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PREFAZIONE

Cari Soci,

¢ con vivo piacere che vi do il benvenuto, a nome di tutto il Consiglio Direttivo, al 47°Meeting Annuale della
SIPAS. Non ho dubbi sul fatto che anche questa volta sarete numerosi e che la vostra partecipazione sara
attenta e vivace.

Dopo anni di difficolta, nel 2019 la suinicoltura italiana aveva iniziato a manifestare segnali estremamente
positivi, con una ripresa della reddittivita degli allevatori italiani. Purtroppo, negli anni successivi questa tendenza
non ¢ stata confermata: prima I’emergenza sanitaria causata dalla pandemia di COVID-19 e, successivamente,
I’aumento drammatico dei costi dell’energia e delle materie prime causato dal conflitto in Ucraina hanno
riportato la suinicoltura italiana a una condizione di estrema incertezza. Ma ¢ soprattutto I’emergenza della Peste
Suina Africana in Liguria e Piemonte a preoccupare: Francesco Feliziani (Responsabile del Centro di Referenza
Nazionale per le pesti suine — [ZSUM e piu volte relatore ai nostri meeting) ha affermato pubblicamente che
“Dove la PSA diventa endemica la suinicoltura muore”. Possiamo o meno essere d’accordo con I’affermazione,
volutamente provocatoria, del dott. Feliziani; resta tuttavia chiara la necessita, per tutti gli operatori del settore
e, in particolare, per i veterinari e gli allevatori, di chiedere che venga fatto tutto il possibile per contenere il
focolaio ed eradicare 1’infezione in tempi rapidi. L’endemizzazione della PSA nei cinghiali, con un probabile
coinvolgimento degli allevamenti intensivi, porterebbe ad un danno economico per I’intero comparto stimato in
circa 60 milioni di euro per ogni mese di blocco delle esportazioni di carne e prodotti e riporterebbe 1’orologio
della suinicoltura italiana indietro di almeno 30 anni. Non ce lo possiamo permettere.

Con lungimiranza, fin dall’ormai lontano 2012, la SIPAS ha contribuito ad informare ed aggiornare i sui Soci
sull’evoluzione mondiale dell’epidemiologia della PSA. Credo fermamente nella necessita che la SIPAS
continui a tenere viva 1’attenzione sul problema, fornendo ogni possibile contributo utile a prevenire la
diffusione della malattia.

In questi difficili anni di pandemia, la SIPAS ¢ riuscita a mantenere vivo il rapporto con i soci e le aziende
sponsor (11 webinar organizzati tra maggio 2020 e giugno 2021) e a continuare a sostenere economicamente
la formazione in Italia e all’estero di giovani colleghi. Ritengo che sia un segnale importante di due aspetti
qualificanti della Societa: la capacita di SIPAS di adattarsi ai cambiamenti pur continuando le proprie attivita e
la capacita di individuare gli argomenti di discussione piu interessanti. Auspico, in particolare, che lo strumento
dei webinar possa essere utilizzato ancora in futuro (anche in assenza di restrizioni sanitarie) perché rappresenta
una nuova e interessante opportunita per veicolare rapidamente informazioni e aggiornamenti ai Soci.

Nel corso del Meeting Annuale 2022 ci sara anche un importante momento della vita della SIPAS: il Consiglio
Direttivo dovra essere rinnovato e due dei consiglieri uscenti (Annalisa Scollo e i0) non saranno rieleggibili.
Dopo due mandati, lasciatemi dire che un po’ mi dispiace: questi sei anni di CD sono stati per me un’importante
occasione di crescita professionale e umana. Spero che il prossimo CD continui ad avere una grande attenzione
nei confronti della formazione, informazione e aggiornamento professionale e culturale (in presenza o a distanza)
che rappresentano gli strumenti fondamentali per rispondere rapidamente ed efficacemente ai cambiamenti.

In oltre 40 anni di attivita, la STPAS ha sempre dimostrato di possedere, al suo interno, le capacita necessarie a
riconoscere i cambiamenti e la forza per governarli. Mi piace pensare che questi talenti non solo siano ancora
presenti, ma che possano essere efficacemente utilizzati per progettare nuove attivita e nuovi rapporti con chi si
occupa di suinicoltura, a qualsiasi livello. Ritengo che la SIPAS debba consolidare il proprio ruolo culturale nel
panorama suinicolo italiano.

Per raggiungere questo obiettivo ¢ perd necessario ragionare, progettare ¢ scegliere in anticipo quale sara
la strada da percorrere nei prossimi anni. Per questo vi chiediamo, cari Soci, un contributo costruttivo che
permetta a tutti, partendo dalla valutazione di quello che siamo oggi, di decidere cosa ci piacerebbe che la SIPAS
diventasse domani. Solo attraverso il continuo confronto, aperto alla discussione, si pud ambire ad una costante
crescita professionale e ad un ampliamento delle conoscenze.

Da ultimo, un ringraziamento sincero va a tutti i Soci, alla Segreteria Delegata e alle Aziende sponsor; tutti hanno,
con ruoli diversi, continuato generosamente a supportare la SIPAS anche in questi difficili anni di pandemia.

Il Segretario
Fabio Ostanello
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ANTIBIOTICI INALLEVAMENTO, GESTIONE E COMUNICA-
ZIONE AL SERVIZIO DI SOSTENIBILITA E TRASPARENZA

BIANCO ELISA

Responsabile del Settore Alimentare in Italia, CIWF

Spinte dal crescente interesse da parte dei consumatori ¢ dalla necessita di affrontare il grave
problema dell’antibioticoresistenza, le filiere hanno cercato di trovare una soluzione che
potesse rispondere alle preoccupazioni delle persone, salvaguardando al tempo stesso la loro
salute. Una delle principali soluzioni messe in atto nelle filiere italiane riguarda lo sviluppo
di sistemi di etichettatura con il claim “allevato senza 1’uso di antibiotici”; per valutare se
si tratti effettivamente di una soluzione sostenibile ed efficace, € innanzitutto fondamentale
analizzarne gli impatti sulle filiere, sul benessere degli animali e sulla trasparenza delle
informazioni trasmesse ai consumatori.
Se, da un lato, ¢ vero che animali allevati con migliori condizioni di benessere si ammalano
meno, non bisogna tuttavia essere indotti a pensare che non si ammalino mai. Come riportato
infatti da molteplici organismi istituzionali, tra cui I’'OMS e I’OIE, gli antibiotici rimangono
risorse essenziali per garantire il benessere e la salute umana e animale, e, anche nel migliore
allevamento possibile, puo sempre capitare che un animale si ammali ed ¢ fondamentale
che, quando questo accade, ’animale venga trattato nel modo piu tempestivo ed efficace
possibile.
In generale, analizzando le strategie che sono state attuate per sviluppare filiere i cui prodotti
fossero etichettabili come “allevati senza antibiotici” ¢ possibile identificarne tre principali:
@ il miglioramento delle condizioni di benessere animale, biosicurezza e gestione
@ T'utilizzo di strategie di filiera, come la compensazione degli antibiotici con altre
tipologie di composti non ufficialmente classificati come antibiotici, il miglioramento
della tracciabilita e I’esclusione dalla filiera di animali/gruppi trattati, la limitazione
della dicitura “senza antibiotici” alle ultime X settimane/mesi di vita
@ I’accettazione di percentuali di mortalita piu elevate
Diverse indicazioni porterebbero a pensare che i consumatori siano convinti che i prodotti
etichettati come “senza antibiotico” provengano da allevamenti con migliori standard di
benessere, tuttavia, vista la grande diffusione del senza antibiotico e, allo stesso tempo, la
grande diffusione di sistemi intensivi ad alte densita o che addirittura non rispettano la legge
(come nel caso del taglio della coda), ¢ molto difficile avere certezza che al senza antibiotico
corrispondano standard superiori di benessere animale, a meno che non sia chiaramente
indicato in etichetta quali miglioramenti sono stati attuati. Se il “senza antibiotici” viene
raggiunto con strategie di filiera, piuttosto che attraverso un significativo miglioramento degli
standard di allevamento, quali impatti ha questo sulle filiere, sui consumatori e, soprattutto,
sulla limitazione dell’antibioticoresistenza?
L’adozione di strategie di filiera come quelle menzionate sopra non contribuisce ad
apportare quelle informazioni indispensabili per affrontare in maniera strutturata il
problema dell’antibioticoresistenza. Continuano, infatti, a non essere presenti informazioni
quantitative e qualitative sulle quantita e tipologie di antimicrobici utilizzati, soprattutto nelle
prime fasi di vita e nelle scrofe, un aspetto indispensabile per potere sviluppare un piano di
gestione responsabile del farmaco che contribuisca in maniera efficace alla riduzione del
fenomeno dell’antibioticoresistenza. Senza queste informazioni, ad esempio, non ¢ possibile
capire se una eventuale riduzione di antibiotici stia effettivamente contribuendo alla lotta
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all’antibioticoresistenza, perché la riduzione del consumo di antibiotici potrebbe essere stata
semplicemente compensata da un aumento di altri trattamenti che perd continuano a rivestire
un ruolo attivo nell’insorgenza di resistenze (come nel caso dell’ossido di zinco), o potrebbe
essere legata a un aumentato utilizzo di antibiotici critici per la salute umana che, avendo
dosaggi minori, farebbero registrare minori volumi di impiego quando invece 1’impatto sulla
futura efficacia di queste molecole ¢ enorme.

In tema di benessere animale, il fatto che I’obiettivo della filiera sia allevare il maggior numero
di animali possibile senza che siano stati effettuati trattamenti antibiotici, potrebbe portare al
rischio di ritardi nel trattare gli animali una volta che insorgono i primi segnali di malattia. In
uno scenario come questo, non solo verrebbe a mancare il rispetto di una delle cinque liberta
fondamentali che definiscono il benessere animale, ma si causerebbero agli animali aumenti
significativi dei livelli di stress, con uno scenario che potrebbe diventare particolarmente
critico nel caso di suini allevati con la coda lunga, come previsto dalla normativa, dove si
potrebbe assistere ad aumenti potenzialmente drammatici di incidenza di lesioni, mortalita e
declassamento delle carcasse per I’incidenza di ascessi lungo la colonna.

Da ultimo, I’adozione di strategie di filiera per etichettare i prodotti come “allevato senza
antibiotici” senza che questo corrisponda a un miglioramento significativo del benessere
degli animali pone grosse criticitd in merito alla trasparenza delle informazioni comunicate
ai consumatori, indotti invece a pensare che senza antibiotici voglia dire migliore benessere.
Questo aspetto porta con sé il rischio enorme di perdere la fiducia dei consumatori nel
momento in cui dovesse emergere che la realta produttiva ¢ molto diversa da quella che sono
stati indotti a immaginare fino a quel momento, un aspetto che puo finire per penalizzare
maggiormente proprio quegli allevatori che producono gia con standard migliori.

Dati alla mano, preoccupa particolarmente il fatto che, nonostante siano ormai diversi anni
che 1 prodotti etichettati come “allevati senza antibiotici” sono disponibili sul mercato,
I’Italia continua comunque a essere il terzo paese in UE per consumo di antibiotici negli
allevamenti, dando un’indicazione chiara della necessita di sviluppare strategie di gestione
degli antimicrobici che siano piu solide, strutturate e di lungo respiro rispetto a quelle portate
avanti finora.

Una soluzione piu sostenibile ed efficace dell’adozione di strategie di etichettatura “allevato
senza antibiotico” ¢ rappresentata dallo sviluppo di politiche aziendali che prevedano un
utilizzo responsabile del farmaco e lo sviluppo di piani di monitoraggio, che permettano
di conoscere quali e quanti antibiotici sono stati utilizzati, fissando parallelamente obiettivi
di riduzione progressiva. D’altro canto, le comunicazioni ai consumatori dovrebbero essere
basate piu sul racconto dei miglioramenti effettuati in allevamento, che non unicamente
sul non utilizzo di antibiotici, soprattutto attraverso un sistema di etichettatura chiaro che
permetta di differenziare i diversi metodi di allevamento. Un principio che dovrebbe essere
impiegato anche nell’assegnazione di eventuali premialita agli allevatori, che dovrebbero
essere basate sul raggiungimento di miglioramenti strutturali e pratici volti a migliorare il
benessere degli animali e a minimizzare il rischio di patologie, piu che non sull’eventualita
che alcuni animali possano o meno ammalarsi.
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BENESSERE ANIMALE E CONSUMATORI: ASCOLTARE OGGI
PER MIGLIORARE DOMANI

GIORGI GIAN PIERO
Coop ltalia

Focus dell’intervento di Piero Giorgi, responsabile qualita carni Coop Italia, ¢ stata la
presentazione di una indagine condotta su consumatori di carne in merito alle richieste che
vengono poste all’attenzione della GDO.

Durante I’esposizione ¢ stato mostrato come Coop, stia lavorando per implementare il welfare
e 1’uso consapevole e razionato degli antibiotici, nelle filiere carne di sua pertinenza.

Questi sforzi sono stati molto apprezzati dalla platea di consumatori intervistata durante
I’indagine, che ha premiato Coop come insegna della GDO piu attenta a questo genere di
argomenti.

Da tenere in considerazione ¢ inoltre che i consumatori sono stati intervistati prima che
venisse conseguito un obiettivo particolarmente importante per Coop; infatti da Maggio 2021
tutti i suini destinati alla filiera Coop Origine non hanno subito il taglio della coda in scrofaia.

Questa pratica, sebbene concessa solo in deroga in Italia, sappiamo tutti che ¢ ancora troppo
diffusa e applicata sul territorio nazionale.

Infine, in un’ottica di sviluppo ¢ di miglioramento continuo delle filiere animali, durante
I’intervento nella giornata Sipas del 26/11/2021 ¢ stata lodata I’implementazione di sistemi
come il Classyfarm e il «Sistema di Qualita Nazionale per il benessere animale» (SQNBA),
che risultano essere un importante elemento per valutare il punto di partenza di ogni allevatore
e 1 passi avanti che vengono compiuti negli anni.
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ANTIBIOTIC FREE NELL’ALLEVAMENTO SUINO ITALIANO:
IL CONSUMATORE E RUOLO DELLAFILIERA

MONTRASI ALBERTO

Sempre piu si sente parlare in tv e nei social media del problema legato all’utilizzo indiscriminato
di antibiotici che verrebbe effettuato all’interno degli allevamenti intensivi. Mentre i mezzi
di comunicazione presentano un problema importante,questo tipo di comunicazione tende a
basarsi sul presupposto che il consumatore sia in grado di valutare in maniera critica e oggettiva
questo flusso di informazioni molto tecniche : in realta il consumatore ha spesso poco tempo e/o
poco interesse ad approfondire informazioni tecniche complesse.

L’uso spesso frequente e improprio degli antibiotici,ad es. utilizzo a dosi sub-terapeutiche
0 senza rispettare i tempi previsti dalla terapia, fatto in passato per sopperire a carenze di
naturale gestionale e strutturale negli allevamenti ha permesso la selezione di microrganismi
potenzialmente in grado di determinare fenomeni di antimicrobico resistenza .

Dalla nostra prospettiva di grande distribuzione vicina al consumatore ,possiamo constatare
che questi ultimi sono molto sensibilizzati rispetto all’utilizzo di antibiotici negli allevamenti
animali,con un opinione che solitamente si associa a “pericolosita”: si ritiene che il ricorso
agli antibiotici per stimolare la crescita degli animali da allevamento sia pericoloso per la
salute degli animali e dell’uomo. In aggiunta ¢ presente la convinzione che prevalga un uso
eccessivo ed inappropriato di antibiotici per non fare ammalare gli animali, che danneggia la
salute dei consumatori.

Per la maggior parte dei consumatori quindi una delle cause principali di preoccupazione ¢
rappresentata dai residui ,di antibiotici o ormoni, e dai contaminanti che possono essere
presenti nelle carni.

Si teme quindi che i prodotti di origine animale in vendita possano contenere residui di
sostanze , che possano quindi essere ingeriti dal consumatore.

Queste opinioni sull’uso di antibiotici negli allevamenti animali influenzano anche le scelte di
consumo,con un interesse crescente per gli alimenti riportanti ’etichetta “senza-antibiotici”

Pero molti consumatori non sono al corrente che nei prodotti di origine animale adibiti
al consumo umano vengono controllate le eventuali sostanze e i residui che potrebbero
costituire un pericolo per la salute pubblica, come le sostanze ad effetto anabolizzante e
quelle non autorizzate, i medicinali veterinari e gli agenti contaminanti.

A questo va aggiunto che gia a partire dal 2006 la Comunita Europea ¢ intervenuta andando a
vietare 1’utilizzo degli antibiotici come promotori di crescita, devono essere quindi autorizzati
per soli scopi terapeutici.

Peraltro,nel corso del tempo 1’utilizzo degli antibiotici ¢ calato notevolmente,perché tutti
i protagonisti delle attivita produttive si sono resi conto della necessita di portare alla
riduzione del consumo degli antibiotici e finalmente si ¢ arrivati al concetto “One Health™:
I’antimicrobico resistenza deve essere approcciata considerando la stretta correlazione fra
salute umana, salute animale ed ambiente.

Oggi vorrei quindi veicolare il concetto che la collaborazione fra i vari attori di questa filiera
puo portare a un miglioramento continuo in campo ¢ nella comunicazione, che deve essere
mirata verso un consumatore che puo avere una conoscenza limitata e poco tempo scegliere.

LE FILIERE IN CARREFOUR
Carrefour lavoro al concetto di “Filiera” fin dal 1992, prima ad esempio della problematica
emersa con la BSE.

27



Per Carrefour la Filiera non ¢ solo una sequenza di operatori che producono e distribuiscono
un prodotto.

Per Filiera intendiamo un progetto reale che prevede la stretta collaborazione di tutti gli
interpreti della catena produttiva, partendo ovviamente da chi ha la responsabilita diretta in
campo (allevatori ,agricoltori , veterinari) fino ad arrivare alla GDO e al consumatore

I prodotti di Filiera vengono realizzati andando a identificare caratteristiche produttive dei
singoli paesi,soprattutto selezionando fornitori interessati all’ obiettivo primario della filiera:
un graduale miglioramento delle pratiche di benessere degli animali nelle loro condizioni
di allevamento, un uso ragionato dei trattamenti antibiotici, e crucialmente un impegno
costante nel garantire la salubrita dei prodotti per il consumatore

Tutto questo progetto viene garantito dalla sottoscrizione di specifici disciplinari di produzione
e viene garantito dai numerosi controlli e analisi effettuati in ogni fase della produzione.

ASPETTI APPLICATIVI

Il punto cardine della gestione diun allevamento ¢ quello di garantire il benessere dell’animale.
Per definire il “benessere” dobbiamo necessariamente basarci sull’analisi dei tanti fattori
connessi con le condizioni di vita dell’animale, il rispetto dei suoi fabbisogni e la sua capacita
di adattamento all’ambiente.

Solo avendo chiaro questo aspetto di “multifattorialita” si pud garantire una migliore sanita
degli animali, con la conseguente riduzione degli interventi farmacologici

Misure adottate nella Filiera:

tutto parte da una gestione dell’allevamento che rientri all’interno di un sistema di
autocontrollo,che presenti specifiche istruzioni operative, specifiche procedure per la
gestione delle non conformita e soprattutto I’analisi dei dati cosi ottenuti per arrivare a un
miglioramento continuo della Filiera

Pianificare, attuare, valutare e migliorare: sono i quattro passaggi che permettono di
realizzare un metodo di gestione iterativo utilizzato per il controllo ed il miglioramento
continuo dei processi e dei prodotti

Alcuni obiettivi da considerare nella filiera del suino:

- Monitoraggio e realizzazione di un progressivo piano di miglioramento per tutte
quelle manifestazioni cliniche che traggono origine da situazioni di stress per 1’animale:
ferite,morsicature,lesioni agli arti e articolazioni fin dalla fase della nascita del suinetto;

- Metafilassi antimicrobica prescritta solo quando vi € una reale necessita di cure mediche.
Non dovrebbe mai essere usata in sostituzione di buone prassi di gestione.

- La profilassi non deve essere adottata in modo sistematico, ma deve essere riservata in casi
eccezionali

- Realizzare dei protocolli di gestione sanitaria degli allevamenti, da rivalutare a intervalli
regolari prendendo spunto da quanto verificatosi in allevamento

- Privilegiare un sistema di produzione «tutto pieno, tutto vuoto», prevedendo la pulizia
approfondita ¢ la disinfezione delle unita di produzione quando gli animali arrivano e sono
spostati all’interno e all’esterno dell’allevamento; cosa che avviene ad esempio in aziende a
ciclo chiuso o in situazioni di approccio integrato fra aziende di riproduzione e di ingrasso.
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- Potenziare le misure di biosicurezza impedendo I’ingresso dei patogeni in allevamento ¢
applicare una strategia di vaccinazione, ove pertinente;
- Applicare un efficace piano di pest control e di pulizia / sanificazione

- Alimentazione: agli animali devono essere somministrati alimenti di qualita,con
formulazioni studiate basate sullo stadio fisiologico degli animali. Gli alimenti devono
essere controllati attraverso specifici piani analisi;

- Acqua: gli animali devono avere sempre a disposizione acqua. Deve essere controllata per
verificarne la qualita;

- Perfetta funzionalita del sistema di ventilazione in modo da garantire la possibilita di
modificare le condizioni se vi € un’elevata frequenza di malattie respiratorie ricorrenti o se le
condizioni ambientali non sono buone (stress da caldo);

- Riesaminare la gestione dello svezzamento in casi di ricorrente diarrea: valutando in
particolare I’igiene, I’eta dei suini, I’uso di sistemi «tutto pieno, tutto vuoto», modi per ridurre
lo stress degli animali e alternative all’uso profilattico di antimicrobici;

- Un antimicrobico a spettro limitato deve sempre essere la prima scelta, a meno che precedenti
test di sensibilita - sostenuti se del caso da dati epidemiologici rilevanti - ne dimostrino
I’inefficacia. L’uso di antimicrobici ad ampio spettro ¢ di combinazioni di antimicrobici
deve essere evitato (ad eccezione di combinazioni fisse contenute in medicinali veterinari
autorizzati).

- Non utilizzare classi di antibiotici considerati di importanza critica in medicina umana (
ClAs)

Diventa quindi sempre piu necessario creare sistemi di produzione suina integrata che
permettano di garantire una gestione capillare di tutte le fasi produttive,dal mangimificio
all’allevamento .

La realizzazione del sistema ClassyFarm, sistema integrato finalizzato alla categorizzazione
dell’allevamento in base al rischio, € una innovazione tutta italiana che riteniamo possa
allinearsi con i principi di una Filiera della GDO, facilitando la collaborazione ed il dialogo
tra tutti gli interpreti della realta produttiva, aumentando cosi il livello di sicurezza e qualita
dei prodotti della filiera agroalimentare.

COMUNICAZIONE

Punto fondamentale, ma molto spesso dimenticato o non considerato, ¢ rappresentato dalla
corretta comunicazione che deve essere predisposta per spiegare tutto il lavoro fatto a monte
di un progetto di Filiera.

Il consumatore ha il potere di premiare o di affossare un prodotto a seconda di come viene
presentato e soprattutto non tutti i consumatori interpretano la stessa informazione alla stessa
maniera

Ecco perché deve essere realizzato un sistema semplice ma chiaro di etichettatura o di
informazione che i consumatori riconoscano e capiscano

Un sistema di comunicazione chiara potrebbe essere rappresentato dal progetto del “Sistema
di Qualita Nazionale per il Benessere Animale”, il quale si basa sul sistema del Classyfarm a
cui si assommano ulteriori requisiti di salute e di benessere animale superiori a quelli delle
pertinenti norme europee e nazionali.
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Tutto questo progetto avra la garanzia di essere controllato e verificato da Enti di Certificazione
accreditati

CONCLUSIONI

Il continuo miglioramento del livello di benessere animale in allevamento deve essere
garantito e mantenuto non attraverso 1’utilizzo indiscriminato dei trattamenti antimicrobici,
ma mediante una riduzione dell’incidenza delle malattie e permettendo all’animale di
massimizzare le proprie capacita di adattamento all’ambiente, riducendo i fattori stressanti
per mezzo di efficaci programmi di gestione aziendale, di profilassi, di biosicurezza ¢ di
potenziamento delle strutture di allevamento

L’associazione fra la presenza del Veterinario Aziendale,lIl sistema integrato Classyfarm ,le
attivazioni della ricetta elettronica,il futuro obbligo dell’utilizzo del registro elettronico dei
trattamenti e le linee guida predisposte per lo sviluppo delle Filiere della GDO rappresentano
un sistema integrato molto promettente per monitorare e migliorare i livelli di benessere
animale e di biosicurezza , individuando i punti critici sui quali intervenire, per promuovere
un utilizzo piu razionale dell’antimicrobico fino ad arrivare a una progressiva eliminazione
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PARTO LIBERO O GABBIA PARTO TEMPORANEA?
PANORAMICA SU LEGISLAZIONE, APPLICAZIONE DELLE
NORME E DECISIONI CHIAVE NELLA SCELTA DI
UN’ALTERNATIVA ALLA GABBIA PARTO

BAXTER EMMA M.

Animal Behaviour and Welfare, Animal and Veterinary Sciences Group, Scotland’s Rural
College, West Mains Road, Edinburgh, EH9 3JG, UK

Correspondence: Emma.Baxter@sruc.ac.uk

INTRODUZIONE

11 settore dell’allevamento intensivo del suino continua ad essere caratterizzato dall’uso di
gabbie parto convenzionali. Le gabbie parto hanno ben note conseguenze sul benessere,
in particolare per la scrofa, poiché il confinamento stretto impedisce comportamenti di
creazione del nido altamente motivati, interrompendo la modulazione ormonale del parto
e aumentando lo stress (Lawrence et al., 1994; Yun et al., 2015; Baxter et al. , 2018). La
riduzione del confinamento ha un impatto positivo per le scrofe ma anche per i suinetti, con
un miglioramento del comportamento materno, della qualita del colostro e dell’accesso
alla mammella (Pedersen et al., 2011; Yun et al., 2013, 2014). Sebbene esistano sistemi
alternativi per il parto e 1’allattamento, la loro applicazione ¢ risultata limitata per diversi
motivi, tra cui le preoccupazioni degli allevatori sul potenziale di sopravvivenza dei suinetti
piu piccoli, sulla facilita di gestione e sui costi. Tuttavia, la pressione per abolire tutti i
sistemi di confinamento ¢ in aumento. Il successo dell’iniziativa dei cittadini europei (ECI),
“End the Cage Age”, ha galvanizzato il dibattito sul futuro dei sistemi di confinamento. Cio
ha portato la Commissione europea a dichiarare che “entro la fine del 2023, avrebbe messo
in atto una proposta legislativa per eliminare gradualmente e infine vietare tutti i sistemi di
allevamento in gabbie”, possibilmente gia nel 2027. Cid seguirebbe un adeguato periodo
di transizione, dopo un una solida valutazione scientifica (o “controllo di idoneita”) sulle
attuali normative sul benessere animale (direttiva 98/58/CE del Consiglio).

Normative sulle gabbie parto, iniziative della produzione e dei consumatori

Norme che limitano I"uso delle gabbie parto sono in vigore in Svezia (dal 1987), Svizzera
(dal 1997 con un periodo di transizione di 10 anni) e Norvegia (dal 2000). Nuova Zelanda,
Austria e Germania hanno annunciato la graduale eliminazione delle gabbie parto entro il
2025, 2033 e 2036 rispettivamente. Al di fuori dell’Europa (a parte la Nuova Zelanda) non
ci sono regolamenti che vietino 1’uso delle gabbie, tuttavia negli Stati Uniti, la Proposition
12 (emanata in California nel 2018) evidenzia la tendenza a un maggiore dibattito tra le
varie parti interessate sull’uso continuato dei sistemi di confinamento. Tuttavia si concentra
solo sulle gabbie gestazione.

In Danimarca, gli allevatori hanno annunciato nel 2011 che entro il 2022 il 10% dei loro
allevamenti avra la fase di lattazione libera (Pig Research Centre, 2011). Nel Regno
Unito non ci sono impegni specifici per abolire 1’uso delle gabbie, tuttavia il 40% degli
allevamenti da riproduzione ¢ gia a parto libero, essendo allo stato brado, e si discute sui
sussidi governativi per pratiche di benessere piu elevate che non utilizzano gabbie parto.
I sussidi governativi sono stati proposti anche in altri paesi, come discusso in un recente
Workshop su parto e lattazione liberi (FFL21, 2021). Esistono anche schemi di etichettatura
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che si basano su un divieto di utilizzo di gabbie (ad es. RSPCA Assured, Soil Association)
o consentono 1’uso di gabbie per periodi di tempo limitati (ad es. Beter Leven, Danish 3
Hearts) (Heinola et al., 2021).

Quale sistema: parto libero o gabbie parto temporanee?

1. L’importanza della terminologia

L’uso della terminologia corretta ¢ importante per la trasparenza nei confronti del
consumatore ¢ delle altre parti interessate (Wu et al., 2021), ma anche perché esistono
differenze importanti nella progettazione e gestione di sistemi alternativi che influiscono
sulle prestazioni e quindi influenzeranno la scelta degli allevatori. Il termine “parto
libero”, che dovrebbe indicare un confinamento pari a zero, € spesso usato per descrivere
qualsiasi sistema alternativo alla gabbia parto convenzionale. Tuttavia, in molti casi, le
scrofe sono effettivamente in gabbia ¢ non possono girarsi liberamente durante il parto.
Il sistema alternativo pit comune disponibile in commercio e in funzione nei paesi senza
regolamenti sulle gabbie parto, ¢ la gabbia parto temporanea/confinamento temporaneo.
Tipicamente in questo sistema si mette in gabbia la scrofa fino a 3-7 giorni dopo il parto,
dopodiché rimane libera per la lattazione. La ricerca sull’uso di gabbie parto temporanee
¢ aumentata notevolmente negli ultimi 10-15 anni (Goumon et al., 2022) e la maggior
parte delle ditte costruttrici offre gabbie temporanee/apribili come alternativa alla gabbia
parto. Indipendentemente dal fatto che i sistemi parto siano veramente liberi (cio¢
nessuna gabbia o confinamento) o siano a confinamento temporaneo, c’¢ una grande
variabilita riguardo le dimensioni (cio¢ m2 per posto di scrofa), nelle caratteristiche di
progettazione e nella gestione. Ci sono box parto disegnati sulla scrofa e sulla nidiata,
dove viene aggiunta la possibilita di chiudere la scrofa temporaneamente allo scopo
di ridurre il rischio di schiacciamento dei suinetti neonatali. Altre gabbie temporance
hanno piu somiglianze con le tradizionali gabbie parto, con innovazioni limitate al
soddisfacimento delle esigenze comportamentali di scrofe e suinetti (per maggiori
dettagli vedere Goumon et al., 2022). I veri box parto liberi variano anch’essi in termini
di metratura e caratteristiche di progettazione, ma la maggior parte sono piu grandi dei
sistemi di gabbie o di gabbie temporanee per consentire la zonazione nel recinto (cio¢
aree diverse per svolgere funzioni diverse) per soddisfare i requisiti comportamentali
delle scrofe, per evitare di riposare, mangiare, bere e defecare nello stesso luogo (Baxter
etal., 2011).

2. Decisioni chiave
Il passaggio dalle gabbie parto convenzionali a qualsiasi alternativa implica prendere
una serie di decisioni importanti. Molte di queste decisioni comporteranno compromessi
tra le esigenze della scrofa, dei suoi suinetti, dell’allevatore e di altre parti interessate
(ad es. consumatori) e altre esigenze esterne (ad es. obiettivi ambientali). Il processo
decisionale ¢ a piu livelli. Se un allevatore sceglie di passare dalle gabbie parto a un
sistema alternativo, decidera prima di tutto se deve riadattare un edificio esistente o fare
una nuova costruzione. E probabile che quest’ultima sia la scelta ottimale, in quanto lo
spazio per posto scrofa (m2) dovrebbe aumentare dato che anche le gabbie convenzionali
e I’ingombro minimo che occupano non sono piu adatte per scrofe e nidiate di razze
moderne iperprolifiche, essendo entrambe notevolmente piu grandi di quando le gabbie
parto sono state introdotte negli allevamenti (Moustsen et al., 2011; Nielsen et al., 2018).
Contrariamente a una gabbia parto progettata in modo che la scrofa non possa girarsi,
i box per il parto libero e per il confinamento temporaneo devono lasciare spazio alle
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scrofe per girarsi. L’area necessaria dipende dalle dimensioni della scrofa e dal modo in
cui si muovono dinamicamente. L’adeguamento di una stalla richiedera la riduzione delle
dimensioni della mandria per facilitare il soddisfacimen to di questi requisiti di base ed ¢
improbabile che sia una strategia economicamente vantaggiosa a lungo termine.

Una volta presa questa decisione iniziale, ci sono molteplici fattori di pianificazione e
costruzione da considerare:
e Permessi
e Normative ambientali
e Costruzione per un confinamento temporaneo o per parto libero?
e Qual ¢ lo spazio minimo per posto scrofa?
e Quanti box per sala parto (considerando routine di lavoro, spazio per infermeria,
ventilazione)?
e Quale pavimento: solido, fessurato, parzialmente fessurato (considerando anche
la progettazione per poter fornire materiali manipolabili)?
e Quali sono le emissioni (interagisce con la pavimentazione + il sistema di
rimozione dei liquami/rifiuti)?
e Come gestire 'impianto (se in gabbia temporanea, quando/come chiudere e
aprire, se parto libero, come intervenire in sicurezza)?
e [l sistema ¢ a prova di futuro, il sistema scelto sara socialmente accettabile?

Ci sono poi decisioni specifiche da prendere riguardo il tipo di sistema ¢ le attrezzature
e gli accessori al suo interno che possono avere un impatto sul benessere degli animali,
sulle prestazioni, nonché sulle routine di gestione e sull’efficienza complessiva. Decidere
lo spazio minimo ¢ senza dubbio importante, ma la qualita dello spazio ¢ altrettanto
importante, compresi i dettagli del design che possono promuovere buoni comportamenti
materni (Baxter et al. 2011), una buona igiene (Andersen et al., 2020) e facilitare
routine di lavoro efficienti (Hansen, 2018; Heidinger et al., 2018). Ci sono poi varie
considerazioni generali sull’esecuzione di piu sistemi in un singolo allevamento (che
puo avere un impatto sulle prestazioni - King et al., 2019), oltre a considerare quale sia
il genotipo ottimale per il sistema scelto.

Conclusioni e ricerche future

Questa presentazione sintetizza le basi per aiutare gli allevatori, le parti interessate del
settore ¢ i responsabili politici ad affrontare il processo di transizione dalle gabbie parto
a box per un parto “libero” e fornire le decisioni e le scelte chiave necessarie.
L’efficienza del parto libero si basa sull’ottimizzazione delle “3 P” (pens, people, pigs).
Sebbene siano state condotte molte ricerche sulla progettazione ottimale delle alternative
alle gabbie parto, ¢ stata prestata meno attenzione all’ottimizzazione della selezione dei
suini e allo sviluppo di migliori pratiche per il personale di supporto. Questi aspetti
dovrebbero essere mirati ad uno sforzo per combinare la ricerca base con le conoscenze
che possono essere acquisite dai primi utilizzatori che diventano via via piu esperti con
sistemi di confinamento ridotti. Nonostante 1’ampia ricerca sui diversi sistemi, rimane
una mancanza di chiarezza su cio che funziona e cio che sara conforme in futuro. C’¢
anche una mancanza di conoscenza sui potenziali benefici a lungo termine di sistemi di
benessere piu elevati per i suini (ad es. longevita della scrofa, crescita dei suinetti e stato
di salute) e su come questi si traducano in benefici per gli altri stakeholder, compreso
come cid potrebbe avere un impatto sulla sostenibilita ¢ sugli obiettivi di sicurezza
alimentare (Buller et al., 2018).
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INTRODUZIONE

La crescente prolificita delle scrofe moderne ha portato ad un aumento della redditivita per
gli allevatori di suini, ma ha anche comportato complicazioni per quanto riguarda la gestione,
la salute e il benessere degli animali. E ad esempio aumentato il numero di suinetti nati
leggeri e di suinetti con ritardo della crescita intrauterina (IUGR), problemi che interessano
oggi il 30-40% dei suinetti. La compromissione della funzione intestinale € immunitaria in
combinazione con lo stress da svezzamento rende i suinetti appena svezzati estremamente
vulnerabili alle patologie. Di conseguenza, all’interno della produzione di suini, la maggior
parte degli antimicrobici viene utilizzata durante il post-svezzamento. I fattori di rischio per le
malattie del post-svezzamento comprendono: eta e peso allo svezzamento, scarsa assunzione
di mangime durante il periodo immediatamente successivo allo svezzamento, eccesso di cibo
(cioe grandi quantita di mangime in un basso numero di pasti), grandi quantita di nutrienti non
digeriti che arrivano all’ileo e diversi fattori gestionali (ad es. igiene, temperatura, correnti
d’aria, spazi di alimentazione). In passato, i nutrizionisti potevano “mascherare” le infezioni
gastrointestinali utilizzando antibiotici nei mangimi, livelli farmaceutici di zinco (Zn) e/o alti
livelli di rame (Cu) nelle diete dei suinetti. Tuttavia, in Europa non ¢ piu consentito 1’utilizzo
massivo di antibiotici nei mangimi dal 2006 e sono gia in vigore (ulteriori) restrizioni rispetto
a Cu e Zn nelle diete dei suinetti.

Interventi pre-svezzamento

I suinetti nella prima settimana di vita dovrebbero ricevere colostro e latte in quantita e di
qualita sufficienti. A partire dalla seconda settimana di vita si raccomanda poi la sommini-
strazione di mangime sottoscrofa (creep feed) ai suinetti. La transizione dietetica dal latte al
mangime esclusivamente solido ¢ uno dei fattori di stress piu importanti allo svezzamento,
che contribuisce al cosiddetto “ post-weaning dip “, cio¢ ad una drastica caduta in termini di
salute e performance dei suinetti. L’obiettivo della somministrazione di mangimi sottoscrofa
e quello di migliorare le prestazioni dei suinetti dopo lo svezzamento, abituando i suinetti a
mangimi solidi gia prima dello svezzamento. Gli effetti del creep feed sullo sviluppo dell’in-
testino (e sul microbiota) dipendono anche dall’eta di somministrazione, dalla composizione,
dai nutrienti e dal livello di assunzione. Gli effetti della somministrazione di creep feed sulle
prestazioni dei suinetti sono maggiori nei suinetti che lo consumano (i cosiddetti mangiatori)
e in particolare in quelli che ne consumano quantita relativamente elevate. Anche la compo-
sizione del creep feed, soprattutto I’appetibilita, puo influenzare I’assunzione di mangime e
il numero di suinetti che mangiano. Inoltre, le diete pre-svezzamento non dovrebbero essere
troppo ricche di nutrienti, poiché una dieta troppo ricca pud comportare 1’arrivo di una quan-
tita eccessiva di substrato al piccolo intestino con conseguente crescita eccessiva di potenzia-
li batteri patogeni e una sensazione prolungata di sazieta. Alcuni studi hanno dimostrato che
dopo lo svezzamento, una minore energia nella dieta possa effettivamente stimolare 1’assun-
zione di mangime, ma questo resta da confermare prima dello svezzamento.

Il successo di fornire mangime solido prima dello svezzamento nel migliorare le presta-
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zioni post-svezzamento non dipende solo dal livello di assunzione e dalla composizione del
creep feed e della dieta per svezzamento, ma dipende anche dalla loro somiglianza. Quando
il mangime sottoscrofa ¢ troppo diverso dalla dieta post-svezzamento, i suinetti potrebbero
non adattarsi alla dieta post-svezzamento, anche se I’assunzione di mangime sottoscrofa prima
dello svezzamento ¢ stata elevata, come dimostrato da uno studio di Heo et al. (2018). In que-
sto studio ai suinetti sottoscrofa & stato somministrato o un mangime sottoscrofa, o una dieta
per svezzamento o una dieta per scrofe, mentre dopo lo svezzamento € stata somministrata
la dieta di svezzamento che alcune nidiate avevano gia ricevuto prima dello svezzamento. Le
nidiate alimentate con sottoscrofa prima dello svezzamento hanno avuto 1’assunzione totale
di mangime piu alta prima dello svezzamento. Nelle prime due settimane dopo lo svezzamen-
to, tuttavia, 1 suinetti che sono stati alimentati con la dieta di svezzamento prima e dopo lo
svezzamento hanno avuto un’assunzione di mangime post-svezzamento maggiore rispetto agli
altri due gruppi e un aumento di peso corporeo post-svezzamento maggiore rispetto al gruppo
alimentato con sottoscrofa. E interessante notare che il gruppo con dieta per scrofe ha avuto
un aumento di peso corporeo intermedio nelle prime due settimane dopo lo svezzamento e una
migliore efficienza alimentare tra la settimana 2 e 5 dopo lo svezzamento rispetto agli altri due
gruppi. Inoltre, questi risultati possono suggerire che la somiglianza tra la composizione della
dieta pre e post-svezzamento ¢ piul importante per le prestazioni post-svezzamento rispetto al
livello di assunzione di mangime prima dello svezzamento. Si ritiene quindi importante fornire
la stessa dieta (almeno ’ultima settimana/giorni) prima dello svezzamento e nel periodo inizia-
le dopo lo svezzamento, affinché i suinetti riconoscano la dieta post-svezzamento non solo a
livello comportamentale (ridurre la neofobia alimentare), ma anche fisiologico.

Interventi post-svezzamento

Immediatamente dopo lo svezzamento i suinetti sperimentano una anoressia a breve termine,
con l’assunzione di energia che non viene ripristinata ai livelli pre-svezzamento fino a
2 settimane dopo lo svezzamento. La scarsa assunzione di mangime, insieme allo stress
dello svezzamento, determina una ridotta funzionalita gastrica e di barriera, inflammazione
intestinale e alterazioni istologiche dell’intestino tenue (es. atrofia dei villi), riducendo cosi
I’attivita degli enzimi. Questi cambiamenti fanno si che I’integrita della mucosa intestinale dei
suinetti sia compromessa, aumentando il rischio di infiammazione, provocando 1’accumulo di
nutrienti non digeriti nell’intestino crasso e la crescita eccessiva di batteri nocivi. Tutto questo
ha come effetto quello di aumentare la sensibilita dei suinetti alle infezioni batteriche enteriche.
E quindi importante favorire e stimolare I’assunzione di mangime nei suinetti appena svezzati
(ad es. utilizzando una dieta di transizione o la stessa dieta del periodo pre-svezzamento). Per
promuovere la salute intestinale dei suinetti svezzati, € stata studiata e rivista un’ampia gamma
di interventi nutrizionali, in particolare sono stati testati diversi ingredienti funzionali e additivi
per mangimi.

1. Funzionalita della barriera gastrica- ruolo di sali minerali e proteina grezza

La prima misura nutrizionale per mantenere sani i suinetti ¢ controllare il pH dello stomaco
per stabilire una buona barriera e funzionalita gastrica. La capacita dello stomaco di digerire
efficacemente i nutrienti dipende dal pH e dalla velocita di svuotamento, dalla composizione
della dieta, dalle dimensioni delle particelle alimentari e dalla quantita di secrezioni gastriche
prodotte. I suinetti giovani, tuttavia, producono solo basse quantita di HCL, il pH dello stomaco ¢
quindi elevato con una conseguente riduzione della digestione dei nutrienti. La ridotta ingestione
insieme alla somministrazione di cibo in pochi pasti e quindi la relativamente elevata assunzione
di mangime solido per pasto durante I’immediato periodo successivo allo svezzamento, puo
provocare un aumento e una variazione del pH dello stomaco dei suinetti appena svezzati. Un
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pH elevato dello stomaco aumenta la quantita di proteine non digerite che entrano nel tratto
intestinale, aumenta il rischio di diarrea post-svezzamento e puo compromettere la funzione di
barriera gastrica. E noto che la capacita tampone della dieta pud modulare il pH gastrico (Fig.
1A) e la quantita di HCL necessaria per acidificare il contenuto dello stomaco.

La capacita tampone degli ingredienti dei mangimi puo essere definita dalla cosiddetta capacita
di legame degli acidi (ABC) ed ¢ definita come la capacita di un ingrediente di resistere a
una variazione del pH. Gli ingredienti con un alto valore ABC-4 (cio¢ la capacita di legare
I’acido a pH 4) hanno un effetto piu forte sulla neutralizzazione del pH nello stomaco rispetto
agli ingredienti con un basso valore ABC-4 (Fig. 1B). Il valore ABC-4 di una dieta sembra
dipendere dal contenuto di proteine grezze, dal contenuto di ceneri e dal contenuto di sali
minerali. Tuttavia, sono coinvolte anche la capacita di ritenzione idrica, la pressione osmotica
intrinseca e la dimensione delle particelle della dieta. Per migliorare la funzionalita dello
stomaco I’ABC-4 della dieta dovrebbe essere di circa 250 meq/kg.

Figura 1. Correlazione tra il valore ABC-4 della dieta e il pH dello stomaco.
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I dati in figura A mostrano la correlazione tra il valore ABC-4 di 31 diete sperimentali co-
stituite da mangimi ricchi di proteine (6-8 suinetti/trattamento sperimentale) (2017-2019;
Schothorst Feed Research, Lelystad, The Netherlands). 11 valore ABC-4 ¢ stato misurato in
meq/kg utilizzando la metodologia descritta da Lawlor et al. [147]. Ogni punto rappresenta
il pH medio dello stomaco per singola dieta. La figura B mostra I’effetto dell’acidificazione
della dieta sul pH dello stomaco a livello individuale. Le diete in sperimentazione contene-
vano uno dei tre diversi mangimi ricchi in proteine note per il loro valore ABC-4: alto (cioe¢
farina di pesce), intermedio (cio¢ farina di semi di soia hipro) e basso (cio¢ glutine di mais).
I valori in figura B rappresentano il pH dello stomaco di tutti i mangimi ricchi di proteine
insieme. Le diete a basso contenuto di ABC-4 sono state acidificate sostituendo il calcare in
polvere con formiato di calcio (completamente o parzialmente) e I’aggiunta di acido citrico.
Le altre diete non modificate non contenevano acidi organici. Il valore medio di ABC-4 della
dieta non modificata era 308 mEq/kg (DS =26) e 243 mEq/kg (DS = 95) per le diete a basso
ABC-4. 1l pH medio dello stomaco per la dieta non modificata era 4,22 (SD = 0,997), e 3,57
(DS = 1,075) per la dieta a basso contenuto di ABC-4.

Oltre a controllare il grado tampone della dieta ¢ anche importante concentrarsi sul ruolo della
proteina grezza (CP), delle fibre e dei grassi. Tradizionalmente, le diete per suinetti svezzati
sono piuttosto ricche di energia ¢ CP, per compensare la bassa assunzione di mangime durante
la fase immediatamente successiva allo svezzamento. Tuttavia, livelli elevati di PG sono noti
per essere uno dei principali fattori di rischio per la diarrea post-svezzamento nei suinetti
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svezzati. Pertanto, i livelli di CP nelle diete dei suinetti dovrebbero essere ridotti almeno
durante le prime 2 settimane dopo lo svezzamento. Le fonti di CP selezionate per le diete
dei suinetti post-svezzamento devono essere facilmente digeribili, avere un impatto minimo
sul pH dello stomaco (basso valore ABC-4) e la quantita di CP associata alla fibra dovrebbe
essere limitata. I contenuto di CP della dieta puo essere ridotto bilanciando per limitare gli
aminoacidi (AA) e per evitare carenze di AA. I suinetti hanno bisogno di AA per depositare
le proteine e rinnovare il turnover delle proteine corporee. La lisina ¢ il primo AA limitante
per i suini alimentati con diete a base di cereali e la sua funzione principale ¢ il mantenimento
della sintesi proteica corporea. Tuttavia, anche altri AA (semi)essenziali possono essere
utilizzati nelle diete post-svezzamento dei suinetti per il loro ruolo nel promuovere lo
sviluppo ¢ la salute intestinale (es. miglioramento della morfologia intestinale, aumento della
proliferazione delle cellule epiteliali e mantenimento dell’integrita della mucosa intestinale),
come per ad esempio glutammina, treonina e triptofano.

2. Ruolo della fibra alimentare

L’inclusione della fibra alimentare nelle diete post-svezzamento ¢ un argomento controverso,
poiché la fibra puo ridurre I’assunzione di mangime e ridurre la digeribilita dei nutrienti,
quindi puo aumentare il rischio di proliferazione di batteri patogeni nel tratto gastrointestinale
(GIT). Questi risultati cosi controversi sono in parte dovuti alla mancanza di informazioni
sugli effetti funzionali della fibra alimentare, come la modifica delle caratteristiche fisico-
chimiche del digesta o le caratteristiche di fermentazione dei diversi mangimi. Pertanto, &
necessario valutare la fibra da un punto di vista funzionale, anziché da un punto di vista
analitico. Dal punto di vista funzionale, la fibra alimentare puo essere classificata in: fibra
inerte (ICHO) - carboidrati non digeribili e non fermentabili nel GIT dei suinetti; e fibra
fermentescibile (FCHO) - carboidrati che non vengono digeriti ma vengono fermentati
nell’intestino crasso dei suinetti. Gli ingredienti principali generalmente utilizzati come fonti
di ICHO sono crusca di frumento, bucce di avena, bucce di girasole e paglia di frumento.
Draltra parte, le principali fonti di FCHO sono polpa di barbabietola da zucchero, bucce di
soia, polpa di agrumi, polpa di cicoria e inulina.

Si ritiene che ’inclusione di fonti di fibre ricche di ICHO nelle diete post-svezzamento come
strumento per diluire il livello di energia nella dieta aumenti 1’assunzione di mangime e
aumenti la velocita di passaggio del contenuto intestinale. Quest’ultimo, comportera una
riduzione della proliferazione di batteri patogeni nell’intestino tenue. Gerritsen et al., (2012)
hanno dimostrato che quando una dieta standard per svezzati veniva diluita con 1’aggiunta
di 128 g di ICHO (50 g di paglia di frumento e 100 g di bucce di avena/kg di mangime),
I’assunzione di mangime ¢ I’ADG dei suinetti aumentavano tra i giorni 28 ¢ 42 giorni di eta
rispetto ai suinetti alimentati con una dieta standard a base di cereali (cioé controllo negativo)
o una dieta di controllo positivo ricca di sottoprodotti lattiero-caseari e aminoacidi cristallini
(Tabella 1). Nello stesso esperimento, la dieta ICHO ¢ stata associata ad un aumento del
peso dello stomaco e dell’attivita dell’amilasi negli enzimi del bordo del pennello nell’ileo.
Inoltre, I’inclusione di ICHO ha comportato una minore conta di E. coli nell’ileo e nel colon
digesto. Pertanto, si suggerisce che gli effetti fisiologici dell’inclusione di fonti di fibre ICHO
nelle diete post-svezzamento sembrano essere correlati alla promozione dell’assunzione di
mangime dei suinetti insieme a un migliore sviluppo del GIT. Sebbene I’inclusione di ICHO
abbia aumentato 1’assunzione di mangime dei suinetti, la diluizione delle diete con la fibra
ICHO impedisce che i suinetti vengano sovralimentati con sostanze nutritive che non possono
digerire, riducendo il rischio di proliferazione di batteri patogeni. Inoltre, alcune fonti di fibre
inerti come crusca di frumento e paglia di frumento potrebbero ridurre 1’adesione di E. coli
ai recettori intestinali bloccandone 1’adesione (Molist et al., 2017).
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Tabella 1. Effetto della fonte di fibre alimentari sulle prestazioni dei suinetti tra 28 e 42 giorni
di eta (adattato da Gerritsen et al., 2012).

Dieta * SEM  P-value
PC NC ICHO
Assunzione media giornaliera di mangime (g/giorno)  280.8Y 284.1Y 328.1* 6.82  0.001

Incremento medio giornaliero (g/giorno) 209.2 2298 240.0 543 0.102
Rapporto di conversione del mangime 0.75*  0.81¥ 0.73* 0.02 0.001
Attivita dell’amilasi nel digiuno (mmol/g proteina) 0.030 0.028  0.032 0.001 0.060
Peso dello stomaco (% relativa al peso corporeo) 0.78¥ 0.76¥  0.89* 0.04 0.103
E. coli ileo (Log10/g) 5.6* 48w 3.8 0.01  0.021
E. coli colon (Log 10/g) 6.8* 5.6* 3.9¢ 0.42  0.002

Diversi apici (X,y) nella stessa riga indicavano una differenza significativa (P<0,05).

