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Indagine epidemiologica sulle malattie respiratorie del coniglio
Responsabile Scientifico Prof. Alessandro Fioretti

Relazione Finale II Anno

Nel corso del secondo anno tutti i ceppi batteigolati durante il primo sono stati

sottoposti a prove in vitro finalizzate a testaedficacia di farmaci appartenenti a
diverse categorie antibiotiche ed eventualmenteiraviduare e proporre nuove

soluzioni terapeutiche.

Sono stati esegquiti controlli di ordine microbiolog inerenti gli agenti patogeni

respiratori con particolare riferimentoRasteurella multocida e , inoltre, e stata posta
particolare attenzione anche ad alcuni dei battegponsabili di tossinfezione

alimentare. Per tale motivo sono stati individumti2 macelli campani cui afferiscono
gli allevamenti monitorati. | suddetti controlli o stati espletati con le medesime
procedure indicate per gli allevamenti.

| due macelli cunicoli, in cui e stato realizzaltanionitoraggio igienico-sanitario, sono
situati in provincia di Napoli (Macello N 1) e imqvincia di Caserta (Macello N 2); in

entrambi, i conigli da macellare provenivano andagli allevamenti oggetto della

nostra ricerca, situati nelle province di Avellidenevento, Caserta e Salerno.

La presente relazione é stata suddivisa in duersedistinte (I e Il) per dare maggior

risalto al duplice ordine di azioni che hanno derazato questo secondo anno di

ricerca.



SEZIONE | —Valutazione dell Antibiotico-resistenza

Con l'avvento degli antibiotici, a causa dell’ uspesso improprio e smodato che si
fatto nei decenni passati, i batteri patogeni haamoto la possibilita di mutare la
sensibilita nei confronti degli antibatterici stessnservando alcune piccole mutazioni
nei geni che, comparse in maniera del tutto cassalsono dimostrate protettive nei
confronti delle terapie antibiotiche. In generegsfe “ancore” di salvezza genetiche,
che assicurano la resistenza, sono veicolatetathiao della cellula batterica su una
“stringa” autonoma di Dna (plasmide) rispetto aln@®a del microrganismo.
L’Apramicina, secondo lo studioso Hergenrother,rsde al plasmide inducendo la
cellula a 'rigettarlo’ come se lo ritenesse estratlebatterio cosi trattato ridiventa
quindi suscettibile agli antibiotici. La tecnicag @&sempio, sembra funzionare alla
perfezione SLE. coli resistente all’Ampicillina. Dopo trattamento compramicina,E.
coli ridiventa, infatti, suscettibile allAmpicillina e quindi “curabile”
(www.molecularlab.it).

L’antibiotico-resistenza e la capacita di un batteti sopravvivere all’esposizione di
determinate concentrazioni di una sostanza antiiica e rappresenta, inoltre, la sua
naturale risposta atta a difendersi dagli effettud antibiotico. In molte situazione
vengano usati antibiotici, per cui sia in medicumaana che in veterinaria che nelle
tecnologie di prodotti alimentari esiste il riscluioe si sviluppi antibiotico-resistenza.
L’eccessivo utilizzo di antibiotici, non solo in dlieina umana e veterinaria, ma anche
negli allevamenti intensivi a scopo profilatticocome additivi alimentari promotori
della crescita, sta provocando un incremento deBetenza batterica (Cruchaga et al.,
2001).

Possiamo dare all’antibiotico-resistenza svariafengzioni:

v' Definizione clinicaz sopravvivenza batterica ad un adeguato trattaoment
antibiotico;

v' Definizione farmacologia sopravvivenza batterica ad un range di
concentrazioni esprimendo le varie quantita dibaotico presente nei vari
compartimenti corporei dove € somministrato allaedmccomandata;

v' Definizione microbiologica e molecolarei batteri hanno un meccanismo che

governa la concentrazione minima inibente (MIC);



v' Definizione epidemiologica qualunque gruppo di una specie batterica che puo
essere distinto dalla normale distribuzione del MtCun antibiotico (Acar and
Rostel, 2003).

