stesso allevamento, in uno stesso

momento si sono dimostrati cloni.

138



GDH
MRP
EFP
SLY

cPsS9oH

PFGE PFGE

Azienda
cPs2)
CPST7H

1D Strain

|

=

539818

21951119
253111119
2531/2/19
28832119
2307/2/19
2488119
328711119
3287/319
3287/2119
292113120
4322/1/20
2921/1/20
432212120
4971/3/20
7416/1/20
4971/2/20
3677120

1976/1/20
4971/1/20
5581/1/20
6865/2/20
63632118
271912119
40417217
1 1] ' 6443/1/20
4634/2117
6443/4/20
6844373/20
644372120
114320

282519

2883M1/19

RN 2«ca2

[ oo ooeo6 2000600060030 302033000600

=
"
2

ssligs===S==se

—_—
e e B —— — —— —— —

LB i e S ——

-——

o ———
s ——— e ———

-::,-
5
ll_ &

== _m—omEme
—

—

—
——— —
-_——
—_—

T TOV"T=2T"TTTOV”YVTTVTOTVTVTOTOVTIOVUTVT VTV VTV IOT VOV TOVTVODUVOTOOUOVDO=
T 2 9?7 ?P ?P VD P ETVTZEZ VPV VDY VD VDY VOV VYD VDV VOO
ZZT T T T T ZTZZTZTZZTZT TV ZTZZDVDZVZTZZTZITZTZZTZZTZZTZZzZTZzz=zZzZ
T T ?P VPPV VPVETVDETV VD DD EETVT YV DD DYV VDV VDTV TV OO
T2 T TVTUOVUODOVEZZ22TUV0DOD2=2 T2V 00 DYDY DUTDDRYDDD
2 2T T 2Tz UV UVOV222zzzz2zzzz=2
T T T T T T T ETZTTTZTTZTZT VT ZTTZTTTE2TZTz22z2ZTzzEzZzE

Figura 1. Dendrogramma originato dai profili PFGE (Smal) di 34 S. suis isolati da casi
clinici in 4 diversi allevamenti (S, A, G, R).

Figure 1. Tree showing the similarities between PFGE patterns (Smal) of 34 S. suis
isolated from clinical cases in 4 different farms (S, A, G, R).

Il test di antimicrobico-suscettibilita ai piut comuni antimicrobici (Tabella 5) ha rivelato
una percentuale di sensibilita molto alta dei ceppi testati verso la AML, che arriva al 96.7%
se in associazione con I’acido clavulanico (AMC). Percentuali di sensibilita di ben oltre
il 70% dei ceppi testati anche verso AMP, EF e FFC, appena sotto sono risultati invece
P e KF. L’aggiornamento del pannello di antibiotici utilizzati ha impedito che il numero
di ceppi testati verso i vari antimicrobici fosse costante, ad eccezione della AML che ¢
stata testata nella maggior parte dei casi in associazione all’acido clavulanico, meno in
formulazione singola. [’analisi statistica ha evidenziato che la sensibilita dei ceppi di S.
suis verso 1 singoli antibiotici ¢ rimasta invariata nel corso degli anni in studio (p >0.05).
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Antimicrobico Abbreviazione Ceppi testati Sensibilita

Amoxicillina + Acido Clavulanico AMC 330 96.7%
Amoxicillina AML 66 90.9%
Ampicillina AMP 266 78.6%
Ceftiofur EF 332 77.7%
Florfenicolo FFC 299 75.6%
Penicillina P 266 67.3%
Cefalotina KF 127 64.6%
Trimetoprim + Sulfonamidi SXT 266 45.1%
Enrofloxacin ENR 332 42.8%
Eritromicina E 266 9.0%
Tetraciclina TE 266 3.8%

Tabella 5. Numero di ceppi di S.suis considerati e relativa percentuale di sensibilita agli
antibiotici testati.
Table 5. Number of S.suis strains and antimicrobial susceptibility.

DISCUSSIONE

I risultati hanno evidenziato come i sierotipi maggiormente isolati siano stati il 2 ed il
9. Questo dato ¢ in linea con quanto rilevato a livello internazionale, soprattutto se si
considera che il sierotipo 2 ¢ quello da sempre maggiormente diffuso a livello mondiale
(Goyette-Desjardins et al., 2014) e che il sierotipo 9 ha assunto negli ultimi anni un maggior
rilievo (Willemse et al., 2019). Quest’ultimo ¢ stato oggetto di approfonditi studi genomici
(Segura et al., 2020) che hanno evidenziato come i cloni responsabili di manifestazioni
cliniche siano molto simili tra loro, a differenza di quelli rilevati in suini asintomatici che
hanno caratteristiche genomiche piu eterogene.

Per quanto riguarda la caratterizzazione dei fattori di patogenicita ¢ stato evidenziato
che mentre mrp e sly sono state rilevate in modo omogeneo negli anni di studio, epf ¢
stata rilevata solo in sporadici casi. Per contro non ¢ stata osservata alcuna associazione
tra i ceppi che esprimevano questo fattore di virulenza e la resistenza ad alcune classi
di antibiotici, nonostante in bibliografia siano stati attribuiti fenomeni di antimicrobico-
resistenza proprio a epf (Yi et al., 2020).

Le associazioni rilevate con maggior frequenza sono state: ceppi di S. suis sierotipo 9 che
esprimono mrp ¢ sly e ceppi di sierotipo 2 caratterizzati da mrp ed epf. Va sottolineato
che sly risulta associata piu frequentemente al sierotipo 9, a differenza di quanto riportato
da altri autori che descrivono invece sly associata al sierotipo 2 (Segura et al., 2020). Cio
non stupisce se consideriamo che nei Paesi Bassi e nell’est Europa si ¢ assistito negli
ultimi anni ad un notevole aumento degli isolamenti di S. suis sierotipo 9, in particolar
modo per quelli ad alta virulenza (Willemse et al., 2019), a conferma del fatto che questo
sierotipo sta assumendo sempre piu un ruolo di interesse. Va comunque ricordato che
I’identificazione dei fattori di patogenicita, per ora, non pud essere considerato come
discriminante sull’effettivo risvolto clinico in campo di un determinato ceppo (Segura
et al., 2020). L’espressione di tali fattori di patogenicita ha mostrato una distribuzione
pressoché omogena di mrp ¢ sly nel corso degli anni in linea con quanto presente nella
letteratura internazionale (Segura et al., 2017).

La combinazione di sierotipo e fattori di patogenicitd ci ha portato ad identificare
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diversi pattern di S. suis. Focalizzandosi sui singoli allevamenti che hanno effettuato un
monitoraggio costante nel corso degli anni, i pattern rilevati sono risultati diversi e variabili,
mostrando di fatto un equilibrio dinamico, che come gia riportato in letteratura (Segura et
al., 2020) necessita di essere seguito nel tempo. A conferma di questo sono anche i risultati
di caratterizzazione genetica attraverso PFGE, che garantiscono un ulteriore step nella
identificazione dei pattern presenti. Infatti i dati ottenuti dai 4 allevamenti in cui ¢ stata
eseguita anche questa analisi, mostrano un unico cluster clonale con diversi pattern di
virulenza, in particolare i cloni isolati da soggetti aventi una clinica rilevante sono stati
quelli dotati di tutti e tre i fattori di virulenza.

E emerso quindi che al fine di avere un quadro completo dei diversi pattern circolanti
e controllare la malattia in un allevamento (anche attraverso 1’utilizzo di vaccini
stabulogeni), risulta importante conoscere la dinamica di circolazione dei diversi ceppi
attraverso 1’esecuzione di piu isolamenti nel corso del tempo e la loro caratterizzazione.
Tale caratterizzazione si realizza con I’identificazione dei pattern circolanti mediante
metodica PCR e/o PFGE.

Per quanto riguarda la sensibilita dei ceppi di S. suis verso gli antibiotici considerati
non sono state rilevate differenze statisticamente significative nel periodo di studio,
confermando quanto rilevato nella decade precedente (2004-2014) (Luppi et al., 2016). Se
osserviamo il dato complessivo dei ceppi testati nel corso degli anni, ¢ emerso come AML,
AMP, EF e FFC siano le molecole a cui S. suis risulta essere maggiormente sensibile,
confermando il ruolo fondamentale di tali principi attivi per la terapia antimicrobica della
streptococcosi suina. Tuttavia, questi dati devono essere soppesati nel contesto della
logica “One Health” in cui alcune molecole ricoprono un ruolo prioritario nelle terapie
umane. Inoltre, si rammenta come gia alcune molecole (EF), rientrino in una categoria
di antimicrobici il cui utilizzo deve essere razionalizzato e basato sui risultati di un test
di sensibilita (Commission, 2015). A fronte di un ampio ventaglio di molecole idonee al
trattamento antibiotico, questa soluzione deve essere contemplata unicamente come terapia
riparatoria e non utilizzata nella quotidiana gestione aziendale.

Il management aziendale e la profilassi rappresentano la vera sfida moderna per il
controllo delle infezioni da S. suis (Correa-Fiz et al., 2020). L’utilizzo degli antibiotici
rimane giustificato dall’efficacia del trattamento per la risoluzione delle forme cliniche
gravi e dalla sensibilita che storicamente S. suis ha dimostrato verso le sopracitate classi
di antimicrobici. E’ importante tuttavia, considerare il tema della farmaco-suscettibilita
in quanto, seppur in Italia nel recente passato (Luppi et al., 2016) e nel nostro lavoro si
¢ dimostrata costante, a livello mondiale viene riportata la progressiva diminuzione della
sensibilita agli antimicrobici (Segura et al., 2020).

Le esperienze di altri paesi Europei hanno insegnato che controllare S. suis senza I’utilizzo di
antimicrobici ¢ difficile ma possibile. A tale fine ¢ fondamentale 1’applicazione di adeguate
misure di management aziendale, 1’utilizzo di additivi con azione diretta sul microbiota
intestinale/nasale (Correa-Fiz et al., 2020) e I’impiego di vaccini stabulogeni (Hatrongjit et
al., 2020). Seppur i dati scientifici relativi alla pratica vaccinale siano limitati, diversi studi
hanno dimostrato che ’efficacia ¢ prima di tutto influenzata dall’individuazione corretta
dei pattern presenti nell’allevamento mediante piu isolamenti nel corso del tempo (Corsaut
et al., 2020; Segura et al., 2020).

CONCLUSIONI

I1 presente studio ha rilevato una notevole variabilita in termini di sierotipi circolanti di S.
suis e dei relativi fattori di virulenza. I sierotipi 2 e 9 sono quelli isolati piu di frequente
e tra questi il sierotipo 9 esprime piu spesso la tossina sly. I pattern piu frequenti sono
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risultati essere Cps2(gdh-mrp-sly) e Cps9(gdh-mrp-sly). Il pannello di sensibilita agli
antimicrobici si ¢ mostrato stabile nel tempo.

11 controllo della streptococcosi del suino non puo prescindere da un adeguata strategia di
management aziendale e deve prevedere, la valutazione di tecniche alternative fra le quali
I’utilizzo di vaccini stabulogeni, oltre all’utilizzo degli antimicrobici per le forme cliniche
gravi. Poiché il successo di tale vaccinazione ¢ basata sulla corrispondenza tra ceppi
circolanti e ceppi vaccinali, la determinazione dei pattern circolanti attraverso indagini
di biologia molecolare risulta essere uno strumento basilare e di primaria importanza per
il controllo della malattia. Il costante monitoraggio dei ceppi circolanti negli allevamenti
ove vengono utilizzati tecniche immunizzanti consentira un riscontro in merito alla loro
efficacia ¢ permettera di conoscere meglio la dinamica di circolazione all’interno dei
singoli allevamenti.
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RIASSUNTO

La minaccia rappresentata dall’antibiotico resistenza richiede 1’'utilizzo di metodi
alternativi per gestire infezioni legate a patogeni come Escherichia coli K88, principale
agente eziologico della diarrea post-svezzamento del suino. Lo zinco ossido ¢ impiegato
a livelli farmacologici per migliorare le performance e 1’integrita intestinale allo
svezzamento, tuttavia 1’inquinamento ambientale derivante dal suo uso desta una
crescente preoccupazione. Considerando i futuri requisiti legislativi, che impediranno
I’uso dello zinco a scopo farmacologico, questo studio ha valutato 1’attivita inibente la
crescita batterica di antibiotici convenzionali e varie forme di zinco, unitamente alla loro
capacita di modulare la virulenza di E. coli K88. I risultati dimostrano come il ceppo
testato di £. coli K88 sia resistente alla maggior parte degli antibiotici esaminati; tra le
forme di zinco, solo ZnO, nano-ZnO, ZnSO, e Zn-Met mostrano attivita antimicrobica
a 2000 ppm. ZnO, nano-ZnO, ZnSO, ¢ ZnCl, hanno aumentato — a una dose di zinco
equivalente pari a 65 ppm — I’espressione dei fattori di virulenza di E. coli K88. In
conclusione, questo studio ha dimostrato che concentrazioni farmacologiche di varie
forme di Zn possono esercitare un effetto antimicrobico solo a 2000 ppm, mentre il loro
impiego a dosaggi nutrizionali comporta, in ogni modo, una modulazione significativa
dei geni di virulenza di E. coli K88.

ABSTRACT

The threat represented by antibiotic resistance is more and more requiring the
identification of alternative methods to manage infections exerted by pathogens such
as Escherichia coli K88, the main determining agent of piglets’ post-weaning diarrhea.
Pharmacological levels of zinc oxide are usually employed for their capacity to improve
growth performance and intestinal integrity at weaning. However, the environmental
pollution exerted by ZnO is raising concerns. Considering future legislative requirements,
which will forbid the usage of zinc for pharmacological purposes, this study evaluated
the antimicrobial activity of conventional antibiotics and several zinc forms, and their
ability to modulate the E. coli K88 virulence gene expression. Results demonstrate how
the E. coli K88 tested strain is resistant to most of the tested antibiotics; amongst zinc
forms, only ZnO, nano-ZnO, ZnSO, and Zn-Met show an antimicrobial activity at 2000
ppm. ZnO, nano-Zn0, ZnSO, and ZnCl, - at doses providing 65 ppm of Zn — increased
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the expression of E. coli K88 virulence factors. In conclusion, this study demonstrated
the capacity of pharmacological doses of various Zn forms to exert an antimicrobial
effect only at 2000 ppm, while their utilization at nutritional levels produces a significant
modulation of virulence genes of E. coli K88.

INTRODUZIONE

La diarrea post-svezzamento rappresenta una delle principali sfide dell’industria suina
mondiale. Tale condizione patologica ¢ primariamente causata da Escherichia coli K88,
un patogeno appartenente alla classe degli E. coli enterotossigenici (ETEC) (Croxen et
al., 2013), che comporta importanti perdite economiche per gli allevatori a causa di costi
per le terapie, ridotta crescita degli animali e mortalita (Jayaraman and Nyachoti, 2017).
L’azione patogenica di E. coli K88 viene esercitata mediante i suoi fattori di virulenza.
L’attacco del batterio avviene mediante adesine fimbriali che legano recettori posti sulla
superficie degli enterociti; tale legame stimola la produzione delle enterotossine proteiche
termolabili (LT) e termostabili (STa ed STb). Le tre tossine, interagendo con i loro
rispettivi recettori, pur attivando vie di segnalazione differenti, comportano I’apertura di
canali per 1’escrezione del cloro e I’inibizione di proteine per il riassorbimento del sodio.
Cio produce uno squilibrio ionico che, richiamando acqua nel lume intestinale, genera il
sintomo diarroico.

Gli antibiotici rappresentano l’approccio principalmente impiegato per combattere
gli stati di colibacillosi. Tuttavia, I’insorgenza e la rapida diffusione della resistenza
microbica agli antibiotici hanno spinto scienziati e istituzioni politiche a promuovere
azioni volte alla riduzione del loro uso.

L’utilizzo di minerali a scopo antimicrobico ¢ una pratica ampiamente consolidata in
suinicoltura (Poulsen, 1995). L’impiego di dosi farmacologiche di zinco ossido (ZnO)
allo svezzamento puo ridurre 1’insorgenza della diarrea, migliorare le performance di
crescita e modulare I’architettura e lo stato infiammatorio intestinale (Grilli ef al., 2015).
Cio nonostante, I’utilizzo di elevati livelli di questo elemento ha sollevato preoccupazioni
riguardanti 1’inquinamento ambientale. Per questo motivo, le autorita europee hanno
imposto una completa eliminazione di livelli farmacologici di ZnO dal 2022.

Scopo di questo studio ¢ stato quello di valutare la suscettibilita di un ceppo di E. coli
K88 verso alcuni degli antibiotici piu utilizzati in allevamento animale e diverse forme
di Zn. Inoltre, in ottemperanza ai futuri requisiti legislativi, ¢ stata analizzata la capacita
delle stesse forme di Zn, a livelli nutrizionali, di modulare ’espressione dei geni di
virulenza di E. coli K88.

MATERIALI E METODI

Il batterio utilizzato in questo studio ¢ un ceppo di campo di Escherichia coli K88,
originariamente isolato dall’intestino di un suinetto sintomatico.

Antibiogramma. Mediante I’approccio MIC (concentrazione minima inibente), ¢ stata
valutata la suscettibilita del ceppo a 7 antibiotici (amoxicillina, ampicillina, doxiciclina,
lincomicina, neomicina, penicillina G e colistina), le cui soluzioni stock sono state
preparate in infuso cuore-cervello (BHI). Il saggio, allestito in piastre 96-well, ha previsto
la diluizione degli antibiotici in BHI alle concentrazioni di interesse, 1’inoculo del ceppo
a una concentrazione di 10° CFU/mL, quindi I’incubazione in aerobiosi a +37°C per 24
ore. Ogni piastra, preparata in duplicato, conteneva sia controlli positivi (solo BHI con
ceppo) che bianchi (solo BHI). Trascorso il periodo di incubazione, ¢ stata misurata allo
spettrofotometro 1’assorbanza di ogni piastra a 630 nm. Per ogni sostanza, la MIC ¢ stata
definita come la concentrazione piu bassa in grado di restituire una assorbanza nulla

146



dopo 24 ore di incubazione.

Attivita antimicrobica di diverse forme di Zn. Con lo stesso metodo, ¢ stata determinata
I’attivita antimicrobica verso E. coli K88 di 4 forme di Zn, le cui soluzioni stock sono
state preparate in acqua (ZnSO,, ZnCl, e Zn-Met) o 5% acido acetico (ZnO, nano-ZnO).
Il saggio, allestito in tubi, ha previsto la diluizione delle soluzioni stock delle varie forme
di Zn in terreno di coltura BHI alle concentrazioni di interesse, 1’inoculo del ceppo alla
concentrazione di 10° CFU/mL, quindi I’incubazione dei tubi in aerobiosi a +37°C per
24 ore. Tra i tubi, preparati in triplicato, sono stati aggiunti sia controlli positivi (BHI
con ceppo, BHI + 5% acido acetico con ceppo) che bianchi (solo BHI). Trascorso il
periodo di incubazione, 10 pL del contenuto di ogni tubo sono stati seminati su piastre
BHI Agar. Per ogni forma di Zn, la MIC ¢ stata definita come la concentrazione piu bassa
di sostanza in grado di impedire la crescita di colonie in seguito a semina e incubazione
per 24 ore su piastra BHI Agar.

Modulazione dei geni di virulenza di K88 da parte di diverse forme di Zn. Per valutare la
capacita di diverse forme di Zn di modulare I’espressione dei geni di virulenza di E. coli
K88, 10° CFU sono stati inoculati in 5 mL di BHI supplementato con differenti forme
di Zn (Zn0O, nano-ZnO, ZnSO,, ZnCl, ¢ Zn-Met) a una concentrazione tale da fornire
65 ppm di Zn (equivalenti a 80.90 ppm di ZnO e nano-ZnO, 181.97 ppm di ZnSO,,
135.50 ppm di ZnCl, e 212.36 ppm di Zn-Met). Ogni concentrazione ¢ stata valutata
in triplicato, oltre all’aggiunta di controlli adeguati (solo BHI, BHI con ceppo, BHI +
5% acido acetico con ceppo). In seguito a 4 ore di incubazione in aerobiosi a +37°C,
¢ stato estratto I’'RNA totale mediante il kit NucleoSpin® RNA Kit (Macherey-Nagel),
seguendo le istruzioni del produttore. In seguito alla misurazione allo spettrofotometro
della resa e della qualita dell’RNA estratto, ¢ stata eseguita la retrotrascrizione dell’RNA
in cDNA mediante iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad), come da istruzioni fornite
dal produttore. La real-time PCR ¢ stata realizzata utilizzando CFX96™ Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad) e iTag™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad). Le
reazioni sono state preparate in un volume finale di 10 pL, contenenti 5 pL di 2x iTaq
Universal SYBR mix, 200 o 600 nM di ogni primer (Tabella 1), 10 ng di cDNA e acqua
nucleasi-free per portare a volume. Il protocollo di PCR ha previsto 3 minuti a 95°C,
seguito da 40 cicli di 10 secondi a 95°C e 30 secondi a 60°C. La specificita della PCR
¢ stata determinata mediante una curva di melting (da 55 a 95 °C con un incremento di
temperatura pari a 0.5°C/s). L’analisi di espressione genica, normalizzata rispetto ai due
geni reference rrsA e ihfB, ha previsto 1’utilizzo del metodo 244,

Analisi statistica. Tutti 1 dati sono stati analizzati utilizzando GraphPad Prism®. Per i
risultati della gene expression, ¢ stato applicato il test ANOVA a una via, seguito dal
Turkey post-test, per comparare i trattamenti con il rispettivo controllo. Le differenze
significative sono indicate dagli asterischi: * = P<0.05; ** = P<0.01; *** = P<0.001.

RISULTATI

Antibiogramma. 1 risultati dell’antibiogramma condotto su E. coli K88 sono mostrati
in Figura 1. Il batterio in esame si ¢ mostrato resistente a tutte le concentrazioni testate
(0.5 ppm — 64 ppm) di amoxicillina, ampicillina, lincomicina, penicillina G e neomicina.
Tuttavia, la crescita batterica ¢ stata inibita dalla doxiciclina alle concentrazioni di 32 e
64 ppm, mentre la colistina si ¢ dimostrata capace di prevenire la proliferazione batterica
gia alla concentrazione di 4 ppm.
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Figura 1 - Crescita di E. coli K88, espresso come % rispetto al controllo (solo ceppo),
quando coltivato con differenti concentrazioni in ppm di amoxicillina, ampicillina,
doxiciclina e lincomicina, neomicina, penicillina G e colistina.

Figure 1 - E. coli K88 growth, expressed as % compared to control (strain only), when
cultured with different concentrations in ppm of amoxicillin, ampicillin, doxycycline,
lincomycin, neomycin, penicillin G and colistin.

Attivita antimicrobica di diverse forme di Zn. 1 risultati delle MIC su Escherichia coli
K88 trattato con quattro differenti forme di Zn hanno dimostrato che ZnO, nano-ZnO,
ZnSO, e Zn-Met sono capaci di inibire la crescita batterica alla dose piu alta (2000 ppm),
mentre le concentrazioni inferiori hanno consentito la crescita di £. coli K88. Nessuna
attivita inibitoria ¢ stata registrata per ZnCl,.

Modulazione dei geni di virulenza di K88 da parte di diverse forme di Zn. 1 risultati della
modulazione dell’espressione genica dei fattori di virulenza di E. coli K88 esercitati da
diverse forme di Zn sono presentati in Figura 2. In generale, si evidenzia la capacita di
quasi tutte le forme di Zn di modulare I’espressione dei geni di virulenza del patogeno
in esame, anche se impiegate a una concentrazione equivalente di 65 ppm, notevolmente
inferiore alle dosi farmacologiche.

Per quanto riguarda le capacita adesive di E. coli K88, ZnSO,, ZnCl,, ZnO e nano-
ZnO mostrano una significativa capacita di incrementare 1’espressione del gene faeG,
codificante per la subunita maggiore delle diverse varianti delle adesine fimbriali,
aumento non registrato con 1’utilizzo della Zn-Met (Figura 2A).

L’espressione della tossina termolabile LT viene notevolmente incrementata
dall’incubazione di E. coli K88 con ZnSO,, ZnCl,, ZnO e nano-ZnO (P<0.001), mentre
I’utilizzo di Zn-Met non comporta un aumento apprezzabile dell’espressione dei geni
eltA ed eltB, codificanti le due subunita della tossina in esame (Figure 2B ¢ 2C).
Mentre i livelli di mRNA della proteina STb non sono influenzati in maniera
rilevante da nessuno dei trattamenti (Figura 2E), I’espressione della tossina STa viene
significativamente ridotta dall’aggiunta, nel medium di coltura di E. coli K88, di ZnSO,,
ZnCl, e Zn-Met (Figura 2D).
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Figura 2 - Analisi gene expression dei geni di virulenza di £. coli K88 incubato con
differenti forme di Zn in grado di fornire 65 ppm di Zn. I dati sono presentati come
media (n = 3) e la SEM ¢ rappresentata dalle barre verticali. Gli asterischi indicano una
differenza significativa: * = P<0.05; ** = P<0.01; *** = P<(0.001. Le differenze sono
calcolate tra ogni trattamento e il rispettivo controllo: ZnSO,, ZnCl, e Zn-Met verso
controllo; nano-ZnO e ZnO verso controllo AA.

Figure 2 - Gene expression analysis of E. coli K88 incubated with different zinc sources
providing 65 ppm of Zn. Data are presented as means (n = 3) and SEM represented
by vertical bars. Asterisks indicate statistically significant differences: * = P<0.05; **
= P<0.01; *** = P<0.001. Differences are calculated between each treatment and the
respective control: ZnSO,, ZnCl, e Zn-Met versus control; nano-ZnO and ZnO versus
AA control.

DISCUSSIONE

In questo studio, un ceppo di E. coli K88 ¢ stato testato contro diversi antibiotici: il
batterio ¢ risultato resistente ad amoxicillina, ampicillina, neomicina, lincomicina
e penicillina G. Pur essendo ancora sensibile alla doxiciclina, il dato della MIC (32
ppm) mostra in E. coli K88 una preoccupante propagazione dei geni di resistenza. Tali
osservazioni sono confermate da ulteriori studi che hanno provato una problematica
riduzione della sensibilita di numerosi ceppi di E. coli agli antibiotici (Choi et al., 2002;
Klein et al., 2015; van Breda, Dhungyel and Ward, 2018).

La colistina ¢ uno degli antimicrobici autorizzati all’utilizzo sia in campo animale che
umano. Il suo uso in suinicoltura aiuta la gestione delle infezioni da E. coli in maniera
efficace, come dimostrato dai nostri risultati: il ceppo testato ha mostrato sensibilita alla
colistina (MIC a 4 ppm). Tuttavia, la comparsa del gene di resistenza mcr-1 rappresenta
una seria minaccia all’efficacia di un antibiotico utile anche in medicina umana; si rende
quindi necessario valutare ulteriori strategie (Rhouma et al., 2016).
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Tra gli approcci alternativi per combattere la diarrea post-svezzamento del suino vi ¢
I’impiego di livelli farmacologici di Zn. In questo studio, la MIC contro E. coli K88 ¢
stata riscontrata a 2000 ppm per ZnO, nano-ZnO, ZnSO, e Zn-Met, mentre non ¢ stato
possibile osservare una inibizione della crescita microbica alle concentrazioni testate di
ZnCl,. In generale, i risultati delle MIC non dimostrano una attivita antimicrobica ampia
contro E. coli K88 per nessuna delle forme di Zn valutate.

Dal 2022, I’'utilizzo dello Zn sara consentito nell’Unione Europea solamente a
livelli nutrizionali, in quanto le autoritd competenti hanno imposto un totale divieto
sulla commercializzazione di prodotti contenenti Zn a scopo terapeutico. Secondo
il Regolamento (CE) N. 1334/2003, il limite d’uso ¢ fissato a 150 ppm per il suino.
Considerando tale limite, il presente studio ha voluto valutare la capacita di dosi
nutrizionali di Zn — inferiori al requisito legislativo e non efficaci dal punto di vista
antimicrobico — di modulare I’espressione di geni di virulenza e patogenicita di E. coli
K88 e come questa attivita potesse essere influenzata dalla diversa forma di Zn.

In generale, si osserva che le varie forme di Zn tendono a promuovere 1’espressione
dei geni di virulenza di E. coli K88. In effetti, lo Zn ¢ uno degli ioni essenziali per la
sopravvivenza e il metabolismo di E. coli, poiché parte di una molteplicita di proteine ed
enzimi. L’aggiunta ulteriore di Zn nella dieta potrebbe, quindi, facilitarne assunzione ed
utilizzo da parte dei batteri, favorendone il metabolismo e 1’acquisizione di un fenotipo
particolarmente virulento come conseguenza della maggiore attivita degli enzimi, tra cui
le polimerasi della trascrizione genica (Hantke, 2005).

CONCLUSIONI

Questo studio ha osservato la resistenza di un ceppo di campo di E. coli K88 — principale
responsabile dell’insorgenza della diarrea post-svezzamento del suino — a diversi
antibiotici, confermando come I’antibiotico-resistenza rappresenti una seria minaccia
per la gestione delle infezioni batteriche. L’utilizzo di varie forme di Zn non esercita un
effetto antimicrobico su E. coli K88, se non limitatamente alle dosi farmacologiche (2000
ppm). I futuri requisiti legislativi europei proibiranno I’impiego di tali concentrazioni di
Zn: 'uso di livelli nutrizionali di questo minerale — pari a 65 ppm di Zn equivalente, al
di sotto del tetto fissato di 150 ppm — dimostra come possa comunque esistere, da parte
dei composti dello Zn, un’azione modulatoria sull’espressione dei geni di virulenza di
E. coli K88.

BIBLIOGRAFIA

1. van Breda, L. K., Dhungyel, O. P. and Ward, M. P. (2018) “Antibiotic resistant
Escherichia coli in southeastern Australian pig herds and implications for
surveillance”, Zoonoses and Public Health, 65, pp. el—¢7.

2. Choi, C. et al. (2002) “Antimicrobial susceptibility of pathogenic Escherichia coli
isolated from pigs in Korea”, Journal of Veterinary Medical Science, 64, pp. 71-73.

3. Croxen, M. A. et al. (2013) “Recent advances in understanding enteric pathogenic
Escherichia coli”, Clinical Microbiology Reviews, 26, pp. 822—880.

4. Grilli, E. et al. (2015) “Low doses of microencapsulated zinc oxide improve
performance and modulate the ileum architecture, inflammatory cytokines and tight
junctions expression of weaned pigs”, Animal, 9, pp. 1760—1768.

5. Hantke, K. (2005) “Bacterial zinc uptake and regulators”, Current Opinion in
Microbiology, 8, pp. 196-202.

6. Jayaraman, B. and Nyachoti, C. M. (2017) “Husbandry practices and gut health
outcomes in weaned piglets: A review.”, Animal nutrition, 3, pp. 205-211.

150



Klein, U. et al. (2015) “Antimicrobial susceptibility monitoring of respiratory and
enteric tract pathogens isolated from diseased pigs across Europe between 2009 and
20127, 7th European Symposium of Porcine Health Management.

Poulsen, H. D. (1995) “Zinc oxide for weanling piglets”, Acta Agriculturae
Scandinavica A: Animal Sciences, 45, pp. 159—-167.

Rhouma, M. et al. (2016) “Colistin in Pig Production: Chemistry, Mechanism
of Antibacterial Action, Microbial Resistance Emergence, and One Health
Perspectives.”, Frontiers in microbiology, 7, p. 1789.

