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PREFAZIONE

Cari Soci,

anome del Consiglio Direttivo, sono lieto di accogliervi al 49° Meeting Annuale di SIPAS. Come da tradizione,
il volume degli atti si apre con una prefazione e quest’anno tocca a me. Rileggendo le parole di chi mi ha
preceduto mi rendo conto di quanto anche il nostro sia un mondo in continua evoluzione dove, 1’unica via
per sopravvivere ¢ abbracciare il cambiamento ed evolversi con esso. E con questo spirito che SIPAS ha
contribuito e continua a contribuire alla suinicoltura italiana.

Se dal punto di vista economico il 2023 ha confermato le attese, con il calo dei prezzi delle materie prime
che ha portato a una progressiva riduzione dei costi di produzione e un valore di mercato del suino grasso
sostanzialmente stabile, lo stesso non si puo dire per 1’aspetto sanitario.

11 29 agosto, la conferma del primo focolaio di PSA in un allevamento commerciale in provincia di Pavia ha
sconvolto il panorama suinicolo italiano. Gli allevatori pavesi hanno dovuto affrontare 1’abbattimento di decine
di migliaia di capi, la gestione di zone di restrizione con vincoli alla movimentazione e il deprezzamento dei loro
animali. Le regioni limitrofe hanno sopperito alla necesssita di implementare misure di biosicurezza rafforzata,
con una costante attenzione alla difesa dei loro allevamenti da una patologia che rischia 1’endemizzazione,
con le possibili devastanti ripercussioni economiche note a tutti. A cio si aggiunge la circolazione di ceppi
di PRRSv ad alta virulenza, sempre piu diffusi nel nostro paese. Anche quest’anno SIPAS ritiene importante
mantenere alta I’attenzione su questi aspetti prevedendo due tavole rotonde dedicate.

Allevatori e veterinari si trovano nella difficile posizione di lavorare incessantemente per garantire un alto
livello di benessere agli animali e la salubrita dei prodotti derivati, riducendo al tempo stesso I'impiego di
farmaci antimicrobici.

In questo contesto di sfide ¢ cambiamenti, la formazione, 1’informazione e, aggiungerei, 1’informatizzazione
assumono un ruolo chiave. Questi permettono di comprendere i fattori che regolano i fenomeni produttivi e ci
forniscono gli strumenti per governarli. Per quanto concerne la formazione continua offerta da SIPAS, come
negli anni precedenti, la societa sostiene i giovani laureati con strumenti come i premi Guadagnini e Tarocco e
le borse per soggiorni formativi in Italia e all’estero.

Guardando al futuro, sono convinto che tecnologie che si stanno affermando sempre piu in altri settori, come
UInternet of Things (IoT), i Big Data e il Machine Learning, avranno un ruolo sempre piu importante nel
raggiungimento degli obiettivi di sostenibilita e resilienza dell’intera filiera suinicola e auspico che, anche
SIPAS, riesca a dedicare piu spazio alla condivisione delle potenzialita di questi strumenti, negli anni a venire.
Altrettanto fondamentale € la necessita di fare fronte comune a queste sfide, condividendo informazioni ed
esperienze. Per questo motivo SIPAS ha deciso quest’anno di estendere il meeting annuale a due giornate
intere, rivedendo la storica formula, per dare piu spazio al confronto ed ai Vostri contributi scientifici.

Concludo porgendo i miei piu sentiti ringraziamenti alla Segreteria Delegata agli Sponsor e a tutti Voi, cari Soci
per il contributo che continuate a dare alla crescita della Societa Italiana di Patologia ed Allevamento dei Suini.

Vi auguro un proficuo Meeting, ricco di spunti di riflessione e di confronto costruttivo.

Mirco Dalla Bona
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LE INFEZIONI DA STREPTOCOCCUS SUIS NEL SUINO:
STORIA, ATTUALITA E PROSPETTIVE

SALA V.

Ordinario di Malattie Infettive degli Animali domestici

Pur avendo modificato le loro caratteristiche epidemiologiche e cliniche, a quasi settant’anni
dalla prima segnalazione, le patologie indotte da Streptococcus suis nella produzione
suinicola rimangono un problema sanitario difficilmente gestibile e seriamente interferente
sul benessere degli animali e sui costi di produzione.

Biologia di Streptococcus suis

In base alla struttura antigenica del polisaccaride capsulare (CPS), sono stati lungamente
riconosciuti 35 sierotipi ¢ per ciascuno ¢ stato stabilito un ceppo di riferimento, isolato da
forme cliniche nel suino e/o nell’'uomo.

Successivamente, analisi filogenetiche piu approfondite hanno portato alla classificazione
come Streptococcus orisratti dei sierotipi 32 e 34 e, piu recentemente, attraverso il
sequenziamento genomico, sono stati rimossi anche i sierotipi 20, 22, 26, per i quali ¢ stata
proposta la nuova specie Streptococcus parasuis, oltre al sierotipo 33.

Attualmente, gran parte degli isolamenti da forme cliniche riferisce ai sierotipida 1 a9, 1/2
e 14, pur con distribuzioni geograficamente differenti; i sierotipi 2, 3 ¢ 9 predominano in
Europa e in Asia mentre in Nord America prevalgono 1/2, 2, 3, 4, 7 ¢ 8. E frequente anche
I’isolamento di ceppi non tipizzabili, in quanto privi di capsula e quindi non reattivi alla
sierotipizzazione, oppure con mutazioni genomiche non riconoscibili dai primer disponibili.
In Italia, il sierotipo 2 fu isolato per la prima volta nel 1985 dal gruppo di ricerca dell’allora
Istituto di Malattie Infettive della Facolta di Medicina Veterinaria dell’Universita degli
Studi di Milano, da forme cliniche acute di meningite ¢ setticemia dei suinetti, sotto la
responsabilita di Sala; in precedenza, solo Zavanella dell’IZSLER ne aveva dimostrata la
presenza in carcasse di suini al macello.

Permanenza e diffusione

La presenza di Streptococcus suis nel comparto orofaringeo ¢ frequente nei suini di tutte le
eta, ma suinetti gia infetti al parto possono derivare anche da una localizzazione vaginale
nelle scrofe primipare; in vita, la trasmissione avviene principalmente per contatto diretto
oro-nasale, tra le scrofe e i suinetti in sala parto e nei gruppi di svezzamento, seguita dalla
localizzazione primaria nelle tonsille palatine, che ¢ piu frequente tra 4 e 10 settimane di vita
e puo durare oltre un anno, anche dopo la risposta immunitaria.

Prevalenza d’infezione, morbilita e mortalita variano nelle singole realta produttive, dove la
morbilita puo raggiungere il 50%, anche se molto raramente supera il 5%, con casi isolati nelle
prime settimane di vita; il rischio maggiore ¢ tra le 4 e le 12 settimane di vita, mentre il picco
clinico si osserva in svezzamento a 5-6 settimane di vita, dopo I’esaurimento dell’immunita
materna. Successivamente decresce la recettivitd, ma sono state segnalate forme cliniche
acute anche dopo la messa a terra, fino a 150 giorni di vita e occasionalmente anche oltre.
La mortalita puo arrivare al 20%, ma l’intervento terapeutico mirato e tempestivo la
riduce drasticamente; la fase di maggiore circolazione ¢ quella del rimescolamento a inizio
svezzamento, dove tanto il condizionamento ambientale e gestionale, quanto le infezioni
virali concomitanti, possono amplificare 1’impatto clinico
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E da ricordare il possibile ruolo delle mosche nel mantenimento e nella diffusione
interaziendale dell’infezione, considerato che possono mantenere S. suis in condizioni
d’infettivita per 4-5 giorni, mentre i topi s’infettano per via ingestiva, trasmettendo ai loro
simili e ai suini; ¢ stata dimostrata I’infettivita degli aghi multiuso, cosi come quella di
calzature e vestiario contaminati dalle feci. Come tutti i batteri Gram positivi, anche S. suis
ha una buona sopravvivenza all’essiccamento e ci0 favorisce la sua diffusione attraverso il
pulviscolato ambientale.

Nel periparto, le cariche infettanti provengono dalla saliva delle scrofe con localizzazione
tonsillare, ma nelle primipare ¢ frequente anche una localizzazione transitoria nella mucosa
vaginale, che causa ’infezione intraparto dei nascituri.

Inoltre, situazioni ambientali e scelte gestionali favoriscono permanenza e diffusione
interanimale dove 1’affollamento € maggiore, con forme cliniche acute e croniche nelle fasi
piu condizionate; il progressivo adattamento di Strepfococcus suis ha determinato 1’estensione
della meningite oltre la fase di svezzamento, fino al magronaggio inoltrato e generato un
aumento degli scarti di produzione, sistematicamente portatori-eliminatori.

Infezione e forme cliniche

Nei suini di tutte le etd, I’infezione avviene attraverso le tonsille palatine, che sono anche
il primo sito di replicazione, dal quale origina una batteriemia, con i monociti infetti che
raggiungono tutti gli organi e gli apparati; in questa forma avviene il superamento delle
barriere, come quelle cefalorachidiana e articolare, impossibile per i batteri in forma libera.
Nella patogenesi della meningite, la flogosi determina 1’iperproduzione di liquido cefalo-
rachidiano (LCR), I’aumento della pressione endocranica con ipossia, la necrosi di alcune
aree della corteccia, il danno neurale e la sintomatologia nervosa; nelle articolazioni, invece,
dopo una fase iniziale nella quale lo streptococco ¢ libero nel lume articolare, aderisce alle
membrane sinoviali, vi penetra e replica nelle cellule che la costituiscono.

La morte per meningite avviene entro poche ore dalle prime manifestazioni, non sempre
evidenti o riconosciute: ¢ percio frequente il ritrovamento di animali morti, nei quali le
lesioni macroscopiche sono inapparenti, a meno che non si proceda a una laboriosa apertura
della scatola cranica; la febbre (fino a 42°C) ¢ presente in tutte le forme cliniche. Nell’artrite,
la zoppia ¢ il sintomo principale, mentre nella malattia setticemica (e nell’aborto se sono
colpite scrofe gravide) I’evidenza piu caratteristica ¢ 1’esantema.

In tutti i casi, € determinante lo stress d’adattamento al condizionamento ambientale
e manageriale, con I’iperproduzione di glicocorticoidi ad attivitd immunosoppressiva;
un’azione simile puo essere svolta dai virus immunodepressogeni, come 1’ Arterivirus della
PRRS.

Controllo e prevenzione

L’incidenza clinica ¢ variabile, in rapporto alla frequenza dell’infezione e alla presenza dei
fattori condizionanti, il che rende complicato il controllo e del tutto impossibile I’eradicazione:
interventi mirati possono dare risultati transitori, ma una soluzione stabile pud passare solo
attraverso la riduzione della prevalenza dell’infezione nel parco scrofe: tra 1’altro, reperire
materiale da rimonta indenne ¢ praticamente impossibile.

Non esistono vaccini pienamente efficaci e la mancanza di un antigene comune a tutti i
sierotipi impedisce 1’impiego del soma batterico per la vaccinazione; anche con i vaccini
stabulogeni i risultati sono incostanti: difficilmente in allevamento un sierotipo ¢ prevalente
e I’immunizzazione mirata puo favorire ’emersione di altri, mentre 1’inserimento di piu
valenze nel vaccino ne riduce 1’efficacia.

Gli antibiotici sono stati lungamente impiegati per controllare le infezioni da S. suis e hanno
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indubbiamente salvato migliaia di suini e anche vite umane; tuttavia, la loro efficacia ¢
progressivamente diminuita e in tutto il mondo sono stati segnalati tassi elevati di resistenza
antimicrobica, superiore all’80% per lincosamidi, macrolidi e tetracicline.

Sarebbe percio necessario disporre di alternative agli antibiotici convenzionali, ma la
progressione delle resistenze rappresenta un motivo di scarso interesse economico per le
aziende farmaceutiche, sempre meno disposte a investire nello sviluppo di nuove molecole;
allo stato dei fatti, le possibilita di controllo sono legate all’impiego degli antibiotici
B-lattamici, considerando comunque che le MIC sono consistentemente aumentate dopo la
registrazione e 1’applicazione non sempre corretta delle pre-miscele.

Gli interventi sulla gestione

Se le patologie da Streptococcus suis sono 1’esempio piu tipico di malattia condizionata in
suinicoltura, garantire la qualita del management non puo che essere la migliore e piu efficace
azione preventiva: la gestione attenta del pareggiamento fra le figliate, della formazione dei
gruppi di svezzamento, dei flussi e delle densita in tutte le fasi, sono alla base di qualsiasi
intervento; altre soluzioni possono essere la riduzione del rimescolamento negli spostamenti,
I’attenzione al microclima e I’adozione del sistema di allevamento in bande.

In sala parto, ad esempio, il pareggiamento “separato” dei suinetti delle primipare ¢ una
soluzione efficace, perché tra questi ¢ piu frequente I’infezione; in seguito, la coabitazione tra
gruppi di suini di eta eccessivamente disomogenea, aumenta di molto il rischio di contagio.
Riguardo all’eradicazione, si puo affermare senza tema di smentita la sua irrealizzabilita,
almeno negli allevamenti intensivi della suinicoltura moderna: non si sono dimostrati
efficaci i programmi di depopolamento e ripopolamento, mentre non esiste un sistema certo
per riconoscere i soggetti portatori all’ingresso in allevamento; inoltre, nessun produttore di
genetica femminile €, in questo momento, in grado di fornire scrofette da rimonta certificate
indenni da S. suis.

Le uniche possibilita di controllo sono percio legate al miglioramento del management e
delle conoscenze delle dinamiche dell’infezione in allevamento; 1’individuazione precoce dei
sintomi attraverso 1’osservazione programmata dei suini e la rimozione dei soggetti clinici,
riduce le cariche infettanti e ne facilita il recupero produttivo.

Il trattamento individuale prevede tre livelli d’intervento: la somministrazione parenterale
di antibiotico, I’impiego di antinfiammatori per ridurre 1’ipertermia e ’edema e infine la
reidratazione; ove fosse possibile una terapia di gruppo per os, € necessario valutare con
attenzione la qualita “industriale” della molecola utilizzata, considerata la rapida degradabilita
dei B-lattamici a contatto con I’aria e le interferenze di tipo chimico-fisico con 1’alimento.

Il condizionamento manageriale rimane, tuttavia e di fatto, il vero determinante la gravita
del problema: percio, individuare e verificare i fattori di amplificazione nella circolazione
dell’infezione pud modularne incidenza e gravita; inoltre, potenziare la resistenza degli
animali attraverso una gestione corretta della loro permanenza, soprattutto per quanto
riguarda la qualita dell’aria e delle strutture, ne limita la diffusione e, di conseguenza, la
gravita delle manifestazioni cliniche.

In sala parto, ¢ utile registrare il numero di primipare/pluripare e I’intervallo di parto, inteso
come tempo intercorrente tra il primo e 1’ultimo parto, considerando che gli ultimi suinetti
nati trovano condizioni ambientali peggiorative e cariche infettanti maggiori rispetto ai primi
nati; sono utili le consuete registrazioni, con particolare riguardo a destinazione ¢ numero dei
pareggiamenti.

E infine utile conteggiare le lesioni tarsiche allo svezzamento, perché indicano il livello di
eliminazione di S. suis da parte delle scrofe e sono correlate al rischio di meningite nelle fasi
successive. Durante la fase di svezzamento, € necessario monitorare la presenza di casi clinici
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e registrarne il numero e I’eta di comparsa; ancora piu valido, ¢ quantificare i casi nei suinetti
provenienti dalle primipare, meglio se mantenuti in gruppi dedicati; infatti, la distribuzione
nei gruppi dei suinetti “primipare-derivati” favorisce la propagazione delle batteriosi, in
forza del basso livello della protezione passiva e di un’alta prevalenza d’infezioni silenti.
E poi utile registrare il numero di trattamenti terapeutici, considerando principio attivo,
schema posologico, via di somministrazione ed esito, anche per controllare il mantenimento
dell’attivita degli antibatterici di piu comune impiego. Applicando questo rilievo in modo
sistematico, si pu0 utilizzare il risultato per valutare la necessita di un trattamento preventivo
nel periparto delle scrofe, per ridurre I’eliminazione di S. suis a inizio lattazione, quando il
rischio ¢ maggiore.

Purtroppo, ancora oggi, in gran parte degli allevamenti, si ripone un’eccessiva fiducia nella
possibilita di controllare la patologia e I’infezione mediante I’impiego terapeutico individuale
e strategico degli antibatterici; in realta nessun trattamento ¢ talmente efficace da impedire
I’infezione, mentre 1’impiego eccessivo della medicazione di massa sta determinando una
graduale perdita di efficacia dei principi tradizionalmente piu attivi su S. suis.

CONCLUSIONI

La ricerca sulla streptococcosi suina, inizialmente rivolta agli studi epidemiologici, agli
schemi terapeutici e alle basi della prevenzione, ha gradualmente privilegiato gli aspetti
strutturali del batterio e i riferimenti genomici della sua patogenicita; percio, oggi sappiamo
molto di piu sulle caratteristiche biologiche di Streptococcus suis, ma abbiamo ancora
problemi irrisolti in allevamento.

Pur in assenza d’indicazioni probanti sull’effettiva presenza della malattia nel nostro Paese, €
opinione comune che sia diffusa in tutti gli allevamenti, dove viene considerata un problema
inevitabile, per il quale I'unica soluzione ¢ stata e in parte ¢ ancora, I’impiego terapeutico
degli antibatterici, considerato 1’unico metodo possibile per limitare il danno produttivo.

Di fatto, ¢ andata persa la concezione di Streptococcus suis come agente infettante opportunista,
in grado di sfruttare la presenza di fattori condizionanti, che alterano 1’equilibrio organico
degli animali; invece, solo individuandoli e verificandoli € possibile leggere 1’epidemiologia
in ciascun allevamento e quindi definire le strategie d’intervento.

Correlare, attraverso studi longitudinali, lo stato infettivo e immunitario delle scrofe
(primipare o pluripare) con la “storia” sanitaria e produttiva dei suini derivati, puo
rappresentare una metodologia d’intervento preventiva e di controllo allo stesso tempo; in
prospettiva e considerate le crescenti limitazioni nell’impiego degli antibatterici, & necessario
prestare attenzione alle soluzioni alternative, soprattutto se efficaci e a basso costo.
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INTRODUZIONE

Con il termine streptococcosi, viene definita una malattia nei suini causata da Streptococcus
suis (SSu). SSu € un batterio gram-positivo che pud causare malattie nei suini, caratterizzate
da segni clinici neurologici, cardiovascolare, respiratori o locomotorii, nonché da sintomi che
riflettono una malattia generalizzata. La streptococcosi si osserva principalmente nei suini
dopo lo svezzamento, ma possono essere colpiti anche i suinetti lattanti, i magroni e i grassi.
I segni clinici nelle scrofette o nelle scrofe vengono descritti raramente.

Sebbene la patogenesi della streptococcosi sia studiata da molto tempo, non & ancora
completamente chiarita. Non esiste né un composto antimicrobico totalmente efficace, né una
strategia, per eradicare SSu da un allevamento di suini, né esiste un vaccino completamente
efficace disponibile per la prevenzione dell’infezione. Il controllo della streptococcosi ¢ stato
ed ¢ spesso associato a un elevato uso di antimicrobici, che comprende anche i composti
antimicrobici designati come “di importanza critica” secondo il WHO.

Questo articolo riflette il contenuto della conferenza tenutasi alla giornata SIPAS il 13 ottobre
2023 e descrive le piu importanti azioni formali e informali effettuate dal 2008 in poi per
prevenire e controllare la streptococcosi negli allevamenti olandesi con 1’obiettivo finale di
ridurre 1’uso di antimicrobici.

La strada verso la riduzione degli antibiotici in Olanda

Nel 2005, ’'MRSA associato al bestiame (LA-MRSA) ¢ stato segnalato per la prima volta
in Olanda in un membro della famiglia di un allevatore di suini (Voss, Loeffen, Bakker,
Klaassen, & Wulf, 2005). Poco dopo. A seguito del rilevamento sempre piu frequente di LA-
MRSA, ¢ diventato anche evidente che, parallelamente al divieto dell’utilizzo di promotori
della crescita nel bestiame, le vendite di antibiotici negli animali da reddito in Olanda erano
salite ai primi posti in Europa. Nello stesso periodo ¢ stato anche segnalato un aumento della
multiresistenza in E. coli (commensale) dai programmi di monitoraggio nazionali (de Greeff,
Kolwijck, Schoffelen e Verduin, 2022) ed un aumento dei livelli di geni ESBL negli animali
da reddito. Queste evidenze hanno portato a uno stimolo scientifico, a un maggiore interesse
mediatico e conseguentemente a una maggiore consapevolezza politica e a un movimento per
ridurre 1’uso di antimicrobici negli allevamenti industriali.

Nel 2008 ¢ stato firmato un patto da tutte le principali parti interessate dell’industria zootecnica,
tra cui 1’Associazione Veterinaria Reale Olandese (RNVA (= KNMvD in olandese)), per
aumentare gli sforzi tesi a ridurre la resistenza agli antibiotici e migliorare la sostenibilita
dell’allevamento. Tale patto descriveva le responsabilita degli allevatori e dei veterinari per
quanto riguarda la prescrizione e 1’uso di antibiotici, I’accordo per registrare 1’uso a livello
di allevamento e la successiva rendicontazione trasparente, comprese le analisi comparative,
e le azioni specifiche per migliorare la qualita della prescrizione e la ricerca necessaria per
studiare I’associazione tra I’uso di antibiotici e I’induzione della resistenza.

Intorno al 2010, il governo olandese si ¢ fatto avanti e ha esortato i veterinari e 1’industria
degli animali da reddito a ridurre 1’uso di antibiotici del 20% nel 2011 e del 50% nel 2013
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rispetto al 2009. Nel 2011, il governo olandese era persino pronto a proporre una legge per
vietare la vendita di antibiotici da parte dei veterinari, nel caso in cui le vendite non fossero
dimezzate entro il 2013 (Bleker, 2011). Questa potenziale modifica nella legislazione ha
stimolato il cambiamento, che era gia stato avviato da iniziative private, concordato nel patto
del 2008, per ridurre I’uso di antibiotici negli animali da reddito.

Pilastri della riduzione degli antibiotici

La trasparenza nella prescrizione e nell’utilizzo degli antibiotici ¢ stato uno dei principi
fondamentali della strategia di riduzione dell’uso di antibiotici. Per realizzare cio, nel 2010
¢ stato istituito un Istituto di medicina veterinaria olandese (SDa) indipendente e i dati di
vendita di antibiotici per gli animali da reddito sono stati raccolti per ogni allevamento e
trasmessi all’SDa. SDa analizza i dati e riferisce annualmente sull’uso totale e sull’uso per
specie (e, se del caso, per categoria di animali) e per classi di antibiotici (The Netherlands
Veterinary Medicines Institute, 2023).

L’SDa ha inoltre fissato rapidamente valori di “riferimento” per specie/categoria animale per
I’uso di antibiotici considerati all’interno dell’intervallo accettabile e per 1’uso che potrebbe
essere considerato eccessivo. I valori di riferimento sono stati abbassati alcune volte, tra il
2010 e il 2020, poiché nel corso del tempo i valori nazionali mediani, medi e interquartili
sono diminuiti, a sostegno dell’opinione che fosse possibile un utilizzo ancora piu basso.
I valori di riferimento, pubblicati da SDa ¢ incorporati nei manuali di qualita privati per
la produzione di carne suina (ad esempio “IKB”, www.ikbvarken.nl) sono oltre la legge e
servono a molteplici scopi.

In primo luogo, questi parametri di riferimento aiutano a creare consapevolezza sull’uso
degli antibiotici negli allevatori, nonché nei loro veterinari e altri consulenti aziendali. Gli
allevatori e i veterinari hanno informazioni in tempo reale sull’uso specifico degli antibiotici
dell’allevamento. In secondo luogo, per alcuni allevatori, la conoscenza dell’uso rispetto
all’uso medio nazionale si associa ad un certo status sociale. Soprattutto gli allevatori che
utilizzano pochi antibiotici possono essere pubblicamente orgogliosi dello stato di salute dei
loro allevamenti. Gli allevatori che continuano ad utilizzare alti livelli di antibiotici e che
hanno utilizizzato un numero significativamente maggiore di antibiotici anno dopo anno,
sono di solito meno sensibili all’opinione pubblica.

Per gli allevamenti con un uso eccessivo di antibiotici, ¢c’¢ ora un rischio maggiore di
essere soggetti a visite di controllo ufficiali in allevamento e a controlli sul loro veterinario.
Inoltre, hanno un onere amministrativo piu elevato, in quanto gli standard di qualita privati
richiedono loro di erigere piani d’azione per migliorare la situazione sanitaria e ridurre 1’uso
di antibiotici nel tempo. Piu di recente, sono entrate in vigore schemi privati che possono
persino escluderegli allevamenti con un uso eccessivo di antibiotici dalla loro selezione per il
marchio di qualita, che ¢ essenziale per poter macellare suini in Olanda.

Per prevenire il potenziale passaggio degli allevatori ad altri veterinari che forniscono e
prescrivono farmaci, ¢ entrato in vigore un collegamento 1 a 1 che consente a un allevatore
di ottenere antibiotici da un solo veterinario. Questo legame mira anche a incoraggiare i
veterinari a resistere a qualsiasi pressione da parte degli allevatori o dei colleghi per
prescrivere in modo coerente in determinati allevamenti.
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Riduzione dell’uso di antibiotici per la streptococcosi

Parallelamente alla direttiva governativa per ridurre I’uso di antibiotici, sono state lanciate
diverse iniziative per facilitare e consentire una riduzione dell’uso di antibiotici. Sebbene SDa
disponga di dati sulla vendita di antibiotici per allevamento, mancano dati sull’indicazione per
’uso per allevamento. Studi qualitativi hanno rivelato, ripetutamente, che la streptococcosi €
una delle malattie per le quali gli allevamenti suini applicano piu frequentemente una terapia
orale discontinua con antibiotici e piu frequentemente utilizzano antibiotici di seconda scelta,
con una probabilita piu alta di superare il valore di riferimento SDa.

L’RNVA ha sviluppato, insieme al mondo accademico, agli istituti di ricerca e ai veterinari,
diverse “linee guida veterinarie” che descrivono procedure all’avanguardia, accettate dai
professionisti del settore, per prescrivere antibiotici in ambito clinico per diverse specie
animali e indicazioni.

I veterinari olandesi avevano gia esperienza nell’'uso dei prontuari fin dagli anni Novanta.
I prontuari indirizzano la scelta di un determinato composto antibiotico per uno specifico
agente patogeno in una specifica specie animale, sulla base dello spettro del composto attivo,
degli antibiotici autorizzati disponibili, dei modelli di sensibilita dei patogeni disponibili,
dei criteri di importanza dell’OMS per I’uso nell’uomo e delle conoscenze degli esperti. In
quanto tali, i prontuari sono uno strumento per la prescrizione selettiva di antibiotici negli
animali (Werkgroep Veterinair Antibioticum Beleid, 2023), ma non hanno mai considerato
la riduzione dell’'uso degli antibiotici. Inoltre, i prontuari non tengono conto di tutte le
fasi del processo diagnostico e delle considerazioni per la prescrizione di un antibiotico.

Per colmare le lacune presenti, al fine di un ridotto e prudente uso degli antibiotici, ¢ stata
pubblicataunalinea guida generale sulla prescrizione di antibiotici (Richtlijncommissie, 2015),
accanto a una linea guida specifica per il trattamento e la prevenzione della streptococcosi
nei suini svezzati (Richtlijncommissie, 2014). La linea guida per la streptococcosi nei suini,
ad esempio, descrive le considerazioni e le fasi diagnostiche per giustificare una terapia
antibiotica sul lotto di animali.

Oltre alla linea guida sulla streptococcosi in Olanda, sono stati condotti diversi
progetti di ricerca e di campo sull’epidemiologia, la patogenesi, la diagnosi di SSu
e, in generale, sui fattori di rischio e di successo per un basso uso di antibiotici.
Durante la giornata SIPAS ¢ stata fornita una breve panoramica di alcuni risultati principali,
che sono brevemente riassunti di seguito. Per i dettagli specifici, si raccomanda al lettore di
consultare la bibliografia citata.

Transmissione

Per prevenire la malattia, I’obiettivo finale ¢ impedire che i suini si infettino e successivamente
si colonizzino, interrompendo la trasmissione. La conoscenza della propagazione e della
trasmissione del batterio puo aiutare a progettare gli interventi preventivi.

E noto che i suini possono essere portatori subclinici di SSu nel tratto respiratorio superiore/
orale e che il ruolo di portatore subclinico puod essere indagato mediante campionamento
delle tonsille (Swildens et al., 2005) o della saliva (Dekker et al., 2017) e successivo test
PCR (Willemse et al., 2019). In un contesto di ricerca con suinetti nati per parto cesareo
e privati del colostro, Dekker ha dimostrato che SSu si trasmette rapidamente tra i suini
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dello stesso box e in modo circa 36 volte meno efficiente ai suini di un altro box (2013).
Un suino portatore subclinico puo infettare direttamente 3,58 (95% CI: 2,29-5,60) suini al
giorno, mentre infetta indirettamente 0,001 (95% CI: 0,0006-0,0017) suini per ogni giorno
cumulativo in cui ¢ infettante. Lo studio ha dimostrato che la separazione spaziale dei gruppi
¢ efficace per rallentare la trasmissione in un compartimento, ma alla fine 13 dei 15 suini
alloggiati separatamente si sono infettati per trasmissione indiretta nell’arco di 24 giorni
(Dekker et al., 2013). Si € concluso che con una buona biosicurezza e una gestione dei flussi
si puo prevenire la trasmissione della SSu da compartimento a compartimento, ma si puo solo
rallentare la trasmissione all’interno dei compartimenti, mentre la trasmissione all’interno dei
box ¢ inevitabile. Si puo ipotizzare che, nel caso in cui la trasmissione venga bloccata fino al
termine di uno specifico periodo di rischio, la malattia possa essere prevenuta.

Prevenzione delle malattie negli allevamenti
Il motivo per cui i suini si ammalano dopo essere stati colonizzati con SSu ¢ in gran parte da

chiarire.

Sia I’ospite che i fattori ambientali e batterici sono stati ampiamente studiati, ¢ generalmente
accettato che 1 suini con una buona immunita materna, un’immunita innata ottimale e
un’adeguata immunitd adattativa, siano meglio equipaggiati per resistere all’infezione.
Molte ricerche condotte si stanno traducendo in conoscenze pratiche negli allevamenti per
ottimizzare 1’acquisizione dell’immunita materna, soprattutto nelle scrofe iperprolifiche
moderne.

La streptococcosi si osserva piul frequentemente nei suini dopo lo svezzamento, il che ha senso
se si considerano le sollecitazioni sull’immunita innata dei suinetti, il declino dell’immunita
materna e la perdita dell’immunita lattogenica in questo periodo. Il suino svezzato ¢ soggetto
auna cascata di potenziali rischi e potenziali fattori di stress cumulativi. Di natura neofobica,
1 suinetti possono essere temporaneamente anoressici dopo lo svezzamento. I periodi
di anoressia possono essere compensati dalla sovralimentazione ¢ da un cambiamento
microbico nell’intestino, in accordo con il rischio di sviluppare diarrea post-svezzamento.
Oltre al cambio di alimentazione, il cambiamento di ambiente con potenziali fattori di stress
termico, i fattori di stress sociale dovuti al raggruppamento e lo stress fisico dovuto alle ferite
si accompagnano alla perdita dell’immunita lattogenica, sottolineando I’estrema stressabilita
di questo periodo. In caso di stress elevato e cronico, il sistema immunitario puo essere
influenzato negativamente. Sebbene la maggior parte dei potenziali fattori di stress nella
patogenesi della streptococcosi sia stata studiata in modo indipendente, il quadro completo
¢ molto difficile da osservare e studiare sul campo. Tuttavia, gli allevatori che riescono a
ridurre gli antibiotici e a prevenire la streptococcosi, spesso riescono a gestire, almeno in una
certa misura, tutte le fasi della cascata di rischi per la streptococcosi.

A sostegno dell’obiettivo di riduzione degli antibiotici, sono stati pubblicati diversi studi sui
fattori di rischio per 1’uso di antibiotici. Oltre alle dimensioni dell’azienda e alla categoria
degli animali, sono spesso riportati i dati relativi alla gestione dell’azienda e alla biosicurezza
interna (ad esempio, Mallioris et al., 2022). Inoltre, secondo la nostra esperienza, un’eta
minima assoluta di svezzamento di 28 giorni o piu, contribuisce a ridurre i rischi di maggiore
uso di antibiotici.

Anche 1 componenti dei mangimi e la gestione dell’alimentazione nel periodo pre e post-
svezzamento sono stati oggetto di grande attenzione da parte dei veterinari, dell’industria
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mangimistica e degli allevatori, al fine di prevenire le malattie e quindi la necessita di
ricorrere agli antibiotici.

Inoltre, la progettazione dei box e degli ambienti si ¢ rivelata importante per consentire tutti
i comportamenti dei suini, come dormire, mangiare, giocare, defecare, ecc. e prevenire lo
stress. Ovviamente, livelli di desita superiori ai livelli minimi previsti dalla legge sono una
garanzia di malattia, inoltre ¢ emerso che abbassare la densita di allevamento oltre 0,35m? per
suino aumenta la possibilita di ottenere prestazioni migliori. Infine, gli allevatori di successo
di solito hanno stalle piu pulite e utilizzano attrezzature e strumenti puliti. Gli allevatori che
riescono a gestire questa cascata hanno maggiori probabilita di tenersi lontani dalla terapia di
massa, soprattutto per la streptococcosi.

E inoltre generalmente accettata, sia dagli allevatori che dai veterinari e dal campo della
ricerca, I’importanza della prevenzione di infezioni immunosoppressive, come quelle da
PRRSV e PCV2 (Thanawongnuwech et al, 2000; Wang, Zhou, Fan, & Wang, 2020), ma
anche con virus potenzialmente sinergici come il virus dell’influenza (Wu, Meng, Seitz,
Valentin-Weigand, & Herrler, 2015), come rivisto anche da Obradovic, Segura, Segalés e
Gottschalk (2021).

In condizioni specifiche, la legislazione europea consente 1’uso di patogeni inattivati ottenuti
dallo stesso cluster epidemiologico di allevamento, per prevenire le malattie (Parlamento
europeo ¢ Consiglio europeo, 2019). Sebbene dal punto di vista scientifico 1’efficacia dei
vaccini autogeni per SSu sia molto discussa (es. Rieckmann, Pendzialek, Vahlenkamp,
& Baums, 2020), si osserva un aumento del loro utilizzo. Si possono considerare diverse
ragioni, tra cui una combinazione di fattori sociologici ed economici. Poiché la prevenzione
e il controllo della streptococcosi negli allevamenti sono multifattoriali, spesso ¢ interessante
tentare un approccio nuovo ed esterno, piuttosto che modificare radicalmente la progettazione
o la gestione dell’allevamento. Inoltre, 1’uso del vaccino autogeno nelle scrofe, per proteggere
i suinetti, € una misura relativamente a basso costo rispetto alla modifica della progettazione
o della gestione dell’allevamento. Infine, poiché tutti i laboratori hanno le proprie procedure
per la produzione di vaccini autogeni, non ¢ escluso che in alcuni allevamenti [’uso di tali
vaccini possa migliorare la situazione per SSu, magari anche solo per un periodo di tempo
limitato.

Diagnostica
Oltre all’identificazione della specie batterica e ai test di sensibilita agli antibiotici, in situazioni

specifiche puo essere utile ottenere informazioni sul sierotipo e sulla presenza di geni di virulenza
specifici di SSu mediante PCR, ad esempio suilysina, proteina extracellulare (EF), proteina
rilasciata dalla muramidasi (MRP). Sebbene, purtroppo, la presenza di geni di virulenza non sia
sempre correlata alla malattia (Willemse et al., 2019), i risultati di questi test possono rivelare
se il ceppo causale dell’azienda ¢ cambiato o ¢ stato sostituito da un altro.

Il confronto genetico di ceppi isolati nella stessa azienda nel tempo o da casi
epidemiologicamente collegati ¢ ancora piuttosto costoso se si utilizza il sequenziamento
dell’intero genoma. Un’alternativa promettente per questo scopo sembra essere una tecnica di
spettroscopia infrarossa a trasformata di Fourier (FTIR), commercializzata come IR Biotyper
(Hu et al., 2023). In Olanda, la Royal GD ha recentemente introdotto questa tecnica per SSu e
nella fase di validazione ¢ sembrato possibile distinguere ceppi di sierotipi diversi, cosi come
ceppi dello stesso sierotipo e persino ceppi dello stesso sequence type. Attualmente, la tecnica
viene promossa negli allevamenti in cui la streptococcosi € riemersa per motivi sconosciuti,
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nonché nei casi in cui ’efficacia del vaccino ¢ messa in discussione, per confrontare i ceppi
trovati piu di recente con quelli isolati in precedenza. In questo momento la tecnica ha gia
evidenziato che la diversita dei ceppi trovati negli allevamenti puo essere molto piu alta di
quanto si fosse stimato in precedenza unicamente sulla base della combinazione di sierotipo
e esiti della PCR per i fattori di virulenza.

Cambiamento di atteggiamento/comportamento di allevatori e veterinari
Oltre ai numerosi sforzi tecnici, gestionali, di biosicurezza e di salute animale per prevenire

la streptococcosi e ridurre I’uso di antibiotici, sono stati compiuti ampi sforzi per sfruttare le
scienze sociali e i modelli di cambiamento del comportamento per modificare il modo in cui
gli antibiotici vengono prescritti e utilizzati.

Esempi di questo sono la teoria del comportamento pianificato (Speksnijder & Wagenaar,
2018) e l'uso di modelli come RESET® (Lam, Jansen, & Wessels, 2017) ¢ ADKAR®
(Houben, 2020). Molti di questi modelli sono accomunati dal fatto che un cambiamento
nel comportamento degli individui di una popolazione puo essere solo il risultato di azioni
complementari. Tutti gli individui variano nella percezione dei bisogni di cambiamento
del comportamento (Consapevolezza), nelle motivazioni (Desiderio), nelle conoscenze su
come cambiare e nei mezzi (Capacitd), come tempo, energia e risorse per conformarsi al
cambiamento di comportamento. Infine, il cambiamento di comportamento dovrebbe essere
gratificante, sia in termini monetari che di status sociale, ecc.

Per i veterinari puo essere particolarmente utile sapere in quale “fase” si trova un allevatore
quando affronta la modifica dell’uso degli antibiotici o la prevenzione della streptococcosi.
Una delle insidie dei consulenti aziendali, tra cui il veterinario, ¢ quella di concentrarsi solo
su questioni tecniche veterinarie. Ad esempio, se un allevatore non ¢ nemmeno consapevole
dei rischi di resistenza agli antibiotici, non ha senso fornire un sovraccarico di informazioni
sulla biosicurezza, per ridurre 1’uso di antibiotici. In questo caso, bisogna concentrarsi prima
sulla sensibilizzazione e sulla creazione del desiderio di cambiare, altrimenti il processo
diventa frustrante per entrambi.

CONCLUSIONI

Questo manoscritto riassume brevemente gli eventi, i processi e le azioni che si sono verificati
nell’industria suinicola olandese, in relazione all’uso degli antibiotici e in particolare alla
prevenzione della streptococcosi.

Come si ¢ concluso durante la conferenza, dobbiamo imparare a convivere con SSu, in quanto
¢ intrinsecamente legato ai suini, ma dobbiamo anche imparare a prevenire e controllare la
streptococcosi in modo prudente.
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INTRODUZIONE

Streptococcus suis (S. suis) € un importante patogeno zoonotico presente negli allevamenti
suini su scala globale. Colonizza le tonsille e le prime vie respiratorie, dove ¢ normalmente
presente. L’intestino e le vie genitali possono essere ulteriori siti di colonizzazione. Poiché S.
suis si trova nella vagina della scrofa, 1 suinetti possono infettarsi gia alla nascita (Sagura et
al., 2020). Sono noti almeno 29 diversi sierotipi, che differiscono per virulenza. Tra questi,
il sierotipo 2 ¢ predominante negli isolati di suini malati e nell’uomo (Lun et al., 2007). La
trasmissione all’'uomo puo essere dovuta al contatto ravvicinato con suini malati o portatori,
o al consumo di carne di maiale poco cotta. S. suis ¢ una delle principali cause di morte
dei suinetti dalle 5 alle 10 settimane di etd. I segni clinici di un’infezione da S. suis sono
polmonite, meningite, artrite, endocardite ¢ setticemia (Gottschalk e Segura, 2019).
Nonostante un alto tasso di suini portatori, ’incidenza delle malattie associate a S. suis ¢
solitamente inferiore al 5%.

Recentemente, Obradovic et al. (2021) hanno esaminato il ruolo delle co-infezioni con
patogeni virali e batterici nelle malattie associate a S. suis nei suini, poiché la presenza di
ceppi di S. suis potenzialmente virulenti da soli nel tratto respiratorio superiore non era
correlata direttamente alla presenza di segni clinici.

L’interazione tra la salute respiratoria e intestinale ¢ un fattore importante per capire perché i
ceppi commensali di S. suis possono diventare patogeni (Yang et al., 2022a).

In questo articolo viene discussa I’importanza dell’asse intestino-polmone nelle malattie
correlate a S. suis, cosi come il ruolo delle potenziali co-infezioni. Capire come S. suis passi
dalla colonizzazione alla malattia ¢ essenziale per progettare strategie nutrizionali efficaci per
controllare le infezioni da S. suis, considerando che la vaccinazione non si ¢ finora dimostrata
una strategia di prevenzione efficace.

Lo stress e I’immunita sono fattori importanti coinvolti nel processo di virulenza, in cui lo
svezzamento, lo stress ambientale e sociale e le co-infezioni con altri agenti patogeni (batteri
e virus) hanno dimostrato di svolgere un ruolo significativo.

L’asse intestino-polmone

La salute respiratoria e intestinale sono erroneamente considerate separatamente quando si
studiano le strategie nutrizionali per controllare gli effetti delle infezioni batteriche e/o virali.
Yang et al. (2022a) hanno riassunto alcuni recenti esperimenti che dimostrano che “la disbiosi
del microbiota intestinale puo aggravare 1’estensione delle infezioni polmonari”, suggerendo
cosi che il microbiota intestinale potrebbe svolgere un ruolo nella patogenicita di S. suis.

La loro ricerca ¢ stata condotta per studiare 1’interazione tra il microbiota intestinale e la
gravita di un’infezione polmonare causata da S. suis, sierotipo 2 (SS2) in topi SPF. Lo studio
prevedeva quattro gruppi:

1. Controllo
2. Infezione con S. suis, sierotipo 2 (SS2) mediante nasal drip

3. Disbiosi indotta del microbiota intestinale attraverso I’apporto di antibiotici ad ampio
spettro attraverso 1’acqua

4. Infezione da SS2 dopo disbiosi indotta del microbiota
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Rispetto al controllo, I’infezione con solo SS2 (T2) ha provocato 1) una perdita di epitelio
alveolare, ispessimento della parete alveolare e edema polmonare; 2) un aumento significativo
delle citochine pro-inflammatorie (es. IL-2, IL-12 e TNF-alpha) e una diminuzione delle
citochine antinfiammatorie (es. IL-4) nei polmoni, favorendo 1’infiammazione polmonare;
3) un aumento delle citochine pro-inflammatorie nel digiuno e nell’ileo e una tendenza alla
diminuzione delle citochine antinfiammatorie nel duodeno, nel digiuno e nell’ileo, correlata
ad un mutato equilibrio tra la risposta immunitaria innata e quella adattativa e una tendenza
alla diminuzione delle citochine antinflammatorie nel duodeno, nel digiuno e nell’ileo; 4) una
risposta immunitaria cellulo- mediata da Thl e una risposta immunitaria umorale soppressa
mediata dalle cellule Th2-, con conseguente disbiosi del microbioma intestinale.

Quando gli animali sono stati infettati con SS2 dopo la disbiosi indotta del microbioma
intestinale, la barriera della mucosa intestinale ¢ stata danneggiata piu gravemente e il grado
di infiltrazione delle cellule infiammatorie negli alveoli polmonari ¢ risultato aggravato
rispetto alla sola infezione da SS2.

Yang et al. (2022a) hanno concluso che la “comunicazione” tra il microbioma intestinale
e I’infezione polmonare causata da SS2 avveniva principalmente attraverso queste vie
immunitarie. Gli autori non hanno osservato la diffusione di S. suis ad altri organi nel
loro modello murino, mentre altri hanno dimostrato che S. suis pud penetrare le barriere
mucosali dell’ospite ed entrare nel flusso sanguigno nei suinetti (come esaminato da Sagura
et al., 2020).

Co-infezione con altri agenti patogeni

Diversi studi hanno dimostrato un’associazione tra il virus della sindrome riproduttiva
e respiratoria del suino (PRRSV) e S. suis riguardo la gravita della malattia nei suini.
Obradovic et al. (2021) hanno osservato un aumento dell’isolamento del sierotipo 2 di S.
suis nel sangue e nei tessuti interni dei suini provenienti da allevamenti affetti da PRRSV.
Vari studi concordano che un’infezione intranasale da PRRSV nei suinetti svezzati, seguita
5-7 giorni dopo dall’infezione da S. suis esita in mortalita e morbilita elevate in confronto a
suinetti infettati solo da S.suis. Cio0 potrebbe essere correlato agli effetti immunosoppressivi e
inflammatori del PRRSV, con conseguente alterazione dell’equilibrio Th1/Th2, legato a una
risposta aggravata a un’infezione da S. suis come indicato da Yang et al. (2022a).

Segura et al. (2020) hanno riferito che in 3.330 casi in cui il virus dell’influenza suina (SIV)
¢ stato identificato come agente eziologico primario di casi di malattia respiratoria suina, il
75% ha avuto anche polmonite batterica secondaria, con S. suis, P. multocida, G. parasuis,
B. bronchiseptica ed E. coli come batteri maggiormente isolati. Quadro simile a quando
PRRSYV era I’agente eziologico primario.

Uno studio di co-infezione con B. bronchiseptica in suinetti neonati SPF ha mostrato che
S. suis ha colonizzato i polmoni solo quando i suinetti erano predisposti dall’infezione con
B. bronchiseptica, indicando che S. suis agiva da agente patogeno secondario (Vecht et al.
(1992), vedi Obradovic et al. (2021).

Questi studi dimostrano che 1’eziologia della malattia respiratoria suina ¢ complessa, in cui
non ¢ sempre chiaro il ruolo di S. suis come patogeno primario o secondario.

Effetto dello svezzamento

Sebbene i fattori di rischio delle infezioni da S. suis nei suinetti siano solo parzialmente compresi,
lo stress da fattori nutrizionali e ambientali durante il (precoce) periodo post-svezzamento
mette a dura prova I’immunocompetenza e provoca disbiosi del microbiota intestinale, con
conseguente risposta infiammatoria, compromissione della funzione di barriera intestinale,
ridotta digeribilita dei nutrienti e diarrea post-svezzamento (Tang et al., 2022).
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Pié et al. (2004) hanno mostrato un aumento dei livelli di citochine pro-infiammatorie nel
segmento dell’intestino medio-tenue durante i primi 2 giorni post-svezzamento (i suinetti
sono stati svezzati a 28 giorni di etd), mentre Limbach et al. (2021) hanno mostrato livelli
piu alti di citochine pro-infiammatorie nel siero a 6-13 giorni dopo lo svezzamento. Nel
loro studio, i suinetti sono stati svezzati a 20 giorni di eta. Gli effetti dello svezzamento
risultano generalmente aggravati quando i suinetti vengono svezzati in eta precoce, dove la
sovrapproduzione di citochine pro-inflammatorie porta a danni e disfunzioni intestinali come
esaminato da Tang et al. (2022).

Neila-Ibanez et al. (2023) hanno condotto uno studio longitudinale su due allevamenti di
suini in Spagna, confrontando un allevamento con malattia associata a S. suis (dal 5,5% al
18% nella fase iniziale dello svezzamento), con un altro allevamento negativo (meno dello
0,3%). I risultati indicano la co-infezione da PRRSV a 5 settimane di eta come fattore di
rischio, essendo correlata a segni clinici coerenti con infezione da S. suis a 7 settimane di eta.
Gli autori non hanno dimostrato 1’effetto di altri virus come il virus influenzale, a causa di
una bassa prevalenza negli allevamenti nel loro studio.

In altri studi, un’elevata umidita relativa nelle sale parto o una maggiore CO, in svezzamento
hanno favorito la prevalenza della malattia associata a S. suis, indicando 1’importanza di una
corretta ventilazione. Infine, i suinetti affetti hanno mostrato un livello piu elevato di diversi
biomarcatori nel sangue come cortisolo, H,O, € aptoglobina (che indicano stress e risposta
inflammatoria) rispetto ai suinetti sani.

Possibili strategie nutrizionali per controllare le infezioni da S. suis nei suinetti

Dalle sezioni precedenti si conclude che le potenziali strategie nutrizionali per limitare le
infezioni da S. suis nei suinetti svezzati dovrebbero:

« controllare la salute intestinale limitando la disbiosi del microbiota
« avere effetti antimicrobici e/o antivirali diretti a livello respiratorio e intestinale
* migliorare I’immunocompetenza e/o controllare la risposta infiammatoria.

A causa delle strette interazioni tra salute intestinale e respiratoria, gli interventi nutrizionali
per ridurre la diarrea post-svezzamento nei suinetti molto probabilmente aiuteranno a mitigare
anche le malattie correlate a S. suis in svezzamento.

Poiché sono state pubblicate molte ricerche incentrate sugli effetti degli ingredienti dei
mangimi e sui loro livelli (livello e fonte di proteine, composizione di fibre e grassi (in)
solubili), sulla forma del mangime (liquido/secco, grossolano/fine e pellettato/sbriciolato/
farina) e su un’ampia gamma di additivi per mangimi sulla diarrea post-svezzamento (Canibe
et al., 2021; Huting et al., 2021; Zheng et al., 2021), questi argomenti verranno tralasciati in
questo articolo. Tuttavia, poiché la restrizione proteica viene spesso utilizzata nei suinetti in
fase di svezzamento come strategia efficace per alleviare la disfunzione intestinale, vengono
qui riportati alcuni dati. Inoltre, vengono trattati i monogliceridi degli acidi grassi a catena
media (MCFA), in quanto mostrano efficacia in tutte e tre le categorie menzionate. Infine,
verra presentato come “spunto di riflessione” uno studio che ha dimostrato I’efficacia del
Solanum glaucophyllum, come fonte vegetale di 1,25 diidrossicolecalciferolo, contro la
condronecrosi batterica con osteomielite (BCO) nei polli da carne.

Restrizione proteica alimentare nei suinetti in fase di svezzamento e salute dell’intestino
Una riduzione dei livelli di proteine alimentari in combinazione con 1’uso limitato di fonti
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proteiche vegetali contenenti alti livelli di fattori antinutrizionali, ¢ ormai una strategia
comune per alleviare i problemi di salute intestinale nei suinetti in fase di svezzamento. Kil
e Stein (2010) hanno raccomandato che “la concentrazione di proteine grezze nelle diete
somministrate ai suini durante le prime 2-4 settimane dopo lo svezzamento deve essere
intorno o inferiore al 18%”.

Hou et al. (2021) hanno testato 1’effetto della restrizione proteica dal 20,1 al 16,3% di CP
durante le prime due settimane dopo lo svezzamento, seguita da una fase di ri-alimentazione
utilizzando una dieta con il 19,4% di CP. La dieta di svezzamento ¢ stata utilizzata fino a
un peso corporeo target di 25 kg. Le diete per lo svezzamento contenevano siero di latte in
polvere, concentrato di proteine del siero di latte e farina di pesce come fonti proteiche non
vegetali ed erano standardizzate per il contenuto di aminoacidi (su base SID) per soddisfare
le raccomandazioni NRC. Le prestazioni di crescita dei suinetti sono mostrate in tabella 1.

Tabella 1. Effetto della restrizione proteica durante la fase di svezzamento sulle performance
produttive dei suinetti (Hou et al., 2021)

20.1 % CP 16.3 % CP P-value

Fase di svezzamento (g 0-14)

ADG, g 324 261 0.041
ADFIL, g 418 372 0.093
FCR 1.29 1.42 0.022
Incidenza di diarrea 2.00 0.29 0.060
Dalg0a25kgdi PV

ADG, g 455 452 0.814
ADFIL, g 708 718 0.413
FCR 1.56 1.59 0.283
Incidenza di diarrea 3.76 1.56 0.095
Giorni di sperimentazione 40.8 41.5 0.537

Sebbene la restrizione proteica abbia comportato una riduzione del peso dei suinetti a 14
giorni dallo svezzamento (10,9 kg vs 10,0 kg; P= 0,043), la crescita compensatoria durante
la fase successiva ha portato a prestazioni simili a 25Kg, riducendo chiaramente 1’incidenza
della diarrea. Inoltre, Hou et al. (2021) hanno dimostrato che la restrizione proteica nella fase
di svezzamento ha contribuito alla salute intestinale alterando il microbiota intestinale ¢ i
suoi metaboliti.

Monogliceridi degli acidi grassi a catena media

La monolaurina (glicerolo monolaurina, GML) ¢ acido laurico monoesterificato,
preferibilmente in posizione 1, noto anche come alfa-monolaurina. Barker et al. (2019)
hanno mostrato gli effetti antibatterici di GML in vitro contro un’ampia gamma di batteri
gram-positivi e gram-negativi patogeni, inclusi diversi batteri coinvolti nelle infezioni da S.
suis, come S. suis, altri Streptococcus spp, B. bronchiseptica e P. multocida. Inoltre, Neath et
al. (2022) hanno riportato un’elevata efficacia antibatterica di GML contro S. suis. Pertanto,
GML ¢ un integratore alimentare potenzialmente utile per ridurre I’impatto di S. suis come
patogeno primario o secondario. Inoltre, sono stati segnalati effetti antivirali contro 1 virus
con involucro lipidico a doppio strato, dove la supplementazione orale con GML (100 mg/
kg di peso corporeo) tramite sostituto liquido del latte durante 7 giorni prima di infettare i
suinetti con PEDV, ha ridotto la carica virale in tutti i segmenti intestinali (Figura 1) e ha
diminuito la diarrea causata dall’infezione (Zhang et al., 2022).
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Figura 1. Effetti della somministrazione di GML (100 mg/kg di peso corporeo) per 7 giorni
sui livelli di carica virale relativa nei suinetti infetti da PEDV (Zhang et al., 2022). Le barre
che non condividono una lettera minuscola comune differiscono in modo significativo (P<
0,05).
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Altri (Elrod et al., risultati non pubblicati) hanno dimostrato che i monogliceridi dell’acido
caprilico, caprico e laurico hanno forti effetti virucidi contro PEDV e PRRSV in vitro. Yang
et al. (2022b) hanno mostrato un’attivita anti-PRRSV dose-dipendente del monogliceride
dell’acido caprilico (CMG) nei suinetti (Figura 2). Tuttavia, poiché Yang et al. (2022b) hanno
indicato che il CMG ¢ diventato efficace solo dopo il quinto giorno, si potrebbe suggerire che
una somministrazione anticipata avrebbe avuto effetti preventivi, come mostrato per GML e
I’ infezione da PEDV (Zhang et al., 2022).

Figura 2. Rilevamento della carica virale in tamponi nasali di suinetti infettati da PRRSV.
Studio dose-risposta con 0, 0,5, 1,0 e 2,0 g CMG/kg di peso corporeo, somministrati ai
suinetti una volta al giorno per tre giorni, a partire da 24 ore dopo I’infezione da PRRSV
(Yang et al., 2022b). Le osservazioni sono state effettuate giornalmente per 14 giorni dopo
I’infezione (dpi).
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Oltre a questi effetti contro i patogeni coinvolti nella malattia associata a S. suis, 1 monogliceridi
MCFA mostrano anche effetti immunomodulatori, riducendo i livelli di citochine pro-infiammatorie
(IL-1beta, IL-6, IL-8 e TNF-alpha) e stimolando il livello della citochina antinfiammatoria IL-10
nel sangue dopo infezioni virali (e.g. Yang et al., 2022b). Si puo quindi ipotizzare che questo effetto
ripristini I’equilibrio tra la risposta immunitaria innata e quella adattativa, e quindi riduca la gravita
della malattia correlata a S. suis a seguito di disbiosi intestinale post-svezzamento.

Solanum glaucophyllum come fonte di 1,25 diidrossicolecalciferolo

I Solanum glaucophyllum ¢ una fonte vegetale della forma metabolicamente attiva di
vitamina D (1,25 diidrossicolecalciferolo), presente sotto forma di glicosidi. Poiché 1'1,25
diidrossicolecalciferolo stimola la produzione di diversi peptidi antibatterici nel sangue, mentre
ha anche effetti antinfiammatori, ’effetto del Solanum glaucophyllum ¢ stato recentemente testato
in un modello BCO nei polli da carne durante un periodo di crescita di 56 giorni. Il modello ¢
descritto da Wideman (2016).

Lacrescitadipolli da carne su pavimenti in filo metallico fornisce un eccellente modello sperimentale
per innescare in modo riproducibile livelli significativi di zoppia attribuibili a BCO (Wideman,
2016). Pertanto, alcuni animali sono stati alloggiati in condizioni di challenge su un pavimento
metallico (le mangiatoie a tubo sono state posizionate nella parte anteriore e gli abbeveratoi nella
parte posteriore del recinto, costringendo cosi gli uccelli ad attraversare la lunghezza del pavimento
per mangiare e bere) per riprodurre meccanicamente la malattia; altri sono stati suddivisi in due
gruppi (su lettiera di truciolo): Controllo: dieta non integrata; Trattamento: dieta di controllo
integrata con 100 ppm Panbonis®101 durante I’intero periodo di 56 giori (D0-56) o i primi 28
giorni (D0-28) e infettati per via aerea con Staphylococcus spp. per indurre la malattia. Gli uccelli
Zoppi sono stati rimossi e sottoposti a necroscopia. La presenza zoppia ¢ stata registrata durante
I’intero periodo di 56 giorni. I risultati sono illustrati nella Figura 3.

La percentuale cumulativa di zoppia negli animali in cui era stata indotta zoppia e il gruppo
controllo infettato & stato simile e si ¢ accumulata fino al 75-80%. Le diete integrate con
Solanum glaucophyllum hanno fortemente ridotto la zoppia cumulativa a circa il 30%, mentre la
somministrazione durante il periodo iniziale di 28 giorni ha mostrato un effetto simile a quella del
trattamento durante I’intero periodo di 56 giorni. Wideman (2016) ha indicato che il BCO ¢ causato
dalla traslocazione batterica di Staphylococcus spp attraverso gli epiteli del tratto respiratorio e
intestinale nei giovani polli da carne. Sulla base di questi promettenti risultati potrebbero essere
testate le analogie con la malattia associata a S. suis nei suinetti.

Figura 3. Effetto di Solanum glaucophyllum sulla zoppia cumulativa di BCO causata da
un’infezione da Staphylococcus spp trasmesso per via aerea nei polli da carne.
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CONCLUSIONI
* S. suis ¢ un normale abitante delle vie respiratorie superiori di tutti i suini, mentre
I’incidenza delle malattie associate a S. suis € solitamente inferiore al 5%;

« E stato dimostrato in un modello murino che la disbiosi microbica nel tratto intestinale
potrebbe aumentare la gravita dell’infezione da S. suis (presentata come “asse intestino-
polmone”), suggerendo che lo svezzamento potrebbe consentire a S. suis di passare dalla
colonizzazione commensale alla malattia nei suinetti;

* Le malattie associate a S. suis nei suinetti, sono spesso correlate ad altre co-infezioni
batteriche e/o virali;

* Lo svezzamento ¢ un chiaro fattore di rischio per la patogenizzazione di S. suis, a causa
dei suoi effetti sulla disbiosi intestinale, sulla salute intestinale e sull’immunocompetenza;

« I dati sulle strategie nutrizionali per controllare le infezioni da S. suis nei suinetti svezzati
sono scarsi. Tuttavia, le diete costruite per controllare la diarrea post-svezzamento nei suinetti
potrebbero essere un buon punto di partenza;

+ Le strategie nutrizionali dovrebbero concentrarsi su:
1) limitare la disbiosi microbica nel tratto intestinale;
2) effetti antimicrobici e/o antivirali diretti nelle vie respiratorie e intestinali;

3) miglioramento dell’immunocompetenza e¢/o del controllo delle reazioni infiammatorie
sistemiche.
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STREPTOCOCCUS SUIS IN ITALIA:
ASPETTI EPIDEMIOLOGICI E ANTIBIOTICO-RESISTENZA

MASSACCIF. R.

Istituto Zooprofilattico Sperimentale Dell umbria E Delle Marche ‘Togo Rosati’

Streptococcus suis € riconosciuto in tutto il mondo come uno dei pit importanti agenti ezio-
logici di malattia nei suinetti ed ¢ associato a diverse manifestazioni cliniche quali meningite,
artrite, endocardite o setticemia (Zimmerman et al., 2012). Si tratta anche di un microrga-
nismo zoonotico responsabile di setticemia, endocardite e meningite nell’'uomo (Zheng et
al., 2018). Nelle aziende suinicole, le infezioni da S. suis sono una delle principali cause di
utilizzo di antibiotici (REF). La limitata efficacia dei vaccini disponibili per S. suis rende gli
antibiotici uno strumento chiave per il controllo delle infezioni sostenute da S. suis (Hadjirin
et al., 2021).

A livello nazionale, le linee guida della Regione Emilia Romagna sull’uso prudente degli
antibiotici nell’allevamento suino riassumono, con finalita operative, i punti critici e gli in-
terventi volti ad indirizzare il corretto impiego degli antibiotici nell’allevamento suino. Ven-
gono dunque fornite alcune indicazioni pratiche con un “albero decisionale” per la scelta
degli antibiotici da utilizzare in corso delle principali malattie batteriche del suino, tra cui
anche la streptococcosi. Tra gli antibiotici di I scelta abbiamo per la maggior parte le tetra-
cicline, sulfamidici e i beta lattamici tra cui penicillina, ampicillina e cefalosporine di I e II
generazione. Le linee guida riportano come S. suis sia generalmente sensibile a penicillina,
aminopenicilline non potenziate e cefalosporine di I generazione, pertanto 1’uso empirico
(come prima scelta) di cefalosporine di Il e IV generazione non ¢ giustificato. In letteratura,
numerosi lavori descrivono la sensibilita agli antibiotici di S. suis. I dati indicano una resi-
stenza costante ed in alta percentuale per le tetracicline sia a livello europeo che italiano, sin
dai primi anni 90 (Wasteson et al., 1994; Aarestrup et al., 1998; Marie et al., 2002; Vela et
al., 2005; Wisselink et al., 2006; Hendriksen et al., 2008; Princivalli et al., 2009; Markowska-
Daniel et al., 2010; Palmieri et al., 2011; de Jong et al., 2014). La resistenza alla classe dei
sulfamidici risulta invece piu variabile nella popolazione, cosi come la resistenza per altre
classi con minor importanza clinica, come macrolidi e lincosamidi (Wisselink et al., 2006;
Hendriksen et al., 2008; Markowska-Daniel et al., 2010; Tedde et al., 2016). Per quanto in-
vece riguarda i beta lattamici, questi risultano efficaci nel controllo dell’infezione e tra questi
sono riportate basse percentuali di resistenza alle penicilline, generalmente inferiori al 5%
(Tedde et al., 2016). L’antibiotico-resistenza ¢ spesso legata alla presenza di geni a trasmis-
sione orizzontale. S. suis pud contribuire alla diffusione di geni di antibiotico resistenza in
ceppi umani di S. pyogenes, S. pneumoniae, e S. agalactiae, agendo come un vero e proprio
reservoir (Princivalli et al., 2009; Palmieri et al., 2011). Questa ipotesi si basa sul fatto che S.
suis porti con sé elementi genetici mobili simili a quelli presenti nelle specie batteriche sopra
citate (Princivalli et al., 2009; Palmieri et al., 2011).

In Italia, nella pubblicazione di Cucco et al. (2022) sono stati caratterizzati i sierotipi (SS),
i sequence type (ST) e la suscettibilita agli antibiotici di 78 isolati di S. suis da focolai di
infezione verificatisi negli allevamenti di suini italiani nel periodo 2017-2019. Per quanto
riguarda la sensibilita agli antimicrobici, in questo studio, ¢ stata confermata la resistenza alla
tetraciclina e alla clindamicina come gia riportato in letteratura. La sensibilita ai sulfamidici e
ai fluorochinoloni ¢ generalmente piu bassa nello studio rispetto a studi condotti in altri paesi
Europei (van Hout et al., 2016). Infine ¢ stato osservato un elevato livello di resistenza alla
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penicillina con circa un isolato su cinque con una ridotta suscettibilita nei confronti di questa
molecola. Non ¢ stata riscontrata resistenza nei confronti di ampicillina, confermando I’ipotesi
di una incompleta cross-resistenza tra questi due antimicrobici. Un ulteriore dato su cui porre
’attenzione ¢ la resistenza riportata per florfenicolo in due isolati di S. suis. Il meccanismo di
resistenza per i fenicoli ¢ lo stesso per un’altra classe antibiotica, gli ossazolidinoni (Schwarz
et al., 2021; Brenciani et al., 2022). Gli ossazolidinoni, linezolid e tedizolid, sono molecole
utilizzate esclusivamente in medicina umana per le infezioni causate da batteri Gram positivi
multi-resistenti (Schwarz et al., 2021; Brenciani et al., 2022). In letteratura risulta evidente
che Iutilizzo di florfenicolo potrebbe promuovere, grazie a meccanismi di co-selezione, la
diffusione non solo dei geni di resistenza per i fenicoli ma anche dei geni di resistenza agli
ossazolidinoni con gravi conseguenze per la salute umana (Brenciani et al., 2022). A livello
di determinanti genetici, il profilo piu descritto era te#(O) ed ermB, determinanti genetici che
codificano per la resistenza a tetracicline e macrolidi/lincosamidi (Cucco et al., 2022).

Al fine di capire se la resistenza alla penicillina fosse legata alla presenza di un clone
emergente, si ¢ indagata [’appartenenza al sierotipo (SS) e sequence type (ST) degli isolati
mediante sequenziamento genetico in whole genome. E emerso che nella popolazione, SS2
e SS9 erano responsabili di quasi il 70% delle infezioni. Tra gli isolati appartenenti al SS2,
rientravano gli ST1 e ST7, che ¢ associato a gravi infezioni umane in Cina e che non ¢
mai stato rilevato nei suini europei (Ye et al., 2008). Un’ampia percentuale (20%) di isolati
SS9, assegnati a ST123, ¢ risultato resistente alla penicillina. La resistenza a penicillina,
a differenza di altre resistenze, sembra esser legata principalmente ad un clone diffuso in
diverse regioni italiane. Questa tesi ¢ stata confermata dal lavoro presentato al meeting
annuale SIPAS da Bassi P. (2023) nel Marzo 2023. Venivano riportati i dati di sensibilita dei
diversi patogeni estrapolati dai database di tre Istituti Zooprofilattici Sperimentali Lombardia
e Emilia Romagna (IZSLER), Venezie (IZSVE) e Umbria e Marche (IZSUM) nell’ambito
dell’attivita diagnostica operata nell’anno 2022. Per quanto riguarda S. suis, veniva riportato
circa il 13 % di resistenza alla penicillina e il SS9 risultava essere il sierotipo con il maggior
numero di isolati resistenti e con una sensibilita intermedia per penicillina rispetto agli altri
sierotipi. Lo stesso andamento nei confronti dei beta lattamici € stato descritto dal Sandri et
al. nello stesso meeting annuale (Sandri G. et al., 2023).

I dati di altri gruppi di ricerca confermavano quindi un preoccupante aumento della
resistenza di S. suis, ed in particolare di SS9, nei confronti della penicillina. Nel corso di
un lavoro successivo (Massacci et al., 2023), si ¢ approfondita I’origine e I’evoluzione della
resistenza a penicillina in SS9. II lavoro ¢ stato condotto su 66 isolati di S. suis appartenenti
al SS9 raccolti nell’arco di vent’anni (2002-2021). Tra gli SS9 isolati da suini in corso di
streptococcosi in Italia, il ST123 ¢ stato il piu frequentemente riscontrato, seguito dal ST16.
Entrambi gli ST sono gia stati segnalati in suini in Europa: il ST123 in Spagna (Blume et al.,
2009) e il ST16 in Olanda (Willemse et al., 2016). Il ST16 ¢ considerato un ST emergente
grazie alle sue caratteristiche di patogenicita e al suo potenziale zoonotico (Willemse et al.,
2016). Inoltre, ST16 e ST123 erano nettamente distinti sia in termini di fattori di patogenicita,
sia come sensibilita ai beta lattamici. Tra gli ST123 la maggior parte ¢ risultata resistente
alla penicillina, mentre gli isolati afferenti a ST16 erano completamente sensibili ai beta-
lattamici. Gli ST123 erano inoltre caratterizzati da valori di MIC piu elevati per gli altri beta-
lattamici, ceftiofur e ampicillina, nonostante questa ridotta sensibilita non abbia raggiunto i
livelli di resistenza clinica. Tuttavia, la ridotta sensibilita ai beta-lattamici non era ristretta
a ST123, ma coinvolgeva altri ST, tra cui ST1953, che differisce da ST123 per un singolo
allele, e ST1540. Da un punto di vista temporale, ¢ stata riscontrata un’associazione tra una
ridotta sensibilita a penicillina e I’anno di isolamento. La sensibilita a penicillina ¢ infatti
diminuita significativamente dal 2004 al 2021 ed ¢ risultata fortemente associata a ST123,
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ST1953 e ST1540. In particolare, il modello evidenzia un incremento annuo del valore di
MIC per penicillina di circa il 4%. L’appartenenza a ST123 ¢ associata a valori di MIC
per penicillina 5,2 volte superiori a quelli osservati per ST16; 1,9 volte nel caso di ST1540
e 6,7 volte nel caso di ST1953. Anche all’interno di ST123 tuttavia, la sensibilita ai beta
lattamici non era omogenea. Infatti sono stati osservati isolati ST123 caratterizzati da una
piena sensibilita ai beta-lattamici accanto ad isolati clinicamente resistenti. Gli isolati ST123
clinicamente resistenti a penicillina provenivano esclusivamente da casi osservati a partire
dal 2017. Anche per ceftiofur valori di MIC superiori a 1pug/ml sono stati osservati solo dopo
i1 2017.

Questi risultati confermano che la sensibilita ai beta-lattamici in SS9 si € progressivamente
ridotta negli ultimi vent’anni e si ¢ evoluta in alcuni cloni appartenenti a questo sierotipo.
Al fine di capire il meccanismo responsabile della resistenza alle penicilline, sono state
studiate le proteine leganti la penicillina (Penicillin Binding Protein, PBP) che sono proteine
coinvolte nella biosintesi della parete cellulare batterica. Le PBP rappresentano il principale
bersaglio dei beta-lattamici, e le loro sostituzioni sono correlate ad un amento di resistenza
per penicillina anche in altre specie di Streptococcus come ad esempio in S. pneumoniae
(Zapun et al., 2008; Li et al., 2016; Dew¢ et al., 2019). Le PBP studiate in Massacci et al.
(2023), sono state PBP1A, PBP1B, PBP2A, PBP2B, PBP2X. Il numero totale di mutazioni
a livello delle PBP variava da 0, osservato in un isolato di cinghiale, a 152, riscontrate in
un isolato ST1541 isolato nel 2017. La distribuzione delle sostituzioni tra gli isolati di S.
suis non risultava casuale. Gli isolati infatti, si raggruppavano in base alle sostituzioni,
rivelando un’architettura a mosaico delle PBP, gia descritta in letteratura (Zapun et al., 2008).
Specifici gruppi di sostituzioni a livello delle PBP sono stati correlati alla resistenza per
penicillina, ceftiofur e ampicillina. E interessante notare che alcune sostituzioni che sono
state trovate associate alla resistenza dei beta-lattamici sono state rilevate insieme anche da
Bamphesin et al. (2021), che le ha descritte in isolati di S. suis di origine umana in Tailandia,
appartenenti ai sierotipi 2, 14 e 24 (Bamphensin et al., 2021). Alcune di queste sostituzioni,
come la T551S a carico di PBP2X, sono gia state inoltre descritte da Hadjirin et al. (2021) in
associazione ad una riduzione della sensibilita ai beta-lattamici e trovano riscontro in altre
specie di Streptococcus spp. In S. pneumoniae, I’ origine delle sequenze codificanti PBP con
bassa affinita per i beta-lattamici ¢ stata fatta risalire a specie commensali appartenenti allo
stesso genere, Streptococcus mitis o Streptococcus oralis: le sequenze mosaico sono state
poi acquisite da S. pneumoniae probabilmente tramite trasformazione (Zapun et al., 2008;
Chagneau et al., 2022)the penicillin-binding proteins (PBPs. La presenza di grandi blocchi
di mutazioni nei 66 isolati suggerisce che anche S. suis possa avere acquisito questi gruppi di
PBP da ceppi di Streptococcus spp. commensali, processo che ¢ stato probabilmente favorito
dalla pressione selettiva generata dall’uso di beta-lattamici nei suini.