La valutazione dell’eventuale resistenza antib&ti€ avvenuta tramite ['utilizzo
dell’antibiogramma secondo la ormai collaudaenica di Kirby-Bauer (dal nome dei
ricercatori che 'hanno ideata), che si basa sdéposizione di un certo numero di
dischetti di cellulosa, impregnati di quantita ndidarmaci antibatterici in una piastra
Petri contenente un adatto terreno colturale splidpportunamente insemenzata
(mediante la diffusione a patina) con il germe gatw in esame.
Durante il periodo d’incubazione delle piastre, hemioantibiotici diffondono dai
dischetti nel terreno circostante e, se efficaabiscono la replicazione batterica in
un’area tanto piu grande quanto maggiore sara ra #tivita. Si osserva cosi la
diametro é proporzionale all'attivita antibatteridall’antibiotico contenuto. L'assenza
di alone di inibizione indica, invece, I'inefficacdel farmaco.
In base ai risultati dell'antibiogramma, il batterin esame e definit@sensibile
intermedio o resistente ai diversi antibiotici saggiati. Inoltre, per atere risultati
attendibili, la tecnica deve essere standardiz@@tantita di batteri seminati, tipo di
terreno, scelta degli antibiotici e loro concentmae nei dischetti, condizione di
incubazione della piastra); solo controllando tgtiesti fattori sara possibile misurare
correttamente i diametri degli aloni di inibiziodecrescita.
Nel corso del primo anno, su un totale di 600 tampasali (300 nella prima fase del
campionamento e 300 nella seconda), prelevati hiaillévamenti cunicoli considerati,
sono stati isolati tramite procedure operative dath (P.O.S.) n. 105 ceppi (58 + 47) di
Pasteurella multocida, n. 8 ceppi (7 + 1) dBordetella bronchiseptica e n. 82 ceppi (40
+ 42) diSaphylococcus aureus.
Per la valutazione dell’antibiotico resistenza wititi ceppi diPasteurella multocida
isolati, sono stati utilizzati i seguenti antib@tisuddivisi per famiglia e con
I'indicazione della sigla utilizzata dalla Dittaqututtrice (Oxoid):

- Penicilline: Ampicillina (AMP10), Amoxicillina + Ac. ClavulanicoAMC);

- Tetracicline: Tetraciclina TE30), Ossitetraciclina@T30);

- Aminoglucosidi: Neomicina {10), Kanamicina K30), Streptomicina (S10),

Gentamicina¢N10);



- Sulfamidici: Sulfametoxazolo/Trimetoprim;
- Fluorochinoloni: Enrofloxacina ENR5), Acido Nalidixico (NA30);

- Cloramfenicolo (C3o0).

Per la valutazione dell'antibiotico resistenza dittit i ceppi di Bordetella
bronchiseptica, sono stati utilizzati i seguenti antibiotici:

- Penicilline: Ampicillina (AMP 10), Amoxicillina + Ac. Clavulanicd AMC30);

- Tetracicline: Tetraciclina(TE30);

- Aminoglucosidi: StreptomicingSi0), Neomicina(N10), GentamicinaCN10);

- Fluorochinoloni: EnrofloxacinaENRs), Acido Nalidixico(NA30);

- Cefalosporine Cefuroxime(CXmM30), Ceftriaxong({CR0O30), CefalexingCL30);

- Cloramfenicolo (C3o).

Infine, per la valutazione dell’antibiotico resista dei ceppi ditaphylococcus aureus,
sono stati utilizzati i seguenti antibiotici:

- Penicilline: Ampicillina (AMP10), Amoxicillina +Ac. ClavulanicoAMC30);

- Tetracicline: Tetraciclina TE30);

- Aminoglucosidi: Streptomicina $10, Neomicina N10), Gentamicina GN10),

Amikacina AN30), Vancomicina {A5);

- Fluorochinoloni: Ciprofloxacina CIP5);

- Cefalosporine Cefuroxime €XM30), Ceftriaxone CR0O30), Cefalexine €L30);

- Macrolidi: Rifampicina RD30), Eritromicina €10).

La suscettibilita ai test in vitro e stata esegada il metodo della diffusione su disco in
agar. Come terreno agar di coltura e stato utii@zaMuller-Hington (OXOID Ltd,
Basingstoke, Hampshire, England). Ciascuna pigsstata insemenzata a patina con la
sospensione batterica ottenuta dai ceppi isolatt&sivamente sono stati adagiati sulla

superficie delle piastre i dischetti contenentiagitibiotici scelti per questo studio.