A Diete: PC (controllo positivo), NC (controllo negativo), ICHO (dieta diluita con 50 g
di paglia di grano e 100 g di bucce di avena/kg); (10 box con 6 suinetti per box per ogni
trattamento).

Le fonti di fibre fermentescibili (FCHO) stimolano la produzione di acidi grassi a catena corta
(SCFA) nel GIT. Molist et al., (2009) hanno osservato un forte aumento della concentrazione
di SCFA nel cieco dei suinetti alimentati con diete contenenti da 40 a 80 g di crusca di
frumento o da 30 a 60 g di polpa di barbabietola da zucchero/kg di mangime rispetto ai
suinetti alimentati con una dieta povera di fibre nel periodo dal 10° al 15° giorno dopo lo
svezzamento. Tuttavia, va tenuto presente che la capacita fermentativa dei suinetti durante
lo svezzamento potrebbe essere limitata e quindi I’inclusione di elevate quantita di FCHO
(>100 g FCHO/kg) potrebbe provocare una disbiosi intestinale e di conseguenza diarrea. Si
consiglia pertanto di aumentare i livelli di FCHO e di ridurre i livelli di ICHO nella dieta
quando il suinetto ¢ adattato al periodo successivo allo svezzamento e si ¢ sviluppato il GIT.
Per quanto riguarda la fibra alimentare si puo concludere che intorno allo svezzamento ¢
consigliabile includere nella dieta livelli moderati (da 50 a 80 g ICHO/kg) di fibra ICHO
per: (1) diluire I’energia della dieta (a circa 2100 Kcal NE) ed evitare diarrea a causa della
riduzione dell’accumulo di nutrienti non digeriti; e (2) aiutare i suinetti a ripristinare la loro
funzione intestinale il pit rapidamente possibile dopo lo svezzamento.

3. Ruolo dei grassi

Per quanto riguarda I’effetto delle diverse fonti di grasso o il livello di grasso nelle diete nel
promuovere la salute intestinale dei suinetti, sono disponibili meno informazioni rispetto alla
fibra alimentare o alla proteina. Tuttavia, alcuni studi hanno suggerito che 1’uso di acidi grassi
omega 3, ad esempio dall’olio di pesce, puo avere un effetto benefico sulla salute intestinale,
mentre altri studi non hanno riscontrato tale effetto (Li et al., 2014). Tuttavia, ¢ importante
notare che quando i suinetti hanno la diarrea, il primo nutriente che avra una digestione alterata
¢ il grasso. La proliferazione di batteri patogeni nel GIT comportera la degradazione degli
acidi biliari che si tradurra in una minore digeribilita dei grassi. Per assicurare che i grassi
utilizzati nella dieta siano ben digeriti ¢ necessario tenere in considerazione il rapporto tra gli
acidi grassi insaturi ¢ gli acidi grassi saturi. Come mostrato nella Figura 2, questo rapporto
dovrebbe essere compreso tra 3 e 4 per i suinetti. Inoltre, in condizioni di challenge, I’utilizzo
di acidi grassi a catena lunga dovrebbe essere limitato, mentre 1’inclusione di ingredienti
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ricchi di acidi grassi a catena media come olio di cocco o olio di palmisti ¢ consigliata, perché
la digestione e I’assorbimento sono meno complessi e piu veloci rispetto agli acidi grassi
a catena lunga. Alcuni studi hanno suggerito che gli acidi grassi a catena media abbiano
proprieta antimicrobiche principalmente nei confronti dei batteri Gram +.

Figura 2. Correlazione tra percentuale di acidi grassi insaturi: acidi grassi saturi (rapporto
U:S) nella dieta e relativa percentuale di assorbimento (%) dei grassi nei suinetti post-
svezzamento (Doppenberg. & van der Aar, 2010).
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Implicazioni pratiche

- La composizione della dieta pre-svezzamento e post-svezzamento, cosi come la loro
interazione, sembrano essere molto importanti nel loro potenziale di supportare la salute
dell’intestino dei suinetti e le prestazioni durante lo svezzamento. E quindi fondamentale
utilizzare un approccio strutturato per le strategie nutrizionali dai primi giorni dopo la nascita
alle prime settimane dopo lo svezzamento per ridurre i problemi gastrointestinali dei suinetti
e la morbilita, la mortalita e 1’uso di antimicrobici.

- Nei primi giorni di vita, I’obiettivo della formulazione ¢ aumentare la sopravvivenza dei
suinetti, poi, nelle settimane successive alla nascita, 1’obiettivo ¢ stimolare lo sviluppo ¢ la
maturazione intestinale. Verso lo svezzamento, >obiettivo ¢ stimolare bassunzione di mangime
solido da parte dei suinetti per prepararli allo svezzamento e prevenire la carenza e eccesso
di cibo e il conseguente calo della crescita post-svezzamento e la disbiosi gastrointestinale.
Poiché lo svezzamento ¢ molto stressante per i suinetti, le strategie nutrizionali dovrebbero
innanzitutto mirare alla salute e alla funzionalita dell>intestino.

- Peravere successo dopo lo svezzamento € necessario concentrarsi su una buona funzionalita
dello stomaco dei suinetti riducendo la capacita di legare gli acidi della dieta. Adeguare la
proteina grezza, la fibra e il grasso alle esigenze dei suinetti. Supportare la salute intestinale
dei suinetti dopo lo svezzamento riducendo il contenuto di proteine grezze includendo
amminoacidi funzionali e ottimizzando i rapporti tra la fibra fermentescibile e quella inerte.
Un buon inizio dopo lo svezzamento € un successo per le successive fasi di crescita.
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SVEZZAMENTO SENZA OSSIDO DI ZINCO:
LA PROSPETTIVA DANESE

SORENSEN ULRICH KRISTINA

PhD, Product Manager, Vilomix

INTRODUZIONE

L’utilizzo di ossido di zinco (ZnO) a livello terapeutico ¢ efficace contro i batteri
gastrointestinali che spesso causano diarrea nei suinetti durante il periodo di transizione e
post-svezzamento.

Tuttavia, da giugno 2022 I’UE imporra il divieto all’uso di ZnO a dosi terapeutiche nelle diete
per svezzamento. La decisione ha avviato un’intensa ricerca per una soluzione alternativa, e
una delle prime soluzioni proposte ¢ stata quella di modificare la formulazione dei mangimi.
Tuttavia, con I’avvicinarsi della scadenza, sta diventando sempre piu chiaro che non si possa
trovare la soluzione in un singolo ingrediente o nella sola formulazione. Per avere successo
nello svezzamento senza I’aiuto di ZnO ¢ necessaria una soluzione multifattoriale in cui
lo stato di salute, la gestione ¢ I’igiene devono essere combinati con strategie alimentari ¢
integrazioni in una soluzione completa.

Le esperienze pratiche nella produzione danese ne danno prova.

Criticita dello svezzamento

La brusca separazione dalla scrofa rappresenta un forte stress per i suinetti. Oltre a questo, lo
svezzamento ¢ un periodo critico, in cui i suinetti dovranno approcciarsi ad un nuovo schema
alimentare, a un nuovo modo di bere, al rimescolamento con altri suinetti, allo stabilimento di
una nuova gerarchia. A questo va associato il passaggio a un nuovo ambiente, e la transizione
dal latte ad un mangime solido, a base vegetale, contenente proteine e carboidrati piu
complessi (Lalles et al., 2007; Pluske et al., 1997).

Lo svezzamento provoca spesso una condizione di anoressia, caratterizzata da una ridotta
assunzione di mangime nei giorni immediatamente successivi allo svezzamento. Questo
accade perché lo svezzamento avviene a 3-4 settimane quando il tratto gastrointestinale (GI)
del suinetto ¢ ancora in via di sviluppo e non ancora completamente funzionante.

E necessario un costante apporto di nutrienti per supportare lo sviluppo del tratto
gastrointestinale. L’assunzione di mangime e quindi uno stomaco pieno sono importanti per
mantenere la struttura dei villi e le cellule intestinali responsabili dei processi digestivi e di
assorbimento (Burrin et al., 2000; Heo et al., 2013). Se questo non avviene, si avranno di
conseguenza diarrea e crescita ridotta.

Come ampiamente descritto in letteratura, allo svezzamento si assiste ad una atrofia dei villi e
a una iperplasia delle cripte. Pit lunghi sono i villi, maggiore ¢ la superficie di assorbimento.
La funzione delle cripte ¢ quella di produrre nuove cellule che migrano verso 1’alto a formare
i villi. Quando si verifica un’atrofia dei villi, le cripte tentano di aumentare la produzione di
nuove cellule, e diventano piu profonde. Questi cambiamenti strutturali riducono la superficie
per la digestione e 1’assorbimento dei nutrienti. I cambiamenti nella struttura intestinale sono
piu pronunciati quanto piu precoce € lo svezzamento (Pluske et al., 1997; Hedemann et al.,
2003; Heo et al., 2013; Hampson 1986).

I cambiamenti morfologici nell’intestino tenue dopo lo svezzamento sono anche associati
ad un declino dell’attivita enzimatica delle cellule intestinali (Pluske 1997). Gli enterociti
rappresentano il 90-95% delle cellule epiteliali delle cripte e dei villi, e sono responsabili
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della secrezione degli enzimi digestivi (Cheng e Leblond, 1974). L’atrofia dei villi puo essere
in parte responsabile della ridotta attivita enzimatica (Hampson e Kidder, 1986). Tuttavia,
anche la somministrazione pitt 0 meno precoce di mangime sottoscrofa, 1’eta del suinetto allo
svezzamento, la quantita di mangime consumato ¢ la composizione del mangime possono
influenzare I’attivita enzimatica nel piccolo intestino.

Dopo il periodo di anoressia con ridotta assunzione di mangime subito dopo lo svezzamento,
il consumo di mangime inizia ad aumentare. In un intestino danneggiato, con una superficie
ridotta per I’assorbimento, parte del mangime rimarra non assorbita nell’intestino. Questo
mangime non assorbito potra fungere da substrato per batteri come E. coli e causare diarrea
(Nabuurs et al., 1994). Inoltre, il mangime non assorbito puo anche indurre una diarrea
osmotica, che puo aggravare la diarrea causata da E. coli (Hampson e Kidder, 1986).

Lo svezzamento e i numerosi cambiamenti che ne derivano hanno un effetto negativo anche
sul sistema immunitario. Il suinetto non ¢ piu coperto dall’immunita passiva (Nabuurs,
1998; Pluske, 1993) e il suo sistema immunitario non ¢ ancora completamente sviluppato
e funzionante. Di conseguenza, non puo rispondere adeguatamente a fattori esterni. Inoltre,
non si ¢ ancora stabilito un microbioma stabile. La composizione del microbioma riflette in
gran parte la composizione del mangime e la presenza di mangime nell’intestino (Leser et
al., 2000), quindi il passaggio dal latte di scrofa al mangime solido induce un riarrangiamento
della comunita batterica e spesso causa disturbi gastrointestinali (Jensen, 1998). Quando
questo si associa ai fattori di stress dello svezzamento, si presenta una situazione critica che
spesso ha come conseguenza diarrea e crescita ridotta.

Perché un bando dello zinco ossido?

Lo ZnO utilizzato a fini terapeutici (fino a 2500 ppm) ¢ un degno successore dei promotori
della crescita, poiché migliora le prestazioni e la salute dei suinetti e, inoltre, riduce le infezioni
da E. coli e, di conseguenza, la diarrea (Starke, 2014). Tuttavia, questo uso di ZnO ¢ stato
collegato alla resistenza microbica (Bednorz et al., 2013). Inoltre, il livello farmacologico
supera di gran lunga il fabbisogno nutritivo dell’animale, il che significa che vengono escreti
con le deiezioni grandi volumi di zinco che finiscono nel terreno, con un impatto negativo
sulla biodiversita. Su questa base, 1'uso dello zinco ossido a livelli farmacologici nei mangimi
per suinetti sara vietato nell’UE a partire da giugno 2022 (European Medicines Agency,
2016). Nella produzione suina danese ¢ stato gradualmente eliminato dal 2000.

Lo svezzamento: un esercizio multi-disciplinare

La diarrea post-svezzamento ¢ costosa per ’allevatore di suini ¢ porta a un alto tasso di
mortalita dei suinetti. Per questo la fase dello svezzamento merita molta attenzione. Sebbene lo
ZnO farmacologico sia facilmente sostituibile con uno o piu additivi funzionali per mangimi,
I’effetto complessivo non ¢ stabile (Rhouma et al., 2013). La soluzione sembra invece
risiedere in una strategia molto piu completa, che inizia con una valutazione approfondita
della strategia di gestione, igiene, salute, strutture, mangimi e strategia alimentare. Nella
produzione suina danese, le molteplici esperienze pratiche hanno fornito la prova che la
strategia multidisciplinare, che considera tutti questi aspetti, ¢ quella vincente quando si
sospende 1’uso dello ZnO nei mangimi per lo svezzamento dei suinetti (Weber et al., 2019).

Focus sul mangime

I mangimi e gli ingredienti dei mangimi hanno un’influenza primaria sulla produzione perché
una composizione corretta che si adatta alle esigenze del singolo allevamento ¢ fondamentale
per le performance.

L’alimentazione ¢ un atto di equilibrio. In altre parole, i componenti del mangime ¢ la
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loro digeribilita devono essere continuamente adattati al livello di produzione del suino.
Un’alimentazione e una strategia di alimentazione improprie possono portare a perdite
produttive e a squilibri come la diarrea. E disponibile un’ampia gamma di additivi per
mangimi per contrastare I’impatto negativo della transizione allo svezzamento e supportare
il suinetto (Rhouma et al., 2013).

I cambiamenti nel tratto gastrointestinale causati dallo svezzamento, come la ridotta area
di assorbimento e la bassa capacita enzimatica, sono una grossa sfida per la scelta della
composizione del mangime e la strategia alimentare.

Quando si parla di diarrea in fase di crescita e svezzamento nei suinetti, il contenuto di proteine
grezze gioca un ruolo importante ed ¢ il primo fattore da regolare per ridurre o evitare focolai
di diarrea. E ben documentato in letteratura e dimostrato nella pratica che un livello pit
basso di proteine grezze nella dieta per lo svezzamento puo ridurre la diarrea. Questo perché
sono disponibili meno proteine non digerite per la fermentazione microbica (Bikker et al.,
2007; Heo et al., 2008). Inoltre, ¢ estremamente importante che al suinetto vengano offerte
fonti proteiche di buona qualita e facilmente digeribili, poiché I’intestino del suinetto ha una
ridotta tripsina disponibile per il processo digestivo e il tratto gastrointestinale ha una scarsa
capacita di digerire le proteine grezze subito dopo lo svezzamento (Hedemann e Jensen,
2004). I componenti del mangime come la caseina, per la quale il suinetto ha gia gli enzimi, e
il concentrato proteico di soia vengono digeriti e assorbiti rapidamente e facilmente, mentre
le fonti proteiche come frumento, farina di semi di soia e farina di semi di colza vengono
digerite e assorbite piu lentamente (Nergaard, 2019).

Diversi allevatori di suini danesi che non utilizzano ZnO durante lo svezzamento
preferiscono ingredienti come concentrato di proteine di patata, concentrato di proteine di
soia, componenti del latte e farina di pesce per ottenere una buona performance (Poulsen e
Weber, 2020). Inoltre, il plasma ¢ una buona fonte di aminoacidi, poiché la digeribilita del
plasma ¢ incredibilmente alta e il profilo amminoacidico ottimale.

La maggior parte dei produttori di suini e mangimi danesi segue le raccomandazioni fornite
dal Centro danese diricerca sui suini, SEGES, direttamente o con adeguamenti ove necessario.
La pratica ampiamente utilizzata comprende tre diverse diete nell’intervallo di peso 6-9 kg,
9-15 kg e 15-30 kg (Tybirk et al., 2021).

Per ridurre il rischio di diarrea quando lo ZnO non sara piu consentito nei mangimi, si
raccomanda una serie diversa di raccomandazioni per un’alimentazione piu “delicata”, con un
livello inferiore di proteine grezze. Dato che questa modifica potrebbe essere associata ad una
minor crescita del suinetto, ¢ possibile soddisfare il fabbisogno di amminoacidi aggiungendo
una fonte proteica altamente concentrata come il plasma. Nella maggior parte dei casi, sara
sufficiente utilizzare la formulazione meno proteica nella prima fase e, possibilmente, nella
seconda.

Il contenuto di calcio dovrebbe poi essere inferiore, poiché un’elevata concentrazione di
carbonato di calcio aumenta il rischio di diarrea. I livelli di calcio devono essere bilanciati
per diminuire il rischio di diarrea e massimizzare la mineralizzazione ossea (Tybirk et al.,
2021). E importante ricordare che un suinetto con diarrea puo assumere poco Ca a causa della
ridotta assunzione di mangime. Per questo motivo, se il suinetto assume una corretta quantita
di alimento, si pud considerare di mantenere un livello pit basso di Ca nel mangime.
L’assunzione di mangime ¢ di grande importanza per il successo dello svezzamento. I suini
che hanno una buona e continua assunzione di mangime subiscono molti meno cambiamenti
intestinali. Esiste una correlazione positiva diretta tra 1’altezza dei villi intestinali e
I’insorgenza di diarrea (Spreeuwenberg, 2002). Per preparare il suinetto al passaggio dal
latte al mangime solido, ¢ importante introdurre mangime solido (creep feed) nel box parto.
Questa strategia abitua il maiale a un’alternativa al latte e stimola la prima produzione di
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enzimi (Partridge, 1989). Inoltre, I’assunzione di mangime aumenta se i pasti sono piu volte
al giorno con quantita minori di mangime. Un apporto uniforme di alimento all’intestino
garantisce 1’apporto di nutrienti efficacie per mantenere la morfologia intestinale.

L’approccio multi-fattoriale

Un approccio unilaterale alla sfida dello svezzamento della diarrea riduce significativamente
il tasso di successo. Il mangime, gli ingredienti del mangime e la strategia alimentare sono di
grande importanza per la crescita e il benessere del suinetto e il rischio di diarrea (Rhouma
et al., 2017) durante lo svezzamento senza 1’uso di ZnO. Ma I’alimento da solo non puo
risolvere il problema.

Uno studio sugli allevatori danesi che svezzano suini senza ZnO mostra che ¢ necessaria un
intervento su piu fronti. In particolare, un elevato livello di igiene e la garanzia di ingestione
di mangime e acqua (Weber et al., 2019). E poi fondamentale che ogni allevatore abbia una
strategia chiara di disinfezione e igiene e di gestione che ottimizzi la salute dell’allevamento.
La gestione deve considerare ’eta allo svezzamento, una strategia per mescolare i suinetti e
una strategia di alimentazione, in cui la composizione e I’assunzione sono particolarmente
importanti. Il mangime puo essere ottimizzato secondo tutti i migliori principi, ma se i suinetti
non lo mangiano, non ci saranno effetti positivi sulla crescita, né supporto alla maturazione
della funzione gastrointestinale. Un’ottima alimentazione deve essere associata a molte altre
considerazioni affinché il suinetto possa raggiungere il suo pieno potenziale.

CONCLUSIONI

Lo svezzamento induce grandi cambiamenti biologici al suinetto, con conseguenze a breve
e lungo termine per la sua crescita e la sua salute. Il mangime ¢ il principale fattore chiave
per la crescita dei suinetti e deve essere adattato a ciascuna fase dello sviluppo del suinetto.
Tuttavia, ¢ fondamentale che gli allevatori seguano una chiara strategia di gestione, igiene,
salute e nutrizione per ridurre al minimo gli effetti dello stress da svezzamento ed evitare la
diarrea. Seguendo una strategia multidisciplinare di svezzamento, ¢ possibile allevare suini
in modo piu produttivo.
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DEMEDICALIZZAZIONE DA OSSIDO DI ZINCO:
UN PROBLEMA O UN’OPPORTUNITA?
PRIMA PARTE

CONTE FABRIZIO

Responsabile formulazione Gruppo Martini SpA

Dal 25 giugno 2022 non sara piu possibile utilizzare 1’0ssido di Zinco, come premiscela
medicata, per il controllo della diarrea da svezzamento dei suinetti ai dosaggi correnti da
1500-3100 ppm.
Comprensibilmente, dopo sedici anni di relativa tranquillita, il settore suinicolo ¢ in fermento
e ampia ¢ la discussione su eventuali “sostituti” che possano garantire un effetto equivalente
in termini di “prevenzione” dello sviluppo di infezioni in particolare da E. Coli nella
delicatissima fase svezzamento/post-svezzamento.
Proviamo perd ad inquadrare questo provvedimento legislativo (G.U. 14/11/2017 n. 266)
in una prospettiva storica di pit ampio respiro che riguarda la graduale eliminazione dei
promotori di crescita per ragioni di sanita pubblica (residui nelle carni e nei prodotti di
origine animale ¢ antibiotico resistenza) e di inquinamento ambientale:
si definiscono AGP (antibiotici promotori della crescita) “Sostanze diverse dai nutrienti
che aumentano il tasso di crescita e I’efficienza della conversione dei mangimi in animali
in buona salute alimentati con diete equilibrate. La loro efficacia & basata sull’effetto
antibatterico e sulla capacita di influenzare e modificare parzialmente la composizione
e la concentrazione complessiva della flora intestinale™

Negli anni 70 erano ammessi nel mangime per suinetti (fino a 6 mesi di eta) come promotori

di crescita antibiotici che oggi ci sembrerebbero incredibili:
Tetraciclina
Clortetraciclina
Ossitetraciclina;
Pennicillina G
Zincobacitracina
Spiramicina

(G.U della C.E. n. 270 del 23/11/1970; Direttiva 70/524 CEE)

20ppm

Dal 1997 inizia un lento ma progressivo processo di eliminazione dell’utilizzo degli AGP
1997 Avoparcina
1999 (gennaio) Carbadox e Olaquindox (Reg. CE. n. 2788/98)
1999 (luglio) Spiramicina, Tilosina, Virginiamicina, Zincobacitracina (Reg. CE n.2821/98)
Fino al 2006: STOP tutti gli AUXINICI (Reg. CE n.1831/2003)

Anche allora sembrava che non fosse piu possibile allevare suini senza rischiare gravissime
perdite, e invece...

Grazie a imponenti campagne di sensibilizzazione nei riguardi dei residui di antibiotici
nelle carni, dei rischi connessi alle potenziali creazioni di antibiotico-resistenze e del rischio
ambientale, unito ad uno sforzo di informazione e formazione da parte di associazioni e
produttori di tutta la filiera suinicola, dopo un breve (ma intenso) periodo in cui sono aumentati
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i trattamenti “terapeutici” a base antibiotica, piano piano le modalita di allevamento sono
cambiate in meglio.

Le situazioni igienico-sanitarie degli allevamenti sono migliorate, la qualita degli alimenti e i
piani alimentari sono stati via via sempre piu differenziati in base alle diverse fasi di crescita
degli animali, e ci si ¢ orientati verso I’utilizzo di probiotici, prebiotici, enzimi e di minerali
(Zn e Cu).

Certo 1’Ossido di Zinco in dosi molto elevate si era dimostrato un ottimo alleato nel
contrastare le infezioni da E. Coli (ETEC, EPEC) soprattutto nel periodo post svezzamento,
anche se ancora oggi non sono chiari tutti i meccanismi con cui questo prodotto agisce a
livello intestinale.

Tra 1 molti effetti positivi attribuiti alla somministrazione di Ossido di Zinco ricordiamo:
riduzione delle diarree, maggiore assunzione di alimento, aumento di peso, migliore indice
di conversione; a livello intestinale: influenza positiva diretta ¢ indiretta sull’epitelio della
mucosa intestinale, aumento delle cellule muco secernenti, azione fisica di barriera per
impedire 1’adesione dei batteri patogeni (E.Coli) alla parete intestinale, ottimizzazione del
microbiota, effetto di immuno- modulazione,...

Sembra evidente che, a parte una diretta attivita antibatterica che lo avrebbe relegato
nell’ambito degli antibiotici, la maggior parte degli effetti attribuiti all’Ossido di zinco erano,
e sono, direttamente legati alla “‘buona salute dell’apparato digerente.

A questo punto ’opportunita sara proprio quella di focalizzare 1’attenzione sul concetto di
“buona salute” che per i suinetti si potrebbe risolvere nell’allevare in modo “fisiologico”
rispettando 1 tempi dei cambiamenti dell’apparato digerente e accompagnando le fasi di
adattamento degli animali, che da un’alimentazione lattea dovranno passare ad una solida per
poi sostenere una carriera produttiva che, nel caso specifico italiano, portera alla produzione
di suini pesanti con un peso alla macellazione intorno ai 160/170 kg. e almeno 9 mesi di eta.

La presenza di ceppi di E.Coli enterotossici e/o enteropatogeni ¢ necessaria allo sviluppo
della PWD ma non sufficiente; infatti, la loro pericolosita ¢ strettamente legata alla possibilita
di superare le difese naturali dell’apparato digerente, di moltiplicarsi nel lume intestinale
e di esplicare gli effetti patogeni. La Diarrea da Svezzamento dei suinetti ¢ una patologia
multifattoriale per la quale si riconoscono fattori predisponenti, fattori determinanti e fattori
intensificanti

Fattori predisponenti

Scarsa immunith passiva Rhouma et al, 201 7,
Svezzamento precoce (prima dei 28 gg) (parzialmente mOdiﬁCatO)

Durata dell'anoressia post-svezzamento

Fattori determinanti Fattori intensificanti

Escherichia Coli
ETEC (Enterotossici)
in particolare F4 - F18

Rimescolamento delle nidiate
Densita eccessiva di suinetti
Cambio improvviso di
alimentazione
{anoressia/digiuno)
Mangime non adeguato/non
specifico

EPEC (Enteropatogeni)
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Il contrasto piu efficace si realizzera quindi riducendo al minimo i fattori predisponenti e
intensificanti, come lo svezzamento precoce, il rimescolamento delle nidiate, I’eccessiva
densita dei suinetti, la scarsa attenzione ad episodi di digiuno/anoressia, oltre che 1’utilizzo
di mangimi non adeguati.

Il compito del nutrizionista sara facilitare lo sviluppo fisiologico dell’apparato digerente dei
suinetti nelle settimane piu critiche (dalla 3° alla 7°) soprattutto per quello che riguarda i
cambiamenti del pH gastro-intestinale, le modalita di digestione delle proteine e degli amidi
e la creazione di un sano microbiota intestinale.

In sintesi si dovra porre estrema attenzione ai corretti apporti proteici ed energetici oltre che
alla qualita e quantita della fibra; alla qualita e valorizzazione delle materie prime utilizzate
per la formulazione dei mangimi senza scordare I’importanza dell’acqua di abbeverata sia in
termini di qualita che di quantita.

Lo stomaco del suinetto

Una caratteristica fondamentale dell’ambiente gastrico del suino adulto ¢ il pH acido (2,5-4)
che ha funzione protettiva nei confronti delle infezioni batteriche agendo come batteriostatico
e/o battericida nei confronti dei ceppi patogeni enterotossici o enteropatogeni di E. coli,
mentre favorisce la moltiplicazione dei ceppi di lattobacilli che andranno a rinforzare il
microbiota intestinale. In effetti normalmente nello stomaco e nel primo tratto di duodeno si
rilevano basse concentrazioni batteriche (103- 10° batteri/ml) rispetto al contenuto intestinale
delle porzioni ileali dove la popolazione batterica ¢ molto diversificata e numericamente piu
ricca (10? batteri/ml) (Pluske 2009; Luppi 2017).

Nei suinetti appena nati la produzione di HCI, anche se pare inizi subito dopo la nascita, si
sviluppa lentamente e infatti il pH gastrico dei suinetti ¢ considerato normale intorno a 6,5-5
con una prevalenza assoluta di acido lattico in conseguenza dell’alimentazione lattea. Anche
se dopo 1 pasti il pH tende ad abbassarsi, i valori non sono stabili e risalgono abbastanza
velocemente.

In questo ambiente, oltre a mancare la protezione nei confronti delle contaminazioni
batteriche, non possono funzionare gli enzimi proteolitici, che si attivano solo in ambiente
acido (pepsinogeno-pepsina), e quindi parte delle proteine fornite con gli alimenti potrebbero
passare tal quali nell’intestino dando origine a pericolosi fenomeni di fermentazione con
produzione di ammoniaca, indolo, scatolo, fenoli, amine, acidi grassi ramificati e composti
solforati che a loro volta porterebbero ad un aumento del pH intestinale. La conseguenza
sarebbe I’alterazione del microbiota intestinale con proliferazione batteriche incontrollate ¢
diarree dei suinetti potenzialmente fatali.

A questo proposito vorrei ricordare che nello stomaco 1’ossido di zinco si dissocia esplicando
una azione tampone nei confronti dell’ambiente acido (cosi faticosamente raggiunto dai
suinetti) costringendoci ad utilizzare acidificanti per compensare 1’abbassamento del pH
gastrico e questa potrebbe essere una riflessione ulteriore per ripensarne 1’utilizzo soprattutto
in un’ottica di ““buona salute”.

11 MANGIME

Nella progettazione dei mangimi da svezzamento si dovra partire dalla valutazione delle
granulometrie degli ingredienti macinati e dalle dimensioni dei pellet, perché anche questi
fattori influiscono in modo interessante sulla capacita digestiva e sulla salute dell’apparato
digerente del suinetto a partire proprio dalla stimolazione della produzione di HCI nella zona
del fundus gastrico per arrivare a condizionare, seppur in modo indiretto, la composizione
del microbiota che notoriamente puo essere influenzato in meglio o in peggio dalla qualita
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dell’alimento fornito agli animali (Vukmirovi'c D, 2017)

Generalmente nei mangimi da svezzamento dovremmo avere una macinatura grossolana
compresa tra 0.5 e 1.6 mm per poter esplicare al meglio le influenze positive sull’apparato
gastrointestinale e cio¢: la stimolazione della produzione di HCI nello stomaco, e un ridotto
tempo di transito del contenuto intestinale che, se da una parte pud ridurre i processi di
assorbimento, dall’altra impedisce fermentazioni indesiderate. (Vukmirovi'c B, 2017; Morel
PCH, 2007; Wondra JK, 1995; Healy BJ, 1994)

Anche ladimensione del pellet ¢ importante (Clark A.B., 2015) in quanto si € visto che i suinetti
sembrano apprezzare la masticazione, che per riflesso a sua volta stimola la produzione di
succhi gastrici acidi. I pellet delle prove documentate in letteratura (Clark A.B., 2015; Craig
etal., 2021 ) sono di tipo “soft” (materiale trattato a vapore prima della pellettatura). Questi
due fattori (stimolazione dei succhi gastrici e consumo alimentare) sono molto importanti per
la salute e il buon sviluppo dell’apparato digerente e inoltre sono fondamentali nel momento
dello svezzamento per ridurre i rischi di anoressia/digiuno

Per quanto riguarda la formulazione dei mangimi, grande attenzione verra posta nella scelta
delle materie prime da utilizzare in modo che, pur dovendo fornire un basso tenore proteico,
non vi siano mai carenze di AA essenziali; la scelta dei cereali sia orientata alla migliore
digeribilita associata a un basso effetto di viscosita nell’intestino e le quote di fibre solubili e
insolubili possano compensare i loro effetti favorendo la salubrita del microbiota agendo sul
meccanismo fame/sazieta.

I grassi saranno ridotti perché in questa fase 1’obiettivo primario non ¢ fornire energia, ma
stimolare lo sviluppo dell’apparato digerente quindi, se non si stimola il centro della sazieta,
sara piu facile spingere i suinetti ad assumere il mangime e ridurre sempre piu i rischi legati
alle possibili fasi di anoressia/digiuno tipiche della fase di svezzamento.

L’integrazione lipidica dovra essere concentrata sull’impiego di fonti ad elevata digeribilita
di origine vegetale (cocco, soia) ed animale in particolare da pesce apportatore di Q-3 per
sostenere il sistema immunitario.

Il tenore proteico dei mangimi da offrire ai suinetti dovra essere per forza basso (mancata
attivazione del pepsinogeno in pepsina) e possibilmente basato su fonti proteiche ad elevata
digeribilita, che garantiscano la presenza di tutti gli A.A. essenziali e dovranno essere prive di
fattori anti-nutrizionali.

La scelta dovrebbe cadere per lo piu su fonti proteiche di origine animale ad elevata digeribilita:
in particolare i derivati del latte (WPC) ¢ il plasma suino che oltre a fornire un adeguato
apporto di AA essenziali, si sono dimostrati utili per la riduzione di fenomeni inflammatori ¢
per stimolare I’immunita locale (Adewole D. et al., 2016; Pérez-Bosque A. et al., 2016), ¢ le
farine di pesce.

Si suggerisce comunque di utilizzare queste farine proteiche trattate a bassa temperatura (LT)
per ridurre la formazione di amine biogene come prodotti di degradazione.

Anche le proteine di origine vegetale (concentrati di soia, di pisello, di patate) e le proteine
funzionali (lieviti idrolizzati fonte di piccoli peptidi e aminoacidi liberi) si possono utilizzare,
naturalmente se in forma altamente digeribile, prive di fattori anti-nutrizionali e debitamente
integrate con gli AA essenziali mancanti

Gli amidi (elementi completamente nuovi per I’apparato digerente dei lattonzoli) per essere

digeriti hanno bisogno di enzimi specifici che si sviluppano con il tempo.
Le fonti di amido, quindi, dovranno essere preferibilmente pretrattate al calore (precotte,
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espanse, estruse) e i cereali scelti saranno sicuramente di elevata qualita, privi di contaminazione
da micotossine (a cui i suinetti sono sensibilissimi).

I trattamenti termici perd dovranno ancora una volta essere calibrati e i parametri di tempo/
temperatura/pressione attentamente valutati, in quanto se da una parte il calore favorisce
la digeribilita degli amidi, I’eccesso di calore ne aumenta la viscosita, in quanto provoca la
gelificazione degli amidi con conseguente aumento della capacita di ritenzione di acqua, che a
livello intestinale causa rallentamento del transito e alterazione del microbiota.

Normalmente i cereali piu utilizzati sono frumento, orzo e avena.

Per quanto riguarda il mais anche se la sua viscosita non aumenta con le alte temperature (anzi
pare diminuisca) la sua scarsa digeribilita ne sconsiglia 1’utilizzo nei mangimi da svezzamento.

La fibra dovra essere valutata con attenzione equilibrando gli effetti positivi e negativi delle
frazioni solubili ed insolubili in modo da regolare la viscosita e velocita di transito del contenuto
intestinale.

La parte insolubile in acqua non viene idrolizzata da enzimi endogeni, ma solo dalla flora
batterica intestinale del cieco e del colon, ha quindi un’importante azione meccanica di
regolazione dell’attivita peristaltica ed ¢ utilissima per compensare la viscosita dei cereali (orzo,
frumento) ristabilendo la velocita di transito intestinale riducendo la possibilita di adesione agli
enterociti dei batteri patogeni.

La fibra solubile (Pectine, Oligosaccaridi, - glucani, Inulina) ¢ di difficile utilizzo perché se
da una parte risulta facilmente fermentescibile nel primo tratto intestinale e quindi in grado di
favorire la moltiplicazione di Lattobacilli e Bifido-batteri implementando cosi il microbiota
intestinale, dall’altra ha una alta viscosita che rallenta 1’intestino. (Agyekum A.K., Nyachoti
CM., 2017)

Certamente I’ideale sarebbe preferire la fibra insolubile nelle prime due settimane di svezzamento
mentre si pud introdurre anche fibra solubile in quelle successive quando si sia superato il
momento critico del post-svezzamento. In pratica ¢ difficile suggerire valori di fibra solubile e
insolubile: dipende dalle materie prime che si utilizzano, dalla loro corretta valorizzazione e dai
trattamenti a cui vengono sottoposte.
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DEMEDICALIZZAZIONE DA OSSIDO DI ZINCO:
UN PROBLEMA O UN’OPPORTUNITA?
SECONDA PARTE

VINCENZI RICCARDO

Nutritionist Veronesi - A.l.A., Verona

Nella prima parte sono stati approfonditi in modo particolare gli aspetti relativi ai macronutrienti
del mangime con I’obiettivo di fornire utili indicazioni per la formulazione di una mangime “‘safe”,
in grado di aumentare il grado di resilienza del suinetto per superare efficacemente il periodo critico
del post-svezzamento.

Lesperienza quotidiana “sul campo” dimostra ampiamente che non esiste il cosiddetto “Golden/
Silver bullet”, cio¢ la soluzione univoca in grado di rimpiazzare lo ZnO e che essa non puo essere
individuata in un unico ingrediente, additivo od applicazione di allevamento.

Tale soluzione presuppone altresi un approccio “olistico”, ovvero un’azione che sfrutta i punti di
forza di differenti discipline (multifattoriale) come riportato nella fig. 1:

Nutrizione

Igiene
Approccio
Multifattoriale
Struttura
allev,

Salute

E’ in tale ambito che, sinergicamente alle strategic nutrizionali approfondite nella prima parte,

trova spazio e rilevanza tecnica 1’impiego di supplementi appartenenti alla ampia categoria degli

Additivi.

Ad essa appartengono, come da definizione, le “sostanze, microrganismi o preparati, diversi

dai mangimi e dalle premiscele che sono intenzionalmente aggiunti agli alimenti per animali o

all’acqua al fine di svolgere, in particolare, una o pit funzioni specifiche. Secondo la classificazione

di legge si distinguono in 5 categorie:

0 Tecnologici: ogni sostanza aggiunta ai mangimi per scopi tecnologici

0 Organolettici: ogni sostanza la cui aggiunta ai mangimi migliora o cambia le proprieta
organolettiche dei mangimi o le caratteristiche visive degli alimenti derivati da animali;
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Nutrizionali;

Zootecnici: ogni additivo utilizzato per influire positivamente sui parametri produttivi degli
animali in buona salute o per influire positivamente sull’ambiente;

Coccidiostatici e Istomonostatici;

E’ con molta probabilita la categoria di sostanze piu frequentemente invocata dagli operatori

del settore zootecnico, talora con pretese miracolistiche, come soluzione al problema della
demedicalizzazione da ossido di zinco, come gia avvenuto in passato in occasione del bando
dei fattori di crescita e degli AGP.

In effetti un contributo nel contenimento delle forme enteriche in post- svezzamento puo

derivare dall’impiego di prodotti singoli od associati, opportunamente integrati nelle dicte
e/o attraverso 1’acqua di bevanda, quali:

Acidificanti: la ridotta produzione di HCI a livello gastrico nelle prime fasi dopo lo
svezzamento limita, come gia ricordato, ’attivita degli enzimi proteolitici aumentando il
rischio di transito di proteina indigerita nell’intestino, “pabulum” elettivo per I’insorgenza di
processi fermentativi anomali. Per tale motivo diventa prioritario controllare il pH gastrico
attraverso una corretta gestione del potere tampone della dieta, strettamente correlato alla
“acid binding capacity”’(ABC) dei singoli componenti. Una dieta ad elevato potere tampone
si oppone maggiormente alla acidificazione del tratto gastrico limitandone la capacita
digestiva. Oltre ad una oculata selezione delle materie prime a bassa ABC, risultano efficaci
per lo stessa finalita, diverse forme di acidi organici in gradi di ridurre il pH del mangime
e dello stomaco aumentando la digeribilita proteica. (Peadar G. Lawlor, P. Brendan Lynch,
Patrick J. Caffrey, James J. O’Reilly & M. Karen O’Connell 2005). Un buon criterio di
valutazione dell’efficacia di un acido ¢ rappresentato dal valore di pKa, definito come
capacita o “forza” di dissociazione, ossia il valore di pH a cui il 50% dell’acido ¢ dissociato
in catione ed anione. Acidi “forti”” quali ’acido formico, citrico e fumarico hanno valori di
pKa ridotti ed esplicano la loro azione prevalentemente nel tratto gastrico determinando
una adeguata acidificazione. Per contro acidi “deboli” con valori di pKa piu elevati possono
by-passare lo stomaco in forma indissociata (es. lattico, benzoico, acetico), svolgendo la
loro attivita a livello intestinale. Per lo stesso motivo risulta particolarmente interessante
I’impiego di acidi organici in forma protetta con diverse modalita di rivestimento (coating),
in grado di resistere all’attacco dei succhi gastrici e inducendo un lento rilascio nel tratto
intestinale. Di notevole importanza sono gli acidi grassi a corta catena (SCFA da 1 a 4 atomi
di C): ¢ noto, in particolare, I’effetto di apporto energetico e trofico rigenerativo svolto dal
butirrato sulle cellule intestinali (Galfi ¢ Neogrady 1991 et al., Lu et al. 2008)e a media
catena (MCFA) con attivita preminente sui Gram+. In tale contesto merita un riferimento
particolare I’acido laurico (C12), efficace contro i Gram + come ad es. Streptococcus Suis.
Draltra parte la forma libera di C12 non ¢ particolarmente attiva, poiché viene in larga
parte assorbita dall’intestino. Di qui I’impiego di esteri con il glicerolo, pH indipendenti ed
efficaci nel tratto intestinale.

Aminoacidi (AA): sono componenti primari nella costruzione delle proteine corporee.
Come ¢ noto gli animali hanno la capacita di sintetizzare solo alcuni AA (non essenziali),
gli altri (essenziali) devono essere forniti esogenamente. E’ necessario che gli AA siano
correttamente bilanciati per soddisfare pienamente i fabbisogni nutrizionali ed ottimizzare
le prestazioni produttive. Per tale motivo assume un rilievo fondamentale 1’applicazione
del concetto di “proteina ideale”, basato in senso piu stretto sulla digeribilita ileale
standardizzata (SID) dei vari aminoacidi rapportati alla lisina, reso ancora piu importante
in un regime di dieta a basso tenore proteico. Un esempio di profilo ideale ¢ riportato
qui sotto:
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Piglets SID values
Lys 100
Thr/Lys 65
Met/Lys 30
TSAA/Lys 60
Trp/Lys 22
Val/Lys 70
lle/Lys 53
Leu/Lys 100
His/Lys 32
Phe/Lys 55
0 |(Phe+Tyr)/Lys 95

(da Ajinomoto Eurolysine, 2013)

E’ inoltre consolidato che in condizioni sanitarie non ottimali (challenging conditions)
i rapporti aminoacidici (AA) aumentano per effetto della spesa metabolica sostenuta
dal suinetto ammalato. (Lucas A Rodrigues,Michael O Wellington,J Caroline
Gonzalez-Vega,John K Htoo,Andrew G Van Kessel, Daniel A Columbus 2021)

In aggiunta ai tradizionali AA un importante ausilio deriva dalla recente disponibilita
di nuovi AA quali (Istidina, Leucina ed Isoleucina). Altri saranno messi a punto nei
prossimi anni contribuendo efficacemente al corretto bilanciamento della dieta ed alla
riduzione del tenore proteico in un regime di maggiore sicurezza.

E’ noto infatti che un livello proteico non oculatamente ridotto puo avere un effetto
negativo sulle prestazioni produttive e cio puo essere causato dalla carenza di alcuni
AA semi-essenziali.

Antiossidanti ed antinflammatori: le condizioni ambientali di allevamento e gli stessi
fattori alimentari possono innescare fenomeni di stress ossidativo con formazione di
radicali liberi nell’organismo degli animali, specialmente di giovane eta, con effetti
negativi sul metabolismo cellulare e sulla risposta immunitaria. Per limitare tali rischi
sono largamente utilizzati molteplici prodotti di varia natura e con diversi meccanismi
di azione. Alcuni estratti da piante, in particolare, sono concentrati in Oli essenziali,
(timolo, carvacrolo, eugenolo, etc.) e composti polifenolici, come ad es. i Flavonoidi
(rappresentati da Flavoni, Isoflavoni, Antocianine, etc.) con effetto antinfiammatorio
ed antiossidante, coinvolti nella inibizione della sintesi ¢ della attivita di diversi
mediatori pro- infiammatori (es. citochine) (Faith A. Omonijo,Liju Ni,Gong J.,Qi
Wang,Lahaye L.,and Chengbo Yang2018)

Alla stessa gruppo dei polifenoli appartengono i Tannini, composti ampiamente
presenti nel Regno vegetale con funzione protettiva delle piante da patogeni e stress.
Sono noti gli estratti da castagno (Castanea Sativa) e Quebracho (Schinopsis spp.),
ricchi rispettivamente in Tannini idrolizzabili e condensati. (Caprarulo V.,Hejna
M.,Giromini C.,Liu Y.,Dell’Anno M.,Sotira S.,Reggi S.,Sgoifo-Rossi C.A.,Callegari
M.L.,Rossi L. 2020) (Hansuo Liu, Jiangxu Hu, Shad Mahfuz, and Xiangshu Piao
2020).

Possono svolgere una efficace attivita di regolazione del transito intestinale,
modulando il microbiota intestinale e creando una barriera alla colonizzazione dei
patogeni ed ai processi inflammatori.
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O Prebiotici e Probiotici: ¢ scientificamente dimostrato che le strategie nutrizionali
possono indurre la colonizzazione del tratto intestinale e la resistenza competitiva
contro m.o. patogeni (es. E. Coli), migliorando le performance dei suinetti. Su questo
presupposto ¢ basato 1I’impiego di prodotti quali i:

- Prebiotici: sono composti non sottoposti a digestione enzimatica nella parte
superiore del tratto gastroenterico e arrivano immodificate all’intestino cieco. Qui
diventano il substrato nutritivo dei microrganismi intestinali attraverso un processo
di fermentazione, promuovendo la crescita, nel colon, di una o piu specie batteriche
utili allo sviluppo della microflora probiotica. (Yujun Wu,Xiangyu Zhang,Dandan
Han,Hao Ye,Shiyu Tao,Yu Pi,Junying Zhao,Lijun Chen,Junjun Wang 2020)

Sono sostanze contenute in natura in alcuni alimenti, tra cui i polisaccaridi non
amidacei o beta-glucani, i Frutto-oligosaccaridi (FOS), tra cui I’inulina, ¢ i Galatto-
oligosaccaridi (GOS)

- Probiotici: sono microrganismi (soprattutto batteri) viventi e attivi, in grado di
esercitare un effetto positivo sulla salute dell’organismo, rafforzando in particolare
I’ecosistema intestinale. Di particolare interesse zootecnico sono i Lieviti (es.
Saccharomyces), i Lattobacilli ed i ceppi batterici sporigeni (es. Bacillus Subtilis e
Licheniformis). (Gaggia F.,Mattarelli P., Biavati B. 2010) (Kangli Wang,* Guangyong
Chen,* Guangtian Cao,T Yinglei Xu,* Yongxia Wang,*and Caimei Yang*,2019)

O Minerali: particolare attenzione deve essere posta alla corretta integrazione minerale
di macro- e micro-elementi. Essi sono coinvolti in complessi processi metabolici
ed interagiscono tra di loro determinando rapporti specifici di sinergismo o di
antagonismo.
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Con particolare riferimento ai micro-elementi ¢ necessario ricordare I’importanza del
rame, Manganese, Zinco e Ferro. I suinetti, come ¢ noto, sono soggetti ad una carenza
di Ferro, in particolare nei primi stadi di vita. Una attenta valutazione deve essere fatta
nel periodo del post-svezzamento, selezionando le forme chimiche piu biodisponibili
in grado di aumentare I’assorbimento di questi elementi. A tale riguardo 1’impiego
di forme organiche (chelate), nelle diverse forme disponibili, trova largo riscontro
nell’alimentazione dei giovani animali.

0  Acqua: un approfondimento particolare deve essere dedicata alla qualita e alla quantita di

acqua di abbeverata, considerata nella sezione precedente. Essa rappresenta a tutti gli effetti
un alimento primario ed insostituibile, spesso trascurato o non adeguatamente valutato in
allevamento.

Le qualita dell’acqua di bevanda ¢ definita da vari parametri tra cui la salinita, il pH, la
durezza, la presenza di sostanze indesiderabili ¢ contaminanti, la temperatura, fattori
che influenzano in modo significativo la quantita di acqua e di mangime consumati, le
produzioni e la salute degli animali. (Madie R. Wensley et all, 2021 Patience, J. F., A. D.
Beaulieu, and D. A. Gillis. 2004).

L’impiego dell’acqua di bevanda come veicolo per I’apporto di integrazioni vitaminiche ed
antibiotiche, nonché per la supplementazione di acidificanti ¢ una pratica sempre piu diffusa
in allevamento.

Per tale motivo ¢ fondamentale conoscere a priori le caratteristiche chimico-fisiche
dei prodotti utilizzati, spesso in associazione multipla e la loro compatibilita per evitare
interazioni indesiderate.

La progettazione dell’allevamento non deve prescindere dalla corretta collocazione, dal
numero degli abbeveratoi e dalla portata dell’acqua nell’impianto. Sono fattori che possono
incidere fortemente sulla comparsa di fenomeni di aggressivita ¢ di competizione con
risvolti negativi sulle performances (Jackson, C. J. 2007).

Altro aspetto da non trascurare infine ¢ la manutenzione periodica dell’impianto di
abbeverata con specifici prodotti in grado di rimuovere il biofilm all’interno delle tubazioni,
riducendo efficacemente i rischi di contaminazioni fungine e di sostanze tossiche.
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LO SCORING POLMONARE AL MACELLO NELLA REALTA
DEL SUINO PESANTE ITALIANO.

DOTTORI MICHELE
IZSLER

Lo scoring polmonare al macello suinicolo ¢ un attivita che vede la luce in Europa negli anni
60 e che ¢ stata gia applicata, seppur sporadicamente in Italia, negli anni 80 ad opera del dr Pier
Filippo Guadagnini.

E’ pero alla fine degli anni 90 che IZSLER organizza un servizio di monitoraggio delle patologie
respiratorie in sede di macellazione e al giorno d’oggi questa attivita ¢ diventata patrimonio di
vari professionisti. Come ¢ noto si possono compiere rilievi anche sulle patologie di altri settori
anatomici, ma il monitoraggio piu utile riguarda le forme respiratorie e secondariamente le
ascaridiosi attraverso I’evidenza delle lesioni in sede epatica.

Le forme respiratorie indagabili sono la polmonite enzootica con le sue complicanze e la
pleurite. Mentre le polmoniti di origine virale, le polisierositi da Haemophilus parasuis ed altre
noxe sono molto difficilmente evidenziabili, se non con esami istopatologici od immuno-isto-
chimici. Questo dipende anche dal momento in cui la patologia si innesca in allevamento: la
polmonite enzootica di solito inizia intorno ai 150-180 giorni e prosegue la sua azione durante
tutta la vita del suino, mentre I’infezione da Actinobacillus pleuropneumoniae puo verificarsi in
qualsiasi fase dell’allevamento.

L’esame istologico ¢ in ogni caso il gold standard, ma questo tipo di ispezione al macello,
in particolare rivolta alle lesioni respiratorie, non ha lo scopo di indagare analiticamente le
cause, ma esprimere invece sinteticamente I’impatto dei patogeni respiratori sull’allevamento,
sia in senso qualitativo, seppur limitatamente a polmonite e pleurite, sia soprattutto in senso
quantitativo.

L’espressione numerica del danno, oppurtunamente elaborata con sistemi statici, ¢ fondamentale
nella valutazione dei risultati e quindi della gestione sanitaria. Le azioni correttive da adottare
in caso di esito giudicato sfavorevole riguardano I’uso degli antibiotici, dei vaccini, nonché gli
interventi possibili sul management e I’ambiente.

Come ¢ noto in un allevamento suinicolo il benessere animale e I’antibiotico resistenza sono
strettamente correlati alle infezioni/malattie respiratorie, in particolare dopo la fase di “messa
a terra”.

La validita diagnostica della ispezione si basa sulla numerositd campionaria: mentre in
allevamento la visita clinica puo essere correlata dalla necroscopia al massimo di qualche
carcassa, in macello € possibile esaminare i polmoni di almeno 100 animali ( fino a 130 per
aumentare la significativita statistica ). Ed eventualmente ¢ possibile confrontare tra loro partite
che hanno ricevuto trattamenti diversi.