L’ espansione dei cloni di S. suis caratterizzati da una bassa sensibilita ai beta lattamici
sta portando ad una progressiva diminuzione di efficacia a questi antibiotici, un evento
gia verificatosi per S. pneumoniae. Questo evento ¢ particolarmente indesiderato in un
batterio con limitati strumenti di controllo negli allevamenti e caratterizzato da potenzialita
zoonosiche. L’impiego dei beta-lattamici degli allevamenti deve essere il piu possibile
limitato, ed € necessario che i valori di MIC nei confronti dei beta lattamici siano oggetto di
una sorveglianza costante.
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IMPIEGO DELLA VACCINAZIONE NEL CONTROLLO DELLA
STREPTOCOCCOSI DEL SUINO: ESPERIENZE DI CAMPO

VEZZOLIF.

Lo Streptococcus suis (S. suis) ¢ uno dei pit importanti patogeni batterici del suino che colpisce
i suinetti nel post-svezzamento causando principalmente meningite, artrite e morte improvvisa.
Non solo provoca gravi perdite economiche, ma solleva anche preoccupazioni sul benessere
degli animali e sulla resistenza antimicrobica. Da non sottovalutare il potenziale zoonosico di S.
suis con il rischio maggiore per le persone che hanno stretto contatto con suini come allevatori,
addetti all’allevamento di suini, macellai e veterinari.

S. suis € un batterio incapsulato e la diversita antigenica del polisaccaride capsulare ¢ alla
base della classificazione batterica in 29 sierotipi. I principali sierotipi isolati da animali con
manifestazioni cliniche sono i sierotipi 2 ¢ 9.

S. suis colonizza asintomaticamente il tratto respiratorio superiore, I’intestino e i genitali dei
suini, come parte del normale microbiota. I suinetti si infettano tramite trasmissione orizzontale
e verticale, causata rispettivamente dal contatto naso-naso e dal contatto naso-vagina durante
il parto. Le manifestazioni cliniche si osservano quando S. suis penetra nelle barriere della
mucosa e accede al flusso sanguigno, alle articolazioni e al sistema nervoso centrale, causando
cosi una varieta di sintomi come setticemia, endocardite, artrite, polmonite e morte improvvisa
Da oltre tre decenni vengono usati antimicrobici per controllare le infezioni da S. suis, queste
sono una delle principali cause dell’uso di antimicrobici nell” allevamento suino, in particolare
nel post svezzamento sia a scopo terapeutico che (ove consentito) profilattico/metafilattico. La
mancanza di vaccini efficaci per prevenire la malattia ha favorito I’ampio uso di antibiotici in
tutto il mondo. La loro efficacia ¢ notevolmente diminuita negli anni a seguito dell’acquisizione
di resistenze, come segnalato da diversi autori (Bassi P. 2022, Sandri et al., 2023, Cucco et al.,
2023). S. suis € considerato uno dei piu importanti agenti batterici infettivi del settore suino, e
quindi di importanza strategica viste le nuove normative che impongono restrizioni all’uso di
sostanze antimicrobiche. Al fine di ridurre 1’uso degli antimicrobici nella produzione animale,
i sistemi produttivi sottolineano 1’importanza di migliorare i vaccini esistenti e/o sviluppare
nuove strategie di vaccinazione.

La prevenzione della malattia da S. suis dovrebbe concentrarsi sulla gestione dei fattori
predisponenti (Neila-Ibafiez C. et al 2023) e soprattutto sulla vaccinazione. Finora non ¢ stato
possibile sviluppare vaccini commerciali universali ed efficaci, a causa della presenza di un
elevato numero di sierotipi (senza protezione crociata I’uno contro 1’altro). Al momento in
Italia ¢ registrato un solo vaccino commerciale per S. Suis ma esclusivamente nei confronti
del sierotipo 2. Gli unici vaccini disponibili utilizzati in condizioni di campo, quando
presenti diversi sierotipi, sono i vaccini stabulogeni definiti dal regolamento EU 2016/6 come
“Medicinali veterinari immunologici inattivati fabbricati a partire da agenti patogeni e antigeni
ottenuti da uno o piu animali di un’unita epidemiologica e utilizzati per il trattamento di detto
animale o animali della stessa unita epidemiologica o per il trattamento di uno o pin animali
in un’unita epidemiologica rispetto ai quali é stata confermata [’esistenza di una relazione
epidemiologica”, prodotti da laboratori autorizzati.

Questi vaccini sono preparati specificatamente per ogni allevamento, realizzati a partire da
campioni patologici provenienti dai suini dell’allevamento stesso. In questo modo i suini
vaccinati sono protetti contro lo/gli stesso/i ceppo/i presenti che causano i sintomi clinici
nell’allevamento.

Nella produzione dei vaccini stabulogeni ¢ essenziale per prima cosa una corretta diagnosi
eziologica che andrebbe sempre eseguita a seguito del sospetto clinico del veterinario aziendale.
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Nel caso di S. suis risulta molto utile eseguire la diagnosi su pit animali preferendo gli isolamenti
da cervello; mentre, per quanto riguarda gli isolati ottenuti dai polmoni, poiché sono considerati
infezioni secondarie, non dovrebbero essere inclusi nella composizione del vaccino (Obradovic
et al., 2021). Risulta quindi consigliato eseguire sempre la tipizzazione dei ceppi isolati, al fine
di comprendere una loro potenziale evoluzione e diversificazione al fine di adattare il vaccino
stabulogeno ai sierotipi circolanti in allevamento; difatti, nel seguente presidio immunizzante ¢
possibile introdurre fino a tre ceppi diversi.
La protezione fornita dai vaccini stabulogeni ¢ ceppo specifica e spesso imprevedibile. 1
principali inconvenienti associati sono:

1. elevata diversita di antigeni prodotti dai ceppi di S. suis;

2. perdita della struttura di molti antigeni durante I’inattivazione cellulare richiesta per

la produzione;
3. necessitano di un costante monitoraggio dei soggetti sintomatici indispensabile per
individuare precocemente I’ingresso di sierotipi non coperti dal vaccino in uso.

In campo i vaccini stabulogeni vengono somministrati ai suinetti allo svezzamento e il richiamo
eseguito a distanza di 15 giorni; in alternativa la vaccinazione viene eseguita a tre giorni di vita
e ripetuta allo svezzamento (Ustulin et al., 2023), tuttavia, senza che vi siano dati sulla loro
capacita di indurre una risposta immunitaria, € molto probabilmente in presenza di anticorpi
materni. Un’alternativa alla vaccinazione dei suinetti consiste nell’immunizzazione delle scrofe
prima del parto al fine di stimolare I’immunitd materna passiva. Quest’ultimo protocollo ¢
meno costoso e rappresenta un’alternativa economica alla vaccinazione dei suinetti. Tuttavia,
pochissimi studi hanno affrontato la durata dell’immunita materna nei suinetti soprattutto
considerando che la maggior parte dei casi clinici causati da S. suis si verificano nel periodo
post-svezzamento.
Come valutare ’efficacia del vaccino?
I diversi sierotipi e ceppi di S. suis, un’ampia varieta di adiuvanti e metodi di produzione
rendono difficile la valutazione dell’efficacia dei vaccini stabulogeni; inoltre, non sempre le
prove di campo sono condotte in modo scientifico. Uno strumento pratico e utile per valutarne
I’efficacia potrebbe essere la diminuzione dell’utilizzo degli antimicrobici in allevamento
mediante I’utilizzo del Sistema ClassyFarm. Difatti, nella pratica gestionale degli allevamenti
le variabili che subentrano ad interferire in una corretta e scientifica valutazione dei differenti
protocolli vaccinali spesso fa si che i dati raccolti abbiano dei bias rilevanti. Monitorare
I’uso degli antimicrobici espressi in DDD, in particolare per le molecole utilizzate al fine di
gestire le problematiche da S. suis, come ad esempio le amminopenicilline, possono aiutare a
comprendere ’effettiva efficacia del vaccino. Cosi come i risultati del continuo monitoraggio
diagnostico dei casi clinici con i dati di sierotipizzazione e di antimicrobico suscettibilita,
prossimamente disponibili sul medesimo sistema. Per questo tipo di approccio immunizzante ¢
quindi necessario un percorso medio-lungo con un continuo monitoraggio.
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UTILIZZO DEGLI EMOSIERI TESTICOLARI E DI ALTRE
MATRICI INNOVATIVE PER IL MONITORAGGIO DEL VIRUS
DELLA PRRS

USE OF PROCESSING FLUIDS AND OTHER NOVEL SAMPLES
FOR PRRS MONITORING

USTULIN M.

Istituto Zooprofilattico sperimentale delle Venezie — Laboratorio di Patologia e Benessere
della Specie Suina — Sezione Territoriale di Pordenone

La Sindrome Riproduttiva e Respiratoria del Suino ¢ una delle piu diffuse patologie del
suino ed ¢ causa di gravi perdite economiche per il comparto suinicolo; in Italia si stima
una prevalenza di aziende infette di circa il 90% (Franzo et al, 2021). La gestione della
patologia si focalizza soprattutto sul controllo della circolazione virale nelle aziende da
riproduzione per ottenere la stabilizzazione delle scrofaie.
Sulla base della circolazione di PRRS, un allevamento da riproduzione puod essere
classificato come:
- Positivo instabile ad alta prevalenza (<75% delle bande svezzate risultano negative)
- Positivo instabile a bassa prevalenza (>75% delle bande svezzate risultano negative)
- Positivo stabile o positivo stabile con vaccinazione (100% delle bande svezzate risultano
negative al ceppo di campo)
- Provvisoriamente negativo (Assenza di sieroconversione nelle rimonte per almeno 60
giorni)
- Negativo (Assenza di riproduttori positivi a test anticorpali)
Secondo quanto descritto da Holtkamp er al. nel 2011, nei piani di campionamento
finalizzati alla classificazione delle scrofaie, per verificare la circolazione del virus ¢
necessario analizzare i campioni di siero di 30 suinetti in eta di svezzamento in pool di 5
tramite metodiche con sensibilita analitica superiore al 95%. La numerosita campionaria
di tale protocollo di campionamento permette, a fronte di una prevalenza attesa del 10%,
di evidenziare il target con il 95% di confidenza. Tali piani di campionamento sono stati
basati sugli assunti per i quali i virus della PRRS non possano mantenersi in azienda ad
una prevalenza inferiore al 10% per un periodo superiore ai 90 giorni e che la circolazione
del virus nei riproduttori possa essere dimostrata evidenziando la presenza di PRRSV nei
suinetti sottoscrofa poco prima dello svezzamento.
Nella realta pratica, il protocollo si ¢ dimostrato non sempre adeguato, sono stati infatti
documentati casi di ricircolazione di PRRSV dopo aver raggiunto lo status di azienda
stabile (Linhares et al 2014); sono inoltre stati segnalati casi in cui I’infezione da PRRSV
si sia mantenuta a prevalenze inferiori al 10%, suggerendo la necessita di fare ricorso ad un
numero piu elevato di campioni, con conseguente aumento sia dei costi di analisi che del
tempo da dedicare alla raccolta dei campioni.
Per quanto il siero di sangue possa ancora essere considerato la matrice ideale per evidenziare
la presenza del virus della PRRS, anche considerato che presenta caratteristiche ottimali per
essere utilizzato anche per studi epidemiologici avanzati (NGS), per identificare almeno
un campione positivo con una prevalenza di soggetti infetti inferiore al 5% ¢ necessario
aumentare in modo significativo il numero di campioni da raccogliere (vedi tabella 1).
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Percentuale di soggetti malati nella popolazione
Dimensioni
della 50% | 40% | 25% | 10% | 5% | 2% | 1%
popolazione
0] 4 5 10 10 10 10
20[ 4 6 16 | 19 | 20 | 20
30 4 6 19 | 26 [ 30 | 30
af s 6 10 | 21 | 3t | 40 | 40
s s 6 10 2 35 48 50
100 5 6 10 25 45 78 9
2000 5 6 11 27 51 105 155
500 5 6 11 28 56 129 | 225
1000] 5 6 11 29 57 138 | 258
5000] 5 6 11 29 59 147 | 290
10000 5 6 11 29 59 148 | 294
ol 5 6 11 29 59 149 | 299

Tabella 1: Numerosita campionaria per individuare almeno un soggetto positivo in base
alla prevalenza attesa e dimensioni della popolazione con una confidenza del 95%

In base agli studi effettuati e al miglioramento delle conoscenze in merito all’utilizzo di
campioni aggregati I’American Association of Swine Veterinarians sta rivedendo i criteri
di classificazione degli allevamenti in base allo stato di circolazione della PRRS, e tra
le modifiche che hanno trovato consenso, a supporto del prelievo di 30 (nel caso di alta
prevalenza attesa, >10%) o 60 (nel caso di bassa prevalenza attesa,<10%) campioni di
siero di suinetti al momento dello svezzamento, vi ¢ 1’introduzione dell’uso di campioni
aggregati, tra cui gli emosieri testicolari (Holtkamp et al. 2021).

L’utilizzo di campioni aggregati per verificare la circolazione di agenti eziologici in
allevamento ¢ ormai entrata nella routine. I campioni aggregati piu utilizzati sono i fluidi
orali, i fluidi orali familiari, gli emosieri testicolari. Di recente un’ulteriore opzione ¢ data
dalle lingue (tongue tips).

Ciascuno di questi campioni presenta vantaggi e svantaggi ma, se gestiti correttamente,
possono essere un valido supporto per il monitoraggio di diverse patologie.

In particolare, gli emosieri testicolari, ovvero i liquidi di percolamento dei tessuti raccolti
durante le operazioni di castrazione e taglio della coda, possono essere efficacemente
sfruttati per il monitoraggio della PRRS in scrofaia in associazione a campioni di siero di
sangue o ad altri campioni aggregati.

Oltre al virus della PRRS, gli emosieri testicolari sono stati utilizzati per la ricerca di
Mycoplama hyopneumoniae (Vilalta 2019), M. hyorhinis (Ustulin et al, 2020), PCV2 (Fan
M. et al, 2023) e Senecavirus A (Preis et al, 2024)
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Per quanto concerne la PRRS, studi di campo e su base aziendale, hanno evidenziato per gli
emosieri testicolari una sensibilita maggiore o comparabile a campioni di siero di sangue in
pool da 5 analizzati con metodiche biomolecolari (Lopez et al., 2018 ¢ 2021, Ustulin et al.,
2019). Sono inoltre state pubblicate, in anni recenti, esperienze di successo nell’utilizzo
degli emosieri testicolari per il monitoraggio della PRRS e la per la classificazione delle
aziende in funzione dello status della PRRS (Trevisan et al, 2019, Almeida et al., 2021,
Lopez et al., 2021, Tonni ef al. 2023).

Nell’utilizzo di campioni aggregati ¢ necessario tenere in considerazione che, se da una
parte includere nel campionamento un maggior numero di soggetti permetta di aumentare
la sensibilita dell’analisi a livello aziendale, dall’altra, soprattutto per le aziende in cui la
prevalenza di PPRSV ¢ bassa, la diluizione del campione pud diminuire la concentrazione
virale, riducendola al di sotto del limite di sensibilita della metodica analitica.

I dati bibliografici disponibili indicano che ¢ sufficiente la presenza di organi (testicoli) e
tessuti (coda) di un solo maschio positivo, con carica virale alta (Ct 22,1), in un campione
composto da 50 nidiate per avere un risultato in real time PCR positivo sul campione
aggregato. In caso di un singolo maschio positivo, ma con carica virale bassa (Ct 33,6)
il campione aggregato di 50 nidiate risultera negativo, ma risultera positivo un campione
aggregato di 40 nidiate che includa tale soggetto. Lo stesso studio indica che il contributo
dato dalle femmine, ¢ molto limitato in quanto i tessuti muscolare e scheletrico di cui
¢ composta la coda forniscono una quantita di liquido nettamente inferiore alla coppia
di testicoli. In presenza di una sola femmina debolmente positiva (Ct 34,3) come unico
soggetto positivo del campione aggregato, le analisi in real time PCR forniscono un
risultato negativo anche includendo solo 10 nidiate (Vilalta et al. 2019).

Per una stima adeguata del numero massimo di nidiate da includere e quindi per definire
correttamente le dimensioni del campione aggregato ¢ necessario avere a priori una stima
della prevalenza attesa. In aziende stabili o prossime alla stabilita, in cui ci si aspetta una
prevalenza molto bassa sara opportuno ridurre il numero di nidiate incluse nel campione
aggregato per evitare eccessiva diluizione. Un recente studio (Lopez et al., 2021) ha
evidenziato una probabilita dell’80% di identificare come positivo un campione aggregato
costituito da 43 nidiate negative e una positiva, ma tale probabilita scende al 43% se nel
campione vengono incluse 69 nidiate. In situazione numeriche piu simili alle tipologie di
allevamento italiane, qualora il campione aggregato sia costituito da 28 nidiate negative e
una positiva la probabilita di identificare come positivo il campione aggregato ¢ del 95%.
Potendo essere raccolti solo nei primi giorni di vita, 1’utilizzo degli emosieri testicolari per
il monitoraggio della PRRS permette di verificare la circolazione virale solo in una breve
finestra temporale.

I fluidi orali familiari e i pool di lingue (tongue tips) sono campioni aggregati che possono
essere utilizzati nelle altre fasi di vita del suinetto.

I fluidi orali familiari (FOF) vengono raccolti posizionando una corda in cotone nella
gabbia parto in modo che vi abbiano accesso sia la scrofa che i suinetti, il comportamento
esplorativo della scrofa incoraggia i suinetti a contribuire alla composizione del campione.
Perché i suinetti possano efficacemente contribuire devono avere almeno 18 giorni, questo
metodo di campionamento pud quindi essere utilizzato per verificare la circolazione di
virus della PRRS poco prima dello svezzamento.

L’utilizzo dei FOF permette di ridurre il numero di campioni da analizzare rispetto
all’utilizzo dei sieri, pur mantenendo una buona sensibilita diagnostica anche a prevalenze
basse, ad esempio a fronte di una prevalenza del 3% per identificare almeno un soggetto
positivo con un livello di confidenza del 95% sarebbe necessario analizzare il siero di 90
soggetti oppure, in alternativa, 10 FOF (Almeida ef al. 2019). Questa differenza ¢ resa ancora
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piu conveniente dalla possibilita di analizzare in pool anche i FOF (Osemeke et al, 2022).
Un’ulteriore tipologia di campione aggregato ancora poco utilizzato in Italia ma su cui sono
disponibili promettenti dati bibliografici ¢ dato da pool di lingue di suinetti deceduti. Per
evidenziare la circolazione di PRRS in una banda ¢ infatti possibile raccogliere le lingue
dei soggetti deceduti dalla nascita fino allo svezzamento conservandole in congelamento
in uno stesso contenitore. Il laboratorio potra poi analizzare il liquido di percolamento
costituito da sangue e saliva. Per ottenere un campione rappresentativo ¢ necessario
prelevare almeno 2-3 cm di lingua per ogni soggetto deceduto indipendentemente dalla
causa della morte. Dati bibliografici suggeriscono una buona concordanza tra 1’analisi di
pool di tongue tips e 1’analisi dei sieri di sangue, spesso con il riscontro di valori di Ct
della rel time PCR piu bassi (Machado et al., 2022).

Nell’insieme, ’utilizzo di campioni aggregati puo rappresentare una valida alternativa al
campionamento di campioni ematici, sia in termini di minor lavoro per la raccolta sia per
la necessita di analizzare un numero di campioni piu contenuto che include un maggior
numero di animali.

Il piano di campionamento ai fini della sorveglianza della PRRS deve comunque sempre
essere calato nella realta aziendale, tenendo conto di fattori quali il numero di animali
nel gruppo e la prevalenza attesa. Deve essere tenuto presente che la distribuzione
intra-aziendale del virus della PRRS non ¢ uniforme e che pertanto la prevalenza intra-
aziendale puo variare tra sale parto, capannoni ¢ bande: In ultimo si evidenzia che il
monitoraggio deve essere costante e ripetuto nel tempo mantenendo la numerosita
campionaria definita al fine di poter garantire di evidenziare precocemente eventuali
variazioni della prevalenza.
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INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI DEL NEXT-GENERATION
SEQUENCING DI PRRSV DA UN PUNTO DI VISTA
EPIDEMIOLOGICO

TREVISAN G., ZELLER M., GAUGER P., ZHANG J,, LI G., LINHARES D.

Veterinary Diagnostic and Production Animal Medicine, lowa State University, Ames, IA

Il virus della sindrome riproduttiva e respiratoria dei suini (PRRSV) ¢ stato descritto e isolato
contemporaneamente in Europa e in Nord America intorno agli anni ‘90 e il suo genoma ha
una lunghezza variabile tra 14,9 e 15,5 Kb (1, 2). PRRSV ¢ classificato in due specie distinte:
a) Betaarterivirus suid 1, noto come PRRSV-1 o tipo europeo, che ha come prototipo il
genoma Lelystad (GenBank NC_043487.1) (3-5), ¢ b) Betaarterivirus suid 2, noto come
PRRSV-2 o tipo nordamericano, che ha come prototipo il genoma VR2332 (GenBank
U87392.3) (2, 6, 7).

Entrambe le specie sono distribuite a livello globale, con il PRRSV-1 piu frequentemente
rilevato in Europa e il PRRSV-2 nelle Americhe e in Asia. Entrambe le specie sono presenti
negli Stati Uniti (8). L’indagine epidemiologica di PRRSV si ¢ basata sul sequenziamento
genetico di geni specifici, come ’open reading frame 5 (ORF5) o I’ORF7. L’ORF5
comprende 603 o 606, e ’ORF7 387 o 372 paia di basi per i ceppi prototipo PRRSV-1 e
PRRSV-2, rispettivamente, e rappresenta circa il 4% e il 2,5% dell’intero genoma del PRRSV
di ciascuna specie. Negli Stati Uniti, ’ORFS5 ¢ stato utilizzato per classificare le sequenze di
PRRSYV in base al polimorfismo di lunghezza del frammento di restrizione (RFLP) (9) e ai
lineaggi (10-13).

Il sequenziamento di ORF5 e ORF7 si basa sulla tecnica di sequenziamento Sanger (14) o
a sue successive modifiche (15). La tecnica Sanger ha tempi di esecuzione brevi e produce
una sequenza di consenso. Tuttavia, presenta dei limiti, in quanto non ¢ in grado di rilevare
e riportare piu di una sequenza se nel campione sono presenti piu ceppi. La presenza di piu
di cinque ambiguita in un risultato di sequenziamento Sanger del ORFS ¢ una potenziale
indicazione di piu di un ceppo nel campione (16). Inoltre, il sequenziamento di un solo
gene non puo identificare cio che accade in altre regioni genomiche. In uno studio con dati
longitudinali di 18 allevamenti, ¢ stato riportato che ’ORFS5 non era piu incline alla diversita
rispetto ad altre regioni genomiche (17).

Negliultimianni,¢stataintrodottaunatecnicadenominatasequenziamentodinuovagenerazione
(NGS)(15)eiprogressinelletecnicheepidemiologichehanno fattosicheirisultatiNGS avessero
un valore per I’indagine epidemiologica del PRRSV. Come i test PCR real time che prevedono
il rilevamento di un analita e una soglia di ciclo di rilevamento, la NGS prevede il rilevamento
diun agente e del corrispondente genoma intero o di frammenti di genoma, denominati contigs.
Il confronto dei genomi interi del PRRSV con database pubblici o privati ¢ essenziale per
determinare se una sequenza specifica ¢ stata gia identificata in precedenza. Se i metadati sono
disponibili, questo confronto puo fornire ulteriori informazioni su quando e dove la sequenza
¢ stata identificata. Tuttavia, il confronto di una determinata sequenza con una banca dati non
¢ spesso fruibile agli allevament/sistemi produttivi per il loro processo decisionale, a causa
della scarsita di un contesto epidemiologico e clinico pertinente, che ¢ raramente disponibile
al pubblico.
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Il quesito epidemiologico di PRRSV deve nascere da scenari specifici dell’azienda o del
sistema di produzione; ¢ quindi importante mettere a disposizione per il confronto un ceppo
di PRRSYV di riferimento dell’azienda o della filiera produttiva.

Un approccio ragionevole ¢ quello di raccogliere campioni in un focolaio di PRRS, fare
I’NGS per rilevare I’intera sequenza genomica, e considerarla come ceppo di riferimento.
In alternatia, possono essere conservati ceppi PCR-positivi con basso Ct per successive
analisi NGS. La necessita di ricorrere all’NGS dipendera poi dal quesito epidemiologico da
affrontare.

L’uso di NGS aiuta a identificare se:

- si & verificata nel tepo un’evoluzione genetica di una sequenza

- nel campione sono presenti ceppi wild-type sottostanti,

- si sono verificate mutazioni o eventi di ricombinazione al di fuori dei geni ORF5 o ORF7 (18).

I’NGS diventa utile per gli allevamenti da riproduzione che progrediscono verso la
negativita o il controllo del PRRSV, ad esempio, quando diminuiscono i segni clinici o i
valori di Ct nel campionamento di monitoraggio. Se il quesito ¢ verificare se una data
sequenza si é evoluta nel tempo, 1’esecuzione di NGS su singoli tipi di campioni come
siero o polmone con Cts a 20 ¢ piu utile per recuperare un genoma di PRRSV intero (18).
Il genoma recuperato pud essere confrontato con i ceppi di riferimento dell’allevamento per
capire se ci sono mutazioni (sostituzioni, delezioni e inserzioni) o eventi di ricombinazione
o se ¢ stata identificata in allevamento una nuova sequenza (18). L’inclusione di sequenze
di vaccini a virus vivi modificati (MLV) nel confronto fornisce ulteriori informazioni se si €
verificato un evento di ricombinazione wild-type e vaccinale (18).

Se la domanda ¢ capire se piu di un ceppo di PRRSV circoli in un allevamento,
I’esecuzione di NGS in campioni aggregati e basati sulla popolazione, ad esempio processing
fluids o fluidi orali pud fornire informazioni sulla nube virale presente nel campione. E molto
probabile che i campioni di popolazione recuperino i contig e il confronto con un ceppo
di riferimento dell’azienda puo rivelare la presenza di ceppi aggiuntivi circolanti (17). Se
vengono rilevati ceppi aggiuntivi, il confronto con sequenze MLV note pud determinare se le
sequenze aggiuntive sono ceppi MLV o ceppi wild-type.

Gli allevamenti da riproduzione che ospitavano tre o piu ceppi durante il processo di
eradicazione, presentavano maggiori perdite totali e impiegavano 12 settimane in piu per
raggiungere la stabilita rispetto a quelli che contenevano fino a 2 ceppi (17).

Le ricombinazioni sono frequentemente osservate in campo e riportate all’interno
di PRRSV-1 o PRRSV-2, ma non tra le due specie (17, 19-28). La ricombinazione ¢ un
fenomeno continuo. La differenza fondamentale ¢ che al giorno d’oggi, i progressi nelle
tecniche diagnostiche, bioinformatiche e negli strumenti epidemiologici rendono piu facile
la creazione di database dell’intero genoma e 1’identificazione di ceppi ricombinanti. I1
verificarsi di un evento di ricombinazione richiede la co-infezione da parte di due o pit ceppi
nello stesso ospite e cellula, accoppiato con la replicazione, come prerequisito per lo scambio
di materiale genetico (29).

L’identificazione temporale di un ceppo parentale circolante nella mandria prima del
recupero di un ceppo ricombinante fornisce plausibilita biologica per I’evoluzione genetica
attraverso un evento di ricombinazione. Gli eventi di ricombinazione possono verificarsi
all’interno di sequenze wild-type o vaccine-like o tra le sequenze wild-type e vaccino. Eventi
di ricombinazione sono stati associati all’emergere di ceppi di PRRSV-1 molto aggressivi,
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ceppo Rosalia in Europa (28, 30), e PRRSV-2, ceppo L1C.5 negli Stati Uniti (precedentemente
nota come variante L1C RFLP 1-4-4) (31-33). Gli allevamenti da riproduzione che hanno
sperimentato focolai con ceppi ricombinanti hanno avuto un aumento delle perdite di suinetti
rispetto a quelli che hanno affrontato focolai senza identificazione di ceppi ricombinanti (17).

I progressi negli strumenti epidemiologici e nell’interpretazione dei risultati NGS hanno
fornito informazioni scientifiche per la gestione e il controllo del PRRSV. La creazione di
librerie dell’intero genoma di PRRSV basate su un singolo allevamento o filiera produttiva
forniscono un mezzo sempre piu efficiente per combinare i dati genetici e biologici dei suini
nel processo decisionale e nelle strategie di intervento per il controllo del PRRSV.
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PESTE SUINA AFRICANA IN LOMBARDIA: FATTORI DI
RISCHIO E MODALITA DI DIFFUSIONE NEL SUINO

BELLINI S.
Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia ed Emilia-Romagna (IZSLER)

A giugno 2023, in provincia di Pavia sono stati individuati due casi di peste suina africana
(PSA) nel cinghiale. Questi primi 2 casi si sono verificati in un’area gia in zona di restrizione
PSA a causa della contiguita geografica con il Piemonte, dove la malattia stava circolando da
gennaio 2022. 11 18 agosto 2023, sempre in provincia di Pavia, ¢ stato confermato il primo
focolaio di PSA in un allevamento di suini a Montebello della Battaglia, in un’area della
provincia di Pavia a sud del Fiume Po. Questo focolaio si ¢ verificato in un’area gia considerata
a rischio di introduzione PSA in un’area dove proprio per evitare il passaggio dell’infezione ai
suini domestici, erano gia stati inviati alla macellazione tutti i suini degli allevamenti familiari.
11 focolaio di Montebello ¢ stato accertato in un allevamento da ingrasso di piccole dimensioni
con forti elementi di rischio legati all’esposizione ambientale. Per questo focolaio sono stati
effettuati i controlli previsti dalla legislazione vigente e, dopo questo episodio, in questa area,
non ci sono state piu evidenze della presenza dell’infezione nei suini.

11 24 di agosto 2023 un secondo focolaio ¢ stato identificato nel comune di Zinasco, a nord
del Po, in questo caso la malattia ¢ diffusa e sono stati individuati 7 focolai. Per semplicita
descrittiva e in mancanza di evidenze di correlazioni, considereremo i primi due focolai che
sono localizzati a sud e nord del Fiume Po, come due cluster separati d’infezione: il cluster di
Montebello della Battaglia costituito da 1 solo focolaio e il cluster di Zinasco che comprende
8 focolai. In seguito al focolaio a Zinasco, in un’area ristretta di 3,4 Km?, sono stati confermati
5 focolai, di cui 1 in un allevamento non DPA. Due focolai sono stati invece individuati nei
comuni di Dorno (1) e Somma (1), questi focolai erano al confine con I’area infetta, in comuni
limitrofi a Zinasco e il piu distante dei 2 due focolai dista 6 Km dal primo focolaio di Zinasco.
Per questi focolai sono stati individuati diversi fattori di rischio e diverse plausibili modalita di
diffusione dell’infezione. L’ultimo focolaio di questo cluster ¢ stato confermato il 27/09/2023
nel comune di Pieve del Cairo, in un allevamento della stessa filiera di 3 dei focolai di Zinasco.

Tutti i focolai, ad eccezione dell’ultimo del cluster di Zinasco, sono stati individuati in
allevamenti da ingrasso che effettuano il tutto pieno-tutto vuoto, erano quasi tutti alla fine del
ciclo di produzione e in nessuno di questi allevamenti ci sono stati spostamenti di animali
da vita, e questo ha aiutato nella gestione dell’epidemia. Un focolaio si ¢ verificato in un
allevamento da riproduzione ciclo aperto dove invece erano avvenuti spostamenti di animali da
vita. Fortunatamente questo focolaio ¢ stato identificato precocemente, quando la malattia era
ancora confinata in 1 capannone (gestazione), distante dal capannone da dove erano usciti gli
animali da vita e quindi non ha dato origine a focolai secondari.

Nell’area erano gia applicate le misure di controllo previste dalla legislazione vigente in caso
di PSA. In seguito all’insorgenza della malattia nei suini sono state adottate ulteriori misure di
controllo per scongiurare I’ulteriore diffusione dell’infezione e comprendere la reale espansione
dell’epidemia.

Ad oggi, la PSA in Lombardia ¢ rimasta confinata nella provincia di Pavia dove sono stati
riportati 9 focolai nei suini domestici e 150 casi nel cinghiale. L’ultimo focolaio nei suini &
stato confermato il 27 settembre 2023, la malattia invece continua a circolare nei cinghiali,
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rappresentando un costante rischio per i suini domestici. Vista 1’espansione territoriale
dell’infezione nei cinghiali sono state posti sotto restrizione anche alcuni comuni della
provincia di Milano e di Lodi, nel tentativo di evitare 1’ulteriore trasmissione dell’infezione
verso le aree indenni dove 1’elevata densita di suini potrebbe costituire un ulteriore fattore di
rischio per la diffusione della PSA.
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ESPERIENZA PRATICA NELI’INDIVIDUAZIONE E NELLA
GESTIONE DI UN FOCOLAIO DI PESTE SUINA AFRICANA IN
UN’AZIENDA COMMERCIALE - IMPLICAZIONI SUL SISTEMA
PRODUTTIVO

BALABAN A.

USAMYV Bucharest
Romanian Association of swine veterinarians

Durante I’intervento al meeting SIPAS sono state presentate alcune misure pratiche
impiegate nell’individuazione e nella gestione di un focolaio di peste suina africana (PSA)
all’interno di un allevamento commerciale.

Sono inoltre state esplorate le implicazioni del focolaio sull’intero sistema produttivo,
facendo luce sulle sfide affrontate e sulle lezioni apprese durante la crisi. in particolare, sono
state approfindite le fasi iniziali dell’individuazione del focolaio, evidenziando I’importanza
di una risposta rapida e di strategie di comunicazione efficaci per limitare la diffusione della
PSA. Inoltre, sono state illustrate le varie strategie di gestione impiegate, tra cui le misure di
quarantena, i protocolli di abbattimento e i miglioramenti della biosicurezza, con particolare
attenzione alla loro efficacia nel controllare ed eradicare il virus.

Durante D’intervento sono state evidenziate le implicazioni economiche e operative
dell’epidemia di PSA nnegli allevamenti commerciali, esaminando le interruzioni della
produzione, le catene di approvvigionamento e le dinamiche di mercato.

Le conoscenze acquisite da questa esperienza pratica contribuiscono a una pit ampia
comprensione della gestione della PSA, sottolineando la necessita di misure proattive
per prevenire e mitigare I’impatto di future epidemie nei sistemi industriali di produzione
suinicola.
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PESTE SUINA AFRICANA IN EUROPAE IN ITALIA:
AGGIORNAMENTI EPIDEMIOLOGICI

ISCARO C.', RUOCCO L.z, DI SABATINO D.}, SORDILLI M.2, PACELLI F.2,
PLASMATI F?, FELIZIANI F.!

stituto Zooprofilattico Sperimentale Umbria e Marche “Togo Rosati”, Centro di Referenza
Nazionale per lo studio delle malattie da Pestivirus e da Asfivirus (CEREP), Perugia, ITALIA;
’Ministero della Salute, Direzione Generale della Sanita Animale e dei Farmaci Veterinari,
Ufficio 11, Roma, ITALIA;
stituto Zooprofilattico Sperimentale Abruzz<o e Molise “Giuseppe Caporale”, Centro di
Referenza Nazionale per I’Epidemiologia Veterinaria, la Programmazione, I’ Informazione e
I"Analisi del Rischio, Teramo, ITALIA.

INTRODUZIONE

La peste suina africana (PSA) rappresenta la maggiore sfida del settore zootecnico a
livello globale. II virus della PSA causa una malattia di tipo emorragico nei suini selvatici
e domestici. Dalla sua culla di origine, rappresentata dall’Africa sub-sahariana, la PSA ¢
stata occasionalmente trasmessa ai suini domestici in Europa nella seconda meta del 1900,
probabilmente attraverso I’alimentazione con rifiuti di cucina contaminati. Dopo I’introduzione
della PSA in Portogallo e Spagna, si sono verificati altri focolai in diversi paesi in Europa e in
Sud America che con difficolta sono stati eradicati, tranne in Sardegna, dove il virus ¢ rimasto
endemico per oltre 40 anni. Una seconda ondata epidemica ¢ iniziata nel 2007, quando il genotipo
IT del virus ¢ stato introdotto in Georgia. Da li, 1a PSA si ¢ rapidamente diffusa in diversi Paesi
dell’Europa orientale, colpendo 1’Armenia e la Federazione Russa nel 2007 ¢ I’ Azerbaigian
nel 2008. L’Ucraina e la Bielorussia hanno registrato i primi casi di PSA rispettivamente nel
2012 e nel 2013. La Lituania rappresenta il primo Stato membro dell’Unione Europea ad essere
stato infettato nel gennaio 2014, seguita da Polonia, Lettonia ed Estonia, nello stesso anno. Da
allora, la PSA si ¢ diffusa in tutta I’Europa orientale, centrale e meridionale, coinvolgendo, tra
gli altri, 1a Repubblica Ceca e la Romania nel 2017, il Belgio, la Bulgaria e 1’Ungheria nel 2018
e la Slovacchia nel 2019. Successivamente, ¢ stato segnalato il primo focolaio di PSA nei suini
domestici in Grecia e nel 2020 sono stati confermati i primi casi nei cinghiali in Germania. Nel
2022 1a PSA ¢ stata notificata in Italia, che ha sperimentato alcuni eventi di traslocazione anche
nel 2023. Alcuni stati balcanici (Bosnia-Erzegovina/Croazia) si sono aggiunti alla lista dei
paesi infetti nel 2023, cosi come la Svezia. La Commissione Europea lavora costantemente
con ’obiettivo principale di coordinare le azioni degli Stati membri sia per prevenire
I’insorgenza della PSA nei territori ancora liberi, sia per controllarla ed eradicarla laddove
presente, attraverso un’azione di collegamento con i Paesi terzi e con le organizzazioni
internazionali (WOAH, GF-TAD). Inoltre, la Commissione Europea provvede alla sviluppo
e all’aggiornamento della legislazione, compresa la gestione del rischio attraverso il criterio
della regionalizzazione (1) e la pubblicazione di linee guida con gli orientamenti comunitari
sulla prevenzione, sul controllo e sull’eradicazione della PSA (2). Al tempo stesso, la
Commissione Europea si ¢ impegnata a supportare gli Stati Membri sia per armonizzare gli
sforzi nazionali di formazione e di sensibilizzazione tra i cacciatori, i veterinari, gli agricoltori
e il pubblico in generale (3) sia per fornire assistenza scientifica, tecnica, gestionale e pratica,
ai fini del controllo e della eradicazione della malattia (4). Per poter aggiornare le politiche di
prevenzione, controllo e gestione della malattia, sono necessari approfondimenti sui fattori
di rischio legati all’introduzione della PSA in nuovi territori, alla diffusione e alla persistenza
della malattia in Europa. EFSA (European Food Safety Authority) rappresenta 1’ Agenzia
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della Unione Europea in grado di fornire consulenza scientifica per assistere i gestori del
rischio, come la Commissione europea, nell’assumere decisioni ¢ misure pertinenti (5).
L’EFSA fornisce opinioni scientifiche e linee guida sulla gestione del rischio, ed ¢ tenuta
ad elaborare aggiornamenti epidemiologici annuali sull’evoluzione della PSA nella UE,
collezionando i dati trasmessi dagli Stati membri e provvedendo alla loro standardizzazione
e analisi. La piu recente relazione epidemiologica annuale sulla situazione della PSA nell’lUE
¢ stata pubblicata da EFSA a maggio 2023 (6).

MATERIALI E METODI

Sul website della Unione Europea, una intera sezione ¢ dedicata alla PSA (7), rappresentando
la fonte ufficiale dei dati della presente analisi descrittiva per quanto riguarda i paesi
dell’Unione. La analisi descrittiva della situazione epidemiologica relativa alla PSA in Italia
¢ invece basata su diverse fonti di dati presenti nei Sistemi informativi del portale VETINFO,
che rappresenta il supporto informatico della rete di sorveglianza epidemiologica nazionale
(8). In particolare, le attivita di sorveglianza passiva nei territori indenni sono rendicontate
attraverso il sistema SINVSA, che gestisce i dati di segnalazione, campionamento ed esiti dei
test biomolecolari, inseriti dai Servizi Veterinari e dagli Istituti Zooprofilattici Sperimentali
per le relative parti di competenza, sin dal primo anno di applicazione del Piano Nazionale
di Sorveglianza ed Eradicazione per PSA. Nel 2022, quando il virus della PSA ha fatto il
suo ingresso in Italia continentale, ¢ stato necessario implementare i flussi informativi, allo
scopo di permettere alle autoritd competenti di monitorare i risultati delle attivita svolte
per il controllo e I’eradicazione della malattia, e applicare misure adeguate a seconda
dell’andamento dei dati. Hanno pertanto visto la luce la Dashboard PSA, che visualizza in
tempo reale i dati relativi alle attivita di sorveglianza ed eradicazione sul territorio nazionale
(numero di prelievi e numero di focolai, entrambi suddivisi per domestici e selvatici), sia in
formato tabellare che su mappa, e il Bollettino Epidemiologico PSA, che riunisce, in uno
strumento agile e di pronta consultazione, le principali informazioni relative alla situazione
epidemiologica della malattia, alle attivita condotte nelle zone soggette a restrizione e nelle
zone indenni, agli approfondimenti attraverso il rimando ai siti delle Istituzioni che, a livello
nazionale e comunitario, si occupano di PSA. I piani di eradicazione della PSA nelle regioni
coinvolte, come anche ogni caso sospetto nel territorio indenne, sono gestiti attraverso il
sistema informativo SIMAN.

RISULTATI

Nel 2023 la malattia risulta presente in quattordici Stati membri: Bulgaria, Croazia,
Cechia, Estonia, Germania, Grecia, Ungheria, Italia, Lettonia, Lituania, Polonia, Romania,
Slovacchia e Svezia. Inoltre, nel 2023, sia Bosnia-Erzegovina che Croazia hanno notificato
la presenza della PSA per la prima volta nelle popolazioni selvatiche e domestiche. L’ultimo
paese europeo, in ordine di tempo, ad essere stato coinvolto dall’attuale ondata epidemica
¢ la Svezia, dove la malattia ha fatto la sua comparsa nel cinghiale ad agosto 2023. Ad
oggi, il Belgio e la Repubblica Ceca sono gli unici due Paesi europei che hanno vinto la
sfida della eradicazione della PSA nei cinghiali. Tuttavia, la PSA ¢ stata reintrodotta nella
Repubblica Ceca alla fine del 2022, dopo un periodo di assenza di 4 anni, presumibilmente
attraverso cinghiali infetti provenienti da paesi confinanti. Il primo nuovo caso di malattia ¢
stato infatti notificato in un cinghiale rinvenuto morto a pochi km dal confine con la Polonia
e, nel corso del 2023, non solo la prima zona infetta si ¢ estesa gradualmente, ma il virus
ha anche compiuto un salto, causando una nuova zona infetta a distanza dalla prima, molto
probabilmente attraverso il fattore umano. In Grecia, a gennaio 2023 una nuova ondata
epidemica ha coinvolto la popolazione selvatica al confine con la Bulgaria e, a distanza di
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qualche mese, la malattia ¢ stata notificata anche nella popolazione domestica, in una area gia
interessata dalla PSA nel 2020. Attualmente, la situazione epidemiologica del paese rimane
dinamica e complicata. In Bosnia-Erzegovina, il primo caso di PSA ¢ stato confermato a
giugno 2023 in un allevamento familiare e, a distanza di un mese, la malattia ¢ stata notificata
per la prima volta anche nel cinghiale, quando erano gia stati confermati piu di 130 focolai
nel nord-est del Paese. La maggior parte dei focolai ¢ stata riscontrata in piccoli allevamenti
non registrati, all’aperto e con un livello di biosicurezza molto basso, tanto che I’ipotesi piu
probabile di introduzione del virus ¢ il contatto diretto con i cinghiali infetti. A giugno 2023,
la malattia ha fatto la sua comparsa anche in Croazia, interessando due allevamenti all’aperto
ubicati al confine con la Bosnia-Erzegovina, coinvolgendo rapidamente altri allevamenti, in
una zona rivelatasi infetta per il selvatico, dove esiste un corridoio naturale per le popolazioni
di cinghiali tra i due paesi. Gli stessi veterinari potrebbero aver contribuito alla diffusione
dell’infezione tra gli allevamenti. Ulteriori focolai sono stati confermati nei domestici nella
parte orientale del Paese, tanto che a ottobre 2023 piu di 1000 allevamenti sono risultati
positivi, con un numero elevatissimo di suini in regime di restrizione e una significativa
compromissione dell’approvvigionamento dei mercati croati con carne suina. L’infezione
¢ stata notificata anche nel selvatico. Nella Macedonia del Nord la PSA ¢ stata notificata
per la prima volta nel 2022, sia nei selvatici che nei suini domestici. Nel 2022 e nel 2023
sono stati notificati numerosi focolai per lo piu in allevamenti familiari nella regione nord-
orientale e orientale del paese; relativamente alla popolazione selvatica, numerosi casi di
positivita sono stati riscontrati sia in sorveglianza passiva che attiva. In Svezia, a settembre
2023 ¢ stato confermato il primo caso di PSA nei cinghiali, nell’ambito delle attivita di
sorveglianza passiva. Gli animali positivi sono stati trovati principalmente vicino a un centro
di raccolta dei rifiuti nel comune di Fagersta: per questo motivo, la pit probabile via di
infezione ipotizzata ¢ rappresentata dal contatto dei cinghiali con materiale contaminato,
situato in loco. Tutti i casi sono stati rinvenuti in un’area definita e piuttosto limitata, dove
risiede una popolazione di circa 100 cinghiali; inoltre, i pochi suini domestici residenti sono
stati abbattuti preventivamente.

In Italia, la malattia continua a diffondersi dal 2022, interessando nuove aree nel 2023 (9).
Nel maggio 2023, in provincia di Reggio Calabria il virus € stato rilevato all’interno del Parco
Nazionale dell’ Aspromonte, dapprima nella popolazione dei cinghiali, successivamente nei
domestici; in particolare, nel periodo maggio-luglio 2023, sono stati notificati 6 focolai in
allevamenti per lo piu di tipo estensivo.

Un’altra nuova introduzione del virus ¢ stata registrata a maggio 2023, in provincia di
Salerno, al confine con la Basilicata, nel Parco Nazionale del Cilento/Vallo di Diano e
Alburni, coinvolgendo ad oggi solo la popolazione dei selvatici. Qui, a un primo picco di
casi, rinvenuti tra maggio e luglio 2023, ¢ seguito un tempo di silenzio epidemiologico, a
fronte di attivita di ricerca carcasse efficace sul versante campano; a gennaio 2024, una nuova
carcassa positiva ¢ stata rinvenuta nel core della zona infetta.

Analogamente, un nuovo picco epidemico si ¢ verificata a Roma, tra maggio e luglio 2023,
quando sono state rinvenute piu di 40 carcasse positive; questo cluster era stato notificato a
maggio 2022, ma nessun caso era stato rinvenuto dopo settembre, tanto che si era avanzata
I’ipotesi di una eradicazione della malattia.

Nell’Italia nord-occidentale, il virus ha continuato a diffondersi in Liguria e Piemonte anche
nel 2023, causando molteplici casi positivi nei cinghiali. Dalla zona infetta del Piemonte,
I’infezione ha raggiunto la Lombardia, coinvolgendo dapprima la popolazione selvatica
(provincia di Pavia, territorio dell’Oltrepo Pavese, giugno 2023) e successivamente quella
dei domestici, nella stessa provincia, ad agosto 2023. Tra agosto e settembre 2023, si sono
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verificati 9 focolai, alcuni dei quali collegati epidemiologicamente tra loro, mentre da ottobre
2023 in poi, sono state rilevate ulteriori positivita nei cinghiali residenti nel Parco del Ticino.
A causa della vicinanza con i territori infetti della Lombardia, anche la popolazione selvatica
della Emilia Romagna ¢ stata coinvolta nel novembre 2023, quando la PSA ¢ stata notificata
per la prima volta in un cinghiale trovato morto nella provincia di Piacenza, mentre a gennaio
2024 I’infezione si ¢ estesa alla provincia di Parma. Correlata ai focolai in Lombardia, la
prima incursione del genotipo II ¢ stata rilevata in Sardegna, a settembre 2023, in un piccolo
allevamento situato nel comune di Dorgali, in provincia di Nuoro: I’azienda infetta rientrava
nella zona I delle restrizioni per il genotipo I del virus. Contestualmente, a ottobre 2023, la
Sardegna ha ottenuto il riconoscimento dell’eradicazione da PSA, genotipo I, nel settore
selvatico, in tutto il territorio regionale, mediante eliminazione della zona di restrizione I,
mentre persistono le zone di restrizione I e III per lo stesso genotipo.

DISCUSSIONE

Oltre al ciclo di trasmissione silvestre della PSA, sostenuto dalla interazione tra suidi africani
selvatici e zecche del genere Ornithodoros, la cui distribuzione ¢, pertanto, limitata al continente
africano, altri cicli epidemiologici sono stati descritti in Europa (10). E stato riportato un ciclo
antropogenico, in cui i suini domestici assumono il ruolo di serbatoio epidemiologico, con il
coinvolgimento delle attivita human-mediated per la diffusione del virus: le movimentazioni
a carattere commerciale di suini e prodotti suinicoli, la vendita di carne infetta e le tipologie
di allevamento familiare e all’aperto sono i principali fattori di rischio in questo sistema.
Questo ciclo si ¢ sviluppato nel Caucaso a partire dal 2007 e, successivamente, si ¢ diffuso
verso nord, coinvolgendo Federazione Russa, Bielorussia, Ucraina. In Romania sono stati
segnalati numerosi focolai nei suini domestici, che hanno interessato prevalentemente,
ma non esclusivamente, allevamenti con bassi livelli di biosicurezza. Il passo piu recente
nell’evoluzione del ciclo biologico del virus e della sua diffusione geografica ¢ legato alla
formazione del cosiddetto ciclo cinghiale-habitat, sviluppatosi nell’Europa settentrionale e
orientale, a partire dal 2014, negli Stati baltici, in Polonia e in Repubblica Ceca, seguiti
da Ungheria, Romania e Belgio. Questo ciclo, che ¢ caratterizzato dalla presenza continua
del virus nelle popolazioni di cinghiali colpite, continua ad espandere costantemente il suo
areale in Europa, facilitato dall’eccezionale stabilita e resistenza del virus nell’ambiente
e nelle carcasse degli animali infetti. In Paesi come Bulgaria, Germania e Slovacchia, il
ciclo cinghiale-habitat ¢ il principale motore della diffusione e della persistenza della PSA,
che porta a un gran numero di casi nei cinghiali e a focolai sporadici nei suini domestici.
Nei Balcani sono state identificate diverse sfide sistematiche, come la registrazione degli
stabilimenti suinicoli, 1’identificazione e la tracciabilita dei suini, che comportano gravi
carenze nei controlli dei movimenti; lo scarso controllo dei servizi veterinari sulle percentuali
di mortalita nei suini domestici; la applicazione di un sistema di sorveglianza attiva, che ritarda
I’early detection; la mancata categorizzazione del rischio PSA, sulla base della tipologia
di allevamento; un livello di biosicurezza non adeguato, soprattutto negli allevamenti a
carattere non commerciale; la oggettiva difficolta della ricerca attiva delle carcasse in un
territorio vasto e montuoso; una scarsa convinzione dei cacciatori, sia nell’applicazione della
sorveglianza passiva sia nel rispetto delle misure di biosicurezza prescritte nei territori infetti;
la carenza di consapevolezza a livello di tutti gli stakeholder coinvolti. Tutto questo mette
a rischio I’applicazione efficiente ed efficace delle misure di prevenzione e controllo della
malattia da parte delle autorita competenti ed € una delle ragioni principali del peggioramento
della situazione della PSA in questa parte di Europa. Al contrario, in Svezia la strategia di
eradicazione ha portato a favorevoli risultati, tanto che tutti i capi positivi sono stati rinvenuti
nella area core della zona di restrizione, senza segni di diffusione del virus al di fuori di essa.
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In Italia, attualmente la situazione epidemiologica relativa alla PSA appare quanto meno
complessa. Di fatto, ad oggi esistono 4 diversi cluster di infezione (Nord-Ovest, Lazio-
Roma, Campania-Basilicata, Calabria) che presentano scenari diversi e, al tempo stesso,
condividono alcune criticita. Il cluster che appare piu compromesso ¢ quello del Nord-Ovest,
che continua la sua espansione nella popolazione del selvatico, principalmente verso due
direzioni (Toscana ed Emilia Romagna). Di fatto, questa dinamicita, unita alla difficolta di
definire con esattezza e senza ritardo la zona di effettiva circolazione virale nel cinghiale,
causa un costante e frequente allargamento delle zone di restrizione.

Lapresenza dellamalattianel selvatico in un territorio esita inevitabilmente nel coinvolgimento
del comparto domestico, come di fatto avvenuto negli ultimi mesi in Lombardia. La
conseguenza immediata ¢ una gestione complessa degli allevamenti, cosi come previsto
dalle disposizioni normative, oltre alla programmazione ed esecuzione di tutte le attivita
di controllo della malattia previste anche nella popolazione del selvatico; le conseguenze a
medio-lungo termine sono, se possibile, ancora piu gravose, con blocchi commerciali che
possono protrarsi a lungo nel tempo ed essere sempre piu stringenti.

Nel Lazio, la strategia di eradicazione attuata sin da subito ha permesso di ottenere buoni
risultati, sebbene la circolazione virale non possa essere definita estinta, come dimostra
I’evenienza di una seconda ondata epidemica nella primavera-estate 2023. Le attivitd messe
in atto dalle autoritd competenti (contenimento della popolazione dei cinghiali all’interno
della area infetta, ricerca attiva delle carcasse e loro rimozione, gestione appropriata dei
rifiuti urbani) vengono mantenute nonostante alcune criticita oggettive, come I’impossibilita
di impedire i movimenti di cinghiali attraverso alcuni varchi, di fatto non chiudibili, che
consentono ai cinghiali di attraversare il Grande Raccordo Anulare.

Anche in Campania, la recrudescenza registrata a gennaio 2024 dimostra come sia
necessario mantenere sul lungo periodo e, addirittura, rendere sempre piu incisive le attivita
di sorveglianza passiva rafforzata; d’altra parte, il territorio di questo cluster versa in una
situazione sfavorevole anche a causa di una incapacita ad applicare una adeguata sorveglianza
sul versante lucano.

In Calabria la situazione epidemiologica si ¢ mostrata, sin da subito, particolarmente critica,
data la presenza quasi contemporanea della malattia sia nel cinghiale che nel domestico.
Oltretutto, i focolai hanno interessato allevamenti di una razza suina autoctona, provocando
ripercussioni gravissime sulla produzione di prodotti suinicoli di nicchia. Le zone di
restrizione attualmente definite coprono un territorio molto vasto e difficile da gestire, ma le
misure attuate sin d’ora si sono dimostrate inefficaci, essendo difficile elaborare una strategia
di eradicazione.

In tutti i cluster di infezione finora presenti, sono state riscontrate criticita oggettive, come
la difficolta di organizzare e mantenere nel tempo una efficace azione di ricerca attiva delle
carcasse a causa, ad esempio, di carenza di risorse, delle caratteristiche oro geografiche delle
zone in restrizione ecc., cosi come la scarsa capacita di applicare misure di contenimento
della popolazione dei selvatici all’interno della zona infetta, che ¢ legata anche a criticita
amministrative nella gestione delle attivita previste. D’altronde, ¢ mancata una strategia
coordinata di eradicazione soprattutto nei cluster che coinvolgono piu di una regione, e
le difficolta di comunicazione non hanno migliorato il livello di consapevolezza negli
stakeholders e nella popolazione in generale, come dimostrato dal fatto che le introduzioni
del virus nei nuovi territori infetti sono state causate dal fattore umano. Inoltre, mentre la
gestione della malattia nel selvatico ¢ di fatto complessa da attuare, le regioni che hanno
sperimentato focolai nei domestici hanno dimostrato una pronta reazione all’evento e una
appropriata capacita di controllo della malattia, che di fatto ¢ stata riconosciuta ed eradicata
adeguatamente, in tutti i focolai notificati.
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CONCLUSIONI

Attualmente il rischio di introduzione della PSA ¢ generalizzato e il significativo impatto
della malattia sulla salute e il benessere degli animali, sulle economie regionali o nazionali,
sullo sviluppo rurale e sul comportamento sociale e¢ politico, rende indispensabile una
risposta globale e coordinata. Non solo la malattia tende a persistere nei territori infetti e anzi
a progredire inesorabilmente, ma numerosi eventi di traslocazione si verificano ogni anno, a
causa del fattore umano che permette al virus di fare notevoli salti a lunga distanza rispetto al
fronte epidemico. In alcuni casi, I’introduzione puntiforme del virus e I’espansione della PSA
in aree limitate nelle popolazioni di cinghiali residenti ¢ stata affrontata con successo; in altri,
la vastita e la complessita orografica dei territori infetti dei selvatici rende particolarmente
sfidante il percorso verso 1’eradicazione. Per quanto riguarda i suini domestici, la gestione
della malattia negli allevamenti ¢ un punto di forza per molti Stati Membri, mentre rappresenta
una sfida impegnativa ¢ complessa per 1 paesi pit economicamente svantaggiati. In Italia, la
situazione epidemiologica ¢ quanto mai sfidante e richiede I’impiego di competenze, capacita
e risorse adeguate. La biosicurezza dovrebbe essere una pratica consapevole e costante, sia
in ambito faunistico-venatorio che in quello zootecnico-suinicolo; la sorveglianza passiva
continua dovrebbe essere considerata come lo strumento piu efficace sia per la early
detection sia per il controllo della evoluzione della malattia, e le strategie di controllo della
popolazione dei cinghiali dovrebbero essere attentamente definite, per non vanificare gli
sforzi di eradicazione.

L’esperienza ha insegnato che la gestione della PSA passa attraverso I’informazione e la
formazione correttamente distribuita in ogni ambito, come la preparazione alla emergenza
e il tema della biosicurezza, che dovrebbero rappresentare i pilastri dei programmi di
prevenzione e controllo della malattia.
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La Peste suina africana (PSA) ¢ considerata una delle piu devastanti infezioni dei suini
domestici e selvatici. Il virus, ampiamente diffuso anche fuori dal continente africano, ha
interessato recentemente oltre 24 paesi diversi, tra cui anche 1’Italia peninsulare e la Sardegna.
Accanto ai tradizionali metodi epidemiologici, la sorveglianza molecolare e 1’analisi
filogenetica sono in grado di caratterizzare la dinamica della trasmissione virale, localizzare
cluster molecolari e tracciare la circolazione di nuovi sottotipi virali. Quindi, per poter
comprendere 1’origine dell’introduzione e 1’evoluzione molecolare del virus nelle diverse
aree di circolazione virale ¢ fondamentale caratterizzare dal punto di vista genetico i diversi
stipiti circolanti del virus e verificare mediante studi di filogenesi eventuali correlazioni con
stipiti che hanno precedentemente circolato in altre aree geografiche. La caratterizzazione
molecolare ci fornisce anche informazioni relative a cambiamenti del virus che possono
portare alla identificazione di sottotipi virali che possono avere un’importanza non solo dal
punto di vista epidemiologico, ma anche in quello clinico e diagnostico.

Il virus della Peste suina africana, in particolare, come molti virus a DNA di grandi
dimensioni, ha un tasso di mutazioni molto basso rispetto ai virus ad RNA. Inoltre ¢
caratterizzato da regioni terminali ipervariabili per la presenza di omopolimeri e di sequenze
ripetute ed invertite (ITR), che rendono particolarmente difficoltosa I’esatta caratterizzazione
molecolare.

Il sequenziamento genomico completo (whole genome sequencing - WGS) ¢ il metodo a
piu alta risoluzione per avere informazioni precise relative alla sequenza nucleotidica del
virus, ma proprio per le caratteristiche molecolari del virus della PSA non sempre ¢ efficace
applicare un unico approccio di WGS, rendendo necessario lo sviluppo di una strategia di
sequenziamento del genoma integrata, proprio per verificare le regioni piu complicate del
genoma virale. Tale strategia deve essere poi ulteriormente consolidata dal sequenziamento
Sanger di porzioni del genoma definite come marcatori molecolari essenziali per la
classificazione del virus nei diversi genotipi e nelle loro varianti. Sebbene, il sequenziamento
completo rappresenti infatti, il “gold standard”, il sequenziamento parziale di pit geni con
significative variazioni puo contribuire, oltre che ad una rapida identificazione dei diversi
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genotipi/sub genotipi (Bastos et al. 2003, Gallardo et al. 2023), anche alla verifica delle
regioni critiche. Nonostante oltre quindici anni di circolazione epidemica del genotipo II,
non solo in Europa, il genoma di PSA ha accumulato solo pochissime mutazioni e, solo
alcune, interessano geni codificanti proteine (Gallardo et al. 2014). Recentemente pero sono
state descritte numerose varianti di PSA in Germania caratterizzate da diverse mutazioni in
regioni codificanti (open reading frame, ORFs) probabilmente associate al frameshift nel
gene O174L gene/PolX (Forth et al., 2023).

L’obiettivo dello studio condotto dal Centro di Referenza Nazionale delle Pesti suine
(CEREP) ¢ di trovare una strategia di sequenziamento genomico efficace per caratterizzare
degli stipiti di PSA appartenenti a diversi cluster di infezione e di avere informazioni piu
dettagliate sulle loro correlazioni genetiche. L utilizzo sinergico di due approcci molecolari,
il WGS e I’approccio “multi-genico”, attraverso il sequenziamento Sanger di markers
molecolari informativi, puo rivelarsi utile a risolvere le problematiche legate alla complessita
genomica del virus al fine di ottenere sequenze genomiche di elevata qualita. A tal fine ¢ stata
effettuata una selezione di campioni positivi al virus PSA provenienti da cinghiali rinvenuti
morti o abbattuti nell’ambito delle attivita di sorveglianza passiva e da eventuali casi sospetti
in allevamenti di suini. I campioni con caratteristiche di qualita e quantita di DNA idonee
sono stati sottoposti a WGS, ovvero a next-generation sequencing (NGS), e sequenziamento
Sanger. 1l totale dei campioni analizzati che hanno mostrato un esito conforme ¢ stato di 111
campioni positivi provenienti da focolai collezionati durante 1’ondata epidemica 2022-2023
in Italia, nei diversi cluster di infezione. In particolare: n.67 campioni appartengono al cluster
del Nord Italia, n.29 al cluster della regione Lazio, n.5 al cluster della regione Campania,
n.11 al cluster della regione Calabria, e infine n. 3 all’unico focolaio identificato in Sardegna.
11 protocollo NGS prevede, nella maggior parte dei casi, la preparazione di librerie a partire
da DNA estratto da campioni positivi con il kit Illumina® DNA Prep, (M) Tagmentation e
il successivo arricchimento delle precedenti con il kit myBaits Custom.ASFV Predesigned
Community Panel (Arbor Bioscences), delle sonde di ibridazione specifiche disegnate sulle
sequenze di riferimento del virus. Le librerie cosi arricchite sono state sequenziate sulla
piattaforma Illumina (NextSeq 2000, NextSeq 500, MiniSeq). Contestualmente gli stessi
campioni sono stati analizzati mediante il sequenziamento parziale delle seguenti regioni:
Vp72, CVR/IGR/O174L/K145R/ MGF505/ECO2, sulla base dei quali si conoscono ben 24
gruppi genetici all’interno del genotipo II di PSA.

I risultati ottenuti dal sequenziamento completo hanno permesso di clusterizzare tutti i
campioni analizzati nel genotipo II, evidenziando un’elevata similarita con le sequenze del
genotipo 11 precedentemente descritte in Europa e in Asia dall’ingresso del virus nel 2007.
La ridotta variabilita genetica rappresenta in alcuni casi un limite al trace-back dei focolai.
Con il sequenziamento dell’intero genoma virale e’ stato possibile inoltre identificare delle
forme delete e/o troncate all’estremita 5° e 3’ del virus, con la perdita di diversi geni la
cui funzione nella maggior parte dei casi ¢ ancora sconosciuta. Queste varianti virali del
virus sono state identificate nel cluster del Nord Italia nel corso del 2022, e, sebbene stipiti
deleti del virus sono stati identificati in altri paesi europei in maniera sporadica, le variazioni
non sono sovrapponibili a quelle gia descritte. Varianti del virus delete/troncate sono state
identificate anche nel cluster della regione Calabria, ma queste presentano modifiche non
sovrapponibili a quelle identificate nel Nord Italia. Sono in corso degli studi per verificare le
caratteristiche cliniche di questi isolati.

Inoltre, 1’analisi dei dati ottenuti dai markers molecolari informativi ha permesso di
identificare la presenza di due diverse varianti virali: il gruppo genetico 3 e il gruppo genetico
19. 1l primo e stato identificato nel cluster del Nord Italia e caratterizza i focolai analizzati
durante tutta 1’ondata epidemica 2022-2023. Il gruppo genetico 3 mostra il seguente profilo
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molecolare: CVR (1), IGR (II), O174L (I), K145R (I), MGF (I), ECO2 (I). La variante IGR
II ¢ la piu rappresentata: piu del 95% degli stipiti circolanti in Europa appartengono a questa
variante ed ¢ stata identificata in Ucraina, Bielorussia, Lituania, Polonia, Latvia, Estonia,
Repubblica Ceca, Romania, Moldova, Ungheria, Belgio, Belgio. Lo stesso gruppo genetico
¢ stato identificato nel cluster Campano e nell’unico caso notificato in Sardegna, nel corso
del 2023. Nel cluster Lazio ¢ stata invece identificata una variante diversa, identificata come
gruppo genetico 19 nel corso del 2022, caratterizzato dal profilo molecolare CVR (I), IGR
(II), O174L (1), K145R (I), MGF (I), ECO2 (IT) e che corrisponde al secondo gruppo genetico
piu rappresentato, precedentemente identificato in Romania, Bulgaria, Serbia, Grecia, e Nord
Macedonia. Le sequenze ottenute dai campioni raccolti nel cluster laziale nel corso 2023
hanno mostrato una modifica a livello della famiglia multi-genica MFGS505, caratterizzata
dalla perdita di una repeat che determina una combinazione di “fandem repeats sequences”
diversa da quelle fino ad ora descritte. Sulla base di questi dati si puo ipotizzare la presenza
nel cluster laziale di un nuovo gruppo genetico, denominato gruppo genetico 25, anche se
la classificazione definitiva dovra tenere conto di studi di comparazione con le sequenze
dei focolai del Nord della Macedonia, interessata anch’essa dalla recente introduzione
dell’infezione.

L’utilizzo del WGS ci ha permesso di avere informazioni complete su tutto il genoma
virale e di identificare varianti delete/troncate che diversamente non sarebbe stato possibile
identificare nella loro complessita. L’approccio “multi-genico” ci ha permesso di confermare
regioni particolarmente critiche e di classificare tutti gli isolati fino ad ora analizzati in due
gruppi genetici gia noti, il gruppo genetico 3 e il gruppo genetico 19, identificati in cluster
di infezioni diversi e infine un gruppo genetico 25 ipoteticamente nuovo. E’ stato, inoltre,
possibile identificare la presenza di mutazioni puntiformi (SNPs) in alcuni isolati. Sulla base
dei dati fino ad ora a disposizione ¢ possibile ipotizzare due introduzioni esterne in Italia
durante I’ondata epidemica 2022-2023, ma ulteriori studi di time-scaled sono in corso per
confermare tale ipotesi, anche alla luce di un sempre maggior numero di sequenze disponibili
in banca dati.

La caratterizzazione molecolare, seppur con qualche difficolta dovuta alle caratteristiche
genetiche del virus, pud fornire un valido aiuto nel monitoraggio della dinamica della
circolazione e della trasmissione di PSA, soprattutto come supporto all’indagine
epidemiologica tradizionale.

Dal punto di vista di sanita pubblica, un’accurata identificazione della circolazione degli
stipiti circolanti e dei cluster molecolari di trasmissione puo rivelarsi molto importante per
definire I’approccio strategico di controllo dell’infezione.
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SFIDE E TENDENZE DELLA SUINICOLTURA A LIVELLO
GLOBALE

TER BEEK V.
Pig Progress

Il mondo della produzione suinicola ¢ in continuo movimento. Lo sviluppo ¢ continuo, le
influenze provengono da piu direzioni e le informazioni vanno e vengono. Quando mi ¢ stato
chiesto di identificare le “tendenze” nella produzione suinicola globale, mi sembrava che ci
tendenze fossero ovunque. Era necessario partire da una definizione chiara. Forse non ¢ la fonte
piu scientifica, ma Wikipedia descrive la tendenza come segue: “Una tendenza ¢ una forma
di comportamento collettivo in cui un gruppo di persone segue con entusiasmo un impulso
per un breve periodo”. L’enfasi sull’aspetto del comportamento umano collettivo costituisce

LRI

la chiave di questa presentazione. Pertanto, temi come “sicurezza alimentare”, “crescita della
popolazione”, “aumento della ricchezza”, “sicurezza dei mangimi”, “inflazione”, “guerra in
Ucraina” o “salute degli animali” non sono stati inclusi, ma |’ attenzione si concentra piuttosto
sul modo in cui gli esseri umani (cio¢ 1’industria suina) scelgono di affrontarli.

La primissima lista, condivisa al ESPHM del 2023, consisteva in 12 tendenze, per il XLIX
meeting annuale SIPAS, mi soffermerd piu dettagliatamente su sei tendenze. Alcune di esse
hanno un profondo impatto sulla futura produzione e sul consumo di suini, altre forniranno
ispirazione per adottare un approccio diverso da quello attuale. Alcune tendenze possono
essere in contrasto tra loro e nessuna di queste deve essere considerata come un “consiglio”
per i produttori. L’elenco ¢ stato costruito in ordine alfabetico, quindi dall’ordine non si
puo dedurre che una sia piu importante dell’altra. Verranno messe in evidenza anche alcune
soluzioni di cui si sono occupati Pig Progress e i suoi esperti e collaboratori, riflesso del fatto
che alcune tendenze stanno effettivamente tenendo occupati gli esperti dell’industria suina.

1. Anticipare il cambiamento climatico

Si tratta di un argomento piuttosto ampio, ma innegabile, che ogni produttore del mondo
dovra imparare a gestire a proprio vantaggio. Alcuni produttori possono percepire solo un
impatto limitato, mentre altri finiscono per sentire gia i piedi bagnati o il caldo piu di prima.
E bene che gli allevatori abbiano un piano pronto su cosa fare per assicurarsi che 1’acqua o
I’energia continuino ad essere disponibili in abbondanza, se la disponibilita di mangimi e i
prezzi dei mangimi aumenteranno — e, al contrario, come diventare piu versatili approfittando
di ore di sole aggiuntive utilizzando i pannelli solari.

Piu impegnativa, tuttavia, ¢ anche la questione se 1’agricoltura sia (per una piccola parte)
anche responsabile del cambiamento climatico. E se si, quali soluzioni potrebbe prendere in
considerazione I’industria suinicola per ridurre la propria impronta sull’ambiente?

2. Applicazione della tecnologia di precisione

La tecnologia di precisione potrebbe essere la risposta per far si che ogni maiale sia all’altezza
del suo potenziale. Non fornire piu assistenza per un maiale medio, ma un’attenzione su
misura e specifica per il singolo maiale.

Nel corso degli anni sono state sviluppate soluzioni che sono gradualmente cresciute in
complessita. Ovviamente esistono soluzioni in grado di registrare automaticamente il
completamento di determinate attivita, si pensi ad esempio ai dispositivi di vaccinazione
automatica. Piu complessa € una soluzione in cui sia il compito che il suo completamento
possono essere eseguiti automaticamente, ad esempio tutti i tipi di tecnologia di alimentazione.
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Gli allevatori possono vedere immediatamente quanto mangime ¢ stato fornito a quale box
in quale momento.

Quando anche il rilevamento della necessita di un determinato compito ¢ automatizzato, allora
questo € un esempio di zootecnia di precisione (PLF), si pensi ad esempio al rilevamento
automatico della tosse (captare i suoni della tosse, dare I’allarme, registrare 1’allarme), o alle
stazioni di alimentazione di nuova generazione per gli animali all’ingrasso (registrazione
dell’arrivo del maiale, rilascio di una razione specifica per il maiale, registrazione di questa
azione). Spesso, la PLF viene fornita con il riconoscimento individuale dell’animale. Per
questo, sono disponibili varie opzioni, anche se la maggior parte deve essere ulteriormente
sviluppata.

