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Riassunto

11 batterio anaerobio Brachyspira hyodysenteriae ¢ 1’agente eziologico della dissenteria suina
(SD); malattia descritta da quasi un secolo ma per la quale mancano ancora dati relativi alla
trasmissione in allevamento, fondamentali per impostare sistemi di controllo.

Scopo di questo lavoro ¢ stato quello di verificare le modalita di escrezione in un allevamen-
to da ingrasso endemicamente infetto, in presenza ed in assenza di diarrea, ed effettuare un
confronto tra le due metodiche, batteriologico ¢ PCR real-time.

B. hyodysenteriae ¢ stata isolata dagli animali a partire dai 4 mesi circa di vita, mostrando
un profilo multiresistente. La correlazione effettuata tra esame colturale e PCR real-time ¢
risultata buona.

L’infezione non si ¢ limitata ad un periodo circoscritto, ma ha interessato tutta la durata
del ciclo, a dispetto dei trattamenti antimicrobici. Lo stesso animale poteva eliminare B.
hyodysenteriae in modo continuativo fino ad un massimo di sei settimane; inoltre, alcuni
soggetti hanno eliminato il batterio in momenti diversi, anche a distanza di 10 settimane,
con o senza diarrea. Infine, 1’infezione si ¢ diffusa lentamente in allevamento, interessando i
singoli box in momenti diversi, dimostrandone la marcata clusterizzazione.

I dati confermano la necessita di individuare misure di controllo della SD non basate sul trat-
tamento antimicrobico, in un contesto di crescente pressione per la riduzione dell’impiego di
antibiotici in suinicoltura.

Abstract

Brachyspira hyodysenteriae is the etiological agent of swine dysentery (SD), an enteric disease
which has been known about for almost a century, but there are few studies on the epidemiology
of B. hyodysenteriae infection in swine herds, fundamental for setting up control systems. The
focus of this study was to investigate the spread of B. hyodysenteriae in an endemically infected
finishing herd with and without diarrhoea and to compare the two techniques, bacteriological and
real-time PCR.

B. hyodysenteriae was isolated from animals four months old, with a multi-drug resistant pro-
file. The correlation between the results from bacterial culture and real-time PCR in the finish-
ing samples was rather good. The infection was not limited to a specific period, but affected
the entire finishing cycle, in spite of antimicrobial treatments. The same animal was able to
eliminate B. hyodysenteriae continuously up to a maximum of six weeks; in addition, some
pigs eliminated the bacteria at different times, even after 10 weeks, with or without diarrhoea.
Finally, the infection spread slowly in the herd, in the different boxes at different times, showing
marked clustering.

The data confirm the necessity to find systems of SD control not based on antimicrobial treat-
ment, in a context of increasing pressure to reduce the use of antibiotics in pig farming.
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INTRODUZIONE:

La dissenteria suina (Swine Dysentery, SD), di cui ¢ responsabile il batterio Brachyspira
hyodysenteriae, ¢ una malattia enterica infettiva trasmissibile che si manifesta prevalen-
temente nelle fasi di magronaggio ed ingrasso. Clinicamente, la patologia si manifesta
attraverso una diarrea muco-emorragica, con prevalenza e gravita variabile: la morbilita
puo raggiungere il 75%, mentre la mortalita si attesta generalmente tra il 5 e il 25% (1).
L’infezione ¢ generalmente introdotta negli allevamenti attraverso soggetti asintomatici
e all’interno delle aziende tende a permanere in modo endemico, con frequenti recidive.
Il contagio tra individui avviene in maniera diretta mediante le feci infette; la malattia si
manifesta di norma dopo 10-14 giorni dal contatto (2). Nella fase acuta il soggetto puo
eliminare fino a 108-109 cellule batteriche per ogni grammo di feci; il patogeno puo es-
sere individuato nel materiale fecale per un periodo anche di 70 giorni dopo la scomparsa
dei sintomi (2). Si assiste, percio, ad un’evidente alterazione dei parametri produttivi,
con riduzione del tasso di crescita e della efficienza della conversione alimentare, ai
quali si devono aggiungere gli eventuali costi terapeutici. La dissenteria suina ¢ quindi
considerata una malattia dall’impatto economico rilevante (3).

