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PREFAZIONE

La terapia antimicrobica, non solo in avicoltura, € un prezioso strumento per
tutelare la salute ed il benessere degli animali. Il suo utilizzo non deve pero
prescindere da valutazioni riguardanti I’instaurarsi di fenomeni di resistenza
che possono ridurne 1’efficacia.

L’utilizzo degli antimicrobici e le modalita del loro impiego rappresentano
quindi un aspetto delicato ed importante nella gestione degli animali.

La Societa Italiana di Patologia Aviare, nel corso dell’anno 2012, si ¢
particolarmente impegnata nell’organizzare una tavola rotonda e il convegno
nazionale al fine di sviluppare gli aspetti piu salienti della terapia antimicrobica
in avicoltura.

Con la tavola rotonda tenutasi a Padova la SIPA ha voluto approfondire aspetti
teorici e pratici inerenti 1’antibioticoresistenza e le implicazioni che possono
presentarsi nel comparto della sanita pubblica.

Conseguentemente anche il convegno nazionale, occasionalmente tenutosi
a Salsomaggiore Terme in autunno, ha ripreso 1’argomento approfondendo
maggiormente gli aspetti di un uso responsabile degli antimicrobici anche
confrontandosi con realta produttive straniere grazie alla relazione di ricercatori
provenienti dall’Olanda.

Questi incontri hanno ambedue riscosso particolare interesse sia per la
qualificata partecipazione di relatori nazionali ed esteri, sia per I’argomento di
particolare attualita.

Questi eventi scaturiscono sempre dalle indicazioni dei soci che, durante
I’assemblea, mettono in evidenza le problematiche attuali che verranno poi
affrontate durante gli incontri annuali e le tavole rotonde. Tali incontri sono
possibili anche grazie alla presenza costante e discreta di un gruppo di Aziende
e Societa sempre pronte a sponsorizzare i nostri eventi € che qui pubblicamente
ringrazio.

Nel 2012 si sono tenute anche le elezioni del Presidente e del Consiglio
Direttivo per il triennio 2013-2015 e che ha visto la riconferma di tutti i
componenti. Ringrazio dunque i Soci che ancora una volta hanno riposto in me
e nei consiglieri la loro fiducia.

Dott. Guido Grilli
Presidente SIPA
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INCONTRO

“Stato sanitario dell’avicoltura italiana:
focus sulle principali malattie osservate
durante il 2012”






LUIGI GAVAZZI e
EMILIO MORANDINI

Stato sanitario del pollo da carne
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BRONCHITE INFETTIVA

B

e ENERER S

STATO SANITARIO DEL POLLO DA CARNE

* TUTTE LE FORME RESPIRATORIE SONO STATE TESTATE
PRELEVANDO TRACHEE, TONSILLE CECALI E RENI DA
SOGGETTI MORTI

SOCIETA’ ITALIANA DI PATOLOGIA AVIARE
11 OTTOBRE 2012

LUIGI GAVAZZI — MORANDINI EMILIO + 78 CEPPI SEQUENZIATI E 23 NON SEQUENZIABILI

BRONCHITE INFETTIVA CEPPI DI BRONCHITE %

MALATTIA DI GUMBORO

* TUTTI GLI EPISODI SOSPETTI SONO STATI
CONTROLLATI PRELEVANDO LE BORSE DI
FABRIZIO
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MALATTIA DI GUMBORO

* 34 CEPPI SEQUENZIATI: 10 DV86 E 24 VIRUS
VACCINALI

AMPV

e TUTTII CASI.S.OSPETTI SONO STATI
CONTROLLATI IN PCR PRELEVANDO LE
TRACHEE O ESEGUENDO TAMPONI TRACHEALI

* AMPV sottotipo B riscontrati 22
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LARINGO-TRACHEITE

T =]

[ 9 A e
no notevolmente sul

decorso della malattia: una buona igiene, la * SONO STATI ESEGUITI TAMPONI TRACHEALI O
densita non elevata dei capi ed adeguata PRELIEVI DI TRACHEE IN TUTTI | CASI SOSPETTI
ventilazione del capannone riducono

notevolmente la gravita e la sua diffusione in
allevamento

2011-2012

— -
"?Bs
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e
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¥ 17 focolai in broilers
2 galletti
"1 capponi

VAIOLO

* TRE EPISODI IN BROILER
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CLOSTRIDIOS!

CLOSTRIDIUM PERFRIGENS

* ENTERITE NECROTICA E DISBATTERIOSI

* COSTANTEMENTE PRESENTE NEGLI
ALLEVAMENTI, LA SUA INCIDENZA VARIA A
SECONDA DI UNA SERIE DI FATTORI QUALI LA
STAGIONALITA’, LALIMENTAZIONE, LA
CONDUZIONE DEGLI AMBIENTI

CLOSTRIDIUM SEPTICUM (D.GANGRENOSA)

Colpisce prevalentemente i polli in
accrescimento tra le 4 e le 16 sett

Ambiente caldo umido

Insorgenza improvvisa

Decorso molto rapido : 24 h

Mortalita elevata : 1-2 % al giorno

* Lesioni gangrenose di colore scuro a livello
di cute e sottocute.

* Al tatto la parte colpita si presenta
crepitante

* Cellulite enfisematosa o siero-emorragica
* Focolai di necrosi al fegato
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Prevenzione e controllo

- 2P L
Migliorare le condizioni igieniche in
allevamento

Prevenire o ridurre ove possibile gli stati di
immunodepressione degli animali

Stress vari
IBD, Anemia Infettiva
Coccidiosi

TOSSINATIPO C
PARALISI FLACCIDA DELLE GAMBE,ALI,COLLO,PALPEBRE

A CAUSA DELLA PARALISI DELLE PALPEBRE | VOLATILI
SEMBRANO MORTI O IN COMA

LA MORTE DA INSUFFICIENZA CARDIO-RESPIRATORIA
DIVERSI UCCELLI AMMALATI SE MESSI DA PARTE CON ACQUA
E MANGIME A DISPOSIZIONE SI POSSONO RIPRENDERE
FONDAMENTALE RIMUOVERE PRONTAMENTE | SOGGETTI
MALATI E MORTI
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COCCIDIOSI

ASPERGILLOSI

* ASPERGILLUS SPP (A.FUMIGATUS, A.FLAVUS)

* AMBIENTI CONTAMINATI (INCIDENTI IN
INCUBATOIO)

* LETTIERE BAGNATE
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SPONDILITE DA ENTEROCOCCHI

* GRAM +

* RIGUARDANO INFEZIONI EMBRIONALI CON
MORTALITA’ IN UOVO O INFEZIONI DEL RESIDUO DEL

SACCO VITELLINO NEL PRIMO GIORNO DI VITA,
DOVUTA A CATTIVA GESTIONE DELLE FASI DELLA VITA
DEL PULCINO (“POOR CHICK QUALITY)

NEGLI ULTIMI ANNI SEGNALATE OSTEOMIELITI A
CARICO DELLE OSSA LUNGHE E CORPI VERTEBRALI
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, T e
'OSSERVATA IN POLLNDIZSS
ISOLAMENTODELL'ENTER
OSTEOMIELITI DELLE VERTEBRE TORACICHE
SINTOMATOLOGIA COSIDDETTA “KINKY-BACK”
ASSOCIATA A SPONDILITE DA E.CECORUM E’ IN
AUMENTO

DIFFICOLTA’ DI DEAMBULAZIONE , DECUBITO
PROLUNGATO SUI TARSI E SUL COCCIGE,
DIFFORMITA’ DI ACCRESCIMENTO DEL GRUPPO

ALCUNI SI AIUTANO CON LE ALI PER LA
DEAMBULAZIONE
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DIEGO DA ROS

Stato sanitario del tacchino da carne
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Stato sanitario del tacchino
da carne
D 2% R
4 2072

Principali problematiche

* Enteriti
* LPAI * MG
- TRT e of
* E.coli
* FAV2 HE * Pasteurella
* POX * Riemerella
+ Ort
* Aspergillosi

» Tecnopatie

Patologie enteriche

Virali singole o associate
Rotavirus, Astrovirus,
Coronavirus, Adenovirus
Batteriche

E.Colj, Salmonelle, Clostridium,
Staphilococco, Bordetella Avium.
Parassitarie

Protozoi flagellati [Tricomonas,
Histomonas (Heterachis gallinarum),
Hexamita, Cochlosoma.]

Protozoi non flagellati

Patologie enteriche

Sindrome multifattoriale

- Eta compresa tra 1 e 4 settimane

- Nervosismo, pigolio, tendenza all'ammassamento, diarrea
- Dilatazione intestinale e ciecale con presenza di liquido e
gas, assotigliamento delle pareti intestinali

- Riduzione delle capacita digestive e di assorbimento
dell'intestino con marcato dismicrobismo

Eimeria

Conseguenza delle enteriti TRT
Quadri simil PEMS Deformazione degli arti e 5 Endemlca'
Poult enteritis and zoppie

mortality sindrom

* Sottotipo B >95% Sottotipo A < 5%.
* Vaccinazione spray in incubatoio.

* Riduzione delle forme giovanili (18-40gg) che
presentano grave sintomatologia respiratoria con
alta mortalita.

* piu frequenti le forme tardive (70 — 80 gg) spesso
complicate da cause batteriche.
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POX

Endemico nel periodo tarda estate —autunno nelle
zone umide.

* Trasmissione meccanica attraverso piccole ferite o
insetti vettori oppure si propaga all’interno del gruppo
attraverso aerosol di particelle dalle penne e dalle
croste

* Forma difterica (rara) e cutanea (piu comune) con
formazione di scarti per difficolta di assunzione
dell'alimento o respiratoria.

*Vaccinazione per puntura alare a tre settimane circa
protegge efficacemente il gruppo

Enterite Emorragica

Colpisce i tacchini al di sopra delle 4 settimane
caratterizzata da depressione, feci emorragiche e mortalita
variabile da 0,5% al 60% a seconda della patogenicita del
ceppo
* In Italia € endemica segnalata per lo pili in forma
subclinica con immunodepressione.

* Il piccolo intestino € normalmente dilatato di colore scuro
e contiene del sangue rosso brunastro. Milza ingrossata e
marmorizzata

* Predisposizione a infezioni batteriche secondarie

* La vaccinazione con uno spento riduce I'entita delle
lesioni ma non I'immunodepressione

Micoplasmosi

+ Sono state segnalate numerosi infezioni del tacchino da
carne con sintomatologia respiratoria (sinusiti e
aerosacculiti) per MG e sintomatologia respiratoria e
articolare per MS prevalentemente in soggetti di eta
superiore alle 10 settimane spesso aggravata da infezioni
batteriche secondarie (E.coli e Pasteurella)

* Presenza di forme sintomatiche con esito positivo PCR.
Presenza di casi con positivita PCR, assenza di sintomi e
sieroconversione

* Le misure di eradicazione applicate negli allevamenti di
riproduzione hanno ridotto I'incidenza rispetto al passato

* La presenza di focolai e spesso determinata da
disattenzioni nella gestione delle biosicurezze, elevata
densita degli animali in determinate zone e la promiscuita
con altre specie avicole

Colibacillosi

* Patologia condizionata (stress ambientali,
immunodepressione)

* Patogenicita spiccata per I'apparato respiratorio con
polmoniti e setticemia

* Colisetticemia: morti improvvise con animali in buono
stato di salute. Epato e spleno megalia con necrosi epatica
e presenza di petecchie emorragiche

» Forma cronica: aerosacculiti con presenza di materiale
Caseoso spesso associata a pericardite e periepatite
fibrinosa

*Da segnalare la comparsa di ceppi multiresistenti con
sensibilita limitata a pochi principi attivi

Polmoniti pasteurellari
Riemerella anatipestifer

* Polmoniti pasteurellari: casi sporadici in animali adulti al
di sopra dei 100 gg con lesioni prevalentemente polmonari
* Riemerella anatipestifer: segnalato in animali tra i 40 e 80
gg con sintomatologia respiratoria associata a sintomi
nervosi

ORT

* Segnalata in soggetti tra i 40 e gli 80 gg con forma
respiratoria associata a grave polmonite fibrino prulenta

* Essudato muco emorragico con mortalita elevata e
depressione del sensorio

* Localizzazione articolare con tenosinoviti purulente
* Spesso risposta alle terapie non soddisfacente

* La sierologia evidenzia numerose positivita
probabilmente dovuta all’elevata diffusione

* Le forme cliniche devono essere confermate
dall'isolamento
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Aspergillosi

* Segnalata in soggetti di tutte le eta

* Puo derivare da problematiche di incubatoio (la
sintomatologia € molto precoce) e di allevamento (lettiera,
scarsi ricambi d’aria)

* Le lesioni possono interessare |'apparato respiratorio
(sacchi aerei e polmoni) ma anche localizzarsi nel cervello
* Rappresenta ancora una delle maggiori cause di
eliminazione delle carcasse al macello

Aspergillosi

Apparato respiratorio Meningite

“Fame d‘aria” da aspergillosi

adulto

giovane

Istomoniasi

* Segnalazioni in tacchini di circa 40 gg di
eta

* epatite e tiflite
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Botulismo

* Primi sintomi a 20 gg con rari casi di paralisi flaccida
* Grave sintomatologia a 60 gg con paralisi flaccida
degli arti e del collo e delle palpebre che ha colpito
circa il 20% del gruppo con mortalita

* Il problema si é ripetuto a 100.gg con le medesime
modalita

Botulismo

Aspetti particolari

Aspetti particolari

Botulismo

* sono stati inviati all’lZS di Treviso 10 sieri di animali
con sintomatologia e campioni di intestino

« i sieri testati con antisieri specifici (mouse test)
sono risultati 4 su 10 positivi

* un intestino e risultato positivo alla PCR con
isolamento del clostridio

Botulismo

* Ipotesi?

* Allevamento in stato di degrado con presenza di
nidi di colombi e selvatici e guano nelle
controsoffittature

* Lettiera con lolla di riso contaminata con spore?

* Risoluzione del problema attraverso il rifacimento
dei tetti, pulizie, disinfestazione e derattizzazione

Tecnopatie

Il mercato richiede animali sempre piu
pesanti e le aziende di genetica sono
influenzate a selezionare per questi
obbiettivi.
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Stiamo parlando di una catena
complessa, dove il consumatore finale
richiede sempre pilu spesso alimenti
preparati e pronti per essere cotti, ed
ancora preferisce tagli di qualita quali
la carne di petto.

E le aziende di genetica tendono a
soddisfare queste esigenze del
mercato “creando” animali con % di
petto sempre maggiori

I tacchini moderni a rapida crescita
sono piu sensibili ad ogni forma di
stress rispetto alle genetiche del
passato - e quindi - necessitano = di
maggiori attenzioni.

I mancato adeguamento  delle
strutture, alle nuove caratteristiche dei
tacchini, ha comportato linsorgere di
tutta una serie di nuove ' patologie,
definite.come “tecnopatie”.
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e Cuore tondo
Pulcinaia

Basse Ammassament Diarrea, piumaggio
temperature, animali irregolare,
rrenti d'aria, ‘ lettiera fredda ‘mazione di scarti,
idita umida.

biente malsano,

ALCUNI ESEMPI DI TECNOPATIE SONO

ROTTURA
DELL'/AORTA

1. ROTTURA DELL’ AORTA
2. SINDROME DELLA MORTE IMPROVVISA
3. MIOPATIA DEL MUSCOLO PETTORALE PROFONDO L. VECCHIO FENOMENO

2. SOGGETTI A RAPIDA CRESCITA
4.  PROBLEMI SCHELETRICI ’ (GENETICA, ALIMENTAZIONE).
5. RIDOTTA RESISTENZA ALLE MALATTIE L G TR el
6. EMATICA

REAZIONI DELLA PELLE DEL PETTO (borse sternali, = GORRELATO ACLIETRESS

graffiature , beccati ecc . ecc. ) . CORRELATO ALLA CARENZA DEL
RAME NELLA DIETA

o

MIOPATIA DEL
MUSCOLO PETTORALE
PROFONDO

1. MONO O BILATERALE

2. ECCITAZIONE CON SBATTIMENTI
FREQUENTI DELLE ALT

3. MECCANISMO : FENOMENI ISCHEMICT
PER STRANGOLAMENTO LEGATT
ALLECCESSIVO SVILUPPO DELLE MASSE
MUSCOLART PETTORALL

SINDROME DELLA
MORTE IMPROVVISA

1. FENOMENO RELATIVAMENTE RECENTE CHE
PUO’ AVERE ANDAMENTO TRANSITORIO
. COLPISCE I J DELLE ¢ TRA L'82 E LA 202
SETTIMANA
3. CARATTERIZZATA DA CONGESTIONE
POLMONARE E SINDROME PERIRENALE

~

EMORRAGICA

4. LEGATA ALLO STRESS ( CRESCITA
RAPIDA, ECCITAZIONE,
IPERATTIVITA,PROGRAMMA LUCE
CONTINUO, ecc. ecc.)

5. UNA DELLE CAUSE E’ IL RIDOTTO APPORTO
D’ OSSIGENO
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Reazioni della pelle del petto

“Bottoni”.
a. Dermatite ulcerativa.
b. Crescita di tessuto fibroso — connettivo circa 3 — 4 centimetri
sotto la punta dello sterno.
c. La causa & sconosciuta ed ha comunque poco a che fare con la
conformazione.
d. Una lettiera appiccicosa e dura ne accentua l'incidenza.

2. Vesciche sternali.
a. Ispessimento della pelle del petto che porta a:
b. Corde (indurimento, tessuto connettivo), che porta a:
c. Vesciche (diversi flluidi tra le corde).

Borse sternali

Bottoni sternali

Graffiati

In allevamento Al macello

Lesioni agli arti

Management non corretto

+ Elevata densita

« Errate temperature e umidita dell’'ambiente

+ Scarsa ventilazione o non adeguati ricambi
d‘aria

Possono determinare fenomeni di
malassorbimento con diarrea e peggioramento
della qualita della lettiera
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CALOGERO TERREGINO
Epidemia da HSN2 LPAI 2012
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®
@ Alin Italia 2011
o

Mappe 31 12 2011.p

Epidemia da H5N2 LPAI 2012

report 31 12 2011.pdf

Calogero (Lillo) Terregino

Centro di Referenza Nazionale, Laboratorio OIE e FAO per l'influenza aviaria e la malattia di Newcastle
Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie — Legnaro, Padova

51° Convegno Annuale SIPA

[ J [ J
@ Epidemia da H5N2 LPAI 2012 @ Analisi dei virus isolati
[ J ([ J

10 FOCOLAI (31.08.2012 .10.2012)

6 focolai in tacchini da carne in Lombardia (BS e MN)
1 svezzatore in Lombardia (MN)

1 all. rurale in Toscana (Prato)

2 focolai in Veneto:1 ornamentale (TV) e 1 svezzatore (VR)

tto al virus
Alchicken/Italy/11vir7548/2011
Mappa focolai Italia.pdf

mappa focolai Lombardia.pdf

report_09_10_2012.pdf aminoacidiche in HA

Tra queste vi & la sostituzione di

(K) nel sito di ciivaggio
PQRETR GLF
PQRKTR GLF

51° Convegno Annuale SIPA 51° Convegno Annuale SIPA

® Esempio di connessioni epidemiolgiche tra
allevamenti rurali (focolai LPAI H7N3 - 2009)

occorre creare un'efficace

separazione funzione tra i

mondo dei rurali ed i settore
i industri

—
La sicurezza sanitaria di maﬂmméwmwnmpsmum

E.-Romagna
commerciante
/svezzatore

ogni pletra sostiane I'altra e dove la sotrezicne di un solo elemento pub
comportare il crolio dell inte . |

iy 51° Convegno Annuale SIPA 51° Convegno Annuale SIPA
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® Misure straordinarie di sorveglianza e co
(nota MS 0018075-P-05 2012)

PUNTI PRINCIPALI

« Divieto di movimentazione dei tacchini da carne dalla Lombardia

+ Monitoraggio straordinario negli allevamenti di tacchini da carne di Veneto, Emilia
Romagna, Lombardia e Piemonte ogni 15 giorni
« Controlli pre-carico in riproduttori, ovaiole, anatre e oche nelle 96 ore precedenti il

carico
« Intensificazione delle misure di biosicurezza
+ Separazione funzionale tra aziende dei territori coinvolti dall'epidemia e aziende delle
altre regioni (predisposizione di un protocollo operativo da parte delle ditte)

Divieto accasamenti a sessi misti negli allevamenti dei tacchini da carne sul territorio
identificato a rischio
« Blocco accasamenti di tacchini da carne nelle aree a maggior rischio

51° Convegno Annuale SIPA

Grazie per I'attenzione

stituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie
Calogero (Lillo) Terregino
Ph.: +39 049 8084377 | cterregino@izsvenezie.it

www.izsvenezie.it

51° Convegno Annuale SIPA

@ Influenza aviaria: the never ending story

2009

4 focolai in tacchini da carne in Lombardia e Veneto da H5N7 LPAI (20/04-07/04/09)

33 focolai (1 tacchini da carne in Umbria;1 in polli riproduttori in Piemonte; 31 nel

circuito rurale) in Piemonte (5), Veneto (2), Emilia Romagna (5), Marche (1), Toscana
(2), Lazio (1); Campania (14), Basilicata (1) da H7N3 LPAI (29/05-31/12/09)

2 focolai nella selvaggina allevata in Piemonte e Lombardia da H5N2 LPAI
(16-18/11/09)

gy
[‘ ‘\J’ 51° Convegno Annuale SIPA

51° Convegno Annuale SIPA

® isure di prevenzione, controllo e sorveglianza nel
settore avicolo rurale

PUNTI PRINCIPALI

“Rispetto delle misure di biosicurezza e requisiti igienico e sanitari fondamentali in
allevamento e nelle arre adibite a fiere e mercati

Tracciabilita e rintracciabilita delle partite commercializzate
“Osservanza di specifici requisiti gestionali:
- registro carico/scarico
- carico e vendita animali all’esterno dell’azienda dove sono gli animali
- introduzione animali solo da altre aziende accreditate
- divieto di reintroduzione animali che hanno partecipato a mercati

- accertamenti sanitari e controlli ufficiali periodici per il rilascio dell’accreditamento
alla commercializzazione extraregionale

51° Convegno Annuale SIPA
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ANTONIO CAMARDA e
LUDOVICO DI PINETO

Stato sanitario della gallina ovaiola
in Italia
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LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA
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Stato sanitario della gallina ovaiola in
italia
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LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA
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Antonio Camarda - Ludovico Dipineto.

IZS Venezie - Padova

‘Salsomaggiore, 11 ottobre 2012

4 LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

Malattie virali

Malattie batteriche

Malattie parassitarie

Micotossicosi

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

Bronchite Infettiva

Bronchite
infettiva

Endemica negli
allevamenti multieta

Ben controllata dalle
vaccinazioni, soprattutto
le forme respiratorie da
793B

Antonio Camarda - Ludovico Dipineto

Salsomaggore, 11 ottobre 2012

.‘.‘

#__Circa il 30% degli positivi
* *
# | dati sierologici confermano questo 2011 201 2
rilievo. rialzi nel titolo anticorpale sono N % N %
associati a calo della deposizione e
riduzione della qualita delle uova 793/8 141 54 94 54
# Prevalenza di virus vaccinali (4/91, ax 58 22 41 24
M41) e ceppo inglese (<99%
omologia) nelle regioni del Nord-Est 624/ 36 14 2 1
# Segnalata con una certa frequenza in Qa1 - - 17 10
Sicilia dove si & con tipici
problemi di deposizione e qualita delle M41 22 8 16 9
uova
102 4 2 1 1
# Anche qui M41 e 793B sono prevalenti
D274 - - 2 1
* Segnalati It2 e QX ToraLe | 261 173

= Anionls Gamarda- Ludovica Dipinato

§ LA IZSLER: Sez. Forl _
‘Salsomaggiore, 11 ottobre 2012
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Bronchite infettiva - Il ceppo QX

Bronchite infettiva - Complicanze

# Rappresenta il sierotipo
prevalente in tutti i report
di laboratorio in
particolare nelle regioni
del Nord

# False ovaiole - Associate
al ceppo QX

% Prevalenza variabile
nel gruppo dal 5% al
30%

|

<% Segnalazioni di forme
complicate con

<% Metapmeumovirus -
(TRT)

4 Mycoplasma
gallisepticum

<% Escherichia coli

‘Antonio Gamarda - Ludovico Dipineto

Salsomagglore, 11 ottobre 2012

Laringo tracheite
infettiva

Segnalata sull'intero
territorio italiano con
forme cliniche
caratterizzate da bassa
morbilita e ridotta
mortalita

Alcuni focolai successivi
alla vaccinazione nelle
pollastre

LARINGO TRACHEITE
INFETTIVA

Totale

n.

N. totale casi

Ovaiole

Pollastre

Riproduttori

w4

M=
‘Antonio Camarda - Ludovico Dipineto.

Salsomagglors, 11 ottobre 2012

‘Antonio Camards - Ludovico Dipineto

‘Salsomagglore, 11 ottobre 2012

4 LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

LARINGO TRACHEITE
INFETTIVA

Un focolaio in Trentino.
10% degli animali con sintomatologia

e lievi ripercussioni sulla produzione
di uova
focolaio autoestinto

Eliminazione dei soggetti
maggiormente compromessi

Segnalati focolai complicati da
Mycoplasma gallisepticum

-calo della deposizione del 15% x 2
settimane

‘Antonlo Camarda - Ludovico Dipineto.

Salsomagglore, 11 ottobro 2012

¥ LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

Influenza
Aviare -LPAI

Positi\Zté sierologiche per
sottotipo H5
1 - Calabria - allevamento da 1300
capi
2 - Campania - allevamento da
il 4800 capi

| ¢ R —

Salsomagglors, 11 attobre 2012
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7 Difterovaiolo

# Forma cutanea

# Diagnosticata in Campania in
gruppi di ovaiole in batteria

Vaccinate durante la fase di
pollastra con un solo ago

&

Si & presentata con classici
sintomi

+ abbattimento

calo della deposizione lieve

lieve mortalita

&
+
&

tipiche lesioni cutanee

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA "

0 Difterovaiolo

ferae
| }%: Mortalita elevata
S r

!

¢

# Forma difterica

# Osservata in Campania in un
gruppo di 15000 galline ovaiole
allevate in gabbie arricchite.

« Sintomi e lesioni
«# Fame d’aria

% Membrane difteriche a carico
delle prime vie respiratorie

& 8-20 capi/die

s + y
‘Salsomagglors, 1 otiobre 2072 1 1|

Saisomagglore, 1 ottobre 2012 = | |

13 =
LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

Bipineto

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

PNEUMO
VIRUS

Segnalati sporadicamente
nel Nord ltalia casi di
positivita al sierotipo B in
associazione a cali di
produzione

CAUSA REALE?
Complicazioni da E. coli

0

4 LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

Malattia di
gumboro

Occasionale in pollastre
di 30-35 giorni

‘Antonio Camarda - Ludovico Dipineto. Salsomagglors, 11 ottobre 2012

‘Antonio Camards - Ludovico Dipineto ‘Salsomagglore, 11 ottobre 2012

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

Malattia di Gumboro

11

4 1caso in Campania su soggetti di 21

gg di vita
# Depressione
« Tremori

4 Anoressia

Petecchie emorragiche a carico
dei muscoli della coscia

Petecchie emorragiche a carico
tra stomaco muscolare e
ghiandolare

+

Splenomegalia

Aumento di volume della Borsa
che appariva ripiena di essudato
cremoso giallastro

@

a0
‘Antonio Camarda - Ludovico Dipineto Salsomagglore, 11 ottobre 2012 . [}

Malattia di
Marek

Due focolai molto gravi
nel 2012

Mortalita del 30%

Antonio Camarda - Ludovico Dipineto Salsomagglors, 11 attobre 2012
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_ LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

'*"

Enteriti virali

Osservate soprattutto in
pollastre

colpiti soggetti di 20-
25gg di vita

Mortalita ?

Salsomagglore, 11 ottobre 2012

Malattie ad eziologia batterica

Salsomaggior, 11 attobre 2012

‘Antonlo Camarda - Ludovico Dipineto.

Antonio Camarda - Ludovico Dipineto

% _LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

Malattie batteriche

MYCOPLASMOSI

Mycoplasma
gallisepticum

Mycoplasma synoviae
Altri Mycoplasmi

Salsomaggior, 1 attobre 2012

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

Mycoplasmosi

Patologia estremamente
diffusa in tutte le regioni
e legata essenzialmente
a
M. gallisepticum
M. synoviae

‘Salsomagglore, 11 ottobre 2012

‘Antonio Camarda - Ludovico Dipineto

¥ || CONGRESSO NAZIONALE SIPA

Mycoplasma
gallisepticum
Abbastanza diffuso.
le vaccinazioni (6/85,
TS11) contengono le
manifestazioni cliniche
non impediscono la
circolazione dl germe .
Rotture dopo la 402 sett.
e difetti classici alle uova
con calo della
deposizione
Lavoro di genotipizzazione dei ceppi

o LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

Mycoplasma
ynoviae

Endemico in ltalia
¢ la specie di Mycoplasma
prevalente
Si presenta con tropismo
all’apparato riproduttore
Tipiche lesioni del guscio
Scarsa sintomatologia
respiratoria

‘Salsomagglore, 11 ottobre 2012

‘Antonio Camarda - Ludovico Dipineto

Salsomaggiore, 11 attobre 2012

Italiani presentato da Sez Forli

Antonio Camarda - Ludovico Dipineto
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Mycoplasma Synoviae

Non tutti i gruppi infetti
presentano la
sintomatologia clinica

Il sierotipo D (patogeno) &

rappresenta il 40% degli

isolati (presentazione ad
Hoc 1ZS Padova)

ONGRESSO NAZIONALE

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

-l

MycoplasmOSI

Infezioni Miste

Positivita nello stesso
allevamento per
- M. gallisepticum + M.
gallinarum

M galliseptixum + M
synoviae

Antonlo Camarda - Ludovico Dipineto ‘Salsomaggore, 11 ottobre 2012

Antonlo Camarda - Ludovico Dipineto.

‘Salsomagglore, 11 ottobre 2012

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

Colibacillosi

Antonio Camarda - Ludovico Dipineto. Salsomagglore, 11 ottobre 2012

LI GONGRESSO NAZIONALE SIPA

<+ Frequente, molto spesso in associazione con le
Mycoplasmosi

Colibacillosi

% Segnalata maggiormnente frequente nel periodo
estivo o nei periodi di stress

+ Raggiungimento del picco
# Micotossicosi

+ Caldo

# Forme infettive concomitanti

# Segnalati alcuni episodi con sintomatologia
nervosa in Sicilia ma anche in Puglia

% Molto frequente in Campania dove si presenta
con forme di colisetticemia e ovoperitonite
caratterizzate da alta mortalita.

# Casi occasionali di onfalite in pulcini alla schiusa -

8.

Salsomagglore, 11 otiobre 2012

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

Tifosi aviare

# Sembra che la malattia stia
riguadagnando qualche posizione N
nella classifica delle malattie
segnalate in ltalia

# Malattia descritta a partire dalle 27 g
sett.

# La malattia si presenta anche in
allevamenti vaccinati (probabilmente
gia presente al momento della
vaccinazione).

Mortalita contenuta anche se
malattia ha un andamento ciclico
durante la produzione

——
Salsomaggiors, 1 atiobra 2012

T LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

S. typhimurium - S. enteritidis -
Altre Salmonelle

#  Pochi dati su questo argomento. Segnalazioni
di isolamenti S. Typhimurium e S. enteritidis
mi sono giunti come riscontro sporadico.

% Siriscontrano in allevamenti in cui erano gia
state precedentemente segnalate

#  Caso Clinico: Mortalita dello 0,44% settimanale
per peritoniti da S. enteritidis

+ Riscontro in autocontrollo (da feci) di sierotipi
minori in alcuni allevamenti del Nord

+  S.infantis
+ S.Branderup
+ S.Newport

#  Secondo alcuni la % di isolamento di
Salmonelle minori & di circa il 30%

‘Anionio Camarda - Cudovico DIpineio

Salsomaggiore, 11 oiobre 2012
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u NAZIONALE SIPA

Spirochetosi intestinale

Spirochetosi
intestinale

i Caso Clinico

« Azienda di 20.000 ovaiole

« In diminuzione rispetto
alle segnalazioni del
2005

w» Effetti negativi sulla
produzione

'+ > dell'indice di conversione
+ > della umidita della pollina

11 >della % di uova sporche

1+ Diarrea profusa

31

< Eta 43 sett
4 Indici di produzione peggiorati

# Aumento della quantita di
acqua nella pollina

£

Sintomatologia enterica
aspecifica

% Aumento della quantita di
mosche

% Agenti eziologici: B. intermedia -
B. alvinipulli

arda z Saisomaggiors, 11 olobre 2012

Saisomagglore, 11 GHobre 2012

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

LR Spotty liver disease - Vibriosi Aviare

& Segnalata in numerosi
allevamenti di ovaiole

4 Si presenta preferibilemente
in Estate

% Ricompare nello stesso ciclo
e nei successivi sempre negli
medesimi capannoni.

% Mortalita che puo divenire
importante (5-7% fino al 15%)
se non si interviene

Spotty liver disease - Vibriosi Aviare

+ Influenza possibile anche sulla % di uova
deposte

+ Gli esami di laboratorio sono abbastanza
contraddittori

&

A volte si isola Campylobacter jejuni.

4+ Gli esami istopatologici evidenziano una
diffusa necrosi

&

La terapia antibiotica risolve la
sintomatologia e la mortalita in pochi
giorni

34

Z aisomaggiore, 1 otiobre 2012

Saisomaggiore, 1 otiobre 2012

>

Clostridiosi - Enterite necrotica

# Si riscontrano sempre piti
frequentemente

% Segnalazioni in Piemonte, Emilia,
Veneto, Campania ...