3. Migliorare la biosicurezza

Negli ultimi anni, PED, PRRS e PSA hanno chiarito che la biosicurezza pud determinare
il successo di un allevamento. Prendendo come esempio il virus della PSA, ¢ chiaro che
la biosicurezza ¢ la migliore linea di difesa, anche se i vaccini sono in fase di sviluppo.
Ad esempio, per una moltitudine di ragioni diverse, la trasparenza e la cooperazione tanto
necessarie nella lotta contro il virus non sono sempre presenti, il che porta il virus a diffondersi
piu rapidamente di quanto sarebbe necessario. Inoltre, a volte non si sa dove si trovi il virus —
e il fatto che almeno altri quattro genotipi meno conosciuti siano presenti in Africa, significa
che c¢’¢ ancora un grosso gap nella conoscenza del virus.

La biosicurezza puo essere applicata a livello nazionale e negli allevamenti sia esternamente
che internamente.

Il successo della biosicurezza si accompagna alla mentalita, alla consapevolezza e alla
trasparenza di coloro che lavorano in azienda. Ci vuole una buona conoscenza e un’ottima
comprensione di cos’¢ il “nemico” e di come si muove. Senza questo, qualsiasi tentativo di
migliorare la biosicurezza fallira.

4. Riduzione delle emissioni

Non solo il benessere animale, ma anche 1’ambiente avra un ruolo sempre piu importante
nell’allevamento suino del futuro. Gli allevamenti di suini, dopo tutto, hanno un’altra
produzione oltre alla carne: le emissioni. Particelle di polvere, odori, ammoniaca, zinco
in eccesso, fosforo... Negli ultimi anni, I’elenco ¢ cresciuto, poiché nelle aree densamente
popolate le emissioni di azoto sono diventate un problema crescente- negli ultimi anni, i
produttori di suini in Belgio e Olanda possono dirci molto al riguardo, poiché le emissioni
di azoto sono diventate un problema tanto serio che ha portato a un severo dibattito politico.
Forse si puo dire: e allora? Questa ¢ solo una situazione in cui la produzione di bestiame
coincide con un’alta densita di popolazione e troppe regolamentazioni. Altri diranno: quello
che puo succedere in una parte del mondo, potrebbe accadere anche in altre paesi. L’esempio
dell’Olanda sara spiegato in modo piu dettagliato, compreso cid che si potrebbe fare al
riguardo.

5. Produzione senza antibiotici (e senza ZnO)

Questa tendenza ¢ iniziata circa 20 anni fa nel nord Europa con un tentativo di ridurre 1’uso
di promotori della crescita antibiotici, in quanto il loro utilizzo avrebbe incoraggiato la
resistenza agli antibiotici. A livello globale ¢ cresciuta la consapevolezza che 1’uso prudente
degli antibiotici ¢ essenziale e, sempre piu spesso, anche che 1’uso curativo degli antibiotici
debba essere applicato con la massima attenzione possibile. Gli sviluppi, tuttavia, sono diversi
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da paese a paese. Mentre alcuni ne stanno reprimendo 1’uso e hanno modelli trasparenti, in
altri paesi gli antibiotici sono ancora liberamente disponibili.

L’impatto maggiore di questa tendenza ¢ stato sicuramente nei suini svezzati, dove 1’uso di
antibiotici era tradizionalmente il piu elevato. Nell’Unione Europea, in Canada e in misura
minore in Cina, si ¢ aggiunta alla riduzione dell’uso di antibiotici, la riduzione dei livelli
farmacologici di ossido di zinco.

Tutto sommato, i cambiamenti continueranno a portare a un adeguato ripensamento del modo
in cui i suini (svezzati) vengono allevati e nutriti.

6. Utilizzo dei social media

Ultimo ma non meno importante, un argomento sottovalutato, ma comunque molto attuale.
I social media vengono sempre piu utilizzati per condividere le opinioni di qualcuno. Per
I’industria suina, i social media costituiscono sia una minaccia che un’opportunita. Una
minaccia, perché potrebbero essere fonte di pubblicita negativa per I’industria, ad esempio
da parte di attivisti che irrompono e “denunciano” cio che sta accadendo all’interno degli
allevamenti di maiali.

Draltra parte, ¢’¢ anche 1’opportunita per i produttori di suini e i veterinari di assumere loro
stessi questo ruolo e condividere “proattivamente” cid che sta accadendo negli allevamenti di
suini. Ovviamente questo non significa che conquisteranno il cuore di tutti, ma gli allevatori e
gli esperti del settore dovrebbero essere disposti a condividere le loro esperienze, il loro modo
di lavorare e il loro mondo. Lo scopo non sarebbe quello di fare cherry picking, ma piuttosto
quello di mostrare in modo trasparente tutto cio che accade. La conseguenza potrebbe essere
quella di far riconsiderare pratiche come la castrazione, il taglio della coda o 1’uso di gabbie.
Dopotutto, ha ancora senso tenere queste pratiche nascoste, e quindi non poterle spiegare con
estrema chiarezza al grande pubblico?

Mettendo insieme tutti i cambiamenti e le tendenze, emerge I’immagine di un’industria e di
una societa che chiedono di piu. L’affluenza e I’'urbanizzazione globali in corso continueranno
a portare i consumatori piu critici ed esigenti a porsi domande. Le tendenze, in un certo senso,
sono un inizio per fornire risposte a tutte queste domande, ad esempio:

« Tutti gli antibiotici usati erano davvero necessari?

* Gli animali erano sani?

¢ Qual ¢ I’effetto della produzione di carne di maiale sull’ambiente?

* Cosa succede esattamente in un allevamento?

* Qual ¢ I’'impronta di carbonio della mia fettina di carne di maiale?
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LA BIOSICUREZZA UNA PRATICA INDISPENSABILE PER LA
SUINICOLTURA SOSTENIBILE

CALEFFI A.
Medico Veterinario L.P.

INTRODUZIONE

Se pensiamo all’assioma che prevenire ¢ meglio che curare, quale migliore pratica al fine
di evitare di vedere gli animali ammalarsi possiamo utilizzare, se non quella di impedire
che un agente patogeno possa infettare degli individui. Bene a questa pratica abbiamo dato
il nome di BIOSICUREZZA, che riassume una lunga lista di azioni in grado di evitare o
quantomeno di ridurre il rischio delle infezioni all’interno di una popolazione. Mi fa piacere
ricordare quello che si potrebbe con ogni probabilita riconoscere come il precursore di uno
dei primi concetti della biosicurezza e mi riferisco al dr. Ignaz Semmelweiz che nel 1847
scopri I’importanza dell’igiene delle mani al fine di ridurre la mortalita delle puerpere, tenete
presente che parliamo di epoca in cui ancora non si conosceva 1’esistenza sei batteri!

CONCETTI GENERALI

Come ho affermato nell’introduzione la BIOSICUREZZA si compone di una lunga serie
di procedure e protocolli che devono essere attuati e applicati negli allevamenti al fine di
ottenere i risultati che ci prefiggiamo. Dobbiamo essere consci che la biosicurezza assoluta
¢ una utopia, in quanto i patogeni da affrontare sono innumerevoli e a volte per le loro
caratteristiche intrinseche come ad esempio la sopravvivenza ambientale sono molto difficili
da combattere e controllare, inoltre I’ambiente allevamento e tutti i passaggi commerciali che
questa attivita comporta non sono praticamente mai favorevoli ad ottenere la biosicurezza
che noi auspichiamo.

La realizzazione di un nuovo allevamento dovrebbe in primis tenere in considerazione alcuni
aspetti del territorio come: 1’orografia, la presenza di fiumi, laghi, foreste e la densita di quella
specie, sia allevata che selvatica. Questo ¢ evidente e logico se non altro per quanto riguarda
gli animali della stessa specie potenzialmente promiscui con quelli che andremo ad allevare,
mentre per le caratteristiche geografiche esistono studi che dimostrano I’importanza delle
barriere naturali al fine di ridurre i rischi da patogeni a diffusione aerogena.

Con il passare del tempo molti concetti sono stati acquisiti ¢ messi in pratica al fine di
ottenere allevamenti sempre piu biosicuri, ma ancora oggi siamo in difficolta nel realizzare
¢ mantenere gli allevamenti free da alcuni patogeni che si rivelano essere piu abili di noi
nel bypassare tutti i provvedimenti e i protocolli che abbiamo pensato e concretizzato per
bloccarli. In prima fila dobbiamo mettere quelli che sono i patogeni che hanno una possibile
diffusione aerogena o con aerosol, appare evidente che per questi germi si renda necessario
la realizzazione di allevamenti dotati di impianti che siano in grado di consentire I’ingresso
dell’aria solo dopo che questa sia stata trattata/filtrata con metodi idonei a impedire 1’ingresso
di questi patogeni in allevamento. Negli allevamenti dotati di questa tipologia di impianti,
viene di solito mantenuta una pressione positiva, cio¢ si tratta di ambienti dove viene
mantenuta una pressione piu elevata di alcuni Pascal, rispetto a quella esterna al fine di ridurre
il rischio di un ingresso naturale di aria che non sia passata per gli impianti di filtrazione.
Sicuramente si tratta di allevamenti che hanno un costo di realizzazione piu elevato rispetto
ad un allevamento convenzionale, e anche dal punto di vista dei costi di manutenzione
ed energia sono da ritenersi pitl onerosi rispetto a strutture non dotate di questi impianti.
Bisogna inoltre ricordare che questa tipologia di impianti sono realizzabili esclusivamente
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su allevamenti di nuova costruzione che vengono progettati appositamente per funzionare ad
aria filtra, mentre non ¢ possibile realizzarli su allevamenti preesistenti.

Come ben sapete da gennaio 2022 nel nostro paese abbiamo la presenza della PSA con
ripetuti focolai nel selvatico e purtroppo con contagi che hanno colpito anche il suino
allevato, questo ha portato il nostro sistema sanitario ad emettere il Decreto 28 giugno 2022
sui “Requisiti di biosicurezza degli stabilimenti che detengono suini”. A tutt’oggi non tutti
¢li allevamenti si sono adeguati a questo decreto pubblicato sulla G.U il 22/07/2022 e che
dava tempo un anno agli allevatori per adeguarsi a quanto previsto dalla nuova normativa. In
verita penso che come molte volte succede, anche in questo caso sono stati commessi degli
errori nella stesura del decreto, ad esempio gia alla descrizione dei requisiti strutturali per
gli allevamenti stabulati ad elevata capacita tra le barriere consentite troviamo la dicitura
“barriere naturali”, questa espressione prima di tutto ha generato confusione tra gli allevatori
che dovevano interpretare la norma ed adeguarsi, in secondo luogo se questo decreto doveva
dare le indicazioni sulla biosicurezza nei confronti della PSA in particolare per quanto
riguarda il rischio selvatici fermare un cinghiale non € sicuramente una cosa semplice € men
che meno con una barriera naturale. Molto curioso ai fini dello studio della epidemiologia
e della biosicurezza ¢ ’episodio di gennaio 2024, dove a Napoli su degli snack “vegani” di
provenienza cinese non solo ¢ stata dimostrata la presenza di carne suina ma ¢ stata riscontrata
anche la presenza del virus della PSA!

Ritornando alla biosicurezza come concetto generale appare evidente come il trasporto degli
animali e i suoi attori siano uno dei punti critici piu complessi da risolvere, se ci pensiamo
bene un ingegnere che disegna il progetto di un automezzo per il trasporto animale non pud
per sua formazione considerare le problematiche legate al lavaggio e disinfezione cosa invece
che per noi ¢ di assoluta priorita. Anche le infrastrutture dedicate alle operazioni di lavaggio e
disinfezione sono molte volte non progettate adeguatamente perché queste procedure vengano
eseguite nel modo piu efficace possibile e soprattutto in qualsiasi condizione metereologica.
Penso che molti di voi abbiano vissuto il problema della PED una delle patologie che piu
evidentemente si puo collegare al problema della scarsa biosicurezza dei trasporti. Molti altri
germi possono entrare in allevamento per colpa di automezzi non correttamente igienizzati
sia di tipo batterico che virale, ovviamente i piu a probabili sono quelli che diffondono grazie
al ciclo di infezione oro/fecale.

Come gia ¢ avvenuto nel mondo avicolo, che ha innalzato il livello di biosicurezza per
difendersi dal rischio influenza aviare, la stessa cosa si rende necessaria nel mondo
dell’allevamento suinicolo che deve affrontare I’emergenza PSA, un innalzamento del livello
di biosicurezza ci portera anche ad un miglioramento del benessere animale e alla riduzione
dell’'uso del farmaco cosa possibile solo riducendo I’impatto delle malattie. Pertanto la
biosicurezza ¢ la “regina” delle pratiche che possiamo utilizzare per mettere i nostri suini
in condizione ottimale per 1’aspetto welfare e dal problema antibiotico resistenza. Tutte le
persone coinvolte nell’allevamento devono acquisire una forma mentis diversa da quella che
abbiamo avuto sino ad oggi, perché nessuna recinzione, zona filtro, aria filtrata, o calzatura
dedicata potra mai dimostrare una efficacia reale se le persone coinvolte nella pratica della
BIOSICUREZZA non saranno convinte, formate e motivate al fatto che quello che stanno
facendo sara I'unica via perché 1’allevamento possa essere ancora una attivita sostenibie.
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APPROCCIO INTEGRATO PER LA SELEZIONE DI CEPPI DI
STREPTOCOCCUS SUIS PER L’ALLESTIMENTO DI VACCINO
STABULOGENO E VALUTAZIONE DELLA DINAMICA DELLE

POPOLAZIONI CIRCOLANTI IN ALLEVAMENTI COMMERCIALI

INTEGRATED APPROACH FOR THE SELECTION OF STRAINS
TO BE USED IN AUTOGENOUS VACCINES AND ASSESSMENT
OF STREPTOCOCCUS SUIS POPULATIONS DYNAMICS IN
COMMERCIAL SWINE FARMS
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Riassunto

Streptococcus (S.) suis ¢ uno dei principali patogeni batterici del suino. Il noto problema
dell’antimicrobicoresistenza rende necessario ricercare alternative alla somministrazione di an-
timicrobici e una pratica di prevenzione della streptococcosi suina ¢ la vaccinazione con presidi
commerciali o stabulogeni.

Con il presente studio si ¢ indagata 1’evoluzione delle popolazioni di S. suis responsabili di
forme cliniche in 2 allevamenti di suini commerciali, anche in seguito alla somministrazione di
vaccino stabulogeno.

A tal fine sono stati analizzati ceppi di S. suis isolati in aziende in cui (A) non si € mai eseguita
vaccinazione ¢ (S) in cui si esegue regolare profilassi vaccinale basata su caratterizzazioni ge-
netiche dei ceppi. Le caratterizzazioni si sono basate su: sierotipo, marker genetici di virulenza
e considerazioni su base genetica (PFGE) tra i ceppi che si sono avvicendati nel tempo nella
stessa azienda.

Nell’allevamento A (nessuna vaccinazione) i ceppi circolanti si sono mantenuti costanti nel
tempo rispetto a pulsotipo e capsulotipo. Invece, nell’allevamento S (vaccinazione con ap-
proccio integrato) si € assistito all’introduzione sporadica e/o ricorrente di ceppi geneticamente
distinti rispetto a quelli gia circolanti e appartenenti a sierotipi diversi.

Tale fenomeno suggerisce un monitoraggio periodico dei ceppi circolanti in azienda per la
messa a punto di strategie vaccinali mirate e supportate da un’approfondita caratterizzazione
degli isolati.

Abstract

Streptococcus (S.) suis is one of the most important bacterial pathogens in modern pig farming.
The well-known problem of antimicrobial resistance makes it necessary to look for alternatives
to the administration of antimicrobials to control bacterial diseases. Thus, commercial or autog-
enous vaccination against swine streptococcosis is a common practice.
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The present study investigated the evolution of S. suis populations causing disease in 2 com-
mercial pig farms.

For this purpose, S. suis strains isolated in farms where vaccination has never been carried out
(A) and where sows have been vaccinated regularly (S) were characterized. The laboratory
tests aimed at the identification of the serotype, the presence of genetic virulence factors and
the study of genetic correlations (PFGE) between the strains that have been isolated over time
in the farms.

In Farm A, the circulating strains exhibited a remarkable stability over time, as evidenced by
consistent pulsotype and capsulotype characteristics. Conversely, Farm S experienced sporadic
and/or recurrent introductions of genetically distinct strains, spanning diverse serotypes com-
pared to the established circulating strains.

This phenomenon suggests a periodic monitoring of the strains circulating in the herd for the
development of targeted vaccination strategies and supported by the characterization of the
isolates.

INTRODUZIONE

La streptococcosi suina, malattia sostenuta da Streptococcus (S.) suis, rappresenta una delle
principali problematiche sanitarie negli allevamenti commerciali. Questa malattia impatta ne-
gativamente non solo sulla salute degli animali ma anche sulle loro performance, portando
quindi a danni economici e diminuzione della redditivita per gli allevatori.

Le difficolta che si incontrano nel contrastarla sono dovute principalmente al fatto che S. suis
puo colonizzare i primi tratti dell’apparato respiratorio di soggetti portatori (carrier) o provoca-
re gravi forme cliniche spesso letali (meningo-encefaliti, endocarditi, setticemia, artriti € morte
improvvisa). Inoltre, puo agire come batterio opportunista a seguito della compartecipazione
di diversi fattori predisponenti, come sovraffollamento o infezioni virali concomitanti (Barrow,
2021). Accanto a quest’aspetto ¢ da considerare la possibile differenza, in termini di virulenza
e diffusibilita, dei ceppi coinvolti nella malattia. Tali differenze a livello genotipico possono
coinvolgere il polisaccaride capsulare, che determina 1’appartenenza al sierotipo, o la presenza
di geni associati a virulenza come la proteina rilasciata dalla muramidasi mistica (mrp), la so-
stanza polimerica extracellulare (efp) e la suilisina (s/y) (Fittipaldi et al., 2012).

1l controllo della malattia ¢ solitamente affidato a molecole chemioterapiche che, in virtu delle
loro caratteristiche farmacocinetiche/farmacodinamiche e delle molteplici possibili localizza-
zioni del patogeno nell’ospite, possono avere delle difficolta a raggiungere il sito target alle
concentrazioni e/o per il tempo necessario a sortire un effetto terapeutico.

In seguito al noto problema dell’antimicrobicoresistenza (AMR), e alla strategia “One-Health”
che ne consegue, tutti i settori zootecnici stanno ricercando delle alternative alla somministra-
zione di antimicrobici per contrastare le malattie batteriche. Le strategie per la gestione della
streptococcosi in svezzamento sono volte a controllare e prevenire il manifestarsi della malattia
limitandone i fattori predisponenti (management) e intervenendo con vaccinazione (immuno-
profilassi) commerciale o stabulogena. Questi ultimi sono vaccini inattivati prodotti a partire
dal ceppo isolato dal focolaio in cui sara somministrato. Tale approccio potrebbe risentire della
variabilita antigenica dei ceppi circolanti nel singolo allevamento, anche provocata dalla vacci-
nazione stessa, che, ad oggi, non ¢ nota.

Date le scarse conoscenze sull’antigenicita di S. suis (capsulotipo escluso), risulta intuitivo se-
lezionare i ceppi per I’allestimento del vaccino stabulogeno sulla base dell’organo di isolamen-
to, prediligendo isolati da cervello di soggetti con forma neurologica. La presenza di marker
genetici di patogenicita (emolisine e proteine di membrana) ed il capsulotipo sono le caratteri-
stiche batteriche maggiormente indagate, utili alla selezione dei ceppi vaccinali. L’appartenen-
za allo stesso capsulotipo e il medesimo profilo genetico di virulenza, perd, non sono sufficienti
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per assicurare una copertura vaccinale in quanto non sono note tutte le componenti antigeniche
efficaci di S. suis. Ad analisi di tipo genetico, infatti, ¢ possibile associare metodiche che, attra-
verso I’impiego di enzimi di restrizione (PFGE), siano in grado di fornire informazioni di tipo
epidemiologico riguardanti la somiglianza tra isolati batterici responsabili di episodi di malattia
nello stesso allevamento e tra allevamenti diversi.

Con il presente studio si ¢ indagata 1’evoluzione delle popolazioni di S. suis responsabili di
forme cliniche in due allevamenti di suini commerciali, I’uno in cui non si mai eseguita vacci-
nazione e I’altro in cui si esegue regolare profilassi, al fine di verificare variazioni a carico dei
ceppi circolanti.

MATERIALI E METODI

Selezione delle aziende

Lo studio ha riguardato 2 aziende (A e S) della provincia di Treviso, simili per tipologia e bio-
sicurezza, caratterizzate da ricorrenti episodi di streptococcosi in soggetti svezzati. Entrambe le
aziende eseguono regolare profilassi nei confronti di PRRSv con vaccino vivo attenuato.

In tabella 1 vengono riportati i principali dati aziendali, il periodo di vaccinazione, il numero
di ceppi analizzati per ogni allevamento ed il consumo in DDDAIt/biomassa delle aminopeni-
cilline (classe di farmaci di prima scelta nella terapia della streptococcosi) ricavato dal portale
Classyfarm riferiti al 2022 e 2023.

N . odo di DDDA.It/biomassa
Allev. N. scrofe Vaccinazione - C°PP (periodo di aminopenicilline
isolamento)
2022 2023

A | 450 (banda tri-settimanale) | mai eseguita | 10 (mar2020 - mar2022) | 5.511 28.648

S 900 (banda settimanale) | 2019 - in corso | 17 (lug 2018 - giu 2022) | 4.379 2.336

Tabella 1. Dati aziendali, il periodo di vaccinazione ed i ceppi analizzati per ogni allevamento.
Table 1. Farm data, vaccination period and strains tested for each herd.

L’allevamento S dal 2019 utilizza regolarmente la vaccinazione con ceppo stabulogeno su scro-
fe e scrofette con 1° dose a 8 settimane dal parto e richiamo a 4 settimane e ad ogni gravidanza
2-4 settimane prima della data presunta del parto. Il periodo di utilizzo, I’identificativo del
ceppo ed il relativo sierotipo sono indicati in tabella 2.

Vaccinazione | Intervallo di tempo id ceppo | sierotipo

1 ottobre 2019-giugno 2021 | 2825/19 9
2883/2/19 |9

2 giugno 2021- maggio 2023 | 1955/2/20 |7
2922/2/20 |9
1955/1/20 |7

3 Maggio 2023 — in corso 2332/2/20 |9
3834/2/22 | NN

Tabella 2. Periodo di utilizzo, numero identificativo e sierotipo degli isolati utilizzati per I’alle-
stimento di vaccino stabulogeno dell’allevamento S. NN: non tipizzabile.

Table 2. Period of use, identification number and serotype of isolates used for the production of
autogenous vaccine in farm S. NN: untypeable.
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Isolati batterici

Per valutare la variabilita dei ceppi circolanti nelle aziende inclusi nello studio, sono stati carat-
terizzati geneticamente 10 ceppi dell’allevamento A e 17 dell’allevamento S. Tutti i ceppi sono
stati isolati da soggetti conferiti dal 2017 al 2023 presso la Sezione di Treviso nell’ambito della
normale attivita diagnostica, accompagnati da anamnesi in cui si riferiva una sindrome nervo-
sa. L’isolamento ¢ avvenuto da campioni di cervello di soggetti con lesioni macroscopiche e/o
microscopiche riferibili a streptococcosi riscontrate nel corso dell’esame anatomo-patologico.
Il materiale biologico ¢ stato seminato su piastre di agar sangue incubate per 24-48 ore a 37° in
condizioni di microaerofilia (5% CO,) e Iidentificazione € avvenuta attraverso MALDI TOF
MS (Biotyper Microflex LT, Bruker Daltonics).

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 attribuire il sierotipo
e valutare ’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 sangue di S.
suis seguendo il protocollo proposto da Vela et al. (2003). 11 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 quindi epidemiologicamente correlati
tutti 1 ceppi con Coefficiente di Dice pari o superiore all’80%.

RISULTATI

Fattori genetici di virulenza e sierotipizzazione

Tutti gli isolati (10 ceppi) dell’allevamento “A” risultano positivi al gene gdh e, ad eccezione di
un ceppo del 2021, tutti i ceppi presentano profilo di virulenza mrp+ efp- sly+. 1l sierotipo mag-
giormente isolato ¢ il “9” (8 isolati), che ha provocato malattia in tutti gli anni presi in esame.
Nel 2022 sierotipi diversi sono stati isolati contemporaneamente da soggetti diversi conviventi.
Nell’allevamento “S” due isolati sono risultati negativi al gene gdh e il profilo di virulenza pre-
valente € mrp+ efp- sly+ (76,4%). Tre ceppi sono risultati capsulotipo “7” ed erano tutti isolati
nel 2020, 10 capsulotipo “9” isolati nel 2018, 2019 e 2020 e 4 non tipizzabili con il protocollo
applicato, isolati nel 2019, 2021 e 2022.

Pulsed-field gel electophoresis (PFGE)

Analizzando il dendrogramma originato degli isolati dell’allevamento “A” si evidenziano tre
cluster: il pit numeroso (III, 8 ceppi) comprende almeno un isolato per anno e 7 ceppi risultano
tra loro cloni. I restanti due cluster (I, e II ) sono costituiti da un solo isolato del 2021 e del 2022.
I risultati della PFGE hanno raggruppato gli isolati dell’allevamento “S” in 7 cluster. Il mag-
giormente popolato (I) raccoglie 7 di cui 6 tra loro cloni. A parte 3 cluster (Il e IV ) rispettiva-
mente con ceppl del 2020 (I, e VIL) e del 2019 (IV ) tra loro clonali, gli altri ceppi del 2020,
2021 e 2022 si sono collocati in smgoh cluster.

Approccio integrato per la selezione dei ceppi da includere nel vaccino stabulogeno

I ceppi sono stati selezionati valutando in primis il sierotipo e, all’interno dello stesso sierotipo,
quelli portatori di pit marker genetici di virulenza e appartenenti a cluster diversi (PFGE). Per
la selezione dei ceppi inclusi nella prima vaccinazione dell’allevamento S (V) era disponibile
solo il sierotipo ¢ il profilo di virulenza e, per tale ragione, non ¢ stato incluso alcun ceppo che
poi si ¢ dimostrato appartenere al cluster I .
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Figura 1. Dendrogramma originato dai pattern PFGE dei ceppi di S.suis presenti
nell’allevamento A. La linea rossa verticale indica la soglia di omologia dell’80%. P: positivo;
N: negativo; NN: non tipizzabile.

Figure 1. Tree diagram showing PFGE patterns of S. suis strains isolated in farm A. The red
line represents the 80% of homology threshold. P: positive; N: negative; NN: untypeable.
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Figura 2. Dendrogramma originato dai pattern PFGE dei ceppi di S.suis presenti
nell’allevamento S con indicazione dei ceppi utilizzati per I’allestimento di vaccino
stabulogeno. La linea rossa verticale indica la soglia di omologia dell’80%. P: positivo; N:
negativo; NN: non tipizzabile.

Figure 2. Tree diagram showing PFGE patterns of S. suis strains isolated in farm S studied in
the present work showing the isolated used to the preparation of autogenous vaccine. The red
line represents the 80% of homology threshold. P: positive; N: negative; NN: untypeable.



DISCUSSIONE

Con questo lavoro si € voluto studiare se nello stesso focolaio di malattia siano simultanea-
mente presenti popolazioni “diverse” di S. suis e come queste si avvicendino nel tempo anche
successivamente alla somministrazione di vaccini stabulogeni allestiti con i ceppi circolanti
in quel dato momento.

Tutti i ceppi inclusi nello studio erano isolati cerebrali, quindi presumibilmente patogeni.
Nonostante ci0, i marker genetici di virulenza ricercati, non erano presenti in tutti gli isolati
(uno per allevamento) a conferma di quanto evidenziato da altri autori secondo cui la presen-
za di questi fattori non sia realmente indicativa della capacita del ceppo di provocare malattia
(Segura et al., 2020). Questo risultato potrebbe essere dovuto (i) alla necessita di ricercare ul-
teriori fattori di virulenza ad oggi non noti e/o (ii) a fattori ambientali predisponenti che con-
sentono anche a ceppi meno virulenti di raggiungere il cervello e causare meningo-encefalite.
Negli allevamenti considerati il sierotipo “9” si conferma essere il prevalente, cosi come de-
scritto da altri autori sia in Italia che in altri paesi dell’ Europa occidentale (Goyette-Desjardin
et al., 2014; Tonni et al., 2021). Ceppi appartenenti a questo sierotipo e con stesso profilo
di virulenza si sono collocati in diversi cluster del dendrogramma dell’allevamento S con-
fermando I’eterogenicita del sierotipo “9”, cosi come descritto da Estrada ef al., (2019). La
diversa collocazione non implica automaticamente una diversa antigenicita dei ceppi, ma
suggerisce ’esito positivo o negativo della vaccinazione nell’impedire 1’insorgenza della
streptococcosi cerebrale causata dallo stesso clone.

Dai dendrogrammi aziendali si evidenziano due andamenti distinti nelle dinamiche delle
popolazioni di S. suis. Nell’allevamento S la vaccinazione sembra essere stata in grado di
esercitare una pressione selettiva sui ceppi circolanti in azienda, tale da richiedere 1’aggior-
namento periodico dei ceppi inseriti nel lotto vaccinale: nello specifico, ad eccezione di un
ceppo del 2020 clonale con ceppi rilevati in azienda negli anni precedenti, non si sono regi-
strati casi di malattia provocati da S. suis con pulsotipo omologo ai ceppi caratterizzati nel
2018 e 2019.

Al contrario, nell’allevamento A isolati con sierotipo, profilo di virulenza e pulsotipo omo-
logo continuano ad essere responsabili di malattia nel corso degli anni formando un ampio
cluster. L’assenza di vaccinazione ha comportato I’endemizzazione di un ceppo prevalente, o
di ceppi a questo geneticamente strettamente correlati, ritrovato in tutti gli anni considerati.
La presenza di questo clone non ha comunque impedito la comparsa di ceppi che si sono resi
responsabili di malattia assieme al precedente, differenti sia per sierotipo sia dal punto di
vista genetico.

Per quanto riguarda le prescrizioni di aminopenicilline nell’allevamento S il valore in DDD
diminuisce dal 2022 al 2023, mentre nell’azienda A si assiste ad un aumento di oltre 5 volte
delle prescrizioni di aminopenicilline a indicare una crescente incidenza della patologia in
allevamento, lasciando supporre un effetto favorevole della vaccinazione nel contenimento
dell’uso dell’antimicrobico.

In generale, i ceppi isolati da soggetti diversi di uno stesso conferimento, risultano apparte-
nere al medesimo cluster, profilo di virulenza e sierotipo, ad eccezione di due episodi (1 per
allevamento). Uno stesso focolaio sostenuto da ceppi diversi (sierotipo o pulsotipo), indica la
presenza di forte predisposizione alla malattia e suggerisce di concentrare gli sforzi verso la
diminuzione di altri fattori predisponenti/condizionanti la malattia (Rieckmann et al., 2020).
Il presente studio ha voluto indagare alcune caratteristiche genetiche dei ceppi circolanti in
allevamenti sottoposti 0 meno a vaccinazione con stabulogeno, senza perd valutare quanto
la vaccinazione abbia contribuito alla riduzione della problematica. Infatti, i risultati dovreb-
bero essere comunque messi in relazione a valori di mortalita che, sfortunatamente, non sono
disponibili.
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CONCLUSIONI

I risultati dimostrano che i marker genetici di virulenza indagati non sono chiaramente correlabili
alla reale patogenicita di ceppi che in questo caso hanno raggiunto comunque il cervello. La
sola sierotipizzazione non ¢ un elemento sufficiente su cui basare la scelta dei ceppi, in quanto
non assicura protezione verso tutti i ceppi appartenenti a questo sierotipo.

Inoltre, si ¢ dimostrato come in alcuni casi ceppi appartenenti a sierotipi diversi o geneticamente
distinti possano simultaneamente essere implicati in un focolaio di malattia rendendo difficoltosa
la scelta di ceppi utili all’allestimento di vaccini stabulogeni, se queste scelte si basano solo su
sierotipo e fattori di virulenza.

Lavaccinazione, laddove eseguita, haesercitato una pressione selettiva sui ceppi precedentemente
circolanti. Dato che, oltre al cps, non sono noti determinanti antigenici efficaci nell’evocare una
risposta immunitaria adeguata, la selezione di ceppi da inserire nel vaccino stabulogeno sulla
base dell’analisi dell’intero genoma (PFGE) potrebbe rivelarsi un valido supporto. Per tale
ragione una caratterizzazione degli stessi ¢ imprescindibile per sperare di ottenere dei risultati
concreti in assenza di fattori predisponenti critici.
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Riassunto

Mycoplasma hyorhinis (MHR) colonizza il tratto respiratorio superiore del suino e,
diffondendo nell’organismo, causa polisierosite, poliartrite, congiuntivite, otite e
meningite. MHR ¢ un potenziale agente coinvolto nella Porcine Respiratory Disease
Complex (PRDC), patologia associata a significative perdite economiche. Ad oggiin Europa
non ¢ disponibile un vaccino per MHR, pertanto il controllo dell’infezione ¢ complesso.
L’implementazione di metodiche di tipizzazione pud rappresentare un fondamentale
ausilio per comprendere le dinamiche di diffusione di MHR nella filiera suinicola. In
questo lavoro sono stati analizzati 41 ceppi di MHR provenienti da aziende suinicole del
Nord Italia. I campioni sono stati tipizzati tramite Multi-locus Sequence Typing (MLST)
che, basandosi su un database pubblico (PubMLST), consente di identificare i ceppi
tramite I’assegnazione di un Sequence Type (ST). Il confronto dei campioni isolati con
quelli disponibili nel database non ha evidenziato correlazioni genetiche legate all’area
geografica. L’analisi di ceppi isolati da diverse matrici di prelievo dello stesso evento
clinico ha rivelato la mancanza di correlazione tra ST e matrice di prelievo. Infine, ¢ stata
osservata correlazione genetica tra i vari ST all’interno della stessa azienda nel tempo.
I risultati delle analisi svolte dimostrano che la metodica MLST rappresenta un valido
strumento di supporto per comprendere le dinamiche epidemiologiche all’interno delle
aziende suinicole.

Abstract

Mycoplasma hyorhinis (MHR) is a common inhabitant of the upper respiratory tract of
swine and can cause polyserositis, polyarthritis, conjunctivitis, otitis, and meningitis. In
addition, MHR is considered a potential agent involved in the Porcine Respiratory Disease
Complex (PRDC), a disease associated with relevant economical losses. To date, a vaccine
for MHR is not available in Europe, so infection control is complex. Therefore, it is
essential to implement typing methods to effectively track MHR spread in the swine sector.
In this work, 41 strains of MHR from pig farms in the Northern of Italy were analysed.
Each strain was genotyped by Multi-locus Sequence Typing (MLST) and assigned to a
specific Sequence Type (ST) via direct comparison with a public database (PubMLST). No
correlation was found among samples of close geographic origin. The analysis of strains
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isolated from different matrices of the same clinical event reveals the lack of correlation
between STs and the sampling source. Finally, a consistent genetic relation over time
between different STs isolated in the same farm was observed. In conclusion, our results
suggest that MLST is a valuable tool to understand the epidemiological dynamics of MHR
in the swine sector.

INTRODUZIONE

Mycoplasma hyorhinis (MHR) € un batterio comunemente presente nel tratto respiratorio
superiore del suino che possiede la capacita di diffondere in modo setticemico e causare
principalmente polisierositi e poliartriti nei suinetti svezzati dalle tre alle dieci settimane
di etd. MHR ¢ inoltre stato descritto come causa di congiuntivite, otite ¢ meningite
(Palzer et al., 2020). 11 ruolo di MHR come causa primaria di malattia respiratoria ¢
ancora dibattuto; alcuni autori (Lee et al., 2016) includono MHR tra i patogeni coinvolti
nella Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC), evidenziando la sua capacita di
concorrere al peggioramento della sintomatologia clinica. La colonizzazione delle prime
vie respiratorie da parte di MHR pud avvenire precocemente da scrofa a suinetto, o da
suino a suino in soggetti adulti, attraverso contatto diretto o secrezioni nasali e fluidi
orali. Attualmente non ¢ disponibile in Europa un vaccino commerciale nei confronti
di MHR, pertanto il controllo dell’infezione causata da questo agente risulta di non
facile implementazione: il contenimento delle forme clinico-sintomatiche ¢ attualmente
affidato alle misure di biosicurezza aziendale, all’eventuale trattamento antibiotico degli
animali colpiti (Klein et al., 2022) e, non da ultimo, alla possibilita di utilizzo di vaccini
stabulogeni prodotti con il ceppo circolante in azienda.

Nel contesto sopra descritto lo studio delle dinamiche di diffusione intraziendale e tra
allevamenti diversi riveste un ruolo fondamentale per comprendere come implementare le
strategie di controllo di MHR nella filiera suinicola. La genotipizzazione ¢ uno strumento
ampiamente utilizzato per studiare 1’epidemiologia dei micoplasmi del settore avicolo
e per valutare la diffusione di determinati ceppi nella filiera (Matucci et al., 2020). Gli
strumenti attualmente a disposizione per genotipizzare MHR sono: MLVA (Multiple-Locus
Variable-tandem repeats Analysis), MLST (Multi-Locus Sequence Typing), cgMLST (core
genome MLST) e PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis). La metodica MLST prevede
la selezione di un set di geni costitutivamente espressi in un determinato microrganismo
(geni housekeeping) che vengono amplificati e successivamente sequenziati al fine di
ottenere un profilo allelico che identifica uno specifico Sequence Type (ST). Nel corso
degli ultimi anni sono stati sviluppati diversi protocolli MLST: Tocqueville et al. (2014) ¢
successivamente Triieb ez al. (2016) hanno basato la metodica sul sequenziamento di 6 geni
housekeeping (dnaA, rpoB, gyrB, gltX, adk e gmk); Clavijo et al. (2019) hanno utilizzato
2 geni che codificano per proteine di superficie (p95, mtID) e 2 geni housekeeping (pdhB,
ung) e Foldi et al. (2020) hanno sequenziato 6 geni housekeeping diversi dai protocolli
precedentemente citati (lepA4, rpoB, rpoC, gitX, uvrA, valS). Tra tutte le metodiche MLST
elencate, il protocollo di Tocqueville e Triieb, utilizzato nel presente studio, ha il vantaggio
di consentire 1’identificazione univoca dei ceppi di MHR tramite il database pubblico
mondiale PubMLST (https://pubmlst.org/). Tale database consente di assegnare a ciascun
ceppo un ST basato sul profilo allelico dei 6 geni housekeeping amplificati e sequenziati.
Lo scopo del presente studio ¢ stato di verificare eventuali differenze tra ceppi di MHR
isolati presso 1’U.O. Micoplasmi della Sezione di Verona dal 2014 al 2023 e porre le
basi per una valutazione epidemiologica delle infezioni da MHR tramite 1’utilizzo della
metodica MLST.
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MATERIALI E METODI

Selezione dei campioni

Sono stati analizzati 41 ceppi di MHR (Tabella 1) provenienti da 13 aziende suinicole del Nord
Italia: 6 aziende da riproduzione a ciclo chiuso, 2 aziende da riproduzione a ciclo aperto e 5
siti svezzamento. Tali ceppi sono stati isolati tra il 2014 e il 2023 a partire da differenti matrici
organiche: polmone (16), articolazione (10), pericardio (5), tampone nasale (5), tampone oculare
(2), cervello (2) e peritoneo (1). Per 10 aziende (azienda A, B, D, E, F, G, H, J, K e L) erano
disponibili ceppi isolati da matrici differenti provenienti dallo stesso evento clinico (“caso
diagnostico”) (Tabella 2) mentre per 4 aziende da riproduzione a ciclo chiuso (azienda A, H, I e
M) erano disponibili diversi ceppi isolati nel corso degli anni (Tabella 3).

Isolamento e identificazione

I campioni sono stati inoculati in terreni selettivi home-made (Friis Broth) e commerciali
(Mycoplasma Experience), sia in forma liquida che agarizzata, e incubati a 37°C +1 in
microaerofilia (5% CO,) fino a rilevazione del viraggio di colore del terreno liquido e/o della
presenza di tipiche colonie “fiied egg” al microscopio ottico rovesciato. Successivamente,
si ¢ proceduto con I’estrazione del DNA da terreno liquido tramite il kit Maxwel 16 Blood
Purification System seguendo le istruzioni suggerite dal produttore. L’identificazione ¢ stata
effettuata tramite la metodica 16s-PCR-DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
(WOAH, 2023).

MLST (Multi-Locus Sequence Typing)

L’analisi ¢ stata eseguita seguendo lo schema implementato da Tocqueville et al. (2014)
presente in PubMLST che prevede I’amplificazione dei seguenti geni housekeeping: proteina
di iniziazione della replicazione cromosomica (dnaA), subunita § dell’RNA polimerasi (rpoB),
subunita 3 della DNA girasi (gyrB), glutamil-tRNA sintetasi (g/tX), adenilato ciclasi (adk) e la
guanilato chinasi (gmk). 1 primer utilizzati sono quelli descritti da Triieb et al. (2016). L’analisi &
stata eseguita con il kit gPCR Sybr Fast Universal (ditta Merck) utilizzando lo strumento CFX96
Touch Deep Well Real-Time PCR Detection System. Il protocollo di amplificazione prevede
uno step inziale a 95°C per 3’ seguito da 35 cicli a 95°C per 30”, 55°C per 30” e 72°C per 45”.

Sequenziamento

Gli amplificati ottenuti sono stati sequenziati per i geni di interesse utilizzando il kit BrilliantDye
Terminator Cycle Sequencing (Resnova) su sequenziatore automatico ABI PRISM 3500XL
Genetic Analyzer (Applied Byosystems). Gli elettroferogrammi ottenuti sono stati analizzati
tramite il software BioEdit Sequence Aligment Editor V7.2.6.1.

Analisi delle sequenze

Le sequenze ottenute sono state analizzate tramite il database pubblico PubMLST. 1l database
assegna ad ogni sequenza depositata un numero corrispondente all’allele per ogni singolo gene
dello schema. La combinazione di tutti ¢ 6 i numeri crea un profilo allelico corrispondente ad
un determinato ST. Le sequenze alleliche e 1 ST non presenti nel database sono stati codificati
e quindi depositati. La correlazione tra i differenti ceppi ¢ stata valutata generando un Minimum
Spanning Tree (MST) tramite il software Bionumerics v.7.6. Per la definizione di clonal complex
¢ stato inserito un cut-off di 2 differenze alleliche.

RISULTATI

Tutti i DNA dei ceppi selezionati sono stati amplificati e sequenziati con successo. Attraverso
il database PubMLST ¢ stato possibile classificare gli isolati in 15 differenti ST di cui 12 sono
risultati essere nuovi ST, cio¢ il risultato di una nuova codifica (da ST 168 a ST 179) (Tabella
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1). Inizialmente ¢ stato costruito un MST per evidenziare eventuali correlazioni tra i campioni
oggetto di studio e i ceppi gia depositati in PubMLST provenienti da altri 10 Paesi (Figura 1).
Come si puo notare, i diversi ST vengono suddivisi in 2 clonal complex (CC), di cui il CC1
racchiude quasi tutti i ceppi attualmente tipizzati inclusi quelli italiani, mentre il CC2 é formato
unicamente da n. 2 ST di differente provenienza (Francia e Cina).

Profilo Allelico

1D AZIENDA ANNO MATRICE ST

dnaA | rpoB | gyrB | ghtX | adk | gmk
1 Azienda A - RIPR. CC 2017, Oct lung 174* 3 1 2 1 16* 16*
2 Azienda A-RIPR. CC 2017, Oct joint 174* 3 1 2 1 16* 16*
3 Azienda A - RIPR. CC 2020, Apr lung 177* 3 1 2 1 16* 4
4 Azienda A - RIPR. CC 2020, May lung 174* 3 1 2 1 16* 16*
5 Azienda A - RIPR. CC 2021, Jan lung 174* 3 1 2 1 16* | 16*
6 Azienda B - RIPR. CC 2022, Mar lung 169* 10 1 2 20* 1 4
7 Azienda B - RIPR. CC 2022, Mar pericardium 172* 10 1 4 20* 1 4
8 Azienda C - RIPR. CC 2017, Sep nasal swab 175* 8 1 4 12 1 1
9 Azienda D - RIPR. CA 2015, Jan nasal swab 40 1 1 2 1 1 3
10 Azienda D - RIPR. CA 2015, Jan eye 40 1 1 2 1 1 3
11 Azienda D - RIPR. CA 2015, Jan lung 170* 1 1 2 1 1 4
12 Azienda E - Sito 2 SVEZZ. 2015, Oct nasal swab 40 1 1 2 1 1 3
13 Azienda E - Sito 2 SVEZZ. 2015, Oct lung 40 1 1 2 1 1 3
14 Azienda E - Sito 2 SVEZZ. 2015, Oct eye 40 1 1 2 1 1 3
15 Azienda F - Sito 2 SVEZZ. 2016, Dec lung 176* 1 1 1 1 8 3
16 Azienda F - Sito 2 SVEZZ. 2016, Dec joint 176* 1 1 1 1 8 3
17 Azienda G - Sito 2 SVEZZ 2017, Jul peritoneum | 176* 1 1 1 1 8 3
18 Azienda G - Sito 2 SVEZZ 2017, Jul lung 176* 1 1 1 1 8 3
19 Azienda H - RIPR. CC 2014, May lung 70 1 1 6 1 1 3
20 Azienda H - RIPR. CC 2018, May nasal swab 171* 3 1 6 1 1 3
21 Azienda H - RIPR. CC 2020, Jun joint 171* 3 1 6 1 1 3
22 Azienda H - RIPR. CC 2020, Jun joint 171* 3 1 6 1 1 3
23 Azienda H - RIPR. CC 2021, Mar joint 178* 3 1 6 21* 1 3
24 Azienda H - RIPR. CC 2021, Sep joint 178* 3 1 6 21* 1 3
25 Azienda H - RIPR. CC 2021, Sep pericardium | 178* 3 1 6 21* 1 3
26 Azienda H - RIPR. CC 2022, Dec lung 171* 3 1 6 1 1 3
27 Azienda | - RIPR. CC 2020, May nasal swab 173* 3 1 2 1 16* 3
28 Azienda | - RIPR. CC 2021, Nov lung 173* 3 1 2 1 16* 3
29 Azienda | - RIPR. CC 2022, Jul lung 173* 3 1 2 1 16* 3
30 Azienda | - RIPR. CC 2023, Sep lung 179* 29* 1 2 1 16* 3
31 Azienda J - Sito 2 SVEZZ. 2022, Apr joint 30 10 7 4 1 1 3
32 Azienda J - Sito 2 SVEZZ. 2022, Apr brain 30 10 7 4 1 1 3
33 Azienda J - Sito 2 SVEZZ. 2022, Apr joint 30 10 7 4 1 1 3
34 Azienda J - Sito 2 SVEZZ. 2022, Apr brain 30 10 7 4 1 1 3
35 Azienda K - Sito 2 SVEZZ. 2022, Nov lung 168* 10 1 2 12 1 15*
36 Azienda K - Sito 2 SVEZZ. 2022, Nov pericardium 168* 10 1 2 12 1 15*
37 Azienda K - Sito 2 SVEZZ. 2022, Nov joint 168* 10 1 2 12 1 15*
38 Azienda L- RIPR. CA 2021, Mar joint 170* 1 1 2 1 1 4
39 Azienda L- RIPR. CA 2021, Mar lung 40 1 1 2 1 1 3
40 Azienda M - RIPR. CC 2022, Dec pericardium 170* 1 1 2 1 1 4
41 Azienda M - RIPR. CC 2023, Dec pericardium | 170* 1 1 2 1 1 4

Tabella 1. Elenco dei campioni esaminati. RIPR
CA = riproduzione ciclo aperto; Sito 2 SVEZZ. = Sito 2 Svezzamento. * indica i nuovi ST e
alleli trovati.
Table 1. List of all samples analyzed. RIPR. CC = Farrow-to-finish farm. RIPR. CA = farrow-
to-weaning; Sito 2 SVEZZ. = Site 2 Weaning. * indicates the new ST and alleles founded.
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Figura 1. Minimum Spanning Tree: ceppi totali depositati in PubMLST e ceppi italiani. Ogni
cerchio rappresenta un Sequence Type (ST), rappresentato con differenti colori e grandezza
in accordo rispettivamente con il Paese di origine e la numerosita degli isolati. Le linee
che congiungono i cerchi sono rappresentate con differente spessore in base al numero di
differenze alleliche tra i ST (linea spessa = 1 differenza allelica, linea sottile = 2 differenze
alleliche). Gli aloni colorati indicano il clonal complex (CC1 and CC2). ST esclusi dai clonal
complex sono definiti come singletons.

Figure 1. Minimum Spanning Tree: strains uploaded in PubMLST and Italian strains. Each
circle corresponds to a Sequence Type (ST), represented with different colors and size
according to the country of isolation and the number of isolates, respectively. The lines
joining the circles are represented with different thickness depending on the number of
allelic differences between the respective STs (bold = 1 allelic difference, plain = 2 allelic
differences). Coloured areas depict the clonal complex (CC1 and CC2). STs excluded from
clonal complexes are defined as singletons.

Al fine verificare eventuali correlazioni tra genotipo e sito di campionamento, sono stati presi
in considerazione 23 campioni provenienti da 10 aziende (azienda A, B, D, E, F, G, H, J, K
e L) e per ciascuna azienda sono stati selezionati ceppi isolati da diverse matrici durante il
medesimo “caso diagnostico”. Come si puo osservare in Tabella 2 ¢ Figura 2, in 7 aziende
su 10 il ST rilevato, ¢ identico per le diverse matrici campionate in quel determinato “caso
diagnostico”. In tre aziende (D, L e B) si osservano, invece, ST diversi nelle differenti matrici
campionate.
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Dall’analisi dei ceppi collezionati in 4 aziende da riproduzione a ciclo chiuso (azienda A, H,
I e M) nei diversi anni, si evidenzia la sostanziale ripetizione nel tempo di determinati ST o
di ST strettamente correlati (Tabella 3 e Figura 2).

Azienda H
Azienda A
Azienda |

Agicida J

Azienda F
Azienda K
Arzienda D
Azienda M
Azienda G
Azienda B
Aziendal

Azlenda F
Azienda C

I0Emm

EEEOmROO

Figura 2. Minimum Spanning Tree: ceppi italiani. Ogni cerchio rappresenta un Sequence
Type (ST), rappresentato con differenti colori e grandezza in accordo rispettivamente con
il Paese di origine e la numerosita degli isolati. Le linee che congiungono i cerchi sono
rappresentate con differente spessore in base al numero di differenze alleliche tra i ST (linea
spessa = 1 differenza allelica, linea sottile = 2 differenze alleliche).

Figure 2. Minimum Spanning Tree: Italian strains. Each circle corresponds to a Sequence
Type (ST), represented with different colors and size according to the country of isolation
and the number of isolates, respectively. The lines joining the circles are represented with
different thickness depending on the number of allelic differences between the respective STs
(bold =1 allelic difference, plain = 2 allelic differences).
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Profilo allelico
Azienda Fonti ST
dnaA | rpoB | gyrB | gItX | adk | gmk
S lung 174 3 1 2 1 16 | 16
Azienda A S
joint 174 3 1 2 1 16 16
i Azienda B Alung‘ 169 10 1 2 20 1 4
S pericardium 172 10 1 B 20 1 B
lung 170 1 1 2 1 X 4
Azienda D nasal swab 40 1 1 2 1 1 3
eye 40 1 1 2 1 1 3
nasal swab 40 1 1 2 1 1 3
Azienda E lung 40 1 1 2 1 1 3
eye 40 1 1 2 1 1 3
Azienda F joint 176 1 1 1 1 8 3
lung 176 1 1 1 1 8 3
peritoneum 176 1 1 1 1 8 3
Azienda G
lung 176 1 1 1 1 8 3
joint 7/
Azienda H .Jom ‘ 178 3 1 b 21 14 3
pericardium 178 3 1 6 21 1 3
joint 30 10 7 4 4 1 1 3
Azienda ) ) ',
brain 30 10 7 4 1 i 3
joint 168 10 1 2 12 1 15
Azienda K lung 168 10 1 2 12 1| 15
pericardium 168 10 1 2 12 1 15
lung 40 1 1 2 1 1 3
joint 170 1 1 2 1 1 4

Tabella 2. Ceppi isolati da diverse matrici di prelievo dello stesso “caso diagnostico”.
Table 2. Strains isolated from different sources in the same “diagnostic case”.

Adenda Anno ST Profilo allelico
dnaA rpoB | gyrB ghtX adk | gmk

2017, Oct 174 3 1 2 1 16 | 16
5 2020, Apr 174 3 1 2 1 16 16
Sl 2020, vay | 177 3 1 2 1 16| 4
2021, Jan 174 3 1 2 1 16 | 16
2014, May 70 1 1 3 1 1 3
018, May | 111 3 1 b 1 1 3
o 2020, Jun 171 3 1 6 1 1| 3
2021, Mar | 178 3 1 6 21 s | s
2021,5ep | 178 3 1 6 21 1 3
2022,Dec | 171 3 1 6 1 1 3
2020, May | 173 3 1 2 1 6 | 2
: 2021, Nov | 173 3 1 2 1 16 | 3
bl 2022, Jul 173 3 1 2 1 16 | 3
2023,5cp | 179 29 1 2 1 16 | 3
2022, Dec | 170 1 1 2 1 1| &

Azienda M 4
fenca 2023,Dec | 170 1 1 2 1 1| a

Tabella 3. Ceppi isolati da aziende da riproduzione a ciclo chiuso dal 2014 al 2023.
Table 3. Strains isolated from farrow-to-finish farm from 2014 to 2023.
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DISCUSSIONE

Nel presente studio sono stati genotipizzati tramite metodica MLST 41 ceppi di MHR isolati
da suino dal 2014 al 2023 provenienti da differenti aziende del Nord Italia, con lo scopo
di comprendere le capacita di differenziazione di questa metodica e la sua conseguente
applicabilita nel settore suinicolo, al fine di porre le basi per una corretta comprensione
delle modalita di circolazione intra ed inter-aziendale di questo microrganismo. Tra i diversi
protocolli di MLST per MHR presenti in bibliografia ¢ stato scelto quello di Tocqueville e
Triieb in quanto permette di classificare gli isolati in modo univoco con I’assegnazione di uno
specifico ST e consente il confronto con i dati disponibili su PubMLST a livello globale. Tutti
i ceppi analizzati in questo studio e quelli gia depositati in PubMLST sono stati rappresentati
in un MST, nel quale si osserva la presenza di un unico grande clonal complex (CC1) che
raggruppa la maggior parte degli ST, inclusi gli isolati italiani. Fanno eccezione i ST 29 e
ST 150 che vanno a formare un ulteriore clonal complex (CC2) di dimensioni ridotte, ¢ n. 4
Singleton (Figura 1). Rappresentando con colori diversi gli ST in base alla provenienza degli
isolati ¢ evidente 1’assenza di correlazione tra ST ed il Paese di origine. Tale evidenza potrebbe
essere giustificata da una notevole o quantomeno elevata interrelazione tra le differenti aree
di provenienza, oppure ad una caratteristica specifica di MHR. Per Mycoplasma synoviae,
per esempio, Wei et al., 2023 hanno evidenziato una correlazione tra i ST e le rispettive aree
di origine dei ceppi analizzati.

Concentrando I’attenzione sugli isolati italiani, sono state prese in considerazione 10 aziende
(azienda A, B, D, E, F, G, H, J, K e L) per le quali erano disponibili ceppi isolati da diverse
matrici dello stesso “caso diagnostico”. In Tabella 2 sono elencati i campioni presi in esame
con le relative matrici di isolamento. In 7 aziende (azienda A, E, F, G, H, J ¢ K) il ST rimane
invariato per sedi di campionamento diverse; mentre nelle restanti 3 aziende (azienda B, D e
L) al cambiare del sito di prelievo si osservano differenti ST. Tuttavia, in Figura 2 ¢ possibile
notare come in queste ultime 3 aziende i ST, bench¢ diversi, siano strettamente correlati.
Infatti, tali ST presentano una sola differenza nel profilo allelico: ST 169 e ST 172 (azienda
B), ST 40 e ST 170 (aziende D e L).

In generale quindi, i dati da noi osservati lasciano supporre che non esista una correlazione
tra i ST e le diverse matrici organiche di prelievo, come gia precedentemente documentato
in letteratura (Biinger et al., 2021; Clavijo et al., 2019). Il ritrovamento di differenti ST nello
stesso evento clinico potrebbe quindi essere spiegato con la copresenza in allevamento di
ceppi con ST diversi oppure con variazioni limitate dei geni studiati.

Infine, sono state prese in considerazione 4 aziende da riproduzione a ciclo chiuso (azienda
A, H, I e M) (Tabella 3). Per ognuna di queste sono stati selezionati ceppi diversi e isolati
nel corso degli anni (2014-2023). Per I’azienda M per la quale erano disponibili 2 prelievi
a distanza di un anno il ST ¢ stato mantenuto (ST 170), mentre per le altre 3 aziende per le
quali erano disponibili prelievi eseguiti in un arco temporale piu ampio si puo osservare il
mantenimento dello stesso ST o la presenza di ST strettamente correlati tra loro (Figura 2) in
quanto caratterizzati da una sola differenza allelica. Ad esempio, per I’azienda H (Tabella 3)
si osserva come nel 2014 fosse presente il ceppo ST 70; nel 2018 e nel 2022 ¢ stata riscontrata
in 3 isolati la presenza del ST 171 (che differenzia solo per il gene drnad dal ST 70), mentre
nel 2021 si ¢ riscontrata in 2 isolati la presenza del ST 178 (che differenzia solo per il gene
gltX dal ST 171 e per i geni dnaA e gitX dal ST 70). In Figura 2 si puo notare la disposizione
grafica dei 3 ST (ST 70, ST 171 e ST 178) che evidenzia una stretta correlazione. In questo
caso potrebbe anche essere possibile ipotizzare una graduale variazione progressiva del
ceppo all’interno dell’allevamento in funzione del tempo, anche se ¢ interessante notare come
nell’ultimo campionamento il ceppo isolato risulta essere il ST 171 segno di una instabilita
della popolazione microbica studiata tipica del genere Mycoplasma. Anche per 1’azienda A
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(ST 174 € ST 177) e per I’azienda I (ST 173 e ST 179) si riscontrano dati simili (Figura 2)
che speriamo di confermare negli anni futuri.

Considerato che queste aziende presentano una gestione a ciclo chiuso ¢ probabile che il
mantenimento dello stesso ST o di ST strettamente correlati all’interno dell’azienda sia
dovuto alla compresenza di animali di varie categorie (riproduzione, svezzamento e ingrasso)
che permette una continua circolazione di MHR. Situazioni stressogene per gli animali, come
infezioni concomitanti causate da altri patogeni o legate agli ambienti di stabulazione possono
potenzialmente alterare I’equilibrio tra il suino e MHR e agire da trigger permettendo allo
stesso di determinare patologia (polisierosite, pericardite) o compartecipare nella PRDC. E
opportuno evidenziare che I’introduzione di differenti ST in popolazioni infette potrebbe
creare le condizioni adatte ad uno squilibrio tra ospite ¢ microrganismo, aumentando le
potenzialita patogene di MHR, che sulla base dei dati attualmente a disposizione viene
considerato come patogeno opportunista.

CONCLUSIONI

I risultati di questo lavoro hanno permesso una valutazione preliminare dell’utilita del sistema
di genotipizzazione dei ceppi di MHR tramite MLST in diverse tipologie di allevamento del
suino nel nostro Paese. Per poter analizzare e comprendere le dinamiche di diffusione di
questo microrganismo nella realta suinicola italiana si prevede di ampliare, con ulteriori studi,
il numero di campioni da analizzare coinvolgendo un maggior numero di aziende. Allo stato
attuale, la valutazione preliminare effettuata permette di affermare che MLST rappresenta
un valido strumento di supporto per interpretare le correlazioni tra i ceppi circolanti nelle
diverse tipologie aziendali e comprendere le modalita di diffusione di MHR a livello intra ed
inter-aziendale.
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Riassunto

Actinobacillus pleuropneumoniae ¢ 1’agente eziologico della pleuropolmonite contagiosa
suina. Il controllo di questa malattia ¢ ancora affidato agli antibiotici, tra cui il florfenicolo.
Purtroppo, le segnalazioni di resistenze in A. pleuropneumoniae sono in aumento in tutto
il mondo ad eccezione dell’Italia. La resistenza ai fenicoli ¢ codificata dal gene floR, che
¢ localizzato su plasmidi. Questo lavoro descrive per la prima volta in Italia I’emergere
della resistenza al florfenicolo, associata alla presenza del gene floR, in due isolati di 4.
pleuropneumoniae (B2176 ¢ B2177), provenienti da un allevamento suinicolo del nord Italia.
I test di sensibilita agli antibiotici hanno mostrato che entrambi gli isolati sono sensibili a
alle molecole testate, tranne al florfenicolo per il quale B2176 ha un profilo di sensibilita
intermedia, mentre B2177 risulta resistente. I due isolati presentavano geni codificanti per la
tossina ApxII, considerata moderatamente tossica, e ApxIIl, che caratterizza ceppi di elevata
virulenza. L’analisi del genoma ha rilevato che floR ¢é localizzato su un nuovo plasmide di
5.588 bp, qui nominato pAp-floR, simile al plasmide pMVSCS1 descritto in Mannheimia
varigena, dal quale perd si differenzia per un diverso corredo di geni di resistenza. Risulta
necessario un costante monitoraggio delle resistenze nei batteri patogeni e proseguire lungo
la strada gia intrapresa per I’impiego prudente degli antibiotici negli allevamenti.

Abstract

Actinobacillus pleuropneumoniae is responsible for porcine pleuropneumonia. The control
of the disease is still based on antibiotics, such as florfenicol. Unfortunately, reports on anti-
biotic resistance in A. pleuropneumoniae are increasing worldwide, except in Italy. Phenicol
resistance is encoded by the floR gene, which is located on plasmids. This work describes
for the first time in Italy the emergence of resistance to florfenicol, associated with the pres-
ence of the floR gene, in two isolates of 4. pleuropneumoniae (B2176 and B2177) collected
from a pig farm. Both isolates were susceptible to the tested antibiotic molecules, except for
florfenicol for which B2176 showed an intermediate profile, while B2177 was resistant. The
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two isolates had genes coding for the toxin ApxlIl, considered moderately toxic, and ApxIII,
which characterizes strains of high virulence. Genome analysis revealed that floR was located
on a new 5,588 bp plasmid, named pAp-floR, similar to the pMVSCSI1 plasmid described in
Mannheimia varigena, from which it differed by a set of resistance genes. It is necessary to
constantly monitor resistance in pathogenic bacteria and to continue along the path already
undertaken for the prudent use of antibiotics in livestock farming.

INTRODUZIONE

Actinobacillus pleuropneumoniae, agente eziologico della pleuropolmonite contagiosa sui-
na, ¢ un membro della famiglia delle Pasteurellaceae causa di perdite significative econo-
miche nell’allevamento suino in tutto il mondo (Zimmerman et al., 2019). A. pleuropneumo-
niae € solitamente suddiviso in due biovar (biovar 1 e biovar 2) in base alla dipendenza dal
nicotinammide adenina dinucleotide (NAD) (Zimmerman et al., 2019). Ad oggi sono stati
descritti 19 sierotipi e tra questi i sierotipi 1, 5, 9 e 11 sono altamente virulenti e frequen-
temente osservati in casi di pleuropolmonite suina (Dubreuil et al., 2000). Infatti, sebbene
tutti i ceppi di 4. pleuropneumoniae siano potenzialmente patogeni, la gravita dell’infezione
varia notevolmente a seconda del sierotipo di appartenenza (Frey, 1995). Questa differenza
dipende principalmente dalla produzione di varie citotossine quali Apx (Apxl, IL, III e IV).
Secondo Frey (1995), i sierotipi piu virulenti di 4. pleuropneumoniae producono sia le tos-
sine ApxI che ApxII.

11 controllo della pleuropolmonite contagiosa suina ¢ ancora largamente affidato agli antibio-
tici. In base alle attuali Linee Guida della Regione Emilia Romagna, tra le molecole antibioti-
che di prima scelta nel trattamento della pleuropolmonite, sono riportate le cefalosporine I-11
generazione, gli amfenicoli, le tetracicline ed i sulfamidici (Bassi et al., 2022). Il florfenicolo,
appartenente alla classe degli amfenicoli, ¢ un farmaco antimicrobico ad ampio spettro am-
piamente utilizzato per il trattamento di malattie respiratorie e altre infezioni batteriche pato-
gene negli allevamenti di suini. Questo antibiotico ¢ approvato ad uso esclusivo per la medi-
cina veterinaria e grazie ad una modificazione strutturale non determina effetti collaterali che
hanno vietato I’uso del cloramfenicolo negli animali da reddito (Reg. UE 37/2010). Sempre
in base delle Linee guida, I’'uso del florfenicolo ¢ consigliabile solo in caso di resistenze nei
confronti del tiamfenicolo o qualora si verifichi insuccesso terapeutico. L’uso estensivo del
tiamfenicolo, comunque, favorisce 1’emergenza e/o diffusione di meccanismi di resistenza
“totipotenti” agli amfenicoli, pertanto le Linee guida consigliano di limitarne 1’uso special-
mente se per via orale e nella somministrazione di massa (Bassi et al., 2022).

Probabilmente in seguito alla pressione selettiva generata dall’impiego di antibiotici, le se-
gnalazioni di resistenze in 4. pleuropneumoniae sono attualmente in aumento in tutto il mon-
do (de Jong et al., 2014; Blondeau and Fitch, 2019; Hennig-Pauka et al., 2021; Vilar¢ et al.,
2023)pigs and poultry. In the current study, 1001 isolates from cattle and pig respiratory
tract infections were tested for their antimicrobial susceptibilities. Non-replicate lung sam-
ples or nasopharyngeal/nasal swabs were collected from animals with acute clinical signs in
11 countries during 2002-2006. Pasteurella multocida and Mannheimia haemolytica from
cattle and P. multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae and Streptococcus suis from pigs
were isolated by standard methods. S. suis was also isolated from meningitis cases. MICs of
16 antibiotics were assessed centrally by broth microdilution following CLSI recommenda-
tions. Results were interpreted using CLSI breakpoints where available. P. multocida (231.
Isolati di 4. pleuropneumoniae resistenti al florfenicolo sono stati segnalati sporadicamente,
principalmente nei paesi asiatici e, come per altri batteri Gram-negativi, la resistenza era
generalmente associata alla presenza del gene floR (de Jong et al., 2014; Yao et al., 2023)
pigs and poultry. In the current study, 1001 isolates from cattle and pig respiratory tract
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infections were tested for their antimicrobial susceptibilities. Non-replicate lung samples
or nasopharyngeal/nasal swabs were collected from animals with acute clinical signs in 11
countries during 2002-2006. Pasteurella multocida and Mannheimia haemolytica from cattle
and P. multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae and Streptococcus suis from pigs were
isolated by standard methods. S. suis was also isolated from meningitis cases. MICs of 16
antibiotics were assessed centrally by broth microdilution following CLSI recommendations.
Results were interpreted using CLSI breakpoints where available. P. multocida (231. Il gene
floR codifica una proteina da efflusso responsabile della resistenza ai fenicoli, cloramfeni-
colo ¢ florfenicolo ed ¢ localizzato su plasmidi di varie dimensioni (Yao et al., 2023; Zhu et
al., 2024)resistance profiles of nine commonly used antibiotics of A. pleuropneumoniae and
P. multocida isolates of swine origin from diierent regions of China were investigated by
determination of minimum inhibitory concentrations (MICs o associato ad Integrative and
Conjugative Elements (ICEs) (Li et al., 2018; Zhu et al., 2024)”ISSN”:”14602091”,”PMID
”:7290291607,”abstract”:”’Objectives: To characterize ICEApI2, an SXT-related integrative
and conjugative element (ICE.

A livello nazionale, dati sulla resistenza al florfenicolo negli isolati di 4. pleuropneumoniae
non sono disponibili. Nel presente studio, identifichiamo per la prima volta due isolati di 4.
pleuropneumoniae, provenienti da un allevamento suinicolo del nord Italia, resistenti al flor-
fenicolo per la presenza del gene floR.

MATERIALI E METODI

Isolamento batterico e test microbiologici

I ceppi batterici di 4. pleuropneumoniae (B2176 ¢ B2177) sono stati isolati da due suini
affetti da pleuropolmonite contagiosa conferiti all’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle
Venezie - sede Pordenone. Nello specifico, il ceppo B2176, isolato nel 2022, proveniva da un
polmone di un suino di circa 80 kg di peso. I dati anamnestici riportano vaccinazione per 4.
pleuropneumoniae e trattamento farmacologico con florfenicolo nell’azienda di provenienza.
Il ceppo B2177, isolato nel 2023, risultava esser isolato da un polmone di un suino di circa
140 kg di peso, trattato con florfenicolo in associazione con tiamulina e clortetraciclina.
All’esame anatomo patologico si rilevavano in entrambi i polmoni, aree rotondeggianti
colpite da polmonite fibrino-necrotico-emorragica associata pleurite fibrinosa a carico dei
lobi caudali.

I due soggetti provenivano da un allevamento da riproduzione a ciclo semi-chiuso con circa
600 scrofe, ed erano stabulati in un sito di ingrasso che ospita abitualmente 1400 animali.
Nella scrofaia di origine ¢ nota la diffusione endemica di 4. pleuropneuomiae con casistica
ricorrente in magronaggio e in svezzamento. Nel 2017, si sono verificati primi casi di
polmonite fibrino-necrotico-emorragica in soggetti sottoscrofa.

Per entrambi i campioni I’esame batteriologico ¢ stato effettuato prelevando, con un tampone
sterile, materiale patologico dalla lesione e seminando su terreni Eosin Methylen Blue agar
(EMB), agar sangue (AS) incubati in aerobiosi per 24 ore a 37°C ed AS con uno striscio di
Staphylococcus aureus incubato in microaerofilia per 24 ore a 37 °C. Dopo 24 e 48 ore di
incubazione, eventuali colonie batteriche con morfologia riferibile ad A. pleuropneumoniae
cresciute nell’alone di emolisi di S. aureus sono state trapiantate su AS con striscio di S. aureus,
per conferma del satellitismo, e su agar cioccolato (AC). L’identificazione ¢ stata effettuata
con metodi biochimici classici, verificando che il ceppo isolato fosse catalasi negativo e ureasi
positivo. Entrambi gli isolati sono stati testati per la determinazione della sensibilita agli
antimicrobici mediante il metodo della diluizione in brodo, usando un pannello commerciale
96-wellmicrotitre MIC (SENSITITRE™, ThermoScientific). Brevemente, & stato allestito
un inoculo trasferendo 50 pl di una sospensione batterica a 0,5 McFarland preparata da una
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coltura fresca, in 11 ml di terreno VFM (Veterinary Fastidiuos Medium) addizionato a 220 pl di
LHB (eritrociti lisati di cavallo) e 220 ul di supplemento C. Successivamente, 50 pl di inoculo
sono stati distribuiti su ciascun pozzetto di una micropiastra per MIC. La micropiastra inoculata
¢ stata incubata a 35+1°C per 24 ore in microaerofilia (5% di CO,). Il pannello comprendeva
le seguenti molecole: amoxicillina/acido clavulanico, ampicillina, ceftiofur, enrofloxacin,
florfenicolo, flumequina, gamitromicina, kanamicina, spectinomicina, tetraciclina, tiamulina,
tildipirosina, tilmicosina, trimetoprim/sulfonamidi, tulatromicina. Al termine dell’incubazione
la lettura € stata effettuata con sistema automatizzato, identificando come valore di MIC di
ciascun antibiotico in esame, la concentrazione piu bassa presente nel pozzetto in cui non si
¢ osservata crescita batterica. I valori di MIC sono stati interpretati utilizzando i breakpoint
raccomandati dal manuale CLSI VETO1S, ad eccezione di flumequina e kanamicina per cui
sono stati utilizzati i break point suggeriti dalla Societa Francese di Microbiologia in ambito
veterinario in quanto non disponibili sul manuale CLSI (CLSI, 2024).

Analisi genomica

Il DNA genomico dei due isolati di A. pleuropneumoniae sono stati estratti utilizzando il
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen Inc., Hilden, Germany) per poi essere sottoposti a sequen-
ziamento utilizzando la piattaforma Illumina MiSeq. Dopo la valutazione della qualita delle
reads, le sequenze sono state assemblate usando SPAdes genome assembler v3.11.1 (Prji-
belski et al., 2020). Per confrontare i nostri isolati con quelli presenti nei database internazio-
nali, sono state scaricati 35 genomi completi di 4. pleuropneumoniae tra quelli disponibili in
NCBI. I 35 genomi sono stati analizzati insieme ai 2 genomi oggetto del nostro studio. Dopo
I’annotazione tramite Prokka v1.14.6 (Seemann, 2014) ¢ stato creato un albero filogenetico
di massima verosimiglianza con FastTree 2.1.11 (Price et al., 2010) utilizzando ’allineamen-
to del core genome prodotto da Roary v3.11.3 (Page et al., 2015). Al fine di capire se i due
isolati fossero cloni, le identita delle sequenze nucleotidiche sono state studiate utilizzando
il tool online CSI Phylogeny 1.4 del CGE (https://cge.food.dtu.dk/services/CSIPhylogeny/).
Le sequenze dei 2 isolati di 4. pleuropneumoniae sono state utilizzate per identificare il profi-
lo di virulenza mediante la ricerca dei geni codificanti le tossine ApxI, ApxIl, ApxIll, ApxIV
utilizzando BLASTN v2.13.0 (Camacho et al., 2009) e i geni di resistenza agli antimicrobici
che sono stati analizzati con ABRicate (https://github.com/tseemann/abricate). Il cutoff uti-
lizzato per determinare la presenza dei geni di resistenza agli antibiotici ¢ stato lo stesso per
i geni codificanti le tossine Apx (coverage > 95% e identita > 99%).