L’individuazione della infezione nei suini ¢ particolarmente problematica. La sintoma-
tologia si pud facilmente confondere con quella derivante da altre patologie; inoltre, in
alcuni individui essa non risulta apprezzabile per effetto di altri fattori, quali la parziale
efficacia di trattamenti precedenti e 1’assunzione di diete in grado di contrastare i sintomi
).

Nonostante la SD sia una malattia descritta da quasi un secolo, gli studi relativi all’epi-
demiologia della infezione da B. hyodysenteriae negli allevamenti suini sono scarsi (5).
Pertanto risulta utile approfondire le conoscenze sulla diffusione e la trasmissione del
patogeno negli allevamenti.

Scopo del presente lavoro, dunque, ¢ stato quello di verificare le modalita di escrezione
di B. hyodysenteriae in condizioni di campo in suini da ingrasso in presenza ed in assen-
za di diarrea, appartenenti ad un allevamento endemicamente infetto. Gli animali sono
stati esaminati tramite metodiche tradizionali (valutazione della sostanza secca fecale ed
esame colturale) e in PCR real-time, allo scopo di quantificare 1’escrezione del patogeno
nel corso di un naturale focolaio di dissenteria suina.

MATERIALI E METODI:

Campionamento

E stato effettuato uno studio di coorte in una azienda di suini da ingrasso dell’Italia
centrale, con un’anamnesi positiva per SD negli anni precedenti. Nell’allevamento, sono
stati registrati i dati relativi alla somministrazione di antimicrobici agli animali. La setti-
mana precedente I’inizio della sperimentazione, sono stati effettuati tamponi ambientali
ed esaminati i roditori catturati in azienda. Gli animali, 50 soggetti distribuiti in due
capannoni, sono stati identificati singolarmente, e sottoposti a prelievo all’ingresso in
azienda. Con cadenza settimanale, ¢ stata effettuata una osservazione clinica dei sui-
ni, per registrare 1’eventuale presenza di diarrea. Successivamente, ¢ stato effettuato un
campionamento di feci o tampone rettale, su base individuale. Tutti i campioni, mante-
nuti a temperatura di refrigerazione e conferiti al laboratorio entro 4 ore, sono stati sot-
toposti a test batteriologico selettivo per la ricerca di Brachyspira spp. e alla valutazione
della sostanza secca fecale. Nel caso I’animale presentasse diarrea, i campioni sono stati
sottoposti ad esame batteriologico per escludere la presenza di ETEC e Salmonella spp.
e a PCR nested per escludere la presenza di Lawsonia intracellularis. Un’aliquota ¢ stata
conservata a -20°C per 1’esecuzione della PCR real-time.

108



Stima della sostanza secca fecale

E stata effettuata mediante tecnica di essicamento a microonde, come descritto da Pedersen (6).
Il calcolo della sostanza secca fecale ¢ stato effettuato secondo la seguente formula:

SS% = (peso finale— tara)/peso feci inziale x 100.

I dati relativi alla sostanza secca fecale sono stati suddivisi in quattro categorie, sulla base dei
valori di cut-off indicati da Pedersen (6).

Esame colturale selettivo per Brachyspira spp.

L’esame colturale ¢ stato effettuato come altrove descritto (7). In breve, ¢ stata effettuata
una semina del materiale fecale in TSA-BJ medium, seguita da incubazione a 41,5°C +
1°C per 5 giorni. Le colture sono state identificate come sospette basandosi sulla presen-
za di emolisi e sull’esito dell’esame microscopico.

Le colonie provenienti dalle piastre positive sono state, quindi, sottoposte ad estrazione
del DNA mediante bollitura, seguita da PCR end-point secondo il protocollo descritto
da La (8).

Esame colturale per la ricerca di ETEC e Salmonella spp.