Nella realta del suino pesante italiano, sulla quale si basano inevitabilmente e da piu di 20 anni,
i nostri sistemi di valutazione, le lesioni polmonari e pleuriche sono per la grande maggioranza
guarite o in corso di guarigione, ma ¢ oramai acclarato che a 9-10 mesi di eta esse sono ancora
chiaramente evidenziabili e misurabili ( la nostra esperienza mostra anche la validita dello
stesso tipo di ispezione in vitelloni da carne di 19 mesi ).

I metodi adottati da IZSLER per la valutazione sono da sempre la griglia Madec modificata (per
la polmonite enzootica) e la griglia “italiana” per la valutazione della pleurite. I risultati (relativi
allo scoring di ogni singolo lobo e delle condizioni della pleura) e I’elaborazione statistica, nella
valutazione finale, tiene conto delle medie riscontrate sulle migliaia di partite esaminate dal
1998 ad oggi. Recentemente ¢ stato anche fatto un aggiornamento delle medie di riferimento,

63



che negli ultimi anni hanno visto un miglioramento, dovuto alla diffusa introduzione della
vaccinazione e ad altre pratiche di management sanitario. Sporadicamente ¢ stato possibile
valutare i suini “leggeri”, in questo caso le lesioni pneumoniche sono molto pit marcate (con
una maggiorazione variabile del 50-100 %) e ovviamente il metro di giudizio ¢ differente.

La ripetitivita dei risultati della ispezione da parte di un operatore addestrato ¢ piu del 75%
per la griglia di Madec, che risulta piuttosto semplice e lineare; essa ¢ leggermente pit bassa
per la griglia italiana della pleurite, che prevede una valutazione complessiva della pleura
e che, nell’ottica applicata al suino pesante, tiene conto soprattutto delle lesioni legate ad
Actinobacillus pleuropneumoniae. Questo batterio, introdotto in Italia alla fine degli anni 80,
¢ un patogeno primario; la presenza di alcuni ceppi piu virulenti, la co-partecipazione di virus
respiratori ( in particolare PRRSV ) ¢ la comunione delle cellule immunitarie target ( macrofagi
alveolari ), rendono questo microbo uno dei pit importanti agenti di malattia respiratoria, non
solo in Italia. Lo scoring polmonare al macello ¢ uno strumento fondamentale e direi unico
per la valutazione delle lesioni pleuriche di carattere cronico, che costituiscono I’impatto piu
rilevante di APP su un allevamento, a latere delle forme acute ed iperacute ed alla mortalita
a loro legata. La pleurite posteriore causata da questo agente infettivo ( score P2 P3 e P4 ) ¢
decisamente piu grave di quella antro-ventrale ( score P1 ), in quanto ostacola la funzionalita
respiratoria e provoca dolore, con ovvi riflessi sul benessere e sulla crescita.

La sessione dello scoring rappresenta 1’occasione per la raccolta di altre informazioni e
I’esecuzione di eventuali prelievi. Le informazioni sono soprattutto quelle relative alla resa
degli animali al macello (che ovviamente non dipende soltanto dall’andamento delle forme
respiratorie), mentre i prelievi piu frequenti sono quelli per esami sierologici, al momento della
iugulazione (pratica non scevra di rischi che richiede esperienza ed attenzione), quelli per esami
istologici, ma anche quelli per esami batteriologici. A quest’ultimo proposito in sede di ispezione
puo essere utile distinguere le classiche lesioni tipiche degli esiti della polmonite enzootica, da
quelle cicatriziali o piu raramente “fresche”. Le cicatrici sono la testimonianza della guarigione
della polmonite enzootica e delle sue complicanze e rappresentano un esito tutto sommato
favorevole. Le lesioni “fresche” invece, che si presentano giallastre anziché violacee (colore
del miocardio), perché infiltrate di leucociti, sono la testimonianza della persistenza di germi
di irruzione secondaria. Esse, se asportate e sottoposte ad esame batteriologico, permettono
I’isolamento di batteri (principalmente Pasteurella multocida). L’irruzione secondaria della
polmonite non dovrebbe essere presente nel suino pesante a fine carriera. Il rilevo di qualche
lesione di questo genere, testimonia il mancato o non efficace uso degli antibiotici. L’aumento
di questo genere di rilevo al macello negli ultimi tempi sembra piu legato ad un minore uso
degli antimicrobici, piuttosto che al fenomeno dell’antibiotico-resistenza.

Proprio in ragione del suo carattere sintetico, lo scoring polmonare al macello, avviene in
catena senza necessita di asportare i visceri. La velocita delle catene allestite in Italia consente
di eseguire contemporanecamente ¢ agevolmente la valutazione della polmonite e della pleurite.
La manualita ¢ semplice in quanto prevede semplicemente di sollevare il cuore per osservare
il lobo azigos e la parte interna dei lobi e quindi di ruotare il polmone per esaminare la pleura
dorsale, ove hanno sede le tipiche lesioni da ABP. Non sempre nei macelli i polmoni vengono
appesi correttamente, tuttavia 1’ispettore deve ugualmente esaminare tutti i visceri che si
presentano, senza escluderne alcuno per varie difficolta legate alla lettura della superfice dei
polmoni.

Terminati i 100 polmoni previsti, ¢ possibile, sui trenta restanti della partita, eseguire lo scoring
dei fegati per ’ascaridiosi. E’ tuttavia stato stabilito che non ¢’¢ sempre una correlazione tra il
numero ¢ la gravita delle lesioni epatiche e I’intensita della infestazione in allevamento. Altre
attivita come ad esempio lo scoring della rogna sarcoptica, devono necessariamente essere
eseguite da altro personale in una fase precedente all’eviscerazione.

In sede di macellazione i polmoni possono presentare lesioni dovute alla inspirazione di sangue
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o di acqua calda, che devono essere ben distinte da quelle riferibili a polmonite. Le lesioni invece
a carico della pleura, che a volte si presentano come strappi a margini irregolari, provocati dalla
estrazione della corata dalla carcassa, vanno distinte dagli artifizi provocati dalle manualita e
dal coltello maneggiato dall’operatore. Quando I’adesivita pleurica ¢ molto tenace, 1’operatore
non riesce da estrarre il polmone e, al conseguente passaggio del gancio vuoto, I’ispettore deve
controllare a vista la mezzena e comunque punteggiare la pleurite (P3 o P4 a seconda che sia
monolaterale o bilaterale). Non ¢ infatti corretto, ai fini statistici, non valutare anche un singolo
soggetto, per difficolta legate alla patologia respiratoria o alla manualita della attivita ispettiva,
falserebbe il risultato finale.

Il macello ¢ un’azienda privata e lo scoring € un attivita concessa su richiesta dell’allevatore, che
¢ cliente dell’impianto. Intermediari di tale richiesta sono in genere le aziende farmaceutiche o pit
raramente mangimistiche. Negli ultimi anni risulta complicato stabilire con largo anticipo I’orario
della macellazione, le liste sono stilate nel corso della giornata precedente e spesso subiscono
variazioni a causa d problemi legati ai trasporti o a fattori di tipo commerciale. L’imparzialita della
valutazione ¢ garantita dall’anonimato dell’allevatore e dalla raccolta della anamnesi soltanto
dopo I’ispezione, ai fini della emissione di un giudizio di merito. Alcuni macelli hanno istituito ed
esercitato per un certo periodo, un servizio di scoring polmonare strutturato e sistematico, grazie
alla collaborazione di alcuni professionisti.

In conclusione ¢ ovvio che I’esecuzione dello scoring polmonare richiede uno specifico
addestramento, un orientamento a privilegiare la sintesi e una elaborazione statistica di supporto.
Tuttavia la sua fase pit importante e professionale, che avviene dopo la comunicazione dei
risultati, ¢ quella del bilancio finale ¢ delle decisioni in merito alle eventuali azioni correttive
in allevamento. La raccolta dei dati anamnestici ¢ 1’esperienza sono fondamentali affinche
I’ispezione non si traduca semplicemente in una espressione numerica, favorevole o meno in base
ad una soglia di riferimento, bensi in una valutazione calzata sulla realta di quell’allevamento, che
dia le risposte necessarie al miglioramento dello stato sanitario. Un’esito decisamente sfavorevole
richiede necessariamente dei cambiamenti, uno decisamente favorevole ovviamente no; la
professionalita dei veterinari si esprime maggiormente in tutti i casi intermedi, perché non sempre
il miglioramento ¢ possibile o fattibile in un ottica di costo/beneficio.
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UTILIZZO DELLO SCORE POLMONARE SUL CAMPO
APPLYING THE SLAUGHTER SCORE IN THE FIELD

SCOLLO ANNALISA

Department of Veterinary Sciences, University of Torino, 10095 Grugliasco, Torino, Italy

Negli ultimi anni, I’Italia si ¢ approcciata al sistema di monitoraggio delle lesioni al
macello esattamente come gia altri Paesi europei avevano fatto negli anni precedenti. Dopo
i primissimi tentativi danesi negli anni 80 (Willeberg et al., 1984) ed olandesi negli anni
90 (Elbers et al., 1994), il piu sviluppato ed integrato esempio di controllo degli animali
in sede di macellazione ¢ forse quello inglese, iniziato nel 2005 con il BPEX Pig Health
Scheme (BPHS) (Sanchez-Vazquez et al., 2011). Questo sistema di monitoraggio registra la
presenza e la gravita di svariate lesioni dei visceri in sede di ispezione post mortem dei suini
clinicamente sani inviati al macello e destinati al consumo umano. Le lesioni osservate sono
solitamente associate a patologie che notoriamente causano una riduzione delle performance
degli animali. Il sistema di monitoraggio fornisce un importante riscontro dal macello
all’allevamento con lo scopo di mettere a conoscenza a monte del ciclo di produzione
cid che spesso ¢ visibile solo a valle. E ormai consolidato che 1’ispezione al macello ¢ un
utile strumento sia per 1’allevatore, che per il monitoraggio delle patologie e per gli studi
epidemiologici (Sanchez-Vazquez et al., 2012). La stessa Unione Europea pone tra le priorita
quella di migliorare la sorveglianza della salute animale e I’identificazione di semplici ed
affidabili indicatori non soltanto di salute, ma anche di benessere. Il vantaggio innegabile
della valutazione sanitaria e di benessere al macello tramite la punteggiatura di parametri
cosiddetti “iceberg”, ovvero indicativi di uno specifico problema in azienda che si esprime in
maniera piu complessa, ¢ la velocita di raccolta di dati. Con le attuali velocita di macellazione
applicate nei comuni impianti di macellazione suinicola, in pochi minuti si ¢ infatti in grado
di raggiungere un numero significativo di osservazioni.

Sebbene nel corso degli anni si sia aggiunto il monitoraggio di molte altre lesioni (es. ulcere
gastriche, rinite atrofica, lesioni della cute, indice di dermatite, pericarditi ecc.), le lesioni
principali rimangono quelle a carico dei polmoni, delle pleure e del fegato. Questo perché
i disordini respiratori cosi come la presenza di parassiti nel fegato sono tra le patologie con
maggiore impatto economico nella moderna produzione suinicola (Sorensen et al., 2006;
Stewart and Hoyt, 2006). Tuttavia, negli ultimi anni hanno suscitato grande interesse anche
le lesioni alle code, per il monitoraggio dei risultati dell’introduzione in allevamento di
sottopopolazioni di animali a coda non tagliata, come richiesto dalla legislazione vigente. A
conferma dell’importanza del monitoraggio al macello sia per fini sanitari che di benessere,
il sistema di autovalutazione ministeriale italiano Classyfarm vi ha dedicato una checklist.

In uno studio inglese, ¢ stato osservato che le aziende che prestavano attenzione al feedback
ricevuto con il report al macello miglioravano nel tempo il loro punteggi, presumibilmente
adottavano misure migliorative nella gestione delle patologie (Sanchez-Vazquez et al., 2012).

Esempi pratici di applicazione della punteggiatura sanitaria e di benessere al macello per
indagini aziendali:

- Valutazione dell’efficacia di interventi manageriali in azienda. Il manager aziendale
si trova quotidianamente a prendere decisioni aziendali per migliorare la salute
ed il benessere dei suoi animali. Talvolta pero ¢ difficile stimare ’efficacia di una
determinata scelta, come ad esempio il cambio di un piano vaccinale, 1’introduzione
di un protocollo antiparassitario o la modifica dell’impianto di ventilazione. La
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punteggiatura al macello del viscere di interesse prima ¢ dopo ’intervento ¢ in
grado di quantificarne in maniera oggettiva ’efficacia, consentendo di confermare
la decisione o modificarla ulteriormente.

- Valutazione del delta sanitario tra animali con le performance migliori e gli animali
ad accrescimento rallentato. La serie di report di macellazione effettuata nella stessa
banda di animali consente di essere piu precisi nella valutazione delle condizioni di
allevamento, in quanto permette di descrivere non soltanto le eventuali problematiche
dei lotti centrali, ma anche dei “fioroni” e della “coda di banda”.

- Paragone di piu siti che ricevono gli animali dalla stessa azienda di provenienza.
Soprattutto nel caso delle filiere, una stessa scrofaia rifornisce piu siti di
accrescimento in soccida. Inevitabilmente pero, sebbene gli animali siano gli
stessi, lo stato sanitario cambia da azienda ad azienda, influenzato dalle strutture,
dall’ambiente e dalla gestione. L’indagine approfondita delle aziende di soccida puo
permettere di individuare i punti critici di alcune aziende e concentrarsi sulla loro
risoluzione con interventi specifici.

- Valutazione delle strutture aziendali tramite parametri animal-based. La legislazione
richiede che le strutture aziendali abbiano determinati requisiti misurabili con il
metro. Tuttavia, a volte anche una struttura corretta pud predisporre a lesioni
dell’animale, come spesso accade anche il contrario. La valutazione aziendale
non pit con misurazioni strutturali ma tramite parametri di osservazione diretta
dell’animale ¢ un metodo di indagine molto piu avanzato ¢ sensibile (per quanto i
parametri minimi di legge vadano sempre ¢ comunque garantiti). Ad esempio, una
pavimentazione puo causare o meno delle zoppie: la valutazione al macello del
piede degli animali ¢ un ottimo indicatore animal-based.
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RIASSUNTO

Streptococcus (S.) suis € uno dei principali patogeni batterici della suinicoltura moderna.
Il contenimento e la prevenzione della streptococcosi suina sono affidati a trattamenti
antimicrobici e alla vaccinazione, ma ’efficacia di quest’ultima potrebbe risentire delle
variazioni antigeniche dei ceppi circolanti in azienda.

Con il presente studio si ¢ indagata I’evoluzione delle popolazioni di S. suis isolate da
cervello di suini rispetto al sierotipo, ad alcuni fattori di virulenza e alle correlazioni
genetiche tra i ceppi nel tempo, nella stessa azienda (PFGE, MLST).

Sono stati analizzati 43 ceppi clinici isolati in 4 allevamenti della provincia di Treviso.
Trentadue ceppi sono risultati appartenere al sierotipo “9”, 3 al “2”, 4 al “7” e il profilo
di virulenza piu frequente (33 isolati) ¢ risultato mrp+ efp- sly+.

La PFGE ha evidenziato 8 cluster, di cui uno ampio gruppo (cluster I) di 28 ceppi isolati
da tutti 1 4 allevamenti con una similarita del 100% (cloni). Sulla base dei risultati della
PFGE, sono stati selezionati 16 ceppi per MLST che sono risultati appartenere ai seguen-
ti sequence type (ST): ST1, ST16, ST29, ST123 ¢ a due nuovi ST ancora non segnalati.
Tutti 1 ceppi dell’ampio cluster I sono risultati ST123. Negli allevamenti si ¢ assistito a
dinamiche di popolazione diverse nel tempo con la comparsa e/o scomparsa di diversi
sierotipi, profili di virulenza, pulsotipi e ST, suggerendo strategie vaccinali mirate e sup-
portate da un approccio diagnostico approfondito.

ABSTRACT

Streptococcus (S.) suis is one of the most important bacterial pathogens in modern pig farming.
Antimicrobial treatments and vaccination are the main strategies to prevent and contain swine
streptococcosis, but the effectiveness of the vaccines could be affected by the antigenic varia-
tions (serotype) that might occur over time in the farm.

This study investigated the evolution of S. suis populations isolated from pig brains as far as
the serotype, the virulence factors and the genetic correlations (PFGE, MLST) are concerned.
Forty-three clinical strains isolated in 4 farms in the province of Treviso were included
in the study. Most of them (32) were found to belong to serotype “9”, 3 to “2”, 4 to “7”
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and the most frequent virulence profile (33 isolates) was mrp + efp- sly +.

The PFGE revealed 8 clusters, including a large group of 28 strains (cluster I) with 100%
similarity (clones) isolated from all the farms. Based on the results of the PFGE, 16
strains were selected for MLST and the following sequence types (ST) were detected:
STI1 (1), ST16 (2), ST29 (1), ST123 (10) and two new STs not yet described. All strains
in cluster I were ST123. In each farm the appearance and/or disappearance of different
S. suis strains with different genetic characteristics were observed over time, suggesting
targeted vaccination strategies supported by an in-depth diagnostic approach.

INTRODUZIONE

Streptococcus suis (S. suis) € un microrganismo Gram positivo, anaerobio facoltativo a
diffusione mondiale compreso nella famiglia Streptococcaceae, ordine Lactobacillales,
phylum Firmicutes (Okura et al., 2016).

La specie batterica presenta caratteristiche eterogenee dal punto di vista fenotipico, ge-
notipico e nella varieta di manifestazioni cliniche ad esso associate. Infatti, S. suis puo
colonizzare i primi tratti dell’apparato respiratorio di soggetti portatori (carrier), pro-
vocare gravi forme cliniche spesso letali (meningo-encefaliti, endocarditi, setticemia,
artriti e morte improvvisa) e agire come batterio opportunista in associazione ad altri
patogeni (Barrow, 2021).

Si tratta di una delle problematiche piu attuali che affliggono la suinicoltura moderna, in
quanto determina pesanti perdite economiche date dalla morte dei soggetti colpiti, dalla
gestione degli scarti e dal costo del trattamento degli animali con il conseguente rischio
di selezionare popolazioni microbiche antibioticoresistenti (Segura et al., 2020). Inoltre,
assume considerevole importanza dal punto di vista zoonosico, in quanto vi sono delle
segnalazioni di episodi di malattia nell’uomo (Goyette-Desjardins et al., 2014).

Per I’identificazione del patogeno ¢ possibile valutare la presenza della sequenza geneti-
ca altamente conservata codificante la glutammato deidrogenasi (gdh) e I’appartenenza a
uno degli oltre 30 sierotipi noti (Okwumabua et al., 2002). Gli isolati di S. suis, infatti,
rientrano in una complessa popolazione di ceppi classificabili sulla base dell’espressione
di specifici polisaccaridi capsulari (Cps), antigeni di superficie che agiscono come barrie-
ra fisica in grado di proteggere il batterio dalla fagocitosi e renderne piu difficoltosa la
clearance (Zheng et al., 2017; Fittipaldi et al., 2012).

I marker genetici di patogenicita pit indagati sono 3: la suilisina (sly), la sostanza poli-
merica extracellulare (epf) e la proteina rilasciata dalla muramidasi mistica (mrp) (Tonni
etal., 2021; Wei et al., 2009). Questi geni codificano rispettivamente per un’emolisina,
una sostanza escreta in grado di aumentare I’invasivita del batterio ¢ una proteina anco-
rata alla parete cellulare che partecipa all’attivazione del fibrinogeno con conseguente
degradazione della fibrina e danno tissutale (Fittipaldi et al., 2012; Segura et al., 2016).
L’espressione dei fattori associati a patogenicita non ¢ discriminante sull’effettivo ri-
svolto clinico dell’isolato batterico in campo, poiché ceppi risultati epf- mrp- sly- sono
comunque in grado di dare setticemia nel suino (Segura et al., 2020).

Data I’estrema eterogenicita genetica anche all’interno di una singola unita epidemiolo-
gica ¢ utile associare piu tecniche di tipizzazione molecolare per un studio completo dei
pattern di S. suis circolanti in allevamento. La PFGE (pulsed-field gel electophoresis)
utilizza la restrizione enzimatica dell’intero genoma batterico e permette di suddividere
¢gli isolati batterici in cluster a seconda dei coefficienti di similarita tra i pulsotipi otte-
nuti (Vela et al., 2003). La multilocus sequence typing (MLST), invece, € una metodica
basata sul sequenziamento del DNA dei geni “housekeeping” e permette di comparare il
sequence type (ST) ottenuto con quelli presenti in un database globale ottenendo infor-
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mazioni epidemiologiche d’interesse (Maiden, 2006).

Lo studio dei ceppi di S. suis circolanti nei singoli allevamenti puo fornire informazioni
utili ad indirizzare I’immunoprofilassi, sia attraverso I’impiego di vaccini commerciali o
stabulogeni e per verificarne I’efficacia sulla base dell’evoluzione dei ceppi isolati succes-
sivamente alla vaccinazione.

MATERIALI E METODI

Isolati batterici

Lo studio ha riguardato 4 aziende (A, G, R, S) della provincia di Treviso che dal 2017 al
2021 hanno effettuato 29 conferimenti di soggetti da ingrasso deceduti spontaneamente,
da cui sono stati isolati 43 ceppi (6 da A, 16 da G, 8 da R, 13 da S). In occasione di 10
conferimenti sono stati tipizzati piu ceppi isolati da soggetti diversi conviventi.
L’isolamento ¢ avvenuto da campioni di cervello, seminati su piastre di agar sangue in-
cubate per 24-48 ore a 37° in condizioni di microaerofilia e 1’identificazione ¢ avvenuta
impiegando lo strumento MALDI Biotyper Microflex LT (Bruker Daltonics, Germany).

Fattori genetici di virulenza e sierotipizzazione

Gli isolati batterici sono stati sottoposti a shock termico (lisi-bollitura) per poter estrarre
il DNA totale e amplificare con una PCR multiplex le seguenti aree genomiche: gdh, sly,
mrp, epf, cps9h, cps2j e cps7h (Silva et al., 2006). In questo modo & stato possibile attri-
buire il sierotipo e valutare 1’espressione di fattori associati a patogenicita.

Pulsed-field gel electophoresis (PFGE)

L’estrazione del DNA ¢ stata effettuata a partire da colture pure di 18-24 ore in agar san-
gue di S. suis seguendo il protocollo proposto da Vela et al. (2003). Il pulsotipo ottenuto
¢ stato elaborato attraverso il software BioNumerics ver. 7.6 utilizzando il Coefficiente
di similitudine di Dice e come algoritmo di clustering I"UPGMA con valori di tolleranza
e ottimizzazione dell’1,5%. Sono stati considerati appartenenti allo stesso Cluster e quin-
di epidemiologicamente correlati tutti i ceppi con Coefficiente di Dice pari o superiore
all’80%.

Multi Locus Sequence Typing (MLST)

Sulla base del dendrogramma (Figura 1) sono stati selezionati 16 ceppi batterici da sot-
toporre a MLST. L’analisi ¢ stata eseguita secondo il protocollo descritto da King et al.
(2002), che prevede I’amplificazione dei seguenti geni: aroA, cpn60, dpr, gki, mutS, recA
e thrA. Le sequenze ottenute sono state analizzate ed inserite nel S. suis sequence/profile
database (https://pubmlst.org/organisms/streptococcus-suis).

L’elaborazione grafica ¢ stata ottenuta impiegando il software Bionumericis, versione
7.6 (Applied Maths).

RISULTATI

In figura 1 sono riportati i risultati relativi a PFGE, MLST, sierotipizzazione e profilo di
virulenza dei ceppi testati.

Trentadue ceppi (83%) sono risultati appartenere al sierotipo “9”, 3 al “2”, 4 al “7”
mentre 4 isolati degli allevamenti R (1), G (2) ed S (1) non appartenevano ad alcuno dei
sierotipi ricercati. Due ceppi (allevamento S) non hanno presentato il gene gdh e il pro-
filo di virulenza piu frequente (33 isolati) ¢ risultato mrp+ efp- sly+. I geni di virulenza
maggiormente presenti, infatti, sono stati mrp (41 ceppi) e sly (36 ceppi), mentre il gene
efp ¢ stato evidenziato solo in 3 ceppi dello stesso episodio morboso.
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Nel dendrogramma originato dalla PFGE (Fig. 1) ¢ possibile distinguere otto diversi
cluster (I-VIII) di numerosita variabile da 1 a 30 isolati. II cluster I comprende 30 ceppi
appartenenti a tutti gli allevamenti esaminati, di cui 28 presentano tra loro un’omologia
del 100% (cloni), suggerita anche dall’appartenenza allo stesso ST123. All’interno di
questo numeroso cluster il profilo di virulenza piu rappresentato (26 ceppi) € mrp+ efp-
sly+. Il sierotipo prevalente ¢ il “9” (26 isolati), mentre 3 ceppi appartengono al “2” ¢ 1 al
“7”.14 ceppi appartenenti a sierotipi “2” e “7” del cluster I provengono tutti all’azienda
A. Dall’allevamento A sono stati conferiti 4 gruppi di suini tutti nel 2020 per un totale di
6 ceppi analizzati. Tutti i ceppi si collocano nel cluster I e 3 di questi presentano lo stesso
profilo di virulenza e sierotipo.

In generale, i ceppi isolati da soggetti diversi di uno stesso conferimento, risultano ap-
partenere al medesimo cluster, profilo di virulenza e sierotipo, ad eccezione di 3 casi sui
10 totali dai quali ¢ disponibile piu di un isolato. In uno di questi ultimi, 2 ceppi isolati
simultaneamente da R si collocano in 2 diversi cluster (I e VIII), sebbene presentino
lo stesso sierotipo e profilo di virulenza. Nel secondo (allevamento S), i 2 isolati da
soggetti diversi differiscono per sierotipo, per profilo di virulenza e cluster. Nel terzo
(allevamento G), dei 4 ceppi isolati da soggetti diversi, 3 sono tra loro cloni (cluster V),
appartengono allo stesso sierotipo e hanno lo stesso profilo di virulenza, mentre il quarto
appartiene al cluster 3 e non ¢ risultato sierotipizzabile.

Sulla base dei risultati della PFGE, sono stati selezionati 16 ceppi per MLST (fig. 1): 10
dal cluster I, e uno per ciascuno degli altri cluster, ad eccezione del II. I 10 isolati del
cluster I sono risultati tutti ST123, che non ¢ stato rilevato negli altri cluster. Nel cluster
III ¢ presente il ST29, nel V il ST1, nel VI e VII il ST16. Due nuovi sequence type non
ancora inseriti all’interno del S.suis sequence/profile database (https://pubmlst.org/orga-
nisms/streptococcus-suis) si collocano nei cluster IV e VIII.

DISCUSSIONE

Numerosi lavori scientifici di caratterizzazione genetica di S. suis hanno indagato i fatto-
ri di virulenza o le correlazione epidemiologiche che esistono tra ceppi isolati in alleva-
menti diversi o in determinate aree geografiche (Wei et al., 2003; Gottschalk et al., 2013;
Cucco et al., 2022). Con questo lavoro si ¢ voluto invece studiare se vi sono diverse
popolazioni di S. suis in uno stesso allevamento in uno stesso momento e come queste si
modifichino nel tempo, impiegando diverse tecniche biomolecolari.

I risultati ottenuti evidenziano come vi sia un’ampia popolazione di ceppi isolati in tutti
i 4 allevamenti, che presenta caratteristiche comuni prevalenti per quanto riguarda la po-
sitivita al fattore di virulenza mrp, [’appartenenza al sierotipo “9”, al cluster I e al ST123.
A partire dal 2018, tali ceppi si sono resi responsabili di episodi ricorrenti di malattia
negli allevamenti considerati, nel corso di tutti gli anni presi in esame.

Diverse combinazioni nell’espressione dei fattori di virulenza e nell’appartenenza al sie-
rotipo sono compatibili con un elevato grado di omologia alla PFGE e 1’appartenenza al
medesimo ST.

Ci0 nonostante si ¢ osservata anche la sporadica introduzione di ceppi con caratteristiche
genetiche diverse, che si potrebbero ripercuotere sull’efficacia della vaccinazione e sulla
sensibilita agli antibiotici. Infatti, alcuni autori hanno dimostrato come vi possano essere
profili di resistenza associati ad alcuni ST, come ad esempio quella per la penicillina
collegata al ST123 (Cucco et al., 2022).

E’ interessante notare come la maggior parte dei ceppi isolati da soggetti conviventi, sia
costituita da cloni dello stesso sierotipo e con lo stesso profilo di virulenza. In 3 episodi
questo non si ¢ verificato, ¢ cio suggerisce di procedere alla caratterizzazione di piu iso-

74



lati di uno stesso focolaio, soprattutto quando si devono selezionare per 1’allestimento di
vaccini stabulogeni o per testare I’antimicrobicosensibilita del ceppo.

Dei 16 ceppi sottoposti a MLST, 14 si sono dimostrati appartenere a ST noti. Tra questi
il piu rappresentato ¢ stato il ST123, descritto per la prima volta in Spagna e gia segna-
lato in Italia (Cucco et al., 2022). Secondo uno studio condotto ormai 8 anni fa, il ST1,
presente nel cluster V del solo allevamento “G”, sarebbe il piu diffuso in Europa e risulta
frequentemente isolato in casi di zoonosi (Goyette-Desjardins et al., 2014). Nel sequen-
ce/profile database sono presenti oltre 450 isolati di S. suis ST1 ottenuti da sangue ¢ or-
gani sia di uomo che di suino provenienti da tutti i continenti a partire dal 1985, quando
¢ stato sequenziato il primo ceppo ST1 in Cina da sangue di un uomo con setticemia. Si
evidenzia quindi come all’interno dell’allevamento G in un solo anno circolassero diver-
si sequence type, i quali perd non si ritrovano 1’anno successivo.

Il ST16 ¢ stato isolato per la prima volta in Spagna, e risulta ST prevalente in Olanda
dove causa forme cliniche invasive del suino. I1 ST29, isolato spesso dal 1992 ad oggi
sia da organi di soggetti sintomatici (cervello, polmone, fluido articolare) sia da tamponi
nasali di carriers, appare associato al sierotipo 7 e al genotipo mrp+ sly- (cosi come
i ceppi isolati nel presente studio) ed ¢ geograficamente distribuito in numerosi paesi
europei tra cui UK, Germania, Olanda, Polonia, Austria, Finlandia e Italia, dove ¢ stato
isolato da soggetti con forme cliniche articolari, respiratorie e soprattutto nervose (Cuc-
co et al., 2022). Rieckmann e colleghi (2018), infatti, evidenziano come ceppi che si
identificano con il ST29 siano in grado di eludere il sistema immunitario nelle prime fasi
post-svezzamento e prolungare la fase di batteriemia, momento cruciale nella patogenesi
delle meningiti da S. suis (Fittipaldi et al., 2012).

Sara interessante verificare come varieranno le popolazioni di S. suis in seguito alla pres-
sione esercitata dalle vaccinazioni con ceppi omologhi.
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Figura 1. Dendrogramma originato dai pattern PFGE dei ceppi di S.suis presenti nei 4
allevamenti oggetto di studio, in cui € possibile distinguere otto cluster di numerosita
variabile da 1 a 30 ceppi. La linea rossa indica la soglia di omologia dell’80%.

Figure 1. Tree diagram showing PFGE patterns of S. suis strains isolated in the farms
studied in the present work showing 8 different clusters including between 1 and 30 strains.
The red line represents the 80% of homology threshold.

CONCLUSIONI

La caratterizzazione dei ceppi di S. suis eseguita a vari livelli puo risultare utile per sele-
zionare i ceppi da inserire in presidi immunizzanti autogeni e per conoscere come questi si
modifichino nel tempo rispetto a caratteristiche antigeniche (sierotipo) e fattori genetici di
virulenza.
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RIASSUNTO

La Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) ¢ probabilmente la malattia
virale di maggior rilevanza per la suinicoltura, e i vari tentativi di eradicazione e
controllo sono stati in massima parte frustrati. Al momento mancano studi che valutino
oggettivamente i determinanti dell’epidemiologia molecolare dei PRRSv. Circa mille
sequenze del gene ORF7, ottenute da campioni prelevati nel Nord Italia nel periodo 2004-
2021 da una filiera integrata che implementava una rigida separazione fra le singole filiere
produttive e un’organizzazione gerarchica del flusso di suini, sono state selezionate. Le
dinamiche della popolazione nel tempo, i flussi virali entro e fra filiere produttive e il
contributo di filiere o allevamenti esterni sono state stimate. Infine, la diffusione del
virus sul territorio ¢ stata ricostruita tramite un approccio filogeografico, correlandola
a diversi determinanti ambientali. L’epidemiologia di PRRSV appare determinata da
diversi fattori, manageriali (e.g. strategie di immunizzazione, compartimentalizzazione)
¢ ambientali (clima, altitudine, densita della rete stradale, etc.). I piccoli allevamenti
rurali sono inoltre emersi come una probabile minaccia per I’introduzione del virus nelle
grandi filiere. Appare evidente come nessuna misura possa dirsi efficace individualmente
e un approccio multidimensionale, concertato fra le fasi del processo produttivo e fra le
diverse realta produttive, sia fondamentale per un effettivo controllo dell’infezione.

ABSTRACT

Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) is probably the most relevant
swine disease, whose eradication and long-term control have often been frustrating.
Few studies linking its molecular epidemiology to the relative risk factors are available.
Approximately one thousand ORF7 sequences were obtained from strains collected
between 2004 and 2021 from the largest Italian pig company, which implements strict
compartmentalization among independent 3-sites pig flows. The history and dynamics
of the viral population were reconstructed and linked to managerial choices. The viral
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fluxes within and among independent pig flows and the contribution of other integrated
pig companies and rurally risen pigs were evaluated. Finally, viral circulation in Northern
Italy was reconstructed using a continuous phylogeographic approach and the impact
of several environmental features on PRRSV strain persistence and spreading was
assessed. The results demonstrate that PRRSV epidemiology is shaped by a multitude of
managerial (e.g. immunization strategy, independent pig flows) and environmental (e.g.
climate, altitude, pig density, road density, etc.) factors. Small farms emerged as a threat
for larger, integrated companies. These results suggest that none of the implemented
measures can be considered effective alone and a multidimensional approach, ranging
from individual herd management to collaboration among different companies, is
mandatory for effective infection control.

INTRODUZIONE

La Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) ¢ causata da due specie
virali, porcine reproductive and respiratory syndrome virus 1 (PRRSV-1) e 2 (PRRSV-2)
recentemente riclassificate come Betaarterivirus suid 1 and Betaarterivirus suid 2,
genere Betaarterivirus, famiglia Arteriviridae. Il PRRSV ¢ caratterizzato da un genoma
a singolo filamento di RNA a polarita positiva (ssRNA(+)) di circa 15kb. Come altri
ssRNA(+) presenta un alto tasso evolutivo, dovuto sia ad un elevato tasso di mutazioni
(~1073-107 sostituzioni/sito/anno) che di ricombinazione. Indicativamente tre-quarti del
genoma (ORFla e ORF1b) codificano per proteine non strutturali, mentre la restante
parte include ORFs codificanti essenzialmente per quelle strutturali (Dokland, 2010).
Fra queste, la Glicoproteina 5 (GP5) ¢ il nucleocapside (N), codificati dall’ORFS5 e 7,
sono particolarmente studiate e sequenziate in virtu del loro ruolo biologico e rilevanza
negli studi di epidemiologia molecolare. La PRRS ¢ considerata una delle malattie di
maggior impatto economico per la suinicoltura mondiale, essendo responsabile di forme
respiratorie e sistemiche, patologiariproduttiva, diminuzione delle performance produttive
e mortalita, oltre ad avere un effetto sinergico con altre infezioni virali e batteriche. Infine,
non devono essere trascurati i costi diretti e indiretti associati al controllo dell’infezione
stessa (Chand et al., 2012). Nel corso del tempo sono stati sviluppati ed introdotti diversi
vaccini e protocolli vaccinali. Tuttavia, a causa della limitata cross-protezione fra ceppi
fenotipicamente diversi e della capacita del virus di eludere la risposta immunitaria,
la loro efficacia si ¢ rivelata sub-ottimale (Chae, 2021; Zhou et al., 2021). L’adozione
di adeguate misure di biosicurezza ¢ quindi di fondamentale importanza per prevenire
I’introduzione e la diffusione virale in allevamento. Un’efficace implementazione di
queste misure ¢ una sfida non facile a causa della facilita di trasmissione virale, mediata da
contatti diretti e indiretti, che coinvolgono la movimentazione animale, seme, fomiti, via
aerogena, ecc (Corzo et al., 2010). Nonostante queste evidenze, solo un limitato numero
di studi ha valutato in modo oggettivo i determinanti della diffusione virale e la maggior
parte dei dati disponibili sono riconducibili a report occasionali o a studi focalizzati su
singole variabili. Anche in Italia, le informazioni disponibili sono parziali: la prevalenza
dell’infezione ¢ considerata elevata, anche se non sempre in presenza di segni clinici.
Geneticamente, in precedenti studi, sono state identificate 2 cladi principali, entrambe
parte del tipo 1, sottotipo 1, che comprendono la maggior parte dei ceppi italiani (Franzo
et al., 2015). Tuttavia, i determinanti all’origine di questo scenario non sono mai stati
indagati nel dettaglio. Conseguentemente, un approccio basato su un’analisi oggettiva
dei dati ¢ tutt’ora assente e molte delle scelte sono delegate all’intuito ed esperienza dei
veterinari, o a limiti di natura pratica.

Il presente studio mira a ricostruire la storia e 1’epidemiologia di PRRSV in Italia e
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valutarne i determinanti, combinando dati di epidemiologia molecolare, management
aziendale e caratteristiche ambientali tramite un modello statistico unitario, beneficiando
dei recenti sviluppi nel campo della filodinamica. Un ampio spettro di metodi statistici
¢ stato quindi applicato per valutare in modo formale e oggettivo i fattori di rischio
responsabili della persistenza e diffusione di PRRSV. A tal fine si ¢ potuto sfruttare di un
dataset di oltre mille sequenze di ORF7 ottenute in un periodo di 17 anni (2004-2021)
dalla maggiore filiera operante nel Nord Italia (da qui in avanti chiamata “I’Azienda”),
organizzata sulla base di una rigorosa struttura gerarchica con diversi flussi di suini
indipendenti gestiti con un sistema a 3-siti produttivi (i.e. scrofaie, svezzamenti ¢
ingrassi). La conseguente identificazione di potenziali punti di controllo potrebbe
fornire importanti benefici sia ai veterinari di campo che ai manager per ottimizzare
e prioritizzare ’allocazione delle risorse e quindi contribuire alla salute, benessere e
produttivita animale.

MATERIALI E METODI

Database delle sequenze

Il dataset di sequenze ORF7 € stato generato durante la routinaria attivita diagnostica
dell’Azienda nel periodo 2004-2021. La maggior parte delle sequenze erano associate
ai seguenti metadati: data di campionamento, localita (latitudine e longitudine), filiera e
sito produttivo (i.e. scrofaia, svezzamento o ingrasso). Le sequenze sono state allineate
fra loro ¢ con quelle dei vaccini comunemente utilizzati. Tutte le sequenze che rivelavano
una forte associazione con i ceppi vaccinali sono state escluse da ulteriori analisi. La
presenza di fenomeni di ricombinazione € state testata ed eventuali stipiti ricombinanti
sono stati esclusi. Il segnale temporale e filogenetico € stato valutato con TempEst e Ig-
Tree (Nguyen et al., 2015; Rambaut et al., 2016).

Ricostruzione delle dinamiche di popolazione e del flusso virale all’interno dell’Azienda
Il dataset ¢ stato analizzato mediante [’approccio Bayesiano alla coalescente seriale
implementato in BEAST 10.1 (Suchard et al., 2018) al fine di stimare diversi parametri di
popolazione quali I’origine dell’antenato comune (time to most recent common ancestor,
tMRCA), il tasso evolutivo e le dinamiche della popolazione virale. Il flusso virale fra i
diversi siti del processo produttivo ¢ stato valutato utilizzando una “discrete trait analysis
(DTA)”, che stimasse la piu probabile localizzazione degli antenati dei ceppi campionati,
e quindi la direzionalita e I’intensita del trasferimento virale. I diversi parametri sono
stati stimati tramite una catena di simulazioni Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
di 200 milioni di generazioni. La qualita e robustezza dei risultati ottenuti sono state
analizzate e riassunte con Tracer 1.7. Le stime ottenute sono state riassunte in termini
di media ¢ 95% High Posterior Probability (95SHPD). Similmente, ¢ stato ottenuto un
Maximum Clade Credibility tree (MCC), sulla base di tutti gli alberi generati nel corso
delle simulazioni. Il software SpreadD3 ¢ stato utilizzato per graficare il processo di
diffusione virale e per valutare le connessioni fra siti produttivi caratterizzati da un
adeguato supporto statistico (i.e. Bayesian Factor >10). Ulteriori statistiche riassuntive e
grafici sono stati generati in R.

Migrazione dei ceppi fra flussi produttivi

Come precedentemente accennato, 1’Azienda ¢ strutturata con un sistema gerarchico
organizzato in flussi suini indipendenti basati su 3 siti produttivi. Piu nel dettaglio,
sono presenti 18 flussi indipendenti in cui ogni scrofaia fornisce suini a specifici
svezzatori, tutti gestiti con un sistema “tutto pieno/tutto vuoto”. Gli svezzatori a loro
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volta trasferiscono gli animali a diversi ingrassi parte della stessa catena produttiva,
anch’essi operanti in un sistema “tutto pieno/tutto vuoto”. I contatti diretti ed indiretti
fra flussi indipendenti sono minimizzati per quanto possibile. Tuttavia, 1’oggettiva
valutazione dell’efficacia di questa separazione ¢ di difficile realizzazione. A tal fine, la
migrazione dei ceppi fra flussi produttivi ¢ stata valutata tramite un’analisi di “Structured
coalescent” implementata nella libreria BAyesian STructured coalescent Approximation
(BASTA) di BEAST?2 (de Maio et al., 2015). In breve, questo approccio prevede di poter
considerare la popolazione virale come divisa in demi (o isole) (i.e. i flussi produttivi
indipendenti), ciascuna caratterizzata da una data dimensione e connesse da un certo
tasso di migrazione.

Due ulteriori analisi sono state effettuate includendo uno o due demi “fantasma”, ossia
delle popolazioni di cui si ipotizza 1’esistenza ma per le quali non sono disponibili delle
sequenze. Questi rappresentavano rispettivamente, nel primo caso, le restanti realta
produttive nel loro complesso e, nel secondo, le altre grandi filiere integrate e allevamenti
rurali/piccole realta produttive, separatamente. | parametri di interesse sono stati stimati
come precedentemente descritto.

Analisi filogeografica e determinanti della velocita di diffusione

La migrazione di PRRSV sul territorio italiano dalla sua introduzione al 2021 ¢ stata
ricostruita tramite 1’approccio filogeografico continuo descritto da Lemey et al. (Lemey
et al., 2010). L’insieme degli alberi ottenuti durante la simulazione MCMC ¢ stato
utilizzato per valutare 1’impatto di diverse variabili ambientali sulla distribuzione dei
ceppi e sulla velocita di diffusione utilizzando la libreria Seraphim in R (Dellicour et
al., 2016). In estrema sintesi, la distanza fra i siti di origine e destinazione dei singoli
eventi di migrazione virale ¢ la stima del tempo intercorso fra questi, ha permesso
di ricavare la velocita di diffusione, nonché il progressivo incremento dell’areale
interessato dall’espansione virale. Inoltre, sono state incluse nell’analisi le caratteristiche
territoriali (e.g. variabili climatiche, utilizzo del terreno, densita degli allevamenti, della
popolazione animale e umana, della rete stradale, altitudine, ecc.) al fine di indagare la
loro correlazione con la velocita di diffusione virale. In altre parole, questo ha permesso
di evidenziare e testare formalmente se particolari fattori ostacolassero o favorissero la
migrazione di PRRSV durante il suo “passaggio” nel territorio.

RISULTATI

Evoluzione, storia e dinamiche della PRRSV in Italia.

L’analisi filodinamica ha evidenziato un tasso evolutivo elevato, indicativamente 103
sostituzioni/sito/anno. Dopo I’introduzione dei primi ceppi in Italia, stimata negli anni
80, la popolazione virale ha conosciuto un progressivo aumento sino al 2010, quando e
cominciata una marcata diminuzione che ¢ proseguita sino alla fine dello studio, sebbene
con una lieve ripresa nel 2015 (Figura 1).
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Figura 1. Rappresentazione della variazione nelle dimensioni della popolazione virale
(pannello superiore), della velocita di diffusione (pannello centrale) e della distanza dal sito di
prima introduzione (pannello inferiore) nel corso del tempo. I valori medi sono rappresentati
dalla linea nera mentre 1’incertezza nella stima (95SHPD) ¢ rappresentata dall’area rossa.

Figure 1. Depiction of relative genetic diversity (upper panel), mean dispersal velocity

(middle panel), and distance from the epidemic origin (lower time). Mean values are
represented as a black lines, while 9SHPD intervals have been displayed as red-shaded areas.
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Migrazione dei ceppi fra stadi produttivi

Una chiara direzionalita ¢ stata evidenziata nel flusso virale fra le diverse fasi del processo
produttivo. Piu nel dettaglio, i tassi di migrazione virale dalle scrofaie agli svezzamenti e
dagli svezzamenti agli ingrassi sono risultati rispettivamente 3 e 2 volte piu intensi delle altre
potenziali connessioni fra siti produttivi. Conseguentemente, pur con limitate eccezioni, il
flusso virale seguiva quello dei suini.

Migrazione virale fra flussi produttivi integrati

La stima degli eventi di migrazione virale fra flussi produttivi integrati ne ha dimostrato una
sostanziale compartimentalizzazione, come evidenziato dalla tendenza delle cladi dell’albero
filogenetico ad includere ceppi campionati in allevamenti appartenenti allo stesso flusso
produttivo. Tuttavia, sebbene rari, alcuni eventi di migrazioni fra filiere produttive sono stati
identificati ¢ i tassi di migrazione fra queste, sebbene globalmente bassi (pur con alcune
eccezioni), sono risultati essere significativamente diversi da zero.

Sorprendentemente, [’analisi del contributo di altre aziende ed allevamenti rurali
nell’epidemiologia di PRRSV ha rilevato un importante ruolo di quest’ultimi. Le piccole
realta infatti sembrano albergare una popolazione virale decine di volte superiore a quelle
dell’Azienda e di altre grandi operatori del settore. Sono inoltre risultate coinvolte nel mediare
il trasferimento di ceppi di PRRSV fra diversi flussi integrati dell’Azienda (Figura 2).
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Figura 2. Albero filogenetico rappresentate il passaggio dei ceppi di PRRSV fra diverse realta
produttive. I colori, come riportato in legenda, definiscono il contesto in cui ¢ stata stimata
la circolazione degli antenati dei ceppi campionati mentre lo spessore dei rami dell’albero
riporta la confidenza in tale stima. L’albero ricostruito includendo 1’Azienda e le restanti
realta produttive, e quello in cui queste sono state suddivise in altre grandi filiere integrate e
piccoli allevamenti indipendenti e rurali sono riportati rispettivamente nel pannello di sinistra
e di desta.
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Figure 2. Structured coalescent-based phylogenetic tree of the samples included in the present
study. Branch colors, as from legend, mark the inferred company where the ancestral strain
was circulating, while branch width represents the posterior confidence of the inference.
The trees reconstructed assuming just the Company and all other Italian pig production
(left figure) and the one including also a third ghost deme (i.e., Company, other integrated
companies, and unorganized/rural farms) (right figure) are reported.

Filogeografia e rilevanza delle caratteristiche del territorio

L’analisi filogeografica suggerisce che I’introduzione e I’iniziale circolazione di PRRSV sia
avvenuta nelle regioni centrali del Nord Italia (Lombardia, Emilia Romagna e Veneto), cui ¢
seguita una diffusione centrifuga che ha coinvolto il Friuli Venezia Giulia e piu tardivamente
Piemonte ¢ Toscana (Figura 3).
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Figura 3. Ricostruzione spazio-temporale della diffusione di PRRSV nel Centro-Nord Italia.
I siti di campionamento e quelli dove ¢ stata stimata la presenza degli antenati degli stipiti
attuali sono rappresentati come circoli, mentre 1’area ombreggiata rappresenta 1’incertezza
(80%HPD) nella stima. La colorazione riflette la scala temporale in cui sono avvenute le fasi
di migrazione, dalla piu antica (in rosso) alla piu recente (in verde).

Figure 3. Reconstruction of spatio-temporal dispersal history of PRRSV in Central-Northern
Italy based on the maximum clade credibility (MCC) trees and 80% HPD regions estimated
through the continuous phylogeographic analysis. Nodes of the MCC tree are represented as
circles colored according to their time of occurrence (see color-coded scale), and 80% HPD
regions were computed for successive time layers and then superimposed using the same
color scale reflecting time.
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La ricostruzione dell’areale geografico interessato dall’infezione ha mostrato una diffusione
relativamente lenta nelle prime 2 decadi successive all’introduzione virale, cui ¢ seguita una
piu rapida espansione nel periodo 2000-2005 che ha portato al massimo coinvolgimento
territoriale (Figura 1). La velocita di diffusione virale ha conosciuto un costante aumento fino
al 1995, cui sono seguite 2 fasi di pit marcata accelerazione, dal *95 fino agli anni 2000 e dal
2010 alla fine del periodo di studio (Figura 1).

Diverse variabili ambientali sono risultate statisticamente correlate alla distribuzione di
PRRSV. In particolare, si ¢ evidenziata una minore tendenza di PRRSV a permanere in aree
caratterizzate da alti valori di altitudine, densita della popolazione umana e della rete stradale.
Al contrario, aree caratterizzate da un maggiore variabilita climatica nel corso dell’anno e
una maggiore densita di suini favoriscono la persistenza virale. E altresi emerso come la
densita della rete stradale favorisca la velocita di diffusione virale, mentre elevati valori medi
della temperatura annuale la rallenti.

DISCUSSIONE

Quella da PRRSV ¢ probabilmente ’infezione piu frustrante per la suinicoltura moderna.
Nonostante lo sviluppo e I’applicazione di diversi vaccini e protocolli, nessuno di questi
si ¢ rivelato pienamente efficace. Notevoli sforzi sono quindi stati a dedicati a migliorare
le misure di biosicurezza e la gestione degli animali, con alterne fortune. L’introduzione di
nuovi ceppi ha infatti spesso vanificato i successi temporaneamente ottenuti nella riduzione
della prevalenza dell’infezione (Rowland and Morrison, 2012).

Il presente studio indaga la circolazione di PRRSV in Italia e i relativi determinanti, con
I’obiettivo di permettere una razionalizzazione e prioritizzazione nell’allocazione delle
risorse disponibili.

Sebbene I’introduzione di PRRSV in Italia sia stata stimata indicativamente negli anni
‘80, va tenuto a mente che tale valore si riferisce all’antenato comune dei ceppi che ¢ stato
effettivamente possibile campionare. Non ¢ quindi da escludere che PRRSV abbia circolato
in Italia anche in precedentemente, coinvolgendo realta produttive diverse dall’Azienda, o
siano esistite varianti estintesi prima dell’inizio del campionamento.

A prescindere da queste speculazioni, il successivo pattern di diffusione appare chiaro.
Dopo I’iniziale introduzione nel centro del Nord Italia, PRRSV ha conosciuto una diffusione
centrifuga, interessando, come atteso, aree con maggiore vocazione agricola (i.e. aree a
elevata densita di suini, uso agricolo del terreno, bassa densita della popolazione umana
¢ della rete stradale). Studi precedentemente effettuati negli USA avevano evidenziato
un’analoga associazione (Arruda et al., 2017; Jara et al., 2021; Makau et al., 2021). La
diffusione virale, inizialmente relativamente lenta, ha poi conosciuto una rapida espansione
dalla meta degli anni ‘90, comportante fra le altre cose il raggiungimento dell’areale massimo.
Tale incremento rispecchia 1I’espansone commerciale dell’Azienda che, negli stessi anni, ha
acquisito diversi nuovi allevamenti in varie aree del Nord Italia. Il conseguente incremento
nella movimentazione animale e delle distanze fra allevamenti puo giustificare I’incremento
del territorio interessato e della velocita di diffusione.