151






VALUTAZIONE DELL’EFFICACIA DI DIVERSI TRATTAMENTI
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RIASSUNTO

La crescente attenzione verso 1'uso responsabile e la riduzione nella somministrazione
dell’antibiotico in ambito zootecnico, determina la necessita di trovare alternative efficaci nel
trattamento e prevenzione delle principali infezioni presenti in allevamento. Il presente studio
ha voluto indagare quale potesse essere la miglior soluzione, sia dal punto di vista dell’efficacia
che del consumo di antibiotici, nei confronti delle principali infezioni intestinali in suini
accasati in un ingrasso presenza storica di clinica enterica. Per la prova sono stati coinvolti
1200 suini suddivisi in tre gruppi: il Gruppo A rappresentato dall’attuale metodo di controllo
delle enteriti, ossia utilizzo di Lincomicina per os per 7 giorni all’insorgenza della clinica; il
Gruppo B con somministrazione per tutta la fase di allevamento di un mangime complementare
a base di prodotti ottenuti dalla trasformazione di vegetali e dalla miscela di sostanze
aromatizzanti dall’accasamento in ingrasso; Gruppo C somministrazione di Ossitetraciclina
per os alla manifestazione della malattia per 5 giorni, seguito da somministrazione del mangime
complementare del gruppo B fino alla fine del ciclo di allevamento. I tre trattamenti non hanno
mostrato differenze per quanto riguarda le performance produttive, la consistenza delle feci
e la mortalita. Evidenti differenze sono state invece riscontrate sul consumo di antibiotici,
dimostrando come il Gruppo B risulti la soluzione piu adatta nella prevenzione e nel trattamento
delle infezioni intestinali.

ABSTRACT

The growing attention towards responsible use and the reduction in the administration of the
antibiotic in the zootechnical field, determines the need to find effective alternatives in the
treatment and prevention of the main infections present in the farm. The present study aimed to
investigate which could be the best solution, both from the point of view of effectiveness and
consumption of antibiotics, against the main intestinal infections of fattening pigs. 1200 pigs
divided into three groups were involved in the test: Group A represented by the current enteritis
control method, namely the use of Lincomycin orally for 7 days; Group B administration
for the entire breeding phase of a complementary feed based on products obtained from the
transformation of plants and the mixture of flavoring substances; Group C administration of
Oxytetracycline orally to the onset of the manifestation of the disease up to the next 5 days,
followed by administration of the complementary feed until the end of the cycle. The three
treatments showed no differences in production performance, stool consistency and mortality.
On the other hand, evident differences were found in the consumption of antibiotics,
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demonstrating that Group B is the most suitable solution in the prevention and treatment of
intestinal infections.

INTRODUZIONE

Fin dalla loro scoperta, gli antibiotici sono risultati un mezzo fondamentale per il controllo
delle malattie infettive, contribuendo a migliorare significativamente lo stato di salute degli
animali e lo standard delle produzioni alimentari. Tale miglioramento rischia oggi di essere
vanificato dal fenomeno dell’antibiotico-resistenza. La resistenza agli antimicrobici ¢ un
fenomeno naturale biologico di adattamento di alcuni microrganismi che acquisiscono la
capacita di sopravvivere o di crescere in presenza di un agente antimicrobico. Negli ultimi
anni, I’uso improprio degli antibiotici (1’utilizzazione inadeguata o per fini non terapeutici)
ha accelerato la comparsa nonché la propagazione di microrganismi resistenti, provocando
numerosi fallimenti terapeutici e costi piu elevati per la sanita pubblica (COM/2011/0748).
A livello nazionale la legislazione ¢ gia intervenuta rendendo sanzionabile I’uso improprio
dei medicinali veterinari (art.108, comma 9, del Decreto Legislativo 193/2006) e stilando
delle Linee Guida “per ['uso prudente degli antimicrobici negli allevamenti zootecnici
per la prevenzione dell antimicrobico-resistenza e proposte alternative”, in conformita al
Piano d’azione di lotta ai crescenti rischi di resistenza antimicrobica (Action Plan) della
Commissione Europea. Per uso prudente si intende “I’uso di antimicrobici che massimizza
I’effetto terapeutico e minimizza lo sviluppo dell’antimicrobico-resistenza”. Attraverso
questa strategia ¢ possibile: preservare e mantenere 1’efficacia terapeutica e la sicurezza
degli antimicrobici; mantenere gli animali in salute; prevenire e¢/o ridurre la selezione di
microrganismi resistenti; mantenere |’efficacia degli antimicrobici usati in medicina
umana; proteggere la salute del consumatore assicurando la sicurezza degli alimenti di
origine animale, sia in termini di residui che di trasferimento di microrganismi resistenti
all’uomo. Per uso prudente si intende anche la messa in atto delle buone pratiche attuate per
la prevenzione delle malattie, tra cui ad esempio, 1’utilizzo di prodotti alternativi in grado di
dare effetti positivi sul microbiota intestinale e di stimolare il sistema immunitario. Fra le
sostanze piu antichi e diffusi vi sono sicuramente gli estratti di piante e gli olii essenziali. Le
piante possiedono infatti attivita antimicrobiche e proprieta antivirali (Hammer et al., 1999;
Smith-Palmer et al., 1998) e sono in grado di attivare il sistema immunitario (Chang et al.,
1995; Barak et al., 2001). Il 78% dei farmaci presenti all’interno del prontuario farmaceutico
sono infatti molecole estratte da piante officinali, ovvero vegetali che contengono, in uno
o piu dei loro organi (fiori, frutti, semi, foglie, gemme, radici, tuberi), sostanze utilizzate a
scopo terapeutico o preventivo.

Nell’ottica dell’uso prudente, lo scopo di questo studio ¢ stato quello di valutare quale
trattamento, tra quelli presi in considerazione, potesse essere piu efficace nella risoluzione
delle principali infezioni intestinali in suini all’ingrasso.

MATERIALI E METODI

La ricerca ¢ stata svolta presso un allevamento suinicolo sito in provincia di Mantova che si
occupa dell’allevamento dei suini per il periodo di magronaggio e ingrasso. Per la prova sono
stati coinvolti 1200 suini di circa 14 settimane di vita, appartenenti alla stessa banda, con
provenienza, data di arrivo e genetica (Pic x Talent) comune a tutti i soggetti. Gli animali sono
stati stabulati nella medesima struttura, in modo da garantire condizioni ambientali uguali ai
diversi gruppi, questi ultimi composti da suini con un peso vivo medio iniziale omogeneo di
31 kg. Gli animali sono stati stabulati nello stesso capannone in 69 box adiacenti tra loro della
capacita di 18 suini accasati a densita di legge (1 m?/capo), separati in 3 differenti settori ma
identici sia nella struttura (pavimentazione a grigliato, fronte mangiatoia, numero e posizione
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degli abbeveratoi) che nella gestione (personale addetto agli animali, orientamento nord-sud,
razione alimentare a broda). I gruppi sperimentali, ognuno costituito da 23 box e 400 suini,
sono stati cosi suddivisi:

-Gruppo A, rappresentato dall’attuale metodo di controllo delle enteriti, ossia utilizzo di
Lincomicina per via os (Filolinc ® polvere per soluzione orale, 400 mg/g, Huvepharma
SpA) dalla manifestazione della malattia fino ai 7 giorni successivi, al dosaggio di 2,5 g/q.
le di peso vivo;

-Gruppo B, somministrazione per tutta la fase di allevamento (gia dall’accasamento) di
un mangime complementare a base di prodotti ottenuti dalla trasformazione di vegetali
dalle proprieta antidiarroiche, antiossidanti e antinfiammatorie, ¢ dalla miscelazione di olii
essenziali, dalle proprieta antimicrobiche (Enterosan ® Green, Dox-al Italia S.p.A.) alla
dose di 200g/100 kg di mangime. Alla comparsa di sintomi di enterite, somministrazione di
Lincomicina 400mg/g al dosaggio di 2.5 g/q.le di peso vivo per 7 giorni;

-Gruppo C, somministrazione di Ossitetraciclina per via os (Trepox ® polvere per soluzione
orale, 500mg/g, Dox-al Italia S.p.A.) alla manifestazione della malattia fino ai 5 giorni
successivi, al dosaggio di 7,5 g/q.le di peso vivo, seguito da somministrazione del mangime
complementare utilizzato per il gruppo B fino alla fine del ciclo alla dose di 100g/100 kg di
mangime.

Dei 400 suini coinvolti per ogni gruppo, a 40 sono stati applicate delle marche auricolari
all’arrivo con numero identificativo univoco, in modo da poterli riconoscere e monitorare
individualmente (120 in totale).

La prova ha avuto la durata dell’intero ciclo di ingrasso, ovvero poco piu di 6 mesi (195
giorni di media). [ suini della prova sono stati accasati il 6 Marzo 2019, la macellazione degli
animali ha invece avuto luogo tra il 9 settembre 2019 ed il 25 settembre 2019.

Analisi di laboratorio. Il giorno dopo 1’accasamento, a 15 degli animali orecchinati per
gruppo (45 in totale) ¢ stato effettuato un prelievo per la valutazione dello status sanitario
degli animali: PRRS, circovirus, ed influenza. Durante lo svolgimento della prova, eventuali
organi e visceri di animali deceduti sono stati portati all’IZS di Reggio Emilia per ulteriori
analisi che escludessero un coinvolgimento di altre patologie nella clinica aziendale.

Inoltre all’insorgenza della sintomatologia clinica enterica, ¢ stata effettuata una raccolta
di un pool di feci per ciascun gruppo di trattamento, che ¢ stato sottoposto ad un’analisi
batteriologica, PCR e antibiogramma presso 1’Istituto Zooprofilattico di Reggio Emilia (con
particolare riferimento a E. Coli, Clostridium spp, Lawsonia I., Brachyspira H.). Una seconda
raccolta delle feci e relativa analisi € stata ripetuta per ciascun gruppo al termine della prova.

Accrescimento. Ogni gruppo sperimentale (400 suini) ¢ stato pesato all’arrivo in azienda e
alla partenza verso il macello, ovvero poco piu di 6 mesi dopo (195 giorni di permanenza
di media). II peso individuale dei suini con marca auricolare (40 per gruppo) ¢ stato invece
registrato all’accasamento, a meta ciclo e alla macellazione. La quantita di alimento
cumulativa somministrata ad ogni box ¢ stata registrata nell’intero ciclo di ingrasso per
il calcolo dell’ingestione giornaliera media, 1’incremento ponderale giornaliero medio e
I’indice di conversione alimentare.

Stato sanitario e diarrea score. Tutti gli animali sono stati ispezionati 2 volte al giorno
da personale specializzato, che ne ha monitorato lo stato sanitario ed eventuale presenza
di diarrea, avvertendo tempestivamente il veterinario responsabile in caso di presenza di
sintomatologia. Le principali osservazioni riguardavano: condizioni generali, cambiamento
aspetto feci/diarrea, tosse, anomalie nel consumo di alimento, oltre che tempo di remissione
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dei sintomi dopo le terapie. La consistenza delle feci all’interno dei box ¢ stata annotata
circa ogni 2 settimane, attraverso un sistema di punteggio in una scala da 0 a 2 box per
box (0: assenza di diarrea; 1: tracce di diarrea; 2: diarrea evidente). Questa misurazione
ha permesso di monitorare lo stato clinico intestinale degli animali in relazione al diverso
gruppo di trattamento.

Dati sanitari ed utilizzo dell’antibiotico. Per ciascun gruppo sono stati registrati la mortalita
e 'utilizzo di antibiotico (iniettabile e per 0s) che ¢ stato necessario somministrare durante
la prova a ciascun gruppo. Inoltre, ¢ stata effettuata un’analisi dell’intervallo di insorgenza
di diarrea rossa dall’accasamento degli animali alla manifestazione clinica, ¢ dalla fine
dell’eventuale trattamento antibiotico alla manifestazione clinica successiva durante 1’intero
ciclo di allevamento.

Per la quantificazione dell’utilizzo degli antibiotici, sono state utilizzate due unita di misura:
1) Mg/PCU, ovvero mg di principio attivo per unita di correzione della popolazione, cosi
come utilizzato dall’ultimo report EU sul consumo dei farmaci

2) DDDAIt, ovvero Defined Daily Doses Veterinary for Pigs come suggerito dall’EMA nel
2017 per il monitoraggio aziendale. Il calcolo ¢ stato modificato secondo il peso medio del
suino italiano (Pangallo et al., 2019).

Analisi statistica. Alla fine della raccolta dati ¢ stata effettuata un’analisi statistica sui
seguenti parametri: peso individuale dei 40 suini per gruppo nelle tre misurazioni, consumi
alimentari e relativi incrementi e indice di conversione alimentare, diarrea score, mortalita, e
consumi di antibiotico. I test utilizzati sono stati relativi al confronto tra medie (anova test) ¢
al confronto tra frequenze (chi-quadro) a seconda del parametro.

RISULTATI

Analisi di laboratorio. Le analisi del sangue effettuate il giorno dopo 1’accasamento (07 marzo
2019), hanno evidenziato 1’assenza in PCR del virus PRRS in tutti i gruppi, e la episodica
presenza del PCV2 in un solo animale, appartenente al gruppo C. La sierologia della PRRS
era positiva (con 1’eccezione di soli due animali, uno del gruppo A ed uno del gruppo B),
con valori di S/P da 0,6 a 2,0, con una moda di 1,6. Assente la positivita sierologica al virus
influenzale. Durante lo svolgimento della prova, per escludere il coinvolgimento di patologie
a carattere respiratorio di origine virale o batterica, i polmoni di due animali deceduti sono
stati analizzati, evidenziando ’assenza di patogeni al batteriologico cosi come 1’assenza del
virus PRRS e del virus influenzale.

Per quanto riguarda le analisi delle feci, le prime risalgono al 20 marzo 2019, data in cui si
sono manifestati i primi segni clinici di diarrea nel gruppo A. Le analisi hanno evidenziato la
presenza di Brachyspira hyodysenteriae e di E.Coli emolitico in tutti i gruppi, con sensibilita
alle tetracicline ed ai lincosamidi. Alla fine della prova di campo (16 settembre 2019, ultima
data disponibile ad avere la presenza contemporanea in azienda di animali appartenenti a tutti
i gruppi sperimentali), tutti i tre gruppi sono stati testati, malgrado la completa assenza di
sintomatologia. In tutti i 3 gruppi non ¢ stata evidenziata la presenza di Brachyspira spp, né
di batteri patogeni cresciuti su terreno colturale. Tuttavia nei gruppi B e C ¢ stata riscontrata
la presenza di Lawsonia Intracellularis.

Accrescimento. La Tabella 1 riporta i dati relativi alle performance produttive. Non ¢i sono
state differenze significative tra i gruppi sperimentali per nessuno dei parametri riportati.
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Tabella 1. Effetto dei tre trattamenti sulle performance produttive
Table 1. Effect of the three treatments on production performance

A B C
. .. Prodotto Ossitetraciclina e dopo
Lincomicina
complementare prodotto complementare

Peso medio al gg 0 (kg) 34,8 29,6 29,3
Peso medio al gg 120 (kg) 130,2 125,2 126,70
Peso medio al gg 195 (kg) 173.,8 172,2 171,3
Incrementi medi (kg)
0-120 gg 94,8 95,6 96,3
120-195 gg 43,6 47,0 44,6
0-195 gg 139,0 142,6 142,0
Incrementi giornalieri medi (kg)
0-120 gg 0,790 0,797 0,802
120-195 gg 0,581 0,627 0,595
0-195 gg 0,713 0,731 0,728
Consumi/capo medi(kg) 495,0 493.6 490,1
Resa 28,0 28,9 29,0
Indice di conversione alimentare 3,56 3,46 3,45

Stato sanitario e diarrea score. Nel corso della prova, gli animali hanno mostrato buono
stato di salute generale, in assenza di episodi clinici riconducibili a patologie di origine
differente da quella enterica, ad eccezione di una sola manifestazione respiratoria riscontrata
a quattro settimane dall’accasamento. Gli animali sono stati trattati tutti con amoxicillina
senza distinzione di gruppo di trattamento. L’amoxicillina ¢ stata selezionata tra le molecole
antibiotiche in quanto fortemente vocata alla risoluzione delle lesioni anatomopatologiche
ritrovate a seguito di esame autoptico (tracce pleurite e pericardite) senza interferire con le
molecole coinvolte nella prova in oggetto. Per quanto riguarda le manifestazioni cliniche
di enterite, nella Figura 1 sono riportati gli score fecali medi riscontrati per ciascun gruppo
durante ognuna delle rilevazioni cliniche a carattere bimensile (ogni 2 settimane).

Figura 1. Effetto dei tre trattamenti sulla media degli score fecali per ciascuna osservazione
Figure 1. Effect of the three treatments on the average of the fecal scores for each observation
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Si evidenzia come dal 20 giugno 2019 (ovvero giorno 106 di accasamento), non ci sia piu
alcuna manifestazione clinica di diarrea in nessuno dei tre gruppi. Si riporta dunque nella
Figura 2 il dettaglio della prima parte del grafico, per una maggiore comprensione delle
differenze tra gruppi del primo periodo.

Dal grafico emerge che la prima valutazione del diarrea score, il 20/3/19, ha evidenziato un
punteggio maggiore, e quindi con maggior presenza di diarrea, nel gruppo lincomicina, ma
che tale differenza si ¢ poi annullata nella rilevazione effettuata 2 settimane dopo.

Media di score fecale 20/07/19  Media A score fecale 4/04/19  Medha di score fecale 24/04/19  Media & score fecale 16/05/2009  Media 0 score fecale 20/06/2019

2.5

b~ . gruppa 3

a - Prodotto vegetale
. \‘.. B

A o 0} Lincamicing

o 8 Ossitetraciclina e prodotto vegetale

Media di score fecale Media di score fecale Media di score fecale Media di score fecale Media di score fecale
20/03/19 4/04/19 2afoaf19 16/05/2019 20/06/2019

Figura 2. Effetto dei tre trattamenti sulla media degli score fecali nel primo periodo di
osservazione

Figure2. Effect of the three treatments on the average of the fecal scores in the first
observation period

*P-value < 0,05;

a,b lettere diverse indicano differenza statisticamente significativa

Dati sanitari ed utilizzo dell’antibiotico. Nella Tabella 2 vengono riportati i dati relativi alla
mortalita e all’utilizzo di antibiotico. Per quanto riguarda il primo parametro non vengono
evidenziate differenze significative tra i gruppi sperimentali, mentre variano notevolmente
per quanto riguarda 1’utilizzo di antibiotico.

I1 confronto dei consumi di antibiotici sia attraverso 1’utilizzo dell’unita di misura Mg/PCU
che DDDAIt ha fatto emergere che rispetto agli altri due gruppi, I’utilizzo del mangime
complementare fin dall’inizio dell’accasamento risulta essere premiante.

Inoltre, I’utilizzo gia dall’accasamento del mangime complementare ha allungato molto
il tempo di insorgenza delle prime manifestazioni cliniche di enterite, che ¢ passato da
14 e 19 giorni (rispettivamente per il gruppo A ed il gruppo C) a 83 giorni. Inoltre, dopo
il trattamento necessario ad 83 giorni per il gruppo B, non ¢ stato necessario nessun altro
intervento, a differenza dei ripetuti cicli di antibiotico per gli altri due gruppi (n. 3 per il
gruppo A e n. 2 per il gruppo C).
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Tabella 2. Effetto dei tre trattamenti sui dati sanitari e sull’utilizzo di antibiotico
Table 2. Effect of the three treatments on health data and on the use of antibiotic

A B C
Lincomicina Prodotto Ossitetraciclina e dopo
complementare prodotto complementare
Mortalita 3,0% 3.2% 3,1%
Giorni tra I’accasamento e
I’insorgenza di diarrea 14 83 19
Cicli di trattamento
antibiotico per os 3 1 2
Mg/PCU 170,6 87,5 192,8
Differenza % Mg/PCU 0 -49% +13%
rispetto al gruppo controllo
Differenza % Mg/PCU -42% -70% -35%
rispetto alla media italiana'
DDDAIt 19,63 9,62 21,02
Differenza % DDDA.It 0 -51% +7%
rispetto al gruppo controllo
Differenza % DDDAIt +8,4% -46% +16,1%
rispetto alla media italiana?

DISCUSSIONE

Dall’analisi dei risultati relativi alle performance produttive e alla mortalita degli animali
emerge come tutti e tre i gruppi siano stati efficaci nella risoluzione delle problematiche
legate alle infezioni intestinali dei suini nell’ingrasso che ha ospitato la prova. Il confronto
di questi dati non mostra infatti differenze significative tra i diversi trattamenti. Tuttavia,
per quanto riguarda 1’aumento dello score fecale nella prima parte del ciclo dovuto alla
presenza di Brachyspira hyodysenteriae ¢ di E. Coli emolitico, 1 gruppi trattati con il
prodotto complementare gia dall’accasamento hanno manifestato medie inferiori, sebbene
la diminuzione della sintomatologia osservata successivamente confermi I’efficacia dei
trattamenti in tutti i gruppi nella risoluzione di queste infezioni. E interessante sottolineare
come nelle prime due rilevazioni degli score fecali, il gruppo A ed il gruppo C che avevano
richiesto il precoce intervento antibiotico avevano dei livelli di diarrea pari o superiori a quelli
del gruppo B che invece non era stato ancora sottoposto ad alcun trattamento antimicrobico.
L’utilizzo dell’unita di misura Mg/PCU ha consentito un confronto dei consumi rispetto
a quelli pubblicati a livello europeo. L’analisi delle DDDAIt invece, consente un’analisi
molto piu puntuale dei consumi perché ogni principio attivo ¢ moltiplicato con un proprio
“coefficiente di peso”. Questo secondo dato non ¢ ancora perd confrontabile con una media
pubblicata a livello europeo (non ancora disponibile), ma puo essere confrontato con i dati
preliminari presenti per il territorio italiano (Pangallo et al., 2019).

Il gruppo A controllo (trattato con lincomicina) ha necessitato del maggior numero di cicli
di trattamenti per os (n = 3), sebbene 1’incremento maggiore delle DDDAIt e dei Mg/PCU
si sia osservato nel gruppo C. La lincomicina, molecola scelta per il gruppo controllo perché

12948 mg/PCU; https://www.ema.europa.eu/en/documents/report/sales-veterinary-antimicrobial-
agents-30-european-countries-2016-trends-2010-2016-eighth-esvac_en.pdf
2 Atti del congresso SIPAS 2019, Pangallo et al.
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storicamente utilizzata nell’azienda che ha ospitato la prova per contrastare le problematiche
enteriche, appartiene alla famiglia dei lincosamidi, e non rientra negli antibiotici criticamente
importanti (CIA), ma viene utilizzata per trattare infezioni causate da batteri che possono
acquisire geni di resistenza (WHO CIA list). In uno studio di De Luca et al. (2018) viene
riportato come B. Hyodysenteriae possiede la capacita di acquisire elementi genetici mobili
che conferiscono resistenza alla lincomicina. Si sono inoltre diffusi in molti paesi ceppi
isolati di B. Hyodysenteriae con elevati valori di MIC per la lincomicina (Hampson et al.,
2019). Inoltre, la lincomicina rientra negli antibiotici di categoria C (Caution, EMA 2020).
L’introduzione nella razione alimentare del mangime complementare utilizzato in questa
prova ha ridotto molto I’utilizzo dell’antibiotico per cause di origine enterica. Infatti, pur non
azzerando il numero di trattamenti antibiotici necessari durante il ciclo, la sua introduzione
ha ridotto ad un unico ciclo di trattamento antibiotico la necessita del gruppo B. Questa
efficacia ¢ risultata essere massima nel gruppo che ne ha assunto la dose massima gia
dall’accasamento, mentre la sua introduzione dopo le prime avvisaglie cliniche di diarrea ha
avuto un esito parziale (gruppo C).

Gli effetti del mangime complementare sembrano essere dunque non tanto terapeutici quanto
preventivi, nello specifico probabilmente per I’ effetto astringente dato dal contenuto in tannini
e le attivita antimicrobiche, antiinfiammatorie e antiossidanti dati da tegumenti, corteccia
e radici. Il pool di oli essenziali contenuto ¢ riportato in bibliografia possedere azione di
protezione dai patogeni in virtu delle proprieta antimicrobiche dei principi, tra i quali il
Carvacrolo (Origanum vulgare) ¢ la Cinnamaldeide (Cinnamomum cassia) efficaci contro
gram negativi e positivi, Escherichia Coli, Staphilococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Salmonella enteritidis (Sivropoulou et al., 1996; Dorman and Deans, 2000; Mahmoud, 1994;
Ouattara et al.; 1997 Smith-Palmer et al., 1998; Kollanoor et al., 2008).

Il gruppo che invece aveva previsto la sostituzione della lincomicina con 1’ossitetraciclina
alla manifestazione dei sintomi e solo in seguito 1’utilizzo del prodotto vegetale, non ¢
risultato altrettanto efficace nella riduzione dell’utilizzo di antibiotico. E risultato infatti il
gruppo che, per quanto riduca a due cicli di antibiotico al posto dei tre del gruppo controllo,
determina il maggior quantitativo di DDDAIt e Mg/PCU, pur essendosi dimostrato efficace
nel contenimento dei sintomi di diarrea. E importante sottolineare perd che le tetracicline
rientrano nella categoria D, devono essere quindi preferite rispetto agli altri antibiotici e
somministrati come prima linea di trattamento se I’antibiogramma ne mostra una sensibilita.

In conclusione, 1’utilizzo del mangime complementare di origine vegetale utilizzato nella
presente prova di campo sembra essere in grado di ridurre I’insorgenza di clinica enterica
in animali accasati in allevamenti con presenza riscontrata di B. Hyodysenteriae ¢ E. Coli,
riducendo 1’utilizzo di antibiotico. E importante perd sottolineare anche che 1’efficacia nella
riduzione ¢ maggiore quando lo si utilizza in prevenzione, in quanto ¢ in grado di ritardare
molto I’insorgenza dei primi sintomi clinici che necessitano dell’intervento antibiotico.
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ANALISI DELL’IMPATTO DELLA GENETICA DELLE SCROFE
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Parola chiave: Peso del suinetto alla nascita, razza della scrofa
Key words: Piglet weight at birth, sow genetic

RIASSUNTO

Il peso alla nascita ¢ un fattore fondamentale per la sopravvivenza del suinetto. In questo lavoro
sono stati pesati 10254 suinetti provenienti da 657 scrofe. Il confronto dei dati produttivi raccolti
in due database ¢ stato statisticamente analizzato ed i suini sono stati divisi in “sottopeso” e
“normopeso” in base al loro peso di nascita. Le scrofe sono state quindi divise in razze e dal
confronto delle due razze prevalenti F e M, si ¢ rilevato come la razza F sia decisamente piu
produttiva; in aggiunta la razza F ¢ anche in grado di produrre piu suini normopeso.

Il numero di suini normopeso, analizzato mensilmente, sembra migliorare dopo il mese di
maggio 2019 cosa che coincide con un cambio alimentare che potrebbe quindi essere correlato.
In generale le scrofe F sono la scelta migliore per produrre piu suini e di maggior peso. I fattori
alimentare e genetico potrebbero essere fattori chiave per produrre suinetti pit pesanti.

ABSTRACT

The piglet birth weight is a key factor on piglet survival. In this work 10524 piglets produced
by 576 sows have been weighted. The comparison of productive data collected in two
databases was analyzed with a statistic analysis. The piglets were dividend in light piglets
and normal piglets considering their birth weight. The sows were analyzed considering sow
genetics and only sow F and M were considered for this analysis. F genetic can produce more
piglets and also more “normal” piglets. After a monthly analysis, we can find more “normal”
piglets after May 2019, and in that month also the feed changed, and this new feed program
could be correlated. At the end the F sows are the best choice to produce more piglets and
more “normal” piglets. Feed and genetic factors could be the key factors to produce more
heavy piglets.

INTRODUZIONE

Il peso dei suinetti alla nascita ¢ un fattore determinante sia per la sopravvivenza che per il
conseguente peso allo svezzamento, oltre alle prestazioni nella fase di ingrasso (4,5). I suinetti
con un peso inferiore a 800 gr possono presentare una mortalita superiore al 50% mentre la
mortalita pre-svezzamento si riduce con il progressivo aumento del peso alla nascita (1). Altri
autori (2,3) indicano 1,13 kg come soglia di peso alla nascita per una buona sopravvivenza
nella fase pre-svezzamento, mentre i suini con peso inferiore possono raggiungere una
mortalita pre-svezzamento del 58%.

Il peso alla nascita ¢ direttamente correlato alla sopravvivenza al momento dello svezzamento
(4), ed al raggiungimento del peso di mercato (4,5).
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MATERIALI E METODI

Per il presente lavoro sono stati presi in considerazione i dati provenienti da due diversi database
appartenenti ad una azienda a ciclo chiuso multi-sito della Pianura Padana. 11 database 1 ¢ stato
costruito a partire da un foglio Excel® nel quale sono stati raccolti i pesi individuali dei suinetti
nati vivi ogni venerdi da un campione di scrofe scelte in modo aleatorio, nel quale ¢ stata
registrata anche I’identita della madre, prima di qualsiasi baliaggio.

Il database 2 proviene dal software gestionale dell’azienda, presso il quale vengono raccolti
tutti gli eventi dell’azienda stessa. Sono stati presi in considerazione I’identita della scrofa, la
data del parto, I’ordine di parto, la durata della gestazione, il numero di nati totali, il numero di
nati vivi, 1l numero di nati morti ed il numero di mummificati.

Dopo aver analizzato i due database singolarmente, sono stati combinati e quindi analizzati
attraverso il software di elaborazione statistica JIMP13 (SAS) considerando un valore di p<0,05
per la significativita statistica.

Nel nuovo database combinato sono state create alcune variabili originate da quelle presenti:
mese ed anno del parto, gruppo di parto (primipare e pluripare), numero di suinetti sottopeso,
numero di suinetti normopeso ¢ % sottopeso sul totale dei nati vivi, peso medio dei suinetti
per nidiata e peso totale dei suinetti della nidiata. E’ stata quindi valutata la razza delle scrofe,
criterio che utilizzeremo come discriminante per 1’analisi della produzione aziendale e per il
peso dei suinetti alla nascita.

La razza delle scrofe ¢ stata stabilita in base al tipo genetico, motivo per il quale abbiamo
evidenziato 4 razze aziendali: la D indica animali di razza Large White danese pura, la P indica
la linea parentale PIC, la F la linea parentale di origine danese autoprodotta in azienda mentre la
M indica la razza meticcia frutto dell’incrocio aziendale di differenti linee maschili e femminili
senza un vero e proprio piano di selezione. L’analisi della razza ¢ stata limitata ai due gruppi F
ed M, visti gli esigui numeri delle altre due razze.

Il peso dei suinetti ¢ stato valutato dividendolo in classi e considerando i suini con peso
inferiore ad 800 gr (1) come “sottopeso aziendale” e i superiori a 800 gr come “normopeso
aziendale”, poiché, in base all’esperienza maturata in azienda, la sopravvivenza dei suinetti con
peso superiore ad 800 gr risulta buona.

RISULTATI

Nel database combinato sono presenti i dati del peso di 10254 suinetti prodotti da 657 scrofe
con data parto compresa fra il 16/11/18 ed il 27/12/19. Di queste 100 (15%) sono primipare
mentre le altre 557 (85%) sono pluripare.

Mese del parto Anno del parto

n
©n
w1

2018 2019

Figura 1. Divisione dei parti in mesi ed anni
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Se consideriamo le 657 nidiate il numero dei suini nati totali varia da 3 a 30 con una media di
17,76 ed una mediana di 18, il numero dei nati totali varia da 2 a 29 con una media di 15,60 ed
una mediana di 16. Per quanto riguarda i nati morti, il valore minimo ¢ 0 mentre il massimo
14 con una media di 1,08 ed una mediana di 1, mentre per i mummificati il valore minimo ¢
0 ed il massimo ¢ 10 con una media di 0,68 ed una mediana di 0.