% Localizzazione prevalente il cieco

4% Segnalati quadri sistemici di
enterotossiemia

# La malattia & frequentemente
associata a para:
Coccidiosi)

itosi (Ascaridiosi,

# Casi di malattia in pulcini di 30 giorni
in associazione a coccidiosi

.v.'v
Altre Forme Batteriche - Enteriti ad eziologia non nota

# ENTERITI ASPECIFICHE
# Sitratta di forme di enterite
catarrale/necrotica in cui non si isola
C. perfrigens.
# STAPHYLOCOCCOSI
# PERITONITE PER DEPOSIZIONE
ADDOMINALE DA GALLIBACTERIUM
ANATIS (gid Pasteurella anatis)
# COLERA AVIARE

® Una sola segnalazione in galline a
terra di 50 settimane

Bipineto Saisomagaiore, 11 oHobre 2012

Salsomaggiors, 1 oHobre 2012
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LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA_ =141

3

artropatia amiloide

# Sporadicamente
osservata nelle pollastre
con evidenti esiti di
nanismo

Antonio Cams

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

arda - Ludovico Dipineto

Salsomagglor, 11 ottobre 2012

u NAZIONALE SIPA

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

Dermanyssus gallinae

Ascaridiosi

l‘!

f f = 4 Si segnalano numerosi casi di
e F\"appresema la paraSSItOSI BRIt ascaridiosi in allevamenti di galline
diffusa. ovaiole a terra
A . - # Un caso di malattia associato a
% 40-50% degli allevamenti infestati Pecr ol [slallataldel fegatol(Summer
hepatisis).
# Problemi nella gestione e nel ) -
) A # Osservata anche in Campania in
trattamento della parassitosi soggetti a terra di 65 settimane
q F At 4 La parassitosi puo avere
& Segnalat' casi di mortalita in ripercussioni gravi sulla produzione
ovaiole fortemente infestate in
A < Siosserva regressione dell’apparato
Campama riproduttore e crollo della qualita del
guscio ¥ ==y
Z 2 = T 40 S 1o T

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

i Coccidiosi

% Segnalati casi in pollastre a terra

Indagimesur30-grupptdiovatote
di

Veneto
Lombardia

o
/O di oocisti nelle feci

Emilia Romagna

o
30 /0 circa di uova di ascaridi nelle feci

1/3 circa di positivita da ascaridi
provenienti da gabbie arricchite

Dat 125 - Treviso

M

‘At Carmarea - Eudowco DIpieto Salsomaggiors, 11 oHGbre 2012 =ik

NAZIONALE SIPA

Istomoniasi
Teniasi
Heterakiasi
Capillariosi
Tricostrongili

% Episodi osservatiin

i aterra
Aspergillosi

% Segnalata
occasionalmente
soprattutto in pulcini
accasati su lettiera
in paglia

Bipineto

——
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+  MICOTOSSICOSI

LI CONGRESSOAMZIONALE SIPA

‘Antonlo Camards - Ludovico Dipineto ‘Salsomaggore, 11 ottobre 2012

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

Micotossicosi

# Segnalati problemi dovuti alla
presenza di micotossine nel
mangime

# Prevalenti le forme da DON e T2

4 In Campania si & osservata nel
periodo febbraio-aprile e luglio
agosto

“ intossicazione caratterizzata da
bassa % di deposizione fino alla
22 settimana

#% calo della deposizione all 23a
settimana

“Anionio Camarda - Cudovico Dipineio

Salsomagglors, 1 otiobre 2012 =

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

MIKQ30SSHOS S|

# Sintomatologia osservata

4 Spesso i casi sono subclinici
4 erosioni in cavita orale ed allo stomaco
4 nervosismo

# cannibalismo

&

riduzione della qualita del piumaggio

-

anemia

&

enterite

&

melena

*

aumento della mortalita

Altre problematiche sanitarie

+# Neuropatia periferica nelle pollastre
# Cannibalismo

# Sindrome del fegato grasso

+ Eccesso di mosche

+# Gabbie arricchite/ galline a
terra/Aviari

# > della mortalita

% > della % di uova a guscio
rotto/incrinato

Fonte: Mauro Castello|

*

cali di deposizione da stress da
caldo -

LI CONGRESSO NAZIONALE SIPA

45

Tsomagaiors, 11 ofiabrs 2012

.. LICONGRESSO
WhT  NAZONALE SiPA

razie per |'attenzione!

‘Antonio Camarda - Ludovico Dipineto. ‘Salsomaggiors, 11 ottobre 2012

57



58



CONVEGNO

“Uso responsabile degli antimicrobici
in avicoltura”






DIK MEVIUS

Antimicrobial use in poultry
and consequences for human health
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Antimicrobial use in poultry and
consequences for human health

Dik Mevius

Content

Antibiotic usage in The Netherlands

o Humans vs animals

o Poultry

o Data from DK and G

o Usage of ceftiofur in poultry

Antimicrobial Resistance in poultry

e ESBLs

o Relationship with humans

Measures implemented in NL to control usage
o (and resistance)

Antibiotic usage in humans and animals in Europe

Antibiotic use in animals in NL (Source FIDIN)

e N
90% oral administration by
group/flock mediation

Increase up to 2007 was the

kg active ingredient x 1.000

basis for mandatory reduction
policy of the government of
20/50%

o
1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Animal versus human use in kg

hisevested e (gl

N-FERbbid

van Geljswik, et al, TvD, 2000

Sales data versus DDD
Animal Defined Daily

Dosages
» Register all antibiotics
Sales supplied (farm)
« In KG product sold o Table with defined
i . standard dosages per
¢ Is\l;écsigzcmed by animal active substance
» Not related to exposure * Caleulate the kg's that
of animals p can be treated

» Relate that to the
number of animals

o Precise estimate to
compare
farms/vets/countries

» Rough estimate
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Trends in average ADDD/Y in NL (LEI)

Quantitative differences between animal species
Large variation: > 5% populations include farms with > 3 x average add/y
Trends have to be interpreted with care

www.maran.wur.nl

Number of antibiotic administrations to the
average animal/human per year (ADDD/Y)

=agdomerngen
s ¥

_.'_".__
g8

Bt

van Geilswilk, et al, TvD, 2009
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Userarbaseter Absctius sherizht
Evslibaning des Atbcthasinsatoes in der lahnrenhatang
Mickingrauen, den 33,04 301

Number of ADDD/Y in 2012 on 737 Dutch
broiler farms

BT b 2
BN ey 0n
- e

Germany NRW
50ADDDs

[re——

NAXCEL®

(ceftiofur sodium)
Sterile Powder

The One to Use First to Control Early Chick Mortality
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Ceftiofur use in Dutch poultry

Since app. 1993 — 2001 licenced in poultry in EU,
withdrawn after 2001 because no MRL for poultry
>> administration in poultry only legal according to the
cascade rule
Used in:
e Reproduction animals (GP, P) (until 2010 in NL, other
EUMSs??)

« In day-old chicks SC injection

* In-ovo
o Broilers hatcheries

+ Spray in NL and B (until March 2010)

Resistance in 2009
(E. coli as commensal in the Gl-tract ) (MARAN-2009)

Expressed as multi-drug resistance

What does this mean

Dutch food-producing animals are an ideal
environment for multidrug resistant organisms

o Risk??
* Animal health?
— Yes, if they cause infections
* Public health?
- Yesif:
» Food-borne pathogens
» Zoonotic organisms
» Transferable genes

Relation between resistance in animals
and humans?

In spite of long term differences in usage, the resistance
levels in Dutch Health care are low!
So does a relation with resistance in animals exist?
o Unfortunately, yes
+ MRSA!
- ESBLs!

EARSS-net 2010 report (ECDC)
. MRSA_ . ESBLs

ﬂl

ll l““lll”u- .

Hl,\

o

|

|
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Methicillin-
resistant
Staphylococcus
aureus in Pig
Farming

Andreas Voss "t Frans Loeffen,” Judith Bakker,*
Corne Klaassen. and Mireille Wuif*

mMany pigs and veal calves carry LA-MRSA in their noses
(poultry, horses, companion animals...)

= Increased risk for carriership of farmers and vets

= Global problem

uln NL, measurable effects in human health care
minfections
mincreased costs

Enzymes that inactivate beta-lactam antibiotics
Penicillin, ampicillin, amoxicillin
All cefalosporins

Consequence for infections with ESBL-producers:
Impaired treatment, increased risk for patients

Genes are transferable on plasmids (€. coli/Saimonella)
Transmission of ESBLs also via the food-chain!!!

Beta-Lactamase
Penicillinase bla, (S. aureus)
TEM-1, SHV-1 (Enterobacteriaceae)
ESBLs

TEM-derivatives, SHV-2 and derivatives, CTX-M,OXA,
PER, VEB, GES

AmpC-group (CMY, DHA etc)
Carbapenemases (KPC, OXA, IMP, VIM, NDM)

i} g e of Biremaied of el sgermres. vyt fwm (e vt ety
i
R
T e
A% 1
s tie
Ty 1
i o7 R %%

v
¥
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Impact of withdrawal of in ovo use in Québec

80%
——S. Heldelberg retail chicken isolates.
70%
8 ,‘._//‘ -, Heidelberg human isolates
5 60%
H =~ E. coli retail chicken solates
£ so%
3
§ 0%
3 W
& a0%
§
8 20%
4
LLCE I DR N = S S
0%
slalal2lalalalelalalaTalalalil2]sls
2004 2005 2006 2007
Year and quarter

Study on impact of ceftiofur injection in
hatchery in broilers (in ovo) or layers (day-old)

Broilers

->15 treated and 15 non
treated flocks

-> Collection of E. coliisolates
from the same flock, same
hatcheries

Isolates from birds or their
environment

PERCENTASE of £ ol

ESBL-genes and plasmids in Broiler isolates
(Dierikx et al. 2010)

couns VEMsz vz Tena cnove Aot sz

o (=R N

m«

Prevalence of ESBLs on Dutch broiler farms

(Dierikx et al. NvMM;

+ 100 % of the farms: ESBL-positive
+ On 85 % (22/26) within-farm prevalence >80%

Percentags ESBL-positieve monstes per bedr

]

Transmission in the Poultry production

pyramid

(e ] ——— &

o
AmpC

Vertical transmission and recirculation in all layers of the pyramid

Broilers app. 100% positive in one week!!
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Which types of ESBLs in humans in NL?

National ESBL reference study (RIVM, UMCU,
CVI) analysing 692 human clinical isolates from
29 diagnostic laboratories (teverstein et al, Nvmm 2010)

» 25% Klebsiella (CTX-M-15)

® 75% E. coli

 App. half was CTX-M-15 (~ pandemic variant in humans — no relation
with farm animals!!)

+ (CTX-M-9/14, 2, 3; SHV-12)

(Paltansing LUMC, 24% CTX-M-1 P054)

« Partially (30%) either CTX-M-1 or TEM-52}
(Al Naimi et al. JCM 2008, 18% CTX-M-1)

| Potential relation with poultry!!! |

Dutch patients, rotall chicken meat and poultry thars the ame ESBL.
e, plavmics and strsing

e £ B, b e, 0 Wi s 3
: . . s opinps DTS

% hureoan isstabes with peltey
Lewwl o gievatie tpping prelaned permtlc shurment
ESEL gone (B . e 35%)(s2e Tabls 1}

Bt 4y s Moy 316 s o)

By g vl Sy

= % AT bl i AT i)
e a————

0% (142 oy i A28 Borme)
Sy il by oo on el | 395 [116K bacrs o 678 berp)
e CLT

BERI95% Blaces g | 208 By s2)

sy mated 15T
[ETH0, 5TH8 o 5T117)

Association with humans

e .
Genes of Escherichia coliin Chicken
Meat and Humans, the Netherlands

Figure Dot s i sl omctn oy B-4atarione spories o o bmey wam (4] fuamey sact i som st (31, i e st
e (£) e ethetnds, Vaues o) Sarenisses S fa

ﬁ |esemazional journat of Food Wicrotialagy

R

(Comparien of £581 contamination in arganic and conventional retail chicken mest
s L s

e Ml = (bt Wt * e Seitngd

84 — 100% of poultry meat pos for ESBLs
Pork/beef incidentally pos

Conclusion:
* Yes an animal attribution is apparent
» Poultry meat was considered to be the most likely source

ESBLs in other animals in The Netherlands

Animal species ESBLs-Prevalence ESBL subtypes
detected
Wild bird Species
P vice eend Anas
Ccmpamon animy Rotsduif Columbia livia
Kerphaan Philomachus pugnax
Turelur Tringa totanus
Kokmeeuw ridibundus
Zivermeeuw Larus argentatus
Zwarke zwaan Cygnus atratus
Veal calves Grole manismeeu Larus marinus
Jan van Gent Morus bassanus
Total
Dairy cows 11% individual animals

Slaughter pigs

Turkeys 50% flocks

Is poultry the source or part of the problem
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Measures implemented

Mandatory reduction of antibiotic usage of 20% in
2012 and 50% in 2013 (compared to 2009)
+ New target = 70%
o All antibioic use on farms registered
+ Mandatory since 2012
o Preventive use not legal
e Independent control institute
« Veterinary Drug Authority (SDa, )
— Tasks
» Report usage data publically,
» Define target for usage

» Identify frequent users
» Control measures to improve usage

BENCHMARKINDICATORS

ACTION LEVEL

Direct y to reduce

ic usage

SIGNALING LEVEL

Please be aware

TARGET LEVEL

No direct y to reduce
usage

Guidelines for therapy ( )

Basis for treatment plans on all farms

® Only 1%t choice drugs allowed on farms (max 1 treatment)
- 2 choice AB: no unless argumentation by vet
« 8 choice AB (cefs and FQs): no unless there is no alternative proven

Chicken passport

o Information on day-old chickens from same parents

« Diagnostic info, antibiograms of bacterial species involved in infections
etc.

Voluntary measures by animal production
sectors

Stop usage of fluoroquinolones and cefalosporins
Antibiotic registration systems (databases and
portals) developed for cattle, pigs, poultry (also
layers)

* > 40000 farms

Broilers usage data 2011

Pig-production farms (top), veal q_alves (bottom)
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Trends in Antibiotic Usage in Animals in NL Will we succeed?

Mandatory reduction
o targets

/

Antibiotic reduction Antimicrobial resistance

© Most likely, yes!! ° ?????

o Why?
- Global problem
* More determinants than
antibiotic usage
+ May need structural
changes in animal
o Willit be enough?? husbandry practices

(FIDIN/LET 2012)

ks to M Houben, PorQ
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ROBERTO VILLA

Terapia in “continuo” o “pulsata”:
effetti sulla farmacodinamica
e farmacocinetica degli antibiotici
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TERAPIA IN “CONTINUO” O “PULSATA”:
EFFETTI SULLA FARMACODINAMICA E
FARMACOCINETICA DEGLI ANTIBIOTICI

Prof. Roberto Villa

CORRETTO UTILIZZO DEGLI ANTIBATTERICI

e PERMETTE DI MIGLIORARE L’EFFICACIA

« RIDURRE | COSTI

» EVITARE REAZIONI AVVERSE

o CONTENERE LA RESISTENZA

e MIGLIORARE LA SANITA’ PUBBLICA

Fasi dell'azione
farmacologica

TEORIA E REALTA’

« TEORIA
IDENTIFICAZIONE MICRORGANISMI COINVOLTI
SCELTA DEL PRINCIPIO ATTIVO MIRATO
DOSAGGIO ADATTO A GARANTIRE EFFICACIA E ASSENZA DI EFFETTI AVVERSI
TRA CUI AR

e REALTA’ IN CAMPO
NECESSITA’ D’INTERVENTO TEMPESTIVO
PRATICABILITA’ DELLA SOMMINISTRAZIONE
- COSTI SOSTENIBILI

PLGLT BTUT O MILA \:é;

ANTIBATTERICI

LA MAGGIOR PARTE DEI FARMACI ANTIBATTERICI UTILIZZATI IN
CAMPO VETERINARIO VENGONO DALLA MEDICINA UMANA

UNO DEI FATTORI RILEVANTI NELLO SVILUPPO DELLA RESISTENZA
E’ IL DOSAGGIO NON CORRETTO

LE DIFFERENZE SPECIE-SPECIFICHE INFLUENZANO LA CINETICA DEL
FARMACO

LA DINAMICA DIPENDE DAL MICRORGANISMO COINVOLTO E DALLA
SEDE D’INFEZIONE

IN CAMPO VETERINARIO ESISTE UNA DISCRETA CONOSCENZA IN
MERITO AL COMPORTAMENTO CINETICO SPECIE-SPECIFICO,
MENTRE ANCORA SCARSI SONO GLI STUDI CHE METTONO IN
CORRELAZIONE CINETICA E DINAMICA

RESISTENZA BATTERICA

» 25000 MORTI ALL’ANNO IN EUROPA - NON SONO UNA PANDEMIA,
MA...

» L’UNIONE EUROPEA IMPONE IN MEDICINA UMANA E VETERINARIA
UN USO PRUDENTE DEGLI ANTIBATTERICI

« E’ PREVEDIBILE UNA RESTRIZIONE D’USO DEGLI ANTIBATTERICI IN
CAMPO ZOOTECNICO

» OGNI SFORZO POSSIBILE PER CERCARE DI MIGLIORARE L’UTILIZZO
DEGLI ANTIBATTERICI E’ DOVEROSO DA UN PUNTO DI VISTA
SANITARIO
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FARMACOCINETICA E FARMACODINAMICA Figura 1. Confronto der ivelli ematicr di un farmaco

somministrato, alla stessa dose, per tre vie diverse

FARMACOCINETICA

endovenosa

FARMACODINAMICA

+ ASSORBIMENTO intramuseolare

- DISTRIBUZIONE + MIC Runge Terapentico
* METABOLISMO +ALTRO

+ ELIMINAZIONE

Concentrazioni ematiche del farmaco

Tempo (ore)

AR AR
hY
; ; Ve

_ B

T CINETICA - DIFFERENZE DI SPECIE
Ea
Hy = P
1 e E e
H if L, formulazone USO IN DEROGA ?
il Palatabilta
8 T — Farmaco
Tempoiises
Effetto
RANGE TERAPEUTICO ottimale
L'intervallo di concentrazioni ematiche di un farmaco entro il quale si manifestano
normalmente gli effetti terapeutici senza effetti tossici dose-dipendenti L Fattori legati alla ey
CONCENTRAZIONE MINIMA TOSSICA Cinetica ' i Epaine rceuare
Anatomia GI
La concentrazione ematica di un farmaco al di sopra della quale compaiono gli e oy
effetti tossici dose-dipendenti. Corrisponde al limite superiore del range terapeutico o secre
CONCENTRAZIONE MINIMA TERAPEUTICA permeabilty intesinale
La concentrazione ematica di un farmaco al di sotto della quale non si hanno effetti Legame proteico

Eliminazione

terapeutici. Corrisponde al limite inferiore del range terapeutico.

BIOFASE E ANTIBIOTICORESISTENZA BIOFASE E ANTIBIOTICORESISTENZA

G.I.T

Distale Prossimale Distale

Florn Intestinale
*Zovautics (sahnonells, campylobacter

Flors Intestinale
S notics (salmovielia, campylobecter

Biofase target
Inf. interesse vet.

Biofase
Inf. interesse vet.

Resistenza = assenza d’efficacia

Resistenza = assenza d'efficacia

e
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ANTIBATTERICI

e SONO NORMALMENTE
MANEGGEVOLEZZA

FARMACI  DOTATI DI UNA BUONA

e MOLTI FARMACI ANTIBATTERICI SONO DI USO CONSOLIDATO DA
MOLTI DECENNI

« LA DEFINIZIONE DEI DOSAGGI E’ STATA DERIVATA DA STUDI IN
MEDICINA UMANA E POl DA SEMPLICI  VALUTAZIONI
FARMACOCINETICHE CONFRONTATE CON DATI DI ATTIVITA’ IN
VITRO (MIC)

T | VRIVIITA DL STUD GO AR

———

Pressione selettiva ceppi resistenti in termini
cinetici

Concentration

AN

MIC

Selective Pressure

Time

o

The concept of Mutant Selection Window

Serum or issue drug concentration

Time post-adminisiration

20000 is1
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e
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Obiettivi degli indici PK/PD

Gli obiettivi degli indici PK/PD sono di
prevedere, in vivo, il risultato clinico per:
e Cura

« Prevenzione della resistenza

A

Cmax / MIC
Rapporto di inibizione (inhibitory ratio)
PK allo steady state » Biodisponibilita (%)
] » Clearance
IR = Lmax_ » Assorbimento
MICq, » Eliminazione (clearance , VD)
~pp * Fattore di accumulo per

somministrazioni ripetute
(emivita)

— Buona previsione della risposta clinica per AB
concentrazione dipendenti

— Un elevato Cmax/MIC evita le resistenze
— Il "migliore" indice per gli arninoglicosidl
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T > MIC
Tempo durante il quale le concentrazioni superano la MIC

* T>MiCtrat2-tl

+ determinzione PK: complessa
— clearance, half-life
* Data come percentuale
dell'intervallo di dosaggio allo steady
state

Emivita

i

.

; 4 Mic
-II.IE i \\

concentrazioni

\\

Tempo (h)

1
24

t1 t2

77, | LIV G ETUIN 1 MILANE \Ar
s iiga )

steady state)

* Unita = tempo (h)

* Stabilito per un periodo
di 24 h (in condizioni di

Concentrazioni

AUIC : AUC parziale per il tempo in cui le concentrazioni
plasmatiche sono superiori alla MIC

AUC (t1-12)
MiIC
t1 2 24
Tempo Tempo (h)
considerato per il

calcolo

PK/PD indicatori di efficacia

. T>MIC: s s

= Cmax/MIC : aminoglicosidi

= AUIC (o 28h AUC/MIC) : chinal ketolidi,
streptogramine
Cmax =~
{
| \ AUC
[ \ Cmax/MIC AUIC = TR
2 / \ MiC
2 \
[ L Unita = Tempao [h)
§ \
8 \ Mic
../ —— L
- .

T>MIC

| tre indici PK/PD

Antibiotico PK/PD Obiettivo Valore
indice critico
B-Lattamine | Tempo>MIC | Massimizzare il | 50-100%
tempo di intervallo di
esposizione dosaggio
Chinoloni 24h Ottimizzare la
AUC/MIC | quantita di AB 125 h
somministrata
Ottimizzare la
Aminoglicosidi | cmax/MIC | concentrazione 10
picco

Quali valori numerici per gli indici
PK/PD?

1. Per ottimizzare ’efficacia
2. Per minimizzare la resistenza

Valori degli indici PK/PD :Gli aminoglicosidi

Relazione tra il rapoorto del piceo delle concentrazioni plasmatiche sulla MIC e
la nrobabilita di guarigione di 236 pazienti con una infezione da Gram- trattata

con un aminoeficoside (gentamicina, tobramicina, amikacina)

2 4 6 B 1012

Picco massimo/MIC

Maor et al. 1984 J. Infect. Dis.
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Valori degli indici PK/PD :I chinoloni

Literatur 100
B Clinical
80 [microbiclogic L 1
=
o 6D
]
R
0.
0-62.5 625125 125-250 250-500 =500

Un valore di 125h, vuole dire che le
concentrazioni plasmatiche medie
devono essere 5 volte maggiori
della MIC

AUC/MIC=125h
Valore per I'efficacia

=5

TREVEMSTEA TGLT ST T VLA

Quali valori numerici per gli indici
PK/PD?

1. Per ottimizzare |’efficacia

2. Per minimizzare la resistenza

AUC/MIC ed eradicazione batterica

Polmonite nosocomiale trattata EV con ciprofloxacin
AUC/MIC & un buon indice per prevedere il tempo di
eradicazione batterica

® Se AUC/MIC >250 h/giomo:

» Eradicazione in 24h
10097
@ i
8 T L AUC/MIC<125
= L
B ML M
£ e S = T T AUC/MIC 125-250
iE R
5= AUC/MIC > 250
[
# 8 4 g 12

Schentag Symposium, 1959

AUC/MIC e sviluppo di resistenza

Valore predittivo di AUC/MIC per ciprofloxacin nelle
polmaoniti nosocomiali

& 1004 Resistenza per AUC/
g MIC < 100
75 AUC/MIC > 101 T

E Giorni %
- S 4 50
2 ® 20 93
i AUC/MIC= 100
2
£

o T T T 1

0 5 10 15 20

Glorni dall’inizio del trattamento

AUC/MIC < 100 = subottimale

T ORGE ST MI o ]

Ve

Quali sono le concentrazioni per prevenire la
selezione di batteri a sensibilita ridotta?
+ Beta-lattamine:
— Rimanere sempre al di sopra di 4xMIC
— ma 40-60% del T>MIC per efficacia
+ Aminoglicosidi:
— Ottenere almeno un picco di 8xMIC
+ Fluorochinoloni:

— AUC/MIC > 125 e Cmax /MIC > 8

G T L ]

Ve

Pharmacodynamic (PD) parameters correlating with efficacy

Antibacterial class Optimal PD PK/PD magnitude
parameter required for efficacy
Aminoglycosides Cinax/MIC 10-12
Fluoroquinolones AUC/MIC >25% >100°
p-Lactams T>MIC >50%; >70°

4 Mild infection (immunocompetent host).
b Severe infection and immunocompromised host.
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EMA »Punti da considerare »

Il dosaggio inadeguato degli antibiotici &
probabilmente una dele principali fattori
di rischio per la resistenza

L’indicazione di dosaggi specifici per le
differenti infezioni potrebbe essere un
punto importante nella lotta
all’antibiotico resistenza

La possibilita di dare tali indicazioni sulla
base della valutazione PK-PD e oggi una
possibilita concreta e valutata dagli
organismi scientifici

TRIVEARTEN STGLY ST D A \[ | R,

QUALI STRATEGIE

+ ANTIBIOGRAMMI

+ MIC AGGIORNATE (MPC ??)

+ FARMACOVIGILANZA

+ LIMITARE E VIGILARE L’USO IN DEROGA

+ VALUTAZIONI CINETICHE IN ANIMALI INFETTI
+ DATI EPIDEMIOLOGICI

+ DEFINIZIONE DEI BREAKPOINT
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PETRA CAGNARDI

Terapia in continuo o pulsata:
approccio PK/PD nella somministrazione
orale di fluorochinoloni nel tacchino
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OLTA DI MEDICIN/

TERAPIA IN CONTINUO O PULSATA:
APPROCCIO PK/PD NELLA
SOMMINISTRAZIONE ORALE DI
FLUOROCHINOLONI NEL TACCHINO

P. Cagnardi
Programma di Ricerca Scientifica di Rilevante Interesse Nazionale

“Uso prudente di fluorochinoloni nel tacchino: farmacocinetica di enrofloxacin,
difloxacin e flumechina per l'applicazione di modelli PK/PD”

Fluorochinoloni nelle specie aviari

+ Vantaggi:
- Possibilita di somministrazione orale

Assorbimento rapido a livello gastroenterico, emivita
di eliminazione lunga (effeto post-antibiotico
significativo), elevata distribuzione nell’organismo

- Elevata potenza contro batteri Gram -
- Bassa tossicita (ampio margine di sicurezza)

+ Svantaggi:

- Se a dosi inappropriate favoriscono lo sviluppo di
resistenza batterica

Fluorochinoloni

Tipi di terapia in allevamento aviare

+ Flumechina:

fluorochinolone di 12 generazione usato in molte specie da
reddito per controllare infezioni causate da batteri Gram -,
sottogruppo Enterobacteriaceae: Escherichia coli - Klebsiella spp. -
Proteus spp. - Enterobacter spp. - Salmonella spp. - Shighella spp.

Buona efficacia, tollerabilita e bassi costi
- Nelle specie aviarie usato per terapie di massa

» Enrofloxacin:

fluorochinolone di 22 generazione a spettro ampliato, usato in
molte specie da compagnia e da reddito per controllare
infezioni causate da batteri Gram -.

Buona efficacia e tollerabilita

- Nelle specie aviarie usato per terapie individuali e di massa

» Terapia individuale: uso prudente del farmaco
antimicrobico che limita lo sviluppo di
resistenze e permette una terapia mirata
- Limitata ad animali di pregio e riproduttori

o Terapia di massa tramite acqua o mangime
medicato € una pratica comune
- In continuo durante tutto il periodo di luce
- Pulsata per un periodo di tempo tra 4h e 10-12 h

Studio sperimentale

Studio sperimentale

32 tacchini £ divisi in 4 gruppi (\ﬁj”’a

o Gruppo 1: peso 3.84+0.26 kg, eta 62 gg; Enrofloxacin
bolo orale 10 mg/kg

o Gruppo 2: peso 7.12+0.67 kg, eta 56 gg; Enrofloxacin
pulsata 10 ha 10 mg/kg x5 g

» Gruppo 3: peso 3.84+0.24 kg, eta 63 gg Flumechina bolo
orale 15 mg/kg

» Gruppo 4: peso 5.79%+0.26 kg, eta 79 gg Flumechina
pulsata 10 ha 15 mg/kg x5 g

ST DRGL FTUDE I ML \:[;

PRELIEVI:

Gruppo 1 e 3 bolo: a 0,
0.25,0.5,1,2,4,8,12 ¢
24 h

Gruppo 2 ENRO pulsata: a
0,1,3,5 7,9, 11, 12,
14, 18 e 22 h il 5° g di
trattamento

Gruppo 4 FLU pulsata: a
0,1,3,6,9, 11, 12, 14,
18 e 24il 1° e 5 g di
trattamento

Quantificazione campioni
tramite metodo validato
LC/MS/MS

Analisi cinetica non-
compartimentale
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Risultati ENROFLOXACIN

da somma ENROFLOXACIN e suo metabolita
T e S 3 A AN

Risultati FLUMECHINA

RPN B

Sarafloxacin

. . ) FQ MICyy (ug/ml)  MICyo (ug/ml)
Le MICs di 8 fluorochinoloni sono state Ciprofioxacin 0.0625 B elam) Mobamh : S
determinate in 210 ceppi di E. coli gag"""*ﬂ"" ﬂ-jS 2'566 Danofloxacin 025 B 3 —
- R . ifloxacin i :
provenienti da specie aviari in Italia ) e Py Diffoxacin g = i e Y
- _—
Flumequine 1 =3 [Flumequine | 16 [ 256 | ==
Marbofloxacin 0.25 8 TR 025 3 ]
Nalidiic acid 6 »226 Nalidixic acid 256 5256

Sarafloxacin

Risultati cinetici

Approccio PK/PD

Gruppo 2 Gruppo 4 Gruppo 4

Parametro | STUPPO 1| ENRo GO Huy FLU
o ENRO FLU
(unita) Pulsata Pulsata Pulsata
Bolo o Bolo o o

5 8 1" 8 5° g
Cmax 1.53+0.31* | 0.67+0.18" | 10.76+1.5* | 3.05+0.36* | 4.01+1.3*
(ng/ml)
-(rr’]")“ 1.88+0.33* | 6.86+2.48* 1.88+0.35* | 5.75+2.71* 6+1.6*
AUCq 4 12.74?1.52 7.3741.07* 76414‘17.6 33.46+4.65* | 51.54+£14.87*
(hr.pg/ml) 9 s s
-(rrlize“"‘ 6.58+1.82 | 5.31+0.63 4.77+1.48" | 5.31%1.72 6.39+1.18*

“P<0.05 differenza significativa tra bolo e pulsata; § P<0.05 differenza significativa tra pulsata giorno 1 e 5

« Efficacia fluorchinoloni determinata principalmente da
AUC/MICsj, ma anche da C,,,/MICs,

« Valori soglia (breakpoint) determinati in umana sono
AUC/MICsy = 125 € Cpppy /MIC50> 10

veterinarie
minimi

Nessun  breakpoint per specie
colibacillosi, ma valori considerati
prevenire [’antibiotico resistenza sono:

AUC/MIC;, pari a 100 e C,../MIC;, pari a 8-10

&
per

T
b

Risultati PK/PD

Conclusioni

Gruppo 1 ;r‘:[:)po 2 Gruppo 3 E[Eppo d Gruppo 4
Parametro ENRO FLU FLU Pulsata

Bolo Pulsata Bolo Pulsata 5 g

5° g 1° g
C oo/ MICs, 3.07£0.62 | 1.35£0.37 0.67+0.09 | 0.19+0.02 | 0.3%0.08
AUCo4/MICs, | 25.48+3.04 | 15.31=2.92 [l 4.76+0.48 |2.09£0.29 |3.22%0.93
Crn/MIC5y 6.14+1.32 | 2.69+0.74
AUCy24/MICso 50.97+6.5 30.63+5.84
FQ

MICs, (ug/ml) | MICs, (ug/ml)
Enrofloxacin 0.5 32
Enrofloxacin NCCLS 0.25
F i 16

>256

« Rivalutazione dei protocolli terapeutici
per ottimizzare |’efficacia e limitare lo
sviluppo di resistenze

» Dosaggi e tipologia di somministrazione

calcolo dei di

 Attenzione al
sospensione

tempi
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Grazie per
I'attenzione
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CLARA MONTESISSA

Approcci legislativi
per la tutela dell’ambiente
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APPROCCI LEGISLATIVI
PER LATUTELA DELL’AMBIENTE

. , e M . X Cisch  Swtlneiond Germeny Denmoih  Finknd  Sudden  horey
Dipartimento di Biomedicina comparata e Alimentazione Kingaom  Bepebiic

Universita degli studi di Padova " Teirocytines “mAschanicals B flactams
- ane

B Emitagdye i
8 Dunskcnes

FLUORO-CHINOLONI
700-800T

CEFALOSPORINE
BLATTAMINE

MACROLIDI
SULFAMIDICI

TRIMETOPRIM
TETRACICLINE

ECOTOSSICOLOGIA ESPOSIZIONE AMBIENTALE AL FARMACO
Scienza che studia gli effetti di P ial te tossich

sugli ecosistemi naturali e sulle specie non target, con lo scopo di
proteggere l’intero sistema e non le sue singol i isolat
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MEDICINALI MEDICINALI
VETERINARI ACQUACOLTURA

ESCREZIONE

LETAME/LIQUAMI ol

s
CONCIMAZIONE DEPURATORE oo o
1 il

e

£l ot e

= st possion

L aier]
AT cmmtsnan o
b P

P 0L

Prrtn=)

CHMTIRALED e b et

by ras o
i =

TR Rt b ot

s et ety
(= o=

GRS b Hes o

Ao

e BT BT
wmn

CVMP/VICH/592/98-FINAL CVMP/VICH/790/03-FINAL

| |VICH Topic GL 6 "~ VICH Topic GL 38
Guideline on environmental Guideline on environmental ALLEVAMENTO INTENSIVO
impact assessment (EIAS) for impact assessment for veterinary
veterinary medicinal products — medicinal products — Ecotoxicity
Ecotoxicity Phase | Phase Il

Approvazione finale CVMP: luglio 2000 Approvazione finale CVMP: novembre 2004
Operativa da: 20 luglio 2000 Operativa da: ottobre 2005

EMEA/CVMP/ERA/418282/2005.Rev.1 (in support of the VICH guidelines

© and
e ELIROPEAN MEDICE

SCENARI FARMACO VETERINARIO

ANIMALI PASCOLO
ACQUACOLTURA

VICH GLé: albero decisionale FASE |

Bcquatiche
faada13)
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VICH GLé: albero decisionale FASE |

| -
15 LaPEC, remcoala dorn < 00 T
L=

]

100 jig/kg = valars che ha dimaitrate d| non produre eftetl in
atudl g ecotosiclia con | VP atfualmente regisirat In USA

CALCOLO DELLA PEC NEL TERRENO

Dosoygro oa mssiens s0t < stredale e OTC 1000 my
Gt bt
(L)

35 g
14 gy
3% gy

oo et (0}

T b v

Dore (D) 0 g o

Xmgtgn e

Thte 1. Frstames iogeaatotion 18 sooant [ &1 et Rt Whe 1, ) f
etema e SeRumriarre, v roen
ey rmatrers,
oy Moneain
Ereatrsant L O
G 4 %
e WK N nEs D
Veaspedcovpocig 77 B3 DONT B GO WK
L) a1 1 eEr 1

Tyrin
a i,

monensin sulfametazina

Degradazione ossitetraciclina in letame
di bovino

50 bovini frattali con 60 mg/kg/giome d OTC perSgg
Prefievi:
- Lettiers (da punti diversi del pavimenta) edeci (10 animali randam) a 10
- Al campioni: m s
* o | giomo dalla fine del frattemants w
+ 2 10 gg dalla line det rattamonte i |
prima defa reccofto & sosdituzione lethesa
* g 30-45-40-75-105-135gg daliafine
del frattomento, durante ia
maluradone del letams
Eventuale valutazione passaggio @_‘
el suolo (prelievi di terreno dope o
dispersione del letome £ aratura)
enel'ccqua

Use of oxytetricyeling und tylesia i indemave call
farming: evaluasion of iranafer 1o masmre snd sl

Masia £ Lign Virswwias Cibin . Framirmi Capilengs.
B oy Svpmes *, Clata. Monsimions

9 terreni del nord Turchia (5 vicino ad aziende di polli e 3 di bovino),
8 campioni di letame (6 pollo, 1 bovino e 1 misto):

almeno un antibiotico ritrovato in ogni campione a concentrazioni
variabili da 0,4 a 35 mg/kg)

Sulfadiazina

facloropiridazina
Sulfametossazolo

et | FEIWANDY | AT
TT.® AMID L % LA

Concentrazioni medie dei P.A. nel suolo nel tempo
(DAT: days after soil treatment)

g

Concentration jugikg)
g £

, bk
SIS TS
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VICH GLé: albero decisionale FASE |
u_nwmo_mﬂm L@

| (]
+

16 1 ME £ un #noo eio eciopmassiano? - < g,

Tossicitda sulle piante

La pianta pud assorbire (uptake) il farmace disperso sul tereno arata
L'uploke di tall sostanze pud influenzore la crescita o lo sviluppo della
pianta, Dipende da:
Tipe di planta
Tpa di moleccla
Dose
Cinefica oi
Mek#itd nel terrene

Fatiore di fischio significotivo per la saiute?

