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Lo scopo della presente indagine e stato di eHedtwn monitoraggio sanitario in
ambito cunicolo nei confronti delle malattia regparie con particolare riferimento alla
pasteurellosi al fine di migliorare la qualita detiestione dell’offerta delle produzioni
cunicole nonché di rafforzare i rapporti di filiera

Per I'espletamento della ricerca sono stati indiait 15 allevamenti intensivi distribuiti
sul territorio campano nelle province di Avelli©aserta, Salerno e Benevento, con un
numero di fattrici superiore a 500, ciascuno coanamesi prossima e/o remota di
episodi riferibili ad infezione pasteurellare camlta e ad altre patologie respiratorie
ad eziologia batterica.

Negli allevamenti campione con anamnesi clinicaspiroa riferibile ad infezione
pasteurellare o ad altra eziologia, € stato esedisblamento dei microrganismi da
sezioni d’organo prelevati nel corso di necroscagiecarcasse di animali, eseguite
presso la sala necroscopica del Centro SperimeAtadeinicolo. Per le aziende la cui
anamnesi remota riferiva episodi di pasteurelldgiicamente manifesta sono stati,
invece, prelevati tamponi nasali finalizzati altlamento batterico.

| campionamenti sono stati effettuati con cademtansanale e prevedevano un numero

di tamponi nasali, suddiviso tra il gruppo dei seftygall'ingrasso e quello dei
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riproduttori, in modo rappresentativo del numerenpéessivo degli animali presenti
nell’allevamento.
In particolare, sono stati effettuati tamponi nasal 20 conigli/allevamento per la
ricerca diPasteurella multocida, Bordetella bronchiseptica, Staphylococcus aureus.
Inoltre, i soggetti trovati morti in ciascun allemanto controllato, sono stati sottoposti
ad esame necroscopico durante il quale si preleeacampioni d’organo sottoposti,
successivamente, ad esame colturale per lisolameint Pasteurella multocida,
Bordetella bronchiseptica, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae (Vedere
SCHEDA CAMPIONAMENTO allegata, pp ).
Inoltre, per ogni allevamento sono stati raccoltdati relativi alle caratteristiche
strutturali dell'impianto, con particolare riferim@® alla eventuale presenza di
attrezzature per il condizionamento ambientalenalagement aziendale e all’'uso di
mangimi medicati e a quanto impiegato nella prefiladella pasteurellosi (Vedere
SCHEDA TECNICA allegata, pag. ).
Infine, in ciascuno degli allevamenti per valutareche la carica batterica ambientale
presente nei capannoni di stabulazione e le cadiambientali riferite a temperatura e
umidita, si e fatto ricorso all’utilizzo di:

v' Campionatore d'aria SAS (Surface Air System, Imdéonal Pbi S.p.a.)

mediante l'ausilio di piastre a contatto conten@@iA + inattivante;
v' Termoigrometro (Thermo Hygrometer HI9065, Interoadil pbi S.p.a.).

Per lo svolgimento delle attivita di ricerca dehpo anno, € stato redatto un contratto di
collaborazione al Dott. AntonioASTANIELLO, Medico Veterinario e dottorando presso
il Dipartimento di Patologia e Sanita Animale, Uerisita di Napoli Federico I, Sezione
di Patologia Aviare (Centro Sperimentale Avicun@ober consulenza professionale ai
sensi del Regolamento per I'affidamento di incaraihlavoro autonomo emanato con
DR 4281 del 12/12/02 Universita degli Studi di Nipe@derico 1.

Per il completamento delle attivita di ricerca dglcondo anno, il Dott. Antonio

~

Santaniello e stato incaricato per lattivita pss®nale di consulenza dalla stessa
SocietaAVITALIA , sostituendo il Dott. Ludovico IDINETO.

L’isolamento dei batteri oggetto di questo studiostato effettuato seguendo le
Procedure Operative Standard raccomandate dall'@d&critte di seguito in modo

dettagliato per specie batterica.









Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas spp. € un batterio Gram negativo, nelmksidasi positivo. Si trova nel
suolo, nell’acqua, nell’aria, nei liquami, nelle f& animali e umane, puo far parte anche
della flora intestinale dell'uomo (10% dei casi)aecasionalmente puo riscontrarsi sulla

cute e nella saliva. E patogeno opportunista perdino. L’attivita patogena di

Pseudomonas aeruginosa si esplica sia per contette per ingestione ed é dovuta alla

sua capacita invasiva e alla produzione di sostareedracellulari, quali alcune proteasi,
tossine emolitiche, enterotossine e la tossinaletasotossina A. Pseudomonas
aeruginosa puo provocare infezioni delle vie urinay delle ustioni e delle ferite, ulcere

corneali e cheratiti, setticemie, gastroenteritiimeeonati, ascessi, broncopolmoniti e

meningiti.