Analizzando il peso totale delle nidiate questo varia da 540 g a 35180 g, con un peso medio
di 19701 g una mediana di 20310 g. Se analizziamo questo dato sui singoli suinetti rileviamo
che il peso dei suinetti varia da un minimo di 540 grammi ad un massimo di 2337, con un
peso medio di 1315 ed una mediana di 1277 grammi.

I suini della categoria “sottopeso aziendale” (<800 g) rappresentano 1’11% e con un minimo
di 0 ed un massimo di 12 per covata, una media di 1,74 ed una mediana di 1 per covata. Al
contrario, se consideriamo i suini normopeso (>800g), sono 1’89% dei suini pesati ¢ vanno
da un minimo di 1 ad un massimo di 25 con una media di 13,86.

La percentuale dei suini “sottopeso aziendale” in relazione ai nati vivi ha come minimo lo 0
e come massimo 69,2%, la mediana ¢ 5,9%, il primo quartile ¢ 0 ed il terzo 16,7%.

Se consideriamo il numero di suinetti “normopeso” in relazione al mese ed anno di nascita,
possiamo notare come successivamente al mese di maggio 2019 il numero di questi soggetti
tende ad aumentare significativamente (P=0,002).

Oneway Analysis of Numero di nati Normopeso aziendale By Mese/anno del parto
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Figura 2. Andamento per mese e anno di parto dei normopeso
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Analizzati i dati generali presenti nel database combinato, si ¢ proceduto all’analisi dei valori
dividendoli per razza:

la razza M presenta un numero di nati vivi per parto inferiore di 2,90 suinetti rispetto alla F
(P<0,0001), e presenta un numero di normopeso inferiore di 1,99 rispetto alle F (P<0,0001).
Tuttavia, analizzando, i suini “sottopeso” le scrofe di razza F presentano un numero maggiore
rispetto alle M di 0,91 suinetti per nidiata (P<0,0001).

Oneway Analysis of Numero di nati vivi per parto By RAZZA
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Figura 3. Analisi dei nati vivi per razza
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Figura 4. Analisi dei normopeso per razza

Dall’analisi delle scrofe per gruppo di parto (primipare e pluripare) evidenziamo una tendenza
ad un maggior numero di normopeso per le pluripare (P=0,08). Dall’analisi del peso totale
delle nidiate diviso per razza troviamo una differenza significativa tra primipare e pluripare
sia nella razza F che nella razza M: la differenza fra i due ordini di parto ¢ rispettivamente
di 1539g a favore delle pluripare per la razza F (p=0,007) e di 4264g a favore delle pluripare
per la razza M (p=0,03).

Analizzando 1 fattori correlati al numero di suini “normopeso” per parto ¢ fortemente
correlato in maniera positiva al numero totale di suini nati totali ed al numero di suini nati
vivi (rispettivamente R?=0,50 ed R*=0,82).

Al contrario, 1l numero dei nati morti € scarsamente correlato con il numero dei nati totali
(R*=0,03).
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Infine, sono stati costruiti due modello multi variabili per la durata della gestazione ed il
numero di nati normopeso. Nel primo modello, tenendo conto del mese del parto, dell’anno
del parto, dell’ordine di parto e della razza, i fattori che incrementano in maniera significativa
la durata di gestazione sono: il parto da primipara, il parto durante i mesi di Agosto, Settembre
ed Ottobre ¢ la Razza F (p<0,001).
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Nel secondo modello, tenendo conto del totale dei nati, del mese e anno del parto e del
gruppo di parto le scrofe appartenenti alla razza F hanno partorito 1 suinetto normopeso in
piu rispetto alle scrofe M (P=0,009).

DISCUSSIONE

La razza risulta senza dubbio un fattore determinate per i numeri di produzione: dal confronto
tra le due razze risulta che la razza F ¢ molto piu produttiva rispetto alla M, poiché nonostante il
gruppo F produca un numero maggiore di suinetti sottopeso (0,91) rispetto al gruppo M, genera
anche un maggior numero di normopeso (1,99) rispetto alle scrofe di razza M. Oltre alla razza,
anche il gruppo di parto risulta essere rilevante per la produzione di suini normopeso, con una
tendenza alla produzione di un maggior numero di normopeso per le pluripare.

Se analizziamo i pesi totali delle nidiate per gruppo di parto e per razza possiamo notare
come la differenza fra primipare e pluripare sia tanto piu marcata nelle scrofe M rispetto alle
F (rispettivamente 4264g ¢ 1539¢g). Tale condizione sottolinea ulteriormente il vantaggio
produttivo per le scrofe F.

L’analisi dei normopeso su base mensile ed annuale evidenzia un aumento dei normopeso da
maggio 2019 e coincide con un miglioramento della formulazione alimentare, che potrebbe,
dunque, costituire un fattore determinante.
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Il numero dei normopeso ¢ positivamente correlato con il numero di suini nati totali e di
nati vivi e scarsamente con i nati morti. La maggior produzione di suini riscontrata nelle
scrofe F in questa azienda coincide si con I’aumento di nati sottopeso (0,91), ma allo stesso
tempo con un maggior numero di nati normopeso (1,99). Tale condizione sembra essere in
contrapposizione alla diffusa opinione che maggiore ¢ il numero di suini prodotti, minore ¢
il peso e la qualita del suinetto.

Il peso totale delle nidiate risulta essere molto variabile: se consideriamo la distribuzione
possiamo notare che tra il primo quartile (16725) ed il secondo quartile (20130) il peso
aumenta del 20% circa e tra il 2° ed il 3°quartile (24000) possiamo rilevare un ulteriore
aumento del 19% circa. Per raggiungere il valore del 90% dei valori delle nidiate si rileva un
ulteriore aumento del peso del 10%.

Al fine di esplorare a fondo le implicazioni dei parametri raccolti potrebbe essere utile poter
confrontare i dati relativi alle nidiate ed al peso dei singoli suinetti con il numero di svezzati,
con il peso allo svezzamento e con la mortalita nel periodo pre-svezzamento. Tuttavia,
in questa azienda viene praticato sia il pareggiamento che il baliaggio e, pertanto, risulta
difficoltoso poter tracciare gli spostamenti dei singoli suinetti. Inoltre, i dati di produzione,
tra cui la mortalita pre-svezzamento, il numero di suini svezzati ed il peso allo svezzamento
sono dati raccolti in maniera aggregata rendendo impossibile paragonare due gruppi di suini
differenti.

CONCLUSIONI

All’interno della azienda in esame, le scrofe di genetica F risultano senza dubbio una scelta
vincente per massimizzare sia la produzione di suinetti che di suinetti normopeso. La
stagionalita non sembra avere particolare effetto, mentre il cambio alimentare inserito in
maggio potrebbe essere positivamente correlato ad un aumento dei normopeso.

Vista la variabilita del peso totale della nidiata le necessita alimentari per la crescita della
prole non possono essere facilmente uniformate. La produzione di una nidiata di 30 kg circa
necessita di un apporto energetico ben diverso rispetto ad una nidiata di 16 kg circa; per
questo motivo, il razionamento delle scrofe dovrebbe essere valutato attentamente, poiché
potrebbe avere un impatto notevole sul peso totale della nidiata e sul numero di suinetti
sottopeso. Il fattore genetico e quello alimentare potrebbero, pertanto, essere i piu rilevanti
per la produzione di un maggior numero di suinetti normopeso.
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EFFETTO DELLA SUPPLEMENTAZIONE DI L-ARGININA
SULLE PERFORMANCE RIPRODUTTIVE E SUL PROFILO
MICROBICO FECALE DELLA SCROFA IN GESTAZIONE

CONTRIBUTE OF L-ARGININE SUPPLEMENTATION ON THE
PRODUCTIVE PERFORMANCE AND MICROBIAL FECAL
PROFILE OF GESTATING SOWS
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RIASSUNTO

Studi recenti hanno mostrato come I’integrazione di L-Arginina (Arg), nella fase iniziale
della gestazione in scrofe ad alta prolificita possa favorire la sopravvivenza embrionale, il
numero di nati e il peso alla nascita dei suinetti. Inoltre, ¢ stato osservato che I’ Arg influenza
il profilo microbico intestinale del suino, regolandone il metabolismo amminoacidico.
L’obiettivo di questo studio ¢ quello di verificare I’efficacia di un’integrazione di Arg
sulle performance riproduttive ed il profilo microbico fecale della scrofa. Un totale di 205
scrofe ¢ stato diviso in due gruppi sperimentali: i) controllo (CON) (102 scrofe); ii) gruppo
trattato (ARG) (103 scrofe) la cui dicta ¢ stata integrata con lo 0,25% in piu di Arg per
tutta la gestazione. I dati sulle performance della scrofa e della nidiata sono stati raccolti
dal parto allo svezzamento. Inoltre, tre giorni prima del parto sono stati raccolti tamponi
rettali per I’analisi del microbiota fecale. L’ Arg ha aumentato il numero di suinetti nati (p =
0,043), tendenzialmente aumentato il numero di nati vivi (p = 0,086), ridotto la percentuale
di IUGR (p = 0,090) e di morti a d0-d3 (p = 0,088) L’Arg non ha modificato la struttura
microbica fecale (indici Alfa e Beta) ma ha aumentato 1’abbondanza relativa della famiglia
delle Bacteroidaceae e del genere Bacteroides (p = 0,0001). I risultati confermano che I’ Arg
svolge un ruolo chiave nella nutrizione e nella fisiologia della scrofa in gestazione senza
comprometterne 1’eubiosi intestinale e suggeriscono un effetto positivo sulle performance
produttive anche a una bassa dose di integrazione.

ABSTRACT

Recent studies have shown that the integration of the amino acid L-Arginine (Arg), in
highly prolific sows, in the initial phase of gestation has favoured embryonic survival, the
number of piglets born and the birth weight. In addition, Arg also influence the microbiome
profile of pigs, by regulating amino acid metabolism. The objective of this study was to test
the effect of Arg supplementation on the sow’s reproductive performance and on the faecal
microbial profile. 205 sows were divided into two experimental groups: a control group
(CON) (102 sows) and a group supplemented with 0.25% of Arg (ARG) for the whole
pregnancy period. Data on the sow and litter performance were collected at farrowing, while
before farrowing, rectal swabs were collected for the analysis of the microbial profile. Arg
improved the number of total born piglets (»p = 0.043) and tended to improve the number
of total born alive (p = 0.086) and to reduce IUGR % (p = 0.090) and dead piglets at dO-
d3 (p = 0.088) Arg did not modify the fecal microbial structure (alpha and beta indices)
but increased the relative abundance of Bacteroidaceae family and Bacteroides genera (p

169



= 0.0001). The results support the knowledge that Arg plays a key role in nutrition and
physiology of pregnant sows without compromising gut eubiosis and suggest a positive
effect on sow productive performance at a low supplementation dose.

INTRODUZIONE

Nel suino, le moderne linee genetiche sono caratterizzate da elevata prolificita, carattere
che ¢ spesso associato ad una maggiore disomogeneita di peso della nidiata, con una
percentuale superiore di soggetti sottopeso (< 1 kg) (Yuan et al. 2015). Il basso peso
corporeo ¢ correlato positivamente al tasso di mortalitda e morbilita nel periodo nascita-
svezzamento, dovuto prevalentemente ad una ridotta vitalita ed a una minore maturita
fisiologica dei suinetti (Yuan et al. 2015).

Per quanto riguarda la gestazione, un’adeguata vasculogenesi ¢ angiogenesi ¢ necessaria
per garantire 1’irrorazione sanguinea della placenta, indispensabile per il corretto sviluppo
fetale. In tale ottica, recenti lavori hanno dimostrato come I’integrazione di Arg nella fase
iniziale di gestazione della scrofa, possa favorire la sopravvivenza embrionale, il numero
di nati ed il peso alla nascita (Gongalves et al., 2016), cosi come una integrazione nelle
fasi finali ¢ associato alla riduzione di nati morti e sottopeso (Nuntapaitoon et al., 2018).
Inoltre, 1I’Arg ¢ coinvolta in molteplici processi fisiologici quali il metabolismo lipidico
in gestazione e la produzione di poliammine e ossido nitrico (effetto stimolante per
I’angiogenesi placentare) in qualita di precursore di tali processi (Wu et al., 2017).
Inoltre, seppure vadano consolidandosi le evidenze del legame tra il microbiota fecale
della madre ed il microbiota intestinale del neonato, non si rilevano studi sull’influenza
dell’ Arg sulla struttura del microbiota intestinale della scrofa. Ren et al., 2014 ha osservato
come, in topi supplementati con Arg e immunostimolanti, sia aumentata I’abbondanza dei
Bacteroidetes a discapito, invece, dell’abbondanza dei Firmicutes. Studi in vitro, hanno
evidenziato come 1’Arg possa influenzare 1’utilizzazione e il metabolismo amminoacidico
da parte dei batteri intestinali del suino, riducendo il tasso di catabolismo amminoacidico
(Dai et al. 2012).

L’obiettivo di questo studio ¢ di verificare 1’efficacia dell’aggiunta di L-Arg nella dieta d
gestazione della scrofa sulla numerosita, caratteristiche e sopravvivenza della nidiata, oltre
che sull’equilibrio microbico intestinale delle scrofe..

MATERIALI E METODI

Lo studio ¢ stato condotto in una scrofaia commerciale situata in Emilia-Romagna.

La prova ha coinvolto un totale di 205 scrofe (Landrace x Large White) divise in due gruppi
sperimentali, bilanciati per ordine di parto (3,26 + 2,2 d.s. and 3,37 + 2,2 d.s: i) Gruppo
controllo (CON) ha ricevuto la dieta di gestazione normalmente usata nell’allevamento
(Tabella 1); ii) Gruppo trattato (ARG), ha ricevuto la stessa dieta del gruppo CON in cui
perd il contenuto di Arg ¢ stato aumentato di 0,25%, mediante 1’uso di L-Arg di sintesi. Un
aumento di 0,25% nel mangime rientra nell’intervallo piu favorevole per le prestazioni di
gestazione riscontrabile nella letteratura attuale (Palencia et al., 2018).

Ladieta ¢ stata differenziata trai due gruppi sperimentali dall’ingresso in box di fecondazione
ed ¢ stata somministrata con sistema automatico, per tutto il periodo gestazionale.
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Tabella 1 - Ingredienti ¢ composizione della dieta di gestazione delle scrofe del gruppo di controllo
Table 1 - Ingredients and composition of the sows’ gestating control diet

Ingredienti Unita di misura |Valore
Granoturco-mais % 24.4
Crusca frumento % 20,0
Orzo % 14,0
Frumento % 8,0
Trebbie essiccate di distilleria % 8,0
Sorgo % 7,0
Polpe barbabietola % 6,5
Soia proteica % 3,0
Seme di lino % 2,5
Girasole 36% P.G. % 2,0
Caco3 FINE % 1,5
Int. Vit-min. % 1,0
Grasso animale 8/10 % 1,0
Sale % 0,4
Fosf.bicalcico 18% % 0,3
L-lisina % 0,26
Treonina % 0,09
Colina hcl 75% % 0,05
Energia Metabolizabile calcolata Kcal/kg 2950
Composizione analizzata

Proteine grezze % 14,7
Estratto etereo % 5,1
Crude Fibre % 5,4
Ceneri % 5,1
Lisina % 0,66
Arginina % 0,72
Cistina % 0,28
Metionina % 0,22
Treonina % 0,56
Triptofano % 0,123
Valina % 0,60
Isoleucina % 0,46
Leucina % 1,06
Tirosina % 0,44
Fenilalanina % 0,62
Istidina % 0,41
Acido aspartico % 0,92
Acido glutammico % 2,83
Alanina % 0,69
Glycina % 0,81
Prolina % 0,89
Serina % 0,62
L _Arginina libera’ % Non rilevato
L-Lisina libera % 0.219
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Al parto, su tutte le scrofe ¢ stato rilevato il peso della placenta e la morfologia del
cranio dei suinetti utilizzando il metodo di punteggio codificato nel progetto Europeo
PROHEALTH (Matheson et al. 2018), per distinguere eventuali suinetti che avessero
subito una restrizione intrauterina della crescita (IUGR = intrauterine growth retardation).
Sono inoltre stati raccolti i dati relativi alla numerosita della nidiata, mortalita e cause
associate ad essa.

Su un sottogruppo di animali, 62 scrofe del gruppo CON e 63 scrofe del gruppo ARG
bilanciato per ordine di parto, ¢ stato registrato il peso individuale dei suinetti alla nascita
(PO) e allo svezzamento (P1). Da questo sottogruppo sono state scelte 36 scrofe/dieta da
cui ¢ stato raccolto un tampone rettale prima del parto

Dai tamponi rettali ¢ stato estratto il DNA batterico totale tramite kit di estrazione
(FastDNATMSpin Kit for Soil, MP Biomedicals Europe, LLC) per effettuare la
caratterizzazione del microbiota. Il profilo microbico ¢ stato caratterizzato sequenziando
le regioni V3-V4 del gene 16S rRNA. Per ’analisi bioinformatica, ¢ stata utilizzata la
pipeline DADA2 (Callahan et al. 2016) la tassonomia ¢ stata assegnata usando come
riferimento il Silva Database (release 132) (Quast et al. 2013).

Tutte le analisi statistiche sono state eseguite utilizzando SAS versione 9.3 (SAS Inst.
Inc., Cary, NC).

La procedura GLM ¢ stata utilizzata per adattare le misure di peso e la durata della
gestazione con un modello lineare che includeva come fattori la dieta, la classe di ordine
di parto, la loro interazione ¢ la banda, e per alcuni parametri delle covariate, quali il
numero di nati vivi ed il numero di suini della nidiata post-adozione. I fattori banda e
classe di parto sono stati rimossi dal modello quando non significativi.

Ai fini dell’analisi statistica le scrofe sono state raggruppate in classi di parto (1: primo
parto; 2: secondo parto; 3: terzo parto; 4: quarto + quinto parto; 5: sesto in poi)

La procedura GENMOD ¢ stata utilizzata con una distribuzione di Poisson e la funzione
log per i dati di numerosita nelle nidiate e con una distribuzione binomiale e una funzione
Logit per i tassi di mortalita e per altri rapporti percentuali sui valori di numerosita
nelle nidiate. Il modello includeva come fattori la dieta, la classe di ordine di parto, la
loro interazione e la banda, e per alcuni parametri delle covariate, quali la durata della
gestazione ed il numero di suini della nidiata post-adozione.

Peril profilo microbico, le analisi statistiche su Alfa diversita, Beta diversita e composizione
tassonomica sono state effettuate con software R v3.6, utilizzando i pacchetti PhyloSeq
(McMurdie e Holmes 2013), Vegan (Dixon 2003) e Ime4 (Bates et al., 2015).

Per I’Alfa diversita ¢ stato utilizzato un modello ANOVA considerando come fattori
I’ordine di parto diviso in categorie la banda e il trattamento (CON — ARG)

Per la Beta diversita ¢ stato utilizzato un modello PERMANOVA (procedura “adonis”),
considerando come fattori la categoria di parto, il trattamento e la banda e utilizzando
come matrice di distanza Bray-Curtis.

Le differenze in composizione tassonomica tra i due gruppi (ARG e CON) sono state
analizzate utilizzando il pacchetto DESeq2 basato su modelli lineari generalizzati
binomiali negativi e che applica il metodo Benjamini-Hochberg per la correzione dei
confronti multipli (Love, Huber, e Anders 2014).

RISULTATI

In Tabella 2 sono riportati i dati di peso della placenta e della durata della gestazione per i
due gruppi sperimentali, aggiustate per 1’odine di parto, la banda ed il numero di nati vivi. La
dieta non ha influenzato i due parametri.
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Tabella 2 — Peso della placenta e durata della gestazione nei due gruppi
Table 2 - Placenta weight and duration of gestation in the two groups.

Dieta Ordine Banda Nati vivi
parto
CON | ARG | Err.S.M. )4 P P Coefficiente P
Peso placenta, g 2748 2763 96,3 0,904 0,000 <0001 194 <0,0001
Durata gestazione, gg 115,8 1159 0,07 0,213 0,352 0,026 -0,0775 <0,0001

! Effetto dell’ordine di parto lineare e quadratico, ambedue P <0,001.

In Tabella 3 sono riportati i dati delle performance riproduttive della scrofa. La dicta ARG ha
avuto un effetto statisticamente significativo sul numero di nati totali, maggiore nel gruppo
ARG rispetto al CON (p=0,043) cosi come ¢ stata evidenziata una tendenza sul numero di
nati vivi, maggiore nel gruppo ARG rispetto al CON (p=0,086). Per la mortalita da 0 a 3
giorni di vita si ¢ rilevata una tendenza positiva dell’effetto della dieta, con un minor numero
di morti nel gruppo ARG rispetto al CON (p= 0,088).

Per gli stessi parametri riportati perd in percentuale, non ci sono state differenze statisticamente
significative. E stata rilevata solo una tendenza sulla percentuale di IUGR (calcolata sul
numero di nati vivi), che sono diminuiti nel gruppo ARG rispetto al CON (p = 0,098).

Tabella 3 — Effetto della dieta arricchita in L-Arg sulle caratteristiche della nidiata dalla
nascita allo svezzamento.
Table 3 — Effect of L-Arg supplementation on the litter characteristics from born to weaning.

Dieta (;))r;rltl(;e Banda

CON |ARG |ES. P P p
Nati vivi, n 12,58 |13,40 0,03 0,125 |- -
Nati morti, n 0,76 0,96 0,112 {0,117 |- -
Nati totali, n 13,39 | 14,43 0,03 0,043 0,107 -
Mummificati, n 1,37 1,56 0,09 ]0244 |<,0001 |-
TUGR medi, n 0,05 0,04 0,502 {0,602 0,798 0,001
IUGR lievi, n 0,13 0,07 0,349 {0,101 0,023 0,617
TUGR totali, n 0,22 0,13 0,251 {0,113 0,042 0,063
Morti 0 — 3 giorni, n 1,07 0,84 0,11 0,088 0,001 0,107
Morti 0-27 giorni, n 1,64 1,53 0,08 0,543 0,007 0,004
Svezzati totali, n 10,97 |[11,45 0,031 (0,316 - -
Nati morti/nati, % 5,73 6,75 0,115 {0,260 |- -
IUGR/nati vivi, % 1,68 0,99 0,253 {0,098 0,070 0,045
Mummificati/nati e mummificati, %' 9,35 9,82 0,090 (0,656 <0001 |-
Morti da 0 a 3 d/tot. allattati post-adozioni, %' | 8,32 6,84 0,112 (0,172 {0,010
Morti tot./tot. allattati post-adozioni, %' 13,05 [12,41 10,089 |0,640 0,003 0,002

!'I parametri sono stati significativamente influenzati dal numero di suinetti per nidiata post-
adozione (p<0,05).
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In Tabella 4 sono riportati i dati relativi alle performance della nidiata dalla nascita fino allo
svezzamento .La dieta non ha influenzato il peso della nidiata e I’IPG durante tutto il periodo
di prova.

Tabella 4 - Peso vivo della nidiata alla nascita e allo svezzamento ed incremento ponderale nei
due gruppi.
Table 4 - Live weight of the litter at birth and weaning and daily weight gain in the two groups

IParametro Dicta ]?;i:)ne Banda pNoZ‘ltl-le?(;ozione

CON | ARG |E.S. |p p P P

Peso medio preadozione, kg 1,39 1,36 0,023 0,620 <0,0001 0,193 -

Peso nidiata preadozione, kg 17,81 18,19 0476 0,574 0,007 0,916 -

Peso nidiata post-adozione, kg 17,18 17,59 0,360 0,420 <0,0001 0,643 -

Peso medio allo svezzamento, kg 6,29 6,31 0,082 0,880 0,004 0,837 0,027

Peso nidiata allo svezzamento, kg~ 68,90 69,08 1,536 0,933 <0,0001 0,170 <0,0001

ijlrjﬁzri‘:t’af’i’;derale giomaliero 53 977 0064 0681 <0,0001 0,110 0,0007

'Relativo alle scrofe dei sottogruppi (CON, n = 63; ARG, n = 64).

Per quanto riguarda la caratterizzazione del profilo microbico, i valori di Alfa diversita
(differenze all’interno del gruppo), Chaol, Shannon e Simpson sono riportati in Tabella 5. T
dati non mostrano differenze significative tra i due trattamenti.

Per la Beta diversita la Figura 2 mostra il grafico NMDS partendo da una matrice di distanza
Bray-Curtis, dal grafico non si evince nessuna separazione netta tra i diversi trattamenti.
Inoltre, il test Adonis non ha mostrato differenze significative per il fattore dieta Tabella 6.

Tabella 5 - Alfa diversita per gli indici Chaol, Shannon, Simpson.
Table 5 - Alpha diversity values for Chaol, Shannon, Simpson indexes.

Indice Alfa CON ARG SE Df P
Chaol 583 573 12 66 0,5609
Shannon 5,36 5,32 0,0577 66 0,5833
Simpson 0,9874 0,9857 0,00158 68 0,4597
Tabella 6 - Risultati test Adonis
Table 6 - Output of the Adonis test
Gradi Somma dei Media Test F R2 )4
diliberta quadrati dei quadrati
Dieta 1 0,1139 0,11385 0,68628 | 0,00971 | 0,923
Residui 70 11,6128 0,1659 0,99029
Totale 71 11,7267 1
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Figura 2 - NMDS plot usando come matrice di distanza Bray-Curtis
Figure 2 - NMDS plot using Bray-Curtis as the distance matrix

MDS + Bray

06+

0.39

Dieta
ARG

NMDS2
2

CON

-0.37

-d 8 -d 4 UIO Olu’l
NMDS 1
Per quanto riguarda la composizione microbiologica, sono stati identificati un numero di
ASYV totale di 3011, distribuiti tra 21 diversi phyla, 30 classi, 85 famiglie, 212 generi, 71
specie diverse. A livello di genere quelli pit comuni erano: Rikenellaceae, Ruminocoaccaeae,
Christensenellaceae e Treponema. Tutte le differenze significative evidenziate da DEseq2
sono state riportate in Tabella 7.

Tabella 7 - Risultati DEseq2 per i diversi livelli tassonomici.
Table 7 - DEseq?2 output for the different taxonomic levels

Taxa Name log2FC! IfeSE  |p FDR
ASV_690 24,23 2,09 0,00 0,00
ASV ASV 215 -23,53  |2,41 0,00 [0,00
ASV 294 -25,10 |2,82 0,00 0,00
Classe Negativicutes -0,67 0,17 0,00 0,00
) Selenomonadales -0,66 0,18 0,00 0,01
Ordine
Aeromonadales -13,95 10,38 0,00 0,01
Bacteroidaceae 17,79 0,37 0,00 {0,00
Famiglia | Syccinivibrionaceae -13,95 0,37 0,00 0,01
Acidaminococcaceae -0,45 0,15 0,00 0,05
Veillonellaceae -18,47 10,62 0,00 [0,05
Bacteroides 17,98 0,37 0,00 0,00
Genere (g ccinivibrio 13,77 037 0,00 0,02

"Log2FC: logarithmic fold change, indica il rapporto di espressione di un ASV tra due
diverse condizioni (TRT ¢ CON). Valori positivi indicano una ASV maggiormente espressa
nel trattato, valori negativi maggiormente espressa nel controllo.
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DISCUSSIONE

Le linee genetiche moderne sono caratterizzate da elevata prolificita, spesso a discapito
dell’omogeneita di peso della nidiata ¢ da un aumento dell’incidenza di suinetti [IUGR.
Negli gli ultimi anni, diversi studi hanno evidenziato un possibile effetto favorevole
dell’integrazione di Arg durante la gestazione nel migliorare le performance della scrofa
e dei suinetti, aumentando il numero di nati vivi, il peso alla nascita e diminuendo la
variazione di peso all’interno della nidiata (Gao et al. 2012; Gongalves et al. 2016;).
Nel nostro studio la supplementazione dello 0,25% di L-Arg in una dieta commerciale
standard, che ha portato il livello di L-Arg totale allo 0,9%, per tutta la durata della
gestazione, ha significativamente aumentato il numero di nati totali, tendenzialmente
incrementato il numero di nati vivi e diminuito il tasso di mortalita nei primi 3 giorni
dopo il parto), in accordo rispetto a quanto osservato da Gao et al. (2012); Gongalves et
al. (2016); Nuntapaitoon et al. (2018); Liu et al. (2012). Inoltre, si ¢ osservata anche una
tendenza sulla riduzione dell’incidenza di suinetti [IUGR.

Contrariamente a quanto osservato da Nuntapaitoon et al. (2018) e Liu et al. (2012), nel
nostro studio non ¢ stato osservato alcun effetto dell’integrazione con L-Arg sul peso
della nidiata alla nascita e allo svezzamento. Questo puo essere spiegato dal fatto che
negli studi citati ¢ stata utilizzata una dose maggiore di L—Arg rispetto al presente studio.
Ed inoltre nel nostro studio il gruppo CON ha ricevuto un livello base di Arg con la dieta
standard dello 0.75%, che di per sé ¢ gia piuttosto elevato risetto alle raccomandazioni
proposte dall’NRC. Questo fattore potrebbe aver reso difficile evidenziare delle differenze
tra i due gruppi per i fattori sopra elencati.

L’importanza del microbiota intestinale come fattore in grado di modulare lo sviluppo
fisiologico e lo stato di salute dei suini sta diventando sempre piu evidente. La struttura
del microbiota intestinale ¢ fortemente influenzata da numerosi fattori tra i quali la dieta
(stimata del 57%) (Tomasello et al. 2014)it appears absolutely necessary to investigate the
environmental factors favoring the onset of CRC and the promotion of colonic health. The gut
microflora, or microbiota, has an extensive diversity both quantitatively and qualitatively.
In utero, the intestine of the mammalian fetus is sterile. At birth, the intestinal microbiota
is acquired by ingesting maternal anal or vaginal organisms, ultimately developing into a
stable community, with marked variations in microbial composition between individuals.
The development of IBD is often associated with qualitative and quantitative disorders of
the intestinal microbial flora (dysbiosis. Pertanto, ¢ ipotizzabile che ’integrazione della
dieta con amino acidi liberi, in questo I’ Arg, possa avere un effetto sulla composizione
del microbiota intestinale, cosi come gia osservato in topi supplementati con questo AA
e immunostimolanti (Ren et al., 2014). Nel nostro studio per quanto riguardo il profilo
microbico intestinale delle scrofe, non sono state osservate differenze significative per gli
indic di diversita microbica, cio indica che I’ Arg non ha alterato 1’eubiosi intestinale delle
scrofe. Analizzando nel dettaglio la composizione tassinomica del microbiota fecale delle
scrofe, ¢ stato pero evidenziato come 1’integrazione con L-Arg ha aumentato il numero di
batteri appartenente alla famiglia delle Bacteroidaceae ed al genere Bacteroides. Questo
risultato trova parzialmente riscontro nei dati riportati da Wu et al. (2011) che hanno
osservato, nell’uomo, I’influenza di una dieta con elevati livelli di proteine animali e
amminoacidi sulla consistenza della famiglia delle Bacteroidaceae.

CONCLUSIONI

In conclusione, I’integrazione dello 0,25% di Arg nella dieta della scrofa per I’intera
durata della gestazione ha aumentato il numero di suinetti nati e non ha alterato il profilo
microbico fecale delle scrofe. I risultati confermano che 1’Arg ¢ un AA essenziale per
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sostenere le performance produttive della scrofa. Resta da chiarire se un’integrazione
piu elevata con questo AA possa avere un’influenza marcata sulle caratteristiche e la
sopravvivenza della nidiata.
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CESTINO SPAZZATURA O RISORSA: ANALISI IN
“VERTICALE” DELLE SCHEDE SCROFA A FINE CARRIERA

TRASH OR RESOURCE COMPUTER TRASH: VERTICAL
ANALYSIS OF SOW CARDS AT THE END OF THEIR CAREER
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2 Allevatore

Parole chiavi: scrofa, carriera, prestazione
Keywords: sow, career, performance

RIASSUNTO

La carriera produttiva della scrofa ¢ un parametro significativo perché misura e quantifica le
intensita riproduttive e produttive esprimendole con tre valori: tempo di permanenza, numero
di parti e numero di suinetti svezzati in carriera.