Fatiore di rischio per la pionta [efleito
negative sulla crescita)

Tossicita sulle piante

P et il alo. Ecocsisams i Bt 43 (5 41310

Tuschrkden 7011901
e

“Feld dato cbout the cancentrofions of phamoceulical compounds in sollls
et recicily avallable but Inmostcases. the in vitro shudies seem to have been
conducted at conceniralions that are unlikely fo.cccur in soll”

Potential contribution of veterinary medicines in vegetable
material to the acceptable daily intake (ADI).
Solid bars represent exposure via nongreen vegetables, and
hatched bars represent exposure via green vegetables.

£
g
3
:
e
i

FARMACO VETERINARIO: ESPOSIZIONE
AMBIENTALE

INTERAZIONE SUOLO
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Organismi Terrestri Organismi Acquatici

PRINCIPIO ATTIVO DISCIOLTO NELL’ACQUA A DIVERSE
PRINCIPIO ATTIVO MISCELATO AL TERRENO SABBIOSO CONCENTRAZIONI
O ARGILLOSO O AL MANGIME

1 1

Ecso oppure

1)
Produttori piante foraggere, mais ,orzo, trifoglio,
Consumatori primari lombrichi, quaglie, anatre, conigli,
Decompositori larve di insetti, i h i

P g1,

TERRESTRI
Vermi di terra *
Attivita b ica (mi 1i i diNe C)*

Artropodi * (solo se attivita insetticida) --
Piante *

Ditteri e coleotteri del letame ***

Lo

i e s s e et
Kighe **

Pesci ** : Bacitracina Crostacei

RN RN NRARY

nelle feci (solo animali al pascolo)

Tossicita acquatica di due sulfamidici con 5 organismi test
Effetti di trattamenti con ivermectina e sensibili De Liguoro et al. 2010

doramectina sulla fauna coprofita

Sulfachinossalina (SQO) e Sulfaguanidina (SGD)

T 3 Table 4
i :z;:mummmummmncm WORC UL e B of 400 and 0D ewvionad o e Boe deit
=G pereriny ——
- e ,
S @ T = I LEC M, (WEL] Mo [9CL]
He= resain tm(E] gl e | et 0
() e Lt i e~ bowni o) Oomass DTN 61 LIEG0INE1NN) 146 260440
£ O @ Fbpia Q0 RITE 040 00T-008) 039 0I-0E53]
He us L LT T Sdments QU ROF) OO0 HON-BIN) 045) (04140811
=10 o BooWm W RS Siopeiions A7 G134 1100 (0GRAT) 2EM1%6-117)
59 15 e T Lpbl 25 8 225381 1SS R0
5 . am -, RIS un naciih
z [} s n 1555100 m maeM w
o ol N T ] -2 B Dowmpis O35 ATHI ONNIT0RS)- QS 0E0-LONT)
21 42 100 180 ?; » mr " w Fohgsien 20 % TAS(EA-  ASHIESNTTY
wi T TR Wekrnise 21
4 s M eSe o Haoen Sdmoph 126 25 1650701565 LAXLIN-AET)
permanenza delle feci nel campo WE W BN s mEe Shochm 30 LMOM- RGeS
— L [ R 1T B T M e
(giorni) Tomd W0 MRS W RAAD Lo 3 W AES{LPSANN] SMiad)
¥ Sqnilcunty difrered fes iy s p + 200

Pseudokirchneriell sub Scenedesmus lemna
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Enrofloxacina nell'ambiente 11 Test su Dafnia magna

Durata 21 gg

Alimentate con S. dimorphus
Fotoperiodo16 L : 8 B
Temperatura20*1° C

Molto stabile nel suolo
Si lega ai cationi metallici

Emivita >150 gg
Fotosensibile
Degradazione molto rapida solo s

esposta alla luce
I 1

Attivita dei composti di
degradazione?

Inibizione non specifica dell’attivita riproduttiva
Alterazioni nelle prime fasi dello sviluppo
Danni a livello embrionale

Ecotossicita terrestre

= Riduzione delle quantita o dei cicli Ecotossicita acquatica
= aumento dei tempi di degradazione nel letame

* minore quantita per ettaro

= aumento della profondita di aratura

Monitoraggio dei terreni

Precauzioni in sede

di registrazione Precauzioni in sede

di registrazione

(Nonilfenolo)
In eccesso
Va scartato

NON nel letame

nessuna

Ecotossicita terrestre

Ma come rifiuto PNEC 1,16 mg/kg

pericoloso
2NEC >9,18 mg/ky

Ecotossicita acquatica Ecotossicita acquatica PEC/PNEC <1




\laterinanr medicines that have a ﬁgh ]lml'ﬂiﬂl of ions of selact inary icines in water, sail, and dung samples
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Stars indictate compounds that have bean monitored and detacted (18, Dt o masimum b eces

wetse, (b} wod,
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amoxicillin I ¥ ¥

amprolium fi ¥ h
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decoquinate lincomycin® tamulin
daltamathrin
diazinon™ monensin toltrazuril
diclazuril morantel Irlcl-b-nd?zu!e
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Source: Dute froa el 16,
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292 ey s o
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MAGDA ARDIZIO e
CARLO CASTELLINA

Problematiche terapeutiche
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Problematiche terapeutiche

Dott.ssa Magda Ardizio
Dott. Carlo Castellina
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2 Difealta 2 ratamenti

uest'area di rischio rimane la piu difficile da gestire













ALESSANDRA PERRELLA

Farmacosorveglianza in avicoltura.
Il punto di vista del Ministero della Salute
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CONVEGNO : Uso responsabile degli antibiotici in avicoltura

FARMACOSORVEGLIANZA IN AVICOLTURA.
IL PUNTO DI VISTA DEL MINISTERO DELLA
SALUTE

Salsomaggiore Terme 12 ottobre 2012

Antimicrobial resistance

AMR negli animali : rischi per la salute
pubblica

Uso di antibiotici negli animali

g

batteri zoonotici resistenti

Alimenti di
origine
animale

Trasmissione
diretta

Uomo

| pericoli 3

MRSA (Stafilococcus Aureus meticillino-resistente)
Stafilococcus Pseudo-intermedius meticillino- resistente

ESBL (Beta Lattamasi a spettro esteso) + AmpC Beta
Lattamasi

o

Klebsiella , Escherichia coli, Enterobacter, Salmonella, Proteus,
Citrobacter, Morganella morganii, Serratia marcescens, Shigella
dysenteriae, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia e
Capnocytophaga ochracea.

COMUNICAZIONE DELLA COMMISSIONE AL PARLAMENTO
EUROPEO E AL CONSIGLIO Piano d'azione di lotta ai crescenti rischi di
resistenza antimicrobica (AMR) /* COM/2011/0748 definitivo

Piu di 25.000 morti nell'Unione
Europea ogni anno per infezioni
causate da batteri
antibioticoresistenti

Gli antibiotici critici per la

medicina umana

Cefalosporine di 3° e 4° generazione
Chinoloni e fluoroichinoloni
Macrolidi

2" WHO expért meeting (Copénhagen’2007)

*ESVAC PROJECT (mandato della Commissione Europea all'EMA
di raccogliere i dati sulla vendita e l'utilizzo di medicinali
veterinari in Europa)

*Consultations for amendmends to Directive 2001/82 under
initiative of the Commission DG Health and Consumers

*Commission WG on AMR (DG Health and Consumers)
*CVo

*Referrals su tutti i medicinali veterinari a base di
chinoloni/fluorochinoloni e cefalosporine di 3° e 4°
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Scorte di medicinali per uso umano negli impianti di cura (disciplina non
applicabile agli antibatterici per uso ospedaliero)

Divieto di detenzione di scorte negli allevamenti di antibatterici orali per terapie
di massa ( consentito quantitativo non superiore a quello necessario per 7 gg
di terapia)

Monitoraggio da parte del Min Sal delle iniziative di formazione e
sensibilizzazione per gli allevatori e veterinari per la promozione di un uso
prudente

Penalizzazione dell' uso off-label al di fuori delle prescrizioni della cascata

Specificita del medicinale
veterinario

Il medicinale veterinario non é una derivazione del medicinale per
uso umano ma possiede una sua identita ed & studiato e
sviluppato in funzione delle specie li cui sara d

La legislazione farmaceutica vigente prescrive procedure
autorizzative per i medicinali veterinari da immettere sul mercato
che ne garantiscono un alto livello di sicurezza ed efficacia

utilizzati do le indicazioni d’uso del produttore.
Oggigiorno I'impiego improprio, fatte salve le deroghe specifiche
concesse dalla norma per gli usi e le specie minori (artt. 10 e 11
Divo 193/2006), non trova giustificazione.

USO IMPROPRIO

Divo 193 2006, art 1

n) Uso improprio: 'uso di un medicinale veterinario in modo non
conforme a quanto indicato nel riassunto delle caratteristiche
del prodotto; il termine si riferisce anche all'abuso grave o
all'uso scorretto di un medicinale veterinario;

Art. 108

9. Salvo che il fatto costituisca reato, chiunque non osserva le
prescrizioni imposte con le autorizzazioni rilasciate a norma
del presente decreto e' soggetto al pagamento di una
sanzione amministrativa pecuniaria da euro 2.582,00 a euro
15.493,00.

La f; li eri

delle azioni di controllo messe in atto

dalle autorita

i (MinSan, Regioni, AASSLL, N.A.S.) finalizzate

P el

a verificare che la distrib la del f

avvengano in maniera corretta.

11 Ministero della Salute accerta che i fabbricanti di medicinali
veterinari e delle far) 1 attive utilizzate
nella produzione di medicinali veterinari si attengano alle
norme sulle buone prassi di fabbricazione

SISTEMA NAZIONALE DI CONTROLLO DEL FARMACO VETERINARIO

PCM 29 nov 2001

]

Livelli essenziali di
assistenza che
devono essere
garantiti a tutti i

fm—cittadini italiani con

Controllo e
vigilanza sulla
distribuzione ed

programmi per la
ricerca dei residui

impiego del farmaco di trattamenti illeciti ’9;‘;’5’?':9
S q q pubbliche
veterinario o impropri (LER)

Lo stesso DPCM 29 nov 2001 riconosce la necessita di
definire criteri specifici di monitoraggio dell’assistenza
erogata

ISTEMA NAZIONALE DI CONTROLLO DEL FARMACO VETERINARIO

} Ministero della Salute
« »
mdlcihal veerinarl
fbbricant
produzione atiizzatenel produzione d medicaall veterinar)
N.A.S.
(Compiti delegati)
.
- Ministero della Salute
(Indirizzo e coordinamenti, banca dati operatori,
L ) piano di i annuale post ing)
distribuzione
dispensazione Regioni piani regionali di
L. Farmacosorveglianza,
impiego AASSLL eyt 4
NAS. [
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| controlli svolti dalle Autorita Nazionali
Competenti sul farmaco veterinario rientrano
nelle attivita previste dal Piano Nazionale
Integrato predisposto ai sensi dell’art. 44 del
Regolamento 882/2004/CE e i risultati di tali
attivita vengono pubblicati annualmente sul
sito web del Ministero — Settore Salute (

?id=1144&lingua=italiano&menu=piani)previsti
) nelle Relazioni Annuali (Annual Reports)
previste dallo stesso piano.

Antimicrobial resistance

Iniziative nazionali
Antibioticoresistenza e uso responsabile degli
antibiotici
Le attivita del Ministero della Salute

Implemetazione di SPC e figlietti illustrativi degli antimicrobici usati in medicina
veterinaria per includere le avvertenze specifiche prescritte a conclusione delle relative
procedure di Referral comunitari e per garantire un uso prudente degli stessi

Preparazione di opuscoli e creazione di pagine web specifiche sull'argomento conteneti
i principi per un uso prudente degli antibiotici, ispirato ai principi divulgati da varie
comunita e le organizzazioni internazionali (Commlsslone europea, EMEA, Codex, FAO,
OMS, ecc.)

Sviluppo dil inee guida specie-specifico sull'uso prudente dei medicinali per veterinari

Indirizzo e coordinameno delle attivia di controllo ufficiale svolte sul territorio

Antimicrobial resistance

Nucleo Nazionale di Farmacosorveglianza
sui medicinali veterinari

(Decreto Ministeriale 14 maggio 2009 del Ministero del lavoro, della salute e dele politiche sociali
recante: «Caratteristiche strutturali e modalital operative el nucieo nazionale di farmacosorvegilanza
sui medicinali veterinari — GURI serie generale n. 198 del 27 agosto 2009)

Mandato (art 1) :

alle attivita di delle regioni e delle province autonome
nell’ambito delle ispezioni e dei controlli svolti dai servizi veterinari delle ASL

Composizione (art. 2) : =

2 rappresentanti del Ministero della Salute !

2 rappresentanti delle Regioni e delle province autonome ol

Nucleo dei C: per la Tutela della Salute

1 rappresentante della Guardia di Fmanza
1 per gli Istititi P!
1 dell’Istituto Superi

di Sanita

Input operativi (art. 5)

dagli stessi enti coinvolti nell’attivita di

Flussi i i
controllo sui medlcmall veterinari.

Ministero della

@Fz Salute \ @t

REGIONI
Guardia di Finanza.

Carabinieri per la Tutela della ﬁ

Salute

SERVIZI VETERINARI

lizizitive da) Ministare dallz) Sefuyis
IAPLEENYEZNIAZIONE DELLE AFTIVIEA D) CONTROLLO 2FF=TTUAT TS SUL
TERRITORIO

LINEE GUIDA PER LA PREDISPOSIZIONE, EFFETTUAZIONE E
GESTIONE DEI CONTROLLI SULLA DISTRIBUZIONE E L'IMPIEGO
DEI MEDICINALI VETERINARI ( con check list per 'agevolazione e la
standardizzazione dei controlli svolti dagli organismi territoriali
competenti)

oGsAr

T (
BOR1466-P-26/01 /2012 °

R 1

R .

Ministers deiin Saiois '—"'—)

loliziziiive ca) Minisiare dallzl Szluis

LINEE GUIDA PER LA PREDISPOSIZIONE, EFFETTUAZIONE E
GESTIONE DEI CONTROLLI SULLA DISTRIBUZIONE E
L'IMPIEGO DEI MEDICINALI VETERINARI

Omississ.............

Obiettivo della presente linea guida & quello di fornire alle
Regioni e altri organismi di controllo operanti sul territorio
indicazioni operative al fine della programmazione e
attuazione della propria attivita di farmacosorveglianza
presso allevamenti, grossisti di medicinali veterinari,
farmacie, ambulatori e veterinari zooiatri per garantirne
una esecuzione omogenea sul territorio nazionale,
riﬁetibile per tutti gli operatori e trasparente nel processo
che lo governa.

OMISSIS. ... evvnevinienns
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Ioiizizitive ool Minlsigre dallzr Szl

LINEE GUIDA PER LA PREDISPOSIZIONE, EFFETTUAZIONE E
GESTIONE DEI CONTROLLI SULLA DISTRIBUZIONE E
LIMPIEGO DEI MEDICINALI VETERINARI

OMISSIS. ..o .
Le Regioni e le Province autonome:

tenendo conto del n®
icatori di rischio e

predispongono piani di sorveglianza sul farmaco veterinari
minimo ontrolli iesti dalla norme e sulla base di
val ni di congrt 1[N H

coordinano le attivita delle aziende sanitarie in delle tipologie di
e delle esigenze di tutela sanitaria esistenti sul territorio di competenza.

L'elaborazione e 'attuazione dei suddeti piani deve tener conto di tutti i requisiti previsti dal Regolamento
E 882/2004. In particolare i controlli ufficiali ad opera delle autorita competenti sono eseguiti secondo

d Dette ioni e istruzioni per il personale che esegue i
controlli ufficiali e la ricognizione delle cose da fare tenendo conto dei vincoli di carattere normativo cogente;
fatti salvi i livelli minimi di controllo previsti dalle disposizioni vigenti. | Piani di Farmacosorveglianza devono
far riferimento alla necessita di effettuare i controlli_sulla base del rischio; contengono elementi che fanno
riferimento alla necessita di valutare le ri 1 effettuare i controll ufficiali programmati: fanno
riferimento alla necessita che sia effettuato il monitoraggio della loro attuazione (garanzia che sia fatto quanto
programmato) e prevedono la verifica dell'efficacia deicontroli ufficiali eseguiti

OIS SIS S ——————

Ciascuna A.S.L., utilizzando le apposite check list riportate nella | =
presente linee guida, dovra:

Ispezionare, almeno una volta I’anno, le attivita di deposito e -
commercio all'ingrosso e vendita diretta di medicinali veterinari
al fine di accertare la corretta registrazione e la tenuta della
documentazione di carico-scarico delle sostanze attive (laddove
applicabile) e dei medicinali veterinari venduti e la loro
regolarita

Ispezionare, almeno una volta I’anno, i titolari di allevamenti DPA
provvisti di scorta di impianto_e allevamenti di animali DPA. in
cui viene dichiarata I’assenza di trattamenti.

2]

3
i

Ispezionare, almeno una volta I'anno, i fabbricanti di premiscele per
alimenti medicamentosi autorizzati alla vendita diretta di medicinali
veterinari, al fine di accertare la corretta registrazione e la tenuta della
documentazione di carico-scarico delle premiscele vendute e la loro
regolarita. E' fatta salva la competenza esclusiva del Ministero della
Salute  nellambito  dell'attivita di  controllo  delle  sostanze
farmacologicamente attive utilizzate dai suddetti fabbricanti per la relativa
produzione.

Ispezionare, entro un congruo tempo (tre anni) le farmacie per definire la
categoria del rischio di appartenenza (alto, medio, basso) e la conseguente
frequenza dei controlli (rischio alto: almeno 1 controllo/anno; rischio medio:
almeno 1 controllo/2 anni; rischio basso: almeno 1 controllo/3 anni)

i

Ispezionare, entro un congruo tempo (tre anni), le altre attivita
(allevamenti non DPA e di animali DPA senza scorta di impianto,
impianti di cura, scorte proprie per attivita zooiatrica) per definire la
categoria del rischio di appartenenza (alto, medio, basso) e la
conseguente frequenza dei controlli (rischio alto: almeno 1
controllo/anno; rischio medio: almeno 1 controllo/2 anni; rischio basso:
almeno 1 controllo/3 anni)

Ispezionare al termine del periodo di adeguamento prescritto gli operatori in cui
siano state riscontrate delle non conformita in sede di controllo

Predisporre piani di controllo territoriale mirato .

Assicurare vigilanza e controllo costante su modalita prescrittive.

- ...gli indicatori di rischio da considerare sono management aziendale,
quantita e tipologia dei farmaci veterinari utilizzati, modalita di registrazione dei
trattamenti e congruita delle scorte con la reale esigenza connessa alle

dimensioni e tipologia di aIIevamento.@

" verifica della coerenza (per quantita e tipologia) dei medicinali
presenti nella scorta e dei trattamenti eseguiti alla realta zootecnica e alla
situazione epidemiologica presenti nell'allevamento.

......... valutare l'adeguatezza dellimpiego del farmaco veterinario in relazione alle
indicazioni, le specie di destinazione, le avvertenze, le precauzioni per |'impiego
riportate nei relativi SPC/foglietti illustrativi. .......

....... Fatto salvo l'uso in deroga ai sensi degli artt. 10 e 11 del Digs 193/2006 e le
situazioni di eventuale difformita a quanto riportato nei foglietti illustrativi sulla
base di specifiche disposizioni di Polizia Veterinaria, qualsiasi violazione di tali
prescrizioni & sanzionabile ai sensi dell'art. 108(9) dello stesso Decreto.

........ Particolare attenzione deve essere rivolta all'uso degli
antibiotic

....... Bisogna soprattutto diffidare delle situazioni caratterizzate dal
ricorso alla sierologia come unico mezzo diagnostico. La prassi di
valutare soltanto sierologicamente la presenza dell'agente
patogeno (in assenza di isolamento, segni clinici o lesioni)
potrebbe mascherare un uso degli antibiotici come growth
Promoters........coceevevecvennenns

......... al fine di tali valutazioni &€ anche opportuno procedere alla
verifica dell'esistenza, e eventuale relativo utilizzo, di presidi
medici (vaccini e vaccini stabulogeni) e nutrizionali (integratori e
additivi zootecnici) per la prevenzione specifica delle malattie

ricorrenti nell'allevamento....
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IMPIANTI DI' ALLEVAMENTO E CUSTODIA ANIMALI PRODUTTORI DI
ALIMENTO PER L’'UOMO (D.Lgs 193/2006 artt. 79(3), 80(3), 81)

IMPIANTI DI ALLEVAMENTO E CUSTODIA DI ANIMALI NON DESTINATI

ALLA PRODUZIONE DI ALIMENTO PER L'UOMO (D.Lgs 193/2006, artt. 76(8);

80 (3); 82)

ESERCIZI DI VENDITA ALL'INGROSSO DI MEDICINALI VETERINARI E
SOSTANZE FARMACOLOGICAMENTE ATTIVE E DI VENDITA DIRETTA DI
MEDICINALI VETERINARI (artt. 66-68-69-70-71-72-73-74, D.Lgs 193/06)
FARMACIE (D.Lgs 193/2006 artt. 71(3), 76(8))

IMPIANTI DI CURA E PER ATTIVITA' ZOOIATRICA (D.Lgs 193/2006 artt.
76(8), 80(3), 84, 85)

IMPIANTI DI PRODUZIONE MANGIMI MEDICATI E PRODOTTI INTERMEDI

CHECLIST

Al fine di acquisire utili elementi di valutazione di
congruita e di consentire un’adeguata
programmazione degli interventi di
farmacosorveglianza, ¢ stata inserita IN OGNI
check-list una rilevazione sui volumi di
prescrizione , avendo come base temporale di
riferimento gli ultimi 12 mesi di attivita

Manuale di biosicurezza ed uso responsabile
degli antibiotici in zootecnia” (nota DGSAF 2657 del

13/02/2012) «

Scopo di tale manuale & quello di esaltare le procedure gestionali
finalizzate al rafforzamento della biosicurezza e alla cura del benessere
animale (fattori che giocano un ruolo chiave sulla possibilita di ridurre
I'uso terapeutico e preventivo/profilattico degli antibiotici in allevamento).

Nel manuale sono presenti tre sezioni specifiche sull'allevamento suino,
avicolo e cunicolo.

Manuale di biosicurezza ed uso responsabile
degli antibiotici in zootecnia”

Dlsposmonl generall per i veterinari

, immuni; ione, genetica,

programmi nutrizionali, etc )

* Terapia antibiotica solo per affezioni batteriche e sempre basata sull'antibiogramma
dei batteri isolati dall'infezione o quantomeno sulla base di informazioni anamnestiche
relative alla situazione epidemiologica e di sensibilta locale

Registro di stalla con tutte le informazioni anamnestiche inerenti fallimenti terapeutici
e reazioni avverse

Presenza di adeguate procedure operative standard relative alle operazioni di
miscelazione dei medicinali veterinari in polvere o liquidi da somministrare in acqua da
bere/alimento liquido al fine di evitare I’errata misurazione e la dispersione nell'ambiente di
principi farmacologicamente attivi

*  Redazione di specifici protocolli operativi relativi alle modalita di effettuazione dei trattamenti
farmacologici e delle relative modalita di attuazione al fine di evitare I’errata somministrazione
(sotto-dosaggio , mancato rispetto della durata prevista per la terapia prescritta)

* Provvedere all'effettuazione di adeguati corsi di aggionamento al personale dell'azienda.

Manuale di biosicurezza ed uso responsabile
degli antibiotici in zootecnia”

DISpOSIZIOﬂI generall per i veterinari

Iniziare trattamento antibiotico solo in presenza di malattia batterica in atto o, ove ne
sia dimostrata la necessita, solo in presenza di reale rischio di infezione (a seguito
di isolamento con adeguati mezzi diagnostici del patogeno) e in funzione della
possibilita di ridurre effettivamente la mortalita e/o morbilita nel gruppo.

* Utilizzare sempre I'antibiotico a spettro piu ridotto tra quelli risultanti efficaci

= Pieno rispetto delle prescrizioni dell' SPC/ foglietto illustrativo

* Limitare l'uso off-label solo alle situazioni previste dagli artt. 10 e 11 del Divo

193/2006.
* Evitare l'utilizzo di i empiriche ioni non aL
*+  Evitare di trattare casi cronici
*  Utilizzo di fit i i e di3*ed’e i per uso umano (mai di

prima scelta, vietate le cefalisporine di 3° e 4° nel pollame, divieto di utilizzo di
antibiotici di ultima generazione presenti solo in umana anche per assenza di MRL)

* Segnalare all' AC qualsiasi mancata risposta clinica ad un trattamento antibiotico

Ad eccezione dei coccidiostatici, gli antibiotici (promotori di crescita) non possono
venire utilizzati come additivi dei mangimi a decorrere dal 1 ° gennaio 2006
(Regolamento (CE) n. 1831/2003).

S@OSTENIBILITA'

Divulgazione delle informazioni
sistemi di gestione aziendale preventivi

condivisione degli oneri delle misure da attuare

Compito del veterinario ¢ sostenere i produttori di pollame per interrompere 1'uso
routinario di antibiotici senza impatto sul benessere animale, o sulla redditivita
della loro attivita.
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Strategie pratiche per ridurre la necessita di
utilizzare antimicrobici nell'allevamento avicolo

Status sanitario dello stock da accasare

Biosicurezza
* Igiene dei mangimi e delle acque

Prebiotici (polisaccaridi)

Probiotici (esclusione competitiva)

Acidificanti (acidi grassi a media e corta catena,
acido acetico e acido formico)

* Alimentazione
* Programmi di immunizzazione

Antimicrobial resistance

lniziziive dal Winisigro dallzl Szl
SISTEMA NAZIONALE DI TRACCIABILITA'
DEL FARMACO VETERINARIO
Banca dati i Di del farmaco io che dovra
anche i dati di da parte degli enti coinvolti

una attivita mirata di contmllo temtonale riferite alla corretta distribuzione ed impiego del
farmaco veterinario

Primo step :
- Codice a barre a lettura ottica_da applicare sulle singole confezioni di medicinali ad uso
immesse in dal

Prossimo step : Informatizzazione della ricetta medico-veterinaria
(in corso di predisposizione relativo decreto inerente la modifica delle =

8 5 P P f
ricette medico veterinarie attualmente esistenti) [

@ AL raore Attt

DIREZIONE GENERALE DELLA SANITA ANIMALE E DEI FARMACI VETERINARI

GRAZIE PER L'ATTENZIONE

“%  Per eventuali chiarimenti:

:‘. a.perrella@sanita.it L2 0659946822

51° CONVEGNO SIPA Salsomaggiore Terme 12 ottobre 2012
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FARMACOSENSIBILITA DI CEPPI CLINICI DI C. PERFRINGENS
ISOLATI DA BROILER, TACCHINI DA CARNE E GALLINE OVAIOLE

Bano L.}, Giovanardi D.2, Bacchin C.!, Ferro T.!, Drigo I.!, Agnoletti F.!

I [Z8 delle Venezie, Sezione Diagnostica di Treviso, Vicolo Mazzini 4, 31020
Villorba, Treviso

2 Laboratorio Tre Valli, Viale Apollinare Veronesi 5, 37132 San Michele Extra,

Verona

*Corresponding Author. Email: Ibano@izsvenezie.it, Tel: +39 0422 302 302

Summary
The minimal inhibitory concentration (MIC) of five antimicrobial agents
(phenoxymethylpenicillin ~ potassium, amoxicillin, tylosin, tiamulin,

oxytetracycline) was determined for 130 C. perfringens field strains isolated from
200902012 in 50 meat chicken, 50 meat turkey and 30 layer hen commercial farms.
The test system was the standardized agar dilution MIC methodology described
in the CLSI document M11-A8: Methods for Antimicrobial Susceptibility Testing
of Anaerobic Bacteria; Approved Standard — Seventh Edition (February 2012).
The lowest MIC 50 and MIC 90 have been recorded for beta-lactamines (penicillin
and amoxicillin) even if sporadic resistant strains (3%) with MIC > 0.5 have been
detected in broilers and turkeys.

In meat chicken and meat turkey 86% of strains showed MIC values in the range
of susceptibility for tylosin (0.125-0.5 pg/ml) but the increase of resistant (>1
pug/ml) C. perfringens sub-populations was observed. Official break points for
tiamulin are not available but strains with MIC values lower than 4 pg/ml are
conventionally considered susceptible. On the basis of this definition, 86%,
88% and 90% of tested strains isolated from broilers, turkeys and layer hens
respectively can be considered susceptible to tiamulin. C. perfringens tetracycline
resistances are widely distributed in all the poultry categories considered in this
paper but with the highest MIC values recorded in turkey where 78% of strains
showed MICs > 16 pg/ml.

Periodical reports are necessary to monitor antimicrobial resistances and to
promote a more targeted and responsible use of antimicrobials in poultry.

INTRODUZIONE

Il bando dell’utilizzo dei promotori di crescita con attivita antimicrobica e delle
fonti proteiche di origine animale quali le farine di pesce, ha determinato negli
allevamenti avicoli un aumento delle patologie gastroenteriche e in particolare
di quelle che vedono implicato C. perfringens quali 1’enterite necrotica e la
disbatteriosi (Ven Immersel et al., 2009). C. perfringens ¢ infatti in grado di
causare malattia in seguito ad una sua proliferazione nel tubo gastroenterico e
alla conseguente produzione di tossine tra le quali la tossina NetB che ¢ stata
intimamente associata alla comparsa sia della forma clinica che di quella sub-
clinica di enterite necrotica (Keyburn et al., 2008). 11 controllo di queste patologie
¢ affidato all’azione di antimicrobici attivi nei confronti di batteri Gram-positivi,
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fra i quali i beta-lattamici, i macrolidi, le tetracicline, le pleuromutiline, i
lincosamidi e, fuori Europa, la zinco-bacitracina. L’impiego di farmaci dovrebbe
essere mirato nei confronti del ceppo di C. perfringens isolato in corso di malattia
e possibilmente caratterizzato per quanto riguarda la presenza di alcuni markers
genetici di patogenicita, ma tale approccio non ¢ quasi mai attuabile poiché i
tempi d’isolamento e di esecuzione di saggi di farmacosensibilita per gli anaerobi
sono incompatibili con la necessita di trattare gli animali rapidamente per evitare
pesanti perdite zootecniche.