Procedura per I'lsolamento

- Trasporto: i campioni vanno posti, al momento del prelievoAtgua Peptonatel
(Buffered Peptone Water, Oxoid) o Brain Heart Iidas(Oxoid) e incubati in
termostato a 37° C per 24 ore.

=>» L’ aspetto torbido del brodo e indice di positvit

- Terreno_selettiva dal BPW si preleva un’ansata (1P e la si semina st
Pseudomonas Cetrimide Agar Base (Oxoid). L'inculr@ziva effettuata a 37° C per
24 ore.

=>» Le colonie di Pseudomonas spp. appaiono di caloigra

- Isolamento Pseudomonas aeruginosa: questo battericresce su PAB
sottoforma di colonie di colore verde intenso.

z

- Identificazione Biochimica e eseguita mediante il sistema miniaturizzato ABI
(Bio-Merieux).

Tecnica riempire con acqua distillata le cellette posta bhse del contenitore AR
in modo da creare un ambiente umido.

Prelevare dal PAB alcune colonie “sospette” e piorleml. di acqua distillata steril
Agitare al mixer per alcuni secondi.

Con la sospensione ottenuta riempire i microtugusedo le istruzioni riportate sul
manuale API NE.

L'incubazione é effettuata a 37° C per 24 e 48 ore.




Staphylococcus aureus

Lo Staphylococcus spp. € un batterio aerobio/andgodfacoltativo Gram positivo che al
microscopio appare sottoforma di piccole catenelle.Staphylococcus aureus e anche
emolitico. Nell'uomo, l'ingestione della tossina ngli alimenti pud dar origine a
tossinfezioni alimentari caratterizzate da vomitharrea e crampi addominali.
Eccezionalmente puo verificarsi la sindrome da skdossico che insorge bruscamente con
febbre, mialgie, vomito e diarrea.
Entro poche ore compare un rush eritematoso e lesialle mucose.

Procedura per I'lsolamento

- Trasporto: i campioni vanno posti, al momento del prelievo,Aicqua Peptonata
(Buffered Peptone Water, Oxoid) o Brain Heart Iidas (Oxoid) e incubati in
termostato a 37° C per 24 ore.

=>» L’ aspetto torbido del brodo e indice di positivit

- Terreno _selettiva dal BPW si prelevano 10 e si seminano in Baird-Parker Agar
Base (Oxoid). L'incubazione va effettuata in tertatsa 37° C per 48 ore.
=>» Le colonie di Staphylococcus spp. appaiono direot@ro.

- Isolamento Staphylococcus aureusquesto batterio cresce su BP sottoforma di
colonie nere, brillanti, margine biancastro contirircondato da un alone chiaro.
Prova della_coagulasi si prelevano alcune colonie “sospette’da Baird-Bamk si
seminano in BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid). Ldnbazione va effettuata a 37° C
per 24 ore. Ricostituire con 1.5 ml di acqua dati sterile il siero di coniglio
liofilizzato. Allestire una provetta contenente @5di BHI, precedentemente seminato
con la colonia “sospetta”, e 0.5 ml di siero diigio ricostituito. Incubare a 37° C per
24 ore.

Il campione e coagulasi positivo se e avvenutadagulazione del siero.

- Agar sangue si effettua una semina con un’ansata prelevatal @&HlI e si incuba a
37° C per 24 ore. Lo staphylococcus aureus € enualit

- Identificazione Biochimica € eseguita mediante il sistema miniaturizzato ABpS
(Bio-Merieux).

Tecnica: riempire con acqua distillata le cellette posta akse del contenitore API in
modo da creare un ambiente umido.

Prelevare dall’agar sangue alcune colonie “sospetporle in 5 ml. di acqua distillata
sterile. Agitare al mixer per alcuni secondi. Cansbspensione ottenuta riempire i
microtubi seguendo le istruzioni riportate sul maerUAPI Staph.

L’incubazione e effettuata in termostato a 37° €3skore.







| risultati ottenuti nel corso del primo anno passcconsiderarsi soddisfacenti ed é
possibile osservarli nelle tabelle di seguito ripte.