E stato effettuato un esame batteriologico dalle feci utilizzando due terreni Agar sangue
(AS) e McConkey Agar (MC), seguito da un’incubazione di 37°C per 24-48 ore. Al ter-
mine di questo periodo ¢ stata valutata crescita e la morfologia delle colonie batteriche.
Successivamente, le colonie sospette per E. coli e Salmonella spp. su base morfologica
e con riferimento alla produzione di lattosio sono state isolate, annotando ’eventuale
presenza di emolisi. Le colonie sono state quindi sottoposte a conferma biochimica (API
Rapid 20E, Bio-Merieux). Infine, ¢ stata effettuata una ricerca dei geni codificanti per i
principali fattori di virulenza per i ceppi di E. coli tramite PCR (9).

PCR per Lawsonia intracellularis
Sono stati sottoposti a PCR nested per la ricerca di L. intracellularis i campioni di feci diar-
roiche seguendo la metodica descritta da Jones (10).

Test della Minima Concentrazione Inibente

Isolati positivi per B. hyodysenteriae e B. pilosicoli sono stati sottoposti al test della Minima
Concentrazione Inibente (MIC) sulla base di quanto gia descritto da Rohde (11). I breakpoint
clinici per I’interpretazione dei dati di MIC per B. hyodysenteriae sono stati proposti da
Ronne e Szancer (12).

PCR real-time

Sono stati esaminati 244 campioni fecali selezionandoli da diversi animali e da diversi stadi
di infezione.I DNA estratti dalle feci sono stati analizzati tramite PCR real-time multiplex
come descritto da Willems nel 2010 (13). I primer e le sonde utilizzate sono dirette all’ampli-
ficazione del gene nox per Brachyspiraspp. e del gene aspA per L. intracellularis. La reazione
e I’analisi quantitativa sono state condotte sulla base di quanto gia descritto (14). Le reazioni
sono state eseguite utilizzando la piattaforma FAST 7500 HT Sequence Detection System
(Life Technologies).

Analisi statistica

E stata valutata la concordanza tra PCR real-time ed esame colturale per B. hyodysenteriae
utilizzando il test K di Cohen.
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RISULTATI E DISCUSSIONE:

I tamponi ambientali effettuati prima dell’ingresso dei suini in allevamento sono risultati
negativi. Nel corso del lavoro, sono stati effettuati 50 campioni in 21 giornate diverse.
Trentadue suini nella coorte hanno eliminato B. hyodysenteriae almeno una volta nel corso
dell’indagine. Tuttavia questo numero potrebbe essere sottodimensionato, perché 21 anima-
li non sono stati seguiti fino al termine dell’indagine, principalmente per la perdita dell’ear
tag a partire dal quindicesimo prelievo.

Per quanto riguarda la presenza di altri patogeni nelle feci diarroiche, durante il lavoro
nessun campione ¢ risultato positivo per Salmonella spp. Al contrario, nelle prime fasi del
campionamento (suini fino ai 3 mesi di eta), 10 campioni sono risultati positivi per E. coli
emolitico, di cui uno solo positivo anche a B. hyodysenteriae. Gli animali campionati erano
stati sottoposti a diversi trattamenti antimicrobici durante la loro carriera produttiva. A 3
mesi gli ¢ stata somministrata tiamulina per 10 gg (160 ppm), a 4 mesi di eta tilosina per
Sgg (200 ppm), a 5 mesi aivlosina per 7 gg (63,75 ppm) e nuovamente tiamulina a 6 mesi
per 10 gg (160 ppm) e a 7 per 20 gg (80 ppm). I dati relativi alla categorizzazione delle feci
e all’esito dell’esame colturale sono indicati in tabella 1, mentre in griglia 1 sono mostrati
i risultati dei campionamenti effettuati nel corso dell’indagine, suddivisi individualmente e
per box.

La correlazione effettuata tra esame batteriologico e PCR real-time a partire dai campioni
provenienti dall’ingrasso, ¢ risultata buona, collocandosi a un valore di 0,758 (I.C. 95%
0.627-0.889), che ¢ considerato nella scala di Altman un accordo buono. La PCR real-time
ha permesso di evidenziare costantemente un numero di suini escretori piu elevato, anche se
non puo essere ancora identificata come uno strumento per escludere la presenza di portato-
ri, anche a motivo del suo costo elevato.