Nasce quindi I’esigenza di periodici report sull’andamento delle farmacoresistenze
di questo microrganismo, possibilmente mirati a testare 1’efficacia di principi
attivi registrati per le specie target, privilegiando ceppi isolati in corso di malattia.
Con il presente studio si € voluto quindi determinare la MIC di alcuni antimicrobici
impiegati nel pollame, verso ceppi clinici di C. perfringens isolati da broiler,
tacchini da carne e galline ovaiole.

MATERIALI E METODI

Ceppi batterici

Lo studio ¢ stato condotto su 130 ceppi di C. perfringens clinicamente rilevanti,
isolati tra i1 2009 e il 2012 da broiler (50), tacchini da carne (50) e galline ovaiole
(30) di allevamenti commerciali del nord Italia. L’isolamento ¢ stato eseguito su
terreno non selettivo (agar sangue) incubato in condizioni d’anaerobiosi € i ceppi
sono stati conservati a -80 °C in cryo-banks (Nalgene) sino all’esecuzione della
prova di farmacosensibilita.

I ceppi di referenza C. perfringens ATCC 13124, C. difficile ATCC 700057, B.
fragilis ATCC 25285 sono stati inclusi nello studio come controllo.

Determinazione della minima concentrazione inibente (MIC)

Per la determinazione della MIC ¢ stato utilizzato il metodo della diluizione in
agar secondo il protocollo riportato nel manuale CLSI M11-A8 (Methods for
Antimicrobial Susceptibility Testing of Anaerobic Bacteria, Approved Standard,
Seventh Edition, febbraio 2012). I principi attivi esaminati sono stati: penicillina
V (phenoxymethylpenicillinic acid potassium salt, P1382, Sigma-Aldrich),
amoxicillina (amoxicilin powder, A8523, Sigma-Aldrich), tilosina (tylosin
tatrtrate powder, T6134, Sigma-Aldrich), tiamulina (tiamulin fumarate powder,
46959, Sigma-Aldrich), ossitetraciclina (oxytetracycline hydrochloride, O5875-
100G, Sigma-Aldrich). Gli standard analitici sono stati solubilizzati secondo le
istruzioni del produttore. Come terreno base ¢ stato impiegato il Brucella Agar
(Oxoid) supplementato con emina (5 pg/ml), vitamina K (1 pg/ml) e sangue
di montone laccato (5% v/v). Ciascun farmaco ¢ stato incluso nel terreno a
concentrazioni comprese tra 0,016 e 512 pg/ml e gli inoculi sono stati allestiti
da sospensioni batteriche con torbidita pari a 0,5 McFarland. Le piastre inoculate
sono state incubate a 35-37 °C per 48h in condizioni di anaerobiosi.

I risultati sono stati espressi in pg/ml e, per ciascun farmaco, ¢ stata calcolata la
MIC in grado di inibire la crescita del 50% e del 90% dei ceppi testati (MIC, e
MIC,, rispettivamente) nonché la media geometrica delle MIC.

RISULTATI
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La distribuzione delle MIC dei ceppi testati, le MIC, e le MIC,; sono riportate in
tabella 1.

I valori piu bassi di MIC sono stati osservati nei confronti dei due beta lattamici
testati, in tutte le categorie produttive sottoposte allo studio. Inoltre il 96% dei
ceppi isolati da broiler, il 98% di quelli isolati da tacchino e il 100% di quelli
isolati da ovaiole si sono collocati al di sotto del valore di MIC di sensibilita fissato
a 0,5 pg/ml (CLSI, 2007).

Al contrario i1 valori maggiori di MIC sono stati rilevati nei confronti
dell’ossitetraciclina verso la quale 1’88% dei ceppi isolati da broiler, il 98% di
quelli isolati da tacchino e 1’83,3% di quelli isolati da ovaiola si ¢ dimostrato
resistente.

Tutti i ceppi isolati da ovaiola sono risultati sensibili alla tilosina mentre nel
tacchino e nel broiler si puo osservare una distribuzione bimodale dei ceppi rispetto
ai valori di MIC (figura 1). Nella prima sub-popolazione si collocano i ceppi con
valori di MIC < 0,5 pg/ml (82% dei ceppi isolati da broiler e 1’86% di quelli isolati
da tacchino) mentre la seconda sub-popolazione ¢ contenuta in un range compreso
tra 2 e 32 pg/ml. Quest’ultimo gruppo di ceppi risulta pertanto separato dal primo
da almeno 2 diluizioni e per tale ragione ¢ da ritenersi composto da ceppi resistenti
alla tilosina (EUCAST, 2000).

Per la tiamulina non esistono break point ma la distribuzione delle MIC indica
chiaramente la presenza di 2 sub-popolazioni, sostanzialmente con la stessa
numerosita, distinte da valori di 1 e 2 ug/ml. Tale peculiare distribuzione ¢ stata
osservata in ceppi isolati da tutte le 3 tipologie di pollame considerato.

DISCUSSIONE

I risultati ottenuti mostrano come i betalattamici siano le molecole che presentano
la maggiore efficacia in vitro nei confronti di ceppi clinici di C. perfringens.

Al contrario 1’ossitetraciclina ¢ la molecola verso cui si registra la maggiore
percentuale di ceppi resistenti, sia nel pollo che nel tacchino.

La tilosina dimostra un’ottima efficacia nei confronti di ceppi di C. perfringens
isolati da ovaiole, categoria per la quale tale molecola ¢ registrata in Italia ed
ampiamente utilizzata soprattutto in virtu della sua efficacia nei confronti dei
micoplasmi. Tuttavia, nonostante la maggior parte dei ceppi isolati da polli e
tacchini da carne risultino sensibili a tale principio attivo, si osserva I’insorgenza
di sub-popolazioni resistenti in entrambi queste 2 categorie produttive.

La tiamulina ¢ una molecola scarsamente utilizzata nell’allevamento del pollo da
carne a causa della sua incompatibilita con alcuni ionofori impiegati comunemente
per il contenimento della coccidiosi. Questa molecola potrebbe trovare spazio in
quegli allevamenti di broiler dove ¢ si € scelto un approccio vaccinale nei confronti
della coccidiosi, o nella terapia delle forme gastroenteriche del tacchino e
dell’enterite necrotica che sporadicamente si osserva nella gallina ovaiola (Dhillon
et al., 2004). Nonostante i valori di MIC tendenzialmente elevati (oltre il 50% di
ceppi con MIC > 2), I’efficacia in vitro della tiamulina appare incerta a causa della
mancanza di break point definiti.
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Tabella 1. Distribuzione delle minime concentrazioni inibenti, MIC

50

e MIC_ dei

90

principi attivi testati nei confronti di 130 ceppi di C. perfringens isolati da broiler
(B), tacchino da carene (T), gallina ovaiola (O).

/ MIC | MIC

Mic (;Ll%) 50 90

0,016 (0,032 0,063 |0,125(0,25|0,5| 1| 2| 4| 8|16|32| 64| 128|256 (512
Penicillina V
B 0 0 3] 24| 18] 3|0[0]| 2{0[0[0] O] O] O] 0]0,125]| 0,25
T 0 0 20 26| 19| 2(1|0| 0[O0l 0[O Of O O 0]0,125| 0,25
0 0 0 0| 16| 10| 4(0| 0| O[Ol O|O| O O O 0]0,125| 0,5
Amoxicillina
B 1| 21| 11| 15] 0O 0]0O[1] 1{0]0[0] O] O] O] 0[0,063[0,125
T 1| 18] 21 8 2| 0/0]0] O[O O[O Of Of O 0]0,0630,125
0 0 0 0| 16| 10| 4(0| 0| O[Ol O|O| O O O 0]0,063/0,125
Tilosina
B 0 0 0 20 37| 4({0| 1| 1221 0| O] O 0| 0,25 4
T 0 0 0 0 39| 4(0[0| 1/0| 6{0] O] O O] O 0,25| 16
0 0 0 0 21 28| 0[{0|0| O|O]O|Of Of O| O O] 0,25| 0,25
Tiamulina
B 0 0 0 O 3|14(3|8|15/5/2[0| 0| O O O 2 8
T 0 0 0 0| 5[22(3[3(/20({2]0]0| 0] O] O] O 1 4
0 0 0 0 Of O|12(1|3|11|2| 1[0 Of Of O O 2 4
Ossitetraciclina
B 0 0 0 Of 0| 2(4|0| 2[9(12[19| 2| 0| 0| O 16| 32
T 0 0 0 Of O] Of1|3]| 2|5|912|15| 3| 0| O 32| 64
0 0 0 0 Of 0| 3(2|0| 27| 8|7 1| O O O 16| 32

Figura 1. Distribuzione dei ceppi rispetto ai valori di MIC della tilosina.
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Summary

The present survey was designed to evaluate the prevalence of intestinal spirochaetes
and disease association in Italian laying hen flocks. For these purposes fresh caecal
faeces were collected in 34 farms and 74 sheds located in leading Italian egg-
producing regions. Faecal samples were tested by means of PCR protocols and
bacteriological examination for the presence of Brachyspira spp. and results were
related to clinical signs, production problems, age and housing system. Intestinal
spirochaetes were detected in 68.7% of the evaluated farms with both diagnostic
methods (direct PCR from faeces and bacteriological examination). Intestinal
spirochaetes known to be pathogenic for chicken (B. pilosicoli, B. intermedia,
B. alvinipulli) were detected in 37.5% and 46.8% of the farms tested by PCR and
bacteriological examination respectively.

Intestinal spirochaetes were detected by PCR in significantly more sheds of
chickens > 40 weeks of age (29/53 sheds, 54.7%) than in those < 40 weeks of age
(6/21 sheds, 28.5%) (P=0.042).

Therewasasignificantassociation (P=0.022) between colonization withspirochaetes
and the occurrence of enteric disorders such as malabsorption, pasty vents and
production of faeces stained eggshells. A significant association was observed also
between reduced egg production and infection by intestinal spirochaetes (P=0.014)
particularly when pathogenic species are considered (P=0.002). The egg drop was
quantified in a variable percentage included between 3% and 9%. The highest
prevalence was observed in free-range flocks (9/13) and in flocks hosted in sheds
with scrapers used as manure removal system (4/4). All flocks hosted in the new
enriched EU approved cages tested negative for intestinal spirochaetes (0/5).This
study indicates that infections with avian intestinal spirochaetes are a common but
probably under-estimated cause of enteric disorders and production problems in
Italy.

INTRODUZIONE

La spirochetosi intestinale aviare (AIS) ¢ una patologia causata da batteri Gram
negativi, spiraliformi, appartenenti al genere Brachyspira. Nel pollame sono
state segnalate 7 diverse specie di Brachyspira spp., ma attualmente solo tre sono
ritenute in grado di causare la malattia: B. intermedia, B. pilosicoli, B. alvinipulli
(McLaren et al., 1997). Tra il pollame allevato la malattia ¢ stata descritta in galline
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ovaiole, polli riproduttori (Swine e McLaren, 1997), tacchini da carne (Shivaprasad
e Duhamel, 2005), faraone (Bano 2007, osservazione personale) e oche (Names et
al., 2006). AIS ¢ associata alla comparsa di sintomi enterici e a problemi produttivi
la cui gravita varia a seconda della specie di Brachyspira implicata e del grado di
colonizzazione. In gruppi di galline ovaiole affette da AIS ¢ stata riportata diarrea
cronica, aumento del contenuto idrico e lipidico nelle feci, ritardo dell’inizio della
deposizione, riduzione della produzione d’uova e aumento della percentuale d’uova
con guscio imbrattato da feci (Griffiths ef al., 1987, Dwars et al., 1989, Dwars et
al., 1992, Swayne et al., 1992, Trampel et al., 1994). L’aumento del contenuto
idrico nelle feci si ripercuote sullo stato della pollina (galline in gabbia) o della
lettiera (galline a terra) con problematiche legate all’emissione di odori, pulizia
dell’ambiente e aumento di mosche in allevamento (Phillips ef al., 2005).

Dato che la sintomatologia clinica e i problemi produttivi legati alla presenza di
spirochete intestinali sono aspecifici, questa patologia ¢ spesso sottodiagnosticata
negli allevamenti da reddito. Ad oggi ¢ stato condotto solo uno studio sulla prevalenza
di spirochete intestinali in Italia ed ha riguardato allevamenti di ovaiole situati in
provincia di Treviso. Tale indagine ha evidenziato una prevalenza pari al 34,4%
riferita a spirochete intestinali patogene per il pollame (Bano et al., 2008).

Nel presente lavoro vengono riportati i risultati di un’indagine sulla diffusione
di spirochete intestinali condotta in alcuni allevamenti commerciali di galline
ovaiole campionati nelle tre regioni italiane a maggiore vocazione avicola: Veneto,
Lombardia ed Emilia Romagna. Inoltre sono state indagati anche gruppi di ovaiole
free-range situati in provincia di Bolzano.

MATERIALI E METODI

Campionamento

L’indagine si € svolta in 74 capannoni afferenti a 32 allevamenti da reddito di galline
ovaiole, distribuiti in Lombardia, Veneto ed Emilia Romagna. In ciascun capannone
sono stati raccolti almeno 50 g di feci ciecali di recente emissione, conferiti entro 8
ore dal prelievo al laboratorio di Treviso, e qui processati per la ricerca di spirochete
intestinali mediante esame batteriologico ¢ PCR. In 45 capannoni gli animali erano
stabulati in gabbia: 30 con nastro trasportatore per I’allontanamento delle feci, 6
con fossa profonda per lo stoccaggio delle deiezioni e 4 con raschiatori posti al
di sotto delle gabbie. Cinque gruppi di animali erano ospitati in gabbie arricchite
strutturate secondo le indicazioni riportate nelle recenti norme europea in materia di
benessere animale. 29 gruppi erano allevati a terra e di questi 13 erano free-range, 15
erano allevati su pavimento fessurato e 1 su lettiera convenzionale. Al momento del
campionamento, per ciascun capannone veniva compilata una scheda anamnestica
con indicazioni riguardanti I’eta, la numerosita, 1I’eventuale esecuzione di trattamenti
con antimicrobici nei 20 giorni precedenti il prelievo e la presenza di sintomi o di
problemi produttivi compatibili con AIS.

Isolamento ed identificazione

Da ciascun pool di feci sono stati condotti 2 esami batteriologici in terreno selettivo
per spirochete intestinali BAM (Calderaro et al. 2001), supplementato con globuli
rossi di montone. Le piastre sono state incubate a 37 °C in condizioni d’anaerobiosi
e ispezionate ogni 48 ore fino al decimo giorno. La presenza di corpi batteri
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morfologicamente riferibili a spirochete intestinali € stata valutata mediante esame
microscopico in immersione e contrasto di fase.

In caso di presenza di corpi batterici morfologicamente compatibili con quelli
di spirochete intestinali, le colture venivano isolate in purezza e sottoposte ad
identificazione di genere e specie mediante protocolli di PCR precedentemente
pubblicati o attraverso sequenziamento condotto sul 16SrRNA (Rohde et al., 2002;
La et al., 2003; Phillips e Hampson, 2005; Weissenbock et al., 2005).

Ricerca Brachyspira spp. dalle feci tramite PCR

Da ciascun campione fecale il DNA veniva estratto impiegando un estrattore
automatico (Microlab Star'tT, Hamilton) e il kit d’estrazione Mag Max™ Total
Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion). La presenza di Brachyspira spp. nelle feci
¢ stata indagata attraverso protocolli di PCR precedentemente descritti (La et al.,
2003; Rohde et al., 2002).

Analisi statistica

Lapresenza di spirochete intestinali nei vari gruppi analizzati ¢ stata messa inrelazione
alla numerosita degli animali e al sistema di stabulazione degli animali impiegando
il test di Fischer. Il test ¥2 ¢ stato impiegato per studiare eventuali correlazioni fra
infezione ed eta del gruppo, e fra disturbi gastrointestinali e problemi produttivi.
Riguardo alla numerosita in allevamento e all’eta degli animali, i gruppi sono stati
stratificati in 2 macrocategorie per ciascuna variabile: soggetti d’eta < 40 settimane
e > 40 settimane; gruppi con numero di animali <20.000 e > 20.000.

La sintomatologia e i problemi produttivi sono stati indagati anche rispetto alla
presenza di spirochete intestinali ritenute patogene per il pollo (B. intermedia, B.
pilosicoli, B. alvinipulli).

RISULTATI
La diffusione di spirochete intestinali negli allevamenti campionati ¢ riportata in
tabella 1.

La percentuale di allevamenti risultati positivi mediante esame colturale ¢ risultata
uguale a quella ottenuta mediante PCR , quest’ultima, tuttavia, ha permesso di
individuare un maggior numero di capannoni positivi.

Gli allevamenti e i capannoni risultati positivi ad almeno uno dei 2 test sono stati
rispettivamente il 75% e il 58% del totale. In 14 dei 35 gruppi risultati positivi
mediante PCR non ¢ stato possibile risalire sino all’identificazione di specie ma
solo al genere Brachyspira. Otto gruppi sono risultati contemporaneamente infetti
da 2 diverse specie di Brachyspira e 4 addirittura da 3 specie. Tramite esame
batteriologico sono stati isolati in tutto 47 ceppi. Di questi 17 (36,3%) sono stati
identificati come B. innocens, 1 (2,1%) come B. murdochii, 11 (23,4%) come B.
intermedia, 14 (29,8%) come B. pilosicoli, 2 (4,2%) come B. alvinipulli e 2 (4,2%)
non sono stati identificati.

La positivita per spirochete intestinali ¢ risultata superiore in gruppi d’eta > a
40 settimane (29/53, 54,7%) rispetto a gruppi piu giovani (6/21, 28,5%) e tale
differenza si ¢ rivelata statisticamente significativa (P=0.042).

La percentuale di positivita per Brachyspira spp. riscontrata in gruppi con meno

di 20.000 soggetti e in gruppi piu numerosi € stata pari al 49% (27/55) e al 21%
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(4/19) rispettivamente. L’infezione non appare legata in modo statisticamente
significativo alla numerosita del gruppo (P= 0.057).

Al contrario ¢ stata osservata un’associazione statisticamente significativa tra
infezione da Brachyspira spp. e sintomi enterici quali diarrea, aumento del
contenuto idrico delle feci ed elevato numero di uova con guscio imbrattato (P
= 0.022: 22/41 gruppi infetti con sintomi rispetto a 9/33 gruppi postivi senza
sintomatologia).

Trai20 gruppi in cui veniva segnalato un calo dell’ovodeposizione, 13 (65%) sono
risultati positivi rispetto ai 18/54 (33%) gruppi positivi in cui tale problematica
non era stata osservata. Il calo di deposizione, che veniva segnalato in un intervallo
variabile tra 3% e 9%, appare legato in modo statisticamente significativo
all’infezione. Tale legame risulta ancor piu rafforzato qualora vengano considerate
solo le specie patogene per il pollame (B. intermedia, B. pilosicoli, B. alvinipulli)
(P= 0,002). Per quanto riguarda il sistema di stabulazione, i risultati vengono
riportati in tabella 2. I gruppi free-range e¢ quelli allevati su pavimentazione
fessurata sono apparsi maggiormente a rischio di contrarre I’infezione rispetto ai
gruppi allevati in gabbia o voliera, ad eccezione di quelli ospitati in capannoni in
cui viene utilizzato il raschiatore per 1’allontanamento delle feci.

DISCUSSIONE

Nel presente studio il 68,7% degli allevamenti di ovaiole analizzato ¢ risultato
positivo a Brachyspira spp. e il 46,8% a specie ritenute patogene per il pollame,
confermando i dati acquisiti nel corso di una precedente indagine condotta in
provincia di Treviso (Bano et al., 2008).

Non sono state osservate differenze significative tra i risultati ottenuti impiegando
i due differenti metodi diagnostici, anche se 1’esame colturale ha permesso di
risalire all’identificazione di specie in un numero superiore di campioni rispetto
alla PCR diretta. La specie piu frequentemente isolata ¢ stata B. innocens (36,3%)
seguita dalle due specie patogene B. pilosicoli (29,8%) e B. intermedia (23,4%).
Tramite sequenziamento genico 2 ceppi sono stati identificati come B. alvinipulli,
una specie patogena mai segnalata prima d’ora al di fuori degli Stati Uniti.
L’infezione da spirochete intestinali si conferma legata a disturbi dell’apparato
gastroenterico che comportano sostanzialmente un aumento del contenuto idrico
delle deiezioni e, di conseguenza, di uova con guscio imbrattato da feci. Tuttavia
potrebbe risultare difficoltoso per i produttori associare un modesto incremento
idrico nelle feci a tale patologia per 2 ragioni: innanzitutto perché 1’aumento
potrebbe essere causato da fattori legati alla composizione della razione e
secondo perché la spirochetosi aviare € una patologia poco nota nel nostro paese,
al contrario di quanto avviene in altri paesi ad avicoltura avanzata.

I risultati ottenuti sottolineano I’importanza economica della patologia che appare
associata a un decremento della produzione di uova variabile tra il 3% e il 9%,
in accordo con studi precedenti (Trampel er al., 1994, Smith ez al., 1998). Tale
associazione assume maggiore rilevanza in presenza di splrochete intestinali
patogene, e cio conferma I’importanza dell’identificazione di specie degli isolati
a fini diagnostici

I gruppi d’eta superiore alle 40 settimane hanno dimostrato un tasso d’infezione
quasi doppio (54,7%) rispetto a gruppi piu giovani (28,5%). Tale osservazione
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¢ in accordo con studi precedenti e indica il fatto che il protrarsi della carriera
produttiva espone il gruppo ad un rischio maggiore di contrarre 1’infezione
(Stephens e Hampson, 1999; Bano et al., 2008).

La numerosita degli animali non appare legata in modo significativo all’infezione,
anche se i gruppi piu piccoli si sono dimostrati piu frequentemente infetti (27/55)
rispetto a quelli di dimensioni superiori (4/19). Questo risultato potrebbe essere
spiegato dal fatto che solitamente i gruppi meno numerosi sono tenuti in condizioni
d’allevamento piu a rischio (free-range o allevamenti “a terra”).

CONCLUSIONI

Inconclusione la colonizzazione di gruppi di ovaiole da parte di spirochete intestinali
appare molto diffusa in Italia anche se risulta spesso sottodiagnosticata; cio a causa
dell’aspecificita dei sintomi e forse anche di una scarsa conoscenza della malattia.
L’eta avanzata dei gruppi e i sistemi di stabulazione a terra (su grigliato o free-
range), espongono gli animali a rischi maggiori di contrarre I’infezione rispetto
ai gruppi allevati in gabbia dove le deiezioni vengono allontanate con maggiore
frequenza. Il presente studio conferma come la spirochetosi intestinale aviare possa
avere un impatto economico importante per 1’allevamento della gallina ovaiola.
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PCR dalle feci Esame batteriologico

Brachyspira spp. | Specie patogene | Brachyspira spp. | Specie patogene

n° % n° % n° % n° %

Aziende 22/32 68,7 12/32 37,5 | 22/32 68,7 | 15/32 46,8
Capannoni  35/74 47,2 18/74 243 | 31/74 41,9 | 20/74 27

Tab

ella 1. Aziende e capannoni risultati positivi per Brachyspira spp. e per spirochete

patogene mediante PCR dalle feci ed esame batteriologico.

Gabbie con Fossa Gabbie con  Gabbie Pavimento Free  Lettiera
nastro profonda  raschiatori  UE fessurato  range  convenzionale
POS 9 2 4 0 8 9 0
NEG 21 4 0 5 7 4 1
TOT 30 6 4 5 15 13 1
Tabella 2. Positivita a Brachyspira spp. in relazione al sistema di stabulazione/

rimozione delle deiezioni adottato nel capannone
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Summary

The present case report describes two meningoencephalitis outbreaks caused
by Riemerella anatipestifer in commercial meat-chicken flocks. The disease
appeared in 42-day-old birds and post-mortem, bacteriological, virological and
histo-pathological examinations have been conducted. The pathogen has been
isolated from brains of affected animals but not from septicaemic or serosal
lesions. The two stains showed to be susceptible to the beta-lactamines and
sulfonamides tested.

INTRODUZIONE

Riemerella anatipestifer ¢ un bacillo Gram-negativo, asporigeno, immobile,
catalasi ed ossidasi positivo, causa di una grave malattia contagiosa tipica
dell’anatra domestica che prende il nome di setticemia essudativa (1). In tale
specie I’intervallo di maggiore suscettibilita all’infezione varia da 1 a 6 settimane
di vita, mentre risulta rara nei riproduttori. Provoca ingenti perdite economiche
nei sistemi di allevamento intensivo di anatidi, con elevata morbilita e mortalita
variabile tra 5 e 50%. L’infezione puo inoltre sporadicamente interessare
I’oca, il tacchino ed il pollo (1). In quest’ultima specie le segnalazioni sono
estremamente scarse tanto che negli ultimi 40 anni se ne contano solo 2: una in
Australia e I’altra in Asia (2, 3).

Nell’anatra si ritiene che il patogeno, presente nell’ambiente, penetri nell’ospite
attraverso le vie respiratorie o tramite lesioni traumatiche cutanee, soprattutto a
carico del piede. Una volta entrata in allevamento, la patologia diventa endemica
con andamento stagionale a trasmissione orizzontale (1). Dopo un’incubazione
di 2-5 giorni si manifestano i segni clinici che comprendono depressione e
atassia, scolo oculo-nasale, sintomatologia respiratoria, diarrea verdastra e
sintomatologia nervosa terminale caratterizzata da tremori del capo e del collo
che precedono il coma (1).

La lesione tipica negli anatidi ¢ una diffusa poliserosite, maggiormente evidente
su pericardio e fegato. Possono essere inoltre presenti meningite, necrosi del
tessuto linfoide, frequente salpingite mucopurulenta o caseosa ed una forma
d’infezione cronica localizzata che si manifesta a carico delle articolazioni o
come dermatite necrotica del dorso ed in sede pericloacale (1).

In questo lavoro vengono descritti gli aspetti clinici e diagnostici di due episodi
d’infezione da Riemerella anatipestifer del pollo da carne osservati in Italia nel
corso del 2012 e 2013.
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MATERIALI E METODI

Anamnesi e sintomatologia

Gli episodi di malattia si sono verificati a ottobre 2012 e gennaio 2013 in 2 distinti
allevamenti di 20000 polli da carne Ross 308 stabulati su lettiera mista (truciolo e
lolla di riso). Al momento della comparsa della sintomatologia neurologica entrambi
i gruppi avevano 42 giorni ed in uno di questi era in corso da 2 giorni una terapia
con sulfamidico e trimethoprim per pregressa forma respiratoria. La sintomatologia
neurologica era caratterizzata da movimenti ritmici del capo (tremori), opistotono,
decubito tarsale, perdita di equilibrio ed aveva interessato circa lo 0,5% degli animali.
Tutti o parte dei sintomi sopra descritti erano presenti nei soggetti malati ¢ potevano
essere associati indifferentemente a una violenta forma eccitatoria o ad abbattimento
del sensorio con ptosi palpebrale. L.a mortalita che fisiologicamente era dell’1%o in
entrambi gli allevamenti, si ¢ mantenuta tale nell’allevamento in cui era in corso la
terapia antibiotica mentre si ¢ portata al 4%o per una settimana nell’altro gruppo,
dove si ¢ deciso di intraprendere una terapia con amoxicillina. Cinque soggetti con
sintomatologia neurologica del primo caso e 7 del secondo sono stati conferiti presso
la Sezione Diagnostica di Treviso dell’IZS delle Venezie, qui sacrificati e sottoposti
ad esame anatomopatologico e accertamenti diagnostici.

Esame batteriologico

Accertamenti batteriologici sono stati eseguiti da organi/tessuti sede di lesioni
evidenti e dal cervello di 3 soggetti sintomatici di ciascun gruppo.

Gli esami batteriologici da cervello sono stati eseguiti tramite accesso dal forame
occipitale e il materiale encefalico prelevato ¢ stato inoculato su Columbia agar (CA)
e Agar sangue (AS). Le piastre di CA sono state incubate a 37 °C in condizioni
di microarofilia (CO2 10%) mentre quelle di AS sono state incubate alla stessa
temperatura ma in aerobiosi. I terreni sono stati ispezionati dopo 24 e 48 ore.
L’identificazione degli isolati ¢ stata effettuata utilizzando lo strumento Microflex
LT (Maldi Biotyper, Bruker Daltonics) equipaggiato con il software FlexControl
(versione 3.3, Bruker Daltonics). La farmacosensibilita delle specie batteriche
patogene per il pollo ¢ stata saggiata tramite test di Kirby Bauer.

Accertamenti virologici

Campioni encefalici prelevati nel corso del focolaio di ottobre 2012 sono stati
sottoposti ad accertamenti virologici generici eseguiti tramite microscopia elettronica,
isolamento su uova di pollo embrionate e su convenzionali linee cellulari.

I campioni encefalici sono stati inoltre analizzati tramite real-time PCR per
avian paramyxovirus tipo 1 e virus influenzale tipo A. Dal siero di tutti i soggetti
conferiti ¢ stato condotto un esame sierologico in ELISA nei confronti del virus
dell’encefalomielite aviare.

Nel primo caso clinico sono stati eseguiti anche accertamenti per bronchite infettiva
tramite real-time PCR condotta su tampone tracheale di 1 soggetto con tracheite
catarrale.

Accertamenti istopatologici

Campioni encefalici prelevati da 1 soggetto sintomatico per gruppo, sono stati fissati
in formalina tamponata al 10%, inclusi in paraffina e sezionati a 4 pm. Sulle sezioni
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ottenute ¢ stata eseguita colorazione tramite ematossilina-eosina e i preparati sono
stati esaminati al microscopio ottico.

RISULTATI

All’esame anatomopatologico ¢ stata osservata epatomegalia e pericardite fibrinosa
e, nel caso clinico piu recente, anche tracheite catarrale e artrosinovite purulenta
a carico dell’articolazione tibio-tarso-metatarsale. Le lesioni sopra descritte erano
presenti in alcuni soggetti mentre altri, seppur sintomatici, non presentavano alcuna
lesione macroscopica.

Microscopicamente sono stati rilevati manicotti perivasali a carico dell’encefalo
e meningite di tipo piogranulomatoso nel caso 1 e a prevalenza linfoistiocitaria o
linfoide nel caso 2.

Gli accertamenti virologici e sierologici hanno dato tutti esito negativo, ad eccezione
dell’esame per bronchite infettiva. Il ceppo virale individuato ha presentato al
sequenziamento genico una similarita del 100% con la variante QX. I risultati degli
accertamenti batteriologici vengono riassunti in tabella 1.

I ceppi di Riemerella anatipestifer isolati da entrambi i casi clinici hanno mostrato
sensibilita ad ampicillina, amoxicillina-acido clavulanico, colistina, florfenicolo,
sulfisoxazolo e sulfametossazolo associato a trimethoprim. Tetracicline,
aminoglicosidi, fluorchinoloni di II generazione e i macrolidi testati hanno mostrata
scarsa o nessuna efficacia in vitro nei confronti di uno o di entrambi i ceppi isolati
da ciascun episodio.

DISCUSSIONE

I risultati ottenuti portano alla diagnosi di meningoencefalite da Riemerella
anatipestifer quale causa della sintomatologia neurologica osservata. Tale
microrganismo ¢ stato infatti isolato da tutti i campioni encefalici analizzati e da
un prelievo eseguito da articolazione. Colpisce il mancato isolamento del patogeno
da organi parenchimatosi o sierose, che negli anatidi vengono considerati sede
elettiva per I’esame colturale. Questo, se da un lato puo trovare giustificazione dal
trattamento farmacologico gia in atto nel primo caso osservato, non ¢ spiegabile nel
secondo caso in cui gli animali non erano trattati al momento della comparsa della
sintomatologia. L’essudazione fibrinosa osservata a livello delle sierose (pericardio
e sacco aereo) e I’occasionale aumento di volume di fegato e milza erano forse
attribuibili alla presenza di E. coli che ¢ stato isolato da queste sedi.

L’unico isolamento extracerebrale ¢ stato ottenuto dall’articolazione di 1 soggetto
colpito da essudazione fibrino-purulenta. Tale localizzazione potrebbe essere
avvenuta per via ascendente a partire da piccole soluzioni di continuo della cute del
piede, come gia descritto per gli anatidi (1).

Non ¢ dato sapere se in prossimita dei focolai erano presenti allevamenti di anatidi,
ma si sa che sicuramente a breve distanza vi erano allevamenti di tacchini da carne,
specie nella quale R. anatipestifer viene isolata con maggiore frequenza rispetto al
pollo.

CONCLUSIONI
I casi clinici sopra descritti, osservati a distanza di pochi mesi 1’'uno dall’altro in
2 allevamenti diversi, fanno sospettare che I’infezione da Riemerella anatipestifer,
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ritenuta malattia rara nel pollo, potrebbe aver inspiegabilmente aumentato la
sua diffusione in questa specie nell’ultimo periodo. Sebbene la patologia risulti
agevolmente controllabile tramite terapia antibiotica, ¢ auspicabile saggiare la
farmacosensibilita del ceppo implicato, al fine di prevenire 1’insorgenza di ceppi
multiresistenti che, con la loro diffusione, potrebbero causare pesanti perdite al
settore avicolo.
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Caso Soggetto Organo/tessuto Esito
1 fegato Negativo
pericardio Escherichia coli
fegato Escherichia coli
2 pericardio Negativo
cervello Riemerella anatipestifer
1 3 pericardio Escherichia coli
milza Escherichia coli
4 cervello Riemerella anatipestifer
fegato Negativo
5 pericardio Escherichia coli
cervello Riemerella anatipestifer
pericardio Negativo
cervello Riemerella anatipestifer
4 cervello Riemerella anatipestifer
2 cervello Riemerella anatipestifer
5 sacco aereo Enterococcus cecorum
pericardio Negativo
7 articolazione Riemerella anatipestifer

Tabella 1. Esito degli accertamenti batteriologici condotti
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Summary

Enterococcus cecorum is increasingly responsible for outbreaks of spondylitis in
chickens worldwide. In order to investigate possible relatedness between strains isolated
from osteomyelitis, 30 clinical relevant E. cecorum strains were processed by MALDI
TOF and mass signatures compared by the principal component analysis (PCA). Results
evidenced a low differentiation level between strains isolated intra-flock from bone
lesions, leading the suspect that a clonal origin is on the base of the disease. Furthermore
similar spectral patterns were observed in strains isolated in femoral and vertebral
localizations from the same subject.