In particolare, su un totale di 600 tamponi nad@b0 nella prima fase del
campionamento e 300 nella seconda), prelevati haill&vamenti cunicoli considerati,
sono stati isolati tramite procedure operative cath (P.O.S.) n. 105 ceppi (58 + 47) di
Pasteurella multocida, n. 8 ceppi (7 + 1) dBordetella bronchiseptica e n. 82 ceppi (40
+ 42) Saphylococcus aureus (VedereTab. 1 e Tab. R

Per quanto concerne gli animali rinvenuti morti cteposti ad esame necroscopico
presso il Centro Sperimentale Avicunicolo, da ualeodi 22 carcasse (di cui 15 nella
prima fase + 7 nella seconda) sono stati isolatiz.ceppi (8 + 4) diPasteurella
multocida, n. 3 ceppi dBordetella bronchiseptica, n. 3 ceppi (2 + 1) dPseudomonas
aeruginosa, n. 1 ceppi dklebsiella pneumoniae e n. 9 ceppi (7 + 2) dtaphylococcus
aureus (VedereTab. 3 e Tab. }

Per la conferma definitiva della specie batterigéi t ceppi isolati saranno sottoposti a
breve alla tipizzazione tramite PCR multiplex.

Inoltre, nelle tabelle 5 e 6 si possono osservaedari dei parametri ambientali riferiti a
temperatura ed umidita e il conteggio della cabatierica mesofila aspecifica registrati
al momento dei campionamenti.

Infine, a pagina 13 sono indicate la formula percalcolo della carica batterica
aspecifica dell’aria e i rispettivi valori di rifienento per 'assegnazione dell’ambiente
considerato nella cosiddettbasse di locale, come previsto dallOMS (Organizzazione

Mondiale per la Sanita).



Staphylococcus anrens
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( Risultati esami batteriologici di campioni d’orgapielevati in Risultati esami batteriologici di campioni d’orgapielevati in

corso di necroscopie nella prima fase del campi@mam corso di necroscopie nella seconda fase del campmiento.
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Reperti necroscopici

Nei soggetti rivenuti morti in ciascun allevamentelle rispettive fasi di campionamento, e per i
quali & stato eseguito 'esame necroscopico eceligvo di campioni d’'organo per le indagini
microbiologiche (di cui polmone, trachea, asceagero e testicoli se opportuno) le lesioni

anatomopatologiche osservate sono di seguito afeort

Allevamento 1

| fase: nr. 2 animali adulti morti di cui una presentava ascessi multipli médlto, si isolava. multocida; I'altra
presentava imbrattamento delle cavita nasali eintno presenza di essudato muco-purulento tipico,
inflammazione dell’orecchio interno con presenzasiudato cremoso biancastro, si isolavianoultocida e S.
aureus.

Il fase: non si rivenivano animali morti.

Allevamento 2

| fase nr. 1 animale che presentava ascessi cutanei e rinite, congitented ascessi cutanei. Si isolavano
Pasteurella multocida e Ps. aeruginosa.

Il fase: non si rivenivano animali morti.

Allevamento 3

| fase: nr. 1 animale che presentava rinite e congiuntivite. Si isolkvaneumoniae.

Il fase: nr. 2 animali morti di cui una presentava rinite, congiuntivite, pericardite,mpohite e pleurite firbinose,
si isolavandP. multocida e Ps. aeruginosa, dall’altro  che presentava congestione tracheale e polmangelava

S aureus.

Allevamento 4

| fase: nr. 2 animali morti di cui da una con rinite e congiuntivite pliemte, congestione tracheale e polmonite, si
isolavanoB. bronchiseptica e S. aureus, dall'altra che presentava mastite, ascessi cutanei ed ietiilgi isolava

P. multocida.

Il fase: non si rivenivano animali morti.

Allevamento 5

| fase nr. 1 animale che presentava rinite, congiuntivite e broncopaiiteo sierofibrinosa. Si isolav3.
bronchiseptica.

Il fase: non si rivenivano animali morti.

Allevamento 6

| fase: nr. 1 animale che presentava rinite catarrale. Si isol&vaureus.

Il fase: un unico animale morto da cui non si isolava nessiai batteri oggetto di studio.

Allevamento 7
| fase: non si rivenivano animali morti.

Il fase: non si rivenivano animali morti.



Allevamento 8

| fase: non si rivenivano animali morti.

Il fase: nr. 2 animali morti di cui da unacon rinite e congiuntivite purulente si isolaS8aaureus, dall’altra non
si isolava nessuno dei batteri oggetto di studio.

Allevamento 9

| fase: non si rivenivano animali morti.

Il fase: non si rivenivano animali morti.