Sono stati analizzati 5 anni di rimonta anno per anno dal 2010 al 2014. Nel dicembre del 2019
sono state riformate le ultime scrofe rimontate nel 2014, quelle a carriera pit lunga uscite
dopo 6 anni di lavoro.

Con questa analisi non si vogliono “processare le prestazioni delle scrofe o le scelte di
produzione” ma validare un percorso di analisi (verticale produttiva) 1’unico capace di
misurare e quantificare la carriera della singola scrofa e di tutte quelle partite nello stesso
anno. Consente ancora di analizzare la ricaduta del costo materno sulla prole considerando
anche i giorni improduttivi (le penalita). Rappresenta anche un valido e oggettivo supporto
per interventi sanitari, nutrizionali e gestionali sulla mandria.

ABSTRACT

The productive career of the sow is a significant parameter because it measures and
quantifies the reproductive and productive intensities, expressing them with three
values: residence time, number of parts and number of piglets weaned in the career.
5 years of comeback were analyzed year by year from 2010 to 2014. In December 2019 the last
sowsreassembled in 2014 were reformed, the longest career sows released after 6 years of work.
With this analysis we do not want to “process the performance of the sows or the production
choices” but to validate an analysis path (vertical production) the only one capable of
measuring and quantifying the career of the single sow and of all those games in the same
year. It still allows to analyze the impact of the maternal cost on the offspring also considering
the unproductive days (the penalties). It also represents a valid and objective support for
health, nutritional and management interventions on the herd.

INTRODUZIONE

La mandria si compone di scrofe di diverso ordine di parto (demografia), la rimonta va a
sostituire quelle che non sono piu produttive. Coesistono pertanto scrofe “vecchie” entrate
anche 5 anni prima (le migliori) con scrofe giovani entrate in partita nell’anno in corso.
Rovistando nel cestino fisico o del computer degli allevatori si possono trovare le schede
di produzione delle scrofe riformate. Se organizzate ¢ analizzate consentono di quantificare
le prestazioni di tutta carriera non solo della singola scrofa ma di tutte quelle entrate in
produzione in un determinato anno. Sono una garanzia di informazioni oggettive per scelte

179



gestionali e sanitarie a carico della mandria.

L’analisi sulla carriera ¢ I’'unica che realmente consente di processare e giudicare I’intensita e
la longevita riproduttiva. E’ una analisi ad approccio “verticale” che analizza I’intero periodo
produttivo della scrofa e che trova nel numero di “suinetti svezzati carriera” la sintesi di
riferimento e di confronto.

Consente ancora di monitorare e analizzare le cause che hanno decretato i tempi e i motivi
della riforma dei “lotti” di rimonta, ma anche di trasferire sulla produzione il costo della
scrofa. (ricaduta del costo del riproduttore sul singolo suinetto svezzato)

La carriera riproduttiva della scrofa inizia con la prima inseminazione artificiale e termina
quando viene decretata la sua riforma ¢ abbandona la mandria.

Se I’inizio ¢ facilmente identificabile la fine ¢ “molto frastagliata”. Spesso la prima
inseminazione non coincide con la “partenza” ma con una falsa partenza, come spesso la
riforma non coincide con I’evento che chiude un ciclo: lo svezzamento. Se le false partene
allungano un normale ciclo le “riforme di necessita” sfuggono per loro natura alla conta dei
giorni improduttivi perché il ciclo non si chiude.

Se i “cicli netti” sono abbastanza frequenti le “carriere nette”” sono abbastanza rare.

Le penalita sono tante e riconoscono varie cause: le anestrie, il ritorno in estro, le vuote eco,
¢gli aborti, le morte, le riformate per zoppia o per patologie gravi.

Queste si misurano in giorni persi o improduttivi che hanno una ricaduta negativa sulla
ripartizione del costo della scrofa sui suinetti svezzati carriera.

MATERIALE E METODI

Organizzare ed elaborare le prestazioni delle scrofe riformate ¢ insolito. Il particolare programma
di gestione in uso nell’allevamento in esame locato in Brescia consente, pescando dall’archivio
storico, di scaricare tutte le informazioni necessarie e di poterle confrontare con i precedenti
anni di rimonte. (verticale interna). Le informazioni sulle riformate per anno di rimonta, sono
fatte con cadenza settimanale in concomitanza con I’inventario della mandria e rappresentano
un “parametro cruscotto”.

La rimonta ¢ esterna accasata post pubere e convenzionale per PRRS per gli anni 2010, 2011
e 2012 quindi allo svezzamento e PRRS negative per gli anni 2013 e 2014. 1l flusso interno
prevede un periodo iniziale di segregazione sia per la rimonta post pubere che allo svezzamento.
Sono state analizzate le schede produttive di tutte le scrofe rimontate negli anni 2010-11-12-
13 ¢ 2014 e cestinate negli anni successivi (ma talune anche nello stesso anno di rimonta).
Nel corso del 2019 sono uscite di produzione le scrofe piu longeve rimontate nel 2014.

Tre sono le categorie che definiscono le cause di riforma, la prima identificata come “fine
carriera” si posiziona alla chiusura del ciclo (svezzamento) indipendentemente dalla
demografia, la seconda “di necessita” quando il ciclo non si chiude e la terza per “morte”.
Queste tre categorie sono state quantificate e analizzate ma non rientrano in questo lavoro.

I parametri riproduttivi oggetto delle elaborazioni sono:

* Numero di eventi parto carriera ovvero la intensita riproduttiva.
e [ giorni di permanenza in mandria ovvero longevita riproduttiva.
e Il numero di svezzati carriera ovvero 1’intensita produttiva.

Come parametri derivati sono stati analizzati:

e Svezzati per parto.

e Giorni per ciclo.

e Giorni per svezzare 1 suinetto.

* Penalita: i giorni persi o improduttivi.

* Ricaduta del riproduttore su ogni suinetto svezzato
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RISULTATI

Mandria e tasso di rimonta.

La dimensione della mandria e il tasso di rimonta dal 2010 anno di inizio dell’attivita al 2014
evidenziano una progressiva e costante crescita. Graf. 1

Graf 1 dimensione mandria e tasso di rimonta annuo
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% rimonta 32 33 35 39 41

e mandria =% rimonta

Tempo di permanenza (longevita riproduttiva
Con I’eccezione della rimonta del 2011 (7 anni) le rimonte degli altri anni sono rimaste in
mandria per 6 anni. Tab 1 e Graf. 2

tab 1
| anno rim | anno rif | n’ scrofe] no pani| Y anno | media parti | nv media | sv media |S\r carriera]
2010 2010 2 » 29 155 7)) S 11,5
2011 29 209 36 109 9,7 343
2012 45 324 6.0 117 98 586
2013 36 259 8,7 114 102 884
2014 18 129 11,1 11,8 99 1102
2015 7 5.0 13,29 11,5 10,6 1403
 sommano 6 | 139 | 2 | | 710 | s | 100 [ 705 |

[ anno rim | anno rif | n° scrof‘e] no parli] % anno | media parti | nv media| sv media Isv carriera]

2011 2011 3 5 74 13 108 59 74
2012 26 148 23 10,5 102 235
2013 44 250 42 115 102 431
2014 54 307 68 15 103 699
2015 25 142 95 113 102 967
2016 13 T4 10,8 11,5 10,0 1089
2017 | 0.6 14 95 979 1370

| sommano| 7 [ 176 | 5 | | 58 ] n3 [ 102 | s86 |

[ anno rim | anno rif | n° scrofe] no parli] % anno | media parti | nv media | sv media Isv carriera]

2012 2012 7 11 92 11 114 113 129
2013 36 185 20 11,1 93 189
2014 57 292 41 11,0 106 432
2015 35 179 65 1.1 102 658
2016 43 2.1 92 112 9.8 902
2017 6 3,1 112 119 9.5 106,0

sommano| 6 [ 195 | 11 | [ 51 T nz2 | w1 [ s15 |
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Un approfondimento per gli anni 2013 e 2014 (Tab 2 e Graf 2) evidenzia come il numero i
giorni di permanenza sia rispettivamente di 807 e 830 giorni. La durata del ciclo ¢ di 163,8 ¢
160, 4 giorni con una penalita (giorni improduttivi) rispettivamente di 21 e 18 gg per ciclo.

tab 2

annorim | annoril | n® scrofe | no parti| % anno | media parti | nv media | sv media |sv carrier, rm_|ge suino 1 ciclo naliti ciclo
2013 2013 13 7 74 1.0 10,5 10,1 10,1 164 16.3 1642 222
2014 72 20,6 21 113 102 214 387 181 1843 423
2015 68 25,1 4.1 114 103 42.8 711 16,6 1714 294
2006 57 210 6,5 13 102 658 1.080 164 16649 249
2017 49 18,1 94 111 10.5 08,1 1.403 143 1494 74
2018 5 1.8 12 9.8 103 1240 1.786 144 1489 69
[ | 3 [ a1 | 13 | [ a0 T uao | w3 | s08 | so7 | 159 | 638 | 218 |

| anno ri'nl anno rif ln“ scml'el noparlil %o anno i media parti I nv med'nl sv media ;sv c:lrrier:{gg perm I_ggsu'no I g ciclo lpenali‘l.i cicln!

2014 2014 18 13 11,0 1,1 8,1 76 84 170 202 1534 114
2015 57 7 22,7 19 105 98 19,1 351 183 1803 383
2016 62 220 42 112 10,1 420 695 165 167.0 250
2017 [ 227 71 10 106 745 1.099 148 155.7 137
2018 49 174 96 113 106 102,1 1.451 142 1506 8.6
2019 12 43 12.2 11.88 1041 1267 L8O9 143 1487 6.7
sommano] 6 | 28 [ 20 [ 1 52 1 uae | w4 | 537 [ s | 155 | 1604 | 184 |
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Parti carriera (intensita riproduttiva)

Sono compresi nell’intervallo tra il valore massimo di 7,1 parti carriera per la rimonta 2011
e quello minimo di 4,9 parti per la rimonta 2013. La storia sanitaria della mandria giustifica
queste prestazioni. Gra 3

Grat 3 . .
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mmm parti carriera

==le=gsvezzati carriera

182



Svezzati carriera scrofa
Sono compresi tra il valore massimo di 70,5 (rimonta 2011) e quello minore di 50,8 per la
rimonta del 2013. Gra 3

Derivati

Svezzati per parto

Sono compresi tra i valori minore di 10 e maggiore di 10,4. Tab 1 e 2

Nati vivi per parto

L’intervallo tra il valore maggiore e minore 0,36 con un valore medio di 11,25. Tab 1 ¢ 2
Giorni per ciclo

Il ciclo riproduttivo si chiude in 164 giorni per le rimontate nel 2013 e in 160 giorni per quelle
rimontate nel 2014. Consentendo rispettivamente 2,2 ¢ 2,3 cicli anno, ovvero 22,2 e 23,6
svezzati anno. Tab 2

Giorno per svezzare 1 suinetto

Sono necessari 15,9 giorno per svezzare un suinetto per la rimonta 2013 mentre sono 15,5
per quella del 2014. Tab 2

Ricaduta del riproduttore sul suinetto svezzato

La ricaduta penalizza il divisore pit piccolo (numero di svezzati carriera). Il peso del genitore
¢ minore per le prestazioni della rimonta del 2011 e maggiore per quella del 2013.

CONCLUSIONI

Si riconosce la validita dell’analisi delle schede produttive delle scrofe riformate (verticale)
nel corso degli anni. Queste sono le uniche che testimoniano la durata della carriera, I’intensita
riproduttiva e quella produttiva.

Sono in grado di evidenziare e quantificare i giorni improduttivi e la loro ricaduta sulla
ripartizione del costo del riproduttore.

Il confronto con le prestazioni del momento (analisi orizzontale) ¢ utile se associato a questa
verticale.

L’obbiettivo di questo lavoro ¢ di validare I’importanza di questa analisi e non di giudizio su
una prestazione.

I risultati e le informazioni ottenute consentono di oggettivare scelte gestionali, alimentari o
sanitarie.

Lo staff tecnico produttivo dell’allevamento interroga continuamente 1’andamento delle
prestazioni carriera confrontandole, in verticale, con quelle precedenti. Le ritiene uniche e
strategiche per I’economia di produzione della mandria.
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INDAGINE IN SUINI DOMESTICI E SELVATICI DELLA
PROVINCIA DI BRESCIA PER EVIDENZIARE ESCHERICHIA
COLI PRODUTTORI DI B-LATTAMASI A SPETTRO ESTESO
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RIASSUNTO

L’antibiotico resistenza (AMR) rappresenta un complesso problema globale. Escherichia coli
[B-lattamasi a spettro esteso (ESBL) e AmpC (AmpC) sono di principale interesse per le ampie
ripercussioni sanitarie. Tra le specie ospite, quelle selvatiche rivestono un ruolo importante
e, in particolare, il cinghiale per il costante aumento delle sua densita di popolazione e i dati
ancora limitati sull’AMR. Pertanto, sono stati investigati la diffusione di E. coli produttori
ESBL/AmpC e i fattori epidemiologici ad essi associati in 1504 cinghiali provenienti da
quattro aree della provincia di Brescia e, in maniera preliminare, ¢ stato condotto un confronto
con i dati emersi dalla sorveglianza dei geni di resistenza ESBL/AmpC in E. coli isolati in 80
maiali della stessa provincia.

Nei cinghiali ¢ emersa una prevalenza del 15,96% di E. coli ESBL/AmpC, supportata
dal riscontro dei geni CTX-M (12,3%), TEM (6,98%), CMY (0,86%) e SHV (0,47%), la
quale ¢ risultata essere maggiore negli animali giovani rispetto ad adulti e sub-adulti. Nei
suini, sono emerse prevalenze di CTX-M (85%), SHV (6,25%), CMY (10%) ¢ TEM (55%)
significativamente piu alte di quelle dei cinghiali suggerendo un uso eccessivo di antibiotici
negli allevamenti suini. Ulteriori analisi sarebbero auspicabili per investigare E. coli ESBL/
AmpC in allevamenti ¢ aree di smaltimento in sovrapposizione spaziale con le popolazioni
di cinghiale per definire se la loro presenza possa influenzarne la diffusione nella specie
selvatica.

ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) represents a complex global issue. Extended-spectrum
B-lactamases and AmpCs (ESBL/AmpC) Escherichia coli deserves attention for their
broad repercussions, also on public health. Moreover, wild host species are of interest and
particularly wild boar. Indeed, the constant increasing of its population densities and the still
limited data about AMR lead to health risks where spatial overlap with domestic animals and
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humans occurs. Therefore, prevalence of ESBL/AmpC-producing E. coli and the associated
epidemiological factors were investigated in 1504 wild boars from four areas of the province
of Brescia and, as a preliminary step, a comparison was made with data from the surveillance
of ESBL/AmpC resistance genes in E. coli isolated from 80 pigs from the same province.

A prevalence of 15.96% of ESBL/AmpC-producing E. coli, supported by CTX-M (12.3%),
TEM (6.98%), CMY (0.86%) and SHV (0.47%) genes detection, emerged in wild boar. Young
animals were more infected by ESBL/AmpC strains and CTX-M than older ones. In swine,
prevalences of CTX-M (85%), SHV (6.25%), CMY (10%) and TEM (55%) were recorded
and resulted significantly higher than those of wild boars leading to an over-use of antibiotics
in pigs farms. Further analyses would be desirable to investigate £. coli ESBL/AmpC on both
farms and in disposal areas present in spatial overlap with wild boar to investigate whether
the presence of these strains may influence their spread in this wild species.

INTRODUZIONE

L’antibiotico resistenza (AMR) rappresenta un problema di rilevanza mondiale (Wasyl
et al., 2018). Gli animali possono avere un ruolo da reservoir di microrganismi non
necessariamente patogeni ma resistenti agli antimicrobici che, attraverso il contatto diretto
o la catena alimentare, possono contribuire alla diffusione e/o al mantenimento dell’AMR
in ambito umano (Dahms et al., 2015). Numerosi sono i batteri che concorrono a rendere
complesso il problema della resistenza agli antimicrobici e fra questi, uno dei principali,
¢ Escherichia coli, microrganismo ubiquitario che pud comportarsi sia da commensale
che da patogeno, responsabile di infezioni intestinali ed extra-intestinali in numerosissime
specie animali, uomo compreso (Wu et al., 2013). Tra i ceppi di E. coli su cui va posta
particolare attenzione, vi sono quelli produttori di B-lattamasi, a spettro esteso (ESBL) e di
altre B-lattamasi quali le AmpC codificate da geni a localizzazione plasmidica (von Salviati
etal., 2015). Essi conferiscono resistenza alla maggior parte degli antibiotici beta-lattamici,
comprese le cefalosporine di terza e quarta generazione, limitando in maniera preoccupante
le opzioni di trattamento in caso di infezione. L’aumento della prevalenza di E. coli produttori
di ESBL/AmpC rende sempre piu difficoltoso il controllo delle patologie nel suino (Sus
scrofa domesticus) e rappresenta un grave problema di sanita pubblica (Agerse e Aarestrup,
2013). Inoltre, la presenza di E. coli ESBL/AmpC ¢ stata segnalata anche negli animali da
compagnia, in quelli da zoo e nella fauna selvatica (Vale et al., 2020; Holtmann et al., 2021).
Nello specifico, le specie a vita libera non sono generalmente trattate con antimicrobici e
possono acquisire batteri AMR o residui antimicrobici attraverso cibo e acqua in ambienti
contaminati da animali domestici o dall’'uomo (Heuer et al., 2011). Infatti, negli animali
selvatici che frequentano ambienti antropizzati o che sono in stretto contatto con persone o
aree agricole ¢ stato dimostrato un livello piu elevato di AMR (Tinoco Torres et al., 2020).
Fra queste specie, il cinghiale (Sus scrofa) risulta essere un indicatore importante per la
valutazione della diffusione ambientale di geni di resistenza (Dahms et al., 2015), sebbene
i dati disponibili sull’AMR, soprattutto rispetto ai fattori epidemiologici che possono
influenzarne la diffusione, siano al momento limitati. Tali aspetti risultano di particolare
interesse in questa specie in quanto “invasiva”, filogeneticamente molto vicina al maiale,
con densita di popolazione in netto aumento e possibilita di contatto con i suini domestici
e con aree maggiormente antropizzate. Pertanto, sono stati investigati la diffusione di E.
coli produttori ESBL/AmpC e i fattori epidemiologici associati alla loro presenza e alla
trasmissione in cinghiali di diverse aree della provincia di Brescia e, in maniera preliminare,
¢ stato condotto un confronto con i dati emersi dalla sorveglianza dei geni di resistenza
ESBL/AmpC in E. coli isolati dai maiali nella stessa provincia.
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MATERIALI E METODI

Campionamento

Nell’ambito dell’attivita della sezione Diagnostica dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale
della Lombardia e dell’Emilia Romagna di Brescia (IZSLER), sono stati prelevati
complessivamente 1504 campioni di feci di cinghiale provenienti da 4 settori venatori della
provincia di Brescia (Figura 1) durante tre stagioni di caccia. Per ciascun soggetto sono stati

registrati il genere e 1’eta (Tabella 1).

Lagenda
Comprensorio di caccia
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Figura 1 Rappresentazione dei quattro settori venatori che formano I’area di studio.

ATC Unico

AoV,

Figure 1 Map of the four hunting areas that formed the study area.

Tabella 1 Distribuzione dei cinghiali per struttura di popolazione nei settori di caccia e nelle

stagioni venatorie.

Table 1 Distribution of wild boar by age class, gender, hunting areas and hunting seasons

Fattore N Giovani  Sub-adulti Adulti Femmine Maschi
(%) (%) (%) (%) (%)
Ambito Territoriale
Caccia (ATC) 506 10,47 24,11 65,42 56,72 43,28
Comprensorio Alpino
Settore (CA) 6 63 28,57 28,57 42,86 38,10 61,90
CA7 79 29,11 25,32 45,57 49,37 50,63
CAS 856 29,32 2430 46,38 52,80 47,20
2017-2018 525 19,24 26,29 54,48 54,29 45,71
Stagioni 2018-2019 381 2336 1837 5827 4934 50,66
venatorie
2019-2020 598 25,92 26,76 4732 55,02 4498
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Parallelamente, sono stati raccolti un totale di 80 campioni di feci di suini durante 4 anni di
studio (2017-2020) (Tabella 2). In particolare, i soggetti conferiti presentavano sintomatologia
gastro-enterica o diarrea e provenivano da 80 aziende (ingrasso = 33, riproduzione = 47,
media dei capi = 3572; consistenza media = 4038 capi) della provincia di Brescia.

Tabella 2 Numero di campioni fecali di suino (N) analizzati per ciascun anno di studio; ogni
campione proviene da un soggetto diverso.
Table 2 Number of pig faecal samples (N) collected per year. Each sample came from a

different pig.

Anno di conferimento N
2017 6
2018 45
2019 17
2020 12

Isolamento e identificazione di E. coli ESBL/AmpC positivi

L’identificazione dei ceppi isolati dai cinghiali ¢ stata effettuata secondo un procedimento
che prevede una fase di pre-arricchimento stemperando un’aliquota di materiale in acqua
peptonata tamponata in rapporto 1:10. Dopo aver incubato il campione a 37+1°C per 18-22
ore viene eseguito un trapianto su una piastra di agar MacConkey addizionato di 1 mg/L di
cefotaxime per garantire 1’isolamento di batteri ESBL/AmpC (Van Damme et al., 2017). Sulla
base della colorazione e della morfologia sono state selezionate le colonie sospette che sono
state successivamente sottoposte a caratterizzazione molecolare.

Analisi dei geni di resistenza

Una singola colonia batterica di ogni campione positivo alla prova microbiologica ¢ stata
risospesa in 250ul di acqua DNase-Rnase free e il DNA ¢ stato estratto attraverso lisi-bollitura
(98°C per 10minuti). L’identificazione di E. coli ¢ stata condotta tramite analisi del gruppo
filogenetico in PCR (dati non mostrati) mentre il rilevamento dei geni di resistenza ¢ stato
eseguito con un altro pannello di reazioni. Nello specifico, una PCR multipla ¢ stata utilizzata
per ’identificazione dei geni del gruppo CTX-M (Woodford et al., 2006); PCR singole sono
state utilizzate per il gene SHV (Arlet et al., 1997), il TEM (Mabilat et al., 1990) e il CMY
(Dierikx et al., 2010). Tutti gli ampliconi risultati positivi ai geni TEM e SHV sono stati
sequenziati (Baldo et al., 2020).

Analisi statistica

Per i cinghiali, I’analisi statistica ¢ stata condotta su tre livelli: analisi descrittiva dei soggetti
abbattuti, stima della prevalenza apparente con i relativi intervalli di confidenza stimati
con metodo esatto, analisi dei fattori associati alla prevalenza. Gli esiti (positivo/negativo)
dell’analisi microbiologica e della ricerca di ciascun gene sono stati analizzati tramite modelli
di regressione logistica (GLM). Il modello stima la probabilita del cinghiale di essere positivo
in base alle covariate: genere, eta, settore di caccia e stagione venatoria. I modelli sono stati
confrontati con il Likelihood Ratio Test (LRT).

Rispetto ai maiali, lo studio ¢ ancora in fase preliminare per cui ¢ stata condotta la sola analisi
descrittiva con la stima della prevalenza apparente. Inoltre, ¢ stato effettuato il confronto tra le
prevalenze riscontate in cinghiali e suini tramite il test binomiale esatto.

Le analisi statistiche sono state condotte con il software R versione 4.0.3 (R Core Team, 2020).
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I risultati sono stati considerati statisticamente significativi se il p-value (p) ¢ minore di 0,05.
RISULTATI

Dall’analisi microbiologica dei cinghiali ¢ emersa una prevalenza complessiva di E. coli
ESBL/AmpC del 15,96% (240/1504, 95% C.I. 14,14% — 17,91%). L’analisi statistica ha
messo in evidenza che 1’eta dei soggetti, la stagione venatoria e i settori di caccia hanno un
effetto sulla probabilita che un soggetto risulti positivo al test (Tabella 3). Infatti, nei giovani
¢ stata riscontrata una probabilita maggiore di avere E. coli ESBL/AmpC rispetto agli adulti
(p=0,0207) e ai sub-adulti (p=0,0098). Nei cinghiali abbattuti nella stagione venatoria 2017-
2018 la probabilita di essere positivo ¢ significativamente maggiore rispetto a quelli della
stagione venatoria 2018-2019 (p=0,0232) e 2019-2020 (p=0,0015). I cinghiali abbattuti nel
CA7 hanno una probabilita maggiore di avere E. coli ESBL/AmpC rispetto a quelli del CA8
(p=0,0033) (Tabella 3). Non sono emerse altre differenze significative (p>0,05).

Tabella 3 Prevalenze di E. coli ESBL/AmpC nei cinghiali, suddivise per genere, classe di
eta, stagione venatoria e settore di caccia.

Table 3 Results of ESBL/AmpC-producing E. coli in wild boars by gender; age class, hunting
season and hunting area.

Fattore Positivi Totale Prevalenza % 95% C.I.

Femmina 129 802 16,08 13,61 — 18,81%

Genere
Maschio 111 702 15,81 13,19 - 18,72%
Giovani 71 345 20,58 16,44 —25,24%
Classe di eta Sub-adulti 49 368 13,32 10,02 - 17,22%
Adulti 120 791 15,17 12,74 — 17,86%
2017-2018 108 525 20,57 17,19 —24,29%
Stagione 2018-2019 55 381 14,44 11,06 — 18,37%

venatoria

2019-2020 77 598 12,88 10,30 — 15,83%
ATC Unico 83 506 16,40 13,28 —19,92%
CA6 11 63 17,46 9,05 —29,10%

Settore
CA7 22 79 27,85 18,35 -39,07%
CA38 124 856 14,49 12,20 — 17,02%

Rispetto ai geni di resistenza, la prevalenza complessiva del CTX-M nei E. coli isolati nei
cinghiali ¢ del 12,3% (185/1504, 95% C.I. 10,68% — 14,07%). Dal modello statistico emerge
che la stagione venatoria e la classe di eta hanno un effetto sulla presenza di questo gene
(Tabella 4). Infatti, nei ceppi isolati nei giovani ¢’¢ una probabilita maggiore di riscontrare
il CTX-M rispetto a quelli dei sub-adulti (p=0,0197) e degli adulti (p=0,0090) (Tabella 4).
I soggetti abbattuti nel 2017-2018 hanno una prevalenza di questo gene significativamente
maggiore rispetto a quelli del 2019-2020 (p=0,0005). Non sono emerse altre differenze
statisticamente significative (p>0.05).
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Tabella 4 Prevalenze del gene CTX-M riscontrate nei E. coli isolati dai cinghiali, suddivise
per genere, classe di eta, stagioni venatorie e settore di caccia.

Table 4 Prevalence of the CTX-M gene found in E. coli isolated from wild boar, by gender,
age class, hunting season and hunting area.

Fattore Positivi Totale Prev(z;l enza 95% C. I.
0
Femmina 96 802 11,97 9,8 —14,42%
Genere
Maschio 89 702 12,68 10,31 - 15,37%
Giovani 57 345 16,52 12,76 — 20,87%
Classe di eta Sub-adulti 37 368 10,05 7,18 -13,59%
Adulti 91 791 11,5 9,36 —13,94%
2017-2018 84 525 16,00 12,97 - 19,42%
Stagione 2018-2019 48 381 12,60 9,44 — 16,35%
venatoria
2019-2020 53 598 8,86 6,71 — 11,43%
ATC Unico 66 506 13,04 10,23 — 16,29%
CA6 10 63 15,87 7,88 —27,26%
Settore
CA7 14 79 17,72 10,04 — 27,94%
CA8 95 856 11,10 9,07 —13,40%

Peril gene diresistenza CMY, la prevalenza complessiva emersa nei E. coli isolati nei cinghiali
¢ del 0.86% (13/1504, 95% C.I. 0.46% - 1.47%). Dall’analisi statistica non sono emersi effetti
significativi (p>0,05). Rispetto al gene di resistenza SHYV, la prevalenza apparente emersa nei
E. coli isolati nei cinghiali ¢ del 0,47% (7/1504, 95% C.I. 0,19% — 0,96%). L’analisi delle
sequenze degli ampliconi ha messo in evidenza la presenza di SHV-12 (7/7). Dal modello
statistico non sono emersi effetti significativi (p>0,05).

Per il gene di resistenza TEM, la prevalenza apparente riscontrata ¢ del 6,98% (105/1504,
95% C.1. 5,74% - 8,39%). L’analisi delle sequenze degli ampliconi (n=98, in sette casi non ¢
stato possibile effettuare il sequenziamento) ha messo in evidenza la presenza di TEM-1 e sue
varianti (92/98), TEM-33 (1/98), TEM-135 (2/98), TEM-176 (3/98). La stagione venatoria
influenza la probabilita di riscontrare il gene: i soggetti abbattuti nella stagione venatoria
2017-2018 hanno una prevalenza di questo gene significativamente maggiore rispetto a quelli
abbattuti nella stagione venatoria 2018-2019 (p=0,0186) e 2019-2020 (p=0,0368) (Tabella
5). Non sono emerse altre differenze statisticamente significative (p>0.05).
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Tabella 5 Prevalenze del gene TEM riscontrate nei E. coli isolati dai cinghiali, suddivise per
genere, classe di eta, stagioni venatorie e settore di caccia.

Table 5 Prevalence of the TEM gene found in E. coli isolated from wild boar, by gender, age
class, hunting season and hunting area.

Prevalenza

Fattore Positivi  Totale o 95% C. I.
0
Femmina 58 802 7,23 5,54 -9,25%
Genere
Maschio 47 702 6,70 4,96 — 8,80%
Giovani 27 345 7,83 5,22 -11,18%
Classe di eta Sub-adulti 19 368 5,16 3,14 -7,95%
Adulti 59 791 7,46 5,73 -9,52%
2017-2018 49 525 9,33 6,98 —12,15%
Stagione venatoria ~ 2018-2019 21 381 5,51 3,44 — 8,30%
2019-2020 35 598 5,85 4,11 - 8,05%
ATC Unico 46 506 9,09 6,73 — 11,94%
CA6 4 63 6,35 1,76 — 15,47%
Settore
CA7 7 79 8,86 3,64 —17,41%
CA8 48 856 5,61 4,16 —7,37%

Per quanto concerne le analisi molecolari sui maiali, la prevalenza apparente per il gene
CTX-M ¢ di 85% (68/80, 95% C.1. 75,26% — 92,00%), quella per SHV ¢ di 6,25% (5/80, 95%
C.1. 2,06% — 13,99%), 10% (8/80, 95% C.1. 4,42% - 18,76%) per il CMY e 55% (44/80, 95%
C.1. 43,47% - 66,15%) per il gene TEM (Tabella 6).
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Tabella 6 Prevalenze dei singoli geni di resistenza riscontrati in . coli nei maiali, suddivisi
per anno di conferimento e tipologia di allevamento.

Table 6 Prevalence of individual resistance genes found in E. coli from pigs by year of sample
collection and breeding type.