Stabilita del gene floR

Al fine di valutare ’eventuale perdita del gene floR in assenza di pressione selettiva, entrambi
gli isolati sono stati seminati per 10 giorni consecutivi su terreno di coltura specifico (Agar
Cioccolato) privo di florfenicolo ed incubati a 37 °C in atmosfera arricchita con 5% CO,. Il
DNA totale dei ceppi B2176 ¢ B2177 ¢ stato estratto mediante il GeneJET Genomic DNA
Purification Kit (Thermo Scientific, Vilnius, Lituania). Per valutare la presenza del gene floR,
sono stati eseguiti esperimenti di PCR, utilizzando specifiche coppie di primer (floR-FW 5’
— GCCTTTGTCGCTTTCCGTCT -3’ e floR-REV 5’ - AAAGCCGACAGTGTAAACCC —
3’) dimensione amplificato 354 bp. Condizioni di PCR: Denaturazione iniziale 94 °C per 4
minuti (1 ciclo); Denaturazione 94 °C per 30 secondi, Annealing 59 °C per 30 secondi,
Elongazione 72 °C per 30 secondi (30 cicli); Elongazione finale 72 °C (1 ciclo).

RISULTATI
I test di sensibilita agli antibiotici hanno mostrato che entrambi gli isolati di A.
pleuropneumoniae erano sensibili a tutte le molecole antibiotiche testate, tranne al florfenicolo

ege N .

risultava resistente (MIC=8 pg/mL).
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L’analisi dei due genomi ha mostrato che B2176 e B2177 erano dei cloni, in quanto differivano
di un solo SNP. Inoltre, B2176 e B2177 risultano positivi ad ApxII e ApxIII.

L’analisi dei geni di antibiotico-resistenza dei due isolati ha evidenziato la presenza del solo
gene floR. Un’approfondita analisi del genoma dei due ceppi ha rilevato che il gene floR era
localizzato su un nuovo plasmide di 5.588 bp, qui nominato pAp-floR (GenBank accession
no. OR824989). Le ORFs di pAp-floR e le loro rispettive funzioni sono indicate in Tabella 1.
Analisi eseguite con BLASTN hanno inoltre mostrato che il plasmide pAp-floR aveva
un’elevata identita nucleotidica (99%) e coverage (60%) con il plasmide pMVSCS1 (5,621
bp) (GenBank accession no. AJ319822) di Mannheimia varigena MVSCS1 di origine suina
(Kehrenberg and Schwarz, 2002). Il plasmide pMVSCS1 veicolava 4 geni di antibiotico-
resistenza quali: strA/B (responsabili della resistenza alla streptomicina), su/lll (responsabili
della resistenza al sulfamidici) e catAlll (responsabile della resistenza al cloramfenicolo),
mentre in pAp-floR questi geni erano rimpiazzati dal solo gene floR (Figura 1).

Il plasmide pAp-floR degli isolati B2176 e B2177 ¢ stato quindi confrontato con tre plasmidi
floR recentemente identificati da Yao et al. (2023) in A. pleuropneumoniae: (i) pMAFS
(GenBank accession no. CP100664); (ii) pMAF6 (GenBank accession no. CP100663);
(iii) pFA11 (GenBank accession no. CP100665) (Figura 1). Il confronto delle sequenze
nucleotidiche ha evidenziato che pAp-floR mostrava un’identitd nucleotidica del 99% e
un coverage range compreso fra 25-51% con i tre plasmidi floR sopraelencati, mostrando
profonde e significative differenze sia in contenuto di geni di antibiotico resistenza che come
backbone plasmidico (Figura 1).

I saggi di stabilita hanno inoltre dimostrato che negli isolati B2176 e B2177 il gene floR era
stabilmente conservato anche in assenza di pressione selettiva.

Per quanto riguarda I’analisi filogenetica, come mostrato in Figura 2, i 37 isolati di A.
pleuropneumoniae erano distribuiti in numerosi cluster. I genomi di B2176 ¢ B2177,
clusterizzavano insieme ad un genoma di cui abbiamo poche informazioni in letteratura.
E’ interessante notare che, tra i diversi genomi inclusi nell’albero filogenetico, gli isolati
provenienti dalla Cina presentavano il maggior numero di geni di antibiotico-resistenza.

DISCUSSIONE

Questo lavoro descrive per la prima volta in Italia I’emergere della resistenza al florfenicolo,
associata alla presenza del gene floR, in due isolati di A. pleuropneumoniae. 1 due isolati,
provenienti da casi di pleuropolmonite contagiosa, presentavano geni codificanti per la
tossina ApxII, considerata moderatamente tossica per i macrofagi alveolari, e ApxIIl, che
caratterizza ceppi di elevata virulenza (Kamp et al., 1991; Frey et al., 1993). Gli isolati,
sebbene originati da casi verificatesi in due anni diversi, appartenevano ad uno stesso clone.
A differenza di altri batteri Gram-negativi, come le Enterobacteriaceae, la resistenza al
florfenicolo in A. pleuropneumoniae ¢ stata segnalata raramente negli isolati di origine
suina, fatta eccezione per i paesi asiatici. Infatti, in Corea, circa il 36% degli isolati di A4.
pleuropneumoniae sono risultati resistenti al florfenicolo, mentre in Cina questa percentuale
si ¢ attestata al 47,4% (de Jong et al., 2014; Yao et al., 2023). Inoltre, tutti gli isolati cinesi
resistenti al florfenicolo erano anche positivi per il gene floR (Yao et al., 2023). E’ stato
precedentemente osservato che in isolati di 4. pleuropneumoniae di origine cinese, il gene
floR era veicolato sia da plasmidi (Yao et al., 2023) che da Integrative and Conjugative
Elements (Li et al., 2018). La presenza del gene floR su elementi genetici mobili ha di fatto
contribuito ad un’ampia diffusione del determinante di resistenza nei paesi asiatici.

Per quanto riguarda il continente europeo la situazione epidemiologica sembra essere
notevolmente differente rispetto a quanto osservato in Asia: la resistenza a florfenicolo
associata al gene floR in A. pleuropneumoniae ¢ stata segnalata sporadicamente solo in alcuni
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paesi (Priebe and Schwarz, 2003; Gutiérrez-Martin et al., 2006; Matter et al., 2007; Kucerova
etal., 2011).

Negli isolati oggetto di questo lavoro, il gene floR era veicolato da un plasmide mai segnalato
in letteratura, simile al plasmide pMVSCS1 descritto in Mannheimia varigena, dal quale
perd si differenziava per un diverso corredo di geni di resistenza, confermando quindi
I’ampia variabilita genetica dei plasmidi. Inoltre, almeno in condizioni di laboratorio, il
nuovo plasmide pAp-floR che veicolava la resistenza era stabilmente mantenuto in entrambi
gli isolati anche in assenza di una pressione selettiva diretta generata da florfenicolo. Il fatto
che A. pleuropneumoniae mantenga il plasmide anche quando non ¢ necessario per la sua
sopravvivenza fa supporre che albergarlo non richieda al batterio un grosso sforzo in termini
metabolici (fitness cost). E interessante notare che i due cloni, B2176 e B2177, erano isolati
in due anni differenti quindi in grado di persistere stabilmente nell’allevamento infetto.
Questi elementi giocano a favore per il mantenimento di floR nella popolazione batterica di
origine e fanno temere per una possibile diffusione di cloni di 4. pleuropneumoniae resistenti
al florfenicolo nella popolazione suina.

E necessario quindi proseguire lungo la strada gia intrapresa per I’impiego prudente degli
antibiotici negli allevamenti. Il costante monitoraggio delle resistenze nei batteri patogeni
potra quindi consentire 1’identificazione di isolati resistenti a molecole chiave come il
florfenicolo e la adozione di misure di contenimento per contrastarne la diffusione.
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Figura 1. Mappa lineare del plasmide pAp-floR dei ceppi di A. pleuropneumoniae B2176
e B2177 confrontata, mediante Easyfig (https:// mjsull. github. io/ Easyfig/), sia con il
plasmide pMVSCS1 di M. varigena che con tre plasmidi floR di A. pleuropneumoniae: (i)
pMAFS di 4. pleuropneumoniae XN-PM-1; (ii) pMAF6 di 4. pleuropneumoniae HD-5-Q-2;
(ii1) pFA11 di A. pleuropneumoniae APP10. Le posizioni e la direzione trascrizionale delle
OREF sono rappresentate da frecce colorate. Vengono inoltre mostrati tutti i determinanti di
resistenza agli antibiotici e alcuni geni rilevanti plasmidici.

Figure 1. Linear map of the pAp-floR plasmid of 4. pleuropneumoniae strains B2176
and B2177 compared, using Ea-syfig (https:// mjsull. github. io/ Easyfig/), both with the
pMVSCSI1 plasmid of M. varigena and with three plasmids floR of A. pleuropneumoniae:
(i) pMAFS of A. pleuropneumoniae XN-PM-1; (ii)) pMAF6 from A. pleuropneumoniae
HD-5-Q-2; (iii) pFA11 of A. pleuropneumoniae APP10. The positions and transcriptional
direction of the ORFs are represented by colored arrows. All antibiotic resistance
determinants and relevant plasmid genes are also shown.
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Figura 2. Albero filogenetico annotato utilizzando iTOL (https://itol.embl.de/). L albero
contiene i 37 isolati di 4. pleuropneumoniae analizzati nel presente studio. La provenienza
geografica, 1’anno di isolamento, la presenza delle tossine Apx e dei geni di antibiotico
resistenza di ciascun isolato sono rappresentati nell’albero.

Figure 2. Phylogenetic tree annotated using iTOL (https://itol.embl.de/). The tree contains
the 37 isolates of A. pleuropneumoniae analyzed in the present study. The geographic origin,
the year of isolation, Apx toxins and antibiotic resistant genes of each isolate are represented
in the tree.
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Riassunto

La crescente minaccia dell’antimicrobico-resistenza (AMR) comporta una sempre maggior
preoccupazione in campo medico, veterinario ed ambientale, portando all’esigenza di
elaborare nuove e valide strategie per contrastare in maniera efficace le patologie causate da
batteri. In questo contesto, corrette pratiche di biosicurezza unitamente ad un uso responsabile
dei disinfettanti hanno guadagnato un ruolo cruciale nella lotta alle infezioni batteriche. In
questo studio ¢ stata verificata I’efficacia, espressa come valore di concentrazione minima
inibente (MIC) e concentrazione minima battericida (MBC), di un disinfettante a base di
Glutaraldeide e Composti di Ammonio Quaternario nei confronti di 19 ceppi di campo di
E. coli isolati da allevamenti suinicoli del Regno Unito e di un ceppo di referenza (ATCC
25922). Sei ceppi di campo e il ceppo di referenza erano sensibili a tutte le 15 molecole
di antimicrobico utilizzate (AMK, AMP, AZI, FOT, TAZ, CHL, CIP, COL, GEN, MERO,
NAL, SMX, TET, TGC e TMP). Tredici ceppi erano resistenti ad un numero di molecole
variabile da 2 a 11 (6 ceppi erano multi-resistenti, MDR). I risultati indicano che, in vitro, la
concentrazione minima di disinfettante in grado di inibire efficacemente la replicazione dei
ceppi AMR ¢ significativamente superiore (p=0,039) a quella necessaria ad inibire i ceppi
di E. coli non AMR. In maniera analoga, anche i valori di MIC dei ceppi MDR ¢ superiore
a quella dei ceppi non MDR. Tuttavia, in questo caso la differenza non ¢ risultata essere
statisticamente significativa (p=0,615).

Abstract

Antimicrobial-resistance (AMR) is a growing concern worldwide in the medical, veterinary
and environmental fields, leading to the need of develop new and effective strategies to
combat diseases caused by bacteria. In this context, adopting correct biosecurity practices
along with responsible use of disinfectants on farm, have gained a crucial role in the fight
against bacterial infections, including AMR bacteria. This study aimed to investigate
the efficacy, expressed as the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) values, of a disinfectant based on Glutaraldehyde and
Quaternary Ammonium Compounds tested against 19 field strains of E. coli isolated from
UK pig farms and one reference strain (ATCC 25922). Six field strains and the reference
strain were susceptible to all 15 antimicrobial molecules used (AMK, AMP, AZI, FOT, TAZ,
CHL, CIP, COL, GEN, MERO, NAL, SMX, TET, TGC and TMP). Thirteen strains were
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resistant to a variable number of molecules ranging from 2 to 11 (6 multi-resistant strains,
MDR). The results indicate that, in vitro, the minimum concentration of disinfectant that can
effectively inhibit the replication of AMR strains is significantly higher (p=0.039) than that
required to inhibit non-AMR E. coli strains. Similarly, the MIC values of MDR strains are
higher than those of non-MDR strains. However, in this case the difference is not statistically
significant (p=0.615).

INTRODUZIONE

L’antimicrobico-resistenza (AMR) ¢ un fenomeno naturale che ¢ stato amplificato dalla
pressione selettiva esercitata dall’ampio utilizzo dei trattamenti antimicrobici in medicina
umana e veterinaria. Negli ultimi decenni, ’AMR ¢& aumentata rapidamente ed ¢ ora
considerata una delle principali emergenze sanitarie, in quanto si tratta di una grave minaccia
per la salute e lo sviluppo globale (WHO, 2022; Montagnin et al. 2022).

Il termine “antimicrobico” viene usato per descrivere un ampio insieme di agenti chimici che
vengono utilizzati, con varie modalita di applicazione, allo scopo di controllare la diffusione
dei microrganismi. Gli antimicrobici possono essere suddivisi in due categorie principali:
1) biocidi antimicrobici, utilizzati in numerosi contesti, tra cui, ma non solo, antisettici,
disinfettanti per superfici, conservanti per materiali e/o trattamenti di riciclo dell’acqua e
2) farmaci antimicrobici, quali ad esempio gli antibiotici, utilizzati per il trattamento delle
infezioni umane e animali (ECHA, 2022; US EPA, 2022).

A causa dell’importanza degli antibiotici nella medicina moderna, I’emergere ¢ la diffusione
del’AMR rappresenta un problema che desta crescente preoccupazione (CDC, 2019;
Murray et al. 2022). Oltre ai farmaci antimicrobici, anche i biocidi sono inequivocabilmente
importanti, in quanto ne viene fatto un uso diffuso attraverso alcuni prodotti per la casa, i
conservanti alimentari, la produzione zootecnica, 1’agricoltura e nei contesti clinici umani
e veterinari, in cui svolgono un ruolo chiave nel controllo dei patogeni (Jones et al. 2021;
Coombs et al. 2023).

Nelle produzioni animali, i biocidi vengono utilizzati principalmente per disinfettare locali
e attrezzature o mezzi di trasporto degli animali. Il loro utilizzo appropriato, preceduto
da una pulizia adeguata, ¢ uno degli elementi chiave di una buona gestione dell’igiene
nell’azienda zootecnica. Le pratiche di pulizia e disinfezione (cleaning and disinfection,
C&D) sono importanti per ridurre la probabilitd di introduzione in allevamento di agenti
infettivi (biosicurezza esterna) e la loro diffusione (biosicurezza interna) (Maertens et al.
2020). 11 loro corretto utilizzo puo contribuire a ridurre la necessita di somministrazione di
antimicrobici (Raasch et al. 2018).

Biocidi quali i composti di ammonio quaternario (QACs), gli agenti antisettici a base di
cloro e i biguanidi sono largamente utilizzati nell’allevamento degli animali destinati alla
produzione di alimenti (James et al. 2023).

La disinfezione ha lo scopo di ridurre o eliminare la carica batterica e virale (Van Immerseel
et al. 2018); tuttavia ¢ stato osservato che, in alcuni contesti, si rivela non completamente
efficace, in quanto i microrganismi possono ancora essere presenti anche dopo la pulizia e la
disinfezione delle strutture (Luyckx et al. 2014). Questa osservazione ha portato a ipotizzare
che i batteri possano diventare resistenti ai disinfettanti utilizzati. Per questo motivo, in modo
simile alla preoccupazione riguardante ’AMR, sono emersi timori riguardo alla possibilita
che 1 batteri possano acquisire dei meccanismi per evadere gli effetti dei biocidi. Anche se
¢ un fenomeno meno studiato rispetto all’AMR, la tolleranza di alcuni batteri ad un’ampia
varieta di biocidi ¢ gia stata segnalata (Russel 2002; Maillard 2018).

Unadelle cause della resistenza ai disinfettanti € correlata al fatto che il loro utilizzo in presenza
di materiale organico o diluiti in acqua possa produrre forti riduzioni dell’efficacia, anche alle
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concentrazioni di applicazione raccomandate; questo fenomeno ha come conseguenza il loro
utilizzo a concentrazioni sub-inibitorie (Wales e Davies 2015; Maillard 2018).

E’ stato osservato che basse concentrazioni ambientali di antimicrobici possono provocare
lo sviluppo di resistenza nei ceppi batterici, conferendo loro un vantaggio competitivo, in
quanto diventano potenzialmente in grado di replicare in tali ambienti pit velocemente
rispetto ai ceppi non resistenti (James et al. 2023).

La determinazione della Concentrazione Minima Inibente (MIC) e/o della Concentrazione
Minima Battericida (MBC) sono state ampiamente utilizzate per valutare la suscettibilita o
la resistenza dei batteri agli antimicrobici, compresi i disinfettanti. Le popolazioni batteriche
resistenti vengono selezionate a concentrazioni ambientali piu elevate di disinfettante
rispetto alla MIC dei batteri suscettibili (MICsusc). A concentrazioni di disinfettante inferiori
al livello di MIC (sub-MIC), entrambi i genotipi suscettibili e resistenti possono sopravvivere
e replicare (Khan et al. 2017).

Di conseguenza, la concentrazione selettiva minima (MSC), valutata sull’analisi dei tassi
di replicazione, ¢ stata identificata come la concentrazione piu bassa di antimicrobico
che conferisce ai ceppi resistenti un vantaggio competitivo rispetto ai ceppi sensibili
(Andersson e Hughes 2014). Rappresenta, quindi, il punto in cui il beneficio nella crescita
supera il costo (fitness cost) di possedere un gene di resistenza rispetto ad un ceppo non
resistente (Gullberg et al. 2011), conferendo al ceppo batterico un vantaggio competitivo a
concentrazioni superiori alla MSC (Sandegren 2014).

E quindi importante stabilire, per ogni antibiotico, quanto bassa sia la concentrazione
in grado di selezionare i mutanti resistenti dei ceppi, ed indagarla tramite esperimenti di
competizione. Per ogni antibiotico e per ogni microrganismo si possono definire tali
concentrazioni in termini di una frazione della MIC, denominandola appunto MSC (Liu et
al. 2011). Nello studio di Liu et al. (2011), ad esempio, la minima concentrazione selettiva
(MSC) per Escherichia coli, isolato da microbioma umano, nei confronti di due antibiotici,
si ¢ rivelata nettamente inferiore al valore della MIC: 1/5 della MIC per ciprofloxacin e 1/20
della MIC per tetraciclina.

La valutazione della differenza tra organismi suscettibili e resistenti a valori sub-inibitori,
potrebbe quindi portare alla definizione di valori di concentrazione battericida o inibente
molto inferiori ai valori di MIC ufficiali per alcuni antimicrobici (Liu et al. 2011), in quanto
i valori compresi tra la MSC e la MIC sono potenzialmente in grado di selezionare i batteri
resistenti (Sandegren 2014). Tuttavia, come evidenziato dalla FAO/WHO nel 2019, ci sono
scarse informazioni su quali dovrebbero essere questi valori soglia di MSC, importanti per
definire dei valori standard adeguati per le concentrazioni di biocidi e metalli nella clinica
veterinaria.

Oltre alla preoccupazione riguardante il potenziale aumento di tolleranza batterica ai biocidi,
¢ emersa una seconda preoccupazione. A causa dell’utilizzo dei disinfettanti insieme agli
antibiotici, sia in medicina umana che nell’allevamento degli animali, ¢ stato ipotizzato che
I’uso dei biocidi possa provocare una pressione selettiva che porta ad un fenomeno di cross-
resistenza con gli antibiotici (Coombs et al. 2023).

Gli adattamenti di cross-resistenza possono essere normalmente presenti (intrinsechi) nei
batteri, o facilmente acquisiti per mutazione o trasferimento genico in condizioni appropriate
(Wales e Davies al. 2015; Donaghy et al. 2019).

Tali adattamenti includono la presenza di pompe di efflusso (proteine di trasporto coinvolte
nell’espulsione di substrati tossici dall’interno delle cellule verso I’ambiente esterno
(Webber e Piddock 2003)), formazione di biofilm, formazione di spore e ridotta permeabilita
dell’involucro cellulare (James et al. 2023).

Si ¢ ipotizzato, inoltre, che basse concentrazioni di antimicrobici in ambiente possano
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aumentare il tasso di mutazioni casuali nelle popolazioni batteriche esposte, portando alla
crescita di mutanti spontanei che mostrano una cross-resistenza a biocidi e antibiotici (Davies
e Wales 2019).

La resistenza in molti batteri antimicrobico-resistenti (ARB) ¢ codificata da geni presenti su
grandi plasmidi coniugativi (Gulberg et al. 2014). Questi plasmidi tipicamente contengono
molti geni di resistenza agli antibiotici (ARGs), oltre ai geni che conferiscono una ridotta
suscettibilitd/tolleranza ai biocidi (BRGs) e/o metalli (MRGs), e la possibilita di una
correlazione genetica tra i due ¢ gia stata descritta (Galetti et al. 2021).

Tuttavia, sono stati evidenziati alcuni risultati contraddittori riguardo alla possibile
associazione tra la ridotta suscettibilita ai disinfettanti e la resistenza agli antibiotici nei
batteri presenti in campo (Fernandez et al. 2018; Wieland et al. 2017).

Diversi studi in vitro hanno dimostrato una riduzione della sensibilita ai disinfettanti
dopo I’esposizione ripetuta dei batteri, inclusi ceppi di Escherichia coli, a concentrazioni
sub-inibitorie di QACs (Soumet et al. 2016), di triclosan (Braoudaki e Hilton 2004), o a
disinfettanti commerciali come, ad esempio, quelli a base di cloruro di benzalconio (BACs)
(Nhung et al. 2015; Kim et al. 2018).

In particolare, Nhung et al. (2015) hanno osservato che 1’esposizione di alcuni ceppi di E. coli
(e di Salmonella non-tifoidea) a concentrazioni sub-inibitorie di un disinfettante commerciale
comunemente usato, contenente una miscela di benzalconio cloride e glutaraldeide, impiegato
in allevamenti suini e avicoli in Vietnam, sembrava co-selezionare la resistenza antimicrobica.
Aumenti della MIC per il biocida erano fortemente correlati a ridotte suscettibilita evidenziate
da incrementi della MIC per ampicillina, tetraciclina, ciprofloxacina, cloramfenicolo e, in
misura minore, per gentamicina, trimetoprim/sulfametossazolo (Nhung et al. 2015).
Tuttavia, molte altre ricerche condotte in vitro riportano risultati opposti: negli studi
di Karatzas et al. (2007) e Webber et al. (2015), con disinfettanti commerciali anziché
componenti attivi, nessuno dei ceppi adattati ha mostrato una tolleranza aumentata dopo
I’esposizione ai disinfettanti (Webber et al. 2015; Karatzas et al. 2007).

Altre ricerche in campo, tra cui quella iz vivo condotta da Maertens et al. (2020), non hanno
riscontrato variazioni di sensibilita nei ceppi di E. coli provenienti da allevamenti suinicoli
a seguito dell’uso ripetuto di disinfettanti negli stabilimenti. Allo stesso modo, non ¢ stata
riscontrata una ridotta sensibilita agli antibiotici dopo 'uso di disinfettanti nelle unita di
allevamento dei suinetti.

Cio suggerisce che, mentre livelli sub-inibitori di disinfettanti possono influenzare la
resistenza in vitro, il loro effetto potrebbe differire negli ambienti zootecnici (Maertens et
al. 2020).

Sarebbero quindi necessari ulteriori studi per stabilire se i protocolli attuali di pulizia e
disinfezione utilizzati negli allevamenti rappresentino un reale rischio per la selezione di
fenomeni di antimicrobico-resistenza (AMR) e in quali modalita si esercitano.

L’obiettivo di questo studio ¢ stato quello di valutare potenziali fenomeni di cross-resistenza
in ceppi di E. coli isolati in allevamenti di suini del Regno Unito, che mostravano profili
diversi di antimicrobico resistenza (AMR) e multi-resistenza (MDR).

In particolare ¢ stata verificata la relazione tra la resistenza agli antibiotici, valutata tramite
determinazione della MIC suun pannel di 15 molecole di antimicrobici, e i profili di resistenza
ad un disinfettante utilizzato comunemente in zootecnia, a base di glutaraldeide e composti di
ammonio quaternario (QAC), tramite determinazione della MIC e dell’MBC.

MATERIALI E METODI

Ceppi batterici
Il lavoro ¢ stato condotto su 19 ceppi geneticamente distinti di Escherichia coli, isolati da
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allevamenti suini del Regno Unito nel corso di ricerche precedenti, e conservati fino al
momento della prova a -80°C presso il dipartimento di Batteriologia dell’Animal and
Plant Health Agency (APHA, UK). E’ stato inoltre utilizzato un ceppo di referenza (ATCC
25922).

I valori di MIC nei confronti di Amikacina (AMK), Ampicillina (AMP), Azitromicina
(AZI), Cefotaxime (FOT), Ceftazidime (TAZ), Cloramfenicolo (CHL), Ciprofloxacina
(CHP), Colistina, (COL), Gentamicina (GEN) Meropenem (MER), Acido nalidixico
(NAL), Sulfametoxazolo (SMX), Tetraciclina (TET), Tigeciclina (TGC), Trimethoprim
(TMP) sono stati determinati secondo le specifiche riportate dalla Decisione di Attuazione
della Commissione 2013/652/UE. Per ciascuna molecola sono stati utilizzati i valori di
breakpoint epidemiologici indicati dalla Decisione di esecuzione (UE) 2020/1729 ad
eccezione dell’Azitromicina, per la quale sono stati utilizzati i valori di sensibilita o
resistenza riportati nel documento M100 del CLSI (2021). Sei ceppi di campo e il ceppo di
controllo sono risultati sensibili a tutte le 15 molecole di antimicrobico utilizzate. I rimanti
13 ceppi di E. coli utilizzati erano resistenti ad un numero di molecole variabile da 2 a 11.
Sei ceppi sono stati classificati come multi-resistenti, ovvero resistenti a tre o piu classi di
antimicrobici (EFSA, 2021).

Preliminarmente, i ceppi sono stati seminati su piastre di CHROMagar™ ECC e
successivamente incubati per una notte. Le colonie sono state poi trasferite nel terreno di
mantenimento Dorset egg.

Disinfettante utilizzato

La sensibilita dei 20 ceppi batterici di E. coli utilizzati ¢ stata valutata nei confronti di
un prodotto disinfettante commerciale a base di Glutaraldeide ¢ Composti di Ammonio
Quaternario (QAC).

Il disinfettante scelto ¢ efficace nei confronti di un ampio spettro di virus, batteri, funghi
e micoplasmi. Si tratta di una formulazione attiva in presenza di materiale organico e non
corrosiva nei confronti delle superfici, in quanto il pH si mantiene pari a 5.

Le soluzioni di disinfettante a diversa concentrazione sono state preparate appena prima di
ogni esperimento e utilizzate entro tre ore. E’ stata pesata una quantita di 1,03 g (equivalente
a 1 mL) del prodotto a cui sono stati aggiunti 200 g di acqua dura per creare una soluzione
di partenza alla diluizione 1:200. Successivamente, da questa soluzione base, sono state
eseguite varie diluizioni per ottenere le concentrazioni desiderate del disinfettante (variabili
da 1:400 fino a 1:32.000).

Determinazione della concentrazione minima inibente (MIC)

La Concentrazione Minima Inibente (MIC) del disinfettante ¢ stata determinata per tutti i
venti ceppi di E. coli.

I valori di MIC degli isolati scelti sono stati ottenuti utilizzando il metodo della
microdiluizione in brodo. Preliminarmente, alcune colonie batteriche sono state prelevate
dal terreno di coltura e sono state sospese in acqua demineralizzata sterile (Thermo
Scientific, Loughborough, Regno Unito).

Le caratteristiche di sensibilita alle diverse molecole e i profili di antimicrobico-resistenza
sono riportati nella Tabella 1.

Le sospensioni batteriche sono state omogeneizzate tramite agitatore e la loro concentrazione
¢ stata regolata utilizzando un nefelometro (Thermo Scientific, Loughborough, Regno
Unito) in modo da ottenere una densita ottica (OD) di 0,5 unita di torbidita nefelometrica
(NTU) sulla scala di McFarland.
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Tabella 1. Caratteristiche di sensibilita alle diverse molecole e profili di antimicrobico-
resistenza dei 20 ceppi di E. coli utilizzati.
Table 1. Sensitivity characteristics to different molecules and antimicrobial-resistance
profiles of the 20 E. coli strains used.
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Successivamente, 20 pL della sospensione batterica sono stati diluiti in 11 mL di brodo
Miiller Hinton, ottenendo una concentrazione iniziale di circa 10° UFC/mL. Cento pL di
ciascuna soluzione di disinfettante + acqua dura sono stati dispensati, in triplicato, nella
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prima fila di una piastra microtiter a fondo rotondo da 96 pozzetti (Thermo Scientific
Nunc, Loughborough, Regno Unito). Allo stesso tempo, 50 pL di acqua dura sono stati
dispensati in tutti gli altri pozzetti. A ciascun pozzetto sono stati aggiunti 50 pL di inoculo
batterico (approssimativamente 10> UFC/mL) utilizzando il Sistema di Distribuzione
Automatica Thermo Scientific Sensititre AIM, ottenendo un volume finale di 100 pL
(ulteriore diluizione del disinfettante 1:1) in ogni pozzetto.

Come controllo positivo, sono stati aggiunti 50 pL di sospensione batterica a 50 pL di
Miiller Hinton, senza alcun disinfettante.

In seguito, le piastre sono state incubate per 18-24 ore a 37°C. Dopo ’incubazione, la
crescita batterica ¢ stata valutata visivamente utilizzando lo strumento Sensititre Vizion
(Thermo Scientific, Loughborough, Regno Unito), e il valore di MIC ¢ stato definito
come la concentrazione piu bassa di disinfettante in cui non era presente alcun ‘bottone’
di crescita batterica osservabile.

Determinazione della Concentrazione Minima Battericida (MBC)

Anche la Concentrazione Minima Battericida (MBC) del disinfettante ¢ stata determinata
per tutti i venti i ceppi batterici.

Dieci pL della sospensione batterica presente nei pozzetti della piastra microtiter
utilizzata per la diluizione del disinfettante, sono state utilizzati per la semina, in
triplicato, su piastre di agar sangue ovino al 5% o piastre CHROMagar™ ECC. Dopo
I’asciugatura, le piastre sono state incubate per 18-24 ore a 37°C ¢ la crescita batterica ¢
stata monitorata. La concentrazione piu bassa di disinfettante che inibiva completamente
la crescita batterica ¢ stata registrata come valore di minima concentrazione battericida
(MBC).

Analisi statistica

Preliminarmente, i valori di MIC e MBC sono stati calcolati come media geometrica
dei valori ottenuti nelle diverse repliche eseguite. La stima della normalita della
distribuzione campionaria dei valori di MIC e MBC ¢ stata realizzata utilizzando il test
di Kolmogorov-Smirnov. Sulla base dei risultati di questo test, eventuali differenze dei
valori di MIC e MBC tra i ceppi di E. coli con profili di antibiotico-resistenza (AMR),
multi-resistenza (MDR) e quelli pienamente sensibili, ¢ stata realizzata utilizzato il test
di U di Mann-Whitney. Le analisi sono state eseguite utilizzando il software SPSS 28.0
(IBM SPSS Statistics, NY, USA). La significativita statistica ¢ stata fissata a valori di
p<0,05.

RISULTATI

Nella Tabella 2 e nella Tabella 3 vengono riportate, rispettivamente, le medie geometriche
dei valori di MIC e MBC del disinfettante esaminato dei due gruppi di E. coli a confronto:
ceppi resistenti ad almeno una delle molecole antimicrobiche utilizzate (AMR si) verso
ceppi pansensibili (AMR no) e ceppi multi-resistenti (MDR si) verso ceppi non multi-
resistenti (MDR no).

Per quanto riguarda i valori di MIC del disinfettante (Tabella 2) ¢ stata osservata
una differenza statisticamente significativa (p=0,039): la concentrazione minima di
disinfettante in grado di inibire efficacemente la replicazione dei ceppi AMR (diluizione
1:5101) ¢ superiore a quella necessaria ad inibire i ceppi di E. coli non AMR (1:5805).
In maniera analoga, anche la MIC dei ceppi MDR (1:5358) ¢ superiore a quella dei
ceppi non MDR (1:5397). Tuttavia, in questo caso la differenza non risulta essere
statisticamente significativa (p=0,615).
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Tabella 2. Confronto delle medie geometriche dei valori di MIC tra ceppi di E. coli AMR o
non AMR e MDR o0 non MDR

Table 2. Comparison of geometric means of MIC values between AMR or not-AMR and
MDR or not-MDR E. coli strains

Media geometrica

valori di MIC P
si 5101
AMR 0,039
no 5805
si 5358
MDR 0,615
no 5397

Per quanto riguarda i valori di MBC del disinfettante (Tabella 3) nessuna differenza
statisticamente significativa (p>0,05) ¢ stata osservata tra i diversi gruppi di ceppi di E. coli
(AMR e non-AMR né tra i ceppi MDR e non-MDR).

Tabella 3. Confronto delle medie geometriche dei valori di MBC tra ceppi di E. coli AMR o
non AMR e MDR o0 non MDR

Table 3. Comparison of geometric means of MBC values between AMR or not-AMR and
MDR or not-MDR E. coli strains

Media geometrica

valori di MBC )4
si 4200
AMR 0.072
no 5135
si 4324
MDR 0.939
no 4636

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Il presente studio ha avuto come obiettivo la valutazione diretta della capacita di tolleranza/
sensibilitd di alcuni ceppi di E. coli nei confronti di un disinfettante commerciale,
normalmente utilizzato negli allevamenti suinicoli, contenente Glutaraldeide e Composti di
Ammonio Quaternario (QAC) e la potenziale resistenza crociata nei confronti di 15 molecole
di antibiotici.

Diciannove dei ceppi selezionati sono stati isolati in allevamenti suini del Regno Unito; di
questi, 13 erano resistenti ad almeno una delle molecole di antibiotico esaminate (sei di
questi ceppi sono stati classificati come multi-resistenti) mentre 6 ceppi (oltre al ceppo di
controllo) erano pan-sensibili.

I diversi profili di antibiotico-resistenza e la presenza di ceppi MDR possono essere considerati
sufficientemente rappresentativi della situazione normalmente presente negli allevamenti.

E stata quindi valutata I’eventuale differenza di efficacia in vitro del disinfettante (stimata
attraverso i valori di MIC e MBC) per i ceppi di E. coli che presentavano profili di antibiotico-
resistenza (AMR), multi-resistenza (MDR) o completa sensibilita.

Dai risultati ottenuti si osserva che la minima concentrazione inibente (MIC) di disinfettante
necessaria per rallentare la crescita dei ceppi di E. coli resistenti ad almeno uno degli
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antibiotici esaminati, ¢ significativamente maggiore rispetto alla concentrazione necessaria per
inibire la crescita dei ceppi sensibili a tutte le molecole antibiotiche. In altri termini, i ceppi
antibiotico-resistenti (AMR) presentavano una maggiore tolleranza al disinfettante utilizzato
rispetto a quelli non AMR. Questo risultato ¢ stato osservato anche tra i ceppi multi-resistenti
(MDR) rispetto a quelli non-MDR, ma in assenza di una differenza statisticamente significativa.
Queste differenze di sensibilita al disinfettante potrebbero essere attribuite all’esistenza di
meccanismi di resistenza crociati che permettono ai batteri di sviluppare caratteri in grado di
aumentare la tolleranza nei confronti sia dei disinfettanti che degli antibiotici.

Come viene descritto da Coombs et al. (2023), 1 batteri, per aumentare la loro tolleranza ai biocidi,
ricorrono ad una serie di meccanismi che presentano delle analogie con quelli della resistenza
agli antibiotici. Tuttavia, mentre i batteri sono in grado di eludere I’effetto degli antibiotici tramite
cambiamenti relativamente piccoli del bersaglio dei farmaci, come ad esempio una mutazione
nel sito di legame, non possono utilizzare gli stessi stratagemmi per eludere i biocidi, prodotti
che utilizzano contemporaneamente meccanismi differenti per uccidere i microrganismi.

Deve essere considerato che, in letteratura sono presenti risultati controversi riguardo alla
possibile associazione tra la ridotta suscettibilita dei batteri ai disinfettanti e la resistenza agli
antibiotici e 1 meccanismi alla base della resistenza crociata rimangono per la maggior parte
sconosciuti o poco chiari (Fernandez et al. 2018; Wieland et al. 2017).

Tuttavia, la modifica della capacita dei batteri di consentire 1’ingresso dei biocidi nella cellula,
ad esempio tramite una riduzione nell’entrata grazie alle porine o un aumento della fuoriuscita
grazie alle pompe di efflusso, potrebbe essere la causa di una resistenza crociata con gli antibiotici
(Coombs et al. 2023).

Il meccanismo pit comunemente descritto e proposto come base della cross-resistenza & I’up-
regulation dell’espressione genica delle pompe di efflusso o il loro aumento di attivita (Gadea et
al. 2017; Pereira et al. 2021; Amsalu et al. 2020). Infatti, negli studi in cui le pompe di efflusso
sono state inibite, 1 batteri tolleranti ed adattati al disinfettante, sembrano riacquistare, almeno in
parte, la suscettibilita al biocida stesso (Nhung et al. 2015).

La loro regolazione, quindi, € uno dei principali meccanismi che utilizzano i batteri per eludere
I’azione di antimicrobici nell’ambiente, ma non ¢ I'unico descritto. Pereira et al. (2021),
hanno valutato la capacita di resistenza ai biocidi di ceppi di E. coli AMR, evidenziando che
le mutazioni genetiche associate allo sviluppo di cross-resistenza erano, in particolare, quelle
relative alle pompe di efflusso multidrug (mdfA e acrR), alle porine (envZ e ompR) e alla RNA
polimerasi (rpoA e rpoBC).

Anche nella revisione della letteratura realizzata da Coombs et al. (2023) riguardante i potenziali
legami di cross-resistenza tra antibiotici e biocidi, sono stati identificati i geni di efflusso
primariamente coinvolti nella capacita di conferire resistenza crociata ai batteri; questi geni
includono AcrAB, CmeABC, EmrE, MdeA, MdfA(Cmr/CmlA), MepA, MexAB, MexCD,
MexEF, NorA, NorB, QacABE ¢ QacEAl (Kampf et al. 2018; Pole 2007).

I risultati disponibili necessitano quindi di conferme ed ulteriori approfondimenti. Questo
¢ dovuto anche al fatto che la mancanza di breakpoint ufficiali per i biocidi impediscono di
categorizzare i ceppi batterici in sensibili, intermedi e resistenti, come avviene nei confronti
delle molecole antibiotiche. E importante infatti sottolineare che, a differenza della resistenza
agli antibiotici, per cui esistono metodi e definizioni standardizzati per misurare e definire
I’efficacia rispetto all’uso terapeutico clinico, attualmente non esistono delle stesse metodiche
per qualificare o quantificare 1’efficacia dei biocidi (Coombs et al. 2023).

Nonostante la MIC possa essere determinata anche per i biocidi, i valori individuati non possono
essere utilizzati per stabilire le concentrazioni di disinfettante da utilizzare nella pratica. Infatti, a
differenza degli antibiotici, lo scopo dei biocidi € quello di uccidere rapidamente i batteri presenti
nell’ambiente, non solamente di inibire la loro crescita; di conseguenza, basare la valutazione
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di efficacia dei disinfettanti sui valori di MIC puo essere fuorviante. L’efficacia dei biocidi
viene, ad ora, valutata con procedure “time-kill” o con la determinazione della concentrazione
che produce una determinata riduzione logaritmica del numero di microrganismi presenti
nell’ambiente (EN 14885:2023). In medicina veterinaria questa procedura viene descritta dalla
ISO EN 1656:2019, che permette la valutazione dell’attivita battericida di disinfettanti chimici
e prodotti antisettici. Tuttavia, il vantaggio di utilizzare un metodo di valutazione della MIC o
della MBC nei confronti del disinfettante che preveda ’utilizzo di batteri in sospensione, ¢ che
le procedure sono facilmente standardizzabili e i risultati ottenuti sono ripetibili € comparabili
(Montagnin et al. 2022).

Poter valutare facilmente I’efficacia dei disinfettati utilizzati nelle procedure di pulizia e
disinfezione (C&D) ¢ infatti di cruciale importanza, in quanto questi prodotti sono primariamente
coinvolti nelle misure di biosicurezza degli allevamenti, permettendo una prevenzione ed un
controllo della trasmissione delle infezioni negli animali (Maertens et al. 2019). Se i biocidi
utilizzati non garantiscono un’adeguata disinfezione degli ambienti, si potrebbe osservare
una diminuzione della sensibilita dei batteri nei loro confronti. E” possibile ipotizzare alcuni
motivi per spiegare questo fenomeno: la presenza nell’ambiente di concentrazioni residuali del
disinfettante, 1"utilizzo di concentrazioni non adeguate, brevi tempi di contatto o il loro utilizzo
non corretto dovuto a notevole presenza di materiale organico per una scorretta procedura di
pulizia e lavaggio (Russel et al. 2003).

I risultati ottenuti da prove di valutazione dell’efficacia inibitoria o battericida dei disinfettanti,
nonostante siano ripetibili e facilmente comparabili, devono tuttavia essere valutati con cautela,
in quanto si riferiscono a condizioni in vitro, spesso molto diverse da quelle che si riscontano
negli ambiti di utilizzo reali. In condizioni di campo sono presenti diverse variabili, come la
presenza di materiale organico, il tipo di materiale delle superfici trattate e la presenza di crepe,
la temperatura ambientale, la capacita batterica di formazione di biofilm, che possono esercitare
un impatto negativo sulla capacita batteriostatica o battericida dei disinfettanti (Maertens et al.
2019; Montagnin et al. 2022). Sarebbe quindi auspicabile una valutazione piu approfondita,
che preveda I’aggiunta di matrici organiche alla sospensione batterica, come previsto dalla ISO
1656:2019, quali albumina di siero bovino (BSA) o estratto di lievito, per verificare possibili
variazioni nella MIC del disinfettante.

Questi risultati, nonostante i limiti sopra descritti, confermano che per ottenere un’efficace
pulizia e disinfezione negli allevamenti ¢ necessario adottare un protocollo rigoroso, tenendo
in considerazione soprattutto la popolazione ambientale batterica gia presente nell’allevamento,
con le eventuali relative resistenze agli antibiotici. L’adozione di tali precauzioni potrebbe
garantire un’efficacia appropriata della disinfezione, senza contribuire ad un possibile aumento
delle cross-resistenze.

Va inoltre considerato che, se si accetta 1’ipotesi di una correlazione tra AMR e ridotta sensibilita
ai disinfettanti, I’uso prudente e razionale del farmaco in allevamento potrebbe contribuire a
limitare questo fenomeno.
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Riassunto

Lo studio ha avuto come obiettivo il monitoraggio della circolazione dei virus influenzali e
delle co-infezioni virali e batteriche negli allevamenti suini del Nord Italia, utilizzando un
campionamento attivo e passivo in casi di sindrome respiratoria suina (PRDC). Si ¢ evidenziata
una significativa presenza di virus influenzali con una rilevante circolazione dei sottotipi
HINI1 e HIN2, associata a PRRSv, indipendentemente dalla tipologia di campionamento
(attivo o passivo) ed inoltre, ¢ emersa la presenza di nuovi virus respiratori, come Swine
Orthopneumovirus e Porcine Respirovirus. Nei casi di PRDC I’istopatologia ha dimostrato
un ruolo discriminante e di conferma nella diagnosi della PRDC, mentre la sierologia,
con I’impiego di test ELISA e HI, ha evidenziato la necessita di adattare le metodiche di
screening ai sottotipi influenzali e di abbandonare 1’uso di test non corrispondenti ai ceppi
circolanti. Infine, 1’analisi filogenetica ha rivelato una alta variabilita dei virus influenzali
e ha evidenziato I’importanza del sequenziamento per I’importanza delle informazioni
epidemiologiche che ne derivano. Questi risultati sottolineano 1’importanza di un costante
monitoraggio della circolazione virale e batterica e la necessita di adeguare le metodiche
diagnostiche per affrontare la circolazione attiva e la diversificazione virale presenti nei suini
del Nord Italia.

Abstract

The study aimed to monitor the influenza viruses’ circulation and viral and bacterial co-
infections in pig farms in Northern Italy, using active and passive sampling from cases of
porcine respiratory syndrome (PRDC). The results highlighted a significant presence of
influenza viruses with a significant circulation of the HIN1 and HIN2 subtypes, associated
with PRRSv, both in active and passive samples and furthermore, the presence of new
respiratory viruses emerged, such as Swine Orthopneumovirus and Porcine Respirovirus.
Histopathology showed a discriminating role in the diagnosis of porcine respiratory infections,
while serology, with the use of ELISA and HI tests, highlighted the need to adapt screening
methods for influenza subtypes and to abandon the use of tests that do not correspond to
circulating strains. Finally, phylogenetic analysis revealed a high variability of influenza
viruses and highlighted the importance of genomic sequencing for the epidemiological
information. These results underline the importance of constant monitoring of viral and
bacterial circulation and of adapting diagnostic methods to address active circulation and
viral diversification in pigs in Northern Italy.
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INTRODUZIONE

La produzione di suini € cresciuta enormemente in tutto il mondo negli ultimi 20 anni,
portando ad una modificazione strutturale degli allevamenti di questo settore. Nel frattempo,
la dinamica delle infezioni da virus dell’influenza A suina (swIAV) ¢ cambiata, da forma
epizootica acuta respiratoria a enzootica con circolazione ricorrente in numerose aziende.
Fra i suini a livello globale, i sottotipi endemici circolanti sono HIN1, HIN2 e H3N2.
Tuttavia, la diversita genetica fra questi sottotipi ¢ enorme. Infatti, la variabilita genetica e
antigenica degli swIAV nei suini europei (HIN1, HIN2, H3N2 e HIN1pdm09) ¢ aumentata
notevolmente negli ultimi anni, con la produzione di ceppi riassortanti e varianti antigeniche
che pongono un interrogativo sull’efficacia dei vaccini in uso (Simon et al. 2014; Watson et al.
2015). Attualmente, sul territorio europeo e italiano i sottotipi influenzali circolanti fra i suini
appartengono a diversi lineaggi genetici dinamicamente mutevoli nel tempo (Henritzi et al.
2020; Chiapponi, Chiara et al. 2021). La complessa categorizzazione dei sottotipi ne prevede
la classificazione sulla base delle combinazioni dei geni codificanti per emoagglutinina e
neuroaminidasi. Recentemente, le emoagglutinine di tipo H1 suine sono state suddivise in
lineaggi genetici (H1 A o pandemico, H1B o human-like e H1C o avian-like) a livello globale
(Anderson, T. K. et al. 2016) che a loro volta sono distinguibili in numerosi sottogruppi
(sub-clade). La variabilita genetica di questi virus sarebbe dovuta a ripetute infezioni uomo-
animale/animale-uomo in entrambe le direzioni, con conseguente adattamento ed evoluzione
ospite-dipendente (Nelson et al. 2015; Anderson, Tavis K. et al. 2021)

InItalia & stata descritta la variabilita dei ceppi circolanti che vede la presenza di emoagglutinine
HI di tipo H1-1A o pandemico (pdm), H1-1B o human-like (hu-like), H1-1C o avian-like
(av-like) (Chiapponi, C. et al. 2021) e relativi sotto-clade, identificati tramite indici numerici,
in combinazione con geni per neuroaminidasi di tipo N1 (av-like o pdm) e di tipo N2.
La circolazione di swIAV nella popolazione suina incide negativamente sulla salute e sul
benessere degli animali, inoltre influenza 1’utilizzo di antibiotici in quanto frequentemente
funge da agente primario, in grado di predisporre 1’ospite a infezioni secondarie batteriche
da parte di altri agenti patogeni respiratori, nell’insorgenza del complesso della malattia
respiratoria suina (PRDC) (Saade et al. 2020). Inoltre, 1’esposizione continua degli esseri
umani agli swlAV negli allevamenti, rappresenta un rischio per la salute pubblica (Anderson,
Tavis K. et al. 2021). La conoscenza dei fattori di rischio che favoriscono la comparsa di
infezioni ricorrenti da swIAV negli allevamenti ¢ tutt’ora frammentaria e, come conseguenza,
non vengono approntate adeguate misure di controllo per la prevenzione e gestione della
PRDC.

In questo studio abbiamo monitorato la circolazione dei virus influenzali e co-infezioni virali
e batteriche negli allevamenti suini del Nord Italia. Lo studio ha previsto un monitoraggio
passivo di campioni suini da casi di PRDC e un monitoraggio attivo in aziende del territorio,
in assenza di focolai di malattia respiratoria.

MATERIALI E METODI

Campionamento attivo. Sono state arruolate 32 aziende suine, che recentemente avevano
presentato positivita per influenza A virus (IAV) a seguito di conferimenti diagnostici presso
IZSLER. Gli animali appartenenti a queste aziende sono stati sottoposti ad un campionamento
attivo, nei mesi autunnali/invernali, tramite fluidi orali (1 per gruppo) o tamponi nasali (circa
10 per gruppo animale), anche in assenza di forme respiratorie acute, grazie alla collaborazione
dei veterinari aziendali. I campioni prelevati, sono stati testati in PCR per IAV, PRRSv e
PRCYV (porcine respiratory coronavirus). In due aziende ¢ stato possibile prelevare sangue da
30 animali appartenenti a gruppi in cui due settimane prima era stata rilevata circolazione di
virus influenzale.
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Test sierologici. In due aziende campionate attivamente sono stati testati i sieri convalescenti,
prelevati dal gruppo di animali con dimostrata circolazione virale circa due settimane
prima del prelievo, esaminati con test ELISA anti nucleoproteina e con test di inibizione
dell’emoagglutinazione (HI), utilizzando ceppi caratterizzati e utilizzati routinariamente e
i ceppi stessi isolati dalle aziende (Ceppi omologhi) (WOAH. 2023).

Campionamento passivo. E stato eseguito uno screening molecolare per influenza su
campioni conferiti a scopo diagnostico per PRDC (parenchima polmonare, tamponi nasali,
fluidi orali) presso 'IZSLER fra il 2021 e il 2023. Una selezione di questi, visceri/polmoni,
prelevati da animali con forma respiratoria, ¢ stata sottoposta ad analisi batteriologiche e
biomolecolari (PCR per Mycoplasma hyopneumoniae, PRRSv, PCV2, PRCV ¢ IAV) per
verificare I’eziologia del caso. I tamponi nasali prelevati in corso di infezione respiratoria
sono stati esaminati per le ricerche di AV, PRRS ¢ PRCV con le tecniche molecolari. Inoltre,
una selezione di campioni, provenienti da campionamento passivo, ¢ stata sottoposta ad
indagine molecolare per la ricerca di due nuovi virus respiratori, descritti recentemente,
con ipotizzabile coinvolgimento nelle forma da PRDC, ovvero Swine Orthopneumovirus
(SOV) e Porcine Respirovirus 1 (PRV1) (Graaf-Rau et al. 2023).

Indagine istopatologica

Una selezione di polmoni, conferiti da casi di PRDC, ¢ stata sottoposta ad analisi istologica.
I campioni sono stati fissati in formalina tamponata al 10% ed inclusi in paraffina dopo
opportuna processazione. Dai tessuti inclusi in paraffina sono state ricavate sezioni di 5 pum
di spessore successivamente colorate con Ematossilina-Eosina e valutate al microscopio
ottico.

Caratterizzazione virus influenzali da campionamento passivo e attivo. 1 campioni risultati
positivi a IAV con test molecolari in RT-PCR sono stati sottoposti a tipizzazione molecolare
per definire il lineaggio di HA (H1A, H1B, H1C, H3) e di NA (N1 o N2) virale presente
e ad isolamento virale su colture cellulari o uova embrionate. L’indagine molecolare ¢
stata estesa a tutti i campioni risultati positivi per IAV e sottomessi ai test diagnostici
(anche se non tutti analizzati per il pannello di prove previste dalla ricerca) presso IZSLER
per aumentare il numero di sequenze analizzate nel corso del periodo. Le sequenze virali
provenienti da sorveglianza passiva e attiva del periodo oggetto di studio, 2021-2023,
sono state ottenute tramite NGS e analizzate filogeneticamente insieme a quelle di virus
caratterizzati recentemente a partire dal 2009 (Chiapponi, C. et al. 2021) ed i geni per HA
sono stati ulteriormente caratterizzati nei sub-clade tramite nomenclatura internazionale
come H1A3.3.2, HIC.2.1, H1C.2.2, H1C.2.4, HI1C.2.5, H1B1.2.1, H1B1.2.2, H3[84],
H3[2010] (Anderson, Tavis K. et al. 2021) .

RISULTATI

Campionamento passivo.

Nel corso dello studio, negli anni 2021-2023, ¢ stato eseguito uno screening molecolare per
influenza su 2547 campioni pervenuti per scopo diagnostico presso IZSLER. Una selezione
di 303 campioni (Visceri/polmoni o tamponi nasali), prelevati da animali con forma
respiratoria, ¢ stata sottoposta ad analisi batteriologiche e biomolecolari per identificare
I’eziologia del caso, per un totale di 253 conferimenti provenienti da 180 aziende, suddivisi
in 100 conferimenti di tamponi nasali e 153 casi da polmone. Sui tamponi sono stati
eseguiti almeno in parallelo ricerca di PRRSv e AV e sui polmoni sono stati eseguiti anche
gli esami batteriologici e le ricerche molecolari per Mycoplasma hyopneumoniae, PCV2,
Porcine respiratory coronavirus (PRC).

I campioni positivi per influenza sono risultati essere il 33% fra i tamponi e il 9,7% fra i
polmoni (Tabella 1), provenienti da 53 aziende con circolazione di virus influenzale.
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Coronavirus Influenza Mycoplasma PRRS Circovirus

suini TGE e tipo A hyopneumoniae PCV2
PRC
TAMPONI % 25,8 33,2 NV 32,4 NV
POLMONI % 0 9,7 28,9 57,2 40

Tabella 1. Positivita in percentuale riscontrata fra i campioni analizzati nell’ambito del
monitoraggio passivo di forme respiratorie. NV non valutato (n. 100 tamponi; n. 153
conferimenti di polmoni).

Table 1. Positivity rate found among the analyzed samples as part of the passive monitoring
of respiratory forms. NV not evaluated (n. 100 swabs; n. 153 lungs).

PRRSy ¢ stato I’agente virale riscontrato piu frequentemente a livello polmonare (57%), seguito
da PCV2 (40%) e da M. hyopneumoniae (29%); PRCV non ¢ mai stato rilevato nei casi analizzati.
Dai tamponi nasali, invece, i tre agenti virali ricercati si sono ritrovati con percentuali simili: AV
33%, PRRSv 32% ¢ PRCV 26%. Fra i polmoni positivi a PCV2 il 68% dei campioni presentava
un valore di copie di genoma virale/g di campione > 10°.

Analizzando le co-infezioni rilevate in polmoni risultati positivi per IAV si ¢ evidenziato che nel
33% dei casi era presente Pasteurella multocida, ed in percentuali significative PRRS (47%),
Mycoplasma hyopneumoniae e PCV2 (circa 40%). Solo in 2 casi su 21 [AV ¢ stato rilevato come
unica positivita fra gli agenti virali e batterici testati (Sottotipo HICN2 e sottotipo non tipizzabile).
Per quanto riguarda i tamponi, su cui ¢ stato considerato solo il pannello di analisi molecolare, fra
155 casi di positivita per IAV, nel 34% dei casi sono stati rilevati anche PRRSv e nel 20% PRC.
L’indagine per PRV1 e SOV si ¢ realizzata su campioni (tamponi nasali € polmoni) raccolti da
207 aziende italiane monitorate passivamente, fra agosto 2022 e settembre 2023. La positivita
per PRV1 é risultata essere pari a 11,6% mentre quella a SOV del 6,8%. Nel 3,4% i due virus co-
circolavano contemporaneamente.

Indagine istopatologica

In 18 focolai, in cui ¢ stata dimostrata la presenza di virus influenzale tipo A, ¢ stato possibile
associare ai risultati ottenuti dalle diverse indagini di laboratorio, quelli dell’indagine
istopatologica. In due casi (11%) il sottotipo isolato era H3N2, in 5 casi (28%) HIN2, in 6 casi
HINT1 (33%). In 3 casi il virus influenzale isolato ¢ risultato non tipizzabile (NT), mentre in due
casi per il ceppo isolato non ¢ stata possibile una completa sottotipizzazione, mancando in un caso
la caratterizzazione dell’emoagglutinina (H¥*N2) e in un altro quella della neuraminidasi (HIN*).
In 14 casi su 18 (77,8%) la diagnosi d’influenza suina ¢ stata confermata dal quadro
istopatologico, presentante aspetti di polmonite bronchiolo-interstiziale con necrosi
dell’epitelio bronchiolare, che unitamente ai risultati delle altre indagini di laboratorio
hanno permesso di confermare 1’eziologia della forma respiratoria osservata. In 7 casi su
18 si osservava la co-infezione con il PCV2. In tutti questi casi I’indagine istopatologica,
unitamente all’indagine immunoistochimica (IHC), ha evidenziato forme d’infezione sub-
clinica da PCV2. In 4 casi su 18 si osservava la co-infezione con M. hyopneumoniae, mentre
in 11 casi su 18 ¢ stata dimostrata la presenza di PRRSv.

Campionamento attivo

La maggior parte delle aziende monitorate, che erano state scelte per una storica circolazione di
virus influenzali, ha confermato la circolazione di [AV tra gli animali allevati e, nel 50% di queste,
¢ stata dimostrata virologicamente la persistenza di un determinato sottotipo, in campionamenti
eseguiti a distanza di >6 mesi. I risultati del campionamento attivo nelle aziende sono riassunti
in Figura 1.
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Figura 1. Positivita in percentuale rilevata mediante PCR per la ricerca di PRRS e IAV nelle 32
aziende campionate attivamente nel corso del progetto da animali che non presentavano forme
respiratorie significative.

Figure 1. Percentage of positive farms tested by PCR for PRRS and AV, among the 32 farms
where the pigs actively sampled did not show significant respiratory signs.
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Anche in questi campioni I’agente virale maggiormente rilevato (69%) ¢ stato PRRSv, ma anche
la circolazione di influenza ¢ stata evidenziata nel 46% dei casi. PRCV ¢ stato rilevato solo nel
3% dei conferimenti.

Analisi sierologiche

In due aziende, campionate attivamente, ¢ stato possibile esaminare il sangue di 30 animali dopo
due settimane circa la dimostrazione della circolazione di virus influenzali. I sieri convalescenti,
prelevati da un gruppo di 30 animali con dimostrata circolazione virale, sono stati esaminati con
test ELISA anti nucleoproteina e con test HI utilizzando ceppi virali caratterizzati e utilizzati
routinariamente nella prova di laboratorio e i ceppi stessi isolati dalle aziende. In una delle
due aziende, dove sono stati rilevati due ceppi virali circolanti, nello specifico HIB1.2.2N2 e
HI1C.2.5N1, la sierologia in ELISA ha mostrato positivita in tutto il gruppo di animali. Il test
HI invece ha dato risultati differenti. Infatti utilizzando il ceppo di routine e il ceppo isolato,
appartenenti entrambi al lineaggio H1B1.2.2N2, si ¢ rilevato il 100% di animali sieropositivi.
Invece, utilizzando il ceppo di routine o il ceppo circolante appartenenti allo stesso lineaggio
H1C ma con sub-clade differenti (HIC2.IN1 e HIC.2.5N1), si ¢ osservata positivita solo verso
il ceppo circolante in azienda.

Nella seconda azienda, dove era stata rilevata la circolazione di due ceppi identificati come
H1C.2.1N1 e HIC.2.4N2, a fronte di una positivita per ELISA NP nel 100% degli animali
campionati, i risultati HI sono stati differenti. 11 ceppo HIC.2.1N1 utilizzato nella routine
diagnostica non ha rilevato alcuna positivita in HI mentre 1’utilizzo dei virus omologhi ha
permesso di rilevare come il 100% degli animali fosse positivo per I’omologo HIC.2.1N1 e il
45% verso il virus HIC.2.4N2.

Caratterizzazione IAV rilevati

Sottotipi rilevati

E stato possibile tipizzare in modo completo, mediante RT-PCR multiplex, 121 campioni
provenienti da 118 allevamenti positivi. Tra i campioni tipizzati, ¢ stato evidenziato che il
sottotipo HICNI1 ¢ stato quello maggiormente rilevato, con una percentuale del 35%, seguito
dal sottotipo HICN2 (26%), da HIAN1 (17%) e da H3N2 (3,2%). In 3 aziende ¢ stata
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dimostrata la contemporanea circolazione di due sottotipi influenzali differenti, inoltre in 4
aziende sono stati rilevati piu sottotipi influenzali diversi nel corso di focolai temporalmente
distinti, mentre in 2 aziende ¢ stata evidenziata la circolazione dello stesso sottotipo in episodi
respiratori successivi.

Dei 15 conferimenti positivi per influenza, monitorati attivamente, ¢ stato possibile tipizzare
in PCR 12 di questi. La tipizzazione molecolare dei sottotipi circolanti nei conferimenti
positivi ha mostrato una circolazione, nel 36% circa dei casi, del sottotipo HICN2, seguito
da H3N2 (23%) e da HIAN1, HICN1 e HIBN2 (14% ciascuno). In due casi (16%) abbiamo
rilevato la presenza di due sottotipi circolanti contemporaneamente nella stessa azienda.
Analisi genetica

Per aumentare 1’informazione genetica, tutti i ceppi swIAV isolati dalle diverse attivita
descritte, sono stati sottoposti a sequenziamento dell’intero genoma. E stato pertanto
possibile effettuare il sequenziamento di 207 virus (195 da sorveglianza passiva e 12 da
sorveglianza attiva) e conseguentemente avere una piu dettagliata caratterizzazione genetica
dei ceppi, caratterizzando in prima istanza il lineaggio delle emoagglutinine rilevate per
ciascun sottotipo e successivamente le combinazioni di geni interni (Figura 2).

Essendo i dati da forme respiratorie pitt numerosi, ¢ stato possibile evidenziare una elevata
variabilita, maggiore di quella osservata con monitoraggio attivo, che ha visto la presenza,
fra i virus HIN1, di 5 clade genetici diversi di HA H1, in combinazione con 2 clade per NA
descritti come av-like e pdm09.

La combinazione dei segmenti genici di ciascun virus ¢ stata classificata con identificazione
alfanumerica progressiva ed ¢ stata calcolata la percentuale di ciascun genotipo per ogni
sottotipo. A questo si deve aggiungere che le diverse combinazioni di geni interni di origine
av-like e pdm09 hanno dato origine ai 13 genotipi diversi riscontrati per HIN1. Per quanto
riguarda il sottotipo HIN2 si sono osservati 7 lineaggi di geni per emoagglutinina, due per
neuraminidasi e due per geni interni, con una combinazione finale di 15 genotipi diversi.
E rilevante notare che in questi tre anni, la maggior parte di virus con emoagglutinina
pandemica 1A.3.3.2 rilevati appartenevano ad un nuovo genotipo riassortante che abbiamo
gia descritto come emergente a partire dall’anno 2020 (Chiapponi, C. et al. 2021). Il sottotipo
H3N2, che circola sempre a livelli inferiori rispetto agli altri sottotipi, si &€ mostrato il piu
stabile geneticamente, con la circolazione di 2 soli genotipi.

Analizzando la variabilita dei ceppi circolanti nei focolai di malattia respiratoria, 1’analisi si €
focalizzata sui geni codificanti per emoagglutinine (H1 e H3). Si & osservato che la maggior
parte dei virus con emoagglutinina di origine aviare (H1C) si ritrovavano in numerosi
clades genetici europei, con elevata variabilita, ed € noto che abbiamo reattivita antigeniche
differenti (Henritzi et al. 2020).

Dr’altra parte invece i virus con emoagglutinina hu-like, anche in questo recente periodo,
hanno continuato ad appartenere per la stragrande maggioranza al gruppo 1B1.2.2, che ¢
riportato circolare solo in territorio italiano.

I virus HI1 A dal 2021 raggruppavano quasi esclusivamente in un nuovo sub-c/ade identificato
nel 2020 con ceppi adattati al suino (Chiapponi, C. et al. 2021). Non sono stati evidenziati
eventi di trasmissione di virus di origine pdm-like da uomo a suino.

Per quanto riguarda i virus H3N2, la maggior parte di sequenze ottenute nel corso del progetto
raggruppavano con recenti H3N2 suini isolati in Italia ma, tre sequenze (2021-2022-2023)
invece, sono risultate essere frutto di un riassortimento fra virus umani e suini, con HA di
origine recente stagionale umana (Other-human-2010) in associazione a geni suini. Le tre
sequenze sono state ottenute da animali provenienti da allevamenti differenti.

127



sottotipo HAclade NA PB2 PB1 PA NP MP NS

o] H3N2_H3[84]_N2g_av_av_av_av_av_av
H3N2_H3[2010]_It-N2_av_av_av_av_av_av
HIN2_1C.2.4_N2g_pdm_pdm_pdm_pdm_pdm_pdm
HIN2_1C.2.2_N2g_pdm_pdm_pdm_pdm_pdm_pdm
HIN2_1A.3.3.2_N2g_pdm_pdm_pdm_pdm_pdm_pdm
HIN2_1A.3.3.2_2009_N2g_pdm_pdm_pdm_pdm_pdm...
w HIN2_1B.1.2.2_It-N2_av_av_av_av_av_av
w HIN2_1B.1.2.1_N2g_av_av_av_av_av_av
HIN2_1C.2.5_N2g_av_av_av_av_av_av
HIN2_1C.2.4_N2g_av_av_av_av_av_av
HIN2_1C.2.2_N2g_av_av_av_av_av_av
HIN2_1C.2.1_N2g_av_av_av_av_av_av
HIN2_1C.2.4_N2g_pdm_pdm_pdm_pdm_pdm_av
HIN2_1A.3.3.2_N2g_pdm_pdm_pdm_pdm_pdm_av
HIN2_1C.2.4_N2g_pdm_av_pdm_pdm_pdm_pdm
HIN2_1C.2.4_N2g_av_av_av_av_pdm_av
HIN2_1C.2.4_It-N2_av_av_av_av_av_av
HIN2_1C.2.4_It-N2_av_av_av_av_av_av
HIN1_1A.3.3.2_Nlav_pdm_pdm_pdm_pdm_pdm_pdm
HIN1_1A.3.3.2_N1pdm_pdm_pdm_pdm_pdm_pdm_pd...
HIN1_1C.2.5_Nlav_av_av_av_av_pdm_av
H1IN1_1C.2.2_Nlav_av_av_av_av_pdm_av
HIN1_1C.2.5_Nlav_av_av_av_av_av_av
HIN1_1C.2.2_Nlav_av_av_av_av_av_av
HIN1_1C.2.1_Nlav_av_av_av_av_av_av
H1C.2.4_Nlav_av_av_av_av_av_av
HIN1_1A.3.3.2_Nlav_pdm_av_pdm_pdm_pdm_pdm
HIN1_1A.3.3.2_Nlav_pdm_pdm_pdm_pdm_av_av
HIN1_1C.2.5_Nlav_pdm_pdm_pdm_pdm_pdm_av
HIN1_1C.2.1_Nlav_pdm_pdm_pdm_pdm_pdm_av
HIN1_1A.3.3.2_Nlav_pdm_pdm_pdm_pdm_pdm_av
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Figura 2. Combinazioni genetiche, espresse in percentuale, rilevate fra i virus sequenziati
nel corso del progetto e provenienti da sorveglianza passiva sui casi di forma respiratoria.
L’origine di ciascun segmento genetico ¢ descritta precedentemente (Chiapponi, C. et al.
2021) e descritta come pdm (derivato da HIN1pdm09) o av (derivato da HIN1 av-like) per i
geni codificanti proteine interne, distinto in vari clade per H1 (1A, 1B o 1C) e distinto in per
NA: Nlav, N2g o It-N2. All’interno di ciascun sottotipo, sono state calcolate le percentuali
relative ai differenti genotipi rilevati e descritti dalla sequenza genetica sottotipo HAcla-
de NA PB2 PB1 PA NP MP NS. H3[84] corrisponde al clade 1970.1 e H3[2010] corri-
sponde al clade Other human 2010 secondo I’attuale nomenclatura (Anderson, Tavis K. et
al. 2021).

Figure 2. Genetic combinations in percentage detected among the viruses coming from
passive surveillance. The origin of each gene segment is described previously (Chiapponi,
C. etal. 2021) and described as pdm (derived from HIN1pdm09) or av (derived from HIN1
av-like) for internal protein coding genes, distinguished in various clades for H1 (1A, 1B or
1C) and distinguished into for NA: N1av, N2g or It-N2. Within each subtype, the percentages
relating to the different genotypes detected and described by the genetic sequence subtype
HAclade NA PB2 PB1 PA NP MP NS were calculated. H3[84] corresponds to the
1970.1 clade and H3[2010] corresponds to the Other human 2010 clade according to the
current nomenclature (Anderson, Tavis K. et al. 2021).
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DISCUSSIONE

Dai risultati preliminari dei campioni della sorveglianza passiva ¢ stato possibile confermare
che, nonostante manifestino una elevata variabilita genetica, i virus influenzali suini sono
maggiormente isolati a livello di alte vie respiratorie e in minore percentuale da campioni
prelevati da animali deceduti, a differenza del virus PRRSv che ¢ stato rilevato con maggiore
frequenza da tessuto polmonare prelevato da suini deceduti. Anche M. hyopneumoniae e
PCV2 sono stati rilevati con frequenza significativa nei campioni conferiti per diagnosi di
PRDC. 11 Coronavirus respiratorio del suino ¢ stato dimostrato esclusivamente da tamponi
nasali con forme respiratorie. Tra gli agenti batterici maggiormente rilevati vi ¢ P. multocida.
Dall’analisi delle co-infezioni con influenza si ¢ confermata una importante casistica di
positivita per P. multocida, nonché di un circa 40%-50% di polmoni con positivita anche
per PCV2, Mycoplasma hyopneumoniae e PRRSv. L'impiego dell’istopatologia, attraverso
la valutazione morfologica delle lesioni, ¢ risultato avere un ottimo potere discriminante tra
infezioni cliniche e sub-cliniche, permettendo di superare la semplice dimostrazione della
presenza del virus influenzale, andando a verificare le lesioni tipiche che questo determina
a livello polmonare. Questo appare molto importante, soprattutto nella diagnosi di PRDC.
L’analisi dei campioni prelevati dalle aziende monitorate attivamente ha invece permesso di
rilevare una bassissima circolazione di PRCV e una rilevante positivita verso PRRS e swIAV.
L’indagine conoscitiva sulla circolazione di SOV e REV fra i suini italiani ha dimostrato che
anche sul nostro territorio questi virus circolano fra gli animali, seppur con una percentuale
inferiore rispetto agli altri patogeni indagati e il loro ruolo nei casi di PRDC rimane tuttavia
da approfondire.