Allevamento 10

| fase: nr. 3 animali morti di cui una che presentava ascessi cutanei e una grave mastttelavand® multocida

e Ps. aeruginosa; un‘altra presentava scolo nasale sieroso biancastro, agteaaterini € mastite, si isolava P.
multocida; un’altra non presentava lesioni a carico dell'apparatoiratpio, si isolaves. aureus.

Il fase: si rinveniva solo un animale morto che presentava solo infiammazione dell’dnecinterno con essudato
cremoso biancastro, si isolaRamultocida.

Allevamento 11

| fase: non si rivenivano animali morti.
Il fase: non si rivenivano animali morti.

Allevamento 12

| fase: nr. 4 animali rinvenuti morti di cui una adulta che non presentava alcuna lesione all'@ppaespiratoria,

si isolavanoB. Bronchiseptica e P. multocida; un  che presentava imbrattamento delle narici e dediepa

anteriori, essudato cremoso nel condotto uditigmache ascesso cutaneo, si isolRvenultocida e S. aureus; due
giovani da rimonta che non presentavano lesidaipgarato, si isolav&. aureus.

|l fase: non si rivenivano animali morti.

Allevamento 13

| fase: non si rivenivano animali morti.

Il fase: nr. 2 animali morti di cui una deceduta un giorno prima del partogalime anatomopatologico non si
osservavano lesioni particolari a carico dell’'apparespiratorio, ma in utero erano presenti fefomi, si isolava
P. multocida; un’altra , presentava pleurite e pericardite fibrinosa ddgrlieve, si isolav®. multocida.

Allevamento 14

| fase: non si rivenivano animali morti.
Il fase: non si rivenivano animali morti.

Allevamento 15

| fase: un unico animale morto da cui non si isolava nessuno dei battegettg di studio.

|l fase: non si rivenivano animali morti.
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Tabella 5 — Risultati parametri ambientali (umidita e temperafue carica Tabella 6 — Risultati parametri ambientali (umidita e temperajue carica

batterica aspecifica dell’aria nel corso della @ifase del campionamento. batterica aspecifica dell’aria nel corso della seleofase del campionamento.
Temperatura Um|d|ta Carica batterlca Temperatura Umidita Carica batterica

1 28° C 65% 80 UFC 1 23°C 70% 80 UFC

2 24,1° C 55% 150 UFC 2 24,1° C 65% 250 UFC
3 25°C 67% 50 UFC 3 25°C 67% 70 UFC

4 22° C 66% 80 UFC 4 22°C 2% 100 UFC
5 27° C 61% >300UFC 5 26° C 68% >300UFC
6 25,9° C 57% >300UFC 6 25,9° C 60% 280 UFC
7 21,3°C 61% 280 UFC 7 23,3°C 65% >300UFC
8 24° C 70% 80 UFC 8 24° C 70% 100 UFC
9 26° C 65% 50 UFC 9 26° C 65% 60 UFC

10 23° C 72% 100 UFC 10 25,5°C 70% 220 UFC
11 24° C 60% 120 UFC 11 24° C 60% 90 UFC

12 25° C 67% >300UFC 12 25° € 68% >300UFC
13 22,8° C 58% 90 UFC 13 23°C 56% 80 UFC

14 25° C 70% > 300UFC 14 25° C 70% >300UFC
15 24° C 62% 120 UFC 15 23°C 65% 250 UFC
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Formula per il calcolo della carica batterica totaé

Numero di UFC/m= N x 1000
n

N: numero di colonie batteriche contate sulla peéaatcontatto;

100Q coefficiente di moltiplicazione fisso;

n: numero di volumi di aria prelevati (N.B. il nunoetlei volumi d’aria viene stabilito
in modo direttamente proporzionale al grado dizaldel locale considerato).

Tabella 7. - Valori di riferimento per la valutazione della aaibatterica ambientale.