In modo piu inatteso, dopo il raggiungimento della massima espansione, il virus ha continuato
a diffondere ad una velocita comparabile, se non piu elevata di quella precedente. Sebbene
questo testimoni i limiti delle misure di controllo e biosicurezza attualmente adottate,
il fenomeno ¢ in parte spiegabile con 1’organizzazione gerarchica dell’azienda, in cui un
numero limitato di scrofaie distribuisce animali a diversi svezzatori, a loro volta fornitori di
vari ingrassi localizzati in diverse regioni del territorio nazionale. La rapida diffusione del
virus su lunghe distanze sarebbe quindi da attribuire all’associazione fra il flusso di suini
e quello virale, come dimostrato nel presente ed in altri studi. Mentre la diffusione virale
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“entro-flusso” produttivo era in parte attesa e difficilmente prevenibile, pit complessa ¢ la
valutazione dell’efficacia delle misure intraprese per prevenire il passaggio di ceppi “fra-
flussi produttivi”. L’analisi dell’albero filogenetico ha rivelato una chiara tendenza dei ceppi
campionati in allevamenti della stessa catena produttiva a clusterizzare assieme, dimostrando
la sostanziale efficacia di questa organizzazione come misura di controllo. Tuttavia, diverse
eccezioni sono emerse e la stima dei tassi di migrazione ¢ risultata statisticamente diversa
da zero per diverse coppie di filiere. Appare quindi rinforzata la rilevanza della diffusione
laterale di PRRSV fra flussi produttivi e la difficolta nel limitarla, nonostante gli sforzi e le
risorse dedicate (Makau et al., 2021). Una condivisione, anche parziale, dei servizi (veterinari,
tecnici, autotrasporti, ecc) risulta inevitabile da un punto di vista pratico e contribuisce
al rischio di introduzione di nuovi stipiti tramite la movimentazione animale e di fomiti.
Cio concorda con il ruolo della densita della rete stradale, emersa come fattore favorente
le velocita di diffusione virale, ¢ conferma ulteriormente la rilevanza dei contatti indiretti
come fattore di rischio di primaria importanza nell’ostacolare il controllo di PRRSV e in
particolare la sua eradicazione (Makau et al., 2021). E interessante notare come, a differenza
di quanto osservato nel medesimo territorio per il coronavirus aviare, la densita animale
non appaia condizionare la velocita di diffusione virale. La trasmissione aerogena, sebbene
dimostrata in precedenza (Otake et al., 2010), sembra quindi giocare un ruolo secondario nel
contesto indagato. Se questo sia legato alla struttura dell’allevamento italiano (dimensioni
medie dell’allevamento, struttura, aereazione, ecc), a fattori ambientali o a peculiarita locali,
e quanto queste evidenze siano generalizzabili ad altri contesti richiedera ulteriori studi.

Al contrario, similmente a quanto riportato nel contesto avicolo, allevamenti esterni alla
filiera, ed in particolare piccole realta indipendenti e rurali, sembrano svolgere un ruolo
di mediazione nel passaggio di stipiti virali da un flusso produttivo all’altro, nonché nel
mantenimento di un elevata popolazione virale, e quindi di una rilevante pressione infettante
(Franzo et al., 2020). Probabilmente, le ridotte risorse manageriali, economiche e logistiche
comportano una minore capacita di queste realta nel controllare I’infezione e la sua diffusione.
Di contro, il riscontro che la popolazione virale stimata nell’Azienda sia proporzionalmente
inferiore rispetto alla quota di suini allevata, suggerisce come le misure adottate da realta
produttive altamente organizzate permettano di ridurre con maggiore efficacia la presenza e
prevalenza di PRRSV.

In tal senso, a partire dal 2010 le dimensioni della popolazione virale hanno evidenziato
un progressivo declino. Anche in questo caso una scelta manageriale potrebbe essere uno
dei determinanti. Negli stessi anni, infatti, I’Azienda ha iniziato una campagna focalizzata
sull’acclimatamento delle scrofette tramite esposizione forzata ai ceppi di campo, da affiancare
al tradizionale uso della vaccinazione. Si puo quindi ipotizzare che questo protocollo di
immunizzazione intensivo abbia avuto un grosso impatto sulla circolazione virale, specie
nelle prime fasi di vita e quindi nei successivi siti della catena produttiva.

Tuttavia, in considerazione del contesto epidemiologico complessivo, appare evidente che
per aspirare ad un controllo realmente efficace si renda necessaria un’azione che coinvolga gli
allevamenti di una vasta regione e si basi su una fattiva collaborazione fra i vari allevamenti
e operatori del settore (Rowland and Morrison, 2012).

Una piu intensa attivita diagnostica e di sequenziamento appare fondamentale per migliorare
la conoscenza del contesto epidemiologico italiano. I dati qui riportati infatti, per quanto
analizzati con un robusto approccio statistico, originano da una sola azienda integrata,
caratterizzata da un elevato livello gestionale. L’inferenza dei risultati ottenuti ad altri
contesti, probabilmente accurata nel caso di altre grandi realta produttive, ¢ invece rischiosa
nel caso di enti minori, in parte localizzati in altre aree quali in centro-sud Italia, e dovrebbe
essere sostanziata da ulteriori evidenze empiriche.
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Infine, il presente studio ha permesso di evidenziare il ruolo di diverse variabili ambientali
e climatiche nel condizionare la persistenza e diffusione di PRRSV. In particolare, basse
temperature e un’elevata variabilita nel corso dell’anno sono state positivamente associate
alla persistenza e circolazione virale, probabilmente in quanto queste condizioni agiscono
indirettamente incrementando la suscettibilita dell’ospite e/o la resistenza del virus
nell’ambiente. Al contrario, un’elevata altitudine sarebbe associata ad una minor presenza
di stipiti di PRRSV, giustificando la tendenza a localizzare in aree piu elevate le strutture
dedicate all’allevamento dei soggetti di maggior pregio.

CONCLUSIONI

Complessivamente, i risultati di questo studio dimostrano come diversi fattori modellino
I’epidemiologia di PRRSV in Italia. La gestione degli animali, ed in particolare i protocolli di
immunizzazione e la separazione dei flussi animali si sono dimostrati efficaci nel limitare le
dimensioni della popolazione virale. Questo si ripercuote sull’evidente vantaggio delle grandi
filiere organizzate rispetto alle realta minori, le quali possono rappresentare una minaccia
per il sistema nel suo complesso. Tuttavia, una completa prevenzione della circolazione e
trasmissione virale € risultata impossibile anche nel contesto dell’Azienda indagata e diversi
altri fattori, climatici e ambientali, contribuiscono nel determinare il rischio epidemiologico
complessivo. Sulla base dell’intricato network di interazioni fra diverse variabili, appare
chiaro come un efficace controllo della PRRSV possa essere ricercato solamente con un
approccio multidisciplinare che agisca a diversi livelli e veda la collaborazione delle varie
realta e operatori del settore.
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VERIFICADELLA PRESENZA DI ERYSIPELOTHRIX
RHUSIOPATHIAE IN SUINI REGOLARMENTE MACELLATI IN
FRIULI VENEZIA GIULIA E PROVINCIAAUTONOMA
DI BOLZANO

PRESENCE OF ERYSIPELOTHRIX RHUSIOPATHIAE IN
SLAUGHTERED SWINE IN FRIULI VENEZIA GIULIA REGIONE
AND BOLZANO PROVINCE

USTULIN M., COLORIO S., TARGHETTA C., FERINO L., IDRIZI I., LA SPISA M., VIO D.
Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie
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RIASSUNTO

Erysipelotrix rhusiopathiae (ER) I’agente eziologico del Mal Rosso del suino, puo
infettare anche altre specie animali causando tra le altre, forme setticemiche. Inoltre
¢ un agente di zoonosi che interessa categorie professionali collegate ai suini ed alla
suinicoltura in generale.

Nel suino la malattia ¢ controllata tramite la vaccinazione nei riproduttori ¢ la terapia
antibiotica di eventuali forme cliniche; i soggetti con forme evidenti di Mal Rosso sono
esclusi dalla macellazione e le relative carcasse, come previsto dalla normativa, destinate
alla distruzione. E tuttavia possibile che soggetti con forme inapparenti che albergano il
patogeno a livello di tonsille, intestino o cute, arrivino alla macellazione.

A seguito di un monitoraggio su soggetti macellati si ¢ evidenziata una percentuale di
soggetti positivi alle analisi biomolecolari del 16,04% in Friuli Venezia Giulia e del
46,2% Nella Provincia Autonoma di Bolzano.

Da 20 soggetti positivi in PCR sono stati isolati ceppi di ER che sono stati sottoposti a
determinazione della MIC e dello Spa-Type, evidenziando una netta prevalenza di SpaA e
di ceppi sensibili alle penicilline, terapia solitamente utilizzata per la cura del Mal Rosso.

ABSTRACT

Erysipelotrix rhusiopathiae (ER) is the aetiological agent of swine erisypelas, but it can
cause diseases in other animal species and erysipeloid in human, too.

The clinical pathology is usually kept under control by vaccination of sows and antibiotic
therapy in clinical cases. Anyway, it is possible that animals without symptoms but hosting
ER on tonsils, intestines or skin can be regularly slaughtered.

A monitoring at slaughterhouse showed positivity by PCR in 16,04% of swine slaughtered
in Friuli Venezia Giulia Region and in 46,2% of swine slaughtered in Bolzano Province.
On samples collected from 20 animals ER strains were isolated and furthered characterized.
Spa type determination showed clear prevalence of SpaA type and MIC determination
showed that sensitivity to penicillin and ampicillin is still common.

INTRODUZIONE
Erysipelotrix rhusiopathiae (ER) ¢ un germe ubiquitario, capace di infettare numerose
specie animali e 1’'uomo. Il serbatoio piu importante ¢ rappresentato dai suini. Negli
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allevamenti di suini ¢ presente a livello ambientale (feci, liquami, acqua di derivazione ¢
scolo) e puo essere isolato da feci e tonsille di animali portatori.

L’infezione nel maiale causa il Mal Rosso o Mal Rossino, malattia infettiva a decorso
solitamente acuto che si manifesta in una forma setticemica con ipertermia, iperemia
cutanea e splenomeglia; puo inoltre provocare 1’aborto nelle scrofe gravide. Nella fase
acuta e nella forma subacuta dell’infezione ¢ presente anche una forma esantematica
con la comparsa di chiazze ben delimitate (esantema a mattone “diamond shaped”) sui
fianchi e sul dorso degli animali colpiti. In forma cronica ¢ causa di endocarditi, per lo piu
vegetative, e artrosinoviti. Le scrofe vengono regolarmente vaccinate per ER per limitare
le forme abortigene; la vaccinazione non ¢ invece applicata ai suini da ingrasso, che
possono essere cosi interessati da forme acute e subacute. Per il trattamento di eventuali
forme cliniche si ricorre in questi casi alla terapia antimicrobica (Opriessning et al., 2012).
L’infezione da ER nell’uomo causa I’erisipeloide, patologia cutanea (cellulite localizzata)
che puo sfociare in forme endocardiche e artritiche e piu raramente in forme setticemiche
acute. La maggior parte dei casi di erisipela nell’'uomo ¢ epidemiologicamente legata al
suino; le categorie professionali piu esposte al rischio sono gli operatori degli stabilimenti
di macellazione e di lavorazione delle carni, seguiti dagli operatori delle aziende suinicole.
I suini con forme cliniche evidenti sono esclusi dalla macellazione; soggetti con forme
inapparenti, regolarmente macellati, albergano 1’agente a livello di tonsille, intestino e
cute. La trasmissione dell’infezione all’'uomo avviene tramite soluzioni di continuo della
cute o per via alimentare ((Brooke e Riley, 1999).

Nel suino, la diagnosi delle forme cliniche conclamate ¢ affidata all’isolamento
batteriologico di ER da campioni di organo, metodica robusta in ragione delle alte cariche
batteriche nelle forme setticemiche; per 1’isolamento nelle forme croniche o inapparenti ¢
necessario il ricorso a terreni di arricchimento in ragione della bassa carica batterica nel
campione.

I dati di prevalenza dell’infezione inapparente nei suini macellati in Italia sono pressoché
assenti o limitati a studi eseguiti su un numero limitato di campioni; non sono disponibili
dati di tipizzazione molecolare dei ceppi isolati né dati relativi all’antimicrobicoresistenza
(AMR) di ER.

Lo scopo del monitoraggio ¢ stato quello di verificare la prevalenza di suini portatori
sani di ER tra quelli regolarmente macellati in Friuli Venezia Giulia (FVG) e Provincia
Autonoma di Bolzano.

MATERIALI E METODI

I1 protocollo di campionamento ¢ stato stabilito al fine di stimare la prevalenza di malattia
al macello e ha previsto la raccolta di campioni di cute (tramite spongebag), feci e tonsille
campionando 7 animali a settimana per 16 settimane. | campionamenti sono stati suddivisi
tra due macelli in FVG e altrettanti nella Provincia Autonoma di Bolzano.

Per ciascun campione ¢ stata prevista una prima fase di prearricchimento tramite
semina Tryptone Soy Broth (TSB) e incubazione a 37°C per 18-24 ore. Da un’aliquota
di prearricchito ¢ stato estratto il DNA utilizzando il kit MagMax Core sull’estrattore
automatico King Fisher Flex. Gli estratti sono stati sottoposti a screening secondo la
metodica Real Time PCR descritta da Pal et al. (2009) che prevede I’utilizzo di primer
comuni alle specie di Erysipelothrix spp. e una sonda specifica per ER che garantisce
elevata specificita.

Dai campioni risultati positivi all’analisi biomolecolare sono proseguite le indagini
microbiologiche per tentare 1’isolamento del microrganismo.

Il protocollo di isolamento associa 1’uso di terreni selettivi e non selettivi e di diverse
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condizioni di incubazione, per aumentare le probabilita di isolamento dei ceppi di ER.
Nello specifico, si ¢ proceduto a inoculare 1 ml brodo di prearricchimento in 9 ml di brodo
selettivo, TSB addizionato con Kanamicina e Gentamicina (TSB+K+G) e, al tempo stesso,
a seminare lo stesso prearricchito su due piastre di Agar Sangue (AS). I1 TSB+K+G e una
delle piastre di AS sono stati incubati a 37°C per 24 ore in aerobiosi, la seconda piastra di
AS in microareofilia (5% di CO,).

Dopo 24 ore di incubazione, si ¢ proceduto a inoculare 100 pl di TSB+K+G su due piastre
di AS e altrettanti su due piastre di Tryptone Soy Agar addizionato con Kanamicina e
Gentamicina (TSA+K+G). Di ciascun terreno una piastra ¢ stata incubata a 37°C per 24
ore in microaerofilia e una in aerobiosi (Colavita et al., 2006).

Tutte le piastre di AS ¢ TSA+K+G sono state lette dopo 24 ¢ 48 ore di incubazione per
verificare la presenza di colonie con morfologia riferibile a ER. Da eventuali colonie
sospette si ¢ proseguito con isolamento e identificazione.

I ceppi isolati sono stati poi sottoposti a determinazione della Minima Concentrazione
Inibente (MIC) e dello Spa-type.

La MIC ¢ stata determinata con metodo della microdiluizione in brodo, con I’aggiunta di
un indicatore di pH, il Rosso Fenolo allo 0,2%, per facilitare la lettura delle micropiastre.
Lo Spa-type ¢ stato determinato tramite real time PCR effettuato sul DNA del ceppo
batterico (Shen et al. 2010).

RISULTATI

Per la Regione FVG sono stati analizzati campioni di 106 suini, di cui 17 sono risultati
positivi per almeno una delle matrici prelevate ovvero 16,04%.

Nel dettaglio, sono risultate positive le tonsille di 11 animali, la cute di 10 animali e un
solo campione di feci. 3 soggetti sono risultati positivi su 2 matrici e 1 su 3. Da nessuno
dei campioni analizzati ¢ stati solato un ceppo di ER.

Per la Provincia Autonoma di Bolzano sono stati analizzati campioni di 104 suini di cui
48 sono risultati positivi per almeno una delle matrici prelevate per una prevalenza ovvero
i1 46,2%.

Nel dettaglio, sono risultate positive le tonsille di 40 animali, la cute di 27 animali e 13
campioni di feci. 16 soggetti sono risultati positivi su 2 matrici e 8 su 3.

Nessun ceppo di ER ¢ stato isolato dei campioni prelevati in FVG, mentre sono stai isolati
20 ceppi provenienti da animali macellati a Bolzano.

I ceppi sono stati ulteriormente caratterizzati andando a determinare lo Spa-type. 19 ceppi
sono stati identificati come SpaA, il sottotipo piu frequente, mentre 1’ultimo ¢ rimasto
indeterminato.

13 ceppi sono stati sottoposti a determinazione della MIC, i risultati sono riassunti in
tabella 1.
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Tabella 1: Esiti MIC
Table 1: MIC results

DISCUSSIONE

I risultati del presente monitoraggio hanno evidenziato una percentuale modesta di portatori
sani in FVG ed una piu consistente in provincia di Bolzano. I fattori che possono influenzare
la prevalenza di questo microrganismo sono numerosi ¢ includono caratteristiche degli
allevamenti e di management che andranno approfondite. E perd gia noto che il sistema
di allevamento in FVG include allevamenti di dimensioni maggiori rispetto a quelli
presenti nel territorio della Provincia Autonoma di Bolzano, dove 1’allevamento del suino
¢ distribuito in allevamenti di piccole dimensioni votati prevalentemente al consumo
familiare oppure alla produzione di salumi consumati localmente.

Un dato interessante ¢ che la quasi totalita dei ceppi isolati presenta come antigene di
superficie lo SpaA. Gli antigeni protettivi di superficie (spa) di Erysipelothrix spp sono
associati alla virulenza del ceppo e determinano risposta anticorpale in corso di infezione
(Ingebritson et al., 2010). Dati sperimentali di immunizzazione su topi, hanno evidenziato
protezione completa verso ceppi con spa-type omologo e parziale verso ceppi con diverso
spa-type.

SpaA ¢ la proteina di superficie prodotta dai sierotipi 1a, 1b, 2,5, 8,9, 12, 15,16, 17 ed N,
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SpaB viene prodotta dai sierotipi 4, 6, 11, 19 e 21 mentre SpaC viene prodotta da sierotipo
18 (McNeal et al., 2017).

Considerato che i vaccini disponibili in commercio sono prodotti con ceppi di sierotipi 1
e/o 2, la prevalenza netta di ceppi dello stesso spa-type puo essere considerata suggestiva
di una buona efficacia dei vaccini disponibili sui ceppi circolanti, considerato anche il fatto
che nessuno di questi ceppi sia stato isolato da animali sintomatici.

Per quanto concerne i profili di AMR, sulla base Break point (BP) descritti nel CLSIVET06,
possiamo stabilire che 12 su 13 ceppi sono risultati sensibili alla penicillina (BP S <0,12)
e 13 ceppi su 13 ad ampicillina (BP S < 0,25). Nei casi clinici di Mal Rosso le penicilline
sono i farmaci di elezione, per cui abbiamo potuto verificare diffusa sensibilita tra i ceppi
circolanti.

Non essendo disponibili i BP specifici per lincomicina, sono stati utilizzati i BP per la
clindamicina (BP S < 0,25; 1=0,5; R>1), farmaco appartenente alla stessa famiglia
(lincosamidi). Sulla base di tali BP possiamo classificare 10 ceppi sensibili come “sensibili”,
1 come “intermedio” e 2 come “resistenti”.

Come considerazione generale, il fatto che per la maggior parte dei principi attivi analizzati
presentino valori di MIC inferiori alla piu bassa concentrazione testata ¢ da considerarsi
favorevole in merito alla sensibilita dei ceppi isolati verso le principali molecole
antimicrobiche anche in assenza di BP ufficiali.

CONCLUSIONI

Nonostante la patologia clinica sia un evento poco comune ¢ la vaccinazione, in particolare
nelle scrofe, un intervento di routine, la presenza di animali portatori sani non va trascurata,
soprattutto in funzione del fatto che ER sia un agente di zoonosi.

Attenzione va posta anche al fatto che la generale riduzione dell’utilizzo di antimicrobici
a scopo metafilattico negli allevamenti potrebbe favorire la diffusione di questo batterio.

Le attivita descritte sono state svolte nell’ambito della Ricerca Corrente IZSVE 17/18
“Approccio diagnostico integrato per la ricerca, caratterizzazione biomolecolare e la
determinazione del profilo di antibioticoresistenza di Erysipelothrix rhusiopathiae in suini
regolarmente macellati nel Nord-est italiano” finanziata dal Ministero della Salute.
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RIASSUNTO

Streptococcus suis (S. suis) € uno dei piu importanti patogeni del suino, in grado di causare
setticemia, meningite, artrite in suinetti svezzati, ¢ inoltre agente di zoonosi occupazionale.
S. suis ¢ una specie batterica che presenta un’elevata variabilita fenotipica e genotipica; piu
capsulotipi, indistinguibili fenotipicamente, possono circolare nello stesso allevamento.
Lutilizzo, nelle scrofe e nei suinetti in svezzamento, di vaccini stabulogeni ha mostrato
efficacia variabile nel contenimento delle forme cliniche. Il presente lavoro descrive
I’applicazione di un protocollo di vaccinazione precoce per il controllo della mortalita e della
sintomatologia da S. suis.

ABSTRACT

Streptococcus suis (S. suis) is one of the most important swine pathogens and can be agent
of septicemia, meningitis and arthritis in weaned piglets. Moreover, it is agent of zoonosis in
professions connected to swine industry.

S. suis is a bacterial species with a high genetic and phenotypic variability, various
capsulotypes can circulate in a single farm. Autologous vaccines, used on sows and weaned
piglets, have not shown constant efficacy.

In the present work a precocious vaccination have shown to be able to prevent nervous signs
and death in piglets.

INTRODUZIONE

Streptococcus suis (S. suis) € uno dei piu importanti patogeni del suino, in grado di
causare setticemia, meningite, artrite in suinetti svezzati. S. suis ¢ inoltre agente di zoonosi
occupazionale per operatori di allevamenti, macelli ¢ laboratori di sezionamento nei quali
puo determinare meningite, setticemia ed endocardite (Mancini et al., 2016).

S. suis ¢ una specie batterica che presenta un’elevata variabilita fenotipica e genotipica;
sono infatti noti 33 sierotipi e circa 150 fattori di virulenza (Segura et al., 2017; Haas et al.,
2018), sono descritti casi in cui capsulotipi diversi, patogeni ed apatogeni, non distinguibili
fenotipicamente, possono circolare contemporaneamente nello stesso allevamento. Il
controllo delle patologie da S. suis avviene prevalentemente tramite terapia antibiotica ed in
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caso di incidenza elevata, sono necessarie terapie di gruppo per os. E inoltre disponibile un
vaccino commerciale rivolto contro il capsulotipo 2.

Una delle opzioni disponibili per il controllo delle patologie causate da S suis prevede il ricorso
all’utilizzo di vaccini stabulogeni, che pero presenta efficacia variabile, presumibilmente
correlata alla elevata variabilita fenotipica del patogeno e ai criteri di scelta dei ceppi da
destinare alla produzione del vaccino (Rieckmann et al., 2020; Segura et al., 2015).

Il protocollo usualmente previsto per gli interventi con un vaccino stabulogeno prevede la
vaccinazione delle scrofe alla quinta e alla seconda settimana prima del parto ed ¢ inoltre
possibile effettuare interventi vaccinali anche su animali in svezzamento in base alla
situazione epidemiologica.

Nel presente caso, in un allevamento con insorgenza precoce di sintomatologia clinica da S.
Suis si € valutato un protocollo di vaccinazione precoce nei suinetti sull’incidenza di mortalita
e sintomatologia clinica.

MATERIALI E METODI

Il presente studio ha coinvolto un allevamento da riproduzione a ciclo aperto, con circa
1200 scrofe in produzione, con una storia clinica riferibile a casi di streptococcosi precoce,
verificata con indagini di laboratorio

L’azienda ha iniziato a vaccinare le scrofe nel 2017 con un vaccino stabulogeno prodotto con
ceppi aziendali appartenenti al sierotipo capsulare 2.

Nel corso del 2021, un aumento della casistica di mortalita improvvisa e di soggetti con
sintomatologia nervosa in svezzamento ha spinto I’azienda a procedere con approfondimenti
diagnostici.

A seguito di indagini anatomopatologiche e batteriologiche, il sospetto di streptococcosi €
stato confermato tramite 1’isolamento del ceppo batterico dal cervello di 5 soggetti svezzati
di circa 30-35 giorni di eta, pervenuti presso la Sezione di Pordenone dell’IZSVe in tre
diversi conferimenti nel mese di agosto. I ceppi isolati dal recente focolaio, unitamente ad
altri tre ceppi isolati precedentemente da soggetti con forma clinica nel 2020 e nel 2021
sono stati sottoposti a caratterizzazione molecolare presso la sezione di Fermo dell’Istituto
Zooprofilattico Sperimentale dell’Umbria e delle Marche (IZSUM). I ceppi sono stati
sottoposti alla determinazione tramite PCR sierotipo capsulare (Okura et al., 2014) di
appartenenza e alla ricerca dei principali geni di virulenza, ovvero mrp, sly, ef (Silva L.
et al., 2006, King et al.,2001 e Wisselink et al., 1999). Tali ceppi si sono confermati tutti
appartenere al capsulotipo 9 e positivi per i fattori di virulenza sly e mrp.

E stato quindi allestito dall’Officina Farmaceutica dell’IZZSUM un vaccino stabulogeno
bivalente che includesse, oltre al ceppo di capsulotipo 2 gia utilizzato per i precedenti
allestimenti, anche un ceppo isolato e caratterizzato nel recente periodo appartenente al
capsulotipo 9. Come adiuvante ¢ stato utilizzato un adiuvante a nanoparticelle, il Montanide
IMS 1313 nel rapporto 20% v/v.

Tenuto conto della precocita delle manifestazioni cliniche, il veterinario aziendale, di
concerto con la proprieta, hanno deciso di non somministare il vaccino alle scrofe durante la
gravidanza e procedere alla somministrazione del vaccino stabulogeno in eta precoce con una
prima vaccinazione a tre giorni di vita con richiamo a 24 giorni.

Tale protocollo di vaccinazione sperimentale ¢ stato eseguito in due repliche, su una banda di
svezzamento a dicembre 2021 e una a gennaio 2022; per ogni banda meta dei soggetti sono stati
vaccinati e tenuti separati dalla restante parte di suinetti non vaccinati (studio caso controllo),
in questo modo ¢ stato possibile verificare la presenza di differenze significative nei due gruppi
in termini di mortalita, soggetti con sintomatologia nervosa e trattamenti antibiotici di gruppo.
Ogni gruppo ha incluso 240 soggetti vaccinati e 240 soggetti non vaccinati.
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La significativita dei dati ¢ stata valutata tramite il test esatto di Fisher (IC 95%).
Sono stati inoltre raccolti dati anamnestici riguardanti concomitanti patologie nel periodo
interessato.

RISULTATI
Prova Nati Dicembre Prova Nati Gennaio

Vaccinati Non Vaccinati Vaccinati Non Vaccinati
Numero soggetti 240 240 240 240
Morti 3 10 7 8
% Mortalita 1.25% 4.17% 2.92% 3.33%
95% IC per Mortalita 0.26% 3.61% 2.02% 7.53% 1.18% 5.92% 1.45% 6.46%
Sintomatologia 2 13 12 14
% Sintomatologia 0.83% 5.42% 5.00% 5.83%
95% IC per Sintomatolog 0.10% 2.98% 2.92% 9.08% 2.61% 8.57% 3.23% 9.59%

Tab 1: Risultati/Results

L’elaborazione statistica tramite il test esatto di Fisher dei risultati delle prove a carico della
banda svezzata nel mese di dicembre ha confermato che la differenza sia per quanto riguarda
la mortalita (p-value ad una coda = 0,044) che per il riscontro di soggetti con sintomatologia
(p-value ad una coda = 0,003) risulta statisticamente significativa.

Non ¢ stata invece riscontrata una differenza significativa nei gruppi di svezzati del mese di
gennaio né in termini di mortalita né in termini di sintomatologia nervosa.

I dati anmnestici raccolti relativi alla banda svezzata a gennaio hanno evidenziato una
elevata casistica di soggetti affetti da epidermite essudativa; inoltre, la verifica retrospettiva
dei risultati di esami anatomopatologici, istologici e virologici eseguiti su alcuni soggetti
svezzati conferiti nel periodo considerato, ha permesso di confermare tramite istologia il dato
clinico di epidermite essudativa, fattore che puo aver influenzato la mortalita e la risposta
immunitaria alla vaccinazione.

DISCUSSIONE

L’esperienza descritta nel presente lavoro, oltre a presentare i dati preliminari sulla possibilita
di effettuare una vaccinazione precoce contro S. Suis, mette in evidenza alcuni dei fattori da
considerare nel controllo della streptococcosi.

Si sottolinea innanzitutto I’ importanza di continuare a monitorare i soggetti con sintomatologia
riferibile a streptococcosi sottoponendoli ad indagini anatomo-patologiche e batteriologiche,
inclusa la caratterizzazione dei ceppi circolanti (Hatronjit et al., 2020). Infatti, un aumento
della casistica potrebbe non essere conseguenza di un vero e proprio fallimento vaccinale,
quanto dell’entrata in azienda o della selezione di capsulotipi non coperti dal vaccino in uso.
Un corretto e costante monitoraggio permette di identificare precocemente questi ceppi e
aggiornare adeguatamente il vaccino stabulogeno.

Inoltre, i dati ottenuti nel primo gruppo di studio suggeriscono che 1’approccio con vaccino
stabulogeno, anche precoce, puo rivelarsi efficace nel contenimento della sintomatologia e
mortalita data da S. suis.

Per quanto concerne la seconda banda coinvolta, ¢ possibile presupporre che la
concomitante presenza di ulteriori patologie abbia influenzato negativamente 1’efficacia
della vaccinazione, in particolare che a causa dell’epidermite si sia verificato un aumento
di mortalita indipendente da S. suis.

Si ritiene perd necessario, per una valutazione completa dell’efficacia della vaccinazione,
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includere in ulteriori studi analisi sierologiche sia dei soggetti vaccinati che non vaccinati, ai
fini della verifica della sieroconversione indotta dal vaccino stesso.
L’importanzadiavereadisposizione vaccini stabulogeni efficacie protocolliadattiallaspecifica
situazione epidemiologica dell’allevamento ¢ inoltre legato ad una riduzione dell’utilizzo di
presidi antimicrobici. In caso di incidenza elevata in un gruppo, le problematiche determinate
da S. suis vengono tenute sotto controllo tramite terapie antibiotiche di gruppo per 0s, ma
la disponibilita di un presidio preventivo efficace permetterebbe di ridurre questi interventi.
Inoltre, per quanto sia generalmente riconosciuta in tutto il mondo ed un’elevata suscettibilita
nei confronti dei beta-lattamici (Haenni et al., 2016), stanno diventando piuttosto frequenti
ceppi resistenti alla penicillina, soprattutto tra quelli appartenenti al capsulotipo 9 (Cucco et
al., 2022).

CONCLUSIONI

I risultati del presente lavoro indicano che I’applicazione di un protocollo vaccinale precoce
con vaccino stabulogeno per S. suis, puo influenzare favorevolmente 1’incidenza di casi di
mortalita e sintomatologia nervosa riferibili a streptococcosi, pur necessitando di ulteriori
indagini da estendere ad altre realta che presentano la stessa problematica.

Siravvede inoltre la necessita di approfondire la valutazione dell’efficacia della vaccinazione
includendo indagini sierologiche necessarie a valutare la sieroconversione.

Le attivita descritte sono state svolte nell’ambito della Ricerca Corrente IZSVE 10/20
“Utilizzo della caratterizzazione genomica di Streptococcus suis per ottimizzare 1’efficacia
dei vaccini stabulogeni negli allevamenti suinicoli intensivi” finanziata dal Ministero della
Salute.
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RIASSUNTO

In questo studio sono stati analizzati retrospettivamente i risultati delle indagini di laboratorio
svolte a scopo diagnostico presso le Sedi Territoriali della Lombardia e dell’Emilia Romagna
dell’IZSLER trail 2017 e i1 2021 su 883 casi di aborto suino. Nel 35,1% dei casi, con I’impiego di
metodiche biomolecolari, ¢ stata riscontrata la positivita verso almeno uno degli agenti eziologici
investigati e sono state riscontrate le seguenti prevalenze: PRRSV (Porcine Reproductive and
Respiratory Syndrome Virus) (19%), PCV3 (Porcine circovirus 3) (18,5%), PCV2 (Porcine
circovirus 2) (18,3%), Chlamydia spp. (4,8%), PPV (Porcine parvovirus) (2,8%), Leptospira
spp. (2,6%). Nel 17,7% dei casi ¢ stato individuato piu di un agente eziologico abortigeno.
Relativamente ai casi positivi per PCV2, in 20 casi totali la quantita di copie di genoma virale
rilevata per grammo di materiale patologico testato mediante PCR quantitativa era maggiore di
107 e, nei casi in cui si € proceduto a conferma istopatologica, la diagnosi di aborto sostenuto da
PCV2 non ¢ stata confermata.

ABSTRACT

The results of the diagnostic investigations were retrospectively analyzed in 883 cases of swine
abortion. The samples analyzed were fetuses collected during the diagnostic activity of IZSLER
laboratories located in Lombardia and Emilia Romagna (Italy) between 2017 and 2021. In 35,1%
of cases, the results of the different PCR tests performed were positive for at least one of the
abortive etiological agents investigated that showed the following prevalences: PRRSV (Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome Virus) (19%), PCV3 (Porcine circovirus 3) (18,5%),
PCV2 (Porcine circovirus 2) (18,3%), Chlamydia spp. (4,8%), PPV (Porcine parvovirus) (2,8%),
Leptospira spp. (2,6%). In 17,7% of the cases, more than 1 abortive etiological agent was identi-
fied. As regards PCV2 positive cases, in 20 total cases the quantity of copies of viral DNA, per
gram of pathological material tested, detected by quantitative PCR was greater than 107. In cases
where histological and immunohistochemical examinations were also performed, the diagnosis of
PCV2 abortion was not confirmed.

INTRODUZIONE

Le turbe riproduttive nella scrofa rappresentano un’importante causa di perdite economiche per
gli allevamenti suinicoli. Se la morte dell’embrione avviene prima del trentacinquesimo giorno
di gestazione si ha il riassorbimento embrionale, successivamente inizia il periodo fetale. Quando
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la causa scatenante la patologia riproduttiva insorge precocemente si possono osservare feti
mummificati, altrimenti se insorge nel periodo piu tardivo della gestazione si possono riscontrare
suinetti nati morti, disvitali o parti prematuri. Nel caso in cui vi sia una combinazione di feti
mummificati ¢ nati morti di diverse dimensioni, la morte fetale ¢ insorta in diversi momenti della
gestazione e questo puo essere conseguenza di una progressiva diffusione intrauterina di un agente
infettivo (Almond et al., 2006).

Gli agenti eziologici infettivi responsabili di aborto possono essere batterici tra cui Brucella
suis, Leptospira spp., Chlamydia spp., (Almond et al., 2006) o, virali come PRRSV (Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome Virus), PCV2 (Porcine circovirus 2), EMCV
(Encephalomyocarditis virus), ADV (Aujeszky’s disease Virus), IAV (Influenza Virus A) (Saporiti
etal., 2021b). Negli ultimi anni, anche il PCV3 (Porcine circovirus 3) ¢ stato proposto da diversi
autori come potenziale agente eziologico in grado di provocare turbe riproduttive nella scrofa
(Saporiti et al., 2021b; Arruda et al., 2019; Palinski et al., 2017). Gli agenti infettivi virali sono
la causa pit comune di aborto nel suino e, sia in caso di infezione virale, sia in caso di infezione
batterica, per poter avere maggiori possibilita di individuare I’agente infettivo causa di aborto, ¢
importante analizzare piu feti abortiti per scrofa (Kirkwood et al., 2013). Inoltre, la diagnosi di
alcuni di questi agenti eziologici, in particolar modo per quanto riguarda i Circovirus PCV2 e
PCV3, assume maggiore rilevanza se la presenza del virus nei tessuti accertata mediante PCR
(Polymerase Chain Reaction) viene confermata dalla presenza di lesioni istopatologiche tipiche e
dalla positivita immunoistochimica nelle cellule target. L’aborto puo anche essere conseguente a
cause non infettive tra cui vi sono fattori ambientali, individuali della scrofa, alimentari e tossici
(Christianson, 1992; Vanderhaeghe et al., 2013).

In questo studio retrospettivo sono stati analizzati i risultati delle indagini di laboratorio eseguite
presso I’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna (IZSLER)
trail 2017 e il 2021, su feti provenienti da casi di aborto suino verificatisi in allevamenti situati nel
territorio di competenza delle due regioni.

MATERIALI E METODI

Sono stati inclusi nello studio 3635 feti, provenienti da 365 aziende suinicole, conferiti presso le
Sedi Territoriali dell’IZSLER tra il 2017 e il 2021 corrispondenti a 883 casi di aborto. Ogni caso
di aborto incluso nello studio corrisponde ad un singolo focolaio e i feti provenienti da episodi di
aborto verificatisi nel tempo ma all’interno dello stesso focolaio, sono stati considerati come un
unico caso. A questo proposito i casi in cui sono stati conferiti piu feti in diversi momenti durante
lo stesso mese o in due mesi consecutivi, sono stati considerati come un unico caso di aborto, ad
eccezione di 18 casi in cui gli esiti degli esami diagnostici indicavano positivita nei confronti di
agenti eziologici differenti, riconducibili alla presenza di diversi focolai nella stessa azienda.
Trattandosi di uno studio retrospettivo, per ovvi motivi, per ogni caso di aborto non sono state
eseguite costantemente le stesse indagini e questo ¢, nella routine diagnostica, determinato da
diversi fattori, come ad esempio la diversa presentazione clinica dei casi sottoposti ad indagini di
laboratorio. Di seguito si riporta il numero di casi in cui ¢ stata eseguita 1’indagine nei confronti
di un determinato agente eziologico, sul totale dei casi inclusi nello studio: PRRSV (Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome Virus) (862/883), PCV 3 (Porcine circovirus 3) (205/883),
PCV2 (Porcine circovirus 2) (663/883), Chlamydia spp. (458/883), PPV (Porcine parvovirus)
(634/883), Leptospira spp. (384/883). La prevalenza di ciascun agente infettivo investigato &
stata calcolata rapportando il numero di casi positivi con quello dei casi testati.

Biologia molecolare

Gli agenti eziologici indagati mediante la metodica molecolare PCR o Real Time PCR, inclusi
nello studio, sono stati: PRRSV, PCV2, PCV3, PPV, Chlamydia spp. e Leptospira spp. La
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ricerca di PCV?2 ¢ stata eseguita secondo quanto 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). La ricerca di PRRSV ¢ stata eseguita mediante
Real-Time RT-PCR per il gene ORF 7 (Virotype PRRS RT-PCR - Kit Indical). Il fegato ¢ stato
impiegato per la ricerca di PPV secondo la metodica descritta da Kim et al., 2001 mentre pool
di visceri sono stati impiegati per la ricerca di Chlamydia spp. e Leptospira spp. secondo quanto
riportato rispettivamente da Ehricht et al. nel 2006 e Bedir et al. nel 2010.

Istologia e Immunoistochimica

Campioni di cuore, quando le condizioni di conservazione del materiale patologico lo
permettevano, sono stati prelevati e fissati in formalina tamponata al 10%, inclusi in paraffina,
sezionati al microtomo a 5 pm di spessore e colorati con ematossilina-eosina secondo metodiche
standardizzate. Un’indagine immunoistochimica per PCV2 ¢ stata eseguita su sezioni di miocardio
mediante anticorpo monoclonale home made (diluito 1:500), impiegando come sistema di
rivelazione il Novolik Polymer (Novocastra) ¢ come cromogeno il Novared (Vector).

RISULTATI

Tra 112017 e i1 2021 sono stati analizzati 883 casi di aborto e, dalle indagini molecolari effettuate
sui feti suini, il 35,1% del totale dei casi (310/883) ¢ risultato positivo ad almeno uno degli agenti
eziologici ricercati. In figura 1 sono stati riportati i casi positivi per anno.

Come si puo osservare in tabella 1 ’agente eziologico piu frequentemente riscontrato rispetto
alla quantita di casi testati € risultato essere PRRSV (19%), seguito da PCV3 (18,5%) e PCV2
(18,3%). Il numero totale di casi testati per ciascun agente eziologico ricercato ¢ variato da un
minimo di 205 casi testati per PCV3 ad un massimo di 862 casi testati per PRRSV. In tabella 1
sono riportate le prevalenze di ciascun agente eziologico investigato.

Tabella 1: Numero casi positivi in rapporto ai casi testati per agente eziologico (PRRSV, PCV3,
PCV2, Chlamydia spp., Leptospira spp.) per anno (2017, 2018, 2019, 2020, 2021). Numero e
percentuale casi positivi/casi testati per agente eziologico in totale (dal 2017 al 2021).

Table 1: Positive cases and tested cases per etiological agent (PRRSV, PCV3, PCV2, Chlamydia
spp., Leptospira spp.) per year (2017, 2018, 2019, 2020, 2021). Number and percentage positive
cases/tested cases per etiological agent in total (from 2017 to 2021).

ANNO
Agenti Casi 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 Totale | Positivi/Testati

eziologici n %

PRRSV Positivi 28 41 32 31 32 164 19,0%
Testati 160 165 181 182 174 862 -

PCV3 Positivi 8 7 19 3 1 38 18,5%
Testati 45 43 95 18 4 205 -

PCV2 Positivi 21 21 24 23 32 121 18,3%
Testati 113 128 140 132 150 663 -

Chlamydia | Positivi 2 4 8 4 4 22 4,8%
Spp- Testati 80 84 99 100 95 458 -

PPV Positivi 6 0 2 4 6 18 2,8%
Testati 124 119 135 134 122 634 -

Leptospira | Positivi 1 0 2 4 3 10 2,6%
Spp. Testati 42 76 99 97 70 384 -
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Figura 1: Casi positivi ad almeno un agente eziologico e percentuale dei casi positivi sui casi
testati per anno dal 2017 al 2021.

Figure 1: Positive cases and percentage of positive cases out of the total tested cases per year
from 2017 to 2021.

Numero e percentuale dei casi positivi sui casi testati per anno

200 100%
180 90%
160 80%
140 70%
120 60%
100 50%
80 40%
60 30%
40 20%
20 10%
0 0%
2017 2018 2019 2020 2021
numero casi positivi 54 62 66 63 65
W totale casi testati 162 169 185 187 180
% casi positivi su casi testati  33.3% 36,7% 35.7% 33, 7% 36,1%
numero casi positivi ™ totale casi testati % casi positivi su casi testati

Tabella 2: Esiti di PCR quantitativa per PCV2, per ciascun caso positivo per PCV2, con
quantita di copie di genoma virale/grammo >107 e <107 per anno dal 2017 al 2021 e in totale
(numero e percentuale di casi positivi sul totale).

Table 2: Quantitative PCR for PCV2 of PCV2 positive cases with a quantity of viral DNA
copies >107 and <107 per year from 2017 to 2021 and in total (number and percentage of
positives out of the total).

PCV2: Quantita copie di Quantita copie di genoma virale Totale
genoma virale
2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 n. %
>107
3 3 5 3 6 20 16,5%
<107
18 18 19 20 26 101 83,5%

In 20 dei 121 casi positivi per la presenza di PCV2, la quantita di copie di genoma virale
rilevata mediante la PCR quantitativa era maggiore di 107 (tab. 2).

Il 17,7% dei 310 casi positivi (55/310) erano positivi per piu di un agente eziologico
contemporaneamente. Di questi ultimi, 47 erano positivi per 2 agenti eziologici e in 8 casi
la positivita ¢ stata rilevata verso 3 agenti eziologici. Il 70,9% dei casi (39/55) mostrava
positivita per PRRSV in associazione ad uno o due altri agenti eziologici, mentre PCV2
era associato ad almeno un altro agente eziologico nel 67,3% dei casi (37/55). Le diverse
combinazioni di positivita rilevate sono riportate in tabella 3.
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Tabella 3: Casi positivi per ogni diversa combinazione dei diversi agenti eziologici investigati.
Table 3: Different combination of etiological agents and related positive cases.

Combinazione agenti eziologici Casi positivi
PRRSV + PCV2 21
PRRSV + PCV3 6
PRRSYV + Chlamydia spp. 5
PCV2 +PCV3 4
PCV3 + Chlamydia spp. 3
PRRSV + PPV 2
PCV2 + Leptospira spp. 2
PRRSV + PCV2 + Chlamydia spp. 2
PCV2 + PCV3 + PPV 2
PCV2 + Chlamydia spp. 1
PCV2 + PPV 1
PCV3 + PPV 1
Leptospira spp. + Chlamydia spp. 1
PRRSV + PCV2 + Leptospira spp. 1
PRRSV + PCV2 + PCV3 1
PRRSV + PCV2 + PPV 1
PCV2 + PCV3 + Chlamydia spp. 1

L’esame istologico ¢ stato effettuato in 13 dei 121 casi di positivita per la presenza di PCV2
e in nessun caso ¢ stata confermata la presenza di lesioni istologiche compatibili con una
diagnosi di aborto da PCV2.

DISCUSSIONE

Tra il 2017 e il 2021 il 35,1% (310/883) dei casi di aborto analizzati presso le Sedi
dell’IZSLER sono risultati positivi per gli agenti infettivi abortigeni investigati. I restanti
casi eziologicamente negativi potrebbero essere legati a cause infettive di aborto non
indagate o, in maggior misura, a cause di aborto non infettive. Come gia osservato da
altri autori, una percentuale di aborti superiore al 50% puo essere determinata da cause
non infettive (Saporiti et al., 2021b; Maldonado et al., 2005). Le cause non infettive di
natimortalita (distinguendo se si tratta di fenomeno che si verifica prima del parto o durante
il parto), sono classificate come genetiche, ambientali, legate alla scrofa e/o ai suinetti
(figura 2) (Vanderhaeghe et al., 2013).
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Figura 2: Fattori non infettivi legati a suinetti nati morti (Vanderhaeghe et al., 2013).
Figure 2: Non-infecious factors associated with stillborn piglets (Vanderhaeghe et al., 2013).

In questo studio retrospettivo la prevalenza di positivita riscontrate in casi di aborto, ¢ stata
valutata correlando, per ciascun agente eziologico, il numero di casi positivi al numero di
casi testati. Come gia accennato in precedenza, il totale di casi testati non coincide per ogni
agente eziologico considerato in quanto, trattandosi di uno studio retrospettivo, non sono
state effettuate le stesse indagini diagnostiche in modo standardizzato per ogni caso. Nella
scelta delle indagini diagnostiche da effettuare, infatti, bisogna considerare differenze legate
alla manifestazione clinica del caso oltre che al momento della gestazione in cui si € presen-
tata ’insorgenza dell’aborto.

Il virus della PRRS ¢ stato rilevato nel 19% dei casi, il PCV3 era presente nel 18,5% ¢ PCV2
nel 18,3% dei casi.

I casi positivi per PRRSV (164) e per PCV2 (121) sono risultati i piu frequenti tra tutti i casi
positivi (310) e risultati simili sono stati osservati in 549 casi di aborto in Lombardia tra il
2011 e il 2013 in cui, a fronte di un totale di 323 casi postivi, 138 erano positivi per PCV2
e 108 erano positivi per PRRSV (Salogni et al., 2016). Non sorprende 1’elevata prevalenza
di PRRSV da casi di aborto, che da molti anni a questa parte ¢ senza dubbio il principale
responsabile di turbe riproduttive nella nostra realta produttiva. Questo ¢ sicuramente legato
alle caratteristiche intrinseche di PRRSV in quanto, trattandosi di un virus a RNA a singolo
filamento positivo, risulta essere soggetto a frequenti mutazioni e ricombinazioni. A causa
della variabilita genetica e fenotipica del PRRSV I’efficacia degli interventi vaccinali spesso
risulta essere sub-ottimale (Franzo et al., 2021), cosi come la protezione immunitaria fornita
dai ceppi endemici nei confronti di ceppi di PRRSV di nuova introduzione all’interno degli
allevamenti.
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11 Circovirus suino di tipo 2 (PCV2) ¢ stato rilevato mediante qPCR in 121 casi, tuttavia que-
sto risultato non ha trovato conferma dalle indagini istopatologiche e immunoistochimiche.
La diagnosi di PCV2-RD (PCV2 Reproductive Disease) prevede tre criteri diagnostici: 1.
aborti tardivi e nati morti, in alcuni casi con evidente ipertrofia cardiaca fetale; 2. presenza
di lesioni cardiache caratterizzate da fibrosi estesa e/o miocarditi necrotizzanti; 3. presenza
di elevate quantita di PCV2 nelle lesioni miocardiche e in altri tessuti fetali (Segalés, 2012).

Questi criteri sono indispensabili per la diagnosi di PCV2-RD in fase acuta, mentre per for-
me che si sviluppano in un arco temporale maggiore la PCR quantitativa & considerata gia
di per sé significativa per la diagnosi di PCV2-RD (Segalés et al., 2012; Segalés, 2012).
In particolare, valori superiori a 107 copie di DNA di PCV2/grammo di tessuto patologico
ottenuto con PCR quantitativa, sono stati descritti come fortemente indicativi di PCV2-RD e
valori maggiori di 10° copie di genoma virale di PCV2/grammo sono stati rilevati nei tessuti
fetali di feti con miocarditi (Hansen et al., 2010; Segalés, 2012). Nel presente studio, nei casi
in cui ¢ stato effettuato I’esame istologico non ¢ stata osservata la presenza di miocarditi, e in
soli 20 casi € stata rilevata una quantita maggiore di 107 copie di genoma virale di PCV2/
grammo di materiale patologico. In 6 di questi ultimi casi I’esame istologico ¢ stato effettuato
ed ¢ risultato negativo per la presenza di lesioni miocardiche caratteristiche ed in 5 casi &
risultata negativa anche I’indagine immunoistochimica.

I1 PCV3 ¢ stato descritto per la prima volta nel 2015 in USA in suini con lesioni cardiache e
infiammazione multisistemica (Phan et al., 2016), in scrofe con lesioni ascrivibili a PDNS
(Porcine Dermatitis and Nephropathy Syndrome) e in feti (Palinski et al., 2017) e il suo ruo-
lo come agente patogeno in genere e abortigeno in particolare ¢ stato molto dibattuto. Il solo
rilevamento del virus nei tessuti in assenza di evidenza di lesioni non ¢ sufficiente per poter
formulare una diagnosi in quanto si tratta di un virus endemico (Arruda et al., 2019). Sono
infatti stati proposti tre criteri diagnostici per la definizione di caso di PCV-3-RD (PCV3
Reproductive Disease): 1. problemi riproduttivi tardivi ed elevata mortalita perinatale; 2. in-
fiammazione perivascolare in diversi tessuti da linfoplasmocitica a linfoistiocitica; 3. presen-
za di quantita da moderata a elevata di PCV3 nei tessuti con lesioni (Saporiti et al., 2021a). In
alcuni studi condotti in USA e in Europa la presenza di PCV3 in tessuti fetali ¢ stata associata
a lesioni istologiche tra cui miocarditi, arteriti e periarteriti ed € stata confermata da ibrida-
zione in situ (Arruda et al., 2019; Saporiti et al., 2021b). In Italia, PCV3 ¢ stato descritto nel
2017 in due pool di tessuti prelevati da suinetti nati morti e da feti, provenienti da due aziende
lombarde in cui si verificavano turbe riproduttive. In entrambi i casi la quantita di copie di
genoma virale di PCV3 per grammo di tessuto analizzato ¢ risultata essere elevata e maggiore
di 10", i campioni non erano positivi verso altri agenti eziologici testati mediante PCR e gli
esami istologici effettuati non dimostrarono lesioni significative (Faccini et al., 2017). Nel
nostro studio 38 casi sono risultati positivi in PCR per la presenza di PCV3 e in 20 di questi
(52,6%) PCV3 ¢ stato I’'unico agente eziologico rilevato, tuttavia il dato istopatologico non
ha confermato questo risultato. Inoltre, nonostante il PCV3 sia risultato tra gli agenti ezio-
logici maggiormente prevalenti, il numero totale di casi testati per PCV3, durante gli anni
considerati, ¢ stato inferiore rispetto a quello dei casi testati per gli altri agenti eziologici.