La circolazione nei focolai di malattia respiratorididivawIAMhal 4i$te’ it rafforzdrsi!ideis
sottotipi HIN1 e HIN2 con emoagglutinina H1C, mentre attivamente sono risultati circolare
maggiormente, ¢ quindi in maniera silente, HI CN2 ma anche H3N2. La circolazione di diversi
lineaggi di emoagglutinine H1 rende complessa la catalogazione dei diversi sottotipi e mette
in evidenza I’importanza di una corretta diagnostica mediante RT-PCR multiplex ma, ancora
piu risolutiva, mediante sequenziamento genomico. Gli stipiti appartenenti ai tre sottotipi
circolanti in tre anni di studio, sono stati a loro volta ascritti a ben 21 genotipi diversi, in base
all’attribuzione dei lineaggi per ciascun segmento genico considerato. Per quanto riguarda
gli HIN1, si ¢ osservata una consistente circolazione di stipiti di origine Nord Europea con
un’aumentata introduzione di ceppi con emoagglutinina di tipo HIC e H1A che dimostrano
di avere una migliore fitness nella specie suina rispetto a quelli precedentemente rilevati.
Tutta la variabilita genetica ha conseguenze importanti dal punto di vista diagnostico per
I’importanza che rivestono le metodiche di screening per influenza A (RT-PCR per gene M)
e sierologia in ELISA anti-NP. Le metodiche caratterizzanti i sottotipi sono importanti come
secondo livello di diagnosi ma le tecniche HI, utilizzate con sottotipi non corrispondenti
ai ceppi circolanti a livello aziendale, in particolare per i ceppi con emoagglutinina HIC,
possono fornire risultati falsi negativi in alta percentuale. Data quindi la documentata
circolazione attiva dei virus influenzali tra la popolazione suina, ¢ dato il fatto che nel nostro
territorio persistono i ceppi endemici, 1’introduzione continua di virus da regioni ad alta
densita suinicola con altresi elevata circolazione e diversificazione virale, rende il nostro
paese un sito da monitorare costantemente. Ulteriori indagini sono necessarie per attribuire
correttamente il ruolo di SOV e REV nell’ambito della PRDC.

RINGRAZIAMENTI

Studio finanziato con Progetto Ricerca Corrente IZS LE 2020005 e dal progetto ICRAD
PIGIE. Gli autori ringraziano tutti i veterinari di campo che hanno collaborato volontariamente
all’indagine attiva nelle aziende.

129



BIBLIOGRAFIA

1.

10.

1.

Anderson, T.K., Macken, C.A., Lewis, N.S., Scheuermann, R.H., Van Reeth, K.,
Brown, I.H., Swenson, S.L., Simon, G., Saito, T., Berhane, Y., Ciacci-Zanella, J., Pe-
reda, A., Davis, C.T., Donis, R.O., Webby, R.J., Vincent, A.L., (2016). A Phylogeny-
Based Global Nomenclature System and Automated Annotation Tool for Hl Hemag-
glutinin Genes from Swine Influenza A Viruses. mSphere 1: €00275-Dec.
Anderson, T.K., Chang, J., Arendsee, Z.W., Venkatesh, D., Souza, C.K., Kimble,
J.B., Lewis, N.S., Davis, C.T., Vincent, A.L., (2021). Swine Influenza A Viruses
and the Tangled Relationship with Humans. Cold Spring Harb Perspect. Med. 11:
a038737. doi: 10.1101/cshperspect.a038737.

Burke, D.F., Smith, D.J., (2014). A recommended numbering scheme for influenza A
HA subtypes. PLoS One 9: e112302.

Chiapponi, C., Prosperi, A., Moreno, A., Baioni, L., Faccini, S., Manfredi, R., Zanni,
I., Gabbi, V., Calanchi, I., Fusaro, A., Beato, M.S., Cavicchio, L., Torreggiani, C.,
Alborali, G.L., Luppi, A., (2021). Genetic Variability among Swine Influenza Virus-
es in Italy: Data Analysis of the Period 2017-2020. Viruses 14: 10.3390/v14010047.
Chiapponi, C., Prosperi, A., Moreno, A., Baioni, L., Faccini, S., Manfredi, R., Zanni,
I., Gabbi, V., Calanchi, 1., Fusaro, A., Beato, M.S., Cavicchio, L., Torreggiani, C.,
Alborali, G.L., Luppi, A., (2021). Genetic Variability among Swine Influenza Vi-
ruses in Italy: Data Analysis of the Period 2017-2020. Viruses 14: 47. doi: 10.3390/
v14010047.

Corzo, C.A., Morrison, R.B., Fitzpatrick, A.M., Risk factors for detecting influenza
A virus in growing pigs.

Graaf-Rau, A., Hennig, C., Lillie-Jaschniski, K., Koechling, M., Stadler, J., Boehm-
er, J., Ripp, U., Pohlmann, A., Schwarz, B., Beer, M., Harder, T., (2023). Emergence
of swine influenza A virus, porcine respirovirus 1 and swine orthopneumovirus in
porcine respiratory disease in Germany. Emerg. Microbes Infect. 12: 2239938.
Henritzi, D., Petric, P.P., Lewis, N.S., Graaf, A., Pessia, A., Starick, E., Breithaupt,
A., Strebelow, G., Luttermann, C., Parker, L.M.K., Schroder, C., Hammerschmidt,
B., Herrler, G., Beilage, E.G., Stadlbauer, D., Simon, V., Krammer, F., Wacheck, S.,
Pesch, S., Schwemmle, M., Beer, M., Harder, T.C., (2020). Surveillance of European
Domestic Pig Populations Identifies an Emerging Reservoir of Potentially Zoonotic
Swine Influenza A Viruses. Cell. Host Microbe .

Nelson, M.I., Stratton, J., Killian, M.L., Janas-Martindale, A., Vincent, A.L., (2015).
Continual Reintroduction of Human Pandemic HIN1 Influenza A Viruses into Swine
in the United States, 2009 to 2014. J. Virol. 89: 6218-6226.

Saade, G., Deblanc, C., Bougon, J., Marois-Crehan, C., Fablet, C., Auray, G., Belloc,
C., Leblanc-Maridor, M., Gagnon, C.A., Zhu, J., Gottschalk, M., Summerfield, A.,
Simon, G., Bertho, N., Meurens, F., (2020). Coinfections and their molecular conse-
quences in the porcine respiratory tract. Vet. Res. 51: 80-8.

Simon, G., Larsen, L.E., Durrwald, R., Foni, E., Harder, T., Van Reeth, K., Mar-
kowska-Daniel, I., Reid, S.M., Dan, A., Maldonado, J., Huovilainen, A., Billinis, C.,
Davidson, 1., Aguero, M., Vila, T., Herve, S., Breum, S.O., Chiapponi, C., Urbaniak,
K., Kyriakis, C.S., ESNIP3 consortium, Brown, [.H., Loeffen, W., (2014). European
surveillance network for influenza in pigs: surveillance programs, diagnostic tools
and Swine influenza virus subtypes identified in 14 European countries from 2010 to
2013. PLoS One 9: e115815.

130



12. Watson, S.J., Langat, P., Reid, S.M., Lam, T.T., Cotten, M., Kelly, M., Van Reeth,
K., Qiu, Y., Simon, G., Bonin, E., Foni, E., Chiapponi, C., Larsen, L., Hjulsager, C.,
Markowska-Daniel, 1., Urbaniak, K., Durrwald, R., Schlegel, M., Huovilainen, A.,
Davidson, I., Dan, A., Loeffen, W., Edwards, S., Bublot, M., Vila, T., Maldonado, J.,
Valls, L., ESNIP3 Consortium, Brown, I.H., Pybus, O.G., Kellam, P., (2015). Molec-
ular Epidemiology and Evolution of Influenza Viruses Circulating within European
Swine between 2009 and 2013. J. Virol. §9: 9920-9931.

13. WOAH, 2023. Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals.

131



IMPIEGO DI FITOPRODOTTI IN COMPARAZIONE A ZnO
FARMACOLOGICO COME STRATEGIA PER SOSTENERE LA
SALUTE INTESTINALE DEI SUINI IN SVEZZAMENTO

USE OF PHYTOPRODUCTS TO REPLACE PHARMACOLOGICAL
DOSE OF ZnO AS A STRATEGY TO SUSTAIN THE INTESTINAL
HEALTH OF WEANING PIGS
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Riassunto

Lo studio ha valutato ’effetto di due fitoprodotti sulla salute, accrescimento e salute
intestinale di suinetti nel post-svezzamento. Questi prodotti sono noti per la loro attivita
antinfiammatoria e antiossidante e sono una possibile alternativa allo ZnO a dosi
farmacologiche, recentemente vietato. Allo svezzamento (d0), 96 suinetti sono stati
pesati e divisi in 4 gruppi: CO=gruppo di controllo (nessuna additivazione); ZnO=gruppo
con 2500 ppm di ossido di Zn; MixI=gruppo con 1500 mg/kg di mix (cinnamaldeide ed
oli essenziali di ajowan e chiodi di garofano); Mix2= gruppo con 2000 mg/kg di mix
(cinnamaldeide, eugenolo ¢ acidi grassi a media e corta catena). I suini sono stati pesati
settimanalmente fino al giorno 35 post-svezzamento; le feci sono state campionate ai
giorni 13 e 35. Ai giorni 14 ¢ 35, 8 suini/gruppo sono stati sacrificati per raccogliere
il contenuto e la mucosa del digiuno distale al fine di analizzarne pH ed i parametri di
morfologia intestinale. Il Mix1 ha mostrato gli stessi risultati del gruppo ZnO per quanto
concerne le performance. Le performance del gruppo Mix2 sono state inferiori rispetto
ai gruppi CO e ZnO (P<0.05). Il Mix 1 ha ridotto 1’escrezione di E. coli emolitici rispetto
al gruppo CO (P=0.01) e si ¢ registrata una variazione di diversi generi microbici tra i
gruppi. In conclusione, il Mix1 ha permesso di mantenere la salute intestinale dei suinetti
in post-svezzamento attraverso la modulazione del microbiota intestinale, mentre il Mix2
non ha aiutato i suinetti.

Abstract

The aim of the present study was to evaluate the effect of two different phytoproducts
on the health, growth and gut health of post-weaning piglets. These additives are known
for their antimicrobial, anti-inflammatory and antioxidant activities and could serve as
an alternative to the recently banned use of ZnO in pharmacological doses. At weaning
(d0), 96 piglets were weighed and divided into four groups: CO = control group (no
additives); ZnO = group with 2500 ppm Zn oxide; Mix1 = group with 1500 mg/kg mixture
(cinnamaldehyde and essential oils of ajowan and cloves); Mix2 = group with 2000 mg/
kg mixture (cinnamaldehyde, eugenol and short-medium chain fatty acids). Pigs were
weighed weekly until day 35; faecces were collected on days 13 and 35 for microbiota
analysis. On days 14 and 35, 8 pigs/group were sacrificed to collect gut contents and
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mucosa samples for pH and gut morphology analysis. Mix1 showed the same results
as the ZnO group in terms of growth performance. The growth performance of the
Mix2 group was lower than that of the CO and ZnO groups (P<0.05). Mix1 reduced the
abundance of haemolytic E. coli compared to the CO group (P=0.01) and there was a
variation of different microbial genera between the groups. In conclusion, Mix1 allowed
to maintain the gut health of postweaning piglets by modulating the gut microbiome and
reducing haemolytic E. coli, while Mix2 did not help the piglets.

INTRODUZIONE

La fase post-svezzamento ¢ riconosciuta come una delle fasi produttive piu critiche per
la salute e la crescita dei suinetti. La recente attenzione per la diffusione del fenomeno di
antibiotico resistenza ha limitato fortemente le modalita e ’impego di taluni antibiotici e
dell’ossido di zinco (ZnO) a dosi farmacologiche che venivano ampiamente utilizzati per
mantenere salute intestinale e accrescimento dei suinetti in questa fase. Pertanto, nuove
strategie volte ad affrontare e limitare le problematiche legate allo svezzamento sono
necessarie. Tra queste, le strategie alimentari basate sull’impego di specifici additivi quali
fitoprodotti hanno mostrato risultati promettenti. Tra le sostanze bioattive piu studiate tra
i fitoprodotti vi sono carvacrolo, eugenolo, cinnamaldeide, timolo e capsaicina (Huang e
Lee, 2018). Queste sostanze hanno mostrato degli effetti positivi sui suinetti in termini
di riduzione dei processi infiammatori, miglioramento dell’integrita e assorbimento della
mucosa intestinale, della digeribilita della dieta e delle performance di crescita. Tuttavia,
i risultati osservati in letteratura mostrano una certa variabilita tra i fitoprodotti dovuta a
dosi e combinazione delle sostanze incluse nel prodotto (Huang e Lee, 2018).

La continua ricerca volta a testate ed evidenziare 1’efficacia o meno di fitoprodotti ¢
pertanto utile al fine di identificare valide soluzioni alternative all’impego di ZnO a dosi
farmacologiche per mantenere la salute intestinale e 1’efficienza dei suinetti nel periodo
post-svezzamento.

Un’ulteriore promettente strategia alimentare evidenziata come alternativa allo ZnO ¢
I’impego di acidi organici a media e corta catena; infatti il loro impego nella dieta dei
suinetti puo controllare la diffusione di fenomeni di diarrea post svezzamento, riducendo
la proliferazione degli agenti patogeni nell’intestino e quindi migliorando le performance
(Correa et al., 2021).

Poiché acidi e fitoprodotti hanno modalita d’azione diverse, ¢ possibile che la loro
combinazione possa essere sinergica (Langhout, 2020).

Considerato quanto riportato, ¢ stato ipotizzato che 1’impego di diversi fitoprodotti
miscelati o meno con acidi organici potrebbe essere buona strategia per sostituire lo ZnO
a dosi farmacologiche per migliorare la salute dei suinetti nella fase post svezzamento.
L’obbiettivo del presente studio ¢ pertanto di valutare 1’effetto della somministrazione
e le modalita d’azione di due diversi fitoprodotti a base di cinnamaldeide, timolo,
carvacrolo ed eugenolo da solo o in combinazione con una miscela di acidi organici
rispetto alla dose farmacologica di ZnO sulla la salute, salute intestinale e performance
di suini svezzati.

MATERIALI E METODI

Il protocollo ¢ stato approvato dal Comitato Etico per la sperimentazione animale
dell’Universita di Bologna e dal Ministero della Salute (ID:1280, CODICE: 2216A.N.NFJ)
La prova ha coinvolto un totale di 96 suinetti che al giorno dello svezzamento (26 +2
giorni di eta - d0) sono stati divisi in 4 gruppi, bilanciati per peso e nidiata di appartenenza:
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1) CO: gruppo controllo con nessun additivo aggiunto;

2) Zn: 2500 ppm per i primi 14 giorni post-svezzamento;

3) Mix1: 1500 mg/kg di un mix costituito da cinnamaldeide (naturalmente identica),
olio di cassia (titolato in cinnamaldeide), olio essenziale di ajowan (titolato in timolo),
olio essenziale di chiodi di garofano (titolato in eugenolo) dal dO al d35.

4) Mix2: 200 mg/kg di un mix costituito da acidi grassi in forma estere, eugenolo
(naturale sintetico identico), cinnamaldeide (sintetico identico naturale) e salicilato
di metile (sintetico).

Il Mix1 e Mix2 erano prodotti forniti da Chemirfarma Spa (Forli, Italia) ed erano entrambi
microincapsulati.

I suinetti sono stati pesati individualmente all’arrivo e settimanalmente fino al d35 post
svezzamento. Il consumo di alimento ¢ stato misurato giornalmente al fine di calcolare I’indice
di conversione alimentare (ICA). Al d13 e d35, da 16 suinetti per gruppo ¢ stato prelevato un
tampone rettale per analisi del profilo microbico e per la conta su piastra di E. coli totali e
E. coli emolitici (solo d13). Il DNA batterico ¢ estato estratto utilizzando il kit di estrazione
(FastDNATMSpin Kit for Soil, MP Biomedicals Europe, LLC) ed il profilo microbico ¢ stato
caratterizzato sequenziando le regioni V3-V4 del gene 16S rRNA. Per ’analisi bioinformatica,
¢ stata utilizzata la pipeline DADA2 (Callahan et al. 2016) la tassonomia ¢ stata assegnata
usando come riferimento il Silva Database (release 138.1). Per le conte microbiche, i campioni
sono stati diluiti 1:10 e seminati in piastre con terreno Triptone-bileglucuronide. Le piastre
sono state incubate in aerobiosi per 24 ore a 44 C. I batteri emolitici sono stati contati in piastre
agar sangue (Oxoid Pb5039A) dopo incubazione aerobica per 1 giorno mediante conferma
utilizzando Tryptone Bile X glucoronide Agar (Oxoid). Ai d14 e d35, 8 suinetti per gruppo
sono stati sacrificati ed un campione di mucosa di digiuno ¢ stato fissato in paraffina per le
analisi istologiche seguendo la procedura descritta da Trevisi et al., (2009). Inoltre il contenuto
intestinale di digiuno distale, colon e cieco ¢ stato campionato per determinare il pH.

Tutte le analisi statistiche sono state eseguite utilizzando il software R versione 4.1.1. I dati
sono stati analizzati utilizzando un modello lineare misto e un test ANOVA che includeva
come fattore fisso la dieta e come fattori random la nidiata ed il box di appartenenza. Per le
analisi di I’alfa diversita microbica ¢ stato utilizzato un modello ANOVA considerando come
fattori la dieta e la nidiata. Per la beta diversita ¢ stato utilizzato un modello PERMANOVA
(procedura “adonis”), considerando come fattori dieta e nidiata utilizzando come matrice di
distanza Bray-Curtis.

RISULTATI

In Tabella 1 sono riportati i risultati relativi all’effetto della dieta sui parametri di accrescimenti
dei suini durante la prova. La dieta non ha influenzato il peso degli animali. L’IPG non ¢ stato
differente tra le diete nella prima settimana post-svezzamento e nei periodi d14-d28, d28-d35,
d14-d35, d0-d35 mentre nei periodi d7-d14 e d0-d14 il Mix2 ha avuto un IPG inferiore
rispetto ai gruppi CO e ZnO (P<0.05). L’ingestione alimentare non ¢ stata differente tra le
diete nella prima settimana e nei periodi d14-d28, d28-d35, d14-d35 mentre nel periodo d7-
d14 il Mix2 ha avuto un’ingestione inferiore rispetto al gruppo CO (P<0.05) e nel periodo
d0-d14 tendenzialmente inferiore rispetto ai gruppi CO e ZnO (P<0.10). Nel periodo d0-d35
il gruppo Mix2 ha avuto un’ingestione tendenzialmente inferiore rispetto al gruppo Mix 1
(P<0.01). ’ICA non ¢ stata differente tra diete nella prima settimana e nei periodi d14-d28,
d28-d35, d14-d35, d0-d35 mentre nei periodi d7-d14 e d0-d14, il Mix2 ha avuto un ICA
superiore rispetto ai gruppi CO e ZnO (P<0.05); il gruppo Mix1 ha avuto un ICA superiore
rispetto al gruppo CO (P<0.05) ma non differente rispetto al gruppo ZnO nel periodo d0-d14.
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Tabella 1 - Effetto dell’integrazione della dieta dei Mix1 e Mix2 sulle performance di crescita
di suini post svezzamento.

Table 1 - Effect of supplementation with Mix1 and Mix2 on live weight, daily weight gain,
feed intake and feed-to-gain ratio of postweaning piglets.

Dieta
Parametro - i SEM p-Value
CcO ZnO Mix1 Mix2

Peso vivo, g
do 7077 7066 7077 7041 325 1.00
d7 7811 7762 7970 7660 341 0.93
d14 10336 10124 10003 9346 403 0.31
d28 17720 17433 17243 16144 587 0.13
d3s 22495 22235 22235 20541 722 0.12

Incremento ponderale giornaliero, g/giorno
do-d7 104.2 99 1254 914 17.7 045
d7-d14 361 % 3374 290 “P 2408 26.7  <0.0001
do-d14 2334 2184 208 P 165° 14.1 0.002
d14-d28 520 517 531 484 22.8 0.38
d28-d35 682 682 716 630 32.5 0.31
d14-d35 574 574 592 532 22.7 0.2
d0-d35 438 432 431 387 17.7 0.1

Ingestine giornaliera, g/giorno
do-d7 137 142 166 128 14.5 0.32
d7-d14 467" 436" 448" 364° 25.8 0.05
do-d14 302 289 307° 246° 16.5 0.05
d14-d28 813 787 811 714 342 0.17
d28-d35 1135 1172 1184 1065 50 0.35
d14-d35 921 915 935 831 35.7 0.18
d0-d35 673 665 © 684 ° 597° 25.5 0.09

Indice conversione alimentare
do-d7 1.37 1.59 1.33 1.47 0.1 0.27
d7-d14 134 129% 156" 166" 0.08 0.01
do-d14 13%  132* 147 153€ 0.05 0.01
d14-d28 1.57 1.53 1.52 1.49 0.04 043
d28-d35 1.67 1.72 1.64 1.7 0.03 0.38
d14-d35 1.61 1.6 1.57 1.57 0.03 0.55
d0-d35 1.54 1.54 1.57 1.55 0.02 0.82
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In Tabella 2 sono riportati i risultati relativi all’effetto della dieta pH intestinale e conte
microbiche fecali. Al d14, il gruppo ZnO ha avuto un pH cecale superiore rispetto agli altri
gruppi (P<0.05) ed un pH del colon tendenzialmente superiore rispetto al gruppo Mix2
(P<0.1). Al giorno 35 non sono state osservate differenze nei valori di pH tra i gruppi. Al
d13, il gruppo Mix1 ha avuto una minor abbondanza di E. coli emolitici rispetto al gruppo
CO (P<0.05) mentre non sono state osservate differenze per la conta di E. coli totali.

Tabella 2 — Effetto dell’integrazione della dieta dei Mix1 e Mix2 su pH intestinale e conte
microbiche fecali di suini post svezzamento.

Table 2 - Effect of supplementation with Mix1 and Mix2 on gut pH and faecal bacterial count
of postweaning piglets

Dieta

Parametro : . SEM p-Value
CcO ZnO Mix1 Mix2
pHd14
digiuno 7.06 731 6.99 7.22 0.13 0.33
cieco 6.13%  665° 58" 584" 0.1 <0.0001
colon 643 679" 646"  635° 0.12 0.06
pH d35
digiuno 7.49 7.6 7.6 74 0.11 0.53
cieco 6.04 6.27 6.01 5.99 0.11 0.24
colon 6.51 6.33 6.44 6.42 0.13 0.79
Conte microbiche d13, Log
E. coli 527 497 4.56 54 0.4 0.47
haemolytic E. coli 264" 225" 202° 246"  0.16 0.05

I risulti in merito agli indici di alpha diversita del profilo microbico ai giorni d13 e d34 sono
riportati in Figura 1. Al d13, il gruppo ZnO ha mostrato una riduzione di diversita rispetto
ai gruppi CO (Chaol, P = 0,001; Shannon, P = 0,0006; InvSimpson, P = 0,0058), Mix1
(Chaol, P < 0,0001; Shannon, P = 0,0001; InvSimpson, P = 0,0014) e Mix2 (Chaol, P <
0,0001; Shannon, P = 0,0001; InvSimpson, P = 0,0026). Al d34, non sono state osservate
delle differenze tra gruppi.
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Figura 1. Effetto dell’integrazione con Mix1 e Mix2 sugli indici di diversita alfa dei campioni
fecali dei suinetti post-svezzamento raccolti ai giorni 13 e 34. Indice Chaol (A;D), indice di
Shannon (B;E) e indice Inverse Simpson (InvSimpson) (C;F).

Figure 1. Effect of supplementation with Mix1 and Mix2 on alpha diversity indices of
postweaning piglets faecal samples collected at days 13 and 34. Chaol index (A;D), Shannon
index (B;E) and Inverse Simpson (InvSimpson) index (C;F).
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Per la Beta diversita, il test Adonis ha mostrato differenze significative per la dieta sia al d13
che al d35; in particolare, il gruppo ZnO aveva una composizione batterica significativamente
diversa rispetto ai gruppi CO (R2 =0,09, P<0,001), Mix1 (R2=0,11,P<0,001) e Mix2 (R2
=0,11, P <0,001). Al d34, la struttura batterica ha continuato a essere influenzata dalla dieta
(R2=0,18,P=0,046) ed ¢ stata osservata una differenza tra ZnO e Mix1 (R2=0,1, P=0,01).
Per identificare marcatori batterici specifici dei diversi gruppi ¢ stata condotta 1’analisi della
dimensione dell’effetto LDA ed i risultati sono riportati in Figura 2.

Figura 2. Effetto dell’integrazione con Mix1 e Mix2 sui biomarcatori microbici a livello di
genere nei campioni fecali dei suinetti post-svezzamento raccolti ai giorni 13 (A) d34 (B).
Figure 2. Effect of supplementation with Blend1l and Blend2 on microbial biomarkers at
genus level in postweaning piglets’ faeccal samples collected at days 13 (A) d34 (B).
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In Tabella 3 sono riportati i risultati relativi all’effetto della dieta su parametri morfologici
del digiuno dei suini durante la prova. La dieta non ha influenzato alcun parametro al d14
mentre al d35 il gruppo Mix2 ha avuto un minor altezza dei villi intestinali rispetto al gruppo
CO (P<0.05) e tendenzialmente un minor rapporto altezza villi/profondita cripte rispetto al
gruppo CO (P<0.10).
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Tabella 3 - Effetto dell’integrazione della dieta dei Mix1 e Mix2 su parametri morfologici del
digiuno di suini post svezzamento.

Table 3 - Effect of supplementation with Mix1 and Mix2 on morphometric parameter in the
jejunum of postweaning piglets.

Dieta
Parametro - . SEM p-Value
CcO ZnO Mixl Mix2
dl4, pm
altezza villi 289 292 273 247 253 0.59
larghezza villi 105 116 107 104 5.1 0.32
profondita cripte 226 239 210 236 229 0.8
larghezza cripte 50.1 53.1 63.9 48.1 8 0.52
altezza villi / profondita cripte 1.3 1.28 1.71 1.12 0.3 0.52
superficie assorbente 5.5 5.26 5.38 5.00 1.2 0.83
d35, um
altezza villi 2794 267"8  256"F 234" 11 0.05
larghezza villi 91.1 93.1 954 91.8 5.8 0.96
profondita cripte 164 164 171 169 6.6 0.85
larghezza cripte 30.6 28.7 31.6 30.7 1 0.25
altezza villi / profondita cripte 174 ° 1.64% 15% 139° 0.1 0.08
superficie assorbente 7.42 7.24 6.62 6.25 0.4 0.18
DISCUSSIONE

In base alla loro origine, i fitoprodotti possono esprimere attivita antinflammatoria,
antiossidante e/o modulatrice del microbiota accreditandosi tra le strategie alternative all’uso
della dose farmacologica di ZnO, recentemente vietato, per favorire la salute intestinale e
I’accrescimento dei suinetti nella fase immediatamente successiva allo svezzamento.

Come atteso, la somministrazione di una dieta con dosi farmacologiche di Zn ha
significativamente modulato 1’ecologia microbica intestinale dei suinetti, desumibile
dall’aumento del pH nell’intestino crasso e dallariduzione della diversita microbica intestinale.
Tali risultati sono da ascriversi alla conclamata attivita dello ZnO nel modulare alcuni generi
microbici, meccanismo d’azione che comporta la selezione di specifici microrganismi e una
potenziale riduzione nella produzione di acidi grassi volatili che potrebbero aver contribuito
ad un aumento del pH intestinale (Ortiz Sanjuan 2022; Heo et al., 2013).

L’impego del Mix1 che ¢ costituito da un molecole microincapsulate di cinnamaldeide,
olio di cassia, olio essenziale di ajowan e di chiodi di garofano non ¢& stato in grado di
migliorare o influenzare I’'IPG e l’ingestione dei suini, ha invece tendenzialmente
aumentato I’ICA degli animali nel periodo d0-d14 rispetto al gruppo CO ma non rispetto al
gruppo ZnO. Sebbene gli effetti sulle performance siano stati trascurabili, I’impego del Mix1
ha influenzato I’ecosistema e la salute intestinale dei suinetti in modo differente rispetto
all’impego di ZnO. Infatti, il MIx1 ha portato ad una riduzione nella conta di E. coli emolitici,
patogeni responsabili della diarrea post-svezzamento, rispetto al gruppo CO, mentre lo
stesso effetto non ¢ stato osservato in seguito all’impego di ZnO. Tale effetto del Mix1 ¢
ascrivibile all’attivita antimicrobica dei suoi composti su tali batteri, come precedentemente
riportato da studi in vitro (Chaieb et al., 2007; Goudarzi et al., 2011). Il Mix1, oltre a ridurre
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E. coli emolitici ha modificato 1’abbondanza di alcuni batteri commensali, che, a sua volta,
potrebbero aver contribuito alla riduzione del patogeno. Infatti, il Mix1 ha favorito lo
sviluppo di alcuni generi microbici associati alla produzione di acidi grassi volativi quali il
genere Acetitomaculum, produttore di acetato (Greening e Leedle, 1989) e Ruminococcus e
Megasphaera, entrambi noti per la produzione di butirrato (Claesson et al., 2012; Counotte
et al., 1981). In accordo con il presente studio, i risultati ottenuti da Da Silva et al. (2022) e
Li et al. (2018) confermano che fitoprodotti a base di aldeide cinnamica, timolo, carvacrolo
ed eugenolo sono in grado di favori la colonizzazione intestinale da parte di Ruminococcus
e Megasphaera.

L’integrazione nella dieta del Mix2, composto da cinnamaldeide, eugenolo, metil salicilato
e mono e digliceridi degli acidi propionico, butirrico, caprilico, caprico, ha contributo a
modificare il microbiota intestinale rispetto al gruppo ZnO (maggiore diversita microbica e
promozione di alcuni generi) e ad abbassare il pH intestinale tuttavia tali cambiamenti non
hanno avuto alcun riverbero positivo sulle performance di crescita. Il Mix2 ha infatti ridotto
le prestazioni di crescita dei suinetti allo svezzamento rispetto sia al gruppo CO che al gruppo
ZnO, soprattutto durante i primi quattordici giorni post-svezzamento. Diversi studi hanno
suggerito che mix di oli essenziali sintetici e acidi organici possono avere effetti positivi
sulla modulazione dei patogeni intestinali (Hulankova e Bofilova, 2011) e promuovere la
crescita e salute dei suinetti (Caprarulo et al., 2022). Tuttavia, altri studi hanno suggerito
che 1 risultati positivi possono dipendere dalla dose di integrazione; infatti dosi troppo
elevate possono compromettere le performance soprattutto in seguito all’odore pungente
ed indesiderato degli additivi che puo portare a una riduzione volontaria dell’ingestione da
parte dei suini (Zentek et al., 2011), come osservato in questo studio. Inoltre, la riduzione
dell’ingestione alimentare potrebbe aver contributo al peggioramento delle condizioni della
mucosa intestinale osservate in questo studio (riduzione dell’altezza dei villi intestinali e
della capacita assorbente) come suggerito da Dong e Pluske, 2007. Questi effetti negativi del
Mix2 potrebbero essere dovuti ad una dose troppo elevata dei principi attivi del mix o ad una
non ottimale incapsulamento del prodotto stesso.

CONCLUSIONI

In conclusione, I’impego di fitoprodotti nelle diete post-svezzamento potrebbe rappresentare
una potenziale strategia per mantenere la salute intestinale dei suinetti. Tuttavia, I’efficacia
di queste miscele varia a seconda della loro composizione e della dose di inclusione nella
dieta. L’inclusione del Mix1 alla dose di 150 g su 100 kg di mangime ha permesso di
modulare il microbioma intestinale promuovendo 1’abbondanza di microrganismi in grado
di produrre acidi grassi a catena corta e riducendo invece 1’abbondanza di potenziali batteri
patogeni come 1’ E. coli emolitico; pertanto tale inclusione potrebbe essere valutata come una
potenziale strategia per mantenere la salute intestinale dei suinetti post-svezzamento.
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Riassunto

La farina di Hermetia illucens (HI) ¢ gia stata testata sui suini, ma attualmente non sono
disponibili dati in condizioni commerciali. Questo studio ha valutato gli effetti di diete
contenenti farine di HI sulle prestazioni di crescita e sulla digeribilita dei nutrienti di suinetti
svezzati allevati commercialmente. 336 suinetti svezzati a 28 giorni sono distribuiti in 4 diete
di cui 3 con percentuali di inclusione diverse e una di controllo (4 box/dieta, 21 suinetti/
box, 3 fasi di alimentazione [I, I e III]): C (controllo), HI3 (farina HI 3%), HI6 (farina HI
6%) e HI9 (farina HI 9%). Le prestazioni di crescita e i coefficienti di Digeribilita Apparente
dei nutrienti fecali (ADCs) sono stati calcolati alla fine di ciascuna fase di alimentazione
(giorni 13, 29 e 63). Al termine della prova, le performance complessive di crescita non sono
state significativamente influenzate dall’inclusione della farina HI nella dieta (P<0,05). Al
contrario sia le performance zootecniche che la digeribilita dei nutrienti hanno evidenziato
differenze significative a seconda della fase di alimentazione.

Abstract

Hermetia illucens (HI) meal has already been tested on pigs, but no data is currently
available under commercial conditions. This study evaluated the effects of HI diet on growth
performance and nutrient digestibility of commercially weaned piglets. 336 piglets weaned
at 28 days were assigned to 4 diets, 3 of which with different inclusion percentages and one
control diet (4 pens/diet, 21 piglets/pen, 3 feeding phases [, II and III]) : C (control), HI3
(HI meal 3%), HI6 (HI meal 6%) and HI9 (HI meal 9%). Growth performance and fecal
nutrient apparent digestibility coefficients (ADCs) were calculated at the end of each feeding
phase (days 13, 29, and 63). At the end of the test, the overall growth performance was not
significantly influenced by the inclusion of HI meal in the diet (P<0.05). Differently both
growth performance and digestibility highlighted significant differences depending on the
feeding phase.

INTRODUZIONE

Negli allevamenti intensivi i fabbisogni proteici nelle razioni alimentari dei suini sono coperti
principalmente dalla soia e dalla farina di pesce. Ad un aumento della domanda di queste due fonti
proteiche si contrappone una diminuzione dell’offerta (FAO 2022); nel caso della soia si assiste a
minori produzioni a livello mondiale e per quanto riguarda la farina di pesce I’intensificarsi delle
attivita di pesca ha ridotto la popolazione di pesci pelagici utili a questo scopo.
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Una delle principali fonti di carne per 'uomo ¢ rappresentata dall’industria suina (FAO,
2022). Negli ultimi 50 anni, la produzione globale di suini ¢ quadruplicata e si prevede che
continuera a crescere nei prossimi tre decenni: cio puo avere un impatto significativo sull’uso
dei mangimi e sulla domanda di terreni (Lassaletta et al., 2019).

Quale fonte proteica alternativa in campo zootecnico, ma non solo, stanno destando sempre
maggiore interesse le farine di insetti. Con oltre 1900 specie, gli insetti commestibili
rappresentano un’interessante alternativa nutrizionale (Van Huis, et al., 2013), infatti hanno
un elevato contenuto di proteine e lipidi e possono essere allevati su substrati di rifiuti organici
con un’elevata efficienza di conversione dei mangimi (Van Huis, 2013), consentendo cosi
una “bioeconomia circolare”.

In ambito zootecnico sono principalmente tre le specie allevate per la produzione di mangimi:
Hermetia illucens, Tenebrio molitor ¢ Musca domestica. Per il settore suinicolo non sono
molti gli studi a disposizione anche a causa della quantita limitata di prodotti a base di insetti
disponibili sul mercato, infatti le aziende produttrici di insetti hanno al momento dimensioni
e capacita produttive contenute.

Inoltre, il prezzo dei prodotti a base di insetti risulta attualmente piu elevato rispetto a quello
degli ingredienti proteici utilizzati tradizionalmente limitandone di fatto un maggiore utilizzo.
Di particolare interesse risulta Hermetia illucens non solo per le sue caratteristiche nutrizionali
ma anche per il contenuto di particolari sostanze quali chitina, peptidi antimicrobici e acido
laurico.

Alla base di questo studio sperimentale vi ¢ I’analisi delle performance di crescita dei suinetti
nella fase post-svezzamento alimentati con mangimi contenenti farina di Hermetia illucens
(HI).

MATERIALI E METODI

Animali, dieta e campionamenti

La prova sperimentale ¢ stata svolta in un sito 2 commerciale su 336 suinetti ibridi dal peso
di +6,170 kg allo svezzamento. All’accasamento i suinetti sono stati pesati individualmente
e suddivisi nei box rispettando il criterio di omogeneita di peso. La prova ha previsto 16 box
da 21 suinetti ciascuno, maschi e femmine. Inoltre, 8 suinetti per box (4 femmine e 4 maschi)
sono stati identificati individualmente con una marca auricolare. Per rispettare un criterio
di omogeneita durante tutta la durata della prova i suinetti sono stati accasati all’interno di
una sola sala sottostando alle stesse condizioni microclimatiche di temperatura e umidita.
Ciascun box presentava una mangiatoia a parete ¢ due abbeveratoi a tazza antispreco. Il
pavimento era fessurato tranne un settore per il confort termico dove era presente un pannello
riscaldato. Gli animali sono stati sottoposti in modo casuale a quattro diverse tipologie di
dieta, isoenergetiche e isoproteiche. Ogni dieta presentava quattro repliche, per un totale di
16 box. Oltre alla dieta di controllo senza farina di HI le altre 3 diete avevano una differente
percentuale di inclusione di farina di HI, ovvero dieta con inclusione di farina di HI del
3%; HI6: dieta con inclusione di farina di HI del 6%; HI9: dieta con inclusione di farina di
HI del 9%. La frazione di farina di larve di HI nelle diverse diete sperimentali ha sostituito
parzialmente la farina di soia e la farina di pesce normalmente utilizzate nelle diete degli
allevamenti suinicoli. La farina di larve di HI utilizzata nella prova sperimentale ¢ stata fornita
dall’azienda MUTATEC (1998, Chemin du Mitan, Cavaillon, FR). L’analisi centesimale
della farina di larve di HI utilizzata era la seguente: SS 97.32%, PG 57.37%, Lipidi 7.33%,
Ceneri 9.68%. Per rispettare le curve di crescita e i fabbisogni degli animali, la prova ¢ stata
suddivisa in tre periodi di alimentazione: fase 1 da 6 a 10 kg (T1); fase 2 da 11 a 20 kg (T2);
fase 3 da 21 a 30 kg (T3). Il primo periodo ha avuto una durata di 13 giorni, il secondo
periodo ha avuto una durata di 16 giorni e il terzo periodo ¢ durato 34 giorni. Nell’ultimo
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giorno di prova non ¢ stato somministrato mangime. Al termine della prova una parte dei
suini ¢ stata macellata per indagini sulla morfologia dei villi intestinali e sul microbioma. Il
mangime ¢ stato fornito in forma pellettata in sacchi da 25 kg ciascuno. Ogni sacco ¢ stato
pesato e registrato e il mangime ¢ stato somministrato agli animali manualmente. I suinetti
sono stati monitorati quotidianamente e gli animali in evidente stato di difficolta sono stati
rimossi dalla prova. Al momento dell’allontanamento dalla prova, i suinetti debilitati sono
stati pesati, allo stesso modo anche i suinetti morti sono stati pesati.

Performance di crescita

I dati necessari al calcolo dell’incremento medio ponderale (IMP), all’incremento medio
giornaliero (IMG), all’assunzione media giornaliera di mangime (AMG) e all’indice di
conversione alimentare (ICA) sono stati registrati quotidianamente ¢ alla fine di ogni periodo
di alimentazione. L’incremento di peso ¢ stato calcolato alla fine di ognuna delle tre fasi.
L’IMG ¢ stato calcolato dividendo I’incremento di ogni fase per i giorni di alimentazione.
L’AMG di mangime ¢ stata calcolata dividendo il quantitativo di mangime consumato per
i giorni di alimentazione. L’ICA ¢ stato calcolato dividendo il quantitativo di mangime
consumato per I’incremento di peso dei suini in ogni fase di alimentazione. Per il calcolo
della mortalita si ¢ tenuto conto soltanto dei suinetti effettivamente deceduti e non dei suinetti
distolti.

Determinazione della digeribilita dei nutrienti

Al fine di determinare i coefficienti apparenti di digeribilita (Apparent Total Tract Digestibility
Coecfficient - CATTD) dei principi nutritivi, ciascun mangime ¢ stato addizionato con 1’1% di
terre di diatomee quale marcatore indigeribile. A tale scopo, negli ultimi cinque giorni di ogni
fase di alimentazione sono stati prelevati dei campioni di feci da ogni box, in due momenti
distinti della giornata (un campionamento al mattino e uno al pomeriggio). I campioni sono
stati congelati subito dopo la raccolta. I campioni di feci sono stati liofilizzati e utilizzati
per le analisi centesimali: sostanza secca, proteine, estratti eterei e ceneri. La digeribilita
dei nutrienti ¢ stata calcolata come segue (Biasato et al.,2019): Digeribilita (%): 100 - [100
x (Nf x Td) / (Nd x Tf)] dove: - Nf e Nd sono rispettivamente le concentrazioni di nutrienti
(in percentuale sulla sostanza secca) nelle feci e nella dieta, - Td e Tf sono le concentrazioni
di terre di diatomee (in percentuale sulla sostanza secca) nelle diverse diete e nelle feci
rispettivamente.

Analisi statistica

L’analisi statistica ¢ stata eseguita utilizzando il software IBM SPSS Statistics v. 26.0 (IBM,
Armonk, NY, USA). Il test di Shapiro-Wilk ¢ stato utilizzato per verificare la normalita dei
dati raccolti. L’ipotesi di omoschedasticita ¢ stata valutata mediante il test di omogeneita
della varianza di Levene. I dati sono stati successivamente analizzati mediante test di
ANOVA a una via con post-test di Duncan. I risultati sono stati espressi come media ed
errore 37 standard della media cumulativa (SEM). Valori di P < 0,05 sono stati considerati
statisticamente significativi.

RISULTATI
Performance
Nel primo periodo di alimentazione I'IPG e I’AMG non hanno mostrato differenze

statisticamente significative tra le diete (P>0.05). Al contrario la dieta HI9 ha mostrato un
ICA piu elevato rispetto alla dieta di controllo (P<0.05) mentre le diete HI3 e HI6 non hanno
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mostrato differenze significative tra loro (P>0.05; ICA Controllo 0,81; HI3 1,07; HI6 1,05;
HI9 1,32).

Nel secondo periodo la dieta HI3 ha mostrato un ICA piu elevato rispetto alla dieta HI9
(P<0.05) mentre le altre diete non hanno mostrato differenze significative tra loro (P>0.05;
ICA Controllo 2,67; HI3 3,23; HI6 2,13; HI9 1,77). L’IPG della dieta HI3 (P<0.05) ha
mostrato differenze significative rispetto alla dieta HI9, quest’ultima ha ottenuto il risultato
migliore in termini di incremento ponderale. Le diete di controllo e HI6 non hanno mostrato
differenze significative tra loro (P>0.05; IPG Controllo 0,16; HI3 0,13; HI6 0,20; HI9 0,23).
Nel terzo periodo I’ICA della dieta HI3 € risultato il migliore essendo minore rispetto alla dieta
di controllo (P<0.05), mentre le diete HI6 e HI9 non hanno mostrato differenze significative
(P>0.05; ICA Controllo 1,68; HI3 1,55; HI6 1,60; HI9 1,58). I paramenti IPG ¢ AMG non
sono risultati statisticamente significativi (P>0.05). Analizzando complessivamente i dati
I’inclusione di farina di HI nella dieta non ha influenzato in modo significativo i parametri di
IPG, AMG ¢ ICA. Allo stesso modo I’inclusione di farina di HI nella dieta non ha influenzato
in modo significativo la mortalita tra i quattro differenti gruppi (P>0,05).

Digeribilita

Nel primo periodo si sono riscontrate differenze significative nella digeribilita di tutte e tre le
componenti: SS, PG e EE. La SS ha mostrato differenze significative tra la dieta di controllo
e la dieta HI6, che ha registrato una digeribilita maggiore (P<0.05; SS Controllo 93,52%; HI3
93,74%; HI6 94,45%; HI9 94,11%). La digeribilita della PG ¢ risultata essere maggiore nella
dieta HI6 e HI9 rispetto a quella di C e HI3 (P<0,01 e P<0,001; PG Controllo 76,31%; HI3
76,18%; HI6 79,85%; HI9 80,28%).

La digeribilita dell’EE ¢ risultata essere maggiore nella dieta HI6 e HI9 rispetto a quella di C
e HI3 (P<0,01 e P<0,001): EE (%) Controllo 68,01a; HI3 68,80a; HI6 80,02b; HI9 80,16b.
Nel secondo periodo di alimentazione si sono registrate differenze significative soltanto per
la digeribilita dell’EE, con una differenza tra la dieta di controllo e le diete HI3, HI6 e HI9:
tra le tre diete, le migliori sono state HI6 e HI9 (P<0,001; EE Controllo 75,97%; HI3 79,79%;
HI6 84,46%; HI9 85,05%). Per la SS e la PG non ci sono state differenze statisticamente
significative (P<0,05).

Nel terzo periodo, le tre componenti hanno mostrato differenze significative tra le diete.
Per la SS, la dieta di controllo ha mostrato una digeribilitd maggiore rispetto alle altre diete
(P<0.001). Tra le diete sperimentali a base di insetto invece non si sono registrate differenze
significative (P>0.05; SS Controllo 94,77%; HI3 93,86%; HI6 93,62%; HI9 94,17%). Per la
PG, la dieta di controllo ¢ risultata caratterizzata da una digeribilita maggiore rispetto alle
diete HI3 ¢ HI6 (P=0,001), ma simile alla dieta HI9 (P>0,05; PG Controllo 81,55%; HI3
78,83%; HI6 78,06%; HI9 80,80%). L’EE ha mostrato una digeribilita migliore nella dieta
HIO9 rispetto agli altri trattamenti sperimentali (P<0.001). La dieta HI3 inoltre ¢ risultata
anche essere caratterizzata da una digeribilita minore rispetto alle diete C e HI6 (P<0,001;
EE Controllo 79,24%; HI3 74,08%; HI6 77,92%; HI9 82,56%).

DISCUSSIONE

Ad oggi, non sono molti gli studi che hanno indagato gli effetti sulle performances e sulla
digeribilita delle farine di HI nella dieta dei suinetti nella fase post-svezzamento e in
letteratura non sono presenti molte informazioni sul livello di inclusione ideale di farina di
insetto. Complessivamente nel seguente studio 1’inclusione di farina di larve di HI nella dieta
dei suinetti svezzati non ha influenzato in modo significativo i parametri di crescita (PV,
IPG, AMG), per cui non si sono verificati dei cambiamenti considerevoli nelle performances
dei suinetti. Cio risulta coerente con gli studi di Spranghers et al., (2019), Biasato et al.,
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(2019) e Driemeyer et al., (2016), che hanno evidenziato come la farina di insetto all’interno
della dieta dei suini non influenzi le prestazioni di crescita degli animali. Il risultato ¢ in
accordo anche con lo studio di Spranghers et al. (2018) che non ha mostrato differenze nelle
performance dei suinetti svezzati alimentati con HI con un livello di inclusione fino all’8%.
Tuttavia ’ICA ¢ variato in maniera significativa in tutte le fasi di alimentazione, mentre I’'IPG
ha mostrato differenze significative soltanto nel secondo periodo. Nel presente studio, si €
osservato un incremento dell’ICA con I’aumento dell’inclusione di HI nella prima fase di
alimentazione, corrispondente ai primi 14 giorni post-svezzamento.

In particolare, nel primo periodo di alimentazione, I’'ICA della dieta HI9 ¢ risultato essere
maggiore all’ICA della dieta di controllo, mentre le diete HI3 e HI6 non hanno mostrato
differenze significative tra loro. Questi risultati sono in parte coerenti con quelli di Yu et al.
(2020) che hanno riportato un miglioramento lineare sia dell’IPG che dell’ ICA soltanto quando
I’inclusione di HI ¢ aumentata dallo 0 al 4% nelle prime due settimane di post svezzamento.
Quanto osservato nel presente studio potrebbe essere dovuto al fatto che i suinetti, abituati
al mangime presente in sala parto, abbiano accettato meglio la dieta di controllo e rifiutato,
almeno nei primi giorni di dieta, il mangime sperimentale. Al contrario, nel secondo periodo,
I’ICA della dieta HI3 ¢ risultato maggiore rispetto alla dieta HI9. Anche I’'IPG del secondo
periodo ¢ stato a favore della dieta HI9, che ha mostrato differenze significative rispetto
alla sola dieta HI3. Questo risultato potrebbe essere dovuto alla migliore appetibilita del
mangime HI9, ovvero la dieta con il maggior contenuto di farina di HI, come gia mostrato
dallo studio di Jin et al. (2016). L’ICA del terzo periodo ¢ stato invece migliore per la dieta
HI3, che ha mostrato differenze significative rispetto alla dieta di controllo. Tali risultati
concordano con lo studio di Yu et al. (2020), che hanno dimostrato che la somministrazione
di farina di larve di HI al 2% ai suinetti puo avere un effetto positivo sulle prestazioni di
crescita. La differenza verificatasi tra il secondo e terzo periodo potrebbe essere dovuta alle
diverse esigenze dei suini; nel secondo periodo i suinetti potrebbero avere avuto la necessita
di assumere piu mangime per soddisfare i fabbisogni di crescita. La dieta HI9, essendo piu
appetibile, potrebbe aver invogliato i suinetti a mangiare quantitativi maggiori di mangime
andando ad incidere positivamente sull’ICA e anche sull’IPG. Generalmente, le prestazioni
di crescita di suini alimentati con diete alternative contenenti farina di insetto risultano
essere molto eterogenee (Gasco et al., 2019). Cio puo essere dovuto alla diversa tipologia di
farina utilizzata, alla diversa specie impiegata, allo stadio di vita e sviluppo dell’insetto, dal
substrato e dalla tecnica di lavorazione del prodotto fresco (Sanchez -Muros et al., 2015).
La letteratura non fornisce molte informazioni sulla digeribilita dei nutrienti delle farine di
insetto ¢ solo alcuni studi hanno preso in considerazione HI. Nel presente studio la farina
di HI ha influenzato la digeribilita dei nutrienti. In particolare la SS ha mostrato differenze
significative tra la sola dieta di controllo e la dieta HI6, che ha registrato una digeribilita
maggiore. L’EE ha mostrato una differenza altamente significativa tra la dieta di controllo e
HI3 rispetto alle diete HI6 e HI9, queste ultime decisamente migliori. La digeribilita della PG
¢ stata maggiore nella dieta HI9, che ha mostrato differenze significative rispetto alle diete
C e HI3, mentre non ci sono state differenze con la dieta HI6. Questi risultati concordano in
parte con quanto studiato da Newton et al. (1977), che hanno riportato una minore digeribilita
della sostanza secca e una maggiore digeribilita dei lipidi nei suinetti alimentati con il 33%
di farina di larve di HI essiccate rispetto a quelli alimentati con farina di soia, sebbene la
digeribilita della proteina grezza fosse simile. Al contrario di quanto riportato da Newton
et al. (1977) in relazione alla digeribilita delle proteine, nel presente studio la digeribilita di
PG ¢ risultata maggiore nelle diete HI6 e HIO9 rispetto a quella di controllo e HI3. Quanto
osservato risulta maggiormente simile a quanto riportato da Yu et al. (2020), i quali hanno
riscontrato una minor digeribilita della PG quando sono state incluse basse quantita di HI
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(<4%). Nel complesso, i risultati hanno mostrato una migliore digeribilita dei nutrienti e
cio puo essere legata alla capacita specie-specifica di digestione della chitina posseduta dai
suini, che si manifesta con un’elevata distribuzione, attivita e selezione positiva dei geni della
chitinasi da parte dell’organismo suino (Biasato et al. 2019). Cosi come per le performance,
anche la digeribilita dei nutrienti ¢ influenzata dalla tipologia di materia prima impiegata e
dal trattamento che subisce. Inoltre ¢ da sottolineare che gli ingredienti dei mangimi utilizzati
nelle diverse prove sono molto diversi tra loro e spesso le formulazioni sono coperte dal
segreto commerciale, per cui questa condizione non permette di giungere a conclusioni
attendibili sull’effettivo ruolo che HI ricopre nella digeribilita dei nutrienti.

In conclusione il presente studio ha dimostrato che un livello di inclusione fino al 9% di farina
di larve di HI nelle diete di suinetti in post-svezzamento puo essere una valida alternativa
proteica ed energetica per la dieta, senza che essa alteri in modo negativo le performance di
crescita e la digeribilita dei nutrienti. Tuttavia I’argomento non € stato ancora approfondito,
per cui si necessitano altri studi che indaghino gli effetti dell’inclusione di farina di insetto
nell’alimentazione dei suinetti nella fase post-svezzamento.
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Riassunto

L’uso di farina di soia importata, contribuisce all’impatto ambientale della filiera suinicola
nazionale. Lo studio ha valutato la parziale sostituzione della soia con fonti proteiche di
provenienza UE e la riduzione di proteina grezza negli ultimi tre mesi di allevamento sulle
performance, la salute ed il benessere di suini in ingrasso. All’accasamento, 1930 suini
sono stati divisi in: i. gruppo controllo (CO), alimentato con una comune dieta da ingrasso;
ii. gruppo trattato (TRT), alimentato con una dieta a basso contenuto di soia (- ~56%). Su
un campione di 251 animali ¢ stato registrato il peso vivo (PV) individuale ed il consumo
alimentare, usati per il calcolo dell’incremento ponderale giornaliero (IPG) e la resa
alimentare (RA). Indici di benessere sono stati monitorati mensilmente. 20 campioni di feci/
gruppo sono stati raccolti per quantificare la concentrazione di NH,. Al termine della prova
gli animali sono stati macellati e le caratteristiche della carcassa sono state esaminate. E stato
adottato un Linear mixed model (dieta e sesso: fattori fissi; box: fattore casuale). Il gruppo
TRT, mostra un migliore IPG rispetto al gruppo CO (P =0.01) ed una migliore RA (P=0.01).
L’NH, fecale non ¢ stata influenzata dalla dieta cosi come i parametri della carcassa. Dunque,
la sostituzione di soia pud essere una strategia promettente nella formulazione delle diete per
suini in ingrasso, cosi come la restrizione proteica non compromette salute e performance
dei suini.

Abstract

The use of imported soybean meal contributes to the environmental impact of the national pig
supply chain. The study evaluated the partial replacement of soybean by EU protein sources
and the reduction of crude protein during the last three months of rearing on the performance,
health and welfare of fattening pigs. At housing, 1930 pigs were divided into: i. control group
(CO), fed a common fattening diet; ii. treated group (TRT), fed a low soy diet (- ~56%). In a
sample of 251 animals, individual body weight (BW) and average daily feed intake (ADFI)
were recorded and used for calculations of average daily gain (ADG) and gain to feed ratio
(G:F). Welfare indices were monitored monthly. 20 faecal samples/group were collected to
quantify the NH, concentration. At the end of the trial the animals were slaughtered and the
carcass characteristics examined. A Linear mixed model was adopted (diet and sex: fixed
factors; box: random factor). The TRT group showed a better ADG than the CO group (P =

150



0.01) and a better G:F (P=0.01). Faecal NH, was not influenced by the diet as well as carcass
parameters. Thus, soybean meal substitution may be a promising strategy in formulating diets
for fattening pigs, just as protein restriction does not compromise pig health and performance.

INTRODUZIONE

Per la suinicoltura, la sostenibilitd ambientale e la riduzione delle emissioni rappresentano
un’importante obiettivo strategico per il mantenimento della competitivita del settore. Di
certo 1’alimentazione ¢ uno dei fattori determinanti in questo percorso. Infatti, il mangime ¢
indicato come il principale responsabile degli impatti ambientali nella produzione di carne
suina (Reckmann et al., 2016). Dunque, vi ¢ la necessita di studiare formule che integrano
materie prime a minore impatto ambientale. Nelle formule da ingrasso la principale fonte
proteica ¢ la soia, che viene integrata in media al 13% nella prima fase di alimentazione fino
a scendere a circa 1’8% nell’ultima fase di alimentazione. Ed ¢ proprio agendo sul livello di
inclusione di soia che si possono ottenere diete piu sostenibili. Per contro si deve comunque
considerare che la soia ed i suoi derivati rappresentano la piu importante fonte proteica
vegetale, grazie al suo buon profilo amminoacidico, alla bassa concentrazione di fibra e alla
sua economicita rispetto ad altri concentrati proteici (Wang et al., 2011). Reckmann et al.
(2016), hanno evidenziato la possibilita di sostituire parzialmente la soia utilizzando fonti
proteiche locali il cui profilo amminoacidico puo essere corretto con 1'uso di aminoacidi
di sintesi. Pare che cid possa ridurre sensibilmente I’impatto ambientale delle formule. Nel
suino, tra le materie prime autorizzate nei principali disciplinari DOP, il pisello ed il girasole
sembrano essere le piu interessanti, sia in termini nutrizionali sia di disponibilita. Per quel
che riguarda il pisello, viene impiegato con cautela per i timori legati alla presenza di vari
fattori anti-nutrizionali ed il basso contenuto in amminoacidi solforati (Hanczakowska e
Swigtkiewicz, 2014). Allo stesso modo, anche la farina di estrazione di girasole, rispetto a
quella di soia, ha tipicamente contenuti inferiori di proteine e lisina digeribile e maggiore
contenuto di fibra (Lannuzel et al., 2022). Come secondo fattore applicabile per ridurre
I’impatto della dieta, vi ¢ la riduzione della quota proteica, soprattutto nelle diete da ingrasso,
a partire dai 100-120 kg di peso vivo, dove il fabbisogno proteico non ¢ piu cosi elevato.
Questo approccio di formulazione deve essere impiegato con cautela, considerando le scarse
conoscenze sui fabbisogni proteici e di Lisina delle moderne linee genetiche per il suino
pesante.

Dunque, ’obiettivo di questa prova era quello di testare diete basate sul concetto della
parziale sostituzione della soia con fonti proteiche locali (nazionali e/o comunitarie) da
impiegare nella fase di ingrasso del suino pesante, rispettando le prescrizioni del disciplinare
della DOP del prosciutto id Parma, valutandone quindi I’effetto sulle performance di crescita
e sulla qualita organolettica e tecnologica della carne.

MATERIALI E METODI

Lo studio ¢ stato condotto nell’ambito del progetto PSR 2014-2020 Regione Emilia Romagna
FOCUS AREA 3A- Misura 16.2.1 — GREEN SUINO. Per la prova sono stati accasati 1930
suini a coda lunga in un sito da ingrasso afferente al Gruppo Martini Spa. I suini sono stati
divisi in: i. gruppo di controllo (CO): alimentato con la normale dieta formulata dal gruppo
Martini per questa fase (930 suini; peso vivo medio 36,2 kg); ii. gruppo a basso contenuto di
soia (TRT): in cui la soia ¢ stata sostituita utilizzando materie prime caratterizzate da un minor
impatto ambientale (1000 suini; peso vivo medio 35,0 kg), nella terza fase di alimentazioni
la dieta TRT aveva un contenuto in CP inferiore dell’1,2% rispetto alla dieta CO, mentre il
livello di Lisina era identico. La composizione chimica delle diete ¢ riportata in Tabella 1.
Ogni gruppo era formato da 48 box uguali (20.4 m2). Entrambi i capannoni presentavano un
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sistema di ventilazione naturale. In ogni box erano presenti un tronchetto di legno morbido
ed una catena in acciaio. I box presentavano pavimento in cemento completamente grigliato
ed erano equipaggiati con un abbeveratoio a nipple ed una mangiatoia di lunghezza pari
al lato lungo del box, che equivaleva a 0.40 m/suino di fronte mangiatoia. Il sistema di
alimentazione a liquido era munito di valvole in grado di servire due box contigui. In virtu del
sistema di distribuzione dell’alimento, per quanto riguarda il consumo alimentare e 1’indice di
conversione alimentare, due box adiacenti sono stati considerati come un’unita sperimentale,
costituita dunque da 42 animali. Mentre, per gli altri parametri, 1’unita sperimentale equivale
al singolo box.

Trascorsi dieci giorni dall’accasamento, 251 suini (126 suini del gruppo CO e 125 suini del
gruppo TRT) sono stati selezionati, contrassegnati con una marca auricolare numerata e pesati
individualmente. Il peso ¢€ poi stato rilevato al d94 ed al d181 (prima del trasporto al macello)
post-accasamento. Nelle stesse giornate di rilevamento del peso, da un ulteriore sottogruppo
di 40 animali (20 suini/dieta) sono stati raccolti campioni di feci per la quantificazione di
ammoniaca (Urea/BUN-Color; BioSystems S.A., Barcellona, Spagna). La mortalita e gli
animali spostati in infermeria sono state registrata quotidianamente, mentre il consumo
alimentare ¢ stato registrato mensilmente. Inoltre, mensilmente, nei box con gli animali
con marca auricolare, sono state valutate le lesioni a coda ed orecchie secondo il protocollo
Welfare Quality®, ed i risultati sono stati espressi come indice di punteggio delle lesioni
(LSI), che considera sia la frequenza sia la gravita delle lesioni. I rilievi comportamentali
sono stati effettuati sempre tra le 8:00 e le 11:00 del mattino, mediante 1’osservazione diretta
di tutti gli animali in ogni box. L’osservazione ¢ stata effettuata cinque volte per ogni box, con
due minuti di pausa tra un’osservazione e 1’altra. Le osservazioni erano volte a raggruppare
tutti gli animali presenti nel box sulla base del comportamento esibito secondo le prescrizioni
del protocollo Welfare Quality (2009).

Al termine della fase di ingrasso, trascorsi 182 giorni dall’accasamento, i suini sono stati
macellati nello stabilimento del gruppo Martini; in uscita, il peso medio degli animali era
paria 171.1 kg e 170.1 kg rispettivamente per CO e TRT. Durante la macellazione sono stati
raccolti i parametri di qualita della carcassa: la marca auricolare ha permesso di collegare
il dato rilevato dal FOM (Fat O’Meter) con i rilevamenti eseguiti in allevamento per ogni
soggetto, inoltre, dagli stessi soggetti da cui erano state campionate le feci ¢ stato prelevato
un campione di L. lumborum per I’analisi degli acidi grassi.

Analisi statistiche e descrittive sono state effettate tramite ’utilizzo del software R. I dati
riportati sono stati analizzati tramite la funzione “Imer” del pacchetto Ime4 ed utilizzando un
modello cosiddetto “linear mixed-effects”. I fattori fissi considerati sono stati il trattamento
dietetico ed il sesso, mentre il fattore random ¢ stato il box.

RISULTATI

In Tabella 2 sono riportati i dati riferiti alle prestazioni di crescita dei suini selezionati.
La dieta non ha influenzato il peso degli animali in prova in nessuno dei tre rilevamenti. A
differenza del sesso che ha un effetto significativo (P=0.002), sempre a favore dei maschi.
La dieta TRT ha migliorato in modo significativo La I’IPG, nel periodo d94-d181 (P=0.01)
cosi come nell’intero periodo di prova (d11-d18) (P=0.04). Come per il peso, anche I'IPG ¢
risultato maggiore nei maschi (P=0.01).

In Tabella 3 sono riportati i dati riferiti al consumo di alimento, all’efficienza alimentare
ed al numero di soggetti esclusi dalla prova per mortalitd o spostamento in infermeria. I
suini del gruppo TRT hanno mostrato un consumo alimentare maggiore durante i primi due
periodi di alimentazioni rispetto al gruppo CO (P=0.004). Mentre nella terza ed ultima fase
di alimentazione 1’ingestione ¢ stata superiore nel gruppo CO (P<0.0001).
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Per quanto riguarda la RA, il gruppo TRT ha mostrato un dato migliore in tutti i periodi
considerati (P=0.007, P=0.001, P=0.01).

11 dato di mortalita ed esclusione non mostra differenze significative tra le diete.

In Tabella 4 ¢ riportata la concentrazione di ammoniaca (NH,) presente nelle feci campionate
aldl1 eal d181. Ad inizio ciclo il fattore che ha influenzato questo parametro ¢ il sesso, mentre
la dieta non ha alcun effetto (P=0.01). Di fatto i maschi hanno mostrato una concentrazione di
ammoniaca nelle feci piu alta. Per quel che riguarda il secondo campionamento al d181, non
sono state riscontrate differenze significative né legate alla dieta, né al sesso.

In Tabella 5 sono riportati i parametri di comportamento e di salute rilevati in allevamento.
Al d34 il gruppo CO ha tendenzialmente ridotto il valore di LSI orecchie (P=0.06) che di
fatto si traduce in una minore prevalenza/gravita delle lesioni alle orecchie. Al contrario il
gruppo TRT presenta un LSI della coda inferiore (P=0.07), questo dato si ¢ confermato al
d102 in cui il gruppo TRT ha un LSI code inferiore rispetto al gruppo CO (P=0.03). In tutti
gli altri rilevamenti non sono state evidenziate differenze tra i due gruppi. Relativamente ai
parametri comportamentali, al d11 gli animali del gruppo CO hanno mostrato una maggiore
attivita di esplorazione del materiale manipolabile (P<0.01). A fine prova (d138) il gruppo
TRT ha mostrato maggiori interazioni sociali positive (P=0.04), mentre il gruppo CO ha
teso a mantenere una maggiore attivita di esplorazione del materiale manipolabile (P=0.08).
I risultati non mostrano altre differenze significative per gli indici di comportamento e di
salute.

Infine, in Tabella 6 sono riportati i parametri registrati dal FOM. La dieta non ha influenzato
nessuno dei parametri registrati. Mentre, la Tabella 7 riporta i dati del grasso rilevati nel
muscolo. I gruppo TRT ha un maggiore tenore lipidico, mentre il profilo in acidi grassi non
¢ stato influenzato dalla dieta.

DISCUSSIONE

Nonostante la sostenibilita sia un tema molto dibattuto, gli studi che hanno valutato diete con
una forte restrizione dell’inclusione di soia nel suino pesante, sono limitati. In bibliografia sono
presenti studi che hanno valutato separatamente I’impiego di pisello e farina di girasole, quali
possibili alternative alla soia, riportando dati positivi sulle prestazioni di crescita dei suini. Il
pisello, in particolare pud essere impiegato nella dieta fino al 30%, senza effetti negativi sulle
performance di crescita, richiedendo un attento bilanciamento del profilo aminoacidico delle
diete (Degola and Jonkus, 2018; Lombardi et al., 2020; Argemi-Armengol, 2022). Per quanto
riguarda la farina di girasole, la letteratura ¢ controversa. Infatti, alcuni studi riportano un
effetto negativo sulle performance di crescita dei suini, rispetto a diete a base di soia (Shelton
et al., 2001), mentre altri studi non hanno riscontrano differenze significative (Cortamira
et al., 2000; Trombetta and Mattii, 2016; Povod et al., 2021). La nostra ricerca conferma
che I’inclusione di farina di girasole tra il 2.5 ed il 5% non compromette le prestazioni
degli animali se le diete sono iso-amminoacidiche. In dettaglio, lo studio ha mostrato una
flessione dell’IPG nel gruppo TRT nel periodo iniziale della prova (d11 - d94), nonostante
un maggiore consumo di alimento. Questa discrepanza, rispetto al periodo successivo (d94
— d181) potrebbe essere attribuita allo stress iniziale tipicamente associato al periodo post
accasamento (Kerr et al., 2005), determinato dalla maggiore difficolta dei suini ad adattarsi
ad una dieta a minore digeribilita. A parte la digeribilita, il cambio della dieta, pud influenzare
il comportamento degli animali, a causa della diversa cinetica digestiva che influenza il senso
di sazieta. Tuttavia, in questo studio, nonostante il livello piu elevato di fibra insolubile nel
gruppo TRT la dieta ha marginalmente influenzato il comportamento degli animali. E stato
osservato solo un effetto nell’ultima fase di alimentazione, con un minor LSI della coda e una
maggiore incidenza di comportamenti positivi. Oltre alla sostituzione della fonte proteica, in

153



questo studio, nell’ultima fase di alimentazione (120-180 kg), le diete sono state differenziate
per il livello proteico ma non per il livello di Lys. Cio non ha influenzato le performance degli
animali. Questi dati confermano quelli di Gallo et al. (2014) per il suino pesante italiano,
dove per la stessa fase di crescita, hanno suggerito livelli proteici e Lys del 10,8% e 4,8 g/kg
rispettivamente, evidenziando la possibilita di una maggiore restrizione dell’azoto dietetico
nella dieta di finissaggio, anche in diete con una forte restrizione nell’inclusione della farina
di soia. L’assenza dell’effetto della dieta, sulla concentrazione di NH, fecale durante tutta
la prova non permette di trarre conclusioni sull’efficienza nella sintesi proteica dei suini,
di fatto sarebbe utile includere altre misure dirette o indirette, come 1’urea nelle urine € nel
sangue. Per quanto riguarda i parametri rilevati al macello, la dieta non ha influenzato le
caratteristiche della carcassa né il profilo acidico. Questi risultati sono in accordo con quanto
emerso da altri studi (Stein et al., 2006; Chrenkova et al., 2011). Questi, sostituendo la farina
di soia con un 30% di farina di pisello non hanno evidenziato differenze significative per
quel che riguarda la percentuale di grasso ¢ magro della carcassa ed il profilo acidico. Allo
stesso modo, Carrellos et al. (2005) e Shelton et al. (2001) utilizzando livelli d’inclusione
diversi di farina di girasole non hanno evidenziato effetti negativi sui parametri di qualita
della carcassa, riportando quindi esiti sovrapponibili a quelli del presente studio. Anche le
differenze riscontrate nel nostro studio e legate al sesso degli animali sono coerenti con quelli
di studi precedenti. Infatti, anche Stein e colleghi (2006) hanno riportato una quota maggiore
di grasso negli animali di sesso maschile.

CONCLUSIONI

In conclusione, i dati raccolti mostrano che la sostituzione media del 56% di soia, attraverso
I’'uso di materie prime piu sostenibili come la farina di piselli e di girasole pud essere
considerato nella formulazione delle diete per suini in ingrasso. Inoltre, negli ultimi tre mesi
di allevamento si dovrebbe riconsiderare il livello proteico delle formule. Un altro aspetto
importante da considerare ¢ sicuramente il costo formula, che comunque va commisurato
ai vantaggi in termini di performance e di benessere che abbiamo osservato nel corso dello
studio.
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Tabella 1. Ingredienti e composizione chimica delle diete.

Table 1. Composition and analysed chemical composition of the diets.

Fase 1 Fase 2 Fase 3
d0-d28 d29-d94 d95-d184

CcO TRT CO TRT Cco TRT
Ingredienti, %
Orzo 34.11 27.50 18.00 10.00 25.00 22.50
Grano 14.28 20.00 0.00 19.17 0.00 13.63
Mais 16.00 18.47 35.11 15.00 30.35 34.93
Farina di soia 48 12.15 8.33 10.83 3.50 8.00 2.50
Mais premacinato 8.00 8.00 8.00 7.67 19.25 12.50
Pisello 0.00 5.50 1,67 5.00 442 5.00
Farina di girasole 0.00 2.92 0.00 5.00 0.00 2.50
Farinaccio 0.00 0.00 5.00 5.03 4.85 0.00
Crusca 1.67 0.00 1.33 0.00 2.17 0.00
Triticale 3.75 0.00 10.00 0.00 0.00 0.00
Sorgo bianco 0.00 0.00 0.00 20.50 0.00 0.00
Germe di mais 0.00 0.00 0.00 2.50 0.00 0.00
Valina 96.5% 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00
Grassi misti 3.00 2.83 1.83 2.00 1.50 1.67
Polpe di bietola 330 2.50 5.50 2.50 2.50 2.50
Calcio carbonato 0.94 0.93 0.87 0.93 0.77 0.77
Sodio bicarbonato 0.00 0.00 0.55 0.50 0.58 0.47
Acido formico 0.83 0.83 0.00 0.00 0.00 0.00
Lisina liquida 50% 0.62 0.67 0.44 0.66 0.18 0.40
Cloruro di sodio 043 043 0.00 0.00 0.00 0.00
1540GE INT SUINI 0.25 0.25 0.25 0.25 0.20 0.20
ROVBIO ROVABIO AP/10 0.00 0.00 0.05 0.05 0.05 0.05
1 ALIME ALIMET MHA 0.00 0.00 0.07 0.07 0.00 0.00
Fosfato monocalcico 0.25 0.33 0.30 0.08 0.10 0.22
Treonina 0.14 0.16 0.10 0.13 0.01 0.06
2-hydroxy-4(methylthio) - HMB 0.12 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00
Colina liquida 75% 0.05 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00
HIPHOS 0-50 0.05 0.05 0.05 0.06 0.05 0.05
HIPHOS 50-100 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
L-Triptofano 0.02 0.04 0.00 0.00 0.00 0.00
Real chemical composition
Sostanza secca, g/g% 89.40 88.50 88.50 88.55 89.45 89.30
Proteina grezza, g/g% 13.90 13.69 13.12 13.20 12,54 11.30
Lipidi grezzi, g/g% 5.28 5.07 477 4.51 4.20 4.34
Fibra grezza, g/g% 3.63 3.94 3.68 4.19 3.78 3.74
Ceneri, g/g% 4.25 4.28 4.20 3.84 3.78 348
Amido, g/g% 44.00 44 81 46.14 48.13 50.05 52.89
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Tabella 2. Effetto della dieta e del sesso sui parametri produttivi individuali dei suini in fase
d’ingrasso
Table 2. Effect of the diet and sex on the growth of growing and finishing pigs.