Fattore Prevalenza (%)
CTX-M SHV TEM CMY
2017 66,67 (4/6) 0 (0/6) 16,67 (1/6) 33,33 (2/6)
Anno di 2018 91,11 (41/45) | 6,67 (3/45) 60 (27/45) 13,33 6/45)
conferimento 2019 76,47 (13/17) | 11,76 (2/17) | 52,94 (9/17) 0 (0/17)
2020 83,33 (10/12) 0(0/12) 58,33 (7/12) 0(0/12)
Ingrasso 90,91 (30/33) 0 (0/33) 60,61 (20/33) 9,09 (3/33)
Tipologia
Riproduzione | 80,85 (38/47) | 10,64 (5/47) | 51,06 (24/47) | 10,64 (5/47)

Il confronto statistico tra le prevalenze dei geni di resistenza nelle due specie analizzate ha
messo in evidenza una differenza significativa. In particolare, i valori riscontrati nei suini
sono maggiori rispetto a quelli ottenuti nei cinghiali, rispettivamente per CTX-M, CMY,
TEM e SHV (p<0,001).

DISCUSSIONE

Il presente lavoro ha messo in evidenza una preoccupante diffusione di E. coli ESBL/AmpC
in entrambi i suidi analizzati. Le prevalenze maggiori sono state riscontrate nei maiali. Da
un’analisi statistica piu approfondita, condotta specificatamente sui cinghiali, ¢ emerso che
nei soggetti giovani ¢’¢ maggiore probabilita di riscontrare ceppi ESBL/AmpC e il gene di
resistenza CTX-M rispetto alle altre classi di eta e che nella stagione venatoria 2017-2018
la diffusione di questi, e del gene TEM, ¢ stata maggiore rispetto alle altre due, 2018-2019 e
2019-2020.

Per quanto concerne la positivita alla prova microbiologica e il riscontro dei geni di resistenza
nei cinghiali, il presente studio conferma quanto gia noto in letteratura per questa specie (Poeta
etal., 2009; Alonso et al., 2017; Plaza-Rodriguez et al., 2021). Le prevalenze emerse risultano
maggiori rispetto a quanto riscontrato in precedenza (Literak et al., 2010; Wasyl et al., 2018;
Bonardi et al., 2019), tuttavia, I’assenza di una standardizzazione del metodo diagnostico
rende difficoltosa la comparazione tra risultati di studi differenti (Tinoco Torres et al., 2020).
I modelli statistici hanno messo in evidenza una maggiore diffusione di E. coli ESBL/AmpC
e del gene CTX-M negli animali giovani rispetto ai sub-adulti e adulti. Per quanto ci ¢ noto,
nell’unico lavoro disponibile in cui ¢ stato condotto un confronto tra classi di eta relativi alla
diffusione di questi ceppi nei cinghiali non sono emerse differenze significative (Holtmann et
al., 2021). Tuttavia, il fatto che i suinetti domestici abbiano una maggiore suscettibilita per i
ceppi di E coli, che possono causare enteriti gravi soprattutto a poche settimane di vita (Jiang
et al., 2019), supporta I’ipotesi che anche i cinghiali piu giovani possano avere una maggiore
suscettibilita a questa infezione. Inoltre, per gli animali domestici ¢ stato messo in evidenza
che i piccoli potrebbero avere una maggiore predisposizione per questi ceppi a causa di una
microflora intestinale non ancora pienamente sviluppata che potrebbe essere maggiormente
esposta a nuove colonizzazioni batteriche (Pereira et al., 2014). La differenza di prevalenza
dei ceppi ESBL/AmpC e dei geni CTX-M e TEM riscontrate tra stagioni venatorie potrebbe
essere riconducibile al ruolo di indicatore ambientale del cinghiale. Infatti, premesso che una
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delle cause principali dell’insorgenza di resistenza ¢ 1’uso eccessivo di antibiotici (Capozzi et
al., 2019) e considerando il noto ruolo di “conduttore” svolto dall’ambiente nella trasmissione
di geni di resistenza e di ceppi patogeni (Graham et al., 2019), sembrerebbe che fino al 2017
I’ecosistema frequentato dai cinghiali fosse piu contaminato da batteri resistenti rispetto agli
anni successivi. In questo senso va tenuta in considerazione anche la caratteristica intrinseca
della dieta del cinghiale ovvero di essere un onnivoro opportunista che pué modificare anche
drasticamente la sua alimentazione in base alla disponibilita di cibo. Tuttavia, con i dati al
momento disponibili non risulta possibile trarre delle conclusioni robuste rispetto a queste
variazioni di prevalenza, alla luce anche della sorprendente rapidita con cui si € verificato il
cambiamento di trend tra stagioni venatorie.

Rispetto ai risultati emersi nei maiali, va osservato che, anche in questo caso, le prevalenze
dei geni di resistenza confermano quanto gia noto in letteratura, anche se nel presente studio
sono stati riscontrati dei valori piu alti rispetto a quelli delle indagini precedenti (Gao et al.,
2015; Bergspica et al., 2020). L’ipotesi principale ¢ che le resistenze riscontrate possano
essere ascrivibili all’eccessivo uso di antibiotici (EMA e EFSA, 2017), che spiegherebbe
anche le differenze significative con le prevalenze riscontrate nel cinghiale. Tuttavia, lo
studio ancora in fase preliminare non permette di trarre considerazioni e valutazioni concrete
sui maiali anche rispetto alle potenziali differenze di prevalenza tra gli anni e le tipologie di
allevamento.

CONCLUSIONI

Il presente lavoro ha messo in evidenza la diffusione di E. coli ESBL/AmpC in suidi
domestici e selvatici della provincia di Brescia. Rispetto ai cinghiali, sarebbe auspicabile la
prosecuzione delle analisi al fine di creare serie storiche di dati per monitorare I’andamento
temporale della diffusione dei ceppi ¢ dei geni di AMR, idealmente affiancate da indagini
atte a valutare il grado di contaminazione antimicrobica dell’ambiente. In questo senso,
ulteriori analisi si rendono necessarie per selezionare all’interno dei comprensori di caccia
gli allevamenti di suini, utilizzando come punto di partenza i risultati preliminari ottenuti sui
maiali, e le zone di smaltimento dei liquami per pianificare un’ulteriore specifica raccolta di
campioni di feci. In particolare, I’obiettivo sarebbe quello di valutare le prevalenze di E. coli
ESBL/AmpC in territori condivisi con il cinghiale, con il fine ultimo di valutare se e quanto
la presenza di questi ceppi negli animali domestici e nell’ambiente possa influenzarne la
diffusione nella specie selvatica.
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RIASSUNTO

Gli astrovirus sono agenti virali, ad habitat prevalentemente enterico, in grado di infettare
I’uomo e una ampia gamma di specie animali. Nel suino ad oggi sono stati individuati 5
lineage (PoAstV1-PoAstVS5). PoAstV3 ¢ stato recentemente associato ad una malattia
neurologica atipica in suini di varia eta. Il presente report descrive, per la prima volta in Italia,
dei casi di malattia neurologica associata a PoAstV3 in scrofe in gestazione.

ABSTRACT

Astrovirus are viral agents, with mainly enteric habitat, able to infect humans and a wide
range of animal species. In pigs, 5 lineages have been identified (PoAstV1-PoAstV5).
PoAstV3 has recently been associated with atypical neurological disease in pigs of different
ages. This report describes, for the first time in Italy, cases of neurologic disease associated
with PoAst3 in which gestating sows are involved.

INTRODUZIONE

Gli astrovirus appartengono alla famiglia delle Astroviridae. Sono virus a RNA di piccole
dimensioni, privi di envelope e vengono frequentemente rilevati nelle feci di volatili (Gen.
Avastrovirus) e di diverse specie di mammiferi (Gen. Mamastrovirus), compreso 1'uomo.
L’infezione ¢ spesso asintomatica ma, in alcuni casi, pud dare origine a forme enteriche di
gravita variabile (1). Recentemente gli astrovirus sono stati associati anche a casi di malattia
neurologica nell’uomo, nella scimmia, nel bovino e nel suino (2). Gli astrovirus del suino
sono distinti in 5 diversi linecages (PoAstV1-PoAstVS) (3). In particolare, PoAstV3 ¢ stato
identificato come probabile causa di gravi sintomatologie neurologiche in suini di varia eta
negli Stati Uniti (4, 5) e in suinetti svezzati in Ungheria (6).

Scopo del presente report ¢ quello di descrivere, per la prima volta in Italia, dei casi di
malattia neurologica grave in scrofe gestanti associata al rilievo, mediante Real-Time RT-
PCR, di PoAstV3 nel sistema nervoso centrale.
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DESCRIZIONE DEL CASO

Anamnesi

I casi di malattia neurologica hanno coinvolto un allevamento di circa 700 scrofe a ciclo
aperto della provincia di Mantova. La patologia si € presentata in soggetti in gestazione.
In questa fase gli animali erano alloggiati in ampi box con pavimentazione mista, grigliato
e pavimento pieno. I primi episodi sono comparsi all’inizio di marzo 2021. Ad oggi, dopo
circa 12 settimane, sono stati registrati 22 casi, tutti con il medesimo quadro clinico, in
soggetti di varia eta. Nel periodo in esame 1’incidenza ¢ risultata variabile da 0 a 3 casi a
settimana, con un picco tra la fine di marzo e I’inizio di aprile 2021.

Segni clinici

Inizialmente la scrofa colpita manifestava anoressia, testa abbassata, lentezza nei
movimenti, barcollamento ¢ atassia. In alcuni casi I’atteggiamento iniziale di difficolta nella
deambulazione poteva essere confuso per una zoppia agli arti anteriori o posteriori, ma poi
il rapido aggravamento rendeva evidente il coinvolgimento del sistema nervoso centrale.
Seguiva infatti, in genere dopo 24-36 ore dalla comparsa dei primi sintomi, I’incapacita ad
alzarsi e poi il decubito laterale permanente. In piu casi I’allevatore trovava la scrofa gia
da subito in decubito permanente, prima sternale e poi laterale. Assenti tremori, movimenti
di pedalamento o altri sintomi eccitativi. Qualsiasi intervento terapeutico, antibiotico e
antinfiammatorio, non sortiva alcun risultato. La prognosi diventava quindi infausta e si
procedeva all’eutanasia.

Esami di laboratorio

Sono pervenute al laboratorio per accertamenti diagnostici le carcasse di due scrofe, una
nel mese di aprile (scrofa A) e una nel mese di maggio (scrofa B). Nel corso dell’esame
necroscopico non sono state riscontrate alterazioni di rilievo agli organi della cavita
toracica, addominale e pelvica. Macroscopicamente, a livello encefalico, ¢ stata evidenziata
congestione dei vasi meningei.

L’esame batteriologico sugli organi interni e sull’encefalo ha permesso di escludere la
presenza di infezioni batteriche setticemiche o comunque neuro-invasive.

L’esame istologico dei due encefali ha evidenziato un quadro di grave encefalite non
suppurativa diffusa con presenza di manicotti perivascolari linfocitari, neuronofagia e
gliosi. In una delle due scrofe (scrofa B) ¢ stato effettuato anche il campionamento del
midollo spinale nei tratti cervicale, toracico e lombare. L’esame istologico su questi tessuti
ha rilevato la presenza di una grave mielite non suppurativa con quadri simili a quelli
riscontrati nelle aree encefaliche.

Su campioni di tessuto del sistema nervoso centrale ¢ stata effettuata la ricerca di PoAstV3
mediante one-step RT-Real-Time PCR (3). Entrambi gli encefali sono risultati positivi.
Da sottolineare la positivita dei tratti di midollo spinale della scrofa B con valori di Ct
significativamente inferiori rispetto a quelli rilevati nei campioni prelevati dalle aree
encefaliche (tabella 1). Non ¢ stato rilevato ’'RNA di PoAstV3 in campioni di polmone,
fegato, rene, milza, linfonodo inguinale e contenuto intestinale di entrambi i soggetti.

Per quanto riguarda la diagnosi differenziale, nel sistema nervoso centrale non sono stati
rilevati mediante PCR il virus di Aujeszky, PRRSv, PCV2, PCV3, PCV4, EMCYV e agenti
virali appartenenti al genere Pestivirus.
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Esiti RT-PCR per PoAstV3 (valore
Ct)
Campione
Scrofa A Scrofa B
Cervello Positivo (34)
Cervelletto Positivo (33) Positivo (31)
pool dalle 3 aree
Tronco encefaliche Positivo (35)
Midollo spinale cervicale NE Positivo (26)
Midollo spinale toracico NE Positivo (23)
Midollo spinale lombare NE Positivo (25)

Tab. 1: esiti della RT-Real-Time PCR per PoAstV3 su campioni prelevati da diverse parti
del sistema nervoso centrale (NE=non eseguito; Ct= numero di cicli necessari per rilevare
PoAstV3 nel campione).

Tab.1: RT-Real-Time PCR tests results for PoAstV3 in samples from different parts of the
central nervous system (NE= not done; Ct=cycle threshold value).

DISCUSSIONE

In questo report vengono descritti casi di patologia neurologica grave in scrofe adulte
associata alla presenza di PoAstV3 nel sistema nervoso centrale. Ulteriori approfondimenti
sono necessari, come 1’applicazione della tecnica di ibridizzazione in situ e il sequenziamento
metagenomico, per meglio definire la correlazione tra le lesioni rilevate in sede microscopica
e PoAstV3.

Gli episodi hanno coinvolto soggetti nella fase di gestazione. Nessun caso, nello stesso
periodo, ¢ stato riscontrato in suinetti neonati o svezzati dello stesso allevamento. Il decubito
laterale permanente preceduto da deambulazione incerta e atassia sono risultati i segni clinici
piu rappresentativi di questa particolare forma neurologica. Il quadro istologico ¢ quello
di una encefalomielite non suppurativa grave. | sintomi clinici e i riscontri di laboratorio
depongono per un importante coinvolgimento del midollo spinale. Nessun animale tra quelli
colpiti € giunto a guarigione. Considerando il numero totale medio di scrofe dell’allevamento,
I’incidenza della malattia, nei tre mesi di osservazione, ¢ stata pari al 3,1%.

CONCLUSIONI

La malattia neurologica nel suino da PoAstV3 ¢ considerata negli Stati Uniti una patologia
emergente (7). In Italia ulteriori riscontri sono necessari per confermare questo dato. E’
opportuno quindi attuare un attento monitoraggio e inserire la ricerca di PoAstV3 nella
diagnosi differenziale quando si presentano soggetti giovani o adulti con difficolta nella
deambulazione seguita da decubito laterale permanente.

Diversi aspetti di questa infezione virale neuro-invasiva sono ad oggi ancora sconosciuti.
Attualmente, ad esempio, non ¢ ancora stato possibile riprodurre sperimentalmente la
malattia e quindi poco si sa sulla patogenesi. Auspicabili sono inoltre studi per meglio definire
I’ecologia del virus e I’epidemiologia dell’infezione nel suino oltre che per individuare
eventuali modalita di profilassi e controllo della malattia neurologica associata.
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RIASSUNTO

Il presente studio riporta la prevalenza dei diversi virotipi di Escherichia coli
enterotossigeni (ETEC) isolati nell’anno 2019 da 182 focolai di diarrea post svezzamento
(PWD) presentatisi in altrettante aziende suinicole Italiane. La diagnosi di colibacillosi
enterica ¢ stata confermata dall’esame batteriologico eseguito da campioni di tamponi
rettali e contenuto intestinale; i ceppi sono stati genotipizzati impiegando una metodica
multiplex PCR per i geni codificanti per le fimbrie F4, F5, F6, F18, F41 e per le tossine
(tossine termostabili, STa e STb, tossina termolabile, LT e tossina Shiga-like, (Stx2e).
Tutti i ceppi di E. coli isolati, per un totale di 182 ETEC, erano emolitici e la prevalenza
delle principali fimbrie e tossine tra i ceppi inclusi nello studio ¢ risultata essere: F4
(41.3%), F18 (58.7%), STa (81.6%), STb (81.2%), LT (28.3%) and Stx2e (10.8%). 1l
virotipo isolato piu frequentemente ¢ stato F18 STa STb (29.1%), seguito da F4 STa STb
(14.3%).

ABSTRACT

In the present study, the virotype’s prevalence of enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC)
isolated from 182 outbreaks of post weaning diarrhoea (PWD) occurred in as many as pig
farms in Italy in 2019 was reported. The diagnosis of enteric colibacillosis was confirmed
by bacteriological examination from samples of rectal swabs and luminal contents. Strains
were genotyped using a multiplex PCR method for genes coding for F4, F5, F6, F18, F41
and for toxins (thermostable toxins, STa and STb, thermolabile toxin, LT and Shiga-like
toxin, Stx2e). All the 182 E. coli strains isolated were haemolytic and the prevalence of the
main fimbriae and toxins among the strains included in the study were: F4 (41.3%), F18
(58.7%), STa (81.6%), STb (81.2%), LT (28.3%) and Stx2e (10.8%). The most frequently
isolated virotype was F18 STa STb (29.1%), followed by F4 STa STb (14.3%).

INTRODUZIONE

La diarrea post svezzamento (PWD) rappresenta una delle principali cause di perdite
economiche nell’allevamento suino, per I’ aumento della mortalita e nei soggetti
che superano la fase acuta della malattia, diminuzione di incremento ponderale e
peggioramento delle performances produttive, oltre ad un aumento dei costi per 1’acquisto
di farmaci antibiotici.

I ceppi di Escherichia coli enterotossici (ETEC) sono una delle piu importanti cause di
PWD e rappresentano un patotipo dotato di adesine fimbriali che mediano 1’adesione del
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batterio a recettori specifici localizzati sugli enterociti intestinali del suino ed enterotossine
che alterano I’omeostasi del piccolo intestino, causando un’ipersecrezione di fluidi ed
elettroliti nel lume e determinando la caratteristica diarrea descritta nella PWD. Nei casi di
PWD si osserva anoressia o disoressia con comparsa di diarrea acquosa pochi giorni dopo
lo svezzamento a cui si associa marcata disidratazione, diminuzione delle performances
produttive e aumento della mortalita. Talvolta la comparsa di diarrea puo essere preceduta
da mortalita improvvisa.

Gli ETEC responsabili della diarrea post-svezzamento presentano generalmente fimbrie
F4 (K88) o F18. Molto raramente possono essere isolati ceppi con fimbrie F5, F6 ¢ F41,
che tipicamente sono responsabili della colibacillosi enterica in suinetti sottoscrofa.
Le principali enterotossine prodotte dagli ETEC del suino, chiave del meccanismo
patogenetico della colibacillosi, sono la tossina termolabile (LT) e due tossine termostabili
(STa e STD). .

Le fimbrie F4 a loro volta si suddividono in F4ab, F4ac e F4ad, sebbene la maggior parte
dei casi di PWD sia causata da ceppi di E. coli F4ac. Le fimbrie F18 invece possiedono
due varianti antigeniche ovvero F18ab, presente generalmente nella malattia degli edemi
e la variante F18ac, associata a casi di PWD. Il virotipo ¢ determinato dalla combinazione
dei diversi fattori di virulenza, rappresentati da fimbrie e tossine. La circolazione dei
diversi virotipi di ETEC responsabili dei casi di colibacillosi enterica in una determinata
area geografica o sistema produttivo, ¢ una condizione dinamica, con possibilita di forti
variazioni nel tempo (Luppi et al., 2014). L’obiettivo di questo studio ¢ stato quello di
descrivere la prevalenza dei geni di virulenza in ceppi ETEC responsabili di focolai di
PWD in Italia nell’anno 2019.

MATERIALI E METODI

Nel corso del 2019 sono stati isolati presso le sezioni diagnostiche di Reggio Emilia e
Parma dell’IZSLER 182 ceppi di Escherichia coli enterotossigeni da altrettanti focolai di
PWD osservati in aziende suinicole italiane.

Tali ceppi sono stati isolati da materiale patologico costituito da contenuto intestinale
e tamponi rettali prelevati da suini con quadri clinici riferibili a colibacillosi enterica,
insorti 1-3 settimane post svezzamento. I tamponi rettali o il contenuto degli intestini
sono stati seminati su terreno Agar sangue e su Gassner agar e incubati per 18-24 ore a
37°C in ambiente aerobio. In seguito al periodo di incubazione previsto ¢ stata eseguita
una valutazione morfologica e quantitativa delle colonie cresciute sui terreni colturali
citati. In particolare, ¢ stata valutata la presenza di emolisi su Agar sangue, infatti, a
questo proposito, occorre sottolineare che la maggior parte degli ETEC isolati da casi di
diarrea post-svezzamento sono emolitici quando coltivati su terreni a base di sangue. E’
stata considerata significativa per la diagnosi di colibacillosi la crescita in coltura pura o
quando la percentuale delle colonie di £. coli patogeno presenti in coltura erano >70%.
Successivamente alla valutazione morfologica e la conferma biochimica, per ogni ceppo
di E. coli, ¢ stata eseguita la genotipizzazione impiegando una metodica multiplex PCR
per i geni codificanti per le fimbrie F4, F5, F6, F18, F41 e per le tossine Sta, STb, LT
e Stx2e (Casey and Bosworth, 2009). I ceppi sono stati classificati come ETEC se in
possesso di almeno un gene codificante per le fimbrie ed uno per le tossine. Quando
all’interno dello stesso focolaio sono stati ottenuti ceppi appartenenti allo stesso virotipo,
questo ¢ stato conteggiato come unico isolato nel calcolo della prevalenza.

RISULTATI
Tutti i ceppi di E. coli isolati (182) si presentavano emolitici su terreno Agar sangue con
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prevalenza delle fimbrie e delle tossine cosi distribuita: F4 (41.3 %), F18 (58.7 %), STa
(81.6%), STb (81.2%), LT (28.3%) e Stx2e (10.8%). Come descritto precedentemente
con il termine virotipo si intende la combinazione dei diversi fattori di virulenza
che caratterizzano un ceppo all’interno di un patotipo. Dall’analisi dei risultati della
genotipizzazione condotta nel presente studio risulta che il virotipo F18 STa STb,
presente nel 29.1% dei casi, risultava quello isolato piu frequentemente, seguito da F4
STa STb osservato invece nel 14.3% (Tabella 1). Nell’8.2% dei casi sono stati osservati
focolai misti con isolamento di due virotipi differenti per la tipologia delle fimbrie (F4
e F18).

Tabella 1. Frequenza dei diversi virotipi ETEC isolati.
Table 1. ETEC virotypes’ prevalence.

Virotipo %

F18 STa STb 29.1
F4 STa STb 14.3
F18 STaSTb LT 9.9
F18 STa STb Stx2e 7.7
F18 STa 7.1
F4STb LT 7.1
F4 STb 6.6
F4 STaSTb LT 4.4
F4 STa 3.4
F4 STa LT 2.8
F4ALT 2.7
F18 STa STX2e¢ 1.7
F18 STb 1.2
F18 STa STb LT Stx2e 1

FI18 STaLT 0.5
F18 STx2e 0.5

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Il presente studio offre un quadro sulla prevalenza dei virotipi di ETEC isolati da 182
focolai di colibacillosi enterica in Italia nell’anno 2019. Il dato che dev’essere discusso
riguarda la prevalenza dei ceppi F18 ¢ F4 che come noto sono i principali responsabili
delle forme di colibacillosi che si verificano nel post-svezzamento. Dai risultati ottenuti si
osserva che i ceppi ETEC F18 mostrano una maggiore frequenza, nei casi di colibacillosi
enterica, rispetto agli ETEC F4. Questi dati evidenziano una variazione nella dinamica
della circolazione dei ceppi ETEC responsabili della colibacillosi enterica del suino,
considerando che precedenti studi sull’argomento dimostravano una netta prevalenza
di ETEC F4 in casi di colibacillosi post-svezzamento. Dati di prevalenza provenienti
da casi di colibacillosi in allevamenti italiani indicano che ETEC F4 nel 2002 era
responsabile dell’89.2% dei focolai (Luppi et al., 2014). Nello stesso studio, riportante i
dati d’isolamento e tipizzazione di ceppi ETEC fino al 2012 si osservava gia un graduale
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spostamento della prevalenza verso ceppi con fimbrie F18, con una percentuale di casi
sostenuti da ceppi ETEC F4 nel 2012 pari al 64.4% . In un recente studio pubblicato nel
2016 ETEC F4 era il ceppo piu comunemente isolato in casi di PWD in Olanda, Francia,
Germania e Italia (45,1% dei casi), contro un’incidenza del 33,9% per i ceppi ETEC F18
(Luppi et al., 2016). Risultati simili, a favore di una maggiore prevalenza di ETEC F4,
sono stati riportati in indagini meno recenti eseguite in Danimarca (Frydendahl, 2002),
Polonia (Osek et al., 2000) e Ungheria (Zajacova et al., 2012).

Le informazioni presentate in questo studio evidenziano la variabilita della prevalenza
dei virotipi ETEC in focolai di colibacillosi enterica nel corso del tempo. Gli elementi
che possono essere ipotizzati come responsabili di un’alternanza di diversi virotipi sono
imputabili a diversi aspetti, tra i quali si possono annoverare fattori legati all’ospite, come
ad esempio specifiche caratteristiche genetiche che modulano la presenza di specifici
recettori a livello intestinale per le fimbrie degli ETEC (Bao et al., 2008), interventi
profilattici come ad esempio la vaccinazione, fattori alimentari e fattori dipendenti
dall’agente eziologico come ad esempio la resistenza agli antibiotici.

E’ stata dimostrata 1’esistenza di geni che controllano I’espressione dei recettori
intestinali del suino per ETEC, 1’assenza di questi recettori determina tra i suini genotipi
ETEC resistenti. Per ETEC F4, polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs) situato sui geni
Mucin4 (MUC4), Mucin 13 (MUCI13), Mucin 20 (MUC20), recettore della transferrina
(TFRC), non-recettore tirosina chinasi 2 (ACK1) oltre ad altri, sono stati proposti come
marcatori genetici per la resistenza / suscettibilita ETEC nel suino.

Una maggiore prevalenza di suini con genotipo MUC4 sensibile ¢ stato osservato in razze
commerciali, come Large White ¢ Landrace, mentre una frequenza piu bassa dell’allele
sensibile ¢ stata segnalata nelle razze locali (Luise et al., 2019).

Tuttavia, la correlazione tra il polimorfismo MUC4 e la suscettibilita per ETEC F4
non ¢ del tutto coerente, in particolare per la resistenza, infatti una certa percentuale di
suini con genotipo MUC4 resistente mostrano adesione intestinale di ETEC con fimbrie
F4ac. Altri geni tra cui MUC13, MUC20 e TFRC hanno quindi attirato 1’attenzione dei
ricercatori, per il possibile ruolo nella resistenza genetica nei confronti di ETEC F4
(Fairbrother and Gyles, 2012).

Per quanto riguarda la resistenza dei suini all’infezione da ETEC F18, i ricercatori hanno
raggiunto la convergenza maggiore per un SNP situato sul gene FUTI1. Bao et al. ha
dimostrato che, per la maggior parte, le razze Duroc e Pietrain hanno presentato il genotipo
FUTI resistente mentre il cinghiale e razze Cinesi hanno mostrato esclusivamente
genotipi sensibili.

In alcuni paesi come la Danimarca esistono programmi di selezione per la resistenza
verso F4, tutto cio ha comportato una riduzione dei soggetti sensibili a ETEC F4 nella
popolazione suina danese (Luise et al, 2019). A questo proposito I’aumento della presenza
di loci di resistenza per F18 e F4 nella popolazione suina, attraverso la selezione, ¢
un approccio sicuramente interessante per prevenire la PWD da ETEC. Tuttavia, ¢
importante sottolineare come esista la possibilita di co-selezione di caratteri fenotipici
indesiderati strettamente connessi con i genotipi F4 e F18 resistenti (Fairbrother and
Gyles, 2012)..

Altri fattori che interverrebbero sulla modulazione dei recettori fimbriali sono alcuni
componenti alimentari, come ad esempio le lectine, proteine di cui ne sono soprattutto
ricchi i cereali e le leguminose (Kelly et al., 1994).

Da qualche anno, per il controllo della colibacillosi enterica nel post-svezzamento,
viene impiegata la vaccinazione con ceppi naturalmente avirulenti, prima in forma
monovalente (F4), poi bivalente (F4/F18) per via orale. Tale strategia vaccinale ha
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lo scopo di immunizzare i suinetti prima dell’inizio del periodo post svezzamento,
stimolando un’immunita mucosale, attraverso la produzione di IgA a livello intestinale.
E’ difficile stabilire se ed eventualmente quanto, I’impiego dei vaccini sopraccitati
abbia potuto influenzare, attraverso una pressione selettiva sulla popolazione batterica,
I’emergere di determinati virotipi a scapito di altri, anche considerando che il vaccino
bivalente, in particolare, pur contenendo varianti antigeniche di E. coli F18ac e F4ac,
conferisce protezione crociata nei confronti di ETEC F18ab, F4ab ¢ F4ad (Nadeu et al.,
2017).

Ultimo, ma non per importanza, vale la pena sottolineare il ruolo che gli antimicrobici
hanno nella selezione della popolazione batterica patogena e commensale. A questo
proposito non si puo escludere che le variazioni quali-quantitative nell’uso di molecole
antimicrobiche a scopo terapeutico e metafilattico, osservate in questi ultimi anni, abbia
potuto favorire e modulare il riemergere di determinati virotipi a scapito di altri.
Monitorare 1’epidemiologia dei ceppi ETEC responsabili dei focolai di colibacillosi
enterica in un allevamento o in un’area come potrebbe essere una regione ad alta densita
suinicola ¢ un importante strumento per un corretto approccio nella prevenzione e nella
gestione della problematica sanitaria in allevamento.

La diagnosi di colibacillosi attraverso 1’impiego di criteri quantitativi batteriologici e
la successiva genotipizzazione per evidenziare i fattori di virulenza rivestono un ruolo
diagnostico fondamentale. La conoscenza del virotipo responsabile di un focolaio di
colibacillosi e I’eventuale variabilita dei ceppi isolati in corso di focolai, permettono una
corretta analisi della problematica e forniscono informazioni per la scelta di misure di
controllo e di prevenzione.
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RIASSUNTO

Recenti dati bibliografici hanno evidenziato la possibilita di rilevare M. hyopneumoniae da
emosieri testicolari. All’evidenza non comune della presenza di questo patogeno al di fuori
dell’apparato respiratorio si aggiunge la potenziale possibilita di utilizzare questa tipologia
di campione aggregato per lo studio delle dinamiche di infezione di di M. hyopneumoniae e,
in analogia con altre patologia del suino, per il monitoraggio aziendale.

Questo studio supporta la possibilita di evidenziare M. hyopneumoniae da emosieri testicolari
e aggiunge la possibilita di riscontrare la presenza di M. hyorhinis; la rilevazione precoce del
patogeno potrebbe portare interessanti informazioni epidemiologiche utili anche a chiarire le
modalita di trasmissione nelle prime fasi di vita del suino.

ABSTRACT

Recent publication suggest the possibility for M. hyopneumoniae to be found from processing
fluids. This pathogen has been rarely found outside the respiratory tract and evidence of early
transmission can induce to re-evaluate its epidemiology. Moreover, the possibility of using
processing fluids, a group sample, for monitoring of M. hyopneumoniae can be of interest.
The present study support the possibility to evidence M. hyopneumoniae from processing
fluids and include the observation of M. hyorhinis in this particular sample.

INTRODUZIONE

Micoplasma hyopneumoniae (M. hyopneumoniae) ¢ un batterio particolarmente esigente e
rappresenta 1’agente eziologico primario della polmonite enzootica, patologia respiratoria
cronica nel suino; in ragione della capacita di M. hyopneumoniae di aderire alle ciglia delle
cellule epiteliali delle vie respiratorie, il batterio ¢ in grado di ridurre la clearance polmonare,
favorendo infezioni batteriche (Zilieski e Ross, 1992).