RISULTATI

1. Antibiotico resistenza di Pasteurella multocida

D Ceppi
Antibiotici Sigla resistenti/Totale

Ampicillina | AMP10 | 24/105 23%
Amoxicillina + Ac. Clavulanico \ AMC30 \ 21/105 20%

Gentamicina \ CN10 \ 21/105 20%

Neomicina [ N10 | 31/105 295% |
Kanamicina ‘ K30 ‘ 21/105 20%

Tetraciclina \ TE30 \ 24/105

Ossitetraciclina ‘ OT30 ‘ 21/105 20% I

Enrofloxacina ‘ ENR5 ‘ 21/105 20%

Cloramfenicolo \ C30 \ 15/105 14%
Acido Nalidixico \ NA30 \ 21/105

SuIphametoxazolo/Trimethoprim‘ SXT25 ‘ 12/105 M)




2. Antibiotico resistenza di Bordetella bronchiseptica

Antibiotici Sigla SRR Sl TR Percentuale
campioni
Ampicillina AMP10 \ 418 | 50% |

Amoxicillina + Ac. Clavulanico || AMC30 ‘ 3/8 37,5 % I
Gentamicina CN10 \ 3/8 37.5 %

Neomicina \ 5/8 62,5 %

10 \
Streptomicina S10 4/8 50 % I

Tetraciclina TE30 ‘ 87,50 %

Enrofloxacina ENR5 ‘ 12,5 %
Acido Nalidixico NA30 \ 1/8 12.5 %

Cefuroxime | CXM30 \ 87 50 %

Ceftriaxone | CRO30 \ 50 %
Cefalexine CL30 \ 8/8 100 %

Cloramfenicolo (@]0] ‘ 4/8 50 %




3. Antibiotico resistenza di Staphylococcus aureus

Antibiotici Sigla SRR Sl TR Percentuale
campioni
Ampicillina AMP10 \ 12/82 | 15% |

Amoxicillina + Ac. Clavulanico 7 AMC30 ‘ 14/82 17%

Gentamicina CN10 | 22/82 26%
Neomicina N1O | 14/82
Streptomicina 7 S10 ‘ 15/82 18% I

Amikacina AN30 | 28/82 34%

Vancomicina ‘ 0/82 0%
Tetraciclina TE30 ‘ 25/82

Ciprofloxacina CIP5 | 18/82 21%

Cefuroxime CXM30 \ 7/82 8.5%
Ceftriaxone CRO30 \ 4/82

Cefalexine cL30 | 8/82 0% |
Rifampicina RD30 | 0/82 0%

Eritromicina E10 \ 23/82




Eziologia delle specie batteriche oggetto di studio

Salmonella spp [ f
Il genere Salmonella, ap  alla famiglia delle
enterobacteriaceae, Cci eri Gram-negatividi
dimensioni 0,7 — 1,5 - ’
St ylococcus aureys .

Il {Een&e Staphylococcug parte dell@ ia delle

lattosio, spesso produttori di HS e di lisina-decarbossilasi, MEROCOCCACEAE ¢ nde  diveliSe 8pecie di
anaerobi facoltativi, indolo e ureasi-negativi. : tologla na e
iffUBihe

Il serbatoio delle salmonella e rappresentato daiitestino

di tutti gli animali a sangue c a sangue fredb. anche sulla e e_rle
Resistono a lungo (fino a nove le feci, ingquami, animali e f

nei corsi d'acqu ,'p(l-zgli stagr"nil,q. imenti ali diametro cg|

quali le farine gi e di pesce soprattutto.

Secondo lo.s

Attu. nte sono cindue
inteféssano la patologia dggli argmali domesticj

Aureus, S. E inidis, S. | jitermedqius, S. hyicus,

| ] ,
Jacob (1919 hadescritto [gel congli

] 3 % L
morboso cakattetizzato dal® sviluplietdi asce

ed gmalle guance, ., sug¢€essivanignte c
z@mvite purul kda cad dei denti. I}
Iesioni'elfi colpfilel rossaste, talvolta giall

consistep pastosa.
Y

ata per Ia.'prima volta nel 1879, fu rite'Ll casa dell"]

'] clolera aviarle, mal:i%wffu descritta in Eurpa fino
alla meta del XVIII # g E éa-
i isolati da casi di setti ia aiale,
0 ite del bovino, venner clusi in unio
eurella, in onore di Pasteur n l'affermarsi
i' di tipizzazione batteriologi rilevoche tali
preéentavano distinziJni tra loro, venne
ruppate ih un’unica spe'éie: Pasteurella
m tloleI Tr di un gram-negativo, appartenente alla
famiglia asteurellaceae, di |[forma bacillare o
coccobaci , immobile, asporigeno, bio fadaltivo o

1
microaerofilo e con metabolismo di ‘tipo, férmentativ.