1 Dieta - Sex - P-value
Parametro CO TRT SEM F M SEM Dieta Sesso
Peso vivo, Kg

dil 468 456 1.3 452 472 1.0 048 0.02
d94 124 121 21 119 126 1.7 033 0.0002
d181 177 180 155 175 182 1.5 026 0.002
Incremento ponderale giornaliero, g/giorno

dl1-d94 926 908 11 885 948 21 028 <0.0001
d94-d181 615 677 165 643 649 153 001 076
dl1-d181 765 788 8 761 792 8.1 0.04 0.1

'Parametro: tutti i parametri descritti sono stati rilevati sugli animali con marca auricolare.

Tabella 3. Effetto della dieta sul consumo di alimento, 1’efficienza alimentare ed il numero
di soggetti esclusi dalla prova.

Table 3. Effect the diet on feed consumption, gain to feed, mortality and esclusion of growing
and finishing pigs.

1 Dieta Sy P-value
Parametro co TRT SEM Dieta

Consumo alimentare g/giorno

d11-d94 2285 2328 5.95 0.004

d94-d181 2783 2566 12.2 <0.0001

dl1-d181 2619 2525 7.89 <0.0001

Resa Alimentare

d11-d94 0.41 0.39 0.003 0.007

d94-d181 0.224 0.263 0.005 0.001

d11-d181 0.295 0.312 0.004 0.01

Mortalita ed esclusione

d11-d94 7.94 7.26 4.73 0.92

d11-d181 7.94 8.85 4.78 0.89

'Parametro: tutti i parametri descritti sono stati rilevati sugli animali con marca auricolare.

Tabella 4. Effetto della dieta e del sesso sulla concentrazione di ammoniaca nelle feci
(micromoli/grammo).
Table 4. Effect the diet and sex on faecal ammonia concentration of growing and finishing pigs.

"Parametro Dieta Sesso P-value

CcO TRT Sk F M Sk Dieta Sesso
NHj; (micromoli/g)
dll 325 359 5.34 27.4 41 4.6 0.66 0.01
d181 31 36 3.93 34 328 13.7 0.85 0.52

"Parametro: tutti i parametri descritti sono stati rilevati sul sottogruppo di 24 animali/gruppo.
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Tabella 5. Effetto della dieta sugli indici di comportamento e di salute rilevate in allevamento.
Table 5. Effect the diet on behaviours and injuries’ incidence of growing and finishing pigs.

1par . Dieta - i
Parametro co TRT SEM P-value
d11
Lesioni, n
LSI orecchie 56.3 60.8 8.44 0.72
L.SI coda 34.1 68.2 13.5 0.10
d34
Comportamenti, %
Riposo 40.6 53.8 5.89 0.15
Suzione 0.00 0.00 0.00 1.00
Interazioni positive 5.58 438 0.96 0.40
Interazioni negative 1.44 1.62 0.44 0.78
Esplorazione dell’arricchimento 7.56 1.99 1.22 <0.01
Esplorazione del box 43.8 343 7.02 0.36
Altri comportamenti 0.97 3.84 1.21 0.12
Lesioni, n
LSTI orecchie 59.2 91.1 10.9 0.06
LSI coda 553 229 11.6 0.07
d70
Comportamenti, %
Riposo 58.9 68.7 6.14 0.29
Suzione 0.16 0.88 0.39 0.22
Interazioni positive 2.54 3.81 1.45 0.55
Interazioni negative 3.13 0.99 0.98 0.16
Esplorazione dell’arricchimento 1.21 1.21 0.47 0.99
Esplorazione del box 234 18.4 4.13 0.42
Altri comportamenti 10.72 6.03 1.72 0.08
Lesioni, n
LSI orecchie 69.3 74.6 6.95 0.60
LSI coda 5.74 6.03 2.56 0.93
d102
Comportamenti, %
Riposo 74.9 82.6 3.42 0.14
Suzione 0.17 0.79 0.46 0.35
Interazioni positive 4.92 3.12 1.04 0.25
Interazioni negative 0.89 0.89 0.52 0.99
Esplorazione dell’arricchimento 2.16 1.63 0.88 0.68
Esplorazione del box 12.2 7.5 248 0.21
Altri comportamenti 4.79 3.51 0.97 0.37
Lesioni, n
LST orecchie 56.5 41.7 7.24 0.17
LSI coda 29.9 15.8 3.89 0.03
d138
Comportamenti, %
Riposo 69.9 73.9 4,73 0.56
Suzione 0.16 0.00 0.11 0.34
Interazioni positive 0.79 5.26 1.36 0.04
Interazioni negative 1.33 2.03 1.40 0.73
Esplorazione dell’arricchimento 4.90 1.21 1.38 0.08
Esplorazione del box 12.96 9.55 1.95 0.24
Altri comportamenti 9.97 8.05 2.37 0.58
Lesiont, n
LSI orecchie 72.9 63.9 10.2 0.55
LSI coda 26.2 26.2 2.63 0.98
d181
Lesioni, n
LSI orecchie 103 117 11.8 0.41
1.SI coda 80.8 71.6 8.79 0.48

TParametro: tutti i parametri descritti sono stati rilevati sugli animali con marca auricolare.
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Tabella 6. Effetto della dieta sui parametri della carcassa al macello.
Table 6. Effect of the diet on carcass parameters of pigs.

Dieta P-value

'Parametro o TRT SEM  ——
Parametri della carcassa

Peso Freddo 143 142 1.41 0.72

% UM 50.6 49.9 0.34 0.13

mm grasso 33.5 34.8 0.76 0.24

mm magro 65.0 65.9 0.38 0.12
Carcasse DOP, % 96.1 97.6 0.85 0.23

"Parametro: 1 parametri descritti sono stati rilevati su tutti gli animali in prova (891 animali del gruppo CO e 871 animali
del gruppo TRT).

Tabella 7. Effetto della dieta sulla composizione lipidica del muscolo longissimus lumborum.
Table 7. Effect of the diet on the lipid composition of the longissimus lumborum muscle.

Dieta Sesso P-value
CO TRT SEM F M SEM Dieta  Sesso
Grasso totale (g/100g) 245 285 029 224 312 029 037 0.02

Acidi grassi esterificati, %

Acido arachidico 0.77 072 0.07 067 084 0.08 050 0.10
Acido laurico 045 074 0.17 053 064 0.13 022 0.39
Acido linoleico 082 082 008 073 091 0.08 097 0.10
Acido linolenico 0.67 059 005 059 068 0.05 023 025
Acido miristico 144 164 0.10 154 153 0.10 0.17 092
Acido oleico 375 374 048 376 373 047 079 0.8
Acido palmitico 3.17 314 002 316 314 001 012 035
Acido palmitoleico 1.68 1.56 009 154 1.70 009 028 0.16
Acido stearico 140 144 040 143 141 041 048 0.74
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Riassunto

Numerosi agenti patogeni sono responsabili della salute dei suini e possono comportare gravi
perdite economiche per I’allevatore. La diffusione all’interno di una popolazione ospite di suini
¢ influenzata dalle possibili interazioni fra gli stessi che vengono raggruppate sotto il concetto
di “struttura di contatto” (SC). La ricerca scientifica conferma che i sistemi di gestione tutto
pieno/tutto vuoto (AIAO), possono portare a significativi miglioramenti della produttivita
proprio perché sono in grado di interferire positivamente sulla SC fra i suini. Fra i sistemi
zootecnici in grado di meglio realizzare il concetto del rispetto del AIAO, hanno ruolo di rilievo
i sistemi in bande plurisettimanali. In questo contesto i suini, di qualsiasi fase produttiva, sono
suddivisi in gruppi contraddistinti dallo stesso stadio produttivo e di etd simile. Nel presente
studio, abbiamo messo a confronto i dati legati alla mortalita dei suinetti negli svezzamenti
di un’azienda suinicola a ciclo chiuso, precedenti ¢ successivi alla migrazione da banda
bisettimanale a quella pentasettimanale. I motivi della scelta erano stati dettati dal tentativo
di sovvertire le drammatiche perdite degli svezzamenti dove, ogni intervento implementato,
sembrava risultare vano. Grazie ai grafici di controllo statistico di processo (SPC) ¢ stato
possibile dimostrare un miglioramento di questo dato dove le percentuali legate alle perdite dei
due gruppi sono passate dal 19.75% per la fase in banda bisettimanale, ad un 7.90% per la fase
della banda pentasettimanale.

Abstract

Specific pathogens can be responsible for the health of pigs and can lead to serious economic
losses for the farmer. The spread within a host population of pigs is influenced by interactions
between them are grouped under the concept of “contact structure” (SC). Scientific research
confirms that all-in/all-out (AIAO) systems can lead to significant improvements in productivity
because they are able to have positive effects on SC. Among the breeding systems useful to
implementing the concept of AIAO, batch farrowing systems have a key role. In this context,
pigs of any production stage are grouped and characterized by the same production stage and
of similar age. In the present study, we compared the data related to the mortality of weaned
piglets of a saw to finish pig farm, before and after the transition from two weeks to five weeks
batch farrowing system. We decided for this transition cause to the dramatic losses in weaning
where every intervention implemented seemed to be vain. Thanks to the statistical process
control (SPC) graphs, it was possible to demonstrate an improvement of this data from 19.75%
for the two weeks phase, to 7.90% for the five weeks batch farrowing system.

INTRODUZIONE

Con I’evoluzione della suinicoltura, da semplice attivita famigliare ad impresa intensiva, il
principale problema che hanno dovuto affrontare gli allevatori, ¢ stato quello della gestione
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degli spazi, ovvero dove e come mettere i lotti dei suini prodotti. A questa annosa questione,
va aggiunta la recente normativa sul benessere che, nella applicazione della gestione degli
spazi, ha una fase decisiva. Tale contesto manageriale, che con il passare degli anni ha
assunto la denominazione di management o gestione dei flussi, ha nel punto di origine della
produzione, quindi nella scrofaia, un sito di cruciale e decisiva importanza.

Numerosi agenti patogeni possono essere responsabili della salute dei suini e, a seconda
degli agenti patogeni considerati, le vie di trasmissione variano e possono comportare gravi
perdite economiche per 1’allevatore. Le vie di trasmissione maggiormente coinvolte sono
quella diretta, attraverso il contatto con animali infetti, o indiretta attraverso persone, sperma,
feci, roditori, acrosol, mangimi, acqua o fomiti. Gli animali pitl giovani sono piu suscettibili
alle infezioni a causa della progressiva scomparsa dell’immunita materna mentre non hanno
ancora sviluppato un’immunita attiva. Gli animali piu adulti sono viceversa considerati
piu resistenti, ma allo stesso tempo possono anche ospitare piu agenti infettivi a causa di
precedenti infezioni. La diffusione all’interno di una popolazione ospite di suini ¢ influenzata
dalle possibili interazioni fra gli stessi che vengono raggruppate sotto il concetto di “struttura
di contatto” (SC). La SC corrisponde all’esistenza (ciclo chiuso o ciclo aperto), al tipo
(diretto o indiretto), all’intensita ed alla frequenza dei contatti tra gli animali (Klinkenberg et
al., 2002; Eble’ et al., 2006).

La ricerca scientifica, avallata dall’esperienza di campo, conferma che i flussi unidirezionali
dei suini e i sistemi di gestione tutto pieno/tutto vuoto (AIAO), ove disinfezione e tempo
di riempimento dei locali riescono a rispettare tempistiche ottimali, possono portare a
significativi miglioramenti della produttivita proprio dal momento che sono in grado di
interferire positivamente sulla SC fra i suini. Ecco che allora avere un management dei flussi
che permetta di trasferire lotti di animali distanziati da piu settimane, in ambienti vuoti e
adeguatamente puliti, della stessa eta, magari di consistenza pit numerosa e con lo stesso
stato sanitario, rispetto al sistema classico a cadenza settimanale, potrebbe rappresentare un
vantaggio (Bown 2006). Trasferendo suinetti ogni settimana, di eta diverse e con lotti piu
piccoli, risulta piu difficile 1’attuazione di un AIAO efficace soprattutto laddove vi sia una
gestione dei ritardatari/scarti non avveduta, gia partendo dalla sala parto, ma ancora di piu
negli svezzamenti e negli ingrassi (Hébert et al., 2007).

Fra i sistemi zootecnici in grado di ben realizzare il concetto del rispetto del AIAO, hanno
ruolo di rilievo i sistemi in bande. In questo contesto i suini, di qualsiasi fase produttiva, sono
suddivisi in gruppi contraddistinti dallo stesso stadio produttivo (soprattutto per le scrofe) e
di eta simile (soprattutto per le progenie) (Brown, 2006). Le bande maggiormente utilizzate,
sono quelle a due, tre, quattro e cinque settimane (Rix M. and Ketchem R. 2016) dove queste
settimane altro non rappresentano che I’intervallo fra una svezzata e quella successiva e
indicano, pertanto, il “ritmo della banda”.

La scelta della banda piu appropriata da adottare dipende da molti fattori, i pit importanti
da considerare sono: la consistenza numerica delle scrofe presenti e 1’eventuale piano di
investimenti futuro per la crescita del numero delle scrofe, le capacita numerica dei siti
uno, due e tre (ad esempio: numero di gabbie parto, posti nello svezzamento, etc.), alloggi
disponibili per sottopopolazioni animali critiche, i periodi di lavoro del personale (la banda
porta a picchi di lavoro intervallati a periodi di minore attivita), 1’eta dei suinetti allo
svezzamento desiderata, la disponibilita del seme, le distanze di trasporto dei suinetti e la
loro consistenza numerica, i tempi di vuoto sanitario in sala parto ¢ le attivita manageriali
richieste per ottenerli (Daniels 2017; Chouet et al. 2003).

Avere un ritmo di banda lungo (3-4-5 settimane) permette di realizzare intervalli meglio
definiti fra i lotti di animali con una conseguente migliore gestione dei vuoti e dei lavaggi
permettendo di realizzare un ottimo AIAO degli ambienti (Lurette et al., 2008). Inoltre, ¢ tipico
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di questa gestione, avere una certa segregazione per eta dei flussi e, quindi, suini provenienti
da diverse bande (essendo diversi per eta e peso) vengono ospitati in locali diversi riducendo i
rischi dell’SC (contatti diretti). Questa € la ragione per cui la banda risulti un sistema fortemente
raccomandato per controllare lo stato di salute della mandria (Berends et al., 1996; Dahl et
al., 1997; Madec et al., 1998; Rose et al., 2003), inoltre ¢ stato osservato un miglioramento
dell’incremento ponderale giornaliero (Schinckel et al., 2002) ed una ottimizzazione della
manodopera in tutti i settori dell’allevamento, dai riproduttori fino ai grassi.

L’introduzione di un sistema di gestione in banda porta ad un approccio piu strutturato
nella gestione degli allevamenti con gruppi pit ampi di suinetti, meno movimentazioni e
mescolanza di eta diverse, traducendosi in un migliore stato sanitario generale della mandria.
Fino ad oggi, poco ¢ stato scritto per quanto riguarda i vantaggi sulla sanita di un sistema di
gestione in banda plurisettimanali (soprattutto a quattro o cinque settimane) (Vangroenweghe
et al., 2012), ma i vantaggi di questo sistema sembrano molto incoraggianti, cio puo essere
conseguente all’intervallo piu lungo tra i lotti di suini e alla riduzione del numero di bande
presenti in allevamento (Chouet et al. 2003). A questo riguardo Mekerke e Leneveu (2006)
hanno suggerito che la rigorosa separazione dei gruppi di eta in un sistema quadrisettimanale e
in un pentasettimanale consente di avere solo un lotto di scrofe nella sala parto, il che potrebbe
migliorare le condizioni di salute e, di conseguenza, anche le prestazioni di crescita dei suini
nell’allevamento. Per verificare questa ipotesi, Vangroenweghe et al. (2012), hanno studiato
i potenziali vantaggi per la salute delle mandrie dei suinetti in sala parto prima e dopo una
migrazione da una gestione in banda settimanale verso una a bande a 4 e 5 settimane. Il diverso
management sembra posticipare o rallentare la sieroconversione dei suini per alcuni agenti
patogeni economicamente importanti, come il virus della Sindrome Riproduttiva e Respiratoria
Suina (PRRS), Micoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneuminiae e Lawsonia
intracellularis. Cio potrebbe consentire all’allevatore la possibilita di vaccinare i suini prima
che entrino in contatto con 1’agente patogeno e pertanto di avere piu tempo per sviluppare
I’immunita prima dell’infezione. Pertanto, il passaggio della gestione di un allevamento,
soprattutto a 4 o 5 settimane potrebbe avere effetti protettivi per la salute dei suinetti e, piu in
generale, per lo stato di salute degli allevamenti, con anche sensibili riduzioni della mortalita.
Inoltre, oltre il 60% degli allevamenti che hanno applicato uno di questi due sistemi di banda, ha
mostrato un netto miglioramento delle condizioni igieniche, vero beneficio di questa gestione
(Vangroenweghe et al. 2012). Sia una migliore salute che migliori condizioni igieniche ci
portano a un altro concetto fondamentale, vale a dire una maggiore efficacia della copertura
vaccinale e dei trattamenti medicamentosi.

Un altro aspetto legato al miglioramento sanitario ¢ dovuto ad un’introduzione di scrofette e
verri per la rimonta, certamente piu puntuale. L’obiettivo principale € quello di non alterare
I’equilibrio delle malattie all’interno della mandria esistente, cosa che potrebbe accadere
introducendo troppe scrofette in una sola volta esponendole cosi troppo rapidamente alle
malattie della mandria, in modo da provocare una recrudescenza delle malattie stesse.

Nel presente lavoro, abbiamo messo a confronto i dati legati alla mortalita negli svezzamenti
di un’azienda suinicola a ciclo chiuso, precedenti e successivi alla migrazione da banda
bisettimanale a quella pentasettimanale. I motivi della scelta erano stati dettati dal tentativo
di sovvertire le drammatiche perdite degli svezzamenti dove, ogni intervento implementato,
sembrava risultare vano.

MATERIALI E METODI

Struttura

L’azienda agricola oggetto dello studio, si trova ubicata nella Pianura Padana, e si dedica
all’allevamento di suini destinati alla produzione del prosciutto di Parma DOP. Si tratta di un
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allevamento convenzionale a ciclo semi-chiuso non in grado di completare sia lo svezzamento
che I’ingrasso di tutta la produzione. Quest’ultima, infatti, viene perfezionata in parte in uno
svezzamento ed in parte in un ingrasso delocalizzati rispettivamente a 11 e 36 chilometri di
distanza da sito principale oggetto dello studio. I dati dei siti esterni non sono stati inclusi
nel presente lavoro viste le enormi ed imponderabili variabili connesse. L’azienda aveva una
consistenza numerica di circa 800 scrofe di genetica ibrida olandese con rimonta esterna,
accasata con frequenza bimestrale in una struttura vicina, ma esterna all’azienda distante circa
100 metri dalla gestazione. Sono inoltre presenti 2500 svezzati, 2000 magroni e 3500 grassi
circa. La consistenza del personale ¢ di 7 dipendenti, 4 sulle scrofe e 3 per lo svezzamento-
ingrasso. Il giro delle scrofe dallo svezzamento al parto successivo segue un regolare flusso
di movimentazione ottemperante delle normative vigenti in tema di benessere e biosicurezza.
L’alimentazione del sito ¢ garantita da un mangimificio aziendale in grado di soddisfare tutte
le necessita del processo produttivo e, mentre in gestazione 1’alimento ¢ fornito con impianto
a bagnato, in sala parto tutto ¢ manuale con due pasti giornalieri. Le curve di ingestione sono
fornite dalla casa genetica e periodicamente monitorate dai consulenti del fornitore dei nuclei
integrati.

Management dell’azienda

Al momento della scelta aziendale di migrare verso la banda pentasettimanale, I’azienda
si trovava in una gestione a bande bisettimanali definita internamente “alla belga” per il
particolare meccanismo di svezzamento ben presente in questo paese. Infatti, tutti gli
eventi zootecnici, quali svezzamento, fecondazioni e parti erano suddivisi all’interno di due
settimane, come canonicamente definito da questa banda, ma lo svezzamento veniva slittato
in avanti di 3-4 giorni al termine di ogni ciclo di interparto per permettere di allungare il
periodo di permanenza dei suinetti sottoscrofa (23 giorni di media) al fine di garantirsi un loro
maggior peso allo svezzamento. Si verificava pertanto che, per quattro mesi lo svezzamento
avvenisse al giovedi e per i quattro mesi successivi lo svezzamento fosse di lunedi e cosi via.

Stato sanitario e trattamenti

Lo stato sanitario del sito ¢ definibile di basso profilo: Influenza, PRRSv e Circovirus di tipo 2
(PCV2) positivo, APP Biotipo 1 sierotipo 9 positivo, Streptococcus suis sierotipi 2 e 9 positivo,
Haemophilus parasuis positivo, Lawsonia intracellularis, Brachispira hyodisenteriae e
Salmonella choleraesuis positivo, Rotavirus tipo A ed Eschierichia coli ETEC (F4 ed F18)
positivo. Il piano di vaccinazione sulle scrofe gestanti prevedeva: Influenza, con tre antigeni,
Streptococcus suis (sierotipi 2 ¢ 9) ed Haemophilus parasuis stabulogeno (a 80-90 giorni).
Per le scrofette gestanti, oltre al piano previsto per le scrofe si effettuava una vaccinazione
contestuale per Rotavirus (Scourguard 3 in deroga dal bovino) e per E. coli e Clostridi (a 70-
80 giorni). A queste vaccinazioni venivano aggiunte le vaccinazioni periodiche dell’intera
mandria per PRRS ogni 3 mesi e per PCV2 ogni 6 mesi. In sala parto il piano vaccinale di
scrofe e scrofette prevedeva un richiamo trivalente per Mal rossino, Parvovirus e Leptospira.
Tutto il panel delle vaccinazioni sui riproduttori veniva realizzato per via intramuscolare ad
eccezione del PCV2 per via intradermica.

Per i suinetti in sala parto la time line dei trattamenti prevedeva: manipolazione entro 3-5
giorni dalla nascita con castrazione, taglio coda e somministrazione per via parenterale di
ferro e antibiotico; a 10-14 giorni dalla nascita ulteriore somministrazione di ferro e vaccino
PRRSv; infine all’operazione di timbratura delle cosce (come da disciplinare per la DOP
del Prosciutto di Parma) veniva effettuata la vaccinazione combinata per Circovirus di tipo
2, Mycoplasma hyopneumoniae e Lawsonia intracellularis (fra 1 18 ed 1 20 giorni). In sede
di accrescimento venivano effettuate una vaccinazione con tossoide per APP e micoplasma,
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attorno all’ottava settimana post svezzamento con richiamo tre settimane dopo del solo APP.
Nel febbraio del 2022 ¢ stata confermata la diagnosi di PCV2 in magronaggio e pertanto
¢ stata introdotta una seconda vaccinazione con PCV2 attorno alla settima settimana post
svezzamento associandola con il micoplasma e slittando all’inizio della nona settimana il
piano di vaccinazione dell’APP. Diversi tentativi sono anche stati condotti abbinando la
vaccinazione della PRRSv e dello Streptococcus suis nella prima settimana post svezzamento.

Processo di migrazione in banda pentasettimanale

La migrazione da banda bisettimanale a pentasettimanale sulle scrofe ¢ avvenuta a partire
dal 21 novembre 2022 (giorno di inseminazione della prima banda), ed ¢ stata resa possibile
sia attraverso I’uso del management (ritardato svezzamento delle scrofe, salto calore allo
svezzamento) che attraverso il fondamentale impiego di presidi ormonali (progestinico,
gonadotropine e prostaglandine). L’uso degli ormoni per controllare il ciclo estrale, ed in
particolare quelli in grado di sincronizzare gli estri, rendono infatti il passaggio pitu semplice
da realizzare (Corezzolla et al., 2020).

Per effettuare una migrazione da un sistema a bande all’altro ¢ stato necessario aver pianificato
tutti gli eventi dell’azienda. Il punto di partenza ¢ stato pertanto I’analisi del pig flow (flusso
dei suini), ritenuto il punto chiave della gestione di qualsiasi azienda di suini e di scrofe in
particolare. Nelle fasi di transizione da un sistema di banda ad un altro, & necessario gestire
un altro strumento, chiamato convenzionalmente “rullo” a causa delle sue caratteristiche. Si
tratta infatti di una striscia di carta che viene facilmente arrotolata su di sé (da cui rullo) e
sulla quale ¢ possibile rappresentare e pianificare gli eventi aziendali. Con questo strumento,
partendo dai dati del pig flow, ¢ stato possibile costruire con una certa precisione le varie
bande. Inoltre, ¢ possibile calendarizzare tutti gli interventi ormonali, nonché gli eventi
manageriali, necessari per la migrazione da una banda all’altra. La compilazione del rullo
richiede competenze superiori rispetto a quelle del pig flow ed inoltre, ’esperienza ha
insegnato che per la transizione verso nuove bande, i calcoli non possono essere fatti per
tutte le bande nella fase iniziale della pianificazione, ma massimo due bande per volta. Il
processo di migrazione si € concluso 1’8 marzo 2023 con la inseminazione della quarta ed
ultima banda.

Raccolta dati

Dal 13 gennaio del 2022, sono stati raccolti i dati della mortalita nello svezzamento, scarti
esclusi, di ciascuna banda bisettimanale svezzata. A partire dal 10 di aprile, sono state inse-
rite, con lo stesso criterio, le bande svezzate in pentasettimanale (Tabella 1). Talune date di
svezzamento della banda bisettimanale non sono consequenziali poiché fanno riferimento a
quei lotti di svezzamento che venivano inviati al sito due esterno, non incluso nello studio.
Cosi come alcune svezzate in pentasettimanale, presentano un ridotto numero di svezzati
rispetto alle altre visto che una parte della svezzata, veniva dirottata verso lo stesso sito due
esterno di cui sopra. La data del 10 aprile 2023 corrisponde alla data di svezzamento della
prima banda pentasettimanale e vale la pena ricordare, che la data del 21 novembre 2022
coincide con la inseminazione della prima banda pentasettimanale.

Analisi statistica

Con il fine di fornire informazioni utili sull’esistenza di differenze sulle mortalita prima
e dopo del passaggio in banda pentasettimanale, sono stati applicati i grafici di controllo
statistico di processo (SPC) suggeriti da Scollo et al. (2022), in un’ottica di zootecnica di
precisione (Precision Livestock Farming PLF) (Garcia R. et al., 2020).

Creazione dei Grafici
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Observation in SPC DATA SVEZZAMENTO  ENTRATI DATA USCITA N. MORTI N.USCITI Mortalita In Svezzamento
Obs1 13/06/2022 802 01/08/2022 106 696 13,22%
Obs 2 27/06/2022 728 15/08/2022 39 689 5,36%
Obs 3 11/07/2022 590 29/08/2022 88 502 14,92%
Obs 4 11/08/2022 664 29/09/2022 178 4806 26,81%
Obs 5 25/08/2022 /52 13/10/2022 196 556 26,06%
Obs 6 08/09/2022 688 27/10/2022 128 560 18,60%
Obs7 06/10/2022 609 24/11/2022 160 449 26,27%
Obs 8 20/10/2022 663 08/12/2022 110 553 16,59%
Obs 9 03/11/2022 590 20/01/2023 178 412 30,17%
Obs 10 1//11/2022 580 11/01/2023 113 16/ 19,18%
Obs 11 19/12/2022 530 06/02/2023 105 425 19,81%
Obs 12 02/01/2023 645 23/02/2023 25 620 3,88%
Obs 13 16/01/2023 620 09/03/2023 8 612 1,29%
Obs 14 27/01/2023 620 24/03/2023 16 604 2,58%
Obs 15 02/03/2023 /10 26/04/2023 9/ 643 13,11%
Totale 9821 1547 8274 15,75%
Obs 16 10/04/2023 1455  06/06/2023 98 1357 6,7%
Obs 17 15/05/2023 1176 14/07/2023 87 1089 7,4%
Obs 18 19/06/2023 1611 18/08/2023 112 1199 7,0%
Obs 19 24/07/2023 435 19/09/2023 79 356 18,2%
Obs 20 04/09/2023 1496 31/10/2023 100 1396 6,7%
Obs 21 09/10/2023 1007  01/12/2023 108 899 10,7%
Obs 22 13/11/2023 1097 19/01/2023 107 990 9,8%
Totale 8277 691 7586 8,3%

Tabella 1: Andamento delle mortalita nello svezzamento prima ¢ dopo il passaggio in banda
pentasettimanale. Obs. Indicano il susseguirsi delle osservazioni dell analisi statistica.

Table 1: Mortality trend in weaning before and after the transition to the five-week batch
farrowing system. Obs. indicate the succession of observations of the statistical analysis.

I dati sulla mortalita per ogni lotto sono stati inseriti in un foglio Excel. I grafici SPS sono
stati creati utilizzando il programma XLTAT. 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 (individual charts).

Il grafico individuale mostra misurazioni del singolo lotto. La linea centrale (Center Line,
CL) rappresenta la media dei valori utilizzati per il calcolo dei limiti di controllo. I limiti
superiori di allerta (Upper Control Limits, UCL) e i limiti inferiori (Lower Control Limits,
LCL) sono stati calcolati utilizzando tre deviazioni standard. Altri due limiti intermedi sono
stati creati utilizzando una (linea C) e due (linea B) deviazioni standard. Il superamento di
UCL e LCL indica che il processo sta cambiando ¢ necessita di attenzione (segnali di allerta):
il processo ¢ stato considerato drasticamente fuori controllo.

11 software etichetta i punti rilevanti con il numero del test che segnala ’evidenza di una
variazione per causa speciale. La mortalita media (%) durante ciascuno dei periodi ¢ stata
calcolata attraverso un’analisi descrittiva.

Sono stati eseguiti tutti gli otto test per cause speciali di variabilita disponibili nel software
statistico ed elencati qui di seguito:
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Test 1: 1 punto oltre 3 deviazioni standard (fuori dal segnale di controllo)

Test 2: 9 punti successivi sullo stesso lato (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 di svezzamento oggetto dello studio sono stati raccolti
per 22 bande di svezzamento, 15 relative alla banda bisettimanale e 7 relative alla banda
pentasettimanale. La media della mortalita negli svezzamenti era del 15,75% in banda
bisettimanale passando poi all’8,30% una volta migrati a banda pentasettimanale.

La Figura 1 mostra il grafico SPC dove le 22 osservazioni ottenute sono state utilizzate per
impostare la linea centrale di processo (CL) e i limiti di controllo superiore (UCL) ed inferiore
(LCL) al superamento dei quali il processo ¢ stato considerato drasticamente fuori controllo
come nel caso del test 1 (obs 9). Il test 2 da un segnale di allerta, dal momento che lo scostamento
dal CL ¢ costante con ben il 44,4% delle osservazioni (4/9) oltre le due deviazioni standard.
Il test 3 conferma un allarme, ma verso la direzione opposta rispetto al CL, indicando una
variazione. Il test 5 mette in evidenza due osservazioni consecutive nello stesso lato del grafico,
con oltre due deviazioni standard (obs 13 e 14) cosi come il test 6 evidenzia 4 osservazioni
oltre una deviazione standard su 5 consecutive (obs da 12 a 16), confermando un allarme indice
di una forte inversione di tendenza rispetto al precedente andamento sulla CL. Vale la pena
sottolineare che la vera differenza fra i due processi, sia evidenziabile gia a partire dall’obs 12.
La frequenza dei segnali fuori controllo nella prima parte del grafico (obs 1 fino ad obs 11),
sono stati pari ad 1 (9%) mentre nella seconda parte, a partire dall’obs 12 fino alla 22 sono stati
dello 0%. 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).

X Individual chart

OGis) Ommd  Oia3 O O Otsl  Oiwd Ol0 Obell Obsl) Obel) Oisld Oisld Obsld Oini? Okl  Otsly O

Quservenons

Value Q UL ——-Clowerbound — — —CUpperbound
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Figura 1. Grafico X individual chart per la mortalita nello svezzamento prima e dopo il
passaggio da banda bisettimanale a banda pentasettimanale. Linea centrale di processo (LC,
linea rossa), limiti di allerta superiore ed inferiore (UCL ed LCL, linee verdi chiare) calcolati
per tre deviazioni standard. Altri due limiti intermedi sono stati creati utilizzando una (linea
C verde tratteggiata CLb e CUD) e due (linea B verde scura BLb e BUb) deviazioni standard.
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Figure 1: X individual chart for weaning mortality before and after the transition from the
bi-weekly band to the five-week band. Process center line (LC, red line), upper and lower
alert limits (UCL and LCL, light green lines) calculated for three standard deviations. Two
more intermediate boundaries were created using one (dashed green C line CLb and CUb)
and two (dark green B line BLb and BUb) standard deviations.

DISCUSSIONE

La situazione sanitaria piuttosto precaria degli svezzamenti aveva gettato in un profondo
stato di sconforto tutto il gruppo di lavoro, proprieta in primis. Inoltre, nonostante numerosi
interventi sui piani vaccinali, piuttosto che sui trattamenti medicamentosi, niente sembrava
sortire effetti promettenti. Pertanto, si ¢ deciso di affrontare un processo radicale e di grande
impatto sulla gestione dei flussi come il passaggio alla banda pentasettimanale.

I dati relativi alla mortalita nel sito di svezzamento oggetto dello studio sono stati raccolti
per 22 bande di svezzamento (Tabella 1), 15 relative alla banda bisettimanale e 7 relative
alla banda pentasettimanale. La media della mortalita negli svezzamenti era del 15,75% in
banda bisettimanale passando poi all’8,30% una volta migrati a banda pentasettimanale. I
risultati dell’analisi SPC mettono in evidenza una differenza significativa legata al passaggio
da un sistema all’altro di banda, confermando che la migrazione a banda pentasettimanale
ha apportato un decisivo miglioramento sulla mortalita dei suinetti in svezzamento. I dati
del grafico evidenziano pero che il miglioramento sulla mortalita dello svezzamento, ¢ gia
significativamente apprezzabile dall’obs. 12 ovvero dalla svezzata del 02 gennaio 2023 e
non come ci attendavamo dalla svezzata del 10 aprile 2023 (obs. 16). In effetti, accorpando
le perdite delle svezzate legate alle obs. 12, 13, 14 e 15, ancora in banda bisettimanale a
quelle successive della banda pentasettimanale vera e propria, le percentuali legate alle
perdite dei due gruppi cambierebbero enormemente passando dal 15.75% ad un 19.75% per
il gruppo della banda bisettimanale, e da un 8.30% ad un 7.90% per il gruppo della banda
pentasettimanale ampliando ulteriormente la forbice. Il motivo di tale risultato potrebbe
essere imputabile alla drastica riduzione della movimentazione delle scrofe gestanti avvenuta
sin dalle prime settimane gia precedenti al 21 novembre 2022 (data dell’inseminazione della
prima banda pentasettimanale). Vale la pena ricordare infatti che, con il fine di costituire le
bande piu grosse, a partire dalla svezzata del 03 novembre, le scrofe venivano tenute sotto
trattamento progestinico, per sincronizzarne 1’estro con la svezzata del 17 novembre 2022
(da cui I’inseminazione il 21 novembre) cosa che ne ha impedito 1’usuale spostamento verso
i box gestazione nei tempi previsti dalla banda bisettimanale. Questa ipotesi confermerebbe
quanto sostenuto da Mekerke e Leneveu (2006) dove, la rigorosa separazione dei gruppi in
un sistema quadrisettimanale e pentasettimanale, consente di avere solo un lotto di scrofe
in sala parto, migliorando cosi le condizioni di salute e dell’allevamento. Inoltre, con il
progressivo svuotamento dei box gestazione verso le sale parto, e un loro piu lento tempo di
riempimento, tipico della banda pentasettimanale, la fase di AIAO veniva meglio rispettata,
permettendo una migliore igienizzazione degli spazi, perfettamente in linea con quanto
evidenziato da Vangroenweghe et al. (2012). Certamente, 1’assenza di un tempo adeguato
a effettuare il vuoto sanitario, dovuto ad una veloce rotazione delle sale parto, era il limite
maggiore imposto dai tempi della precedente banda bisettimanale.

CONCLUSIONI

Tutti ormai conoscono buona parte dei meccanismi che regolano i sistemi in banda, ma non
tutti colgono I’essenza dei vantaggi sanitari che apportano. L’aspetto che sembra contare molto
¢ che il numero dei trasferimenti degli animali, dalle scrofe ai suinetti, si riduce drasticamente
interferendo cosi, in modo importante, con la gestione dei flussi e quindi con la “struttura di
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contatto”. Inoltre, ogni attivita zootecnica viene dilatata nel tempo, ad esempio ogni 2, 3,4, 5 o
7 settimane in concomitanza con gli intervalli settimanali tipici di ciascun sistema di banda. Gia
partendo dalle scrofe, possiamo contare su lotti pitt numerosi e pitl 0 meno aventi tutti gli stessi
giorni di gestazione. E possibile anche rendersi conto di un effetto banda, ovvero di eventi che
con ciclicita si ripetono all’interno dello stesso gruppo di animali, anche al ciclo successivo, quasi
come renderli un piccolo allevamento all’interno dell’allevamento stesso. Davvero importanti
sono poi i vantaggi ottenuti all’interno della sala parto e, due su tutti meritano attenzione: il primo
¢ Pomogeneita dell’eta dei suinetti (tutti fratelli), ed il secondo punto ¢ relativo a una diversa
gestione del tempo, che permette di lavorare con un maggior livello di biosicurezza interna.
Questo concetto legato al tempo risulta davvero fondamentale anche per gli svezzamenti. Con il
susseguirsi settimanale delle svezzate, 1 virus (soprattutto la PRRSv) ed i batteri mantengono una
certa virulenza, proprio perché possono passare da un lotto di suinetti svezzato all’altro nel pieno
della loro fase di replicazione (fase iniziale dell’infezione). Dal momento in cui passassero piu
settimane fra uno svezzamento e I’altro, i microrganismi incontrerebbero il lotto dei suinetti della
svezzata successiva in una fase diversa della loro curva di infezione avendo effetti verosimilmente
diversi.

Alcune obiezioni sulle bande potrebbero arrivare in merito alla possibile riduzione della
produzione che queste conversioni, partendo da una banda settimanale, potrebbero apportare.
Tuttavia, sebbene questo sia vero solo per la banda trisettimanale, il punto dovrebbe essere un altro.
1l passaggio in bande plurisettimanali, infatti, non deve essere visto come un sistema definitivo in
cui convertire I’azienda, ma come uno strumento terapeutico né pitt ¢ né meno di una medicina,
proprio laddove la medicina fino ad oggi sembra avere ottenuto pochi risultati. Questo concetto fa
si che una volta guariti dalla malattia, si potrebbe ritornare ai precedenti sistemi di lavoro.

I vari microrganismi, ed il virus della PRRS in modo particolare, hanno trovato nel management
delle nostre aziende, il sistema per rimanere endemici. Ecco perché dobbiamo agire direttamente
sul loro terreno, ragionando come loro, quindi a livello manageriale. Viene da sé che le bande,
oltre che la biosicurezza, siano due strumenti estremamente interessanti per il controllo della
sanita, proprio per le forti implicazioni manageriali che hanno.
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Riassunto

In questo studio ¢ stato valutato se e come ’applicazione di un sintetico del feromone ma-
terno suino (PAP) avesse I’effetto nel diminuire i comportamenti sociali negativi, le lesioni
cutanee e le zoppie delle scrofe al rimescolamento e i comportamenti negativi, la mortalita e
la morsicatura della coda dei suinetti nel post svezzamento. In un allevamento a ciclo aperto
sono stati selezionati due gruppi (trattato e controllo) sia nel sito 1 (scrofe) che nel sito 2
(svezzamento). I1 PAP in forma spray ¢ stato applicato 5 ore prima del rimescolamento delle
scrofe, mentre il PAP in diffusori ¢ stato posizionato nella gestazione 24 ore prima dell’in-
gresso delle scrofe gestanti. Nel gruppo trattato dei suinetti il PAP in forma di diffusore ¢
stato posizionato 24 ore prima dell’ingresso degli animali. L’utilizzo del PAP nel gruppo
scrofe trattato ha portato a una diminuzione dei comportamenti negativi al giorno 1 (P<0,05),
delle zoppie ¢ delle lesioni cutanee ai giorni 3 e 5 (P<0,05). Nei suinetti 1’utilizzo del PAP
ha indotto una riduzione dei comportamenti negativi nelle prime 24 ore post svezzamento
(P<0,05) e di morsicatura della coda ai giorni 21 e 28 (P<0,05). Non c’¢ stato effetto sulla
mortalita. In conclusione, 1’utilizzo dei PAP puo essere un valido strumento per ridurre i
comportamenti negativi, I’aggressivita e il cannibalismo al rimescolamento delle scrofe e nel
post svezzamento.

Abstract

In this study, it was evaluated whether and how the application of a synthetic maternal por-
cine pheromone (PAP) had the effect in decreasing negative social behaviors, skin lesions
and lameness of sows at shuffling and negative behaviors, mortality and tail biting of piglets
in the post-weaning period. In an open-cycle farm, two groups (treated and control) were
selected at both site 1 (sows) and site 2 (weaning). PAP in spray form was applied 5 hours
before sow mixing, while PAP in diffusers was placed in gestation 24 hours before the entry
of pregnant sows. In the treated piglet group, the PAP in the form of a diffuser was placed 24
hours before the animals entered. The use of PAP in the treated sow group led to a decrease
in negative behaviors at day 1 (P<0.05), lameness and skin lesions at days 3 and 5 (P<0.05).
In piglets, the use of PAP induced a reduction in negative behaviors in the first 24 hours
after weaning (P<0.05) and tail biting at days 21 and 28 (P<0.05). There was no effect on
mortality. In conclusion, the use of PAPs can be a valuable tool to reduce negative behaviors,
aggression and cannibalism at sow shuffling and post-weaning.
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INTRODUZIONE

Il benessere nell’allevamento suino & uno degli obbiettivi principali della legislazione attuale
e quindi della gestione moderna. Le recenti normative sul divieto del taglio della coda e sulla
gestione della scrofa gestante in gruppo hanno imposto modifiche sostanziali all’allevamento
intensivo suino.

La morsicatura della coda ¢ oggi percepita come uno dei problemi principali, in particolare
nelle fasi di svezzamento e magronaggio, con conseguenze gravi sulla mortalita e sulla qua-
lita della carcassa [1]. Ugualmente 1’aggressivita tra scrofe al rimescolamento rappresenta
un grave rischio non solo per la sopravvivenza degli animali, ma anche per il mantenimento
della gravidanza [2].

I suini hanno un sistema olfattivo altamente sviluppato [3] e I’importanza dei feromoni per il
raggiungimento della puberta [4], e la ricettivita dell’accoppiamento [5] sono ben noti. Anche
durante I’allattamento i feromoni svolgono un ruolo fondamentale nella regolazione dell’at-
taccamento del neonato alla madre [6]. Tutti i mammiferi in lattazione secernono dalla cute
del capezzolo particolari feromoni che calmano e trasmettono sicurezza ai piccoli [6]. Tali
feromoni sono stati chiamati feromoni di appagamento o apaisine [6]. Le apaisine presentano
la stessa struttura chimica: tre acidi grassi sempre nello stesso ordine (acido oleico, acido pal-
mitico e acido linolenico) [6]. I feromoni appaganti materni (AP appeasing pheromones) si
sono dimostrati molto efficaci in altre specie, come quella canina, per la gestione dello stress
e come strumenti per migliorare il benessere animale [7]. Lo scopo di questo studio ¢ stato
quindi quello di valutare come I’utilizzo di analoghi dei feromoni appaganti materni suini
(PAP) possa migliorare il benessere nei due momenti piu critici (svezzamento e rimescola-
mento delle scrofe) in un allevamento intensivo a ciclo aperto convenzionale.

MATERIALI E METODI
I dati sono stati raccolti presso una scrofaia di 735 scrofe in provincia di Brescia; per la rac-
colta dei dati non sono state utilizzate procedure invasive per gli animali.

Analogo sintetico del feromone appagante materno. I diffusori (Securepig® IRSEA, Quar-
tier Salignan France) sono costituiti da gelatina composta da acqua (>90%), tensioattivo
non ionico (4%) a gomma gel (3%) e principio attivo PAP (2%). I componenti attivi del
blocco PAP sono: metile caprilato, metile laurato, metile miristato, metile palmitato, metile
linoleato, metile oleato. Il peso totale dei diffusori ¢ 150g. Lo spray (Securepig® FLASH
IRSEA, Quartier Salignan France) ¢ costituito da una soluzione acquosa (>90%) e principio
attivoPAP (2%). 1l peso totale ¢ 1kg.

Le scrofe: gruppo trattato. Sono state svezzate dai propri suinetti 28 scrofe di diversi ordini
di parto (0-6) (ibridio commerciale Topigs x Goland) e sono state stabulate in gabbia singola.
Dopo 5 giorni dallo svezzamento le scrofe hanno ricevuto 2 inseminazioni a distanza di 24 ore
I’una dall’altra. II giorno dopo la seconda inseminazione le scrofe sono state spostate nel grup-
po gestazione ed ¢ iniziata la fase sperimentale. La razione delle scrofe ¢ stata distribuita tramite
autoalimentatori 2 volte al giorno e I’accesso all’acqua era ad libitum attraverso 35 abbeveratoi.

Le scrofe: gruppo controllo. La settimana successiva sono state svezzate altre 43 scrofe
anche esse stabulate in gabbia singola. Dopo 5 giorni dallo svezzamento le scrofe hanno rice-
vuto 2 inseminazioni a distanza di 24 ore 1’una dall’altra. Il giorno dopo la seconda insemi-
nazione le scrofe sono state spostate nel gruppo gestazione ed ¢ iniziata la fase sperimentale.
La razione delle scrofe ¢ stata distribuita tramite autoalimentatori 2 volte al giorno e I’accesso
all’acqua era ad libitum attraverso 35 abbeveratoi.
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Stabulazione e trattamento. L’esperimento ¢ stato svolto all’interno di una gestazione di-
namica, in un gruppo di circa 400 scrofe, di forma rettangolare con una superficie di 540 m?.
Ventiquattro ore prima dell’ingresso in gestazione del gruppo trattato sono stati istallati i dif-
fusori contenenti sintetici dei feromoni appaganti materni suini (Securepig® IRSEA, Quartier
Salignan France). I diffusori sono stati appesi a 1,5 m da terra, 1 ogni 25 m?, lontano dalla
ventilazione per garantire la permanenza del trattamento all’interno della stanza. Inoltre ogni
scrofa del gruppo trattato, 6 ore prima dell’ingresso in gestazione ¢ stata trattata con Sml di
soluzione al 2% di sintetici dei feromoni appaganti materni suini (Securepig® FLASH IR-
SEA, Quartier Salignan France) applicata tra le scapole.

Disegno sperimentale. Per la valutazione del benessere sono stati osservati e misurati:

- lesioni cutanee;

- zoppie;

- comportamento;

Secondo le indicazioni dell’ Animal Welfare Protocol. Tutte le osservazioni sono state fatte
in cieco.

Le scrofe sono state identificate e segnate con numeri da 1 a 28 sulla schiena utilizzando del
gesso di color blu per il gruppo trattato e con numeri da 1 a 43 con gesso di colore rosso per il
gruppo controllo. Il giorno -1 le scrofe sono state valutate in base al livello di lesioni cutanee
e zoppie. Il giorno 0 le scrofe sono state rimescolate nel gruppo gestazione. Il comportamento
¢ stato valutato tramite osservazione diretta degli animali per 15 minuti il giorno 0, 1,3 e 5
post rimescolamento. Nei giorni 0, 1, 3 e 5 sono stati valutati anche lesioni cutanee e zoppie.
Al giorno 5 i diffusori sono stati rimossi dal gruppo gestazione, le finestre sono state aperte ed
¢ stata aumentata la ventilazione per garantire la totale rimozione del trattamento. Al giorno
7 sono stati inseriti nello stesso ambiente gli animali del gruppo controllo i quali sono stati
valutati allo stesso modo del gruppo trattato.

Valutazione del comportamento. Il comportamento ¢ stato valutato attraverso 1’osservazio-
ne diretta degli animali per 15 minuti i giorni 0, 1, 3 e 5. I comportamenti sono stati classifi-
cati in: comportamenti positivi (esplorazione dell’ambiente, annusare, interazione sociale),
comportamenti negativi (mordere, aggredire e spingere con forza) e comportamenti neutri
(bere, mangiare, dormire, defecare e urinare).

Lesioni cutanee. Sono state valutate le lesioni cutanee per ogni singola scrofa nei giorni 0,

1, 3 e 5. Per le lesioni ¢ stato considerato solo un lato dell’animale diviso in 5 aree: orecchie,

spalle e testa, da dietro le spalle alle anche, le cosce e gli arti. Ogni area ¢ stata classificata in:

A) nessuna lesione o al massimo 4 lesioni, B) da 5 a 10 lesioni e C) da 11 a 15 lesioni. Infine

a ogni scrofa ¢ stato dato un punteggio: 0) se tutte le aree del corpo avevano ricevuto classi-

ficazione A; 1) se alcune aree del corpo avevano ricevuto classificazione B o al massimo una

regione con classificazione C; 2) se 2 o piu aree del corpo avevano ricevuto classificazione

C o se un’area presentava piu di 15 lesioni. Le lesioni sono state standardizzate nel seguente

modo:

- un graffio pit lungo di 2cm ¢ stato considerato 1 lesione, due graffi paralleli con 0,5cm di
distanza I’uno dall’altro sono stati considerati come 1 lesione;

- una ferita inferiore ai 2 cm ¢ stata considerata come 1 lesione;

- una ferita sanguinante lunga dai 2cm ai 5cm o una ferita in stato di guarigione piu lunga di
5 cm sono state considerate come 5 lesioni;

- una ferita profonda e aperta piu lunga di Scm ¢ stata considerata come 16 lesioni.
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Zoppie. Le zoppie sono state valutate per ogni scrofa nei giorni 0, 1, 3 e 5. Sono state classi-
ficate, dopo aver percorso camminando almeno 20 m, in:
0) assenza di zoppia o movimenti lievemente compromessi;
1) presenza di zoppia, con appoggio del peso sull’arto leso
2) zoppia grave con incapacita di distribuire il peso sull’arto leso o animale
incapace di alzarsi.

I suinetti. I suinetti sono stati svezzati a circa 28 giorni di eta e divisi in box da circa 20 posti
ciascuno. Sono stati svezzati suinetti provenienti da 60 scrofe, seguendo 1’ordinario manage-
ment aziendale. Ogni box ha dimensioni di 15 m? Ogni box ¢ separato da ringhiere in metal-
lo, il pavimento ¢ in plastica fessurato con fessure di 14 mm. La temperatura era controllata
e mantenuta a circa 28.5 °C la prima settimana di svezzamento e poi diminuita gradualmente
in relazione al peso e all’eta dei suinetti. In ogni box 1’acqua ¢ distribuita tramite succhiotti
singoli (2 per box, con vaschetta-raccoglitore di acqua sotto ogni succhiotto) e 1’alimento
distribuito ad libitum in appositi alimentatori.

Stabulazione e trattamento. Per questo esperimento sono state utilizzate 2 stanze identiche
per lo svezzamento. Ogni stanza comprendeva 16 box di 15 m? dove i suinetti sono stati sta-
bulati per le 5 settimane di svezzamento. Una stanza ¢ stata adibita al trattamento e I’altra al
gruppo controllo. Nella stanza adibita al trattamento, 24 ore prima dell’ingresso degli animali
sono stati applicati 10 diffusori contenenti sintetici dei feromoni appaganti materni suini
(Securepig® IRSEA, Quartier Salignan France). I diffusori sono stati appesi a 1,5m da terra 1
ogni 25 m? lontano dalla ventilazione per garantire la permanenza del trattamento all’interno
della stanza.

Disegno sperimentale. I suinetti sono stati valutati al giorno 0, 7, 14, 21 e 28 per quanto
riguarda il comportamento sociale, la morsicatura della coda e la mortalita secondo le indica-
zioni del Animal Welfare Protocol. Tutte le valutazioni sono state eseguite in cieco.

Valutazione del comportamento. Il comportamento ¢ stato valutato tramite osservazione
diretta degli animali per 15 minuti, lontano dai pasti, al momento dell’ingresso nel sito di
svezzamento, dopo 6 ore ¢ dopo 24 ore. I comportamenti sono stati classificati in: compor-
tamenti positivi (esplorazione dell’ambiente, annusare, interazione sociale), comportamenti
negativi (mordere, aggredire e spingere con forza) e comportamenti neutri (bere, mangiare,
dormire, defecare e urinare).

Morsicatura della coda. La morsicatura della coda ¢ stata valutata nei giorni 0, 7, 14, 21, 28
dall’ingresso dei suinetti nel sito di svezzamento. Gli animali sono stati classificati in:

0) nessuna evidenza di morsicatura della coda o presenza di morsi superficiali sulla lunghez-
za della coda in assenza di sanguinamento;

2) sangue fresco visibile sulla coda, presenza di rigonfiamenti e infezioni, perdita di parte del
tessuto e formazione di crosta.

Mortalita. La mortalita ¢ stata valutata al giorno 28. Sono stati presi in considerazione il
numero di animali inseriti in ogni box al momento dello svezzamento e il numero di animali
trovati morti (gli abbattimenti non sono stati presi in considerazione) nell’arco dei primi 28
giorni di svezzamento. Per calcolare la percentuale di animali morti ¢ stata applicata la se-
guente formula: (n° animali morti per box / n® animali per box)*100.
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Analisi statistica. L’analisi statistica dei dati ¢ stata effettuata utilizzando il software
graphPad prism versione 6.01 for windows, GraphPad software, la Jolla California USA,
www.graphpad.com. Per ciascuno giorno di osservazione, per il confronto tra il gruppo dei
trattati ed il gruppo di controllo, relativamente alla valutazione delle zoppie e delle lesioni
¢ stato utilizzato il test di Man Whitney; mentre per la valutazione delle attivitd compor-
tamentali di scrofe e suinetti, della mortalita dei suinetti e della morsicatura della coda dei
suinetti, € stato utilizzato un Fisher’s exact test.

Per entrambi il valore di significativita di P ¢ stato fissato a 0,05. Nei casi in cui una delle
colonne dei comportamenti includesse solo valori 0, quel comportamento ¢ stato eliminato
dall’analisi.

RISULTATI

Dati comportamentali scrofe. Ai giorni 0, 1, 3 e 5 del trattamento sono stati valutati i
comportamenti negativi e positivi delle scrofe dei due gruppi. I comportamenti negativi nel
gruppo controllo a sono risultati significativamente (P<0,05) maggiori rispetto a quelli del
gruppo trattato al giorno 1 di trattamento, mentre non ¢ risultata una differenza significati-
va per quanto riguarda i giorni 3 e 5 di trattamento. (Tabella 1)

Gruppo trattato ‘ Gruppo controllo P-value
Comportamenti Comportamenti Comportamenti Comportamenti
negativi positivi negativi positivi
Giorno 0 0 0% 0 0% 3 7,14% 0 0% 0,2732
Giorno 1 0 0% 3 11,1% 7 16,6% 0 0% 0,0099
Giorno 3 1 3,7% 5 18,5% 3 7,14% 5 11,9% 0,4122
Giorno 5 0 0% 0 0% 3 7,14% 3 7,14% 0,0985

Tabella 1: Dati comportamentali (frequenza assoluta e percentuale) delle scrofe del grup-
po trattato (28 scrofe, una scrofa rimossa al giorno 1 per zoppia grave dovuta allo sposta-
mento) e del gruppo controllo (42 scrofe) ai diversi giorni di trattamento, divisi in compor-
tamenti negativi e positivi.

Table 1: Behavioral data (absolute frequency and percentage) of the sows of the treated
group (28 sows, one sow removed on day 1 for severe lameness due to displacement) and
of the control group (42 sows) on several days of treatment, divided into negative and posi-
tive behaviors.

Lesioni cutanee scrofe. Le lesioni cutanee sono state valutate ai giorni 0, 1, 3, e 5 di trat-
tamento. Le lotte per la formazione della gerarchia nel box dinamico sono state significa-
tivamente maggiori (P<0,05) nel gruppo controllo rispetto a quello trattato al giorno 3 e al
giorno 5 di trattamento (Tabella 2).
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Gruppo trattato Gruppo controllo P-value
Giorno 0 0 0% 0 0% 0,3857
Giorno 1 3 11,1% 12 28,6% 0,1348
Giorno 3 5 18,5% 20 47,6% 0,0165
Giorno 5 5 18,5% 23 54,7% <0,0001

Tabella 2: Lesioni cutanee (frequenza assoluta e percentuale) delle scrofe del gruppo trat-
tato (28 scrofe, una scrofa rimossa al giorno 1 per zoppia grave dovuta allo spostamento) e
del gruppo controllo (42 scrofe) ai diversi giorni di trattamento.

Table 2: Skin lesions (absolute and percentage frequency) of the sows of the treated group
(28 sows, one sow removed on day 1 for severe lameness due to displacement) and of the
control group (42 sows) on several days of treatment.

Zoppie scrofe. La valutazione delle zoppie ¢ stata effettuata ai giorni 0, 1, 3 e 5 di tratta-
mento. I dati ottenuti mostrano che le interazioni negative tra le scrofe del gruppo controllo
hanno portato a un significativo (P<0,05) aumento delle zoppie (soprattuto di livello 1),
rispetto al gruppo trattato in particolare al giorno 3 e 5 di trattamento (Tabella 3).

Gruppo trattato Gruppo controllo ‘ P-value
Giorno 0 1 3,6% 0 0% 0,4118
Giomno 1 1 3,7% 7 16,7% 0,1302
Giorno 3 2 7.4% 14 33,3% 0,0175
Giorno 5 2 7,4% 17 40,5% 0,0042

Tabella 3: Zoppie (frequenza assoluta e percentuale) delle scrofe del gruppo trattato (28
scrofe, una scrofa rimossa al giorno 1 per zoppia grave dovuta allo spostamento) e del
gruppo controllo (42 scrofe) ai diversi giorni di trattamento.

Table 3: Lame (absolute frequency and percentage) of the sows of the treated group (28
sows, one sow removed on day 1 for severe lameness due to displacement) and of the con-
trol group (42 sows) on several days of treatment.

Dati comportamentali suinetti. Sono stati valutati i comportamenti positivi e negativi dei
due gruppi di suinetti al momento del rimescolamento, dopo 6 ore e dopo 24 ore. I compor-
tamenti negativi nel gruppo controllo sono risultati significativamente (P<0,05) maggiori
rispetto a quelli del gruppo trattato. I comportamenti positivi sono stati maggiori sia al
momento del rimescolamento, si dopo 6 e 24 ore dal rimescolamento nel gruppo trattato
rispetto al gruppo controllo (Tabella 4).
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Gruppo trattato Gruppo controllo P-value
Componqmen Compoﬁgmenti Comporta}n}enti Compoﬁgmenti
ti negativi positivi negativi positivi
Rimescolament 9 2,7% 9 2,7% 36 10,1% 3 0,83% 0,0001
0
Dopo 6 ore 2 0,6% 39 11,8% 35 9,8% 14 3,9% <0,0001
Dopo 24 ore 4 1,2% 47 14,2% 16 4,5% 8 2,2% <0,0001

Tabella 4: Dati comportamentali (frequenza assoluta e percentuale) dei suinetti del gruppo trat-
tato (331 suinetti) e del gruppo controllo (358 suinetti) al momento del rimescolamento, dopo 6 ¢
dopo 24 ore, divisi in comportamenti negativi e positivi.

Table 4: Behavioral data (absolute frequency and percentage) of piglets in the treated group (331
piglets) and control group (358 piglets) at the time of shuffle, after 6 and after 24 hours, divided
into negative and positive behaviors.

Morsicatura della coda suinetti. E stato valutato il livello di morsicatura della coda nei due
gruppi di suinetti al giorno 0, 7, 14, 21 e 28. Nel gruppo trattato non vi sono stati fenomeni di
morsicatura della coda, nonostante ci fosse la presenza di necrosi della punta della coda, mentre
nel gruppo controllo il fenomeno della morsicatura ha iniziato a manifestarsi dal giorno 14 fino
al giorno 28. Vi ¢ stata una riduzione statisticamente significativa (P<0,05) del fenomeno della
morsicatura della coda al giorno 21 e al giorno 28 di trattamento (Tabella 5).

Gruppo trattato Gruppo controllo P-value
Giorno 0 0 0% 0 0% 1
Giorno 7 0 0% 0 0% 1
Giorno 14 0 0% 4 1,1% 0,1251
Giorno 21 0 0% 10 2,9% 0,002
Giorno 28 0 0% 12 3,5% <0,0001

Tabella 5: Morsicatura della coda (frequenza assoluta e percentuale) dei suinetti del gruppo trat-
tato (331 suinetti) e del gruppo controllo (358 suinetti fino al giorno 7, 350 al giorno 14, 347 al
giorno 21 e 344 al giorno 28 per mortalita) ai diversi giorni di trattamento.

Table 5: Tail biting (absolute and percentage) of piglets in the treated group (331 piglets) and con-
trol group (358 piglets up to day 7, 350 on day 14, 347 on day 21 and 344 on day 28 for mortality)
on the different days of treatment.

Mortalita suinetti. La mortalita ¢ stata valutata al giorno 28 di trattamento. Non sono stati presi in
considerazione gli animali abbattuti. I dati non sono risultati statisticamente significativi (Tabella 6).

Gruppo controllo P-value

Gruppo trattato

Mortalita 8 2,5% 14 3,9% 0,2868

Tabella 6: Mortalita (frequenza assoluta e percentuale) dei suinetti del gruppo trattato (331
suinetti) e del gruppo controllo (358 suinetti) al giorno 28 del trattamento.

Table 6: Mortality (absolute frequency and percentage) of piglets in the treated group (331
piglets) and control group (358 piglets) on day 28 of treatment.

176



DISCUSSIONE

L’applicazione del PAP tramite diffusore si ¢ dimostrata una via molto semplice ed efficace
per far fronte agli stati di stress prolungati, come il periodo post svezzamento, nell’ambito
dell’allevamento intensivo tradizionale. L’applicazione del PAP in forma spray invece ¢
risultata piu adatta a far fronte a momenti di stress piu puntuali come il rimescolamento
delle scrofe. Nell’allevamento in cui si € svolto questo studio le scrofe venivano inserite,
a seguito dell’inseminazione artificiale, all’interno di una gestazione dinamica. In questo
caso a causa del continuo inserimento di nuovi animali all’interno di un gruppo con una
numerosita elevata sono stati applicati anche dei diffusori all’interno della gestazione, oltre
all’applicazione dello spray sulle scrofe di nuovo inserimento. Infatti a differenza della
gestazione in box nella quale I’aggressivita ¢ piu presente i primi 5 giorni, ma va via via di-
minuendo con lo stabilirsi della gerarchia, nella gestazione dinamica 1’equilibrio gerarchico
¢ continuamente messo alla prova dall’inserimento settimanale di nuove scrofe gestanti.
Nonostante dai risultati sul comportamento delle scrofe si evidenzi una riduzione dei com-
portamenti negativi solo al giorno 1 dal rimescolamento, i dati raccolti indicano una signifi-
cativa riduzione delle lesioni cutanee ¢ delle zoppie al giorno 3 e al giorno 5 del trattamento.
Probabilmente questa mancanza di significativita statistica ¢ dovuta alla bassa numerosita
delle scrofe prese in considerazione in questo studio.

In generale, la diminuzione dell’aggressivita post rimescolamento conferma i dati di un pre-
cedente lavoro di K. Plush et al. 2015 [8] svolto pero in un sistema di gestazione tradizionale
(svezzamento e rimescolamento di piccoli gruppi di scrofe).

I dati ottenuti risultano anche piu rilevanti se si considera I’applicazione in un sistema di
gestazione dinamico nel quale 1’inserimento settimanale di scrofe induce un continuo rista-
bilirsi della gerarchia, con conseguente aggressivita. Infatti, a differenza della gestazione in
box nella quale I’aggressivita € piu presente i primi 5 giorni, ma va via via diminuendo con
lo stabilirsi della gerarchia, nella gestazione dinamica 1’equilibrio gerarchico ¢ continua-
mente messo alla prova dall>inserimento settimanale di nuove scrofe gestanti.

Per quanto riguarda i suinetti, i dati comportamentali raccolti nel post svezzamento indicano
una riduzione statisticamente significativa dei comportamenti negativi nel gruppo trattato
rispetto al gruppo controllo al momento del rimescolamento, dopo 6 ore e dopo 24 ore a
differenza di quanto riscontrato in un precedente lavoro di D. Temple et al. 2016 [9] dove
era stata dimostrata una riduzione dei comportamenti negativi solo nelle prime 6 ore post
svezzamento ma non dopo le 24 ore.

I dati sulla morsicatura della coda sono risultati statisticamente significativi al giorno 21
e 28 del trattamento. Infatti, nel gruppo trattato erano presenti degli animali con necrosi
della coda che perd non ha mai esitato in lesioni sanguinolente da morsicatura a differenza
del gruppo controllo. Questo dato risulta essere particolarmente rilevante visto il crescente
interesse verso il fenomeno della morsicatura della coda e le sue conseguenze sul benessere
degli animali. Infatti, il 10/02/2023 sono state introdotte delle novita legislative a livel-
lo europeo per quanto riguarda il taglio della coda. gli allevatori di suini che, in deroga,
intendono continuare temporancamente a detenere animali con coda tagliata sono tenuti,
oltre al rispetto dei requisiti del D. Lgs 122/2011 e del D. Lgs 146/2001 e alla presenza in
allevamento di almeno un gruppo a coda lunga, a individuare un percorso gestionale e/o
strutturale migliorativo delle condizioni di allevamento con particolare riferimento a quelle
finalizzate a prevenire i fenomeni di morsicatura della coda [10] con I’obbiettivo di detenere
in allevamento solo animali a coda integra.

Infine, i dati raccolti sulla mortalita dei suinetti al termine dei 28 giorni di trattamento non
¢ stata statisticamente rilevante.

E importante ricordare che, nonostante i risultati positivi ottenuti in questo studio dall’utiliz-
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zo dei PAP, la morsicatura della coda e I’aggressivita delle scrofe sono delle problematiche
multi fattoriali che dipendono da:

- fattori ambientali;

- fattori gestionali;

- presenza di patologie.

I feromoni, quindi, non sono da considerarsi come la soluzione in assoluto di questo tipo di
problematiche all’interno degli allevamenti intensivi tradizionali, ma come uno strumento
utile all’allevatore per migliorare il benessere dei propri animali.

CONCLUSIONI

Lo svezzamento e il rimescolamento delle scrofe in gestazione sono due dei momenti pit
critici per lo stress nell’allevamento suino moderno. Il nuovo quadro normativo impone
il divieto di taglio della coda nei suinetti e I’allevamento della scrofa gestante in gruppo.
Di conseguenza questi momenti gia di per sé stressanti per gli animali diventano anche
critici per quanto riguarda 1’aggressivita e le lesioni. I sintetici dei feromoni appaganti ma-
terni suini si sono confermati un valido strumento per la riduzione delle interazioni sociali
negative e dell’aggressivita nei suinetti in svezzamento e nelle scrofe gestanti. Ulteriori
studi sono necessari nella tipologia di allevamento italiana per valutare le ulteriori appli-
cazioni di questo prodotto.
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Riassunto

Una classificazione accurata delle lesioni polmonari in sede necroscopica ¢ essenziale per
impostare un iter diagnostico efficace, chiave del successo nella gestione e prevenzione della
malattia respiratoria negli allevamenti suinicoli. L’impiego di tecniche analitiche rapide e
non distruttive, come la spettroscopia nel vicino infrarosso (NIR), potrebbe rilevarsi utile a
perseguire tale obiettivo. Il presente studio ha indagato il potenziale della spettroscopia NIR nel
differenziare il tessuto polmonare suino normale, congesto e patologico, e nel distinguere tra loro
diversi modelli di flogosi polmonare, ovvero la broncopolmonite catarrale, la pleuropolmonite
fibrinosa, e la polmonite interstiziale. In totale sono stati analizzati 101 polmoni di suini svezzati
utilizzando uno spettrometro portatile, e gli spettri NIR acquisiti sono stati sottoposti ad analisi
statistica multivariata. I risultati ottenuti hanno evidenziato notevoli capacita di classificazione in
relazione ai diversi pattern di polmonite. E stata inoltre osservata unefficace discriminazione tra
tessuto polmonare normale e patologico, mentre sono emerse maggiori difficolta nel classificare
correttamente i campioni in preda a congestione polmonare. Questo studio dimostra il potenziale
applicativo della spettroscopia NIR quale ausilio nella pratica diagnostica veterinaria.

Abstract

Respiratory diseases seriously affect pig farming, resulting in significant production losses and
increased antimicrobial use. Accurate classification of lung lesions at necropsy is essential for
effective diagnostics, and the use of rapid, non-destructive analytical techniques, such as near-
infrared (NIR) spectroscopy, could be beneficial. The present study investigated the potential
of NIR spectroscopy in differentiating between normal, congested, and pathological pig lung
tissues, and in distinguishing between different patterns of pneumonia, including catarrhal
bronchopneumonia, fibrinous pleuropneumonia, and interstitial pneumonia. In total, 101 lungs
from weaned pigs were analyzed using a portable spectrometer, and the acquired NIR spectra
were subjected to multivariate statistical analysis. Our results showed remarkable classification
performances in differentiating between different pneumonia models. Effective discrimination
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between normal and pathological lung tissues was also observed, while greater difficulties
emerged in correctly classifying congested lung samples. This study demonstrates the potential
applicability of NIR spectroscopy as an aid in veterinary diagnostic practice.

INTRODUZIONE

Il complesso della malattia respiratoria suina (Porcine Respiratory Disease Complex, PRDC)
rappresenta una delle principali cause di perdite produttive e di consumo di antimicrobici negli
allevamenti suinicoli intensivi, con gravi implicazioni per la salute e il benessere animale. La
combinazione di fattori predisponenti e di caratteristiche intrinseche degli animali compromette
i meccanismi difensivi dell’apparato respiratorio, favorendo 1’insorgenza di polmoniti ad
eziologia polimicrobica (1). Considerata tale natura multifattoriale, la gestione della PRDC
richiede un approccio multidisciplinare. I dati clinici e 1 risultati dei test diagnostici condotti in
vivo devono essere integrati con le informazioni ottenute dagli esami post-mortem. L’indagine
anatomopatologica ¢ in questo contesto essenziale per strutturare l’intero iter diagnostico,
permettendo di selezionare gli esami di laboratorio piu appropriati per giungere ad una diagnosi
eziologica (2).

La categorizzazione delle lesioni polmonari sulla base di modelli morfo-patologici macroscopici
aiuta a delineare il sospetto diagnostico, sebbene non sia raro il riscontro di quadri lesivi misti
e singoli patogeni possano essere associati a diversi tipi di lesioni (3). Tra i modelli descritti,
la broncopolmonite catarrale (BPC), la pleuropolmonite fibrinosa (PPF) e la polmonite
interstiziale (PI) sono di frequente riscontro in sede necroscopica nella specie suina. La BPC,
caratterizzata macroscopicamente da consolidamento dei lobi cranioventrali e dalla presenza di
essudato biancastro nel lume delle vie aeree, ¢ tipica dell’infezione polmonare da Mycoplasma
hyopneumoniae (4). La PPF suina ¢ invece associata all’infezione polmonare da Actinobacillus
pleuropneumoniae (5). Le aree colpite appaiono di colore rosso scuro-nerastro e presentano
consistenza aumentata. Focali o multifocali focolai necrotico-emorragici possono essere riscontrati
nella porzione dorsocaudale dei lobi diaframmatici e la superficie pleurica risulta ricoperta da
fibrina nei quadri acuti (3). Infine, la PI ¢ tipica di infezioni virali e coinvolge diffusamente
I’organo colpito. Macroscopicamente, i polmoni non collassano all’apertura del torace, presentano
consistenza aumentata e una dilatazione dei setti interlobulari dovuta all’edema interstiziale (2).
La valutazione macroscopica ed istologica dei tessuti polmonari affetti ¢ basilare per formulare
una diagnosi morfologica, ma la disponibilita di tecniche analitiche non distruttive per ottenere
una conferma in tempi rapidi potrebbe rivelarsi estremamente vantaggiosa. Tali metodiche
potrebbero inoltre ottimizzare il monitoraggio della salute e del benessere animale presso i
macelli, considerati punti di controllo strategici per valutare 1’impatto delle malattie respiratorie
nei siti d’ingrasso (6,7).

La spettroscopia nel vicino infrarosso (NIR) ¢ da tempo impiegata in contesti quali 1’industria
agroalimentare e farmaceutica. Essa misura I’interazione tra la radiazione elettromagnetica NIR
e le molecole presenti in un campione, restituendo una “impronta digitale spettrale” che include
informazioni complete relative alla composizione e alle condizioni della matrice analizzata (8).
Teoricamente, tale principio potrebbe essere sfruttato per riconoscere pattern distintivi specifici
delle diverse lesioni polmonari, facilitando 1’identificazione rapida ed accurata dei diversi modelli
morfo-patologici.