INTRODUZIONE

Enterococcus cecorum, precedentemente denominato Streptococcus cecorum, € un
cocco Gram-positivo, anaerobio facoltativo, catalasi-negativo, in grado di idrolizzare
I’esculina (7).

Conosciuto come commensale intestinale del pollo adulto, negli ultimi anni & stato
segnalato come causa di spondilite, con sempre maggiore frequenza, in diversi paesi,
Italia compresa, risultando ormai un patogeno emergente e significativo del pollo da
carne (1, 3,4, 6,7, 8, 10).

L’infezione si osserva piu frequentemente in polli da carne d’eta superiore a 28 gg,
prevalentemente nel maschio, con possibilita di casi subclinici ed una mortalita che puo
raggiungere il 15% (1, 4, 5, 6, 8). La malattia ¢ stata riprodotta con maggior successo
attraverso somministrazione del patogeno per via orale rispetto a quella intravenosa (5).
Le lesioni macroscopiche risultano eterogenee e comprendono: ostemielite del femore
(“necrosi della testa del femore”), artrite e tenosinovite e, meno frequentemente,
pericardite/idropericardio (4, 6, 7). Tuttavia la lesione principale e caratteristica ¢ la
spondilite a carico della vertebra toracica mobile (T4) che causa stenosi del canale
vertebrale e compressione midollare secondaria. Tale lesione ¢ associata ad una tipica
sintomatologia clinica caratterizzata da cifosi, stazione sui tarsi e paralisi degli arti.
Microscopicamente si osserva un’ostemielite necrotizzante del corpo vertebrale di tipo
fibrinoeterofilico, con presenza di cocchi Gram-positivi (6, 8).

Nonostante la rilevanza clinica e commerciale di questa patologia, il ciclo d’infezione e
la sua patogenesi risultano ancora largamente sconosciuti (6).

Per questa ragione studi recenti hanno indagato tramite genotipizzazione la possibile
emergenza di un nuovo clone patogeno e le sue vie di trasmissione (2, 3, 4, 6, 9).
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I risultati ottenuti tramite PFGE su ceppi isolati nel corso di malattia, hanno
evidenziato come questi siano tra loro strettamente correlati, tanto da ipotizzare
I’emergenza di un clone dotato di peculiare patogenicita (2, 3, 6). Inoltre i ceppi
isolati da lesioni e quelli isolati dall’intestino dei rispettivi riproduttori sono
risultati geneticamente distinti portando ad escludere una possibile trasmissione
verticale (6).

In nessuno studio sono state prese in esame possibili correlazioni genetiche tra
ceppi isolati da diversi siti di lesione in un medesimo soggetto infetto.

Scopo del presente lavoro ¢ indagare, tramite principal component analysis
(PCA), se esistono delle similitudini tra i profili spettrometrici di E. cecorum,
tali da far ritenere che sussistano connessioni epidemiologiche tra ceppi isolati da
soggetti distinti, affetti da spondilite vertebrale (come gia confermato dagli studi
di PFGE citati) o isolati da organi/distretti diversi dello stesso soggetto.

MATERIALI E METODI

Ceppi batterici

Tutti i ceppi erano stati isolati tra il 2010 e il 2013, identificati tramite sistema
miniaturizzato API RAPID ID 32 Strep (Bio Merieux) o MALDI TOF (Microflex
LT, Maldi Biotyper, Bruker Daltonics) e conservati in criovials (Nalgene) a -80
°C.

In tutto sono stati sottoposti a PCA i profili spettrometrici ottenuti da 30 ceppi di
E. cecorum isolati da 16 gruppi di broiler commerciali (Tabella 1). Di questi, 9
avevano presentato evidenti lesioni riferibili a spondilite vertebrale mentre negli
altri 7 gruppi E. cecorum era stato isolato da organi parenchimatosi (fegato, milza,
polmone, rene), sierose (pericardio, sacco aereo) o articolazione tibio-tarsica.

In 7 gruppi il microrganismo era stato isolato da piu di un soggetto. In 3 soggetti
E. cecorum era presente sia a livello vertebrale sia femorale. Inoltre in 3 casi
i ceppi provenivano dallo stesso allevamento ma erano stati isolati da gruppi
diversi in momenti diversi.

Principal component analysis (PCA)

Per I’esecuzione dello studio i ceppi sono stati scongelati su piastre di Columbia
agar (Oxoid) incubate in condizioni di microaerofilia per 24 ore. I campioni sono
stati sottoposti a protocollo di estrazione proteica che prevede 1’utilizzo di acido
formico 70% e acetonitrile. Ogni singolo ceppo ¢ stato analizzato in 6 repliche.
Gli spettri da sottoporre all’analisi sono stati ottenuti con strumento Microflex
LT (Maldi Biotyper, Bruker Daltonics) con software FlexControl (versione 3.3,
Bruker Daltonics). Gli spettri sono stati acquisiti automaticamente in linear
positive mode con un range da 2 a 20000 m/z (massa/carica). Per la ionizzazione
delle proteine batteriche d’interesse ¢ stata impiegata come matrice una soluzione
satura di HCCA (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid, Bruker Daltonics) in 50%
di acetonitrile e 2.5% di acido trifluoroacetico (TFA), come da indicazioni
del produttore. Prima di procedere alla “clusterizzazione”, lo strumento ha
analizzato automaticamente gli spettri grezzi con il software MALDI Biotyper
RT Classification (versione 3.1, Bruker Daltonics) confrontandoli con una libreria
contenente 4613 spettri di referenza.

Gli spettri sono stati importati nel software MALDI Flex Analysis (versione
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3.1, Bruker Daltonics) per essere comparati. Quelli considerati outlier tra quelli
ottenuti dalle 6 diverse repliche sono stati eliminati. Gli spettri rimanenti sono stati
elaborati quindi con software ClinProt tool 3.0 (Bruker Daltonics) che fornisce
valori di varianza tra i diversi pattern spettrali fenotipici ottenuti, permettendo di
disporre i ceppi in un dendrogramma.

RISULTATI

Per ciascun ceppo le varie repliche hanno dato origine a spettri sostanzialmente
simili tra loro, con I’esclusione mediamente di 1 solo profilo outlier per ceppo. In
totale I’elaborazione ¢ stata eseguita su 150 profili spettrometrici.

Gli spettri ottenuti dai vari ceppi inseriti nello studio hanno mostrato una
varianza del 35%. In figura 2 viene riportato il dendrogramma ottenuto
dall’elaborazione degli spettri tramite software. Dato che i ceppi sono risultati tra
loro sostanzialmente omogenei, come dimostra il basso valore di varianza, si ¢
deciso di porre arbitrariamente un cut-off di similarita pari a 5. In base a questo
valore ¢ possibile osservare la presenza di 3 cluster principali (figura 2). Tutti i
ceppi isolati da lesioni ossee di soggetti appartenenti allo stesso gruppo, appaiono
disporsi in uno di questi 3 cluster. Al contrario, ceppi isolati da uno stesso gruppo
ma da organi/tessuti diversi da quello osseo, compaiono in 2 cluster diversi.
Inoltre gli spettri ottenuti da ceppi isolati da spondilite vertebrale e da necrosi
della testa del femore di uno stesso soggetto, presentano elevata similarita. In due
dei tre allevamenti in cui la patologia si € ripresentata in gruppi diversi, sono stati
isolati ceppi con pattern spettrali diversi tra loro. Tutti i ceppi isolati da lesioni
vertebrali nel 2010 si collocano in un unico cluster (centrale).

DISCUSSIONE

La varianza ottenuta dall’analisi delle componenti principali che caratterizzano
gli spettri, ¢ stata sostanzialmente bassa, indicando generalmente una stretta
analogia tra i vari isolati. La diversa distribuzione dei ceppi isolati da organi/
tessuti diversi, anche se da soggetti dello stesso gruppo, rispetto agli isolati da
lesioni ossee, fanno sospettare che questi ultimi siano piu simili tra loro rispetto a
quelli che sporadicamente si isolano da altri distretti.

Infine anche i risultati ottenuti dall’analisi di ceppi isolati dai distretti ossei di uno
stesso soggetto (femore e vertebra) lasciano supporre che il ceppo responsabile
delle due lesioni sia lo stesso. I risultati ottenuti hanno confermato informazioni
epidemiologiche relative a questa patologia, gid acquisite con metodi di
genotipizzazione consolidati come la PFGE (2, 3, 6). Sirende comunque necessaria
una comparazione tra queste due metodiche sugli stessi ceppi per indagare
I’attendibilita del metodo spettrometrico che, se confermato, consentirebbe di
ridurre i tempi e la laboriosita che metodiche di genotipizzazione richiedono.

CONCLUSIONI

In conclusione la PCA sembrerebbe confermare i dati acquisiti in altri studi di
epidemiologia biomolecolare realizzati su base genetica (PFGE), in cui ¢ stata
dimostrata una sostanziale clonalita dei ceppi isolati dai singoli episodi di
spondilite del broiler (2, 3, 6). Tali risultati dovranno perd essere confermati
attraverso futuri studi comparativi tra PCA e PFGE eseguiti sugli stessi ceppi.
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Ibrido

ID gruppo Allevamento comm. Incubatoio  Soggetto Organo/Tessuto
114 A Ross 708 A 6 Vertebra
A 2 Vertebra
399 A Ross 708 4 Vertebra
5 Vartebra
2253 B Kabir D 3 Polmone
C 1 Pericardio
3 Milza
6083 C Ross 708 4 Pericardio
7 Pericardio
1155 D Ross 708 C 6 Fegato
1668 E Ross 708 A 2 Vertebra
1156 C Ross 708 C 2 Vertebra
B 2 Vertebra
2347 F Ross 308 4 Vertebra
1878 G Ross 308 B 3 Articolazione
Ross 308 B 1 Rene
4607 G 7 Vertebra
6785 H Hubbard E 1 Sacco aereo
A 1 Vertebra
1 Femore
2 Vertebra
7340 I Ross 708 4 Vertebra
4 Femore
5 Vertebra
9564 L Ross 308 C 5 Vertebra
27 M Ross 708 A 1 Polmone
M 2 Femore
548 N Ross 308 3 Vertebra
3 Femore
549 (0] Ross 308 B 5 Sacco aereo

Tabella 1. Lista dei ceppi inclusi nello studio
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Figura 2. Dendrogramma di ceppi di E. cecorum isolati da pollo
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Summary

Three non-vvIBDYV strains detected in two broiler flocks were sequenced and compared
to IBDV reference and Italian strains. The flocks, which belonged to two intensive farms
located in Northern Italy, were vaccinated against IBDV and experienced recurrent
bacterial infections and poor performances. Nucleotide sequence analysis of a 406bp-
fragment of the genome, coding for the hypervariable region of VP2, revealed a
homology of 100% between two of the strains and of 99% between them and the third
one. Predicted amino acid sequences of the three strains were identical. When compared
to classical, attenuated, very virulent and variant reference strains, as well as to Italian
strains, they revealed to belong to a separate cluster. They showed a maximum degree of
nucleotide and amino acid identity (95% and 95,6%, respectively) with only one IBDV
strain, among those whose sequences are available in GenBank. At the amino acid level,
the homology between the analyzed strains and published Italian strains ranged from
88% to 91%. Amino acid substitutions were observed in two of the hydrophilic peaks of
VP2. Further studies are needed to evaluate the pathogenicity of these peculiar strains,
their circulation in commercial broiler farms and the extent of protection offered against
them by commercial IBDV vaccines.

INTRODUZIONE

11 virus della bursite infettiva (IBDV) appartiene alla famiglia Birnaviridae, all’interno
del genere Avibirnavirus. E’ un virus privo di envelope, a simmetria icosaedrica, con
diametro compreso tra 55 e 65 nm. Si conoscono due sierotipi di IBDV: il sierotipo 1,
che comprende ceppi classici, varianti e very virulent (vvIBDV), e il sierotipo 2, che
raggruppa esclusivamente ceppi apatogeni. I ceppi varianti sono comparsi negli Stati
Uniti a meta degli anni ‘80, eludono I’immunita di origine materna indotta da vaccini
contenenti ceppi classici e provocano lesioni bursali non apprezzabili macroscopicamente.
Indipendentemente dal grado di patogenicita del ceppo coinvolto ¢ dalla gravita del
quadro clinico, I'infezione da IBDV si accompagna sempre ad un danno a carico del
tessuto bursale, e quindi ad immunosoppressione, pit grave se gli animali sono colpiti
nelle prime tre settimane di vita. Il genoma di IBDV ¢ costituito da due segmenti di
RNA a doppio filamento, rispettivamente di circa 3.300 (segmento A) e 2.900 (segmento
B) pb. 1l segmento A codifica per tre proteine strutturali (VP2, VP3 e VP4), prodotte
sottoforma di un precursore unico che va incontro a clivaggio per dare origine alle tre
singole proteine, e per una proteina non strutturale (VP5) che si ritiene abbia un ruolo
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importante nella patogenesi. Il segmento B codifica per la polimerasi virale (VP1)
(Eterradossi e Saif, 2008).

Tra le proteine strutturali la VP2, componente del capside virale, ¢ quella maggiormente
studiata in quanto principale immunogeno di IBDV. La regione della VP2 compresa
tra gli aminoacidi (aa) 206 e 350 del segmento A, definita “ipervariabile”, comprende
due picchi idrofilici maggiori (P, tra gli aa 212 € 224 ¢ P, tra gli aa 314 € 324) e due
picchi idrofilici minori (P, tra gli aa 249 ¢ 254 e P, tra gli aa 279 e 289); 1 primi
rappresentano gli epitopi neutralizzanti, mentre negli altri si localizzano aminoacidi
che influenzano I’adattamento alle colture cellulari e la virulenza (Bayliss ef al., 1990;
Coulibaly ef al., 2005). E’ stato dimostrato che mutazioni di singoli aminoacidi della
regione ipervariabile possono, a seconda della loro localizzazione, determinare I’elusione
della risposta anticorpale indotta dalla vaccinazione, come accade per le varianti, o
modificare il tropismo cellulare (Jackwood et al., 1997; Brandt et al., 2001; Jackwood et
al., 2008; Jackwood e Sommer-Wagner, 2011).

In Italia nell’ultimo decennio si € registrata la prevalente circolazione di vvIBDV, seguita
dai ceppi classici. E’stata inoltre evidenziata la presenza di ceppi correlati a virus vaccinali
e di ceppi che, pur essendo correlati coi ceppi classici, si distinguono chiaramente da
questi (Moreno et al. 2007; Moreno et al., 2010).

Obiettivi del presente studio sono stati: 1) valutare, mediante RT-PCR, la presenza
di IBDV in gruppi di polli da carne che, pur non presentando un quadro clinico ed
anatomopatologico palesemente riconducibile a bursite infettiva, erano caratterizzati
da uno stato sanitario scadente e da prestazioni produttive inferiori a quelle attese,
in allevamenti in cui tali problemi si ripresentavano da svariati cicli produttivi; 2)
discriminare i ceppi riconducibili a vwIBDV dai non vvIBDV mediante Restriction
Enzyme Analysis (REA); 3) sequenziare, nei soli ceppi non risultati vvIBDYV, la regione
ipervariabile della VP2, analizzarne la sequenza nucleotidica e la sequenza aminoacidica
e confrontarle con le sequenze di IBDV pubblicate in GenBank e con quelle di ceppi
italiani presenti in letteratura.

MATERIALI E METODI

Gruppi campionati

Sono stati oggetto del campionamento due gruppi di broiler (identificati come gruppo 1
e gruppo 2) appartenenti ad altrettanti allevamenti situati in due diverse regioni del nord
Italia caratterizzate da un’elevata densita di aziende avicole. Entrambi i gruppi, il cui ciclo
produttivo si € svolto nella primavera del 2011, erano stati oggetto di profilassi vaccinale
nei confronti della bursite infettiva, con piani vaccinali diversificati che prevedevano
I’uso di vaccini del commercio. Sia nel gruppo 1 che nel gruppo 2 si osservavano
infezioni batteriche ricorrenti e ridotte performance.

Campionamento

11 campionamento ¢ stato effettuato: nel gruppo 1 a 21 e a 33 giorni d’eta; nel gruppo 2 a
17 e a 36 giorni d’eta. Ad ogni campionamento ¢ stata prelevata la borsa di Fabrizio da 8
animali. I campioni sono stati processati in due pool di quattro borse ciascuno.

Estrazione dell’ RNA virale

L’estrazione dell’RNA virale ¢ stata effettuata con il kit del commercio QIAamp Viral
RNA® (Qiagen) conformemente alle istruzioni della casa produttrice, a partire da
omogenati di borse in phosphate buffered saline (PBS).

137



RT-PCR

L’RT-PCR ¢ stata eseguita secondo il protocollo descritto da Jackwood ef al. (2006), che
consente di amplificare un frammento di 743pb del gene codificante per la VP2, situato
nella regione ipervariabile della stessa.

Restriction enzyme analysis (REA)

I prodotti dell’RT-PCR sono stati trattati con I’enzima di restrizione Sspl, che riconosce
la sequenza *AAT ATT* presente nei vwIBDYV, all’interno della sequenza amplificata
(Lin et al., 1993, Jackwood e Sommer, 1999). La presenza della sequenza bersaglio fa
si che il prodotto dell’RT-PCR sia tagliato dall’enzima in due frammenti di 274 e 469pb
ciascuno.

Sequenziamento e analisi di sequenza

I prodotti amplificati che, in base all’esito della REA non risultavano appartenere a
vvIBDYV, sono stati purificati utilizzando il kit del commercio Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega) secondo le istruzioni della casa produttrice e sequenziati,
in entrambe le direzioni, con il sequenziatore a capillari 3730x1 DNA Analyzer (Applied
Biosystems, USA) presso Bio-Fab Research (Roma). Le sequenze nucleotidiche sono
state elaborate con il software Bioedit ed allineate, utilizzando il software Clustal W
(Larkin et al., 2007), alle sequenze del gene della VP2 dei ceppi di IBDV di seguito
indicati ¢ presenti in GenBank (tra parentesi ¢ indicato il numero di accesso alla
sequenza): F52/70 (Y14958) e STC (D00499), rappresentativi dei ceppi classici;
Int228E (AF457104), Cul (D00867) e D78 (Y 14962), rappresentativi dei ceppi classici
attenuati, Var-E (D10065) e Var-A (M64285) rappresentativi delle varianti statunitensi;
DV86 (Z25482), OKYM (D49706), UK661 (X92760), 91168 (Y14957), 89163
(Y'14956), 89224 (AJ001942), 849VB (X95883), BR1 (AY525106), 99323 (AJ583500)
e GLS (Q82628), rappresentativi dei vvIBDV e con i ceppi IBDVRF-5/94 (Z97002) e
UPMOS8SF2 (GQ131545). Le sequenze aminoacidiche sono state confrontate, oltre che
con quelle dei ceppi summenzionati, con quelle di 16 ceppi italiani riportate da Moreno
et al. (2007).

Analisi filogenetica

Per selezionare il modello evolutivo piu idoneo per la costruzione dell’albero
filogenetico sono stati impiegati, rispettivamente per le sequenze nucleotidiche e per
quelle aminoacidiche, i software JModelTest 2.1.2 (Darriba et al., 2012) e ProtTest 3.2
(Darriba et al., 2011) utilizzando come criterio di selezione il Bayesian Information
Criterion (BIC). Gli alberi filogenetici sono stati quindi costruiti utilizzando 1’algoritmo
di Maximum Likelihood col software PhyML 3.0 (Guindon et al., 2010). I valori di
bootstrap, ottenuti con 1.000 replicati, sono stati considerati significativi quando > di 70.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Il genoma di IBDV ¢ stato evidenziato in entrambi i gruppi. In particolare: nel gruppo 1 €
risultato positivo a RT-PCR un pool di borse prelevate a 21 giorni d’eta; nel gruppo 2 sono
risultati positivi un pool di borse prelevate a 17 giorni e i due pool di borse prelevate a 36
giorni d’eta. Nessuno degli amplificati presentava il sito di restrizione che caratterizza i
vvIBDV, percio sono stati sequenziati e identificati come segue: ITA-01 (Gruppo 1, 21
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giorni), ITA-02 (Gruppo 2, 17 giorni) e ITA-03 (Gruppo 2, 36 giorni: ¢ stato sequenziato
il prodotto della RT-PCR di un solo pool). L’analisi filogenetica ¢ stata effettuata, per la
sequenza nucleotidica, su una porzione di 406 nucleotidi compresa tra le posizioni 786
e 1191 del segmento A e, per la sequenza aminoacidica, su una porzione della VP2 di
136 aa, compresa tra 1’aa 219 e I’aa 354 (numerazione secondo Bayliss ef al. (1990)).
risultati dell’analisi filogenetica basata sulle sequenze aminoacidiche sono riportati nella
figura 1.

Dall’analisi filogenetica risulta che i tre ceppi clusterizzano tra loro, ma formano un
cluster distinto, sia a livello nucleotidico che a livello aminoacidico, rispetto ai ceppi
di riferimento e a quelli analizzati da Moreno et al. (2007). Infatti tra ITA-01 e ITA-03
c¢’¢ un’identita nucleotidica del 100%, mentre tra questi e ITA-02 I’identita nucleotidica
¢ del 99%, in quanto si differenziano per 3 basi nucleotidiche. Tali mutazioni sono
tuttavia silenti in quanto 1’identitd aminoacidica fra i tre ceppi ¢ del 100%. L affinita
nucleotidica dei ceppi analizzati coi ceppi di riferimento non supera il 92% e, tra le
sequenze depositate in GenBank, quella che piu si avvicina ad essi appartiene al ceppo
IBDVRF-5/94 (similarita nucleotidica del 95% ed aminoacidica del 95,6%). Il confronto
coi ceppi italiani, possibile sulla base della sola sequenza aminoacidica, in quanto la
sequenza nucleotidica di tali ceppi al momento non risulta depositata in GenBank,
evidenzia un grado di similarita compreso tra I’88% e il 91%.

Rispetto ai ceppi circolanti in Italia (Moreno et al., 2007) i ceppi analizzati nel presente
lavoro presentano delle differenze nella sequenza aminoacidica in posizione 220, 222,
253, 256, 258, 260, 269, 270; in comune con alcuni di essi presentano una serina in
posizione 254, una treonina in posizione 270 e una serina in posizione 299. Alcune di tali
mutazioni ricadono all’interno dei picchi idrofilici P . (aa 212 —aa 224) e P (aa 249 —
aa 254), altre nelle immediate vicinanze degli stessi. Moreno et al. (2010) riportano che
ceppi dotati di una mutazione in posizione 254 sono di sempre piu frequente riscontro
in Italia. Sulla base di studi condotti su ceppi Del-E (variante statunitense), Jackwood
e Sommer-Wagner (2011) ipotizzano che mutazioni puntiformi in posizione 254 o in
posizione 222 contribuirebbero, da sole, al fenomeno dell’antigenic drift.

CONCLUSIONI

I ceppi di IBDV analizzati in questo studio presentano delle caratteristiche genomiche
peculiari, ad oggi non segnalate in altri IBDV. Saranno condotti studi mirati a definirne
la patogenicita e la protezione conferita, nei loro riguardi, dai vaccini di pit comune
impiego nella profilassi della bursite infettiva. Sara inoltre opportuno estendere,
possibilmente all’intero segmento A del genoma, la caratterizzazione molecolare di
questi virus e confrontarli con altri ceppi di campo e con i virus vaccinali. Infine ulteriori
studi in allevamenti intensivi potranno dare informazioni sulla diffusione di questi ceppi
ed, eventualmente, contribuire a comprenderne 1’epidemiologia.
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Figura 1. Albero filogenetico di ceppi di IBDV. L’albero ¢ basato sulla sequenza
aminoacidica di una porzione della regione ipervariabile del gene VP2 compresa tra
I’aa 219 e I’aa 354, utilizzando 1’algoritmo di Maximum Likelihood col software
PhyML 3.0. La barra rappresenta la distanza aminoacidica espressa come sostituzioni
aminoacidiche per sito. Sono riportati solo valori di bootstrap > 70.
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Summary

60 synanthropic birds were collected in the city of Napoli from April 2011 to
March 2012. Each bird, often showing traumatic injuries, was necropsied and its
alimentary tract was removed, divided into several segments, incised, scrapped
and shaken in physiological saline. Parasitic infections were identified at post
mortem examination in all synanthropic birds examined. These infecions can
lead to serious health problems when combined with other factors or at times
of stress, and may affect flying performance and predatory or alimentary
effectiveness as well as predisposing to secondary trauma.

INTRODUZIONE

Il recente e progressivo inurbamento di alcune specie ornitiche che si riscontra
sia in piccoli centri urbani che in metropoli ¢ il risultato di una colonizzazione di
spazi - del tutto simili a quelli naturali - dovuta a caratteristiche funzionali alle loro
esigenze. Ogni specie tende a colonizzare un’area urbana attraverso un processo
di adattamento quando le caratteristiche biotiche e abiotiche di quest’ultima lo
richiedono (1). Il continuo rapporto con ’'uomo di queste specie in ambiente
urbano, risulta estremamente interessante dal punto di vista zooantropologico e
per questo risulta inevitabile focalizzare 1’attenzione anche sulle problematiche
igienico-sanitarie che da esse ne derivano (1). I volatili sinantropici, infatti,
dovrebbero essere considerati come dei possibili “serbatoi” di varie patologie,
spesso a carattere zoonotico. Lo scopo del presente studio ¢ quello di tracciare
un quadro sulle principali infezioni parassitarie in uccelli sinantropici nella citta
di Napoli.

MATERIALI E METODI

Campionamento

Sono stati esaminati 60 volatili sinantropici rappresentati da 20 gabbiani reali
(Larus michahellis), 10 cornacchie grigie (Corvus corone corone), 15 colombi
(Columba livia) e 15 gheppi (Falco tinnunculus). Gli esemplari sono pervenuti al
Presidio Ospedaliero Veterinario (P.O.V.) dell’ASL Napoli 1 nel periodo Aprile
2011/Marzo 2012 in seguito a ritrovamenti e soccorsi nella citta di Napoli dovuti
ad inabilita al volo (90%), cachessia ed atassia.

Isolamento e identificazione
Su ciascun esemplare ¢ stato condotto un esame necroscopico con maggiore
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attenzione all’individuazione ed identificazione di ectoparassiti ed endoparassiti.
L’indagine parassitologica ¢ stata effettuata prima macroscopicamente sul
contenuto intestinale, ed in seguito i singoli parassiti isolati sono stati visualizzati
allo stereomicroscopio e conservati in alcool etilico al 70% in attesa della
identificazione. I nematodi sono stati chiarificati con lattofenolo. I platelminti
sono stati colorati con la colorazione tricromica di Horen. I parassiti sono stati
identificati secondo le chiavi e le descrizioni fornite da Anderson et al. (2).

RISULTATI

All’esame esterno delle carcasse € stato riscontrato, nella maggior parte degli
esemplari, presenza di ectoparassiti quali mallofagi (pidocchi masticatori),
presenti in tutti gli animali (60/60); Pseudolychia canariensis (Hippoboscidae)
definita anche “mosca piatta”, riscontrata nel 80% (16/20) dei piccioni esaminati.
Per quel che concerne gli endoparassiti sono stati ritrovati i parassiti intestinali
di seguito elencati.

Nei Colombi: Eimeria labbeana (8/15); Capillaria (8/15); Ascaridia columbae
(7/15); cestodi come Railleitina tetragona (5/15) e trematodi (5/15).

Nei Gabbiani: Trematodi come Cardiocephalus longicollis (11/20) e cestodi
(10/20).

Nelle Cornacchie: Cestodi (5/10) e trematodi (3/10) in via di identificazione.
Nei Gheppi: Acanthocephali come Centrorhynchus buteonis (6/15) e
Centrorhynchus globocaudatus (4/15) attaccati alla mucosa o liberi nel lume
intestinale; Spirurida (Physaloptera alata) (3/15) nel proventricolo.

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

I volatili sinantropici esaminati presentavano uno stato sanitario scadente e
le parassitosi intestinali causavano quadri di enterite catarrale ed emorragica.
L’alta percentuale (80%) di individui cachettici ed anemici ¢ attribuibile al fatto
che molti di questi soggetti pervenivano al P.O.V. feriti e con fratture esposte,
spesso multiple e di vecchia data, condizioni che spesso non permettevano
I’approvvigionamento di cibo. Il poliparassitismo riscontrato potrebbe aver
influenzato e modificato lo stato di nutrizione dei volatili. L’azione dei parassiti
va a completare il quadro necroscopico sulla base di una condizione immunitaria
gia compromessa da ferite, traumi di varia natura, subiti in ambiente urbano. A
supporto di tali ipotesi, infatti, si riscontravano lesioni alla mucosa intestinale
in tutti gli animali esaminati che inficiavano la digestione e i processi di
assorbimento.

Va, inoltre, ricordato che Cardiocephalus longicollis ¢ stato segnalato come
potenziale agente di zoonosi (3, 4) e piu di 100 adulti venivano raccolti dal
piccolo intestino dei gabbiani esaminati nella ricerca.

Il controllo epidemiologico del sinantropismo rappresenta, quindi, una priorita
nel garantire un adeguato livello di “prevenzione” sia per la protezione della
fauna che per la salute pubblica.
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ABSTRACT

Minimum inhibitory concentration (MIC) is the lowest concentration of a antimi-
crobial capable to inhibit the visible growth or metabolism of a microorganism in
vitro cultivation. Mycoplasma species are important pathogens for poultry indus-
try and particularly Mycoplasma gallisepticum (MG) and Mycoplasma synoviae
(MS) can cause severe economic losses.

In Italy and in other European countries the incidence of MS seems to be in-
creased. Moreover recent reports showed an increase of acquired resistance to
enrofloxacin.

The aim of this study was to determine the antimicrobial susceptibility of 73
MS isolates, isolated in different European Countries and Israel from different
commercial poultry categories (broiler, layer, meat turkey, broiler breeder, turkey
breeder) and to evaluate the mechanism of acquired resistance to enrofloxacin in
these isolates. The biomolecular approach was used to study acquired resistance
of MS field strains to enrofloxacin by characterisation of Quinolone Resistance-
Determining Regions (QRDRs) known as sites accumulated mutations in fluoro-
quinolone resistant bacteria.

Our results showed high MICs values for enrofloxacin in the MS recent strains
(2009-2012) in particular in the area where high density of poultry flocks is pres-
ent. In addition, correlation between the MIC values and the mutations in the
QRDR of parC gene was identifed.

INTRODUZIONE

Il Mycoplasma synoviae (MS) risulta essere uno dei micoplasmi aviari considerati
importanti per il settore avicolo. La sua prevalenza nel settore avicolo europeo
(1) e italiano risulta elevata, a fronte di un evidente contenimento delle problema-
tiche relative al Mycoplasma gallisepticum. La sua elevata presenza nel settore
produttivo determina non poche problematiche principalmente connesse a pro-
blemi articolari, respiratori e recentemente alla produzione di uova con guscio
anomalo.

Sulla base di tale dati I’esigenza di trovarsi nelle condizioni di trattare un grup-
po infetto, al fine di contenere le perdite economiche, non risulta cosi remota. I
fluorochinoloni ed in particolare enrofloxacina, sono stati considerati un gruppo
di farmaci di primo intervento in corso di micoplasmosi. Recentemente alcuni
Autori hanno riportato un incremento della resistenza del Mycoplasma synoviae
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nei confronti di tale molecola (2, 3), ancor piu recentemente abbiamo potuto ve-
rificare 1’elevata resistenza di ceppi di MS isolati sia dal territorio italiano che da
altri stati europei (4).

L’acquisizione di resistenza nei confronti dei fluorochinoloni avviene principal-
mente attraverso la mutazione della regione denominata “Quinolone Resistance-
Determining Regions” (QRDRs) del gene parC o gyrA (che codificano per la
subunita A della DNA-girasi e per la topoisomerasi [V) e/o in alternativa dei geni
gyrB o parE (che codificano per la subunita B della DNA-girasi e per la topoi-
somerasi [V). In particolare ¢ stato riportato che a seguito di selezione in vivo la
topoisomerasi IV (gene par(C) sia target specifico per MS (5).

Sulle basi di tali dati abbiamo deciso di valutare in ceppi di Mycoplasma syno-
viae isolati in diverse regioni europee la presenza di particolari correlazioni tra
le mutazioni nelle regioni “QRDRs” del gene parC e la concentrazione minima
inibente rilevata in vitro secondo il calcolo della Minima Concentrazione Inibente
attraverso il metodo delle microdiluizioni in brodo.

MATERIALI E METODI

Un totale di 73 ceppi di Mycoplasma synoviae isolati tra il 1995 ed il 2012 sono
stati analizzati nel presente studio. Di questi 44 ceppi sono stati isolati in Israele,
12 in Austria, 11 in Italia, 4 in Spagna e infine 2 ceppi in Belgio. Tutti i ceppi
isolati provenivano da differenti categorie produttive quali riproduttori, broiler,
tacchino e ovaiola.

Su tutti i ceppi ¢ stata valutata la MIC attraverso un protocollo operativo interno
seguendo le linee guida raccomandate da Hannan (6), il range di concentrazione
testata variava da 0.03 pg/ml a 64 pg/ml. Abbiamo considerato come sensibili
all’enrofloxcina i ceppi con MIC < 0.5 pg/ml, mentre gli isolati con MIC di 1 png/
ml sono stati classificati come intermedi ed infine come resistenti tutti i ceppi con
MIC >2 pg/ml.