Viene rapidamente distrutta dai uni
dall’essiccammwaﬂa luce slﬁf | C
minuti + a soprawvive

temperatur I'um ia in tura'Eh nell
1 |
si conserva a luhgo alla temperatura di 17-20°C




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 ps#®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.



SEZIONE Il — (Controllo di ®Pasteurella multocida e Valutazione della

presenza di agenti 2oonosici

Lo scopo della presente indagine € stato di:

» Valutare la presenza di Pasteurella multocida peelarla con i risultati ottenuti in
allevamento;

b Identificare la presenza di agenti patogeni a tamatzoonosicoSalmonella spp,
Listeria monocytogenes) a partire da campioni d’organo (porzioni musdolar
cistifellea) e dall’acqua di lavaggio delle caraass

Presso ogni singolo macello si e proceduto, corerzal bisettimanale, al prelievo di

campioni di carcasse nella misura del 2% circa Iddb macellato, mediamente

costituito da circa 500 capi per il macello N 1 & crca 800 per il macello N 2

provenienti da uno o piu allevamenti.

Inoltre, per l'isolamento di Pasteurella multocgtano stati prelevati 20 tamponi nasali

per ciascun campionamento. Nel caso in cui nekssst giornata erano macellati

animali provenienti da diversi allevamenti venivamoelevati 20 tamponi per
allevamento.

Nel macello sito in provincia di Napoli (N 1), awsnuna limitata capacita, il campione

consisteva in sei carcasse, da cui venivano prieleivea 70-80 gr di tessuto muscolare/

carcassa divisi poi in 3 aliquote.

Nel macello sito in provincia di Caserta (N 2), ée, avendo un maggiore capacita e

una maggiore afferenza, il campione consistevattim carcasse sulle quali venivano

eseguite le stesse procedure viste per 'altro Hwace

In totale sono stati eseguiti sei campionamenti@scuno due macelli per un totale di

dodici.
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RISULTATI

Nel corso del presente studio sono state isolatedeenti specie batteriche: 2 ceppi di
Listeria gray, 2 diListeria monocytogenes e 1 solo ceppo diisteria innocua; inoltre, 2
ceppi diSalmonella typhimurium.

Inoltre, per quanto riguarda il controllo microlmglco diPasteurella multocida su un
totale di 20 campioni raccolti per ciascun campineato € stato isolato un numero
variabile di ceppi batterici, nella maggior partel dasi direttamente proporzionale a
guello ottenuto in allevamento. | valori nel deltagi possono osservare nella tabella
sottostante insieme agli altri batteri isolati reglrso del secondo anno, divisi per

macello.

MACELLON 1

Tjﬁigg!a € Percentuale | Salmonella spp | Listeria monocytogenes

I T TN T R

Legenda:

Campionamenti = provenienza degli animali:
1 = Allevamento 4;

2. = Allevamento 7;

3. = Allevamento 2;

4. = Allevamento 1;

5. = Allevamento 5;

6. = Allevamento 3;
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MACELLO N 2

. . Pasteurella Listeria
monocytogenes)
(s
monocytogenes)
(s (=

Legenda:

Campionamenti = provenienza degli animali:
1 = Allevamento 6-9;

2. = Allevamento 8-10;

3. =2 Allevamento 13;

4. = Allevamento 12;

5. = Allevamento 14-11,

6. = Allevamento 15;
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CONSIDERAZIONI FINALI

Nel corso di questo studio sono stati ottenutiltaguinteressanti sia per quanto riguarda
I'isolamento di Pasteurella multocida, sia per quello diSalmonella typhimurium,

Listeria monocytogenes e Listeria spp.