Per questi motivi, il presente studio ha voluto indagare 1’applicabilita della spettroscopia NIR
quale soluzione innovativa nella valutazione e classificazione delle lesioni polmonari in suini
sottoposti a necroscopia.

MATERIALI E METODI
Sono stati analizzati 101 polmoni in buono stato di conservazione prelevati da suini svezzati di
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peso inferiore a 50 kg e conferiti presso la Sezione Diagnostica dell’IZSLER di Brescia per gli
esami post-mortem. In sede necroscopica, per ciascun polmone ¢ stata formulata una diagnosi
morfologica macroscopica mediante ispezione visiva e palpazione.

La valutazione spettroscopica ha riguardato tre modelli di polmonite acuta, ovvero la BPC,
la PPF e la PI. Ai fini dell’analisi spettroscopica, sono state incluse anche porzioni di tessuto
normale (ovvero sano, N) e congesto (C), riscontrate in organi lesionati o in polmoni non
patologici. Gli spettri NIR sono stati registrati nella regione dell’infrarosso compresa tra 908 e
1676 nm utilizzando uno strumento portatile (MicroNIR OnSite-W, Viavi Solutions, Santa Rosa,
CA, USA). Le aree N, C o patologiche (P) dei polmoni sono state scansionate posizionando
lo strumento perpendicolarmente alla superficie dell’organo, come rappresentato in figura 1, e
per ogni area analizzata sono stati acquisiti otto spettri ruotando leggermente il dispositivo dopo
ciascuna scansione.

Figura 1. Acquisizione degli spettri NIR del tessuto polmonare suino tramite spettrometro NIR
portatile.
Figure 1. NIR spectra recording of swine lung tissues using a portable NIR spectrometer.

Prima di condurre I’analisi dei dati, ¢ stata effettuata una valutazione approfondita degli spettri
NIR acquisiti e si € resa necessaria una loro processazione preliminare al fine di migliorare la
qualita e la robustezza delle analisi successive.
L’analisi statistica multivariata, consistente nell’analisi discriminante dei minimi quadrati
parziali ortogonali (Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis, OPLS-DA), ¢ stata
utilizzata allo scopo di sviluppare modelli di classificazione in grado di discriminare le diverse
categorie di tessuto polmonare, cercando di stabilire una relazione tra gli spettri NIR e le diagnosi
morfologiche macroscopiche. A questo fine, sono stati sviluppati due modelli OPLS-DA distinti:
*  Modello 1, creato con I’obiettivo di distinguere tra i tessuti polmonari N, C e P
(comprendente le tre tipologie infammatorie);
*  Modello 2, relativo ai soli spettri dei tessuti patologici, creato per discriminare tra le
lesioni polmonari presenti in corso di BPC, PPF e PL.

RISULTATI
La valutazione spettroscopica dei polmoni selezionati ha permesso di ottenere un totale di 1298
spettri NIR grezzi, ripartiti nelle differenti categorie tissutali come riportato in tabella 1.
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Tabella 1. Distribuzione degli spettri NIR acquisiti nelle diverse categorie di tessuto
polmonare suino.
Table 1. Distribution of NIR spectra across lung tissue categories.

Categoria di tessuto polmonare N. spettri NIR acquisiti
N 419
C 291
BPC 451
PPF 113
PI 24

I grafici di dispersione (figure 2 e 3), ottenuti in seguito all’applicazione dell’analisi
discriminante OPLS-DA, permettono di visualizzare gli spettri NIR acquisiti ripartiti nelle
differenti categorie tissutali all’interno di un piano bidimensionale, definito dalle prime due
componenti predittive estratte rispettivamente dal Modello 1 (figura 2) e dal Modello 2 (figura
3). In figura 2, si osservano cluster uniformi per ciascuna categoria di tessuto polmonare (N, C,
P), ad eccezione di un’area di sovrapposizione centrale tra campioni appartenenti alle diverse
categorie tissutali. La maggior parte degli spettri NIR associati al tessuto polmonare congesto
si collocano in posizione intermedia tra le categorie N e P.

Analogamente, in figura 3, gli spettri associati ai diversi modelli di polmonite tendono
a clusterizzare in tre gruppi distinti. Si noti che la separazione dei campioni PI ¢ risultata
particolarmente pronunciata, nonostante la limitata casistica. Un certo grado di sovrapposizione
¢ stato invece osservato per i campioni BPC e PPF.

10
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t[2] * 1.00252 (6.3%)
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t[1] * 1.00009 (47.9%)

Figura 2. Grafico di dispersione ottenuto dall’analisi OPLS-DA del Modello 1 per la
discriminazione del tessuto polmonare normale (N), congesto (C) e patologico (P).

Figure 2. OPLS-DA score scatter plot of the Model 1 for the discrimination of N, C, and P
lung tissues.
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Figura 3. Grafico di dispersione ottenuto dall’analisi OPLS-DA del Modello 2 per la
discriminazione dei tessuti polmonari in corso di broncopolmonite catarrale (BPC),
pleuropolmonite fibrinosa (PPF) e polmonite interstiziale (PI).

Figure 3. OPLS-DA score scatter plot of the Model 2 for the discrimination of CBP, FPP,
and IP lung tissues.

DISCUSSIONE

Il presente studio ha indagato per la prima volta I’applicabilita della spettroscopia NIR nel
differenziare diverse tipologie di tessuto polmonare suino in sede necroscopica.

E stato sviluppato un primo modello di classificazione per differenziare polmoni N, C ¢ P
utilizzando gli spettri NIR raccolti su tali categorie di tessuto (Modello 1). Come mostrato
in figura 2, sono emersi cluster distinti per ciascuna tipologia tissutale, evidenziando
I’effettiva applicabilita del modello. Tuttavia, ¢ stata osservata un’area di sovrapposizione
centrale tra campioni appartenenti a categorie diverse, che suggerisce la presenza di
caratteristiche spettrali condivise tra i tessuti analizzati. Bisogna perd considerare che,
in questo studio, la diagnosi morfologica ¢ stata formulata esclusivamente mediante una
valutazione macroscopica dei polmoni, e che informazioni diagnostiche piu dettagliate,
come quelle ottenute dallristopatologia, avrebbero contribuito a umassegnazione piu
precisa di ciascun campione alla categoria tissutale corretta, migliorando cosi le metriche
di calibrazione del modello. Infatti, data la complessa istoarchitettura polmonare, non ¢
raro il riscontro di reperti istologici variegati in lobuli polmonari contigui (1). E quindi
plausibile che allinterno dell>area scansionata dallo spettrometro portatile, pari a circa
1,5-2 em?, gli spettri NIR acquisiti possano aver intercettato lobuli appartenenti a categorie
di tessuto polmonare diverse e macroscopicamente indistinguibili.

I campioni di tessuto polmonare C si sono posizionati tra i campioni N e P (figura 2),
suggerendo caratteristiche spettrali intermedie a tali categorie tissutali. La congestione
polmonare ¢ caratterizzata da un aumento del volume ematico nei polmoni e puo avere
diverse cause, tra cui la stasi ematica conseguente a disturbi cardiovascolari (iperemia
passiva) e I’aumento del flusso ematico a causa della dilatazione di arteriole e capillari in
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corso di flogosi acuta (iperemia attiva) (10). La maggiore quantita di sangue nel polmone,
e quindi di eritrociti e macromolecole, puo giustificare la separazione dei campioni C da
quelli N, mentre il loro posizionamento tra i tessuti polmonari N e P potrebbe riflettere la
normale evoluzione della polmonite.

Il Modello 2 ¢ stato invece sviluppato con 1’obiettivo di distinguere diversi modelli di
inflammazione polmonare (BPC, PPF, PI). Anche in questo caso, il grafico riportato in
figura 3 mostra cluster distinti per ciascuna categoria di tessuto patologico, nonostante
un certo grado di sovrapposizione tra i campioni BPC e PPF. Tali modelli di polmonite
vengono descritti come entita distinte, ma nella pratica diagnostica non ¢ raro il riscontro
di scenari misti in cui reperti della BPC coesistono con lesioni tipiche della PPF. Di
conseguenza, 1’utilizzo dell’istopatologia rimarra imprescindibile per una futura migliore
calibrazione del modello. La separazione dei campioni PI dai campioni BPC e PPF ¢
invece risultata particolarmente pronunciata (figura 3). I caratteri tipici dell’infiammazione
interstiziale sono profondamente diversi da quelli di altri modelli di polmonite e questo
puo giustificare i risultati ottenuti. Mentre la BPC e la PPF acute sono caratterizzate
principalmente da essudazione (catarrale o fibrinosa) e infiltrazione cellulare (per lo piu
neutrofili e macrofagi) all’interno degli alveoli e nel lume delle vie aeree, la PI mostra
alterazioni che coinvolgono primariamente 1’interstizio peribronchiolare, perivascolare e
perilobulare. Nei casi acuti, i setti alveolari e interlobulari risultano espansi dall’edema e
da abbondanti infiltrati linfoplasmacellulari, mentre un’intensa fibrosi interstiziale ¢ tipica
dell’evoluzione cronica (10).

CONCLUSIONI

I risultati ottenuti nel presente studio, sebbene preliminari, dimostrano le potenzialita
applicative della spettroscopia NIR nella categorizzazione dei tessuti polmonari suini in
sede necroscopica e offrono prospettive per strategie diagnostiche innovative ed efficaci.
L’impiego di questa tecnologia potrebbe rivelarsi vantaggioso non solo nei laboratori
diagnostici, ma anche in relazione alle attivita ispettive condotte presso i macelli. La
valutazione sistematica ed oggettiva delle caratteristiche del tessuto polmonare dei suini
macellati potrebbe infatti generare un flusso informativo utile per studi epidemiologici
e per migliorare la gestione della PRDC negli allevamenti. Sono dunque necessari studi
aggiuntivi per valutare 1’applicazione della spettroscopia NIR in tale contesto.
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Riassunto

Lo scopo dello studio ¢ stato quello di verificare la tempistica dell’eruzione dentale decidua
nei suinetti ibridi al fine di trovare degli indicatori utili a stimarne ’eta allo svezzamento.
Lo studio si ¢ articolato in una fase longitudinale atta a verificare la presenza di possibili
indicatori, ed una trasversale finalizzata ad ampliare la casistica. Nello studio longitudinale
I’eruzione dentale di 22 suinetti € stata monitorata dalla terza alla quinta settimana di eta. A 21
giorni (eta limite per lo svezzamento in impianti specializzati), il 100% dei suinetti presentava

il premolare (p)’, canino (c)', incisivo (i)’ e i' a livello mascellare e p, (97,7%), p,, ¢, i, € i
a livello mandibolare. i' mascellare e p, mandibolare sembrano essere indicatori promettenti
per ’eta limite di 21 giorni. A 28 giorni (eta limite per lo svezzamento ordinario), tutti i
suini presentavano p‘,, p’,, ¢' , i’, e i', a livello mascellare e mandibolare. La presenza di p*
mascellare sembra essere un buon indicatore per il cut-off di 28 giorni. Nello studio trasversale
87 suini deceduti provenienti da 27 allevamenti sono stati ispezionati per p* ¢ i' mascellare e p,
mandibolare, confermando le osservazioni dello studio longitudinale. Sebbene questi risultati
debbano essere confermati su un campione piu ampio, 1’osservazione dell’eruzione dentaria
sembra essere un indicatore promettente, oggettivo ¢ fattibile per valutare il rispetto dell’eta

di svezzamento dei suinetti.

Abstract

A good management of animal welfare, in respect of the European Law, during the piglets
weaning plays a key role in the productive success of the swine farm. The present study
aimed at verifying if deciduous dental eruption could be a feasible and objective indicator
for estimating the piglets’ weaning age. The present study consisted of two phases: a first
longitudinal study, followed by a cross-sectional study. The longitudinal study was conducted
on 22 piglets, from their 3rd to 5th week of age. Maxillary incisor (i') and mandibular premolar
(p,) appeared to be good indicators of the age of 21 days, whereas maxillary premolar (p*) of
the age of 28 days. The cross-sectional study was then conducted on 87 piglets’ carcasses
from 27 swine farms, and confirmed the previous observations. Even though further studies
on a higher number of animals are required, our results suggest that the observation of the
deciduous dental eruption could be a promising feasible indicator for estimating the piglets’
age, in compliance with the animal welfare.
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INTRODUZIONE

Nel contesto delle realta zootecniche il benessere animale e la sua salvaguardia in allevamento
rappresenta un tema di particolare interesse ed importanza sia nel dibattito pubblico che nella
comunita scientifica. Le attenzioni che vengono rivolte verso le tematiche sul benessere
animale da parte del consumatore rappresentano un punto fondamentale per quanto riguarda la
scelta di mercato. Essa, infatti, ¢ sempre piu orientata ad un prodotto che sia il piu sostenibile
possibile e che attraverso le sue filiere ne garantiscano un elevato standard di benessere durante
tutto il ciclo produttivo (Alonso et al., 2020).

Tra le fasi di allevamento, lo svezzamento rappresenta uno dei maggiori eventi stressanti per la
vita degli animali. In particolare, nel suinetto la gestione di questa fase risulta particolarmente
critica data I’insorgenza di patologie infettive che conducono ad una riduzione della
performance produttiva con conseguenti perdite economiche per I’allevatore (Campbell et al.,
2013). E dunque fondamentale che il suinetto sia fisiologicamente pronto a questo drastico
cambiamento. La razione alimentare in questa fase risulta un parametro chiave che deve essere
valutato in correlazione ad un corretto sviluppo della dentizione; evento essenziale in questo
stadio cosi delicato (Campbell et al., 2013; Wensley et al., 2021). In particolare, I’eruzione
completa dei premolari nei suinetti di eta maggiore a 21 giorni risulta essere associata ad una
migliore performance produttiva (Tucker et al., 2009).

Nelle realta produttive, per liberare la sala parto e ottimizzare la gestione dei “posti parto”,
si ha la necessita di svezzare i suinetti nel minor tempo possibile. Molti studi sono orientati
infatti sulle modalita di somministrazione e la tipologia di alimento che permettano di ridurre
al massimo i tempi necessari per questo drastico cambio alimentare. A livello legislativo nella
Comunita Europea il benessere dei suini in allevamento ¢ normato dalla direttiva 2008/120/
CE, secondo la quale nessun suinetto pud essere allontanato dalla scrofa al di sotto dei 28
giorni di eta, ovvero a 21 giorni ma solo esclusivamente in presenza di impianti specializzati.
Pertanto, una stima precisa dell’eta del suinetto allo svezzamento permette di verificare il
rispetto della norma e di garantire un adeguato livello di benessere animale in questa delicata
fase dell’allevamento. A questo riguardo, in assenza di un protocollo, il centro di referenza
europeo per il benessere dei suini (EURCAW pigs) ha proposto una stima indiretta basata
su indicatori di performance riproduttiva delle scrofe. Tuttavia, questo tipo di valutazione
indiretta permette solo di comprendere se mediamente ’eta di svezzamento ¢ garantita,
tuttavia ha il forte limite di basarsi su delle dichiarazioni dell’operatore. La valutazione del
benessere e dei relativi parametri, ove possibile, deve basarsi su osservazioni e misurazioni
dirette ed oggettive sugli animali (animal based measures - ABM).

La visita clinica e I’esame obbiettivo speciale ortodontico rappresentano un metodo rapido ed
indolore che potrebbe essere idoneo alla stima dell’eta dell’animale, attraverso una valutazione
fenotipica della tavola dentale. Infatti, contrariamente al peso, la dentizione rappresenta un
parametro piu stabile per la valutazione della crescita poiché meno sensibile alle interferenze
nutrizionali (Garn et al., 1965). La dentizione del suino domestico ¢ composta da incisivi (i/]),
canini (c/C), premolari (p/P) e molari (m/M), indicati con la lettera minuscola se decidui o
maiuscola se permanenti. In particolare, la dentizione decidua del suinetto si compone di 28
denti (2x13/3, ¢ 1/1, p 3/3 e m 0/0), sostituiti dalla dentizione permanente a 2 anni, la cui tavola
dentaria si compone di 44 denti (2x 13/3, C 1/1, P 3/3 ¢ M 4/4) (Tonge and McCance, 1973).
Ad oggi, la produzione scientifica sulla valutazione della tavola dentaria per la stima dell’eta
nei suini ¢ piuttosto carente. Esistono alcuni studi che hanno coinvolto principalmente razze
pure come il Large White (Tonge et al., 1965), lo Yorkshire (Tucker and Widowski, 2009;
Tucker et al., 2010), il maiale nero nigeriano (Okandeji et al., 2021) o incroci Large White
x Landrace (Wenham and Fower, 1973). Le osservazioni svolte in suini di razza Yorkshire
tramite misurazioni effettuate in pitt momenti (2-35 giorni di vita), hanno mostrato come nel
suinetto p3 compaia a 19 giorni di vita, mentre p4 tra il 23° e il 24° giorno (Tucker et al., 2010;
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Tucker e Widoski, 2009). L’iniziale occlusione tra p3 e p4 ¢ stata osservata al ventesimo giorno
di vita (Tucker et al., 2010). Tuttavia, sono state riportate differenze nell’eruzione dentale in
base al sesso e al peso alla nascita (Tucker e Widoski, 2009). In particolare, la comparsa di p3
e p4 ¢ stata evidenziata mediamente prima nella femmina, rispettivamente 19,15 giorni contro
19,59 nel maschio e 23,93 contro 24,94 nel maschio. Inoltre, differenze in base alla razza sono
presumibili confrontando altri lavori (Okadeji et al., 2021).

Queste osservazioni sono tuttavia riferite alle sole razze pure e in contesti geografici
difficilmente comparabili alla realta produttiva europea, che invece ¢ basata tradizionalmente
sull’utilizzo di ibridi commerciali ad almeno 4 vie per quanto concerne la genetica. Sicuramente
la scarsa produzione scientifica sull’argomento a livello nazionale ed europeo evidenzia una
lacuna importante, ¢ la metodologia impiegata per la valutazione della tavola dentaria risulta
facilmente applicabile con buone prospettive per quanto riguarda 1’identificazione di cut-off,
ossia parametri oggettivi per stimare 1’eta dei suinetti nella fase di svezzamento.

L’obbiettivo del presente studio ¢ quello di validare e proporre un protocollo per la stima
dell’eta dei suinetti, cosi da verificare che lo svezzamento avvenga nel rispetto della fisiologia,
del benessere animale e delle tempistiche previste dalla normativa.

MATERIALI E METODI

Il presente lavoro ¢ stato articolato in due fasi: uno studio longitudinale su una coorte di
suinetti e uno studio trasversale effettuato in sala necroscopica.

Studio longitudinale

Per questa fase di studio, sono stati selezionati 22 suinetti appartenenti a 2 scrofe pluripare
di un allevamento sito in pianura Padana. L’allevamento selezionato, da riproduzione a ciclo
aperto, alleva ibridi commerciali di genetica Topigs® e Danbred® in box parto con gabbie di
tipo tradizionale. Il piano alimentare dei suinetti € costituito, oltre al latte materno, anche da
latte artificiale ad libitum tramite la linea del latte dal 1° giorno di vita; viene fornito inoltre
mangime secco specifico per suinetti sottoscrofa dai 5-6gg e mangime in crema sempre
per animali sottoscrofa dai 10-12gg. L’eruzione della dentizione decidua dei suinetti ¢ stata
valutata a 16, 20, 23, 27 e 30gg di vita, in accordo con quanto effettuato in studi precedenti
(Tucker et al., 2010; Tucker e Widoski, 2009). E stato inoltre rilevato il sesso degli animali e,
ad ogni giorno di rilievo, ¢ stato misurato il peso tramite bilancia a gancio con tolleranza di
+ 0,1 Kg. L’esame obbiettivo ortodontico ¢ stato condotto dal medesimo valutatore su tutti i
suinetti per tutte le giornate di rilievo, mediante I’ausilio di un apribocca veterinario e ponendo
I’animale in decubito dorsale. Sono stati valutati i seguenti indicatori: presenza/assenza del
dente, eruzione dentale, occlusione dentale. L analisi statistica (modello di regressione lineare)
¢ stata condotta considerando il singolo suinetto come unita analitica e accorpando i risultati
tra emiarcata destra e sinistra per singola tipologia di dente. Il tempo di eruzione del singolo
premolare varia in funzione dell’eta e I’analisi ¢ stata condotta usando un fattore di correzione
tra le due osservazioni (Tucker et al., 2010).

Studio trasversale

La seconda parte del lavoro ha previsto la valutazione dei denti di 87 carcasse di suini
appartenenti a 27 allevamenti del Nord Italia conferite presso le sedi dell’Istituto
Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia-Romagna. Ogni animale ¢ stato
classificato secondo le seguenti categorie: suinetto sottoscrofa <21gg, suinetto sottoscrofa 21-
28 gg, suinetto svezzato (>28 gg fino a 10 settimane), suini all’ingrasso (da 10 settimane
alla macellazione) in funzione delle dichiarazioni raccolte dall’operatore, dell’allevamento di
provenienza e dal peso, i suini per i quali non ¢ stato possibile ottenere il dato non sono stati
inclusi nello studio. Di seguito la tabella 1 riporta il dettaglio degli individui campionati.
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CATEGORIA N° suini
SUINETTO SOTTOSCROFA < 21 gg 28
SUINETTO SOTTOSCROFA 21-28 gg 16
SUINETTO SVEZZATO (> 28 gg fino a 10 sett.) 39
SUINT ALL’INGRASSO (da 10 sett — alla macellazione 4
TOTALE CAMPIONI 87

Tabella 1 — Categorie delle carcasse di suino esaminate

L’esame ortodontico ha valutato la sola presenza o assenza dei denti che sono stati designati
nella precedente fase di studio longitudinale, come possibili indicatori cut-off per la stima
dell’eta di svezzamento nei suinetti. Nello specifico le osservazioni hanno riguardato gli
incisivi mascellari (i'), i quarti premolari mascellari (p*) e i terzi premolari mandibolari
(p,)- Ogni osservazione ¢ stata condotta dal medesimo valutatore. Sono state calcolate le
prevalenze ed i relativi Intervalli di confidenza al 95%. Inoltre, ¢ stato eseguito un test di
Fischer al fine di verificare eventuali differenze statisticamente significative tra i gruppi.

RISULTATI

Studio longitudinale

In questa prima fase del nostro studio, la valutazione dell’eruzione dentale ha mostrato
innanzitutto come alcuni denti si presentino fin dal primo rilievo a 16gg di vita in tutti i soggetti
esaminati; in particolare, i*, i,, ¢!, ¢ , p’ e i,. Altri invece hanno mostrato un’emergenza scalare
nei giorni successivi come riportato in tabella 2. Il tempo di eruzione del singolo premolare
varia in funzione dell’etd e 1’analisi ¢ stata condotta usando un fattore di correzione tra le
due osservazioni. Eventuali differenze sono state indagate tramite un modello di regressione
lineare, con limite di significativita P<0,05

%‘&‘ﬁg MAX-p* | £1C95% | MAX-i' | £IC95% | MAN-p, | £IC95% | MAN-p, | IC95%
16 0,0% - 773 | 59,8-94% 97,7 | 91,5-100% | 0,0% -
20 0,0% - 95,5%* | 86,8-100% | 100% - 18.2%* | 2,1-34,3%
23 659%* | 46,1-857% | 100% - 100% - 97,7%* | 91,5-100%
27 100%* - 100% - 100% - 100% -

30 100%* - 100% - 100% - 100% -
(];)llovﬂg MAX-p* | +1C95% | MAX-i' | £IC95% | MAN-p, | +1C95% | MAN-p, | +1C95%
16 0,0% - 773 | 59,8-94% 97,7 | 91,5-100% | 0,0% -

20 0,0% - 95,5%* | 86,8-100% | 100% - 18.2%* | 2,1-34,3%
23 659%* | 46,1-857% | 100% - 100% - 97,7%* | 91,5-100%
27 100%* - 100% - 100% - 100% -
30 100%* - 100% - 100% - 100% -

Tabella 2 — Risultati delle osservazioni circa I’eruzione scalare dei denti decidui nei suinetti a
differenti giorni di vita con relativa significativita statistica - i! MAX= incisivo 1 mascellare;
p, MAND= premolare 3 mandibolare; p* MAX= premolare 4 mascellare; IC= intervallo di
confidenza; *= p<0,05 (max-p* 20g vs 23g e 23g vs 27g; MAX-i' 16g vs 20g; MAN-p, 16g
vs 20g e 20g vs 23g).
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I grafici 1 e 2 mostrano rispettivamente 1’eruzione dentale scalare nei diversi giorni di vita a
livello mandibolare ¢ mascellare. La scarsa numerosita dei soggetti reclutati per questa prima
parte di studio potrebbe aver influito in tal senso, cosi come la differente linea genetica degli
animali valutati.

Studio trasversale

I risultati ottenuti in questa seconda parte di studio hanno coinvolto 87 carcasse di suino e
nella tabella 3 e nel grafico 3 vengono riportate per le differenti categorie di suini le prevalenze
percentuali e le loro distribuzioni sulla presenza dei denti valutati, accorpando i risultati tra
emiarcata destra e sinistra per singola tipologia di dente.

100,0% 97.7% _10Q,0% 10Q,0% 10Q,0%

90,0% 97,7%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%
16 20 23 27 30
=@=MAN-P4 e=@=MAN-P3

Grafico 1 — Percentuali cumulate di eruzione dentale a livello mandibolare
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—@=MAX-P4 = MAX-P3 e MAX-I1
Grafico 2 — Percentuali cumulate di eruzione dentale a livello mascellare
ERUZIONE DENTALE
il + P, + p* +
CATEGORIA MAX | IC95% | MAND | IC95% | MAX | IC95%
SUINETTO SOTTOSCROFA 39% | 29-49% 18% 10-26% 0% B
<2l gg
SUINETTO SOTTOSCROFA 100%* ) 100%* _ 81%* | 73-89%
21-28 gg
SUINETTO SVEZZATO o s ) - i o) % i
(> 28 gg fino a 10 sett.) 100% 100% 100%
SUINI ALL’INGRASSO o s ] o % i o5 i
(da 10 sett. - alla macellazione) 100% 100% 100%

Tabella 3 — Prevalenza dell’eruzione dentale dei denti nelle diverse categorie con relativa
significativita statistica - i' MAX= incisivo 1 mascellare; p, MAND= premolare 3
mandibolare; p* MAX= premolare 4 mascellare - IC= intervallo di confidenza; *= p<0,05 (I'
<21g vs >21-28g; p,<21g vs >21-28g; p*<21g vs 21-28g e 21-28g vs > 28g)
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Immagine 1 — Arcata dentale decidua di un suinetto di 28 gg di vita. In particolare a livello
mascellare ¢ possibile riconoscere p* (cerchiato in blu), p?, ¢!, i3, i' (cerchiato in verde);

mentre a livello mandibolare p,, p, (cerchiato in arancio), ¢, i, €1,.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% .

0

X

SUINETTO SUINETTO SUINETTO SUINI
SOTTOSCROFA <21 SOTTOSCROFA 21- SVEZZATO (>28 gg ALL'INGRASSO (da
gg 28 gg fino a 10 sett.) 10 sett - alla

macellazione

mll MAX mP3MAND mP4MAX

Grafico 3 — Distribuzione della prevalenza dell’eruzione dei denti nelle diverse categorie —
i' MAX= incisivo 1 mascellare (I1); p, MAND= premolare 3 mandibolare (P3); p* MAX=
premolare 4 mascellare (P4)

DISCUSSIONE

Studio longitudinale

Dalle analisi statistiche solo il confronto tra i giorni di rilievo ha evidenziato per alcuni
denti una differenza significativa p<0,05 (max-p* 20g vs 23g ¢ 23g vs 27g; MAX-i' 16g vs
20g; MAN-p, 16g vs 20g e 20g vs 23g) in linea con un altro studio internazionale (Tucker
e Widoski, 2009); tuttavia in questo lavoro nessuna delle altre variabili studiate ha mostrato
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delle differenze significative (p>0,05) contrariamente ad altri studi (Tucker et al., 2010;
Tucker ¢ Widoski, 2010). Prendendo in esame le date stabilite dalla normativa ed il fattore
correttivo utilizzato per determinare la data di eruzione dentale (Tucker et al., 2009):
mediamente a 21gg i suinetti presentano a livello mascellare p*(65,9%), mentre p*, ¢!, i*, e

i' tutti al 100%. A livello mandibolare p, (97,7%), mentre p,, ¢ , i, € i, tutti al 100%. Queste
prime considerazioni portano a designare i' mascellare ¢ p, mandibolare come possibili
discriminanti a 21 giorni, data I’eruzione in tutti i soggetti tra i 20 e 23gg di vita. Per quanto
concerne invece 1’eta di svezzamento a 28gg tutti i suini avevano sia a livello mascellare
che mandibolare p*, p’, ¢!, ©*, i', p,, p,, ¢,, i, € i,. p* mascellare in questo caso sembra essere
un buon discriminante dato che mediamente 1’eruzione in tutti i soggetti avviene a circa

25gg, con presenza completa ben evidente a circa 28gg.

Studio trasversale

Nei suinetti sottoscrofa < 21 giorni p* mascellare (p* MAX) risulta assente in tutti i 28
animali, mentre i' mascellare (i' MAX) e p, mandibolare (p, MAND) hanno una prevalenza
rispettivamente di 39% e 18%. Per quanto riguarda invece i suinetti sottoscrofa trai 21 e
28 giorni di vita I’eruzione di i' MAX e p, MAND ¢ presente nel 100% dei casi (16), per p*
MAX invece la presenza ¢ riscontrata nel 81%. Per gli animali appartenenti alle categorie
dei suinetti svezzati e dei suini all’ingrasso, la presenza dei denti esaminati ¢ accertata nel
100% dei casi. Questi dati corroborano le osservazioni condotte nello studio longitudinale.
Considerazioni generali

I risultati acquisiti in queste due fasi di studio preliminari e di fattibilita, mostrano
interessanti ed incoraggianti prospettive riguardanti 1’indicazione di parametri oggettivi
circa la valutazione dell’eta di svezzamento del suinetto, tramite la valutazione della tavola
dentaria.

Lo svezzamento, inteso come distacco dalla madre, nonché la formazione di nuovi gruppi
tra gli animali, ¢ una fase critica per il suinetto, che deve essere fisiologicamente pronto
al drastico cambio alimentare. Tanti accorgimenti sono stati introdotti nelle pratiche
gestionali nell’allevamento intensivo per supportare questa fase. Tuttavia, ¢ lo sviluppo
fisiologico ad indicare che 1’animale ¢ pronto per affrontare questo passaggio (Wensley et
al., 2021). Seppur preliminari, i risultati ottenuti indicano che a 21gg di vita, eta prevista
per lo svezzamento precoce esclusivamente in siti specializzati, sembra non esserci una
completa preparazione dentale. Infatti, dei suinetti sottoscrofa al di sotto dei 21 giorni solo
i139% (11 su 28) presentano la completa eruzione dell’i' max, e solo il 18% (5 su 28) il p,
mand; mentre per il p* max in nessun animale si ¢ riscontrata la presenza. Questa parziale
eruzione dentale incide con possibili ripercussioni negative sulla facilita di alimentazione
ed il relativo cambio di dieta (Wensley et al., 2021). Dall’altro lato i risultati esprimono
che a 28gg la dentizione ¢ completa, con I’eruzione di tutti i denti esaminati, supportando
quindi tale limite temporale imposto per legge per lo svezzamento ordinario dei suinetti.

CONCLUSIONI

Sebbene la numerosita campionaria debba essere estesa ad un numero maggiore di animali
ed integrata ampliando la casistica e le variabili analizzate (genetica, numero di parto,
sesso, peso) per verificare i possibili effetti sull’eruzione dentale. Questo primi risultati
a livello europeo pongono ottime prospettive per la definizione di cut-off validi ed utili a
valutare obiettivamente ’eta dei suinetti allo svezzamento fornendo un parametro oggettivo
di controllo, fondamentale per la tutela del benessere animale nonché per la verifica del
rispetto dei requisiti della normativa comunitaria.
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LA GESTIONE DELLE SCROFE GRAVIDE
AL’ IMBRANCAMENTO: IMPLICAZIONI PER IL BENESSERE
ANIMALE E LE PERFORMANCE RIPRODUTTIVE

GROUP MANAGEMENT OF PREGNANT SOWS AT MIXING:
IMPLICATIONS FOR ANIMAL WELFARE AND REPRODUCTIVE
PERFORMANCE
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Riassunto

Negli allevamenti convenzionali le scrofe gravide sono esposte a rilevanti conseguenze in
termini di benessere, associate al confinamento in gabbia, all’aggressivita necessaria per
stabilire la gerarchia sociale e all’incapacita di eseguire comportamenti esplorativi. Il primo
passo di questa tesi ¢ stato quello di condurre una revisione sistematica volta a valutare
come la comunita scientifica ha affrontato il tema del benessere delle scrofe gravide negli
ultimi 30 anni. Sebbene il numero di pubblicazioni sulla gestione delle scrofe in gruppo e
sugli arricchimenti ambientali sia aumentato negli ultimi 10 anni, il loro limitato numero
suggerisce la necessita di ulteriori indagini. Un secondo passo ¢ stato quello di valutare gli
effetti della riduzione del tempo trascorso dalle scrofe nelle gabbie gestazione. I risultati dei
primi due studi di campo suggeriscono che le scrofe possono essere imbrancate subito dopo
I’inseminazione anziché 28 giorni dopo, senza influenzare negativamente gli indicatori di
benessere, le prestazioni riproduttive, le dimensioni della nidiata e lo spessore del grasso
dorsale. Un ulteriore studio di campo ha valutato I’effetto della fornitura di paglia e di corde di
fibra sul comportamento aggressivo. I risultati hanno indicato una diminuzione complessiva
dell’aggressivita, sebbene I’effetto sia stato ridotto nel giorno dell’imbrancamento. In
conclusione, questi studi potrebbero fornire dati utili per capire come rispondere al meglio
alla richiesta dei cittadini di porre fine all’ “Era delle Gabbie”.

Abstract

In conventional farming pregnant sows experience highly relevant welfare consequences
associated with confinement in stall, aggression required to establish the social hierarchy
and inability to perform exploratory behaviour. The first step of this thesis was to conduct a
systematic review aimed at assessing how the scientific community addressed the subject of
pregnant sow welfare over the past 30 years. Although the number of publications on group
management and environmental enrichments increased over the last 10 years, their limited
number suggests the need for further investigations. A second step was to evaluate the effects
of reducing the time pregnant sows spend in gestation stalls. The results of the first two field
study suggest that sows can be mixed early after insemination rather than 28 days after,
without negatively affecting welfare indicators, reproductive performance, litter size or back
fat thickness. A further field study evaluated the effect of providing access to straw in racks
and ropes on aggressive behaviour. The results indicate an overall decrease in aggression,
although the effect was reduced on the day of mixing. In conclusion, the implications of
these studies are that they indicate the possibility to reduce the time pregnant sows spend

195



in gestation stalls and they could provide further useful data on how best to respond to the
citizens’ request to put an end to the “Cage Age”.

INTRODUZIONE

Negli allevamenti intensivi convenzionali le scrofe sono esposte a diverse conseguenze molto
rilevanti in termini di benessere. Per quanto riguarda le scrofe gravide, le conseguenze sul
benessere sono principalmente associate al confinamento nelle gabbie individuali, allo stress
sociale legato all’aggressivita necessaria per stabilire la gerarchia durante I’imbrancamento e
all’incapacita di mettere in atto comportamenti esplorativi e di foraggiamento. Le implicazioni
per il benessere e la salute delle scrofe dovute alla stabulazione individuale nelle gabbie
gestazione si riferiscono principalmente alla ridotta capacita dell’animale di muoversi e
socializzare (Efsa, 2007; Efsa Ahaw Panel, 2022). Per quanto riguarda lo stress sociale, in
condizioni naturali tra i membri di un gruppo di suini il comportamento aggressivo ¢ assente
o raro grazie ad una gerarchia sociale lineare semplice e stabile. Tuttavia, negli allevamenti
commerciali le scrofe vengono unite in gruppi con altre scrofe sconosciute almeno una volta per
ogni gestazione, determinando ogni voltalanecessita di dover formare la gerarchia didominanza,
la quale prevede un alto livello di aggressivita (Verdon e Rault, 2018). I combattimenti per
stabilire I’ordine gerarchico possono essere intensi, ma generalmente non durano piu di 1 — 2
giorni dopo I’imbrancamento (Arey e Edwards, 1998). Per quanto riguarda I’incapacita di
mettere in atto comportamenti esplorativi e di foraggiamento, 1’assenza di materiali adeguati
a cul indirizzare questo comportamento all’interno degli allevamenti commerciali provoca
frustrazione e/o noia, e determina lo sviluppo di comportamenti anomali, quali aggressivita,
stereotipie e irrequietezza (Whittaker et al., 1998). Le conseguenze sul benessere delle scrofe
gravide derivanti dalla mancanza di un substrato adatto per 1’esplorazione sono considerate di
grande rilevanza poiché durante la gestazione le scrofe vengono alimentate in modo razionato
con una dieta concentrata che viene consumata in breve tempo. Questo tipo di alimentazione,
pur potendo soddisfare gli animali da un punto di vista energetico, lascia le scrofe insoddisfatte
da un punto di vista comportamentale (D’Eath et al., 2009; Lawrence e Terlouw, 1993).
Attualmente, secondo la direttiva europea, le scrofe e le scrofette possono essere stabulate
nelle gabbie gestazione per quattro settimane dopo la fecondazione (2008/120/CE). Il motivo
principale alla base della decisione di tenere le scrofe nelle gabbie individuali durante questo
periodo ¢ legato al fatto che il comitato scientifico del 1997 (Commissione europea, 1997)
identifico la fase dell’impianto embrionale come un periodo critico del ciclo della scrofa.
Questa fase nei suini inizia circa 11-13 giorni dopo I’inseminazione e si completa intorno ai 17-
25 giorni di gravidanza (Dantzer and Winther, 2001; Spoolder et al., 2009). Durante gli studi
intrapresi in quegli anni emerse che lo stress durante questo periodo poteva potenzialmente
portare a mortalita embrionale e quindi ridurre la portata al parto e le dimensioni della nidiata
(Salak-Johnson, 2017; Spoolder et al., 2009). Tuttavia, considerando che la direttiva ora in
vigore (2008/120/CE) non ha apportato alcuna modifica a quanto precedentemente disciplinato
dalla 2001/88/CE, possiamo affermare che la legislazione europea riguardante le scrofe
gravide non ¢ cambiata negli ultimi 20 anni. Una nuova svolta sembra perd molto imminente.
Infatti, nel giugno 2021, la Commissione europea ha annunciato che sara presentata una
nuova proposta legislativa con ’obiettivo di eliminare gradualmente e vietare definitivamente
I’'uso delle gabbie a partire dal 2027 per tutte le specie e le categorie oggetto dell’iniziativa,
comprese le scrofe gravide.

Alla luce di queste evidenze, I’obiettivo di questa tesi di dottorato ¢ stato quello di: valutare
come la comunita scientifica ha affrontato il tema del benessere delle scrofe gravide, come
¢ cambiato negli ultimi 30 anni e quali sono stati i fattori che hanno determinato questo
cambiamento; valutare gli effetti della riduzione del tempo che le scrofe gravide trascorrono
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nelle gabbie gestazione sulle misure di benessere e sulla performance riproduttive e infine
studiare dei metodi che possano ridurre lo stress e le aggressioni derivanti dal mescolamento
di gruppi di scrofe sconosciute.

MATERIALI E METODI

Review. La ricerca bibliografica ¢ stata condotta nel database Scopus, utilizzando una stringa
progettata per ottenere tutti gli articoli pubblicati negli ultimi 30 anni che fornissero dati sul
benessere della scrofa (o della scrofetta) in gestazione:

TITLE-ABS-KEY ( ( ( sow OR gilt ) AND ( gestati* OR pregnan* ) AND ( welfare OR
well-being ) ) ) AND DOCTYPE (ar ) AND PUBYEAR > 1989 AND PUBYEAR <2020

Tutti gli articoli raccolti dallaricerca online sono stati scansionati per eliminare quelli che erano
stati inclusi a causa di parole chiave diverse da quelle fornite dall’autore. Successivamente,
sono stati rimossi i duplicati dall’elenco di riferimento. I titoli e gli abstract rimanenti sono
stati valutati per la loro rilevanza utilizzando le seguenti domande:

L. Il titolo e/o I’abstract sono disponibili in inglese?”.

2. Iltitolo e/o I’abstract valutano un intervento sulla gestazione di scrofe e/o scrofette?”.
3. 11 titolo e/o I’abstract descrivono un risultato rilevante per il benessere?”.

4, 11 titolo e/o I’abstract descrivono uno studio analitico di ricerca primaria?”.

11 testo completo deli articoli ritenuti idonei dalla precedente fase di screening sono stati
valutati utilizzando le stesse quattro domande e gli stessi criteri di idoneita. Per tutti gli studi
inclusi dopo lo screening del testo completo sono state estratte le seguenti caratteristiche:
anno di pubblicazione, Paese del primo autore, titolo della rivista, numero di citazioni,
popolazione dello studio (scrofa, scrofetta o entrambe) e criteri di inclusione (interventi ed
indicatori).
Gli interventi impiegati nel periodo di gestazione sono stati classificati in:

e Interventi strutturali

¢ Interventi sulla gestione dei gruppi

¢ Interventi nutrizionali

e Fornitura di arricchimenti ambientali
Gli indicatori di benessere utilizzati ammissibili per I’inclusione nella revisione sono stati :

e Indicatori comportamentali

¢ Indicatori fisici

¢ Indicatori fisiologici

¢ Indicatori riproduttivi

¢ Indicatori di crescita/produttivita

Trial 1 e Trial 2. Il primo studio ¢ stata condotto in un allevamento commerciale a ciclo
chiuso di 600 scrofe situato in provincia di Brescia, mentre il secondo studio ¢ stato condotto
in un allevamento commerciale a ciclo chiuso di 2000 scrofe situato a Co. Cork, Irlanda.
In entrambe le prove le scrofe sono state svezzate 4 settimane dopo il parto e sono state
quindi stabulate nelle gabbie individuali. Una volta fecondate, le scrofe della bande oggetto
di studio sono state assegnate, in base all’ordine di parto e allo spessore del lardo dorsale, a
uno dei seguenti trattamenti sperimentali:
— Gruppo sperimentale: le scrofe sono state imbrancate in gruppi statici 4 (Trial
1,PEN4D) o 2 (Trial 2, PEN2D) giorni dopo la fecondazione.
- Gruppo controllo (PEN28D): le scrofe sono rimaste nelle gabbie individuali fino a
28 giorni dopo la fecondazione e sono state poi imbrancate in gruppo statici.
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Tutte le scrofe sono state mantenute nel loro gruppo di trattamento fino a 110 giorni di gestazione,
quando sono state poi trasferite nelle gabbie parto.

Nel Trial 1 le scrofe sono state stabulate in gruppi di 21, con pavimento pieno in cemento. Il
mangime ¢ stato distribuito manualmente, distribuendolo in un’ampia area pulita del pavimento
del box. Nel Trial 2 le scrofe sono state stabulate in gruppi di 12, con poste di alimentazione
individuali a tutta lunghezza e pavimento fessurato.

Come indicatori dell’efficienza riproduttiva sono stati registrati: fertilita ecografica, portata al
parto e dimensioni della nidiata (nati totali, nati vivi, nati morti e mummificati). Come indicatore
fisco ¢ stato valutato invece il numero di graffi presenti sul corpo degli animali. Nel Trial 1 ¢ stata
inoltre valutata la concentrazione di cortisolo salivare e la variazione del lardo dorsale durante
la gravidanza. Nel Trial 2, invece, il benessere delle scrofe ¢ stato valutato anche attraverso le
osservazioni dei comportamenti aggressivi e la capacita locomotoria.

I dati relativi al conteggio sono stati esaminati utilizzando il test Chi-Square a due proporzioni,
i dati normalmente distribuiti sono stati analizzati utilizzando 1’Anova, mentre i dati non
normalmente distribuiti sono stati elaborati utilizzando il Man-Whitney Test e la Glimmix.

Trial 3. Lo studio ¢ stato condotto nella stessa azienda della seconda prova, un allevamento
commerciale da 2000 scrofe a Co. Cork, Irlanda. Al 28° giorno di gravidanze le scrofe dello
studio sono state mescolate in uno dei due trattamenti sperimentali:

— Box CONTROLLO: 20 scrofe per banda sono state trasferite in un box di gruppo
con pavimento fessurato e poste singole di alimentazione. In cui erano presenti come
arricchimenti due blocchi di legno appesi a delle catene e due catene.

—  Box MIGLIORATTI: Un totale di 20 scrofe per replica sono state trasferite in box simili,
ma in cui il pavimento all’interno delle poste di alimentazione era coperto da tappeti di
gomma. Inoltre, all’interno di ogni posta di alimentazione erano sospese delle corde di
fibra naturale. Al centro dell’area comune, erano presenti due blocchi di legno su catene
e due catene semplici e una rastrelliera a torre per la paglia. Inoltre, due rastrelliere
erano montate sui cancelli del box.

I comportamenti aggressivi sono stati monitorati subito dopo (T0), 24 ore (T1) e 3 settimane
(T21) dopo I’'imbrancamento. Durante i giorni di osservazione, tutti i comportamenti aggressivi
e I’identita delle scrofe coinvolte negli incontri sono stati registrati per 2 ore consecutive.
Nessuna delle variabili registrate nello studio era normalmente distribuita, pertanto per
I’elaborazione dei dati ¢ stata utilizzata la procedura Genmod.

RISULTATI

Review. La ricerca bibliografica ha identificato 318 articoli. Di queste pubblicazioni, 102 sono
state ritenute rilevanti dopo il processo di screening, ammissibilita e inclusione. A livello globale,
negli ultimi 30 anni il numero di articoli sul benessere delle scrofe in gestazione ¢ aumentato,
ad eccezione del periodo 2000-2004 in cui si ¢ registrata una leggera riduzione. Dal 1990 al
2014, I’Europa e il Nord America sono stati sostanzialmente gli unici due continenti che hanno
pubblicato articoli sul benessere della scrofa in gestazione. Negli ultimi cinque anni invece anche
Oceania, America Latina e Asia hanno iniziato a pubblicare articoli su questo argomento. Fino al
2014, gli interventi strutturali sono stati I’argomento piu studiato, seguito dall’alimentazione, ma
negli ultimi cinque anni la tendenza ¢ cambiata e sono aumentate le pubblicazioni sulla gestione
dei gruppi e, in misura minore, sugli arricchimenti ambientali. Per quanto riguarda gli indicatori
di benessere, fino al 2009 il comportamento era quello piu utilizzato, ma negli ultimi 10 anni
tutti gli altri indicatori di benessere sono stati impiegati con una frequenza simile, ¢ negli ultimi
cinque anni le performance riproduttive e gli indicatori fisici sono stati utilizzati piu spesso di
tutti gli altri. Cio riflette la crescente multidisciplinarita nella valutazione del benessere, ma ¢
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anche probabilmente dovuto all’aumento del numero di studi sulla gestione dei gruppi. Questo
¢ infatti ’unico intervento in cui il benessere delle scrofe ¢ stato valutato piu frequentemente
attraverso indicatori fisici e prestazioni riproduttive.

Trial 1 e Trial 2. I risultati di entrambi gli studi evidenziano che il trattamento sperimentale non
ha avuto effetti significativi sugli indicatori di efficienza riproduttiva, sulla dimensione delle
nidiate, né sul numero di lesioni fresche. Tuttavia ¢ importante sottolineare che nel Trial 2 ¢
stata registrata una tendenza (P= 0,06) per le scrofe imbrancate 2 giorni dopo la fecondazione
a registrare una minore fertilita ecografica. Per quanto riguarda gli altri indicatori di benessere,
nel Trial 1 non ¢ stato trovato alcun effetto significativo del trattamento sullo spesso del lardo
dorsale, né sulla concentrazione di cortisolo salivare; nel Trial 2 I’effetto del trattamento ¢ stato
osservato solo sul numero di combattimenti registrati il giorno dopo I’imbrancamento, maggiore
nel PEN2D, ma non sono stati influenzati né il numero di lesioni cutanee né la locomozione.

Tabella 1. Trial 1: effetto dello stadio di gestazione al momento dell’imbrancamento (PEN4D=4
giorni dopo la fecondazione e PEN28D=28 giorni dopo la fecondazione) sulle delle prestazioni
riproduttive e sulla dimensioni della nidiata.

Table 1. Trial 1: effect of stage of gestation at mixing (PEN4D=4 days after service and
PEN28D=28 days after service) on measurements reproductive performance and litter size.

Misurazioni: PEN4D PEN28D P Value
e 88 85
A o

Fertilita ecografica (%) (183/209) (146/171) 0.64

84 81

0,

Portata al parto (%) (175/209) (138/171) 0.52
Nati totali (n.) 144+0.29 | 143+0.31 0.81
Nati vivi (n.) 13.0+£0.26 | 12.8+0.27 0.80
Nati morti (%) 8 (0-13) 7 (0-14) 0.76
Mummificati (%) 0 (0-0) 0 (0-6) 0.17

Tabella 2. Trial 2: effetto dello stadio di gestazione al momento dell’imbrancamento
(PEN2D=2 giorni dopo la fecondazione ¢ PEN28D=28 giorni dopo la fecondazione) sulle
delle prestazioni riproduttive e sulla dimensioni della nidiata

Table 2. Trial 2: effect of stage of gestation at mixing (PEN2D=2 days after service and
PEN28D=28 days after service) on measurements reproductive performance and litter size.

Misurazioni: PEN2D PEN28D P Value
. 83 94
3 0

Fertilita ecografica (%) (60/72) (68/72) 0.06

80 88

0,

Portata al parto (%) (58/72) (64/72) 0.25
Nati totali (n.) 153+0.51 | 15.6+£0.48 0.67
Nati vivi (n.) 142+042 | 144+0.40 0.75
Nati morti (%) 5(0-11) 7 (0-12) 0.07
Mummificati (%) 0 (0-0) 0 (0-0) 0.37
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Trial 3. Complessivamente, le scrofe dei box CONTROLLO hanno messo in atto un maggior
numero di comportamenti di lotta rispetto alle scrofe nei box MIGLIORATI (P < 0,001).
Tuttavia, entro il tempo questa differenza era significativa solo a T21 (P < 0,001). Inoltre,
le scrofe dei box CONTROLLO hanno complessivamente messo in atto pit comportamenti
aggressivi rispetto alle scrofe dei box MIGLIORATT (P= 0,02)

DISCUSSIONE

Review. Dai risultati della revisione sistematica sembrerebbe che, per quanto riguarda la
legislazione europea in materia di benessere delle scrofe gestanti, la ricerca scientifica sia
di supporto non tanto per I’emanazione delle norme, quanto per una loro corretta e migliore
applicazione. Infatti, ¢ dal 2011 che I’Unione Europea ha introdotto 1’obbligo di stabulare
le scrofe in gruppo e di fornire loro materiali manipolabili, tuttavia sembra che i ricercatori
si siano interessati a questi temi solo in una fase successiva, a partire principalmente
dall’intervallo degli anni 2010-2014, quando le disposizioni erano diventate obbligatore per
tutti gli allevamenti. Cio potrebbe essere dovuto al fatto che la legislazione europea fornisce
solo poche istruzioni e vincoli precisi su come applicare queste direttive.

Trial 1 e Trial 2. I risultati dei primi due studi di campo suggeriscono che ¢ possibile ridurre
il tempo in cui le scrofe sono confinate dal punto di vista motorio e sociale nelle gabbie
gestazione senza che cid influisca negativamente sul loro benessere e sulle dimensioni
della nidiata, raggruppandole subito dopo la fecondazione (2-4 giorni post-inseminazione)
in box di gruppo con alimentazione a terra o con poste di alimentazione individuale. Per
quanto riguarda I’effetto che il raggruppamento precoce potrebbe avere sulle prestazioni
riproduttive, i risultati mostrano che, nei box con sistemi di alimentazione a terra, la fertilita
ecografica e la portata al parto non sono stati influenzati dal momento della gestazione al
momento dell’imbrancamento, mentre nei box con le poste di alimentazione individuale
¢ stata riscontrata una tendenza inferiore di questi parametri nelle scrofe imbrancata
precocemente dopo 1’inseminazione. Per comprendere questa tendenza & importante
analizzare 1 risultati delle lesioni cutanee. Infatti, sebbene nel Trial 2 il numero medio di
lesioni cutanee fresche non differisse in nessun momento tra i due trattamenti, e il numero
di lesioni fresche diminuisse bruscamente dal primo all’ottavo giorno dopo I’imbrancamento
in entrambi i trattamenti, ¢ interessante notare che il numero di lesioni fresche 8 giorni dopo
I’imbrancamento appare piuttosto elevato in entrambi i trattamenti. Questo potrebbe essere
un’evidenza del fatto che il libero accesso alle poste di alimentazione individuale potrebbe
portare a un’aggressione prolungata tra le scrofe per 1’instaurazione della gerarchia sociale.
Infatti, nei box con le poste di alimentazione, le scrofe sono state osservate al loro interno
per quasi tutto il tempo e questo presumibilmente potrebbe portare ad un prolungamento
degli scontri nel tempo. Sebbene nel trattamento PEN28D questo prolungamento non abbia
portato a problemi nel mantenimento della gravidanza, in quanto ’impianto embrionale
era completato, nel trattamento PEN2D significherebbe che le aggressioni sono continuate
fino al periodo critico dell’impianto dell’embrione, causando probabilmente problemi nel
mantenimento della gravidanza.

Trial 3. Per ridurre gli effetti dannosi del comportamento aggressivo, arricchimenti ambientali
ottimali, come la paglia e le corde naturali, sembrano avere un effetto ridotto il giorno
dell’imbrancamento, quando le scrofe devono stabilire la gerarchia di dominanza. Infatti,
data I’importanza evolutiva della gerarchia di dominanza per mantenere la stabilita del
gruppo, non sorprende che essa abbia la precedenza su altre attivita di minor valore, come,
in questo caso, interagire con i materiali di arricchimento o mangiare la paglia. Tuttavia, ¢
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importante notare che 21 giorni dopo I’imbrancamento si sono verificate piu lotte nei box
CONTROLLO rispetto a quelli MIGLIORATI. Ci¢ indica che I’arricchimento ambientale ha
un ruolo importante in un secondo momento, quando si ¢ stabilita la gerarchia sociale.

CONCLUSIONI

I risultati della revisione sistematica hanno rivelato che la ricerca scientifica sul benessere
delle scrofe in gestazione richiede maggiore attenzione, in particolare su argomenti come il
momento di imbrancamento in gruppi dopo la fecondazione e la fornitura di arricchimenti
ambientali, che sono argomenti meno studiati ma particolarmente importanti alla luce
dell’attuale revisione della legislazione europea sul benessere degli animali.

I risultati del Trial 1 e Trial 2 suggeriscono che ¢ possibile ridurre il tempo in cui le
scrofe sono confinate dal punto di vista motorio e sociale nelle gabbie gestazione senza
influire negativamente sul loro benessere e sulle dimensioni della nidiata, raggruppandole
immediatamente dopo la fecondazione in sistemi di gruppo con alimentazione a terra o con
poste di alimentazione individuale. Per quanto riguarda I’effetto che il raggruppamento
precoce potrebbe avere sulle prestazioni riproduttive, i risultati mostrano che i diversi
sistemi di stabulazione portano a differenze nella durata della formazione della gerarchia,
e questo potrebbe avere effetti diversi sulle prestazioni riproduttive delle scrofe mescolate
precocemente.

Per ridurre gli effetti dannosi del comportamento aggressivo, i risultati del Trial 3 suggeriscono
che arricchimenti ambientali attrattivi, come la paglia e le corde in fibra naturali, sembrano
avere un effetto ridotto il giorno dell’imbrancamento , quando le scrofe devono ancora stabilire
la gerarchia di dominanza, ma sembrano essere utili per ridurre la frequenza complessiva
delle aggressioni nei giorni successivi.
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Riassunto

Lo studio ha valutato 1’effetto di una miscela microincapsulata di composti botanici (BOT)
in suinetti allo svezzamento, in confronto all’applicazione di ZnO farmacologico. Un
totale di 192 suinetti, svezzati a 28 giorni d’eta, sono stati divisi in 4 gruppi: controllo
negativo (C-), dieta standard; controllo positivo (C+), dieta standard + ZnO a 2500 ppm per
i primi 14 giorni; trattamento 1 (B1), dieta standard + BOT a 1 kg/ton per I’intero studio;
trattamento 2 (B2), dieta standard + BOT a 2 kg/ton per I’intero studio. Gli animali sono
stati monitorati per 42 giorni, eseguendo un cambio dieta dalla fase prestarter a starter
il giorno 14. Dopo il cambio dieta, gli animali del gruppo C+, privati dello ZnO, hanno
mostrato una riduzione dei ritmi di crescita tra i giorni 21 e 28, raggiungendo un peso
medio finale numericamente inferiore agli altri gruppi. I suini del gruppo B2 hanno invece
mantenuto migliori performance rispetto a C+. In seguito alla rimozione dello ZnO, in C+
si sono registrati un aumento della mortalita, del numero di trattamenti farmacologici, ¢
della loro durata, fenomeno rilevato anche nel gruppo C-. Al contrario, BOT ha assicurato
una ridotta mortalita e un calo del 50% del numero e della durata dei trattamenti antibiotici
e antinflammatori. In conclusione, BOT puo sostenere le performance dei suinetti durante
gli stress dello svezzamento, assicurandone un migliore stato di salute.

Abstract

This study aimed at evaluating the effect of a microencapsulated blend of botanicals
(BOT) in weaning piglets, in comparison to pharmacological ZnO. A total of 192 piglets,
weaned at 28 days of age, were divided in 4 groups: negative control (C-), standard diet;
positive control (C+), standard diet + 2500 ppm ZnO for the first 14 days; treatment 1 (B1),
standard diet + 1 kg/MT BOT for the entire study; treatment 2 (B2), standard diet + 2 kg/
MT BOT for the entire study. Animals were monitored across 42 days, with a change from
prestarter to starter diet at day 14. After the shift in the diet, C+ animals, without ZnO,
showed a reduced growth between days 21 and 28, reaching a final average body weight

203



that was numerically lower compared to other experimental groups. Conversely, B2 piglets
maintained better performance compared to C+. After ZnO removal, C+ animals registered
higher mortality, and higher amount and duration of medical treatments, an effect observed
also in C-. On the contrary, BOT guaranteed a reduction in mortality and a 50% decrease
in number and duration of antibiotic and anti-inflammatory treatments. In conclusion, BOT
can sustain performance parameters of piglets during weaning stress, ensuring an overall
improved health status.

INTRODUZIONE

Lo svezzamento rappresenta la fase piu delicata del ciclo produttivo del suino, data
I’interazione tra diversi fattori dietetici, sociali, gestionali, gastroenterici ¢ immunitari
(Zheng et al., 2021). La loro interazione pud esacerbare 1’insorgenza dello stress, che
favorisce sintomatologie quali la diarrea post-svezzamento da ceppi enterotossigenici
di Escherichia coli, oltre all’insediamento di altri patogeni come lo Streptococcus suis
(Ferrando & Schultsza, 2016; Luppi, 2017). Per prevenire o attenuare tali problematiche
sono state storicamente adoperate dosi farmacologiche di ossido di zinco (ZnO), ma il loro
uso ¢ attualmente vietato nell’Unione Europea (Bonetti et al., 2021).

Grazie ai loro molteplici effetti benefici, i composti botanici rappresentano candidati
alternativi ideali per gestire lo stress da svezzamento nei suini (Rossi et al., 2020). Precedenti
studi hanno dimostrato come una miscela selezionata di composti botanici (BOT) sia in
grado di supportare le cellule intestinali durante situazioni di stress, migliorandone lo stato
ossidativo e infiammatorio, mantenendone 1’integritd e riducendone la suscettibilita ai
patogeni (Bonetti et al., 2023).

Intale contesto, lo scopo di questo studio € stato quello di valutare I’impatto dell’integrazione
con BOT in suinetti allo svezzamento provenienti da un allevamento commerciale,
ed alimentati senza utilizzo di additivi o promotori della crescita, e confrontarlo con
I’approccio tradizionale di applicazione di ZnO farmacologico nel mangime per i primi 14
giorni dopo lo svezzamento.

MATERIALI E METODI

Disegno sperimentale. La prova ¢ stata condotta presso il Centro Zootecnico Didattico-
Sperimentale dell’Universita degli Studi di Milano a Lodi. Tutte le procedure sono state
approvate dal Ministero della Salute con autorizzazione n°® 198/2023-PR. Centonovantadue
suinetti, meta maschi e meta femmine, svezzati a 28 giorni di eta e con un peso iniziale
medio di 6.7 kg, sono stati identificati individualmente e trasferiti da un allevamento
industriale, situato in provincia di Pavia, alle strutture designate per la sperimentazione.
Gli animali sono stati disposti al fine di ottenere 48 box composti da 4 suinetti ciascuno,
omogenei per peso medio iniziale e sesso. Ogni box era dotato di pavimento grigliato,
arricchimenti ambientali (corde di canapa), abbeveratoi e mangiatoia, con acqua € mangime
disponibili ad libitum. Ogni box ¢ stato successivamente assegnato a uno dei quattro gruppi
sperimentali (12 box / gruppo):

*  Controllo negativo (C-): dieta basale, ovvero un mangime commerciale standard
senza antibiotici o altri additivi alimentari promotori della crescita per ’intera
durata della prova;

*  Controllo positivo (C+): dieta basale, integrata con 2500 ppm di ossido di zinco
(ZnO) limitatamente ai primi 14 giorni dello studio;

* Trattamento 1 (B1): dieta basale, integrata con una miscela microincapsulata di
composti botanici (BOT) alla dose di 1 kg/ton per ’intera durata della prova;

* Trattamento 2 (B2): dieta basale, integrata con BOT alla dose di 2 kg/ton per
I’intera durata della prova.
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La prova sperimentale ha avuto una durata di 42 giorni. La dieta basale (C-) era costituita
da mangimi formulati per la copertura dei fabbisogni nutrizionali, come da indicazioni
del’NRC (2012). Al giorno 14, per garantire i fabbisogni nutrizionali dei suinetti, si &
eseguito un cambio di dieta dalla fase prestarter a starter.

Rilievi sperimentali. Le condizioni di salute dei suinetti sono state monitorate
quotidianamente, procedendo ad eventuali trattamenti in seguito a esame veterinario
obiettivo e relative prescrizioni terapeutiche, registrando tutti i dati relativi a medicazioni
e mortalita. Il peso dei suinetti (per animale) e il consumo di mangime (per box) sono stati
misurati ai giorni 0, 7, 14, 21, 28, 35 e 42. I dati sono stati utilizzati per calcolare (per box)
il peso, I’incremento ponderale giornaliero, il consumo medio giornaliero di mangime e
I’indice di conversione alimentare su base settimanale.

Analisi statistica. 1 dati delle performance sono stati analizzati con SPSS 29.0.1.0 mediante
test ANCOVA, impostando il peso iniziale (periodo 0-14) o al giorno 14 (periodo 14-42)
come covariata e il trattamento come fattore fisso. L’unitd sperimentale ¢ il box (n=12) e i
valori sono riportati come medie marginali stimate + errore standard della media (ESM). Le
differenze sono state considerate significative con p < 0.05, e le tendenze con 0.5 <p <0.1.

RISULTATI

Performance di crescita — fase prestarter (giorni 0-14). La Tabella 1 riporta i risultati
delle performance di crescita — tra i giorni 0 e 14 — dei suinetti alimentati ad /ibitum con
dieta prestarter, integrata con ZnO o BOT. L’analisi statistica non ha riportato differenze
significative per nessuno dei parametri valutati. Analizzando i valori numerici medi,
I’integrazione con BOT ha assicurato pesi numericamente piu elevati al giorno 7 e al giorno
14 rispetto al C-, soprattutto per la dose di 1 kg/ton.
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Trattamento
C- C+ B1 B2 ESM Pvalue

Peso, kg

Giorno 0 6.70 6.70 6.65 6.64 0.04 0424
Giorno 7 827 834 839 833 0.10 0.857
Giorno 14 10.55 10.63 10.63 10.55 0.13 0953
Accrescimento medio, g/giorno/capo

Giorni 0-7 226 236 244 235 15 0.857
Giorni 7-14 320 322 317 310 15 0.949
Giorni 0-14 279 272 282 272 10 0.859
Consumo medio, g/giorno/capo

Giorni 0-7 286 286 305 275 12 0.317
Giorni 7-14 509 484 504 474 12 0.142
Giorni 0-14 400 385 403 378 10 0.215
Indice di conversione

Giorni 0-7 126 125 118 129 0.07 0.638
Giorni 7-14 1.61 151 1.64 157 0.07 0.593
Giorni 0-14 144 145 144 142 0.05 0978

Tabella 1 - PERFORMANCE DI CRESCITA DEI SUINETTI DURANTE LA FASE
PRESTARTER (GIORNI 0-14).

I dati sono presentati come medie marginali stimate (n = 12). C- = dieta standard; C+ = dieta
standard + 2500 ppm ZnO; B1 = dieta standard + 1 kg/ton di miscela microincapsulata di
composti botanici; B2 = dieta standard + 2 kg/ton di miscela microincapsulata di composti
botanici. ESM = errore standard della media.

Table 1 - GROWTH PERFORMANCE OF PIGLETS DURING THE PRESTARTER
PHASE (DAYS 0-14).

Data are presented as estimated marginal means (n = 12). C- = standard diet; C+ = standard
diet + 2500 ppm ZnO; B1 = standard diet + 1 kg/MT microencapsulated blend of botanicals;
B2 = standard diet + 2 kg/MT microencapsulated blend of botanicals. ESM = standard error
of the mean.

Performance di crescita — fase starter (giorni 14-42). 1 risultati delle performance di
crescita per la fase starter (giorni 14-42) dei suinetti che hanno assunto diete standard ad
libitum, anche integrate con BOT, sono riportati nella Tabella 2. I suinetti del gruppo C+
non hanno piu ricevuto, dal giorno 14 fino alla fine della prova, ZnO farmacologico. I dati
mostrano che, dopo la rimozione dello ZnO, i suinetti del C+ hanno ridotto il loro tasso di
crescita, con pesi numericamente inferiori al giorno 21 e 28 rispetto agli altri trattamenti.
Pur mostrando un successivo recupero, i suinetti del C+ hanno comunque riportato, a fine
prova, 1 kg di peso in meno rispetto a C- e 0.5 kg in meno rispetto a B2. Queste differenze
sono state riscontrate anche nell’accrescimento ponderale giornaliero. Tra le due dosi
di BOT, I’inclusione a 2 kg/ton ha permesso il mantenimento di performance di crescita
numericamente piu elevate, come evidenziato nei giorni 21 e 28. Tuttavia, alla fine della
prova sperimentale, sono stati i suini C- a registrare il peso corporeo piu alto, nonostante
durante tutta la prova non siano state rilevate differenze statisticamente significative.
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Trattamento
C- C+ B1 B2 ESM P value

Peso, kg

Giorno 14! 10.60 10.52 10.51 10.58 0.19 0.986
Giorno 21 13.47 1333 1331 13.64 0.15 0.329
Giorno 28 16.70 16.00 16.62 16.81 0.27 0.152
Giorno 35 21.33 2039 20.89 21.01 039 0.406
Giorno 42 27.05 26.14 26.10 26.57 059 0.631
Accrescimento medio, g/giorno/capo

Giorni 14-21 417 398 396 442 22 0.357
Giorni 21-28 471 394 440 448 25 0.187
Giorni 28-35 610 655 606 598 26 0.395
Giorni 35-42 817 749 743 750 33 0.359
Giorni 14-42 571 544 533 552 19 0.556
Consumo medio, g/giorno/capo

Giorni 14-21 715 716 721 745 23 0.739
Giorni 21-28 921 857 892 909 35 0.614
Giorni 28-35 1088 1119 1093 1075 31 0.785
Giorni 35-42 1277 1215 1241 1243 34 0.653
Giorni 14-42 982 962 979 963 21 0.875
Indice di conversione

Giorni 14-21 .73 185 187 176  0.09 0.597
Giorni 21-28 1.96 222 207 205 007 0.129
Giorni 28-35 1.81 1.75  1.81 1.81  0.07 0912
Giorni 35-42 1.59  1.68 1.68 1.69 0.07 0.737
Giorni 14-42 .72 1.79 185 176 0.05 0.255

Tabella 2 - PERFORMANCE DI CRESCITA DEI SUINETTI DURANTE LA FASE
STARTER (GIORNI 14-42).

I dati sono presentati come medie marginali stimate (n = 12). C- = dieta standard; C+ = dieta
standard; B1 = dieta standard + 1 kg/ton di miscela microincapsulata di composti botanici; B2
= dieta standard + 2 kg/ton di miscela microincapsulata di composti botanici. ESM = errore
standard della media. 'I valori di peso medio differiscono da quelli della Tabella 2 in quanto
1 suinetto per box, vicino al peso medio del box stesso, € stato sacrificato per raccogliere
campioni per analisi successive, seguendo le procedure autorizzate dal Ministero della Salute.

Table 2 - GROWTH PERFORMANCE OF PIGLETS DURING THE STARTER
PHASE (DAYS 14-42).

Data are presented as estimated marginal means (n = 12). C- = standard diet; C+ = standard
diet; B1 = standard diet + 1 kg/MT microencapsulated blend of botanicals; B2 = standard
diet + 2 kg/MT microencapsulated blend of botanicals. ESM = standard error of the mean.
'Average body weight values differ from the ones reported in Table 2 because 1 piglet per
pen, closer to the average weight of its pen, was sacrificed to collect samples for subsequent
future analyses, following procedures approved by the Italian Ministry of Health.
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Trattamenti farmacologici. Nella Tabella 3 sono riportati i dati relativi ai trattamenti
farmacologici eseguiti durante la sperimentazione, la loro durata, il motivo del trattamento, la
durata per tipo di farmaco e la mortalita dei suinetti. Non sono stati registrati decessi nei primi
14 giorni dello studio. Nello stesso periodo, solo 6 suinetti hanno ricevuto trattamenti (4% degli
animali). A 5 dei 6 suinetti trattati sono stati somministrati antibiotici per ridurre la diarrea; solo
un suino del gruppo B2 ¢ stato trattato anche per sintomi articolari riconducibili a infezione da
S. suis. Nessun trattamento ¢ stato registrato nei suini del gruppo B1.

Una maggiore incidenza di animali morti e trattati € stata registrata nei giorni 14-42. La mortalita
piu elevata ¢ stata registrata nel gruppo C+, con 4 animali morti (11.1% degli animali di quel
gruppo). Lo stesso gruppo ha registrato il maggior numero di trattamenti (10, pari al 28% dei
suinetti di quel gruppo), seguito da C- (8 suini, pari al 22%). Pur segnalando due decessi, nel
gruppo B2 sono stati effettuati trattamenti farmacologici solo su 3 animali (8.3% degli animali
di quel gruppo). Sette trattamenti su dieci per la diarrea post-svezzamento sono stati registrati
nel gruppo C+, mentre quasi il 40% del totale dei trattamenti farmacologici per S. suis sono stati
effettuati nel gruppo C-. Al contrario, la dose piu alta di BOT ha riportato le minori applicazioni
di antibiotici e antinfiammatori. Per quanto riguarda la durata, il gruppo C+ ha esibito i numeri
piu alti (40 giorni cumulativi totali, pari al 4% di tutti i giorni di vita degli animali del gruppo
C+), seguito a breve distanza da C- (37 giorni, pari al 3.7%). I giorni totali di trattamento si sono
invece attestati a meta o meno della meta per i suinetti rispettivamente dei gruppi B1 e B2.

Trattamento
C- C+ B1 B2

Giorni 0-14

Animali trattati' 121%) 2(42%) 0(0.0%) 3(6.3%)
Animali morti' 0(0.0%) 0(0.0%) 0(0.0%)  0(0.0%)
Numero di trattamenti? 1(16.7%) 2(33.3%) 0(0.0%) 3 (50.0%)
Numero trattamenti per diarrea (antibiotici)? 1(20.0%) 2(40.0%) 0(0.0%) 2 (40.0%)
Numero trattamenti per S. suis (antinfiammatori)*> 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0(0.0%) 1(100%)
Giorni di trattamento? 3(0.4%) 8(1.2%) 0(0.0%) 11 (1.6%)
Giorni di trattamento (antibiotici)® 3(04%) 8(1.2%) 0(0.0%) 9 (1.3%)
Giorni di trattamento (antinfiammatori)? 0(0.0%) 0(0.0%) 0(0.0%) 2(0.3%)
Giorni 14-42

Animali trattati' 8(22.2%) 10(27.8%) 5(13.9%) 3(8.3%)
Animali morti' 1(2.8%) 4(11.1%) 1(2.8%) 2 (5.6%)
Numero di trattamenti? 8(28.6%) 11(39.2%) 5(17.9%) 4 (14.3%)
Numero trattamenti per diarrea (antibiotici)? 1(10.0%) 7(70.0%) 1(10.0%) 1 (10.0%)
Numero trattamenti per S. suis (antinfiammatori)®> 7 (38.9%) 4 (22.2%) 4(22.2%) 3 (16.7%)
Giorni di trattamento? 37 (3.7%) 40 (4.0%) 20(2.0%) 15(1.5%)
Giorni di trattamento (antibiotici)® 23 (2.3%) 32(3.2%) 13(1.3%) 9(0.9%)
Giorni di trattamento (antinfiammatori)? 14 (1.4%) 8(0.8%) 7(0.7%)  6(0.6%)

Tabella 3 - MORTALITA E TRATTAMENTI FARMACOLOGICI NEI DUE PERIODI
DELLO STUDIO.