Le specie di Chlamydia che possono infettare il suino sono Chlamydia suis, Chlamydia abor-
tus, Chlamydia pecorum e Chlamydia psittaci (Schautteet et al., 2011). Nei 458 casi di aborto
analizzati per Chlamydia spp., i positivi sono stati il 4,8% del totale e, limitatamente alla
specie Chlamydia suis, da uno studio condotto in aziende suinicole del Nord Italia tra i1 2018
e i1 2020, il 12% del totale dei campioni analizzati ¢ risultato positivo per Chlamydia suis e il
18% di questi erano feti (De Lorenzi et al., 2021). La prevalenza di casi di aborto positivi per
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PPV e per Leptospira spp. € risultata inferiore del 3%. I casi positivi per PPV (18) erano tra
i meno frequenti tra tutti i casi positivi (310) e in Nord Italia tra il 2011 e il 2013 erano stati
osservati risultati simili (non considerando le frequenze inferiori di positivita registrate nei
confronti di agenti eziologici non indagati in questo studio) (Salogni et al., 2016).

CONCLUSIONI

Dai risultati emersi da questo studio retrospettivo si conferma che le turbe riproduttive della
scrofa sono solo in pochi casi (meno del 50%) conseguenti ad infezioni sostenute da agenti
eziologici abortigeni ed ¢ quindi importante porre attenzione a tutti i fattori di rischio anche non
infettivi che possono provocare aborto. Inoltre, limitatamente agli agenti abortigeni infettivi
si puo constatare quanto sia importante I’impiego dell’istologia e dell’immunoistochimica,
in modo da poter effettuare diagnosi di malattia e non solo la determinazione della presenza
di un agente potenzialmente patogeno. Questo ¢ particolarmente importante nei casi di
positivita, ottenuta con indagini biomolecolari, per PCV2 e PCV3.

Infine, i dati riportati in questo studio risultano utili per poter avere un’immagine della
prevalenza degli agenti abortigeni circolanti in regioni ad elevata densita di allevamenti
suinicoli quali la Lombardia e I’Emilia Romagna negli ultimi 5 anni e potrebbe essere utile
per studi futuri per poter avere indicazioni sull’andamento di tali prevalenze.
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RIASSUNTO

La resistenza agli antimicrobici determina gravi rischi per la salute pubblica ed ¢ caratterizzata
da un impatto economico rilevante. Nella filiera suina, uno dei punti critici per 1’insorgenza di
resistenze negli animali e nei loro prodotti, ¢ di fondamentale importanza promuovere 1’uso
razionale e consapevole del farmaco. Lo scopo del presente lavoro ¢ stato quello di monitorare la
circolazione ed i livelli di antibiotico resistenza di alcuni agenti batterici patogeni e commensali
(Streptococcus suis, Escherichia coli e Staphylococcus aureus) isolati in un ciclo produttivo di
suini (post-svezzamento), come studio preliminare per la creazione di una filiera antibiotic free.
Nell’arco di 5 mesi, 89 carcasse sono state sottoposte ad esame necroscopico e raccolta di un
panel di campioni con approccio sistematico. Su tutte le matrici ¢ stato applicato un protocollo
batteriologico standardizzato che ha portato all’isolamento di 40 ceppi di S. suis, 46 di E. coli e 28 di
S. aureus. Tali ceppi sono stati caratterizzati con metodiche sierologiche e di biologia molecolare.
I ceppi di S. suis e di E. coli sono stati inoltre testati per la determinazione della sensibilita agli
antimicrobici. I risultati dello studio confermano I’ampia diffusione dell’antimicrobico resistenza
negli allevamenti suinicoli e mettono in evidenza alcune criticita riscontrate nel percorso di
creazione di filiere antibiotic free, sottolineando la necessita un approccio olistico, in una logica
di “One Health”.

ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) poses serious risks to public health and has a significant economic
impact. In the pig supply chain, one of the critical points for the emergence of AMR in animals
and their products, it is of fundamental importance to promote the rational and responsible use of
drugs. The aim of this work was to monitor the circulation and antibiotic resistance levels of some
pathogenic and commensal bacteria (Streptococcus suis, Escherichia coli and Staphylococcus
aureus) isolated in a pig production cycle (post-weaning), as a preliminary study for the creation
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of an antibiotic free supply chain. Over a period of 5 months, the necroscopic examination of
89 carcasses was carried out and a panel of samples was collected from each carcass using a
systematic approach. A standardised bacteriological protocol was applied to all samples, resulting
in the isolation of 40 strains of S. suis, 46 of E. coli and 28 of S. aureus. These strains were
characterised using serological and molecular methods. S. suis and E. coli strains were also tested
for antimicrobial susceptibility. The results of the study confirm the wide spread of antimicrobial
resistance in the pig farming system and highlight some weak points encountered in the creation
of antibiotic free supply chains, thus emphasising the need for a holistic approach, in a “One
Health” perspective.

INTRODUZIONE

Alcune previsioni su scala mondiale indicano che nel 2050 I’antimicrobico-resistenza (AMR)
diventera la principale causa di morte nell’'uomo, con 10 milioni di decessi I’anno, ridurra il PIL
di 2-3,5 punti e determinera un costo complessivo di 100 trilioni di dollari (Jim O’Neill, 2014)\
ncalling for ideas to bring this growing threat under control. This is the Review\nteam’s first paper,
where we demonstrate that there could be profound health\nand macroeconomic consequences
for the world, especially in emerging economies,\nif antimicrobial resistance (AMR. In Europa,
negli ultimi anni, ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control), EFSA (European
Food Safety Authority) ed EMA (European Medicines Agency) hanno: (i) messo in relazione
il consumo di antibiotici con la frequenza di insorgenza di AMR nell’uomo e negli animali
(ECDC, EFSA, EMA, 2015); (ii) fornito una serie di misure da mettere in atto per ridurre 1’uso
di antimicrobici negli animali e valutato il loro impatto sulle produzioni (EMA, EFSA, 2017);
(iii) stabilito indicatori armonizzati, per la medicina umana e veterinaria, per il monitoraggio del
consumo di antibiotici e la sorveglianza dell’AMR (ECDC, EFSA, EMA, 2017). In considerazione
della gravita e dell’importanza di tale fenomeno, si sta cercando di intervenire a livello nazionale
ed internazionale redigendo Action Plan e linee guida che promuovano la riduzione del consumo
di antibiotici e un uso razionale e consapevole del farmaco, sia in campo umano che veterinario,
in una logica di “One Health”, con un approccio olistico “from farm to fork”.

L’Italia ¢ il secondo maggiore consumatore europeo di antibiotici ad uso veterinario (EMA,
2020). I Ministero della Salute Italiano dal 2014 produce annualmente il “Piano di monitoraggio
armonizzato sulla resistenza agli antimicrobici di batteri zoonotici e commensali” (Ministero della
Salutee CRAN-AR,2022)ehaavviatonel 2017 il Piano Nazionale di Contrasto dell’ Antimicrobico-
Resistenza (PNCAR) (Ministero della Salute, 2017). Quest’ultimo, rivolgendosi sia alla medicina
umana che veterinaria si propone di ridurre la frequenza di infezioni causate da microrganismi
AMR e la frequenza di infezioni associate ad ospedalizzazione e assistenza sanitaria. A questo
scopo, gli obiettivi prefissati per il settore veterinario nel 2020 erano: (i) la riduzione almeno del
30% del consumo complessivo di antibiotico; (ii) la diminuzione di consumo di Highest Priority
Critically Important Antibiotics (HPCIA) del 10% (WHO, 2018); (iii) : la riduzione del consumo
della colistina a livelli inferiori ai 5 mg/PCU (Population Correction Unit); (iv) la riduzione della
somministrazione di antibiotici per via orale almeno del 30%.

Per far fronte a tali sfide sanitaric ¢ necessario un approccio congiunto finalizzato ad un
miglioramento delle condizioni di benessere e della biosicurezza degli allevamenti, nell’ottica
piu generale di un’implementazione degli aspetti preventivi delle malattie infettive, nonché ad un
miglioramento delle capacita diagnostiche sia in campo che in laboratorio. Al di fuori di questo
contesto e soprattutto per andare incontro alle richieste dei consumatori, oggi si sta assistendo
anche allo sviluppo di filiere zootecniche antibiotic free.

La filiera suina, essendo uno dei punti critici per I’insorgenza di resistenze (sia in batteri zoonosici
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che in patogeni opportunisti per ’'uomo) negli animali e nei loro prodotti, deve affrontare il
problema sensibilizzando tutti gli attori coinvolti, attivando piani di monitoraggio sul consumo
di farmaco e sullo sviluppo di resistenze, incentivando studi finalizzati ad indagare le possibili
soluzioni alle principali criticita riscontrate nel perseguimento di tale obiettivo (Diegoli et al.,
2018).

Lo scopo del presente lavoro ¢ stato quello di monitorare la circolazione ed i livelli di antibiotico
resistenza di alcuni agenti batterici patogeni e commensali (Streptococcus suis, Escherichia coli
e Staphylococcus aureus) isolati in un ciclo produttivo di suini (post-svezzamento), come studio
preliminare per la creazione di una filiera antibiotic free.

MATERIALI E METODI

Animali e allevamenti

L’area di studio del progetto ¢ stata una “micro-filiera”, all’interno della produzione suinicola
di una azienda agroalimentare italiana, costituita dai cosiddetti controsessi (maschi esclusi dai
circuiti DOP) e da femmine non selezionate per divenire riproduttori. Tali animali provengono
da un allevamento di scrofe gran parentali (sito 1), organizzato in bande trisettimanali, con una
produzione per banda destinata alla micro-filiera sopra descritta di circa 400 animali. Ad una eta
di 28 giorni (6-7 kg peso vivo) i lattoni vengono trasferiti nel sito 2, per essere successivamente
accasati 65 giorni dopo (25-28 kg peso vivo) in un allevamento da ingrasso (sito 3), dove
concludono il ciclo produttivo al raggiungimento del peso di macellazione.

Prelievo dei campioni

11 progetto ¢ stato realizzato nell’arco di 5 mesi, da febbraio a luglio 2021. Nel rispetto degli
obiettivi prefissati, ’attivita di monitoraggio si ¢ concentrata sull’allevamento ritenuto punto
critico della micro-filiera in esame (sito 2), che ¢ stato visitato con frequenza almeno settimanale.
Gli altri due siti produttivi sono stati visitati due volte ciascuno.

Nel corso dello studio, ogni suinetto deceduto proveniente dal sito 2 ¢ stato sottoposto ad un
protocollo diagnostico standardizzato. In via preliminare, sono stati raccolti i dati relativi al
segnalamento e all’anamnesi e sono stati osservati ed interpretati eventuali quadri clinici nel
gruppo di appartenenza. Successivamente, entro 24 ore dalla morte, ogni carcassa in adeguato stato
di conservazione ¢ stata trasportata, nel rispetto delle buone norme su raccolta, conservazione ¢
trasporto dei campioni biologici, al laboratorio di riferimento individuato (sede di Forli dell’Istituto
Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia-Romagna - IZSLER).

Esami necroscopici

Per ogni carcassa conferita ¢ stato svolto un esame necroscopico con approccio sistematico ed ¢
stato raccolto un panel di campioni standardizzato (amigdale, valvole cardiache, liquido cefalo-
rachidiano, milza, polmoni (bronchi e pleura), linfonodi mesenterici, piccolo intestino, reni), a cui
poteva essere associato il prelievo di altre matrici qualora fossero emersi quadri patologici ritenuti
rilevanti.

Diagnostica batteriologica

Tutte le matrici raccolte sono state seminate sui terreni colturali Agar sangue (AG), Hektoean
enteric agar (HE), Kanamycin Aesculin Azide agar (KAA) seguendo un protocollo standardizzato
(Tabella 1). E stata inoltre svolta una ricerca sistematica di sostanze inibenti nei reni, tramite
semina su terreno agarizzato Standard II, addizionato con spore di Bacillus subtilis. Le piastre
sono state successivamente incubate in termostato a 37+1°C in condizioni di aerobiosi per 18-
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24h. Eventuali matrici patologiche aggiuntive sono state processate secondo metodiche interne
standardizzate.

Tabella 1. Protocollo microbiologico standardizzato in uso nel presente progetto.
Table 1. Standardised microbiological protocol used in the present study.

Matrice Terreni colturali

Amigdale

Valvole cardiache

Liquido cefalo-rachidiano

- AG, HE, KAA

Milza
Bronchi
Pleura
Linfonodi mesenterici

B B ; AG, HE
Piccolo intestino
Reni Sostanze inibenti

Terminato il periodo di incubazione, ¢ stata effettuata la lettura delle piastre e le colonie
appartenenti ad agenti patogeni o commensali sono state trapiantate per poter eseguire successivi
approfondimenti diagnostici. In particolare, considerando la loro primaria importanza come agenti
patogeni in sito 2, € stato scelto di focalizzare I’attivita nei confronti dei ceppi di Streptococcus suis
e di Escherichia coli. Inoltre, € stata posta particolare attenzione verso i ceppi di Staphylococcus
aureus, in quanto possibili portatori di geni codificanti per la resistenza alla meticillina, e quindi
rilevanti per la salute umana.

Le colonie con morfologia riconducibile a Streptococcus spp. sono state sottoposte a colorazione
di Gram, test dell’ossidasi e della catalasi. La conferma & avvenuta tramite la metodica di
identificazione biochimica miniaturizzata Api® 20 Strep (bioMérieux). Le colonie che
presentavano profilo corrispondente sono state in seguito inviate alla sede di Parma dell’ IZSLER
per I’esecuzione di metodiche di biologia molecolare (PCR Multiplex amplificante le aree
genomiche che codificano per i geni gdh, cpsl, cps2, cpsl/2, cps7 e cps9) per ’identificazione e
caratterizzazione dei principali sierotipi di S. suis di interesse diagnostico: 1, 2,7,9. I ceppi di S.suis
per cui non ¢ stato possibile determinare il capsulotipo con tale metodica, sono stati sottoposti a
caratterizzazione sierologica, tramite test di agglutinazione su vetrino, per 1’identificazione dei
sierotipi 4 ¢ 5.

Le colonie con morfologia e colorazione di Gram riconducibile a E. coli, dopo la valutazione di
eventuale alone emolitico su agar sangue, sono state sottoposte a prove biochimiche-enzimatiche
mediante galleria miniaturizzata Microgen GN-ID (Novacyt Group). Le colonie che presentavano
un profilo corrispondente sono state inviate alla sede di Brescia dell’IZSLER per I’esecuzione
di analisi sierologiche e di biologia molecolare. La caratterizzazione sierologica, a livello di
sierogruppo, ¢ stata svolta mediante la tecnica di agglutinazione lenta a caldo, con I’'impiego di 30
diversi antisieri O gruppo-specifici. La ricerca dei geni codificanti i fattori di patogenicita ¢ stata
effettuata attraverso metodica PCR multiplex per i geni codificanti le fimbrie F4, F5, F6, F18,
FA41, le tossine termostabili STa e STh, la tossina termolabile LT e la tossina “shiga-like” Stx2e.
I ceppi di E. coli sono stati classificati come enterotossigeni (ETEC) o come produttori di shiga-
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tossine (STEC) in accordo con quanto riportato da Luppi et al. (2016bdue to Escherichia coli, is
an important cause of economic losses to the pig industry primarily as a result of mortality and
worsened productive performance. In spite of its relevance, recent data about the prevalence of
virulence genes and pathotypes among E. coli isolates recovered from cases of PWD in Europe
are scarce.\nRESULTS: This study investigates the prevalence of fimbrial and toxin genes of E.
coli by PCR among 280 farms with PWD across Europe. A total of 873 samples collected within
the first 48 h after the onset of PWD (occurring 7-21 days post weaning).

Le coloniec con morfologia riconducibile a Staphylococcus spp. sono state sottoposte
preliminarmente a colorazione di Gram, test dell’ossidasi e della catalasi, e successivamente
alla metodica di identificazione biochimica miniaturizzata Api® Staph (bioMérieux) per la
conferma. Le colonie che presentavano un profilo corrispondente a S. aureus sono state in seguito
inviate alla sede di Brescia dell’IZSLER per I’esecuzione delle seguenti analisi di biologia
molecolare: (i) identificazione di ceppi meticillino-resistenti (MRSA) mediante PCR multiplex,
tramite verifica della presenza dei geni mecA e mecC e conferma della specie; (ii) ricerca di geni
codificanti enterotossine (Sea, Seb, sec, sed, see, ser, seg, seh, sei, sej, sep) con PCR Multiplex;
(iii) genotipizzazione mediante Spa typing; (iv) genotipizzazione mediante Multilocus Sequence
Typing (MLST).

Determinazione dei profili di antibiotico-resistenza

Gli isolati di S. suis e E. coli sono stati testati per la determinazione della sensibilita agli
antimicrobici mediante il metodo Kirby-Bauer (metodo della diffusione su piastra) (CLSI VET,
2018a, 2018b, 2019), utilizzando due differenti pannelli di molecole antimicrobiche. Il primo, per
S. suis, conteneva: acido nalidixico (NA), amoxicillina + acido clavulanico (AMC), ampicillina
(AMP), cefalotina (KF), ceftiofur (EFT), enrofloxacin (ENR), eritromicina (E), florfenicolo
(FFC), kanamicina (K), oxacillina (OX), penicillina (P), pirlimicina (PIR), tetraciclina (TE),
trimetoprim + sulfonamidi (SXT). Il secondo, per E. coli, era composto da: acido nalidixico (NA),
aminosidina (AM), amoxicillina + acido clavulanico (AMC), ampicillina (AMP), apramicina
(APR), cefazolina (CZ), enrofloxacin (ENR), florfenicolo (FFC), gentamicina (CN), kanamicina
(K), tetraciclina (TE), tilmicosina (TIL), trimetoprim + sulfonamidi (SXT). La lettura ¢ stata
effettuata mediante misurazione manuale degli aloni di inibizione e I’interpretazione ¢ stata
realizzata secondo standard internazionalmente riconosciuti (CLSI_VET, 2018a, 2018b, 2019),
esprimendo un risultato qualitativo (S-sensibile, I-intermedio, R-resistente) per ogni molecola
antibiotica testata. In accordo con Luppi et al. (2016), nell’elaborazione dei risultati i ceppi
intermedi (I) sono stati considerati come resistenti (R). Le molecole testate sono state raggruppate
in accordo con Magiorakos et al. (2012)extensively drug-resistant (XDR e i ceppi sono stati
classificati come: “multi-resistenti” (MDR), se resistenti a piu di 3 diverse classi di antibiotici;
“con resistenza estesa” (XDR), se resistenti a tutti gli antibiotici ad eccezione di 1 o 2 classi; “pan-
resistenti” (PDR), se resistenti a tutte le molecole testate.

RISULTATI

Nel corso dello studio I’allevamento delle scrofe gran parentali (sito 1) e I’ingrasso (sito 3) sono
stati visitati due volte ciascuno. Il sito 2, su cui si ¢ focalizzata Iattivita di monitoraggio, ¢ stato
visitato 55 volte nell’arco dei 5 mesi di attivita. Sono state sottoposte a necroscopia 89 carcasse:
87 animali provenienti dal sito 2 e 2 suinetti del sito 1 morti dopo aver manifestato sintomatologia
neurologica, durante le procedure di carico per il trasporto verso il sito 2.

A seguito della diagnostica batteriologica standardizzata sulle matrici raccolte, sono stati isolati 40
ceppi di S. suis, 46 ceppi di E. coli e 28 ceppi di S. aureus.
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Diagnostica batteriologica e determinazione dei profili di antibiotico-resistenza

Streptococcus suis

1 40 ceppi di S. suis sono stati prevalentemente isolati da valvole cardiache (n=10), polmone
(bronchi e pleura) (n=10), liquido cefalo-rachidiano (n=8), amigdale (n=8) e in misura minore
dalla milza (n=4). Alla caratterizzazione sierologica, 17 ceppi sono risultati non tipizzabili mentre
la restante quota si ¢ quasi equamente distribuita tra i sierotipi rilevabili con le metodiche utilizzate,
ad eccezione del sierotipo 2 che ¢ stato isolato una sola volta (Tabella 2).

Tabella 2. Sierotipi di S. suis rilevati, in ordine di frequenza.
Table 2. Frequency of S. suis serotypes detected.

Sierotipo n. ceppi Percentuale
non tipizzabile (NT) 17 42,5%
7 5 12,5%
9 5 12,5%
1 4 10,0%
4 4 10,0%
5 4 10,0%
2 1 2,5%
totale 40

Dagli antibiogrammi ¢ emersa una diffusa sensibilita alle penicilline (AMC, AMP, P), alle
cefalosporine di I (KF) e IIT (EFT) generazione e agli amfenicoli (FFC) (Figura 1). Nonostante
cio, 33 ceppi (82,5%) sono risultati essere MDR, 2 XDR ed 1 PDR.

S. suis (n=40)

Z 7 -
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NA AMC AMP KF E IT ENR i FFC X P PIR TE SXT

BS  5.0% 92.5% 87,5% 92,5% 85,0% 65.0% 52.5% 85,0% 30,0% 37.5% 72.5% 20,0% 17,5% 37,5%
B4R 950% 7.5% 12,5% 7.5% 15,0% 35.0% 47,5% 15,0% 70,0% 62,5% 27.5% 80,0% 82,5% 62,5%

Bs W[R

Figura 1. Esiti degli antibiogrammi di S. suis nei confronti di: acido nalidixico (NA),
amoxicillina + acido clavulanico (AMC), ampicillina (AMP), cefalotina (KF), ceftiofur
(EFT), enrofloxacin (ENR), eritromicina (E), florfenicolo (FFC), kanamicina (K), oxacillina
(OX), penicillina (P), pirlimicina (PIR), tetraciclina (TE), trimetoprim + sulfonamidi (SXT).

Figure 1. Outcomes of S. suis antibiograms towards the 14 molecules listed above.
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Escherichia coli
1 46 ceppi di E. coli sono stati prevalentemente isolati dall’intestino tenue (n=28), ma sono

stati rinvenuti anche nei linfonodi mesenterici (n=6), liquido cefalo-rachidiano (n=4), milza
(n=3), colon (n=2), valvole cardiache (n=2) e bronchi (n=1). Alla valutazione delle colonie
su Agar sangue, 24 ceppi presentavano emolisi. Dalle indagini sierologiche si ¢ osservato
come il sierogruppo O20 sia stato il piu rappresentato (n=18) (Tabella 3), mentre dalle analisi
biomolecolari ¢ emerso che di 6 ceppi, tutti emolitici, 5 erano classificabili come ETEC ed 1

come STEC (Tabella 4).

Tabella 3. Risultati delle analisi sierologiche sui ceppi di E. coli, in ordine di frequenza.
Table 3. Frequency of E. coli serogroups isolated in the present study.

sierogruppo n. ceppi percentuale

020 18 39,1%
08 6 13,0%
NT 6 13,0%
0141 5 10,9%
0o15 4 8,7%
086 2 4,3%
0157 2 4,3%

02 1 2,2%
0128 1 2,2%
0153 1 2,2%
totale 46

Tabella 4. Genotipizzazione dei ceppi di E. coli. Ogni lettera (a-f) rappresenta una diversa
combinazione di fattori di patogenicita, mentre il numero a cui le lettere sono associate
corrisponde alla frequenza con cui la combinazione si ¢ presentata.

Table 4. E. coli strains genotyping. Each letter (a-f) represents a different combination of
virulence factors, while the number with which the letters are associated corresponds to the
frequency with which the combination occurred.

Fattori di patogenicita
F18 LT STA STB | STX2E | nessuno | totceppi
0 - - - - - 33 33
n. fattori 1 - - - 3 - -
compresenti 2 26 e 3d 20 1 | 1¢, 3¢ Ie _ 7
3 3f - 3f 3f - -
freq. fattori 6 3 6 10 1 46

Dagli antibiogrammi ¢ emerso che la percentuale di ceppi di E.coli sensibili alle 13 molecole
non ha mai superato quota 61% (Figura 2), e che la totalita dei ceppi ¢ risultata essere 0 MDR

(n=26) o XDR (n=20).
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Figura 2. Esiti degli antibiogrammi di E. coli nei confronti di: acido nalidixico (NA),
aminosidina (AM), amoxicillina + acido clavulanico (AMC), ampicillina (AMP), apramicina
(APR), cefazolina (CZ), enrofloxacin (ENR), florfenicolo (FFC), gentamicina (CN),
kanamicina (K), tetraciclina (TE), tilmicosina (TIL), trimetoprim + sulfonamidi (SXT).
Figure 2. Outcomes of E. coli antibiograms towards the 13 molecules listed above.

E. coli (n=46)
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Staphylococcus aureus

Le amigdale, da cui sono stati rilevati 17 dei 28 ceppi totali, si confermano il sito di elezione
per I’isolamento di S. aureus. Dalle indagini di biologia molecolare ¢ emerso che la quasi
totalita dei ceppi (26/28) presentava il gene mecA codificante per la resistenza alla meticillina,
mentre nessuno presentava il suo omologo mecC. Le metodiche di genotipizzazione MLST
e SPA typing hanno identificato, rispettivamente, 4 Sequence Types (ST) e 6 Spa types
(t), consentendo di raggruppare i ceppi in 7 differenti profili, il piu frequente dei quali ¢
stato ST398/t034 (Tabella 5). Infine, la PCR Multiplex per la ricerca dei geni codificanti le
enterotossine stafilococciche ¢ risultata positiva per uno solo dei ceppi testati, e ai soli geni
seg e sei. Tale ceppo, oltre a presentare profilo filogenetico proprio, era anche uno dei due
privi del gene mecA.

Tabella 5. Risultati delle analisi di genotipizzazione effettuate su S. aureus mediante Spa
typing e MLST.
Table 5. Results of genotyping tests performed on S. aureus through Spa typing and MLST.

MULTILOCUS SEQUENCE TYPING
ST398 ST2423 ST7245 ST7246 tot ceppi

o t034 16 - - - 16
p 11939 1 - - - 1
~ t899 6 - - - 6
[ 115045 - 1 - - 1
g 1255 1 - - 5 1
t1730 - - 2 1 3

tot ceppi 24 1 2 1 28
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DISCUSSIONE

I risultati devono essere valutati con cautela considerando il breve lasso di tempo durante
il quale ¢ stato condotto lo studio, e la relativamente limitata numerosita dei ceppi isolati
ed esaminati. E quindi difficile esprimere delle considerazioni applicabili all’intera filiera
produttiva. Nonostante cio, dall’analisi critica dei risultati emergono alcuni aspetti interessanti.
Per quanto riguarda Streptococcus suis, tra i 35 diversi sierotipi noti e riportati in letteratura
(Gottschalk and Segura, 2019) il sierotipo 2 ¢ storicamente considerato come quello
maggiormente diffuso a livello globale e piu frequentemente associato a forme cliniche
(Goyette-Desjardins et al., 2014). Tuttavia, negli anni, diversi studi hanno riportato un
progressivo aumento delle infezioni sostenute dal sierotipo 9, che in alcuni Paesi ¢ diventato
quello maggiormente isolato da casi clinici (Willemse et al., 2019; Zheng et al., 2019), e dal
sierotipo 7 (Priifer et al., 2019). Nel presente studio, dei 23 ceppi di S. suis risultati tipizzabili
(su un totale di 40 ceppi isolati), solo 1 apparteneva al sierotipo 2, mentre la restante quota
si ¢ quasi equamente distribuita tra i restanti sierotipi rilevabili con le metodiche adottate.
Dai risultati degli antibiogrammi, I’estesa sensibilita nei confronti delle penicilline (AMC,
AMP e P; ad eccezione dell’OX) e delle cefalosporine (KF e EFT), ha confermato I’efficacia
dei B-lattamici nel controllo e trattamento dell’infezione negli allevamenti suinicoli. La
sensibilita verso la P, nettamente inferiore (72,5%) a quella verso AMP (87,5%), supporta
I’ipotesi di una cross-resistenza incompleta nei confronti di queste due molecole. Va
ricordato che I’EFT, essendo una cefalosporina di III generazione, rientra tra gli HPCIA
(WHO, 2018) e, di conseguenza, andrebbe utilizzata unicamente come ultima scelta (solo
a seguito di diagnosi eziologica, test di sensibilita, e resistenza alle molecole di prima e
seconda scelta) nel trattamento della streptococcosi. E stata inoltre rilevata un’alta sensibilita
verso gli amfenicoli (FFC) (85%). Questi risultati sono in accordo con numerosi altri studi
internazionali ¢ nazionali (Marie et al., 2002; Luppi et al., 2016a; Tonni et al., 2021; Cucco
et al., 2021). Tuttavia, 1’82,5% dei ceppi ¢ risultato essere MDR, il 5% XDR ed il 2,5%
PDR. Nel presente studio, infatti, S. suis ¢ risultato molto spesso resistente nei confronti di
tetracicline (TE), sulfonamidi (SXT), lincosamidi (PIR) e, anche se meno frequentemente,
degli aminoglicosidi (K), confermando quanto gia riportato in letteratura (Vela et al., 2005;
Wisselink et al., 2006; van Hout et al., 2016; Du et al., 2019)aminoglycosides, enrofloxacin,
novobiocin and spectinomycin. More than 87% of the S. suis isolates were resistant to
tetracyclines, sulphonamides, macrolides and clindamycin. Strains of serotype 9 were
significantly more resistant than strains of serotype 2 (P<0.05. Inoltre, ¢ stata rilevata una
sensibilita del 65% ai fluorochinoloni (ENR) mentre solo il 5 % dei ceppi ¢ risultato sensibile
ai chinoloni (NA). Tale riscontro ¢ particolarmente allarmante considerata I’importanza
critica di queste molecole in medicina umana.

Relativamente a Escherichia coli, il 45% dei ceppi isolati e risultati tipizzabili apparteneva
al sierogruppo 020. Alle analisi biomolecolari, invece, ¢ stato rilevato unicamente il fattore
fimbriale F18, riportato in letteratura come il piu frequente assieme all’F4 (Do et al., 2020;
Garcia-Menifio et al., 2021). In accordo con Luppi et al. (2016bdue to Escherichia coli, is an
important cause of economic losses to the pig industry primarily as a result of mortality and
worsened productive performance. In spite of its relevance, recent data about the prevalence
of virulence genes and pathotypes among E. coli isolates recovered from cases of PWD in
Europe are scarce.\nRESULTS: This study investigates the prevalence of fimbrial and toxin
genes of E. coli by PCR among 280 farms with PWD across Europe. A total of 873 samples
collected within the first 48 h after the onset of PWD (occurring 7-21 days post weaning),
5 ceppi di E. coli sono stati classificati come ETEC, poiché in possesso di almeno un gene
codificante per le fimbrie e di uno codificante per le tossine, ed 1 ceppo come STEC, poiché
in possesso del gene codificante per la tossina Stx2e associato solo ad un fattore fimbriale.
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Dagli antibiogrammii, la totalita dei ceppi ¢ risultata essere 0o MDR (n=26) o XDR (n=20). In
particolare, per AMP e TE, molecole appartenenti alle due classi di antibiotici piu utilizzate
nell’allevamento suinicolo (Lekagul et al., 2019; Bassi et al., 2021), sono stati riscontrati gli
esiti peggiori, con rispettivamente il 97,8% e 95,7% dei ceppi testati risultati resistenti. Tali
risultati concordano con quanto riportato dalla letteratura internazionale e nazionale (Brand
et al., 2017; De Lucia et al., 2019; Do et al., 2020; Hayer et al., 2020; Renzhammer et al.,
2020; Bosco et al., 2021; De Lorenzi et al., 2021)serotypes, virulence factors and genetic
diversity. Serotypes were assigned by agglutination tests and virulence genes were identified
by polymerase chain reaction (PCR. Anche per chinoloni (NA) e fluorochinoloni (ENR),
entrambi HPCIA, ¢ stata rilevata un’alta percentuale di resistenze, rispettivamente del 73,9%
e 78,3%, con valori intermedi rispetto a quanto riportato da altri autori (Bosco et al., 2021;
Garcia-Menifio et al., 2021). Un’alta percentuale di resistenze ¢ stata registrata anche verso
un altro HPCIA, la tilosina (TIL), col preoccupante valore dell’87%. Il florfenicolo (FFC),
nonostante sia considerato un nuovo agente antimicrobico per la medicina veterinaria,
viene spesso riportato tra le molecole con alti livelli di resistenza, per via di meccanismi
di selezione associati all’azione di elementi genetici mobili come plasmidi, trasposoni e
integroni (Chapman, 2003; Blickwede and Schwarz, 2004; Rosengren et al., 2007)quaternary
ammonium compounds (QAC. In accordo con questi dati, nel presente studio 1’80,4% dei
ceppi ¢ risultato essere resistente verso questa molecola. Va infine sottolineata un’alta
percentuale di ceppi resistenti anche nei confronti delle cefalosporine di I generazione (CZ),
76,1%, e della gentamicina (CN), 73,4%. Le restanti molecole hanno mostrato esiti migliori,
ma con sensibilita mai superiori al 61% dei ceppi.

Per quanto riguarda Staphylococcus aureus, il 92,9% dei ceppi isolati € risultato in possesso
del gene mecA codificante per la resistenza alla meticillina, con una prevalenza del 29,2%
nei suinetti testati, in accordo con quanto gia riportato in letteratura (Moreno-Flores et al.,
2020). In uno studio condotto in allevamenti da ingrasso, alcuni autori (Parisi et al., 2019)
hanno riportato una prevalenza del 53,5% nei suini nati e allevati in Italia, e del 90,5% negli
animali importati. Inoltre, nel report EFSA (2009) emerge come in Italia il 34,9% degli
allevamenti da riproduzione e il 33,9% degli ingrassi risulti positivo per MRSA. Nonostante
nei suini la colonizzazione da MRSA sia frequente, raramente questi batteri sono causa di
malattia (Simon et al., 2020)respectively. A total of 25 MRSA isolates were isolated from
400 samples, in 17 different fattening units. At farm, 12 out of 250 samples were positive
for MRSA (4,8 %. Tuttavia, la diffusione di MRSA rappresenta un grave rischio per la salute
pubblica globale (EUCAST, 2017).

Grazie alle metodiche di genotipizzazione ¢ stato possibile raggruppare i 28 ceppi isolati in 7
differenti profili, il piu frequente dei quali ¢ risultato essere ST398/t034 (57,1%). In accordo
con i dati della bibliografia nazionale (Battisti et al., 2010; Parisi et al., 2019), 1’85,7% dei
ceppi apparteneva al Sequence Type 398 al test MLST. Alla genotipizzazione mediante Spa
typing, il t034 ¢ risultato il piu diffuso (57,1%), seguito da t899 (21,4%), Spa type che si
collocano rispettivamente al terzo e quinto posto per frequenza nel report EFSA (2009). Va
sottolineata, infine, la presenza di 2 ceppi con profilo ST7245/ t1730, 1 ceppo con profilo
ST7246/t1730 e 1ceppo con caratteristiche molto diverse dagli altri: negativo per gene mecA,
positivo per enterotossine stafilococciche seg e sei, con profilo genotipico ST2423/t15045.
Tale risultato meriterebbe ulteriori approfondimenti filogenetici.

CONCLUSIONI

I risultati dello studio confermano I’ampia diffusione dell’AMR negli allevamenti suinicoli.
Tale riscontro, considerata la rilevanza del fenomeno anche per la salute pubblica, evidenzia
la necessita un approccio olistico che preveda di utilizzare protocolli diagnostici compatibili
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con le necessita di campo, di adottare linee guida sull’'uso razionale e consapevole del
farmaco, e di promuovere la prevenzione delle malattie attraverso, ad esempio, la produzione
di vaccini stabulogeni, I’implementazione della biosicurezza e il rispetto dei parametri di
benessere.

In questo contesto, diventa di fondamentale importanza la promozione di filiere zootecniche
antibiotic free anche grazie a studi, come quello appena presentato, che indaghino le principali
criticita riscontrate nel loro percorso di creazione. A tal proposito, occorre sottolineare due
aspetti gestionali, emersi anche nel corso del presente studio, che ricoprono un ruolo chiave
per il conseguimento di tale obiettivo: (i) la necessita di implementare un valido sistema
di tracciabilita e identificazione degli animali, che consenta la divisione degli animali in
due gruppi distinti (trattati e non), in considerazione della comune difficolta ad annullare
I’'uso degli antibiotici su tutti i suini allevati; (ii) la necessita di una efficace e capillare
azione di formazione, sensibilizzazione ¢ coinvolgimento sia degli allevatori, che lavorano
quotidianamente a contatto con gli animali, sia dell’opinione pubblica. Senza il sostegno di
entrambi, ogni obiettivo prefissato diventa irraggiungibile.
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RIASSUNTO

Lo studio ha mirato a quantificare 1’uso di antibiotici (AB) nella fase di svezzamento
(S) ed ingrasso (I) inserite in due filiere che differivano per la circolazione del virus
della Sindrome Riproduttiva e Respiratoria Suina (PRRSV). Gli allevamenti sono stati
classificati in PRRS negativi (-) o PRRS positivi (+). Gli animali di entrambe le filiere
erano vaccinati contro la PRRS. I dati sull’'uso di AB sono stati raccolti tra il 2017 e il
2020, ed espressi in mg di principio attivo (PA)/ kg di peso vivo prodotto. Ogni PA ¢
stato classificato secondo lo schema proposto dall’Agenzia europea per i medicinali. I
dati sui PA sono stati analizzati secondo un modello lineare in cui i fattori testati sono
stati: la fase produttiva, la classificazione per PRRS e la loro interazione. I parametri di
performance, cta media alla fine di ogni fase produttiva, incremento ponderale giornaliero,
indice di conversione alimentare, perdite totali, indice di costo e spese per i farmaci erano
influenzati significativamente dallo stato endemico per la PRRS. Per le classi di antibiotico
C e D ¢ stata osservata I’interazione tra i due fattori (P=0.02, P=0.01; rispettivamente). Il
consumo di antibiotici di classe C e D ¢ stato maggiore nella fase di svezzamento rispetto
all’ingrasso (P=0.07, P=0.003; rispettivamente). In conclusione, la circolazione di PRRSV
ha un impatto negativo sulle performance produttive ed economiche dell’allevamento e
sull’uso di AB, con un impatto maggiore sullo svezzamento.

ABSTRACT

The aim of this case study was to quantify antibiotic (AB) use in Italian weaning (W)
and fattening (F) units differentiated for Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome
(PRRS) occurrence. Farms were classified as either PRRS negative (-) or PRRS positive
(+). In all the farms vaccine against PRRS was provided to all the animals. Data on AB
consumption were collected from 2017 to 2020 and expressed as mg of active compound
(AC)/total kg of body weight (BW) produced. Each AC was classified into one of four cat-
egories according to the European Medicines Agency classification of ABs. Data regarding
the ACs were analyzed using a linear model which included production phase, PRRS status
and their interaction as factors. Performance parameters, average age at the end of each
phase, daily live weight gain, feed to gain ratio, total losses, cost index and medication costs
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were significantly influenced by the PRRS chain. For class C and D ABs an interaction between
production phase and PRRS status was observed (P=0.02, P=0.01; respectively). Class C and
D ABs were used more in the weaning than in the fattening phase (P=0.07, P=0.003; respec-
tively). In conclusion, PRRS status affected the growth of pigs, economic performance and the
use of ABs, with the greatest impact being on the weaning phase.

INTRODUZIONE

Dalla scoperta del virus della Sindrome Riproduttiva e Respiratoria Suina (PRRSV),
I’appropriato e diffuso uso dei vaccini ha ridotto la morbilita e la mortalita dei suini (1).
Tuttavia, la PRRS, insieme all’influenza suina, hanno un enorme impatto economico sul
settore suino (1). Per i suinetti, ’infezione da PRRSV puo non essere 1’unica causa di
morte, ma le infezioni secondarie, giocano un ruolo altrettanto importante (2). Al fine
di controllare queste infezioni, 1’'uso di AB concorre a limitare i danni. Tuttavia, nelle
situazioni in cui I’AB ¢ usato in medo non corretto, aumenta il rischio di selezione ¢
diffusione di batteri multi-resistenti (2).

Tra il 2012 e il 2018 il consumo di AB nel sistema produttivo suinicolo italiano ¢ diminuito
del 10%, al contrario degli altri paesi in cui ¢ rimasto costante. In ogni caso, I’Italia ¢ uno dei
paesi in Europa dove tutt’oggi la vendita di AB per animali da produzione ¢ maggiore (3).
Per questi motivi, € necessario un maggiore monitoraggio sull’uso di AB, evidenziando i fattori
di rischio nelle varie fasi di produzione e valutando le strategie di controllo.

Lo scopo di questo studio era quello di indagare come lo stato sierologico relativo alla PRRS
influenza le performance produttive e 1’uso di AB negli allevamenti da svezzamento e ingrasso
italiani.

MATERIALI E METODI

I dati relativi al consumo di AB e le performance produttive sono stati raccolti dal 2017 al 2020.
Per questo studio, ogni allevamento di svezzamento (S) e ingrasso (I) ¢ stato classificato come
PRRS negativo (-) o PRRS positivo (+) in base alla circolazione del virus, valutato attraverso
I’uso combinato di PCR ed esami sierologici. In tutti gli allevamenti gli animali venivano
vaccinati ma nei PRRS+ il livello di anticorpi circolanti contro il virus era molto alto e la
malattia clinica ricorrente.

La consistenza degli animali per ogni filiera era cosi distribuita: S/PRRS-: 115,970 e S/PRRS+:
65, I/PRRS-: 108,248 e I/PRRS+: 54,410.

Gli indicatori di performance considerati per entrambe le fasi produttive sono stati: numero
di suini alla fine di ogni fase, eta, peso ad inizio e fine fase, ingestione, incremento ponderale
giornaliero (IPG) e indice di conversione alimentare (ICA). Inoltre, sono stati registrati per ogni
fase: perdite totali (Ptot), costi di medicazione (Cmed) e indice di costo (Icost).

Per ogni ciclo, I'uso di AB ¢ stato espresso come mg di principio attivo (PA) per Kg di peso
corporeo prodotto. Ogni principio attivo ¢ stato classificato secondo quanto prescritto da EMA,
che comprende quattro categorie: Evitare (A), Limitare (B), Attenzione (C) e Prudenza (D).
La classe B include AB molto importanti per la medicina umana, possono essere utilizzati in
veterinaria solo se non ci sono alternative nelle classi C e D. La classe D comprende antibiotici
di prima scelta, da usare con prudenza (3).

L’uso di AB per ogni classe ¢ stato calcolato come la somma di tutti gli AB (mg) somministrati
della stessa classe, e per ognuno ¢ stato calcolato il peso corporeo trattato. I dati di performance
¢ del consumo di AB sono stati analizzati secondo un disegno fattoriale 2x2 considerando come
fattori le due fasi di allevamento e la classificazione della filiera secondo la PRRS. I dati sono
stati analizzati utilizzando ’analisi della varianza, considerando questi due fattori principali, la
loro interazione e I’effetto dell’anno di allevamento.
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RISULTATI

Tabella 1. L’indice di conversione ¢ diminuito dal 2017 al 2020. L’IPG era minore nella
filiera PRRS+ rispetto a quella PRRS- (P=0.003), mentre ICA, Ptot, Icost ¢ Cmed sono
risultati significativamente inferiori nella filiera PRRS- rispetto a quella PRRS+ (P=0.009;
P=0.001; P=0.008; P=0.002, rispettivamente). I parametri di performance di crescita sono
stati influenzati significativamente dalla fase produttiva (P<0.01), che ha influenzato
anche Icost e Cmed, risultati maggiori nella fase di svezzamento (P<0,0001, P=0.002,
rispettivamente). Sono state osservate interazioni tra la fase produttiva e la filiera per Ptot,
Icost e Cmed, che erano maggiori nel gruppo S/PRRS+ rispetto a S/PRRS-. I Cmed sono
risultati maggiori allo svezzamento rispetto all’ingrasso nella filiera PRRS+, cid non ¢
stato osservato nella filiera PRRS-.

Tabella 1. Dati di produzione nelle filiere differenziate in base alla presenza della Sindrome
Riproduttiva e Respiratoria Suina.

Table 1. General production data in the pig production chains differentiated by the
occurrence of Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome.

Fase produttiva: Svezzamento Ingrasso SEM Anno SEM P-value

Filiera produttiva’:  PRRS- PRRS+ PRRS- PRRS+ TUUo2017 2008 2019 2020 Filiera Fase FxF Anno
Suini (mille) 1160 653 1082 544 6.1 841 798 819 981 614 <00DI 016 080 021
Peso iniziale, kg 7.1 6.9 32.0 37 0.8 184 188 211 193 08 075 <0001 092 012
Ppeso finale, kg 322 313 1709 1685 L1 992 1005 1015 1017 11 0.6 <0001 050 042
Eta media, gg 559 59.8 199.0 2034 1.9 1321 1307 1264 1289 19 0058 <0001 090 025
Ineremento

ponderale 449 407 699 674 9.0 541 559 566 563 857 0003 <0001 036 023
giomaliero, g

Indice di

conversione 1.71 1.83 343 362 005 276 272 26 25 005 0009 <0001 051 001
alimentare (ICA)

Perdite total?® 2554 1449% 4640 9.4 161 947 972 592 561 161 0001 032 004 020
Indice di costo? 163" 191" 0884  093* 005 141 137 127 13 005 0008 <0001 004 020
Costi di

AR 0.044 0.12% 0.03* 0.04* 001 007 006 004 004 001 0002 0002 0005 033
medicazione”, €kg

'PRRS-: lafiliera deriva da scrofe sieronegative per la Sindrome Riproduttiva e Respiratoria
Suina; PRRS+: la filiera deriva da scrofe sieropositive per la Sindrome Riproduttiva e
Respiratoria Suina.

*Valori con lettere diverse sono significativamente diversi con P<0,05 (minuscolo) o
P<0,01 (maiuscolo).

'"PRRS-: the production chain originated from sows seronegative for Porcine Reproductive
and Respiratory Syndrome; PRRS+: the production chain originated from sows seropositive
for Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome.

*Means with differently labeled letters are significantly different at P<0.05 (lowercase) or
P<0.01 (uppercase).

Tabella 2. 11 consumo di AB di classe B ¢ risultato essere minimo sia allo svezzamento
che all’ingrasso e non sono state osservate differenze tra i fattori per questa classe di AB.
L’interazione tra la fase produttiva e la filiera ¢ risultata essere significativa per la classe C
e D (P=0.02; P=0.01, rispettivamente). Allo svezzamento I’uso di antibiotici di classe C e D
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¢ risultato maggiore nella filiera PRRS+ rispetto a quella PRRS- (P<0.01), mentre nessuna
differenza ¢ stata osservata all’ingrasso. Nella filiera PRRS+ "uso di AB della classe C e
D era maggiore allo svezzamento rispetto all’ingrasso (P<0.05; P<0.01, rispettivamente),
mentre nessuna differenza ¢ stata osservata nella filiera PRRS-.

Tabella 2. Consumo di antibiotici nelle filiere differenziate in base alla presenza della
Sindrome Riproduttiva e Respiratoria Suina (mg di principio attivo per kg totali di carne
prodotta).

Table 2. Consumption of antibiotics in the pig production chain differentiated by the
occurrence of Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (mg of active compound
per total kg of meat produced).

Fase produttiva: Svezzamento Ingrasso SEM Anto SEM P-value

Filiera produttiva: ~ PRRS-  PRRS+ PRRS- PRRS+ 2017 2018 2019 2020 Filiera Fase FxI  Anno

Classe di antibiotici- B?

0.85 0.86 0.05 022 038 042 0.59 0.51 046 037 082 0.11 0.84 0.99
Classe di antibiotici - C**

2070 13458 3240 5450 165 737 705 349 0d.1 165 0003 007 0.02 038
Classe di antibiotici - D>

164* 7828 57 814 980 393 342 182 167 98 0097 0003 001 032

'PRRS-: la filiera deriva da scrofe sieronegative per la Sindrome Riproduttiva e Respiratoria
Suina; PRRS+: la filiera deriva da scrofe sieropositive per la Sindrome Riproduttiva e
Respiratoria Suina.

’Classificazione degli antibiotici nell’Unione Europea B: Limitare; C: Attenzione; D:
Prudenza

*Valori con lettere diverse sono significativamente diversi con P<0.05 (minuscolo) o
P<0.01 (maiuscolo).

'PRRS-: the production chain originated from sows seronegative for Porcine Reproductive
and Respiratory Syndrome; PRRS+: the production chain originated from sows seropositive
for Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome

Classification of antibiotics in the European Union B: Restrict; C: Caution; D: Prudence
3Means with differently labeled letters are significantly different at P<0.05 (lowercase) or
P<0.01 (uppercase).

Perla classe C, Florfenicolo e Lincomicina sono stati i PA piu utilizzati sia allo svezzamento
che all’ingrasso. Il Florfenicolo rappresentava il 24% e il 24,2% degli AB di classe C nelle
fasi di svezzamento e di ingrasso. La Lincomicina rappresentava il 22,7% e il 32,5% dei
PA di classe C nelle fasi di svezzamento e di ingrasso, rispettivamente. Per quanto riguarda
la classe D, i PA piu utilizzati allo svezzamento sono stati Amoxicillina (media 38,1%) e
Spectinomicina (media 29,5%) mentre, all’ingrasso sono stati Ampicillina (media 21,9%)
e Dicloxacillina (media 21,5%).
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Figura 1. Peso relativo di suini svezzati trattato con antibiotici di classe C nelle filiere
PRRS- (NEG) e PRRS+ (POS) dal 2017 al 2020.

Figure 1. Relative quantity of weaning pig weight treated with class C antibiotics in the
PRRS-(NEG) and PRRS+ (POS) production chains from 2017 to 2020.

2017 2018

W Apramycin W Apramyein

® Clavulanic acid ® Clavulanic acid
 Florfenicol = Florfenical

W Gentamicin = Gentamicin

® Lincomytin W Lincomycin

B Neomycin | Neomyein

W Paromomycin
& Thiamphenical

W Paromomycin
m Thiamphenicol

& Tiamulin B Tiamulin
W Tildipirosin m Tildipirasin
o Tilmicosin W Tilmicosin
® Tulathromycin ® Tulathromycin
| Tylosin HTylosin

2019 2020
W Apramycin ® Apramycin
 Clayulanic acid ® Clavulanic acid
o Florfenicol = Florfenicol
® Gentamicin m Gentamicin
= Lincomycin ® Lincomyein
= Neomycin = Neomycin
W Paromomycin W Paromomycin
m Thiamphenicol W Thiamphenicol
W Tiamulin m Tiamulin
W Tildipirosin m Tildipirasin
m Tilmicosin W Tilmicosin
| Tulathromycin ® Tulathromyeln
m Tylosin = Tylosin

Figura 1. L’uso di Tulatromicina decresce in entrambe le filiere dal 2017 al 2020.
L’Acido clavulanico aumenta molto nella filiera PRRS- dal 2017 (4%) al 2020 (21%).
L’uso di Florfenicolo si ¢ mantenuto costante nella filiera positiva ma variabile in quella
negativa, con un massimo nel 2018 (46%). L’uso di Lincomicina nella filiera PRRS- si
annulla nel 2018 e si rialza fino al 31% nel 2020. La Gentamicina rimane costante negli
anni nella filiera PRRS-, mentre in quella positiva diminuisce molto nel 2018 per poi
aumentare di nuovo nel 2020.
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Figura 2. Peso relativo di suini svezzati trattato con antibiotici di classe D nelle filiere
PRRS- (NEG) e PRRS+ (POS) dal 2017 al 2020.

Figure 2. Relative quantity of weaning pig weight treated with class D antibiotics in the
PRRS- (NEG) and PRRS+ (POS) production chains from 2017 to 2020.
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| Amoxicillin | Amaoxicillin
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2019 2020
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m Sulfadiazine +
Trimethophrim

m Sulfadimethoxine +
Chlortetracyciine

Figura 2. L’uso di Amoxicillina in entrambe le filiere ¢ stato alto nel periodo considerato (media
PRRS+: 34,25%; PRRS-: 43%). L'uso di Ampicillina nella filiera PRRS+ ¢ diminuito fino ad
azzerarsi nel 2020, mentre nella filiera PRRS- ¢ diminuito nel 2018 e poi aumentato fino al 2020.
L'uso di Dicloxacillina nella filiera PRRS- ¢ aumentato da 0% nel 2017 fino al 19% nel 2020.
L’uso di Doxicillina si € ridotto nella filiera PRRS- fino ad azzerarsi, mentre & rimasto
costante nella filiera PRRS+ (media 25%). La Spectinomicina ¢ rimasta costante nella
filiera PRRS- (media 27%), mentre nella filiera PRRS+ ¢ aumentata nel 2019 (50%) per
poi diminuire nel 2020 (25%).
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Figura 3. Peso relativo di suini da ingrasso trattato con antibiotici di classe C nelle filiere
PRRS- (NEG) e PRRS+ (POS) dal 2017 al 2020.