Pasteurella multocida

Le percentuali di isolamento Basteurella multocida al macello erano piuttosto basse e
nella maggior parte dei casi rispecchiavano letpitsi osservate in allevamento. Cio
indica probabilmente che i livelli di infezione & drcolazione dei batteri risultano
contenuti, sia perché le condizioni ambientali ki\eamento garantiscono un habitat
inadatto per questo microrganismo, sia perché mibatici addizionati al mangime
hanno un’efficacia significativa. Di sicuro sareldiato opportuno valutare i biotipi di
Pasteurella in merito alla alta o bassa patogengitinoltre, correlare i ceppi isolati al
macello con quelli presenti in allevamento per fimaine I'eventuale corrispondenza
sia nel biotipo che nella sensibilita agli antimgttuttavia questi approfondimenti non
sono stati eseguiti, per il momento, poiché esulavdalle previsioni di spesa del

progetto in parola.

Agenti responsabili di tossinfezione alimentare:

MACELLO N 1: Prel. n. 1, presenza dListeria gray in una porzione muscolare

La Listeria € un microrganismo presente nell’ambiente, quitata la tipologia di

allevamento, non dovrebbe essere isolata in qugstaie; tuttavia € noto che un
coniglio potrebbe assumetasteria spp consumando “foraggi” o mangimi venuti a
contatto con roditori, che rappresentano il seibataturale di questi microrganismi. In
questo caso sarebbe necessario intervenire dittanin allevamento per svelare la
reale fonte di contaminazione. C’¢ anche da coraideche la presenza a livello
muscolare diListeria gray, come in questo caso specifico, e indicativa ca mon

corretta macellazione, poiché una tale contamim&zi& osserva solo dopo rottura di
visceri. Naturalmente, I'idonea cottura della cadneoniglio impedisce che si possano
verificare episodi di tossinfezione alimentare 'melino, nel quale la listeriosi ha esito

quasi sempre mortale.
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MACELLO N 2:

1. Prel. n. 1, presenza dListeria monocytogenes in una porzione muscolare e nel pool di

cistifellee;

2. Prel. n. 2, presenza diListeria gray in una porzione muscolare e diSalmondla

typhimurium nell’acqua di lavaggio;

Prel. n. 4, presenza dListeria monocytogenes in una porzione muscolare;

Prel. n. 6, presenza diListeria innocua nelle cistifellee eSalmonella typhimurium

nellacqua.
Per quanto riguarda la positivitalasteria spp dei suddetti campioni vale lo stesso

discorso fatto per i campioni positivi del MACELL® 1, mentre per I&lmonella e
opportuno dire che la sua presenza nell’acqua \@gigio potrebbe essere legata al
mancato funzionamento dei filtri per la depurazioed’acqua proveniente dal pozzo.
La salmonellosi non si osservava clinicamente naginali prima della macellazione;
pertanto un’ipotesi fondata potrebbe essere rapptata da erronee manovre di
eviscerazione, con rottura del pacchetto intesinahbrattamento delle carcasse e
successiva contaminazione. Anche se l'idonea @oftielle carni di coniglio evita il
rischio di tossinfezione alimentare, generalmewteuth aSalmonella typhimurium, non
bisogna dimenticare i numerosi casi di tossinfezisegnalati, talvolta ad esito mortale.
Per quanto riguarda lo studio condotto sulla seitgsibantibiotica di Pasteurella
multocida abbiamo osservato una maggiore efficacia del
Sulphametoxazolo/Thrimetoprim e del Cloramfenicdidatti, risultavano resistenti a
tali antibiotici, rispettivamente I'11% ed il 14%idceppi considerati.

In merito all’antibiotico-resistenza dei ceppi Bordetella bronchiseptica pur avendo
riscontrato una netta sensibilitd all’Enrofloxaciea all’Acido Nalidixico (87,5%),
riteniamo che i dati ottenuti non possano essensiderati scientificamente esaustivi,
dato il numero esiguo di ceppi batterici isolati.

| ceppi di Saphylococcus aureus, invece, mostravano una netta sensibilita a gliti
antibiotici testati, ad eccezione di Amikacina erdeiclina per le quali era evidente una
lieve resistenza pari rispettivamente al 34% e08b3Infine, particolare sensibilita era
osservata verso le cefalosporine (Cefuroxime 91,8%iftriaxone 95%, Cefalexine
91%), Rifampicina (100%) e Vancomicina (100%).
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