C- = dieta standard; C+ = dieta standard + 2500 ppm ZnO nel periodo 0-14; B1 = dieta
standard + 1 kg/ton di miscela microincapsulata di composti botanici; B2 = dieta standard + 2
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kg/ton di miscela microincapsulata di composti botanici. ESM = errore standard della media.
"'Le % sono calcolate sulla base del totale degli animali inclusi in ogni gruppo (n =48, giorni
0-14; n = 36, giorni 14-42). > Le % indicano la quantita dei trattamenti rispetto al totale dei
trattamenti effettuati in quel dato periodo (giorni 0-14 o 14-42). * Le % sono calcolare rispetto
al totale dei giorni in vita di tutti i maiali inclusi in un preciso gruppo di trattamento (n = 48,
giorni 0-14; n = 36, giorni 14-42).

Table 3 - MORTALITY AND PHARMACOLOGICAL TREATMENTS IN THE TWO
STUDY PERIODS.

C- = standard diet; C+ = standard diet + 2500 ppm ZnO in the period 0-14; B1 = standard
diet + 1 kg/MT microencapsulated blend of botanicals; B2 = standard diet + 2 kg/MT
microencapsulated blend of botanicals. ESM = standard error of the mean. ! % are calculated
based on the total of animals included in that treatment group (n = 48, days 0-14, n =36, days
14-42). > % indicate the ratio of treatments referred to the total treatments performed in that
period (days 0-14 or 14-42). * % are calculated based on the total days in life of pigs included
in a treatment group (n = 48, days 0-14, n = 36, days 14-42).

DISCUSSIONE

L’attuale studio aveva lo scopo di comprendere gli effetti benefici di una miscela
microincapsulata di composti botanici (BOT) in suinetti svezzati a 28 giorni di eta provenienti
da un allevamento commerciale. Nonostante la numerosita non trascurabile, la variabilita &
risultata piuttosto elevata e non ha permesso 1’osservazione di differenze significative nelle
performance di crescita.

Durante i primi 14 giorni, tutti gli animali hanno mostrato una buona crescita, compresi
quelli del gruppo C-, probabile indice di una corretta gestione delle fasi preliminari allo
svezzamento, riducendo cosi lo stress e I’insorgenza della diarrea. Considerando i pesi, B1 ha
registrato valori numericamente piu alti sia al giorno 7 che al giorno 14, probabilmente grazie
ad una ingestione di mangime leggermente superiore agli altri gruppi. Al contrario, durante
i giorni 0-14, la concentrazione piu alta di additivo (B2) non ha sortito lo stesso effetto.
Si potrebbe ipotizzare che gli ingredienti di BOT possano possedere, alla dose piu alta, un
odore intenso, che ha parzialmente limitato I’assunzione di mangime nel primo periodo,
un fenomeno tuttavia non evidenziato in precedenti studi. In ogni caso, la tecnologia di
microincapsulazione con cui ¢ realizzato BOT, oltre a garantire un lento rilascio dei principi
attivi nel tratto intestinale dei suinetti (Piva et al., 2007), pud migliorare 1’appetibilita ¢
attenuare gli odori sgradevoli.

Con larimozione dello ZnO farmacologico nella dieta, i suinetti C+ hanno registrato un ridotto
accrescimento rispetto agli altri gruppi sperimentali. La loro crescita ¢ stata successivamente
ripristinata, ma il ritardo accumulato durante la terza e la quarta settimana ha creato un divario
non recuperato nel periodo sperimentale. In effetti, la brusca eliminazione dello ZnO priva
improvvisamente gli animali di una molecola che supporta lo stato immunitario, ossidativo e
inflammatorio del loro intestino (Bonetti etal., 2021). Inoltre, lariduzione di specie probiotiche
come Lactobacillus o Bifidobacterium causata dalle dosi elevate di ZnO puo avere effetti
negativi a lungo termine (Starke et al., 2014). Infine, lo ZnO riduce la virulenza di diversi
patogeni (Crane et al., 2011) ma, una volta riportati i suoi livelli a quelli nutrizionali, questa
funzione potrebbe andare persa, risvegliando diversi batteri precedentemente sotto controllo.
Quest’ultima opzione potrebbe aver riguardato questo studio: mentre durante la fase
prestarter non si sono registrati decessi e sono stati eseguiti solo pochi trattamenti, la
situazione ¢ cambiata sensibilmente dopo la rimozione dello ZnO. Infatti, i due gruppi di
controllo hanno registrato il maggior numero di suinetti morti e trattati. Tali valori sono
risultati molto inferiori nei gruppi B1 e B2, che hanno anche visto una notevole riduzione
delle durate dei trattamenti. Si potrebbe ipotizzare che la riattivazione dei patogeni intestinali
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precedentemente tenuti sotto controllo dallo ZnO possa aver esercitato un’ulteriore pressione
biologica sugli animali del C+, ma anche su quelli del C- — accasati nella stessa struttura,
seppur in recinti separati — che non avevano alcun integratore nella dieta per aiutare a gestire
lo stress. Al contrario, i suinetti integrati con BOT non sarebbero stati influenzati da questi
agenti patogeni: la continua assunzione di BOT potrebbe aver favorito la loro la salute e
resilienza.

CONCLUSIONI

Nonostante la necessita di approfondire i presenti risultati mediante ulteriori analisi, 1 dati
preliminari offrono sufficienti evidenze per sostenere 1’utilizzo di BOT in ulteriori studi di
campo. In tale contesto, dove la pressione biologica derivata dall’ambiente risulta piu elevata,
I’integrazione della dieta con BOT potrebbe esprimere il massimo delle sue potenzialita.
Inoltre, la maggiore numerosita raggiungibile in questi scenari potrebbe consentire di ridurre
I’alta variabilita riscontrata in questo studio e consolidare i trend positivi evidenziati in
presenza di BOT nella dieta.
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Riassunto

Le larve di Ascaris suum inducono lesioni epatiche (macchie bianche) di comune riscontro
nei suini macellati, spesso quantificate per stimare la gravita del problema. Qui si riportano
le indagini condotte allo scopo di: a) valutare la distribuzione delle macchie bianche sulla
superficie epatica; b) addestrare una rete neurale artificiale, che sia capace di identificare ¢
quantificare le lesioni epatiche da ascaridi. La distribuzione delle macchie bianche ¢ stata
esaminata in 190 fegati, considerando entrambe le facce ed i singoli lobi. La rete neurale
artificiale ¢ stata addestrata con 2169 immagini, annotando varie classi: fegato, cistifellea,
macchie bianche, fibrosi estesa, artefatti da illuminazione. Le prestazioni della rete sono state
valutate in termini di Intersection over Union, sensibilita e specificita.

Nel complesso, i punteggi assegnati alla superficie diaframmatica dei lobi mediali correlano
fortemente, in modo statisticamente significativo, con lo score totale assegnato al fegato. Al
momento, la rete neurale artificiale dimostra una specificita pari all’85% ed una sensibilita
complessiva pari al 79%. La sensibilita ¢ piu elevata nel caso di lesioni epatiche gravi (8§7%).
L’ampliamento del dataset, in corso, consentira di migliorare ulteriormente le prestazioni
della rete neurale artificiale.

Abstract

Ascaris suum larvae cause hepatic lesions (white spots), which are commonly found in

slaughtered pigs and scored to estimate the severity of ascariasis. Here, we report our
investigations aiming to: a) assess the distribution of white spots on the liver surface; b) train

an artificial neural network, capable of recognizing and scoring white spots. The distribution of
white spots has been examined in 190 livers, considering both sides and each single lobe. The
artificial neural network has been trained with 2169 images, annotating different classes: liver,

gallbladder, white spots, diffuse fibrosis, and artefacts. The performances of the artificial neural
network have been assessed in terms of Intersection over Union, sensitivity, and specificity.
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Overall, the scores assigned to the diaphragmatic surface of the medial lobes strongly and
significantly correlate with the total score assigned to the liver. Currently, the artificial neural
network demonstrates a specificity of 85% and an overall sensitivity of 79%. Sensitivity is
higher in the case of severe liver lesions (87%). The ongoing augmentation of the dataset will
further improve the performances of the artificial neural network.

INTRODUZIONE

L’ascaridiosi ¢ sostenuta dal nematode Ascaris suum e rappresenta una delle poche parassitosi
di rilievo nell’allevamento intensivo del suino. Il ciclo biologico di 4. suum ¢ diretto. Gli
adulti hanno grandi dimensioni (25-40 cm di lunghezza) e vivono liberi nel lume del piccolo
intestino, opponendosi alla peristalsi con movimenti attivi. Le uova vengono escrete con le
feci e sono estremamente resistenti nell’ambiente esterno, dove diventano infettanti (stadio
larvale L2/L3) nell’arco di 3-4 settimane. Una volta ingerite, le larve compiono una complessa
migrazione entero-epato-pneumo-enterica, diventano adulti in circa 15 giorni e sopravvivono
per 6-9 mesi. Nel tempo, i suini infetti sviluppano immunita specifica protettiva nei confronti
di A. suum, riuscendo a intrappolare e distruggere le larve all’interno di granulomi. Anche
per questo motivo, I’ascaridiosi tende a prevalere nei suini piu giovani, di 3-6 mesi di eta
(Zimmermann et al., 2019).

Gli adulti di 4. suum competono con 1’ospite per le sostanze nutritive contenute nell’alimento
(azione sottrattiva), senza indurre lesioni significative a livello intestinale. Per contro, le larve
stimolano una intensa reazione infiammatoria durante la loro migrazione. In particolare, le
larve causano una epatite interstiziale cronica eosinofila, migrando attraverso il parenchima
epatico. Macroscopicamente, le lesioni epatiche da ascaridi possono essere distinte in due
tipologie: a) cosiddette “macchie bianche”, a margini sfumati, caratterizzate dall’ispessimento
dello stroma interlobulare; b) lesioni a carattere linfoproliferativo (“noduli del Kisselev”), di
piccole dimensioni, biancastre e rilevate, costituite da grappoli di follicoli linfatici terziari
al cui interno sono spesso inglobati granulomi e residui larvali (Marcato, 1998; Martelli,
2013). Le macchie bianche sono di comune riscontro nei suini macellati, con prevalenze
variabili e talvolta prossime al 100% (Vismara et al., 2023); la loro quantificazione ¢ utile
per monitorare la presenza di 4. suum in allevamento e 1’efficacia delle misure terapeutiche
messe in atto (Martelli, 2013).

Le reti neurali artificiali convoluzionali (Convolutional Neural Networks, CNN) sono
attualmente riconosciute come lo stato dell’arte della computer vision, sottoinsieme
dell’intelligenza artificiale (IA) adatto a risolvere compiti visivi altamente ripetitivi
(Voulodimos et al., 2018). Il presente studio si pone 1’obiettivo di valutare la distribuzione
delle macchie bianche sulla superficie epatica, prerequisito fondamentale per la successiva
automatizzazione della loro punteggiatura. Inoltre, si riportano i dati preliminari ottenuti
addestrando una CNN, allo scopo di identificare e quantificare le lesioni epatiche da ascaridi
nei suini al macello.

MATERIALI E METODI

Animali
Tutte le indagini oggetto del presente contributo sono state condotte su fegati di suini
macellati in stabilimenti del centro-nord Italia.

Distribuzione delle macchie bianche sulla superficie epatica

Sono stati presi in esame 190 fegati patologici, vale a dire con lesioni riferibili ad ascaridiosi
epatica. Ogni fegato ¢ stato ispezionato attentamente su entrambe le facce (diaframmatica
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e viscerale) e suddiviso in quadranti, corrispondenti ai lobi epatici (laterale destro, mediale
destro, mediale sinistro e laterale sinistro). A ciascun lobo ¢ stato attribuito un punteggio,
variabile da 0 a 2: punteggio 0 in caso di assenza di lesioni; punteggio 1 in presenza di una
singola macchia bianca; punteggio 2 nel caso di un numero di macchie bianche uguale o
superiore a due. I dati sono stati riportati su un foglio di calcolo Microsofi® Excel e sottoposti
ad analisi statistica (test di Spearman).

Addestramento di una rete neurale artificiale per I’identificazione e la punteggiatura
delle macchie bianche

Ad oggi, sono stati oggetto di studio 2169 fegati. Inizialmente, sono state collezionate le
immagini digitali (una per ciascun suino), utilizzando la fotocamera di un i-Phone SE in
funzione live, senza interferire con la normale progressione della catena di macellazione
(Figura 1).

Figura 1. Immagine digitale acquisita in catena di macellazione. Il fegato, appeso ad un
gancio con il resto della corata, tende spontaneamente a chiudersi su sé stesso, lasciando
esposta la faccia diaframmatica nella sua porzione centrale.

Le immagini sono state successivamente annotate (annotation tool “labelme”) da tre
operatori, che hanno ripetutamente concordato ¢ uniformato le modalita di interpretazione
delle immagini. Dopo una serie di valutazioni preliminari, tenuto conto dei potenziali
fattori confondenti, si ¢ deciso di annotare le seguenti classi: “/iver”, il profilo esterno del
parenchima epatico; “gallbladder”, il profilo della cistifellea, qualora visibile; “artifacts”,
gli artefatti causati dal riflesso delle luci artificiali sulla superficie epatica; “white spot”, le
macchie bianche riferibili alla migrazione delle larve di A. suum, annotate singolarmente;
“diffuse fibrosis”, classe resasi necessaria poiché nelle infezioni piu gravi le lesioni tendono a
fondersi fra di loro, rendendo complicata 1’annotazione come singole “white spot”.

Le immagini annotate sono state somministrate alla CNN per addestrarla (“training set”,
costituito da 1845 immagini) e valutarne il grado di apprendimento (“fest set”, costituito
da 324 immagini). Sono state utilizzate due CNN, denominate U-Net e U-Net++ (encoder
Resnet18), reti neurali di comune impiego per la segmentazione delle immagini in campo
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biomedico. Durante la fase di addestramento, sono stati svolti numerosi esperimenti
indipendenti con immagini di varie dimensioni (448x320, 512x384, 1040x768 pixels), per
verificare se cid avesse o meno un effetto sull’apprendimento della CNN. Nel caso delle
immagini di dimensioni maggiori (1040x768 pixels), si ¢ cercato di facilitare il lavoro della
CNN impiegando vari accorgimenti (es. “image patches”, “bounding box”, “background
suppression”). Inoltre, per accelerare ulteriormente 1’addestramento, ¢ stata sfruttata una
libreria di pytorch, enorme collezione di immagini utilizzate per il fraining preliminare delle
CNN.

Le prestazioni della CNN sono state valutate in termini di Intersection over Union (IoU),
sensibilita e specificita. Tenuto conto della letteratura disponibile (Straw et al., 1999; Martelli,
2013), le previsioni della CNN sono state espresse secondo la griglia di seguito specificata: a)
fegati sani, nei quali I’operatore non ha identificato alcuna macchia bianca e/o aree di “fibrosi
diffusa”; b) fegati lievemente parassitati, con numero di macchie < 4; c) fegati gravemente
parassitati, con >4 macchie e/o aree di “fibrosi diffusa”.

RISULTATI

Distribuzione delle macchie bianche sulla superficie epatica
Nell’insieme, le macchie bianche sono risultate pit frequenti sulla faccia diaframmatica del
fegato, come rappresentato graficamente in Figura 2.
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Figura 2. Distribuzione delle macchie bianche sulle due facce del fegato. Il numero
delle facce viscerali prive di macchie bianche (score 0) supera di gran lunga quello delle
facce diaframmatiche. Per contro, il numero di fegati con macchie bianche sulla faccia
diaframmatica ¢ pressoché costantemente superiore, indipendentemente dal punteggio totale
(unica eccezione score 6).

L’analisi statistica dei dati ha evidenziato una correlazione di media entita e statisticamente
significativa fra i punteggi attribuiti alla faccia diaframmatica e viscerale (R = 0.571,
p<0.00001), come pure fra i punteggi attribuiti a ciascun lobo epatico (0.428<R<0.623,
p<0.00001). La somma dei punteggi attribuiti alla superficie diaframmatica dei lobi mediali
(destro e sinistro) ha dimostrato una forte correlazione, statisticamente significativa, con il
punteggio totale assegnato al fegato (R = 0.806, p<<0.00001).
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Addestramento di una rete neurale artificiale per I’identificazione e la punteggiatura
delle macchie bianche

La CNN ha mostrato prestazioni migliori esaminando immagini di dimensioni maggiori
(1040x768 pixels), riconoscendo perfettamente il profilo epatico e la colecisti (IoU = 98%).
I valori di IoU sono stati, invece, inferiori per il profilo delle macchie bianche (70%) e degli
artefatti da illuminazione (63%). Al momento, la CNN ha una specificita pari all’85% ed una
sensibilita complessiva pari al 79%. Come mostra la Figura 3, 1a sensibilita ¢ decisamente piu
elevata nel caso di lesioni gravi (97 immagini predette correttamente su un totale di 111, pari
all’87%), mentre la CNN ha commesso molti errori sulle lesioni di lieve entita (7 immagini
predette correttamente su un totale di su 20, pari al 35%).
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Figura 2. Predizione da parte della CNN (A) vs immagine annotata manualmente
dall’operatore (B). Come si puo notare dal confronto, la CNN non ha difficolta a riconoscere
lesioni molto gravi ed estese (viola), sebbene con profili differenti, che penalizzano I’IloU ma
non lo score complessivo.

DISCUSSIONE

Le enormi potenzialita dell’IA in ambito biomedico, pitl in particolare nell’interpretazione di
immagini complesse di significato diagnostico, sono ormai un dato di fatto. L’applicazione
della computer vision sembra particolarmente interessante per la raccolta di dati in sede di
macellazione, allorquando si chieda alla CNN di esprimere sistematicamente un giudizio
complessivo su partite di animali (Trachtman et al., 2020).

I sistemi di score in uso per ’ascaridiosi epatica si basano su un principio semplice e
plausibile: maggiore ¢ il numero di larve che migrano attraverso il fegato, pit numerose
saranno le macchie bianche, piu grave sara il danno provocato da 4. suum. 1 dati delle
nostre indagini dimostrano che 1’esame della faccia diaframmatica del fegato, e piu
nello specifico della sua parte centrale corrispondente ai lobi mediale destro e sinistro, ¢
sufficientemente rappresentativo del punteggio complessivo assegnato. Pertanto, le foto
piu semplici da acquisire in sede di macellazione risultano idonee all’addestramento della
CNN ed all’automatizzazione del processo. Inoltre, in accordo con quanto precedentemente
pubblicato da altri autori (McKenna et al., 2020), il nostro studio indica che la CNN puo
essere addestrata con successo per riconoscere e quantificare le macchie bianche da ascaridi.
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Di fatto, le prestazioni della CNN sono gia soddisfacenti in termini di specificita e sensibilita
nel caso delle lesioni piu gravi. In prospettiva, I’ampliamento del dataset, attualmente in
corso, dovrebbe garantire risultati migliori anche per la punteggiatura di lesioni discrete.

Un discorso a parte meritano i valori di loU, al momento piuttosto bassi per le classi “white
spots” e “artifacts”. A tal proposito, vale la pena specificare che 1’loU misura, in termini
percentuali, quanto il profilo predetto dalla CNN coincida con quello disegnato manualmente
dall’operatore in fase di annotazione. Pertanto, non stupisce osservare valori di IoU inferiori
alle attese per “oggetti” (es. macchie bianche e riflessi luminosi) caratterizzati da margini
sfumati, non ben definiti e per tale ragione piuttosto variabili, anche nel caso in cui vengano
disegnati da operatori attenti ed esperti. L’ampliamento del dataset verosimilmente migliorera
le prestazioni della rete anche in termini di IoU. Tuttavia, la corretta identificazione delle
lesioni e degli artefatti riveste un significato di gran lunga piu importante rispetto alla loro
perfetta delimitazione.
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Riassunto

L’identificazione e la quantificazione di alcune lesioni cutanee (es. cicatrici, esiti di morsicature,
necrosi, bursiti) possono essere estremamente utili per stimare il livello di benessere dei suini in
allevamento. A tal proposito, le tecnologie basate sull’intelligenza artificiale potrebbero essere
applicate con successo per acquisire dati in modo sistematico, economicamente sostenibile e
sull’intera popolazione di riferimento. Il nostro studio ha avuto I’obiettivo di addestrare una rete
neurale artificiale open source (“TensorFlow”, Keras) per identificare lesioni auricolari croniche,
caratterizzate da perdita di tessuto. Ad oggi, sono state impiegate le immagini di 2670 padiglioni
auricolari: 1870 immagini sono state usate nella fase di addestramento, mentre le restanti 790
sono state usate per verificare il grado di apprendimento della rete neurale artificiale. Quest’ultima
ha interpretato correttamente 765 immagini, di cui 611 “sane” e 154 “patologiche”, con valori di
accuratezza prossimi al 97%. Nel complesso, i risultati preliminari sembrano molto promettenti.
Tuttavia, si rende necessario un ulteriore ampliamento e diversificazione del dataset, al fine di
garantire una maggiore affidabilita della rete neurale in tutte le diverse circostanze possibili.

Abstract

The identification and scoring of skin lesions (e.g. scars, bites, necrosis, bursitis) can be very
useful to estimate welfare in pig herds. In this respect, artificial intelligence-based technologies
could be successfully applied to acquire data in a systematic and cost-effective manner, on the
entire animal population. This study aimed to train an open-source artificial neural network
(TensorFlow, Keras) to identify chronic ear lesions, characterized by tissue loss. To date, images
0f 2670 pinnae have been used: 1870 images were used in the training phase, while the remaining
790 were used to test the performance of the artificial neural network. The latter correctly
interpreted 765 images, of which 611 were ‘healthy’ and 154 ‘diseased’, with accuracy values
close to 97%. Overall, preliminary results seem very promising. However, further increase and
diversification of the dataset is necessary to ensure greater reliability of the neural network
under different conditions.

INTRODUZIONE
Lacrescente sensibilita dei consumatorineiconfronti del benessere animale incide profondamente
sul settore zootecnico, spesso attraverso l’intermediazione del legislatore. La valutazione
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del benessere si basa sulla registrazione di una serie di dati relativi agli animali (es. parametri
comportamentali e sanitari) e all’ambiente che li ospita (es. microclima e affollamento). Tuttavia, &
sempre attuale la ricerca di nuovi indicatori, che possano rispondere a questa esigenza in modo piu
efficace ed efficiente. Da questo punto di vista, i rilievi effettuati in sede di macellazione offrono
interessanti prospettive. In particolare, alcune lesioni visibili sulla carcassa sono ritenute parametri
“iceberg” del benessere dei suini in allevamento (es. cicatrici, esiti di morsicature, necrosi, bursiti).
Ad esempio, il protocollo Welfare Quality® prevede la valutazione della cute dei suini al macello,
suddividendo la carcassa in 5 parti, una delle quali coincide con il padiglione auricolare (De Luca
etal., 2021). L’applicazione del protocollo Welfare Quality® fornisce informazioni valide, ma non
¢ praticabile sistematicamente negli stabilimenti di macellazione ad elevata capacita produttiva. A
tal proposito, le tecnologie basate sull’intelligenza artificiale (IA) si propongono come un valido
ausilio, idoneo ad acquisire dati in modo sistematico, economicamente sostenibile ¢ sull’intera
popolazione di riferimento (Trachtman et al., 2020).

Il nostro studio ha avuto I’obiettivo di addestrare una rete neurale artificiale di tipo convoluzionale
(Convolutional Neural Network, CNN) per identificare lesioni auricolari croniche, caratterizzate
dalla perdita pit 0 meno estesa di tessuto.

MATERIALI E METODI

Animali
Tutte le indagini oggetto del presente contributo sono state condotte su carcasse di suini macellati
presso stabilimenti del centro e del nord Italia.

Acquisizione ed etichettatura delle immagini

Le immagini sono state acquisite da diversi operatori in catena di macellazione, utilizzando le
fotocamere di vari tipi di smartphone. Ogni fotografia ha incluso la superficie esterna di entrambi
i padiglioni auricolari, la testa e parte del collo della carcassa, previo passaggio in vasche di
scottatura, flambatura e spazzolatura (Figura 1A). Due medici veterinari hanno esaminato le
immagini e concordato il giudizio (sano vs patologico) per ciascun padiglione auricolare, senza
alcuna annotazione. Al momento, i padiglioni auricolari eccessivamente danneggiati durante le
operazioni di macellazione (tagli profondi, lacerazioni cutanee estese) sono stati esclusi dallo
studio (Figura 1B).

Figura 1. Immagine acquisite in catena di macellazione. L’immagine sulla sinistra (A) ¢ stata
ritenuta idonea e inserita nel dataset. 1l profilo del padiglione auricolare destro ¢ chiaramente
alterato, con perdita di sostanza in corrispondenza della sua porzione apicale. Nell’immagine
(B) il padiglione auricolare sinistro ¢ stato strappato durante la spazzolatura della carcassa.
Di conseguenza, I’immagine per il momento ¢ stata esclusa dal dataset.
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Addestramento di una CNN per I’identificazione delle lesioni auricolari

Ad oggi, sono state impiegate 1335 fotografie, per un totale di 2670 padiglioni auricolari.
In particolare, 1870 padiglioni auricolari sono stati usati per addestrare la CNN (dataset di
addestramento), mentre i restanti 790 sono stati usati per verificare il grado di apprendimento
della CNN (dataset di test).

Allo scopo, ¢ stato utilizzato un modello sequenziale open source distribuito da Keras
(“TensorFlow™) che, pur necessitando di un singolo input per volta, ¢ capace di svolgere il
compito richiesto in modo rapido e leggero. Il modello impiegato permette di salvare i pesi
ottenuti in fase di addestramento e di esportarli in un file di estensione propria (.keras), per
essere riutilizzati e distribuiti (https://keras.io).

Preliminarmente, le immagini sono state processate attraverso una suite di routine, atta a
ritagliare il profilo dei padiglioni auricolari, sostituendo le parti “non rilevanti” con uno
sfondo nero. Quest’ultimo permette di meglio evidenziare la presenza di eventuali lesioni e
rende I’addestramento piu efficiente.

Le predizioni della CNN sono state esportate in un file di Microsoft® Excel e le prestazioni
espresse in termini di accuratezza, considerando il giudizio dei medici veterinari come gold
standard.

RISULTATI

Le prestazioni della CNN, testate su due computer differenti, sono state in entrambi i casi
soddisfacenti, con valori di accuratezza variabili dal 96,8% al 96.94%. In totale, la CNN ha
interpretato correttamente 765 padiglioni auricolari, di cui 611 “sani” e 154 “patologici”. Per
contro, la CNN ha valutato erroneamente 25 padiglioni auricolari: piu in dettaglio, la CNN
ha identificato 7 “falsi patologici”’, mentre in 18 casi non ha riconosciuto correttamente la
presenza di lesioni.

DISCUSSIONE

I dati raccolti confermano che I’IA puo assolvere con successo compiti semplici e ben definiti,
rendendo possibile 1’acquisizione sistematica di informazioni relative allo stato sanitario e al
benessere degli animali da reddito. Nel caso specifico, la valutazione del profilo auricolare
si ¢ rivelata piuttosto semplice e praticabile con strumenti open source, molto economici e
potenzialmente alla portata di tutti. Cio premesso, riteniamo utile analizzare i limiti dello
studio e le sue potenziali evoluzioni.

A nostro avviso, 1’ostacolo principale ¢ rappresentato dagli artefatti (lacerazioni, tagli,
strappamenti) che si determinano prevalentemente durante la spazzolatura delle carcasse.
Tali artefatti sembrano piuttosto comuni e alterano il profilo auricolare, complicando il
lavoro della CNN. Il problema puo essere affrontato addestrando la CNN con immagini
ad hoc, che sono gia nella nostra disponibilita e verranno a breve utilizzate allo scopo di
ampliare e perfezionare le competenze della rete. Tuttavia, non ¢ da escludere un diverso
posizionamento della fotocamera, con acquisizione delle immagini prima della spazzolatura
della carcassa. Per quanto nella nostra esperienza, gli stessi artefatti potrebbero complicare
anche altre griglie di score (es. code), soprattutto negli stabilimenti di macellazione che
adottano sistemi di spazzolatura orizzontali e/o troppo “energici”.

Il secondo problema, in parte collegato al precedente, riguarda la composizione del dataset,
attualmente sbilanciato verso i padiglioni auricolari sani. Le prestazioni della CNN sono
gia di gran lunga superiori rispetto alla soglia di soddisfazione comunemente accettata
(accuratezza >85%). Tuttavia, I’ampliamento del dataset, un numero maggiore di lesioni
di varia entita, nonché I’inserimento di immagini non idonee, si rendono indispensabili per
garantire un’affidabilita ancora maggiore della CNN in tutte le diverse circostanze possibili.
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Riassunto

Da Gennaio 2013 a Dicembre 2023, un totale di 130 ceppi di Glaesserella parasuis isolati da
tessuti patologici di suino durante I’attivita diagnostica di routine dell’Istituto Zooprofilattico
Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna (IZSLER), sono stati sierotipizzati presso
la sezione di Reggio Emilia dell’ente, mediante la metodica agar gel immunodiffusione (AGID).
In letteratura sono descritti 15 sierotipi di G. parasuis, cui si aggiungono ceppi non sierotipizzabili,
con diverso grado di virulenza e tropismo. Gli antisieri utilizzati dal laboratorio permettono
di identificare i sierotipi 1, 2, 4, 5, 10, 12, 13, 14 e 15. Nel periodo di studio considerato, il
sierotipo 4 ¢ risultato il prevalente (25.4%), seguito dal sierotipo 13 (7,7%). Settantasei ceppi
sono risultati non tipizzabili (58.5%). I ceppi sono stati divisi in 2 gruppi, in base all’isolamento
da lesioni riferibili a forma setticemica o da lesioni associate al solo comparto respiratorio. Sulla
base di questa ripartizione ¢ stata valutata 1’associazione di determinati sierotipi a specifiche
lesioni. Da questa valutazione ¢ emerso come il sierotipo 13 sia principalmente associato a
forme setticemiche. I dati relativi al profilo di sensibilita agli antimicrobici € riportato per i ceppi
isolati nel biennio 2022-2023, per i quali la suscettibilita agli antibiotici ¢ stata valutata mediante
metodica di microdiluizione in brodo (MIC). I risultati ottenuti mettono in evidenza una diffusa
sensibilita alla maggior parte delle classi di molecole testate.

Abstract

From January 2013 to December 2023, a total of 130 Glaesserella parasuis strains isolated
from pigs were serotyped using agar gel diffusion test (GD) in Reggio Emilia department of
Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia-Romagna. G. parasuis is
classified in 15 recognized serovars and non-typeable strains, with different and no constant
virulence and tropism profile. The antisera used in GD test were limited to serovars 1, 2, 4,
5,10, 12, 13, 14, 15, traditionally considered virulent, assigning to Non-Typeable group the
remaining strains. Serovar 4 was the most prevalent (25,4%), followed by serovar 13 (7,7%).
Seventy-six strains were non-typeable (58,5%). The strains were divided into two categories,
depending on the site of isolation, obtaining the group isolated from pathological lesions of
systemic disease or from the lower respiratory tract of pigs suffering from bronchopneumonia.
Then we tried to assess if a certain serovar had a specific tropism, revealing only for serovar
13 a statistic association with systemic infection. Data on antibiotic susceptibility of the
strains isolated between 2022-2023 were obtained by determination of the minimum
inhibitory concentration (MIC), using broth-microdilution method. The result shows a wide
distribution of antibiotic susceptibility profile.

221



INTRODUZIONE

Glaesserella parasuis (GPS) ¢ 1’agente eziologico della polisierosite, meningoencefalite e
artrite fibrinosa del suino, anche nota come Malattia di Glésser (MG). Un tempo la MG era
considerata una malattia sporadica dei suinetti immunocompromessi da fattori stressogeni,
visto che GPS ¢ un commensale delle alte vie respiratore dei suini allevati (Meller et al.,
1993). Con il tempo pero ¢ emerso ¢ si ¢ affermato il ruolo di GPS come responsabile (o
coresponsabile) di malattia ad eziologia batterica nell’allevamento suino in tutto il mondo.
Infatti, GPS oltre ad essere I’agente eziologico primario della MG rientra tra gli agenti del
complesso della malattia respiratoria del suino (Brockmeier et al., 2002). I dati in bibliografia
sulla associazione tra uno specifico sierotipo e il tipo di lesioni provocate sono discordanti
(Olvera et al., 2007, Angen et al., 2004, Luppi et al., 2011), probabilmente derivante dalla
variabilita genetica di GPS e dalla nota differenza di virulenza di ceppi appartenenti allo stesso
sierotipo (Angen et al., 2004). Ad oggi sono riconosciuti 15 sierotipi, ma circolano anche
numerosi ceppi non tipizzabili sierologicamente (NT). Sebbene siano stati sviluppati alcuni
protocolli di biologia molecolare per la valutazione del sierotipo e dei fattori di virulenza,
molti dei dati disponibili sul sierotipo sono storicamente ottenuti mediante sierotipizzazione
utilizzando antisieri iperimmuni nella metodica di agar gel immunodiffusione (AGID) e/o test
di emoagglutinazione indiretta (IHA). Il sierotipo assegnato al ceppo ha permesso in passato
la sua classificazione in un’ottica di patogenicita. E stata dimostrata da Kielstein e Rapp-
Gabrielson (1992) la relazione tra sierotipo e grado di virulenza, che ha portato storicamente
a considerare i sierotipi 1, 5, 10, 12, 13, e 14 come letali entro 96 ore dall’inoculo, i sierotipi
2,4, 15 come determinanti le tipiche lesioni di polisierosite, il sierotipo 8 come mediamente
virulento ed i sierotipi 3, 6,7, 9, 11 come avirulenti. Ad oggi con I’avvento di nuove metodiche
biomolecolari questa classificazione ¢ in alcuni casi ancora valida (vedi sierotipo 6 € 9, isolati
principalmente da tamponi nasali di animali sani), invece ¢ ormai appurato che tra i sierotipi
tradizionalmente considerati virulenti esistano ceppi a ridotta patogenicita e viceversa,
come nel caso del sierotipo 7 ed alcuni ceppi NT isolati in corso di MG e alberganti fattori
di patogeicita (Schuwerk et al., 2020). In generale I’infezione in allevamento puo essere
controllata mediante trattamento antibiotico e vaccinazione. La profilassi vaccinale puo essere
effettuata utilizzando prodotti commerciali o vaccini stabulogeni; in quest’ottica conoscere
il sierotipo circolante permette di poter scegliere tra le due opzioni, vista la mancanza di
cross-protezione tra diversi sierotipi, confermata soltanto per alcune combinazioni di essi
(Schuwerk et al., 2020). Inoltre il vaccino stabulogeno offre la possibilita di utilizzare ceppi
NT se frequentemente isolati nel contesto aziendale da campioni patologici. La prevalenza dei
diversi sierotipi di GPS ¢ stata studiata in molti Paesi del mondo a forte tradizione suinicola
e studi recenti indicano i sierotipi 1, 4, 5/12 e 7 come i piu frequentemente isolati, indicando
con 5/12 dei ceppi che con la metodica di PCR applicata non sono distinguibili (Macedo et
al., 2021). Questo studio ha I’obiettivo di aggiornare la prevalenza dei diversi sierotipi di GPS
circolanti in nord Italia, di valutare 1’associazione tra sierotipo e sito di isolamento e valutare la
sensibilita agli antimicrobici dei ceppi isolati nell’ultimo biennio.

MATERIALI E METODI

Sono stati inclusi nella seguente trattazione i ceppi di GPS isolati dal 2013 al 2023 e per i quali
¢ stato possibile eseguire la sierotipizzazione presso la sezione territoriale di Reggio Emilia
dell’IZSLER. Trattandosi di uno studio retrospettivo di analisi eseguite su richiesta di privati,
I’esame colturale ¢ stato eseguito sul materiale conferito in autocontrollo, che per alcune
caratteristiche di campionamento (es. materiale mal conservato, congelato, esemplare sottoposto
a trattamento antibiotico) potrebbero non permettere una corretta stima della prevalenza di
GPS negli allevamenti e negli anni analizzati. Inoltre il microrganismo in esame ¢ considerato
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un batterio ‘esigente’ il cui isolamento, soprattutto in presenza di flora contaminante, non ¢
agevole. La metodica di sierotipizzazione utilizzata ¢ ad oggi, con I’avvento di metodiche di
biologia molecolare, meno performante nell’individuare correttamente i sierotipi e soprattutto
nell’assegnare a determinati sierotipi i ceppi NT. Per la valutazione dell’antimicrobico
sensibilitd vengono considerati i ceppi isolati nel biennio 2022-23, poich¢ analizzati utilizzando
la metodica della MIC in brodo. Routinariamente le carcasse e/o parti di esse, sono soggette ad
un esame necroscopico con approccio sistematico da cui si prelevano campioni da sottoporre
alle analisi richieste; grazie a questo dato, raccolto in sede di esame anatomopatologico o
riferito in anamnesi se il conferimento era di soli tamponi eseguiti su versamenti cavitari, ¢ stato
possibile individuare per i diversi ceppi isolati se si trattasse di un isolamento dal solo contesto
respiratorio in corso di affezione delle basse vie respiratoric o da un quadro generalizzato,
caratteristico della MG.

Esame colturale

I campioni da sottoporre all’esame batteriologico sono seminati su terreno Agar globuli
addizionato con PB-nicotinammide adenina dinucleotide (NAD) (AG+C), Hektoen enteric
agar (HEA) ed agar siero (AS). Per aumentare le possibilita di isolamento di GPS sul terreno
AGHC ¢ stato seminato, perpendicolarmente allo striscio eseguito, un ceppo da collezione di
Staphylococcus aureus. Si creano cosi migliori condizioni per 1’isolamento di GPS che crescera
maggiormente nell’area piu vicina allo S. aureus (definita crescita satellite). I terreni HEA e
AS sono incubati in termostato a 37 + 1 °C in condizioni di aerobiosi e, allo stesso range di
temperatura, ma in condizioni di pressione parziale di CO, 5-10% le piastre di AG+C, con una
prima lettura a 24 ore seguita da un’altra, definitiva, a 48 ore. Ad entrambe le letture si riporta su
un foglio di lavoro standard quanto osservato. Le colonie isolate con caratteristiche morfologiche
tipiche di GPS, ovvero colonie piccole a 24 e 48 ore, non emolitiche, grigiastre, rotondeggianti,
presenti su AG+C, non presenti su HEA e AS, sono sottoposte a conferma definitiva mediante
PCR tradizione specifica per GPS come descritto da Oliveira e collaboratori (2001).

Concentrazione minima inibente (MIC)

L’antibiogramma ¢ stato eseguito su colonie trapiantate su AG+C, dopo 24 ore di incubazione
a37=+ 1 °C. La metodica utilizzata ¢ quella della MIC in brodo, utilizzando le molecole incluse
nel pannello previsto di routine per i patogeni respiratori ed i parametri interpretativi, come
riportato in tabella 2 e 3. La lettura ¢ stata eseguita dopo 24 ore di incubazione in termostato a
35+1°C.

Sierotipizzazione

11 sierotipo ¢ stato determinato mediante metodica AGID, utilizzando antisieri iperimmuni di
coniglio specifici per i sierotipi 1, 2, 4, 5, 10, 12, 13, 14, 15 ed antigeni autoclavati come
descritto da Kielstein e Rapp-Gabrielson (1992). Nello specifico, il ceppo da testare viene
autoclavato, riuscendo cosi ad ottenere una sospensione di antigene batterico termostabile
che, tramite diffusione in gel di agar, viene messo a contatto con i diversi sieri iperimmuni. In
presenza di un siero che contenga anticorpi specifici per il ceppo in esame, si evidenzia dopo 24
ore di incubazione a 25°C, una banda di agglutinazione sierotipo specifica. In assenza di banda
il ceppo viene considerato Non Tipizzabile (NT).

Analisi statistica

Per ogni sierotipo, quando il numero di isolati era maggiore o uguale a 10, ¢ stata valutata
I’eventuale correlazione statistica tra sierotipo e sito di isolamento, considerando per
quest’ultimo 2 macroclassi: isolamento da esemplari con forma sistemica (polisierosite,
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artrite o meningite) o con forma soltanto respiratoria (broncopolmonite da catarrale a
purulenta). L’eventuale correlazione tra le due variabili ¢ stata valutata tramite il test del
chi-quadrato, considerando come statisticamente significativi livelli di probabilita inferiori a
0,05. In particolare, ¢ stata costruita una tabella a doppia entrata tramite il software Microsoft
Excel, in cui una colonna presentava il conteggio di animali con malattia in forma sistemica
e I’altra il conteggio di animali con malattia in forma soltanto respiratoria. Ciascuna riga
corrispondeva a un sierotipo tra quelli considerati in base ai criteri di selezione sopra citati.
Confrontando quindi i valori osservati con quelli attesi per I’ipotesi H, “sierotipo non influente
nella distribuzione di malattia respiratoria vs malattia sistemica, con eventuali differenze
dovute al solo caso”, si & calcolato per ciascun sierotipo il valore di probabilita P del test
statistico per confutare o accettare I’ipotesi H .

RISULTATI

Da gennaio 2013 a dicembre 2023 un totale di 130 ceppi di GPS sono stati isolati e
sierotipizzati (Tabella 1). Il sierotipo 4 ¢ risultato essere il prevalente (25,4%), seguito dal
sierotipo 13 (7,7%). La maggior parte degli isolati (58,5%) ¢ risultato non sierotipizzabile
mediante AGID. I sierotipi 1, 2, 10, 12, 14 e 15 rappresentano, se sommati, meno del 10%
dei ceppi isolati. La suddivisione dei ceppi in 2 gruppi, in base all’isolamento da casi di
MG e dunque da forma setticemica (polisierosite, artrite o0 meningite) o dalle sole vie aree
profonde in associazione a quadri di broncopolmonite, mostra una maggioranza (57%) di
isolamento in casi di MG. La frequenza di isolamento del sierotipo 13 da suini con la forma
sistemica ¢ stata significativamente piu alta rispetto all’isolamento dello stesso sierotipo in
forma respiratoria (P=0,037). La frequenza di isolamento del sierotipo 4 da suini con o senza
MG ¢ stata simile, non avendo significativita statistica per una delle 2 variabili (P=0,494).
I dati relativi alla sensibilita agli antimicrobici, al range di concentrazione delle molecole
testate ed i relativi Break-point sono riportati in tabella 2 e 3.

Tabella 1. Prevalenza dei sierotipi di Glaesserella parasuis isolati e suddivisione in base alle
lesioni macroscopiche

Table 1. Glaesserella parasuis serovars prevalence and distribution between the two main
gross lesions categories

Lesione macroscopica
Sierotipo polisierosite brocopolmonite Totale
n. di ceppi n. di ceppi
1 1 1 2 (1,5%)
2 1 1 2 (1,5%)
4 17 16 33 (25,4%)
5 2 1 3(2,3%)
12 0 1 1 (0,8%)
13 9 1 10 (7,7%)
14 1 1 2 (1,5%)
15 0 1 1 (0,8%)
NT 43 33 76 (58,5%)
Totale 74 56 130
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Tabella 2. Molecole antibiotiche testate: range di concentrazioni testate, break point e fonte

bibliografica.

Table 2. Antibiotic molecules tested: concentrations range tested, break point and

bibliography.

BREAK-POINT Fonte

Molecola (range di concentrazione testato) Sensibile | Intermedio | Resistente | bibliografica
Amoxicillina + Ac.Clavulanico (0,0625-16 pg/mL) | 0,25/0,12 | 0,5/0,25 1/0,5 CLSI'V 08
Ampicillina (0,015625-16 pg/mL) 05 1 2 CLSIV 08
Ceftiofur (0,0625-8 pg/mL) 2 4 8 CLSI'V 08
Enrofloxacin (0, 03125-2 pg/mL) 0,25 0,5 1 CLSI'V 08
Florfenicolo (0,25-8 pg/mL) 2 4 8 CLSI'V 08
Gamitromicina (2-16 pg/mL) 4 8 16 CLSIV 08
Spectinomicina (4-256 pg/mL) 32 64 128 CLSIV 08
Tetraciclina (0,125-16 pg/mL) 0,5 1 2 CLSIV 08
Tiamulina (8-32 pg/mL) 16 - 32 CLSIV 08
Tildipirosina (2-16 pg/mL) 4 - 8 CLSIV 08
Tilmicosina (0,25-64 pg/mL) 16 - 32 CLSIV 08
Trimetoprim + Sulfonamidi (0,125-16 pg/mL) 2/38 4/76 - 8/152 | 16/304 | CASFM 2019
Tulatromicina (16-128 pg/mL) 16 32 64 CLSIV 08

Tabella 3. Distribuzione dei ceppi di G parasuis in base alla sensibilita agli antimicrobici

nel 2022-2023

Table 3. Distribution of G. parasuis strains based on antibiotic susceptibility profile isolated

in 2022-2023

Molecola Sensibile Intermedio | Resistente
Amoxicillina + Ac.Clavulanico 18 (81,8%) 1 (4,5%) 3 (13,6%)
Ampicillina 17 (7,3%) 1 (4,5%) 4 (18,2%)
Ceftiofur 22 (100%) 0 0
Enrofloxacin 16 (72,7%) 0 2 (27,3%)
Florfenicolo 22 (100%) 0 0
Gamitromicina 19 (86,4%) 0 3 (13,6%)
Spectinomicina 22 (100%) 0 0
Tetraciclina 10 (45,5%) 1 (4,5%) 11 (50%)
Tiamulina 22 (100%) 0 0
Tildipirosina 18 (81,8%) 0 4 (18,2%)
Tilmicosina 19 (86,4%) 0 3 (13,6%)
Trimetoprim + Sulfonamidi 14 (63,3%) 4 (18,2%) 4 (18,2%)
Tulatromicina 21 (95,5%) 0 1 (4,5%)

225




DISCUSSIONE

Nei 10 anni oggetto di questo studio retrospettivo, 130 ceppi di GPS sono stati isolati e
sierotipizzati presso la sezione di Reggio Emilia. I ceppi isolati sono stati di piu ma, vista
la finalita di aggiornare il dato di prevalenza dei diversi sierotipi, sono stati inclusi in
questo studio soltanto quelli sottoposti a sierotipizzazione mediante AGID. Infatti oltre alla
difficolta di isolamento del ceppo, per le sue caratteristiche di crescita e I’assenza di terreni
selettivi, I’impossibilita di poter ottenere una cultura pura a seguito di trapianto impedisce
la valutazione del sierotipo da un lato e della sensibilita agli antimicrobici dall’altro. E
importante, a questo scopo, conferire materiale idoneo per 1’esame batteriologico, il piu
fresco e meno contaminato possibile, visto che dati bibliografici attestano come la vera
incidenza di infezioni sostenute da GPS sia fino a 10 volte maggiore rispetto a quanto
diagnosticato, in parte dovuto proprio all’impossibilitda di confermare colturalmente la
presenza di GPS dal campione (Miniats et al., 1986). Le metodiche di biologia molecolare
come la PCR (tradizionale o Real-Time) possono aumentare I’individuazione di GPS dalle
lesioni campionate sebbene, a parte alcuni recenti protocolli, le valutazioni sul sierotipo e
sulla sensibilita agli antimicrobici, soprattutto quest’ultima, restano legate all’isolamento
batterico. Come gia riportato, per la sierotipizzazione eseguita mediante AGID, sono stati
valutati i sierotipi 1, 2, 4, 5, 10, 12, 13, 14, 15, tradizionalmente considerati virulenti
(Kielstein e Rapp-Gabrielson, 1992) e per i quali il laboratorio ha storicamente prodotto i
sieri iperimmuni, derivanti da ceppi isolati da materiale patologico. Il dato di prevalenza
osservato deve comunque tenere in considerazione che tra i ceppi definiti NT ¢ possibile
siano inclusi ceppi appartenenti ai sierotipi 3, 6, 7, 8, 9, 11 insieme ai ceppi NT propriamente
detti. In questo studio il sierotipo 4 risulta essere il prevalente, seguito dal sierotipo 13.
Questo dato conferma quanto riportato da Luppi e collaboratori nel 2013, dati che sono
stati ottenuti utilizzando la stessa metodica di sierotipizzazione e lo stesso areale geografico
d’analisi. Lo studio appena citato mostrava dati di prevalenza simili a quelli ottenuti in altri
studi eseguiti in altri Stati, tutti relativi a tipizzazione eseguita con la stessa metodica.
Recenti studi, condotti mediante 1’utilizzo della PCR per sierotipizzare GPS riportano
una maggiore assegnazione dei ceppi NT a determinati sierotipi ¢ mostrano una diversa
sieroprevalenza in diversi Stati, sebbene confermino che in Europa il sierotipo 4 sia quello
prevalente (Macedo et al., 2021). A livello mondiale questo sierotipo si conferma, insieme
ai sierotipi 1, 5/12 e 7 tra i piu presenti. Il sierotipo 13, invece, nel contesto mondiale tende
ad avere una prevalenza inferiore, ma in uno studio tedesco che prende in considerazione
il periodo 2012-2019, si presenta come il secondo sierotipo isolato, dopo il 4, in linea con
quanto da noi riportato (Schuwerk et al., 2020). In merito alla correlazione tra sierotipo
e sito di isolamento, ’unica associazione considerata statisticamente significativa,
nonostante i bassi numeri, ¢ tra il sierotipo 13 e 1’isolamento da quadri patologici sistemici
come riportato in altri studi sull’argomento (Schuwerk et al., 2020; Luppi et al., 2013;
Macedo et al., 2021). Per il sierotipo 4, che nel nostro caso non presenta associazione
con uno dei siti di isolamento, dati recenti mostrano una principale associazione con il
comparto respiratorio, mentre lo studio italiano del periodo precedente a questo riportava
un’associazione con I’isolamento in forma sistemica (Schuwerk et al., 2020; Luppi et al.,
2013; Macedo et al., 2021). I risultati relativi alla sensibilita agli antimicrobici mostrano
un quadro di diffusa sensibilita, anche verso le molecole comunemente utilizzate per il
trattamento della MG. Nello specifico Ceftiofur, Florfenicolo e Tulatromicina si sono
dimostrati efficaci su tutti i ceppi testati; per Ampicillina ed Enrofloxacina la percentuale si
riduce leggermente attestandosi a 77,3% e 72,7 % rispettivamente. Sebbene queste ultime
siano piu basse, ma considerato anche il ridotto numero di campioni testati mediante MIC,
il dato si presenta in linea con i risultati di antimicrobicosensibilita recentemente presentati
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da Cordioli e collaboratori (2023) che si presentavano comparabili a dati ottenuti nel Regno
Unito, Danimarca, Spagna e Repubblica Ceca (Aarestrup et al., 2004; Nedbalcova et al.,
2006; de la Fuente et al., 2007). I ceppi risultati Resistenti all’Ampicillina hanno mostrato
ridotta sensibilita (R o I) anche all’ Amoxicillina addizionata con acido clavulanico, facendo
registrare comunque verso questa molecola percentuali di sensibilita superiori all’80%.
Da segnalare, perché gli unici dati che si discostano dal resto delle molecole, sono la
Tetraciclina e il Trimethoprim/Sulfametoxazolo, antibiotici verso il quale rispettivamente
solo il 45,4 % e 63,6 % dei ceppi testati ¢ risultato sensibile. Anche in altri studi, queste
molecole sono tra le poche a presentare profili di resistenza, sebbene con prevalenza
inferiore nella maggior parte dei casi (Cordioli et al., 2023; Wiencek et al., 2022). Si
segnala inoltre, a conferma che la selezione di ceppi resistenti derivi da un aumento della
pressione selettiva e dunque incoraggiando I’utilizzo di strumenti preventivi, il caso della
Tetraciclina in uno studio tedesco dove ¢ stata dimostrata la diminuzione della prevalenza
dei ceppi resistenti a queste molecole dopo I’entrata in vigore di leggi che hanno portato
alla riduzione dell’uso dell’antimicrobico (Wiencek et al., 2022).

CONCLUSIONI

Lo scopo di questo lavoro ¢ stato quello di aggiornare la prevalenza dei sierotipi di GPS
circolanti in Nord Italia, valutare 1’associazione di questi sierotipi a specifiche lesioni
macroscopiche osservate e fornire un dato aggiornato di sensibilita agli antimicrobici. La
ripartizione tra i diversi sierotipi, in alcuni casi con un numero esiguo di ceppi assegnati,
non ha permesso di valutare I’associazione lesione-sierotipo e sebbene con la metodica
in uso (che utilizza un gruppo ristretto di antisieri) siano elevati i ceppi considerati NT,
la prevalenza osservata ¢ in linea con studi precedenti italiani e recenti simili condotti
in Europa. E allineato anche il profilo di sensibilita agli antimicrobici, dato che fornisce
informazioni aggiornate su eventuali trattamenti eseguibili quando I’approccio di
prevenzione non ha sortito i risultati previsti. In quest’ottica, una metodica piu performante,
che permetta di assegnare al corretto sierotipo quanti piu ceppi possibile, aiuterebbe a
valutare nell’implementazione di un approccio preventivo 1’utilizzo di vaccini stabulogeni
o commerciali alla luce della reale prevalenza in allevamento e/o al grado di cross-
protezione tra alcuni sierotipi.
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Riassunto

Lo studio ha valutato I’impatto dell’applicazione di bioattivatori batterici-enzimatici nei box,
sulle emissioni di gas serra, le caratteristiche dei liquami ed il benessere dei suini durante la fase
di magronaggio. 980 suini (47.14 + 3.82 kg), sono stati assegnati a: i. gruppo di controllo (C),
senza trattamento dei liquami; ii. gruppo trattato (TR), che ha ricevuto le seguenti misure per il
trattamento dei liquami: 1. Bioattivatore in pastiglia fornita attraverso il grigliato nella vasca dei
liquami (1 pastiglia/settimana, ogni 2m?); 2. Bioattivatore in polvere distribuita sul pavimento
della vasca dei liquami (1 kg/settimana/10.000 kg); 3. Prodotto liquido disperso tramite un sistema
automatico di nebulizzazione nel box. I suini sono stati divisi in quattro box, due box per gruppo,
ognuno dotato di e una vasca dei liquami individuale. La sperimentazione ¢ durata 63 giorni. Nel
gruppo TR, sono state prelevati campioni di liquame prima di ogni svuotamento (giorni 21, 42,
63) per analisi della qualita e sono state registrate la qualita dell’aria ¢ le lesioni alle orecchie ¢ alle
code. Il gruppo TR ha ridotto il pH dei liquami (P=0.03), I’azoto totale (P=0.02), NH, (P=0,04) e
I’azoto organico (P<0.001), ha aumentato il K,O totale (P<0.001) e ha ridotto 'NH, ambientale
(P < 0.001) senza influenzare le lesioni corporee. In conclusione, I’applicazione in azienda dei
bioattivatori ha migliorato la qualita dei liquami e mitigato le emissioni di NH,.

Abstract

The study aimed to investigate the impact of bacterial-enzymatic bioactivator application on
greenhouse gas emissions on the farm, characteristics of wastewater, and the welfare of pigs during
the fattening phase. 980 pigs (47.14 + 3.82 kg) were assigned to: i. control group (C), without
manure treatment; ii. treated group (TR), which received the following measures for manure
treatment: 1. Bioactivator in tablet form provided through the slatted floor in the manure tank (1
tablet/week, every 2m?); 2. Bioactivator in powder distributed on the floor of the manure tank (1
kg/week/10,000 kg of animal weight); 3. Liquid product dispersed through nozzles directly into
the pen. Pigs were divided into four pens, two pens per group, each equipped with an individual
manure tank. The experiment lasted 63 days. In the TR group, manure samples were taken before
each emptying (days 21, 42, 63) for quality analysis, and air quality and ear and tail lesions were
recorded. The TR group reduced wastewater pH (P=0.03), total nitrogen (P=0.02), NH, (P=0.04),
and organic nitrogen (P<0.001), increased total K,O (P<0.001), and reduced ambient NH, (P
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< 0.001) without affecting body lesions. In conclusion, on-farm application of bioactivators
improves manure quality and mitigates NH, emissions.

INTRODUZIONE

L’inquinamento dell’aria derivante dalle attivita agricole, in particolare dalla zootecnia, € un tema
attuale che concorre a condizionarne la sostenibilita ambientale a causa dei suoi effetti avversi
sulla qualita dell’aria, sulla salute umana e sugli ecosistemi. Tra i vari inquinanti, le emissioni
di ammoniaca (NH,) dai liquami suini rappresentano un componente critico, contribuendo
alla formazione di particolato e alla eutrofizzazione e acidificazione degli habitat naturali.
L’intensificazione della produzione suinicola a livello mondiale ha aggravato il problema, rendendo
necessaria ’attuazione di strategie di mitigazione efficaci. Oltre all’ammoniaca, anche metano
(CH,), ossido di azoto (N,O), biossido di carbonio (CO,) € idrogeno solforato (H2S) rientrano tra
le emissioni dell’allevamento suinicolo. Queste emissioni sono il risultato della combinazione tra
i processi digestivi degli animali, e la gestione dei liquami. Inoltre, I’interazione tra questi gas e il
particolato aerodisperso (PM10) puo influenzare significativamente la qualita dell’aria all’interno
e intorno all’allevamento suino, influenzando sia il benessere degli animali che la salute dei
lavoratori. Infatti, concentrazione ambientali di NH, sopra le 28 ppm rappresentano un fattore di
rischio importante per I’insorgenza dei comportamenti aggressivi (Scollo et al., 2016), tra cui la
morsicatura della coda (Wathes et al., 2002).

Al fine di ridurre le emissioni dell’allevamento, possono essere applicate diverse tecniche. Queste
includono approcci ampiamente utilizzati come la separazione solido-liquido (Hjorth et al., 2010),
la rimozione biologica aerobica dell’azoto (Lymperatou et al., 2021; Méller and Miiller, 2012).
Tuttavia, I’applicazione di questi trattamenti comporta un aumento dei costi div produzione. Un
approccio alternativo prevede I’incorporazione di additivi chimici o microbici nel liquame. Questo
approccio offre una soluzione piu accessibile ed economica. Questi additivi sono progettati per
influenzare le proprieta chimiche del liquame attraverso 1’inibizione o la stimolazione di processi
microbiologici specifici (Sala et al., 2011; Hossain et al., 2021). Ad oggi, i risultati della loro
applicazione sono piuttosto variabili, cid pare essere dovuto alla durata del trattamento ed alla
dose di impiego del prodotto.

Lo scopo di questo studio ¢ stato quello di valutare I’efficacia della combinazione di diversi
bioattivatori batterici-enzimatici applicai nei box di allevamento, sulla riduzione delle
emissioni gassose, le caratteristiche dei liquami e il benessere dei suini durante la fase
di magronaggio.

MATERIALI E METODI

Un totale di 980 suini, con un peso medio di 47,14+3,82 kg, sono stati assegnati casualmente a
uno dei 2 gruppi sperimentali: gruppo di controllo (CTR) e gruppo trattato (TRT). I suini sono
stati accasati in 4 box, 2 per ciascun gruppo sperimentale, ciascun box, con dimensioni di 18.40
m x 11.30 m, era dotato di pavimento grigliato, un sistema di ventilazione meccanica e una vasca
di raccolta dei liquami separata. La prova ha avuto una durata complessiva di 63 giorni. Nei box
TRT, sono stati eseguiti 3 trattamenti:

- Bioattivatore (pastiglie), aggiunto nelle vasche di raccolta dei liquami presenti sotto ai
box, attraverso il pavimento grigliato (60 pastiglie per serbatoio 1 volta alla settimana);

- Bioattivatore (polvere), asperso attraverso un nebulizzatore manuale sul pavimento dei
box, il giorno prima dell’accasamento dei suini € nei giorni successivi a ogni svuotamento
della vasca (1 kg per box alla settimana);

- Bioattivatore liquido (liquido), disperso per mezzo di una pompa automatica munita di
quattro nebulizzatori per ogni box TRT, per un totale di 18 minuti al giorno divisi in 36
somministrazioni di 30 secondi ciascuna. Il bioattivatore liquido ¢ stato miscelato ad
acqua al 5%, per un totale di un dosaggio di 2,7 litri di soluzione acquosa/giorno
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11 bioattivatore in pastiglia (peso di 50g ciascuna), ¢ un prodotto che presenta una componente
enzimatica (proteasi, amilasi, lipasi e cellulasi), specie microbiche batteriche e fungine, fattori di
crescita microbica naturali. Valore di pH 7,5, umidita < 8%.
Il bioattivatore in polvere ¢ un prodotto che presenta una componente enzimatica (proteasi,
amilasi, lipasi e cellulasi), specie microbiche batteriche e fungine, fattori di crescita microbica
naturali. Valore di pH 7,0, umidita < 6%.
11 bioattivatore liquido ¢ un prodotto che presenta una componente enzimatica (proteasi, amilasi
e cellulasi), aromi ed essenze aromatiche di origine naturale, sali. Valore di pH 6,5, densita 1020
g/1, conducibilita 25 mS/cm.
I 3 bioattivatori impiegati sono esenti da sostanze classificate pericolose per la salute o per
I’ambiente ai sensi delle disposizioni del Regolamento (UE) 1272/2008 (CLP) (e successive
modifiche ed adeguamenti) in quantita tali da richiederne la dichiarazione.
Le vasche dei liquami sono state per circa % del loro volume ogni 20 giorni. Il giorno prima
di ogni svuotamento (giorni 21, 42 e 63 di prova) ¢ stato prelevato un campione di liquami da
ciascun serbatoio e rapidamente congelato in ghiaccio secco e quindi conservato a -80°C fino
all’analisi in laboratorio.
La qualita dell’aria e i parametri ambientali sono stati registrati nei giorni 0, 21, 42 ¢ 63. In
dettaglio, le concentrazioni di CO,, CO, NH,, H,S, O,, CH, sono state valutate utilizzando un
rilevatore di gas portatile Driager X-am® 8000 (Drager, Germania) e I’intensita della luce ¢ stata
rilevata da un luxmetro. La qualita dell’aria e i parametri ambientali sono stati registrati sempre
al mattino alle 10:30 per tutti i punti temporali e in cinque punti diversi del box (2 nell’angolo
sinistro, 2 nell’angolo destro e uno al centro) all’altezza del muso dei suinetti. E stata calcolata una
media dei valori per ciascun box.
Le lesioni a coda ed orecchie sono state valutate ai giorni 0, 21, 42 ¢ 63 su un campione di 60
suini per box. Le lesioni alle orecchie e alle code sono state valutate su una scala da 0 a 2 come
segue: 0 = assenza di lesioni; 1 = morsi superficiali lungo la lunghezza della coda/dell’orecchio
ma senza evidenza di gonfiore o sangue; 2 = sangue fresco visibile sulla coda/sull’orecchio, o
presenza di una cicatrice, gonfiore, o una parte mancante della coda/dell’orecchio. La prevalenza
di ciascun punteggio ¢ stata calcolata per ciascun box. Successivamente ¢ stato calcolato un indice
di punteggio (LSI) per ogni area come segue (intervallo 0-200):

LSI = [prevalenza del punto lesione 1 + (2 * prevalenza del punto lesione 2)].

Analisi dei liquami

La conta microbica totale ¢ stata eseguita sul terreno Plate Count Agar incubazione in piastra
petri da 90 mm 28°C per 48h, la conta dei microrganismi anaerobi solfito riduttori ¢ stata
eseguita su terreno di coltura Differential Reinforced Clostridial Broth (DRCM) con il metodo
MPN incubazione a 37°C per 48h e la conta di lieviti e muffe mediate Potate Dextrose Agar con
incubazione in piastra petri da 90 mm, a 30°C per 96h.

Per la caratterizzazione chimica dei liquami sono state eseguite le seguenti analisi con le rispettive
metodiche: I. Fosforo totale espresso come P205: UNI EN ISO 54321:2021 Met B + UNI EN
16170:2016. I1. Potassio (K) come K20: UNI EN ISO 54321:2021 Met B+ UNI EN 16170:2016.
III. Sostanze azotate totali: REG. CEE n° 152/09 del 27/01/09 All. Il Met. L. IV. Azoto nitrico:
Metodo XIV.9 D.M. 13/09/99. V. Azoto organico: IRSA-CNR Q64 Vol.III 6,’85. VI. Azoto totale:
UNI EN 16168:2012. VII. Residuo secco a 105°C (sostanza secca): UNI 10780:1998 App C.
VIII. Residuo secco a 550°C (ceneri): CNR IRSA 2 Q64 Vol 2 1985.

Analisi statistica

Lanalisi statistica ¢ stata eseguita in R v4.3.1 (R Core Team, 2021), con i seguenti pacchetti R:
car, emmeans € nlme. 1 dati sono stati analizzati utilizzando un modello lineare che includeva
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I’effetto del Trattamento e del Tempo e la loro interazione (il termine di interazione ¢ stato
rimosso quando non significativo). Sono stati eseguiti contrasti pairwise all’interno di
ciascun momento in cui il termine di interazione era significativo utilizzando Tuckey HSD.
La significativita ¢ stata dichiarata quando P<0.05.

RISULTATI

Nella Tabella 1A ed 1B sono riportati i dati riferiti all’effetto dell’intervento sulle
caratteristiche dei liquami, comprese BODS5, Umidita, pH, Cenere, Potassio totale (come
K,0), Fosforo totale (come P,0,), Azoto totale, Ammoniaca, Azoto nitrico, Azoto organico,
Carbonio organico totale, Conteggio batterico totale (CBT) a 28°C, CBT anaerobico per
immersione a 37°C, Lieviti e Muffe. Il trattamento ha ridotto significativamente il pH dei
liquami (P = 0.03), I’Azoto totale (P = 0,02), I’Ammoniaca (P = 0.04) e I’ Azoto organico (P <
0.001) e ha aumentato il Potassio totale (P < 0,001). Inoltre, ¢ stata registrata una tendenza a
ridurre il conteggio di Lieviti e Muffe (P = 0,07). E stata rilevata ’interazione tra trattamento
e tempo di per il P,O, (P <0.01), il K,O (P < 0.01), la Sostanza secca (P < 0.01), le Ceneri
(P <0.01), il BOD a 5 giorni (P < 0.01) e il COD (P < 0.01). In particolare, K O, sostanza
secca e ceneri erano significativamente piu alti al T1 nel TRT rispetto al CTR (P < 0.05),
mentre il P,O, era significativamente piu basso al T1 (P < 0.05) e non sono state registrate
differenze significative per gli altri momenti temporali. Inoltre, il BOD al giorno 5 e il COD
erano significativamente piu bassi nel TRT rispetto al CTR al T3 (P < 0.05), non sono state
osservate differenze per gli altri momenti temporali.

I dati sulla qualita dell’aria sono riportati nella Tabella 2. Il trattamento ha ridotto
significativamente la concentrazione di NH, nell’aria (P < 0.001), non sono stati registrati
effetti su CO,, CO e H,S che sono state riscontrate in entrambe le tesi a concentrazioni
relativamente basse.

I dati sull’incidenza di lesioni alle orecchie e alla coda, la mortalita cumulativa e le prestazioni
di crescita sono riportati nella Tabella 3. Non ¢ stato registrato alcun effetto del trattamento
su questi parametri.

DISCUSSIONE

Lo studio ha evidenziato come 1’utilizzo della combinazione di diversi Bioattivatori di origine
enzimatica e batterica distribuito nel box ha ridotto I’azoto totale nei liquami durante la fase
di magronaggio, oltre che la concentrazione ambientale di NH,, nei box di allevamento.

Nel nostro studio la riduzione della quantita di NH, potrebbe essere spiegata dalla riduzione
del pH dei liquami dato che la sua volatilita aumenta all’aumentare del pH del liquame.
Infatti, 1’acidificazione influisce sull’equilibrio dell’azoto ammoniacale totale a favore di
NH,+ piuttosto che di NH,, limitando di fatto il rilascio di ammoniaca nell’atmosfera (Silva
et al., 2022). Inoltre, un altro possibile meccanismo d’azione riguarda la modulazione del
microbiota dei liquami. Nel processo di nitrificazione-denitrificazione, alcuni batteri (es.
Nitrosomonas) consumano ¢ accelerano il passaggio dell’ammoniaca a nitrati durante il
primo stadio di ossidazione, poiché intervengono nel processo di nitrificazione, mentre i
batteri eterotrofi denitrificanti (Nitrobacter winogradskyi) e facoltativi (Rhodopseudomona
palustris) guidano 1’esecuzione della denitrificazione con la conseguente trasformazione
dell’azoto in N, un gas innocuo.

I risultati ottenuti in questo studio in termini di riduzione dell’ammoniaca sono comparabili
a quelli riportati da Liu et al. (2023), dove la strategia impiegata ha previsto la sinergia tra
I’acidificazione del liquame suino e I’inibizione dei batteri ureolitici esercitando un effetto
significativo sulla mitigazione dell’emissione di ammoniaca. Nel nostro studio, nonostante
la significativa riduzione dell’NH, questo non ha portato ad una diminuzione dell’incidenze
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delle lesioni alle orecchie e alla coda. Questo puo essere legato al fatto che anche nel gruppo
CTR, i valori di NH, registrati (~17 ppm) erano piu bassi rispetto a quelli identificati come
critici per ’insorgenza della morsicatura della coda (28 ppm) (Scollo et al., 2016).

CONCLUSIONI

In conclusione, 1’approccio combinato di bioattivatori enzimatici e batterici distribuiti nei
box, ha dimostrato di essere efficace nella riduzione dell’emissione di ammoniaca dai liquami
in allevamento, con implicazioni positive per la gestione ambientale e la salute degli animali.
Tuttavia, ulteriori studi sono necessari per capire il meccanismo d’azione dei bioattivatori e
I’effetto di questi sulle comunita microbiche presenti nei liquami.
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Tabella 1A. Effetto del Trattamento sperimentale e del Tempo sulle caratteristiche dei
liquami (Batteri totali, Batteri anaerobi solfito-riducenti, Lieviti ¢ Muffe, Azoto nitrico,
Azoto organico, Densita di Azoto totale (kg/1), pH e Azoto ammoniacale.
Table 1A. Effect of Experimental Treatment and Time on Wastewater Characteristics (Total
Bacteria, Sulfate-reducing Anaerobic Bacteria, Yeasts and Molds, Nitric Nitrogen, Organic
Nitrogen, Total Nitrogen Density (kg/l), pH, and Ammoniacal Nitrogen).

P-value
Item CTR TRT SEM
Trattamento Tempo
Conta batterica totale (CFU/g) 4.76E+07 3.56E+07 1.14E+14 0.16 0.004

Conta dei Batteri Anaerobi Solfito-

riducenti a 37°C (CFU/g) 8.72E+04 1.14E+05 4.24E+14 0.86 0.004
Lieviti e muffe (CFU/g) 1.30E+05 1.29E+04 436E+14 0.07 0.1
Azoto Nitrico 0.05 0.05 - - -
Azoto Organico (mgN/kg) 1529.5 1160 1635 <0.001 0.004
Azoto totale (mgN/kg) 3808 3204 1666 0.02 0.001
Densita (kg/1) 1 1.01 0.01 0.28 0.18
pH 6.53 5.75 0.24 0.03 0.001
Azoto Ammoniacale (mgN/kg) 2277 2039 77 0.04 0.001

Tabella 1B. Effetto del Trattamento sperimentale e del Tempo e la loro interazione sulle
caratteristiche dei liquami (Potassio totale (come K20), Fosforo totale (come P205), Materia
secca, Cenere, BOD al giorno 5 e COD).

Table 1B. Effect of Experimental Treatment, Time, and Their Interaction on Wastewater
Characteristics (Total Potassium (as K20), Total Phosphorus (as P205), Dry Matter, Ash,
5-Day Biochemical Oxygen Demand (BOD), and Chemical Oxygen Demand (COD)).

Tempo

T1 T2 T3 P-value
Item SEM

CTR TRT CTR TRT CTIR TRT
Trattamento *
Trattamento Tempo

tempo
Fosforo (P205)
(ngP205kg) 3342 774b 801 557 1272a 575 131 0.029 <0.001 <0.01
Ossido di Potassio (K20) 1509, 2654 2205 2587 1987 2100 135 <0.001 <0.01 <0.01
(mg/kg)
Sostanza secca (%) 1.78a 3.27b 254 197 3.88 298 0.35 <0.01 <0.01 <0.01
Ceneri (%) 058 0.973b 0.615 0627 0.738  0.588 0.05 <0.001 0.1 <0.001
Richiesta Biologica di
ossigeno a 6150 11650