I danni causati da M. hyopneumoniae sono tenuti sotto controllo tramite la vaccinazione e,
nei casi piu critici, tramite terapia antimicrobica; in entrambe le situazioni, seppure si rilevi
il contenimento e la riduzione delle lesioni polmonari e, indirettamente dei danni economici,
non si previene la colonizzazione delle vie aeree e gli animali pertanto continuano ad albergare
il patogeno nelle prime vie respiratorie ed in particolare nelle tonsille, permettendone la
trasmissione per via respiratoria, attraverso aerosol comtaminato da animale infetto ad animale
sano con diffusione, anche rapida, all’interno del gruppo. La polmonite enzootica, inizia
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generalmente a manifestarsi in animali in accrescimento; la rapidita di diffusione e la precocita
dei sintomi dipendono dal numero di animali infetti a dalla precocita di infezione (Thacker,
2008). In caso di polmonite enzootica la restitutio ad integrum delle lesioni polmonari non ¢
mai completa; le lesioni cicatriziali polmonari e le aderenze pleuriche possono permanere per
tutta la vita dell’animale determinando il deprezzamento delle carcasse al macello.

Gli studi finora eseguiti hanno messo in evidenzia lo spiccato tropismo di M. hyopneumoniae
per le vie respiratorie del suino, tuttavia un recente report ha evidenziato la presenza di questo
patogeno negli emosieri testicolari, ovvero i liquidi di percolamento dei testicoli dei suinetti e
delle code raccolti durante le procedure di castrazione e di taglio della coda (Vilata et al., 2019).
Questa evidenza, se confermata, suggerisce una potenziale affinita di questo micoplasma per
I’apparato riproduttore, in analogia a quanto gia noto per micoplasmi aviari e per Micoplasma
bovis (Nicholas et al., 2003), in ragione della quale potrebbero essere riconsiderate le vie di
trasmissione e, di conseguenza, I’epidemiologia dell’infezione da M. hyopneumoniae.

MATERIALI E METODI

Questo studio ¢ stato svolto in un allevamento da riproduzione a ciclo aperto con parti
settimanali in cui erano state precedentemente rilevate problematiche respiratorie riferibili a
patologia da micoplasmi, confermate da indagini di laboratorio, in cui vengono allevate circa
550 scrofe.

Le scrofette, nate in azienda vengono vaccinate per M. hyopneumoniae a 7 giorni, a 30 giorni
e 180 giorni e per PCV2 a 30. I suinetti sono sottoposti allo stesso programma vaccinale e
vengono venduti a circa 80 giorni di vita.

Il programma vaccinale completo applicato in allevamento prevede per le scrofette la
vaccinazione per Eryspelothrix rhusiopathiae, Parvovirus e Leptospirosi a 170 e 190 giorni,
per Influenza suina a 90 e 110 giorni, Actinobacillus pleuropneumoniae a 120 ¢ 150 giorni,
PRRS a 200, 220, 310 giorni di vita. Le primipare vengono vaccinate per E. coli a circa 60
giorni di gestazione. L’intero parco scrofe viene vaccinato per Eryspelothrix rhusiopathiae,
Parvovirus e Leptospirosi e per Influenza suina ogni 6 mesi e per PRRS ogni 4 mesi.

Il protocollo di campionamento ha previsto la raccolta settimanale per 6 settimane consecutive
degli emosieri testicolari nel periodo dicembre 2019 — gennaio 2020 suddividendo le nidiate
dei riproduttori inclusi nello studio secondo I’ordine di parto. I campioni sono stati conferiti
refrigerati entro 48 ore dal prelievo alla Sezione Territoriale di Pordenone dell’Istituto
Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie.

Ciascun campione ¢ stato analizzato per M hyopneumoniae ¢ Mycoplama hyorhinis (M.
hyorhinis) tramite multilex real time PCR. La procedura di prova prevede una fase di estrazione
degli acidi nucleici utilizzando 1’estrattore automatico King Fisher Flex (Thermofisher
scientific) e il kit MagMAX core Nucleic Acid Purification Kit (Thermofisher Scientific). Il
protocollo di PCR ¢ un protocollo in house che utilizza come target un tratto specie-specifico
del gene 16S di M. hyorhinis (Cavijo et al., 2014) e del gene p102 di M. hyopneumoniae
(Marois et al., 2009).

RISULTATI

Nel corso del monitoraggio di sei settimane sono stati raccolti 13 campioni di emosieri
testicolari che hanno incluso le nidiate di 106 scrofe di diverso ordine di parto.

Le analisi hanno evidenziato una positivita per M. hyopneumoniae in un gruppo di secondipare
da un gruppo di pluripare.

Il numero di animali campionati, I’ordine di parto del gruppo e i risultati ottenuti sono riassunti
in tabella 1.
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Numero .
O M ] 4m i g 5 inic
ikt Ordine di parto | M [ppneumoniae | M lyerhinis

7 Secondo parto Pos Neg
Settimana 1 5 Terzo parto Neg Neg
12 Pluripare Neg Neg
5 Secondo parto Ne Neg
Settimana 2 = _u 2 s =
12 Pluripare Neg Neg
7 Secondo parto Neg Neg

Settimana 3 : N =
12 Pluripare Neg Neg
11 Pluripare Ne Pos

Settimana 4 ‘p = =
10 Pluripare Pos Neg
4 Pluri N Neg
Seftimans 5 4 unPaIe NES Neg
5 Pluripare Neg Neg

Primo parto lez e

Settimana 6 2 L, i Neg Neg
7 Pluripare Neg Neg

Tab. 1 Risultati/results

DISCUSSIONE

Nonostante il numero contenuto di campioni incluso in questa valutazione della presenza di
Micoplasmi patogeni per il suino in emosieri testicolari, ¢ stato possibile riscontare campioni
positivi non solo per M. hyopneumoniae, gia recentemente segnalato in bibliografia, ma
anche per M. hyorhinis. A nostra conoscenza non vi sono precedenti segnalazioni di questo
Micoplasma in emosieri testicolari, per quanto un certo tropismo per I’apparato riproduttivo
potesse essere suggerito dall’osservazione di positivita per questo batterio dai secreti vaginali
di scrofe (Ustulin et al., 2019).

Per quanto possa apparire anomala la presenza negli emosieri testicolari di M. hyorhins e
ancora di piu di M. hyopneumonie, considerato esclusivamente un patogeno dell’apparato
respiratorio, un’indagine bibliografica suggerisce che il ritrovamento a livello di apparato
riproduttore in altre specie animali ¢ nell’'uomo di Micoplasmi patogeni, non sia un fatto
eccezionale: M. bovis, che nella specie bovina oltre a polmoniti e artriti puo essere causa di
mastiti e infertilita (Nicholas et al., 2003), Mycoplasma gallisepticum, che causa patologia
respiratoria nel pollo, puo essere trasmesso per via verticale (Raviv etal., 2013), Mycoplasma
pneumoniae, generalmente considerato un patogeno respiratorio nell’uomo,¢ stato isolato dal
tratto urogenitale (Goulet et al., 1995).

E’ stato dimostrato che M. hyopneumoniae colonizzi i suinetti durante il periodo di
lattazione, che la scrofa sia la principale fonte di infezione (Calsamiglia e Pijoan, 2000) e
animali escretori del gruppo, sia un fattore di rischio (Pieters et al., 2014).

L’evidenziazione di Micoplasmi negli emosieri testicolari mette in luce la possibilita potenziale
di utilizzare questa matrice come campione aggregato per la valutazione della circolazione di
Micoplasmi in allevamento. L’analisi di campioni aggregati viene largamente utilizzata per il
monitoraggio di patologie del suino in quanto permette di aumentare la sensibilita diagnostica
a livello aziendale includendo un maggior numero di soggetti nel campione senza aumentare
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eccessivamente il numero di campioni e, di conseguenza, i costi relativi alle analisi. Oltre agli
emosieri testicolari, i fluidi orali rappresentano una dei campioni aggregati piu largamente
utilizzati ma si sono dimostrati scarsamente adatti al monitoraggio dei M. hyopneumoniae
(Hernandez-Garcia et al., 2017).

CONCLUSIONI

I risultati preliminari di questo studio, ottenuti tramite real time PCR, e per i quali ¢ prevista la
validazione anche tramite esame colturale, supportano la possibilita di rinvenire in emosieri
testicolari M. hyopneumoniae recentemente suggerita da dati pubblicati in letteratura ed
evidenziano che anche per M. hyorhinis possa esservi tale possibilita.
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RIASSUNTO

Il virus dell’epatite E (HEV) ¢ un virus a RNA che causa, nell’'uomo, un’epatite acuta
generalmente autolimitante. I suini (domestici e selvatici) sono il principale reservoir.
L’identificazione delle aziende infette ¢ il presupposto principale per implementare dei
programmi di sorveglianza per questa zoonosi, ormai considerata emergente, e per ridurre
il rischio di introdurre prodotti contaminati nella filiera di produzione degli alimenti.
L’obiettivo del presente lavoro ¢ stato quello di valutare il possibile uso degli emosieri
testicolari ottenibili al momento della castrazione dei suinetti (processing fluids, PF) per
la ricerca di anticorpi anti-HEV. Cinquantacinque campioni individuali appaiati di siero e
PF sono stati prelevati da altrettanti suinetti appartenenti a 20 diverse nidiate e analizzati
con un kit commerciale ELISA per la ricerca di anticorpi anti-HEV. Una correlazione
positiva (rho=0,677; p<0,01) ¢ stata evidenziata tra il rapporto signal-to-cut-off (S/Co)
degli anticorpi anti-HEV nei campioni di siero e di PF. In tutte le nidiate era presente
almeno 1 suinetto sieropositivo ma solo 13 (65%) sono risultate positive anche nei PF. Per
valutare il possibile utilizzo di pool di PF e il limite di rilevabilita del test ELISA, sono
stati creati pool artificiali miscelando emosieri individuali positivi con valore ELISA S/Co
alto, medio, medio-basso e basso con a 3, 4, 5 e 6 campioni individuali negativi di PF. I
risultati ottenuti suggeriscono che ¢ ancora possibile identificare un pool positivo quando
almeno un campione individuale di PF con medio (S/C0>2,5) o alto (S/Co>6) livello
anticorpale ¢ miscelato con 5 0 6 campioni individuali di PF negativi. Il rilevamento, nei
PF, di anticorpi anti-HEV di origine materna indica una passata esposizione al virus delle
scrofe. I PF potrebbero rappresentare uno strumento rapido, non-invasivo ed economico
per identificare le aziende infette da HEV.

ABSTRACT

Hepatitis E virus (HEV) is an RNA virus causing an acute generally self-limited disease in
humans. Pigs and wild boars are the main reservoirs. Identifying HEV positive pig farms
is important to implement surveillance programmes for this emerging zoonotic agent and
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to limit the risk of introducing contaminated products into the food chain. The aim of
this study was to evaluate the use of serosanguineous fluids obtained as part of castration
practice (processing fluids, PF) to detect anti-HEV antibodies in newborn piglets. Fifty-
five paired serum and PF samples were collected from piglets of 20 different litters and
tested with a commercial ELISA kit. A positive correlation (720=0.677; p<0.01) was found
between signal-to-cut-off (S/Co) ratio of anti-HEV antibodies in serum and PF samples.
In all litters there was at least one positive piglet in serum. Thirteen litters (65%) were
also positive in PF. To simulate the use of PF as pooled samples, the limit of detection of
the ELISA was assessed mixing the PF sample with strong, medium, medium-weak and
weak ELISA S/Co with 3, 4, 5 and 6 negative PF samples. Our results suggest that it is
still possible to identify a positive PF pool when at least one individual PF with medium
(S/Co>2.5) or strong (S/Co>6) antibody level is mixed with 5 or 6 individual negative PF
samples. The detection of anti-HEV maternal-derived antibodies in PF confirms a past
exposure of sows to the virus. PF may represent a rapid, non-invasive and economical tool
to identify HEV positive farms.

INTRODUZIONE

Il virus dell’epatite E (HEV) ¢ causa di epatite negli animali e nell’'uomo (Purcell
e Emerson, 2008). HEV ¢ un RNA virus a singolo filamento dotato di quasi-envelope
classificato nella famiglia Hepeviridae, genere Orthohepevirus (Purdy et al., 2017). Le
specie del genere Orthohepevirus A comprendono 8 genotipi (da HEV-1 a HEV-8) in grado
di infettare I’uomo ed altri mammiferi. Solo i ceppi appartenenti ai genotipi da HEV-1
a HEV-4 sono stati messi in evidenza in Europa. HEV-1 ¢ HEV-2 infettano solo 1’uomo
mentre HEV-3 ¢ HEV-4 sono zoonosici. In passato, in Europa, i casi umani causati da
HEV-1 ¢ HEV-2 erano messi in relazione con soggiorni in aree endemiche (Paesi in via
di sviluppo). Tuttavia, negli ultimi 10 anni, ¢ stato descritto un numero crescente di casi
autoctoni, causati dalla trasmissione zoonosica dei genotipi HEV-3 e HEV-4 (Aspinall et
al.,2017), attualmente considerati endemici in alcuni Paesi industrializzati (Chalupa et al.,
2014). In Europa, la trasmissione alimentare di HEV-3 ¢ HEV-4 sembra essere una delle
principali modalita di infezione ed ¢ correlata al consumo di prodotti a breve stagionatura
(principalmente salsicce contenenti fegato di suino) e carne poco cotta di cinghiale (Kamar
etal., 2017).

La presenza di HEV-3, il genotipo piu frequente in Europa, ¢ stata largamente descritta
nelle popolazioni di suini (Pavio et al., 2017). La trasmissione all’'uomo puo quindi essere
favorita dall’elevata prevalenza di aziende e capi infetti.

In Europa, la sieroprevalenza intra-aziendale per HEV varia dal 30% al 98% (Salines et al.,
2017), con alcune differenze relative ai singoli Paesi (Casas et al., 2009, Lange et al., 2017,
Rose et al., 2011). Anche la prevalenza di animali infetti ¢ molto variabile: da un minimo
del 10% fino a un massimo del 100% (Salines et al., 2017).

Negli ultimo anni, sono stati implementati numerosi metodi per la ricerca sia dell’RNA
di HEV sia di anticorpi specifici (IgG e IgM) (Kumar et al., 2013, Ponterio et al., 2014,
Purcell e Emerson, 2008).

A causa delle implicazioni di sanita pubblica e della sua grande diffusione nelle popolazioni
di suini, ¢ importante determinare la prevalenza di allevamenti infetti. Sono quindi
necessari programmi di sorveglianza per HEV allo scopo di acquisire maggiori conoscenze
sulla presenza, prevalenza e caratteristiche dei ceppi circolanti negli allevamenti, al fine di
implementare eventuali misure di controllo con lo scopo di ridurre il rischio di infezione
nei suini e, di conseguenza, il rischio di trasmissione di HEV all’'uvomo (EFSA, 2017,
Salines et al., 2017).
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La castrazione chirurgica dei suini ¢ una pratica routinaria e, verosimilmente, lo sara
ancora nel prossimo futuro, almeno fino a quando non saranno disponibili efficaci sistemi
alternativi. Se la scrofa ¢ entrata in contatto con HEV nel corso della sua vita, ¢ lecito
ritenere che, come per altri patogeni, i suinetti ricevano, attraverso il colostro, anticorpi di
origine materna (MDA) specifici per HEV che potrebbero essere rilevati nei fluidi siero-
emorragici (emosieri) originati dai testicoli asportati (processing fluids, PF).

L’obiettivo di questo studio ¢ stato quello di valutare 1’impego dei PF come matrice
biologica per rilevare MDA anti-HEV, allo scopo di identificare in maniera rapida ed
economica gli allevamenti infetti.

MATERIALI E METODI

Campioni

Lo studio ¢ stato condotto in un’azienda a ciclo chiuso del nord Italia con circa 2500 scrofe.
L’azienda ¢ positiva stabile nei confronti del virus della Sindrome riproduttiva e respirato-
ria (PRRSV) ed ¢ dotata di elevate misure di biosicurezza. L’allevamento viene condotto in
bande settimanali; di conseguenza, la castrazione dei suinetti viene effettuata con la stessa
cadenza. Come stabilito dalla direttiva 2008/120/EC, le code non vengono tagliate. I PF
esaminati sono stati quindi ricavati esclusivamente dai testicoli.

Il numero di nidiate da esaminare (20) ¢ stato calcolato in modo da garantire il 95% di
probabilita di evidenziare almeno una nidiata positiva quando la sieroprevalenza ¢ > 5%.
Cinque delle 20 scrofe esaminate (tutte nate in azienda) erano primipare e 15 pluripare.
Questa proporzione ¢ rappresentativa della distribuzione per eta delle scrofe aziendali.

Le nidiate, prima delle adozioni, sono state selezionate in maniera casuale durante le
procedure di castrazione (effettuata a circa 3 giorni di vita). Da tre suinetti per ciascuna
nidiata (selezionati in maniera casuale) sono stati raccolti un campione di sangue e i testicoli.
I campioni di sangue sono stati prelevati utilizzando un ago sterile per ciascun suinetto. |
testicoli sono stati raccolti individualmente e posti all’interno di un sacchetto di plastica.
Dopo circa tre ore a temperatura ambiente, i testicoli sono stati rimossi e 1’emosiero ¢ stato
prelevato asetticamente. Il siero ¢ stato ottenuto dal sangue ed entrambi i campioni sono
stati conservati a -20° C fino all’esecuzione delle analisi.

Ricerca degli anticorpi anti-HEV

Per la ricerca degli anticorpi anti-HEV nei campioni di siero e di PF ¢ stato utilizzato un kit
commerciale ELISA (HEV-Ab, Wantai Biopharmaceutical Inc., Beijing, China), seguendo
le istruzioni del produttore. Il kit commerciale ELISA utilizzato in questo studio consente
di mettere in evidenza gli anticorpi totali anti-HEV ed ¢ validato per I’esame dei sieri e
non dei PF. Come specificato dal produttore, il valore di cut-off ¢ stato calcolato come
media dei valori di densita ottica (OD) di tre sieri negativi di controllo +0,12. I sieri e i PF
individuali con un valore di OD superiore al valore di cut-off sono stati considerati positivi
per anticorpi anti-HEV. La nidiata ¢ stata considerata positiva quando almeno uno dei
suinetti esaminati ¢ risultato positivo alla ricerca di anticorpi anti-HEV nel siero e/o nel PF.
Il rapporto signal-to-cut-off (S/Co) ¢ stato calcolato per ciascuno dei campioni esaminati
secondo la seguente formula: valore di OD del campione/valore di cut-off.

Per simulare 1’uso di pool di campioni di PF, il limite di rilevabilita del test ELISA ¢ stato
valutato miscelando 10 pl di PF, selezionati in maniera casuale, con alto, medio, medio-
basso e basso valore S/Co (rispettivamente: 6,36; 2,53; 1,73 ¢ 1,24) con un uguale volume
di 3, 4, 5 e 6 campioni di PF negativi (S/C0<0,03) (diluizione da 1:4 a 1:7).

Analisi statistica
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Irisultati (alivello individuale e di nidiata) sono stati statisticamente analizzati considerando
come gold standard i risultati del test ELISA eseguito sul siero. La proporzione di suinetti
e nidiate positive al test ELISA (nel siero o nel PF) in funzione del numero di parti della
scrofa ¢ stata confrontata utilizzando il test di Fisher. Gli intervalli di confidenza sono stati
calcolati con il metodo binomiale di Clopper-Pearson, basato su una distribuzione f3.

Per valutare la possibile correlazione tra i valori di S/Co dei sieri e dei PF, ¢ stato
calcolato il coefficiente di correlazione non parametrico 7o di Spearman. La curva ROC
(receiver operating characteristic) ¢ stata utilizzata per definire il cut-off ottimale per
I’interpretazione dei valori di S/Co ottenuti esaminando i PF. Sono stati inoltre calcolati i
valori di sensibilita (Se) e di specificita (Sp) relativi.

La concordanza tra i risultati ottenuti dall’esame del siero e dei PF individuali, ¢ stata
calcolata (per ciascun animale e per ciascuna nidiata) utilizzando il coefficiente Kappa (K)
di Cohen (Altman, 1991). La concordanza ¢ stata calcolata utilizzando sia il valore di cut-
off suggerito dal produttore sia quello calcolato.

La sensibilita dell’esame dei pool artificiali di PF (pSe) ¢ stata calcolata come rapporto
tra il numero di nidiate positive all’esame dei PF e quello delle nidiate positive nel siero.
Per 1’analisi dei dati ¢ stato utilizzato il software SPSS, version 25 (IBM SPSS, Armonk,
NY, USA).

RISULTATI

Campioni di siero e di PF sono stati prelevati da tre suinetti, selezionati casualmente, da
ciascuna delle 20 nidiate. In 5 nidiate la quantita di siero o di PF raccolta da alcuni soggetti
era insufficiente per le analisi; in queste nidiate il numero di suinetti analizzati ¢ stato pari a
2. Nel complesso sono stati quindi esaminati 55 campioni appaiati di siero e PF. Cinquanta
dei 55 campioni di siero (90,9%; 95%CI: 80,1-97,0) e 26 dei 55 campioni di PF (47,3%;
95%CI: 33,7-61,2) esaminati sono risultati positivi per anticorpi anti-HEV. Delle 55 coppie
di campioni, 26 (47,3%; 95%CI: 33,7-61,2) sono risultate positive in entrambe le matrici
biologiche (Tabella 1).
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Tabella 1. Risultati, per ciascuna nidiata, della ricerca di anticorpi anti-HEV nei campioni
di siero e di PF e numero di suinetti positivi alla ricerca di anticorpi anti-HEV nel siero e
nei PF in ciascuna nidiata. Una nidiata ¢ stata considerata positiva quando almeno 1 dei
sieri e/o dei PF esaminati ¢ risultato ELISA positivo alla ricerca di anticorpi di origine
materna anti-HEV.

Table 1. Presence of anti-HEV ELISA-positive piglets in paired sera or and processing
fluid (PF) within litter and number of anti-HEV ELISA-positive piglets in sera or PF per
litter. A litter was considered positive when at least one of the serum and/or PF collected
from piglets resulted in ELISA-positive for MDA anti-HEV.

Nidiata n. | Nidiate positive alla ricerca di anticorpi | Suinetti positivi alla ricerca di anticorpi

anti-HEV (test ELISA)” anti-HEV (n. positivi/esaminati)

siero PF sera PF
1 + + 3/3 3/3
2 + + 3/3 2/3
3 + + 2/2 2/2
4 + - 2/3 0/3
5 + - 2/3 0/3
6 + + 3/3 3/3
7 + - 1/2 0/3
8 + + 3/3 1/3
9 + + 2/2 3/3
10 + - 1/2 0/2
11 + + 2/3 2/3
12 + - 3/3 0/3
13 + + 3/3 1/3
14 + + 3/3 2/3
15 + - 2/2 0/2
16 + + 3/3 2/3
17 + + 3/3 3/3
18 + - 3/3 0/3
19 + + 3/3 2/3
20 + + 3/3 1/3

totale 20/20 (100%) 13/20 (65,0%) 50/55 (90,9%) 26/55 (47,3%)
positivi 95%CI: 83,2-100 | 95%CI: 40,8-84,6 | 95%CI: 80,1-97,0 | 95%CI: 33,7-61,2

"In tutte le nidiate, almeno 1 suinetto ¢ risultato positivo alla ricerca di anticorpi anti-HEV
nel siero.

Risultati del test ELISA a livello individuale e di nidiata

Utilizzando il valore di cut-off indicato dal produttore del test ELISA, ¢ stato evidenziato
uno scarso livello di concordanza (K=0,17; 95%CI: 0,03-0,30) tra i risultati ottenuti
dall’esame dei campioni individuali di siero (50 positivi su 55) e di PF (26 positivi su 55).
Utilizzando i risultati dell’esame dei sieri come gold standard, la Se relativa dell’esame
dei PF ¢ del 52% (95%CI: 37-66) e la Sp relativa del 100% (95%CI: 48-100) (Tabella 2).

In tutte le 20 nidiate, almeno 1 dei suinetti esaminati ¢ risultato positivo alla ricerca
di anticorpi anti-HEV nel siero. In 13 di queste 20 nidiate, ¢ stato rilevato almeno un
campione individuale di PF positivo, con una sensibilita del pool (pSe) del 65% (95%CI:
41-85) (Tabella 3).
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Correlazione tra i risultati dell esame dei campioni individuali di siero e di PF

La correlazione tra i valori di S/Co ottenuti dall’esame dei 55 campioni di siero e PF
appaiati & riportato in Figura 1. E stata evidenziata una significativa correlazione positiva
(rho di Spearman: 0,677; p<0,01) tra i risultati ottenuti dall’esame delle due matrici.

Tabella 2. Concordanza tra i risultati dell’esame dei campioni di siero e PF, in funzione dei
due valori di cut-off. Gli intervalli di confidenza al 95% sono riportati in parentesi.
Table 2. Agreement between processing fluids (PF) and sera-based HEV ELISA results at

the individual level. Se: sensitivity; Sp. specificity. 95% confidence intervals are indicated
in brackets.

anticorpi anti-HEV nel
siero (%)

positivo negativo totale
anticorpi positivo 26 (100) 0(0,0) 26
sr“otd‘l’lftftg:el anti-HEV  negativo 24 (82,8) 5(17,2) 29
nei PF totale 50 (90,9) 509,1) 55
Se: 52% Sp: 100% Kappa: 0,17
(37-66) (48-100) (0,03-0,30)
positivo negativo totale
Cut-off anticorpi positivo 36 (100) 0(0,0) 36
f:})c‘z’:‘ltg , anti-HEV negativo 14 (73,7) 5(26,3) 19
C_o), nei PF totale 50 (90,9) 5(9,1) 55
Se: 72% Sp: 100% Kappa: 0,32
(58-84) (48-100) (0,09-0,54)

Tabella 3. Concordanza tra i risultati ottenuti, a livello di nidiata, dall’esame con il test
ELISA dei PF e dei sieri. Una nidiata ¢ stata considerate positiva quando almeno 1 suinetto
aveva un valore di OD nel siero o nel PF superiore al valore di cut-off. Se: sensibilita; Sp:
specificita. Gli intervalli di confidenza al 95% sono riportati in parentesi.

Table 3. Agreement between processing fluids (PF) and sera-based HEV ELISA results at
the litter level. A litter was considered positive when at least one piglets had a serum or
PF OD value>ELISA cut-off. Se: sensitivity, Sp: specificity. 95% confidence intervals are
indicated in brackets.

Nidiate con almeno un suinetto
positivo all’esame del siero (%)

positivo negativo totale
Nidiate con almeno un positivo 13 (100.0) 0(0.0) 13
;‘3“;?0 positivo allesame ..,y 7(100.0) 0(0.0) 7
totale 20 (65.0) 7 (35.0) 20
Se: 65% (41-85) Sp: nc Kappa: nc

nc: non calcolabile
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Figura 1. Correlazione tra i valori S/Co ottenuti dall’esame mediante test ELISA di 55
campioni appaiati di siero e PF.

Figure 1. Scatterplot of the signal-to-cutoff (S/Co) ratio values from individual serum and
processing fluids ELISA results in 55 paired samples.
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Figura 2. Curva ROC per ’interpretazione dei valori S/Co ottenuti dall’esame mediante test
ELISA dei PF. Al valore soglia di S/Co >0.271 si ottiene il massimo valore di accuratezza.
Figure 2. Receiver operating characteristic (ROC) curve for interpreting S/Co ELISA
results in processing fluids. 0.271 was the S/Co threshold value of the processing fluids
showing the best accuracy.
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Tabella 4: Risultati dell’esame di pool artificiali di PF ottenuti miscelando campioni
individuali di PF positivi con valori di ELISA S/Co alto, medio, medio-basso ¢ basso a un
numero crescente (da 3 a 6) di campioni di PF negativi.

Table 4: Effect of pooling one PF sample with high, medium, medium-low and low ELISA
S/Co with 3 through 6 negative PF samples.

Valori ELISA S/Co  Diluizione = Numero dei pool positivi /totale pool esaminati

nei PF
Valore di cut-off indicato Valore di cut-off
dal produttore® calcolato®
alto 1:4 /1 /1
(8/Co=16.36) 1:5 1/1 1/1
1:6 1/1 1/1
1:7 1/1 1/1
totale 4/4 4/4
medio 1:4 1/1 1/1
(S/Co=2.53) 1:5 1/1 1/1
1:6 1/1 1/1
1:7 0/1 1/1
totale 3/4 4/4
medio-basso 1:4 11 11
(S/Co=1.73) 1:5 1/1 1/1
1:6 0/1 1/1
1:7 0/1 1/1
totale 2/4 4/4
basso 1:4 0/1 1/1
(S/Co=124) 1:5 0/1 1/1
1:6 0/1 1/1
1:7 0/1 1/1
totale 0/4 4/4
Totale 1:4 3/4 4/4
1:5 3/4 4/4
1:6 2/4 4/4
1:7 1/4 4/4
totale 9/16 16/16

*(media del valore di OD dei sieri negativi di controllo)+0,12; *S/C0>0.271

218



Determinazione del valore ottimale di cut-off per 'interpretazione dei risultati dell’esame
dei PF

L’analisi della curva ROC indica che il livello migliore di accuratezza (Area sotto la curva,
AUC: 90,2%) tra i risultati dell’esame con il test ELISA del siero e dei PF si ottiene al valore
di S/Co dei PF >0,271 (Figura 2).

Utilizzando il valore soglia di S/Co >0,271, la Se e Sp relativa dell’esame dei campioni di PF
¢ pari, rispettivamente, al 72% (95%CI: 58-84) e 100% (95%CI: 48-100), rispetto ai risultati
dell’esame dei campioni individuali di siero. L’accordo tra i risultati dell’esame dei PF e del
siero ¢ risultato modesto (K=0,32, 95%CI: 0,09-0,54) (Tabella 2).

Nessuna differenza statisticamente significativa (chi-quadrato di Fisher =0,07, p=1) ¢ stata
evidenziata nella prevalenza di nidiate positive in funzione dell’eta delle scrofe (primipare: 3
nidiate positive su 5; pluripare: 10 su 15).

Analogamente, nessuna differenza significativa ¢ stata evidenziata nella prevalenza di sieri
o PF positivi in funzione dell’eta della scrofa (rispettivamente, chi-quadrato di Fisher =0,63,
p=0,59 e chi-quadrato di Fisher=0,06, p=1).

Limite di rilevabilita del test ELISA nell ’esame dei pool artificiali di PF

Utilizzando il valore di cut-off suggerito dal produttore del kit ELISA, ¢ stato possibile
ottenere un risultato positivo quando un singolo campione individuale di PF (con un valore S/
Co alto, medio o medio-basso) ¢ stato miscelato ad almeno altri 4 campioni di PF individuali
negativi. [ pool artificiali hanno invece fornito tutti esito negativo quando un campione
individuale di PF con valore S/Co basso ¢ stato miscelato con 3, 4, 5 0 6 campioni di PF
negativi (Tabella 4).

Utilizzando per I’interpretazione dei risultati il valore di cut-off calcolato (S/Co> 0,271), tutti
ipool artificiali sono risultati positivi (indipendentemente dal numero di PF negativi utilizzati
per il loro allestimento) (Tabella 4).

DISCUSSIONE

L’identificazione delle aziende infette da HEV ¢ il presupposto principale per implementare
misure efficaci di profilassi nei confronti di questo agente emergente di zoonosi, riducendo
cosi il rischio che prodotti contaminati vengano introdotti nella filiera di produzione della
carne suina. La trasmissione di HEV tra i suini ¢ fortemente influenzata dal livello di
contaminazione fecale dell’ambiente, il che suggerisce la possibilita di ridurre la prevalenza di
animali infetti mediante una corretta gestione dell’azienda, I’applicazione di adeguate misure
igieniche (compresa un’efficace pulizia e disinfezione dell’ambiente e delle attrezzature tra i
diversi lotti di produzione) e misure di biosicurezza (EFSA, 2017).