Dall’esame generale dei risultati emerge innanzitutto la lunga durata dell’escrezione batte-
rica: il primo animale escretore ¢ stato infatti rilevato a distanza di due mesi circa dall’in-
troduzione in azienda, e 1’escrezione ¢ proseguita ininterrottamente nella coorte fino al ter-
mine del ciclo produttivo. Non solo, anche la presenza di diarrea associata ad infezione
si € mantenuta per tutta la durata del lavoro. Non abbiamo potuto infatti osservare una
maggiore suscettibilita alla infezione alla malattia in suini di una eta definita. Lo stesso
animale poteva eliminare B. hyodysenteriae con le feci in modo continuativo fino ad un
massimo di sei settimane. Inoltre, si sono osservati casi di animali che hanno eliminato B.
hyodysenteriae in momenti diversi, anche a distanza di dieci settimane uno dall’altro. La
presenza di diarrea associata ad escrezione si ¢ osservata per un massimo di due prelievi
consecutivi, ma in alcuni casi si ¢ registrata nello stesso animale a distanza anche di dieci
settimane. Questi dati sottolineano la mancata correlazione tra la SD e una precisa fascia di
eta, a differenza di quanto si osserva per altre infezioni che colpiscono i suini da ingrasso,
confermando quanto descritto da Patterson (5). La correlazione all’esame colturale tra la
presenza di B. hyodysenteriae e la valutazione della sostanza secca fecale di categoria 3 e 4
(suini sintomatici) ¢ stata di circa il 30%; nel 70% dei casi si € osservata una escrezione di
B. hyodysenteriae senza la presenza di diarrea.

Un aspetto che accomuna I’andamento della infezione nell’allevamento all’ingrasso e nelle
riproduttrici (14) ¢ la presenza di una clusterizzazione spaziale della infezione; infatti, ani-
mali appartenenti allo stesso box e nello stesso capannone hanno mostrato escrezione nello
stesso periodo.

In questo contesto appare evidente la necessita di misure di controllo della SD non basate
sul trattamento antimicrobico. Infatti questi non sono spesso piu efficaci per la presenza di
ceppi multi-resistenti, mentre 1’uso indiscriminato di antibiotici sta divenendo inaccettabile
per ragioni di sanita pubblica, legate alla necessita di contenere I’antibiotico-resistenza.
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Categorie di sostanza Campioni di feci positivi per
secca fecale B. hyodysenteriae (%)
1 39(59.1)
2 5(7.6)
3 11(16.7)
4 9(13.6)
Non eseguiti 2(3)
Totale 66 (100)

Tabella 1: distribuzione dei campioni di feci positivi per B. hyodysenteriae all’esame batte-
riologico, suddivisi per categoria di sostanza secca. Tra parentesi il valore in percentuale (%).
I campioni che rientrano nella categoria dei ‘non eseguiti’ si riferiscono a quei casi in cui lo
scarso contenuto della ampolla rettale non ha consentito I’esecuzione del test.

TEGENDA:
@ Suino positive per B. kyodysenteriae/presenza diarrea O Suino negativo per B kyod
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Griglia 1: sono indicati i prelievi, il capannone di appartenenza e relativi box dei suini campionati.
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Identificativo | n. copie di DNA/ N— —
Campione g di feci

1 7,82*%104 pos 1
3 1,07%108 pos 1
4 4,58%10° pos 1
6 4.47*%104 pos 1
7 4,07*109 pos 3
16 8,65*10* neg 1
21 1,31*%10° neg 1
24 1.67*%10° pos 3
32 4,51%106 pos 1
34 1,19*%107 pos -+
35 5,03*107 pos 2
37 2,60*106 pos -
6 7,96%10° pos 4
38 1,31%104 pos 1
39 8,15%10° pos 1
14 6,46%10* pos 1
41 4,54*106 neg 4
43 1,61%10° neg 1

Tabella 2: sono indicati i campioni positivi in PCR real-time per B. hyodysenteriae, I’animale
di provenienza, il relativo esito dell’esame colturale e la categoria di sostanza secca fecale. E
indicata la stima delle copie di DNA/g di feci dopo quantificazione.
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