Figure 3. Relative quantity of fattening pig weight treated with class C antibiotics in the
PRRS- (NEG) and PRRS+ (POS) production chains from 2017 to 2020.
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Figura 3. Nella fase di ingrasso, I’'uso di Acido clavulanico, Gentamicina e Tiamfenicolo
¢ rimasto limitato. Nella filiera PRRS- il Florfenicolo ¢ aumento blandamente; mentre
nella filiera PRRS+ ¢ aumentato dal 2017 (22%) al 2019 (39%) per poi diminuire nel 2020
(28%). L’uso di Lincomicina ¢ rimasto costante nella filiera PRRS- (media 31%), mentre &
aumentato nel 2020 (51%) nella filiera PRRS+. L’uso di Tiamulina ¢ diminuito in entrambe
le filiere. La percentuale di Tilmicosina si ¢ ridotta costantemente fino ad azzerarsi nel
2020, in entrambe le filiere.
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Figura 4. Peso relativo di suini da ingrasso trattato con antibiotici di classe D nelle filiere
di produzione PRRS- (NEG) e PRRS+ (POS) dal 2017 al 2020.

Figure 4. Relative quantity of fattening pig weight treated with class D antibiotics in the
PRRS- (NEG) and PRRS+ (POS) production chains from 2017 to 2020.

2017 2018

m Ampicillin u Ampicillin
m Amoxicillin = Amoxicillin
® Dicloxacillin o Dicloxacillin
m Doxyclllin ® Doxycillin

W Oxytetracycline ® Oxytetracycline

m Spectinomycin ® Spectinomycin
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Figura 4. Nella fase di ingrasso 1’'uso di Ampicillina & aumentato nel tempo in entrambe
le filiere. L’ Amoxicillina ¢ rimasta costante nella filiera PRRS- (media 16%), mentre nella
filiera PRRS+ il suo uso ¢ diminuito nel 2020 (12%). La percentuale di Dicloxacillina ¢
aumentata nel 2020 (PRRS-: 26%; PRRS+: 24%). Il consumo di Doxicillina ¢ rimasto
costante fino al 2019 in entrambe le filiere e si ¢ ridotto nel 2020 (PRRS-: 16%; PRRS+:
17%). L’uso di Spectinomicina ha subito un leggero calo nella filiera PRRS- (15%) e un
aumento nella PRRS+ (22%) nel 2020.
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Tabella 3. T principi attivi sono stati selezionati in base alla prevalenza di utilizzo nella
filiera produttiva. La fase produttiva ha influenzato marginalmente 1’uso di Amoxicillina
(P=0.08), con un consumo maggiore allo svezzamento. Per Florfenicolo, ¢ stata rilevata
I’interazione tra filiera e fase produttiva (P=0.02). Allo svezzamento 1’uso di Florfenicolo era
maggiore nella filiera PRRS+ (P<0.01); nessuna differenza ¢ stata rilevata per la fase d’ingrasso.
La Spectinomicina ¢ stata usata maggiormente nella fase di svezzamento rispetto all’ingrasso
(P<0.0001), qualunque fosse la filiera di produzione.

Fase produttiva Svezzamento Ingrasso SEM Anno SEM P-value
Filiera produttiva' PRRS-  PRRS+  PRRS- PRRS+ 2017 2018 2019 2020 Filiera Fase FxF  Amo
Florfenicolo

224 32.8% 1o* 4.1* 47 17.1 13.1 4.81 5.1 4.7 0.006 0.01 0.02 0.25
Lineomeina 74 305 5.8 248 10.9 1.1 11.8 106 35 10.9 0.10 075 086 033
Amosxicillina 80 329 0.7 1.7 10.9 15.6 133 801 64 109 0.24 0,08 028 093

Spectinomicina 16.5 19.7 0.4 1.9 2.1 115 121 6.0 8.9 21 031 <0001 0.71 0.22

Tabella 3. Consumo dei due principali PA di classe C, Florfenicolo e Lincomicina, e dei due
principali PA di classe D, Amoxicillina e Spectinomicina, nelle filiere differenziate in base alla
presenza della Sindrome Riproduttiva e Respiratoria Suina (mg di principio attivo per kg totali
di carne prodotta).

Table 3. Consumption of two main class C ABs, Florfenicol and Lincomycin, and two main
class D ABs, Amoxicillin and Spectinomycin, in the pig production chain differentiated by the
occurrence of Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (mg of active compound per
total kg of meat produced).

'PRRS-: la filiera deriva da scrofe sieronegative per la Sindrome Riproduttiva e Respiratoria
Suina; PRRS+: la filiera deriva da scrofe sieropositive per la Sindrome Riproduttiva e
Respiratoria Suina

"Valori con lettere diverse sono significativamente diversi con P<0.01.

"PRRS-: the production chain originated from sows seronegative for Porcine Reproductive and
Respiratory Syndrome; PRRS+: the production chain originated from sows seropositive for
Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome

"Means with differently labeled letters are significantly different at P<0.01.

DISCUSSIONE

I risultati di questa ricerca hanno mostrato il legame tra la circolazione attiva del PRRSV e 1’uso di
antimicrobici nelle unita di svezzamento e ingrasso. Lo stato di positivita per PRRS ha influenzato
negativamente le prestazioni di crescita dei suini sia allo svezzamento che all’ingrasso, anche se, in
quest’ultimo caso, I’impatto ¢ stato meno evidente. Questi dati sono in accordo con Schweer et al.
(5) che hanno riportato un effetto negativo sull’IPG e sull’ICA nei suini in accrescimento infettati
con PRRSV. Tale effetto ¢ stato spiegato dal peggioramento dalla efficienza digestiva. Inoltre, i
dati hanno mostrato una mortalita piu elevata negli allevamenti PRRS+ rispetto a quelli PRRS-.
Cio, giustifica in parte I’aumento dei costi di produzione, poiché i costi fissi sono distribuiti su un
numero inferiore di suini prodotti (6). Sia il periodo dell’allattamento che quello post-svezzamento
rappresentano fasi critiche nell’allevamento del suino, con il piu alto rischio di infezioni. In queste
fasi 1 suinetti sono particolarmente vulnerabili; infatti, I'uso di AB ¢ solitamente piu alto (7). Il
presente studio ha evidenziato un uso maggiore di AB di classe D allo svezzamento rispetto al
periodo di ingrasso, soprattutto negli allevamenti PRRS+. Inoltre, il maggiore uso di AB di classe
C nella filiera PRRSH, ¢ giustificato dal fatto che questa classe comprende antibiotici di prima
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scelta per trattare patologie respiratorie o enteriche frequenti negli allevamenti e che possono
essere secondarie all’infezione da PRRS (2).

In questo studio la presenza di PRRS e la fase di produzione non hanno influenzato particolarmente
I'uso di Amoxicillina, la quale ¢ utilizzata ampiamente in suinicoltura, specialmente in
associazione con Acido clavulanico (8). Invece i dati raccolti evidenziano che il Florfenicolo ¢
utilizzato maggiormente allo svezzamento nella filiera PRRS+, probabilmente in quanto efficace
contro patogeni secondari al conclamarsi dell’infezione da PRRS.

Inoltre, questo studio ha riportato la riduzione dell’'uso dei macrolidi (Tulatromicina e
Tilmicosina) in entrambe le fasi. Cio ¢ in accordo con i dati di vendita nazionali rilevati tra il
2010 e il 2018 per gli animali da produzione alimentare (3). Questo dato ¢ rilevante, considerato
che ad oggi, i macrolidi sono AB di importanza critica (HPCIAs), in quanto unica scelta contro la
campilobatteriosi umana (9).

CONCLUSIONI

Questo studio conferma che I’infezione da PRRSV riduce le prestazioni di crescita ed € un fattore
importante che condiziona 1’uso di antibiotici nel sistema di produzione suinicolo nazionale. Nei
quattro anni osservati, gli AB di classe D sono stati i piu utilizzati, a conferma dello sforzo del
settore nel promuovere la scelta mirata dei PA da impiegare in terapia. Un limite dello studio ¢
stata I’impossibilita di classificare le ragioni di ogni trattamento. I dati presentati, sono basati su
un ampio dataset che permette di fornire una visione della realta italiana per quanto riguarda I’'uso
degli AB in funzione del PRRS, endemico nel nostro sistema produttivo.
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RIASSUNTO

Le tecnologie basate sull’intelligenza artificiale, in particolare quelle in grado di analizzare
immagini complesse, trovano sempre pit spazio in campo biomedico. Recentemente, alcune reti
neurali artificiali sono state addestrate per la punteggiatura delle lesioni pleuriche e polmonari dei
suini in sede di macellazione. Lo scopo di questo studio ¢ stato quello di valutare le prestazioni
delle reti neurali artificiali, mettendole a confronto con i punteggi assegnati da un operatore in
catena di macellazione (gold standard). In totale, sono stati presi in esame 428 polmoni, che
sono stati punteggiati secondo gli schemi tradizionali (griglie Madec e Christensen). Gli stessi
polmoni sono stati fotografati ed esaminati dalla rete neurale. L’analisi dei risultati indica che
la rete neurale ¢ estremamente sensibile e specifica (valori sempre >90%), oltre che piuttosto
fortemente correlata con il gold standard (coefficiente di Spearman = 0.831, p<0.01). In sintesi,
lo studio indica che le reti neurali artificiali potrebbero essere efficacemente utilizzate nelle
industrie di macellazione e incentiva ulteriori investimenti in questo ambito.

ABSTRACT

Artificial intelligence-based methods are always more frequently used in biomedical sciences,
mainly in the field of diagnostic imaging. Recently, some artificial neural networks have been
trained to score pleurisy and pneumonia in slaughtered pigs. The purpose of this study is to
evaluate the performance of artificial neural networks, when compared with the gold standard
(i.e., scores provided by skilled operators along the slaughter chain). In total, 428 lungs have
been included in the present study. Each lung has been scored according to “conventional”
methods (Madec and Christensen grids). Moreover, the same lungs have been photographed
and scored by a trained artificial neural network. Overall, results indicate that the artificial
neural network is extremely sensitive and specific (values always> 90%), with rather high
correlation when compared with the gold standard (Spearman’s coefficient = 0.831, p<0.01). In
summary, this study suggests that artificial neural networks could be effectively used at the
slaughterhouse and stimulates further investment in this field of research.
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INTRODUZIONE

Il complesso delle malattie respiratorie del suino (“Porcine Respiratory Disease
Complex”, PRDC) ¢ motivo di ingenti perdite economiche per la suinicoltura moderna. Le
lesioni polmonari e pleuriche indotte da alcuni agenti patogeni primari (es. Mycoplasma
hyopneumoniae e Actinobacillus pleuropneumoniae) possono persistere a lungo ed essere
ancora visibili in sede di macellazione (Gottschalk, 2012; Maes et al., 2018). Pertanto, il
macello puo rappresentare un utilissimo punto di osservazione, potenzialmente in grado
di fornire informazioni uniche su prevalenza, gravita e andamento nel tempo di specifiche
patologie respiratorie a decorso cronico (Pointon et al., 1999; Scollo et al., 2017).

Nel corso degli anni, sono stati elaborati numerosi sistemi di punteggiatura (“score”) delle
lesioni osservate nei suini macellati, tutti con 1’obiettivo di soddisfare le medesime esigenze:
1) facilita e rapidita di esecuzione, compatibile con la velocita della catena di macellazione;
2) capacita di fornire dati standardizzabili, di semplice interpretazione e idonei per indagini
statistiche (Luppi ¢ Merialdi, 2013). A tal proposito, hanno avuto particolare successo la
“griglia S.P.E.S.” per lo score delle pleuriti (Merialdi et al., 2012) e la “griglia Madec”,
successivamente modificata da Christensen, per lo score delle lesioni riferibili alla polmonite
enzootica del suino (Madec e Derrien, 1981; Christensen et al., 1999).

Sebbene entrambe le griglie rispondano adeguatamente alle esigenze sopra specificate, la
loro applicazione sistematica risulterebbe eccessivamente onerosa ed ¢, nei fatti, utopistica.
In tal senso, le tecnologie di “computer vision”, basate sull’intelligenza artificiale (IA),
sembrano offrire interessanti prospettive. A giudicare dai contributi scientifici pubblicati nel
corso degli ultimi venti anni, le “reti neurali artificiali” (“Convolutional Neural Networks”,
CNNs) rappresentano la branca dell’IA piu utilizzata in ambito biomedico (Ramesh et al.,
2004). Recentemente, CNNs sono state addestrate per 1’identificazione e la punteggiatura
delle pleuriti (Trachtman et al., 2020) e delle polmoniti (Bonicelli et al., 2021) del suino, con
risultati estremamente incoraggianti.

L’obiettivo del presente studio € stato quello di valutare ulteriormente le performances
delle CNNs, mettendo a confronto la loro interpretazione delle immagini con il gold
standard assoluto, vale a dire con i punteggi attribuiti dall’operatore presente in catena di
macellazione.

MATERIALI E METODI

Lo studio ¢ stato recentemente condotto in uno stabilimento di macellazione ad elevata
capacita produttiva (6-8 suini/min) del Nord Italia. In totale sono stati esaminati 428 polmoni
di suini “pesanti”’, equamente distribuiti fra destri/sinistri.

Ciascun polmone ¢ stato fotografato con la fotocamera di uno smartphone (i-Phone SE)
e di seguito punteggiato da un operatore. Quest’ultimo ha avuto la possibilita di palpare
i polmoni, al fine di visualizzarne tutte le sue parti (compreso il lobo accessorio) e di
interpretare correttamente eventuali focolai di polmonite. Le immagini sono state analizzate
da una CNN precedentemente addestrata, che ha espresso la presenza di eventuali lesioni in
termini percentuali, vale a dire come rapporto fra I’estensione della polmonite e la superficie
totale del polmone (Bonicelli et al., 2021). I punteggi espressi dall’operatore sono stati
calcolati secondo Madec e Christensen e riportati su un foglio di calcolo “Microsoft Excel”.
I dati raccolti sono stati, infine, sottoposti ad analisi statistica. Le performances della
CNN sono state valutate in termini di sensibilita e specificita. Inoltre, ¢ stata calcolata la
correlazione (coefficiente di Spearman) fra i punteggi predetti dalla CNN e quelli assegnati
dall’operatore, utilizzando un modello di regressione multipla (due variabili indipendenti ed
una dipendente). Infine, ¢ stata elaborata la formula di equivalenza fra i punteggi assegnati
dall’operatore e i valori predetti dalla CNN.
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RISULTATI

In Figura 1 ¢ riportato un esempio di predizione fornito dalla CNN. L’operatore ha individuato
lesioni riferibili a polmonite enzootica in 177 polmoni (41.36%), interpretando come sani i
restanti 251 polmoni (58,64%). Nel complesso, la CNN ha mostrato valori di sensibilita
(91.63%) e specificita (95.48%) estremamente elevati rispetto al gold standard. Inoltre, tra i
due sistemi esiste una correlazione piuttosto forte, con coefficiente di Spearman pari a 0.831
(p<0.01). La formula di equivalenza ¢ qui riportata:

score CNN = 1.863(score Madec) + 0.528(score Christensen) —0.208

Vengono di seguito riferiti gli intervalli di confidenza (95%) per ciascun parametro: 1.863
(1.001-2.270), 0.528 (0.099-0.956), 0.208 (-0.842-0.426).

Healthy/Pathological Detail Table

Request the Complete Report to access all “Image
detail” pages in Print friendly (PDF) format.

Figura 1. Polmone sinistro. La CNN ha individuato correttamente il profilo del polmone, la
lesione a carico del lobo medio e una fessura in corrispondenza del lobo craniale.

Figure 1. Left lung. CNN correctly outlined the lung, pneumonia affecting the middle lobe
and a scar crossing the cranial lobe.

DISCUSSIONE

Come per tutte le tecnologie basate sull’IA, le prestazioni della CNN possono sempre migliorare
grazie ad un processo senza fine di “educazione continua”, non molto dissimile da quello
richiesto a qualunque professionista. Tuttavia, i risultati ottenuti sono gia molto promettenti,
anche quando confrontati con il gold standard di riferimento. Nella maggior parte dei casi, gli
errori della CNN sono da attribuire alla presenza di fessure e di focolai di polmonite a carico
del lobo accessorio (la sua localizzazione lo rende invisibile alla CNN). Anche piccole lesioni
del lobo diaframmatico possono sfuggire alla lettura della CNN, rimanendo nascoste al di sotto
del lobo medio. Per contro, gli errori effettivamente grossolani sono stati davvero infrequenti
(un solo caso nello studio in oggetto) e causati dall’errata interpretazione di specifici artefatti.
Sibila et al. (2014) e Garcia-Morante et al. (2016) hanno sviluppato e impiegato un sistema
di punteggiatura concettualmente simile a quello messo in atto dalla CNN, sebbene basato
sull’annotazione manuale delle immagini da parte di un operatore in condizioni ottimali
(sperimentali). Secondo gli stessi Autori, I’analisi delle immagini ha una correlazione medio-
alta rispetto al punteggio assegnato con la griglia Madec (coefficiente di Pearson = 0.725),
verosimilmente influenzata dalla mancata visualizzazione del lobo accessorio. In realta,
in questo caso il calcolo del coefficiente di Pearson non ¢ del tutto appropriato, vista la
natura discontinua dei dati ottenuti applicando la griglia Madec. Ciononostante, riteniamo
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utile sottolineare che tale coefficiente sarebbe molto “simile” a quello ottenuto dalla CNN
(coefficiente di Pearson = 0.754); cio significa che la CNN ¢ in grado di analizzare le
immagini ottenute in condizioni di campo, con efficacia simile a quella di un operatore che si
trovi ad agire in condizioni sperimentali.

CONCLUSIONI

I risultati della nostra indagine indicano che le tecnologie basate sull’IA — in particolare quelle
in grado di analizzare immagini complesse — potrebbero essere efficacemente utilizzate nelle
industrie di macellazione e incentivano ulteriori indagini ed investimenti in questo ambito.
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RIASSUNTO

La malattia degli edemi (ED) causata da E.coli produttori di Shiga tossine ¢ una patologia
potenzialmente fatale nei suini, in particolare per i suinetti allo svezzamento. Quando in un
allevamento viene applicato un protocollo di prevenzione, I’interpretazione della sua efficacia
spesso ¢ complicata nelle condizioni di campo a causa della variabilita naturale o per “altra
causa comune”. Per questa ragione, in questo studio ¢ stato usato un approccio basato su un
controllo statistico di processo (SPC) per valutare in modo retrospettivo 1’applicazione di
un protocollo di prevenzione per I’ED (dieta a basso contenuto proteico, fibra ad-libitum,
vaccinazione a 5 giorni di etd) in un sito commerciale di svezzamento dei suinetti infetto.
L’analisi ¢ stata condotta in un periodo di 9 anni (n= 75 lotti, 1800 suinetti svezzati per lotto)
utilizzando la mortalita come parametro chiave per la salute e la produzione per ogni lotto; la
statistica e i limiti di controllo (media + 3 volte sd, UCL, limite di controllo superiore; LCL,
limite di controllo inferiore) sono stati basati sui dati ottenuti dai primi 28 lotti (Periodo 1)
prima dell’esordio del primo segno clinico di ED. I grafici permettono 1’individuazione di lotti
definiti fuori controllo (i.e., con la mortalita fuori dai limiti di intervento) dal lotto 29 in poi
esplorando un Periodo 2 (produzione instabile e segni clinici di ED, 36 lotti) ¢ un Periodo 3
(applicazione del protocollo di prevenzione; 11 lotti). La valutazione della mortalita attraverso
I’utilizzo dell’SPC ha rivelato un sistema di produzione definito sotto controllo (media della
barra dell’intervallo mobile =1,34%; UCL=4,37%; LCL=0%) durante il Periodo 1. Durante il
Periodo 2, i grafici hanno perso lo stato di controllo statistico, come mostrato da diversi segni
di variazione per causa speciale causati dal focolaio di ED. Il Periodo 3 ¢ stato caratterizzato
nuovamente da uno stato di controllo statistico in cui non sono stati rilevati segni di variazione
per causa speciale. In conclusione, 1’applicazione retrospettiva dei grafici SPC nel presente
studio ha permesso di confermare ’efficacia di un protocollo di prevenzione per I’ED nel ridurre
la mortalita in un sito di svezzamento. I grafici SPC sono consigliati come utile strumento
per fornire informazioni sulle relazioni fra decisioni in merito alla salute, al benessere e al
management e alcuni indicatori iceberg selezionati negli animali da allevamento.

ABSTRACT
Oedema disease (ED) caused by Shiga-toxin-producing E. coli in pigs is a serious life-
threatening disease, particularly among weaned piglets. When a preventive protocol is adopted
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in a specific farm, interpretation of effectiveness is often complicated in field conditions due
to natural or “common cause” variation. For this reason, in this study a Statistical process
control (SPC) approach was used to retrospectively evaluate the application of an ED
preventive protocol (lower protein diet, ad-libitum fiber, vaccination at 5 days of age) in an
infected commercial piglets’ weaning site. The analysis was established over a 9-years period
(n=75 consecutive batches; 1800 weaners per batch) using mortality for each batch as the
key parameter of health and production; the statistics and the control limits (mean +3-fold
sd; UCL, upper control limit; LCL, lower control limit) were based on data from the first
28 batches (Period 1) before the onset of the first ED clinical signs. The charts allowed the
detection of defined out of control batches (i.e., with mortality out of the intervention limits)
from batch 29 ongoing, exploring a Period 2 (unstable production and ED clinical signs; 36
batches) and a Period 3 (application of the ED preventive protocol; 11 batches). Mortality
evaluation using SPC revealed a production system defined under-control (mean moving
range bar = 1,34%; UCL = 4,37%; LCL = 0%) during Period 1. During Period 2, charts lost
the state of statistical control, as showed by several signals of special cause variation due to
the ED outbreak. Period 3 was characterized again by a state of statistical control, where no
signals of special cause variation was showed. In conclusion, the retrospective application of
SPC charts in the present study was able to confirm the efficacy of an ED preventive protocol
in reducing mortality in a piglets’ weaning site. SPC charting is suggested as a useful tool to
provide insights into relationships between health, managerial, and welfare decision and some
selected iceberg parameters in livestock.

INTRODUZIONE

La malattia degli edemi (ED) nei suini ¢ causata da E.coli (STEC) produttori di Shiga
tossine, conosciuti anche come E.coli della malattia degli edemi. Questi ceppi di E.coli
sono caratterizzati dalla capacita di produrre Shiga tossine 2e (Stx2e), che entrano nel
circolo sanguigno e danneggiano le pareti dei vasi determinando edema nei tessuti target e
causando una malattia potenzialmente fatale in particolare fra i suinetti allo svezzamento.
Gli animali che soffrono di malattia degli edemi mostrano edema, deperimento, disturbi
neurologici come atassia o paralisi e in casi gravi la morte improvvisa. Una volta che un
allevamento si infetta ¢ difficile eliminare la ED e lo stesso ceppo ¢ solitamente ritrovato
in diversi lotti consecutivi di suini, questo puo risultare in ingenti danni per gli allevatori
di suini. Il trattamento antibiotico ¢ ancora 1’approccio terapeutico piu largamente
utilizzato per migliorare la salute dei suinetti quando questi mostrano sintomi di ED, ma
spesso ¢ tardi per salvarli in quanto la tossina si ¢ gia diffusa nell’organismo. Comunque,
I’utilizzo di antibiotici a scopo profilattico sugli altri suinetti in salute o come additivo
alimentare per ridurre la colonizzazione di batteri patogeni nell’intestino ¢ controverso
dal momento che ¢ risaputo che determina 1’aumento di batteri resistenti agli antibiotici,
1 quali causano una grande preoccupazione nel settore suinicolo. Per questo motivo, e per
il bando dell’ossido di Zinco come alternativa per il controllo delle infezioni da E.coli,
¢ necessario lo sviluppo di un altro approccio preventivo efficace. L’Organizzazione
delle Nazioni Unite per 1’Alimentazione e 1’Agricoltura (FAO) ha inoltre enfatizzato
il bisogno di prevenire le malattie infettive negli animali attraverso diverse misure
classificate in tre categorie: buona zootecnia, biosicurezza efficace e vaccinazione. Ad
esempio, sono ritenute efficaci per il controllo delle infezioni da E.coli alcune strategie
di gestione dell’alimentazione, come la riduzione dell’assunzione di cibo, di proteina
grezza ed energia digeribile e una dieta con un alto contenuto di fibre.

Quando viene adottato un protocollo di prevenzione in specifici allevamenti ¢
essenziale monitorare la sua efficacia sulla salute dei suini e sul processo di produzione.
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Sfortunatamente, 1’interpretazione dell’efficacia spesso ¢ complicata nelle condizioni
di campo a causa della variabilita naturale o “di causa comune”. I grafici di controllo
statistico di processo (SPC), inventati negli anni *20 del XX secolo e usate nell’industria
per diversi anni, forniscono un approccio statistico che puo essere utile anche nel campo
della sanita umana e produzione animale.

Gli strumenti importanti dell’SPC includono diagrammi di controllo, come il grafico a
valori individuali (I-chart) e il grafico moving-range (MR-chart).

Un diagramma SPC ¢ un grafico cronologico dei dati di un processo (i.e. i parametri
di interesse registrati regolarmente nel tempo) con una linea centrale (solitamente la
media) e dei limiti di controllo superiori e inferiori definiti statisticamente. Se tutti i
valori del processo ricadono nell’intervallo fra il limite superiore e il limite inferiore
il processo si considera sotto “controllo statistico”. Se i valori del processo ricadono al
di fuori dei limiti o mostrano un particolare trend o una variazione (e.g. un progressivo
aumento o riduzione dei valori dalla linea centrale) questo fornisce la prova di una
variazione causa “speciale”. I diagrammi SPC di dati storici possono determinare se un
processo ¢ stato sotto “controllo statistico”, possono essere usati in modo prospettico per
svelare variazioni di processi dopo 1’introduzione di una nuova procedura nella catena
di produzione e della sua efficacia e, quando un grafico indica I’istituzione di un diverso
livello di performance, possono essere usati per calcolare una nuova linea centrale e
nuovi limiti. La I-chart e la MR-chart vengono utilizzate in caso di dati continui e non
raccolti in sottogruppi.

La I-chart visualizza i dati singoli e monitora la media e lo shift nel processo, mentre
I’MR-chart monitora la variabilita. Nella sanita umana, le carte di controllo SPC sono
state utilizzate per distinguere cambiamenti che apportano miglioramenti da quelli
che non ne apportano attraverso la visualizzazione e 1’analisi delle performance di un
processo nel tempo (inclusi processi biologici come omeostasi della pressione sanguigna
0 processi organizzativi come 1’assistenza ai pazienti in ospedale), a volte in tempo reale.
Nel settore suinicolo, i grafici SPC sono stati usati per rivelare cambiamenti nei processi
di produzione in seguito a focolai di Sindrome riproduttiva e respiratoria del suino (PRRS)
o0 in seguito a vaccinazione. Le regole di decisioni derivanti dalla statistica aiutano gli
utenti a determinare se la performance di un processo sia stabile e prevedibile o se ci sia
una variabilitd in essa che renda il processo instabile e imprevedibile, influenzando la
fase decisionale. Una fonte di questa variabilita puo essere un intervento di successo per
un fine di miglioramento che cambia la performance in meglio. Se il miglioramento si
mantiene, il processo si stabilizzera nuovamente al nuovo livello di performance.

Nel presente studio, i dati relativi alla mortalita in un sito per lo svezzamento dei suinetti
sono stati tracciati in modo retrospettivo per un periodo di produzione di 9 anni con
I’obiettivo di: (I) applicare i grafici SPC negli animali da allevamento come strumenti
di monitoraggio della salute dei suini attraverso un parametro chiave; (II) verificare
I’efficacia di un protocollo di prevenzione per I’ED nel tempo.

MATERIALI E METODI

Animali e Strutture

Lo studio ha avuto luogo in un sito per lo svezzamento di tipo commerciale situato in
Lombardia. Il sito per la riproduzione, con 1200 scrofe, che fornisce i suinetti per il
sito di svezzamento ¢ dello stesso proprietario, dista 4 chilometri ed ¢ organizzato a
bande trisettimanali seguendo le procedure di tutto pieno-tutto vuoto. I suinetti sono stati
svezzati alle 4 settimane di eta, spostati nel sito per lo svezzamento ogni 6 settimane
(un gruppo all’interno, uno nell’altro sito) e accasati nella nursery per 11 settimane.
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La nursery include 2 settori identici completamente separati, con 8 stanze identiche
contenenti 8 box ciascuna; ¢ stato assegnato un lotto ad ogni settore ed ¢ stato gestito
con la procedura del tutto pieno-tutto vuoto. I parametri ambientali della nursery sono
stati impostati in base alle esigenze dei suinetti. Durante I’intero studio 1’allevamento era
positivo ma stabile per la PRRS, positivo per Mycoplasma hypopneumoniae e positivo al
Circovirus suino di tipo 2 (PCV2) ma in assenza di segni clinici. I suinetti erano vaccinati
per Mycoplasma hypopneumoniae e PCV2. Agli animali veniva fornita un’alimentazione
secca ad libitum.

Raccolta Dati

Da gennaio 2013 ad agosto 2021 sono stati registrati i casi di animali morti per ogni
lotto. Dopo la prima registrazione della mortalita svolta da un allevatore formato, ¢ stata
eseguita una verifica formale da parte dell’ufficio di produzione, il quale ha verificato il
numero di animali venduti sul totale dei suini arrivati per ogni lotto.

ED Status, Strategie di Alimentazione e Interventi

Periodo 1: Produzione Sotto Controllo: da gennaio 2013 a maggio 2016 (28 lotti) in
allevamento non sono stati rilevati segni clinici ascrivibili a una infezione da STEC. I
suinetti sono stati alimentati con un mangime commerciale che includeva ZnO (2,500
ppm) per i primi 14 giorni. Il mangime starter aveva un contenuto del 21% di proteina
grezza e 5,5% di fibra.

Periodo 2: Produzione Instabile e Segni Clinici di ED: il sito per lo svezzamento ha
iniziato a mostrare segni clinici di ED da giugno 2016 (36 lotti). La malattia ¢ stata
diagnosticata sulla base dei segni clinici (sintomatologia nervosa e morte improvvisa),
lesioni anatomopatologiche (edema gelatinoso a livello del cardias, mesocolon,
mesentere del piccolo intestino e cistifellea) e analisi di laboratorio. L’infezione da STEC
¢ stata identificata attraverso il ritrovamento di geni codificanti per i fattori di virulenza
Stx2e e le fimbrie F18 con qPCR multiplex (Istituto Zooprofilattico Sperimentale della
Lombardia ed Emilia Romagna) da campioni di contenuto digiunale. Tutti i suinetti
venivano alimentati con lo stesso mangime commerciale del Periodo 1. Come suggerito
dall’antibiogramma, ¢ stata somministrata gentamicina (4 mg/kg di peso corporeo)
per 5 giorni nell’acqua di bevanda dopo 1’accasamento di ogni lotto. In caso di scarso
miglioramento clinico sono tati somministrati altri trattamenti antibiotici senza un
protocollo fisso (colistina o apramicina, entrambi sensibili da antibiogramma).

Periodo 3: Il Protocollo di Prevenzione per I’ED: da maggio 2020 al giorno dell’analisi
dei dati (11 lotti) I’allevamento ha adottato un protocollo di prevenzione per I’ED: (I)
Al suinetti ¢ stato somministrato mangime commerciale contenente ancora ZnO (2,500
ppm) per i primi 14 giorni, ma con un pit basso contenuto di proteina grezza (17%); (II) A
tutti 1 box ¢ stata garantita una somministrazione continua di fibra attraverso la fornitura
di paglia lunga in rastrelliere; (III) Gli animali sono stati vaccinati contro I’ED (Ecoporc
SHIGA®, CEVA Salute Animale, Agrate Brianza, Italia) nella sala parto. Ai suinetti ¢
stata fatta una singola somministrazione attraverso un’iniezione intramuscolare (1mL)
dell’antigene 2stx2e geneticamente modificato per I’immunizzazione attiva dei suinetti
a partire dai 4 giorni di eta (25).

Creazione dei Grafici

I dati sulla mortalita per ogni lotto sono stati inseriti in un foglio Excel. I grafici SPS sono
stati creati utilizzando il programma SPC IV Excel (quality America, Inc.). La mortalita,
indicatore di performance del processo, ¢ stata calcolata come la proporzione (espressa come
percentuale) di suinetti morti in ogni lotto specifico. Seguendo il consiglio di Wheeler and
Poling’s sono stati utilizzati grafici individuali e a intervallo mobile (I-MR charts).

11 grafico individuale mostra misurazioni del singolo lotto. Il grafico moving-range mostra il
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valore assoluto della differenza fra misure consecutive. Su un grafico I-MR la linea centrale
(Process Center Line, PCL) rappresenta la media dei valori utilizzati per il calcolo dei limiti di
controllo. I limiti superiori di allerta (Upper Warning Limits, UWL) e i limiti inferiori (Lower
Warning Limits, LWL) sono stati calcolati utilizzando due deviazioni standard. Il superamento
di UWL e LWL indica che il processo sta cambiando e necessita di attenzione (segnali di
allerta). I limiti superiori di controllo (Upper Control Limits, UCL) ¢ i limiti di controllo
inferiori (Lower Control Limits, LCL) sono stati calcolati utilizzando tre deviazioni standard
sopra e sotto la linea centrale e, quando superati, il processo ¢ stato considerato drasticamente
fuori controllo.

Le procedure per stabilire i limiti nei grafici [-MR sono quelle suggerite da Sanghangthum et
al. Il software etichetta i punti rilevanti con il numero del test che segnala I’evidenza di una
variazione per causa speciale. La mortalita media (%) durante ciascuno dei 3 periodi ¢ stata
calcolata attraverso un’analisi descrittiva.

Sono stati eseguiti tutti gli otto test per cause speciali di variabilita disponibili nel SPC IV Excel
ed elencati qui di seguito:

Test 1: 1 punto oltre 3 deviazioni standard (fuori dal segnale di controllo)

Test 2: 9 punti successivi sullo stesso lato del PLC (segnale di allerta)

Test 3: 6 punti successivi in crescita o in calo (segnale di allerta)

Test 4: 14 punti successivi con alternanza up e down

Test 5: 2 su 3 punti successivi oltre 2 deviazioni standard (stesso lato, segnale di allerta)

Test 6: 4 su 5 punti successivi oltre 1 deviazione standard (stesso lato, segnale di allerta)

Test 7: 15 punti successivi all’interno di 1 deviazione standard (entrambi i lati, segnale di allerta)
Test 8: 8 punti successivi non all’interno di 1 deviazione standard (entrambi i lati, segnale
di allerta)

RISULTATI

I dati relativi alla mortalita nel sito per lo svezzamento sono stati raccolti per 75 lotti di
suinetti. La media della mortalita era del 2,26% nel Periodo 1, 5,54% nel Periodo 2, e
3,32% nel Periodo 3. La Figura 1 mostra i grafici I-MR dove le 28 osservazioni ottenute
nel Periodo 1 sono state utilizzate per impostare la linea centrale e i limiti utilizzati anche
nel Periodo 2 e 3; i punti cerchiati mostrano un segnale di allerta di causa speciale di
variabilita, 1 punti cerchiati e incorniciati sono i punti fuori controllo nel processo. I dettagli
in merito ai segnali di avviso di variazione per causa speciale e punti fuori controllo nel
processo sono riportati da Scollo et al. (2022). La porzione di grafico MR che mostra le 28
osservazioni del Periodo 1 suggerisce che il processo ha operato in uno stato di controllo
statistico (media della barra dell’intervallo RBAR=1,34%; UCL=4,37%; LCL=0%);
il grafico I dello stesso periodo (PCL=2,26%; UCL=5,81%; LCL= -1,30%) ha reso due
segnali di allerta di variazione per causa speciale attraverso il test 6, seguiti da ulteriori
segnali dal lotto 17 in poi. La frequenza dei segnali fuori controllo nel grafico I ¢ stata del
7,14%. Dal momento che nessun segnale di variazione per causa speciale ¢ emerso nel
grafico MR nel Periodo 1, la linea centrale e i limiti basati su queste osservazioni sono
stati utilizzati per estendere il grafico per monitorare la performance anche nel Periodo 2
e 3. Dal lotto 29 in poi (Periodo 2), il grafico MR ha perso lo stato di controllo statistico
come mostrato da diversi segnali di variazione per causa speciale, rispecchiati dallo stesso
numero di test positivi nel grafico I (tabella 1).

La frequenza dei segnali fuori controllo nel grafico I ¢ stata del 36,11%. Il Periodo 3 ¢ stato
caratterizzato da un nuovo stato di controllo statistico dal momento che non ha mostrato
alcun segnale di variazione per causa speciale nel grafico I dal lotto 67 in poi.

La frequenza dei segnali fuori controllo nel grafico I ¢ stata dello 0%.
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Figura 1: Grafici I-MR per la mortalita (%) in ciascun lotto ottenuti dall’analisi di 3 Periodi
(Periodo 1=1-28; Periodo 2=29-63; Periodo 3=64-75). Linea centrale di processo (PCL, linea
nera), limite superiore di controllo e limite inferiore (UCL, LCL, linee tratteggiate rosse) e
limite di allerta superiore e limite di allerta inferiore (UWL, LWL, linea tratteggiata blu) sono
stati calcolati sulla base delle osservazioni nel Periodo 1. I punti cerchiati mostrano almeno un
segnale di variazione per causa speciale come espresso dai test del software. I punti cerchiati e
incorniciati sono fuori controllo nel processo.

Figure 1. I-MR charts for mortality (%) in each batch obtained from the analysis of the 3
Periods (Period 1 = 1-28; Period 2 = 29-63; Period 3 = 64-75). Process centre line (PCL,
black line), upper control limit and lower control limit (UCL, LCL, red dotted lines), and upper
warning limit and lower warning limit (UWL, LWL, blue dotted lines) were calculated based on
observations of Period 1. Circled points showed at least one signal of special cause variation,
as expressed by software tests. Circled and framed points showed to be out of control in the
process.

DISCUSSIONE

La malattia degli edemi causata da ceppi di E.coli produttori di Stx2e puo rivelarsi un problema
economico rilevante in un allevamento di suini. Il costo dei focolai ad essa associati dipende
principalmente dal tasso di mortalita oltre al peso dei suini che muoiono (piu ¢ cresciuto
il suino, piu sono dispendiose le conseguenze). Inoltre, si sospetta un possibile effetto
immunosoppressivo dato dalla tossina Stx2e, che puo influire sul corretto sviluppo dei suinetti.
La vaccinazione e I’intervento sulla dieta sono considerate le principali alternative all’utilizzo
di antibiotici che potrebbero iniziare la selezione per 1’antibiotico resistenza per la protezione
dei suinetti contro la malattia. In questo studio, ¢ stato utilizzato un vaccino contro le Stx2e
ed ¢ stata somministrata una dieta con una riduzione dal 21% al 17% di proteina grezza in un
allevamento in cui era stata precedentemente confermata la presenza di STEC.
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I dati relativi alla mortalita sono stati raccolti per un periodo di 9 anni da gennaio 2013, periodo
in cui I’allevamento ¢ andato incontro a tre status differenti: produzione definita sotto controllo
(Periodo 1), produzione instabile e segni clinici di ED (Periodo 2) e applicazione del protocollo
di prevenzione per 'ED (Periodo 3). Durante il Periodo 1 erano presenti alcuni segnali di
variazione per causa speciale nella mortalita, 2 su 6 indicavano un miglioramento nel processo
di produzione, come mostrato da 5 lotti consecutivi in cui la mortalitd media ¢ stata piu bassa
di 1 deviazione standard dalla media. Gli altri 4 segnali di variazione per causa speciale erano
inattesi e impossibili da ascrivere a una causa sottostante a causa del lungo tempo trascorso fra
la raccolta dati e I’analisi di questi ultimi, ma la variazione non ha influenzato negativamente
il processo di analisi come confermato dal grafico MR che ¢ rimasto sotto controllo. A giugno
2016, quando I’allevamento ha iniziato a mostrare segni clinici ascrivibili ad ED, la mortalita
media ¢ aumentata dal 2,26% al 5,54%. Oltre ai numerosi lotti che mostravano una grave
mortalita con picchi di molto superiori all’UCL e diversi segnali di allerta di un peggioramento
del processo di produzione (8 punti consecutivi con una mortalita media >1 deviazione standard
dalla media), un ulteriore rilevante indicatore di un sistema fuori controllo ¢ stata la persistente
ed eccezionale variabilita nella mortalita lotto dopo lotto come mostrato nel grafico MR ¢
I’aumento dei segnali fuori controllo da 7,14 a 36,11%. L’enorme fluttuazione della mortalita
che ha caratterizzato il Periodo 2 potrebbe confermare il pattern vario e complesso che porta
alla malattia degli edemi, dove la semplice presenza degli ETEC non ¢ sempre sufficiente da
sola a causare la comparsa dei segni clinici. Si sa che ¢ inoltre necessario considerare altri effetti
fisiologici, ambientali e relativi alla dieta che possono a volte essere tanto importanti quanto
i batteri ETEC stessi: cambiamenti nell’alimentazione, svezzamento precoce, flusso continuo
di suini attraverso le strutture, igiene o malattie virali respiratorie. Gli allevamenti positivi
solitamente sperimentano il problema indefinitamente, con sporadici periodi di apparente
miglioramento. L’applicazione di un protocollo di prevenzione per I’ED a maggio 2020 ha
permesso di ridurre nuovamente la mortalita al 3,32% aumentando la stabilita della produzione
a livelli superiori rispetto anche al Periodo 1 come espresso da 9 punti consecutivi sotto la
RBAR del grafico MR e dalla ridotta frequenza di segnali di fuori controllo (0%). Questo ¢ in
accordo con Mesonero-Escuredo et al. che hanno osservato una mortalita significativamente
piu elevata nei suinetti svezzati non vaccinati rispetto al gruppo dei vaccinati, con un rischio
relativo di morire/venire abbattuto per un suinetto del gruppo non vaccinato di circa 5 volte
superiore rispetto a uno del gruppo vaccinato. Inoltre, le modifiche all’alimentazione adottate
nel presente lavoro (fornitura continua di fibra e dieta a minore contenuto proteico) modulano i
recettori fimbriali che possono essere coinvolti in una ridotta colonizzazione da parte di E. coli
dopo lo svezzamento e possono diminuire la produzione di metaboliti proteici tossici.

Altri autori hanno applicato i grafici SPC in ambito zootecnico come metodo statistico per
un’analisi aggregata di piu allevamenti ma gli studi si sono concentrati sul potenziale per le
singole aziende quando applicati sul campo non sono comuni. Questo ¢ il primo utilizzo di
grafici SPC come strumento per il monitoraggio della salute dei suini attraverso un parametro
chiave in un sito per lo svezzamento colpito da malattia degli edemi. Due temi principali
sono emersi nel presente studio: in primo luogo ’applicazione del protocollo di prevenzione
per ED ¢ stato efficace nel ridurre la mortalita nel sito di svezzamento e ’analisi ha potuto
chiaramente riconoscere il miglioramento nel processo di produzione. Secondo, 1’inizio
della manifestazione dei segni clinici di ED ha gravemente destabilizzato il progresso nella
produzione per circa 4 anni fino alla decisione dell’allevatore di seguire un rigoroso ed efficace
protocollo di prevenzione per ’ED. Questa seconda osservazione puo riflettere I’assenza di
un utile strumento in campo per monitorare, rivedere e migliorare cambiamenti nel processo o
procedure di cura con rivalutazioni iterative del miglioramento della qualita nel tempo. I grafici
SPC possono rappresentare 1’evoluzione di un piu vecchio strumento di miglioramento della
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qualita come gli audit clinici, che sono largamente descritti in medicina umana e a volte utilizzati
in procedure veterinarie sugli animali da compagnia, ma poco riportati in ambito zootecnico.
La limitazione degli audit clinici ¢ che in medicina umana questi si basano tipicamente sul
confronto della pratica corrente o dei risultati ottenuti con dei “gold standards” ben definiti
e basati sull’evidenza. In medicina veterinaria, 1’assenza di standards basati sull’evidenza
scientifica in diverse aree comporta che gli audit clinici possano essere condotti solamente
per confrontare la pratica con un consensus o uno standard “opinion based” o possono essere
utilizzati per creare standard o valori che consentano alle pratiche individuali di confrontarsi
con processi o risultati di altre pratiche.

Inoltre il carico di lavoro, la durata e la complessita dell’acquisizione dei casi e il follow up
sono costantemente segnalati come un ostacolo agli audit clinici, soprattutto quando applicati
in medicina veterinaria. [ grafici SPC potrebbero risolvere alcuni dei principali limiti degli audit
clinici, uno o pochi parametri chiave di base (parametri iceberg) possono essere selezionati ¢
sfruttati per monitorare il processo produttivo dell’allevamento nel tempo rispetto ai suoi dati
del passato. Ad esempio, la mortalita come parametro chiave ¢ gia stata utilizzata da altri autori
per presentare strumenti di controllo statistico per il monitoraggio dinamico della produzione
di suini.

I grafici SPC retrospettivi possono essere piu difficili da ottenere a causa della necessita di
una raccolta di dati di alta qualita svolta in passato che potrebbe causare 1’impossibilita di
indirizzare ogni singolo segnale di variazione per causa speciale nel passato (cosi come nel
presente studio) ma 1’analisi prospettica puo essere facilmente pianificata. In pratica, la singola
azienda che adotta un monitoraggio in tempo reale del suo processo produttivo pud essere in
grado di riconoscere precocemente i segnali fuori controllo ma anche di calcolare un nuovo
PCL e i limiti quando il grafico segnala un cambiamento prolungato attraverso i test (e.g. test 2
e 3), riflettendo un nuovo livello di performance.

Dal momento che i grafici sono impostati con un limite di controllo superiore e inferiore, ¢
possibile non solo ottenere un segnale quando il processo devia verso una direzione sfavorevole,
ma anche mandare un segnale positivo quando il processo svolta nella direzione desiderata,
come dopo i lotti 47-49 nel presente studio. Questo permette all’allevamento di monitorare i
suoi risultati e spostare i propri limiti anche quando il metodo viene introdotto per la prima volta
in un periodo che non puo essere definito sotto controllo, a differenza del Periodo 1 disponibile
nel presente studio. Nel caso specifico dello shift positivo per i lotti 47-49, purtroppo dal lotto
52 ¢ apparso un nuovo improvviso aumento della mortalita che mostra ancora una volta un
processo fuori controllo. Infatti, il punto fuori controllo puo presentarsi senza un previo allarme
o segnale di avvertimento. Nell’impiego dei grafici SPC in tempo reale considerando che ogni
punto fuori controllo suggerisce che un problema impatta sul processo, ¢ importante identificare
il problema e affrontarlo. Di solito, i segnali per i quali non puo essere trovata una spiegazione
non dovrebbero essere considerati come una scarsa performance da parte del modello, ma
piuttosto questi potrebbero denotare un problema non ben individuato dall’allevatore.
L’applicazione di uno strumento di monitoraggio SPC nel singolo allevamento potrebbe
incontrare totalmente la nuova frontiera del management degli allevamenti. Infatti, recentemente
¢ emerso il concetto di Zootecnia di precisione (Precision Livestock Farming, PLF): un
approccio olistico che somma informazioni e tecnologie di comunicazione per migliorare
il professo di allevamento. Il PLF gioca un ruolo importante nella rivoluzione industriale
dell’allevamento, in quanto usa informazioni e tecnologie di comunicazione per ridurre i costi
di investimento e aumentare sia la produzione che la salute animale. Per migliorare I’efficienza,
la produttivita, la nutrizione degli animali e la salute animale ¢ essenziale gestire in modo
corretto i dati ottenuti ogni giorno in allevamento. La tecnologia negli anni ha facilitato lo
svolgimento delle tradizionali attivita agricole. Specificamente, nella produzione zootecnica
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¢ ora possibile elaborare dati relativi al controllo degli animali raccolti giornalmente e I’'SPC
potrebbe essere uno strumento adeguato a tale scopo.

In conclusione, I’applicazione retrospettiva di grafici SPC nel presente studio ¢ stata in grado
di confermare I’efficacia di un protocollo di prevenzione per I’ED nel ridurre la mortalita
come parametro produttivo iceberg in un sito per lo svezzamento dei suinetti. Si suggerisce
la creazione di grafici SPC come strumento utile su campo oltre che per la ricerca per fornire
informazioni utili sulle relazioni fra decisioni sulla salute, gestione e benessere e alcuni
parametri iceberg selezionati negli animali da allevamento. Considerando I’imminente avvento
della PLF, si suggerisce un’applicazione prospettica dei grafici SPC per il monitoraggio della
singola azienda.
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RIASSUNTO

La normativa in vigore prevede che il taglio della coda non costituisca un’operazione di
routine. Essendo il fenomeno della morsicatura della coda molto spesso imprevedibile
dato che la sua espressione ¢ condizionata da diversi fattori, [’allevamento di animali a
coda lunga puo aumentare il rischio di insorgenza di lesioni alla coda. Scopo del presente
lavoro ¢ stato verificare gli effetti del taglio della coda su larga scala in uno dei maggiori
macelli italiani, investigandone eventuali correlazioni con lesioni ai visceri, alla carcassa
ed al prosciutto. La presenza di lesioni della coda ¢ stata registrata solo in animali con
coda non tagliata (44,0 vs 0% rispetto agli animali con coda tagliata, P<0,001), con
una prevalenza di lesioni croniche gravi del 27,3%. Le lesioni polmonari gravi sono
state riscontrate piu frequentemente negli animali con coda non tagliata (9,2 vs 6,6%,
P=0,0006), cosi come le ulcere gastriche (26,1 vs 20,3%, P=0,006). I risultati sembrano
suggerire che ¢’¢ ancora molto lavoro da fare per ridurre non solo il fenomeno della
morsicatura della coda, piu evidente nelle partite di animali a coda lunga, ma anche altri
problemi sanitari associati a questa problematica comportamentale.

ABSTRACT

The legislation in force provides that tail docking is not a routine operation. Since
the phenomenon of tail biting is very often unpredictable given that its expression is
conditioned by various factors, fattening pigs with intact tails can increase the risk of
injury to the tail. Since tail biting is very often unpredictable given that its expression
is conditioned by various factors, fattening pigs with intact tails can increase the risk of
injured tails. The aim of this work was to verify the effects of tail docking on a large
scale in one of the major Italian slaughterhouses, investigating any correlations with
injuries of the viscera, carcass and ham. The presence of tail lesions was recorded only
in animals with undocked tails (44.0 vs 0% compared to animals with docked tail, P
<0.001), with a prevalence of severe chronic lesions of 27.3%. Severe lung lesions were
found more frequently in undocked animals (9.2 vs 6.6%, P = 0.000), as well gastric
ulcers (26.1 vs 20.3%, P = 0.006). The results seem to suggest that there is still a lot
of work to be done to reduce the phenomenon of tail biting, which is more evident in
batches of long-tailed animals.
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INTRODUZIONE

Tutte le pratiche effettuate negli allevamenti di suini che determinano dolore come il
taglio della coda, la castrazione o la limatura dei denti, sono oggetto di pesanti critiche da
parte dell’opinione pubblica. Questa attenzione ¢ anche legata a numerose campagne di
sensibilizzazione attuate da associazioni di protezione animale che si sono intensificate in
particolare negli ultimi anni. Le mutilazioni zootecniche sono effettuate negli allevamenti
principalmente per risolvere problemi gestionali ma possono indurre dolore e/o
sofferenza e comportano anche una modificazione del corpo e, talvolta dell’espressione
comportamentale dell’animale. L’Unione Europea, anche per rispondere alle istanze
dei cittadini, ha sempre posto grande attenzione al benessere animale e nello specifico
al tema delle mutilazioni. Questa attenzione si ¢ resa manifesta con la produzione di
normativa specifica, di pareri tecnici elaborati dall’Agenzia Europea per la Sicurezza
alimentare (EFSA) e pronunciamenti della Commissione Europea (Raccomandazione
2016/336).