L’eliminazione fecale di HEV ¢ limitata nel tempo e fortemente dipendente dall’eta
dell’animale; cio influisce sulla possibilita di utilizzare la ricerca dell’RNA virale per valutare
la condizione di infezione delle aziende. La ricerca di anticorpi specifici per HEV nei sieri
supera 1 limiti descritti; tuttavia, lo screening sierologico ¢ proibitivo in termini di costi e
stressante per gli animali.

Alcune pratiche routinariamente eseguite negli allevamenti suini (es. castrazione) facilitano
la raccolta di campioni che possono essere utilizzati per monitorare lo stato delle infezioni
(Vilalta et al., 2018). Gli emosieri testicolari (PF) possono essere utilizzati, ad esempio,
per monitorare la circolazione di PRRSV (Lopez et al., 2018) o per rilevare la presenza
di anticorpi di origine materna nei confronti di altri patogeni nei suinetti neonati. L’esame
sierologico dei PF ha numerosi vantaggi rispetto all’esame del siero: la raccolta dei PF non ¢
invasiva e riduce il disagio, lo stress, il dolore e le lesioni all’animale. Inoltre la raccolta dei
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campioni di PF ¢ rapida, economica, facile da realizzare e puo essere eseguita da personale
non veterinario.

Il presente studio ha avuto lo scopo di valutare I’uso dei PF come matrice biologica alternativa
al sangue da utilizzare nello screening della presenza di anticorpi anti-HEV nelle aziende
con riproduttori. Campioni appaiati di PF e siero di suinetti neonati sono stati analizzati,
utilizzando un kit ELISA commerciale per determinare la presenza di anticorpi totali anti-
HEV. La presenza di anticorpi anti-HEV ¢ stata rilevata nei PF e una correlazione positiva
¢ stata evidenziata (7h0=0,677; p<0,01) tra la quantita di anticorpi anti-HEV nei campioni
individuali di siero e di PF.

A livello individuale, utilizzando il valore di cut-off indicato dal produttore per confrontare
la proporzione di campioni di siero e PF positivi, ¢ stata rilevata una scarsa concordanza
(K=0,17) tra i risultati ottenuti dall’esame delle due matrici biologiche e una bassa sensibilita
relativa (52%) dei risultati dell’esame dei PF. Questo risultato ¢ in linea con quanto riportato
da altri studi che hanno evidenziato come la concentrazione di anticorpi nei fluidi biologici
(es. oral fluid o meat juice) sia inferiore rispetto a quella del siero (Nielsen et al., 1998, Olsen
et al., 2013). Pertanto, ¢ probabile che anche nei PF la concentrazione di anticorpi anti-HEV
sia inferiore rispetto a quella presente nel siero. Come gia osservato per il meat juice (Nielsen
et al., 1998), 1 PF sono una miscela di siero, linfa e liquidi intracellulari e possono essere
considerati una diluizione fisiologica del siero. Pertanto, gli animali che presentano una bassa
concentrazione di anticorpi sierici e che forniscono un valore di OD in ELISA appena sopra
il valore soglia, possono risultare negativi all’esame dei PF.

Per adattare all’esame dei PF il test ELISA, originariamente messo a punto per la ricerca di
anticorpi anti-HEV nel siero, un nuovo valore di cut-off ¢ stato calcolato utilizzando 1’analisi
della curva ROC.

Utilizzando il valore di cut-off calcolato, i risultati dell’esame con il test ELISA dei campioni
individuali di PF hanno un valore di Se e Sp pari al 72% e 100%, rispettivamente, quando
comparati con i risultati dell’esame dei sieri individuali. Nonostante cio, la concordanza tra
risultati dell’esame dei PF e quello dei sieri ¢ risultata modesta (K=0,32).

Nei suinetti, la quantita di anticorpi assunti con il colostro dipende da numerosi fattori
quali, ad esempio, la quantita di colostro disponibile e la quantita di colostro ingerita, la
concentrazione di anticorpi nel siero della scrofa e la quantita di quelli assorbiti a livello
intestinale, I’ordine di parto e il peso del suinetto (Jenvey ef al., 2015, Kielland et al., 2015).
Tutti questi fattori, in particolare quelli individuali (ordine di parto e peso alla nascita) devono
essere presi in considerazione per aumentare la probabilita di esaminare PF di suinetti con
alti livelli anticorpali.

Nessuna differenza significativa (p>0,05) nella prevalenza di nidiate positive ¢ stata osservata
tra scrofe giovani e anziane, suggerendo che ’eta dei riproduttori non abbia nessuna influenza
sulla probabilita di rilevare nidiate con almeno 1 soggetto positivo alla ricerca di anticorpi
anti-HEV nei PF.

L’uso di pool di campioni permette di esaminare un maggior numero di animali, riducendo
i tempi e i costi di diagnosi. Tuttavia, uno dei limiti principali derivanti dall’impiego dei
pool ¢ la possibilita che I’eccessiva diluizione dei campioni individuali positivi, porti la
concentrazione dell’analita al di sotto della soglia di rilevabilita del test, con un conseguente
risultato falsamente negativo (De Regge e Cay, 2016, Maherchandani et al., 2004). Per
tale motivo, nel presente studio ¢ stato valutato anche 1’effetto della diluizione derivante
dall’esame di campioni individuali positivi (ad alto, medio, medio-basso ¢ basso titolo
anticorpale) miscelati con quantita crescenti di campioni negativi.

I risultati ottenuti indicano che il test ELISA fornisce un risultato positivo quando un PF
individuale con una quantitd media (S/Co>2.5) o alta (S/Co>6) di anticorpi anti-HEV ¢
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miscelato con 5 o 6 campioni individuali di PF negativi, rispettivamente. Tuttavia, questo
risultato dipende in gran parte dal valore di cut-off utilizzato.

Quando ¢ stato utilizzato il valore di cut-off calcolato attraverso la valutazione della curva
ROC, il numero dei pool di PF falsamente negativi diminuisce in quanto vengono identificati
come positivi anche i pool artificiali con le diluizioni pit elevate di PF positivi. E interessante
notare che utilizzando un campione di PF con alto valori di S/Co per creare il pool artificiale,
questo risulta positivo fino alla massima diluizione (1:7). Pertanto, supponendo che la
quantita di anticorpi materni (MDA) sia anche correlata al livello immunitario della scrofa
(Jenvey et al., 2015), con una dimensione media della nidiata di 14 e un rapporto tra sessi
di 1:1, la presenza di un singolo suinetto maschio con un alto valore S/Co ¢ sufficiente per
identificare la nidiata come positiva.

Utilizzando il valore calcolato di sensibilita dei pool di PF (65%, 13 nidiate positive delle
20 esaminate, tab. 1), il numero di pool necessario per evidenziare la presenza di scrofe
sieropositive per HEV in azienda ¢ estremamente basso. Per esempio, se il pool ¢ costituito
da 3 emosieri individuali, ’esame di un minimo di 9 pool ¢ sufficiente per avere il 99% di
probabilita di un esito positivo quando la sieroprevalenza ¢ >al 30% (Christensen e Gardner,
2000).

I risultati ottenuti indicano che I’esame dei PF puo essere utilizzato per rilevare la presenza
di infezione da HEV nelle aziende con riproduttori. La ricerca di anticorpi nei PF puo
rappresentare quindi un metodo rapido, economico e affidabile per valutare la presenza di
HEYV in questa tipologia di allevamenti, senza causare stress e lesioni agli animali (Vilalta et
al., 2018).

E ampiamente riconosciuto che il rischio della presenza di HEV nel fegato degli animali
macellati ¢ correlato a due fattori: a) eventuali co-infezione con patogeni ad attivita
immunodeprimente, in particolare PRRSV e, b) breve periodo di tempo tra I’infezione da
HEV e la macellazione. I patogeni intercorrenti possono causare un aumento della durata
del periodo di eliminazione fecale di HEV e la cronicizzazione dell’infezione (Salines ef al.,
2019) mentre alti livelli di immunizzazione passiva possono posticipare 1’infezione da HEV
di circa 6 settimane (Andraud et al., 2014).

L’esame dei PF puo quindi rappresentare un valido strumento per monitorare HEV e PRRSV
nelle sale parto, almeno per quanto riguarda la componente maschile delle nidiate. E importante
tenere pero in considerazione il fatto che I’esame sierologico dei PF fornisce informazioni
relative alla sola condizione immunitaria della scrofa e non del suinetto. Di conseguenza, i
campioni di PF possono essere utilizzati allo scopo di evidenziare I’infezione da HEV solo
negli allevamenti con riproduttori. Tuttavia, I’esame sierologico dei PF consente di ottenere
informazioni relative allo stato sanitario dell’allevamento, utile per pianificare eventuali
misure di profilassi e controllo. La successiva valutazione della dinamica di infezione e la
sorveglianza dell’esposizione degli animali al virus richiede ulteriori indagini diagnostiche
condotte su suini eta piu avanzata.

Ulteriori studi sono necessari per valutare 1’efficacia dell’esame sierologico dei PF come
metodo di screening per stimare 1’eventuale circolazione di HEV all’interno degli allevamenti.
Inoltre, il presente studio ¢ stato condotto in un unico allevamento e non tiene quindi in
considerazione eventuali differenze correlate con la tipologia aziendale.
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RIASSUNTO

L'utilizzo degli emosieri testicolari (EST) per il monitoraggio della sindrome riproduttiva e
respiratoria dei suini (PRRS) in allevamenti da riproduzione ¢ sempre piu diffuso. Lo scopo di
questo studio era quello di operare un confronto tra il monitoraggio longitudinale della PRRSV
basato su campioni di sangue e di EST. Tutti i campioni sono stati raccolti in 10 allevamenti con
un campionamento ogni 3 settimane, durante 5 mesi di studio. Gli EST sono stati raccolti con
procedure standardizzate in pool di 10-15 nidiate con una dimensione omogenea del campione.
Per ogni banda, sono stati poi raccolti 30 campioni di sangue prima dello svezzamento. Tutti i
campioni sono stati sottoposti a PCR real-time per la ricerca del PRRSV. La presenza di almeno
un campione positivo era sufficiente per identificare lo status di positivitd. E stato confrontato
lo status di ogni banda in base ai risultati ottenuti dalle due matrici biologiche analizzate.
Quarantacinque delle 64 bande, analizzate hanno mostrato lo stesso status. Al contrario, 19
bande erano discordanti. Ulteriori dati forniti dalle tre aziende con una routine settimanale
hanno confermato lo status identificato dagli EST. Un’analisi piu approfondita di questi risultati
rivela la veridicita di entrambi i test, gli EST evidenziano la situazione dei suinetti a 3-4 giorni
di vita, i campioni di sangue rappresentano la situazione in pre-svezzamento, con un possibile
cambiamento della viremia. Pertanto, gli EST rappresentano una popolazione piu ampia, ma
solo al momento della castrazione, mentre i campioni di sangue vengono raccolti da pochi
suini, con la possibilita perd di scandire temporalmente i prelievi. Una integrazione di questi
dati potrebbe migliorare ulteriormente la comprensione della circolazione virale all’interno di
un allevamento. Concludendo, gli EST sono un materiale utile per monitorare la circolazione
di PRRSV e consentono una descrizione piu accurata dell’epidemiologia del virus all’interno di
un allevamento. Come gia suggerito da altri lavori, un possibile scenario futuro potrebbe essere
quello di elaborare dei sistemi di monitoraggio della PRRS con un uso integrato degli EST e dei
campioni di sangue.

ABSTRACT

Use of processing fluids (PF) for PRRS virus monitoring in breeding herds is recently increased.
Aim of this study was to asses a comparison between the PRRSV longitudinal monitoring based
on blood samples and PF. The samples were collected in 10 farms with a 3-week routine during
5 months of study. PF were collect each batch with standard procedures in a pool of 10-15 litters
to have a uniform size of the samples. From the same batch, 30 blood samples were collected,
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before weaning. All the samples were submitted to PCR real time for PRRSV test. The presence
of at least one positive sample per batch were sufficient to identify a positive status. Batches
status based on the results from the two analysed materials were compared. Forty-five out of
64 batches showed the same PRRSV status. Conversely, 19 batches were discordant. Further
data from three of the farms with a 1-week BMS (batch management system) confirmed the
status and added more details at the PF monitoring dataset. A deeper analysis of these results
disclose the truthfulness of both tests, PF express the status of 3-4 days old pigs, blood samples
shows the batch status at pre-weaning age, with a relevant effect on viremia dynamic. Therefore,
PF represent a wider population but only in one time point, while blood samples are collected
from few pigs but even at different time points. An integrated interpretation of these data could
lead a more deeply comprehension of the virus epidemiology within a herd. Finally, PF are a
useful material for PRRS virus diagnosis and allow a more accurate description of the viremia
dynamics within a farm. As already suggested by other studies, a possible future scenario could
be the elaboration of PRRSV monitoring system with an integrate use of PF and blood samples.

INTRODUZIONE

L’impatto economico della sindrome riproduttiva e respiratoria dei suini (PRRS) sugli
allevamenti italiani ¢ molto rilevante ed il controllo del virus responsabile della patologia
(PRRSYV) continua ad essere uno stimolante campo diricerca. Com’¢ noto la malattia ha forme
cliniche diverse a seconda dell’eta dei soggetti colpiti. Inoltre, la gravita della sintomatologia
¢ influenzata da diversi fattori quali lo stato immunitario e la genetica dei suini, le condizioni
ambientali, le infezioni secondarie e dal tipo di isolato virale (Jeffrey et al., 2012).

Le strategic di controllo della malattia si basano su un solido sistema di biosicurezza,
sull’immunizzazione dei riproduttori e dei suinetti e sul controllo del flusso di animali. E
quindi fondamentale conoscere il modello di circolazione virale all’interno dell’allevamento
per poterlo classificare a seconda del livello di rischio. Tra i vari sistemi utilizzati, quello
maggiormente condiviso ¢ sicuramente quello proposto da Holtkamp e colleghi (Holtkamp
et al., 2011). Tale metodo si basa sul livello di esposizione e di circolazione virale all’interno
dell’allevamento, ponendo come punto focale la produzione di suini svezzati PRRSV-free.
Con questo obiettivo, la scelta del campionamento da effettuare sui suinetti in pre-
svezzamento ¢ un aspetto decisivo. Ad oggi il metodo piu diffuso ¢ quello del controllo
periodico mediante PCR su siero ematico di un campione di 30 suinetti, target idoneo per
rilevare almeno un positivo, assumendo almeno il 10% di prevalenza con un livello di
confidenza del 95%, indipendentemente dalla dimensione della popolazione (Linhares et al.,
2014). Ciononostante, alcuni studi hanno dimostrato che utilizzando questo approccio, esiste
la possibilita di non rilevare alcuna positivita anche in allevamenti endemicamente infetti
(Linhares, 2013). E quindi sorta la necessita di affinare il metodo di campionamento e gli
emosieri testicolari (EST) si stanno dimostrando una valida alternativa come materiale da
sottoporre all’analisi biomolecolare. E stata rilevata un’alta concordanza tra i risultati delle
PCR real-time ottenuti dall’analisi degli EST e quelli ottenuti dal siero ematico prelevati
contestualmente (Lopez et al., 2018; Tonni et al., 2019). Inoltre ¢ stata provata la validita
come test di controllo in aziende infette che adottavano protocolli atti al raggiungimento
dello status di “stabile” (Trevisan et al., 2019).

Lo scopo del presente lavoro ¢ quello di confrontare 1’utilizzo degli EST ed il siero ematico
come materiale diagnostico per il monitoraggio della PRRS.

MATERIALI E METODI

Disegno sperimentale
In questo studio sono stati monitorati per la presenza di PRRSV 10 allevamenti da
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riproduzione del Nord Italia per un periodo di circa 5 mesi. Sette allevamenti operavano
secondo una routine tri-settimanale, tre allevamenti invece seguivano una scansione del
lavoro settimanale. Nei primi sette allevamenti sono stati raccolti gli EST di tutte le nidiate
raggruppandoli in pool di 10-15 nidiate (Tabellal) e successivamente dalle stesse nidiate in
fase di pre-svezzamento sono stati scelti 30 animali per il prelievo ematico.

I restanti tre allevamenti sono stati considerati come se lavorassero tri-settimanalmente,
raccogliendo ogni tre settimane gli EST di tutte le nidiate, in pool di 10-15 nidiate. I medesimi
animali sono stati poi campionati selezionando 30 soggetti in pre-svezzamento per il prelievo
ematico. Dagli stessi tre allevamenti sono stati raccolti con uguali criteri anche gli EST delle
nidiate relative alle due settimane che trascorrevano tra gli altri prelievi, senza pero avere il
prelievo di sangue in pre-svezzamento (Tabella 2).

Tabella 1. Numero di pool di EST raccolti per ogni azienda con bande tri-settimanali, lungo
1 5 mesi di studio che sono valsi 6-7 bande campionate per azienda.

Table 1. Number of PF (processing fluids) collected per 3-weeks BMS (batch management
system) farm during 5 months of study with 6-7 batches sampled each farm.

Numero di pool di EST analizzati

N° scrofe
' T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7
presenti
Azienda 1 210 2 3 3 3 3 3 2
Azienda 2 650 4 3 2 1 1 1
Azienda 3 814 2 1 3 2 2 3
Azienda 4 856 9 12 10 10 11 10
Azienda 5 600 4 6 5 4 7 7
Azienda 6 500 1 3 1 3
Azienda 7 251 4 4 1 4 4

Tabella 2. Numero di pool di EST raccolti per ogni azienda con bande settimanali. Tra
parentesi sono riportati i campioni di EST a cui non ha fatto seguito il prelievo di sangue in
pre-svezzamento.

Table 2. Number of PF (processing fluids) collected per 1-weeks BMS (batch management
system). In brackets, there are the PF of animals with no blood sampling in pre-weaning age.

Numero di pool di EST analizzati

NP° scrofe

presenti T2 T3 T4 T5 T6 T7

Azienda8 828 2 (9 2 (9 2 (9 3 (1) 4 (9 2 (8 2
Azienda9 1055 2 (9 3 (1) 2 (8 3 (8 3 4 3 (9 2
Aziendal0 696 3 (8) 3 (6 1 (9 3 (8 3 (9 3

Prelievo dei campioni e indagini di laboratorio
La raccolta del materiale derivante dalla castrazione chirurgica dei suinetti facenti parte
di 10-15 bande ¢ stata eseguita in modo tale da avere una ripartizione quantitativamente
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omogenea tra i campioni durante ogni campionamento. La procedura seguiva quanto riportato
da Vilalta e colleghi (2018) e dal materiale raccolto ¢ stato prelavata una quantita di EST pari a
1,5 ml ed aliquotato in provette Eppendorf®. Tutti i campioni sono stati mantenuti a temperatura
di refrigerazione (5+3 °C) prima della analisi biomolecolare, eccezion fatta per gli EST le cui
bande non prevedevano il prelievo ematico (aziende 8,9,10) che sono stati congelati a -20+£3°C.
I 30 soggetti per ogni banda da sottoporre a prelievo ematico sono invece stati scelti con un
campionamento di convenienza scegliendo i suinetti maschi piu deboli e meno reattivi (Lopez
et al., 2018) con il preciso scopo di massimizzare la probabilita di individuare eventuali capi
viremici. Anche il sangue ¢ stato mantenuto a temperatura di refrigerazione (5+3 °C) fino al
momento della analisi, in questo caso eseguita in pool di 5 campioni come suggerito dalla
letteratura (Lopez et al., 2018), procedura che garantisce pressoché la stessa sensibilita del test
eseguito in singolo.

Gli EST ed il siero ematico (ottenuto dalla centrifugazione a 3000 rpm per 3’ del sangue
prelevato) hanno seguito successivamente le stesse procedure di laboratorio. L’estrazione
del’RNA ¢ avvenuta mediante ’utilizzo del kit MagMax Core Nucleic Acid Purification
(Applied Biosystem, Foster City, California) tramite estrazione automatica con Biosprint 96
instrument (Qiagen, Hilden, Germany), attenendosi alle istruzioni del produttore.

Su tutti i campioni la ricerca del virus della PRRS ¢ stata eseguita grazie ad una RT-PCR Real-
Time seguendo le istruzioni del kit Virotype PRRSV RT-PCR (Indical Bioscience, Leipzig,
Germany). Il limite soglia per considerare una campione positivo ¢ stato fissato ad un valore di
Ct (cycle threshold) <37.

Analisi statistica

Ad ogni campionamento, indipendentemente dal tipo di materiale raccolto, ¢ stata sufficiente
la presenza di almeno un campione positivo per considerarlo positivo, viceversa sono stati
considerati negativi i campionamenti con tutte le PCR negative. In questo modo ¢ stato possibile
elaborare un parallelismo in cui confrontare lo status relativo alla PRRS di ogni azienda, per
ogni banda in fase di svezzamento, sulla base dei risultati della PCR eseguita sugli EST oppure
sul sangue.

Tutti i risultati della PCR sono stati poi inseriti in una tabella di contingenza con 1’obiettivo
di confrontare lo status di ogni banda sulla base dell’esito della PCR realizzata su un diverso
materiale biologico (seppur prelevati in tempi diversi nel ciclo produttivo). Questi dati hanno
quindi permesso un confronto grazie all’utilizzo dell’Indice di Concordanza e del valore della
K di Cohen.

RISULTATTI E DISCUSSIONE

In tutti e dieci gli allevanti ¢ stata rilevata circolazione virale durante il periodo di studio, con
un valore medio di positivita per quanto riguarda i campioni di EST pari a 32,07 (£2,67) Ct
e 2,24 x 10° copie virali (£ 5,58 x 10°) mentre i campioni di sangue identificati come positivi
hanno mostrato valori medi di Ct pari a 29,01 (+5,22) con 2,25 x 107 (+8,41 x 107) copie virali.
1l confronto tra lo status di ogni banda definito dagli esiti della PCR eseguita sugli EST e sul
sangue mostra una corrispondenza non sempre perfetta (Figura 1), a fronte di 45 bande con
status concorde ve ne sono 19 con attribuito un diverso status. Andando nel dettaglio della
evoluzione cronologica di ogni allevamento ci sono quattro casi in cui lo status di positivita
viene rilevato piu a lungo nel corso del tempo dall’analisi del sangue (allevamenti 1-2-4-7-9)
rispetto a quello degli EST, mentre in tre casi (allevamenti 3-5-8) sono gli EST a rilevare una
piu persistente positivita a fronte di campioni di sangue negativi. Le aziende con una routine
settimanale (allevamenti 8-9-10), complete degli esiti delle PCR sugli EST di ogni settimana,
mostrano come questi dati aggiuntivi portino una informazione pitt completa rispetto a quella
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del solo prelievo ematico o dei soli EST raccolti ogni tre settimane, mostrando un numero
maggiore di bande positive (Figura 2).

Il confronto tra lo status di ogni banda calcolato matematicamente ha stabilito una Concordanza
del 69,0% e una k Cohen pari a 0,25.
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Figura 1. Confronto tra lo status relativo alla PRRS basato sull’esito delle PCR eseguite
sugli EST e sul sangue in pre-svezzamento. Per ognuno dei 10 allevamenti ¢ stata evidenziata
I’eventuale positivita (P).

Figure 1. Herd classification for PRRS based on PCR results performed on PF or blood
samples in pre-weaning age. Positive status for each farm was underlined (P).
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Figura 2. Status relativo alla PRRS delle tre aziende con bande settimanali. L’esito delle PCR
eseguite sugli EST raccolti nelle due bande non sottoposte al prelievo ematico in pre-svezzamento
¢ stato accorpato in un unico valore (¥*).

Figure 2. Herd classification for PRRS of 1-weeks BMS farms. The results of PCR performed on
PF relative of two batches with no pre-weaning blood sampling were merged in a single data (*).
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I valori rilevati di Ct e copie genomiche sono stati di poco superiori nei campioni di
sangue, rispetto a quelli di EST, dato gia rilevato in letteratura (Vilalta et al., 2018),
probabilmente dovuto all’effetto di diluizione che si ha negli EST.

Il dato ottenuto dalla analisi degli EST ¢ frutto di un campionamento della popolazione
piu ampio rispetto la prelievo di sangue di 30 soggetti e cio legittima una inferenza piu
attendibile (Vilalta et al., 2018). Inoltre 1’utilizzo degli EST ¢ stato provato con successo
negli Stati Uniti come metodo di monitoraggio nel programma di eliminazione del virus
in seguito a focolai di PRRS (Trevisan et al., 2019). Nel nostro studio, considerando
singolarmente ogni banda ¢ ponendo come test di riferimento quello effettuato sul
sangue, ’analisi dei relativi EST sembra individuare alcune situazioni in cui I’utilizzo
di questo materiale fornirebbe uno status falsamente negativo o falsamente positivo. In
realta il confronto viene fatto sullo stesso gruppo di animali ma in momenti diversi. La
situazione a 3-4 giorni di vita (momento del prelievo degli EST) puo essere diversa da
cio che si rileva 17-18 giorni dopo (prelievo ematico in pre-svezzamento) a seconda del
momento in cui i soggetti si infettano. Infatti, i risultati di questo lavoro mostrano che
lo studio della circolazione virale di un allevamento, basato esclusivamente sugli esiti
forniti dagli EST ignora I’eventuale insorgenza di viremia successiva al momento della
castrazione. E quindi normale che non ci sia una concordanza perfetta tra gli esiti dei
due campionamenti perché¢ mostrano la situazione in due momenti diversi, migliorando
percio la conoscenza della dinamica aziendale.

Un approccio coerente con quanto ¢ stato rilevato, unito alla semplicita di esecuzione e
all’affidabilita del metodo potrebbe essere quello di utilizzare gli EST come materiale
diagnostico per un monitoraggio routinario in allevamenti endemicamente infetti. Tale
procedura potrebbe incrementare la sensibilita del controllo se integrata secondo necessita,
con un prelievo ematico in pre-svezzamento, cosi da massimizzare la possibilita di un
successo diagnostico. In particolare, come suggerito da un recente lavoro (Trevisan et
al., 2019), qualora si raggiungano almeno due campionamenti di EST con esito negativo
si potrebbe procedere al successivo prelievo ematico in pre-svezzamento per confermare
lo status di negativita.

CONCLUSIONI

L’utilizzo degli EST pud essere incluso come materiale diagnostico nei sistemi di
monitoraggio del virus della PRRS, in particolare puo essere utile nella comprensione del
modello di circolazione virale all’interno di ogni allevamento. Il vantaggio dell’impiego
di questo materiale sta nella semplice procedura di raccolta unita alla possibilita di
avere un dato rappresentativo di tutto I’allevamento che qualora descriva una situazione
con assenza di circolazione virale deve essere integrato con il ben noto monitoraggio
con prelievo di sangue su suinetti in pre-svezzamento. In conclusione, gli EST sono da
considerare un valido materiale diagnostico in supporto al prelievo ematico sui suinetti
per una piu accurata definizione dello status di un allevamento relativo al virus della
PRRS.
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RIASSUNTO

Negli allevamenti suini, uno dei principali fattori limitanti I’impiego della sorveglianza
sierologica ¢ rappresentato dai costi di prelievo. I fluidi orali (OF) costituiscono una
promettente alternativa all’utilizzo del siero di sangue come matrice da utilizzare per la
diagnosi indiretta delle malattie infettive negli allevamenti intensivi. L’ obiettivo di questo
studio ¢ stato quello di valutare I’uso di campioni salivari raccolti da suini all’ingrasso
per la ricerca di anticorpi anti-Salmonella. Venti campioni individuali appaiati di siero e
saliva e 4 campioni di gruppo (OF) sono stati raccolti e analizzati con un kit commerciale
ELISA per la ricerca di anticorpi IgG anti-Salmonella. Per valutare il possibile utilizzo
di pool, sono stati inoltre esaminati pool artificialmente creati a partire da 5 campioni di
siero e saliva raccolti in ciascuno dei box esaminati. Nonostante i livelli anticorpali piu
bassi rispetto ai rispettivi campioni sierici, modificando il protocollo del test ELISA ¢
stato possibile rilevare anticorpi anti-Salmonella nei campioni di saliva e di OF. E stata
evidenziata una correlazione positiva (r20=0,66; p<0,01) con un valore di concordanza
moderata (K>0,62; p<0,01) tra la concentrazione di IgG anti-Salmonella nei campioni
individuali di siero e saliva. I campioni di OF rappresentano un pool di un numero piu
elevato di animali e sono risultati sempre positivi per anticorpi anti-Salmonella. 1 risultati
di questo lavoro forniscono prove preliminari del fatto che i campioni di saliva possano
rappresentare efficace alternativa ai campioni di sangue per la diagnosi di infezione da
Salmonella negli allevamenti di suini.

ABSTRACT

Surveillance in pig herds is constrained mainly by the cost-effectiveness and efficiency
of sampling methods. Saliva samples obtained by using absorptive devices, can provide
an alternative diagnostic matrix to serum for monitoring disease status in pigs. The aim
of this study was to investigate the correlation of anti-Salmonella antibodies between
serum and saliva samples collected from pigs. Twenty individual paired serum and
saliva samples and 4 collective samples (OF) were collected from a single farm. Pooled
serum and saliva samples were created by pooling five individual samples from each
pen. Anti-Salmonella 1gG was detected in individual serum samples using a commercial
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Salmonella ELISA kit, validated for sera. The same kit was used with a protocol modified
by extending incubation time and increasing temperature to test individual saliva samples.
Salmonella 1gG in pig saliva were always detected at a lower level than in the matching
serum samples. A correlation (720=0.66; p<0.01) and a moderate agreement (K>0.62;
p<0.01) was found between individual Sa/monella 1gG in serum and saliva samples. Both
correlation and the agreement levels are moderate. Pools of saliva gave positive/negative
results by ELISA that corresponded to those of the appropriate serum pools. Pen-based
OFs represent a pool of higher number of animals and were always positive. The results
of this work provide some evidence that saliva samples have the potential to be used for
the diagnosis of Salmonella infection in pig farms.

INTRODUZIONE

Nei paesi industrializzati Salmonella spp ¢ il patogeno batterico piu frequentemente isolato
nei focolai epidemici di tossinfezione alimentare. L’epidemiologia della salmonellosi ¢
un esempio convincente del paradigma One Health poiché per limitare ’incidenza dei
casi umani occorre ridurre la prevalenza di Salmonella in allevamento e limitarne la
dispersione nell’ambiente (Silva ef al., 2014).

Una parte significativa dei focolai umani € associata al consumo di carne suina contaminata
(EFSA, 2018). Attualmente, pero, la sorveglianza sierologica negli allevamenti di suini
¢ limitata dai costi dei prelievi ematici e/o batteriologici e dai costi delle analisi di
laboratorio (Ramirez ef al., 2012).

I campioni di fluido orale (oral fluid — OF) costituiscono una promettente alternativa
all’utilizzo del siero di sangue come matrice da utilizzare per la diagnosi indiretta delle
malattie infettive negli allevamenti suini (Decorte et al., 2014; Fablet et al., 2017,
Prickett, 2009). L’OF ¢ una miscela di secrezioni salivari e di trasudati mucosali; questi
ultimi sono di derivazione ematica e contengono molti dei componenti presenti nel siero,
inclusi gli anticorpi, e agenti patogeni che attraverso la mucosa possono essere trasferiti
nella cavita orale e rilevati dall’esame dell’OF (Brandtzaeg, 2013; Taylor and Preshaw,
2016).