“Classe” di locale UFC per m® di aria Tipo di ambiente
/

=5 +

P+ s ¥
0 / % 4
1 )
C
$ %
D N
+ &
$ b
(>+ )
'9+
$ %
8
&> -

- 15 -



Presenza di Pasteurella multocida

= Allevamento 1
m Allevamento 2

O Allevamento 3
O Allevamento 4

W Allevamento 5
= Allevamento 6

m Allevamento 7
O Allevamento 8

W Allevamento 9

@ Allevamento 10

O Allevamento 11
O Allevamento 12

W Allevamento 13

W Allevamento 14

m Allevamento 15

Primo periodo di campionamento Secondo periodo di campionamento

Nella prima fase del campionamento gli allevamentb — 8 — 9 e nella seconda 6 — 8 — 11 — 13 coampaiono nel grafico in quanto non si isolavesnea pasteurella;
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Nel corso di questo primo anno di attivita ciasallevamento é stato sottoposto ad altri due
campionamenti per valutare anche la variabilitalidesgplamenti batterici in base alle
variazioni climatiche legate alle stagioni.
Sono stati effettuati in totale 30 campionamenglinallevamenti cunicoli oggetto di questo
studio, distribuiti sul territorio campano in nefieevalenza nella provincia di Benevento, a
seguire poi le province di Avellino, Salerno e Gtse
Nella maggior parte dei casi tutti gli allevamentntrollati sono dotati, in generale, di
un’impiantistica che garantisce:
v un buon ricambio di aria, evitando la formazionesdstanze volatili dannose che
predispongono alla comparsa di patologie respiggtor
4 un sistema di illuminazione artificiale adeguatateesd uniformemente distribuita;
(alcuni sono dotati anche di impianto stereo...);
v la distribuzione automatica e razionata del mangime
v minore affollamento degli animali nelle gabbie inargcolare nei reparti
svezzamento/ingrasso e, quindi, minori rischi &fugdione di malattie;
per le condizioni di temperatura ed umidita si mua alle tabelle dedicate.
Alla fine del primo anno, dopo che saranno statgagi i controlli negli allevamenti, saranno
effettuati eventualmente dei controlli di ordinecrobiologico inerenti gli stessi agenti
patogeni respiratori sugli animali anche al magetioai macelli, a cui afferiscono gli
allevamenti monitorati. | suddetti controlli (chesvolgeranno con le medesime procedure
proposte per gli allevamenti) sono mirati da uro lat’'eventuale ulteriore individuazione
degli agenti causali delle patologie respiratoiig, particolare da quei soggetti definiti
portatori sani, che sono un indice importante dstiio di salute generale dell’allevamento,
dall'altro sono mirati alla valutazione terapeutball'effetto di diete medicate e integratori
nell’alimentazione cunicola.
La prima parte della ricerca condotta fin ad oggsente di considerare attendibile I'ipotesi
di un sano incremento degli allevamenti cunicolidraate la prevenzione delle malattie
infettive in generale e di quelle respiratorie artgcolare.
Le ragioni della ricerca, che appaiono di maggrdexanza, sembrano essere le seguenti:
v’ salute e benessere degli animali d’allevamento;
v’ sicurezza alimentare per i consumatori;
v' incremento economico del settore, anche in vistmngiotenziamento delle medie e

piccole aziende.
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La visione globale di un settore produttivo chesiagisce con la salute del’'uomo permette,
in genere, di affrontarne, per fasi successivetlalio e di raggiungere la consapevolezza di
un sempre piu urgente intervento nell’ambito dplavenzione.

Partendo dai dati, ottenuti attraverso il monitgiagcostante degli allevamenti campione, si
proceduto ad un’analisi comparativa degli stessiniaere considerazioni utili ed applicabili al
settore cunicolo, allo scopo di migliorarlo dal pudi vista sanitario.

Gli allevamenti controllati evidenziano una maggiattenzione degli allevatori allo stato
sanitario della struttura e degli animali, tantge#o che laddove I'ambiente si presenta ben
ventilato, igienicamente protetto, climaticamenteeiquilibrio, le condizioni di salute dei
conigli risultano buone ed il rischio di contraméezioni respiratorie diminuisce.

Si conferma quindi la correlazione tra habitat rdssere degli individui.

Gli interventi operativi per migliorare il settosono, oltre che di tipo logistico, anche di
natura sanitaria e per isolare i soggetti infetipex proteggere quelli sani. Anche cosi é
possibile ridurre le cariche batteriche, visto an@ti germi, tra cui ldPasteurella multocida,

non si sviluppano in un ambiente a loro inadatto’'ullima osservazione: di sicura rilevanza
appare anche l'uso, per garantire il benessere deghali, di medicamenti ed alimenti che,
adeguatamente combinati, possano assicurare albupmdotti di qualita e sicurezza

alimentare.

Obiettivi Secondo Anno di Attivita

Nel corso del secondo anno ormai in corso, invadé,i ceppi isolati saranno sottoposti a
prove in vitro per testare l'efficacia di diversategorie di antibiotici verso gli agenti
responsabili di malattie respiratorie e, soprattuter individuare e proporre nuove soluzioni
terapeutiche.

Infine, i dati raccolti nel corso del primo e decsndo anno saranno organizzati ed inseriti in

un database.
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