Tutti gli isolati sono stati sottoposti ad estrazione, di seguito il DNA ottenuto ¢
stato utilizzato per la reazione di amplificazione. I primers utilizzati sono riportati
in Tabella 1. Brevemente il ciclo di amplificazione utilizzato ¢ stato il seguente:
3 minuti a 95°C; 30 cicli 95°C per 30 secondi; 60°C per 30 secondi; 72°C per 45
secondi e infine 72° C per 5 minuti.

I prodotti di amplificazione sono stati di seguito sequenziati presso 1’unita di se-
quenziamento del Weizmann Institute (Rehovot, Israel) ed infine analizzati con
DNASTAR software, versione 5.06/5.51, 2003 (Lasergene, Inc. Madison, Wi-
sconsin, USA).

Inoltre tutti i ceppi testati sono stati classificati in gruppi secondo le caratteristi-
che geniche legate al gene vihA (7).

RISULTATI

Alcuni dei risultati del presente studio sono disponibili in forma schematica nei
Grafici 1- 6.

Meno della meta degli isolati del presente studio hanno mostrato suscettibilita
nei confronti della enrofloxacina con valori di MIC tra 0.03 e 0.5 pg/ml (Grafico
1). Gli isolati degli anni piu recenti (2009-2012) hanno mostrato una minore an-
tibiotico suscettibilita rispetto agli isolati degli anni passati (Grafico 2), tale dato
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risulta molto evidente negli isolati di provenienza israeliana ed italiana (Grafico
3) i quali hanno mostrato valori di MIC superiori a 1pg/ml. L’unica eccezione a
tale trend ¢ stata evidenziata nei ceppi isolati in Austria dove la maggior parte dei
ceppi testati mostravano una buona suscettibilita al farmaco (Grafico 4).

La valutazione delle mutazioni nel gene parC ha mostrato differenti sostituzioni
amminoacidiche nelle posizioni 78, 80, 81 ed 84 (numerazione basata sull’Esche-
richia coli). Nei Grafici 5 e 6 sono riportati i risultati piu evidenti. Infine ¢ inte-
ressante far notare che i cambiamenti dimostrati in posizione 79, 81 ed 84 erano
tutti presenti in ceppi di origine Israeliana, mentre le variazioni nella posizione 80
non presentano correlazioni con le aree geografiche di isolamento.

CONCLUSIONI

Dai dati qui riportati si pud notare come circa il 90% dei ceppi di MS isolati negli
ultimi anni in Italia ed in Isracle mostrano una minore suscettibilita in vitro per
I’enrofloxacina.

Risulta essere particolarmente interessante notare che sebbene il trend di acquisi-
zione di resistenza alla molecola sembrerebbe essere diffuso tra i vari Stati Euro-
pei, gli isolati provenienti dall’ Austria sono in totale controtendenza. Tali diffe-
renze potrebbero essere ascritte ad un differente utilizzo di fluorochinoloni in tali
aree, anche se a nostro parere risulta maggiormente importante 1’organizzazione
dell’industria avicola in questo Paese e di conseguenza la presenza o meno di
aree altamente popolate di avicoli. Infatti si puo ipotizzare che in aree ad alta vo-
cazione avicola e ricche di aree densamente popolate quali Italia ed Israele, una
disseminazione clonale di ceppi enrofloxacina-resistenti risulti essere molto piu
probabile rispetto a realta zootecniche meno popolose come in Austria. Tale dato
trova ulteriore conferma nei risultati di genotipizzazione, infatti i genotipi (vihA)
degli isolati austriaci risultano essere specifici dell’area.

Dall’analisi delle sequenze e quindi delle relative sostituzioni amminoacidiche in
parC é possibile evidenziare una correlazione tra mutazioni in tale area e valori
di MIC. In particolare tutti i ceppi classificati come sensibili all’antibiotico en-
roflaxacina non hanno mostrato cambiamenti nelle sopracitate posizioni del gene
parC. Mentre mutazioni singole o multiple hanno mostrato valori di MIC che
permettevano di classificare gli isolati come intermedi o resistenti.

Naturalmente ulteriori studi, focalizzati su isolati di provenienza differente, sono
necessari per avvalorare tale affermazione, ma sulla base dei nostri risultati pos-
siamo affermare che ’analisi del gene parC puo dare indicazioni utili riguardanti
la possibile acquisizione di resistenza nei confronti dell’enrofloxacina.

TABELLA 1. Primers utilizzati

Primer Gene target Sequenza (5°-3°)
MS-parC-F parC CCAACCGTGCAATTCCTGAT
MS-parC-R parC TTATGCGGCGGCATTTCG
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Grafico 1. Valori di MIC riscontrati in tutti i ceppi analizzati
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Grafico 2. Valori di MIC riscontrati nei ceppi isolati dal 2009 al 2012
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Grafico 3. Valori di MIC riscontrati nei ceppi isolati dal 2009 al 2012 In Italia ed in
Israele
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Grafico 4. Valori di MIC riscontrati nei ceppi isolati dal 2009 al 2012 in Austria
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Grafico 5. Valori di MIC riscontrati nei ceppi con sostituzione in posizione 80 con
Ile 0 Ala
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Grafico 6. Valori di MIC riscontrati nei ceppi con sostituzione in posizione 84 con
Asn, His o Tyr
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Abstract

Le infezioni da Polyomavirus sono state riscontrate in diverse specie di mammiferi tra cui
il cavallo, il bovino, il coniglio, i roditori e I’'uomo (Perez-Losada et al. 2006; Renshaw
etal. 2012; Wong and Xagoraraki, 2011; Groenewoud et al., 2010). Colpiscono inoltre i
volatili (Johne and Miiller, 2007). Al contrario di quanto accade nei mammiferi in cui le
infezioni vengono riscontrate in soggetti immunodepressi, nei volatili polyomavirus € in
grado di indurre in soggetti non immunocompromessi gravi quadri clinici, i cui aspetti
posso variare in funzione dello stipite virale coinvolto e della specie colpita.

Nei pappagalli, polyomavirus ¢ responsabile della BFD (Budgerigars Fledgling Disease)
(Bernier et al. 1981; Bozemann et al., 1981), grave patologia riscontrata inizialmente
nei pappagalli ondulati (Melopsittacus undulatus) in cui € ben nota, ma evidenziata
nel corso degli anni in numerose altre specie di psittacidi in tutto il mondo (Katoh
et al. 2010). Tale patologia ¢ caratterizzata da elevati tassi di mortalita nei giovani e
dall’insorgenza di anomalie distrofiche del piumaggio (Gerlach, 1994). Tra i volatili
di interesse zootecnico, polyomavirus (GHPV - Goose Hemorragic Polyomavirus) ¢
noto come 1’agente eziologico della HNEG (Hemorrhagic Nephritis and Enteritis of
Geese) (Guerin et al. 2000), malattia caratterizzata da improvvisa ed elevata mortalita
dei giovani, con riscontro in sede necroscopica di enterite e nefrite necrotica-emorragica
(Lacroux et al. 2004; Palya et al., 2004).

Polyomavirus ¢ stato identificato inoltre nella taccola e, tra i fringillidi, nel cardellino,
nel ciuffolotto e nel canarino.

In questo lavoro viene riportato un grave caso di infezione da polyomavirus in un
allevamento in cui venivano allevate specie diverse di volatili, tutte appartenenti alla
famiglia Estrildidae. In particolare, un’elevata mortalita dei novelli ¢ stata osservata in
un flock costituito da: 15 coppie di Diamante di Gould (Erythrura gouldiae), 15 coppie
di Diamante codarossa (Neochmia ruficauda), 5 coppie di Diamante di Tanimbar
(Erythrura tricolor), 2 coppie di Diamante guttato (Stagonopleura guttata), 2 coppie
di Diamante variopinto (Emblema picta), 2 coppie di Diamante codalunga (Poephila
acuticauda), 2 coppie di Diamante di Kittliz (Erythrura trichroa), 8 coppie di Diamante
pappagallo (Erythrura psittacea). Inoltre, erano presenti 50 coppie di Passeri del
Giappone (Lonchura striata domestica), utilizzate come balie per allevare i piccoli di
Diamante.

Durante un’intera stagione riproduttiva 120 nidiacei (88.8%) sono morti a circa 25 giorni
di eta, quando erano prossimi allo svezzamento, dopo aver manifestato negli ultimi 2-3
giorni di vita apatia, anoressia e, in alcuni casi, diarrea ricca di urati. La patologia ha
interessato inizialmente i Diamanti di Gould e solo nelle settimane successive le altre
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specie allevate. Nessun segno clinico ¢ stato evidenziato negli adulti di Diamante e nei
Passeri del Giappone. Il gruppo ¢ stato trattato in acqua da bere senza alcun esito con
amoxicillina/acido (500 mg/L) e successivamente con enrofloxacina (200 mg/L).

9 nidiacei (5 D. Gould, 2 D. guttati ¢ 2 D. variopinti), morti a distanza di almeno 7
giorni dai trattamenti antibiotici, sono stati utilizzati per le indagini diagnostiche. Alla
necroscopia, sono state osservate le seguenti lesioni: decolorazione del cuore e del fegato
(Figure 1a), aumento di volume della milza, deposito di urati a livello renale (Figure 1b
and 1c). Gli esami batteriologici a partire da fegato, milza, e sangue del cuore hanno
escluso un’infezione batterica. Analogamente, gli esami parassitologici dal contenuto
intestinale hanno escluso una parassitosi intestinale. Gli esami istologici effettuati su
sezioni di fegato di 4 soggetti diversi (2 D. Gould, 1 D. guttato e 1 D. variopinto) hanno
invece evidenziato la presenza di una elevata quantita di corpi inclusi intranucleari
di tipo Cowdry B (figure 2), indice in questa sede di una attivita replicativa di virus
a DNA. Pertanto, i campioni di fegato sono stati sottoposti a PCR per Circovirus e
Polyomavirus. Le indagini volte alla ricerca di Circovirus sono risultate costantemente
negative; al contrario le PCR per Polyomavirus hanno consentito di ottenere un
amplificato dell’ampiezza attesa (266 bp). Tale positivita ¢ stata confermata anche nei
campioni di milza e contenuto intestinale. Tre amplificati ottenuti da campioni di fegato
(rispettivamente di Diamante di Gould, di Diamante guttato e Diamante variopinto)
sono stati clonati e sequenziati. Le sequenze analizzate mediante BLAST sono
risultate tra loro identiche. Queste, inoltre, presentavano un’identita del 100% con la
sequenza di Finch Polyomavirus (GenBank accession number DQ192571) identificato
nel ciuffolotto (Pyrrhula pyrrhula griseiventris). Pertanto, il virus identificato ¢ stato
confermato come membro del genere Avipolyomavirus.

Quest’infezione tra gli Estrildidi era stata precedentemente segnalata solo una volta in
un Diamante di Gould adulto, affetto da tumore delle cellule del Sertoli (Rossi et al.
2003). Pertanto, questo caso rappresenta la prima segnalazione di infezione associata ad
elevata mortalita dei nidiacei in questa famiglia di volatili.

L’evoluzione del focolaio nel gruppo colpito ha mostrato similitudini con quanto riportato
in caso di BFD nei pappagalli. Analogamente a quanto osservato nel caso descritto, in
corso di BFD si osservano tassi di mortalita elevata e che possono raggiungere il 100%
dei giovani, mentre gli adulti non presentano alcuna sintomatologia apparente. Inoltre,
I’elevato accumulo di urati osservato nei nidiacei di Diamante esaminati richiama le
glomerulonefriti che si riscontrano in corso di BFD nei pappagalli (Phalen et al. 1996;
Gerlach et al. 1998).

In altre specie di volatili non psittacidi, ’infezione ¢ stata riscontrata in corso di
coinfezione da Salmonella spp. nella taccola (Corvus monedula) (Johne et al. 2006)
e da Mycobacterium genavense nel cardellino (Carduelis carduelis) (Manarolla et al.,
2007). In questi casi, pertanto, il potenziale di patogenicita del virus risulta poco chiaro.
Al contrario, polyomavirus ¢ stato associato ad elevata mortalita dei nidiacei osservata
per tre anni consecutivi in un flock di ciuffolotti (Pyrrula pyrrula griseiventris) (Johne
et al., 20006) e ad elevata mortalita dei novelli intorno ai 40 giorni di vita nel canarino
(Serinus canaria) (Halami et al., 2010).

Considerato il grave impatto che I’infezione pud avere in un gruppo colpito e la
mancanza di specifiche terapie, I’applicazione di corrette misure di profilassi diventa di
estrema importanza. Tuttavia il vaccino, non disponibile in Italia, ¢ registrato solo per
i pappagalli e non vi sono dati relativi alla sua efficacia in specie diverse. Pertanto, una
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misura efficace per ridurre il rischio di introduzione dell’infezione in un gruppo potrebbe
essere lo screening in PCR di tutti i soggetti di nuova introduzione e dei riproduttori,
considerando che gli adulti possono veicolare il virus asintomaticamente, eliminandolo
nel gruppo attraverso le feci, gli urati, i secreti e per via verticale.

Figura 1. Lesioni macroscopiche. la: decolorazione del fegato e del cuore. E’
presente solo il lobo destro del fegato in quanto il sinistro ¢ stato prelevato per le
indagini di laboratorio. 1b ¢ 1c: accumulo di urati nel parenchima renale.

Figura 2. Sezione istologica di fegato. Corpi inclusi intranucleari Cowdry B (In)
(frecce nere). Ematossilina-eosina. Ingrandimento 1000x.
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Summary

A total of 355 E. coli were analyzed to determine the phenotypic and genotypic (i.e.
class 1 and 2 integrons) antimicrobial resistance (AMR). Strains were tested by the
disk diffusion method according to CLSI (2006) standard against 21 antimicrobial
drugs belonging to 8 classes. Class 1 and class 2 integrons were detected by PCR
as described by Lévesque et al. (1995) and White (2001), slightly modified. Gene
cassettes content was characterized by DNA sequencing. Phenotypic AMR results
were: 90.4% of isolates resistant to tetracycline, followed by 85.9% to ampicillin,
80.6% to doxycycline, 80.3% to triple sulphonamides, 74.4% to nalidixic acid, 67%
to streptomycin, 63.9% to trimethoprim/sulfamethoxazole, 50.1% to cephalothin,
40.3% to chloramphenicol, 31% to enrofloxacin, 25.1% to amoxicillin/clavulanic
acid, 24.5% to norfloxacin, 23.9% to ciprofloxacin, 16.9% to kanamycin, 16.1%
to gentamicin, 15.2% to ceftiofur, 9% to cefotaxime, 5.1% to ceftazidime, 3.4% to
apramycin, 2.8% to colistin, and 1.4% to florfenicol. Both class 1 and class 2 integrons
were found: 36% of strains carried class 1 integrons, 9% class 2 integrons and 3.4%
both classes. Gene cassettes were mainly aadA, sat, dfr4A and their variants, alone
or in combination; whereas orfF’ and estX genes were more rarely detected. These
genes confer resistance to aminoglycosides (i.e. streptomycin, streptothricin, and
spectinomycin) and trimethoprim. AMR and integrons seems to be common among
E. coli from poultry. Integrons represent important contributors in the dissemination
of AMR.

INTRODUZIONE

L’antibiotico-resistenza ¢ il risultato di un complesso processo multifattoriale
supportato da una serie di elementi genetici mobili capaci di veicolare e trasferire
determinanti di resistenza. Il trasferimento orizzontale di materiale genetico tra
batteri ¢ un fenomeno particolarmente diffuso e piuttosto comune nell’ecologia
dei batteri, soprattutto nei gram-negativi (Stokes & Hall, 1989). Esistono diverse
strutture genetiche spesso tra loro correlate, in grado di promuovere 1’acquisizione
e il trasferimento tra batteri di cluster di geni di resistenza agli antimicrobici, in
particolare plasmidi, trasposoni e integroni (Carattoli, 2001).

Gli integroni sono strutture genetiche in grado di acquisire, integrare ed esprimere
geni contenuti in cassette mobili, definiti geni-cassetta. Ad oggi sono state
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descritte molte cassette geniche codificanti resistenze verso diversi antimicrobici,
in particolare aminoglicosidi, B-lattamici, trimethoprim e cloramfenicolo (Mazel,
2006). Queste strutture contengono tre componenti funzionali: i) il gene intl,
che codifica per un enzima, 1’integrasi, facente parte della famiglia delle tirosin-
ricombinasi sito-specifiche che catalizza 1’inserimento delle cassette geniche nel ii)
sito di ricombinazione attl, e iii) un promotore responsabile dell’espressione dei
geni-cassetta inseriti (Carattoli, 2001). In base alla sequenza del gene int/ codificante
per ’integrasi, si distinguono diverse classi di integroni, caratterizzate da differenze
sia da un punto di vista strutturale che funzionale. Tuttavia, le classi piu diffuse
e meglio caratterizzate sono le prime due e sembrano essere quelle maggiormente
coinvolte nella diffusione dell’antibiotico-resistenza tra batteri, sia gram-positivi, sia
gram-negativi (Carattoli, 2001; Mazel, 2006).

Lo scopo del presente studio ¢ di determinare i profili fenotipici e genotipici
di antibiotico-resistenza di ceppi di E. coli commensali (AFEC) e patogeni
(APEC) isolati da volatili d’allevamento, con particolare riguardo alla ricerca e
caratterizzazione degli integroni di classe 1 e 2.

MATERIALI E METODI

Ceppi batterici

L’indagine ¢ stata condotta su un totale di 355 ceppi di Escherichia coli, di cui 188
isolati da tacchini da carne (158 APEC e 30 AFEC), 110 da broiler (APEC) e 57 da
galline ovaiole (31 APEC e 26 AFEC) provenienti da allevamenti avicoli industriali
del Centro e Nord Italia, raccolti tra i1 2008 e i1 2012.

Determinazione dell antibiotico-resistenza fenotipica

La valutazione della sensibilita alle molecole antimicrobiche ¢ stata eseguita
utilizzando il metodo di diffusione in piastra di Kirby-Bauer (1966), secondo
la procedura raccomandata dal Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). Sono state testate 21 molecole antimicrobiche appartenenti a 8 classi:
aminoglicosidi (apramicina 15 pg, APR; kanamicina 30 pg, K; gentamicina 10
ug, GM; streptomicina 10 pg; STR); fluorochinoloni (acido nalidixico 30 pg, NA;
ciprofloxacina 5 pug, CIP; enrofloxacina 5 ng, ENR; norfloxacina 10 pg, NOR);
tetracicline (doxiciclina 30 pg, DO; tetraciclina 30 pg, TET); sulfamidici potenziati
(trisulfamidico 300 pg, S3; sulfametossazolo + trimethoprim 25 pg, SXT); fenicoli
(cloramfenicolo 30 pg, CAF; florfenicolo 30 pug, FFC); penicilline (ampicillina 10
ug, AM; amoxicillina + acido clavulanico 30 pg, AMC); cefalosporine (cefalotina
30 ug, CF; ceftiofur 30 ug, CFT; cefotaxime 30 pg, CTX; ceftazidime 30 ug, CAZ);
polimixine (colistina 10 pg, CT). I risultati sono stati interpretati secondo i criteri
stabiliti per le Enterobacteriaceae dal CLSI (CLSI, 2002, 2006, 2007) e dalla Sociéte
Francaise de Microbiologie (SFM, 2011), ad eccezione delle molecole APR ed ENO
la cui valutazione ¢ stata eseguita secondo i breakpoint forniti dalla ditta produttrice.
La qualita ¢ stata verificata utilizzando E. coli ATCC 25922 come controllo.

Estrazione del DNA

I campioni sono stati sottoposti a estrazione del DNA batterico utilizzando il kit
commerciale High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics
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Corporation, Marnes La Coquette, Francia), seguendo il protocollo indicato dalla
ditta produttrice.

Rilievo degli integroni di classe I e 2

I1 DNA di ogni campione ¢ stato sottoposto ad amplificazione della regione variabile
utilizzando 1 primer decritti rispettivamente da Lévesque et al. (1995) e White
(2001). Le reazioni di amplificazione sono state eseguite nel termociclatore 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Monza, Italia) in un volume finale di 50 pl.
L’amplificazione ¢ stata eseguita utilizzando la High Fidelity Taq DNA polymerase
(Applied Biosystems). La miscela di reazione era composta da 1X Buffer, 0.2 mM di
ciascun nucleotide trifosfato, 2 mM di MgSO,, 0,5 uM di ciascun primer, 1 U di HF
Platinum® Tag DNA polymerase e 100 ng di DNA estratto. Il profilo di amplificazione
prevedeva 40 ripetizioni del ciclo caratterizzato da una fase di denaturazione a 94°C
per 30 secondi, una fase di annealing a 55°C per 30 secondi ed una di estensione
a 68°C per 5 minuti, preceduto da una fase di attivazione dell’enzima a 94°C per 2
minuti e seguito da una post-estensione a 72°C per 5 minuti. A ogni reazione sono
stati aggiunti un controllo positivo e un bianco di reazione. I prodotti di PCR sono
stati separati mediante elettroforesi su gel di agarosio 1% (w/v) in Buffer TBE 1X
(Tris 90 mM, acido borico 90 mM, EDTA 2 mM, pH 8) con ’aggiunta di 0.1 pl/ml
(v/v) di SybrSafe™ TM DNA Gel Stain (Invitrogen, San Giuliano Milanese, Italia).
Le bande sono state visualizzate con il transilluminatore Gel Doc™ XR (BioRad,
Segrate, Italia) e, per verificare le dimensioni degli amplificati, ad ogni corsa
elettroforetica ¢ stato aggiunto il marcatore di peso molecolare DNA Ladder 100 bp
(Genespin, Milano, Italia).

Caratterizzazione dei geni cassetta

Prima di procedere al sequenziamento nucleotidico, i prodotti di PCR sono stati
purificati utilizzando il kit commerciale High Pure PCR Clean-up Micro Kit (Roche
Diagnostic Corporation) secondo le specifiche fornite dalla ditta produttrice e quindi
sottoposti a corsa elettroforetica. Gli amplificati purificati sono stati sequenziati in
entrambe le direzioni utilizzando il kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
v3.1 (Applied Biosystems) secondo il protocollo descritto dalla ditta produttrice e
gli stessi primer usati per I’amplificazione. I prodotti di reazione sono stati sottoposti
a elettroforesi capillare con lo strumento ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Gli elettroferogrammi delle sequenze ottenute sono stati letti
separatamente e poi assemblati al fine di ottenere una sequenza consenso. L’analisi
e I’assemblaggio dei cromatogrammi sono stati eseguiti utilizzando il software
ChromasPro, v1.42 (Technelysium Pty Ltd., Tewantin, Australia). E stata poi
eseguita una ricerca per similarita delle sequenze consenso con i dati disponibili in
Genbank utilizzando il programma BLAST. In questo modo ¢ stato possibile definire
le cassette geniche contenute nella regione variabile di ciascun integrone.

RISULTATI
Profili di antibiotico-resistenza

Le resistenze piu elevate sono state riscontrate nei confronti di tetracicline,
sulfamidici, chinoloni di prima generazione e di alcuni B-lattamici e aminoglicosidi
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(Tabella 1). Per quanto riguarda le tetracicline, il 90,4% dei ceppi ¢ risultato
resistente alla tetraciclina e 1’80,6% alla doxiciclina. Livelli di resistenza simili
sono stati riscontrati anche nei confronti dell’ampicillina (85,9%), del trisulfamidico
(80,3%) e dell’acido nalidixico (74,4%). Anche se piu contenute, sono state inoltre
evidenziate resistenze nei confronti della streptomicina (67%), del sulfametossazolo/
trimethoprim (63,9%), della cefalotina (50,1%), del cloramfenicolo (40,3%) e
dell’enrofloxacina (31%). Le sensibilita piu elevate sono state invece riscontrate
nei confronti del florfenicolo (91,8%) e della colistina (90,1%), della maggior
parte degli aminoglicosidi (ad eccezione della streptomicina) dove percentuali di
ceppi del 49,6%, 80,3% e 96,1% hanno mostrato sensibilita alla kanamicina, alla
gentamicina e all’apramicina, alle cefalosporine ceftazidime (91,5%), cefotaxime
(77,2%) e ceftiofur (62,5%) e alla combinazione dell’amoxicillina con I’acido
clavulanico (60,8%). Per quanto riguarda i chinoloni, invece, i livelli piu elevati di
sensibilita sono stati evidenziati nei confronti delle molecole di seconda generazione
norfloxacina (69,9%) e ciprofloxacina (62%).

Presenza e caratterizzazione degli integroni di classe I e di classe 2

11 36% dei campioni (128/355 ceppi) ¢ risultato positivo agli integroni di classe 1,
mentre il 9% (32/355 ceppi) alla classe 2. Di questi, 12 (3,4%) erano positivi ad
entrambe le classi (Tabella 2). Le dimensioni delle regioni variabili erano comprese
tra poche centinaia di basi (500-600 pb) e 2000 pb e le cassette geniche riscontrate piu
di frequente erano aadA, sat, dfr4 e loro varianti, singole o in combinazione tra loro,
codificanti rispettivamente per gli enzimi dihydrofolate-reductase, aminoglycoside
3’ adenyltransferase e streptothricin acetyltransferase responsabili della resistenza
ad alcuni aminoglicosidi (streptomicina, spectinomicina e streptotricina) e al
trimethoprim. Oltre a questi geni, sono state riscontrate, seppur in un numero
limitato di ceppi, anche le cassette orfF ed estX codificanti per ipotetiche proteine
la cui funzione tuttavia non ¢ ancora conosciuta. E inoltre importante ricordare che
gli integroni di classe 1 in quanto tali, presentano nella propria regione conservata
CS3’ il gene sull codificante per I’enzima dihydropteroate-synthase che conferisce
resistenza ai sulfamidici, il gene gacEDI responsabile della resistenza ai composti
dell’ammonio quaternario ¢ un Open Reading Frame (ORFS) la cui funzione ¢
tuttavia ancora sconosciuta.

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Il fenomeno dell’antibiotico-resistenza rappresenta un problema per la sanita
pubblica e la sua diffusione ¢ attribuita principalmente alla capacita dei batteri di
scambiarsi orizzontalmente materiale genetico attraverso plasmidi, spesso associati
agli integroni (Sunde & Norstrom, 2006).

Questo studio ¢ nato con I’obiettivo di definire i profili fenotipici e genotipici di
antibiotico-resistenza, in particolare la presenza e la caratterizzazione degli integroni
diclasse 1 e 2 in E. coli isolati da volatili domestici campionati in Italia tra il 2008 e il
2012. La presenza degli integroni di classe 1 e 2 ¢ stata riscontrata sia in ceppi AFEC,
sia APEC isolati da tutte le specie avicole considerate, ad esclusione dei ceppi APEC
delle galline ovaiole che sono risultati tutti negativi agli integroni di classe 2. Gli
integroni di classe 1 sono stati riscontrati con una frequenza maggiore negli AFEC
isolati dai tacchini da carne (63,3%), mentre gli integroni di classe 2 negli AFEC
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isolati dalle galline ovaiole (34,7%). Il rilievo della presenza di integroni in un numero
elevato di ceppi APEC e AFEC ¢ in accordo con quanto riscontrato in letteratura.
Diversi Autori, infatti, riportano la presenza di queste strutture, in percentuali variabili
a seconda dell’origine anche geografica, sia in ceppi commensali che patogeni isolati
sia in allevamento che da prodotti carnei di origine avicola (Bass ef al., 1999; Lanz et
al., 2003; Yang et al., 2004; Sunde & Norstrom, 2006; Kim et al., 2007; Smith et al.,
2007; Machado et al., 2008; Khaitsa et al., 2008; Trobos et al., 2008; Zhang et al.,
2009; Jouini et al., 2009). Anche la minor presenza di integroni di classe 2 rispetto a
quelli di classe 1 ¢ in linea con quanto riportato in letteratura. Infatti, queste strutture si
riscontrano meno frequentemente rispetto agli integroni di classe 1 e solo pochi Autori
riportano di ceppi positivi ad entrambe le classi (Fluit & Schmitz, 2004).

Per quanto riguarda gli integroni di classe 1 presenti nel corredo genetico dei
ceppi AFEC isolati dai tacchini da carne e dalle galline ovaiole, le cassette geniche
riscontrate con frequenza maggiore sono state le combinazioni dei geni aadA e dfrA
(nelle varianti alleliche dfrA1-aadAl e dfrA12-aadA2), seguite da dfiA12-orfF-aadA2
e singolarmente i geni dfr'47 e sat. Questi geni, ad eccezione di orfF la cui funzione non
¢ ancora nota, codificano per enzimi responsabili della resistenza alla streptomicina,
spectinomicina, streptotricina e al trimethoprim. Anche gli integroni di classe 2 hanno
presentato cassette geniche tra le piu frequentemente riscontrate in letteratura, vale a
dire sat2, aadAl e dfrAl.

Analogamente ai ceppi AFEC, la maggior parte degli integroni di classe 1 presenti nei
ceppi di APEC isolati da tacchini e broiler hanno presentato la combinazione genica
dfrA-aadA nelle varianti dfrA1-aadAl, aadA5-dfrA17 e aadA2-dfrA12, seguita dalla
cassetta genica aadA (aadAl, aadA2, aadAS5 e aadAl3). Sei ceppi isolati da broiler e
tacchini hanno invece presentato nella regione variabile dell’integrone il gene sat da
solo o in combinazione con aadAl. Meno frequenti sono risultate le combinazioni
estX-aadAl e dfrA12-orfF-aadA2. Nelle galline ovaiole, invece, era prevalente il gene
estX. Questo riscontro ¢ interessante, in quanto questo gene € stato spesso correlato
agli integroni di classe 2, mentre solo raramente ¢ stato associato a quelli di classe 1.
Questo gene codifica per un’ipotetica esterasi o idrolasi la cui funzione non ¢ ancora
conosciuta. Tuttavia, dalla letteratura sembra esista una somiglianza con il gene sat
responsabile della resistenza alla streptotricina (Partridge, 2005). Per quanto riguarda
gli integroni di classe 2, le cassette geniche riscontrate sono state varie combinazioni
dei geni dfrAl, sat2 e aadAl. La presenza di un numero limitato di cassette geniche ¢
in accordo con quanto riportato nella maggior parte degli articoli presenti in letteratura.
Infatti, nonostante ad oggi siano state descritte in queste strutture moltissime cassette
in grado di conferire resistenza a quasi tutte le classi di antimicrobici, i geni che si
riscontrano piu frequentemente negli integroni di classe 1 e 2 sono dfid e aadA e
sat, soprattutto per quanto concerne gli integroni di classe 2. Il numero ¢ la tipologia
delle cassette geniche riscontrate in queste strutture infatti € particolarmente limitata
a causa di una ridotta capacita dell’integrasi di promuovere la loro inserzione nel sito
di ricombinazione (Mazel, 2006).

In conclusione, questo studio fornisce un importante contributo in merito alla
diffusione degli integroni in ceppi di E. coli isolati da avicoli domestici. Tuttavia,
sono necessarie ulteriori indagini al fine di chiarire se queste specie avicole
possono fungere da reservoir di determinanti genetici di antibiotico-resistenza e
trasmetterli all’uomo.
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€91

Classe Principio attivo Broiler Tacchino Gallina ovaiola Totale
S I R S 1 R S I R S I R
Aminoglicosidi ~ Apramicina 15 pg 955 0 45 957 1,1 32 95 18 1,8 9,1 06 34
Gentamicina 10 ug 736 82 182 803 16 181 930 18 53 803 37 16l
Streptomicina 10 pg 145 227 627 112 11,7 770 281 31,6 404 49 18 067
Kanamicina 30 pg 436 20 20 473 362 165 684 193 123 496 335 169
Cefalosporine  Cefalotina 30 pg 19,1 21,8 59,1 17,6 34 484 263 333 404 194 304 50,1
Cefotaxime 30 pg 664 20 136 851 74 74 719 228 53 625 223 152
Ceftiofur 30 pg 564 255 182 654 207 138 667 211 123 772 138 9
Ceftazidime 30 pg 873 73 55 952 16 32 877 18 105 L5 34 5l
Penicilline Ampicillina 10 pug 182 2,7 791 43 1,1 947 211 105 684 11 31 859
Amoxicillina + 736 164 10 463 144 394 844 88 7.0 008 AL 2
Acido Clavulanico 30 pg ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ >
Chinoloni e Acido nalidixico 30 pg 20 1,8 782 239 1,6 745 298 3,5 66,7 237 20 744
Fluorochinoloni  Enrofloxacina 5 pug 245 21,8 536 404 436 16 526 105 368 375 315 3l
Ciprofloxacina 5 pg 51,8 9,1 391 67,6 197 128 632 53 316 62 141 239
Norfloxacina 10 pg 536 82 382 803 48 149 66,7 35 298 099 56 245
Sulfamidici 5 ULametossazolo 364 0 636 293 L1 697 509 35 dse o oL >
+Trimethoprim 25 pg
Triplo-sulfamidico 300 ug 2,7 0,9 764 133 43 824 140 35 85 166 3.1 803
Tetracicline Tetraciclina 30 pg 127 0 873 37 16 947 88 0o 912 &7 08 9.4
Doxiciclina 30 pg 145 10 755 43 10,1 856 70 175 754 87 107 806
Fenicoli Cloramfenicolo 30 pg 445 45 509 66 32 309 386 88 526 549 48 403
Florfenicolo 30 pg 927 73 0 89 74 27 95 35 o OJL8 68 14
Polimixine Colistina 10 pg 855 91 55 926 69 05 8,0 88 53 9,1 7 28

Tabella 1. Percentuali di ceppi di E. coli risultati sensibili (S), intermedi (I) e resistenti (R) alle molecole antimicrobiche
testate, isolati da broiler, tacchini e galline ovaiole.



Tabella 2. Presenza di integroni di classe 1 e 2 e cassette geniche dei ceppi di E. coli isolati da tacchini, broiler e galline ovaiole.