La normativa relativa alla protezione degli animali in allevamento (D.LGS. 146/2001,
attuazione della direttiva 98/58/CE) e quella riferita nello specifico ai suini (direttiva
2008/120/CE, recepita con D. Igs. 7 luglio 2011) prevedono che il taglio della coda
come pure la riduzione degli incisivi dei lattonzoli non devono costituire operazioni di
routine, ma devono essere praticati soltanto ove sia comprovata la presenza di ferite ai
capezzoli delle scrofe, alle orecchie o alle code di altri suini. E previsto inoltre che prima
di effettuare tali operazioni si debbano adottare, a scopo di prevenzione, misure intese
ad evitare le morsicature delle code e altri comportamenti anormali tenendo conto delle
condizioni ambientali e della densita degli animali (Raccomandazione UE 2016/336 della
commissione dell’8 marzo 2016). Il taglio della coda ¢ utilizzato infatti per prevenire un
disturbo comportamentale, ma non agisce sulle cause che lo determinano in sistemi di
allevamento intensivo.

La piena applicazione di questa normativa in riferimento al taglio della coda complica
notevolmente le pratiche di allevamento, essendo il fenomeno della morsicatura della
coda molto spesso imprevedibile dato che la sua espressione ¢ condizionata da diversi
fattori, alcuni intrinseci all’animale (etd, sesso, razza), altri di carattere ambientale
(microclima e qualita dell’aria nella stalla) altri ancora piu gestionali (densita, modalita
di alimentazione, piano alimentare). In questo contesto anche una minima variazione
nel management degli animali pud portare ad una esplosione di fenomeni di morsicatura
difficilmente controllabili, soprattutto tra il terzo ed il quarto mese di vita del suino.
L’attenzione quindi degli allevatori, dei veterinari, dell’assistenza tecnica ¢ indirizzata
ad individuare anche sulla base delle risultanze della ricerca, procedure da seguire per
I’intero ciclo di allevamento atte a prevenire la morsicatura anche nei suini con coda non
tagliata.

Un osservatorio privilegiato per verificare come stanno andando le cose negli allevamenti
da quando non si effettua piu in modo sistematico il taglio della coda ¢ sicuramente
il macello, dove ¢ possibile controllare con continuitd un elevato numero di suini
registrando non solo le lesioni della coda ma anche quelle che interessano altre parti
del corpo e incrociare questi dati con quelli relativi alla valutazione degli organi interni
(fegato, polmone, stomaco) e di qualita delle cosce, per valutare se le lesioni alla code
sono una conseguenza anche di altri problemi sanitati che si verificano in allevamento
oppure se le morsicature ne sono fattore predisponente.

La morsicatura della coda, infatti, ¢ certamente un problema di benessere animale, ma ha
anche ricadute di tipo economico riconducibili alle performance di crescita e di qualita
della carcassa. Nel caso dell’allevamento del suino pesante se il problema interessa la
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coscia la questione ¢ ancora piu rilevante per il valore commerciale che questa riveste.
Sulla base di questi presupposti, lo studio ha avuto come obiettivo il monitoraggio al
macello delle lesioni alla coda in partite di suini con coda tagliata rispetto a partite
di animali a coda non tagliata. In aggiunta a questo, nelle stesse partite sono state
valutati anche polmoni, pleura e lesioni gastriche per studiarne eventuali associazioni
con il fattore taglio della coda. Inoltre, ¢ stata effettuata una valutazione delle lesioni
esterne della carcassa per poter stimare in modo indiretto I’eventuale cambiamento dei
fenomeni di aggressivita negli animali a coda lunga o a coda tagliata sia in allevamento
(lesioni croniche ossia visibili ma in parte rimarginate) come pure durante le fasi di
movimentazione ¢ trasporto (lesioni con sangue fresco). La presenza di coda integra o
tagliata ¢ stata poi rapportata anche agli eventuali difetti del prosciutto rilevati in sede
di rifilatura.

MATERIALI E METODI

Raccolta Dati

I dati sono stati raccolti presso il macello O.P.A.S. Coop di Carpi (MO) per un periodo di
9 mesi (gennaio — settembre 2020). Con visite bisettimanali sono state valutate 525 partite
di suini delle quali 83 con suini a coda non tagliata (15,8%). Le partite provenivano da
208 allevamenti e per ciascun allevamento sono state valutate in media 2,6 partite. Tre
veterinari esperti valutatori, posizionati in diversi punti della catena di macellazione,
hanno applicato una check- list basata su un sistema a punteggi per registrare presenza
e gravita delle lesioni a livello della coda, delle orecchie e della cute (riconducibili a
fenomeni morsicatura) e a livello dei polmoni, del fegato e dello stomaco.

La velocita della linea di macellazione era di 480 animali all’ora e I’ispezione ¢ stata
eseguita direttamente durante il processo di macellazione. I suini sono stati selezionati
nella parte centrale del lotto, scartando quelli all’inizio e alla fine di ogni lotto per evitare
qualsiasi rischio di inclusione accidentale di suini appartenenti al lotto precedente o
successivo. L’identificazione di ogni lotto ¢ stata garantita dalla lettura di codici tatuati
sulle cosce nel caso di suini pesanti del circuito delle DOP e dalle marche auricolari o dei
tatuaggi per maiali da macelleria.

Valutazione della corata (Polmoni, Pleura, Fegato)

L’ispezione della corata ¢ stata eseguita direttamente durante il processo di macellazione
da una piattaforma posta subito dopo 1’area di eviscerazione. L’esame di polmoni, pleura
e fegato ¢ stato eseguito mediante ispezione visiva e palpazione manuale degli organi,
senza effettuare alcuna incisione. La scala di valutazione per I’assegnazione dei punteggi
¢ riportata nella Tabella 1 (Scollo et al., 2017).

Valutazione lesioni della carcassa

L’ispezione delle carcasse ¢ stata eseguita direttamente durante il processo di macella-
zione da una posizione designata sulla linea dopo la scottatura e prima della depilazione
della carcassa, ancora integra al momento della valutazione.

Per assegnare un punteggio alle lesioni la carcassa ¢ stata suddivisa in 3 parti: parte ante-
riore del corpo, tronco e parte posteriore. Per la valutazione ¢ stata utilizzata una scala a
3 punti per ciascuna delle parti in cui ¢ stata suddivisa la carcassa: punteggio 0 fino a un
graffio o un morso, punteggio 1 da due a cinque graffi o morsi, punteggio 2 piu di cinque
graffi o morsi o qualsiasi ferita che penetri nel muscolo.

E inoltre stata valutata la presenza di lesioni su orecchie e coda, tra cui tagli, necrosi,
morsi ¢ cicatrici. Le lesioni alla coda sono state classificate come acute se in presenza
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di sangue, e croniche in assenza di sangue. Le lesioni (sia croniche che acute) sono state
registrate come lievi o gravi a seconda dell’estensione del danno (Bottacini et al., 2018).

Ulcere Gastriche

Ogni stomaco ¢ stato aperto, circa 10 minuti dopo il dissanguamento, lungo la grande
curvatura da una macchina che ha rimosso anche la maggior parte del contenuto gastrico
con un getto d’acqua a temperatura ambiente. Il tempo a disposizione per ’assegnazione
del punteggio, determinato dalla velocita della macchina, ¢ stato di circa 7-10 secondi.
Le ulcere gastroesofagee sono state classificate utilizzando il metodo proposto da Ro-
bertson et al. (2002) che fornisce una scala di 4 valori dove: O=sano, 1=ipercheratosi,
2=erosione ¢/o0 ulcera lieve, 3=ulcera grave.

Difetti della coscia

Alle rilevazioni di carattere piu veterinario sono state associate le valutazioni degli
esperti del macello sui difetti osservati sulle cosce (prosciutti) delle stesse partite
valutate precedentemente in catena di macellazione per le lesioni cutanee e alle code.
Le cosce sono state valutate seguendo gli standards PQI (Parma Quality Institute) e i
difetti registrati hanno riguardato le venature, le cotenne rosse, la grassinatura, i segni
di PSE, lo spessore del grasso di copertura, nonché traumatismi come 1’anchetta rotta,
gli ematomi, i segni di morsicatura, e gli strappi. Tutti i difetti considerati sono causa
di esclusione del prosciutto dal mercato DOP. Nel caso di piu di un difetto sullo stesso
prosciutto solamente quello che ha causato la percentuale piu alta di rifilatura o che
ha interessato 1’intera coscia € stato considerato, cosi che nel dataset una coscia di
prosciutto corrispondeva ad un solo difetto. La tracciabilita delle cosce ¢ stata garantita
dalla corrispondenza dei numeri di identificazione del lotto e della coscia (tatuati in
azienda o etichettati durante il processo di macellazione).

RISULTATI

La frequenza dei lotti con la coda non tagliata ¢ stata del 15,8%. La presenza di lesioni
della coda ¢ stata registrata solo in animali con coda non tagliata (44,0 vs 0% rispetto
agli animali con coda tagliata, P<0,001), con una prevalenza di lesioni croniche gravi
del 27,3%.

La prevalenza delle lesioni alla coda osservate nelle carcasse dei 525 lotti ¢ riportata in
Tabella 2 ¢ espressa come percentuale media di lesioni alla coda e alle orecchie in rela-
zione al fatto che la coda sia tagliata o meno; e in Tabella 3 espressa come percentuale
media di lesioni rilevate in diverse parti della carcassa (parte anteriore, tronco, parte
posteriore).

Le lesioni polmonari gravi sono state riscontrate piu frequentemente negli animali con
coda non tagliata (9,2 vs 6,6%, P=0,0006), cosi come le ulcere gastriche (26,1 vs 20,3%,
P=0,006). Nessuna differenza ¢ stata rilevata per la pleura.

La prevalenza delle lesioni su polmoni, fegato e presenza di ulcere gastriche ¢ riportata
come percentuale media di lesioni rilevate per i diversi organi in relazione al taglio della
coda (Tabella 4).

DISCUSSIONE

L’analisi dei dati raccolti in questo studio evidenzia in primo luogo come il problema delle
lesioni alla coda riguardi esclusivamente le partite di suini con coda lunga (non tagliata),
interessando in media il 44% dei capi controllati con questa caratteristica (tabella 2).
Tra questi animali, il 27,3 % presenta lesioni gravi e croniche e pertanto riconducibili ad
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una fase di allevamento non recente. Studi effettuati in Italia sul suino pesante avevano
gia evidenziato che la fase piu critica per la manifestazione di fenomeni di morsicatura
riguardassero soprattutto la fascia di eta compresa tra il terzo e il quarto mese di vita del
suino. Questo, tuttavia, non esclude la possibilita che eventi di morsicatura si possano
presentare anche in prossimita della macellazione quando i suini vengono esposti a
degli eventi stressanti collegati alla movimentazione, al trasporto o ad un certo grado
di rimescolamento. L’ipotesi ¢ confermata dalla presenza anche di lesioni recenti di una
certa rilevanza, da moderate a gravi (tabella 2). Per contro, nelle partite di suini con coda
tagliata si osserva una maggiore percentuale di soggetti con segni di morsicatura alle
orecchie (9,6 contro il 4,6%). Questo ¢ un risultato atteso, perché ¢ noto dalla letteratura
scientifica un effetto di sostituzione, ossia la ricerca di un ulteriore punto debole (coda
e orecchie sono le parti piu facili da colpire) sul quale esercitare dapprima il “gioco” e
poi I’aggressivita.

Per quanto riguarda invece le lesioni presenti sulle altre parti del corpo (tronco, parte
anteriore e posteriore) non si sono osservate differenze significative in termini di
percentuale di animali colpiti tra partite di suini a coda intera o tagliata, a conferma del
fatto che sono principalmente coda e orecchie i siti piu interessati alla morsicatura.

Se prendiamo in esame le lesioni degli organi interni (polmone, fegato e stomaco) si
osserva nelle partite dei suini a coda lunga una maggiore frequenza di lesioni gravi al
polmone (tabella 4) misurabile anche con un punteggio medio per partita controllata
piu elevato. Il fenomeno ¢ verosimilmente associato proprio alla presenza, nelle partite
di animali a coda lunga, di maggiore frequenza di lesioni alla coda, sebbene non si
possa escludere I’inverso, ovvero che le patologie respiratorie ne siano state fattore
predisponente. In caso di morsicatura, una delle conseguenze piu note in allevamento
come in bibliografia ¢ I’infezione che si instaura non solo a livello locale, ma anche
a livello sistemico. Infatti, la lesione alla coda non ¢ altro che una porta di accesso
di patogeni dall’esterno verso I’organismo; talvolta, se I’infezione raggiunge il circolo
sanguigno, puo arrivare anche in distretti molto lontani dalla coda e dalla sua lesione.
In particolare, gli organi piu colpiti sono quelli maggiormente irrorati di sangue o con
un flusso maggiore, in primis il polmone. Purtroppo, un dato mancante della presente
ricerca, ¢ la rilevazione di ascessi lungo la colonna vertebrale, anch’essi strettamente
correlati con una infezione ascendente partita dalla coda.

Controverso invece sembra il risultato ottenuto dall’osservazione dei fegati, che
sembrano presentare meno lesioni negli animali a coda lunga rispetto a quelli a coda
tagliata. Tuttavia, va sottolineato che le lesioni riscontrate sono di tipo parassitario, € non
infettivo. Le aziende che decidono di interrompere il taglio della coda fanno piu spesso
parte di filiere nelle quali ¢ richiesta una maggiore attenzione manageriale a diversi
aspetti, tra cui anche quella della prevenzione delle parassitosi. Dunque, se da un lato
I’aumento delle lesioni alla coda in queste filiere € espressione di una difficolta gestionale
che richiede ancora degli sforzi per trovare un equilibrio, dall’altro la riduzione delle
lesioni al fegato conferma
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Lesioni Scala | Descrizione

Polmoni Lesioni polmonari (polmonite enzootica-like, spesso causata da Mycoplasma

Punteggio 0-24 | hypopneumoniae: consolidamento elastico, consistenza aumentata e marcato

polmoni edema) sono state valutate in base alla griglia di Madec (Madec and

(Madec Score) Derrien, 1981). Ogni lobo, ad eccezione di quello accessorio, ha ricevuto un
punteggio da 0 a 4 per assegnare un punteggio totale massimo di 24.
Polmoni nei quali tutti i lobi, ad eccezione di quello accessorio, hanno

Assenza di 0-1 ricevuto score 0.

lesioni 0-1 Polmoni con un Madec score >5/24

Lesioni gravi 0-1 Presenza di lesioni polmonite enzootica-like guarite, con connettivo

Cicatrici interlobulare ispessito dal viola al grigio (dipende dall’eta) che appare come
tessuto retratto.

Ascessi 0-1 Presenza di almen_o un ascesso nei polmoni. ) _

Consolidazioni 0-1 Lesioni polmonari comp.llce.lte.da batteri patogeni secondar} (e..g. Pastel}rella
spp, Bordetella spp), lesioni piu compatte e dense delle lesioni polmonite
enzootica-like. In caso di superficie tagliata, la lesione era macchiaya da
cluster ramificati di alveoli distesi da un essudato dal grigio al bianco
e I’essudato mucopurulento poteva essere spremuto dalle vie aeree

. (VanALstine, 2012).

Lesioni con 0-1

pattern lobulare/a Presenza di punti disseminati multifocali di colorazione da viola a grigia

scacchiera indicativi di una probabile coesistenza di virus (Virus della sindrome
riproduttiva e respiratoria del suino, Corcovirus suino, Virus dell’influenza)
e/o Mycoplasma spp o corpi estranei (e.g polvere/particolato) (Leneveu et
al.,2016)

Pleura

Punteggio pleura

(SPES score) 0-4 Griglia SPES (Dottori et al.,2007). 0: Assenza di lesioni pleuriche; 1: pleurite
cranioventrale e/o aderenze fra i lobi o a livello di margine ventrale dei lobi;
2: pleurite focale dorsocaudale unilaterale; 3: Pleurite bilaterale di tipo 2 o
pleurite unilaterale estesa (almeno 1/3 di un lobo diaframmatico); 4: Grave
pleurite bilaterale estesa (almeno 1/3 di entrambi i lobi diaframmatici).
Eziologia piu probabile: Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus

Lesioni gravi parasuis, Pesteurella spp, Bordetella spp, Mycoplasma Hyorhinis.

Sequestri 0-1

0-1 Pleura con SPES score >3.
Presenza di almeno un sequestro nei polmoni (acuto: aree
consistenti,elastiche e chiazzate da rosso scuro a bianco chiaro con
abbondante fibrina e parenchima necrotico ed emorragico; o cronico:
risoluzione di aree non necrotiche da infezioni acute risultanti in foci
necrotici cavitati circondati da tessuto cicatriziale). Spesso associata a

Fegato infezioni da Actinobacillus pleuropneumoniae (Gottschalk, 2012).

Punteggio fegato | 1-3
Punteggio basato sul numero di lesioni milk spot causate dalla presenza e

Lesioni gravi migrazione d_i As_caris suum. 1: nessuna lesione o meno di 4 lesioni; 2:

DO . Da 4 a 10 lesioni; 3: Piu di 10 lesioni.

Lesioni totali 0-1

0-1

Fegato con punteggio 3
Fegato con punteggio > 2

Tabella 1: Scala di valutazione usata per la valutazione delle lesioni di pleura, fegato e pol-
moni al macello da gennaio a settembre 2020. Sono stati monitorati 525 lotti di suini (135
suini per lotto, intorno a 170 kg di peso).

Table 1: Scoring scale used for the evaluation of pleura, liver, and lungs lesions at slaughter
from January to September 2020. A total of 525 batches of heavy pigs were monitored (135
pigs per batch, around 170 kg of body weigth).
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cm_:ia coda lunga Signifi_cajcivité
tagliata statistica
Nessuna lesione 100,0 56,0 0,000
Lesione moderata e recente 0,0 8,8 0,000
Lesione moderata e cronica 0,0 0,9 0,000
Lesione grave e recente 0,0 7,2 0,000
Lesione grave e cronica 0,0 273 0,000
Presenza di lesioni alle orecchie 9,6 4.6 0,001

Tabella 2: Percentuale media di code con lesioni in relazione al taglio della coda.
Table 2: Percentage of tail lesions in docked and undocked pigs.

coda coda lunga Significativita
tagliata statistica

Parte Anteriore del corpo

assenza di lesioni 80,1 74,8 Ns
lesione lieve 154 18,9 Ns
lesione grave 4.5 6.4 Ns
Tronco

assenza di lesioni 85,3 82,0 Ns
lesione lieve 12,2 12,3 Ns
lesione grave 3,2 4.8 Ns
Parte Posteriore del corpo

assenza di lesioni 77,5 75,5 Ns
lesione lieve 18,1 20,2 Ns
lesione grave 3,2 3,6 Ns

Tabella 3: Percentuale media di lesioni osservate in diverse parti della carcassa (anteriore,
tronco, posteriore) in relazione in relazione al taglio della coda

Table 3: Percentage of skin lesions on the different areas of the carcass in docked and
undocked pigs

c0(_ja codalunga  Significativita statistica
tagliata

Lesioni del polmone:

nessuna lesione 59,4 54,4 0,017
presenza di lesioni gravi 6,6 9,2 0,006
Punteggio medio 1,12 1,44 0,001
Lesioni del fegato:

lesioni gravi 5,4 4,1 0,021
lesioni complessive 17,8 14,2 0,004
Punteggio medio 1,23 1,18 0,005
Ulcere dello stomaco:

Presenza di ulcere da lievi a gravi 20,3 26,1 0,006
Punteggio medio 1,13 1,22 0,030

Tabella 4: Percentuale e punteggi medi di lesioni rilevate in polmoni, fegati e stomaci in
relazione al taglio della coda.
Table 4: Percentage and average scores of the pluck lesions in docked and undocked pigs.
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questa maggiore attenzione che, nel caso delle parassitosi del fegato, ¢ un risultato facilmente
ottenuto tramite interventi antiparassitari. Le ulcere gastriche sono un problema diffuso nei suini
e la loro presenza dipende da molteplici fattori prevalentemente collegati all’alimentazione
(granulometria dei mangimi, tipo di cereali, modalita di somministrazione della dieta). Tuttavia,
¢ nota la connessione tra le ulcere gastriche ed il livello di stress nell’'uomo cosi come negli
animali. Probabilmente, la maggiore frequenza di lesioni medio-gravi negli animali a coda lunga
¢ espressione di una condizione di stress direttamente collegata al fenomeno di morsicatura della
coda rilevato tramite le lesioni, che determina nelle partite di animali colpiti anche una condizione
di stress psico-somatico.

Dall’analisi dei dati ¢ invece emerso che non sembrano esserci differenze tra partite con coda
tagliata rispetto a quelle con coda per quanto riguarda i difetti dei prosciutti.

Per concludere, il monitoraggio effettuato al macello ha prodotto informazioni utili sulla situazione
in allevamento e sulle caratteristiche delle carcasse di suini allevati con coda non tagliata. Se da
un lato la buona notizia ¢ che I’eventuale morsicatura della coda non provoca problematiche gravi
nella coscia, purtroppo i risultati sembrano indicare che ¢’¢ ancora molto lavoro da fare per ridurre
il fenomeno della morsicatura della coda, pit evidente nelle partite di animali a coda lunga. Per le
aziende con manifeste problematiche di morsicatura sara quindi necessario continuare a lavorare
ancora su numeri limitati di suini con coda lunga per consentire al personale di allevamento di
consolidare una maggiore esperienza nella gestione di questa tipologia di animali.

BIBLIOGRAFIA

1. Bottacini, M., Scollo, A., Edwards, S. A., Contiero, B., Veloci, M., Pace, V., & Gottardo,
F. (2018). Skin lesion monitoring at slaughter on heavy pigs (170 kg): Welfare indicators
and ham defects. PLoS One, 13(11), €0207115.

2. Dottori, M., Nigrelli, A.D., Bonilauri, P., Merialdi, G., Gozio, S., Cominotti, F.,
2007. Proposta per un nuovo sistema di punteggiatura delle pleuriti suine in sede di
macellazione: la griglia SPES (Slaughterhouse Pleurisy Evaluation System). Large
Anim. Rev. 13, 161-165.

3. Gottschalk, M., 2012. Actinobacillosis. In: Zimmerman, J.J., Karriker, L.A., Ramirez,
A., Schwarts, K.J., Stevenson, G.W. (Eds.), Diseases of Swine. , Tenth edn. John Wiley
& Sons Gottschalk Inc., pp. 653-669.

4. Leneveu, P., Pommier, P., Pagot, E., Morvan, H., Lewandowski, E., 2016. Slaughterhouse
Evaluation of Respiratory Tract Lesions in Pigs. RoudennGrafik — Guingamp/Plérin Edn
(p110).

5. Madec, F., Derrien, H., 1981. Fréquence, intensité et localization des lesions pulmonaires
chez le porc charcutier: résultats d’une premicre série d’observations en abattoir.
Journées de la Recherche Porcine en France 13, 231-236.

6. Merialdi, G., Dottori, M., Bonilauri, P., Luppi, A., Gozio, S., Pozzi, P., Spaggiari, B.,
Martelli, P., 2012. Survey of pleuritis and pulmonary lesions in pigs at abattoir with a
focus on the extent of the condition and herd risk factors. Vet. J. 193, 234-239.

7. Robertson ID, Accioly M, Moore KM, Driesen SJ, Pethick DW and Hampson DJ 2002.
Risk factors for gastric ulcers in Australian pigs at slaughter. Preventive Veterinary
Medicine 53, 293-303.

8. Scollo, A., Gottardo, F., Contiero, B., Mazzoni, C., Leneveu, P., & Edwards, S. A.
(2017). Benchmarking of pluck lesions at slaughter as a health monitoring tool for pigs
slaughtered at 170 kg (heavy pigs). Preventive veterinary medicine, 144, 20-28.

9. VanAlstine, W.G., 2012. Respiratory system. In: Zimmerman, J.J., Karriker, L.A.,
Ramirez, A., Schwarts, K.J., Stevenson, G.W. (Eds.), Diseases of Swine., tenth edn.
John Wiley & Sons, Inc., pp. 348-362.

158



CARENZA DI RIBOFLAVINA IN DUE AZIENDE BIOLOGICHE
ITALIANE

RIBOFLAVIN DEFICIENCY IN TWO ITALIAN ORGANIC FARMS
TORREGGIANI C.!, FRANCHI L.2, BORRI E.2, PROSPERI A.!, LUPPI A.!

!Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna (IZSLER);
2Progeo, ltalia;

Parole chiave: natimortalita, riboflavina, allevamento biologico
Keywords: Stillbirth, riboflavin, organic farming

RIASSUNTO

Il caso clinico descritto nel presente studio ha interessato due allevamenti biologici, rispettivamente
di250 scrofe (allevamento A) e 320 scrofe (allevamento B) rispettivamente. Verso la fine dell’anno
2019 e inizio del 2020, in entrambe gli allevamenti, ¢ stata rilevata una elevata incidenza di parti
anticipati e nascita di suinetti disvitali o nati morti in assenza di segni clinici nelle scrofe. Negli
ultimi mesi del 2019, attraverso la somministrazione di progestinici (110-111-112) la situazione
ha mostrato un miglioramento ma nel corso del 2020 si ¢ rilevato un ulteriore peggioramento che
nell’ottobre del 2020 ha portato a registrare livelli di mortalita intra-nidiata dal 60% al 100%. In
entrambe gli allevamenti la problematica ¢ perdurata per tutto il 2020 portando rispettivamente
alla perdita di 970 (allevamento A) e 1600 (allevamento B) suinetti. Esami di laboratorio condotti
su campioni biologici prelevati in corso di esami necroscopici su suinetti, alimento e acqua
di abbeverata, non hanno fornito risultati significativi. In letteratura alcuni studi riportano un
importante ruolo della vitamina B2 sull’efficienza riproduttiva della scrofa. Nel presente caso,
nonostante la carenza di riboflavina non sia stata dimostrata analiticamente, le manifestazioni
cliniche, la quantita di riboflavina presente nell’alimento e ’efficacia dell’integrazione nella
dieta di vitamina B2 hanno portato ad una diagnosi ex juvantibus di carenza da riboflavina.

ABSTRACT

The clinical case in the current study affected two organic farms, composed of 250 sows (Farm
A) 320 sows (Farm B) respectively. In both farms, towards the end of the year 2019 and the
beginning of 2020, a high incidence of premature birth or stillborn piglets occurred. However,
sows did not show clinical signs. In the last months of 2019, the administration of progestogens
(110-111-112), showed an apparent initial improving, but this was not effective to solve the
problem which persisted throughout 2020, reaching, during October 2020, an intra-litter
mortality ranging from 60% to 100%. In both farms the problem led to the loss of 970 (farm A)
and 1600 (farm B) piglets. Laboratory tests conducted on piglets, feed and water samples did not
lead to significant results. There are scarce reports and information on the effects of riboflavin
deficiency in pregnant sows, however some studies report an important role of vitamin B2 on
the reproductive efficiency of the sow. Even though Riboflavin deficiency was not demonstrated
analytically, the clinical presentation, the amount of vitamin B2 in feed and the effectiveness of
riboflavin integration led to an ex juvantibus diagnosis of deficiency condition.

INTRODUZIONE
La mortalita neonatale dei suinetti costituisce un grave problema nelle produzioni suinicole ed ¢
caratterizzata da eziologia multifattoriale che colpisce sia I’economia aziendale sia il benessere
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animale. Questa ¢ associata a fattori di rischio infettivi e non-infettivi. Tra 1 fattori di rischio
non infettivi si possono annoverare fattori genetici, materni, ambientali e fattori legati all’ospite
(Vanderhaegeet al., 2013). Altrettanto rilevanti fattori di rischio sono il peso e le dimensioni dei
suinetti alla nascita, nonch¢ I’alimentazione materna che impatta direttamente sullo sviluppo
fetale (Rangstrup-Christensen et al., 2017; Threadgoldet al. 2021).

L'utilizzo di integratori nutrizionali durante la gestazione ¢ una strategia utile per migliorare il
benessere e la sopravvivenza dei suinetti alla nascita (Threadgold et al., 2021). Tra questi, la
riboflavina ¢ considerata indispensabile per le funzioni riproduttive. Nelle scrofe gravide, infatti,
la carenza di riboflavina puod portare a parti prematuri, natimortalita e mortalita nei primi giorni
dopo la nascita (Frank et al., 1988).

Secondo alcuni autori, solo alcuni alimenti offrono un apporto sufficiente di riboflavina in grado
di soddisfare le necessita nutrizionali dei suinetti. A tale proposito, bisogna ricordare che la dieta
tipica dei suini, basata largamente sull’uso di cereali, ha spesso livelli di riboflavina bassi o
borderline. Il ridotto aumento ponderale e I’indice di conversione dell’alimento sono segni di
carenza di riboflavina in tutte le specie colpite (McDowell et al., 2000).

Il presente lavoro si pone come obiettivo quello di descrivere un caso clinico che ha interessato
due allevamenti biologici che presentavano parti prematuri nelle scrofe, natimortalita e la nascita
di suinetti disvitali e sottolineare come la carenza di riboflavina nella dieta, durante la fase di
gestazione, sia un fattore da tenere in considerazione in caso di natimortalita o parti prematuri.

DESCRIZIONE DEL CASO

11 caso clinico descritto nel presente studio ha interessato due allevamenti biologici, rispettiva-
mente di 250 (allevamento A) e 320 scrofe (allevamento B). Nei due allevamenti, appartenenti
allo stesso proprietario, veniva somministrato agli animali lo stesso mangime biologico. I due
allevamenti presentavano status stabile per PRRSV, gestito in banda tri-settimanale e genetica
Topig 20 ¢ 60 con verro terminale Topig Fomevall. Le due aziende avevano una produzione
interna di scrofette GGP e GP. L’inseminazione seguiva il programma Topig.

Gli animali erano ubicati in recinto da parto (7,5X2 m) con scrofa libera, pavimento solido e
presenza di paglia con temperatura del box parto di 21-22°C, mentre nel “nido” questa era man-
tenuta a 26-27°C.

Nell’allevamento A da marzo 2020 ¢ comparsa una elevata incidenza di parti anticipati (3-4
giorni prima della data prevista del parto) nel 48% dei parti. Questo ¢ stato osservato sistema-
ticamente nei lotti successivi (il 30-40% delle scrofe ha mostrato un parto precoce). Ad agosto/
settembre 2020, il 35,8% delle scrofe ha mostrato parto anticipato e il 20% delle scrofe secondi-
pare ha manifestato nuovamente il problema. Le scrofe non presentavano segni clinici di rilievo
cosi come non venivano osservati aborti o problemi di fertilita.

Nell’Allevamento B il problema ¢ iniziato nell’ottobre 2019 quando alcune scrofe primipare
hanno presentato parto prematuro (3-4 giorni prima della data prevista del parto), con nascita
di suinetti disvitali o nati morti. La somministrazione di progestinici (110-111-112), da no-
vembre a fine dicembre 2019, ha mostrato un significativo miglioramento. Una volta sospesa
la somministrazione di progestinici, la situazione ha mostrato un’apparente normalizzazione
e si sono fermati i casi di parto prematuro e di natimortalita. Nel corso del 2020 la situazione
ha subito un nuovo peggioramento con parti prematuri delle scrofe ed elevata mortalita dei
suinetti 15-24 ore dopo la nascita. Nel settembre 2020, i parti prematuri hanno interessato an-
che le scrofe di secondo e quarto parto, ma non le primipare. Nel mese successivo la mortalita
intra-nidiata, coinvolgente 13 nidiate (numero di suinetti per nidiata da 15 a 22-23 suinetti)
variava dal 60 al 100%.

In entrambe gli allevamenti la problematica ¢ perdurata per tutto il 2020 portando rispettivamen-
te alla perdita di 970 (allevamento A) e 1600 (allevamento B) suinetti.
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Indagini di laboratorio

Duecentotre suinetti nati morti o disvitali e deceduti poco dopo la nascita sono stati conferiti pres-
so la sezione diagnostica dell’IZSLER di Parma e sottoposti ad esame necroscopico. Attraverso
i dati anamnestici a disposizione e sulla base dei rilievi anatomopatologici 7 di questi erano nati
morti ed 1 restanti erano morti poche ore dopo la nascita. All’esame necroscopico non si osserva-
vano lesioni macroscopiche di rilievo a carico dei diversi organi e apparati. In sede necroscopica
sono stati prelevati campioni da sottoporre ad indagini diagnostiche (Tabella 1).

L’esame colturale ha dato esito negativo per tutti i campioni analizzati cosi come le indagini
condotte per la ricerca di PRRSV, PPV, PCV2, Enterovirus, SuHV-1, EMCYV, APPV, Chlamydia
spp., Leptospira spp., Toxoplasma gondii. Cinque su 13 pool di visceri sono risultati positivi per
Sapelovirus. Tuttavia, bisogna ricordare che, secondo alcuni autori, Sapelovirus ¢ stato associato
a molte patologie che interessano principalmente 1’apparato gastrointestinale, neurologico e ri-
produttivo, ma anche infezioni subcliniche; tuttavia, per la maggior parte dei sierotipi non ¢ stato
dimostrato un ruolo nel determinare forme cliniche (Stéubli et al., 2021). Campioni di Cervello,
cervelletto, rene, milza, fegato, polmone, cuore e intestino sono stati prelevati per 1’esame istopa-
tologico e fissati in formalina tamponata al 10%, inclusi in paraffina, successivamente sezionati al
microtomo e colorati con ematossilina-eosina. L’ esame istopatologico non ha mostrato alterazioni
significative, non confermando il ruolo di Sapelovirus nel determinismo della problematica.

Gli esami di laboratorio condotti sull’alimento ed acqua di abbeverata non hanno mostrato risulta-
ti significativi. Il mangime somministrato alle scrofe ¢ stato sottoposto ad indagini per evidenziare
la presenza di Zearalenone ed altre micotossine, che hanno sempre evidenziato livelli assenti o
non significativi. L’acqua di abbeverata proveniente dai pozzi aziendali ¢ stata sottoposta ad inda-
gini chimico-fisiche e microbiologiche senza presentare alterazioni significative.

Tabella 1. Esami di laboratorio effettuati e risultati
Table 1. Laboratory exams and results

Esame di laboratorio Metodo Risultati
Esame colturale Semina su Agar globuli e Gassner Negativo
incubato a 37 °C per 48 ore
PRRSV Virotype PRRS RT-PCR Kit (Kit Indical) Negativo
PCR Real Time
PCV2 Olvera et al., 2004 Negativo
PCR Real Time
EMCV PCR (Bakkali Kassimi et al., 2002) Negativo
Enterovirus La Rosa et al., 2006 Positivi campioni di 5
(Sapelovirus) PCR pool/13 pool analizzati
PPV Kim et al., 2001 Negativo
Chlamydia spp. Ehricht et al., 2006 Negativo
APPV PCR Schwarz et al., 2017 Negativo
SuHV-1 Yoon et al., 2005 Negativo
Leptospira spp. Bediret al. , 2010 Negativo
Toxoplasma gondii Menotti et al., 2010 Negativo
Istologia Valutazione istomorfologica dei tessuti Non rilevate lesioni
colorati con ematossilina-eosina, in significative
seguito a fissazione in formalina al 10%
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La valutazione della composizione del mangime ha mostrato un livello di Riboflavina di 1,25
mg/kg di dieta, rivelando una possibile carenza di Riboflavina (Vit. B2). Il livello dietetico di
riboflavina attualmente raccomandato (NRC, 2012) per i suini in gestazione, infatti, ¢ di 3,75
mg/kg di dieta (7,87 mg/giorno). Sulla base di questo sospetto I’integrazione di riboflavina
attraverso somministrazione intramuscolare (per 3 giorni, 30 giorni prima del parto) e orale
(per 1 successivi 30 giorni fino al parto) di 10 ml/scrofa di complesso vitaminico (3 mg/ml di
riboflavina) nelle scrofe gestanti ha eliminato completamente il problema.

DISCUSSIONE

La riboflavina gioca un ruolo essenziale nel rilascio di energia e nell’assimilazione di
nutrienti; pertanto, la sua carenza puo portare all’instaurarsi di diverse problematiche sanitarie
caratterizzate da un’ampia varieta di sintomi. E importante sottolineare che gli animali non
sono in grado di sintetizzare la riboflavina, percio ¢ necessario che questa venga introdotta
attraverso la dieta. In letteratura (Cunha et al., 1977) sono riportati alcuni effetti della carenza
da riboflavina, tra i quali, i sintomi nei suinetti in accrescimento comprendono anoressia,
ritardo nella crescita, dermatiti, alopecia, difficolta alla deambulazione, colite ulcerosa,
inflammazione della mucosa anale, vomito, cataratta, fotofobia, opacita del cristallino, edema
gelatinoso diffuso dei tessuti connettivi.

Nella grave carenza di riboflavina dei suini, i ricercatori hanno osservato neutrofilia, una
diminuzione della risposta immunitaria, epatosi, € mielina degenerata dei nervi sciatico e
brachiale (NRC, 1998).

In stati carenziali da riboflavina la riproduzione ¢ compromessa, alcuni autori, tra cui Cunha
etal., nel 1977, hanno elencato alcuni sintomi clinici che le scrofe possono presentare durante
le fasi riproduttive e durante la lattazione se alimentate con una dieta carente di riboflavina.
Questi sintomi prevedono perdita di appetito, scarso incremento ponderale, parto anticipato
da 4 fino a 16 giorni, mortalita fetale, natimortalita e mortalita nelle prime ore successive al
parto (entro 48 ore).

I suinetti nati morti possono presentare ipotricosi ed edema gelatinoso alle parti declivi (arti)
o generalizzato. Ensminger et al. (1947) hanno riportato che la carenza di riboflavina ¢
responsabile di parti prematuri, nascita di suinetti nati morti e mortalita neonatale.
Maggiore ¢ la lunghezza del periodo in cui le scrofe vengono alimentate con alimenti poveri
di riboflavina nella dieta, maggiore ¢ la gravita delle manifestazioni cliniche. Inoltre, anche
la dimensione dei suinetti puo essere un fattore di rischio che puo contribuire all’evoluzione
del problema cosi come quella della nidiata. L’aumento delle dimensioni della nidiata ¢
un fattore di rischio per la natimortalita (Rangstrup-Christensen et al., 2017). Una nidiata
composta da un numero di suinetti >12 ha un rischio maggiore di presentare fenomeni di
natimortalita (Cecchinato et al., 2008). Nel caso presentato, come riportato, si trattava di
animali iperprolifici (numero di suinetti per nidiata da 15 a 22-23 suinetti) e questo puo aver
aggravato il quadro determinato dalla carenza di riboflavina.

11 fabbisogno di riboflavina puo variare con le caratteristiche ambientali, ’eta, I’attivita fisica,
il benessere, fattori ereditari e componenti dell’alimento stesso. Alcuni autori indicano che
la necessita di riboflavina diminuisce con la maturita dell’animale mentre aumenta nelle fasi
riproduttive (McDowell et al., 2008).

Le diete normalmente somministrate ai suini, basate in gran parte sull’impiego di cereali
sarebbero spesso carenti di riboflavina. Un ridotto tasso di crescita e una minore efficienza
alimentare sono quadri frequentemente osservabili in caso di carenza di riboflavina in tutte le
specie animali colpite. E stata dimostrata una ridotta assunzione di mangime nelle scrofette
a cui € stata somministrata una dieta per 1’allattamento contenente 1,3 mg/kg di riboflavina.
Queste scrofette consumavano il 30% in meno di mangime rispetto a quelle che ricevevano
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diete con riboflavina da 2,3 a 5,3 mg/kg (Frank et al., 1988).

Bazer e Zavy (1988) hanno riferito che I’integrazione con 100 mg di riboflavina al giorno,
forniti dal quarto al decimo giorno dopo I’inizio dell’estro, hanno determinato una maggiore
dimensione della nidiata, sopravvivenza embrionale al giorno 30 di gestazione nelle scrofette
e un aumento dei tassi di concepimento e piu suini vivi alla nascita, al giorno 21 e 42 di
lattazione nelle scrofe primipare. Pettigrew et al. (1996) hanno fornito nell’alimento 10
(controllo), 60, 110 o 160 mg di riboflavina al giorno, per 21 giorni dopo I’inseminazione.
Sebbene I’integrazione con riboflavina tendesse ad aumentare la percentuale di scrofe al
parto (66,7%, 85,7%, 93,3% e 86,7% rispettivamente per 10, 60, 110 e 160 mg di riboflavina
al giorno), non ¢ stato rilevato alcun effetto sulla dimensione della nidiata.

In questo caso clinico, nonostante la carenza di riboflavina non sia stata dimostrata dal
punto di vista analitico, la manifestazione dei sintomi clinici, la quantita di vitamina B2
nell’alimento cosi come !’efficacia dell’integrazione di riboflavina nell’alimento hanno
portato a una diagnosi ex juvantibus di condizione carenziale da riboflavina.

In questo studio si ¢ voluto descrivere un caso clinico che ha interessato due allevamenti
biologici che presentavano parti prematuri nelle scrofe, natimortalita e la nascita di suinetti
disvitali e sottolineare che la carenza di riboflavina nella dieta durante la fase di gestazione ¢
un fattore da tenere in considerazione in caso di natimortalita o parti prematuri.
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RIASSUNTO

Le patologie enteriche del suino sono caratterizzate da infezioni multiple che provocano modelli
clinici complessi in cui non ¢ facile oggettivare 1’eziologia. L’istologia pud contribuire alla
diagnosi co-localizzando 1’agente eziologico all’interno delle lesioni che produce. Nell’ambito
della valutazione preliminare di un percorso diagnostico per Lawsonia intracellularis (LI),
sono stati esaminati 3 tipologie di campioni: a) casi clinici di malattia, b) campioni prelevati in
azienda da soggetti con sindrome enterica e c¢) campioni prelevati al macello in caso di sospetto
di presenza di forme subcliniche. Il percorso diagnostico ha previsto uno screening iniziale con
PCR qualitativa per LI per selezionare i casi da sottoporre a conferma mediante istologia (evidenza
di iperplasia delle cripte dell’ileo) ed IHC (presenza di LI). L’accordo osservato fra i risultati dei
2 metodi € risultato del 70,0%; si ¢ confermato il percorso diagnostico in 2/2 casi clinici, 6/17
casi con sindrome enterica suggestiva di enteropatia proliferativa (PE), 4/11 casi con sospetto
di forma subclinica campionati al macello, tutti risultati preliminarmente positivi alla PCR. Sui
campioni ¢ stata condotta anche 1’indagine immunoistochimica (IHC) per PCV2 che ha permesso
di evidenziare deplezione linfocitaria nelle placche del Peyer e da moderata a lieve positivita per
PCV2 rispettivamente in 1/2 casi clinici e in 2/17 casi con sindrome enterica. E plausibile che forme
gravi di patologia enterica possano essere correlate all’azione di patogeni in grado di impattare
gravemente sulla funzionalita del sistema immunitario condizionando la patogenicita degli altri
agenti in gioco. Risulta fondamentale I’applicazione di protocolli diagnostici ad hoc che conducano
ad una diagnosi conclusiva permettendo I’impiego di misure di controllo e profilassi mirate.

ABSTRACT

Swine enteric diseases are characterized by multiple infections which are responsible for complex
pattern of disease, and often it is not easy to objectify the etiology. Histopathology can aid in
diagnosis by allowing co-localization of the causative agent within the lesions it produces.
The preliminary results of a diagnostic pathway for Lawsonia intracellularis (LI) infection
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are presented. Caseload is from 3 contexts: 1) clinical cases of disease, 2) enteric disecase with
sampling on the farm or 3) sampling at the slaughterhouse in case of suspicion of subclinical forms.
Immunohistochemical investigation (IHC) to PCV2 was also made. The diagnostic pathway
involves an initial screening with qualitative PCR for LI to select those cases to be confirmed
by histology (evidence of ileum’s crypts hyperplasia) and IHC (presence of LI). The observed
agreement between the 2 methods was 70,0%; diagnosis was confirmed in 2/2 clinical cases, 6/17
cases with enteric disease and 4/11 cases selected at the slaughterhouse that were preliminarily
positive on PCR. The parallel investigation to PCV2 was able to highlight lymphocyte depletion
in Peyers patches and moderate to mild positivity to PCV2 in 1/2 clinical cases and 2/17 cases
with enteric disease, respectively. It is plausible that the action of pathogens capable of seriously
impacting the functionality of the immune system might be responsible for more serious forms
of disease, increasing the pathogenicity of the other agents involved. The application of ad hoc
diagnostic protocols is essential to make a conclusive diagnosis that allows the implementation of
targeted control and prophylaxis measures.

INTRODUZIONE

Le patologie enteriche rappresentano uno dei pit importanti problemi nell’allevamento intensivo
del suino, non solo in termini di perdite produttive ed economiche, ma anche perché direttamente
correlate con il benessere animale e 1’uso di antimicrobici. In allevamento le patologie enteriche
sono spesso caratterizzate da infezioni multiple che, provocando modelli clinici di malattia
complessi, rendono difficile I’identificazione e I’'implementazione di misure di controllo efficaci '.
Nel post-svezzamento, gli agenti responsabili di forme diarroiche possono essere patogeni
batterici, quali ceppi enterotossigeni di E. coli (ETEC), oppure, come nel caso della malattia degli
edemi, ceppi di E. coli produttori di tossina Shiga (STEC). A questi si aggiungono, gia nelle prime
settimane di vita, patogeni virali e parassitari come rotavirus, cryptosporidi e coccidi. Nelle fasi di
magronaggio ed ingrasso le patologie piu importanti sono la salmonellosi, la dissenteria suina da
Brachyspira hyodysenteriae, le spirochetosi da Brachyspira spp., 1’enteropatia proliferativa (PE)
da Lawsonia intracellularis e ascaridiosi '.

Anche il circovirus suino tipo 2 (PCV2) ¢ associato a forme enteriche: la diarrea ¢ uno dei possibili
segni descritti nelle Porcine Circovirus Associated Diseases (PCVDs), sia in caso di forme
sistemiche di malattia da PCV2, che nella forma clinica intestinale definita PCV2-enteric disease
—PCV2-ED %3,

Lacomparsa di PCV2 e delle patologie ad esso associate nella prima decade del ventunesimo secolo,
ha cambiato drasticamente i pattern di malattia nell’allevamento suinicolo, mostrando il potenziale
patogeno di agenti endemici come effetto diretto dell’azione immunosoppressiva del PCV2 !,
La compromissione delle difese immunitarie innate e adattative, che caratterizza 1’infezione da
PCV2 4, si manifesta nell’ileo con alterazioni dell’immunita mucosale intestinale quali: variazioni
nell’espressione di geni immuno-correlati, variazioni nell’assetto immunitario cellulare locale e
nella produzione di IgA °. 1l risultato € un potenziale dismicrobismo nonché la possibilita che si
realizzino co-infezioni, tra cui quelle pitl comunemente riportate sono rappresentate da co-infezioni
tra PCV2 e Salmonella spp., Brachyspira spp., e/o L. intracellularis *°.

Le infezioni da L. intracellularis o da PCV2 sono entrambe associate a ritardo della crescita,
deperimento, aumento della mortalita e diarrea nei suini svezzati, e sono caratterizzate da lesioni
talvolta indistinguibili macroscopicamente, quali ileite e colite necrotizzante. Di conseguenza,
soprattutto nelle co-infezioni, I’istopatologia e lo studio delle lesioni microscopiche sono uno
strumento fondamentale per confermare il ruolo come reale patogeno (co-localizzazione agente-
lesione) delle molteplici noxae biologiche coinvolte nei quadri di malattia .

L’associazione tra PCV2 e L. intracellularis nell’eziologia di quadri enterici nel suino € nota sia
nella patologia spontanea ’ che in quella sperimentale °.
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Lo scopo di questo studio ¢ stato quello di valutare, mediante indagine istologica ed
immunoistochimica, I’infezione e/o la co-infezione tra PCV2 e L. intracellularis su campioni
di ileo di suini conferiti per sospetta enteropatia proliferativa da L. intracellularis.

MATERIALI E METODI

I campioni di tessuto esaminati in questo studio, e su cui sono state svolte le indagini
istopatologiche ed immunoistochimiche, fanno parte di una casistica raccolta con la finalita di
definire la fattibilita di un percorso diagnostico per enterite da L. intracellularis nel suino. 11
percorso diagnostico comprende I’integrazione dei reperti istopatologici con i risultati degli esami
biomolecolari qualitativi (PCR/RT-PCR) per L. intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae e B.
pilosicoli su pool di feci e su campioni di tessuto eseguiti dai laboratori degli Istituti Zooprofilattici
Sperimentali delle Venezie (IZSVe) e della Lombardia e dell’Emilia-Romagna (IZSLER). Sulla
base dell’anamnesi il prelievo dei campioni poteva riguardare soggetti con sospetto di forma
clinica di PE, oppure essere applicato in caso di sindromi enteriche in allevamento o in caso
di sospetto diagnostico di forme subcliniche con campionamento al macello (per quest’ultima
categoria inclusa, € stata eseguita PCR qualitativa per L. intracellularis dall’ Istituto Zooprofilattico
Sperimentale di Piemonte, Liguria ¢ Valle d’ Aosta — IZSTO).

La casistica di questo studio preliminare di fattibilita del percorso diagnostico ¢ rappresentata
da 30 campioni di ileo di cui 2 provenienti da casi clinici di enteropatia proliferativa emorragica
(PHE), 17 campionati in allevamento da suini con sintomatologia diarroica indicativa di infezione
da L.intracellularis e/o scarso accrescimento e 11 casi con sospetto di forma subclinica campionati
al macello.

Istologia e immunoistochimica (IHC)

I campioni di tessuto sono stati fissati in formalina tamponata al 10% e successivamente
processati ed inclusi in paraffina. Da ciascun campione di ileo sono state quindi ricavate sezioni
di 3 micron di spessore, successivamente colorate con ematossilina eosina per 1’allestimento
del preparato istologico. In parallelo, altre due sezioni di ciascun campione sono state
sottoposte a colorazione immunoistochimica rispettivamente per L. intracellularis e PCV2. 1
dettagli del protocollo immunoistochimico utilizzato, riguardanti inibizione delle perossidasi,
smascheramento dei siti antigenici e diluizione d’uso degli anticorpi primari impiegati sono
riportati in Tabella 1. La reazione antigene-anticorpo ¢ stata evidenziata utilizzando come
cromogeno la diaminobenzidina (0,04% per 2”).

Come controlli positivi sono stati impiegati rispettivamente una sezione di ileo precedentemente
individuato come positivo per la presenza di L. intracellularis, ed una di linfonodo positivo alla
prova IHC per PCV2.

In tutte le prove IHC ¢ stata inserita una sezione di ileo di suino utilizzato come controllo
negativo impiegando un anticorpo dello stesso isotipo degli anticorpi primari (IgG1) ma di
irrilevante specificita.

Tabella 1. Immunoistochimica (IHC), materiali e metodi.
Table 1. Immunohistochemistry (IHC), material and methods.

Ab primario Tipo, Clone Ditta Diluizione/ Smascheramento siti
incubazione antigenici
L. intracellularis ~ Lawsonia intracellularis =~ DTU-VET 1:200/ -
Supernatant of A 8B, '° overnight 4°C
PCV2 mADb 36A9, Isotipo: IgG,a  Ingenasa, 1:1500/ 30’ in protease XIV
Anti-VP2 PCV2 Madrid, Spain  overnight 4°C 0,05%, pH 7,5,a37°C
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La gravita delle lesioni microscopiche osservate ¢ stata valutata applicando dei sistemi di
grading secondo quando riportato in letteratura °. Ad ogni sezione di ileo ¢ stato assegnato
un punteggio per la presenza di infiltrato infiammatorio nella mucosa (0, normale; 1, lieve
infiltrato cellulare prevalentemente di tipo linfo-istiocitario; 2, moderato infiltrato con
coinvolgimento della sottomucosa; 3, grave infiltrazione cellulare di mucosa e sottomucosa);
per D’iperplasia delle cripte intestinali caratteristica dell’infezione da L. intracellularis (0,
normale; 1, lieve iperplasia delle cripte; 2, moderata iperplasia; 3, grave iperplasia delle cripte
con o senza erniazione delle cripte nella sottomucosa) ed infine per la deplezione linfocitaria
nelle placche del Peyer, tipica dell’infezione da PCV2 (0, normale; 1, deplezione delle placche
del Peyer; 2, deplezione delle placche del Peyer e sostituzione con infiltrato istiocitario; 3,
deplezione, sostituzione con infiltrato istiocitario e presenza di cellule multinucleate).