Nel suino, la raccolta dell’OF ¢ facilmente realizzabile lasciando a disposizione degli
animali una corda sospesa all’interno dei box che gli animali tenderanno a succhiare; I’OF
verra successivamente raccolto strizzando la corda. Dopo 30-60 minuti di esposizione
all’interno di un box di 30 animali, circa il 75% dei suini avra interagito con la corda.
Se il numero di animali per box ¢ superiore, ¢ sufficiente aumentare il numero di corde,
appendendole in aree diverse (White et al., 2014). L’OF ¢ quindi un campione collettivo
molto rappresentativo degli animali presenti nel box. Inoltre, la procedura di raccolta dei
campioni di OF ¢ semplice, realizzabile anche da personale non sanitario ed economica
(Prickett et al., 2008). Considerando che la metodologia di raccolta dell’OF puo variare,
¢ importante utilizzare una terminologia standardizzata per descrivere accuratamente i
campioni che ne risultano. In letteratura la saliva ¢ definita come “il fluido ottenuto ... per
espettorazione” mentre i fluidi orali come “il fluido ottenuto mediante 1’inserimento di
collettori assorbenti nella cavita buccale” (Atkinson et al., 1993a). A seconda del metodo
di raccolta o dell’utilizzo di stimolanti chimici per indurre il flusso salivare, i campioni
ottenuti possono anche essere descritti come “stimolati o “non stimolati” (Olsen, 2012).
I campioni raccolti mediante espettorazione o salivazione sono indicati come “non
stimolati”, mentre i campioni ottenuti mediante 1’utilizzo di materiali assorbenti sono di
solito considerati “stimolati” (Atkinson ef al., 1993b; Olsen, 2012). Negli ultimi anni si
¢ osservato un crescente interesse per 1’utilizzo degli OF e numerosi studi hanno valutato
il loro possibile utilizzo per la determinazione di immunoglobuline specifiche e/o agenti
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patogeni di importanza per I’allevamento del suino (Prickett and Zimmerman, 2010).
Tuttavia, per essere utilizzato come strumento di sorveglianza di routine, I’esame dei
campioni di OF deve essere validato rispetto ai metodi standard di diagnosi.
L’obbiettivo del presente lavoro ¢ stato quello di ottimizzare i criteri interpretativi
dei risultati e valutare le performances in termini di sensibilita e specificita di un test
immunoenzimatico (ELISA) commerciale, validato per la ricerca di anticorpi anti-
Salmonella nel siero, su tamponi salivari e campioni di OF raccolti in un allevamento
intensivo di suini. E stata quindi valutata la concordanza dei risultati ottenuti dall’esame
sierologico dei campioni di saliva e di OF con i risultati ottenuti dell’esame del siero
degli stessi soggetti, che ha rappresentato il gold-standard.

MATERIALI E METODI

Prelievo dei campioni

Lo studio ¢ stato condotto in un azienda a ciclo chiuso di circa 500 scrofe. L’anamnesi
riportava la presenza di problemi sanitari causati da Salmonella Typhimurim, con
sintomatologia clinica nei suini svezzati. Durante la vista in allevamento sono stati
raccolti 4 campioni di OF mediante 1’applicazione di una corda all’interno di 4 box
scelti in maniera casuale (box A, B, C, D ciascuno contenente 20 suini Large White di
circa 17 settimane di eta e 60-70 kg di peso). Succesivamente, da 5 animali per ciascun
box sono stati prelevati campioni individuali appaiati di saliva e di sangue. Il prelievo
di saliva ¢ stato eseguito su animali in posizione di stazione quadrupedale, utilizzando
tamponi Salivette® fissati su un’asta di plastica sterile e tenuti nella cavita orale dei suini
fino a quando non erano completamente imbevuti. Per aumentare la quantita di saliva
raccolta da ciascun animale, sono stati utilizzati due tamponi. Dopo la raccolta, i tamponi
sono stati refrigerati a 4°C e inviati al laboratorio nella stessa giornata. Le provette
contenenti i tamponi Salivette® sono state successivamente centrifugate in condizioni
di refrigerazione a 3000 x g per 10 minuti e il surnatante ¢ stato conservato a —80°C fino
all’esecuzione dell’esame sierologico (Escribano ef al., 2012; Gutiérrez ef al., 2009). Per
ogni animale, la saliva ricavata da ciascuno dei 2 tamponi ¢ stata miscelata ed esaminata
per la ricerca di anticorpi anti-Salmonella. Utilizzando un volume uguale di saliva per
ciascun suino, sono stati creati 4 pool di saliva dei cinque animali campionati in ciascun
box. In maniera analoga, sono stati creati 4 pool di siero.

Contestualmente al prelievo individuale di saliva, da ognuno dei 4 box si ¢ proceduto
alla raccolta dell’OF, utilizzando corde di cotone come descritto in bibliografia (Prickett
et al., 2008; White et al., 2014). In ciascun box ¢ stata posizionata una corda ¢ lasciata
a disposizione degli animali per circa 30 minuti. Allo scadere del tempo, la corda ¢ stata
posta all’interno di un sacchetto di plastica sterile e I’OF ¢ stato raccolto per strizzamento.
Successivamente, I’OF estratto ¢ stato trasferito in una provetta da 50 ml. I campioni sono
stati mantenuti refrigerati fino alla consegna in laboratorio, dove gli OF sono centrifugati
a 1500 x g per 10 minuti e conservati a —80°C fino all’esecuzione dell’esame sierologico
(Dawson, 2015).

I risultati di una precedente indagine batteriologica nell’azienda oggetto di questo
studio riportavano, nei suini in svezzamento, una prevalenza di Salmonella del 60%.
Di conseguenza, il numero di campioni esaminati per box (5 campioni di saliva e siero
per box di 20 animali) ¢ stato calcolato in modo da garantire il 95% di probabilita di
evidenziare almeno 1 campione positivo quando la sieroprevalenza ¢ > 50% (Miller et
al.,2011; Smith ef al., 2017). Come controlli negativi sono stati utilizzati cinque tamponi
salivari e tre campioni di OF prelevati da scrofe Salmonella-free.
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Rilevazione di anticorpi specifici per Salmonella mediante kit ELISA su campioni di
saliva, OF e siero di sangue

La ricerca di anticorpi anti-Salmonella nei campioni di saliva, siero e OF, ¢ stata condotta
usando un kit commerciale ELISA indiretta (IDEXX Swine Salmonella Ab Test), validato
per ricerca di IgG anti-Salmonella nel siero e nel meat juice.

I campioni di saliva e di siero sono stati esaminati prima singolarmente e, successivamente,
in pool. I 4 pool di saliva e siero sono stati creati utilizzando volumi uguali di ogni matrice
diagnostica prelevata da ciascuno dei cinque animali selezionati all’interno dei 4 box.

I campioni di siero individuali e in pool sono stati esaminati in duplicato, seguendo le
istruzioni del produttore. Per i campioni individuali di saliva, i pool di saliva e I’OF,
il protocollo di analisi suggerito dalla casa produttrice del kit ELISA ¢ stato in parte
modificato. Nello specifico, ¢ stata utilizzata una diluizione 1:1 del campione; tale
diluizione ¢ risultata essere quella piu efficace nel rilevare differenze tra gli animali,
usando un volume minimo (50 pl) di campioni di saliva, pool di saliva e OF. I campioni,
esaminati in duplicato, sono stati successivamente incubati ad una temperatura superiore
(37°C) e per un periodo di tempo maggiore (2 ore) rispetto a quanto indicato dal
produttore. Le fasi successive all’incubazione sono state realizzate secondo le indicazioni
del produttore del kit ELISA.

I cinque campioni negativi di saliva e i tre campioni di OF raccolti da suini Sa/monella-
free sono stati rispettivamente aggregati in pool e inclusi in ciascuna piastra come
controlli negativi. Il rapporto S/P ¢ stato calcolato utilizzando i valori di lettura del siero
di controllo negativo fornito con il kit ELISA.

Analisi statistica

Per valutare la correlazione tra i valori ELISA S/P ottenuti dall’esame dei campioni
individuali di saliva e siero ¢ stato calcolato il coefficiente di correlazione non parametro
rho di Spearman. La concordanza tra i risultati (positivo/negativo) dei campioni individuali
di saliva e siero raccolti dagli stessi animali ¢ stata valutata utilizzando il coefficiente
Kappa di Cohen (K). I valori di cut-off ottimali per I’interpretazione dei valori S/P ottenuti
dall’analisi dei campioni di saliva e OF sono stati determinati attraverso la curva ROC.
E stata inoltre calcolata la sensibilita (Se) e la specificita (Sp) relativa del test ELISA
eseguito su saliva e OF rispetto al gold standard rappresentati dall’esame ELISA dei sieri.
Il test di Kolmogorov—Smirnov ¢ stato utilizzato per verificare la normalita della
distribuzione dei dati e, sulla base dei risultati di questo test, sono stati utilizzati il test U
di Mann—Whitney e il test H di Kruskal-Wallis per confrontare i valori S/P dei campioni
di siero e saliva rispettivamente a livello di box e di popolazione campionata. L’analisi dei
dati ¢ stata realizzata utilizzando il software SPSS 23.0 (IBM SPSS Statistics, NY, USA).
La significativita statistica ¢ stata fissata ad un valore di p<0,05.

RISULTATI

La raccolta della saliva individuale mediante 1’utilizzo di due tamponi ha permesso di
ottenere circa di 467102 pl (media+SEM) di saliva per ciascun animale. La raccolta
dell’OF mediante le corde ha invece consentito di raccogliere un volume maggiore (3-8
ml), piu che sufficiente per eseguire diverse determinazioni analitiche.

In tabella 1 vengono riportati i risultati della valutazione, mediante test ELISA
commerciale, della quantita di IgG anti-Salmonella rilevata nei campioni di siero, saliva
e OF. In generale, i valori S/P ottenuti dall’esame dei campioni individuali di saliva
sono significativamente inferiori rispetto ai valori S/P dei sieri corrispondenti (U=0,00;
p<0,001) (Tabella 1 ¢ Figura 1).
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Analogamente, considerando ciascuno dei 4 box, i valori S/P dei sieri individuali sono
risultati essere sempre superiori rispetto ai valori S/P dei corrispondenti campioni di
saliva (U=0,00 p=0,03; U=0,00 p=0,01; U=0,00 p=0,01; U=0,00 p=0,01 rispettivamente
nei box A, B, C, D). Nessuna differenza significativa ¢ stata invece evidenziata per i
valori S/P dei sieri e i valori S/P dei campioni di saliva tra i 4 box (rispettivamente:
H=5,94 p=0,12 e H=2,87; p=0,41).

L’analisi statistica ha permesso di stabilire una correlazione positiva tra i valori S/P degli
anticorpi anti Salmonella rilevati nei sieri e nei campioni individuali di saliva (7h0=0,66;
p=0,002) (Figura 1).

L’analisi della curva ROC ha evidenziato che la migliore correlazione (Area sotto la
curva, AUC: 90,0%) tra i risultati ELISA ottenuti dall’esame della saliva e del siero si
ottiene con un valore di S/P dei campioni di saliva >0,03. Utilizzando come valore di cut-
off S/P>0,03, I’esame dei campioni di saliva ha una Se dell’86% (95%CL: 57-98) e una
Sp dell’80% (95%CL: 28-99), rispetto ai risultati ELISA ottenuti esaminando i campioni
di siero (Tabella 2).

Il calcolo del coefficiente Kappa di Cohen ha evidenziato una concordanza moderata
(K>0,62; p=0,002) tra le due matrici esaminate: il gold standard, rappresentato dal siero
(considerato positivo per valori S/P>1,00) e i campioni di saliva (considerati positivi per
valori S/P>0,03). Solo due dei suini positivi all’esame del siero sono risultati negativi
all’esame dei campioni di saliva.

In 3 dei 4 box esaminati, quando i campioni individuali di saliva o siero degli animali
selezionati da ciascun box sono stati miscelati tra loro, si ¢ ottenuto un risultato positivo
all’esame dei pool anche quando nel campione collettivo erano presenti campioni
individuali negativi di siero o saliva (box B, C ¢ D) (Tabella 1).

Per quanto riguarda il box A, a causa della scarsita del materiale raccolto, € stato possibile
creare i pool di siero e saliva miscelando solo due campioni (dei 5 raccolti), di cui uno
positivo e uno negativo al test ELISA. L’esame dei pool di saliva e siero ottenuti ha
fornito, entrambi i casi, un esito negativo.

In 3 dei 4 box esaminati, oltre il 50% dei campioni individuali di siero era positivo
e anche i rispettivi campioni di OF sono risultatii positivi al test ELISA. Nel box D,
nonostante solo 2 dei 5 campioni individuali di siero siano risultati positivi al test ELISA,
il corrispondente campione di OF ¢ risultato positivo.

DISCUSSIONE

Questo lavoro ha evidenziato la possibilita di ottimizzazione un test commerciale ELISA,
messo a punto per 1’esame del siero, per la ricerca di anticorpi anti Sa/monella su matrici
alternative al sangue.

Modificando il protocollo di esecuzione del test commerciale IDEXX ELISA, ¢ stato
possibile rilevare la presenza di anticorpi anti-Salmonella nei campioni di saliva e di OF
raccolti da suini all’ingrasso di un allevamento intensivo. Il protocollo di esecuzione del
kit ELISA ¢ stato parzialmente modificato, partendo dal presupposto che la concentrazione
di anticorpi nei campioni di saliva e di OF sia inferiore rispetto a quella presente nel siero.
Nello specifico, ¢ stata utilizzata una diluzione inferiore del campione e modificati i tempi
e le temperature di incubazione per favorire il legame tra gli anticorpi anti-Sa/monella
potenzialmente presenti nei campioni di saliva ¢ OF e I’antigene che riveste la piastra
ELISA. Tali modifiche hanno consentito di ottenere dei valori di Se e Sp diagnostica
dell’esame delle matrici alternative al sangue (saliva e OF), rispettivamente del 86% ¢
80% rispetto al gold standard rappresentato dall’esame del siero ematico (Tabella 2).
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Tabella 1: 1gG anti-Salmonella rilevate nei campioni di siero e saliva (individuali e pool)
e nei campioni di gruppo (OF). I valori di cut-off di S/P >1 ¢ S/P>0,03 sono stati utilizzati
rispettivamente per siero ¢ saliva/OF per discriminare gli animali positivi da quelli negativi.
I pool di siero e saliva del box A sono stati allestiti utilizzando solo i campioni individuali
degli animali 3 e 4.

Table 1: Anti-Salmonella ELISA IgG OD values of individual and pool samples of serum and
saliva and pen-based OF. Positive samples are chosen in accordance with the S/P >1 for
the serum and S/P>0.03 for saliva and OF samples. Serum and saliva pools of pen A were
prepared by pooling only samples from animal 3 and animal 4.

Campioni Campioni

Box |Suino A . A . Pool Pool Campioni
n, | ndividuali individuali di siero di saliva di OF
di siero di saliva
S/P | pos/ S/P | pos/ S/P | pos/ S/P | pos/ S/P | pos/
oD ratio | neg OD | ratio neg oD ratio | neg OD | ratio neg OD| ratio neg
3,23( 2,95 | pos [0,27| 0,20 | pos
1,25] 1,17 | pos |0,76| 0.71 | pos | 0,79 0,67 | neg |0,09 neg (0,35 pos

1,15| 1,05 | pos |0,29 0,22 pos
0,78 091 | neg |0,08| 0,02 | neg
2,82 2,85 | pos |0,10| 0,04 | neg
2,75 2,77 | pos 0,22] 0,15 | pos
3,39 | 3,46 | pos [0,30| 0.23 | pos [2,63 | 2,45 | pos |0,32 pos 0,54 pos
1,26 1,18 | pos [0,15] 0,07 | pos
3,20 2,93 | pos [0,73| 0,63 | pos
0,98 | 0,87 | neg |0,07| 0,00 | neg
1,39 1,32 | pos |0,34| 027 | pos
3321338 | pos |0,83] 0,73 | pos 2,19 2,03 | pos |0,33 pos (0,35 pos
1,59 1,53 | pos [0,23] 0,16 | pos
1,11 | 1,02 | pos |0,06| 000 | neg
0,87 0,76 | neg [0,09| 0.03 | neg
0,96 | 0,86 | neg |0,08| 0,00 | neg
1,00| 0,90 | neg |0,09| 0.01 | neg |1,37] 1,23 | pos [0,28 pos (0,38 pos
1,25 1,26 | pos [0,05 0,00 neg
D | 20 |2,36]235 | pos [0,46| 0.38 | pos
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E stata evidenziata una correlazione positiva tra i valori S/P dei campioni di siero e dei
corrispondenti campioni individuali di saliva. Cid indica che i campioni individuali di saliva
possono rappresentare una valida alternativa ai campioni di sangue per la rilevazione di
anticorpi anti-Salmonella.

In accordo con quanto gia noto (Olsen et al., 2013), i livelli di IgG anti-Sal/monella rilevati
nei sieri dei suini esaminati sono risultati essere sempre superiori rispetto ai livelli anticorpali
riscontatati nei rispettivi campioni di saliva (p>0,05). Analogamente a quanto si verifica
quando si comparano i risultati dell’esame di campioni di sangue e di meat juice ottenuti
degli stessi animali (Wallander et al., 2015), 1 suini i cui sieri presentavano valori S/P di poco
superiori al valore di cut-off del kit ELISA potrebbero avere quantita di IgG nella saliva al di
sotto del limite di rilevabilita del test.
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Nel corso di questo studio, due suini sono risultati positivi all’esame del siero ma negativi
all’esame dei campioni di saliva. Cio puo essere imputato alla bassa positivita riscontata nei
due sieri, per i quali sono stati rilevati valori di S/P di poco superiori al valore di cut-off del
kit ELISA.

L’utilizzo dei pool ¢ interessante poiché permette di esaminare piu individui
contemporaneamente con un costo unitario inferiore e, allo stesso tempo, di accertare la
presenza della malattia all’interno del gruppo (box). Tuttavia, nell’utilizzo dei pool ¢
importante che le prestazioni analitiche dei kit utilizzati rimangano elevate. Dei quattro pool
di sieri o di saliva analizzati in questo studio, tre hanno dato esito positivo al test ELISA (box
B, C ¢ D), anche quando i pool erano composti dall’aggregazione di campioni individuali
positivi e negativi. Al contrario, ¢ probabile che per il box A I’effetto di diluizione derivante
dall’utilizzo dei pool abbia causato una perdita di sensibilita, portando a un risultato negativo
al test ELISA. Cio potrebbe essere dovuto al fatto che, per questo box, solo due dei cinque
campioni prelevati hanno contribuito alla costituzione del pool esaminato.

Figura 1: Correlazione tra i valori S/P di 1gG anti-Sa/monella ottenuti dall’esame mediante
test ELISA di campioni individuali di siero e saliva raccolti da suini all’ingrasso.

Figure 1: Correlation between anti-Salmonella ELISA IgG S/P ratio values of individual
serum and matching S/P ratio saliva samples collected from finisher pigs.
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Tabella 2: Campioni di siero e saliva positivi e negativi per anticorpi IgG anti-Salmonella. Il
coefficiente kappa di Cohen indica un accordo sostanziale tra i risultati (K=0,62).

Table 2: Number of porcine serum and saliva samples positive and negative for anti-
Salmonella IgG antibodies. Cohen's kappa coefficient showed a substantial agreement
(K=0.62).

Presenza di anticorpi anti-Salmonella nella saliva (%)

positivo negativo totale
Presenza di anticorpi Positivo 12 (85,7) 2(14,3) 14
anti-Salmonella Negativo 1(20,0) 4 (80,0) 5
nel siero (%) Totale 11 (57,9) 8 (42,1) 19

Se: 86% (95% CL: 57-98)  Sp: 80% (95% CL: 28-99)  K: 0,62

La possibilita che la miscelazione di campioni individuali positivi con campioni negativi
porti la concentrazione degli analiti (es. anticorpi) al di sotto della soglia di rilevabilita della
metodica diagnostica (causando cosi una falsa negativitad), ¢ il principale limite all’uso dei
pool come matrice diagnostica. La possibilita che gli anticorpi target vengano “diluiti” al di
sotto del valore di cut-off del metodo, dipende dalle concentrazioni relative degli stessi analiti
presenti in ciascun campione individuale. E dunque necessario utilizzare test diagnostici con
un’alta sensibilita analitica per consentire I’utilizzo dei pool come procedura di screening
dello stato sanitario ed epidemiologico della popolazione (Arnold ef al., 2009; Arnold et al.,
2005; Davies et al., 2003; De Lucia ef al., 2019).

La raccolta dei fluidi orali (OF) mediante 1’impiego di corde assorbenti rappresenta un’altra
modalita per ridurre i costi di prelievo e di analisi. Infatti, I’OF raccolto da una singola corda
¢ un campione rappresentativo dei 30 animali presenti nel box. I campioni di OF raccolti
nei box con una elevata prevalenza individuale di sieri positivi alla ricerca di anticorpi anti-
Salmonella (= 50) sono risultati positivi al test ELISA (Tabella 1) (Miller et al., 2011; Smith
et al., 2017). Gli OF sono risultati positivi per anticorpi anti-Sa/monella anche quando la
maggior parte dei campioni individuali di siero erano negativi (box D). Cid ¢ presumibilmente
dovuto agli alti livelli di anticorpi specifici presenti nei campioni individuali positivi.

I risultati di questo studio preliminare indicano che i campioni collettivi (es. OF) possono
rappresentare una utile matrice biologica da utilizzare per lo screening di Salmonella
in allevamento. Tuttavia sono necessarie ulteriori ricerche per confermare questi risultati
preliminari. In particolare, per 1’efficace utilizzo dei campioni di gruppo come strumento di
monitoraggio delle malattie infettive nell’allevamento del suino, € necessaria una maggiore
comprensione delle performances diagnostiche (specificita e sensibilita) dei test utilizzati per
I’esame di pool e il possibile effetto diluzione ad esso correlato.
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RIASSUNTO

L’impiego imprudente dell’antibiotico in zootecnia € un fattore di rischio per la diffusione
di cloni antibiotico-resistenti negli animali e nell’'uomo. In questo studio vengono
presentati gli andamenti di consumo di antibiotico dal 2016 al 2018 in 30 aziende suinicole
dell’Emilia Romagna partecipanti ad un progetto (PSR n. 5005479) rivolto alla riduzione
dell’uso di antibiotico. Durante il triennio sono state organizzate, per allevatori e veterinari,
attivita formative inerenti all’uso prudente dell’antibiotico ed ¢ stato distribuito materiale
informativo, tra cui le linee guida per I’uso prudente dell’antibiotico pubblicate dalla Regione
Emilia Romagna. La somministrazione di antibiotico complessivo (DDDAIt), si ¢ ridotta
in scrofe (-52.7%), suinetti svezzati (-42.4%) e ingrassi (-40.9%), mentre ¢ lievemente
aumentata nei lattonzoli (+9.9%). Il consumo di antibiotico critico (HPCIA) ¢ stato ridotto
considerevolmente in tutte le categorie: scrofe (-57.4%), lattonzoli (-22.8%), suinetti
svezzati (-92.2%) e ingrassi (-92.9%). Tra i HPCIA, la riduzione piu rilevante riguarda la
colistina nei suinetti (-98.7%). I risultati mostrano la rilevanza che 1’attivita formativa puo
avere sulla riduzione dell’antibiotico in allevamento, in assenza di investimenti onerosi;
tuttavia ¢ importante sottolineare come 1’ intervento normativo emanato nel 2016 riguardante
la revoca dell’ AIC ai prodotti contenenti colistina in associazione, sia stato significativo per
il raggiungimento dei risultati presentati.

ABSTRACT

The antimicrobial use (AMU) is a crucial issue in the development and spreading of
antimicrobial resistance. From 2016 to 2018 the AMU of thirty pig farms (2 farrowing,
4 farrowing-weaning, 1 weaning, 20 fattening and 3 farrow-to-finish) in Emilia Romagna
(Italy) was calculated. Regional guidelines on prudent AMU and informative materials about
management of infectious diseases, were distributed and discussed with the farmers and their
veterinarians at the start of the project and during yearly meetings. AMU was calculated
as number of DDDAIt (Defined Daily Doses Animal for Italy) and yearly reports were
distributed and discussed. During the study, overall AMU decreased in weaners (-42.4%),
sows (-52.7%) and fatteners (-40.9%), while an increase was reported in piglets (+9.9%).
Referring to HPCIAs (WHO’s Highest Priority Critically Important Antimicrobials), a
reduction was recorded in all the categories: fatteners (-92.9%), weaners (-92.2%), sows
(-57.4%) and piglets (-22.8%) with a decline in colistin consumption that reached a -98.7 %
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in weaners. This study highlights the relevance that education activities on antimicrobials
administration and disease prevention and management may have on overall and HPCIAs
AMU in Italian pig farms. Nevertheless, the ban of the use of colistin in association with
other antimicrobials, intervened during the first year of the project, could had also an impact
on HPCIA and AMU reduction.

INTRODUZIONE

L’impiego imprudente dell’antibiotico in zootecnia rappresenta un fattore di rischio per
I’insorgenza ¢ la diffusione di cloni antibiotico-resistenti nelle popolazioni animali e
nell’uomo. L’Italia si colloca tra i maggiori consumatori di antibiotico ad uso veterinario
in Europa (EMA 2019), a questo proposito ¢ stato avviato nel 2017 il Piano Nazionale
di Contrasto all’ Antibiotico - Resistenza (PNCAR) che affronta il problema coinvolgendo
diverse aree della medicina umana e veterinaria ponendo obbiettivi a breve e lungo termine.
In particolare, riguardo al settore veterinario, gli obiettivi da raggiungere nel 2020 sono la
riduzione del 30% di consumo di antibiotico complessivo e di quello somministrato per via
orale, il calo del 10% di consumo antibiotico critico (Highest Priority Critically Important
Antimicrobials HPCIA — WHO 2019) e la diminuzione delle vendite di colistina al di sotto di
5 mg/PCU (Population Correction Unit). In questo contesto la Regione Emilia Romagna ha
pubblicato, nel 2017, le “Linee guida per I’uso prudente dell’antibiotico nell’allevamento del
suino”, allo scopo di fornire uno strumento di facile consultazione per coadiuvare allevatori
e veterinari nella razionalizzazione dell’impiego di antibiotico. All’interno del Programma
di Sviluppo Rurale 2014-2020, ¢ stato approvato il progetto PSR RER 5005479 finalizzato
alla riduzione del consumo di antibiotico del 20% in 30 aziende suinicole dell’Emilia
Romagna attraverso 1’applicazione di buone pratiche di allevamento e gestione del farmaco.
Il progetto prevedeva il monitoraggio annuale del consumo di antibiotico nel triennio
considerato, abbinato all’individuazione di punti critici in azienda e all’organizzazione di
corsi di formazione e incontri divulgativi sull’uso prudente dell’antibiotico e sulla gestione
di biosicurezza, diagnosi e profilassi delle malattie infettive.

MATERIALI E METODI

Il campione aziende suinicole (n 30) coinvolte nel progetto era composto da 2 allevamenti
da riproduzione, 4 allevamenti con riproduzione svezzamento, 1 svezzamento, 20 ingrassi
e 3 cicli chiusi. Lo studio si ¢ svolto da Gennaio 2017 a Marzo 2019, raccogliendo i dati di
consumo dell’antibiotico retrospettivamente per gli anni 2016, 2017 ¢ 2018. 11 consumo di
antibiotico ¢ stato calcolato annualmente estrapolando i mg totali utilizzati di ogni classe
antibiotica dai registri di trattamento e di carico-scarico delle scorte, indicando la categoria
produttiva a cui erano stati somministrati (scrofe, lattonzoli, suinetti svezzati e ingrassi).
Ad ogni categoria sono stati assegnati i seguenti pesi standard al trattamento: 240 kg per le
scrofe, 4 kg per i lattonzoli, 12 kg per i suinetti svezzati e 100 kg per gli ingrassi. Il numero
di DDDAIt (Defined Daily Dose Animal) consumate per animale di ogni categoria ¢ stato
calcolato dall’applicativo sviluppato da IZSLER durante gli studi di validazione del sistema
ministeriale ClassyFarm (www.classyfarm.it) tramite la formula:

n
mg PAi consumato

i=1 DDDAit (1}21_5 pv die) * gnimali (n) * peso standard (kg)

244



I risultati sono stati espressi come consumo di antibiotico complessivo (AMU — Antimicrobial
use) e di antibiotico critico (HPCIA), per via di somministrazione (orale tramite soluzioni o
polveri, orale tramite premiscele e parenterale) e per categoria produttiva (scrofe, lattonzoli,
suinetti svezzati e ingrassi). Sono stati considerati tra i principi attivi HPCIA: cefalosporine
di IIT e IV generazione, chinoloni, colisina e macrolidi (WHO, 2019). Annualmente sono
stati elaborati report aziendali contenenti i dati di consumo e le criticita osservate in azienda:
i report presentavano i dati analizzati individuando le categorie produttive con i maggiori
consumi di AMU e HPCIA e paragonando i consumi aziendali a quelli del campione
complessivo suddiviso in quartili, tramite una rappresentazione schematica “a termometro”
(Figura 1). Inoltre, peril 2017 € 2018, era evidenziato I’andamento dei consumi di antibiotico
raffrontato a quello degli anni precedenti, evidenziando la progressione dell’allevamento
nel tempo. I report aziendali, le linee guida per I’uso prudente dell’antibiotico ¢ materiale
informativo appositamente redatto (manuale di biosicurezza e schema dei principi attivi
rientranti nelle classi HPCIA) sono stati distribuiti agli allevatori e ai veterinari aziendali
durante incontri annuali formativi inerenti all’uso appropriato dell’antibiotico, la diagnosi e

la profilassi delle malattie infettive e la biosicurezza.

Consumo AB totale Consumo HPCIA
Lattonzoli Lattonzoli

Figura 1: Rappresentazione grafica con aspetto a “termometro” (dal verde a sinistra al rosso
a destra) del posizionamento del consumo di antibiotico complessivo e di HPCIA per classe
produttiva di un’azienda, rispetto al campione analizzato suddiviso in quartili.

Figure 1: representation of total AMU and HPCIAs consumption of a single farm compared
to the sample. From the left to the right the four quartiles are represented with colors (green
to red).

RISULTATI

Al primo rilevamento, relativo all’anno 2016, i consumi maggiori di antibiotico complessivo
e di HPCIA erano riferibili ai trattamenti effettuati nei suinetti svezzati (rispettivamente 104.9
DDDAIte 27.3 DDDA.It), a cui facevano seguito i trattamenti somministrati ai lattonzoli (26
DDDAIt e 19.3 DDDAIt) e agli ingrassi (22.6 DDDAIt e 3.8 DDDAIt), mentre nelle scrofe
venivano registrati i consumi minori (19.1 DDDAIt e 2.0 DDDAIt) (Figura 2). I consumi
relativi al 2018 mostrano una riduzione incisiva del consumo di antibiotico nella categoria
con i maggiori consumi iniziali (-42.4%), ovvero i suinetti svezzati, dove si mantiene
comunque il primato dei trattamenti. Un’importante diminuzione di antibiotico complessivo
e di HPCIA somministrati ¢ stata registrata anche negli ingrassi (rispettivamente -40.9% e
-92.9%) e nelle scrofe (rispettivamente -52.7% e -57.4%), mentre nei lattonzoli si € ridotto
il consumo di HPCIA (-22.8%), ma ¢ lievemente aumentato il consumo di antibiotico
complessivo (+9.9%) (Figura 2).
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Figura 2: consumo di antibiotico alla prima rilevazione (2016) e alla rilevazione finale
(2018) per singola categoria produttiva, con evidenza del consumo complessivo delle
molecole considerate HPCIA.

Figure 2: AMU registered in 2016 and 2018 for sows, piglets, weaners and fatteners;
HPCIA are highlighted.

Valutando le singole classi di antibiotico, quelle maggiormente rappresentate nei
trattamenti per le scrofe e per i suinetti svezzati rimangono le aminopenicilline, anche
se con un sensibile calo nelle quantita utilizzate (da 12.3 a 3.5 DDDAIt nelle scrofe e da
38.8 a 25.7 DDDA.It nei suinetti svezzati), mentr