Specie

Ceppi E. coli

Integroni classe 1

Integroni classe 2

Integroni classe 1 e 2

Cassette geniche

NO

%

NO

%

NO

%

Intl

Int2

Tacchini

158 APEC

48/188

30,4

14/188

8,9

3/188

aadAl (19/48)
aadA13 (1/48)
dfrAl, aadAl (25/48)
dfrA12, aadA2 (2/48)
estX, aadAl (1/48)

dfrAl, aadAl (5/14)
sat2, aadAl (1/14)
dfrAl, sat2, aadAl (8/14)

30 AFEC

19/30

63,3

2/30

6,7

1/30

33

dfrA7 (1/19)

sat (parziale) (1/19)

dfrAl, aadAl (11/19)

dfrA12, aadA2 (1/19)

dfrA12, orfF (parziale) (1/19)
dfrA12, aadA2, orfF (parziale) (3/19)
dfrA12, aadA2, orfF (1/19)

sat2, aadAl (2/2)

188 Totale

67/188

35,6

16/188

8,5

4/188

2,1

Broiler

110 APEC

43/110

39

7/100

6,4

4/110

3,6

aadAl (13/43)
aadA2 (1/43)

aadAS5 (1/43)

dfrA7 (1/43)

sat (2/43)

sat (parziale) (2/43)
dfrAl, aadAl (19/43)
dfrA17, aadA5 (1/43)
estX, aadAl (1/43)
sat2, aadAl (1/43)
dfrA12, orfF, aadA2 (1/43)

dfrAl, aadAl (6/7)
dfrAl, sat2, aadAl (1/7)

Galline
ovaiole

31 APEC

11/31

35,5

0/31

0/31

aadAl (2/11)
estX (8/11)
dfrAl, aadAl (1/11)

26 AFEC

6/26

23

9/26

34,7

4/26

15,4

aadAl (3/6)
dfiAl, aadAl (3/6)

sat2, aadAl (5/9)
dfrdl, sat2, aadAl (4/9)

57 Totale

17/57

29,8

9/57

15,8

4/57

Totale

355

128

36

32

12

34
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Summary

Matrix-assisted laser desorption ionization-time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF-MS) has emerged as a new, fast and reliable tool for bacterial
identification. In the present study this proteomics-based method has been applied
for the identification of bacterial pathogens of relevant interest for poultry. Strains
of Escherichia coli (n=10), Salmonella gallinarum (n=10), Salmonella pullorum
(n=2), Ornithobacterium rhinotracheale (n=12), Riemerella anatipestifer (n=4),
Clostridium perfringens (n=10), Clostridium septicum (n=10), Eneterococcus
cecorum (n=10), Pasteurella multocida (n=5), Gallibacterium anatis (n=10),
Mycoplasma gallisepticum (n=10), Mycoplasma synoviae (n=13) and Mycoplasma
iowae (n=9) routinely isolated from Italian poultry flocks and identified by
conventional techniques (biochemical or biomolecular methods) were tested by
MALDI TOF MS technology. Three different protein extraction methods were used
and the achieved protein fingerprint signatures were matched with spectra included
in the database provided by the instrument supplier. All strains belonging to C.
speticum, C. perfringens, E coli, P. multocida, R. antipestifer and O. rhinotracheale
species were correctly identified with score *2.0. Salmonella species were correctly
identified only at genera level. Misidentification or not reliable identification
for some E. cecorum, G. anatis and Mycoplasma spp were observed. Failure on
obtaining a good identification for above mentioned strains are attributable to
the absence of adequate reference spectra in the MALDI Biotyper database. In
conclusion, MALDI-TOF is a valid tool for identification of pathogens of poultry
interest even if, for some species (e.g. Mycoplasma spp) further extension of
the instrument database and optimization of extraction protocols should to be
implemented.

INTRODUZIONE

La spettrometria di massa basata sulla tecnica MALDI-TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption Ionization-Time Of Flight) ¢ stata recentemente introdotta nei
laboratori di diagnostica microbiologoca e si ¢ dimostrata un valido e veloce
strumento per 1’identificazione batterica. Numerosi studi in campo umano hanno
infatti dimostrato come questa tecnica possa efficacemente sostituire i test
fenotipici classici per 1’identificazione della maggior parte dei patogeni batterici
routinariamente isolati dai campioni clinici (7-4).

Il principio su cui si basa la tecnologia MALDI-TOF ¢ la possibilita di separare
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una miscela di ioni in funzione del loro rapporto massa/carica (m/z). Il campione
opportunamente trattato viene irradiato con un laser pulsato che ne permette
il desorbimento e la ionizzazione, gli ioni cosi prodotti vengono accelerati
grazie all’esposizione ad un campo elettrico e separati in base alla loro m/z
attraverso la corsa lungo un tubo di volo posto sottovuoto (5). Nel caso specifico
dell’identificazione batterica, il materiale di partenza ¢ un estratto proteico del
microorganismo mescolato con un’idonea matrice che ne favorisce la ionizzazione.
Il risultato della corsa € costituito da uno spettro proteico che risulta differente tra
microorganismi appartenenti a diverse specie e nel quale vengono riportati i valori
m/z di tutte le proteine ionizzate. Il passaggio finale che porta all’identificazione ¢ la
comparazione di questi fingerprints proteici con un database di spettri di referenza
mediante 1’uso di specifici algoritmi i quali generano una lista di possibili specie di
appartenenza con un valore indicante I’affidabilita di ciascun abbinamento (1, 6).
Numerosi studi hanno valutato e messo in luce 1’utilita e I’affidabilita della
spettrometria di massa in ambito umano ma i dati sono ancora mancanti per quanto
riguarda 1’applicazione in campo veterinario (/-4, 7, 8). Lo scopo di questo lavoro
preliminare ¢ stato quindi quello di valutarne 1’applicazione per 1’identificazione
di specie batteriche clinicamente rilevanti per il pollame.

MATERIALI E METODI

Ceppi. Sono stati inclusi nello studio un totale di 120 ceppi appartenenti alle
seguenti specie: Escherichia coli (n=10), Salmonella gallinarum (n=10),
Salmonella pullorum (n=2), Ornithobacterium rhinotracheale (n=12), Riemerella
anatipestifer (n=4), Clostridium perfringens (n=10), Clostridium septicum (n=10),
Enterococcus cecorum (n=10), Pasteurella multocida (n=5), Gallibacterium
anatis (n=10), Mycoplasma gallisepticum (n=10), Mycoplasma synoviae (n=13),
Mycoplasma lowae (n=9) e Mycoplasma melagridis (n=3). Tutti i ceppi sono stati
identificati mediante test biochimici convenzionali e/o mediante test biomolecolari
e coltivati in opportuni terreni e adeguate condizioni di crescita.

Preparazione del campione. Tutti 1 campioni sono stati analizzati in due
repliche. Per valutare 1’influenza del tipo di estrazione sul numero e 1’affidabilita
dell’identificazione tutti i microorganismo ad eccezione dei micoplasmi, sono stati
sottoposti ad analisi diretta, estrazione “in situ” con etanolo e acido formico al
70% e ad estrazione completa con etanolo, acido formico al 70% e acetonitrile.
Data la difficolta ad ottenere una quantita adeguata di pellet batterico i micoplasmi
sono stati sottoposti solo ad estrazione classica a partire da una brodocoltura.

Identificazione mediante MALDI-TOF MS. L’identificazione ¢ stata effettuata
utilizzando lo strumento Microflex LT (Maldi Biotyper, Bruker Daltonics)
equipaggiato con il software FlexControl (versione 3.3, Bruker Daltonics).
Gli spettri sono stati acquisiti automaticamente in linear positive mode con un
range da 2 a 20 kDa. Per la ionizzazione del campione ¢ stata utilizzata come
matrice una soluzione satura di HCCA (Alpha-Cyano-4-hydroxycinnamic Acid,
Bruker Daltonics) in 50% di aceto nitrile e 2,5% di acido trifluoroacetico come
da indicazioni del produttore. L’analisi automatica degli spettri grezzi ¢ stata
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eseguita con il software MALDI Biotyper RT Classification (versione 3.1, Bruker
Daltonics) utilizzando una libreria di 4613 spettri di referenza. In accordo con i
criteri proposti dalla ditta produttrice 1’identificazione ¢ stata considerata valida a
livello di specie per scores x32,0, a livello di genere per scores 1,7< x <2 mentre
non ¢ stata considerata affidabile per valori di scores x<1,7.

Implementazione del database con ceppi di campo e referenza di Mycoplasma spp.
Per I’implementazione del database ciascun ceppo ¢ stato estratto con procedura
classica e i campioni sono stati analizzati in 12 replice. Gli spettri ottenuti sono
stati ispezionati e quelli considerati outlier sono stati eliminati. Gli spettri rimanenti
sono stati analizzati mediante il software MALDI Biotyper 3 (versione 3.1, Bruker
Daltonics) e inseriti nel database come MSPs (Main Spectra).

RISULTATI

Degli 83 microorganismi testati con tutti e tre i metodi di estrazione 11/83
(13.25%), 4/83 (4.8%) e 2/83 (2.4%) ceppi hanno dato rispettivamente dopo
analisi diretta, estrazione “ in situ” e estrazione completa scores x<1,7 e quindi
identificazioni non affidabili sia a livello di genere che di specie. Lo strumento ha
restituito identificazioni con scores x32.0 in 65/83 ceppi (78.31%) non sottoposti
ad estrazione, in 74/83 (89.1%) dei campioni estratti con metodica “in situ” e in
78/83 (94%) dei ceppi con estrazione completa. Il numero di ceppi con score 1.7<
x <2 (identificazione di genere) ¢ risultato invece essere di 9/83 (10.8%), 5/83
(6%) e 3/83 (3,6%) rispettivamente per 1’analisi diretta, ’estrazione “in situ” e
I’estrazione etanolica (Tabella 1). Da questi dati ¢ emerso quindi che I’estrazione
classica seppur piu laboriosa e lunga, consente 1’identificazione di un maggior
numero di specie con risultati migliori anche in termini di ripetibilita.

Per quanto riguarda le singole specie prese in considerazione, tutti i C. speticum,
C. perfringens, E coli, P. multocida, R. antipestifer ¢ O. rhinotracheale hanno dato
una corretta identificazione di specie con scores x32. 9/10 E. cecorum sono stati
correttamente identificati a livello di specie (score x>2) mentre il restante ceppo
solo a livello di genere. Sono state identificate a livello di genere con score x*2
anche tutte le Salmonella spp. 2/10 G. anatis hanno dato un’identificazione non
affidabile, 1/10 un’identificazione con score 1.7<x<2 mentre i restanti 7 ceppi sono
stati correttamente identificati.

Per quanto riguarda i micoplasmi, identificazioni con score x32 sono state ottenute
solo per 6/37 (16,21%) campioni. M. synoviae, M. lowae e M. melagridis hanno
sempre restituito identificazioni inaffidabili con score intorno a 1 ma tale dato
trova riscontro nel fatto che nessun microorganismo appartenente a queste specie
¢ presente nel database dello strumento. Dei 12 M. gallisepticum analizzati solo
5 (41.6%) sono stati correttamente identificati, 6 (50%) sono stati erroneamente
classificati come M. ovipneumoniae ¢ 1 (8.3%) non ha presentato appaiamenti
significativi con nessuno dei batteri presenti nel database (Tabella 1).
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Score

Specie n° %D
<1,7 1.7<x<2 22 corretta
Enterococcus cecorum 10 / 1 (10%) 9 (90%) 100%
Clostridium septicum 10 / / 10 (100%) 100%
Clostridium perfringens 10 / / 10 (100%) 100%
Escherichia coli 10 / / 10 (100%) 100%
Salmonella gallinarum 10 / / 10 (100%)  100% genere
Salmonella pullorum 2 / / 2 (100%) 100% genere
Pasteurella multocida 5 / / 5 (100%) 100%
Riemerella anatipestifer 4 / / 4 (100%) 100%
Ornitobacterium
rhinotracheale 12 / / 12 (100%) 100%
Gallibacterium anatis 10 2(20%) 2 (20%) 6 (60%) 80%
Mycoplasma synoviae 13 13 (100%) / / 0%
Mycoplasma gallisepticum 12 1(8,3%) 5 (41,6%) 6 (50%) 41.6%
Mycoplasma iowae 9 9(100%) / / 0%
Mycoplasma melagridis 3 3(100%) / / 0%

Tabellal. Specie e numero di ceppi analizzati. Valori di score ottenuti e percentuale
di identificazione corretta dopo confronto con gli spettri di riferimento inclusi nel

database dello strumento.

Tutti i Mycoplasmi spp indicati in tabella 1 e comprendenti sia ceppi di riferimento che
di campo, sono stati quindi nuovamente analizzati e utilizzati per I’implementazione
del database dello strumento e I’affidabilita e 1’utilita dell’implementazione e stata
valutata analizzando in doppio cieco 8 ceppi di campo due per ogni specie presa in
considerazione. Utilizzando il database implementato tutti i microorganismi sono
stati correttamente identificati con scores x32.4 (Tabella 2).

Specie ° Database Bruker Database implementato

(scores, mediatdev.st) (scores, mediatdev.st)
Mycoplasma synoviae 2 1,25+0,08 2,58+0,04
Mycoplasma gallisepticum 2 1,33+0,03 2,73+0,05
Mycoplasma iowae 2 1,47+0,26 2,5940,03
Mycoplasma melagridis 2 1,28+0,09 2,40+0,07

Tabella 2. Risultati ottenuti per 8 ceppi di campo di Mycoplasma spp utilizzando il
database Bruker e il database implementato con i ceppi di campo.
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DISCUSSIONE

L’identificazione batterica nei laboratori di microbiologia clinica ¢ classicamente
basata sull’esecuzione di test fenotipici e/o biochimici spesso laboriosi, time-cosuming
e alcune volte difficilmente interpretabili e che quindi portano frequentemente a
risultati imprecisi. Alternativamente ai metodi fenotipi, negli ultimi anni sono stati
sviluppati e sempre piu utilizzati anche metodi di biologia molecolare basati sulla
PCR o sul sequenziamento. Queste metodiche possiedono sicuramente un maggior
potere discriminante rispetto ai metodi classici d’identificazione e hanno permesso di
ridurre notevolmente i tempi di risposta sono pero piu costose e richiedono personale
con specifiche competenze. La tecnologia MALDI-TOF ¢ stata largamente utilizzata
in passato come strumento di ricerca per 1’analisi di proteine e solo recentemente
¢ stata applicata alla microbiologia clinica. Comparata con i metodi fenotipici
convenzionali o con quelli biomolecolari questa tecnica risulta essere molto piu
rapida, caratterizzata da alto throughput e da un costo ridotto dei reagenti. Numerosi
lavori pubblicati negli ultimi anni allo scopo di valutare I’efficienza e affidabilita
di questa metodica in campo umano hanno evidenziato una corretta identificazione
in piu del 85% delle specie considerate (/-4, 7, &). In questo studio, escludendo
1 microorganismi appartenenti al genere Mycoplasma che non sono contenuti nel
database dello strumento, e considerando solo 1 risultati ottenuti con estrazione
etanolica la percentuale di corretta identificazione a livello di specie con score x32
¢ risultata superiore al 93% e quindi perfettamente in linea con i dati riportati in
letteratura. Nessun problema di identificazione ¢ stato infatti riscontrato per C.
speticum, C. perfringens, E coli, P. multocida, R. antipestifer e O. rhinotracheale.
Alcuni problemi di identificazione sono stati riscontrati invece per E. cecorume e G.
anatis e tale insuccesso puo essere spiegato dal numero ridotto di spettri di referenza
contenuti nel database dello strumento, rispettivamente 4 per E. cecorum ¢ 2 per G.
anatis. Per quanto concerne i micoplasmi, delle 4 specie prese in considerazione 3 (M.
iowae, M. synoviae e M. melagridis) non erano incluse nel database e per tale motivo
nessuno dei microorganismi ¢ stato identificato né a livello di specie né di genere.
Nel database erano invece presenti due ceppi di riferimento di M. gallisepticum
ma nonostante cio una corretta identificazione ¢ stata ottenuta solo in 6 dei 13
ceppi; dei restanti M. gallisepticum, 6 sono stanti erroneamente identificati come
M. ovipneumoniae (scores compresi tra 1,750 e 2.4) mentre un ceppo non ha dato
alcun appaiamento significativo con nessuno dei ceppi presenti nel database. I ceppi
di campo analizzati sono stati quindi utilizzati per I’implementazione del database
dello strumento e una prova a doppio cieco con 8 ceppi di campo ha successivamente
dimostrato che la mancanza o I’errata identificazione era ascrivibile alla mancanza di
adeguati spettri di referenza.

CONCLUSIONI

I nostri risultati dimostrato che lo strumento MALDI Biotyper (Bruker Daltonics)
¢ in grado di sostituire efficacemente i convenzionali metodi di identificazione dei
patogeni aviari riducendo notevolmente il costo ¢ il tempo di risposta. Tuttavia,
quanto evidenziato per i microorganismi appartenenti al genere Mycoplasma,
sottolinea come per alcune specie sia necessaria I’implementazione del database sia
con ceppi di referenza che di campo e 1’ottimizzazione del protocollo di estrazione.
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ABSTRACT

Avian Leukosis-Sarcoma (ALS) Complex includes a variety of transmissible tumors of
birds, caused by Retroviridae.. Lymphoid leukosis is the most common form of the dis-
ease, but in recent years myelocytomatosis and myeloblastosis have been increasingly
reported in heavy breeders, in commercial hens, and more rarely, in broiler chickens.
This paper reports on neoplastic lesions, occurred spontaneously in broilers between
40-50 days on two consecutive productive cycles. The histological study revealed neo-
plastic cells with pleomorphism, irregularly distributed with atypical mitotic figures,
containing eosinophilic granulations, typical features of the myeloid lineage. The early
presence of these tumors in chickens from the same breeding supports the hypothesis
of vertical transmission, typical of Retroviruses infections. Future immunohistochemi-
cal examinations should contribute definitely to the etiology of the disease.

INTRODUZIONE

Il Complesso Leucosi-Sarcoma Aviare (ALS) comprende una varieta di tumori tra-
smissibili a carattere benigno e maligno dei volatili, causati da membri appartenenti
alla famiglia Retroviridae (Fenton et al., 2005). La leucosi linfoide in questo ambito ¢
una delle forme di piu frequente riscontro, sebbene negli ultimi anni siano aumentate
le segnalazioni inerenti a forme di mielocitomatosi e mieloblastosi in riproduttori pe-
santi (Bagust et al., 2004; Thapa et al., 2004; Venugopal, 1999), in galline commerciali
(Xu et al., 2004; Cheng et al., 2005) e, sebbene piu raramente in polli broiler (Fadly
e Smith,1999; Wang e Juan, 2002; Thapa et al., 2004; Fenton et al., 2005). Dei nu-
merosi sottogruppi virali ALS, ALV- J, segnalato la prima volta in Inghilterra (Payne
et al., 1991), ¢ ritenuto il principale responsabile della comparsa di forme di leucosi
mieloide e mielocitomatosi. In questa sede vengono descritti casi di leucosi mieloide,
verificatisi spontaneamente in campo in 2 cicli successivi di broiler di eta compresa
tra 1 40-50 giorni.

MATERIALI E METODI

Descrizione del caso

1 32 soggetti, esaminati in ambedue i casi, di etd compresa tra i 40-50 gg appartene-
vano alla linea Ross 708. La mortalita giornaliera del ciclo era di poco superiore alla
norma oscillando, dopo i 30 giorni, intorno all’1,5 per 1000 e imputabile per lo piu a
Sindrome Ascite/Ipertensione Polmonare (SA/IP), I volatili sono stati sottoposti ad
esame anatomo-patologico e quindi si ¢ proceduto a fissare in formalina al 10% parti
di fegato e di milza per I’esecuzione di esami istologici.
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Fig.1 .Pollo. Notevole aumento di volume del fegato, con margini debordanti oltre
la cavita addominale

Fig.2 .Pollo. Aumento di volume della milza a confronto con altre milze di dimensioni
normali (in alto).

RISULTATI

La maggior parte dei soggetti ha presentato SA/IP con raccolte di liquido a livello della
cavita addominale e del cuore ed iperemia da stasi a carico dei vari visceri. In alcuni
casi si sono osservate pericardite e periepatite fibrinosa, imputabili all’azione di E. coli.
In 8 soggetti, 3 femmine e 5 maschi, era presente un aumento uniforme del volume del
fegato, che debordava dalla parete addominale (fig.1). La colorazione conferiva all’or-
gano un aspetto marezzato per la presenza diffusa di focolai di infiltrazione biancastra.
La milza mostrava le medesime alterazioni, seppure in maniera piu lieve (fig.2). L’os-
servazione istologica ha permesso di rilevare nel fegato un’abnorme proliferazione di
cellule a vari stadi di maturazione, talvolta in mitosi, con presenza di granuli a carattere
eosinofilo riportabili per lo piu ad elementi della serie mieloide (figgs.3, 4). Gli infil-
trati, di varie dimensioni, seppure localizzati in prevalenza negli spazi perivascolari
(fig.3), talvolta erano diffusi al parenchima epatico, determinandone una disorganizza-
zione dell’architettura tessutale. In un caso la lesione infiltrativa era associata a iperpla-
sia duttale (fig.3). Nella milza gli aggregati, sovrapponibili morfologicamente a quelli
descritti in sede epatica, erano frequentemente localizzati a carico della polpa rossa.
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DISCUSSIONE

ALV-J ¢ il sottogruppo virale del Complesso Leucosi/ Sarcoma ritenuto responsa-
bile della Leucosi mieloide, sebbene sia stato associato a varie forme neoplastiche,
come il nefroblastoma, I’emangioma e il sarcoma istiocitario (Payne et al., 1991;
Payne et al., 1992a; Arshad et al., 1997) Tale virus viene inoltre collegato a forme
di immunodepressione e scarso incremento ponderale (Stedman and Brown, 1999).
Le caratteristiche della forma neoplastica sono comunque influenzate dall’eta, dalla
presenza di stress ambientali, dalla genetica dell’ospite, dalla concomitante presenza
di agenti immunodepressivi e da trattamenti vaccinali (Venugopal, 1999; Fenton et
al., 2005). In precedenza le perdite economiche causate da ALV-J nel pollo da carne
non sono state considerate, dati i tempi precoci di macellazione del broiler, che non
consentono il manifestarsi di forme neoplastiche evidenti, che richiedono un tempo
minimo di almeno 7 settimane (Payne et al., 1992a). A partire dal 1999 la presenza
di lesioni neoplastiche riportabili a Leucosi mieloide nel pollo da carne in eta pre-
coce si ¢ fatta piu frequente (Fadly e Smith,1999; Wang e Juan, 2002; Thapa et a!.,
2004; Fenton et al., 2005). Nel nostro caso le cellule mieloidi descritte nelle lesioni
neoplastiche, simili a quelle descritte da altri Autori (Payne et al., 1992a; Mansan et
al., 2006) sono indicative di presenza di una leucosi a carattere mieloide, che come ¢
noto in campo avicolo ¢ inquadrata nell’ambito delle Retrovirosi Aviarie. Va inoltre
ricordato che la presenza di mielociti immaturi ricchi di granuli eosinofili riportata
da Fadly e Smith (1999) viene considerata una caratteristica peculiare di forme di
Leucosi mieloide.. Le alterazioni sia a livello macroscopico che istologico sono state
osservate in 2 cicli successivi della medesima linea (Ross 708) e alla stessa eta. Il fat-
to che i soggetti colpiti provenivano dagli stessi riproduttori avvalora I’ ipotesi di una
possibile trasmissione verticale del retrovirus, che, nel caso di ceppi particolarmente
virulenti, ¢ in grado di produrre lesioni in tempi brevi; infatti, solo alcuni isolati di
ALV-] possono causare forme neoplastiche in poche settimane in seguito ad infezio-
ne embrionale o alla schiusa per trasduzione di oncogeni virali (Venugopal, 1999);
in particolare i ceppi HPRS-103, largamente diffuso, e ADOL-Hcl, la cui presenza
invece sembra limitata agli Stati Uniti (Fadly e Smith, 1999). Nel nostro caso non ¢
stato possibile eseguire indagini nei gruppi di riproduttori perché trovandosi a fine
carriera i soggetti erano gia stati macellati. Il tentativo, effettuato in un caso, di evi-
denziare il genoma tramite RT-PCR utilizzata a partire dalle parti fissate in formalina
ha dato esito negativo. Questo risultato non sorprende in quanto € noto che i fissativi
cross-linkanti (come le aldeidi) danneggiano la qualita del RNA e la quantita estratta
resta al disotto dei limiti di sensibilita del test (Ferrari et al., 2004).

CONCLUSIONI

I reperti macroscopici associati a quelli istologici sono indicativi di una forma neo-
plastica riportabile a Leucosi Mieloide, per le caratteristiche dell’infiltrato, costituito in
prevalenza da elementi della serie mieloide. Il principale elemento cellulare risulta esse-
re il mielocita a vari stadi di maturazione analogamente a quanto descritto da Manzan et
al. (2006) e in precedenza da Payne et al. (1992). La comparsa in 2 cicli successivi della
patologia in soggetti provenienti dallo stesso gruppo di riproduttori fa deporre per una
probabile trasmissione verticale del Retrovirus. L’assenza di tale lesione nei soggetti da
carne di origine diversa, che hanno ripopolato 1’allevamento successivamente, sembra
ulteriormente avvalorare 1’ipotesi di una trasmissione verticale del virus.

173



Si rende necessario, inoltre, uno studio a carattere immunoistochimico a partire dal
materiale a disposizione che possa permettere oltre all’identificazione del virus la
sua localizzazione a livello di milza e fegato.
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Fig. 3 Pollo. Fegato. Infiltrati di cellule della linea mieloide in sede perivascolare.
Colorazione EE . Ingrandimento originale (100X)

Fig. 4 Pollo. Fegato. Gli infiltrati sono risultati costituiti da elementi appartene-
nenti alla serie mielocitica p Presenza di iperplasia duttale. Colorazione EE. Ingran-
dimento originale ( 200X )
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INDAGINE SULLA COLONIZZAZIONE DA CAMPYLOBACTER
TERMOFILI IN ALLEVAMENTI DI TACCHINI DA CARNE: RISULTATI
PRELIMINARI

Giacomelli M., Maschio M., Piccirillo A.

Dipartimento di Biomedicina Comparata e Alimentazione, Universita degli Studi di
Padova, Viale dell’Universita, 16 - 35020 Legnaro (Padovay).

Summary

Since epidemiology of thermophilic campylobacters in turkeys has been scarcely
investigated, we carried out longitudinal studies aimed at identifying potential
sources and vehicles of Campylobacter infection in commercial meat turkey farms.
A preliminary sampling in turkey breeders flocks was carried out in order to detect
a Campylobacter-positive flock. Then, a monitoring of 2 meat turkey farms rearing
the progeny of the positive turkey breeders flocks was performed. Meconium was
collected from day-old chicks at the hatchery and then faecal swabs were collected
three times at the farm (at the beginning, middle and end of the production cycle).
Farm sampling consisted of multiple drinking water samples, surface swabs, air,
overshoe samples in the anteroom and inside the house, and insects. Sampling was
also carried out during downtime. Isolation and identification of Campylobacter spp.
were performed by a conventional culture method and a multiplex end-point PCR
assay, respectively. Day-old chicks tested negative for thermophilic campylobacters,
whereas C. jejuni and C. coli were subsequently isolated from birds throughout
the entire cycle in all flocks except for one. Both Campylobacter species were also
frequently isolated from drinkers, flies and lesser mealworms. Water, air from inside
the house, and surface swabs were always negative. These findings suggest that
vertical transmission could not be an important source of flock infection, whereas
horizontal transmission should be considered the major route for colonization of
turkeys, as campylobacters were found in several environmental sources.

INTRODUZIONE

L’infezione umana da Campylobacter termofili (soprattutto C. jejuni ¢ C. coli)
costituisce un problema di Sanita Pubblica di notevole rilevanza, essendo ormai
da anni la zoonosi piu frequentemente riportata nell’Unione Europea (EFSA &
ECDC, 2012) e una delle principali cause di gastroenterite batterica umana a livello
mondiale (Humphrey et al., 2007). Le specie avicole domestiche sono il principale
reservoir di Campylobacter termofili, che albergano nel loro tratto gastroenterico
senza manifestare sintomatologia. La maggior parte degli studi svolti fino ad
oggi sull’infezione da Campylobacter spp. negli avicoli riguarda il pollo, al quale
viene riconosciuto un ruolo di rilievo quale fonte d’infezione per 1’'uomo. Infatti,
la manipolazione, la preparazione e il consumo di carne di pollo rappresentano la
causa principale di campilobatteriosi umana (EFSA, 2010). Al contrario, sebbene
il tacchino da carne sia considerato una potenziale fonte di trasmissione di
Campylobacter spp. all’'uomo e nonostante la sua carne sia di largo consumo, la
colonizzazione da parte di Campylobacter spp. di questa specie avicola commerciale
¢ stata scarsamente indagata. Da indagini svolte negli scorsi anni in Nord Italia dal
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nostro gruppo di ricerca ¢ emersa una notevole diffusione di C. jejuni e C. coli sia
in allevamenti intensivi di polli, sia in allevamenti intensivi di tacchini da carne, e
la persistenza di questi microrganismi durante tutto il ciclo produttivo nei gruppi
di tacchini (Giacomelli et al., 2012a, 2012b). Alla luce di questi riscontri, abbiamo
ritenuto necessario approfondire le dinamiche epidemiologiche dell’infezione
da Campylobacter termofili nel tacchino da carne, in particolare per individuare
le possibili fonti d’introduzione e le vie di diffusione del microrganismo negli
allevamenti intensivi, aspetto che non ¢ stato ancora chiarito. A questo scopo ¢ stato
intrapreso un monitoraggio longitudinale in due allevamenti intensivi di tacchini
da carne che ospitavano la progenie di riproduttori colonizzati da Campylobacter
termofili. Il monitoraggio si ¢ svolto per due cicli produttivi consecutivi, durante
i quali sono stati presi in esame sia gli animali, sia campioni ambientali e possibili
vettori di Campylobacter spp.

MATERIALI E METODI

Campionamento

Nella prima fase dell’indagine sono stati svolti campionamenti (60 tamponi cloacali)
in gruppi di tacchini riproduttori al fine di identificare un gruppo colonizzato da
Campylobacter spp. Successivamente, sono stati eseguiti campionamenti in due
allevamenti intensivi di tacchini da carne (A e B) che hanno accasato la progenie dei
riproduttori positivi. I gruppi di pulcini sono stati esaminati prima dell’accasamento,
prelevando il meconio da 36 soggetti in incubatoio. Nei due allevamenti sono
stati prelevati i seguenti campioni: feci ciecali (36), acqua da 3 punti della linea
(inizio e fine impianto, abbeveratoi), campioni ambientali (calzari nell’anticamera
e nel capannone, polvere e aria), insetti (mosche, scarafaggi e tenebrioni). Quando
presenti, sono stati prelevati anche topi. I campioni sono stati raccolti durante il
vuoto sanitario e durante il ciclo (inizio, meta e fine). Gli stessi campionamenti sono
stati svolti anche nel ciclo successivo.

Subito dopo la raccolta, i tamponi (fecali e da abbeveratoi) sono stati posti in terreno
di trasporto Amies con carbone (Copan, Brescia, Italia) e, assieme agli altri campioni,
sono stati mantenuti a temperatura di refrigerazione fino all’arrivo al laboratorio e
processati entro 1-2 ore dal prelievo. L’aria ¢ stata aspirata tramite lo strumento
SAS Super 100TM (International PBI S.r.1., Milano, Italia) direttamente su piastre di
Karmali agar (OXOID, Basingstoke, UK), che sono state immediatamente inserite in
apposite buste con generatori di microaerofilia CampyGen® (OXOID).

Isolamento e identificazione

Le piastre di Karmali agar utilizzate per il campionamento dell’aria sono state
poste in incubazione a 41,5°C per 48 ore, per poi essere esaminate alla ricerca delle
colonie tipiche di Campylobacter spp. I campioni di meconio, i tamponi e i campioni
ambientali sono stati inizialmente inoculati nel brodo di arricchimento selettivo Exeter
rispettando un rapporto 1:10 (campione:brodo) e incubati a 41,5°C in condizioni di
microaerofilia. Gli insetti sono stati riuniti in poo/ (suddivisi per specie), triturati con
un pestello e quindi inoculati nel brodo Exeter come sopra descritto. Per i campioni di
acqua, la fase di arricchimento selettivo ¢ stata preceduta dalla filtrazione dell’acqua
attraverso membrane sterili con pori del diametro di 0,20 wm (Sartorius, Goettingen,
Germania) tramite un sistema di pompa a vuoto. Dopo 48 ore di incubazione,
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un’aliquota (150 pl) di ciascuna brodocoltura ¢ stata seminata su Karmali agar,
previa filtrazione secondo la procedura descritta da Steele & McDermott (1984). Le
piastre sono state incubate per 48 ore a 41,5°C in microaerofilia e quindi esaminate
per la ricerca delle colonie tipiche di Campylobacter spp. Da ciascuna piastra
sono state prelevate almeno tre colonie sospette, da sottoporre ad identificazione
di genere e di specie. Questa ¢ stata ottenuta mediante end-point multiplex PCR,
secondo il protocollo descritto da Yamazaki-Matsune et al. (2007), al quale sono
state apportate lievi modifiche. Il DNA ¢ stato estratto mediante bollitura per 20
minuti di un’ansata di patina batterica stemperata in 500 ul di acqua distillata sterile.