La reazione immunoistochimica per L. intracellularis ¢ stata considerata positiva in caso
di presenza di materiale granulare di colore bruno nel citoplasma apicale delle cellule delle
cripte intestinali e/o nel citoplasma di macrofagi nell’interstizio della mucosa intestinale.
Questo segnale, indicante la presenza dell’antigene di L. intracellularis, ¢ stato valutato
tramite grading semiquantitativo attribuendo un punteggio da 0 a 3 (0, assenza di segnale;
1, segnale focale; 2, segnale multifocale di moderata entita; 3, segnale esteso) sulla base
della gravita e dell’estensione della positivita per L. intracellularis ™!!. Per PCV2, la prova
¢ stata valutata positiva in caso di colorazione marrone del citoplasma di cellule dendritiche
centro-follicolari nelle placche del Peyer e/o di macrofagi nella lamina propria della mucosa,
applicando un punteggio da 0 a 3 (0, negativo; 1, cellule con colorazione dell’antigene PCV2
in meno del 10% dei follicoli linfoidi; 2, cellule con colorazione dell’antigene PCV2 nel 10-
50% dei follicoli linfoidi; 3, cellule con colorazione positiva per I’antigene PCV2 in piu del
50% dei follicoli linfoidi) .

Batteriologia e indagini biomolecolari

La casistica ha origini eterogenee che riflettono la diversita di approccio diagnostico intrapreso.
Per gli 11 campioni prelevati al macello erano disponibili solo i risultati della PCR qualitativa
per L. intracellularis. Gli altri casi sono stati sottoposti ad esami collaterali batteriologici
per i principali E. coli patogeni del suino e/o biomolecolari aggiuntivi. Oltre alla PCR su
pool di feci e su campioni di intestino per L. intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae, B.
pilosicoli e (solo per i campioni provenienti dall’IZSVe) per rotavirus, i polmoni di alcuni
animali (9/19) sono stati esaminati per la ricerca di PRRSV ¢ PCV2 con PCR quantitativa.

RISULTATI

I risultati del grading delle lesioni istologiche e delle prove immunoistochimiche per L.
intracellularis e PCV2 sono riportati in Tabella 2, da cui si evince, in tutti i casi esaminati,
un obiettivo quadro di grave enterite (valore mediano dell’infiltrato inflammatorio pari a 3
su una scala 0-3), con un grado elevato di iperplasia delle cripte (anche per questo parametro
valore mediano pari a 3 su una scala 0-3), associati ad una moderata deplezione linfocitaria
del tessuto linfoide (valore mediano 2 su una scala 0-3).

Analizzando separatamente i risultati in funzione della tipologia di campione (caso clinico,
campioni da soggetti provenienti da azienda con sintomatologia enterica, campioni dal
macello), la positivita immunoistochimica per L. intracellularis ¢ stata dimostrata in entrambi
i due campioni di ileo conferiti con indicazione di caso clinico di enteropatia proliferativa
emorragica (Figura 1). In questi casi, all’esame microscopico la mucosa dell’ileo appariva
gravemente infiltrata da numerosi linfociti, plasmacellule ed istiociti frammisti ad eritrociti
stravasati (emorragia) ed ispessita per la moderata/grave iperplasia delle cripte intestinali,
con multifocale erniazione delle stesse nella sottomucosa (Figura 2). In uno dei due casi di
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enteropatia proliferativa emorragica ¢ stata evidenziata deplezione linfocitaria e sostituzione
con cellule istiocitarie nelle placche del Peyer. Questo stesso caso ¢ risultato positivo anche
per la colorazione dell’antigene PCV2, rivelato con IHC multifocalmente in piu del 10% dei
follicoli linfoidi e nei macrofagi nella lamina propria (Figura 3).

Tabella 2. Risultati del grading delle lesioni istologiche e delle prove immunoistochimiche
per L. intracellularis e PCV2.

C, caso clinico; A, caso campionato in allevamento; M, caso campionato al macello; IHC,
immunoistochimica; -, non determinabile.

Table 2. Scoring of histological lesions and immunohistochemical results for L.
intracellularis and PCV2.

C, clinical case; A, sampling on the farm; M, sampling at the slaughterhouse; IHC,
immunohistochemistry; -, not evaluable.

Grading IHC per
Score num. — - - -
clinico campione _|nf||trato _ |perp|a_5|a delle de_plezhlone L. intracellularis PCV2
inflammatorio cripte linfoide
C AP20427 3 3 2 1 2
C AP24700 3 2 - 3 0
A AP21360 3 3 1 1 0
A AP23254 3 3 0 2 1
A AP23255 3 3 2 1 1
A AP23559 3 3 1 1 0
A AP25007 3 3 1 1 0
A AP25008 3 3 1 1 0
A AP20814 0 1 0 0 0
A AP20815 2 2 0 0 0
A AP20854 2 1 2 0 0
A AP20524 3 3 2 0 0
A AP23560 3 3 2 0 0
A AP24531 3 2 3 0 0
A AP24532 3 2 2 0 0
A AP24771 1 2 2 0 0
A AP24772 1 1 1 0 0
A AP25380 3 1 2 0 0
A AP25453 3 2 2 0 0
M 83/22 3 3 2 0 0
M 84/22 3 2 2 0 0
M 85/22 3 3 1 0 0
M 86/22 3 3 2 0 0
M 87/22 3 3 2 1 0
M 88/22 3 3 1 1 0
M 89/22 3 3 1 1 0
M 90/22 3 3 2 1 0
M 91/22 3 3 2 0 0
M 92/22 3 3 2 0 0
M 93/22 3 3 1 0 0
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Figura 1. Aspetto macroscopico dell’ileo in uno dei casi clinici di enteropatia proliferativa
emorragica (PHE), caratterizzata da ispessimento della mucosa e coaguli di sangue nel lume.
Figure 1. Gross lesion consistent with clinical case of proliferative hemorrhagic
enteropathy (PHE). Grossly, PHE is characterized by mucosal thickening and lumen filled
with blood clots.

Figura 2. A) iperplasia di grado 3 con erniazione delle cripte intestinali nella sottomucosa;
EE, 40x. B) positivita di grado 3 per L. intracellularis nel citoplasma delle cellule delle cripte
intestinali; IHC, 100x; C) dettaglio della positivita per L. intracellularis nel citoplasma delle
cellule delle cripte intestinali iperplastiche; IHC, 400x.

EE, ematossilina eosina; IHC, immunoistochimica.

Figure 2. A) crypt hyperplasia score 3: marked hyperplasia with crypt herniation in
submucosal layer; HE, 40x. B) positive cytoplasmic staining for L. intracellularis within
crypt epithelial cells, score 3; IHC, 100x; C) detail of positive cytoplasmic staining for L.
intracellularis within hyperplastic epithelial cells of the intestinal crypt; IHC, 400x.

HE, hematoxylin eosin; IHC, immunohistochemistry.
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Figura 3. A) Deplezione linfoide di grado 2, con sostituzione del centro dei follicoli da parte
di cellule istiocitarie; EE, 100x; inserto: dettaglio della presenza di istiociti al centro dei
follicoli. B) positivita centrofollicolare per PCV2, grado 2; IHC, 40x; inserto: dettaglio di
positivita citoplasmatica al PCV2 in una cellula centrofollicolare.

EE, ematossilina eosina; IHC, immunoistochimica.

Figure 3. A) lymphoid depletion score 2: lymphocytes replaced by histocytes in the center of
follicles; HE, 100x; insert: detail of histiocytes. B) positive staining forPCV2 antigen in a
follicle, score 2; IHC, 40x; insert: detail of positive cytoplasmic staining to PCV2 antigen in
a follicular cell.

HE, hematoxylin eosin; IHC, immunohistochemistry.

L’iperplasia delle cripte e il grado di infiltrazione di cellule infiammatorie nella mucosa ¢
risultato essere prevalentemente di grave/moderata entita nei casi con sindrome enterica e/o
sospetti di forma subclinica di enteropatia proliferativa. Rispettivamente, sono risultati positivi
a L. intracellularis 6 dei 17 (35,3%) campioni di ileo prelevati da soggetti provenienti da
allevamenti con diarrea e sospetto di forma subclinica di PE, e 4 degli 11 (36,4%) campioni di
ileo prelevati al macello; in entrambe le situazioni, il punteggio mediano della positivita per L.
intracellularis ¢ risultato paria 1.

La valutazione della deplezione linfoide nei casi con anamnesi di infezione subclinica da L.
intracellularis ha evidenziato un grado di deplezione linfocitaria da lieve/moderata in tutti i
casi, e grave deplezione ma presenza di cellule multinucleate solo in un caso. I casi campionati
al macello mostravano un grado di deplezione linfoide sempre di grado 1 o 2.

La co-infezione di L. intracellularis con PCV2 nei casi con sindrome enterica suggestivi di
enteropatia proliferativa ¢ stata dimostrata in due casi, nei quali ¢ stato rivelato, mediante IHC,
I’antigene PCV2 al centro dei follicoli linfoidi e multifocalmente nella lamina propria (grado
1).

Dai risultati degli esami batteriologici ¢ biomolecolari, per la maggior parte dei casi ¢ emerso un
quadro di positivita a piu di un agente eziologico virale /o batterico tra cui: E. coli emolitico,
E. coli enterotossico (ETEC), Rotavirus tipo A, Clostridium perfringens tipo A, PCV2, PRRSV.
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Confrontando i dati dei risultati dell’THC con quelli della PCR per L. intracellularis la
concordanza osservata ¢ risultata del 70,0% (95%CI: 50,6-85,3%) (Tabella 3). In particolare,
considerando I’istologia come gold standard, dei 21 campioni positivi alla PCR, 12 sono stati
confermati all’IHC; 7 dei rimanenti 9 campioni (PCR+/IHC-) sono stati prelevati al macello
da animali in cui non vi era una sintomatologia clinica. Nessuno dei campioni positivi all’THC
¢ risultato negativo alla PCR e tutti i campioni negativi alla PCR lo erano anche all’THC.

Tabella 3. Accordo osservato dei risultati IHC e PCR
Table 3. Observed agreement of IHC and PCR results

IHC
+ -
PCR + 12 (a) 9 (b) 21
- 0(c) 9(d) 9
12 18 30 (n)

Nota: Accordo osservato= (a)+(d)/n= 12+9/30=70,0%

DISCUSSIONE

Mediante esame istologico, 1’iperplasia delle cripte intestinali, lesione caratteristica
dell’infezione da L. intracellularis, ¢ stata osservata in tutti i casi sospetti di PE. Mediante
IHC, la positivita per I’antigene ¢ stata dimostrata in 12 delle 30 sezioni di ileo esaminate.
Sono risultati positivi all’THC i 2 campioni provenienti dai 2 casi clinici, 4 degli 11 campioni
prelevati al macello e 6 dei 17 campioni provenienti da allevamenti che presentava casi di
diarrea e/o sospetto di forma subclinica di PE.

La PE puo manifestarsi con forme cliniche diverse, da acute (nella forma di enteropatia
proliferativa emorragica, proliferative hemorrhagic enteropathy — PHE) a croniche
(adenomatosi intestinale o porcine intestinal adenomatosis — PIA), fino a forme subcliniche di
infezione '*!4, che sono le piu frequenti nonché le piu subdole da diagnosticare poiché gli unici
segni evidenti sono rappresentati da riduzione dell’incremento ponderale medio giornaliero
(IPMGQG), difformita di accrescimento nei gruppi ed aumento dei soggetti di scarto °.

Il sospetto clinico di PE ¢ avvalorato dall’osservazione, all’esame post-mortem, delle lesioni
macroscopiche caratteristiche della malattia rappresentate dall’ispessimento e sollevamento
in pieghe della mucosa dell’ileo, che assume il cosiddetto aspetto “cerebroide”, e a cui si
aggiunge, nelle forme acute emorragiche, la presenza nel lume di coaguli di sangue frammisti
a materiale fibrino-necrotico '*'%. Infine, la diagnosi definitiva ¢ condotta mediante tecnica
IHC, che rappresenta il test piu affidabile per la diagnosi post-mortem di PE ' nonché il
gold standard diagnostico, potendo mettere in evidenza la presenza dell’antigene di L.
intracellularis nel contesto delle lesioni tipiche .

Nel presente studio il sospetto clinico di forma acuta di PHE ¢ stato confermato, mediante
IHC e PCR, in entrambi i casi conferiti con anamnesi di diarrea emorragica.

Al macello, I’osservazione dell’ispessimento della mucosa dell’ileo in alcuni suini puo far
avanzare il sospetto che gli animali della partita siano stati interessati da patologie intestinali
riconducibili all’azione di L. intracellularis nel corso del loro ciclo produttivo. Negli
animali da noi esaminati, i risultati dell’esame istologico ¢ dell’immunoistochimica hanno
confermato la diagnosi di adenomatosi intestinale (PIA) da L. intracellularis in 4 degli 11
animali campionati al macello.
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Per quanto riguarda i casi con sindrome enterica sospetta PE, 6 dei 17 animali sono risultati
positivi per L. intracellularis sia in IHC che in PCR, mentre per due suini positivi in PCR
la diagnosi non ¢ stata conclusiva (IHC negativa) poiché non ¢ stato possibile evidenziare
I’antigene nelle cellule delle cripte intestinali, verosimilmente a causa della quantita di
microorganismo inferiore al limite di sensibilita della metodica immunoistochimica.

La PCR ha una maggiore sensibilita rispetto all’IHC e fornisce quindi risultati positivi
in una maggiore proporzione di casi, identificando la presenza del genoma di L.
intracellularis anche quando le quantita di microrganismo sono talmente basse da non
essere verosimilmente la causa della patologia osservata. Al contrario, I’THC fornisce
un risultato positivo solo quando la quantita di L. intracellularis ¢ rilevante e, quindi, ¢
probabilmente la causa della patologia enterica osservata. Ne consegue che, dal punto
di vista della diagnosi causale della patologia enterica osservata, 1’esame IHC fornisce
risultati piu soddisfacenti.

In termini di specificita della diagnosi causale della patologia enterica riconducibile a L.
intracellularis ¢ quindi vantaggiosa 1’esecuzione in serie dei due test: la PCR puo essere
utilizzata come tecnica di screening per identificare la presenza del microrganismo e, solo
in caso di positivita, i campioni saranno esaminati con 1’istologia e I’immunoistochimica
per la conferma definitiva del ruolo rivestito da L. intracellularis quale reale agente causale
della patologia enterica osservata, valutando la presenza/quantita dell’agente eziologico e
la sua localizzazione all’interno delle lesioni (iperplasia delle cripte e/o enterite).

Tutti gli altri casi sospetti subclinici sono risultati negativi per L. intracellularis sia in IHC
che con I’indagine biomolecolare ma 1’esecuzione di indagini diagnostiche collaterali ha
sempre potuto rilevare la positivita ad uno o piu agenti eziologici diversi, tra cui ceppi di
E. coli (emolitico e/o ETEC) e tra gli agenti virali rotavirus, PRRSV ¢ PCV2. La presenza
di PCV2 nelle placche del Peyer dell’ileo ¢ stata evidenziata con IHC in 3 casi di cui
uno con grave enterite emorragica da PHE e gli altri 2 con forma enterica di PE, tutti
contemporaneamente positivi per L. intracellularis nell’epitelio delle cripte. L’indagine
PCR ha inoltre individuato la presenza del genoma di PCV2 e/o PRRSV in altri organi
(polmoni) di 4 soggetti che presentavano ileo positivo per L. intracellularis.

La quasi totalita dei casi esaminati nel presente studio mostravano un certo grado
di deplezione linfoide, registrato come di grado moderato/grave (2 / 3) nei casi di co-
infezione dimostrata (con IHC o PCR) con PCV2 e/o PRRSV.

Entrambi questi virus sono in grado di interferire a vari livelli con il sistema immunitario
¢ gran parte delle gravi conseguenze sanitarie ed economiche negli allevamenti suinicoli
¢ legato proprio alla loro capacita di modulare le difese dell’ospite e di alterare le capacita
di difesa dell’organismo nei confronti di altri agenti patogeni .

Il presente studio avvalora 1’ipotesi che I’infezione da parte di agenti eziologici che
determinano immunosoppressione (es. PCV2 e PRRSV), possa favorire la co-infezione
con altri agenti patogeni ubiquitari compresa, come qui dimostrato con tecniche
istopatologiche, L. intracellularis. Peraltro la segnalazione dell’associazione PCV2 con
L. intracellularis ¢ gia nota in letteratura .

I risultati ottenuti confermano che la complessita delle relazioni tra diversi patogeni
coinvolti possa condizionare la possibilita di giungere ad una diagnosi conclusiva di
malattia. In molte situazioni, dove un risultato di PCR qualitativa non sempre puo essere
associato ad una diagnosi di malattia, lo studio delle lesioni microscopiche con il supporto
dell’THC permette invece di oggettivare il ruolo svolto nel processo patologico in atto da
parte di un determinato agente patogeno, qualora sia possibile co-localizzare 1’agente nel
contesto delle lesioni caratteristiche da esso causate.
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CONCLUSIONI

Le malattie enteriche del suino, come quelle respiratorie, sono patologie complesse e spesso
caratterizzate dalla contemporanea presenza di uno o piu agenti microbici. Come emerso
dai risultati di questo studio, spesso ¢ possibile riscontrare la presenza contemporanea di
pil agenti eziologici, associati a forme cliniche diverse. E plausibile che forme piti gravi di
patologia intestinale possano essere correlate all’azione di patogeni in grado di impattare
gravemente sulla funzionalita del sistema immunitario condizionando la patogenicita degli
altri agenti in gioco, come ampiamente dimostrato in letteratura per patogeni quali PCV2
e PRRSV. Se da una parte rimane quindi cruciale I’applicazione di piani di profilassi in
un’ottica di riduzione dell’uso degl i antimicrobici in azienda, ¢ fondamentale 1’applicazione
di protocolli diagnostici ad hoc che conducano ad una diagnosi conclusiva permettendo
I’impiego di misure di controllo e profilassi mirate.

I risultati di questo studio preliminare di fattibilitda del percorso diagnostico per enterite
proliferativa da L. intracellularis ribadiscono I’'importanza dell’istopatologia come tecnica
diagnostica d’elezione per la diagnosi di PE, e la necessita di impiegarla in affiancamento ad
altri esami di laboratorio. Lo studio e I’interpretazione delle lesioni osservate nel processo
patologico in atto possono fornire informazioni utili a stabilire il ruolo che i diversi agenti
eziologici messi in evidenza hanno nel determinismo di patologie complesse come le
enteropatie del suino.
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RIASSUNTO

All’ormai noto Porcine parvovirus 1 (PPV1), dal 2001 si sono affiancate nuove specie di
parvovirus suini (PPV2-7), la cui rilevanza ¢ ancora incompresa. Questo studio intende
indagarne la presenza in Italia a partire da feti raccolti da focolai di reproductive failure e
conferiti all’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia ¢ dell’Emilia-Romagna
(IZSLER) nel biennio 2019-2020. Avvalendosi di quattro distinte duplex real-time PCR,
descritte in studi precedenti, PPV1 e tutte le nuove speciec PPV2-7 sono state identificati
in almeno un’azienda. Il 46,7% ¢ il 57,4% del totale delle aziende testate rispettivamente
nel 2019 e nel 2020 sono risultate positive per almeno una specie di PPV, con frequenza
decrescente per PPV6-1-3-7-2. Basse percentuali si sono osservate per PPV4 e PPVS5.
Analizzando i nostri risultati in relazione alle frequenze dei patogeni ricercati presso
I’'IZSLER, nel 2020 co-infezioni tra PPV2-7 e agenti virali e batterici si sono osservate
rispettivamente nel 22,2% e 11,1% delle aziende testate; 1’associazione piti comune ¢ risultata
fra PCV-2 e almeno una specie di PPV (23,8%). PPV2-7 sono stati rilevati singolarmente nel
17,8% (2019) e 7,4% (2020) delle aziende. Questo studio oltre a fornire un aggiornamento
epidemiologico sul PPV1, evidenzia per la prima volta la circolazione delle nuove specie
di PPV sul territorio italiano, come singolo agente e in co-infezione con altri patogeni
comunemente responsabili di reproductive failure.

ABSTRACT

Since 2001, the well-known porcine parvovirus 1 (PPV1) has been flanked by new species of
porcine parvovirus (PPV2-7), whose role is still unclear. This study aims to investigate their
presence in fetuses collected from reproductive failure outbreaks in Italy and submitted to
the Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia-Romagna (IZSLER)
in the biennium 2019-2020. Four distinct duplex real-time PCRs, described in previous
studies, identified PPV1 and all new PPV2-7 species in at least one farm. Positive farms
for at least one PPV species accounted for 46.7% and 57.4% of those tested in 2019 and
2020, respectively; the most frequently detected species were in decreasing order PPV6-1-
3-7-2. Small percentages were observed for PPV4 and PPVS5. In relation to the frequencies
of other pathogens routinely screened by IZSLER, in 2020 PPV2-7 co-infections with viral
and bacterial agents were observed in 22.2% and 11.1% of the farms, respectively. The
most common association was between PCV-2 and at least one PPV species (23.8%). New
PPVs were detected alone in 17.8% and 7.4% of the farms in 2019 and 2020, respectively.
This study provides both an epidemiological update on the presence of PPV1 and the first
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evidence of the circulation of new PPV species in Italy, alone or in co-infection with
other pathogens commonly responsible for reproductive failure.

INTRODUZIONE

Nell’industria suinicola, le malattie infettive rappresentano una costante minaccia
per la salute degli animali e per I’economia dell’intero settore. La loro sorveglianza,
comprensione, gestione e prevenzione, a partire dal comparto riproduttivo, appaiono
quindi cruciali per rendere un’azienda suinicola competitiva sul mercato. A tal proposito,
ivirus sono tra gli agenti che pitu condizionano negativamente le performance riproduttive,
soprattutto per le conseguenze che determinano sulle scrofe gravide in termini di malattie
sistemiche e aborto (Mengeling et al., 2000), seppur modulate dai fattori relativi alla
gestione, all’agente e all’ospite (Althouse et al., 2019).

In questo contesto, il parvovirus suino (dapprima PPV, poi nominato PPV1 in seguito
alla scoperta di altre specie) ¢ considerato uno dei principali agenti responsabili di
reproductive failure, i cui effetti sono riassunti nell’acronimo SMEDI (stillbirth,
mummification, embryonic death and infertility) (Streck & Truyen, 2020). PPV1 ¢
endemico nella maggior parte del mondo, ed ¢ stato identificato in tutte le categorie
produttive. Il principale, se non unico, segno clinico ¢ il reproductive failure nelle scrofe
che, in gruppi di animali non vaccinati, o in cui la vaccinazione non ¢ stata gestita
correttamente, puod manifestarsi sotto forma di una vera e propria “abortion storm”.
Al contrario, in verri ¢ in suini adulti all’ingrasso questo patogeno non sembra avere
particolare rilevanza clinica.

In tassonomia, secondo quanto riportato dall’International Committee on Taxonomy of
Viruses (ICTV), il PPV1 ¢ classificato nella famiglia dei Parvoviridae, sottofamiglia dei
Parvovirinae e, a partire dal 2001, sei nuove specie di porcine parvovirus (comunemente
note come PPV2-7), lo hanno affiancato, anche se la loro patogenicita ed epidemiologia
sono ancora da comprendere realmente.

La circolazione di un virus ad elevato tasso evolutivo come il PPV 1, deve essere guardata
con interesse, in quanto puo portare all’emergere di varianti con differente antigenicita
e virulenza (Zimmermann et al., 2006)the complete capsid protein sequences (VP1/
VP2, potenzialmente non pienamente coperte dai vaccini sinora disponibili per PPV1. A
maggior ragione, la scoperta di nuove specie virali per le quali risultano carenti alcune
informazioni sul ruolo epidemiologico e gli strumenti di profilassi indiretta, rappresenta
una potenziale minaccia per la suinicoltura.

Alla luce delle evidenze epidemiologiche relative alle nuove specie di PPV riscontrate
in altri paesi europei, risulta difficile immaginare in Italia un quadro epidemiologico
che sia rimasto immutato negli anni, considerando soprattutto la peculiarita della nostra
zootecnia, altamente concentrata a livello territoriale ed interconnessa.

Con D’obiettivo di approfondire le informazioni sull’epidemiologia di PPV1 e delle
nuove specie di parvovirus suino in Italia, il presente studio si propone di indagarne la
presenza sul territorio italiano a partire da feti provenienti da focolai di reproductive
failure conferiti all’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia-
Romagna (IZSLER) nel biennio 2019-2020.

MATERIALI E METODI

Campionamento. Il presente studio ¢ stato condotto su campioni di feti suini conferiti
al’I’IZSLER nell’ambito dell’attivita diagnostica di routine nel biennio 2019- 2020,
provenienti da aziende del Nord Italia con focolai di reproductive failure in corso.
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Presso I’'Istituto, gli organi di interesse (fegato, polmone, cuore ¢ placenta) sono
stati prelevati e omogenati in pool di almeno tre feti, tranne per i feti abortiti nelle
prime fasi della gestazione che sono stati processati per intero. In Istituto, secondo un
protocollo standardizzato, gli omogenati sono stati sottoposti preliminarmente ad analisi
batteriologiche per Escherichia coli e Streptococcus suis e ad analisi molecolari per
porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), porcine circovirus 2 (PCV-2),
PPV1, Leptospira interrogans e Chlamydia spp. Un’aliquota per ogni scrofa ¢ stata conferita
al Laboratorio di Malattie infettive del Dipartimento MAPS. I’IZSLER ha condiviso inoltre
un database in Microsoft Excel® successivamente ampliato con i risultati quali-quantitativi
delle indagini biomolecolari condotte in questo studio per la ricerca di PPV.

Estrazione degli acidi nucleici. Dai campioni sono stati estratti gli acidi nucleici con il
kit Viral DNA/RNA (A&A Biotechnology), seguendo le istruzioni della casa produttrice.
Durante la fase di estrazione, ad ogni campione ¢ stata aggiunta un’aliquota di controllo
interno fornito dal kit QuantiFast Pathogen PCR+IC Kit (QIAGEN).

Disegno e produzione del plasmide. In assenza di campioni la cui positivita per le nuove
specie di PPV fosse nota e per standardizzazione, ¢ stato disegnato un plasmide contenente le
sequenze dei patogeni di interesse (PPV1-7) nelle regioni target delle metodiche di real-time
PCR scelte per lo studio (Mitek et al., 2019; Palinski et al., 2016).

In assenza di campioni a positivita nota per le nuove specie di PPV e per standardizzazione,
¢ stato disegnato un plasmide contenente le sequenze dei patogeni di interesse (PPV1-7)
(Mifek et al., 2019; Palinski et al., 2016).

Per il disegno del plasmide, sono state scaricate da Genbank le sequenze di riferimento
delle specie note di PPV. Dopo I’allineamento in MEGA X (Kumar et al., 2018) ai primer
delle metodiche di riferimento, i segmenti di genoma delle varie specie di PPV contenenti le
regioni target sono stati concatenati in un’unica sequenza in formato FASTA, poi inviato alla
ditta Genscript Biotech (Paesi Bassi).

Metodiche duplex real-time PCR. La ricerca di PPV1 ¢ PPV2, PPV3 e PPV6, PPV4 ¢
PPV5 ¢ stata svolta mediante tre duplex real-time PCR descritte da Mitek et al., (2019),
utilizzando gli stessi primer, sonde e combinazioni di patogeni. La ricerca di PPV7 ¢ stata
eseguita secondo la metodica descritta da Palinski et al., 2016, ¢ messa a punto in duplex,
insieme al saggio per la valutazione del controllo interno. Le metodiche sono state eseguite
con il kit QuantiFast Pathogen PCR+IC Kit (QIAGEN) e il termociclatore LightCycler® 96
Instrument (Roche).

La validazione delle metodiche di real-time PCR ¢ stata effettuata a partire da diluizioni
seriali in base 10 del plasmide concentrato 10® copie/uL, per la produzione delle curve
standard per la quantificazione ¢ la valutazione della sensibilita analitica.

Analisi statistica. L’analisi statistica dei dati ¢ stata eseguita tramite Microsoft Excel®. 1l
titolo virale ¢ stato quantificato nei campioni sperimentali se superiore al LOD della rispettiva
metodica, mentre valori inferiori al LOD sono stati comunque considerati ma registrati come
positivi non quantificabili. Le aziende di provenienza dei campioni sono state divise per
anno di conferimento. Le positivita rilevate per le singole aliquote sono state poi raggruppate
per azienda. Sono state quindi analizzate le frequenze di positivita ai PPV in funzione di
anno di campionamento, positivita agli altri patogeni del pacchetto diagnostico standard per
reproductive failure e azienda. La sintesi di queste analisi ¢ stata riportata tramite tabelle e
grafici, riassuntivi delle frequenze assolute e relative.
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RISULTATI

La validazione delle metodiche ha restituito i seguenti rispettivi valori di efficienza e limit
of detection (LOD): PPV1 =1.97 ¢ 10°copie/uL; PPV2=2.04 ¢ 10' copie/uL; PPV3 =1.82
e 10" copie/uL; PPV6 = 1.87 e 10°copie/uL; PPV4 = 1.76 e 10! copie/uL; PPV5=1.79 ¢
10! copie/uL; PPV7 =1.83 e 10' copie/pL.

I campioni oggetto delle analisi provenivano da 80 aziende, di cui 45 campionate nel 2019
e 54 nel 2020. Diciannove aziende (24,4%) hanno conferito campioni in entrambi gli anni
di monitoraggio.

Complessivamente, sono stati conferiti 562 feti analizzati in 163 aliquote, ognuna
corrispondente ad una scrofa.

PPV: aziende positive e co-infezioni. Nell’ottica di un aggiornamento epidemiologico
del PPV1 e di una prima ricerca dei PPV2-7, in Tabella 1 sono riportate le positivita sulle
aziende campionate per anno.

Il primo dato epidemiologico rilevante ¢ quanto emerge dalle aziende positive per PPV1
nel 2019 (6,7%) e nel 2020 (31,5%), per un totale di positivita pari al 25% delle aziende
testate, a cui solo un’azienda contribuisce in entrambi gli anni. Il PPV1 ¢ anche la specie
rilevata a concentrazioni piu elevate, con alcuni campioni che hanno registrato titoli molto
elevati, attorno a 107-10® copie/uL, in co-infezione rispettivamente con Chlamydia spp. e
con PCV-3.

Di rilievo epidemiologico interessante ¢ 1’identificazione di tutti i nuovi PPV2-7 in almeno
un’azienda tra quelle testate nel 2019, con una variabilita che va da un’azienda per i PPV4-
5 a9 aziende per il PPV6. Sia nel 2019 che nel 2020, le specie maggiormente identificate
sono in ordine PPV6-1-3-7.

Tabella 1: percentuali di aziende positive ai diversi PPV per anno (45 aziende nel 2019;
54 aziende nel 2020). Le aziende campionate entrambi gli anni sono 19. *Specie di PPV
presenti nella stessa azienda nel biennio 2019-2020.

Table 1: percentages of farms positive for each PPVs by year (45 farms in 2019; 54 farms
in 2020). Nineteen farms were sampled in both years. *PPV species present in the same
farm in 2019-2020.

Aziende positive per patogeno (conteggio e frequenza relativa)

PPV1* PPV2 PPV3 PPV4 | PPV5 PPV6 PPV7*

2019 3(6,7%) | 2(44%) | 8(17.8%) | 1(22%) | 1(22%) | 9(20,0%) | 6(13,3%)

2020

Totale

La percentuale di aziende positive per almeno una specie di PPV nel 2019 e nel 2020
¢ risultata essere rispettivamente pari al 46,7% (21/45) e al 57,4% (31/54). Fra queste,
il 23,8% (5/21) e il 29,0% (9/31) sono risultate positive per piu di una specie di PPV,
rispettivamente nel 2019 e nel 2020. I parvovirus riscontrati piu spesso in co-infezione
sono il PPV3 e il PPV6, sia nel 2019 che nel 2020, identificati nel 50% delle aziende in cui
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era presente una co-infezione tra PPV (n=14).

Co-infezioni fra PPV1-7 e altri agenti. La ricerca di altri patogeni responsabili di
reproductive failure condotta presso I’IZSLER ha riguardato tutte le 163 aliquote, tranne
per il PCV-3 che ¢ stato possibile testare solo in 107 campioni. Nel complesso, le aziende
testate per PCV-3 sono 65, di cui 35 testate nel 2019, 23 nel 2020, e 7 in entrambi gli anni.
Le percentuali delle aziende positive ai PPV e agli altri patogeni oggetto di screening sono
riportate in Tabella 2.

Tabella 2: percentuali di aziende positive ai diversi agenti infettivi sul totale delle aziende
campionate (n=80). *Le percentuali relative a PCV-3 si riferiscono ad un totale di 42 e 30
aziende testate rispettivamente nel 2019 e 2020, e ad un totale di 65 aziende nel biennio
(sette aziende testate sia nel 2019 che nel 2020).

Table 2: percentages of farms positive for each infectious agents out of total farms sampled
(n=80). *Percentages for PCV-3 refer to a total of 42 and 30 companies tested in 2019 and
2020, respectively, and a total of 65 companies in the two-year period (seven companies
tested in both 2019 and 2020).

Aziende positive per patogeno (conteggio e frequenza relativa)

Leptospira| Chlamydia

Anno PPV1 PPV2-7 | Batteriologico | PRRSV PCV-2 PCV-3*
spp. spp.

A | 3(6,7%) | 19(42.2%) | 11 (244%) | 7(15,6%) | 14 (31,1%) | 10 (23.8%) | 0(0%) | 3 (6.7%)

2020

Totale

Dalle analisi condotte presso I'IZSLER, il patogeno maggiormente identificato ¢ il PCV-2. Le
co-infezioni tra PCV-2 e almeno una specie di PPV risultano abbastanza comuni essendo state
descritte nel 23,8% (19/80) del totale delle aziende testate e nel 59,4% (19/32) di quelle positive
per PCV-2.

I1 PPV1 ¢ stato riscontrato come singolo agente solo in una azienda (2,2%) nel 2019 (n=45) e in
3 (5,6%) nel 2020 (n=54).

Le aziende positive a PPV1 e almeno un altro agente virale e batterico tra quelli ricercati risultano
essere rispettivamente il 2,2% e il 4,4% nel 2019 (n=45) e il 20,4% e il 5,6% nel 2020 (n=54).

Complessivamente, i nuovi PPV sono stati rilevati singolarmente nel 17,8% (8/45) e nel
7,4% (4/54) delle aziende testate rispettivamente nel 2019 ¢ nel 2020. Nessuna azienda ha
registrato una positivita esclusivamente per i PPV4-5, mentre il PPV2 ¢ I’unico a essere stato
individuato sempre in co-infezione con una delle altre specie tra PPV3,6,7. I parvovirus che
piu frequentemente sono stati rilevati in assenza di qualsiasi altro patogeno sono il PPV3 nel
2019, e il PPV6 nel 2020.

Nel 2019, le nuove specie di parvovirus sono state identificate in co-infezione con almeno uno
degli altri agenti virali (PPV1 compreso) nel 20,0% (9/45) e degli agenti batterici nell’8,9%
(4/45) del totale delle aziende campionate in quell’anno. Nel 2020 queste percentuali hanno
raggiunto rispettivamente livelli del 22,2% (12/54) e dell’11,1% (6/54) delle aziende.

La Figura 1 riassume le percentuali delle aziende positive a PPV1 come singolo agente e in
co-infezione con gli altri patogeni sul totale delle aziende testate nel relativo anno. La Figura
2 riporta la stessa sintesi relativamente alle specie PPV2-7.

183



PPV1 E COINFEZIONI
HPppy1(2019) EPPVI (2020)

Figura 1: percentuali delle aziende positive a PPV1 come singolo agente e in co-infezione
con gli altri patogeni. Le percentuali sono riferite ad un numero totale di 45 aziende nel 2019
e 54 nel 2020. Le percentuali per la co-infezione PPV1 con PCV3 si riferiscono ad un totale
di 42 ¢ 30 aziende testate per PCV3 rispettivamente nel 2019 e 2020.

Figure 1: Percentages of farms positive for PPV1 as single agent or in co-infection with
other pathogens. Percentages refer to a total number of 45 farms in 2019 and 54 in 2020.
Percentages for PPV1-PCV3 co-infection refer to a total of 42 and 30 farms tested for PCV3
in 2019 and 2020, respectively.

PPV2-7 E COINFEZIONI

m2019 B2020

I O

Figura 2: percentuali delle aziende positive ad almeno una delle specie PPV2-7 come singoli
agenti e in co-infezione con gli altri patogeni. Le percentuali sono riferite ad un numero totale
di 45 aziende nel 2019 e 54 nel 2020. Le percentuali per la co-infezione PPV2-7 con PCV3 si
riferiscono ad un totale di 42 e 30 aziende testate per PCV3 rispettivamente nel 2019 e 2020.
Figure 2: Percentages of farms positive for PPV2-7 as single agents or in co-infection with
other pathogens. Percentages refer to a total number of 45 farms in 2019 and 54 in 2020.
Percentages for new PPVs-PCV3 co-infection refer to a total of 42 and 30 farms tested for
PCV3 in 2019 and 2020, respectively.
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DISCUSSIONE

Il presente studio fornisce sia un aggiornamento epidemiologico sulla circolazione del
PPV1 sia una prima evidenza di circolazione delle nuove specie di PPV in Italia, in co-
infezione e come singoli agenti.

Le frequenze riscontrate per PPV1 attestano una sua non trascurabile circolazione negli
allevamenti italiani e, alla luce dell’azione non sterilizzante del vaccino ad oggi utilizzato,
questo dato non deve meravigliare. Poiche il vaccino ¢ ritenuto in grado di prevenire
I’insorgenza della malattia, appare curioso il riscontro di outbreak di patologia riproduttiva
in aziende positive esclusivamente al PPV1 sia nel 2019, che nel 2020. Per quanto
un’inadeguata gestione della vaccinazione appaia I’ipotesi piu probabile, queste evidenze
non possono non stimolare importanti considerazioni e valutazioni sull’ effetto sinergico
del PPVI1 con altri patogeni nel meccanismo patogenetico del reproductive failure,
sulla possibile inefficacia del vaccino nel prevenire la malattia per nuovi ceppi di PPV1
(Zeeuw et al., 2007) e, parallelamente, sul possibile ruolo della vaccinazione come driver
di evoluzione (Read & Mackinnon, 2010). Per rispondere a questi interrogativi saranno
necessari studi dedicati che prevedano analisi di tipo filogenetico, per approfondire gli
aspetti molecolari dell’epidemiologia di PPV 1.

Meritevoli di discussione sono anche i risultati relativi a PPV2-7. L’aver individuato
tutte le nuove specie di PPV sia come singoli agenti, ad eccezione di PPV4-5, sia in co-
infezione con altri patogeni in feti raccolti da focolai di reproductive failure, potrebbe
essere un indizio di un loro potenziale ruolo eziologico primario e/o sinergico nella
patologia riproduttiva. Le diverse frequenze riscontrate per le nuove specie, oltre ad
essere condizionate da motivi di natura epidemiologica, potrebbero essere imputabili al
loro diverso tropismo tissutale. Studi precedenti descrivono infatti i fluidi orali come la
matrice con il piu alto tasso di rilevamento per quasi tutti i PPV (Mitek et al., 2019); per il
PPV4 anche i tessuti fetali sembravano promettenti (Csagola et al., 2012). Nonostante la
matrice analoga e la plausibilita epidemiologica della presenza di PPV4 e 5, il nostro studio
ne evidenzia una circolazione molto limitata in Italia. Tuttavia, la scarsa efficienza della
metodica per la ricerca di PPV4 ¢ 5 osservata gia in fase di validazione, potrebbe essere
ricondotta all’utilizzo della stessa coppia di primer nella duplex real-time PCR. Questo
rappresenta un potenziale ulteriore punto critico da indagare ed eventualmente risolvere.
Questo studio descrive inoltre il rielievo delle specie PPV2-3-5 per la prima volta in casi
di reproductive failure.

CONCLUSIONI

Il rilevamento delle nuove specie di parvovirus ha dimostrato la loro circolazione nel
territorio italiano e la co-infezione con agenti patogeni per i quali ¢ gia stato descritto un
sinergismo con il PPV1. Questo potrebbe far ipotizzare una rilevanza clinica per queste
nuove specie virali. Tuttavia, il solo rinvenimento in campioni provenienti da focolai di
reproductive failure non ¢ sufficiente per supportarne il nesso causale. Pertanto, si rendono
necessari ulteriori studi dedicati e standardizzati, che prendano in considerazione soggetti
sani e malati, varie matrici e categorie produttive, per verificare il reale impatto delle nuove
specie di parvovirus e descriverne la circolazione.
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RIASSUNTO

Questa tesi ha studiato I’effetto di una riduzione della quantita di alimento e del contenuto di
amminoacidi della dieta su comportamento alimentare, escrezioni di azoto, prestazioni e qualita
della carne e del prosciutto dei maiali. Novantasei maiali sono stati alimentati ad libitum (AL)
o mediante una leggera restrizione alimentare (RF), con diete convenzionali (HAA) o con
basso contenuto di amminoacidi (LAA). I dati raccolti da stazioni automatiche di alimentazione
hanno mostrato 1‘effetto delle due strategic sul comportamento alimentare e le sue relazioni con
performance e qualita della carcassa. Il regime RF ha ridotto le performance, il peso ed il grasso
delle carcasse, ma ha aumentato I’efficienza alimentare. La dieta LAA ha avuto effetti opposti,
senza alterare I’efficienza. Le due strategie hanno ridotto I’escrezione di azoto. Tra i parametri
di comportamento alimentare, la velocita d’ingestione era molto correlata alle prestazioni e
alle caratteristiche della carcassa: i maiali che mangiavano piu rapidamente avevano maggiori
accrescimenti e pesi delle carcasse e minore incidenza di tagli magri, rispetto ai maiali piu lenti.
Infine, si ¢ valutato I’effetto di una dieta LAA sulla qualita di 40 prosciutti crudi, ottenuti da due
diverse linee genetiche (Danbred ed Anas): la dieta LAA ha aumentato il grasso del prosciutto.
Un lieve razionamento e le diete LAA appaiono delle buone strategie per ridurre i costi alimentari
e I’'impatto ambientale degli allevamenti suinicoli.

ABSTRACT

This thesis evaluated the effect of a reduction in feed allowance and in dietary amino acids
(AA) on feeding behaviour, growth performance, N excretion, carcass and hams quality traits of
growing pigs.

Ninety-six barrows were fed, according to an ad libitum or a restricted (RF) feeding regime with
conventional (HAA) or low protein and AA diets (LAA). The data from automatic feeding stations
showed the effects of both treatments on feeding behaviour and its phenotypic correlations with
growth performances and carcass traits. Feed restriction decreased feed intake, carcass weight,
backfat depth, but increased gain:feed ratio. The LAA diet increased feed intake, carcass weight
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and the intramuscular fat content, with no effects on the feed efficiency. Both these feeding strategies
reduced nitrogen excretion. Feeding patterns, especially the feeding rate, were strongly correlated
with performance and carcass traits: the pigs eating faster showed greater body weights, average
daily gains (ADG), carcass weights and lower proportions of lean cuts than pigs eating slowly.
Lastly, the influence of LAA diets on the quality of 40 dry-cured hams obtained from two genetic
groups (Danbred and Anas) was evaluated: LAA diet increased the lipid content of the dry-cured
hams.

There is a potential in the use of a mild restriction in feed allowance and in dietary protein and AA
content as effective strategies to reduce the environmental impact and the N excretion of the pig
industry.

INTRODUZIONE

L’allevamento per la produzione di generi alimentari ¢ oggi responsabile del 14.5% delle emissioni
globali di gas serra (Gerber et al., 2013) e I’industria suinicola produce da sola il 9% della quantita
totale di gas serra emessi dal settore zootecnico. Le principali fonti di inquinamento sono le
attivita per la produzione degli alimenti destinati all’alimentazione del bestiame e la gestione dei
liquami in allevamento.

L’indice di conversione alimentare rappresenta la capacita del maiale di convertire I’energia
fornita col mangime, in energia per la crescita e varia a seconda di fattori intrinseci all’animale
(eta, genetica, stato di salute) ed esterni (sistema di allevamento, alimentazione). Un elevato indice
di conversione ¢ associato ad una scarsa efficienza alimentare e pud determinare un aumento
dei costi alimentari, delle escrezioni e quindi dell’impatto ambientale dell’allevamento. Pertanto,
la suinicoltura ¢ chiamata oggi a trovare le soluzioni piu innovative per garantire prodotti eco-
friendly e migliorare I’efficienza alimentare e I’economicita del processo produttivo.

A tale scopo, una restrizione alimentare e una riduzione del contenuto proteico e amminoacidico
delle diete possono rivelarsi delle buone soluzioni per la riduzione delle emissioni (Osada et
al., 2011). Gli effetti di tali strategie alimentari sulle performance e sulla qualita di carcassa e
carne dei maiali, sono stati ampiamente studiati, anche per mezzo di stazioni automatiche di
alimentazione in grado di registrare il comportamento alimentare dei maiali. Tuttavia, ancora oggi
esistono pareri discordanti. Pertanto, 1’obiettivo di questa ricerca ¢ valutare I’effetto di una leggera
restrizione alimentare e di una riduzione del contenuto proteico e amminoacidico della dieta su
comportamento alimentare, prestazioni produttive, escrezioni di azoto, e qualita di carcassa, carne
e prosciutti di maiali in accrescimento, alimentati mediante stazioni automatiche.

MATERIALI E METODI

Tutte le procedure sperimentali sono state approvate dal “Comitato Etico per la Cura e I’Utilizzo
di animali a fini sperimentali” dell’Universita degli Studi di Padova.

Modello sperimentale

La prova ha coinvolto 96 maiali castrati di genetica Topigs x Talent, ospitati in 8 box multipli
con una densita di 12 animali/box. Ciascun box era munito di un abbeveratoio e di una stazione
automatica di alimentazione (Compident Pig — MLP, Schauer Agrotronic, Austria). All’interno
dello stesso box, per tutto il periodo della prova, 6 maiali sono stati alimentati ad libitum (AL)
mentre i restanti mediante un regime razionato (RF) suggerito dal manuale della casa genetica. A
partire dagli 83 kg di peso vivo, i maiali di 4 box sono stati alimentati con una dieta convenzionale
(HAA) ed i restanti con un mangime con livelli di proteina ¢ amminoacidi ridotti (LAA). In
entrambe le diete, il contenuto di AA veniva ridotto passando dalla prima (86-118 kg PV) alla
seconda fase di finissaggio (118-145 kg PV). I dettagli sulla composizione ¢ sui valori nutrizionali
dei mangimi sono riportati nelle tabelle 1 e 2. Durante il corso della prova, 4 maiali sono morti ed
i loro dati rimossi; pertanto, nel database finale sono stati considerati solo 92 animali.
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Composizione corporea e bilancio della lisina e dell’azoto (N)

Tutti i maiali venivano pesati con cadenza settimanale mediante una bilancia elettronica, mentre
ogni 2 settimane veniva rilevato lo spessore del grasso dorsale mediante dispositivo ad ultrasuoni
A-mode (Renco Lean-Meater series 12, Renco Corporation, Minneapolis, USA). A partire da
questi dati, si ¢ proceduto alla stima della composizione corporea e dell’utilizzo dell’energia,
secondo le procedure descritte da Gallo et al. (2014). Per il bilancio dell’azoto, ¢ stata prima
calcolata I’ingestione di lisina digeribile standardizzata a livello dell’ileo (SID), moltiplicando il
consumo giornaliero per il contenuto di lisina SID del mangime, mentre i fabbisogni di lisina SID
sono stati calcolati a partire dalle equazioni suggerite dall’NRC (2012) [14, eq. 8-42 and 8-43].
Infine, I’escrezione di N ¢ stata calcolata come N ingerito — N ritenuto, quest’ultimo calcolato a
partire dalla ritenzione di proteina corporea stimata (Pr/6.25).

Macellazione, caratteristiche della carcassa, della carne e dei prosciutti crudi

Tutti i maiali sono stati macellati nello stesso giorno, dopo 24 ore di digiuno e 2 ore di riposo
presso il macello, ad un peso vivo medio di 143.3 kg. Gli animali sono stati storditi e abbattuti
secondo le procedure stabilite dal macello. Le carcasse sono state scaldate, pelate, eviscerate,
divise in mezzene e pesate. La percentuale di carne magra ¢ stata valutata dallo spessore del
grasso dorsale e dalla profondita del lombo, misurati attraverso FOM (Fat-O-Meat’er, Carometec,
Soeborg, Denmark). Quindi le carcasse sono state sezionate nei principali tagli commerciali,
distinti in tagli magri e tagli grassi, dei quali sono stati registrati i pesi. Infine, su un campione di
Longissimus lomborum (LL) per ciascuna carcassa ¢ stata condotta 1’analisi chimica secondo le
procedure AOAC (2012).

Per la valutazione della qualita dei prosciutti crudi, si fa riferimento alle procedure utilizzate
nell’ultimo contributo di questa tesi, dove sono stati selezionati 40 prosciutti crudi, simili a San
Daniele, e rappresentativi non solo delle due diete, HAA e LAA, ma anche di due sessi (Scrofette
VS Maschi Castrati) e di due tipi genetici con maggior accrescimento proteico (Danbred) e lipidico
(Anas). I campioni sono stati sottoposti ad analisi di laboratorio per determinare la composizione
chimica, secondo le procedure precedentemente indicate, ed altri parametri.

Comportamento alimentare

Il comportamento alimentare dei maiali ¢ stato misurato attraverso 8 stazioni automatiche di
alimentazione. I maiali del gruppo AL potevano alimentarsi senza nessun tipo di restrizione
durante tutta la giornata; al contrario, i maiali RF potevano consumare porzioni della loro razione
giornaliera soltanto durante tre finestre temporali: fino ad un 33% dalle ore 00:01 alle 08:00, 66%
dalle 08:01 alle 16:00 e 100% dalle 16:01 alle 24:00. Quando un maiale si trovava in prossimita
della stazione di alimentazione veniva riconosciuto tramite un bottone auricolare ¢ la stazione era
in grado di registrare la data, 1’ora di entrata e di uscita e la quantita di mangime consumata. Se un
maiale RF aveva consumato la quantita di alimento stabilita per quella finestra temporale o quel
giorno, il mangime non veniva piu erogato.

Durante tutto il periodo della prova, le 8 stazioni di alimentazione hanno raccolto 107 259 dati,
successivamente editati mediante il software R (R Development Core Team, Vienna, Austria) ¢
utilizzati per studiare il comportamento alimentare dei maiali.

I parametri di comportamento calcolati sono i seguenti:

- consumo giornaliero di alimento = la somma dei consumi effettuati da un maiale durante le visite
giornaliere alla mangiatoia;

- numero di visite, distinte in visite vere e visite “false” (con consumo = 0);

- durata giornaliera di alimentazione = la somma della durata di tutte le visite giornaliere effettate
da un maiale;

- velocita di ingestione = rapporto tra consumi medi per visita e durata media delle visite.
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Analisi statistica

Tutti i dati relativi a performance, comportamento alimentare, caratteristiche della carcassa e
qualita della carne e del prosciutto crudo, sono stati analizzati mediante la procedura MIXED di
SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC), secondo il modello seguente:

y=p+FR+AA+FR X AA+box(AA) +e;

dove p= intercetta, FR = regime alimentare, AA = contenuto di amminoacidi, box(AA) = fattore
random di box entro AA, FR x AA = interazione tra regime alimentare e contenuto amminoacidico,
e = residuo casuale.

Per lo studio delle relazioni tra comportamento alimentare, prestazioni produttive e caratteristiche
della carcassa sono state utilizzate prima una PROC GLM di SAS, per depurare i parametri di
comportamento alimentare dagli effetti dei trattamenti alimentari, ¢ poi PROC CORR. Poiché¢ la
velocita di ingest