RISULTATI

Campylobacter spp. ¢ stato isolato da tutti i riproduttori esaminati e I’identificazione
di specie ha rivelato la presenza di C. jejuni e C. coli, con la predominanza della
prima specie (67,7% degli isolati). Al contrario, il microrganismo non ¢ stato
isolato da nessuno dei campioni di meconio in nessuno degli allevamenti. C. jejuni
e C. coli sono stati anche isolati dalle feci di tutti i gruppi di animali monitorati
sia nel primo ciclo produttivo, sia nel secondo, in entrambi gli allevamenti presi
in esame. A differenza di quanto riscontrato nei riproduttori, in tutti i gruppi di
tacchini dell’allevamento B e in entrambi i cicli produttivi C. coli era la specie
predominante (dal 50% al 100% dei ceppi isolati, a seconda del campionamento).
La predominanza di C. coli su C. jejuni ¢ stata riscontrata anche nell’allevamento
B, in particolare nei gruppi monitorati durante il primo ciclo produttivo (dall’80%
al 100% dei ceppi isolati, a seconda del campionamento), mentre nel gruppo
esaminato durante il secondo ciclo C. coli era I’unica specie presente.
Nell’allevamento A il microrganismo ¢ stato isolato dagli animali a partire
dal campionamento di inizio ciclo e la sua presenza ¢ stata confermata nei
campionamenti successivi (meta e fine ciclo) in tutti i gruppi e in entrambi i cicli
produttivi monitorati. Anche nell’allevamento B Campylobacter spp. colonizzava
gli animali fin dall’inizio di entrambi i cicli produttivi, tuttavia, la sua presenza ¢
stata riscontrata sino a fine ciclo solo durante il secondo ciclo produttivo e solo in
un gruppo dei due presenti in allevamento nel primo ciclo.

Per quanto riguarda la ricerca di Campylobacter spp. in insetti, acqua e campioni
ambientali, C. jejuni e C. coli sono stati isolati molto frequentemente durante i
cicli produttivi da mosche e tenebrioni, insetti che erano presenti e quindi sono
stati prelevati nella gran parte dei campionamenti, mentre gli scarafaggi sono stati
catturati solo in un’occasione, nella quale sono risultati negativi per Campylobacter
spp. Anche dall’acqua presente negli abbeveratoi durante il ciclo produttivo sono
stati isolati frequentemente C. jejuni € C. coli. Al contrario, I’acqua di abbeverata
prelevata all’inizio dell’impianto ¢ sempre risultata negativa, mentre quella
prelevata alla fine ¢ risultata positiva solo in un caso. Similmente, solo in un caso
C. jejuni ¢ stato isolato dai calzari indossati nell’anticamera. Inoltre C. jejuni ¢
stato isolato anche da un topo catturato nell’allevamento A a meta del secondo
ciclo produttivo.

Esito sempre negativo ¢ stato ottenuto invece dal campionamento dell’aria e dai
campioni di polvere. L’isolamento di C. jejuni e C. coli dalle fonti sopra menzionate
¢ avvenuto solo durante i cicli produttivi, mentre durante il vuoto sanitario il
microrganismo non ¢ mai stato isolato da nessuno dei campioni raccolti.
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DISCUSSIONE

Il mancato isolamento di Campylobacter termofili dal meconio della progenie dei
riproduttori positivi suggerisce che I’infezione non venga trasmessa per via verticale
nelle specie avicole, in accordo con quanto affermato da altri Autori (Jacobs-Reitsma
et al., 1995; Smith et al., 2004; Callicott et al., 2006). Piu in generale, il riscontro di
negativita in tutti i gruppi di pulcini accasati in entrambi i cicli produttivi suggerisce
che il microrganismo non faccia il suo ingresso in allevamento attraverso i tacchini
e conferma quanto da noi rilevato in un’indagine precedente (Giacomelli et al.,
2012b) e quanto riportato in altri studi sul tacchino (Hafez et al., 2001; Smith ef al.,
2004; Wesley & Muraoka, 2011). Di conseguenza, appare verosimile che gli animali
siano stati colonizzati da Campylobacter spp. successivamente al loro ingresso in
allevamento, per via orizzontale. Tra le potenziali fonti e/o veicoli di trasmissione
considerate nella presente indagine, ’acqua degli abbeveratoi ¢ risultata spesso
positiva durante i cicli produttivi, in concomitanza con la positivita degli animali,
mentre [’acqua prelevata dalla linea di abbeverata ¢ risultata positiva solo in un
caso. Sulla base di questi riscontri, I’acqua di abbeverata non sembra essere una
fonte di ingresso di Campylobacter spp. nei gruppi di tacchini ed € quindi probabile
che la contaminazione dell’acqua degli abbeveratoi sia avvenuta successivamente
alla colonizzazione degli animali da parte del microrganismo. L’acqua, quindi, per
quanto non sembri costituire un rischio, se non molto limitato, per I’introduzione
di Campylobacter spp. in allevamento, puod rappresentare un veicolo di diffusione
di Campylobacter spp. nei gruppi di tacchini. Per quanto riguarda gli insetti, il loro
ruolo quali possibili vettori di Campylobacter spp. € stato proposto e successivamente
messo in luce da alcuni Autori (Jacobs-Reitsma et al., 1995; Gregory et al., 1997;
Hald et al., 2004), tuttavia le opinioni e i riscontri a riguardo rimangono contrastanti
(EFSA, 2011). In particolare, le mosche sarebbero implicate nella trasmissione di
Campylobacler spp. in quanto vettori meccanici di materiale fecale, e di conseguenza
dei microrganismi in esso presenti, mentre scarafaggi e tenebrlom permanendo a
lungo nell’ambiente di allevamento, soprattutto nelle pareti dei capannoni, potrebbero
rivestire un ruolo nella trasmissione di Campylobacter spp. tra cicli produttivi
successivi (EFSA, 2011). Nel presente studio mosche e tenebrioni sono risultati
spesso positivi per C. jejuni e/o C. coli in presenza di colonizzazione degli animali,
ma mai durante il vuoto sanitario. Non potendo determinare se sia avvenuta prima
la contaminazione degli insetti o la colonizzazione degli animali, si pud comunque
affermare che mosche e tenebrioni possono fungere da veicolo di trasmissione e
quindi di diffusione di Campylobacter all’interno del capannone, e, nel caso delle
mosche, anche all’esterno. Al contrario, la loro costante negativita durante il vuoto
sanitario tende ad escludere la possibilita che questi insetti possano concorrere
alla trasmissione di Campylobacter spp. tra cicli produttivi successivi. Infine, la
negativita di tutti i campioni prelevati durante il vuoto sanitario fa pensare che
Campylobacter spp. non persista all’interno del capannone tra cicli produttivi, ma
venga reintrodotto di ciclo in ciclo. Questo aspetto andrebbe ulteriormente indagato
attraverso studi mirati. Per quanto riguarda invece la persistenza di Campylobacter
spp. nei tacchini durante uno stesso ciclo produttivo, merita attenzione il fatto che
un gruppo sia risultato negativo al campionamento svolto poco prima del carico
per la macellazione, e che in un altro gruppo sia stata osservata una riduzione
del numero di campioni fecali positivi in occasione dell’ultimo campionamento
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rispetto ai precedenti. Per quanto numericamente limitate, queste osservazioni
sono degne di nota. Infatti, benché si ritenga che, cosi come nel broiler, I’infezione
da Campylobacter spp. nel tacchino non sia autolimitante (Hafez et al., 2001;
Smith et al., 2004; Wesley & Muraoka, 2011), nonostante il ciclo produttivo di
quest’ultima specie sia notevolmente piu lungo, ¢ stata segnalata una riduzione
della frequenza di isolamento di Campylobacter spp. con il progredire del ciclo
produttivo in gruppi di tacchini da carne (Kiess et al., 2007; Thorsness et al.,
2008).

CONCLUSIONI

I risultati preliminari dell’indagine da noi svolta allo scopo di approfondire
le dinamiche epidemiologiche dell’infezione da Campylobacter termofili
nell’allevamento del tacchino da carne hanno innanzitutto confermato la diffusa
e persistente presenza di C. jejuni e C. coli in questa specie animale destinata
al consumo umano. Inoltre, sembrano avvalorare 1’ipotesi circa il limitato ruolo
della trasmissione verticale nell’introduzione di Campylobacter spp. nei gruppi
di tacchini, ed individuato dei possibili veicoli e/o fonti di trasmissione di questi
microrganismi nell’ambiente di allevamento. Sulla base dei riscontri finora ottenuti,
I’indagine proseguira con la caratterizzazione genetica dei ceppi isolati dalle diverse
matrici analizzate, in modo tale da approfondire le eventuali relazioni tra i ceppi di
diversa origine ed accertare quali possano essere le fonti o i veicoli d’infezione piu
accreditati. Questo aspetto ¢ particolarmente importante, perché solo conoscendo
quali sono le fonti d’infezione e i veicoli di trasmissione di Campylobacter spp.
in allevamento ¢ possibile elaborare delle strategie di prevenzione e controllo in
grado di limitare la contaminazione dei gruppi di animali e il ciclo infettivo del
microrganismo.
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ABSTRACT

Gli Phthiraptera (comunemente chiamati pidocchi) sono insetti privi di ali,
ectoparassiti obbligati che completano tutto il loro ciclo vitale sul corpo di un
organismo ospite dove si nutrono principalmente di frammenti di penne, epidermide
desquamata, sangue o secreti (Johnson & Clayton 2003).

L’infestazione avviene in maniera opportunista soprattutto quando gli ospiti sono in
stretto contatto, come ad esempio durante I’accoppiamento.

Anche per questa ragione essi dimostrano un grado di ospite-specificita di gran
lunga superiore alla maggior parte di altri parassiti metazoi (Marshall, 1981).
Attualmente, in Italia, ¢ stata riscontrata ¢ segnalata la presenza di 267 specie di
Phthiraptera (Manilla 2003), associate soprattutto ad uccelli ed in particolar modo
a passeriformi.

In questo articolo si desidera rendere note sei specie di mallofagi, non ancora
segnalate in Italia, rilevate su uccelli consegnati a un centro di recupero animali
selvatici (C.R.A.S.) o catturati tramite reti in centri di inanellamento autorizzati
dall’Istituto Superiore per la Protezione e la Ricerca Ambientale (ISPRA) nel
periodo dal 2006 al 2012.

Gli ectozoi sono stati raccolti grazie alla nebulizzazione di spray antiparassitario a
base di piretroidi, attraverso una tecnica standardizzata.

Il campione risulta quindi composto da 362 uccelli, di cui 38 positivi ad ectoparassiti
della classe Insecta per un totale di 189 ectozoi raccolti appartenenti all’ordine
Phthiraptera (62 Amblycera, 127 Ischnoera).

Oltre ad altri parassiti gia precedentemente segnalati nella checklist della fauna
italiana (Manilla 2003) sono stati da noi raccolti:

- Bruelia jacobi (1 ninfa) da merlo (Turdus merula) ;

- Coloceras piageti (9 femmine, 8 maschi, 2 ninfe) da tortora dal collare orientale
(Streptopelia decaocto);

- Columbicola bacillus (20 femmine, 23 maschi, 8 ninfe) da tortora dal collare
orientale (Streptopelia decaocto);,

- Hohorstiella modesta (1 ninfa) da tortora dal collare orientale (Streptopelia
decaocto);

- Menacanthus sinuatus (3 ninfe) da cinciallegra (Parus major);

- Ricinus serratus (3 femmine) da allodola (4lauda arvensis).
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E stata inoltre riscontrata la presenza di una larva appartenente al genere Menacanthus
su di un esemplare di pettirosso (Erithacus rubecula), associazione non ancora nota
a livello mondiale (Price et al. 2003). Quest’ultima segnalazione necessita pero di
ulteriori approfondimenti poiché, al momento, non ¢ possibile escludere una cross-
infestazione accidentale (ad esempio attraverso i contenitori utilizzati per il trasporto
dalle reti di cattura al centro di inanellamento).

La presente pubblicazione vuole dare un piccolo contributo allo studio degli
Phthiraptera in Italia, ampliando le conoscenze acquisite da importanti studi
precedenti (Simonetta 1882; Picaglia 1885 a-b; Berlese 1894-1895; Conci 1940
a-b-c; Manilla & Cicolani 1983; Martin-Mateo & Manilla 1988) riguardo a un
ordine di ectoparassiti che puo di certo essere sfruttato per la sua peculiare valenza
ecologica.
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IN GALLINE OVAIOLE INFETTATE SPERIMENTALMENTE
CON S. ENTERICA SUBSP. ENTERICA SEROVAR ENTERITIDIS
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SUMMARY

BIO-VAC SGP695 is a freeze-dried vaccine having as active substance the live
attenuated strain Salmonella gallinarum/pullorum SGP695AV® (Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Gallinarum, otherwise S. Gallinarum) able to confer protection
against fowl typhoid.

S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis) is one of the most
important problems for the poultry rearing and especially laying hens due to public
health implications related to the unique ability of this serotype to infect the ovary and
consequently contaminate the eggs.

Since both S. Gallinarum and S. Enteritidis belong to serogroup O D1, respectively
with antigenic formula 1,9,12:-:- and 1,9,12:g,m:-, does exist a good degree of cross-
protection between the two serovars.

S. Enteritidis can infect domestic fowl, with particular tropism for the adult ovary and
can be present as a contaminant in eggs laid, resulting in significant risk to public
health.

The study was conducted to evaluate the efficacy of the vaccine BIO-VAC SGP695 in
adult layer hens challenged with a wild strain of S. Enteritidis.

Fifty-seven 50 weeks-old layer hens, in lay, obtained from a commercial Hy-line flock,
were divided into 2 groups. The first group of 28 subjects, was vaccinated orally with a
minimum dose of BIO-VAC SGP695 while the second group of 29 subjects, was used
as an untreated control.

Approximately three weeks after vaccination, all the birds were subjected to oral
challenge with 1,3x10° CFU/bird of a wild strain of S. Enteritidis (PT 4).

At predetermined intervals after challenge (4, 7 and 11 days), an equal number of birds
was taken from the two groups and sacrificed to perform the post-mortem examination,
directed at the identification of specific lesions caused by infection to the liver, spleen
and ovary and the bacteriological reisolation of the challenge microorganism from the
above-mentioned organs.

Following challenge, just one subject, of the control group, showed symptoms; no
mortality was recorded. At the post-mortem examination, lesions to the organs
examined were found only in two control subjects, in the form of ovaritis.

The day-by-day comparison between the data for reisolation of salmonella from the
various organs in the vaccinated and control subjects, highlighted a significant reduction
in colonization by S. Enteritidis in the ovaries of the vaccinated birds already at 7 days
post-infection (P=0,01). The analysis of the reisolation results from the samples at
11th day post-infection highlights a very significant reduction in colonization of the
liver, spleen and ovary in the vaccinated birds (P<0,01).
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Also comparing the overall data of the isolation of the challenge strain from the
ovaries in the two groups, the difference is confirmed as extremely significant
(P<0,0001), in favour of the vaccinated group.

The study demonstrates that the vaccine BIO-VAC SGP695 with a single
administration and at the minimum dosage contemplated confers good cross-
protection from challenge with S. Enteritidis, at a high infecting titre.

Colonization of the organs of vaccinated hens by S. Enteritidis was shown to be
significantly reduced over time.

The result obtained is especially important as regards the data concerning the
protection conferred on the ovary, given the importance of this organ in the
transmission of infection from hen to egg/chick (vertical transmission) and, in the
case of hens producing market eggs, the risk of transmission to man via the eggs.

INTRODUZIONE

BIO-VAC SGP695 ¢ un vaccino vivo attenuato contro la tifosi aviare avente come
principio attivo il ceppo Salmonella gallinarum/pullorum SGP695AV® (Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Gallinarum o S. Gallinarum), capace di conferire
protezione verso Salmonella Gallinarum (1).

Assieme alla tifosi aviare un’altra infezione di particolare importanza per
I’allevamento avicolo ed in particolare per quello dell’ovaiola ¢ I’infezione da
S. Enteritidis (S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis) soprattutto per
le implicazioni di sanita pubblica connesse alla peculiarita di questo sierotipo di
infettare I’ovario e di conseguenza contaminare 1’uovo.

Questo sierotipo rappresenta la maggior causa di salmonellosi di origine alimentare
nell’uomo a livello mondiale da 20 anni e in questo periodo il pit importante veicolo
di infezione risulta appunto 1’uovo di gallina infetta (2).

S. Gallinarum e S. Enteritidis appartengono entrambi al sierogruppo O D1 avendo
formula antigenica rispettivamente 1,9,12:-:- ¢ 1,9,12:g,m:- pertanto ¢ possibile la
protezione crociata fra i due serovars.

In passato, diversi studi hanno valutato la cross-protezione di vaccini per salmonella
verso i serovar correlati, dimostrando che vaccini vivi per salmonella sono capaci di
conferire un certo grado di cross-immunita verso serovars appartenenti allo stesso
sierogruppo (3, 4, 5, 6).

Scopo del presente lavoro ¢ stato la valutazione della protezione crociata indotta dalla
vaccinazione con BIO-VAC SGP695 nei confronti dell’infezione sperimentale da S.
Enteritidis in ovaiole, valutando in particolare la capacita di ridurre la colonizzazione
dell’ovario, per prevenire la contaminazione dell’uovo per uso alimentare.

MATERIALI E METODI

Animali e gruppi sperimentali

Nello studio sono state utilizzate 57 galline ovaiole di razza Hy-line provenienti
da un allevamento convenzionale che non attua profilassi vaccinale nei confronti
di Salmonella spp., prelevate all’etd di 14 settimane e trasferite in struttura isolata.
Raggiunte le 50 settimane di vita, in piena fase di ovodeposizione, le galline sono
state trasferite in stabulario sperimentale, suddivise in due gruppi di 28 e 29 soggetti
ognuno ¢ in gabbie senza possibilita di contatto fra i soggetti dei due gruppi.
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Gli animali sono stati alloggiati in gabbie lineari per ovaiole con 5 soggetti per
gabbia; ’acqua di bevanda ¢ stata fornita ad libitum con abbeveratoi a nipple; per
I’alimentazione, anch’essa ad libitum in mangiatoie lineari, ¢ stato utilizzato il
medesimo mangime utilizzato nell’allevamento di provenienza degli animali.

Il primo gruppo ha ricevuto un trattamento vaccinale con BIO-VAC SGP695 subito
dopo il trasferimento; il secondo gruppo non ¢ stato vaccinato ed ha costituito il
gruppo di controllo.

Prima dell’inizio della prova, la sieronegativita di tutti i soggetti in esperimento nei
confronti di S. Enteritidis ¢ stata verificata mediante I’esecuzione di un test ELISA
(kit ELISA X-OVO - Flockscreen® S. enteritidis - Guildhay Limited, England).

Vaccinazione

E stato utilizzato il vaccino BIO-VAC SGP695 il cui principio attivo ¢ costituito
dal ceppo di Salmonella gallinarum/pullorum SGP695AV® attenuato mediante la
tecnica di adattamento su eterofili di pollo (8,9).

Per la somministrazione agli animali il vaccino liofilizzato ¢ stato ricostituito in
acqua in modo da ottenere un titolo di circa 2x10® UFC per millilitro di sospensione,

pari al minimo della dose vaccinale prevista.

Un millilitro di vaccino ricostituito € stato somministrato per via orale mediante
siringhe senz’ago, secondo il seguente schema:

- gruppo vaccinato: una sola vaccinazione all’eta di 50 settimane
- gruppo di controllo: nessun trattamento.

Infezione sperimentale

A circa 3 settimane dalla vaccinazione, tutti i soggetti in esperimento sono stati
infettati per via orale con il ceppo selvaggio di campo FCB 356 di S. Enteritidis
(fagotipo 4).

Per I’infezione ¢ stata utilizzata una sospensione batterica ottenuta raccogliendo con
soluzione fisiologica sterile il ceppo liofilizzato FCB 356 seminato e coltivato su
TSA (Tryptone Soy Agar, Oxoid Ltd) per 24 ore a 37°C.

Un millilitro di questa sospensione ¢ stato somministrato a ciascun soggetto e subito
dopo titolato mediante semina su piastra determinando un titolo reale di 1,3x10°
UFC/ml.

Osservazioni cliniche

Tutti i soggetti in esperimento sono stati tenuti in osservazione clinica quotidiana a
partire dal giorno dell’infezione challenge fino a 11 giorni post-infezione (gg.p.i), al
fine di valutare 1’insorgenza di sintomi ad essa correlati

Esame batteriologico e anatomopatologico

Ad intervalli prestabiliti, corrispondenti a 4, 7 ed 11 giorni dopo I’infezione
sperimentale, un ugual numero di soggetti di ciascun gruppo ¢ stato soppresso e
sottoposto agli esami di laboratorio.

Nello specifico da ciascun soggetto sono stati prelevati, in condizioni di asepsi, il
fegato, la milza e I’ovario per 1’esecuzione delle indagini batteriologiche per ricerca
di Salmonella spp..
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Laricerca. ¢ stata condotta mediante la procedura basata sul metodo ISO 6579:2002/
AMD1:2007 (pre-arricchimento in acqua peptonata tamponata — arricchimento
selettivo in Modified semisolid Rappaport Vassiliadis —isolamento in BGA - Brilliant
Green Agar e XLD - Xylose-Lysine-Desoxycholate Agar).

Sui medesimi organi ¢ stato eseguito anche I’esame anatomo-patologico per
I’individuazione di lesioni macroscopiche ascrivibili a salmonella.

Analisi statistica

I risultati degli esami batteriologici sono stati sottoposti ad analisi statistica mediante
il Test esatto di Fisher per il confronto tra i dati relativi alla colonizzazione dei diversi
organi nei soggetti vaccinati e nei controlli.

RISULTATI

Osservazioni cliniche

A seguito del challenge gli animali non hanno manifestato sintomi, fatta eccezione
per un soggetto del gruppo controllo che ha presentato abbattimento, pallore della
cresta ed anoressia a 7 gg.p.i. e che nella stessa data € stato soppresso per far parte
del gruppo destinato agli esami di laboratorio.

Indagini batteriologiche e anatomo-patologiche

I risultati degli esami batteriologici per Sa/monella spp., con I’annotazione delle
lesioni di rilievo, sono riportati nelle tabelle 1-3. I risultati batteriologici sono
presenti anche nei grafici 1-4.

Tabella 1: positivita per Salmonella spp. 4° giorno post-infezione

Vaccinati Controlli
Ne° Ne°
Fegato | Milza | Ovario Fegato | Milza | Ovario
soggetto soggetto
1 + + + 1 + + +
2 + + + 2 + + +
3 + + + 3 + + +
4 + + + 4 + + +
5 + + + 5 + + +
6 + + - 6 + + +
7 + + + 7 + + +
8 + + + 8 + + +
9 + - - 9 + + +
10 + + + 10 + + +
Pos./tot. | 10/10 | 9/10 8/10 Pos./tot. | 10/10 | 10/10 | 10/10
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Tabella 2: positivita per Salmonella spp. 7° giorno post-infezione

Vaccinati Controlli
N° N°
Fegato | Milza | Ovario Fegato | Milza | Ovario
soggetto soggetto
1 + + + 14 + + +
2 + + + 2 + + +
3 + + - 3 + + +
E - - - 4 + + +
5 + + + 5 + + +
6 + - - 6 - - +
7 + + - 7 + + +
8 + + + 8B + + +
9 - - - 9 + - +
10 - - - 10 + + +
Pos./tot. 7/10 6/10 4/10 Pos./tot. | 10/10 | 9/10 10/10
A ovarite, oviduttite, peritonite;
B ovarite
Tabella 3: positivita per Salmonella spp. 11° giorno post-infezione
Vaccinati Controlli
Ne N°
Fegato | Milza | Ovario Fegato | Milza | Ovario
soggetto soggetto
1 + + - 1 + + _
2 - + - 2 + + +
3 - - - 3 + + +
4 + + - 4 + + +
5 - - - 5 + + +
6 - - - 6 + + +
7 - - - 7 + + +
]¢C _ _ - 8 + + -
9¢ + + +
Pos./tot. 2/8 3/8 0/8
Pos./tot. 9/9 9/9 7/9

€ peritonite
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Analisi statistica

I1 confronto giorno per giorno tra i dati relativi al reisolamento di salmonella dai
diversi organi nei soggetti vaccinati e nei controlli, effettuato con Test esatto di Fisher,
ha evidenziato una significativa riduzione (P=0,01) nei vaccinati della colonizzazione

da S. Enteritidis nell’ovario gia dopo 7 gg.p.i.(grafico 2).

Analogamente ’analisi dei risultati del reisolamento dai campioni dell’11° gg.p.i ha
evidenziato una riduzione nella colonizzazione di fegato, milza ed ovario dei vaccinati
altamente significativa (rispettivamente P uguale 0,0023, 0,0090 e 0,0023 - grafico 3).
Il confronto dei risultati complessivi relativi all’isolamento dall’ovario a4, 7e 11 gg.p.i.
conferma una differenza estremamente significativa a favore del gruppo vaccinato

(P=0,00005 — grafico 4).

Grafico 1: positivita per Salmonella spp. 4° giorno post-infezione
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Grafico 2: positivita per Salmonella spp. 7° giorno post-infezione
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Grafico 3: positivita per Salmonella spp. 11° giorno post-infezione

10 -
9 $
8 —1— -
? 1
€ 6
[
Es 3 ] negativi
i
e 47 W positivi
3 1
2
1 -... .
0 L1
fegato  fegato milza milza ovario  ovario
vaccinati controlli vaccinati controlli vaccinati controlli

* differenza altamente significativa rispetto ai gruppi controllo (P<0,001)

Grafico 4: positivita per Salmonella spp.: risultati complessivi da ovario 4°-7°-11°
giorno post-infezione
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* differenza estremamente significativa rispetto al gruppo controllo (P<0,0001)
DISCUSSIONE RISULTATI

L’infezione sperimentale con S. Enteritidis, che solitamente in condizioni di campo
non provoca forme sintomatiche, ha determinato la comparsa di malattia in un

soggetto del gruppo controllo probabilmente a causa dell’elevato titolo infettante
somministrato.
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Inoltre in 3 soggetti del gruppo controllo sono state evidenziate lesioni
anatomopatologiche a carico di ovario e peritoneo specifiche da salmonella come
confermato dall’esame batteriologico.

Al contrario nel gruppo vaccinato, all’unico riscontro di lesione macroscopica
(peritonite) € corrisposto un esame batteriologico negativo.

I risultati degli esami batteriologici per la ricerca di Salmonella spp. hanno permesso
di evidenziare ’efficacia della vaccinazione con BIO-VAC SGP695 nel ridurre la
colonizzazione a livello di organi viscerali a diversi intervalli dopo il challenge (4, 7
e 11 gg.p.i.).

Tale riduzione ¢ risultata statisticamente significativa gia a partire da 7 gg.p.i. per
I’ovario ed 11 gg.p.i. per milza e fegato.

La vaccinazione si ¢ dimostrata efficace soprattutto nella capacita di portare alla
completa negativizzazione degli ovari degli animali vaccinati (0/8) rispetto ai controlli
(7/9) esaminati a 11 gg.p.i.

Il risultato assume ancor piu rilievo considerando che 1’infezione ¢ stata effettuata
con un titolo (1,3x10° UFC) molto piu elevato di quello di analoghi studi (3, 4, 6, 7) e
di gran lunga superiore a quello che si puo verificare in condizioni di campo.

La riduzione della colonizzazione di organi interni e ovario ¢ assolutamente
comparabile, se non maggiore, di quella ottenuta da altri Autori con vaccini vivi
attenuati omologhi S. Enteritidis (6).

CONCLUSIONI

Lostudio¢ingradodidimostrarecheil vaccino BIO-VAC SGP695, insomministrazione
singola e al dosaggio minimo previsto, conferisce una buona protezione crociata
dall’infezione sperimentale ad alto titolo infettante con S. Enteritidis.

La colonizzazione degli organi da parte di S. Enteritidis nelle galline vaccinate si ¢
dimostrata significativamente ridotta nei tempi.

E soprattutto da sottolineare il risultato relativo alla protezione conferita all’ovario
vista ’importanza che quest’organo riveste nel passaggio dell’infezione da gallina a
uovo/pulcino (trasmissione verticale) e nel caso della gallina da uova da consumo per
il rischio di trasmissione all’uomo per via alimentare.
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Numerosi studi hanno evidenziato, negli ultimi anni, le potenzialita dell’utilizzo
degli estratti vegetali e degli oli essenziali quali sostitutivi dell’uso di antibiotici quali
promotori di crescita e regolatori della microflora intestinale nel settore zootecnico.
nei confronti di microrganismi patogeni antibiotico-resistenti vista la diffusione
crescente di questo fenomeno.

Questo studio preliminare ¢ stato svolto allo scopo di valutare 1’efficacia antibatterica
in vitro del prodotto Fito CSC®, formulato per I’aggiunta all’acqua di bevanda
negli allevamenti avicoli, nei confronti di ceppi di batteri antibiotico-resistenti
di provenienza avicola. Il prodotto contiene prodotti naturali botanicamente
definiti: Cassia (Cinnamomum aromaticum; contenuto in trans-cinnamaldeide pari
al 4.60%), Origano (Origanum vulgare) e Timo (Thymus vulgaris) (titolo totale
100.000 mg/kg), additivi organolettici, sostanze aromatiche e acido citrico (11.000
mg/kg) con funzione conservante. L’analisi preliminare del prodotto ha dato i
seguenti risultati: sostanza secca 13%, fibra grezza 0.5%, proteina grezza < 0.5%,
grassi 0%, ceneri 5%, Na 1,9%, Cl 3%, pH 4.89.

Per il test sono stati utilizzati 6 ceppi di Escherichia coli e 1 ceppo di Salmonella
Typhimurium isolati da avicoli e selezionati per la presenza di resistenza antibiotica,
come riportato nella tabella.

Sensibilita
N°|  Specie Origine . ..o [ Sulfametossazolo/ . .
Enrofloxacin | Amoxicillina Trimetoprim Gentamicina | Ceftiofur
1 E. coli Broiler R R R S R
2 E. coli Broiler R R R R S
3 E. coli Broiler R R S S R
4 E. coli Pollastra R R S S R
5| Econ |GAllna R R R s s
ovaiola
6 E. coli Broiler R R R S S
Salmonella .
7 Typhimurium Quaglia S R S S S
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Sono state effettuate 2 serie di prove con differenti metodiche:

12 prova — Valutazione dell’abbattimento microbico su terreno solido contenente
diverse concentrazioni di prodotto. Cinque aliquote di terreno Muller-Hinton Agar
(MH, Oxoid) sono state preparate ¢ addizionate, dopo la sterilizzazione, con diverse
concentrazioni di prodotto: 0.25%o, 0.50%o, 0.75%o, 1%o, 2%o. E stata inoltre preparata
un’aliquota di terreno non additivato quale controllo negativo.

Per ogni ceppo utilizzato, ¢ stata allestita una sospensione a titolo noto in soluzione
diluente sale/triptone (9%o); sono state quindi allestite le diluizioni seriali, che sono
state seminate per inglobamento nei terreni sopra descritti. Le piastre sono state
incubate a 37°C per 24 ore; successivamente ¢ stata effettuata la conta microbica e
calcolato I’abbattimento logaritmico rispetto alle piastre di controllo.

22 prova — Valutazione dell’inibizione di crescita in terreno liquido. Sono state
preparate diverse serie di provette contenenti 5 ml di brodo Muller-Hinton addizionato
con il prodotto ai seguenti livelli di diluizione 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640,
1/1280 e 1/2560; ¢ stata inoltre preparata una serie di provette contenenti il brodo
non additivato, da utilizzare come controllo negativo. Per ogni ceppo batterico, ¢
stata preparata una sospensione a titolo noto, che ¢ stata diluita e inoculata nelle
provette (concentrazione di circa 10° ufc/ml). Le provette sono state quindi incubate
a 37°C per 24 ore. L’eventuale presenza di microrganismi vitali nel brodo ¢ stata
valutata prelevando 5 aliquote da 20 pl da ogni provetta, che sono state seminate per
apposizione su piastre di MH agar, incubate a 37°C per 24 ore. La crescita microbica
¢ stata valutata utilizzando il seguente punteggio: ++ (crescita di una patina batterica);
+ (crescita di colonie visibili); - (assenza di crescita).

Entrambe le prove sono state effettuate in doppio su tutti i ceppi.

Risultati - 12 prova. L’additivazione del terreno con il prodotto ha evidenziato un
effetto antimicrobico nei confronti dei ceppi testati alla concentrazione di 2%o:
I’abbattimento logaritmico medio dei ceppi di E. coli ¢ stato di 0.85 Log (d.s. =
0.37), mentre nel caso del ceppo di Salmonella Typhimurium ¢ stato pari a 0.6 Log;
le concentrazioni inferiori non hanno evidenziato effetti significativi.

22 prova. L’inoculo del brodo con diverse diluizioni del prodotto ha permesso di
rilevare un’attivita battericida evidente a partire dalla diluizione 1/320, almeno per
alcuni dei ceppi testati, corrispondente ad una concentrazione del prodotto di circa
3%o; alla diluizione di 1/160 (pari a circa 6%o) ’effetto battericida ¢ apparso molto
marcato per tutti i ceppi testati. I risultati sono osservabili nella tabella seguente.

Diluizione 20 40 80 160 320 640 1280 | 2560
Concentrazione

(ml/100 1) 5000 | 2500 | 1250 | 625 313 156 78 39
1 - - - - ++ ++ ++ ++
2 . - - + ++ ++ ++ ++
3 - - - - + ++ ++ ++
4 . ' - - + ++ ++ ++
S ' - - + + ++ ++ ++
6 ' - - - ++ ++ ++ ++
7 - - - - ++ ++ ++ ++
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Questo studio preliminare ha permesso di evidenziare I’effetto antimicrobico del
prodotto sia su terreno solido che in brodo nei confronti di ceppi antibiotico-resistenti
di E. coli e Salmonella. 1 dati ottenuti permettono di individuare un intervallo nel
quale misurare la concentrazione attiva per un effetto battericida e batteriostatico
del prodotto, e mettere cosi a punto il migliore dosaggio per esercitare un effetto
positivo sull’equilibrio della microflora intestinale degli animali trattati. L’utilizzo di
miscele di oli essenziali ed essenze vegetali appare come una strategia promettente
nel campo dell’additivazione alimentare zootecnica, vista la combinazione di diverse
attivita positive (effetto antiossidante, batteriostatico, microbicida) e i potenziali
effetti sinergici delle diverse componenti attive.
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